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07/2004-08/2004 Πρακτική Άσκηση στο εργαστήριο Ιολογίας και Εργαστήριο 
Μοριακής Ιολογίας  υπό τη γενική διεύθυνση της Δρ. Ματσα 
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https://www.infrafrontier.gr/
https://www.infrafrontier.gr/
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Συμμετοχή σε συνέδρια 

2014 – Poster 
 
 
 
 
2017- Poster 
 
 
 
2021- Poster 

Modifiers of learning and memory deficiencies in a Drosophila 
Tauopathy model. Vourkou, E., Tsarmpou, M., 
Papanikolopoulou, K. and Skoulakis, E.M.C. (European 
Drosophila Neurobiology Conference «Neurofly 2014», Crete, 
Greece) 
Modelling Tauopathy-associated learning and memory deficits 
in Drosophila Melanogaster. Vourkou, E., Papanikolopoulou, K. 
and Skoulakis, E.M.C. (Hellenic Society for Neuroscience, 2017, 
Athens, Greece) 
Differential functional specificity of human Tau isoforms. 
Paspaliaris V., Bourouliti A., Vourkou E., Papanikolopoulou K., 
Skoulakis E.M.C. (European Drosophila Neurobiology 
Conference «Neurofly 2020») 

 

Δημοσιεύσεις 
1. Sealey, M. A., Vourkou, E., Cowan, C. M., Bossing, T., Quraishe, S., 

Grammenoudi, S., Skoulakis E.M.C., Mudher, A. (2017). Distinct phenotypes of 

three-repeat and four-repeat human tau in a transgenic model of tauopathy. 

Neurobiol Dis, 105, 74-83. doi:10.1016/j.nbd.2017.05.003 
 

2. Keramidis, I. †, Vourkou, E. †, Papanikolopoulou, K., & Skoulakis, E. M. C. (2020). 

Functional Interactions of Tau Phosphorylation Sites That Mediate Toxicity and 

Deficient Learning in Drosophila melanogaster. Front Mol Neurosci, 13, 569520. 

doi:10.3389/fnmol.2020.569520 

 

3. Prifti, E., Tsakiri, E. N., Vourkou, E., Stamatakis, G., Samiotaki, M., & 

Papanikolopoulou, K. (2021). The Two Cysteines of Tau Protein Are Functionally 

Distinct and Contribute Differentially to Its Pathogenicity in Vivo. J Neurosci, 

41(4), 797-810. doi:10.1523/jneurosci.1920-20.2020 
 

4. Prifti, E. †, Tsakiri, E. N. †, Vourkou, E. †, Stamatakis, G., Samiotaki, M., Skoulakis, 

E. M. C., & Papanikolopoulou, K. (2022). Mical modulates Tau toxicity via cysteine 

oxidation in vivo. Acta Neuropathol Commun, 10(1):44. doi: 10.1186/s40478-022-

01348-1.  
 

5. Vourkou, E. †, Paspaliaris V.†, Bourouliti, A., Zerva, MC., Prifti, E., 

Papanikolopoulou, K., & Skoulakis, E. M. C. (2022). Differential Effects of Human 

Tau Isoforms to Neuronal Dysfunction and Toxicity in the Drosophila CNS. Int J 

Mol Sci. 2022 Oct 26;23(21):12985. doi: 10.3390/ijms232112985. 
 

6. Vourkou, E., Rouiz Ortega, E.D., Mudher, A., & Skoulakis, E. M. C. Human Tau 

aggregates are permissive to Protein Synthesis dependent memory in Drosophila 

Tauopathy models. Under revision. 
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0N4RS238A, S238A Μεταλλαγμένη ισομορφή τ, 0N4R, στην 

οποία η σερίνη (S) 238 έχει αντικατασταθεί 

με αλανίνη (Α) 

 

0N4RS238E, S238E Μεταλλαγμένη ισομορφή τ, 0N4R, στην 

οποία η σερίνη (S) 238 έχει αντικατασταθεί 

με το φωσφο-μιμητικό γλουταμινικό οξύ 

(Glu) 

 

0N4RS262A, S262A Μεταλλαγμένη ισομορφή τ, 0N4R, στην 

οποία η σερίνη (S) 262 έχει αντικατασταθεί 

με αλανίνη (Α) 

 

0N4RS262E, S262E Μεταλλαγμένη ισομορφή τ, 0N4R, στην 

οποία η σερίνη (S) 262 έχει αντικατασταθεί 

με το φωσφο-μιμητικό γλουταμινικό οξύ 

(Glu) 

 

0N4RSTA Μεταλλαγμένη ισομορφή τ, 0N4R, στην 

οποία υπάρχει ταυτόχρονη αντικατάσταση 

της σερίνης 238 και της θρεονίνης 245 με την 

αλανίνη. 

 

0N4RT245A, T245A Μεταλλαγμένη ισομορφή τ, 0N4R, στην 

οποία η θρεονίνη (Τ) 245 έχει 

αντικατασταθεί με αλανίνη (Α) 

 

0N4RT245E, T245E Μεταλλαγμένη ισομορφή τ, 0N4R, στην 

οποία η θρεονίνη (Τ) 245 έχει 

αντικατασταθεί με το φωσφο-μιμητικό 

γλουταμινικό οξύ (Glu) 
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2N4RSTA Μεταλλαγμένη ισομορφή τ, 2N4R, στην 

οποία υπάρχει ταυτόχρονη αντικατάσταση 

της σερίνης 238 και της θρεονίνης 245 με την 

αλανίνη. 

 

3R (three-repeat) Ισομορφές της πρωτεΐνης Τ που περιέχουν 

τρεις επαναλήψεις στη περιοχή πρόσδεσης 

στους μικροσωληνίσκους 

 

4R (four-repeat) Ισομορφές της πρωτεΐνης Τ που περιέχουν 

τέσσερις επαναλήψεις στη περιοχή 

πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους 

 

AD  (Alzheimer’s Disease) Νόσος του Alzheimer 

AGD (Argyrophilic grain disease) Άνοια αργυλοφιλικών κόκκων 

ALS (Amyotrophic lateral 

sclerosis/parkinsonism- dementia 

complex of Guam) 

 

Σύμπλεγμα πλάγιας μυατροφικής 

σκλήρυνσης και παρκινσονισμού του Guam 

AMPK (Adenosine-monophosphate 

activated protein kinase) 

 

Πρωτεϊνική κινάση ενεργοποιημένη από τη 

μονοφωσφορική αδενοσίνη 

APP (Amyloid precursor protein) Πρόδρομη πρωτεΐνη του αμυλοειδούς 

ARM (Anaesthesia Resistant 

Memory) 

 

Ανθεκτική στην αναισθησία μνήμη 

CAMK (Ca2+/calmodulin-dependent 

protein kinase) 

Πρωτεϊνικές κινάσες εξαρτώμενες από το 

ασβέστιο/καλμοδουλίνη 



18 
 

 

CBD (Corticobasal degeneration) Φλοιοβασική εκφύλιση 

cdk5 (Cyclin-dependent kinase 5) Κινάση εξαρτώμενη από την κυκλίνη 5 

CK1 (Casein kinase 1) Κινάση καζεΐνης 1 

CSF (Cerebrospinal fluid) Εγκεφαλονωτιαίο υγρό 

C-άκρο  (C-terminal) Καρβοξυ-τελικό άκρο 

DS (Down’s Syndrome) Σύνδρομο Down 

Dyrk1A (Dual specificity tyrosine-

phosphorylation-regulated kinase 

1A) 

 

Διπλής ειδικότητας ρυθμιζόμενη από τη 

φωσφορυλίωση τυροσίνης κινάση 1Α 

FTD (Frontotemporal dementia) Μετωποκροταφική άνοια 

FTDP-17 (Frontotemporal dementia 

with parkinsonism linked to 

chromosome 17) 

 

Μετωποκροταφική άνοια με παρκινσονισμό 

σχετιζόμενη με το χρωμόσωμα 17 

GGΤ (Globular glial tauopathy) Σφαιρική νευρογλοιακή Τ- πρωτεϊνοπάθεια 

GSK-3 (Glycogen synthase kinase-3) Κινάση-3 της συνθάσης του γλυκογόνου 

GTOs (Granular tau oligomers) Κοκκώδη ολιγομερή της πρωτεΐνης Τ 

JNK (C-Jun amino-terminal kinase) Αμινοτελική κινάση C-Jun 
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LTM (Long Term Memory) Μακροπρόθεσμη μνήμη 

MAP (Microtubule associated 

protein) 

 

Πρωτεΐνη σχετιζόμενη με τους 

μικροσωληνίσκους 

MAP2c (Microtubule associated 

protein 2c) 

 

Ισομορφή c της πρωτεΐνης 2 που σχετίζεται 

με τους μικροσωληνίσκους 

MAPKs (Mitogen-activated protein 

kinases) 

 

Πρωτεϊνικές κινάσες που ενεργοποιούνται 

από μιτογόνα 

MARKs (Microtubule-affinity 

regulating kinases) 

 

Κινάσες που ρυθμίζουν τη συγγένεια των 

μικροσωληνίσκων 

MB (Mushroom bodies) Mισχοειδή σωμάτια 

MetBlu (Methylene blue) Μπλε του μεθυλενίου 

MTB (Microtubule binding domain) Περιοχή πρόσδεσης στους 

μικροσωληνίσκους 

MTM (Middle Term Memory) Μεσοπρόθεσμη μνήμη 

NFT (Neurofibrillary tangle) Νευροϊνιδικό πλέγμα 

Ν-άκρο (N-terminal) Άμινο-τελικό άκρο 

p (p-value) Τιμή σημαντικότητας 

P301L Μεταλλαγμένη ισομορφή τ, 2N4R, στην 

οποία η προλίνη 301 έχει αντικατασταθεί με 

λευκίνη 
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PD (Parkinson’s disease) Νόσος του Parkinson 

PDPK (Proline-directed protein 

kinases) 

Πρωτεϊνικές κινάσες κατευθυνόμενες από 

την προλίνη 

 

PHFs (Paired helical filaments) Ζεύγη ελικοειδών ινιδίων 

PI (Performance Index) Δείκτης απόδοσης 

PiD (Pick’s Disease) Νόσος του Pick 

PKA (Cyclic AMP, cAMP-dependent 

protein kinase) 

Εξαρτώμενη από το κυκλικό AMP (cAMP) 

πρωτεϊνική κινάση 

 

PP1 (Protein phosphatase 1) Πρωτεϊνική φωσφατάση 1 

PP2A (Protein phosphatase 2A) Πρωτεϊνική φωσφατάση 2Α 

PP2B (Protein phosphatase PP2B, 

calcineurin) 

 

Πρωτεϊνική φωσφατάση 2Β, καλσινευρίνη 

PP5 (Protein phosphatase 5) Πρωτεϊνική φωσφατάση 5 

PSD-M (Protein-Synthesis-

Dependent Memory) 

 

Εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση 

μνήμη 

PSI-M (Protein-Synthesis-

Independent Memory) 

 

Ανεξάρτητη από την πρωτεϊνική σύνθεση 

μνήμη 

PSP (Progressive Supranuclear Palsy) Προϊούσα υπερπυρηνική παράλυση 
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pT, pThr (Phospho-threonine) Φωσφο-θρεονίνη 

p-tau (Phospho-tau) Φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη Τ 

SEM (Standard error of the mean) Τιμή τυπικού σφάλματος 

Ser, S (serine) Σερίνη 

SFs (Straight Filaments) Ευθύγραμμα ινίδια 

STA Μεταλλαγμένη ισομορφή τ, στην οποία 

υπάρχει ταυτόχρονη αντικατάσταση της 

σερίνης 238 και της θρεονίνης 245 με την 

αλανίνη 

 

STM (Short Term Memory) Βραχυπρόθεσμη μνήμη 

Thr, T (Threonine) Θρεονίνη 

TPK (Tyrosine protein kinases) Πρωτεϊνικές κινάσες τυροσίνης 

Αβ (β-amyloid) β- αμυλοειδές 

Αβ40 (β-amyloid 40) β-αμυλοειδές 40 

Αβ42 (β-amyloid 42) β-αμυλοειδές 42 

ΚΝΣ Κεντρικό Νευρικό Σύστημα 

ΠΝΣ Περιφερικό Νευρικό Σύστημα 
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Οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες περιλαμβάνουν ένα σύνολο ασθενειών που 

σχετίζονται με τη προοδευτική απώλεια της δομής ή της λειτουργίας των νευρώνων 

(εκφύλιση) και οδηγούν στο θάνατο των νευρώνων και των ιστών και συνεπώς στην 

επικείμενη δυσλειτουργία του εγκεφάλου. Σχετίζονται άμεσα με την ηλικία και 

εξελίσσονται χρονικά προκαλώντας προβλήματα στην κίνηση (αταξία) και στη 

νοητική λειτουργία (άνοια). Μια ιδιαίτερη κατηγορία των νευροεκφυλιστικών 

ασθενειών αποτελούν οι Τ-πρωτεϊνοπάθειες, δηλαδή οι ασθένειες που σχετίζονται 

με την πρωτεΐνη Τ (με κυριότερη τη νόσο του Alzheimer) και χαρακτηρίζονται από 

υπερ-φωσφορυλιωμένη και μη φυσιολογικά φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη T ή από 

μεταλλάξεις στο γονίδιο τ. Η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ θεωρείται ότι είναι 

ένα από τα πρώιμα συμβάντα της παθογένεσης που προκαλεί η πρωτεΐνη Τ, πριν 

ακόμα την εσφαλμένη αναδίπλωσή της ή την δημιουργία των συσσωματωμάτων 

της. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον για την φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ εκδηλώθηκε 

έπειτα από την ανακάλυψη ότι τα ζεύγη ελικοειδών ινιδίων (PHFs) που βρίσκονται 

σε ασθενείς με AD αποτελούνται από φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη Τ. Τα τελευταία 

χρόνια έχει διεξαχθεί πληθώρα μελετών για την ανάδειξη των μοριακών 

μηχανισμών με τους οποίους η πρωτεΐνη Τ οδηγεί σε νευροεκφυλισμό. Για το σκοπό 

αυτό έχουν δημιουργηθεί διάφορα διαγονιδιακά μοντέλα, όπως στο ποντίκι και στη 

Drosophila Melanogaster, στα οποία εκφράζονται διαφορετικές ισομορφές της 

πρωτεΐνης Τ καθώς και διαφορετικές μεταλλαγμένες μορφές της. Η έκφραση της 

ανθρώπινης πρωτεΐνης T στο Κεντρικό νευρικό Σύστημα (ΚΝΣ) της Drosophila οδηγεί 

σε αυξημένη τοξικότητα, πρόωρη θνησιμότητα και σε ελλείμματα στη μάθηση και 

μνήμη.  

Οι στόχοι της παρούσης έρευνας συνοψίζονται παρακάτω: 

Αρχικός στόχος της παρούσας εργασίας ήταν ο χαρακτηρισμός συγκεκριμένων 

θέσεων φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ που καθορίζουν την τοξικότητά της. Η 

κατανόηση του προτύπου και του τρόπου ρύθμισης της φωσφορυλίωσης της 

ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ είναι σημαντική για την παρακολούθηση και εξέλιξη 

διαφόρων Τ-πρωτεϊνοπαθειών. Η αναγνώριση συγκεκριμένων θέσεων 

φωσφορυλίωσης, οι οποίες δρουν ως «θυροφύλακες» για μια σειρά άλλων 

επικείμενων φωσφορυλιώσεων, μπορεί να αποτελέσει ένα χρήσιμο βιοδείκτη για 

την πρόγνωση των Τ-πρωτεϊνοπαθειών.  

Στη συνέχεια, με γνώμονα το γεγονός ότι οι διαφορετικές ισομορφές της πρωτεΐνης 

Τ εμπλέκονται ποικιλοτρόπως στη παθογένεση των διαφορετικών Τ-

πρωτεϊνοπαθειών κρίθηκε απαραίτητη η αξιολόγηση των φαινοτύπων που είναι 

ειδικοί για την κάθε ισομορφή της πρωτεΐνης Τ στη D. melanogaster. Οι έξι 

διαφορετικές ισομορφές της πρωτεΐνης Τ πολλές φορές θεωρούνται ως η ίδια 

πρωτεΐνη και πράγματι πολλά από τα φυσιολογικά αλλά και παθολογικά 

χαρακτηριστικά τους είναι παρόμοια. Ωστόσο, υπάρχουν σαφείς διαφορές στη 
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λειτουργία των ισομορφών, οι οποίες προκύπτουν από τις μεταβλητές Ν-τελικές 

περιοχές και από τις 3 ή 4 περιοχές πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους. Οι 

διαφορές που εξαρτώνται από την ισομορφή, πρέπει να λαμβάνονται υπόψη κατά 

την ερμηνεία ερευνητικών δεδομένων στα μοντέλα των Τ-πρωτεϊνοπαθειών και 

μπορεί να ρίξουν φως στον διαφορετικό ρόλο της κάθε ισομορφής στη παθογένεση 

των ασθενειών, ειδικά σε αυτές όπου μόνο μια από αυτές τις ισομορφές κυριαρχεί. 

Τέλος, ένα από τα πιο κοινά χαρακτηριστικά των περισσοτέρων Τ-πρωτεϊνοπαθειών, 

συμπεριλαμβανομένων και αυτών που δεν εμπλέκουν μεταλλαγμένη πρωτεΐνη Τ, 

όπως η νόσος του Alzheimer, είναι τα χρονο-εξαρτώμενα ελλείμματα στη μάθηση 

και μνήμη. Συνεπώς, ως τελικός στόχος της παρούσας εργασίας κρίθηκε απαραίτητο 

να διερευνηθεί εάν αυτές οι γνωστικές δυσλειτουργίες των Τ-πρωτεϊνοπαθειών 

είναι απόρροια δυσλειτουργικών και εκφυλισμένων ή άθικτων νευρώνων, καθώς 

και του ρόλου που διαδραματίζουν τα συσσωματώματα στις διεργασίες που 

απαιτούνται για την εξαρτώμενη από την πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη. Η περίπτωση τα 

γνωστικά ελλείμματα που προκύπτουν να είναι απόρροια ναι μεν δυσλειτουργικών 

νευρώνων, αλλά άθικτων δομικά, δίνει επίσης πιθανότητες να είναι εφικτή και η 

αναστροφή των γνωστικών ελλειμμάτων με φάρμακα και σε ασθενείς, τουλάχιστον 

πριν τα μεταγενέστερα εκφυλιστικά στάδια της νόσου. Ενώ, η διερεύνηση του 

ρόλου των συσσωματωμάτων σε συγκεκριμένες γνωστικές λειτουργίες μπορεί να 

υποδείξει πιθανούς φαρμακευτικούς στόχους (π.χ φάρμακα που επάγουν ή 

αναστέλλουν τη συσσωμάτωση), ως καταλληλότερους για την θεραπεία των 

γνωστικών δυσλειτουργιών και στον άνθρωπο. 
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1. Νευροεκφυλιστικές Ασθένειες 

Οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες είναι μια γενική έννοια, η οποία περιλαμβάνει ένα 

σύνολο ασθενειών που σχετίζονται με τη προοδευτική απώλεια της δομής ή της 

λειτουργίας των νευρώνων (εκφύλιση) και οδηγούν στο θάνατο των νευρώνων και 

των ιστών και συνεπώς στην επικείμενη δυσλειτουργία του εγκεφάλου. Σχετίζονται 

άμεσα με την ηλικία και εξελίσσονται χρονικά προκαλώντας προβλήματα στην 

κίνηση (αταξία) και στη νοητική λειτουργία (άνοια). Το ποσοστό του παγκόσμιου 

πληθυσμού που προσβάλλεται από τις νευροεκφυλιστικές ασθένειες αυξάνεται 

συνεχώς και αναμένεται ο διπλασιασμός των πασχόντων κάθε 20 χρόνια. Οι πιο 

συχνές νευροεκφυλιστικές ασθένειες είναι η νόσος του Alzheimer και του Parkinson, 

πολυγλουταμινικές ασθένειες όπως η νόσος του Huntington, η αμυοτροφική 

πλευρική σκλήρυνση, η νωτιαία μυϊκή ατροφία και οι νόσοι του κινητικού νευρώνα. 

Κοινό χαρακτηριστικό των περισσοτέρων νευροεκφυλιστικών ασθενειών είναι η μη 

σωστή αναδίπλωση των πρωτεϊνών και η συσσώρευση αυτών δημιουργώντας 

χαρακτηριστικά ενδονευρωνικά έγκλειστα ή πλάκες καθώς και η ύπαρξη γνωστικών 

δυσλειτουργιών. Η μεγάλη ποικιλομορφία που παρατηρείται στα παθολογικά 

χαρακτηριστικά της κάθε νόσου υποδηλώνει την ύπαρξη διαφορετικών μηχανισμών 

παθογένεσης.  

Μια ιδιαίτερη κατηγορία των νευροεκφυλιστικών ασθενειών αποτελούν οι Τ-

πρωτεϊνοπάθειες, δηλαδή οι ασθένειες που σχετίζονται με την πρωτεΐνη Τ (με 

κυριότερη τη νόσο του Alzheimer) και χαρακτηρίζονται από υπερ-φωσφορυλιωμένη 

και μη φυσιολογικά φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη T ή από μεταλλάξεις στο γονίδιο τ. 

 

2. Πρωτεΐνη Τ 

2.1. Γονίδιο τ 

Το 1988 απομονώθηκε το πρώτο cDNA για το γονίδιο τ από βιβλιοθήκη έκφρασης 

ποντικού (G. Lee, Cowan, & Kirschner, 1988) και εν συνεχεία ακολούθησε και η 

κλωνοποίησή του από άλλα ανώτερα είδη. Το ανθρώπινο γονίδιο τ έχει μέγεθος 

100Kb, βρίσκεται στο χρωμόσωμα 17 και συγκεκριμένα στη γενετική θέση q21 και 

περιέχει 16 εξώνια (Andreadis et al., 1992); (Goedert et al., 1989b); (Neve et al., 

1986). Το εξώνιο -1 αποτελεί μέρος του υποκινητή. Τα εξώνια -1 (στο 5΄ άκρο) και 

14 (στο 3΄ άκρο) μεταγράφονται αλλά δεν μεταφράζονται. Τα εξώνια 1, 4, 5, 7, 9, 11, 

12 και 13 αποτελούν το κύριο κορμό του mRNA (Goedert et al., 1989a); (Goedert et 

al., 1989b), ενώ τα εξώνια 2, 3 και 10 υπόκεινται σε εναλλακτικό μάτισμα (Andreadis 

et al., 1995); (Himmler et al., 1989) και δίνουν γένεση σε έξι διαφορετικά mRNAs 

που μεταφράζονται σε έξι διαφορετικές ισομορφές της πρωτεΐνης Τ στο Κεντρικό 

Νευρικό Σύστημα (ΚΝΣ) (Εικόνα 1). Οι ισομορφές αυτές διαφέρουν από την 
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απουσία ή την παρουσία ενός ή δύο ενθέσεων 29 αμινοξέων στο άμινο-τελικό άκρο 

(Ν-άκρο) που κωδικοποιούνται από το εξώνιο 2 και το εξώνιο 3 σε συνδυασμό είτε 

με τρεις (R1, R3 και R4) είτε με τέσσερις (R1, R2, R3 και R4) επαναλήψεις στο 

καρβόξυ-τελικό άκρο (C-άκρο). Η επιπρόσθετη περιοχή πρόσδεσης στους 

μικροσωληνίσκους κωδικοποιείται από το εξώνιο 10. Τα εξώνια 4Α και 8 είναι 

ειδικά για το Περιφερικό Νευρικό Σύστημα (ΠΝΣ) (Goedert et al., 1992b). Στο 

ενήλικο ΚΝΣ εντοπίζονται και οι έξι ισομορφές της πρωτεΐνης Τ, ενώ στο εμβρυικό 

ΚΝΣ εντοπίζεται μόνο η μικρότερη ισομορφή μεγέθους 352 αμινοξέων (Andreadis et 

al., 1995); (Himmler et al., 1989). 

 

 

Εικόνα 1. Σχηματική Αναπαράσταση του ανθρώπινου γονιδίου τ, του πρώιμου μεταγράφου και 

των 6 ισομορφών της πρωτεΐνης στο ΚΝΣ. Το γονίδιο τ βρίσκεται στο χρωμόσωμα 17 στη θέση 

17q21. Περιέχει 16 εξώνια με το εξώνιο -1 να αποτελεί μέρος του υποκινητή. Τα εξώνια -1 (στο 5΄ 

άκρο) και 14 (στο 3΄ άκρο) μεταγράφονται αλλά δεν μεταφράζονται. Τα εξώνια 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 και 

13 αποτελούν το κύριο κορμό του mRNA, ενώ τα εξώνια 2, 3 και 10 υπόκεινται σε εναλλακτικό 

μάτισμα και δίνουν γένεση σε έξι διαφορετικά mRNA που μεταφράζονται σε έξι διαφορετικές 

ισομορφές στο ΚΝΣ. Οι ισομορφές αυτές διαφέρουν από την απουσία ή την παρουσία ενός ή δύο 

ενθέσεων 29 αμινοξέων στο Ν-άκρο που κωδικοποιούνται από το εξώνιο 2 (πορτοκαλί πλαίσιο) και 

το εξώνιο 3 (πράσινο πλαίσιο) σε συνδυασμό είτε με τρεις (R1, R3 και R4) είτε με τέσσερις (R1, R2, R3 

και R4) επαναλήψεις στο C-άκρο (μαύρα πλαίσια). Η επιπρόσθετη περιοχή πρόσδεσης στους 

μικροσωληνίσκους κωδικοποιείται από το εξώνιο 10 (ροζ πλαίσιο). Η μικρότερη ισομορφή μεγέθους 

352 αμινοξέων είναι η μόνη ισομορφή που εντοπίζεται στο εμβρυικό ΚΝΣ. (Luna-Muñoz et al., 2013) 
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2.2. Ισομορφές της πρωτεΐνης Τ 

Στον άνθρωπο υπάρχουν έξι διαφορετικές ισομορφές της πρωτεΐνης Τ στο κεντρικό 

νευρικό σύστημα και μια στο περιφερικό νευρικό σύστημα (Εικόνα 1). Οι 

ισομορφές αυτές διαφέρουν από την απουσία ή την παρουσία ενός ή δύο ενθέσεων 

29 αμινοξέων στο Ν-άκρο (0Ν, 1Ν ή 2Ν) σε συνδυασμό με τρεις (3R) ή με τέσσερις 

(4R) επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες αμινοξέων στο C-άκρο. Οι ισομορφές αυτές 

έχουν μέγεθος από 352 έως 441 αμινοξέα και 45 kDa έως 65kDa (Buée et al., 2000). 

Στο εμβρυικό ΚΝΣ εντοπίζεται μόνο η μικρότερη ισομορφή (0N3R), μεγέθους 352 

αμινοξέων  (Andreadis et al., 1995); (Himmler et al., 1989); (Goedert et al., 1989a); 

(Goedert et al., 1989b), ενώ στο ενήλικο ΚΝΣ εκφράζονται παρόμοια επίπεδα 

(αναλογία περίπου 1:1) των 3R και 4R ισομορφών (Goedert & Jakes, 1990). Οι 0Ν, 

1Ν και 2Ν ισομορφές αποτελούν κατά αντιστοιχία το 37%, 54% και 9% της ολικής 

πρωτεΐνης Τ (Goedert & Jakes, 1990). Στο περιφερικό νευρικό σύστημα εντοπίζεται 

μια ακόμα ισομορφή, γνωστή ως ‘μεγάλη’ πρωτεΐνη Τ, η οποία έχει στο Ν-άκρο ένα 

επιπλέον μεγάλο εξώνιο (Goedert et al., 1992b); (Couchie et al., 1992). Ωστόσο, η 

έκφραση της πρωτεΐνης Τ δεν είναι συντηρημένη. Έτσι, σε άλλους οργανισμούς 

όπως στον εγκέφαλο ενήλικα ποντικού εντοπίζονται κυρίως οι 4R ισομορφές, ενώ 

στο κοτόπουλο οι 3R, 4R και 5R ισομορφές (Yoshida & Goedert, 2002). 

 

2.3. Κυτταρικός εντοπισμός των ισομορφών της πρωτεΐνης Τ. 

Στον άνθρωπο, η πρωτεΐνη Τ εντοπίζεται κυρίως στους νευρώνες και συγκεκριμένα 

στους άξονες (Εικόνα 2) (Binder et al., 1985); (Kosik & Finch, 1987); (Migheli et al., 

1988), ενώ σε πολύ μικρές ποσότητες εντοπίζεται και σε άλλα μη νευρικά κύτταρα 

(Y. Gu, Oyama, & Ihara, 1996), όπως για παράδειγμα σε γλοιακά κύτταρα (S. S. Chin 

& Goldman, 1996), στα ολιγοδενδροκύτταρα και στα αστροκύτταρα (Müller et al., 

1997); (Papasozomenos & Binder, 1987). Η ενδο-νευρωνική πρωτεΐνη Τ μπορεί σε 

χαμηλά επίπεδα να εντοπιστεί και στα σωματοδενδριτικά διαμερίσματα (Tashiro et 

al., 1997), συμπεριλαμβανομένων της πλασματικής μεμβράνης, τον πυρήνα και τα 

μιτοχόνδρια (X. C. Li et al., 2016).  

 

 

Εικόνα 2. Σχηματική απεικόνιση των διαφορετικών επιπέδων 

έκφρασης της πρωτεΐνης Τ στους ώριμους νευρώνες. Η πρωτεΐνη 

Τ εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα κυρίως στον άξονα των ώριμων 

νευρώνων (Scholz & Mandelkow, 2014).   
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Επίσης, εντοπίζεται σε διάφορους περιφερικούς ιστούς, όπως στην καρδιά, στους 

νεφρούς, στους πνεύμονες, στο πάγκρεας, σε μύες και σε ινοβλάστες (Y. Gu et al., 

1996); (Vanier et al., 1998); (Kenner et al., 1994). Η πρωτεΐνη Τ που εκφράζεται σε 

μη-νευρωνικά κύτταρα έχει την ίδια δομή και λειτουργία όπως αυτή που 

εκφράζεται στον εγκέφαλο (Cross et al., 2000). 

 

2.4. Φυσιολογικός Ρόλος της πρωτεΐνης Τ.  

Ο κυτταρικός σκελετός αποτελείται από τρεις κύριες νηματοειδείς δομές, τους 

μικροσωληνίσκους, τα νευρονημάτια και τα μικρονημάτια ακτίνης (Doherty & 

McMahon, 2008). Οι μικροσωληνίσκοι διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο για τον 

σχηματισμό και την διατήρηση του νευράξονα και των δενδριτών. Κάθε 

μικροσωληνίσκος αποτελείται από τα πρωτονημάτια που με τη σειρά τους 

αποτελούνται από ζεύγη υπομονάδων τουμπουλίνης α και β (οι οποίες 

διατάσσονται γραμμικά). Σε αναπτυσσόμενους νευρώνες, οι μικροσωληνίσκοι 

διέρχονται από κύκλους πολυμερισμού-αποπολυμερισμού (με τη βοήθεια των 

διμερών τουμπουλίνης) μέχρις ότου δημιουργηθεί η κατάλληλη πολικότητα που θα 

οδηγήσει στην σωστή ανάπτυξη του νευράξονα. Οι μικροσωληνίσκοι των δενδριτών 

και των αξόνων είναι πολύ σταθεροί προάγοντας τη σωστή δομή και λειτουργία των 

ώριμων νευρώνων (Baas et al., 1991). Διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο σε 

νευρωνικές διεργασίες όπως η πόλωση, η αξονική μεταφορά, η διατήρηση των 

νευρωνικών επεκτάσεων και στη συναπτική πλαστικότητα και ταξινόμηση των 

πρωτεϊνών (M. Morris, Maeda, Vossel, & Mucke, 2011). 

Η πρωτεΐνη Τ ανακαλύφθηκε το 1975 (Weingarten, Lockwood, Hwo, & Kirschner, 

1975) και το αρχικό της όνομα δόθηκε από τον Marc Kirschner ως ‘παράγοντας’ που 

σχετίζεται με την τουμπουλίνη προάγοντας τη συναρμολόγησή της σε 

μικροσωληνίσκους (Weingarten et al., 1975). Είναι μέλος της οικογένειας των 

πρωτεϊνών που προσδένονται με τους μικροσωληνίσκους (MAPs). Συμμετέχει στο 

πολυμερισμό των μικροσωληνίσκων (Witman et al., 1976) και σταθεροποιεί την 

δομή τους (Drechsel et al., 1992); (Bré & Karsenti, 1990). Διαδραματίζει σημαντικό 

ρόλο στη ρύθμιση της διαμέτρου των νευραξόνων (Harada et al., 1994) και στην 

αξονική μεταφορά (Dixit et al., 2008), στη νευρο-γένεση και δημιουργία της 

νευρωνικής πολικότητας κατά την ανάπτυξη (Caceres & Kosik, 1990). Επίσης, έχει 

αναφερθεί ότι η πρωτεΐνη Τ πιθανόν μέσω της αλληλεπίδρασής της με άλλες 

πρωτεΐνες μπορεί να εμπλέκεται και σε άλλες διεργασίες. Για παράδειγμα, έχει 

βρεθεί ότι αλληλεπιδρά με τα ινίδια σπεκτρίνης (Carlier et al., 1984) και ακτίνης 
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(Henríquez et al., 1995), ενώ έχει βρεθεί ότι μπορεί να συνδέει τους 

μικροσωληνίσκους με άλλα οργανίδια όπως τα μιτοχόνδρια και την 

κυτταροπλασματική μεμβράνη (Jung et al., 1993); (Brandt et al., 1995). Τέλος, έχει 

προταθεί ότι μπορεί να συνδέεται στο DNA ή το RNA, ωστόσο η άποψη αυτή δεν 

φαίνεται να επικρατεί ιδιαίτερα (Bryan et al., 1975); (Corces et al., 1980); (Corces et 

al., 1978) (Εικόνα 3). 

 

Εικόνα 3. Σχηματική αναπαράσταση των προτεινόμενων ρόλων της πρωτεΐνης Τ. Εικόνα από 

(Sotiropoulos et al., 2017). 

 

2.5. Λειτουργικές Περιοχές της πρωτεΐνης Τ. 

Η πρωτεΐνη Τ αποτελείται από δυο βασικές περιοχές, την περιοχή προβολής και την 

περιοχή πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους (MTB) (Εικόνα 4). Η περιοχή 

προβολής υποδιαιρείται στην όξινη άμινο-τελική περιοχή και στην πλούσια σε 

προλίνες περιοχή. Η περιοχή πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους υποδιαιρείται 

στη βασική περιοχή και στην όξινη καρβοξυ-τελική περιοχή. Η βασική περιοχή είναι 

αυτή που έρχεται σε επαφή με τους μικροσωληνίσκους (Himmler et al., 1989). Η 

αμινο-τελική περιοχή προβάλλει μακριά από την επιφάνεια των μικροσωληνίσκων 

και θεωρείται ότι αλληλεπιδρά με τη πλασματική μεμβράνη. Μια αλληλεπίδραση 

μεταξύ του εξωνίου 1 με τις αννεξίνες (Brandt et al., 1995); (Gauthier-Kemper et al., 
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2011) βοηθάει στην κατανόηση του εντοπισμού της πρωτεΐνης Τ στους άξονες 

(Gauthier-Kemper et al., 2018). Επίσης, το εξώνιο 1 της ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ 

περιέχει μια πρώιμη-ειδική αλληλουχία, η οποία έχει προταθεί ότι μεσολαβεί για 

τις αλληλεπιδράσεις με άλλες νευρωνικές πρωτεΐνες (Stefanoska et al., 2018). Τα 

PXXP μοτίβα στη πλούσια σε προλίνες περιοχή αναγνωρίζονται από πρωτεΐνες της 

Src οικογένειας των κινασών που δεν είναι υποδοχείς και περιέχουν SH3 περιοχές, 

όπως οι πρωτεϊνικές κινάσες Lck, Fgr και Fyn (G. Lee et al., 1998).  

 

 

Εικόνα 4. Λειτουργικές περιοχές της πρωτεΐνης Τ. Η πρωτεΐνη Τ αποτελείται από δυο βασικές 

περιοχές, την περιοχή προβολής και την περιοχή πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους. Η περιοχή 

προβολής υποδιαιρείται στην όξινη αμινο-τελική περιοχή και στην πλούσια σε προλίνες, ενώ η 

περιοχή πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους υποδιαιρείται στη βασική περιοχή και στην όξινη 

καρβοξυ-τελική περιοχή. Εικόνα από (Luna-Muñoz et al., 2013). 

 

Η περιοχή πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους περιέχει τρεις ή τέσσερις (3R ή 4R) 

επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες των 31 ή 32 αμινοξέων. Κάθε μία επανάληψη 

αποτελείται από μια συντηρημένη αλληλουχία 18 αμινοξέων και μια λιγότερο 

συντηρημένη αλληλουχία των 13 ή 14 αμινοξέων (Himmler et al., 1989); (Goedert et 

al., 1989b). Οι επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες καθώς και κάποιες παρακείμενες 

αλληλουχίες μεσολαβούν για την αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης Τ με τους 

μικροσωληνίσκους (Mukrasch et al., 2007). Οι αλληλουχίες αυτές περιλαμβάνουν 

τις K240SRLQTAPV248, V275QINKKLDLS285 και I297KHV300. Επίσης, αλληλουχίες όπως το 

επταπεπτίδιο K224ΚVAVVR230, το οποίο βρίσκεται στη πλούσια σε προλίνες περιοχή 

καθώς και το K370IETHK375 φαίνεται να έχουν πολύ ισχυρή αλληλεπίδραση με τους 

μικροσωληνίσκους (Goode et al., 1997); (Mukrasch et al., 2007); (Sillen et al., 2007). 

Οι 3R ισομορφές, οι οποίες δεν περιέχουν την δεύτερη κατά σειρά επανάληψη 

καθώς και τις δυο αλληλουχίες V275QINKKLDLS285 και I297KHV300, οι οποίες 

κωδικοποιούνται από το εξώνιο 10, παρουσιάζουν μειωμένη ικανότητα πρόσδεσης 

στους μικροσωληνίσκους σε σχέση με τις 4R ισομορφές (Lu & Kosik, 2001); (Panda 

et al., 2003). Μελέτες έχουν δείξει ότι κάθε επανάληψη της πρωτεΐνης Τ συνδέεται 

με την εξωτερική επιφάνεια των μικροσωληνίσκων και υιοθετούν μια εκτεταμένη 

δομή αλληλεπιδρώντας με την αλφα- και βήτα- τουμπουλίνη (Al-Bassam et al., 
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2002); (Kellogg et al., 2018). Οι μικροσωληνίσκοι έχουν σταθερές και ασταθείς 

περιοχές. Η πρωτεΐνη Τ βρίσκεται σε αφθονία στις ασταθείς περιοχές τους (Al-

Bassam et al., 2002); (Kellogg et al., 2018) γεγονός που έχει οδηγήσει στην υπόθεση 

ότι ενδέχεται να μην σταθεροποιεί τους μικροσωληνίσκους αλλά να τους επιτρέπει 

να βρίσκονται σε μακρές ασταθείς περιοχές (Black et al., 1996); (Qiang et al., 2018). 

 

2.6. Μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις της πρωτεΐνης Τ 

Η πρωτεΐνη Τ, όπως και οι περισσότερες πρωτεΐνες υπόκειται σε μια σύνθετη σειρά 

μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων. Αυτές συμπεριλαμβάνουν τη 

φωσφορυλίωση (G. Lee et al., 2004), τη γλυκοζυλίωση (Ledesma et al., 1994), την 

ακετυλίωση (Cohen et al., 2011), την οξείδωση (Landino, Skreslet, & Alston, 2004), 

τον ισομερισμό (Miyasaka et al., 2005), τη νίτρωση (Reyes et al., 2008), Ο-

γλυκοζυλίωση (Arnold et al., 1996), την πολυαμίνωση (Wilhelmus et al., 2009), 

σουμοϋλίωση (Dorval & Fraser, 2006), την ουβικουϊτινίωση (Cripps et al., 2006) και 

τη πρωτεολυτική αποικοδόμηση (περικοπή) (Mondragón-Rodríguez et al., 2008). Η 

μη φυσιολογικές τροποποιήσεις της πρωτεΐνης Τ φαίνεται να είναι η κύρια αιτία 

των παθολογικών μηχανισμών της πρωτεΐνης Τ, με βασικότερη τη μη φυσιολογική 

φωσφορυλίωσή της που φαίνεται να πυροδοτεί τη παθολογική συσσώρευση της 

πρωτεΐνης Τ στις Τ-πρωτεϊνοπάθειες. 

 

2.6.1. Φωσφορυλίωση και αποφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ 

Φωσφορυλίωση μιας πρωτεΐνης είναι η προσθήκη μιας φωσφορικής ομάδας σε 

κατάλοιπα σερίνης, θρεονίνης και τυροσίνης. Αποτελεί την πιο κοινή μετα-

μεταφραστική τροποποίηση της πρωτεΐνης Τ. Μέχρις στιγμής έχουν περιγραφεί 85 

θέσεις φωσφορυλίωσης στη μεγαλύτερη σε μήκος ισομορφή της πρωτεΐνης Τ, την 

2N4R ισομορφή (Εικόνα 5). Οι περισσότερες θέσεις φωσφορυλίωσης βρίσκονται 

εκτός της περιοχής πρόσδεσης με τους μικροσωληνίσκους και συγκεκριμένα στην 

πλούσια περιοχή σε προλίνες του αμινο-τελικού άκρου και στην όξινη περιοχή του 

καρβοξυ-τελικού άκρου. Η κατάσταση φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ είναι 

απόρροια της ισορροπίας μεταξύ της ποσότητας και της δραστικότητας των 

πρωτεϊνικών κινασών και φωσφατασών που είναι ειδικές για αυτές τις θέσεις 

(Sergeant et al., 2005).   
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Εικόνα 5. Σχηματική Αναπαράσταση των θέσεων φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ. Οι πιο κοινές 

θέσεις φωσφορυλίωσης, όπως παρουσιάζονται στην μεγαλύτερη ισομορφής της πρωτεΐνης Τ, την 

2N4R ισομορφή. Οι περισσότερες θέσεις φωσφορυλίωσης βρίσκονται εκτός της περιοχής πρόσδεσης 

με τους μικροσωληνίσκους και συγκεκριμένα στην πλούσια σε προλίνες περιοχή του αμινο-τελικού 

άκρου και στην όξινη περιοχή του καρβοξυ-τελικού άκρου. Εικόνα από (Xia et al., 2021). 

 

2.6.1.1. Πρωτεϊνικές κινάσες της πρωτεΐνης Τ 

Οι πρωτεϊνικές κινάσες που εμπλέκονται στη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ 

διακρίνονται σε τρεις κατηγορίες: πρωτεϊνικές κινάσες κατευθυνόμενες από την 

προλίνη (PDPK), πρωτεϊνικές κινάσες μη κατευθυνόμενες από την προλίνη (μη 

PDPK) και πρωτεϊνικές κινάσες τυροσίνης (TPK) (Martin et al., 2013); (Llorens-Martín 

et al., 2014); (Kimura et al., 2014); (Tomizawa et al., 2001); (Matenia & Mandelkow, 

2009); (G. Lee et al., 2004); (Derkinderen et al., 2005). 

 

2.6.1.1.1. Κινάση-3 της συνθάσης του γλυκογόνου (GSK-3) 

Η κινάση-3 της συνθάσης του γλυκογόνου (GSK-3) ανήκει στην κατηγορία των PDPK 

κινασών και είναι μια κινάση ειδική για τις σερίνες/θρεονίνες, η δράση της οποίας 

ρυθμίζεται επίσης με φωσφορυλίωση. Η GSK-3 απενεργοποιείται μέσω της 

φωσφορυλίωσης της σερίνης 21 (ισόμορφη GSK-3α) ή της σερίνης 9 και 389 

(ισόμορφη GSK-3β). Η ενεργοποίηση της εξαρτάται από την φωσφορυλίωσή της 

στην τυροσίνη 279 (GSK-3α) ή στην τυροσίνη 216 (GSK-3β) (Bhat et al., 2000); (Q. M. 

Wang et al., 1994); (Giese, 2009). Μέχρις στιγμής έχουν αναγνωριστεί 42 θέσεις στη 

πρωτεΐνη Τ, οι οποίες φωσφορυλιώνονται από τις GSK-3. Οι 29 από αυτές 

παρουσιάζονται φωσφορυλιωμένες σε εγκεφάλους ασθενών με Alzheimer (Hanger 
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et al., 2009); (Lovestone et al., 1994); (Reynolds et al., 2000). Ανάλυση εγκεφάλων σε 

ασθενείς με Alzheimer δείχνουν ότι τα επίπεδα των GSK-3 αυξάνονται στο 

νευροεκφυλισμό (Pei et al., 1997) και η δραστηριότητα των GSK-3 συσχετίζεται με 

τα νευροϊνιδικά πλέγματα (NFTs) (H. Yamaguchi et al., 1996); (Leroy et al., 2002). 

Ενώ σε εγκεφάλους από ασθενείς με νόσο του Πάρκινσον έχουν βρεθεί αυξημένα 

επίπεδα φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ στη θέση Ser396 από την GSK-3β 

(Muntané et al., 2008). Η σχέση μεταξύ της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ και 

των κινασών GSK-3 έχει δειχθεί επίσης και σε μελέτες σε ποντίκι που υπερεκφράζει 

την μεταλλαγμένη ανθρώπινη πρωτεΐνη Τ (P301L, ON4R), μετάλλαξη η οποία 

συσχετίζεται με την μετωποκροταφική άνοια με παρκινσονισμό που συνδέεται με 

το χρωμόσωμα 17 (FTDP-17), όπου χορήγηση αναστολέων των  GSK-3 οδηγεί σε 

μείωση των επιπέδων φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ (Noble et al., 2005). 

Ομοίως, μελέτες στη D. melanogaster έχουν δείξει ότι η χορήγηση αναστολέων των 

GSK-3β μειώνουν τη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ και συγκεκριμένα της 

ισομορφής 0N3R (Mudher et al., 2004). 

 

2.6.1.1.2. Εξαρτώμενη από την κυκλίνη κινάση 5 (CDK5) 

Η εξαρτώμενη από την κυκλίνη κινάση 5 (CDK5) είναι μια κινάση σερίνης/θρεονίνης 

(Dhavan & Tsai, 2001) και ανήκει στην κατηγορία των PDPK κινασών. Όπως και στην 

περίπτωση των GSK-3 κινασών, έτσι και η δραστικότητα των CDK5 κινασών 

ρυθμίζεται με φωσφορυλίωση. Φωσφορυλίωση στη τυροσίνη 15 των CDK5 

φαίνεται να τις ενεργοποιεί, ενώ η φωσφορυλίωση στη θρεονίνη 14 και στη σερίνη 

159 τις αναστέλλει (M. S. Lee et al., 2000). Επιπλέον, η ενεργοποίηση της CDK5 

απαιτεί τη δέσμευση της υπομονάδας p35 είτε της υπομονάδας p25 (M. S. Lee et 

al., 2000). Η υπομονάδα p25 έχει μεγάλο χρόνο ημιζωής και φαίνεται να εμπλέκεται 

στην δραστηριότητα των CDK5 έναντι της πρωτεΐνης Τ (Noble et al., 2003); (Cruz et 

al., 2003). Η p25 φαίνεται να συσσωρεύεται σε εγκεφάλους ασθενών με AD, ενώ οι 

p25/ CDK5 φωσφορυλιώνουν την πρωτεΐνη Τ, μειώνοντας την ικανότητά της να 

συνδέεται με τους μικροσωληνίσκους (Patrick et al., 1999). Επίσης, οι CDK5 κινάσες 

φαίνεται να εμπλέκονται στη ρύθμιση της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ μέσω 

της ανασταλτικής ρύθμισης από τις GSK-3 (T. Li et al., 2006); (Plattner et al., 2006). 

Τέλος, έχει δειχθεί ότι η επίδραση των CDK5 στη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ 

εξαρτάται από την πρωτεΐνη Pin 1 (Liou et al., 2003); (Kimura et al., 2013). 

 

2.6.1.1.3. Αμινοτελική κινάση C-Jun (JNK) 

Η αμινοτελική κινάση C-Jun (JNK) ανήκει στην ομάδα των κινασών PDPK και 

ταυτόχρονα στην οικογένεια των πρωτεϊνικών κινασών που ενεργοποιούνται από 
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μιτογόνα (MAPKs). Η JNK έχει βρεθεί ότι φωσφορυλιώνει την πρωτεΐνη Τ σε 12 

θέσεις, οι οποίες εμφανίζονται μόνο στις παθολογικές καταστάσεις και όχι υπό 

φυσιολογικές συνθήκες. Με ανοσοϊστοχημική ανάλυση έχει βρεθεί ότι οι κινάσες 

JNK εντοπίζονται μαζί με τα συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ σε δείγματα από 

ασθενείς με AD, με νόσο του Pick (PiD), με προοδευτική υπερπυρηνική παράλυση 

(PSP) και φλοιοβασικό εκφυλισμό (CBD) (Ferrer et al., 2001). Επίσης, σε εγκεφάλους 

ασθενών με AD έχει βρεθεί ότι η ενεργοποιημένη μορφή της JNK (p-JNK) εντοπίζεται 

μαζί με την φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη Τ (p-tau) (Mohit et al., 1995); (Zhu et al., 

2001). 

 

2.6.1.1.4. Κινάση της καζεΐνης 1 (CK1) 

Η κινάση της καζεΐνης 1 (CK1) ανήκει στην οικογένεια των πρωτεϊνικών κινασών, μη 

PDPK. Η CK1 έχει βρεθεί σε in vitro καλλιέργειες ότι μπορεί να φωσφορυλιώσει την 

πρωτεΐνη Τ στις θέσεις Ser202/Thr205 και Ser396/Ser404, ρυθμίζοντας με αυτό τον 

τρόπο τη συγγένεια της πρωτεΐνης με τους μικροσωληνίσκους (Singh et al., 1995); 

(G. Li, Yin, & Kuret, 2004). Επίσης, έχει βρεθεί με ανοσοϊστοχημική ανάλυση ότι η 

CK1δ συν-εντοπίζεται με τα NFTs σε AD, στη PSP, στο σύμπλεγμα άνοιας 

παρκινσονισμού του Guam (PDC) και με τα σωμάτια Pick στο PiD (Schwab et al., 

2000). Επίσης, σε εγκεφάλους από ασθενείς με AD έχουν βρεθεί υψηλά ποσά του 

mRNA του CK1δ και συγκεκριμένα υπάρχει αύξηση κατά 24,4 του mRNA του CK1δ 

στον ιππόκαμπο και κατά 8 φορές υψηλότερα στην αμυγδαλή σε σύγκριση με 

φυσιολογικούς εγκεφάλους (Yasojima et al., 2000). 

 

2.6.1.1.5. Κινάσες που ρυθμίζουν τη συγγένεια των μικροσωληνίσκων (MARKs) 

Οι κινάσες που ρυθμίζουν τη συγγένεια των μικροσωληνίσκων (MARKs) ανήκουν 

στην οικογένεια των CAMK κινασών (πρωτεϊνικές κινάσες εξαρτώμενες από το 

ασβέστιο/καλμοδουλίνη) και ανήκουν στις μη- PDPK κινάσες. Περιέχουν 4 καλά 

διατηρημένα μέλη (MARK1–4). Έχει βρεθεί ότι οι MARK κινάσες  εντοπίζονται μαζί 

με τα  NFTs και βρίσκονται σε αυξημένα επίπεδα σε εγκεφάλους ασθενών με  AD 

(Timm et al., 2008); (J. Y. Chin et al., 2000). Οι MARKs κινάσες φωσφορυλιώνουν την 

πρωτεΐνη Τ στο μοτίβο KXGS των επαναλαμβανόμενων περιοχών της, με 

αποτέλεσμα την αποδέσμευση της πρωτεΐνης Τ από τους μικροσωληνίσκους και την 

επακόλουθη αποσταθεροποίηση του κυτταροσκελετού και τη συσσώρευση της 

πρωτεΐνης Τ (Gustke et al., 1992); (Augustinack et al., 2002); (Drewes et al., 1997). 

Επίσης, η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ από τις MARK κινάσες λαμβάνει χώρα 

στις θέσεις Ser262, Ser293, Ser324 και Ser356 (Augustinack et al., 2002); (Mocanu et al., 

2008). Η φωσφορυλίωση της θέσης Ser262 της πρωτεΐνης Τ που πραγματοποιείται 
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από τις GSK3β κινάσες θεωρείται ότι γίνεται με τη μεσολάβηση των MARK2 

κινασών, υποδεικνύοντας ότι υπάρχει σύνδεση μεταξύ και αυτών των κινασών 

(Kosuga et al., 2005). Από τα τέσσερα μέλη της οικογένειας MARK, φαίνεται ότι η 

MARK4 είναι η ισομορφή που εμπλέκεται περισσότερο με την παθολογική 

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ (G. J. Gu et al., 2013). 

 

2.6.1.1.6. Εξαρτώμενη από το κυκλικό AMP (cAMP) πρωτεϊνική κινάση (PKA) 

Η εξαρτώμενη από το κυκλικό AMP (cAMP) πρωτεϊνική κινάση (PKA) είναι μια 

πρωτεϊνική κινάση σερίνης/θρεονίνης που ανήκει στην κατηγορία μη PDPK κινασών. 

Καταλύει τη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ σε in vitro και in vivo μελέτες (Sun et 

al., 2005); (Liu et al., 2007). Η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ από τις PKA 

πυροδοτεί την επακόλουθη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ από τις GSK-3β σε 

αρκετές θέσεις φωσφορυλίωσης που σχετίζονται με την παθολογία AD (Thr181, 

Ser199, Ser202, Thr205, Thr217, Thr231, Ser396 και Ser422) και ταυτόχρονα αναστέλλει την 

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ στις θέσεις Thr212 και Ser404 μέσω επακόλουθης 

φωσφορυλίωσης από την CDK5 κινάση στη θέση Ser396 (S. J. Liu et al., 2004). 

 

2.6.1.1.7. Πρωτεϊνική κινάση ενεργοποιημένη από τη μονοφωσφορική αδενοσίνη 

(AMPK) 

Η πρωτεϊνική κινάση ενεργοποιημένη από τη μονοφωσφορική αδενοσίνη (AMPK) 

ανήκει στις μη-PDPK κινάσες σερίνης/θρεονίνης. Οι AMPK κινάσες επηρεάζουν την 

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ σε πολλές θέσεις με αποτέλεσμα να 

διαταράσσεται η δέσμευσή της στους μικροσωληνίσκους (Vingtdeux et al., 2011). In 

vitro μελέτες έχουν δείξει ότι οι AMPK κινάσες φωσφορυλιώνουν απευθείας την 

πρωτεΐνη Τ στις θέσεις Thr231 και Ser396/404. Η ενεργοποιημένη AMPK (p-AMPK) έχει 

βρεθεί ότι βρίσκεται σε υψηλά ποσοστά σε εγκεφάλους διαφόρων Τ-

πρωτεϊνοπαθειών, όπως τα AD, PDC, PiD και FTDP-17 (Vingtdeux et al., 2011). 

 

2.6.1.1.8. Διπλής ειδικότητας ρυθμιζόμενη από τη φωσφορυλίωση τυροσίνης 

κινάση 1Α (Dyrk1A) 

Σε εγκεφάλους ασθενών με AD, DS, και PiD έχει βρεθεί αυξημένη 

ανοσοδραστικότητα της μη-PDPK κινάσης Dyrk1A. Η Dyrk1A έχει βρεθεί ότι 

φωσφορυλιώνει τη πρωτεΐνη Τ σε διάφορες θέσεις, συμπεριλαμβανομένων και των 

Thr181, Ser199, Ser202, Thr205, Thr212, Thr217, Thr231, Ser396, Ser400, Ser404 και Ser422 

(Ferrer et al., 2005). Η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ από την Dyrk1A κινάση έχει 

ως αποτέλεσμα την επακόλουθη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ από την  GSK-3 
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στις θέσεις  Thr181, Ser199, Ser202, Thr205 και Ser208 αλλά όχι από τις CDK5 και PKA (Liu 

et al., 2008); (Ryoo et al., 2007); (Wegiel et al., 2011). Η επαγόμενη από την Dyrk1A 

κινάση φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ, έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή της 

διέγερσης συναρμολόγησης των μικροσωληνίσκων και προωθεί την αυτό-

συναρμολόγησή τους σε νημάτια. 

 

2.6.1.1.9. TPKI και TPKII κινάσες 

Η πρωτεϊνική κινάση Ι (TPKΙ) ανήκει στην κατηγορία των μη- PDPK κινασών και 

μπορεί να φωσφορυλιώσει τη πρωτεΐνη Τ που απομονώνεται από έναν 

φυσιολογικό εγκέφαλο, ο οποίος είναι ήδη σε κάποιο βαθμό φωσφορυλιωμένος, 

ενώ δεν μπορεί να φωσφορυλιώσει μια πλήρως αποφωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη Τ. 

Σε αντίθεση, η πρωτεϊνική κινάση ΙΙ (TPKΙΙ) μπορεί να φωσφορυλιώσει και μια 

πλήρως αποφωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη Τ (Arioka et al., 1993). Οι πιο κοινές θέσεις 

φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ από τις TPKΙΙ κινάσες είναι οι Ser202, Thr205, Ser235 

και Ser404 ενώ για τις TPKΙ κινάσες είναι οι Ser199, Thr231, Ser396 και Ser413 (Imahori et 

al., 1998). 

 

2.6.1.1.10. Src πρωτεϊνικές κινάσες 

Η πρωτεΐνη Τ φωσφορυλιώνεται σε πέντε κατάλοιπα τυροσίνης, τα Tyr18, Tyr29, 

Tyr197, Tyr310 και Tyr394 (Derkinderen et al., 2005); (Lebouvier et al., 2009); (Sato et 

al., 2006). Οι περισσότερες από αυτές τις τυροσίνες φωσφορυλιώνονται από μέλη 

της οικογένειας των Src πρωτεϊνικών κινασών, όπως οι Lck, Syk, Fyn και c-Abl 

(Derkinderen et al., 2005); (Reynolds et al., 2008). Η φωσφορυλίωση της θέσης Tyr18 

πραγματοποιείται από την πρωτεϊνική κινάση Fyn και έχει προταθεί ότι 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της αξονικής μεταφοράς (Cox et al., 

2016); (Kanaan et al., 2012). Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι η κατάσταση 

φωσφορυλίωσης των τυροσινών συσχετίζεται με την δημιουργία συσσωματωμάτων 

της πρωτεΐνης Τ (Hanger et al., 2009); (Vega et al., 2005). 

 

2.6.1.2. Πρωτεϊνικές φωσφατάσες της πρωτεΐνης Τ 

Οι πρωτεϊνικές φωσφατάσες που είναι υπεύθυνες για την αποφωσφορυλίωση της 

πρωτεΐνης Τ είναι οι PP2B, PP2A, PP1 και PP5 (Gong et al., 1994); (Liu et al., 2005). 
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2.6.1.2.1. Πρωτεϊνική φωσφατάση 2Β (PP2B) 

Η πρωτεϊνική φωσφατάση PP2B (καλσινευρίνη) είναι μια από τις κυριότερες 

φωσφατάσες σερίνης/θρεονίνης και η δραστικότητά της εξαρτάται από τη 

Ca2+/καλμοδουλίνη. Μελέτες έχουν δείξει ότι η PP2B φωσφατάση 

αποφωσφορυλιώνει τη πρωτεΐνη Τ συγκεκριμένα τις θέσεις Ser199, Thr217, Ser262, 

Ser396 και Ser422 ενώ η αποφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ στις θέσεις Thr181, Ser202, 

Thr205, Thr212, Ser214 και Ser404 δεν ήταν ανιχνεύσιμη. Η αποφωσφορυλίωση των 

Ser262 και Ser396 υποδηλώνει πιθανή εμπλοκή της φωσφατάσης αυτής στη 

παθολογία του AD (Rahman et al., 2006). Επίσης, ενδιαφέρον έχουν ορισμένες 

μελέτες, οι οποίες δείχνουν ότι η φωσφατάση PP2B μπορεί να καταλύσει την 

αποφωσφορυλίωση της Ser9 στη GSK-3β και κατά συνέπεια τη μετέπειτα 

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ (Kim et al., 2009). Συνεπώς, η φωσφατάση PP2B 

μπορεί να δράσει και με έμμεσο τρόπο έναντι της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης 

Τ. 

 

2.6.1.2.2. Πρωτεϊνική φωσφατάση 2Α (PP2A) 

Η πρωτεϊνική φωσφατάση 2Α (PP2A) είναι μια από τις κύριες φωσφατάσες που 

εντοπίζονται στον εγκέφαλο και φαίνεται να εμπλέκεται στην αποφωσφορυλίωση 

της πρωτεΐνης Τ. Η PP2A φωσφατάση περιέχει μια καταλυτική υπομονάδα C, μια 

υπομονάδα Α και την ρυθμιστική υπομονάδα PR55/Bα (PP2AT55α). Η ρυθμιστική 

υπομονάδα PR55/Bα της PP2A φωσφατάσης φαίνεται να διαδραματίζει 

καθοριστικό ρόλο στην αποφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ (Landrieu et al., 2011). 

Η πρωτεϊνική φωσφατάση PP2A έχει βρεθεί ότι αποφωσφορυλιώνει τη πρωτεΐνη Τ 

στις θέσεις Ser202/Thr205, ως άμεση απόκριση στον αποπολυμερισμό των 

μικροσωληνίσκων και στη θέση Thr231 μέσω μεσολάβησης της ισομεράσης Pin1 

(Merrick, Demoise, & Lee, 1996). Σε μελέτες in vitro έχει δειχθεί ότι το PP2A/Bα 

συνδέεται με τις ισομορφές MAP2c (ισομορφή c της πρωτεΐνης 2 που σχετίζεται με 

τους μικροσωληνίσκους). Η πρωτεϊνική κινάση τυροσίνης, Fyn, συνδέεται με το 

πλούσιο σε προλίνες μοτίβο RTPPKSP, το οποίο υφίσταται τόσο στις MAP2 

(πρωτεΐνη 2 που σχετίζεται με τους μικροσωληνίσκους) όσο και στη πρωτεΐνη Τ και 

αναστέλλει την αλληλεπίδραση του PP2A/Βα με τη πρωτεΐνη Τ καθώς και με τις 

MAP2c (Sontag et al., 2012). Η δυσλειτουργία όλων των παραπάνω συμπλεγμάτων 

είναι πιθανό να συμβάλλει στην απορρύθμιση της πρωτεΐνης Τ και των 

μικροσωληνίσκων και στην επικείμενη σηματοδότηση.  
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2.6.1.2.3. Πρωτεϊνική φωσφατάση 1 (PP1) 

Η πρωτεϊνική φωσφατάση 1 (PP1) διαδραματίζει σημαντικό ρόλο σε πολλές 

κυτταρικές διεργασίες στους νευρώνες που εξαρτώνται από το ασβέστιο. Η PP1 

φωσφατάση απαιτεί μεταλλικά ιόντα και η μέγιστη ενεργοποίησή της πετυχαίνεται 

παρουσία του Mn2+. Η αποφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ από την PP1 

φωσφατάση συμβαίνει στις θέσεις Thr212, Thr217, Ser262, Ser396 και Ser422 (Rahman et 

al., 2005). Ενώ, η αποφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ στις θέσεις Thr181, Ser199, 

Ser202, Thr205, Ser214 και Ser404 δεν είναι ανιχνεύσιμη. Επίσης, σε άλλες μελέτες έχει 

βρεθεί ότι η παθολογική πρωτεΐνη Τ αναστέλλει την αξονική μεταφορά μέσω ενός 

μηχανισμού που εμπλέκει την αποφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ από την PP1 

φωσφατάση (LaPointe et al., 2009); (Patterson et al., 2011). 

 

2.6.1.2.4. Πρωτεϊνική φωσφατάση 5 (PP5) 

Η πρωτεϊνική φωσφατάση 5 (PP5) είναι μια φωσφατάση που υπάρχει σε 

διαφορετικούς ιστούς των θηλαστικών συμπεριλαμβανομένου και του εγκεφάλου. 

Μέχρι τώρα έχουν βρεθεί πολύ λίγα υποστρώματα που δρα η PP5 φωσφατάση. 

Ωστόσο, σε μελέτες έχει βρεθεί ότι η PP5 φωσφατάση αποφωσφορυλιώνει τη 

πρωτεΐνη Τ σε 12 θέσεις που σχετίζονται με παθολογικές καταστάσεις όπως το AD 

(Liu et al., 2005). Συχνότερα αποφωσφορυλιώνονται οι θέσεις Thr205, Thr212 και Ser409 

της πρωτεΐνης Τ, ενώ λιγότερο συχνά οι θέσεις Ser199, Ser202, Ser214, Ser396 και Ser404. 

Η αποφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ στη θέση Ser262 συμβαίνει υπερβολικά 

σπάνια. Επίσης, η PP5 φωσφατάση έχει δειχθεί ότι δρα σε πρωτεΐνες που 

δεσμεύουν το ασβέστιο υποδεικνύοντας έναν μηχανισμό αποφωσφορυλίωσης 

εξαρτώμενο από το ασβέστιο. Καθότι στις περισσότερες νευροεκφυλιστικές 

ασθένειες, συμπεριλαμβανομένου και του AD, έχει βρεθεί ότι υπάρχει 

απορρύθμιση της μεταβίβασης του ασβεστίου, θεωρείται ότι η αποφωσφορυλίωση 

της πρωτεΐνης Τ από τις PP5 φωσφατάσες πραγματοποιείται μέσω ενός μηχανισμού 

που εμπλέκει το ασβέστιο (F. Yamaguchi et al., 2012); (Fedrizzi & Carafoli, 2011). 

 

2.6.2. Άλλες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις 

Η κατάσταση φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ μπορεί να επηρεάζεται και από μια 

σειρά άλλων μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων (Εικόνα 6). Η χρονική 

αλληλουχία γλυκοζυλίωσης, νίτρωσης, οξείδωσης, ακετυλίωσης, πολυαμίνωσης, 

σουμοϋλίωσης και ουβικουϊτινίωσης είναι ασαφής, αλλά αυτές οι τροποποιήσεις 

φαίνεται να συμβαίνουν πριν από την υπερ-φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ και το 

σχηματισμό των νευροϊνιδικών πλεγμάτων NFTs (Necula & Kuret, 2004).  
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Εικόνα 6. Απεικόνιση των μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων της πρωτεΐνης Τ. Οι έγχρωμες 

μπάρες υποδεικνύουν τις κατά προσέγγιση θέσεις κάθε μετα-μεταφραστικής τροποποίησης που 

λαμβάνει χώρα στη μεγαλύτερη ισομορφή της πρωτεΐνης Τ, την 2N4R ισομορφή. Εικόνα από (T. Guo, 

Noble, & Hanger, 2017). 

 

Η πρωτεΐνη Τ έχει βρεθεί ότι μπορεί να είναι γλυκοζυλιωμένη σε in vitro μελέτες 

(Smet-Nocca et al., 2011), ενώ in vivo έχει δειχθεί ότι η Ο-γλυκοζυλίωση μειώνει τη 

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ στο φλοιό και στον ιππόκαμπο αρουραίων (Yuzwa 

et al., 2008), κάτι που όμως δεν αποδείχθηκε σε περαιτέρω βιοχημικές μελέτες σε 

ποντίκια P301L (Borghgraef et al., 2013). Σε ασθενείς με νόσο AD έχει αναφερθεί 

μια αρνητική συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων φωσφορυλίωσης και O-

γλυκοζυλίωσης της πρωτεΐνης Τ, υποδηλώνοντας ότι η O-γλυκοζυλίωση ρυθμίζει 

αρνητικά τη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ (Liu et al., 2009). Η μειωμένη O-

γλυκοζυλίωση που παρατηρείται σε εγκεφάλους ασθενών με AD μπορεί να 

δικαιολογήσει την αυξημένη φωσφορυλίωση και συσσωμάτωση της πρωτεΐνης Τ 

(Liu et al., 2004). Πρόσφατα έχει δειχθεί ότι το υπεύθυνο ένζυμο για την O-

γλυκοζυλίωση, η τρανσφεράση O-GlcNAc, έχει επίσης μειωμένη δραστικότητα 

στους εγκεφάλους ασθενών με AD (A. C. Wang, Jensen, Rexach, Vinters, & Hsieh-

Wilson, 2016). Ενώ σε μελέτες με ποντίκια στα οποία αποσιωπάτε η έκφραση της 

τρανσφεράσης O-GlcNAc, βρέθηκε ότι αναπτύσσουν νευροεκφυλισμό και υπερ-

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ (A. C. Wang et al., 2016). 

Αντιθέτως, η Ν-γλυκοζυλίωση έχει βρεθεί αυξημένη σε εγκεφάλους ασθενών με AD 

και θεωρείται ότι εμπλέκεται στη διατήρηση της δομής των NFTs (J. Z. Wang, 

Grundke-Iqbal, & Iqbal, 1996); (Ledesma, Medina, & Avila, 1996). Η Ν-γλυκοζυλίωση 

μπορεί να διευκολύνει τη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ, καταστέλλοντας την 

αποφωσφορυλίωσή της και πιθανότατα επηρεάζει τη διαμόρφωσή της (Liu et al., 

2002). Ο ακριβής μηχανισμός που οδηγεί στη Ν-γλυκοζυλίωση της πρωτεΐνης Τ είναι 

ασαφής, ωστόσο είναι πιθανόν ο κυτταρικός εντοπισμός της πρωτεΐνης Τ να οδηγεί 

σε μη φυσιολογική γλυκοζυλίωση και σε μετέπειτα υπερ-φωσφορυλίωση. 

Θεωρείται ότι το πρώτο βήμα στον καταρράκτη των γεγονότων που οδηγεί στη 
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τελική τροποποίηση της πρωτεΐνης Τ σε παθολογική αποτελεί η ρύθμιση της 

γλυκοζυλίωσης και η αυξημένη ενεργοποίηση των GSK3β κινασών, που με τη σειρά 

τους επάγουν την υπερ-φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ (M. Takahashi et al., 1999). 

Επιπλέον, η γλυκοζυλίωση πυροδοτεί την παραγωγή ελευθέρων ριζών, οι οποίες 

ενισχύουν το οξειδωτικό στρες και το οποίο εν συνεχεία προάγει την 

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ (Su et al., 2010). Με το μηχανισμό αυτό, η 

οξείδωση στη Cys322 της πρωτεΐνης Τ οδηγεί στη δημιουργία των PHFs (Landino et 

al., 2004). Επιπλέον, το οξειδωτικό στρες προάγει και τη νίτρωση της πρωτεΐνης Τ, 

υποδηλώνοντας ότι η γλυκοζυλίωση της πρωτεΐνης Τ μπορεί έμμεσα να προκαλέσει 

τόσο την οξείδωση όσο και τη νίτρωση της πρωτεΐνης Τ, οδηγώντας σε υπερ-

φωσφορυλίωσή της και στην επικείμενη συσσωμάτωσή της (Y. J. Zhang et al., 2006). 

Μη φυσιολογική νίτρωση των Tyr18, Tyr29 και Tyr394 της πρωτεΐνης Τ έχει ανιχνευθεί 

σε ασθενείς με AD και σε άλλες Τ-πρωτεϊνοπάθειες. Η νίτρωση αυτών των 

υπολειμμάτων θεωρείται ότι αλλάζει τη διαμόρφωση της πρωτεΐνης Τ, μειώνοντας 

την ικανότητα της να δεσμεύεται στους μικροσωληνίσκους και ανάλογα με τη θέση 

νίτρωσης μπορεί είτε να προάγει είτε να αναστέλλει τη συσσωμάτωσή της (Reyes et 

al., 2012). 

Η πολυαμίνωση με τη σειρά της έχει βρεθεί ότι μπορεί να προάγει το σχηματισμό 

των NFTs της πρωτεΐνης Τ (Singer et al., 2002) και μαζί με την γλυκοζυλίωση και τη 

νίτρωση της πρωτεΐνης Τ μπορεί να καταστήσει την ασυνήθιστα υπερ-

φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη Τ λιγότερο επιρρεπή σε βιοχημική αποικοδόμηση από 

το σύστημα ουβικουϊτίνης/πρωτεασώματος (Bancher et al., 1991); (Riederer et al., 

2009). Στη συνέχεια, η σουμοϋλίωση της πρωτεΐνης Τ μπορεί να εξουδετερώσει την 

ουβικουϊτινίωση και να προάγει τη συσσώρευση της πρωτεΐνης Τ. Με αυτό τον 

τρόπο η σουμοϋλίωση μπορεί να ελέγχει τα επίπεδα των συσσωματωμάτων της 

πρωτεΐνης Τ (K. Takahashi et al., 2008). Αξίζει να σημειωθεί ότι η ουβικουϊτινίωση 

της πρωτεΐνης Τ, η οποία οδηγεί σε πρωτεασωμική αποικοδόμησή της, έχει βρεθεί 

αυξημένη στις Τ-πρωτεϊνοπάθειες. Πολλές από τις θέσεις ουβικουϊτινίωσης 

αποτελούν επίσης θέσεις ακετυλίωσης της πρωτεΐνης Τ, υποδηλώνοντας ότι η 

εξαρτώμενη από την ουβικουϊτινίωση αποικοδόμηση της πρωτεΐνης Τ, θα μπορούσε 

να επηρεάζεται άμεσα και από την ακετυλίωσή της (M. Morris et al., 2015). 

Μια άλλη πολύ σημαντική μετα-μεταφραστική τροποποίηση της πρωτεΐνης Τ είναι 

η ακετυλίωση, η οποία συσχετίζεται τόσο με φυσιολογικές όσο και με τις 

παθολογικές λειτουργίες της πρωτεΐνης Τ (Y. Wang & Mandelkow, 2016). Η 

ακετυλίωση της πρωτεΐνης Τ μεσολαβείτε από την CBP πρωτεΐνη και η από-

ακετυλίωση από το SIRT1 και το HDAC6 (Min et al., 2010); (Cook et al., 2014). 

Αξιοσημείωτο επίσης είναι ότι η πρωτεΐνη Τ, έχει μια εγγενή δραστηριότητα 

ακετυλοτρανσφεράσης, καταλύοντας την αυτό-ακετυλίωση που προκαλείται από 

τις Cys291 και Cys322, οι οποίες βρίσκονται στη δεύτερη και τρίτη περιοχή δέσμευσης 
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των μικροσωληνίσκων αντίστοιχα (Cohen et al., 2013). Μελέτες έχουν δείξει ότι η 

αυτό-ακετυλίωση εξαρτάται από τις λυσίνες 274 και 340 (Luo et al., 2014). Η 

ακετυλίωση της πρωτεΐνης Τ στις λυσίνες 259, 290, 321 και 353 φαίνεται να 

λαμβάνει χώρα σε φυσιολογικούς εγκεφάλους και προστατεύει τη πρωτεΐνη Τ από 

την υπερ-φωσφορυλίωση και την επικείμενη συσσωμάτωσή της (Cook et al., 2014), 

ενώ μειωμένη ακετυλίωση στις λυσίνες αυτές έχει βρεθεί σε εγκεφάλους ασθενών 

με AD καθώς και σε μελέτες σε διαγονιδιακά ποντίκια που υπερ-εκφράζουν την 

P301L μετάλλαξη, η οποία προκαλεί FTLD (Cook et al., 2014). Η ακετυλίωση της 

πρωτεΐνης Τ στις λυσίνες 174, 274 και 280 θεωρείται ότι συσχετίζεται με 

παθολογικές καταστάσεις καθότι έχει ανιχνευθεί σε εγκεφάλους ασθενών με AD, 

Pick, FTLD και PSP (Irwin et al., 2013); (Min et al., 2015). Προς ενίσχυση των 

παραπάνω, μελέτες στη D. melanogaster έχουν δείξει ότι η μίμηση της ακετυλίωσης 

στη Lys280 επιδεινώνει τη νευροτοξικότητα που προκαλείται από την υπερ-

έκφραση της πρωτεΐνης Τ (Gorsky, Burnouf, Dols, Mandelkow, & Partridge, 2016). 

Επιπλέον, σε ποντίκια που εκφράζουν τις ψευδο-ακετυλιωμένες λυσίνες 274 και 

281 (K274/281Q) παρουσιάζουν ελλείμματα στη μνήμη και στο LTP (Tracy et al., 

2016). Αυτά τα ευρήματα εγείρουν ερωτηματικά σχετικά με τον τρόπο με τον οποίο 

προκαλείται παθολογική ακετυλίωση της πρωτεΐνης Τ και πως μια τέτοια μετα-

μεταφραστική τροποποίηση επηρεάζει τη συναπτική λειτουργία και την ανάπτυξη 

παθολογίας.  

 

2.7. Ο φυσιολογικός ρόλος της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ 

Η φωσφορυλίωση αποτελεί ίσως και τον σημαντικότερο παράγοντα ρύθμισης της 

δράσης της πρωτεΐνης Τ. Διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στην πρόσδεση της 

πρωτεΐνης Τ στους μικροσωληνίσκους και στην κυτταρική μεμβράνη καθώς και στον 

κυτταρικό εντοπισμό της. Η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ είναι αυξημένη κατά 

τη διάρκεια ορισμένων φυσιολογικών διεργασιών, όπως κατά την ανάπτυξη ή την 

υποθερμία. Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, η εμβρυική πρωτεΐνη Τ είναι 

φωσφορυλιωμένη σε μεγάλο βαθμό και σε πολλαπλές θέσεις 

συμπεριλαμβανομένων των Thr181, Ser199, Ser202, Thr205, Thr231, Ser396 και Ser404 

(Brion et al., 1993); (Kenessey & Yen, 1993); (Yu et al., 2009). Μετά την αναπτυξιακή 

περίοδο, η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ επιστρέφει σε σταθερά επίπεδα εν 

μέρει, διότι στους ώριμους εγκεφάλους υπάρχει υψηλότερη δραστικότητα των 

φωσφατασών (Yu et al., 2009). Επίσης, η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ φαίνεται 

να επηρεάζει και την κατανομή της. Στην σωματοδενδριτική περιοχή του νευρώνα 

εντοπίζεται κυρίως η πρωτεΐνη Τ, η οποία είναι φωσφορυλιωμένη στην πλούσια σε 

προλίνες περιοχή. Όταν αποφωσφορυλιώνεται υπάρχει μια μετατόπιση στην 

ακραία αξονική περιοχή. Επίσης, η πρωτεΐνη Τ, η οποία είναι φωσφορυλιωμένη στο 
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καρβοξυ-τελικό της άκρο εντοπίζεται στην ακραία αξονική περιοχή (Dotti, Banker, & 

Binder, 1987). 

Έχει βρεθεί ότι τα υψηλά επίπεδα φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ μειώνουν την 

ικανότητα πρόσδεσής της στους μικροσωληνίσκους (Biernat et al., 1993); (Bramblett 

et al., 1993); (Lindwall & Cole, 1984). Η περιοχή πρόσδεσης με τους 

μικροσωληνίσκους είναι γενικά θετικά φορτισμένη και αλληλεπιδρά με τους 

αρνητικά φορτισμένους μικροσωληνίσκους. Η προσθήκη μιας αρνητικά 

φορτισμένης φωσφορικής ομάδας μέσω φωσφορυλίωσης στη πρωτεΐνη Τ οδηγεί σε 

μειωμένη ικανότητα δέσμευσης στους μικροσωληνίσκους. Σε in vitro μελέτες έχει 

βρεθεί ότι η φωσφορυλίωση των θέσεων Ser231 ή Ser262 μειώνει δραματικά την 

ικανότητα πρόσδεσης της πρωτεΐνης Τ στους μικροσωληνίσκους, ενώ σε in vivo 

μελέτες δε φαίνεται να είναι ικανή να την αναστείλει (Biernat et al., 1993); (Seubert 

et al., 1995); (Sengupta et al., 1998); (Fischer et al., 2009). Ωστόσο, η 

φωσφορυλίωση άλλων θέσεων της πρωτεΐνης Τ, όπως η θέση Ser208 φαίνεται να 

οδηγεί σε αυξημένη ικανότητα δέσμευσης στους μικροσωληνίσκους, 

υποδηλώνοντας με αυτό τον τρόπο ότι η ρύθμιση της δέσμευσης στους 

μικροσωληνίσκους εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τη θέση φωσφορυλίωσης της 

πρωτεΐνης Τ (Xia et al., 2020). 

Εκτός από τη δέσμευση στους μικροσωληνίσκους, η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης 

Τ φαίνεται να επηρεάζει και την συναρμολόγηση των μικροσωληνίσκων και την 

σταθερότητά τους. Συγκεκριμένα, έχει βρεθεί ότι η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ 

σε συγκεκριμένες θέσεις, όπως οι Thr231, Ser262, Ser396 και Ser404, μειώνει την 

ικανότητα της πρωτεΐνης Τ να προάγει τη συναρμολόγηση των μικροσωληνίσκων 

(Kiris et al., 2011). Η μη σωστή ρύθμιση των μικροσωληνίσκων λόγω 

φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ μπορεί να επηρεάσει και την αξονική μεταφορά. 

Για παράδειγμα η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ στη θέση Tyr18 επηρεάζει την 

αναστολή της κινητικότητας της κινεσίνης 1 και είναι γενικότερα ένας 

προστατευτικός μηχανισμός που προάγει τη φυσιολογική αξονική διακίνηση (Stern 

et al., 2017); (Kanaan et al., 2012). Αντίθετα, η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ στη 

θέση Ser422 μπορεί να αναστείλει την αξονική μεταφορά Σε ανθρώπινους 

εγκεφάλους με AD έχει βρεθεί ότι η φωσφορυλιωμένη Ser422 συνεντοπίζεται μαζί με 

τα ολιγομερή της πρωτεΐνης Τ (Tiernan et al., 2016). Όλες αυτές οι μελέτες 

αποδεικνύουν ότι η φυσιολογική ρύθμιση των μικροσωληνίσκων από την πρωτεΐνη 

Τ είναι μια πολύπλοκη διαδικασία και μπορεί να διαμορφωθεί αμφίδρομα από τις 

διάφορες πολλαπλές θέσεις φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ. 
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3. Παθολογία και τοξικότητα της πρωτεΐνης Τ 

3.1. Μηχανισμοί παθολογίας της πρωτεΐνης Τ 

Τα τελευταία χρόνια έχει διεξαχθεί πληθώρα μελετών για την ανάδειξη των 

μοριακών μηχανισμών με τους οποίους η πρωτεΐνη Τ οδηγεί σε νευροεκφυλισμό. 

Για το σκοπό αυτό έχουν δημιουργηθεί διάφορα διαγονιδιακά μοντέλα, όπως το 

ποντίκι και η Drosophila melanogaster, στα οποία εκφράζονται διαφορετικές 

ισομορφές της πρωτεΐνης Τ καθώς και διαφορετικές μεταλλαγμένες μορφές της.   

 

3.1.1. Υπερ-φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ 

Η φωσφορυλίωση θεωρείται ότι είναι ένα από τα πρώιμα συμβάντα της Τ-

μεσολαβούμενης παθογένεσης, πριν ακόμα την εσφαλμένη αναδίπλωσή της ή την 

δημιουργία των συσσωματωμάτων της (Noble et al., 2013). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

για την φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ εκδηλώθηκε έπειτα από την ανακάλυψη 

ότι τα ζεύγη ελικοειδών ινιδίων (PHFs) που βρίσκονται σε ασθενείς με AD 

αποτελούνται από φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη Τ (Grundke-Iqbal et al., 1986a); 

(Grundke-Iqbal et al., 1986b). Σε δείγματα εγκεφάλων από ασθενείς με AD έχει 

βρεθεί ότι η πρωτεΐνη Τ είναι υπερ-φωσφορυλιωμένη σε σχέση με δείγματα 

φυσιολογικών εγκεφάλων και συγκεκριμένα είναι 3-4 φορές περισσότερο 

φωσφορυλιωμένη στα PHFs (Ksiezak-Reding, Liu, & Yen, 1992). Μέχρις στιγμής 

έχουν περιγραφεί 85 θέσεις φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ, από τις οποίες 45 

θέσεις έχουν αναφερθεί ότι είναι φωσφορυλιωμένες σε δείγματα ασθενών με AD 

(Noble et al., 2013). (Εικόνα 7). Από τις πιο καλά χαρακτηρισμένες θέσεις 

φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ που εμπλέκονται με την παθογένεση είναι οι 

Thr181, Ser202, Thr205, Thr212, Ser214, Thr231, Ser235, Ser238, Ser262, Ser396, Ser404 και 

Ser422.  
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Εικόνα 7. Θέσεις φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ. Απεικόνιση της μεγαλύτερης ισομορφής της 

πρωτεΐνης Τ, 2N4R, και των θέσεων φωσφορυλίωσης που εμφανίζονται σε φυσιολογικούς 

εγκεφάλους (πράσινο), σε εγκεφάλους ασθενών με AD (κόκκινο) και των θέσεων που εμφανίζονται 

τόσο σε φυσιολογικούς όσο και σε εγκεφάλους με AD (μπλε). Οι θέσεις που δεν έχουν ακόμα 

αποδειχθεί in vitro ή in vivo (μαύρο). Με βέλη υποδεικνύονται συγκεκριμένοι επίτοποι 

αντισωμάτων. Εικόνα από (Luna-Muñoz et al., 2013). 

 

Η ισορροπία μεταξύ φωσφορυλίωσης και αποφωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ 

είναι ιδιαίτερης σημασίας για την εξασφάλιση της σωστής πρόσδεσης της 

πρωτεΐνης Τ στους μικροσωληνίσκους και επιτυγχάνεται από ειδικές κινάσες και 

φωσφατάσες (όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 2.6.1). Η δυσλειτουργία αυτών των 

κινασών ή φωσφατασών θεωρείται ότι διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο για την 

παθογένεση της πρωτεΐνης Τ. Μια τέτοια κινάση που έχει βρεθεί ότι είναι 

δυσλειτουργική στις Τ-πρωτεϊνοπάθειες είναι η GSK-3 κινάση. Η κινάση αυτή έχει 

βρεθεί ότι φωσφορυλιώνει τις 29 από τις 45 θέσεις φωσφορυλίωσης που 

εμπλέκονται στο AD (Noble et al., 2013). Βρίσκεται αυξημένη στο φλοιό των 

εγκεφάλων ασθενών με AD και συσχετίζεται με τα NFTs (H. Yamaguchi et al., 1996); 

(Leroy et al., 2002). Επίσης, έχει βρεθεί ότι σε ασθενείς με AD, η δράση της 

φωσφατάσης PP2A είναι μειωμένη (Gong et al., 1993); (Gong et al., 1995); (Kins et 

al., 2001) με αποτέλεσμα να προάγεται η υπερ-φωσφορυλίωσή της πρωτεΐνης Τ 

καθώς και η δράση των κινασών CAMK II, PKA και MAP, προάγοντας ακόμα 

περισσότερο την υπερ-φωσφορυλίωσή της (Pei et al., 2003); (An et al., 2003). 

Επιπλέον, σε ορισμένες μελέτες που αφορούν τη νόσο AD έχει βρεθεί ότι τα 

αυξημένα επίπεδα του αμυλοειδούς Αβ42 μπορεί να προάγουν την υπερ-

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ (Kurt et al., 2003); (Blanchard et al., 2003). Σε 

διαγονιδιακά ποντίκια που εκφράζουν την πρωτεΐνη Τ μαζί με το αμυλοειδές Αβ42 ή 

ταυτόχρονα με το αμυλοειδές Αβ42 και τη προσενιλίνη παρατηρήθηκε ενίσχυση της 

υπερ-φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ καθώς και της δημιουργίας 

συσσωματωμάτων της (Götz et al., 2001); (Oddo et al., 2003); (Boutajangout et al., 

2004).  
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Η υπερ-φωσφορυλίωση θεωρείται επίσης ότι εμπλέκεται και στις αλλαγές που 

παρατηρούνται στη διαμόρφωση της πρωτεΐνης Τ και για την εσφαλμένη 

αναδίπλωσή της. Η πρωτεΐνη Τ κανονικά δεν έχει μια ιδιαίτερα διατεταγμένη 

δευτεροταγή δομή (Schweers, Schönbrunn-Hanebeck, Marx, & Mandelkow, 1994). 

Διάφορες μελέτες έχουν δείξει ότι η πρωτεΐνη Τ σε διάλυμα έχει μια χαλαρή 

διαμόρφωση σε μορφή “συνδετήρα” ή διπλής φουρκέτας (Εικόνα 8), όπου η 

πρωτεΐνη διπλώνει με τέτοιο τρόπο ώστε το C-άκρο να βρίσκεται δίπλα στη περιοχή 

δέσμευσης των μικροσωληνίσκων και το Ν-άκρο διπλώνεται πίσω προς το C-άκρο 

(Jeganathan et al., 2006). 

 

Εικόνα 8. Διαμόρφωση της πρωτεΐνης Τ. Το C-άκρο της πρωτεΐνης Τ διπλώνει δίπλα στη περιοχή 

δέσμευσης των μικροσωληνίσκων και το Ν-άκρο διπλώνεται πίσω προς το C-άκρο. Εικόνα από 

(Jeganathan et al., 2006). 

 

Με χρήση ειδικών διαμορφωτικών αντισωμάτων, όπως το Alz50 και το MC1, έχει 

αποδειχτεί ότι η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ προκαλεί μια πιο σφιχτή 

αναδίπλωση της πρωτεΐνης. Τα αντισώματα αυτά συνδέονται πιο εύκολα με τη 

πρωτεΐνη Τ που εντοπίζεται σε εγκεφάλους ασθενών με AD σε σύγκριση με αυτά 

των φυσιολογικών (Nukina, Kosik, & Selkoe, 1988); (Weaver et al., 2000), 

υποδηλώνοντας ότι η εσφαλμένη αναδίπλωση είναι χαρακτηριστικό της 

παθογένεσης της πρωτεΐνης Τ. Τα αντισώματα αυτά έχει δειχθεί ότι δεσμεύονται με 

μια ασυνεχή αλληλουχία της πρωτεΐνης Τ που περιλαμβάνεται στο Ν-άκρο και στην 

περιοχή δέσμευσης των μικροσωληνίσκων (Carmel, Mager, Binder, & Kuret, 1996). 

Επιπλέον, το αντίσωμα Alz50 είναι ενεργό έναντι της πρωτεΐνης Τ όταν είναι 

ταυτόχρονα φωσφορυλιωμένη στη θέση Ser396 (Mondragón-Rodríguez et al., 2008), 

υποδηλώνοντας με αυτό το τρόπο ότι η φωσφορυλίωση στη θέση Ser396 επίσης 

διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στις αλλαγές που παρατηρούνται στη διαμόρφωση 

της πρωτεΐνης Τ (Εικόνα 9). Επιπλέον, in vitro μελέτες έχουν δείξει ότι η 

φωσφορυλίωση και συγκεκριμένων άλλων θέσεων επάγει αλλαγές στη 

διαμόρφωση της πρωτεΐνης Τ. Για παράδειγμα, η φωσφορυλίωση των θέσεων 

(Ser202/Thr205 και Ser396/Ser404) προκαλεί μια πιο σφιχτή αναδίπλωση της πρωτεΐνης 

Τ (Εικόνα 9) και την καθιστά προσβάσιμη στο MC1 αντίσωμα (Jeganathan et al., 

2008), ενώ σε άλλες in vitro μελέτες έχει δειχθεί ότι θέσεις φωσφορυλίωσης της 
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πρωτεΐνης Τ, όπως οι Thr175, Ser202, Thr205, Thr212 και Ser422 προάγουν τη 

συσσώρευση της πρωτεΐνης Τ και το σχηματισμό ινιδίων (Tiernan et al., 2016); 

(Gohar et al., 2009); (Rankin, Sun, & Gamblin, 2005); (Chang, Kim, Schafer, & Kuret, 

2011). Η τριπλή φωσφορυλίωση στις θέσεις Ser202/Thr205/Ser208 έχει προταθεί ότι 

είναι ένας συνδυασμός που οδηγεί σε ταχεία συσσωμάτωση της πρωτεΐνης Τ (Xia et 

al., 2020); (Despres et al., 2017). Συνεπώς, η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ 

φαίνεται να διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στην πρόκληση αλλαγών στη 

διαμόρφωσή της.  

 

Εικόνα 9. Αλλαγή συνολικής διαμόρφωσης της πρωτεΐνης Τ, έπειτα από φωσφορυλίωση. Η 

φωσφορυλίωση στις θέσεις AT8 (Ser
202

/Thr
205

), PHF-1 (Ser
396

/Ser
404

) επάγει μια πιο σφιχτή 

αναδίπλωση της πρωτεΐνης Τ που την καθιστά προσβάσιμη από τα ειδικά διαμορφωτικά αντισώματα 

Alz50 και MC1. Εικόνα από (Jeganathan et al., 2008). 

 

3.1.2. Συσσωμάτωση πρωτεΐνης Τ. 

Η πρωτεΐνη Τ μπορεί να υφίσταται σε πολλές διαφορετικές μορφές, κάποιες από τις 

οποίες θεωρείται ότι είναι τοξικές και μεσολαβούν στην παθογένεση που 

προκαλείται από την πρωτεΐνη Τ. Οι μορφές αυτές (Εικόνα 10) είναι τα μονομερή, 

διμερή, τριμερή, διαλυτά ολιγομερή, κοκκώδη αδιάλυτα ολιγομερή (GTOs), ινίδια, 

ζεύγη ελικοειδών ινιδίων (PHFs) και τα νευροϊνιδικά πλέγματα (NFTs) (Cowan & 

Mudher, 2013). 



52 
 

 

Εικόνα 10. Διαφορετικά είδη της πρωτεΐνης Τ. Τα μονομερή της πρωτεΐνης Τ φωσφορυλιώνονται 

από κινάσες σε συγκεκριμένες θέσεις, γεγονός που οδηγεί στην εσφαλμένη αναδίπλωση της 

πρωτεΐνης και στον αποπολυμερισμό των μικροσωληνίσκων και στη συνέχεια δημιουργούνται τα 

συσσωματώματα των αδιάλυτων ολιγομερών. Στη συνέχεια, τα συσσωματώματα αυτά 

περιστρέφονται το ένα γύρω από το άλλο δημιουργώντας τα μεγαλύτερα είδη, που ονομάζονται 

ζεύγη ελικοειδών ινιδίων (PHFs) και τα νευροϊνιδικά πλέγματα (NFTs). Εικόνα από (Mamun et al., 

2020) 

 

Υπάρχουν στοιχεία που υποδεικνύουν ότι τα μεγαλύτερα συσσωματώματα της 

πρωτεΐνης Τ, όπως τα PHFs και τα NFTs, προκύπτουν από την διαδοχική 

συσσωμάτωση μικρότερων ειδών της πρωτεΐνης Τ, όπως τα μονομερή και τα 

διαλυτά ολιγομερή. Θεωρείται ότι μόλις διαμορφωθεί η μερικώς αναδίπλωση του 

μονομερούς τότε προχωρά αυθόρμητα η διαδικασία δημιουργίας των διμερών, μια 

διαδικασία ενεργειακά ευνοϊκότερη (Chirita, Congdon, Yin, & Kuret, 2005). Για να 

δημιουργηθούν τα διμερή απαιτείται το εξαπεπτίδιο PHF6 στην τρίτη περιοχή 

πρόσδεσης των μικροσωληνίσκων (Sahara et al., 2007); (von Bergen et al., 2000). Τα 

διμερή θεωρείται ότι είναι ένα σημαντικό ενδιάμεσο για τον σχηματισμό των 

μεγαλύτερων συσσωματωμάτων (Wille et al., 1992); (Schweers et al., 1995); 

(Kampers et al., 1996) και των μεγάλων αδιάλυτων ολιγομερών (Sahara et al., 2007); 

(Patterson et al., 2011). Ωστόσο, λίγα είναι τα στοιχεία για τον σχηματισμό των 

αδιάλυτων κοκκωδών ολιγομερών (GTOs). Θεωρείται ότι μπορεί να προκύπτουν  

είτε από τα μικρά διαλυτά ολιγομερή είτε απευθείας από τα μονομερή της 

πρωτεΐνης Τ (Maeda et al., 2007). Επίσης, σε μελέτες in vitro έχει δειχθεί ότι η 

αύξηση της συγκέντρωσης των GTOs προκαλεί το σχηματισμό ινιδίων, ενώ τα 

διαλυτά ολιγομερή όχι. Για το λόγο αυτό θεωρείται ότι τα GTOs είναι πρόδρομοι 

των ζευγών ελικοειδών ινιδίων (PHFs) (Maeda et al., 2007). Επίσης, υπάρχει ένα 

ενδεχόμενο τα PHFs να μπορούν να δημιουργηθούν και από τον πολυμερισμό των 

μονομερών, ωστόσο δεν είναι γνωστό αν αυτό μπορεί να συμβεί απευθείας ή μόνο 

μέσω της δημιουργίας των ενδιάμεσων ολιγομερών. Ο μηχανισμός για τον 

σχηματισμό των PHFs απαιτεί δύο μοτίβα εξαπεπτιδίων στις περιοχές δέσμευσης 

των μικροσωληνίσκων, τα PHF6 [(306)VQIVYK(311)] και PHF6* [(275)VQIINK(281)]. 

Λόγω αυτών των δύο μοτίβων, η πρωτεΐνη Τ αλλάζει διαμόρφωση και από την δομή 

τυχαία σπείρα αποκτά δομή β-πτυχωτών φύλλων (von Bergen et al., 2000); (von 
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Bergen et al., 2005). Αξιοσημείωτο επίσης είναι το γεγονός ότι οι ισομορφές που δεν 

περιέχουν την κυστεΐνη ή μεταλλαγμένη πρωτεΐνη Τ που δεν περιέχει καθόλου 

κυστεΐνες στις περιοχές πρόσδεσης των μικροσωληνίσκων μπορούν να σχηματίζουν 

PHFs σε in vitro μελέτες αλλά με πολύ πιο αργό ρυθμό. Αυτό υποδεικνύει ότι τα 

διμερή δεν αποτελούν απαραιτήτως ενδιάμεσο στάδιο μεταξύ μονομερών και PHFs 

(Barghorn & Mandelkow, 2002). Τέλος, θεωρείται ότι τα νευροϊνιδικά πλέγματα 

(NFTs) προκύπτουν από τη συσσώρευση ινιδίων PHFs και SFs (Bancher et al., 1989); 

(Rankin, Sun, & Gamblin, 2008). 

 

3.1.2.1. Μονομερή πρωτεΐνης Τ 

Τα μονομερή της πρωτεΐνης Τ είναι μια εξαιρετικά διαλυτή μορφή μεγέθους 55-

74 kDa (ανάλογα με την ισομορφή και την κατάσταση φωσφορυλίωσης της 

πρωτεΐνης Τ). Έχουν κυρίως μια δομή τυχαίας σπείρας (random coil), υπό 

φυσιολογικές συνθήκες (Schweers et al., 1994), ενώ έχουν επιπλέον περιγραφεί 

κάποιες μερικώς διπλωμένες μορφές μονομερών, διαφορετικές από τα φυσικά 

μονομερή της πρωτεΐνης Τ, οι οποίες έχουν μειωμένο επίπεδο τυχαίας περιέλιξης 

και αυξημένο επίπεδο β-πτυχωτών φύλλων (Chirita et al., 2005). Αυτά τα συμπαγή 

μονομερή εμφανίζουν δισουλφιδικούς δεσμούς, για τους οποίους απαιτείται η 

κυστεΐνη που εντοπίζεται στην δεύτερη περιοχή πρόσδεσης στους 

μικροσωληνίσκους (Schweers et al., 1995), η οποία είναι απούσα από τις 3R 

ισομορφές. Συνεπώς, αυτά τα συμπαγή μονομερή εντοπίζονται μόνο στις 4R 

ισομορφές. 

 

3.1.2.2. Διμερή/Τριμερή πρωτεΐνης Τ 

Τα διμερή της πρωτεΐνης Τ αποτελούνται από δυο μονομερή που τοποθετούνται σε 

αντιπαράλληλο προσανατολισμό και συνδέονται με δισουλφιδικούς δεσμούς. Με 

χρήση ηλεκτρονικού μικροσκοπίου (EM) έχει παρατηρηθεί ότι μοιάζουν ως ράβδοι 

μήκους 22-25 nm και είναι παρόμοια με τα μονομερή (Wille et al., 1992). Τα διμερή 

μπορούν να σχηματιστούν σε όλες τις ισομορφές της πρωτεΐνης Τ και υφίστανται σε 

δύο διαφορετικές μορφές (Sahara et al., 2007). Η πρώτη μορφή διμερών εξαρτάται 

από την κυστεΐνη, ενώ η δεύτερη μορφή τους είναι ανεξάρτητη από την κυστεΐνη, 

όπου δημιουργείται μια διαμοριακή δισουλφιδική γέφυρα ανάμεσα στις περιοχές 

δέσμευσης των μικροσωληνίσκων. Και οι δύο μορφές έχουν ταυτοποιηθεί και σε 

διαγονιδιακά ποντίκια (Sahara et al., 2007). Μικρά διαλυτά διμερή ή τριμερή της 

πρωτεΐνης Τ μεγέθους 140 kDa έχουν απομονωθεί σε διαγονιδιακά ποντίκια και σε 

εγκεφάλους ασθενών με AD (Sahara et al., 2007); (Berger et al., 2007); (Henkins et 

al., 2012). 
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3.1.2.3. Διαλυτά Ολιγομερή της πρωτεΐνης Τ 

Έχουν περιγραφεί in vitro και in vivo πολλά διαφορετικά μικρά διαλυτά ολιγομερή 

της πρωτεΐνης Τ διαφόρων μοριακών μεγεθών. Ωστόσο, είναι δύσκολο να 

προσδιοριστεί εάν αυτά τα διαφορετικά ολιγομερή που περιγράφονται στις μελέτες 

είναι το ίδιο είδος ή όχι. Τα διαφορικά ολιγομερή φαίνεται να συνίστανται από έξι 

έως οκτώ μόρια πρωτεΐνης Τ, μοριακού βάρους περίπου 300-500 kDa (Sahara et al., 

2007). 

 

3.1.2.4. Αδιάλυτα κοκκώδη ολιγομερή της πρωτεΐνης Τ (GTOs). 

Τα αδιάλυτα κοκκώδη ολιγομερή της πρωτεΐνης Τ αποτελούνται κατά μέσο όρο από 

40 πυκνά συσκευασμένα μονομερή της πρωτεΐνης Τ, μεγέθους 1800 kDa και 

διαμέτρου 20–50 nm (Maeda et al., 2007). Τα κοκκώδη ολιγομερή της πρωτεΐνης Τ 

έχει βρεθεί ότι είναι αυξημένα σε εγκεφάλους ασθενών με AD που βρίσκονται στο 

στάδιο Braak I σε σύγκριση με αυτούς που βρίσκονται στο στάδιο Braak 0, 

υποδηλώνοντας ότι η συσσωμάτωση σε ολιγομερή προηγείται του σχηματισμού 

των PHFs. Τα GTOs έχουν δομή β-πτυχωτών φύλλων και πιθανόν να αποτελούνται 

από τα μερικώς διπλωμένα μονομερή της πρωτεΐνης Τ (Maeda et al., 2007) 

 

3.1.2.5. Ινίδια πρωτεΐνης Τ 

Η πρωτεΐνη Τ είναι ικανή να πολυμερίζεται σε ινίδια. Σε ασθενείς με AD, τα 

κυρίαρχα ινίδια που εντοπίζονται είναι τα ζεύγη ελικοειδών ινιδίων (PHFs) και τα 

ευθύγραμμα ινίδια (SFs). Ουσιαστικά ο πυρήνας των PHFs και SFs αποτελείται από 

οκτώ β-πτυχωτά φύλλα (β1-8) που διατρέχουν κατά μήκος του πρωτοινιδίου, 

υιοθετώντας μια δομή C. Κάθε C δομή αποτελείται από μια δομή β-έλικας, όπου 

τρία β-πτυχωτά φύλλα είναι διατεταγμένα με τριγωνικό τρόπο και δύο περιοχές με 

σταυροειδή δομή, όπου ζεύγη β-πτυχωτών φύλλων συσκευάζονται αντιπαράλληλα 

μεταξύ τους. Σε άλλες Τ-πρωτεϊνοπάθειες, όπως η FTDP-17, υπάρχει μεταβλητότητα 

στη μορφολογία των ινιδίων της πρωτεΐνης Τ ανάλογα με την ισομορφή που 

εμπλέκεται ή τις μεταλλάξεις της (Crowther & Goedert, 2000), ωστόσο έχουν δομή 

β-πτυχωτού φύλλου, η οποία σχηματίζεται μέσω των περιοχών πρόσδεσης στους 

μικροσωληνίσκους (Berriman et al., 2003); (Novak, Kabat, & Wischik, 1993).  
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3.1.2.6. Νευροϊνιδικά πλέγματα (NFTs) 

Τα νευροϊνιδικά πλέγματα αποτελούν τα κλασσικά πλέγματα που περιγράφηκαν για 

πρώτη φορά από τον Alzheimer το 1907. Ταξινομούνται ως πλέγματα σταδίου 2 και 

είναι μεγάλες δέσμες ινών που συνίστανται από ζεύγη ελικοειδών ινιδίων και από 

ευθύγραμμα ινίδια (Bancher et al., 1989). 

 

3.1.2.7. Μηχανισμοί συσσωμάτωσης της πρωτεΐνης Τ 

Η συσσωμάτωση της πρωτεΐνης Τ φαίνεται να διαδραματίζει ουσιαστικό ρόλο στη 

παθογένεση διαφόρων Τ-πρωτεϊνοπαθειών, συμπεριλαμβανομένων της νόσου του 

Alzheimer, νόσο του Pick, της προϊούσας υπερπυρηνικής παράλυσης, της νόσου του 

Πάρκινσον, της Μετωποκροταφικής άνοιας και της φλοιοβασικής εκφύλισης 

(Ballatore, Lee, & Trojanowski, 2007); (Gendron & Petrucelli, 2009). Ο σχηματισμός 

των νευροϊνιδικών πλεγμάτων φαίνεται να είναι καθοριστικής σημασίας για την 

παθογένεση των Τ-πρωτεϊνοπαθειών, ωστόσο λίγα είναι γνωστά για το μηχανισμό 

σχηματισμού τους καθώς και για τον ρόλο των ενδιάμεσων διαλυτών ολιγομερών 

και των ζευγών ελικοειδών ινιδίων.  

Η υπερ-φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ συμβάλλει στο σχηματισμό των NFTs, 

ωστόσο η συσσώρευσή τους από μόνη της μπορεί να είναι ανεπαρκής για την 

πρόκληση κυτταρικού θανάτου, καθότι μελέτες σε ασθενείς με AD δείχνουν ότι η 

απώλεια νευρώνων και τα γνωστικά ελλείμματα προηγούνται του σχηματισμού 

NFTs (Haroutunian et al., 2007). Επίσης, μελέτες σε ζωικά μοντέλα δείχνουν ότι τα 

ολιγομερή της πρωτεΐνης Τ, τα οποία εμφανίζονται πριν το σχηματισμό των NFTs, 

συμβάλλουν στα ελλείμματα μάθησης και μνήμης και στο θάνατο νευρωνικών 

κυττάρων, ενώ τα NFTs δεν σχετίζονται με το νευρωνικό θάνατο (Lasagna-Reeves et 

al., 2011a); (Cowan, Quraishe, & Mudher, 2012); (Cook et al., 2015); (Kim et al., 

2016). Παρά την πληθώρα των ερευνών που έχουν πραγματοποιηθεί, ο ακριβής 

μηχανισμός με τον οποίο η πρωτεΐνη Τ προκαλεί τοξικότητα παραμένει άγνωστος. 

Οι περισσότερες μελέτες σε ζωικά μοντέλα δείχνουν ότι η διαμεσολαβούμενη από 

την πρωτεΐνη Τ δυσλειτουργία και τοξικότητα δεν απαιτεί συσσωμάτωση αλλά 

προκαλείται από τη διαλυτή φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη Τ. Επιπλέον, σε ορισμένες 

μελέτες in vivo έχει δειχθεί ότι ορισμένα συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ, 

ιδιαίτερα τα ολιγομερή, μπορεί ακόμα και να έχουν προστατευτικό ρόλο έναντι της 

τοξικότητας της πρωτεΐνης Τ (Cowan et al., 2015). Υπό το πρίσμα όλων αυτών 

καθίσταται ανάγκη να εντοπιστούν οι βασικές τοξικές μορφές της πρωτεΐνης Τ και 

να αναγνωριστεί ο ρόλους της κάθε μίας στη δυσλειτουργία και τον εκφυλισμό. Με 

τον τρόπο αυτό θα μπορούσαν να αναπτυχθούν πιο αποτελεσματικές θεραπείες 

έναντι των νόσων. 
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Η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ ειδικά στις θέσεις Thr231, Ser396, Ser422 και Ser404 

φαίνεται να προάγει τη αυτό-συσσωμάτωση της πρωτεΐνης σε ινίδια (Abraha et al., 

2000); (Haase et al., 2004); (Alonso Adel et al., 2004). Ωστόσο, υπάρχουν και κάποιες 

in vitro μελέτες, οι οποίες έχουν δείξει ότι η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ δεν 

είναι απαραίτητη για την μετατροπή της σε PHFs (Kampers et al., 1996); (Goedert et 

al., 1996). Αντιθέτως, η φωσφορυλίωση των μοτίβων KXGS στη περιοχή πρόσδεσης 

των μικροσωληνίσκων φαίνεται να αναστέλλει τη συσσωμάτωση της πρωτεΐνης Τ 

(Schneider et al., 1999); (Khlistunova et al., 2006). Επιπλέον, άλλες μελέτες δείχνουν 

ότι τα συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ που αποτελούνται από ανασυνδυασμένη 

μη-φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη Τ μπορούν να προάγουν περαιτέρω συσσωμάτωση 

στα κύτταρα, υποδεικνύοντας ότι η φωσφορυλίωση δεν απαιτείται τουλάχιστον για 

την προώθηση της συσσωμάτωσης (Kfoury et al., 2012); (J. L. Guo & Lee, 2013).  

Επιπλέον, πολλοί άλλοι παράγοντες έχουν αναγνωριστεί ότι διαδραματίζουν 

καθοριστικό ρόλο στην συσσωμάτωση της πρωτεΐνης Τ, τουλάχιστον σε in vitro 

μελέτες. Για παράδειγμα, η ενζυματική διάσπαση των μονομερών της πρωτεΐνης Τ 

με περικοπή στην θέση Glu391 έχει βρεθεί ότι σχετίζεται με τη παθογένεση στην AD 

(Ugolini, Cattaneo, & Novak, 1997); (McMillan et al., 2011) καθώς και η πρωτεόλυση 

από πολλαπλές κασπάσες σε μια εξαιρετικά συντηρημένη θέση, την Asp421, στο 

καρβόξυ-τελικό άκρο (Gamblin et al., 2003). Η κολοβωμένη πρωτεΐνη Τ από τις 

κασπάσες δεν περιέχει τα 20 τελευταία αμινοξέα του καρβόξυ-τελικού άκρου με 

αποτέλεσμα να δημιουργεί πιο γρήγορα και εκτενέστερα ινίδια σε in vitro μελέτες 

(Gamblin et al., 2003). Ακόμα η αφαίρεση του καρβόξυ-τελικού άκρου της 

πρωτεΐνης Τ σε in vitro μελέτες έχει δείξει ότι επάγει τον σχηματισμό ινιδίων της 

πρωτεΐνης Τ (Abraha et al., 2000); (Berry et al., 2003) . Η αφαίρεση λίγων (12) ή 

πολλών (121) αμινοξέων από το καρβόξυ-τελικό άκρο είχε ως αποτέλεσμα να 

αυξάνεται σημαντικά ο ρυθμός και η έκταση πολυμερισμού της πρωτεΐνης Τ, ενώ η 

διαγραφή επιπλέον 7 αμινοξέων (314)DLSKVTS(320) από την τρίτη επανάληψη της 

περιοχής πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους είχε ως αποτέλεσμα την απώλεια της 

ικανότητας της πρωτεΐνης Τ να σχηματίζει ινίδια (Abraha et al., 2000). Αυτό 

υποδηλώνει ότι μόνο ένα μέρος της περιοχής πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους 

(επαναλήψεις 1, 2 και τμήμα της 3) είναι κρίσιμο για τον πολυμερισμό της 

πρωτεΐνης Τ. Τέλος, η απαμίνωση στην ασπαραγίνη ή την γλουταμίνη έχει δειχθεί 

ότι επίσης εμπλέκεται στο διμερισμό και τον τριμερισμό της πρωτεΐνης Τ και στο 

σχηματισμό PHFs in vivo (Watanabe, Takio, & Ihara, 1999). Επιπροσθέτως, διάφοροι 

πολύ-ανιονικοί παράγοντες όπως οι γλυκοζαμινογλυκάνες (GAGs) ηπαρίνη και 

νευροπαρίνη (Pérez, Valpuesta, Medina, Montejo de Garcini, & Avila, 1996); 

(Goedert et al., 1996), οι σουλφογλυκοζαμινογλυκάνες (sGAGs) κερατίνη και θειική 

χονδοϊτίνη (Arrasate et al., 1997), το RNA (Kampers et al., 1996), το 

πολυγλουταμινικό οξύ (Kampers et al., 1996); (Pérez et al., 1996), λιπαρά οξέα όπως 
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το αραχιδονικό οξύ (Wilson & Binder, 1997); (Gamblin et al., 2000) και το θειικό 

αλκύλιο (Chirita, Necula, & Kuret, 2003) φαίνεται να εμπλέκονται επίσης. 

Παρά το γεγονός ότι υπάρχει μια πληθώρα δεδομένων που υποδεικνύει διάφορους 

παράγοντες οι οποίοι προάγουν τη συσσωμάτωση της πρωτεΐνης Τ, εξακολουθούν 

να υπάρχουν πολλά ερωτήματα σχετικά με τον ακριβή μηχανισμό δημιουργίας τους 

και τον συσχετισμό τους με τις διάφορες ασθένειες.  

 

3.2. Μηχανισμοί τοξικότητας της πρωτεΐνης Τ 

Ο μηχανισμός με τον οποίο η παθογόνος πρωτεΐνη Τ οδηγεί στο νευροεκφυλισμό 

είναι αρκετά ασαφής. Ωστόσο, τα τελευταία χρόνια με βάση πληθώρα μελετών 

έχουν αναπτυχθεί αρκετές θεωρίες. Μια θεωρία είναι ότι η πρωτεΐνη Τ προκαλεί 

δυσλειτουργία στη δομή και οργάνωση των μικροσωληνίσκων και κατά συνέπεια 

του κυτταροσκελετού των νευρώνων και απώλεια των συνάψεων με αποτέλεσμα τη 

διακοπή της επικοινωνίας μεταξύ των κυττάρων και τον επικείμενο εκφυλισμό των 

νευρώνων. Αυτό έρχεται σε απόλυτη συμφωνία με τα ευρήματα στη νόσο του 

Alzheimer, καθώς η συναπτική απώλεια θεωρείται ότι είναι ένα πρώιμο συμβάν 

στον νευροεκφυλισμό στην AD (Terry et al., 1991); (Masliah et al., 2001). Ωστόσο, η 

παθολογική δράση της πρωτεΐνης Τ θα μπορούσε να αιτιολογηθεί είτε από την 

άμεση τοξικότητα της ελεύθερης υπερ-φωσφορυλιωμένης μορφής είτε από την 

έμμεση τοξικότητα των συσσωματωμάτων της πρωτεΐνης που οδηγούν σε 

νευρωνικό θάνατο. Συλλογικά η πρωτεΐνη Τ έχει δειχθεί ότι υπερ-

φωσφορυλιώνεται, αναδιπλώνεται εσφαλμένα και δημιουργεί συσσωματώματα. 

Αυτές οι αλλαγές συνάδουν στενά με την απώλεια της φυσιολογικής λειτουργίας 

της πρωτεΐνης Τ. 

 

3.2.1. Αποσταθεροποίηση μικροσωληνίσκων 

Η φωσφορυλίωση θεωρείται ότι είναι το κλειδί για την σταθεροποίηση των 

μικροσωληνίσκων. Στις διαφόρους νόσους, η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ 

προκαλεί μειωμένη σύνδεση της πρωτεΐνης Τ με τους μικροσωληνίσκους (Εικόνα 

11), οδηγώντας σε αποσυναρμολόγηση/αστάθεια των μικροσωληνίσκων και σε 

μειωμένη αξονική μεταφορά (Cowan et al., 2010); (Hempen & Brion, 1996). Η 

φωσφορυλίωση συγκεκριμένων θέσεων, όπως οι θέσεις Ser214, Ser262, Ser293, Thr231, 

Ser235, Ser324 και Ser356 έχει δειχτεί ότι εμπλέκονται ιδιαίτερα στη μειωμένη 

ικανότητα δέσμευσης της πρωτεΐνης Τ στους μικροσωληνίσκους (Sengupta et al., 

1998); (Schneider et al., 1999); (Fischer et al., 2009). 
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Εικόνα 11. Αποσταθεροποίηση μικροσωληνίσκων ως αποτέλεσμα υπερ-φωσφορυλίωσης της 

πρωτεΐνης Τ. Τα ετεροδιμερή της α- και β- τουμπουλίνης συναρμολογούνται σε πρωτοϊνίδια, τα 

οποία στη συνέχεια σχηματίζουν τους μικροσωληνίσκους. Η πρωτεΐνη Τ όταν είναι φυσιολογικά 

φωσφορυλιωμένη αλληλεπιδρά με τους μικροσωληνίσκους.  Όταν η πρωτεΐνη Τ (1) είναι υπερ-

φωσφορυλιωμένη (2) μειώνεται η ικανότητα δέσμευσης των μικροσωληνίσκων και έτσι η πρωτεΐνη Τ 

αποκολλάται από τους μικροσωληνίσκους (3). Ως αποτέλεσμα οι μικροσωληνίσκοι αρχίζουν να 

καταρρέουν (3) και συνεπώς, η αξονική μεταφορά κυστιδίων και άλλων οργανιδίων στη σύναψη 

διαταράσσεται, οδηγώντας σε μειωμένη συναπτική λειτουργία (4). Η υπερ-φωσφορυλιωμένη 

πρωτεΐνη Τ αρχίζει να συσσωρεύεται και τελικά δημιουργούνται συσσωματώματα (5). Εικόνα από 

(Cowan et al., 2010). 

 

Η αποσταθεροποίηση των μικροσωληνίσκων λόγω της φωσφορυλίωσης έχει δειχτεί 

σε πολλά διαφορετικά μοντέλα συμπεριλαμβανομένου και της Drosophila 

melanogaster (Cowan, Bossing, et al., 2010); (Mudher et al., 2004); (Quraishe, 

Cowan, & Mudher, 2013). Η μειωμένη αξονική μεταφορά λόγω αποσταθεροποίησης 

των μικροσωληνίσκων πιθανόν να προκαλεί και την έναρξη του νευροεκφυλισμού. 

Για το λόγο αυτό έχουν αναπτυχθεί διάφορες θεραπευτικές στρατηγικές που 

στοχεύουν στην επανασταθεροποίηση των μικροσωληνίσκων. Για παράδειγμα, η 

χρήση της πακλιταξέλης, μιας ένωσης που θεωρείται ότι σταθεροποιεί τους 

μικροσωληνίσκους, όταν χορηγήθηκε σε ποντίκια που εκφράζουν την ανθρώπινη 

πρωτεΐνη Τ βρέθηκε ότι αναστρέφει την ελλειμματική αξονική μεταφορά (B. Zhang 

et al., 2005). Παρόμοια αποτελέσματα είχε και η χορήγηση του πεπτιδίου NAPVSIPQ 

(NAP), όταν χορηγήθηκε σε μύγες που εκφράζουν την ανθρώπινη ισομορφή 0N3R 

της πρωτεΐνης Τ (Quraishe et al., 2013), καθώς σταθεροποίησε τους 

μικροσωληνίσκους και βελτίωσε την αξονική μεταφορά. Συνεπώς, οι μελέτες αυτές 
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δείχνουν ότι η αποσταθεροποίηση των μικροσωληνίσκων είναι καθοριστικός 

παράγοντας για την τοξικότητα που προκαλείται από την πρωτεΐνη Τ. 

 

3.2.2. Διάδοση της πρωτεΐνης Τ 

Ένας άλλος μηχανισμός τοξικότητας της πρωτεΐνης Τ είναι η τάση της να διαδίδεται 

και να εξαπλώνεται στον εγκέφαλο, επηρεάζοντας διαφορετικές περιοχές του 

(Braak & Braak, 1991); (Braak & Braak, 1995). Περιλαμβάνει έξι διαφορετικά στάδια 

και ουσιαστικά αποδεικνύεται ότι τα NFTs συσσωρεύονται και διαδίδονται στον 

εγκέφαλο με ένα συγκεκριμένο μοτίβο (Εικόνα 12). Στα στάδια Ι-ΙΙ αρχίζουν να 

εμφανίζονται τα NFTs κυρίως στις ενδορινικές περιοχές και κινούνται προς το 

εγκεφαλικό στέλεχος. Στα στάδια III-IV, τα NFTs εξαπλώνονται στις μεταιχμιακές 

περιοχές του εγκεφάλου, τον φλοιό, τον υποθάλαμο, την CA1 περιοχή του 

ιπποκάμπου και στην αμυγδαλή. Στα στάδια V-VI, η εξάπλωση των NFTs έχει φτάσει 

στο νεοφλοιό και στις δομές του κροταφικού, βρεγματικού και μετωπιαίου λοβού. 

Στα στάδια Ι-ΙΙ υπάγονται οι κλινικά σιωπηλοί ασθενείς, όπου τα συμπτώματα δεν 

έχουν αρχίσει να εμφανίζονται, ενώ στα στάδια III-IV αρχίζουν να εμφανίζονται τα 

πρώτα συμπτώματα. Στα στάδια V-VI, τα συμπτώματα του AD αναπτύσσονται 

πλήρως. Αυτό υποδεικνύει ότι η εξάπλωση των NFTs συσχετίζεται στενά με τη 

σοβαρότητα των συμπτωμάτων της νόσου, αποδεικνύοντας μια σαφή σύνδεση 

μεταξύ της διάδοσης της πρωτεΐνης Τ και της παθογένεσης του AD. 
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Εικόνα 12. Στάδια Braak της παθολογίας του AD. Στα στάδια Ι-ΙΙ τα NFTs εντοπίζονται κυρίως στις 

ενδορινικές περιοχές και αντιπροσωπεύουν σιωπηλές περιόδους της νόσου, όπου τα συμπτώματα 

δεν έχουν αρχίσει να εμφανίζονται. Στα στάδια III-IV, τα NFTs εξαπλώνονται στις μεταιχμιακές 

περιοχές και στην περιοχή CA1 του ιπποκάμπου. Στα στάδια αυτά αρχίζουν να εκδηλώνονται τα 

πρώτα συμπτώματα στους ασθενείς. Στα στάδια V-VI, τα NFTs έχουν πλέον εξαπλωθεί σε όλες τις 

περιοχές του φλοιού και αντιπροσωπεύουν την πλήρως ανεπτυγμένη AD. Εικόνα από (Braak & Braak, 

1991); (Luna-Muñoz et al., 2013). 

 

Ο ακριβής μηχανισμός με τον οποίο γίνεται η διάδοση της πρωτεΐνης Τ από κύτταρο 

σε κύτταρο και προκαλεί την παθογένεση δεν είναι γνωστός. Ωστόσο, διάφορες 

μελέτες δείχνουν ότι αυτό υφίσταται και πιθανόν να δρα σαν prion μηχανισμός, 

όπου η παθολογική πρωτεΐνη Τ μπορεί να εξαπλωθεί από νευρώνα σε νευρώνα 

(Lewis & Dickson, 2016); (Goedert, Eisenberg, & Crowther, 2017); (Ayers, Giasson, & 

Borchelt, 2018). Έχει βρεθεί ότι τόσο τα μη τροποποιημένα ινίδια της πρωτεΐνης Τ 

(Peeraer et al., 2015) όσο και τα φωσφορυλιωμένα ινίδια της πρωτεΐνης Τ (X. C. Li et 

al., 2016) μπορούν να προκαλέσουν την εξάπλωση της παθολογίας, όταν εγχέονται 

στον εγκέφαλο διαγονιδιακών ποντικών. Όταν πραγματοποιείται 

αποφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ από φωσφατάσες, τότε παρατηρείται λιγότερη 

συσσωμάτωση της πρωτεΐνης και μειωμένη εξάπλωση στον εγκέφαλο, 

υποδηλώνοντας ότι η φωσφορυλίωση πιθανόν να είναι χαρακτηριστικό της 

διάδοσης της πρωτεΐνης. Η φωσφορυλίωση συγκεκριμένων θέσεων, 

συμπεριλαμβανομένων των Ser262 και του συνδυασμού Thr231/Ser235, φαίνεται ότι 

ενισχύουν τη διάδοση των NFTs της πρωτεΐνης Τ, ενώ άλλες θέσεις όπως οι 

Ser198/Ser199/Ser202 και Ser400/Thr403/Ser404 συσχετίζονται με χαμηλότερη διάδοση. 
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Αυτό υποδηλώνει ότι η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ μπορεί να ρυθμίσει 

ετερογενώς την ικανότητα διάδοσης των NFTs (Dujardin et al., 2020).  

Επιπροσθέτως, αρκετές μελέτες σε κυτταροκαλλιέργειες έχουν δείξει ότι τα 

εξωκυτταρικά συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ μπορούν να εισέλθουν στα 

κύτταρα μέσω ενδοκυττάρωσης και να πυροδοτήσουν την εσφαλμένη αναδίπλωση 

και την συσσώρευση της ενδογενούς πρωτεΐνης Τ (Frost, Jacks, & Diamond, 2009); 

(J. L. Guo & Lee, 2011); (Nonaka et al., 2010). Σε άλλη μελέτη, αποδείχτηκε ότι η 

έγχυση ινιδίων πρωτεΐνης Τ από ποντίκια με μεταλλαγμένη τη P301S στον 

ιππόκαμπο ποντικών που εκφράζουν μόνο την αγρίου τύπου πρωτεΐνη Τ (υπό 

φυσιολογικές συνθήκες τα ποντίκια αυτά δεν αναπτύσσουν ινίδια) προκαλεί την 

συσσώρευση τους όχι μόνο στο σημείο της έγχυσης αλλά και σε γειτονικά κύτταρα 

(Clavaguera et al., 2009). Παρομοίως, με χρήση του διαγονιδιακού ποντικού που 

υπερεκφράζει την ανθρώπινη μεταλλαγμένη P301L μόνο στον ενδορινικό φλοιό 

βρέθηκε ότι η σχετιζόμενη με την πρωτεΐνη Τ παθολογία διαβιβάζεται από τους 

νευρώνες που εκφράζουν το διαγονίδιο σε άλλους κοντινούς νευρώνες και στη 

συνέχεια στον ιππόκαμπο και στο φλοιό (de Calignon et al., 2012). 

Όλες οι παραπάνω μελέτες υποδεικνύουν ότι η παθολογική πρωτεΐνη Τ μπορεί να 

εξαπλωθεί από κύτταρο σε κύτταρο, καθώς και ότι έχει την ικανότητα να 

μετατρέπει τη φυσιολογική πρωτεΐνη Τ σε παθολογική, προκαλώντας αλλαγή στη 

διαμόρφωση της πρωτεΐνης και συνεπώς δρα ως prion.  

 

4. Τ-πρωτεϊνοπάθειες 

Οι Τ-πρωτεϊνοπάθειες είναι μια ομάδα νευροεκφυλιστικών ασθενειών που 

προσβάλλουν τις γνωσιακές λειτουργίες και την μνήμη και χαρακτηρίζονται από 

υπερφωσφορυλιωμένη ή μη- φυσιολογικά φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη Τ και από 

μεταλλαγές στο γονίδιο τ. Διαφορετικές ισομορφές της πρωτεΐνης Τ έχουν εμπλακεί 

σε διαφορετικές ασθένειες (Πίνακας 1). Για παράδειγμα σε ορισμένες ασθένειες, 

όπως η νόσος AD εμπλέκονται οι ισομορφές 3R και 4R, ενώ στη νόσο του Pick μόνο 

οι 3R ισομορφές. Η προϊούσα υπερπυρηνική παράλυση (PSP) και η Φλοιοβασική 

Εκφύλιση (CBD) είναι παραδείγματα Τ-πρωτεϊνοπαθειών που εμπλέκονται μόνο οι 

4R ισομορφές (Sergeant et al., 2005). Αυτό υποδηλώνει ότι οι διαφορετικές 

ισομορφές της πρωτεΐνης Τ έχουν και διαφορετικό ρόλο στην κάθε ασθένεια. 

Ωστόσο, απαιτείται περισσότερη έρευνα για την κατανόηση των διαφορών στις 

ισομορφές 3R και 4R της πρωτεΐνης Τ και πως εμπλέκονται στη κάθε Τ-

πρωτεϊνοπάθεια. Στις παρακάτω ενότητες περιγράφονται οι πιο κοινές 

αντιπροσωπευτικές Τ- πρωτεϊνοπάθειες.  
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Ασθένεια Αγγλικός Όρος 

Ισομορφή της 
πρωτεΐνης Τ 

που εμπλέκεται 
στην ασθένεια 

Νόσος του Alzheimer 
Alzheimer’s disease 

(AD) 

3R & 4R 
ισομορφές 

 

Σύμπλεγμα πλάγιας μυατροφικής 
σκλήρυνσης και παρκινσονισμού 

του Guam 

Amyotrophic lateral sclerosis/ 
parkinsonism- dementia 
complex of Guam (ALS) 

Χρόνια τραυματική 
εγκεφαλοπάθεια 

Chronic traumatic 
encephalopathy 

Μετωποκροταφική άνοια με 
παρκινσονισμό σχετιζόμενη με το 

χρωμόσωμα 17 

Frontotemporal dementia with 
parkinsonism linked to 

chromosome 17 (FTDP-17) 

Εγκεφαλική Γήρανση 
Aging Hippocampal tauopathy 

in cerebral aging 

Σύνδρομο Down Down’s Syndrome 

Αμυλοειδική αγγειοπάθεια 
βρετανικού τύπου 

Familial British dementia 
(British type amyloid 

angiopathy) 

Οικογενής άνοια δανικού τύπου Familial Danish dementia 

Σύνδρομο Nodding Nodding Syndrome 

‘Πυγμαχική’ άνοια/αυτισμός με 
συμπεριφορά αυτοτραυματισμού 

Dementia pugilistica/autism 
with self injury bahavior 

Άνοια με παρουσία μόνο 
νευροϊνιδίων 

Neurofibrillary tangle-only 
dementia (NFT-dementia) 

Νόσος των Niemann-Pick τύπου C Niemann-Pick disease type C 

Παρκινσονισμός με άνοια της 
Γουαδελούπης 

Parkinsonism with dementia of 
Guadeloupe 

Μετα-εγκεφαλιτιδικός 
παρκινσονισμός 

Postencephalitic parkinsonism 

Προγεροντική άνοια με νευροϊνίδια 
και ασβεστοποίηση 

Presenile dementia with tangles 
and calcifications 

 

Άνοια αργυλοφιλικών κόκκων Argyrophilic grain disease (AGD) 

4R ισομορφές 
 

Φλοιοβασική Εκφύλιση 
Corticobasal degeneration 

(CBD) 

Σφαιρική νευρογλοιακή Τ- 
πρωτεϊνοπάθεια 

Globular glial tauopathy (GGT) 
 

Προϊούσα υπερπυρηνική παράλυση 
Progressive supranuclear palsy 

(PSP) 

Αστρογλοιοπάθεια σχετιζόμενη με 
την ηλικία 

Age-related astrogliopathy 

Νόσος του Huntington Huntington’ disease 

 

Νόσος του Pick Pick’s Disease (PiD) 3R ισομορφές 
Πίνακας 1. Κατηγοριοποίηση των πιο κοινών Τ-πρωτεϊνοπαθειών με βάση τις ισομορφές που 
εμπλέκονται σε κάθε ασθένεια. 
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4.1. Βιοχημική Ανάλυση των Τ-πρωτεϊνοπαθειών 

Βιοχημική ανάλυση των Τ-πρωτεϊνοπαθειών με ηλεκτροφορετική ανάλυση και 

χρήση ειδικών αντισωμάτων έναντι της ολικής και της φωσφορυλιωμένης 

πρωτεΐνης Τ έχει δείξει ότι τα συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ καθώς και η 

υπερφωσφορυλίωσή τους διαφέρει από ασθένεια σε ασθένεια.  

Συγκεκριμένα, η παθολογική πρωτεΐνη Τ στη νόσο του AD δίνει ένα χαρακτηριστικό 

ηλεκτροφορετικό προφίλ, το οποίο προκύπτει από τη κατανομή των έξι 

διαφορετικών ισομορφών  και συνίσταται από τρεις κύριες ζώνες (55, 64 και 69KDa) 

καθώς και μια επιπλέον αχνή ζώνη στα 74KDa (Goedert et al., 1992a); (Sergeant et 

al., 1997a). Η ζώνη των 74 KDa ανιχνεύεται ιδιαίτερα στους νεότερους και πιο 

σοβαρά προσβεβλημένους ασθενείς με AD και φαίνεται να αντιστοιχεί στη 

μεγαλύτερη ισομορφή της πρωτεΐνης Τ, την 2N4R, ενώ η ζώνη των 55ΚDa 

αντιστοιχεί στην μικρότερη ισομορφή, την 0N3R. Η ζώνη των 64KDa είναι 

συνδυασμός των 1N3R και 0N4R ισομορφών, ενώ η ζώνη των 69KDa των 2N3R και 

1N4R ισομορφών της πρωτεΐνης Τ. Το συγκεκριμένο ηλεκτροφορετικό μοτίβο 

δίνεται και σε μια σειρά άλλων ασθενειών, όπως η νόσος των Niemann-Pick τύπου 

C, το FTDP-17, στο σύμπλεγμα πλάγιας μυατροφικής σκλήρυνσης και 

παρκινσονισμού του Guam και στο συνδρομο Down.  

Στις ασθένειες που χαρακτηρίζονται από 3R παθολογική πρωτεΐνη Τ, όπως είναι η 

νόσος του Pick, δίνονται δυο ζώνες κατά την ηλεκτροφορετική ανάλυση, των 55KDa 

και των 64KDa, οι οποίες αντιστοιχούν στις 0N3R και 1N3R ισομορφές της 

πρωτεΐνης Τ αντίστοιχα. Μια πολύ αχνή ζώνη στα 69KDa ανιχνεύεται και αντιστοιχεί 

στην 2N3R ισομορφή (Sergeant et al., 1997b); (Delacourte et al., 1996).  

Στις ασθένειες οι οποίες χαρακτηρίζονται από 4R παθολογική πρωτεΐνη Τ, όπως 

είναι οι ασθένειες φλοιοβασική εκφύλιση, προϊούσα υπερπυρηνική παράλυση και η 

άνοια αργυλοφιλικών κόκκων, παρατηρούνται δύο ζώνες στα 64 και 69KDa, οι 

οποίες αντιστοιχούν στις 0N4R και 1N4R ισομορφές της πρωτεΐνης Τ αντίστοιχα και 

μια αχνή ζώνη στα 74KDa που αντιστοιχεί στην 2N4R (Sergeant et al., 1999); (Tolnay 

et al., 2002). 

 

4.2. Η νόσος του Alzheimer 

Η νόσος του Alzheimer περιγράφηκε για πρώτη φορά το 1907 από τον Alois 

Alzheimer (επίσημη μετάφραση Alzheimer, Stelzmann, Schnitzlein, & Murtagh, 

1995) και είναι η πιο κοινή μορφή άνοιας στο κόσμο. Εκτιμάται ότι το 75% των 

ατόμων με άνοια δεν διαγιγνώσκεται, και το ποσοστό αυτό μπορεί να είναι 

υψηλότερο σε χώρες μικρού ή μεσαίου εισοδήματος, όπου η έλλειψη γνώσης για 

την άνοια εμποδίζει τη διάγνωση. Υπολογίζεται ότι πάνω από 55 εκατομμύρια 
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άνθρωποι έχουν άνοια παγκοσμίως και οι προβλέψεις αγγίζουν τα 78 εκατομμύρια 

έως το 2030 [World Alzheimer Report 2021, (Gauthier, Rosa-Neto, Morais, & 

Webster, 2021)]. 

Στο πρώιμο στάδιο της νόσου του Alzheimer (AD) αρχίζει να εκδηλώνεται απώλεια 

της πρόσφατης μνήμης, μειωμένη ικανότητα εκμάθησης, δυσκολία στη συγκράτηση 

νέας πληροφορίας και στον λόγο, δυσκολία οργάνωσης της σκέψης, αλλαγές στη 

διάθεση και στη προσωπικότητα (κατάθλιψη, απάθεια), ήπιες κινητικές διαταραχές 

(π.χ. τρόμος), αλλαγές στο κύκλο ύπνου/αφύπνισης καθώς και στο κιρκαδικό ρυθμό 

(Prinz et al., 1982); (Hatfield et al., 2004). Ωστόσο, τα συμπτώματα είναι πολύ 

αμυδρά και για το λόγο αυτό μπορεί να περάσουν πολλά έτη (ίσως και περισσότερα 

από 10) μέχρι να ανιχνευθεί η ασθένεια. Στο ενδιάμεσο στάδιο της νόσου υπάρχει 

σοβαρότερη διαταραχή μνήμης, πρόσφατης και παλαιότερης, απώλεια 

προσανατολισμού, αδυναμία ελέγχου κινήσεων και σοβαρές διαταραχές στη 

συμπεριφορά όπως κατάθλιψη, απομόνωση, απάθεια, ψευδαισθήσεις, 

παραληρητικές ιδέες, νευρικότητα και επιθετικότητα. Στο τελικό στάδιο 

(προχωρημένο στάδιο) υπάρχει πλήρης απώλεια μνήμης και εκτέλεσης των 

καθημερινών δραστηριοτήτων και αδυναμία λόγου (απραξία, αφασία, αγνωσία). Η 

μάζα και η κινητικότητα μυών επιδεινώνονται σε σημείο όπου ο ασθενής είναι 

μόνιμα στο κρεβάτι. Τελικά επέρχεται ο θάνατος, ο οποίος προκαλείται συνήθως 

από κάποιο άλλο παράγοντα, όπως λοιμώξεις, και όχι από την ίδια τη νόσο. 

Η νόσος του Alzheimer θεωρείται μια πολυπαραγοντική νόσος καθότι διάφοροι 

παράγοντες μπορούν να επηρεάσουν την ανάπτυξη της νόσου και να 

τροποποιήσουν την ηλικία έναρξης και πορείας της νόσου. Τέτοιοι παράγοντες είναι 

οι γενετικοί, κοινωνικοί (π.χ. επίπεδο μόρφωσης),  ο τρόπος ζωής (π.χ. διατροφή, 

φυσική και πνευματική κατάσταση), το περιβάλλον, άλλες παθήσεις του ατόμου 

(π.χ. φλεγμονή) και η χορήγηση φαρμάκων για αυτές (π.χ. τα μη στεροειδή 

αντιφλεγμονώδη). Οι πρώτες ενδείξεις για την κατανόηση της παθογένειας του AD 

βρίσκονται στις αλλαγές που έχουν βρεθεί στους εγκεφάλους ασθενών με AD, με 

κυριότερη την αυξημένη ατροφία που παρατηρείται (Εικόνα 13).  

 

Εικόνα 13. Υγιής εγκέφαλος σε σχέση με εγκέφαλο με σοβαρή νόσο Alzheimer. Αριστερά 

απεικονίζεται ενας υγιής εγκέφαλος και δεξιά ενας εγκέφαλος με νόσο του Alzheimer. Στον 
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εγκέφαλο με AD είναι εμφανής η ατροφία σοβαρού επιπέδου. Εικόνα από το Εθνικό Ινστιτούτο 

Υγείας (National Institutes of Health, NIH). 

 

Στη νόσο του Alzheimer επηρεάζονται συγκεκριμένες περιοχές (Braak & Braak, 

1991); (Braak & Braak, 1995) ιδιαίτερα του νεοφλοιού, της ενδορινικής περιοχής, 

του ιπποκάμπου, της αμυγδαλής, του πρόσθιου θαλάμου και κάποιες περιοχές του 

εγκεφαλικού στελέχους (Εικόνα 12). Στο πρώιμο στάδιο της νόσου, η εκφύλιση 

εμφανίζεται κυρίως στις ενδορινικές περιοχές, ενώ στο ενδιάμεσο στάδιο 

εξαπλώνεται στις μεταιχμιακές περιοχές και κυρίως στις περιοχές CA1 και CA2 του 

ιπποκάμπου. Στο τελικό στάδιο της νόσου, η εκφύλιση φτάνει μέχρι το νεοφλοιό και 

στις δομές του μετωπιαίου λοβού. Δύο κύριες παθολογίες εντοπίζονται στον 

εγκέφαλο των ασθενών με AD (Εικόνα 14), οι νευριτικές ή γεροντικές πλάκες, οι 

οποίες αποτελούνται από εξωκυττάριες εναποθέσεις β- αμυλοειδούς (Αβ) (Masters 

et al., 1985) και τα νευροϊνιδικά πλέγματα (NFTs) της πρωτεΐνης Τ (Grundke-Iqbal et 

al., 1986a). 

 

Εικόνα 14. Απεικόνιση πλακών αμυλοειδους βήτα (αριστερά) και νευροινιδικών πλεγμάτων της 

πρωτείνης Τ (δεξιά). Εικόνα από (LaFerla & Oddo, 2005). 

 

Για πάρα πολλά χρόνια εθεωρείτο ότι η κύρια αιτία του AD ήταν οι εναποθέσεις των 

πλακών Αβ. Το Αβ απαντάται σε πεπτίδια των 40 (Αβ40) και των 42 (Αβ42) 

αμινοξέων, τα οποία προκύπτουν από συνεχείς πρωτεολύσεις της πρόδρομης 

πρωτεΐνης του αμυλοειδούς (APP) από τη β-σεκρετάση και τη γ-σεκρετάση (Haass et 

al., 1992); (Esler & Wolfe, 2001); (Hooper, 2005). Από αυτά, το Αβ42 έχει βρεθεί ότι 

παρουσιάζει μεγαλύτερη τάση να δημιουργεί συσσωματώματα (Jarrett, Berger, & 

Lansbury, 1993), ενώ σε φυσιολογικές συνθήκες το Αβ40 είναι το επικρατέστερο 

πεπτίδιο (Kang et al., 1987). Μεταλλάξεις στο γονίδιο της APP (Goate et al., 1991); 

(Tanzi, 2012) ή σε γονίδια που είναι σημαντικά για την επεξεργασία της APP, όπως η 

πρεσενιλίνη 1 και 2 (Sherrington et al., 1995); (Scheuner et al., 1996) καθώς και 

αλληλόμορφα της πρωτεΐνης ApoE (Strittmatter et al., 1993) έχουν ταυτοποιηθεί ως 

γενετικοί παράγοντες κινδύνου για τη νόσο AD.  
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Στις γενετικές μορφές της νόσου φαίνεται ότι το αμυλοειδές διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο. Η αλυσίδα των γεγονότων του αμυλοειδούς ξεκινά από τα 

αυξημένα επίπεδα του Αβ, το οποίο εν συνεχεία σχηματίζει συσσωματώματα 

ολιγομερών. Αυτά προκαλούν δυσλειτουργίες σε μια σειρά κυτταρικών διεργασιών 

συμπεριλαμβανομένης της συναπτικής λειτουργίας και της αξονικής μεταφοράς. 

Μια σειρά από έρευνες δείχνουν ότι η πρωτεΐνη Τ εμπλέκεται σε αυτήν την 

αλληλουχία των γεγονότων του αμυλοειδούς, ωστόσο ο ακριβής μηχανισμός με τον 

οποίο αυτό συμβαίνει είναι ασαφής προς το παρόν. Ωστόσο, όσο αφορά τις 

γνωσιακές εκπτώσεις που παρατηρούνται στη νόσο AD φαίνεται ότι συσχετίζονται 

περισσότερο με την παθογένεση της πρωτεΐνης Τ.  

Σε ασθενείς με AD, τα κυρίαρχα ινίδια της πρωτεΐνης Τ που εντοπίζονται είναι τα 

ζεύγη ελικοειδών ινιδίων (PHFs) και τα ευθύγραμμα ινίδια (SFs). Σε πρόσφατη 

μελέτη, βρέθηκε ότι ο πυρήνας των PHFs και SFs αποτελείται από τα υπολείμματα 

V306-F378, υποδεικνύοντας τη συμπερίληψη των επαναλήψεων R3 και R4 και 

επιπλέον 10 αμινοξέα από το καρβόξυ-τελικό άκρο (Fitzpatrick et al., 2017). Αυτό 

επιτρέπει την ενσωμάτωση και των έξι ισομορφών της πρωτεΐνης Τ. Τα PHFs και SFs 

σχηματίζονται από δύο πανομοιότυπα πρωτοϊνίδια που διαφέρουν στον τρόπο με 

τον οποίο συσκευάζονται. Τα πρωτοϊνίδια των PHFs ζευγαρώνουν βάση προς βάση, 

ενώ των SFs ζευγαρώνονται με διεπαφή πλάτη-βάση (Εικόνα 15a).  

 

Εικόνα 15. Διάταξη των πρωτοινιδίων προς σχηματισμό των PHFs και SFs στη νόσο του Alzheimer. 

α) Δομή των PHFs και SFs. b) Παράταξη αλληλουχίας των τεσσάρων επαναλαμβανόμενων περιοχών 

πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους (R1-R4) με τις παρατηρούμενες οκτώ περιοχές β-φύλλων (β1-
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β8). c) Απεικόνιση της δευτεροταγής δομής σε τρεις διαφορετικές διαβαθμίσεις. Εικόνα από (Oakley 

et al., 2020) και (Fitzpatrick et al., 2017). 

Κάθε πρωτοϊνίδιo περιέχει οκτώ β-φύλλα, πέντε από τα οποία δημιουργούν δυο 

ζεύγη αντιπαράλληλων β-πτυχωτών φύλλων και τα άλλα τρία σχηματίζουν μια β-

έλικα. Τα β1 και β2 διατάσσονται έναντι των β8, τα β3 διατάσσονται έναντι των β7 

και τα β4, β5 και β6 δημιουργούν την β-έλικα χαρακτηριστικού σχήματος C (Εικόνα 

15 και Εικόνα 16). Το άμινο-τελικό άκρο της δομής σχηματίζεται από το εξαπεπτίδιο 
306VQIVYK311 (PHF6), το οποίο είναι απαραίτητο για τον ολιγομερισμό της πρωτεΐνης 

Τ και την δημιουργία των ινιδίων (von Bergen et al., 2000). Το PHF6 σχηματίζει μια 

συμπληρωματική διεπαφή με τα υπολείμματα 374-378 του β8-φύλλου με 

υδρόφοβους δεσμούς.  Το δεύτερο μοτίβο εξαπεπτιδίου που απαιτείται για το 

σχηματισμό των ινιδίων είναι το 275VQIINK280 (PHF6*). Τα β2 και β8 σχηματίζουν ένα 

χαρακτηριστικό μοτίβο ‘φερμουάρ’. Στη συνέχεια, σχηματίζεται μια στροφή σε 

σχεδόν ορθή γωνία μέσω αλληλεπίδρασης των G323 και G326 από τη μια πλευρά 

και του μοτίβου 364PGGG367 στην άλλη πλευρά. Υδροφοβικοι δεσμοί μεταξύ L324, 

I326 και V363 αμέσως μετά την στροφή σταθεροποιούν την περιοχή και η 

διασύνδεση μεταξύ β3 και β7 εγκαθιδρύεται περαιτέρω με δεσμούς υδρογόνου 

μεταξύ των πλευρικών αλυσίδων των Η328 και Τ361. Μετά το β3, τα υπολείμματα 
332PGGG335 υιοθετούν μια εκτεταμένη β-σπειροειδή διαμόρφωση. Τέλος, οι δύο 

πλευρές συναντώνται μέσω μιας δομής β-έλικας, η οποία σχηματίζεται από τρεις β-

κλώνους (β4-6). Οι γωνίες β-τόξου δύο υπολειμμάτων (E342, K343) και τριών 

υπολειμμάτων (347KDR349) σχηματίζουν τη γεωμετρία β-έλικας, η οποία είναι κλειστή 

με μια περιστρεφόμενη διαμόρφωση γλυκίνης ~70° (G355). 

 

4.3. Φλοιοβασική Εκφύλιση (CBD) 

Η φλοιοβασική εκφύλιση (CBD) είναι μια σπάνια, προοδευτικά επιδεινούμενη 

νευροεκφυλιστική νόσος που συνήθως ξεκινά στις ηλικίες μεταξύ των 60 και 70 

ετών. Συνήθως προσβάλλει τη μια πλευρά του σώματος εντονότερα από την άλλη 

και χαρακτηρίζεται από βραδύτητα στις κινήσεις, μυϊκές συσπάσεις, δυσκολία στην 

εκτέλεση των καθημερινών δραστηριοτήτων, διαταραχή του λόγου, του 

προσανατολισμού και της ικανότητας λήψης αποφάσεων, αλλαγές στην 

συμπεριφορά (απάθεια, παρορμητικότητα, ευερεθιστότητα) και μειωμένη γνωστική 

λειτουργία. 

Η απώλεια νευρικών κυττάρων συμβαίνει σε συγκεκριμένες περιοχές, οδηγώντας σε 

ατροφία ή συρρίκνωση συγκεκριμένων σημείων του εγκεφάλου. Επίσης, έχει 

παρατηρηθεί ότι πολλά από τα νευρικά κύτταρα που απομένουν είναι 

χρωματολυμένα, μια κατάσταση γνωστή ως αχρωμασία (Paulus & Selim, 1990). 

Προσβάλλει κυρίως τις περιοχές του φλοιού του εγκεφάλου (κυρίως μετωπιαίο και 
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βρεγματικό λοβό) καθώς και τα βασικά γάγγλια, εξ ου και η ονομασία της νόσου. 

Αρχικώς, η παθολογία συναντάται στις υποφλοιώδεις περιοχές και μετέπειτα στο 

φλοιό για το λόγο αυτό ένα από τα πρώτα συμπτώματα αφορά κινητικές και 

γνωσιακές διαταραχές. Στα τελικά στάδια της νόσου παρατηρείται άνοια. Στις 

πάσχουσες εγκεφαλικές περιοχές έχουν εντοπιστεί ινίδια της πρωτεΐνης Τ και 

συγκεκριμένα των ισομορφών 4R. Για το λόγο αυτό, η φλοιοβασική εκφύλιση 

κατατάσσεται στις 4R Τ- πρωτεϊνοπάθειες, όπως επίσης και η προϊούσα 

υπερπυρηνική παράλυση (PSP), η άνοια αργυλοφιλικών κόκκων (AGD) και η 

σφαιρική νευρογλοιακή Τ- πρωτεϊνοπάθεια (GGΤ) (Wakabayashi et al., 1994); (Arima 

et al., 1994); (Sergeant et al., 1999). Με ηλεκτρονική μικροσκοπική εξέταση, έχει 

βρεθεί ότι στο φλοιβασικό εκφυλισμό τα ινίδια της πρωτεΐνης Τ είναι περισσότερο 

στριμμένα και διαφέρουν από αυτά στην AD, όπου είναι τα κλασσικά ζευγαρωμένα 

ελικοειδή ινίδια. Στη νόσο CBD, τα ινίδια είναι μικρότερα σε μήκος από αυτά στο AD 

και παρουσιάζουν περιοδική συστροφή 169 έως 202 nm, δηλαδή διπλάσια του AD 

(Ksiezak-Reding et al., 1994). Ο πυρήνας των ινιδίων στη νόσο CBD περιλαμβάνει τα 

υπολείμματα K274-E380 της πρωτεΐνης Τ, τα οποία καλύπτουν το τελικό τμήμα της 

R1 επαναλαμβανόμενης περιοχής, ολόκληρες τις R2, R3 και R4 περιοχές και 12 

αμινοξέα μετά την R4 περιοχή (Εικόνα 16). Ουσιαστικά με αυτό τον τρόπο η 

πρωτεΐνη υιοθετεί μια πτυχή τεσσάρων στρωμάτων, που ονομάζεται πτυχή CBD (W. 

Zhang et al., 2020). 

 

Εικόνα 16. Δομή ινιδίων της πρωτείνης Τ στη νόσο CBD και στη νοσο του AD. Η νόσος CBD αποτελεί 

μια 4R Τ- πρωτεϊνοπάθεια και τα ινίδια υιοθετούν μια πτυχή ουσιαστικά τεσσάρων στρωμάτων. Η 

νόσος του Alzheimer αποτελεί 3R+4R Τ- πρωτεϊνοπάθεια με χαρακτηριστική δομή ζευγαρωμένων 

ελικοειδών ινιδίων. Εικόνα από (W. Zhang et al., 2020). 

 

4.4. Προϊούσα υπερπυρηνική παράλυση (PSP) 

Η προϊούσα υπερπυρηνική παράλυση (PSP) είναι μια ασυνήθης νευρολογική 

διαταραχή μορφής άτυπου παρκινσονισμού, η οποία μπορεί να επηρεάσει την 

κίνηση, το βάδισμα, την ισορροπία, την ομιλία, την όραση, τις κινήσεις των ματιών, 

τη συμπεριφορά και τη γνωστική λειτουργία. Τα συμπτώματα εμφανίζονται 
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συνήθως μετά τα 60 έτη και παρουσιάζουν βραδέως επιδεινούμενη πορεία (Steele, 

Richardson, & Olszewski, 1964). Η ακριβής αιτία της νόσου PSP είναι άγνωστη, 

ωστόσο η προχωρημένη ηλικία και οι περιβαλλοντικοί παράγοντες αποτελούν 

θεωρητικά αίτια (Golbe, Davis, Schoenberg, & Duvoisin, 1988); (Golbe et al., 1996); 

(Litvan et al., 2016). Η νευροπαθολογία της χαρακτηρίζεται από απώλεια νευρώνων 

και γλοιακών κυττάρων και το κύριο ιστοπαθολογικό εύρημά της είναι η 

συσσωμάτωση της πρωτεΐνης Τ απουσία εναποθέσεων β-αμυλοειδούς. Τα 

συσσωματώματά της συνίστανται σε 4R ισομορφές (Tomonaga, 1977); (Dickson, 

1999). Η εκφύλιση ξεκινάει από τον φλοιό, επηρεάζοντας το εγκεφαλικό στέλεχος 

και την παρεγκεφαλίδα και έπειτα εξαπλώνεται στον ανώτερο εγκέφαλο, τον 

κροταφικό και μετωπιαίο φλοιό (Steele et al., 1964); (Hauw et al., 1990). 

 

4.5. Νόσος του Pick 

Η νόσος του Pick είναι μια σπάνια νευροεκφυλιστική ασθένεια που προκαλεί την 

προοδευτική άνοια. Εμφανίζεται σε ηλικίες κάτω των 60 ετών και τα αρχικά 

συμπτώματα της νόσου είναι η απραξία και αφασία και μετέπειτα αλλαγές στη 

συμπεριφορά, διαταραχή του λόγου και τέλος γνωσιακά προβλήματα. Η 

μετωποκροταφική άνοια οφείλεται στον εκφυλισμό των νευρώνων του μετωπιαίου 

και του κροταφικού λοβού. Επίσης, παρουσιάζεται απώλεια των γλοιακών 

κυττάρων και παρουσία διογκωμένων νευρώνων. Κύριο ιστοπαθολογικό εύρημα 

αποτελεί η δημιουργία εγκλείστων, τα οποία ονομάζονται σωμάτια Pick που 

αποτελούνται από ευθύγραμμα αλλά και ελικοειδή ινίδια της πρωτεΐνης Τ σε 

τυχαία διάταξη (Delacourte et al., 1996). Αποτελούνται από τα αμινοξέα K254-F378 

των 3R ισομορφών της πρωτεΐνης Τ (Εικόνα 17), τα οποία διπλώνονται διαφορετικά 

σε σύγκριση με τα ινίδια που συναντώνται στη νόσο AD (Falcon et al., 2018). Σχεδόν 

όλες οι πλευρικές αλυσίδες αμινοξέων σε αυτή την περιοχή έχουν τον ίδιο 

προσανατολισμό με εξαίρεση τα αμινοξέα C322 και D348, τα οποία δημιουργούν 

αντίστροφες κατευθύνσεις. Η πλευρική αλυσίδα του C322 βρίσκεται στο εσωτερικό 

στα ινίδια που συναντώνται στη νόσο AD, ενώ προς την διαλυτή περιοχή στα ινίδια 

που συναντώνται στη νόσο του Pick και αντίστροφα η πλευρική αλυσίδα του D348, 

επιτρέποντας με αυτό τον τρόπο τη στροφή των ινιδίων σαν φουρκέτα (Εικόνα 17). 

Τα ινίδια στη νόσο του Pick και στη νόσο του AD έχουν παρόμοια δευτεροταγή 

δομή, ωστόσο οι διαφορετικές διαμορφώσεις των στροφών που δημιουργούνται 

οδηγεί σε διακριτή διαμόρφωση των β-πτυχωτών φύλλων (Falcon et al., 2018). 
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Εικόνα 17. Δομή ινιδίων της πρωτείνης Τ στη νόσο του Pick και στη νοσο του AD. Σχηματική 

αναπαράσταση των δευτεροταγών δομών των ινιδίων στη νόσο του Pick και τη νόσο του AD. Οι 

πλευρικές θέσεις των C322 και D348 παρουσιάζονται αντίστροφα μεταξύ των δύο αυτών νόσων. 

Εικόνα από (Falcon et al., 2018) 

 

4.6. Μετωποκροταφική άνοια με παρκινσονισμό σχετιζόμενη με το 

χρωμόσωμα 17 (FTDP-17) 

Μια σειρά από μεταλλάξεις στο χρωμόσωμα 17 και συγκεκριμένα στο γενετικό τόπο 

17q21.2 (Wilhelmsen, 1997) του γονιδίου τ βρέθηκε ότι σχετίζονται με την οικογενή 

μετωποκροταφική άνοια και για το λόγο αυτό καθιερώθηκε η ονομασία 

μετωποκροταφική άνοια με παρκινσονισμό σχετιζόμενη με το χρωμόσωμα 17 

(FTDP-17) (Hutton et al., 1998); (Poorkaj et al., 1998); (Spillantini et al., 1998).  

 

4.6.1. Μεταλλάξεις του γονιδίου τ που σχετίζονται με τη νόσο FTDP-17 

Συνολικά έχουν εντοπιστεί εξήντα μεταλλάξεις που αφορούν το FTDP-17 (Εικόνα 

18), οι οποίες είναι συγκεντρωμένες στα εξώνια 9-13 (που κωδικοποιούν για τις 

επαναλαμβανόμενες περιοχές R1-R4) και στο εσώνιο 10. Ουσιαστικά 

κατατάσσονται σε δυο κατηγορίες, αυτές που επηρεάζουν το εναλλακτικό μάτισμα 

του εξωνίου 10 και αυτές που επηρεάζουν την ικανότητα πρόσδεσης της πρωτεΐνης 

Τ στους μικροσωληνίσκους (Hasegawa, Smith, & Goedert, 1998); (Goedert & Jakes, 

2005).  
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Εικόνα 18. Σχηματική αναπαράσταση των μεταλλάξεων του γονιδίου τ. Συνολικά 60 μεταλλάξεις, οι 

οποίες είναι συγκεντρωμένες στα εξώνια 9-13 και στο εσώνιο 10 έχουν βρεθεί ότι σχετίζονται με τη 

νόσο FTDP-17. Εικόνα από (Ghetti et al., 2015). 

 

Μεταλλάξεις που επηρεάζουν το εναλλακτικό μάτισμα έχουν ως αποτέλεσμα να 

επηρεάζουν την αναλογία των ισομορφών 3R και 4R, με άμεση συνέπεια την 

αύξηση των επιπέδων των 4R ισομορφών και τη συσσωμάτωσή τους σε ινίδια 

(Hutton et al., 1998); (Spillantini et al., 1998); (Nacharaju et al., 1999). Μια μόνο 

μετάλλαξη έχει αναφερθεί ότι προκαλεί την αυξημένη έκφραση των 3R ισομορφών 

της πρωτεΐνης Τ και τη μετέπειτα συσσωμάτωσή τους σε ινίδια, η μετάλλαξη ΔK280 

(Tuerde et al., 2018). Ανάλογα με τις μεταλλάξεις στο γονίδιο τ προκύπτουν ινίδια 

διαφορετικής μορφολογίας (Ghetti et al., 2015). Οι μεταλλάξεις V337M και R406W 

δίνουν γένεση σε ζεύγη ελικοειδών ινιδίων (PHFs) και σε ευθύγραμμα ινίδια (SFs). 

Ανάλυση εγκεφάλων ασθενών με μεταλλάξεις στα εξώνια 9-13 (μεταλλάξεις K257T, 

L266V, S305N, G272V, L315R, S320F, S320Y, P332S, Q336H, Q336R, K369I, E372G και 

G389R) δείχνουν ότι περιέχουν συσσωματώματα κυρίως των 3R ισομορφών με 

χαρακτηριστική μορφολογία σωματίων Pick. Άλλες μεταλλάξεις που επηρεάζουν το 

εναλλακτικό μάτισμα και έχουν ως αποτέλεσμα την αυξημένη παραγωγή των 

ισομορφών 4R της πρωτεΐνης Τ είναι οι μεταλλάξεις N279K, L284L, L284R, N296, 

N296D, N296H, N296N, S305L, S205N και S305S καθώς και οι μεταλλάξεις P301L και 

P301S που βρίσκονται στο εξώνιο 10. Ενώ μεταλλάξεις που βρίσκονται εκτός του 

εξωνίου 10, όπως οι μεταλλάξεις I260V (εξώνιο 9), K317N (εξώνιο 11), E342V 

(εξώνιο 12) και N410H (εξώνιο 13) επίσης μπορούν να επηρεάσουν την αναλογία 3R 

και 4R ισομορφών της πρωτεΐνης Τ. 

Τα αποτελέσματα των μεταλλάξεων στο γονίδιο τ μπορεί να ποικίλλουν. Γειτονικές 

μεταλλάξεις για παράδειγμα στο εξώνιο 12 (G335S, G335V, Q336H, Q336R και 
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V337M) έχουν δομικά διακριτά συσσωματώματα και έχουν διαφορετικά 

λειτουργικά αποτελέσματα. Η μετάλλαξη G335S χαρακτηρίζεται από αφθονία 

συσσωματωμάτων της πρωτεΐνης Τ σε ινίδια στα νευρικά κύτταρα απουσία 

σωματίων Pick (Spina et al., 2007), οι μεταλλάξεις Q336H και Q336R δίνουν γένεση 

σε σωμάτια Pick (Pickering-Brown et al., 2004); (Tacik et al., 2015), ενώ η μετάλλαξη 

V337M παράγει συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ παρόμοια με αυτά που 

συναντώνται στη νόσο AD (Poorkaj et al., 1998); (Spillantini, Crowther, & Goedert, 

1996). Με χρήση ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης Τ για τις μεταλλάξεις G335S, G335V 

(Neumann et al., 2005) ή για τη μετάλλαξη V337M έχει δειχθεί η μειωμένη 

ικανότητα σταθεροποίησης των μικροσωληνίσκων. Σε αντίθεση οι μεταλλάξεις 

Q336H και Q336R φαίνεται να αυξάνουν την ικανότητα της πρωτεΐνης Τ για την 

προώθηση της συναρμολόγησης των μικροσωληνίσκων. Οι μεταλλάξεις G335V και 

V337M μειώνουν τη συγκρότηση σε ινίδια που προκαλείται από την ηπαρίνη, ενώ 

οι μεταλλάξεις Q336H και Q336R αυξάνουν την συναρμολόγηση με τις 3R 

ισομορφές και όχι με τις 4R.  

 

4.6.2. Νευροπαθολογία και κλινική εικόνα των FTDP-17 ασθενειών 

Η νόσος FTDP-17 επηρεάζει εξίσου τους άνδρες και τις γυναίκες και η μέση ηλικία 

έναρξης των συμπτωμάτων είναι τα 49 έτη. Το μέσο όρο προσδόκιμου ζωής είναι 

8,5 χρόνια μετά την έναρξη των συμπτωμάτων (Reed, Wszolek, & Hutton, 2001). Η 

κλινική εικόνα ασθενών με την ίδια μετάλλαξη στο γονίδιο τ μπορεί να ποικίλλει 

σημαντικά καθώς και μεταξύ ατόμων με διαφορετικές μεταλλάξεις. Πιθανόν, 

διάφοροι γενετικοί τροποποιητές ή περιβαλλοντικοί παράγοντες να αποτελούν τη 

βάση αυτής της διαφορικής φαινοτυπικής μεταβλητότητας (Wszolek et al., 2003); 

(Bugiani et al., 1999); (Forman, 2004). Τα κύρια γενικά κλινικά χαρακτηριστικά 

αφορούν αλλαγές στη συμπεριφορά, διαταραχή της προσωπικότητας, κινητικές 

δυσλειτουργίες (παρκινσονισμό) και γνωσιακά ελλείμματα. 

Στους ασθενείς με FTDP-17 παρουσιάζεται οξεία απώλεια νευρώνων στους 

μετωπιαίους λοβούς και γλοιακών κυττάρων και σε ορισμένες περιπτώσεις στην 

φαιά και τη λευκή ουσία. Κοινό χαρακτηριστικό τους είναι η παρουσία υπερ-

φωσφορυλιωμένων ινιδίων πρωτεΐνης Τ (Goedert, Crowther, & Spillantini, 1998). Η 

μορφολογία των ινιδίων καθορίζεται από το είδος της μετάλλαξης, καθότι αυτές 

επηρεάζουν είτε την συρραφή του εξωνίου 10 με αποτέλεσμα τη μη φυσιολογική 

αναλογία των 3R και 4R ισομορφών είτε τη λειτουργικότητα της πρωτεΐνης. Οι 

γνωστές μεταλλάξεις του γονιδίου τ που προκαλούν τη νόσο FTDP-17 δεν φαίνεται 

να επηρεάζουν άμεσα τη φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης, ωστόσο υπάρχουν κάποια 

στοιχεία που δείχνουν ότι μπορεί να οδηγήσουν έμμεσα στην αυξημένη 

φωσφορυλίωση και στον επακόλουθο σχηματισμό συσσωματωμάτων (Alonso Adel 

et al., 2004). Συνήθως, χαρακτηρίζονται είτε από ευθεία ινίδια είτε από ινίδια 
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ευρείας περιστροφής με μορφή κορδέλας ή ζευγαρωμένα ελικοειδή ινίδια 

(Spillantini et al., 1997).  

 

4.7. Πολυμορφισμοί γονιδίου τ 

Μέχρις στιγμής έχουν ταυτοποιηθεί δύο διαφορετικοί απλότυποι (H1 και Η2) στο 

γονίδιο τ, οι οποίοι αποτελούνται από 8 κοινούς πολυμορφισμούς που αφορούν σε 

μονά ζεύγη βάσεων. Ο απλότυπος H1 είναι ο πιο κοινός και φαίνεται να αποτελεί 

παράγοντα κινδύνου για τις νόσους PSP, CBD, νόσο του Parkinson (PD) και την 

αμυοτροφική πλευρική σκλήρυνση (ALS) αλλά όχι για την νόσο του Pick (Baker et al., 

1999); (Conrad et al., 1997); (H. R. Morris et al., 2002); (Pastor et al., 2000); (C. C. 

Zhang et al., 2017). Η συσχέτιση του γονιδίου με PD και ALS προκαλεί ιδιαίτερη 

έκπληξη καθότι δεν χαρακτηρίζονται από συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ.  

Άμεση συνέπεια αυτών των πολυμορφισμών φαίνεται να είναι η εμπλοκή τους στη 

συρραφή του εξωνίου 10, γεγονός που έχει ως αποτέλεσμα την αυξημένη 

παραγωγή των 4R ισομορφών (Hutton, 2000). Ο απλότυπος Η1 εκφράζει 

περισσότερο mRNA που περιέχει το εξώνιο 10 από τον απλότυπο Η2, ειδικά στις 

υποφλοιώδεις περιοχές (Caffrey et al., 2006); (Kwok et al., 2004). Οι γνωστές 

μεταλλάξεις μέχρις στιγμής δεν φαίνεται να συσχετίζονται με τη νόσο του 

Alzheimer, αν και υπάρχουν κάποιες έρευνες που συσχετίζουν την A152T με τις 

νόσους AD, PSP, CBD και κάποιες άλλες από τις σπάνιες Τ- πρωτεϊνοπάθειες 

(Coppola et al., 2012); (Kara et al., 2012); (Kovacs et al., 2011); (Pastor et al., 2016), 

ωστόσο τα αποτελέσματα είναι αμφιλεγόμενα. 

 

5. Ο οργανισμός μοντέλο Drosophila melanogaster 

Η Drosophila melanogaster αποτελεί άριστο πειραματικό μοντέλο για την in vivo 

μελέτη μοριακών και κυτταρικών διεργασιών καθώς και για τη διερεύνηση 

μηχανισμών που διέπουν τη νευρωνική λειτουργία/ δυσλειτουργία, 

συμπεριλαμβανομένων και χαρακτηριστικών γνωσιακών διαταραχών, ανοιών και 

νευροεκφυλιστικών νόσων (Bilen & Bonini, 2005); (Marsh & Thompson, 2006). Κύρια 

χαρακτηριστικά του μοντέλου αυτού αποτελούν η εξαιρετική  κλασική και μοριακή 

γενετική που μπορεί να εφαρμοστεί, το αποκωδικοποιημένο γένωμα και η σχετικά 

εύκολη δημιουργία διαγονιδιακών ζώων. Σε σχέση με το ποντίκι έχει μικρό κόστος 

και μικρό κύκλο ζωής (Εικόνα 19). Επιπλέον, ένα ακόμα χαρακτηριστικό της D. 

melanogaster είναι η υψηλή διατήρηση και ομολογία πρωτεϊνών που παρατηρείται 

με τα θηλαστικά.  
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Ο οργανισμός D. melanogaster χρησιμοποιείται ευρέως τις τελευταίες δεκαετίες ως 

μοντέλο για τη μελέτη διαφόρων νευροεκφυλιστικών ασθενειών (Marsh & 

Thompson, 2006). Η οργάνωση της δομής των νευρώνων του εγκεφάλου της μύγας 

είναι παρόμοια με τα θηλαστικά εξυπηρετώντας όλες τις σημαντικές λειτουργίες, 

όπως την όσφρηση, την όραση, την κίνηση και φυσικά τη συμπεριφορική 

πλαστικότητα.  Έχουν δημιουργηθεί εξαιρετικά γενετικά εργαλεία, όπου επιτρέπουν 

τη μελέτη της δυσλειτουργίας διαφόρων παθολογικών πρωτεϊνών με ιστοειδικό και 

χρονοειδικό τρόπο (Brand & Perrimon, 1993); (Brand & Dormand, 1995) καθώς και  

διαφορετικές προσεγγίσεις, όπως η αποσιώπηση ενδογενών γονιδίων με χρήση 

RNAi (RNA interference) ή μέσω μετάλλαξής τους. Συνεπώς, οι διαδικασίες του 

νευροεκφυλισμού μπορούν να μελετηθούν τόσο στο περιφερικό νευρικό σύστημα 

όσο και στο κεντρικό νευρικό σύστημα. Η έκφραση πρωτεϊνών αγρίου τύπου ή 

πρωτεϊνών συνδεδεμένων με ανθρώπινες ασθένειες έχει βοηθήσει στην 

εξερεύνηση των κυτταρικών και μοριακών μηχανισμών της φυσιολογικής και 

παθολογικής λειτουργίας τους. Σε νόσους όπως το Huntington (Jackson et al., 1998), 

το Parkinson (Feany & Bender, 2000) ή σε αταξίες όπως η SCA1 (Chen et al., 2003), 

το μοντέλο της Drosophila έχει διαδραματίσει καθοριστικό ρόλο για την 

παθοβιολογία των νόσων αυτών. Επιπλέον, η χρήση της Drosophila για τη μελέτη 

συσσώρευσης των Αβ40 ή Αβ42 πεπτιδίων ή της πρωτεΐνης Τ έχει αναδείξει 

σημαντικές πτυχές της νόσου του Alzheimer (Iijima-Ando & Iijima, 2010); (Khurana, 

2008) καθώς και για την ανάδειξη φαρμακευτικών προσεγγίσεων για τη βελτίωση 

της τοξικότητας και του εκφυλισμού (Newman, Sinadinos, Johnston, Sealey, & 

Mudher, 2011). Επιπλέον, η D. melanogaster ως μοντέλο έχει διαδραματίσει 

καθοριστικό ρόλο στον καθορισμό των μηχανισμών μάθησης και μνήμης 

(Heisenberg, 2003); (Pitman et al., 2009) με χρήση διαφόρων μεταλλαγμάτων που 

εμπλέκονται σε αυτές τις διεργασίες (Skoulakis & Grammenoudi, 2006). Η μελέτη 

των επιπτώσεων σε κινητικές αλλά και σε συμπεριφορικές λειτουργίες (π.χ. 

οσφρητική μάθηση και μνήμη) είναι σημαντική καθότι αυτές οι λειτουργίες 

αποτελούν χαρακτηριστικά συμπτώματα των νευροεκφυλιστικών ασθενειών.  

 

5.1. Κύκλος ζωής της Drosophila melanogaster 

Η D. melanogaster έχει μικρό κύκλο ζωής, περίπου 9-10 ημέρες στους 25οC, ωστόσο 

ποικίλλει ανάλογα με τις περιβαλλοντικές συνθήκες, όπως η θερμοκρασία (Εικόνα 

19). Τα μεταμερή στη D. melanogaster, όπως και στα περισσότερα έντομα, 

συντήκονται σχηματίζοντας τρία διακριτά τάγματα, το κεφάλι, το θώρακα και τη 

κοιλιά. Η D. melanogaster ανήκει στην κατηγορία των ολομετάβολων εντόμων, με 

κύριο χαρακτηριστικό τους το φαινόμενο της μεταμόρφωσης, το οποίο συμβαίνει 

μέσα στο περίβλημά τους. Ο κύκλος ζωής διακρίνεται σε τέσσερα στάδια. 

Απαιτείται περίπου μια ημέρα ώστε να ολοκληρωθεί η εμβρυική ανάπτυξη με την 
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εκκόλαψη της προνύμφης πρώτου σταδίου (first instar larva). Κατά την πρώτη 

έκδυση, η προνύμφη αποβάλλει το χιτινώδες περίβλημά της και ονομάζεται 

προνύμφη δευτέρου σταδίου (second instar larva). Μετά από ακόμη μία έκδυση του 

περιβλήματος έχουμε και τη μετατροπή της σε προνύμφη τρίτου σταδίου (third 

instar larva). Η προνύμφη τρίτου σταδίου ακινητοποιείται και εκκρίνει ένα σκληρό 

και ανθεκτικό χιτινώδες περίβλημα (puparium) και μετατρέπεται σε νύμφη (pupa). 

Μέχρι το στάδιο αυτό απαιτούνται περίπου 7 ημέρες από την στιγμή της 

γονιμοποίησης. Στη φάση της νύμφης συντελείται το φαινόμενο της μεταμόρφωσης 

μέσα στο χιτινώδες περίβλημα όπου και διαφοροποιούνται τα κύτταρα ώστε να 

προκύψουν οι ανάλογες δομές του ώριμου ενηλίκου. 

 

Εικόνα 19. Κύκλος ζωής της Drosophila melanogaster. Αλληλουχία των σταδίων ανάπτυξης της 

Drosophila melanogaster από το αυγό έως το ενήλικο άτομο. 

 

Δυο βασικοί τύποι κυττάρων διακρίνονται κατά τη διάρκεια των σταδίων 

προνύμφης, τα διαφοροποιημένα κύτταρα και τα κύτταρα συγκρότησης του 

σώματος των ενήλικων ατόμων. Τα διαφοροποιημένα κύτταρα είναι το σύνολο των 

κυττάρων που εξυπηρετούν τις φυσιολογικές λειτουργίες της προνύμφης και 

καταστρέφονται βαθμιαία κατά τη διάρκεια της μεταμόρφωσης. Η δεύτερη 

κατηγορία κυττάρων αποτελεί συγκεκριμένες ομάδες κυττάρων, τα οποία 

παραμένουν αδιαφοροποίητα στη διάρκεια των τριών προνυμφικών σταδίων και 

από τα οποία θα προκύψουν μετέπειτα οι ιστοί των ενήλικων ατόμων και στη 

πλειοψηφία τους απαντώνται στους 19 συνολικά δίσκους των ενηλίκων. 
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5.2. Σύστημα έκφρασης διαγονιδίων GAL4/UAS 

Ένα από τα σημαντικότερα επιτεύγματα στον τομέα των τεχνικών έκφρασης 

διαγονιδίων αποτέλεσε το δυαδικό σύστημα έκφρασης διαγονιδίων 

GAL4/UAS(Brand & Perrimon, 1993).  Με τη μέθοδο αυτή καθίσταται εφικτός ο 

ακριβής χωρικός και χρονικός έλεγχος της έκφρασης οποιουδήποτε διαγονιδίου. Το 

σύστημα αυτό περιλαμβάνει τον μεταγραφικό παράγοντα του σακχαρομύκητα 

GAL4 και την αλληλουχία πρόσδεσης του, UAS, τα οποία δεν εκφράζονται στους 

ανώτερους οργανισμούς (Εικόνα 20α). Για τη δημιουργία της διαγονιδιακής σειράς, 

ουσιαστικά χρησιμοποιείται ένας πλασμιδιακός φορέας κλωνοποίησης στον οποίο 

ο ιστοειδικός υποκινητής του γονιδίου ενδιαφέροντος κατευθύνει την έκφραση του 

γονιδίου του GAL4 (σειρά- οδηγός, driver). Για την έκφραση του γονιδίου-μάρτυρα 

χρησιμοποιείται μια δεύτερη πλασμιδιακή κατασκευή που φέρει την UAS 

αλληλουχία για την πρόσδεση του GAL4, τοποθετημένη μπροστά από το 

κατευθυνόμενο γονίδιο (σειρά απόκρισης, responder). Συνεπώς, η πρώτη σειρά 

είναι υπεύθυνη για την έκφραση του GAL4 μεταγραφικού παράγοντα μόνο στον 

ιστό του ενδιαφέροντος βάσει του ειδικού υποκινητή. Στη δεύτερη πλασμιδιακή 

σειρά κάθε κύτταρο φέρει την αλληλουχία UAS, ωστόσο δεν μπορεί να εκφραστεί 

το διαγονίδιο λόγω απουσίας του ενδογενούς GAL4 μεταγραφικού παράγοντα. Η 

διασταύρωση των δυο παραπάνω σειρών δίνει απογόνους που εκφράζουν το 

διαγονίδιο μόνο στους ιστούς που εκφράζουν το GAL4, όπως καθορίζεται από τον 

ιστοειδικό υποκινητή. Το μεγάλο πλεονέκτημα του συγκεκριμένου συστήματος 

είναι ότι μπορεί να διασταυρωθεί η UAS σειρά απόκριση με πολλές σειρές-οδηγούς 

που επάγουν την έκφραση σε διαφορετικούς ιστούς, με αποτέλεσμα να μπορούν 

εύκολα να αξιολογηθούν τα αποτελέσματα με χωρικό τρόπο. Πλέον υπάρχουν 

εκατοντάδες διαφορετικοί οδηγοί και UAS σειρές απόκρισης που είναι εύκολα 

διαθέσιμα.  
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Εικόνα 20. Σχηματική αναπαράσταση του συστήματος έκφρασης GAL4/UAS και του συστήματος 

TARGET. Α) Συστημα GAL4/UAS: μια διαγονιδιακή σειρά-οδηγός φέρει το μεταγραφικό παράγοντα 

του σακχαρομύκητα GAL4 υπό τον έλεγχο ενός ιστοειδικού υποκινητή. Μια δεύτερη σειρά 

απόκρισης φέρει τη UAS αλληλουχία πρόσδεσης του GAL4, τοποθετημένη μπροστά από το 

διαγονίδιο ενδιαφέροντος. Η διασταύρωση των δυο παραπάνω σειρών δίνει απογόνους που 

εκφράζουν το διαγονίδιο κατά ιστοειδικό τρόπο. Β) Σύστημα TARGET: η σειρά οδηγός περιέχει τη 

θερμοευαίσθητη πρωτείνη GAL80
ts

, η οποία σε χαμηλή θερμοκρασία (18
ο
C) δεσμεύει το GAL4 

αποτρέποντας την έκφραση του διαγονιδίου. Σε υψηλότερες θερμοκρασίες (29
ο
C) το GAL80

ts
 

απενεργοποιείται και συνεπώς το GAL4 μπορεί να δεσμευτεί και να επάγει την έκφραση του 

διαγονιδίου. Εικόνα από (Elliott & Brand, 2008) 

 

5.3. Επαγόμενο σύστημα έκφρασης TARGET 

Το μεγάλο μειονέκτημα του δυαδικού συστήματος έκφρασης διαγονιδίων 

GAL4/UAS είναι ο χρονικός έλεγχος έκφρασης του διαγονιδίου, καθότι ένα σύνηθες 

πρόβλημα της έκφρασης είναι η θνησιμότητα πριν από το αναπτυξιακό στάδιο που 

μας ενδιαφέρει και οι αναπτυξιακές ανωμαλίες που μπορεί να παρατηρούνται και 
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δημιουργούν πρόβλημα ιδιαίτερα στις συμπεριφορικές αναλύσεις. Προκειμένου να 

δοθεί λύση στο παραπάνω ζήτημα χρησιμοποιήθηκε μια θερμοευαίσθητη 

μεταλλαγή της πρωτεΐνης GAL80 (GAL80ts), το γονίδιο της οποίας εκφράζεται σε 

όλους τους ιστούς υπό τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου της τουμπουλίνης. 

Στους 19οC, η θερμοευαίσθητη GAL80ts εκφράζεται και προσδένεται στον GAL4 

μεταγραφικό παράγοντα, καταστέλλοντας τη δραστηριότητά του και συνεπώς 

εμποδίζεται η έκφραση του UAS διαγονιδίου (Εικόνα 20b). Αύξηση της 

θερμοκρασίας στους 30οC έχει ως αποτέλεσμα την απενεργοποίηση του GAL80ts και 

συνεπώς ο GAL4 μεταγραφικός παράγοντας μπορεί να δεσμευτεί και να επάγει 

ελεύθερα την έκφραση του διαγονιδίου. Το σύστημα αυτό έχει ονομαστεί TARGET 

(Temporal And Regional Gene Expression Targeting). 

 

5.4. Η μάθηση και μνήμη στη Drosophila melanogaster 

5.4.1. Διάκριση φάσεων μνήμης στη D. melanogaster 

Μάθηση είναι η διαδικασία μέσω της οποίας αποκτώνται οι γνώσεις για τον κόσμο 

και απαιτεί να λάβει χώρα ένας συνειρμός κατά τη διάρκεια της εμπειρίας που 

μαθαίνεται. Μνήμη είναι η ικανότητα του εγκεφάλου να επιτυγχάνει την 

κωδικοποίηση νέων πληροφοριών μέσα από τις διάφορες εμπειρίες, να 

διατηρεί/αποθηκεύει ήδη μαθημένες πληροφορίες με τέτοιο τρόπο ώστε να 

ενδυναμώνεται ή να καταστέλλεται με το χρόνο και να ανακαλεί προηγούμενες 

εμπειρίες. 

Στη D. melanogaster έχουν αναγνωριστεί διαφορετικές φάσεις μνήμης (Εικόνα 21). 

Η μάθηση, η οποία πολλές φορές αναφέρεται ως άμεση μνήμη (Immediate 

Memory) και διαρκεί μερικά λεπτά αποτελεί τη συντομότερη μέτρηση της 

απόδοσης μετά την εκπαίδευση. Η βραχυπρόθεσμη μνήμη (Short Term Memory, 

STM) έχει διάρκεια μικρότερη της μιας ώρας και είναι ανεξάρτητη της μεταγραφής 

και μετάφρασης νέων πρωτεϊνών. Επιπλέον, υπάρχουν τρία ακόμα είδη 

εμπεδωμένης μνήμης (consolidated memory). Η μεσοπρόθεσμη μνήμη (Middle 

Term Memory, MTM), η οποία διαρκεί μέχρι και τέσσερις ώρες μετά την 

εκπαίδευση, και απαιτεί νέα πρωτεϊνοσύνθεση από προϋπάρχοντα μηνύματα. 

Ακόμη υπάρχει η ανθεκτική στην αναισθησία μνήμη (Anesthesia Resistant Memory, 

ARM), η οποία διαρκεί έως 24 ώρες και είναι ανεξάρτητη της πρωτεϊνοσύνθεσης. 

Και τέλος διακρίνεται η μακροπρόθεσμη μνήμη (Long Term Memory, LTM), η οποία 

διαρκεί από 24 ώρες έως εβδομάδες και απαιτεί de novo μεταγραφή και 

μετάφραση (Tully et al., 1994). 
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Εικόνα 21. Σχηματική αναπαράσταση των διαφορετικών τύπων μνήμης στη D.melanogaster. Η 

βραχυπρόθεσμη μνήμη (STM) διαρκεί έως μια ώρα, η μεσοπρόθεσμη μνήμη (MTM) έχει διάρκεια 

έως 4 ώρες, η ανθεκτική στην αναισθησία μνήμη (ARM) με διάρκεια έως 24 ώρες ενώ η 

μακροπρόθεσμη μνήμη (LTM) μπορεί να διαρκέσει έως και εβδομάδες. Εικόνα από (Heisenberg, 

2003). 

 

Η μνήμη μπορεί να κατηγοριοποιηθεί σε δύο μορφές, την έκδηλη και την άδηλη 

μνήμη. Έκδηλη μνήμη είναι η αποθήκευση πληροφοριών που αφορούν άτομα, 

θέσεις και πράγματα προσιτά στη συνείδηση, ενώ η άδηλη μνήμη είναι η 

αποθήκευση μη συνειδητά ανακαλούμενων στη μνήμη πληροφοριών και αφορούν 

συνήθως συνήθειες, κινητικές ή αντιληπτικές ικανότητες. Η έκδηλη μνήμη φαίνεται 

να χαρακτηρίζει τον άνθρωπο και κάποια ανώτερα ζώα, αλλά δεν είναι προφανής 

σε οργανισμούς μοντέλα τουλάχιστον ως σήμερα. Η άδηλη μνήμη διακρίνεται 

περαιτέρω στη συνειρμική και μη συνειρμική. Στη συνειρμική μάθηση έχουμε την 

συντελεστική εξαρτημένη μάθηση που περιλαμβάνει τη σύζευξη δυο ερεθισμάτων, 

ενώ στη μη συνειρμική μάθηση αρκεί η έκθεση του ατόμου μια φορά ή κατ’ 

επανάληψη σε κάποιο ερέθισμα. 

 

5.4.2. Δοκιμασία οσφρητικής μάθησης και μνήμης στη D. melanogaster 

Η D. melanogaster αποτελεί άριστο μοντέλο για τη μελέτη της μάθησης και της 

μνήμης. Είναι ικανή να μάθει μια πληθώρα θετικών ή αρνητικών συσχετιζόμενων 

συνειρμικών ή μη συνειρμικών δοκιμασιών που χρησιμοποιούν οπτικά, οσφρητικά 

και απτικά ερεθίσματα. Αρχικά αναπτύχθηκε μια δοκιμασία αρνητικά 

συσχετισμένης ενεργά εξαρτημένης μάθησης (QHB paradigm), κατά την οποία οι 

μύγες μαθαίνουν να αποφεύγουν επιλεκτικά μια από τις δύο οσμές, η οποία 

συνοδεύεται με ηλεκτροσόκ (Quinn, Harris, & Benzer, 1974). Αργότερα όμως 

αναπτύχθηκε μια πιο εξελιγμένη δοκιμασία, αυτή της παβλοβιανής αρνητικής 

οσφρητικής μάθησης (Tully & Quinn, 1985) συνδυάζοντας απωθητικές οσμές ως 
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εξαρτημένο ερέθισμα (conditioned stimulus/CS) ταυτόχρονα με ηλεκτροσόκ, το 

οποίο αποτελεί το ανεξάρτητο ερέθισμα (unconditioned stimulus/US) (Εικόνα 22). 

Ως ενίσχυση του ερεθίσματος χρησιμοποιείται η δεύτερη οσμή χωρίς τη παρουσία 

του ηλεκτροσόκ. Για τον καθορισμό της μνήμης πραγματοποιούνται πολλοί κύκλοι 

εκπαίδευσης εν συνεχεία (καθορισμός της ARM μνήμης) ή με μια περίοδο 

αδράνειας 15 λεπτών μεταξύ των κύκλων (καθορισμός της LTM μνήμης).  

 

Εικόνα 22. Σχηματικό διάγραμμα της τεχνικής που χρησιμοποιείται για τον καθορισμό της 

παβλοβιανής αρνητικής οσφρητικής μάθησης στη D. melanogaster. Για την εκπαίδευση (training), 

οι μύγες τοποθετούνται σε σωλήνα επενδεδυμένο με ηλεκτροφόρο πλέγμα και εκτίθενται στην 

πρώτη οσμή (odor A) σε συνδυασμό με επαναλαμβανόμενα ηλεκτρικά σοκ. Ακολούθως, οι μύγες 

εκτίθενται σε αέρα και στη συνέχεια στη δεύτερη οσμή (odor B) χωρίς ηλεκτρικά σοκ. Δυο ομάδες 

μυγών του ιδίου γονοτύπου εκπαιδέυονται ταυτόχρονα με τρόπο που η μία ομάδα να αποφεύγει την 

οσμή Α (Α) και η άλλη ομάδα να αποφεύγει την οσμή Β (Β), ενώ η αντίθετη οσμή χρησιμοποιείται 

κάθε φορά ως οσμή ελέγχου. Τέλος, οι μύγες αφήνονται στη συσκευή Τ-λαβυρίνθου για να 

επιλέξουν μεταξύ των δύο οσμών χωρίς κανένα ηλεκτρικό σοκ (testing).  

 

Η απόδοση των ζώων (μάθηση) υπολογίζεται με βάση τον δείκτη απόδοσης 

(Performance Index, PI), ο οποίος ισούται με το κλάσμα των μυγών που 

αποφεύγουν τη συνδεδεμένη με το ηλεκτρικό σοκ οσμή (CS+) μείον το κλάσμα των 

μυγών που αποφεύγουν την οσμή ελέγχου (CS-) διαιρούμενο προς τον συνολικό 

αριθμό των μυγών. Ο τελικός δείκτης απόδοσης υπολογίζεται ως το μέσο όρο των 

δυο ήμισυ λόγων για κάθε μια από τις ομάδες των ζώων που εκπαιδεύονται στα 

συμπληρωματικά ερεθίσματα και κυμαίνεται από 0 έως 100.  
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5.5. Η Drosophila melanogaster ως μοντέλο για τη μελέτη των Τ-

πρωτεϊνοπαθειών. 

Η D. melanogaster έχει παράσχει ως μοντέλο σημαντικές πληροφορίες για τον 

τρόπο με τον οποίο η πρωτεΐνη Τ προκαλεί τοξικότητα και εκφυλισμό στα 

νευρωνικά κύτταρα. Με στόχο τη δημιουργία ενός μοντέλου των Τ- 

πρωτεϊνοπαθειών κατάλληλο για γενετική ανάλυση, χρησιμοποιήθηκε αρχικώς το 

σύστημα UAS/GAL4 για επαγωγή της ιστοειδικής έκφρασης της 0N4R ισομορφής της 

πρωτεΐνης Τ σε όλο το κεντρικό νευρικό σύστημα (Wittmann et al., 2001). Οι μύγες 

αυτές ανέπτυξαν διάφορα χαρακτηριστικά των κοινών Τ-πρωτεϊνοπαθειών, όπως η 

αύξηση της θνησιμότητας. Από τότε μέχρι σήμερα έχουν δημιουργηθεί πολλές 

διαφορετικές διαγονιδιακές μύγες που εκφράζουν είτε την ανθρώπινη πρωτεΐνη Τ 

αγρίου τύπου είτε μεταλλαγμένες μορφές της πρωτεΐνης Τ.  

Με χρήση του συστήματος UAS/GAL4 έχουν μελετηθεί οι επιπτώσεις έκφρασης της 

πρωτεΐνης Τ σε συγκεκριμένους νευρωνικούς πληθυσμούς, όπως για παράδειγμα 

στους κινητικούς νευρώνες (Mudher et al., 2004) και στα μισχοειδή σωμάτια 

(Kosmidis et al., 2010). Η D. melanogaster έχει χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη 

διαφόρων πτυχών της παθογένεσης της πρωτεΐνης Τ, όπως ο ρόλος της υπερ-

φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ (Johnson & Stoothoff, 2004); (Papanikolopoulou 

et al., 2010); (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015) και των συσσωματωμάτων που 

δημιουργεί (Gerson et al., 2016); (Cowan, Chee, et al., 2010); (Cowan et al., 2015), τα 

ελλείμματα στις συνάψεις (Chee et al., 2005) και στην αξονική μεταφορά (Mudher 

et al., 2004). Ένας μεγάλος αριθμός διαφορετικών δοκιμασιών έχει χρησιμοποιηθεί 

για την αξιολόγηση του αντίκτυπου που έχει η έκφραση της πρωτεΐνης Τ σε 

διαφορετικούς πληθυσμούς των κυττάρων, συμπεριλαμβανομένων των 

συμπεριφορικών μηχανισμών (μάθηση και μνήμη) (Papanikolopoulou et al., 2010); 

(Kosmidis et al., 2010); (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015), του προσδόκιμου 

ζωής (Papanikolopoulou et al., 2010); (Folwell et al., 2010); (Papanikolopoulou & 

Skoulakis, 2015), της κίνησης των προνυμφών (Mudher et al., 2004) και του 

οξειδωτικού στρες (Dias-Santagata et al., 2007).  

Για παράδειγμα, η έκφραση των ισομορφών 0N4R ή 2N4R στη Drosophila προκαλεί 

ελαττωματική μάθηση και μνήμη, ενώ με την έκφραση της 0N3R ισομορφής 

παραμένει φυσιολογική (Kosmidis et al., 2010); (Papanikolopoulou & Skoulakis, 

2015). Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι η έκφραση της 0N3R ισομορφής ειδικά στους 

κινητικούς νευρώνες των προνυμφών διαταράσσει την αξονική μεταφορά, προκαλεί 

τη συσσώρευση των κυστιδίων μεταφοράς και οδηγεί σε μειωμένη κινητική 

λειτουργία των προνυμφών (Mudher et al., 2004). Σημαντικό εύρημα αποτελεί ότι η 

συσσώρευση των ινιδίων υπερ-φωσφορυλιωμένης πρωτεΐνης Τ συσχετίζεται με την 

τοξικότητα που παρατηρείται στους ανθρώπους (Wittmann et al., 2001); (Steinhilb 

et al., 2007a); (Steinhilb et al., 2007b); (Feuillette, Miguel, Frébourg, Campion, & 
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Lecourtois, 2010). Πρόσφατα επίσης αναγνωρίστηκαν δύο θέσεις φωσφορυλίωσης 

της πρωτεΐνης Τ, οι Ser238 και Thr245, ως απαραίτητες για τη τοξικότητα της στα 

μισχοειδή σωμάτια (Mushroom Bodies, MBs) (Kosmidis et al., 2010); 

(Papanikolopoulou et al., 2010) και για την πρόωρη θνησιμότητα (Papanikolopoulou 

& Skoulakis, 2015), ενώ η φωσφορυλίωση της θέσης Ser262 της πρωτεΐνης Τ φαίνεται 

να είναι σημαντική για την νευρωνική δυσλειτουργία, όπως αυτή μετράται με τα 

μαθησιακά ελλείμματα (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). Επιπλέον, το μοντέλο 

της Drosophila έχει χρησιμοποιηθεί για την μελέτη του νευροεκφυλισμού τόσο στο 

μάτι (Shulman & Feany, 2003) όσο και σε ολόκληρο των εγκέφαλο (Wittmann et al., 

2001) με αποτέλεσμα να έχουν εντοπιστεί διάφοροι ενισχυτές ή κατασταλτικοί 

παράγοντες της τοξικότητας της πρωτεΐνης Τ (Shulman & Feany, 2003). Ενδιαφέρον 

έχει το γεγονός ότι οι διάφορες μελέτες στη μύγα έχουν δείξει ότι υπάρχουν σαφείς 

διαφορές στη τοξικότητα και δυσλειτουργία που προκαλεί η κάθε ισομορφή της 

πρωτεΐνης Τ καθώς και οι φωσφορυλιώσεις τους, γεγονός που έρχεται σε συμφωνία 

με την ετερογένεια των κλινικών και γνωσιακών προφίλ που έχουν οι ανθρώπινες Τ-

πρωτεϊνοπάθειες (Sahara et al., 2008). 

Επιπροσθέτως, η χρήση μεταλλαγμένων γονιδίων τ στη Drosophila έχει αναδείξει το 

ρόλο τους στην νευροεκφυλιστική νόσο FTDP-17 και δίνει πιθανές εξηγήσεις για την 

ενισχυμένη τοξικότητά τους. Για παράδειγμα έχει βρεθεί ότι η μετάλλαξη R406W 

της 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ έχει σημαντικά πιο αυξημένη θνησιμότητα και 

είναι ιδιαίτερα πιο ευαίσθητη στο οξειδωτικό στρες σε σχέση με την αγρίου τύπου 

0N4R ισομορφή (Wittmann et al., 2001); (Dias-Santagata et al., 2007). Σε αντίθεση, 

οι δομικές αλλαγές στα μισχοειδή σωμάτια που παρατηρήθηκαν ήταν μειωμένες 

έως μηδαμινές για τις μεταλλάξεις R406W και V377M σε σχέση με την αγρίου τύπου 

0N4R ισομορφή (Kosmidis et al., 2010). Επιπλέον, η έκφραση συγκεκριμένων 

μεταλλάξεων που σχετίζονται με τη FTDP-17 νόσο αποδίδει σοβαρότερους 

φαινοτύπους στη τοξικότητα στον αμφιβληστροειδή και διαφορετικής μορφολογίας 

(Grammenoudi et al., 2008); (Shulman & Feany, 2003) σε σχέση με την αγρίου τύπου 

0N4R ισομορφή. Επομένως, οι επιπτώσεις της κάθε μετάλλαξης που σχετίζεται με το 

FTDP-17 σε σχέση με την αγρίου τύπου 0N4R ισομορφή,  φαίνεται να είναι ειδικές 

για την ισομορφή και για τον τύπο κυττάρων στον οποίο εκφράζονται, γεγονός που 

έρχεται σε συμφωνία με τα κλινικά δεδομένα (V. M. Lee et al., 2001). Ο νευρωνικός 

τύπος όπου εκφράζεται η αγρίου τύπου πρωτεΐνη Τ ή τα μεταλλάγματα είναι 

ουσιαστικής σημασίας καθώς αποκαλύπτονται ιστοειδικές διαφορές στα πρότυπα 

φωσφορυλίωσης (Grammenoudi et al., 2008), κάτι το οποίο θα μπορούσε να δώσει 

μια εξήγηση για τη διαφορετική ευαισθησία των νευρωνικών πληθυσμών στις 

διάφορες Τ- πρωτεϊνοπάθειες.  

Όλα τα αποτελέσματα που προκύπτουν από τη Drosophila καταδεικνύουν ότι 

υπάρχουν σαφείς διαφορές ανάμεσα στις νευροεκφυλιστικές νόσους ακόμη και αν 

οι υποκείμενοι παθολογικοί μηχανισμοί είναι παραπλήσιοι. Συλλογικά όλες οι 
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μελέτες καταδεικνύουν την πλούσια ιστορία της χρήσης της Drosophila ως μοντέλο 

για τη μελέτη των Τ-πρωτεϊνοπαθειών, παρέχοντας μια πληθώρα διαφορετικών 

μοντέλων και αναλύσεων που μπορούν να χρησιμοποιηθούν στη παρούσα μελέτη. 
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1. Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις των θέσεων φωσφορυλίωσης της 

πρωτεΐνης T που διέπουν την τοξικότητα της και την ελλιπή 

μάθηση στο μοντέλο της Drosophila melanogaster 

 

1.1. Περίληψη 

Η υπερ-φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη T είναι το κύριο συστατικό των νευροϊνιδιακών 

πλεγμάτων, που χαρακτηρίζει τους εκφυλισμένους νευρώνες στη νόσο του 

Alzheimer και σε άλλες T πρωτεϊνοπάθειες. Η έκφραση της ανθρώπινης πρωτεΐνης T 

στο Κεντρικό Νευρικό Σύστημα (ΚΝΣ) της D.melanogaster οδηγεί σε αυξημένη 

τοξικότητα, πρόωρη θνησιμότητα και σε ελλείμματα στη μάθηση και μνήμη. Στη 

παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν νέα διαγονιδιακά στελέχη για να 

χαρακτηριστούν συγκεκριμένες θέσεις φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ, οι οποίες 

καθορίζουν την τοξικότητά της. Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν τρία διαφορετικά 

στελέχη, τα  Ser238, Thr245 και Ser262, στα οποία είτε έχει αντικατασταθεί η Ser/Thr με 

την φωσφο-ανθεκτική αλανίνη (Ala), μπλοκάροντας με αυτό τον τρόπο την 

φωσφορυλίωση σε αυτή τη θέση, είτε με το φωσφο-μιμητικό γλουταμινικό οξύ(Glu) 

οδηγώντας με αυτό τον τρόπο σε ψευδο-φωσφορυλίωση. Με τα στελέχη αυτά, 

επαληθεύτηκε η υπόθεση ότι η φωσφορυλίωση της Ser262 είναι απαραίτητη για την 

εμφάνιση των μαθησιακών ελλειμμάτων και δρα ως «διευκολυντής θυροφύλακας» 

για την φωσφορυλίωση της Ser238, η οποία συνδέεται με την τοξικότητα της 

πρωτεΐνης Τ. Επίσης, ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχει η αποκάλυψη του ρόλου της 

φωσφορυλίωσης Thr245, η οποία δρα ως  «κατασταλτικός θυροφύλακας», 

εμποδίζοντας τη φωσφορυλίωση πολλών θέσεων, συμπεριλαμβανομένης και της 

φωσφορυλίωσης της Ser262 και κατά συνέπεια και της Ser238.  Συνεπώς, με  τη 

παρούσα εργασία διευκρινίζουμε μοναδικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 

φωσφοεπιτόπων, οι οποίοι διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο στη 

διαμεσολαβούμενη νευρωνική δυσλειτουργία και τοξικότητα και πιθανόν σε αυτές 

να οφείλονται και οι διαμορφωτικές αλλαγές που υφίσταται η πρωτεΐνη Τ λόγω 

φωσφορυλίωσης.  

 

1.2. Εισαγωγή 

Η πρωτεΐνη Τ είναι μια πολύ-λειτουργική πρωτεΐνη, η οποία σχετίζεται με τους 

νευρωνικούς μικροσωληνίσκους (Sotiropoulos et al., 2017) και είναι σημαντική για 

την ρύθμιση της αξονικής μεταφοράς και του μήκους των ασταθών τομέων των 

αξονικών μικροσωληνίσκων (Qiang et al., 2018). Στον ενήλικα ανθρώπινο εγκέφαλο 

υπάρχουν 6 διαφορετικές ισομορφές της πρωτεΐνης  Τ, οι οποίες προκύπτουν από 

ένα γονίδιο μέσω εναλλακτικού ματίσματος. Οι ισομορφές αυτές διαφέρουν από 
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την απουσία ή την παρουσία ενός ή δύο ενθέσεων στο αμινο-τελικό άκρο (0Ν, 1Ν, 

2Ν), σε συνδυασμό με τη προσθήκη του εξωνίου 10 ή τον αποκλεισμό του από το 

mRNA (Andreadis et al., 1992). Αυτό οδηγεί σε ισομορφές με 3 (ισομορφές 3R) ή 4 

(ισομορφές 4R) επαναλήψεις στο καρβοξυ-τελικό άκρο, οι οποίες διαδραματίζουν 

καθοριστικό ρόλο στις αλληλεπιδράσεις με τους μικροσωληνίσκους (Buée et al., 

2000). Ένα κυρίαρχο χαρακτηριστικό και των 6 ισομορφών της πρωτεΐνης T που 

υπάρχουν στον ανθρώπινο εγκέφαλο είναι το αυξημένο φορτίο φωσφορυλίωσης, 

το οποίο οφείλεται στις αντίρροπες δράσεις αρκετών κινασών και φωσφατασών 

(Johnson & Stoothoff, 2004). Πολλές κινάσες έχει αποδειχθεί ότι φωσφορυλιώνουν 

τη πρωτεΐνη Τ in vitro και σε κύτταρα, αλλά αν στοχεύουν επίσης τη πρωτεΐνη T in 

vivo και υπό ποιες συνθήκες παραμένει σε μεγάλο βαθμό άγνωστο (Hosoi et al., 

1995); (Hong et al., 1997); (Zheng-Fischhöfer et al., 1998); (Gong et al., 2005). 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχουν μελέτες οι οποίες δείχνουν ότι η φωσφορυλίωση της 

πρωτεΐνης Τ μπορεί να ξεκινήσει από μια συγκεκριμένη θέση πριν την εμφάνιση 

επιπρόσθετων φωσφορυλιώσεων (Hanger et al., 2009). Με το φαινόμενο 

«θυροφύλακας» φωσφορυλιώσεων θεωρείται ότι μπορεί είτε να επιτραπούν είτε 

να ανασταλούν διαμορφώσεις στις τοπικές τριτογενείς δομές της πρωτεΐνης 

(Uversky, 2015), οι οποίες μπορεί στη συνέχεια να επιτρέψουν ή να αποτρέψουν τη 

φωσφορυλίωση άλλων συχνά μακρινών θέσεων (Jeganathan et al., 2008); (Sibille et 

al., 2012); (Schwalbe et al., 2015). Ως εκ τούτου, συγκεκριμένες θέσεις 

φωσφορυλίωσης μπορεί να ρυθμίζουν δομικά την πρωτεΐνη T και τον κυτταρικό 

εντοπισμό της κάθε ισομορφής (Sotiropoulos et al., 2017) και συνεπώς να 

ρυθμίζουν τις λειτουργικές ιδιότητές της (Xia, Li, & Götz, 2015). 

Η πρωτεΐνη T, ανεξαρτήτως αν είναι μεταλλαγμένη ή αγρίου τύπου, σε παθολογικές 

καταστάσεις παρουσιάζει αυξημένα επίπεδα φωσφορυλίωσης σε θέσεις που είναι 

κατειλημμένες φυσιολογικά αλλά και σε θέσεις, οι οποίες καταλαμβάνονται μόνο 

σε παθολογικές καταστάσεις και αναφέρονται ως φωσφοεπίτοποι "συσχετιζόμενοι 

με ασθένεια" (Morris et al., 2015); (Arendt et al., 2016). Αν και οι μηχανισμοί που 

πυροδοτούν την υπερ-φωσφορυλίωση είναι άγνωστοι προς το παρόν, το 

αποτέλεσμα είναι η νευρωνική εναπόθεση της υπερ-φωσφορυλιωμένης πρωτεΐνης 

T (Martin, Latypova, & Terro, 2011). Εάν οι φωσφορυλιώσεις διαδραματίζουν 

σημαντικό ρόλο στη δομική διαμόρφωση και στις λειτουργικές ιδιότητες των 

διαφορετικών ισομορφών της πρωτεΐνης Τ, τότε η υπερ-φωσφορυλίωση είναι πολύ 

πιθανόν να αντικατοπτρίζει και τις σημαντικές διαφορές που παρατηρούνται στις 

ιδιότητες της πρωτεΐνης Τ και συσχετίζονται με την παθολογία της (Regan et al., 

2017). Στην πραγματικότητα, η βιβλιογραφία οδηγεί στην ευρέως διαδεδομένη 

αντίληψη ότι η υπερ-φωσφορυλίωση είναι καθοριστική για την νευρωνική 

παθολογία (Stoothoff & Johnson, 2005) και παρέχει αποδείξεις, ότι η διαλυτή υπερ-

φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη T συμβάλλει στη νευρωνική δυσλειτουργία, πριν τη 
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δημιουργία των συσσωματωμάτων της (Fath et al., 2002); (Santacruz et al., 2005); 

(Brandt et al., 2009); (Decker et al., 2015). 

Για την αναγνώριση της μη- φυσιολογικά φωσφορυλιωμένης πρωτεΐνης T, σε 

νευρώνες ασθενών και για συγκεκριμένες θέσεις (φωσφοεπίτοποι), έχουν 

αναπτυχθεί ειδικά αντισώματα και χρησιμοποιούνται ως ειδικοί διαγνωστικοί 

δείκτες των Τ πρωτεϊνοπαθειών (Sergeant et al., 2005). Ωστόσο, ο μηχανισμός των 

διαδοχικών γεγονότων φωσφορυλίωσης που εμφανίζονται στη πρωτεΐνη Τ, καθώς 

και ποιες θέσεις είναι απαραίτητες για τη συντήρηση και την εξέλιξη της 

παθολογίας είναι ακόμη ασαφής. Η ταυτοποίηση των θέσεων φωσφορυλίωσης της 

πρωτεΐνης Τ, που είτε ενεργοποιούν, είτε είναι απαραίτητες για την παθογένεση 

είναι ζωτικής σημασίας, ώστε να κατανοηθεί η νευρωνική δυσλειτουργία και 

τοξικότητας που μεσολαβείτε από την πρωτεΐνη Τ.  

Η χρήση της D. melanogaster, ως μοντέλο των Τ-πρωτεϊνοπαθειών, συμβάλλει 

σημαντικά στη κατανόηση του συσχετισμού της τοξικότητας που παρατηρείται 

στους ανθρώπους με τη συσσώρευση των υπερ-φωσφορυλιωμένων προ –ινιδίων 

της πρωτεΐνης Τ (Wittmann et al., 2001); (Steinhilb, Dias-Santagata, Fulga, Felch, & 

Feany, 2007a); (Steinhilb et al., 2007b); (Feuillette et al., 2010). Πρόσφατα, 

αναγνωρίστηκαν δυο θέσεις φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ, η Ser238 και η Thr245, 

ως απαραίτητες για τη τοξικότητα της στα μισχοειδή σωμάτια (Mushroom Bodies, 

MBs) (Kosmidis et al., 2010); (Papanikolopoulou et al., 2010) και για την πρόωρη 

θνησιμότητα (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). Τα μισχοειδή σωμάτια (ΜΒ) 

αποτελούν το κέντρο μάθησης και μνήμης στη Drosophila (Davis, 2005). 

Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός, ότι μπλοκάροντας τη φωσφορυλίωση  της Ser238 και 

της Thr245, αντικαθιστώντας με αλανίνες (μετάλλαξη STA), δίνει ζώα με δομικά 

φυσιολογικά αλλά ιδιαίτερα δυσλειτουργικά MBs, καθώς επίσης και μύγες οι 

οποίες παρουσιάζουν προβλήματα στη συνειρμική μάθηση (Kosmidis et al., 2010). 

Επιπλέον, τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι η φωσφορυλίωση στη Ser238 

διακατέχει σημαντικό ρόλο στη νευροτοξικότητα της πρωτεΐνης T in vivo. Ωστόσο, η 

νευρωνική δυσλειτουργία, όπως μετράται με τα μαθησιακά ελλείμματα, φαίνεται 

να οφείλεται στη φωσφορυλίωση της Ser262 (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). 

Όλες οι παραπάνω μελέτες βασίστηκαν στη χρήση του διπλού διαγονιδίου STA και 

με χρήση διαγονιδίων που βρίσκονται σε διαφορετικές θέσεις πάνω στο γονιδίωμα, 

με αποτέλεσμα να υπάρχει μεταβλητότητα, ως προς τα επίπεδα έκφρασης της 

πρωτεΐνης Τ. Η διαφορετική ποσότητα έκφρασης της πρωτεΐνης ανάμεσα στα 

διαφορετικά μεταλλάγματα, δεν αφήνει περιθώρια για ακριβή ποσοτική μέτρηση 

της τοξικότητας και της δυσλειτουργίας που εξαρτάται από την πρωτεΐνη Τ στο ΚΝΣ. 

Ως εκ τούτου, στόχος της παρούσας εργασίας ήταν να διερευνήσουμε το ρόλο του 

καθενός από τους δυο αυτούς φωσφοτόπους ανεξαρτήτως (Ser238 και Thr245), καθώς 

και μια πιθανή αλληλεπίδραση μεταξύ τους, με χρήση διαγονιδίων που εκφράζουν 
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την πρωτεΐνη σε ισόποσα επίπεδα. Για το σκοπό αυτό, δημιουργήσαμε νέα 

διαγονίδια, τα οποία εμποδίζουν τη φωσφορυλίωση στις θέσεις αυτές 

(αντικατάσταση των Ser/Thr με την φωσφο-ανθεκτική αλανίνη, Ala) ή που 

οδηγούνται σε ψευδο-φωσφορυλίωση (αντικατάσταση με το φωσφο-μιμητικό 

γλουταμινικό οξύ, Glu). Επίσης, στόχος μας ήταν η διερεύνηση του ρόλου της Ser262 

ως «θυροφύλακα» για την εμφάνιση επικείμενων φωσφορυλιώσεων, οι οποίες 

σχετίζονται με τη νόσο, καθώς και αν η φωσφορυλίωσή της ρυθμίζεται από τη 

φωσφορυλίωση της Ser238 ή της Thr245 ή αντιστρόφως. 

 

1.3. Υλικά και μέθοδοι 

1.3.1. Καλλιέργεια και στελέχη Drosophila melanogaster 

Οι διασταυρώσεις της Drosophila πραγματοποιήθηκαν μαζικά σε τροφή που 

περιέχει αλεύρι σίτου, ζάχαρη, αλεύρι σόγιας και CaCl2. Οι διασταυρώσεις 

πραγματοποιήθηκαν στους 25οC με υγρασία 50-70% και σε 12 ώρες κύκλο 

φωτός/σκοταδιού, εκτός των περιπτώσεων που υποδεικνύεται κάτι διαφορετικό. Οι 

επαγωγείς που χρησιμοποιήθηκαν είναι το Elavc155-Gal4 και το Ras2-Gal4, οι οποίοι 

έχουν περιγραφεί εκτενώς στο παρελθόν (Gouzi et al., 2011). Ο επαγωγέας Elav-

Gal4, ο οποίος βρίσκεται στο δεύτερο χρωμόσωμα ελήφθη από το Bloomington 

Drosophila Stock center (#8765). Ο διπλός επαγωγέας Elavc155-Gal4; Ras2-Gal4 (στο 

εξής θα αναφέρεται ως επαγωγέας Elav; Ras2) και ο Elavc155-Gal4; Elav/CyO (στο 

εξής επαγωγέας Elav; Elav), κατασκευάστηκαν με κατάλληλες διασταυρώσεις. Οι 

διαγονιδιακές μύγες για την ανθρώπινη ισομορφή 0N4R της πρωτεΐνης Τ, οι οποίες 

έχουν κατασκευαστεί σε τυχαία εισαγόμενη θέση του διαγονιδίου (hTau0N4R, στο 

εξής θα αναφέρονται ως 0N4R μύγες), ελήφθησαν από την M. Feany (Ιατρική Σχολή 

του Χάρβαρντ, Βοστώνη, Ηνωμένες Πολιτείες). 

Για τη δημιουργία των διαγονιδιακών μυγών που περιέχουν τις μονές μεταλλάξεις, 

χρησιμοποιήθηκε το cDNA της ανθρώπινης ισομορφής 0N4R της πρωτεΐνης Τ 

(κατασκευασμένο από τον Δρ. Martin Chow, Πανεπιστήμιο του Κεντάκι) και 

κλωνοποιήθηκε στον φορέα pUAS.attB  (Bischof et al., 2007) με χρήση των 

περιοριστικών ενζύμων Bgl II/XbaI. Οι μεταλλάξεις δημιουργήθηκαν με 

αντικατάσταση των καταλοίπων Ser και Thr σε Ala ή Glu με χρήση του QuickChange 

XL κιτ (Agilent) ιδανικό για τη διενέργεια μεταλλαξιγένεσης κατευθυνόμενης από 

την θέση και σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή.  Τα συμπληρωματικά 

μεταλλαξιογόνα ζεύγη ολιγονουκλεοτιδίων (5 'έως 3') παρουσιάζονται παρακάτω. 

Οι σιωπηλές θέσεις  περιορισμού που χρησιμοποιούνται για διαλογή θετικών 

κλώνων παρουσιάζονται υπογραμμισμένα με πλάγια γραφή, ενώ η αντικατάσταση 

των αμινοξέων με έντονα γράμματα 
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S238A (Pvu II): 5’ CCACCCAAGTCGCCGTCAGCTGCCAAGAGCCGCCTGCAGACAGC 

                               GGTGGGTTCAGCGGCAGTCGACGGTTCTCGGCGGACGTCTGTCG 5’ 

S238E (Xba I):  5’ CCAAGTCGCCGTCTGAGGCCAAGTCTAGACTGCAGACAGCCCC 

                               GGTTCAGCGGCAGACTCCGGTTCAGATCTGACGTCTGTCGGGG 5’ 

T245A (Sal I):   5’ CTTCCGCCAAGAGTCGACTGCAGGCAGCCCCCGTGCCCATG 

      GAAGGCGGTTCTCAGCTGACGTCCGTCGGGGGCACGGGTAC 5’  

T245E (Sal I):   5’ CGTCTTCCGCCAAGAGTCGACTGCAGGAGGCCCCCGTGCCCATG 

                              GCAGAAGGCGGTTCTCAGCTGACGTCCTCCGGGGGCACGGGTAC 5’ 

S262A (Bgl II):  5’ GCCAGATCTGAAGAATGTCAAGTCCAAGATCGGCGCCACTGAG 

                               CGGTCTAGACTTCTTACAGTTCAGGTTCTAGCCGCGGTGACTC 5’ 

S262E (Bgl II): 5’  GCCAGATCTGAAGAATGTCAAGTCCAAGATCGGCGAGACTGAG 

                               CGGTCTAGACTTCTTACAGTTCAGGTTCTAGCCGCTCTGACTC  5’ 

STA (Pvu II):    5’  CCAAGTCGCCGTCAGCTGCCAAGAGCCGCCTGCAGGCAGCCCCCG 

                               GGTTCAGCGGCAGTCGACGGTTCTCGGCGGACGTCCGTCGGGGGC 5’ 

Η σωστή αλληλουχία των μεταλλαγμάτων επιβεβαιώθηκε με την τεχνική της 

αλληλούχισης (sequencing, VBC-biotech). Οι διαγονιδιακές μύγες δημιουργήθηκαν 

με τη βοήθεια του phiC31 από την BestGene Inc. (Chino Hills, CA, Ηνωμένες 

Πολιτείες). Τα DNA εγχύθηκαν στη θέση  53Β2 του γονιδιώματος και συγκεκριμένα 

στο δεύτερο χρωμόσωμα (BDSC #9736). 

Για την διενέργεια των πειραμάτων που περιγράφονται παρακάτω 

πραγματοποιήθηκαν οι κατάλληλες διασταυρώσεις, χρησιμοποιώντας παρθένες 

μύγες από τον επαγωγέα-οδηγό και αρσενικά από τις μύγες που έχουν τα 

διαγονίδια τ. Οι πειραματικοί απόγονοι επιλέχθησαν κατά περίπτωση, όπως 

περιγράφονται παρακάτω: 

Θηλυκά Elav X w1118 (μύγες πειραματικού ελέγχου): Επιλογή όλων των απογόνων. 

Θηλυκά Elav X αρσενικά 0N4R ή 0N4RII: Επιλογή όλων των απογόνων. 

Θηλυκά Elav;Elav/CyO X αρσενικά 0N4R ή 0N4RII: Επιλογή μόνο των αρσενικών και 

θηλυκών απογόνων που δεν περιέχουν CyO. 

Θηλυκά Elav;Ras2 X αρσενικά 0N4R ή 0N4RII: Επιλογή όλων των απογόνων. 
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Θηλυκά Elav;Ras2 X αρσενικά 0N4RS238A ή 0N4RS238E ή 0N4RT245A ή 0N4RT245E ή 

0N4RS262A ή 0N4RS262E ή 0N4RSTA: Επιλογή όλων των απογόνων. 

Θηλυκά Elav;Ras2 X αρσενικά w1118 (μύγες πειραματικού ελέγχου): Επιλογή όλων 

των απογόνων. 

 

1.3.2. Ιστολογία 

Η ανοσοϊστολογική ανάλυση ενήλικων κεφαλών Drosophila πραγματοποιήθηκε με 

τομές παραφίνης, όπως προηγουμένως έχει περιγραφεί (Kosmidis et al., 2010) με 

χρήση του anti-Leo πρωτογενούς αντισώματος. Εν συντομία, τα κεφάλια των μυγών 

μονιμοποιούνται σε διάλυμα Carnoy’s (60% αιθανόλη, 30% χλωροφόρμιο και 10% 

οξικό οξύ) για 4 ώρες ακολουθούμενο από 4 πλύσεις με αιθανόλη και στη συνέχεια 

επεξεργάζονται με μεθυλοβενζοικό για 12 ώρες. Τέλος, ενσωματώνονται σταδιακά 

σε παραφίνη και με τη βοήθεια μικροτόμου συλλέγονται τομές 5 μm. Αφού 

αποπαραφινοποιηθούν σε ξυλένιο, στη συνέχεια ενυδατώνονται με τη χρήση 

σειράς διαλυμάτων αιθανόλης συγκέντρωσης από 100% έως 30% και έπειτα από 

χρήση του πρωτογενούς αντισώματος anti-Leo σε συγκέντρωση 1:4000, ακολουθεί 

ανάλυση των αποτελεσμάτων.  

 

1.3.3. Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών κατά Western  και αντισώματα: 

Τα επίπεδα έκφρασης της ολικής πρωτεΐνης T καθώς και τα επίπεδα των 

φωσφορυλιώσεών της, προσδιορίστηκαν με χρήση κεφαλών από 2-5 ενήλικες 

μύγες, τα οποία ομογενοποιούνται σε διάλυμα 1x Laemmli (50 mM Tris pH 6.8, 5% 

2- μερκαπτοαιθανόλη,  2% SDS, 10% γλυκερόλη, και 0.01% μπλε της 

βρωμοφαινόλης). Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν απεικονίζονται στον 

πίνακα 1-1. 

 

Αντίσωμα Εταιρεία Θέσεις που αναγνωρίζει Συγκέντρωση 

Μονοκλωνικό αντίσωμα Τ46 Invitrogen 
Ολική πρωτεΐνη Τ 

ανεξαρτήτου 
φωσφορυλίωσης 

1:3.000 

Μονοκλωνικό αντίσωμα AT8 Pierce Endogen 
Φωσφορυλιωμένες θέσεις 

Ser
202

/Thr
205

 
1:1.000 

Μονοκλωνικό αντίσωμα AT100 Pierce Endogen 
Φωσφορυλιωμένες θέσεις 

Thr
212

/Ser
214

 
1:1.000 

Πολυκλωνικό αντίσωμα pS396 Source Bioscience Φωσφορυλίωση της Ser
396

 1:3.000 

Πολυκλωνικό αντίσωμα pS262 Source Bioscience Φωσφορυλίωση της Ser
262

 1:1.000 

Πίνακας 1- 1. Αντισώματα έναντι της ολικής πρωτεΐνης Τ και συγκεκριμένων θέσεων 

φωσφορυλίωσης. Στον πίνακα αναγράφονται τα αντισώματα, ο προμηθευτής του κάθε αντισώματος 

και η συγκέντρωση στην οποία χρησιμοποιήθηκαν. 
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Επίσης, καθότι υπάρχει έλλειψη στο εμπόριο του αντισώματος έναντι της 

φωσφορυλίωσης Ser238, κρίναμε απαραίτητη τη δημιουργία του αντισώματος 

αυτού, για την διενέργεια των πειραμάτων που απαιτούνται στη παρούσα έρευνα. 

Το πολυκλωνικό αυτό αντίσωμα δημιουργήθηκε σε κουνέλι (Pocono Rabbit Farm 

and Laboratory) στοχεύοντας έναντι του πεπτιδίου TPPKSPSpSAKSRLQTAPVPMP. 

Πριν τη χρήση του, το αντίσωμα καθαρίστηκε περαιτέρω με χρήση χρωματογραφίας 

συγγένειας. 

Για την κανονικοποίηση των δειγμάτων και την εξάλειψη σφαλμάτων κατά τη 

φόρτωση των δειγμάτων, χρησιμοποιήθηκε το πρωτογενές αντίσωμα συνταξίνη 

(mAb 8C3, Developmental Studies Hybridoma Studies), σε συγκέντρωση 1: 3.000. Τα 

δευτερογενή αντισώματα χρησιμοποιήθηκαν σε αραίωση 1: 5.000. 

 

1.3.4. Προσδιορισμός προσδόκιμου ζωής σε ενήλικα ζώα Drosophila 

Για τον προσδιορισμό της διάρκειας ζωής χρησιμοποιήθηκαν οι ενήλικοι απόγονοι 

από τις διασταυρώσεις του επαγωγέα Elavc155-Gal4; Ras2 με το εκάστοτε διαγονίδιο 

τ. Σαν μύγες πειραματικού ελέγχου, επιλέχθησαν οι απόγονοι από την 

διασταύρωση του επαγωγέα Elavc155-Gal4; Ras2 με τις w1118 μύγες (ετεροζυγώτες). 

Οι διασταυρώσεις πραγματοποιήθηκαν στους 18οC και στη συνέχεια 17 ομάδες των 

20 ενήλικων αρσενικών μυγών (340 μύγες ανά γενότυπο) μεταφέρθηκαν στους 

30οC. Κάθε 3 ημέρες, οι μύγες μεταφέρονται σε καινούργια φιαλίδια με νέα τροφή, 

και καταγράφεται ο αριθμός των μυγών που πεθαίνουν. Για την εξαγωγή του 

αποτελέσματος πραγματοποιήθηκαν δυο ανεξάρτητα πειράματα. 

 

1.3.5. Οξειδωτικό στρες 

Για τον προσδιορισμό της επίδρασης του κάθε διαγονιδίου στο οξειδωτικό στρες 

χρησιμοποιήθηκε χορήγηση του paraquat, όπως προηγουμένως έχει περιγραφεί 

(Dias-Santagata et al., 2007). Εν συντομία, χρησιμοποιήθηκαν ενήλικες μύγες, οι 

οποίες προέκυψαν έπειτα από τις κατάλληλες διασταυρώσεις του επαγωγέα 

Elavc155-Gal4; Ras2 με αρσενικά, είτε από τα διαγονίδια τ είτε από τις μύγες 

πειραματικού ελέγχου (w1118). Οι διασταυρώσεις πραγματοποιήθηκαν στους 25οC. 

Οι ενήλικοι απόγονοι από κάθε διασταύρωση διαχωρίστηκαν σε δεκαπέντε ομάδες 

των 20 μυγών (ηλικίας 1-2 ημερών), ώστε συνολικά 300 μύγες να υπάρχουν ανά 

γενότυπο. Στις μύγες αυτές, χορηγήθηκε μεθυλοβιογόνο 30 mM (methyl viologen, 

Acros Organics) μαζί με την τροφή και καταμετρήθηκε ο αριθμός των επιζώντων 

μυγών έπειτα από 24 ώρες. Για την εξαγωγή του αποτελέσματος 

πραγματοποιήθηκαν δυο ανεξάρτητα πειράματα. 
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1.3.6. Συμπεριφορική ανάλυση 

Όλα τα συμπεριφορικά πειράματα πραγματοποιήθηκαν υπό χαμηλό ερυθρό 

φωτισμό, στους 24-25οC και σε υγρασία 70-75%. Οι μύγες που χρησιμοποιήθηκαν 

ήταν ενήλικες μύγες 2-5 ημερών και συλλέχθησαν μέσω αναισθησίας υπό CO2, μια 

μέρα πριν την διεξαγωγή του πειράματος. Αφού χωρίστηκαν σε ομάδες των 50-70 

μυγών, μεταφέρονται στους 30οC για 12 έως 16 ώρες. Για την μέτρηση της 

ικανότητας μάθησης χρησιμοποιήθηκε το παράδειγμα της παβλοβιανής αρνητικής 

οσφρητικής μάθησης συνδυάζοντας απωθητικές οσμές ως εξαρτημένο ερέθισμα 

(CS+ και CS-) με το ηλεκτρικό σοκ ως μη εξαρτημένο ερέθισμα (US). Οι απωθητικές 

οσμές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν η βενζαλδεΰδη (BNZ) και η 3-οκτανόλη (OCT) 

αραιωμένες σε λάδι (5% v/v για τη βενζαλδεΰδη και 50% v/v για την οκτανόλη). Μια 

ώρα πριν τη διεξαγωγή του πειράματος, οι μύγες μεταφέρονται σε καθαρά φιαλίδια 

με φρέσκια τροφή. Για την εκπαίδευση, οι μύγες τοποθετούνται σε σωλήνα 

επενδεδυμένο με ηλεκτροφόρο πλέγμα και εκτίθενται σε αέρα (500 mL/min). Στη 

συνέχεια, οι μύγες εκτίθενται στη πρώτη οσμή για 30 δευτερόλεπτα σε συνδυασμό 

με επαναλαμβανόμενα σοκ των 90 V (6 σοκ διάρκειας 1,25 δευτερολέπτων ανά 

χρονικά διαστήματα των 4,5 δευτερολέπτων). Ακολούθως,  οι μύγες εκτίθενται 

αρχικώς σε αέρα για 30 δευτερόλεπτα υπό ροή 500 mL/min και στη συνέχεια στη 

δεύτερη οσμή για 30 δευτερόλεπτα  χωρίς όμως τα ηλεκτρικά σοκ και τέλος σε αέρα 

για άλλα 30 δευτερόλεπτα.  Δυο ομάδες μυγών του ιδίου γενοτύπου εκπαιδεύονται 

ταυτόχρονα, με τρόπο που η μια ομάδα να αποφεύγει τη βενζαλδεΰδη και η άλλη 

ομάδα να αποφεύγει την οκτανόλη, ενώ η αντίθετη οσμή χρησιμοποιείται κάθε 

φορά ως οσμή ελέγχου. Στη συνέχεια, οι μύγες μεταφέρονται σε μια συσκευή Τ-

λαβυρίνθου και αφήνονται να επιλέξουν μεταξύ των δύο οσμών (χωρίς ηλεκτρικό 

σοκ) για 90 δευτερόλεπτα. 

Η απόδοση των ζώων (μάθηση) υπολογίζεται με βάση τον δείκτη απόδοσης 

(Performance Index, PI), ο οποίος ισούται με το κλάσμα των μυγών που 

αποφεύγουν τη συνδεδεμένη με το ηλεκτρικό σοκ οσμή (CS+) μείον το κλάσμα των 

μυγών που αποφεύγουν την οσμή ελέγχου (CS-) διαιρούμενο προς τον συνολικό 

αριθμό των μυγών. Ο τελικός δείκτης απόδοσης υπολογίζεται ως το μέσο όρο των 

δυο ήμισυ λόγων για κάθε μια από τις ομάδες των ζώων που εκπαιδεύονται στα 

συμπληρωματικά ερεθίσματα και κυμαίνεται από 0 έως 100. Επειδή όλα τα 

διαγονίδια που χρησιμοποιήθηκαν έχουν εισαχθεί στον ίδιο γενετικό τόπο, σε όλα 

τα πειράματα χρησιμοποιήθηκαν ως μύγες πειραματικού ελέγχου μόνο οι 

ετερόζυγες μύγες πειραματικού ελέγχου. 
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1.3.7. Στατιστική Ανάλυση 

Για την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων κατά την ανοσοαποτύπωση κατά Western 

πραγματοποιήθηκε πυκνομετρία  και υπολογίστηκε ο λόγος της σχετικής ποσότητας 

της πρωτεΐνης Τ σε σχέση με τη σχετική ποσότητα της συνταξίνης (Syx). Ο λόγος των 

δειγμάτων ελέγχου ορίστηκε ως 1 και όλοι οι λόγοι σχετικής ποσότητας 

αναφέρονται σε σχέση με αυτό. Ο μέσος όρος και οι τιμές τυπικού σφάλματος  

(SEM) συγκρίνονται αρχικώς με τη μέθοδο  ANOVA και αυτά που έχουν διαφορές 

στη συνέχεια συγκρίνονται με τη δοκιμασία Dunnett΄s. Ομοίως, οι δείκτες 

απόδοσης της μάθησης υπολογίστηκαν όπως αναφέρεται παραπάνω με ANOVA και 

εν συνεχεία αυτά με θετική ANOVA αναλύθηκαν περαιτέρω με πολλαπλές 

συγκρίσεις ή με τη δοκιμασία Dunnett’s. 

Τα δεδομένα από τα πειράματα επιβίωσης (προσδιορισμός προσδόκιμου ζωής) 

μελετήθηκαν για την κάθε μέρα με τη μέθοδο Wilcoxon/Kruskal-Wallis. Για αυτά 

που παρουσιάστηκαν σημαντικές διαφορές υπολογίστηκε το μέσο όρο και το τυπικό 

σφάλμα για κάθε γενότυπο και συγκρίθηκε με τις μύγες πειραματικού ελέγχου με 

χρήση της μεθόδου Steel. Ο μέσος όρος και το τυπικό σφάλμα στα πειράματα 

επιβίωσης με το οξειδωτικό στρες με χρήση του paraquat συγκρίθηκαν με αυτά του 

πειραματικού ελέγχου ή με αυτά μεταξύ διαφορετικών γενοτύπων με χρήση της 

μεθόδου Dunnett’s ή πραγματοποιήθηκαν πολλαπλές συγκρίσεις, έπειτα από ένα 

αρχικό θετικό αποτέλεσμα με τη μέθοδο ANOVA. 

 

1.4. Αποτελέσματα 

1.4.1. Τα μαθησιακά ελλείμματα είναι ανεξάρτητα από τα επίπεδα έκφρασης της 

πρωτεΐνης Τ στη Drosophila 

Σε προηγούμενες μελέτες είχε χρησιμοποιηθεί το τυχαία εισαγόμενο hTauSTA, το 

οποίο είχε δημιουργηθεί στην 2N4R ισομορφή της Τ πρωτεΐνης (Kosmidis et al., 

2010). Για να γενικευτούν οι επιδράσεις αυτής της διπλής μετάλλαξης και να 

επιβεβαιωθούν τα αποτελέσματα που έχουν ήδη δημοσιευθεί (Papanikolopoulou & 

Skoulakis, 2015) κρίθηκε απαραίτητη η δημιουργία ενός ανεξάρτητου διπλού 

μεταλλάγματος STA στην ισομορφή 0N4R της Τ πρωτεΐνης. Επιπροσθέτως, σε όλα τα 

τυχαία εισαγόμενα διαγονίδια που είχαν χρησιμοποιηθεί σε προηγούμενες μελέτες 

είχε παρατηρηθεί μεταβλητότητα των επιπέδων έκφρασης της πρωτεΐνης Τ. 

Συνεπώς, κρίθηκε απαραίτητη η δημιουργία νέων διαγονιδίων, στα οποία η 

έκφραση της πρωτεΐνης είναι ίδια ή παρόμοια, ώστε να μπορούν να εξαχθούν 

ασφαλή συμπεράσματα για την επίδραση αυτών στη νευρωνική λειτουργία και 

νευροτοξικότητα. Η δημιουργία όλων των νέων διαγονιδίων, για την ισομορφή 

0N4R, το STA και για τα μονά φωσφο-μεταλλάγματα πραγματοποιήθηκε μέσω του 
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phiC3 (Bischof et al., 2007), με όλα τα τρανσποσόνια να έχουν εισαχθεί στην ίδια 

θέση του δεύτερου χρωμοσώματος (55B2). Όλα αυτά τα νέα διαγονίδια 

παρουσιάζουν παρόμοια επίπεδα έκφρασης (Συμπληρωματική Εικόνα 1- 1), με 

αποτέλεσμα να μπορεί να πραγματοποιηθεί η παρούσα μελέτη. Οι όποιες 

φαινοτυπικές διαφορές μεταξύ των διαγονιδίων δεν θα μπορούσαν να οφείλονται 

στα διαφορετικά επίπεδα έκφρασης, παρά μόνο στις διαφορικές επιδράσεις της 

λειτουργίας αυτών. 

Στη παρούσα μελέτη βρέθηκε ότι το συγκεκριμένο διαγονίδιο που κατασκευάστηκε 

για την ισομορφή 0N4R και έχει εισαχθεί σε συγκεκριμένη θέση του δεύτερου 

χρωμοσώματος (0N4RII), έχει φυσιολογικά μισχοειδή σωμάτια (ΜΒ) (Εικόνα 1- 1A2 

έναντι Εικόνα 1- 1A3) όταν εκφράζεται υπό έναν παν-νευρωνικό επαγωγέα, σε 

αντίθεση με το τυχαία εισαγόμενο διαγονίδιο που είχε προηγουμένως 

χρησιμοποιηθεί (Kosmidis et al., 2010). Υποθέτουμε ότι η ένθεση σε θέσεις attp ή 

στη συγκεκριμένη θέση στο δεύτερο χρωμόσωμα πρέπει να έχει ως αποτέλεσμα τη 

μειωμένη έκφραση του 0N4RII, με αποτέλεσμα να μένουν άθικτα τα μισχοειδή 

σωμάτια. Για την αντιμετώπιση αυτού και επειδή όλα τα διαγονίδια που 

κατασκευάστηκαν έχουν εισαχθεί στην ίδια χρωμοσωμική θέση, επιδιώξαμε να 

αυξήσουμε την έκφραση, ώστε τα επίπεδα να προσομοιάζουν αυτά της τυχαίας 

ένθεσης 0N4R. Για το σκοπό αυτό κατασκευάστηκαν δύο νέοι επαγωγείς που 

συνίσταται είτε από δυο παν-νευρωνικούς επαγωγείς Elav, ένας στο Χ χρωμόσωμα 

και ένας στο δεύτερο χρωμόσωμα (Elav;Elav), είτε από δυο παν-νευρωνικούς 

επαγωγείς, ένας Elav επαγωγέας στο Χ χρωμόσωμα και ένας επαγωγέας Ras2 στο 

δεύτερο χρωμόσωμα (Elav; Ras2) (Gouzi et al., 2011). 

Η ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασης του 0N4RII υπό τους επαγωγείς Elav ή  

Ras2 έδωσε σημαντικές διαφορές σε σχέση με την τυχαία ένθεση 0N4R. Οι 

διαφορές αυτές εκμηδενίζονται, όταν επάγεται η έκφραση του 0N4RII υπό τους 

διπλούς επαγωγείς Elav;Elav ή Elav; Ras2 (Εικόνα 1- 1B και Συμπληρωματικός 

Πίνακας 1- 1), με τα επίπεδα έκφρασης του 0N4RII υπό τον επαγωγέα Elav; Ras2 να 

προσομοιάζουν περισσότερο τα επίπεδα έκφρασης του τυχαίο εισαγόμενου 0N4R. 

Για το λόγο αυτό σε όλα τα πειράματα χρησιμοποιήθηκε ο συγκεκριμένος 

επαγωγέας. Ωστόσο, ενδιαφέρον είχε το γεγονός ότι παρόλο που τα επίπεδα 

έκφρασης του 0N4RII ήταν παρόμοια με τα επίπεδα του τυχαία εισαγόμενου 0N4R, 

τα μισχοειδή σωμάτια σε αυτό το στέλεχος παρέμειναν άθικτα (Εικόνα 1- 1A5), 

όπως επίσης και υπό την έκφραση του διπλού επαγωγέα Elav;Elav (Εικόνα 1- 1A4). 

Ποσοτικοποίηση των δενδριτικών περιοχών (κάλυκες), έπειτα από χρώση με το 

αντίσωμα anti-Leo, σε στελέχη πειραματικού ελέγχου (0.1376 mm2) σε σύγκριση με 

αυτή των στελεχών που εκφράζουν την 0N4RII υπό τον επαγωγέα Elav; Ras2 (0.1268 

mm2) δεν έδειξε σημαντικές διαφορές (Student’s t-test, p = 0.1716, n = 6). Αυτό 

υποδεικνύει ότι η δομή των μισχοειδών σωματίων είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη στα 

επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης Τ κατά την ανάπτυξή τους (Kosmidis et al., 2010). 
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Πιθανόν, τα επίπεδα έκφρασης του 0N4RII υπό τον επαγωγέα Elav; Ras2 να είναι 

χαμηλότερα του απαιτούμενου ορίου για την εκδήλωση δομικών ελλειμμάτων στα 

μισχοειδή σωμάτια. Εναλλακτικά, οι άθικτες δομές των μισχοειδών σωματίων στα 

στελέχη που εκφράζουν την 0N4RII μπορούν να δικαιολογηθούν λόγω της 

καθυστερημένης συσσώρευσης της πρωτεΐνης στους νευροβλάστες (πιθανόν όταν η 

ενσωμάτωση γίνεται στις attP θέσεις να πραγματοποιείται η επαγωγή της έκφρασης 

αργότερα κατά την ανάπτυξη) που θα οδηγήσουν στο σχηματισμό των μισχοειδών 

σωματίων (Kosmidis et al., 2010). 

Επιπροσθέτως, η επαγωγή της έκφρασης του διαγονιδίου 0N4RII από τους 

επαγωγείς Elav, Elav;Elav ή Elav;Ras2 απέδωσε παρόμοια ελλείμματα στη 

συνειρμική μάθηση (Εικόνα 1- 1C και Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 1). Η απόδοση 

στην μάθηση υπό τον επαγωγέα Elav;Ras2 ήταν οριακά διαφορετική από αυτή του 

Elav (p = 0.002), ωστόσο δεν διέφερε όταν επάγεται η έκφραση του 0N4RII υπό τον 

επαγωγέα Elav;Elav (Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 1). Εφόσον, η επαγωγή της 

έκφρασης της πρωτεΐνης Τ είχε παρόμοια μαθησιακά ελλείμματα για όλους τους 

παν-νευρωνικούς επαγωγείς που ελέχθησαν, αποδεικνύεται ότι τα μαθησιακά 

ελλείμματα που παρατηρούμε είναι ανεξάρτητα των επιπέδων έκφρασης της 

πρωτεΐνης Τ και δεν είναι αποτέλεσμα αλλοίωσης των δομών των μισχοειδών 

σωματίων. Ως εκ τούτου, σε όλες τις πειραματικές αναλύσεις που 

πραγματοποιήθηκαν στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκε ο επαγωγέας Elav;Ras2, καθότι 

είναι ο επαγωγέας που προκαλεί παρόμοια επίπεδα έκφρασης της 0N4RII με το 

τυχαία εισαγόμενο 0N4R που είχε χρησιμοποιηθεί σε προηγούμενες μελέτες 

(Kosmidis et al., 2010); (Papanikolopoulou et al., 2010); (Papanikolopoulou & 

Skoulakis, 2015), γεγονός που διευκολύνει τις συγκρίσεις μεταξύ τους. 
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Εικόνα 1- 1. Η έκφραση της πρωτεΐνης Τ στο ΚΝΣ της μύγας δεν προκαλεί δομικά ελλείμματα στα 

μισχοειδή σωμάτια (ΜΒ), ενώ επιφέρει μαθησιακά ελλείμματα ανεξαρτήτων των επιπέδων 

έκφρασης της πρωτεΐνης. Α) Μονιμοποιημένες σε διάλυμα Carnoy’s μετωπιαίες τομές παραφίνης 

που έχουν υποβληθεί σε χρώση με το αντίσωμα anti-Leo στο επίπεδο των δενδριτών των μισχοειδών 

σωματίων για τις μύγες πειραματικού ελέγχου (Elav/+) και για τις μύγες που εκφράζουν τα 

διαφορετικά διαγονίδια 0N4R με χρήση διαφορετικών επαγωγέων. Τα βέλη δείχνουν την έλλειψη 

καλύκων στις μύγες που εκφράζουν το τυχαία εισαγόμενο 0N4R διαγονίδιο. Β) Ποσοτικοποίηση 

δειγμάτων από κεφαλές μυγών που εκφράζουν παν-νευρωνικά με χρήση διαφορετικών επαγωγέων 

τα δυο διαγονίδια 0N4R (0N4R
II
 και το τυχαία εισαγόμενο 0N4R). Το ‘*’ υποδεικνύει τις διαφορές 

που είναι στατιστικά σημαντικές για τα δείγματα που εκφράζουν την πρωτεΐνη Τ έναντι των 

δειγμάτων ελέγχου, που στη προκείμενη περίπτωση είναι οι μύγες που εκφράζουν το τυχαία 

εισαγόμενο διαγονίδιο 0N4R. Στατιστικές λεπτομέρειες παρουσιάζονται στον Συμπληρωματικός 

Πίνακας 1- 1. C) Απόδοση στη μάθηση των μυγών που εκφράζουν, με χρήση διαφορετικών 

επαγωγέων, τα υποδεικνυόμενα 0N4R διαγονίδια (μαύρες μπάρες) σε σύγκριση με τις μύγες 

πειραματικού ελέγχου (λευκή μπάρα). Το ‘*’ υποδεικνύει τις διαφορές που είναι στατιστικά 

σημαντικές από τις μύγες ελέγχου. Στατιστικές λεπτομέρειες παρουσιάζονται στον 

Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 1. 

 

1.4.2. Διαφορικός ρόλος των Ser238 και Thr245 στη τοξικότητα της ανθρώπινης 

πρωτεΐνης Τ 

Αρχικός στόχος ήταν να καθοριστεί αν η Ser238 και η Thr245, από τα οποία συνίσταται 

το διπλό διαγονίδιο STA (0N4RSTA, STA στο γενετικό υπόβαθρο της 0N4R 

ισομορφής), καταστέλλουν την τοξικότητα της πρωτεΐνης Τ. Αυτό αρχικώς 

πραγματοποιήθηκε με μέτρηση της εξαρτώμενης από την ηλικία θνησιμότητας, 
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όπως ακριβώς είχε πραγματοποιηθεί και στο STA διαγονίδιο, το οποίο βρισκόταν 

στο γενετικό υπόβαθρο της 2N4R ισομορφής, 2N4RSTA (Kosmidis et al., 2010). Για το 

σκοπό αυτό, κατάλληλες διασταυρώσεις του επαγωγέα με το εκάστοτε διαγονίδιο ή 

με τις w1118 μύγες (ζώα πειραματικού ελέγχου) πραγματοποιήθηκαν στους 18οC, 

ώστε να παραμείνει η έκφραση της πρωτεΐνης στο ελάχιστο. Στη συνέχεια, οι 

ενήλικες μύγες αφού διαχωρίστηκαν σε ομάδες των 20 ζώων, μεταφέρθηκαν στους 

30οC και διατηρήθηκαν σε αυτή τη θερμοκρασία, έως ότου αποβιώσουν όλες οι 

μύγες. Οι επιζήσαντες μύγες καταμετρούνται κάθε δυο ημέρες. Οι μύγες που 

εκφράζουν την 0N4RII παρουσίασαν πρόωρη θνησιμότητα σε σχέση με τις μύγες 

πειραματικού ελέγχου (Εικόνα 1- 2A και Συμπληρωματικός Πίνακας 1-2 A), 

παρόμοιο αποτέλεσμα με αυτό του τυχαία εισαγόμενου 0N4R (Papanikolopoulou & 

Skoulakis, 2015). Σε αντίθεση, η έκφραση του διαγονιδίου 0N4RSTA δεν παρουσίασε 

διαφορά στο προφίλ επιβίωσης σε σχέση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου 

(Εικόνα 1- 2A και Συμπληρωματικός Πίνακας 1-2 A). Συγκεκριμένα, την 29η ημέρα ο 

πληθυσμός που έχει επιβιώσει στις μύγες 0N4RII είναι σημαντικά διαφορετικός από 

αυτόν των στελεχών πειραματικού ελέγχου, ο οποίος είναι μειωμένος κατά 50% 

(Εικόνα 1- 2A), ενώ οι μύγες που εκφράζουν το 0N4RSTA δεν διαφέρoυν καθόλου 

(Συμπληρωματικός Πίνακας 1-2 A). Συνεπώς, τα νέα διαγονίδια που έχουν εισαχθεί 

στο δεύτερο χρωμόσωμα επαληθεύουν πλήρως τα αποτελέσματα επιβίωσης που 

είχαν και τα τυχαία εισαγόμενα διαγονίδια  (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). 

Επίσης, το γεγονός ότι τα συγκεκριμένα διαγονίδια εκφράζονται σε παρόμοια 

επίπεδα (Συμπληρωματική Εικόνα 1- 1) επιβεβαιώνει το γεγονός ότι η τοξικότητα 

που προκαλείται είναι ανεξάρτητη των επιπέδων έκφρασης της ανθρώπινης 

πρωτεΐνης Τ. Επιπλέον, επαληθεύεται και ο ισχυρισμός ότι η Ser238 ή η Thr245 ή και 

οι δύο μαζί απαιτούνται για την τοξικότητα της πρωτεΐνης Τ, όπως αυτή 

εκδηλώνεται με την πρόωρη θνησιμότητα. 

Στη συνέχεια, για να διευκρινιστεί αν και οι δύο και/ή ποια από τις δυο 

φωσφορυλιώσεις (Ser238 και Thr245) που είναι μεταλλαγμένες στο διαγονίδιο STA 

μεσολαβούν για την τοξικότητα της πρωτεΐνης Τ, κρίθηκε απαραίτητη η ανάλυση 

των επιδράσεων του κάθε μεμονωμένου μεταλλάγματος Ser238 ή Thr245. Στα 

μεταλλάγματα αυτά, είτε έχει αντικατασταθεί η Ser/Thr με την φωσφο-ανθεκτική 

αλανίνη (Ala), μπλοκάροντας με αυτό τον τρόπο την φωσφορυλίωσή της, είτε με το 

φωσφο-μιμητικό γλουταμινικό οξύ (Glu), οδηγώντας με αυτό τον τρόπο σε ψευδο-

φωσφορυλίωση. Σε προηγούμενες μελέτες έχει δειχθεί ότι η φωσφορυλίωση της 

Ser238 λαμβάνει χώρα ακριβώς πριν το σημείο που το 50% του πληθυσμού των 

μυγών που εκφράζουν τη 0N4R αποβιώνει (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015) και 

έχει οδηγήσει στην υπόθεση ότι η συγκεκριμένη θέση αποτελεί δείκτης τοξικότητας. 

Παραδόξως, στη παρούσα έρευνα μπλοκάροντας τη φωσφορυλίωση της Ser238 δεν 

παρατηρήθηκε βελτίωση στη τοξικότητα της πρωτεΐνης 0N4RS238A (Εικόνα 1- 2B), η 

οποία παρέμεινε σημαντικά διαφορετική από αυτή των μυγών πειραματικού 
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ελέγχου από την 23η ημέρα έως την 30η ημέρα (Εικόνα 1- 2B και Συμπληρωματικός 

Πίνακας 1-2 B). Επίσης, το ψευδο-φωσφορυλιωμένο 0N4RS238E παρέμεινε και αυτό 

εξίσου τοξικό όσο το 0N4RII (Εικόνα 1- 2B και Συμπληρωματικός Πίνακας 1-2 B). Το 

αποτέλεσμα αυτό υποδηλώνει ότι η φωσφορυλίωση στη Ser238 μπορεί να είναι 

απαραίτητη αλλά δεν επαρκεί από μόνη της για να επάγει τη τοξικότητα της 

πρωτεΐνης Τ. 

Σημαντική επίσης είναι η παρατήρηση ότι η 0N4RT245A πρωτεΐνη, όπου η 

φωσφορυλίωση της Thr245 μπλοκάρεται από την αντικατάσταση σε αλανίνη, 

παρουσιάζει αυξημένη θνησιμότητα από την 23η ημέρα έως την 30η (Εικόνα 1- 2C 

και Συμπληρωματικός Πίνακας 1-2 C), δηλαδή νωρίτερα σε σύγκριση με τις μύγες 

που εκφράζουν την 0N4RII και παρουσιάζουν 50% θνησιμότητα την 24η ημέρα και 

σε σχέση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου που φτάνουν την 29η ημέρα (Εικόνα 1- 

2C). Αυτό υποδηλώνει ότι η συγκεκριμένη θέση φωσφορυλίωσης είναι απαραίτητη 

για την καταστολή της τοξικότητας που οδηγεί σε πρώιμη θνησιμότητα. 

Επιπροσθέτως, το ψευδο-φωσφορυλιωμένο 0N4RT245E βελτιώνει την τοξικότητα και 

συμπεριφέρεται με τον ίδιο τρόπο όπως και οι μύγες πειραματικού ελέγχου (Εικόνα 

1- 2C και Συμπληρωματικός Πίνακας 1-2 C). Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν 

ότι η φωσφορυλίωση στη Thr245 δρα προστατευτικά ή αποτρεπτικά έναντι της 

τοξικότητας, ενώ η εξάλειψή της είναι απαραίτητη για την επαγωγή της τοξικότητας. 
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Εικόνα 1- 2. Διαφορική επίδραση των Ser
238

 και Thr
245

 στη πρόωρη θνησιμότητα. Καμπύλες 

επιβίωσης των ζώων που εκφράζουν στο ΚΝΣ τα διαγονίδια 0N4R
II
, 0NSTA (A), S238A, S238E (B), 

T245A, και T245E (C) σε σύγκριση με τους ετεροζυγώτες Elav/+; Ras/ + (μύγες πειραματικού ελέγχου, 

w
1118

). Ο μέσος όρος ± SEM υπολογίστηκε από δύο ανεξάρτητα πειράματα και από συνολικά 340 ζώα 

ανά γενότυπο. Την 29
η
 ημέρα υπολογίστηκε ότι η μείωση του πληθυσμού στις μύγες πειραματικού 

ελέγχου ήταν 50%. Στατιστικές λεπτομέρειες παρουσιάζονται στους συμπληρωματικούς πίνακες 1-

2Α, Β, C. 

 

Μια διαφορετική μέτρηση της τοξικότητας, έπειτα από την συσσώρευση της 

ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ, αποτελεί η αντίσταση στο paraquat για την καταμέτρηση 

των επιπέδων οξειδωτικού στρες. Πρόκειται για μια οξειδοαναγωγική ετεροκυκλική 

ένωση διπυριδίνης, η οποία έχει βρεθεί ότι στους ιστούς παράγει ανιόντα 

υπεροξειδίου και συνεπώς προάγει το ήδη υπάρχον οξειδωτικό στρες (Rzezniczak et 

al., 2011). Κατά συνέπεια, οι μύγες που υπόκεινται υπό αυξημένο οξειδωτικό στρες 

λόγω της συσσώρευσης της ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ, αναμένεται να είναι πιο 

ευαίσθητες έπειτα από το στρες που επάγεται από το paraquat (Dias-Santagata et 
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al., 2007). Στη πραγματικότητα, έπειτα από έκθεση για 24 ώρες σε 30 mM paraquat 

(εισαγόμενο με την τροφή), οι μύγες πειραματικού ελέγχου παρουσιάζουν 

θνησιμότητα 10%, ενώ οι μύγες που εκφράζουν την 0N4RII παρουσιάζουν 

θνησιμότητα 40%. Σε αντίθεση, στις μύγες που εκφράζουν το διαγονίδιο STA 

καταστέλλεται η θνησιμότητα, η οποία προσομοιάζει τα επίπεδα των μυγών 

πειραματικού ελέγχου (Εικόνα 1- 3 και Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 2), 

υποδηλώνοντας ότι η Ser238 ή/και η Thr245 διαδραματίζουν κάποιο ρόλο στη 

τοξικότητα στο οξειδωτικό στρες. 

Επίσης, όταν μπλοκάρεται η φωσφορυλίωση της Ser238, έπειτα από την 

αντικατάσταση σε αλανίνη (0N4RS238Α) καθώς και η ψευδο-φωσφορυλιωμένη 

0N4RS238E προκαλούν τα ίδια επίπεδα θνησιμότητας όπως το 0N4RII (Εικόνα 1- 3 και 

Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 2). Ωστόσο, η τοξικότητα της 0N4RS238E είναι 

σημαντικά μικρότερη αυτής της 0N4RS238A (Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 2). 

Επιπροσθέτως, οι μύγες στις οποίες μπλοκάρεται η φωσφορυλίωση της Thr245, 

έπειτα από την αντικατάσταση σε αλανίνη, 0N4RΤ245Α, παρουσιάζουν αυξημένη 

τοξικότητα σε σύγκριση με τις μύγες που εκφράζουν την 0N4RII (Εικόνα 1- 3 και 

Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 2). Η ψευδο-φωσφορυλίωση της συγκεκριμένης 

θέσης (0N4RΤ245Ε) προκαλεί μείωση της τοξικότητας, ωστόσο δεν εξαλείφεται η 

τοξικότητα η οποία παραμένει σημαντικά υψηλότερη αυτής της 0N4RSTA (Εικόνα 1- 

3 και Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 2). Το γεγονός ότι οι μύγες που εκφράζουν το 

διπλό διαγονίδιο 0N4RSTA παρουσιάζουν τοξικότητα σε χαμηλά επίπεδα, παρόμοια 

με τις μύγες πειραματικού ελέγχου, σε αντίθεση με τα μονά διαγονίδια, 

υποδηλώνει ότι και οι δύο θέσεις ταυτόχρονα  θα πρέπει πιθανότατα να 

μπλοκάρονται από τη φωσφορυλίωση, ώστε να εξαλείφεται ή να καταστέλλεται η 

τοξικότητα στο οξειδωτικό στρες, η οποία προκαλείται από την έκφραση της 

ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ. 
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Εικόνα 1- 3. Διαφορική επίδραση των Ser
238

 και Thr
245

 στο οξειδωτικό στρες. Ζώα ηλικίας δυο 

ημερών αφήνονται σε 30mM paraquat και καταγράφεται η θνησιμότητα έπειτα από 24 ώρες. Ο 

μέσος όρος ± SEM υπολογίστηκε από δύο ανεξάρτητα πειράματα και από συνολικά 300 ζώα ανά 

γενότυπο. Οι γενότυποι όλων των ζώων υποδεικνύονται κάτω από τις μπάρες. Το ‘*’ υποδεικνύει τις 

διαφορές των διαγονιδίων που είναι στατιστικά σημαντικές από τις μύγες πειραματικού ελέγχου, 

ενώ το ‘#’ τις διαφορές μεταξύ των συγγενών διαγονιδίων. Η χορήγηση paraquat για 24 ώρες έχει ως 

αποτέλεσμα την αύξηση της θνησιμότητας σε όλα τα διαγονίδια σε σχέση με τις μύγες πειραματικού 

ελέγχου, εκτός του διαγονιδίου 0NSTA. Στατιστικές λεπτομέρειες παρουσιάζονται στον 

Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 2. 

 

Η θνησιμότητα που παρατηρείται από  το οξειδωτικό στρες για τις μύγες Ser238 και 

Thr245 είναι διαφορετική από αυτήν που παρατηρείται από την πρώιμη θνησιμότητα 

που εξετάστηκε προηγουμένως, υποδηλώνοντας ότι οι δυο αυτές μετρήσεις της 

τοξικότητας αντιπροσωπεύουν διαφορετικούς παθολογικούς μηχανισμούς. 

 

1.4.3. Η φωσφορυλίωση συγκεκριμένων θέσεων εξαρτάται από την κατάσταση 

φωσφορυλίωσης των θέσεων Ser238 και Thr245. 

Για να διερευνηθεί η προτεινόμενη αλληλεπίδραση μεταξύ των θέσεων 

φωσφορυλίωσης Ser238 και Thr245 καθώς και των συνεπειών τους σε άλλες 

απομακρυσμένες θέσεις φωσφορυλίωσης, χρησιμοποιήθηκαν αντισώματα για 

συγκεκριμένες θέσεις φωσφορυλίωσης, οι οποίες σχετίζονται με παθολογικές 

καταστάσεις. Συγκεκριμένα επιλέχθηκε ο επίτοπος AT8, αντίσωμα ειδικό για τις 

φωσφορυλιώσεις Ser202 και Thr205, το αντίσωμα AT100, το οποίο είναι ειδικό για τις 

φωσφορυλιώσεις Thr212 και Ser214, καθώς και τα pSer262 και pSer396 αντισώματα. Τα 

επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης Τ, όλων των νέων διαγονιδίων που 

δημιουργήθηκαν, είναι παρόμοια με αυτά του 0N4RII (Εικόνα 1- 4A–C). 

Επιπροσθέτως, στη παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε και το νέο αντίσωμα pSer238 

που κατασκευάστηκε. Η ειδικότητα του συγκεκριμένου αντισώματος εξετάστηκε 
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πρώτα σε μύγες που εκφράζουν  το 0N4RSTA (Συμπληρωματική Εικόνα 1- 2). Στις 

μύγες αυτές, καθότι είναι μπλοκαρισμένη η φωσφορυλίωση της Ser238, δεν θα 

έπρεπε να παίρνουμε καμία ζώνη κατά την ηλεκτροφόρηση. Ωστόσο, σε όλα τα 

δείγματα, συμπεριλαμβανομένων και των δειγμάτων από τις μύγες 0N4RSTA, 

ανιχνεύθηκε μια ζώνη σε υψηλότερο μοριακό βάρος, η οποία θεωρήθηκε ως μη 

ειδική (Συμπληρωματική Εικόνα 1- 2). 

Με την ανάλυση με χρήση όλων των παραπάνω διαφορετικών αντισωμάτων, 

βρέθηκε ότι όταν μπλοκάρεται η φωσφορυλίωση της Ser238, έπειτα από την 

αντικατάστασή της σε αλανίνη ή με ψευδο-φωσφορυλίωσή της, προκαλείται 

μείωση της φωσφορυλίωσης του επιτόπου AT100 και αύξηση της φωσφορυλίωσης 

της Ser262 σε σχέση με τη 0N4RII (Εικόνα 1- 4A και Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 3). 

Αυτό υποδηλώνει ότι η κατάληψη της Ser262 είναι ανεξάρτητη  από την κατάσταση 

φωσφορυλίωσης της Ser238. Η φωσφορυλίωση της απομακρυσμένης  Ser396 είναι 

αυξημένη στις μύγες στις οποίες έχει μπλοκαριστεί η φωσφορυλίωση της Ser238, 

ενώ μένει ανεπηρέαστη στη ψευδο-φωσφορυλιωμένη Ser238 (Εικόνα 1- 4A και 

Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 3). Όπως ήταν αναμενόμενο το pSer238 αντίσωμα δεν 

αναγνωρίζει ούτε το 0N4RS238A ούτε το 0N4RS238E (Εικόνα 1- 4A). 

Σημαντικό εύρημα αποτελεί επίσης, ότι παρά το γεγονός ότι στις μύγες 0N4RT245A τα 

επίπεδα φωσφορυλίωσης του Ser238 παραμένουν τα ίδια με της 0N4RII, στην ψευδο-

φωσφορυλιωμένη 0N4RT245E μειώνονται σημαντικά (Εικόνα 1- 4B και 

Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 3). Αυτό συμφωνεί με την υπόθεση ότι η κατάληψη 

της  Thr245 καταστέλλει την φωσφορυλίωση της Ser238. Καθότι το αντίσωμα pThr245 

δεν είναι διαθέσιμο, δεν μπορεί να εξεταστεί αν ισχύει και το ανάποδο δηλαδή αν η 

κατάληψη της Ser238 καταστέλλει την φωσφορυλίωση της Thr245. Όταν μπλοκάρεται 

η φωσφορυλίωση της Thr245, έπειτα από την αντικατάστασή της σε αλανίνη 

προκαλείται αύξηση της Ser262 σε σχέση με τις 0N4RII μύγες, ενώ η ψευδο-

φωσφορυλίωσή της έχει ως αποτέλεσμα τα επίπεδα του Ser262 να είναι περίπου τα 

ίδια με των 0N4RII (Εικόνα 1- 4B και Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 3). Αυτό είναι 

σύμφωνο με την ιδέα ότι η απώλεια ή η καταστολή της φωσφορυλίωσης Thr245 

οδηγεί σε κατάληψη των θέσεων Ser238 και Ser262 και τα αποτελέσματα ενισχύουν 

την άποψη ότι η κατάληψη της θέσης Thr245 καταστέλλει τη φωσφορυλίωση και των 

δύο θέσεων, Ser238 και Ser262. Επομένως, η Thr245 δρα ως «θυροφύλακας» για τις 

επακόλουθες φωσφορυλιώσεις των θέσεων Ser238 και Ser262, οι οποίες 

συσχετίζονται με παθολογικές καταστάσεις (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). 

Ο προτεινόμενος ρόλος της Thr245 ως κρίσιμος «θυροφύλακας», αντί για τη θέση 

Ser238, αντικατοπτρίζεται επίσης στις συνέπειες που έχει ο αποκλεισμός της ή η 

ψευδό-φωσφορυλίωσή της σε απομακρυσμένους φωσφο-επιτόπους. Η 

φωσφορυλίωση των θέσεων που αναγνωρίζονται από τα αντισώματα AT8 και 

AT100 είναι επίσης μειωμένη και στα δυο Thr245 μεταλλάγματα (Εικόνα 1- 4B και 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 3), ενώ η Ser396 παραμένει ανεπηρέαστη. Σε 

αντίθεση, στα Ser238 μεταλλάγματα παρατηρείται μείωση του επιτόπου AT100, ενώ 

η φωσφορυλίωση της Ser396 είναι σημαντικά αυξημένη, όταν μπλοκάρεται η 

φωσφορυλίωση της Ser238 (Εικόνα 1- 4A και Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 3). Αυτό 

υποδεικνύει ότι η κατάληψη της θέσης Thr245 είναι απαραίτητη για την επικείμενη 

φωσφορυλίωση των AT8 και AT100 επιτόπων, ενώ η φωσφορυλίωση της Ser238 

καταστέλλει την κατάληψη της Ser396, μια ακόμα ένδειξη πιθανών 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ απομακρυσμένων θέσεων φωσφορυλίωσης. 

Ο ουσιώδης ρόλος της Ser262 ως «θυροφύλακας» (Papanikolopoulou & Skoulakis, 

2015), (Nishimura, Yang, & Lu, 2004) παρουσιάζεται στην Εικόνα 1- 4C, όπου όλες οι 

φωσφορυλιώσεις είναι σημαντικά μειωμένες και στα δυο μεταλλάγματα 0N4RS262A 

και 0N4RS262E. Παρότι ο αποκλεισμός της φωσφορυλίωσης της Ser262 (0N4RS262A) 

ενισχύει τη άποψη ότι η κατάληψη της συγκεκριμένης θέσης είναι απαραίτητη για 

την επικείμενη φωσφορυλίωση της Ser238, το αντίθετο αναμένεται για το ψευδό-

φωσφορυλιωμένο Ser262 (0N4RS262E). Το γεγονός ότι η φωσφορυλίωση της Ser238 

είναι μειωμένη στο 0N4RS262E, ενισχύει την άποψη ότι το Glu δεν είναι ένα 

αποτελεσματικό υποκατάστατο της φωσφορυλίωσης του Ser262 και πιθανόν να έχει 

και κάποια αρνητική επίδραση. 
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Εικόνα 1- 4. Αλληλεπίδραση φωσφορυλιώσεων μεταξύ των Ser
238

, Thr
245

 και Ser
262

. 

Αντιπροσωπευτικά δείγματα ανάλυσης με Western από ομογενοποιημένες κεφαλές μυγών που 

εκφράζουν την 0N4R
II
 παν-νευρωνικά, σε σύγκριση με τα δείγματα των μεταλλαγμάτων Ala και Glu 

με συγκεκριμένα αντισώματα, όπως απεικονίζονται αριστερά. Το πρώτο αντίσωμα ανιχνεύει τα 

ολικά επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης Τ, ενώ όλα τα υπόλοιπα είναι ειδικά για συγκεκριμένες 

θέσεις φωσφορυλίωσης. Η συνταξίνη (Syx) χρησιμοποιείται για την κανονικοποίηση και επακόλουθη 

ποσοτικοποίηση των δειγμάτων που εκφράζουν την 0N4R
II
, η οποία τίθεται στο 1, όπως 

απεικονίζεται με τη διακεκομμένη γραμμή. Οι μπάρες υποδεικνύουν τα μέσα ±SEM σχετικά επίπεδα 

των φωσφορυλιωμένων μεταλλαγμάτων σε συγκεκριμένες θέσεις σε σχέση με τα επίπεδα αυτών 

των θέσεων στη 0N4R
II
. Στατιστικές λεπτομέρειες παρουσιάζονται στον Συμπληρωματικός Πίνακας 

1- 3. (A-C) Ποσοτικοποίηση δειγμάτων που εκφράζουν παν-νευρωνικά την 0N4R
II
 σε σύγκριση με 

δείγματα των διαγονιδίων S238A και S238E (A), T245A και T245E διαγονιδίων (B) και των 

διαγονιδίων S262A και S262E (C), με χρήση διαφορετικών αντισωμάτων όπως αυτά υποδεικνύονται 

αριστερά. 

1.4.4. Διαφορικός ρόλος των Ser238, Thr245 και Ser262 στα μαθησιακά ελλείμματα, 

τα οποία εξαρτώνται από την έκφραση της πρωτεΐνης Τ. 

Εκτός από το ρόλο του Ser262 ως «θυροφύλακα», έχει προταθεί ότι η συγκεκριμένη 

θέση φωσφορυλίωσης είναι απαραίτητη για τα μαθησιακά ελλείμματα 

(Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). Η τυχαία ένθεση 0N4R-Ser262, που είχε 

χρησιμοποιηθεί σε προηγούμενες μελέτες, είχε βρεθεί ότι έχει πολύ χαμηλότερα 
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επίπεδα έκφρασης σε σχέση με το τυχαία εισαγόμενο 0N4R (Papanikolopoulou & 

Skoulakis, 2015). Αυτό θέτει το ενδεχόμενο ότι η έλλειψη των μαθησιακών 

ελλειμμάτων, έπειτα από τον αποκλεισμό της φωσφορυλίωσης της συγκεκριμένης 

θέσης με αλανίνη, μπορεί να ήταν αποτέλεσμα των χαμηλότερων επιπέδων. 

Συνεπώς, προς επιβεβαίωση του παραπάνω αποτελέσματος χρησιμοποιήθηκε το 

νέο διαγονίδιο S262Α, το οποίο εκφράζεται στα ίδια επίπεδα με το 0N4RII 

(Συμπληρωματική Εικόνα 1- 1).  

Όπως ήταν αναμενόμενο και σε αυτά τα νέα διαγονίδια, όταν μπλοκάρεται η 

φωσφορυλίωση της Ser262 (0N4RS262A) δεν παρατηρούνται μαθησιακά ελλείμματα 

(Εικόνα 1- 5E και Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 4), επιβεβαιώνοντας τα 

προηγούμενα δημοσιευμένα αποτελέσματα (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). 

Επίσης, καθότι το συγκεκριμένο διαγονίδιο εκφράζεται στα ίδια επίπεδα με αυτά 

που εκφράζεται η 0N4RII (Συμπληρωματική Εικόνα 1- 1 και Εικόνα 1- 4C), 

επιβεβαιώνει το γεγονός ότι η έλλειψη μαθησιακών ελλειμμάτων στις 0N4RS262A δεν 

είναι αποτέλεσμα μειωμένων επιπέδων έκφρασης και συνεπώς η φωσφορυλίωση 

της συγκεκριμένης θέσης διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στη μάθηση. 

Η έκφραση του 0N4RSTA διαγονιδίου σε όλους τους νευρώνες δεν προκαλεί 

ελαττώματα στα μισχοειδή σωμάτια (Εικόνα 1- 5A), σε συμφωνία με προηγούμενες 

δημοσιεύσεις (Kosmidis et al., 2010); (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). 

Επιπλέον, όπως και για το 2N4RSTA (Kosmidis et al., 2010), η έκφραση του 0N4RSTA 

προκαλεί σημαντικά ελλείμματα στη συνειρμική μάθηση (Εικόνα 1- 5B και 

Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 4), παρόμοια με αυτά του 0N4RII (Συμπληρωματικός 

Πίνακας 1- 4). Συνεπώς το 0N4RSTA, αν και έχει εντελώς άθικτα μισχοειδή σωμάτια, 

παρουσιάζει δυσλειτουργία στο κεντρικό νευρικό σύστημα. Επίσης, σημαντικό 

εύρημα είναι το γεγονός ότι η έκφραση των μονά μεταλλαγμένων 0N4RS238A και 

0N4RT245A έχει ως αποτέλεσμα εξίσου σημαντικά μαθησιακά ελλείμματα. 

Δεδομένου ότι στα συγκεκριμένα διαγονίδια η Ser262 είναι υπερ-φωσφορυλιωμένη, 

τα αποτελέσματα ενισχύουν την άποψη ότι η συγκεκριμένη φωσφορυλίωση 

διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο για τα μαθησιακά ελλείμματα (Papanikolopoulou & 

Skoulakis, 2015). 
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Εικόνα 1- 5. Διαφορικά ελλείμματα στη μάθηση παρατηρούνται για τα μεταλλάγματα Ser
238

, Thr
245

 

και Ser
262

. Α) Μονιμοποιημένες σε διάλυμα Carnoy’s μετωπιαίες τομές παραφίνης που έχουν 

υποβληθεί σε χρώση με anti-Leo αντίσωμα στο επίπεδο των δενδριτών (Calyx)  και των αξόνων των 

μισχοειδών σωματίων για τις μύγες που εκφράζουν τα διαφορετικά διαγονίδια της πρωτεΐνης Τ. (B–

E) Απόδοση στη μάθηση των ζώων που εκφράζουν τα διαφορετικά διαγονίδια της πρωτεΐνης Τ 

(μαύρες και γκρι μπάρες) σε σχέση με τα ζώα πειραματικού ελέγχου (λευκές μπάρες). Οι γενότυποι 

όλων των ζώων αναγράφονται κάτω από τις μπάρες. Ο μέσος ± SEM υποδεικνύεται σε κάθε μπάρα. 

Το ‘*’ υποδεικνύει τις διαφορές των διαγονιδίων που είναι στατιστικά σημαντικές από τις μύγες 

πειραματικού ελέγχου. Στατιστικές λεπτομέρειες παρουσιάζονται στον Συμπληρωματικός Πίνακας 

1- 4. 

 

Στη συνέχεια, εξετάστηκε ο ρόλος των ψευδο-φωσφορυλιωμένων διαγονιδίων 

0N4RS238E και 0N4RT245E. Η έκφραση του 0N4RS238E παρουσιάζει τα ίδια μαθησιακά 

ελλείμματα, όπως και το 0N4RS238A (Εικόνα 1- 5C και Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 

4). Κάτι το οποίο έρχεται σε συμφωνία και με το γεγονός ότι η θέση Ser262 στο 

συγκεκριμένο διαγονίδιο είναι υπερ-φωσφορυλιωμένη (Εικόνα 1- 4A) και σε πλήρη 

συμφωνία με την αναποτελεσματικότητα της Glu υποκατάστασης ως φώσφο-

μιμητικό στη θέση αυτή. Σε αντίθεση με τα μαθησιακά ελλείμματα που παρουσιάζει 

το 0N4RT245A, η έκφραση του 0N4RT245E δεν επηρεάζει τη μάθηση (Εικόνα 1- 5D και 

Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 4). Γεγονός το οποίο έρχεται σε πλήρη συμφωνία με 

τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της Ser262 (μειωμένα επίπεδα, Εικόνα 1- 4Β) και 

υποστηρίζοντας την άποψη ότι η φωσφορυλίωση της Thr245 δρα ως κατασταλτικός 

παράγοντας για την τοξικότητα και δυσλειτουργία που μεσολαβείτε από την 

ανθρώπινη πρωτεΐνη Τ. 
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1.5. Συζήτηση 

Παρότι η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ, το τελευταίο διάστημα δεν παρουσιάζει 

το ενδιαφέρον που είχε τα προηγούμενα χρόνια, ωστόσο παραμένει ένας ισχυρός 

βιοδείκτης των παθολογικών καταστάσεων που σχετίζονται με την υπερ-

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ (Blennow & Zetterberg, 2018). Για το λόγο αυτό, η 

κατανόηση του προτύπου και του τρόπου ρύθμισης της φωσφορυλίωσης της 

ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ είναι σημαντική, για την παρακολούθηση και εξέλιξη των 

παθολογιών αυτών και εξίσου σημαντική για την κατανόηση των δομικών αλλαγών 

που φαίνεται να προκαλούν στη διαμόρφωση της πρωτεΐνης Τ. Τα αποτελέσματα 

της συγκεκριμένης έρευνας και στο συγκεκριμένο μοντέλο της Drosophila 

περιγράφουν μια ακολουθία στις φωσφορυλιώσεις που δρουν ως «θυροφύλακες» 

και επηρεάζουν τόσο την τοξικότητα της πρωτεΐνης Τ, όσο και τη νευρωνική 

δυσλειτουργία αυτής, γεγονός που μπορεί να χρησιμεύσει ως βιοδείκτης για τις 

διάφορες ασθένειες (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). 

Η υπόθεση που τέθηκε σε προηγούμενες μελέτες (Papanikolopoulou & Skoulakis, 

2015), ότι η Ser262 είναι απαραίτητη για την κατάληψη της θέσης Ser238, 

επαληθεύτηκε πειραματικώς και στη συγκεκριμένη έρευνα (Εικόνα 1- 4). Επίσης, η 

δημιουργία των μονών διαγονιδίων Ser238 και Thr245 ανέδειξε ένα νέο σημαντικό 

σημείο ρύθμισης, κάτι το οποίο δεν μπορούσε να δειχθεί στις προηγούμενες 

μελέτες με τη χρήση του διπλά μεταλλαγμένου διαγονιδίου STA που είχε αναλυθεί. 

Συγκεντρωτικά, η τοξικότητα (Εικόνα 1- 2, Εικόνα 1- 3) και τα αποτελέσματα στη 

μάθηση (Εικόνα 1- 5) υπό το πλαίσιο του προφίλ φωσφορυλίωσης (Εικόνα 1- 4), 

υποδεικνύουν ότι η φωσφορυλίωση της Thr245 εξασθενεί ή αποκλείει την κατάληψη 

της Ser262, η οποία με τη σειρά της είναι απαραίτητη για την φωσφορυλίωση της 

Ser238, οδηγώντας σε τοξικότητα. Επομένως, η φωσφορυλίωση της Ser262 προηγείται 

και λειτουργεί ως «θυροφύλακας» για την κατάληψη της Ser238, η οποία με τη σειρά 

της προάγει τη πρόωρη θνησιμότητα που εξαρτάται από την ανθρώπινη πρωτεΐνη Τ 

ή οδηγεί στη μειωμένη αντίσταση στο οξειδωτικό στρες. 

Μέχρι τώρα δεν γνωρίζουμε τον ακριβή μηχανισμό ή το έναυσμα για την 

αποφωσφορυλίωση της Thr245, όπως επίσης και την ταχύτητα και το μηχανισμό της 

επακόλουθης κατάληψης της Ser262, αν και πιθανότατα να μεσολαβείτε από 

διάφορες αλλαγές στη διαμόρφωση της πρωτεΐνης. Πιθανώς η διαδικασία να είναι 

αρκετά αργή, αν λάβουμε υπ’ όψιν ότι τα μαθησιακά ελλείμματα προκύπτουν 

αρκετά αργότερα από την έκφραση της ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ (Papanikolopoulou 

et al., 2010); (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). Δεδομένου ότι η 

φωσφορυλίωση της Ser262 προηγείται χρονικά αυτή της Ser238, πιθανόν σε αυτό να 

οφείλεται και η καθυστέρηση φωσφορυλίωσης της τελευταίας (Papanikolopoulou & 

Skoulakis, 2015). Αυτό δείχνει μια εξαρτώμενη από την ηλικία εκδήλωση της 

τοξικότητας, κοινό χαρακτηριστικό των εκφυλιστικών Τ-πρωτεϊνοπαθειών. Αυτό 
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υποδεικνύει ότι ο έλεγχος της φωσφορυλίωσης της Ser238 μπορεί να είναι ένας 

χρήσιμος βιοδείκτης της εξέλιξης της νόσου. 

Περιοχές όπως η υψηλά συντηρημένη περιοχή πρόσδεσης των μικροσωληνίσκων 

και η αμινο-τελική περιοχή της πρωτεΐνης φαίνεται να είναι λειτουργικά 

εξειδικευμένες (Trushina et al., 2019). Αξιοσημείωτο είναι ότι με τη παρούσα 

έρευνα προτείνονται αλληλεπιδράσεις εξαρτώμενες από την διαμόρφωση της 

πρωτεΐνης Τ, με τα 24 αμινοξέα που διαχωρίζουν τη Ser238 από τη Ser262 να έχουν 

καθοριστικό ρόλο στη τοξικότητα και δυσλειτουργία που μεσολαβείτε από την 

πρωτεΐνη Τ. Ως εκ τούτου, προτείνουμε ότι η συγκεκριμένη περιοχή διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στη τοξικότητα και νευρωνική δυσλειτουργία. Αυτό μπορεί να 

αντικατοπτρίζεται και στο προφίλ φωσφορυλιώσεων σε δείγματα από 

εγκεφαλονωτιαίο υγρό (CSF) από ασθενείς με Alzheimer, όπου εμφανίζονται υψηλά 

επίπεδα φωσφορυλίωσης των Ser238 και Ser262 (Russell et al., 2017). Επιπλέον, μια 

άλλη έρευνα έδειξε ότι οι φωσφορυλιωμένες Ser238 και Ser262 σχετίζονται άμεσα με 

την παθολογία σε ασθενείς με Alzheimer (Martin et al., 2013). Προτείνουμε ότι 

αυτές οι ‘περιοχές τοξικότητας’ συμβάλλουν στη διαμόρφωση της δομής της 

πρωτεΐνης Τ, καθώς η φωσφορυλίωση των  Ser238, Thr245, και Ser262 επηρεάζει και τη 

φωσφορυλίωση επιπρόσθετων θέσεων, όπως των Ser202/Thr205 (AT8), Thr212/Ser214 

(AT100) αλλά και της απομακρυσμένης Ser396, η οποία βρίσκεται στο καρβοξυ-

τελικό άκρο (Εικόνα 1- 4), η οποία επίσης βρίσκεται σε υψηλά επίπεδα 

φωσφορυλιωμένη σε δείγματα CSF από ασθενείς με Alzheimer (Russell et al., 2017). 

Επειδή όλες οι θέσεις φωσφορυλίωσης που εξετάζονται στη παρούσα έρευνα 

βρίσκονται σε σταθερές περιοχές, θεωρούμε ότι αυτοί οι μηχανισμοί ρύθμισης που 

προτείνουμε είναι κοινοί για όλες τις ισομορφές της πρωτεΐνης Τ. 

Επιπροσθέτως, η φωσφορυλίωση της Thr245 φαίνεται να είναι ανασταλτική όχι μόνο 

για τη Ser262 και κατά συνέπεια για τη Ser238, αλλά επίσης και για τις Ser202/Thr205 

και Thr212/Ser214 (Εικόνα 1- 4B). Πιθανότατα η συγκεκριμένη θέση να 

αντιπροσωπεύει έναν ευρύτερο ανασταλτικό παράγοντα της τοξικότητας και της 

νευρωνικής δυσλειτουργίας (Εικόνα 1- 6). Ως εκ τούτου, η φωσφορυλίωση της 

συγκεκριμένης θέσης φαίνεται να λειτουργεί ως «θυροφύλακας» εναντίον 

επιπρόσθετων φωσφορυλιώσεων που σχετίζονται με τις παθολογικές καταστάσεις. 

Σε συμφωνία με αυτήν την άποψη, η φωσφορυλίωση της Thr245 εμφανίζεται 

αποκλειστικά σε φυσιολογικά δείγματα από τον ανθρώπινο εγκέφαλο (Martin et al., 

2013). Η μόνη άλλη φωσφορυλίωση που έχει αναφερθεί ότι μειώνει την τοξικότητα 

της πρωτεΐνης Τ είναι αυτή στη θέση Thr205 (Ittner et al., 2016). Αυτό έρχεται σε 

αντίθεση με το ρόλο της Ser262, η οποία φαίνεται να ενεργοποιεί τη φωσφορυλίωση 

επιπρόσθετων θέσεων, συμπεριλαμβανομένης και της τοξικής Ser238 (Εικόνα 1- 4C) 

και πιθανότατα και περισσοτέρων θέσεων από αυτές που εξετάστηκαν στη 

παρούσα εργασία. Για το λόγο αυτό γίνονται πολλές προσπάθειες δημιουργίας του 
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αντισώματος p-Thr245, το οποίο μαζί με αυτά των pSer238 και pSer262 μπορεί να είναι 

πολύτιμοι βιοδείκτες για την εξέλιξη των Τ-πρωτεϊνοπαθειών. 

Συγκεντρωτικά, φαίνεται να υπάρχουν δυο ειδών «θυροφύλακες» 

φωσφορυλιώσεων, αυτοί οι οποίοι καταστέλλουν τη φωσφορυλίωση επιπρόσθετων 

θέσεων, όπως η Thr245 και άλλοι οι οποίοι την ενεργοποιούν, όπως η Ser262. Αυτό 

αναπαρίσταται στην Εικόνα 1- 6, όπου προτείνουμε ότι η φωσφορυλίωση της Thr245 

δρα ως «κατασταλτικός θυροφύλακας», εμποδίζοντας την φωσφορυλίωση του 

«διευκολυντή θυροφύλακα» Ser262 και κατά συνέπεια και της  Ser238 (Nishimura et 

al., 2004); (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). 

 

Εικόνα 1- 6 Σχηματική απεικόνιση της προτεινόμενης αλληλεπίδρασης του «κατασταλτικού 

θυροφύλακα» Thr
245

 και του «διευκολυντή θυροφύλακα» Ser
262

. Το κόκκινο βέλος αντιπροσωπεύει 

τους «διευκολυντές θυροφύλακες». Η κατεύθυνση του βέλους δείχνει ότι η φωσφορυλίωση της 

Ser
238

 πραγματοποιείται μετά την φωσφορυλίωση της Ser
262

. Οι αμβλείς γραμμές αντιπροσωπεύουν 

τους «κατασταλτικούς θυροφύλακες» 

 

Αν και υπάρχουν προφανείς φαρμακευτικοί στόχοι, παραμένει μια πρόκληση ο 

εντοπισμός και η παρέμβαση σε φωσφατάσες και κινάσες που στοχεύουν 

συγκεκριμένους φωσφο-επιτόπους, εν μέρει λόγω συμμετοχής τους και σε άλλες 

φυσιολογικές διεργασίες του κυττάρου (Martin et al., 2013). Όσο αφορά τη Thr245, 

της οποίας η φωσφορυλίωση φαίνεται να δρα ως «κατασταλτικός θυροφύλακας» 

για τις επικείμενες φωσφορυλιώσεις που σχετίζονται με παθολογικές καταστάσεις, 

αποτελεί θεραπευτική πρόκληση να μπορεί να διατηρηθεί κατειλημμένη η 

συγκεκριμένη θέση. Επιπροσθέτως, η δημιουργία αντισώματος p-Thr245 για την 

έγκαιρη ανίχνευση της από-φωσφορυλιωμένης κατάστασής της μπορεί να είναι 

ένας χρήσιμος βιοδείκτης πρόγνωσης των Τ-πρωτεϊνοπαθειών. 
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1.6. Συμπληρωματικά δεδομένα 

 

Συμπληρωματική Εικόνα 1- 1. Ισόποση έκφραση των διαφορετικών μεταλλαγμάτων Ala και Glu 

που έχουν εισαχθεί στη θέση 55B2 με την πρωτεΐνη ελέγχου 0N4R. A) Αντιπροσωπευτικά δείγματα 

ανάλυσης με Western από ομογενοποιημένες κεφαλές μυγών που εκφράζουν την 0N4R
II
 παν-

νευρωνικά σε σύγκριση με τα δείγματα των μεταλλαγμάτων Ala και Glu, με χρήση του αντισώματος 

T46 έναντι της ολικής πρωτεΐνης Τ. Β) Ποσοτικοποίηση των επιπέδων έκφρασης της πρωτεΐνης Τ. Η 

συνταξίνη (Syx) χρησιμοποιείται για την κανονικοποίηση και επακόλουθη ποσοτικοποίηση των 

δειγμάτων που εκφράζουν την 0N4R
II
, η οποία τίθεται στο 1. Οι μπάρες υποδεικνύουν τα μέσα ± SEM 

σχετικά επίπεδα των μεταλλαγμάτων Ala και Glu σε σχέση με τα επίπεδα της 0N4R
II
. C) Στατιστική 

ανάλυση της ποσοτικοποίησης με τη μέθοδο ANOVA. 

 

 

Συμπληρωματική Εικόνα 1- 2. Το 0N4R
STA

 εκφράζεται στα ίδια επίπεδα με το 0N4R
II
 και δεν έχει 

τον επίτοπο pSer
238

. Αντιπροσωπευτικά δείγματα ανάλυσης με Western από ομογενοποιημένες 
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κεφαλές μυγών που εκφράζουν την 0N4R
II
 παν-νευρωνικά σε σύγκριση με αυτά του 0N4R

STA
, με 

χρήση του αντισώματος T46 έναντι της ολικής πρωτεΐνης Τ και του αντισώματος pS238. Η συνταξίνη 

(Syx) χρησιμοποιήθηκε για την κανονικοποίηση των δειγμάτων και την περαιτέρω ποσοτικοποίηση 

(όπως απεικονίζεται δεξιά) των ολικών επιπέδων έκφρασης της πρωτεΐνης Τ και της 

φωσφορυλιωμένης Ser
238

. Για κάθε ποσοτικό προσδιορισμό τα επίπεδα του 0N4R
II
 ορίστηκαν ως 1. 

Οι μπάρες υποδεικνύουν τα μέσα ±SEM σχετικά επίπεδα του 0N4R
STA

 σε σχέση με τα επίπεδα της 

0N4R
II
. Περαιτέρω στατιστική ανάλυση έγινε με τη δοκιμασία Dunnetts’s, όπου δεν υποδεικνύεται 

καμία στατιστικά σημαντική διαφορά στα ολικά επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης Τ (p=0,4945), ενώ 

η διαφορά των επιπέδων φωσφορυλίωσης της Ser
238

 είναι σημαντικά αυξημένη (p<0,0001). 

 

 

Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 1. Στατιστική ανάλυση εικόνας 1-1. Εικόνα 1-1 Β: Για την 

ποσοτικοποίηση των δειγμάτων κατά την ανοσοαποτύπωση κατά Western πραγματοποιήθηκε 

πυκνομετρία  και υπολογίστηκε ο λόγος της σχετικής ποσότητας της πρωτεΐνης Τ σε σχέση με τη 

σχετική ποσότητα της συνταξίνης (Syx). Ο λόγος των δειγμάτων ελέγχου (του τυχαία εισαγόμενου 

διαγονιδίου 0N4R) ορίστηκε ως 1 και όλοι οι λόγοι σχετικής ποσότητας αναφέρονται σε σχέση με 

αυτό. Ο μέσος όρος και οι τιμές τυπικού σφάλματος  (SEM) συγκρίνονται αρχικώς με τη μέθοδο  

ANOVA και στη συνέχεια με τη δοκιμασία Dunnett’s. Τρία ανεξάρτητα πειράματα 

πραγματοποιήθηκαν για την στατιστική ανάλυση.  Εικόνα 1-1 C: Απεικόνιση των μέσων όρων και των 

SEM της απόδοσης μάθησης των υποδεικνυόμενων γενοτύπων (n > 9). Έπειτα από πραγματοποίηση 

ΑNOVA, οι μέσοι όροι συγκρίθηκαν χρησιμοποιώντας τις υποδεικνυόμενες πολλαπλές επί μέρους 

συγκρίσεις. 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 1-2 A. Στατιστική ανάλυση εικόνας 1-2A. Τα δεδομένα από τα 

πειράματα επιβίωσης (προσδιορισμός προσδόκιμου ζωής) μελετήθηκαν, για την κάθε μέρα που 

υποδεικνύεται, με τη μέθοδο Wilcoxon/Kruskal-Wallis. Για αυτά που παρουσιάστηκαν σημαντικές 

διαφορές (χ
2
) υπολογίστηκε περαιτέρω η σημαντικότητα του αποτελέσματος με τη  μέθοδο Steel, σε 

σύγκριση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου. Οι στατιστικά σημαντικές διαφορές των διαφόρων 

διαγονιδίων από τις μύγες πειραματικού ελέγχου εμφανίζονται με γκρι χρώμα και με ‘*’. 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 1-2 B. Στατιστική ανάλυση εικόνας 1-2B. Τα δεδομένα από τα 

πειράματα επιβίωσης (προσδιορισμός διάρκειας ζωής) μελετήθηκαν για την κάθε μέρα που 

υποδεικνύεται με τη μέθοδο Wilcoxon/Kruskal-Wallis. Για αυτά που παρουσιάστηκαν σημαντικές 

διαφορές (χ
2
) υπολογίστηκε περαιτέρω η σημαντικότητα του αποτελέσματος με τη  μέθοδο Steel, σε 

σύγκριση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου. Οι στατιστικά σημαντικές διαφορές των διαφόρων 

διαγονιδίων από τις μύγες πειραματικού ελέγχου εμφανίζονται με γκρι χρώμα και με ‘*’. 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 1-2 C. Στατιστική ανάλυση εικόνας 1-2C. Τα δεδομένα από τα 

πειράματα επιβίωσης (προσδιορισμός προσδόκιμου ζωής) μελετήθηκαν για την κάθε μέρα που 

υποδεικνύεται με τη μέθοδο Wilcoxon/Kruskal-Wallis. Για αυτά που παρουσιάστηκαν σημαντικές 

διαφορές (χ
2
) υπολογίστηκε περαιτέρω η σημαντικότητα του αποτελέσματος με τη  μέθοδο Steel, σε 

σύγκριση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου. Οι στατιστικά σημαντικές διαφορές των διαφόρων 

διαγονιδίων από τις μύγες πειραματικού ελέγχου εμφανίζονται με γκρι χρώμα και με ‘*’. 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 2. Στατιστική ανάλυση εικόνας 1-3. Η μέση θνησιμότητα, έπειτα από 

24 ώρες έκθεσης σε paraquat, των υποδεικνυόμενων γενοτύπων συγκρίθηκε με εκείνη των ζώων 

πειραματικού ελέγχου ή με μεταξύ τους σύγκριση με ANOVA και στη συνέχεια με πολλαπλές 

συγκρίσεις. 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 3. Στατιστική ανάλυση εικόνας 1-4. Πραγματοποίηση δοκιμασίας 

ANOVA και στη συνέχεια δοκιμασίας Dunnett's των μεταλλαγμάτων Ser
238

 και Thr
245

 σε σύγκριση με 

τις μύγες που εκφράζουν την 0N4R
II
 για όλους τους φωσφο-επιτόπους που εξετάστηκαν. Όταν οι 

ηλεκτροφορετικές ζώνες ήταν μηδενικές ή σχεδόν μηδενικές δεν πραγματοποιήθηκε ANOVA. 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 1- 4 Στατιστική ανάλυση εικόνας 1-5. Ο μέσος όρος και το τυπικό 

σφάλμα της απόδοσης στην μάθηση υποδεικνύονται στον πίνακα για όλους τους γενοτύπους. Μετά 

την σημαντική ANOVA, πολλαπλές συγκρίσεις των μέσων όρων του κάθε γενοτύπου με τρόπο που 

αναπαρίσταται στον πίνακα πραγματοποιήθηκαν. 
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2. Διαφορικοί μηχανισμοί τοξικότητας των ανθρωπίνων ισομορφών 

της πρωτεΐνης Τ με τρεις ή τέσσερις επαναλήψεις στο μοντέλο Τ-

πρωτεϊνοπαθειών Drosophila melanogaster 

 

2.1. Περίληψη 

Η πρωτεΐνη Τ υπάρχει σε 6 ισομορφές στον ενήλικο ανθρώπινο εγκέφαλο, οι οποίες 

προκύπτουν από το εναλλακτικό μάτισμα ενός μεταγράφου mRNA και διαφέρουν 

ως προς την απουσία ή την παρουσία μιας ή δύο αμινο-τελικών επαναλήψεων και 

τριών ή τεσσάρων περιοχών πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους. Τυπικά και οι έξι 

ισομορφές έχουν θεωρηθεί ως λειτουργικά παρόμοιες. Ωστόσο, η διαφορική 

εμπλοκή τους σε συγκεκριμένες Τ πρωτεϊνοπάθειες εγείρει την πιθανότητα να 

υπάρχουν διαφορές στη φυσιολογική λειτουργία και στην παθογένεση, οι οποίες 

είναι ειδικές για ορισμένες ισομορφές. Για να το διερευνήσουμε αυτό, συγκρίναμε 

τους φαινοτύπους που προκύπτουν από την έκφραση των ισομορφών 0N3R και 

0N4R στη Drosophila. Η έκφραση της ισομορφής 3R προκαλεί πιο ισχυρά 

ελαττώματα στην αξονική μεταφορά και στη κινητικότητα και καταλήγουν να έχουν 

μικρότερη διάρκεια ζωής σε σχέση με τα ζώα που εκφράζουν την ισομορφή 4R. 

Αντίθετα, η έκφραση της ισομορφής 4R οδηγεί σε μεγαλύτερο νευροεκφυλισμό 

καθώς και σε ελλιπή μάθηση και μνήμη. Επιπλέον, υπάρχουν διακριτές διαφορές 

στο μοτίβο φωσφορυλίωσης των δύο ισομορφών καθώς και στην ικανότητά τους να 

προκαλούν οξειδωτικό στρες. Αυτές οι διαφορές δεν οφείλονται σε διαφορετικά 

επίπεδα έκφρασης μεταξύ των δύο ισομορφών και υποδηλώνουν φυσιολογικές 

διαφορές στη βιολογία των ισομορφών και στο παθολογικό δυναμικό τους. 

Συνεπώς, μπορεί να εξηγηθούν οι διαφορετικού μηχανισμοί τοξικότητας της 

πρωτεΐνης Τ, ανάλογα με την ισομορφή, και η διαφορική ευαισθησία 

συγκεκριμένων περιοχών του εγκεφάλου σε διαφορετικές Τ- πρωτεϊνοπάθειες. 

 

2.2. Εισαγωγή 

Το ανθρώπινο γονίδιο τ βρίσκεται στο χρωμόσωμα 17 στη γενετική θέση q21.1. Από 

το εναλλακτικό μάτισμα ενός μεταγράφου mRNA  προκύπτουν έξι ισομορφές της 

πρωτεΐνης Τ στον ενήλικο ανθρώπινο εγκέφαλο (Andreadis, 2005), που κυμαίνονται 

σε μέγεθος από 352 έως 441 αμινοξέα. Το εναλλακτικό μάτισμα των εξωνίων 2, 3 

και 10 οδηγεί στην απουσία ή παρουσία 1 ή 2 αμινο-τελικών επαναλήψεων και 3 ή 

4 περιοχών πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους στη καρβοξυ-τελική περιοχή 

(Goedert et al., 1989). Συνήθως αναφέρονται ως ισομορφές 0N3R, 1N3R, 2N3R, 

0N4R, 1N4R και 2N4R. Επιπλέον, οι ισομορφές της πρωτεΐνης Τ υφίστανται μια 

ποικιλία μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων, συμπεριλαμβανομένων των 
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φωσφορυλιώσεων Ser/Thr και Tyr, της ακετυλίωσης και της σουμουλίωσης. 

Μερικές από αυτές τις τροποποιήσεις συμβαίνουν φυσιολογικά και ρυθμίζονται 

κατά την ανάπτυξη και τη γήρανση, ενώ άλλες σχετίζονται με παθολογικές 

καταστάσεις και εμπλέκονται στη τοξικότητα που επάγεται από την πρωτεΐνη Τ 

(Medina et al., 2016); (Huefner et al., 2013). 

Γενικότερη αντίληψη αποτελεί ότι η ρύθμιση του εναλλακτικού ματίσματος κατά 

την ανάπτυξη, είναι ένας μηχανισμός για τη ριζική μεταβολή της λειτουργίας της 

πρωτεΐνης Τ. Αυτό μπορεί να αντικατοπτρίζεται και με την έκφραση των ισομορφών 

3R νωρίς στην ανάπτυξη του ανθρώπινου εγκεφάλου, όπου απαιτείται πιο 

πλαστικός κυτταροσκελετός και στη συνέχεια στην έκφραση των ισομορφών 4R 

μετά την ανάπτυξη του νευρίτη, όταν έχει ήδη δηλαδή δημιουργηθεί ένα πιο 

σταθερό δίκτυο (Andreadis, 2005). Μια κύρια διάκριση των ισομορφών της 

πρωτεΐνης Τ περιλαμβάνει τη διαφοροποίηση τους σε λειτουργικές περιοχές, όπως 

οι περιοχές των επαναλήψεων πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους. Αυτό 

πιθανότατα υποδεικνύει και τις διαφορές στη φυσιολογία των ισομορφών και στο 

παθολογικό δυναμικό τους, καθώς φαινομενικά αλληλεπιδρούν με διαφορετικές ή 

μερικώς ίδιες πρωτεΐνες που σχετίζονται με τη μεμβράνη, με κυτταροπλασματικές 

και κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες. Στην πραγματικότητα, οι διαφορές στις ιδιότητες 

δέσμευσης των μικροσωληνίσκων για κάθε ισομορφή είναι γνωστές (Goode et al., 

2000). Ωστόσο, αρκετές μελέτες έχουν πλέον δείξει επιπρόσθετες διαφορές μεταξύ 

των ισομορφών της πρωτεΐνης Τ, όπως η τάση τους να συσσωματώνονται (Adams et 

al., 2010), η ικανότητα συσσωμάτωσης σε διαφορετικές μορφές ανάλογα με την 

ισομορφή της πρωτεΐνης Τ (Dinkel et al., 2011), την ενδο-νευρωνική ανακατανομή 

τους κατά τον σχηματισμό των νευροϊνιδικών πλεγμάτων (Hara et al., 2013); (Liu 

and Gotz, 2013), τις αλληλεπιδράσεις με διαφορετικούς πρωτεΐνες-συνοδούς 

(Bhaskar et al., 2005); (Liu et al., 2016), το δυναμικό φωσφορυλίωσης και η 

επίδραση όλων των παραπάνω διαφορών στις βιοχημικές τους ιδιότητες (Combs et 

al., 2011). 

Η αναλογία των ισομορφών 3R προς 4R στον ενήλικο ανθρώπινο εγκέφαλο είναι 

περίπου 1. Η αναλογία αυτή διαταράσσεται σε ορισμένες οικογενείς Τ- 

πρωτεϊνοπάθειες λόγω μεταλλάξεων κατά το μάτισμα, οι οποίες οδηγούν σε 

αύξηση των ισομορφών 4R της πρωτεΐνης Τ (Andreadis, 2005). Ακόμη και στη νόσο 

του Alzheimer (AD) υπάρχουν ενδείξεις μειωμένης αναλογίας 3R/4R στους 

νευρώνες που φέρουν νευροϊνιδικά πλέγματα (Niblock and Gallo, 2012); (Park et al., 

2016). Το γεγονός ότι η διατάραξη της αναλογίας των ισομορφών σχετίζεται με τις 

ασθένειες, υποδεικνύει τη σημασία διατήρησης μιας ισορροπίας των ισομορφών 

3R:4R στους υγιείς νευρώνες. Επιπλέον, ένα χαρακτηριστικό που διαφοροποιεί τις 

Τ-πρωτεϊνοπάθειες, είναι ότι δεν απαντάται σε αυτές ο σχηματισμός των 

συσσωματωμάτων από τις ίδιες ισομορφές της πρωτεΐνης Τ. Για παράδειγμα, στη 

νόσο του Alzheimer (AD), όλες οι ισομορφές της πρωτεΐνης Τ σχηματίζουν ινίδια, 
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ενώ σε άλλες αποτελούνται κυρίως από είτε 3R, π.χ. νόσος του Pick, είτε από 4R 

ισομορφές, π.χ. στην προοδευτική υπερπυρηνική παράλυση, στον φλοιοβασικό 

εκφυλισμό, και στην άνοια αργυλοφιλικών κόκκων (Rabano et al., 2013); (Spillantini 

and Goedert, 2013). 

Στη συγκεκριμένη έρευνα γίνεται χρήση του καλά μελετημένου μοντέλου Τ-

πρωτεϊνοπαθειών  της D. melanogaster και γίνεται αξιολόγηση των φαινοτύπων 

που προκύπτουν για την κάθε ισομορφή της πρωτεΐνης Τ (0N3R και 0N4R). Με την 

έρευνα αυτή, δίνονται σαφείς αποδείξεις ότι διαφορετικές ισομορφές της 

πρωτεΐνης Τ μπορεί να έχουν και σημαντικά διαφορετικές επιδράσεις σε 

πανομοιότυπες αναλύσεις. Αυτό μπορεί να ρίξει φως στον διαφορετικό ρόλο της 

κάθε ισομορφής στη παθολογία των Τ- πρωτεϊνοπαθειών, ιδιαίτερα στις ασθένειες 

στις οποίες μόνο μια από αυτές τις ισομορφές κυριαρχεί. 

 

2.3. Υλικά και μέθοδοι 

2.3.1. Καλλιέργεια και στελέχη Drosophila 

Οι διασταυρώσεις της Drosophila πραγματοποιήθηκαν μαζικά σε συνήθη τροφή 

που περιέχει αλεύρι σίτου, ζάχαρη, αλεύρι σόγιας και CaCl2. Οι διασταυρώσεις 

πραγματοποιήθηκαν στους 18οC ή στους 25οC, ανάλογα με την περίπτωση, και όπως 

υποδεικνύεται στο κείμενο, σε υγρασία 50-70% και σε 12 ώρες κύκλο 

φωτός/σκοταδιού. Οι επαγωγείς που χρησιμοποιήθηκαν είναι ο D42-GAL4 

(επαγωγέας ειδικός για τους νευρώνες κίνησης), οι ElavC155-GAL4 και ElavC155-

GAL4/TubGAL80ts (επαγωγείς έκφρασης σε όλο το νευρωνικό σύστημα), ο panR7-

GAL4 (επαγωγέας ειδικός για τους αισθητήριους νευρώνες) και ο GMR-GAL4 

(ειδικός επαγωγέας για τους φωτοϋποδοχείς). Για την 0N4R ισομορφή 

χρησιμοποιήθηκαν δύο διαγονίδια, τα hTau0N4R και hTau0N4R*, προερχόμενα από την 

M. Feany (Ιατρική Σχολή του Χάρβαρντ, Βοστώνη, Ηνωμένες Πολιτείες). Και τα δύο 

αυτά διαγονίδια παρουσιάζουν παρόμοια επίπεδα έκφρασης (Εικόνα 2- 2). Όλες οι 

άλλες διαγονιδιακές μύγες και οι επαγωγείς προέρχονται από το Bloomington Stock 

Centre. 

 

2.3.2. Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών κατά Western 

Για την αξιολόγηση των ολικών επιπέδων έκφρασης της πρωτεΐνης Τ και των 

επιπέδων φωσφορυλίωσης και διαλυτότητας της πρωτεΐνης Τ, πραγματοποιήθηκε 

ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών κατά Western. Για την ανάλυση των δειγμάτων, 

χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 10 προνύμφες 3ου σταδίου ή κεφάλια από ενήλικες 

μύγες ηλικίας 1-3 ημερών και ομογενοποιήθηκαν σε 20μl  ρυθμιστικού διαλύματος 
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1Χ Laemmli (50 mM Tris pH 6.8, 5% 2- μερκαπτοαιθανόλη,  2% SDS, 10% γλυκερόλη, 

και 0.01% μπλε της βρωμοφαινόλης). Αφέθηκαν να βράσουν στους 95οC για 5 λεπτά 

και εν συνεχεία φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά στις 14000 RPM σε θερμοκρασία 

δωματίου. Για την κανονικοποίηση των δειγμάτων και την εξάλειψη σφαλμάτων 

κατά τη φόρτωση των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε το πρωτογενές αντίσωμα 

συνταξίνη (mAb 8C3, Developmental Hybridoma Bank) σε συγκέντρωση 1: 3.000. Τα 

πρωτογενή αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν είναι: έναντι της ολικής πρωτεΐνης 

Τ (Dako, σε συγκέντρωση 1:15.000 ή T46 σε συγκέντρωση 1:3000), έναντι ειδικών 

θέσεων φωσφορυλιωμένης πρωτεΐνης Τ, Ser396/Ser404 (PHF-1) (δώρο από τον Peter 

Davies, USA, σε συγκέντρωση 1:500), Ser396 (pS396, Source Biosciences, σε 

συγκέντρωση 1:2000), Ser202/Thr205 (AT8) (Thermo Scientific, σε συγκέντρωση 

1:1000), Thr212/Ser214 (AT100) (Pierce Endogen, σε συγκέντρωση 1:1000), Ser262 

(pS262, Invitrogen, σε συγκέντρωση 1:1000), έναντι της από-φωσφορυλιωμένης 

πρωτεΐνης στις θέσεις Ser199/Ser202/Thr205 (Tau-1) (Millipore, 1:2000), και τέλος το 

αντίσωμα MC1 (ευγενική χορηγεία από τον Peter Davies, USA), σε συγκέντρωση 

1:200). Τα δευτερογενή αντισώματα χρησιμοποιήθηκαν σε συγκέντρωση 1:5000 και 

το σήμα ανιχνεύθηκε με χημειοφωταύγεια (ECL plus). 

 

2.3.3. Δοκιμασία συνειρμικής μάθησης και μνήμης σε ενήλικες μύγες 

Για να πραγματοποιηθούν τα πειράματα μάθησης και μνήμης, αρσενικές μύγες 

UAS-hTau0N3R ή UAS-hTau0N4R διασταυρώθηκαν με θηλυκά Elavc155GAL4;TubGAL80ts 

ή με w1118 (μύγες πειραματικού ελέγχου). Ταυτόχρονα μια τρίτη διασταύρωση 

πραγματοποιήθηκε με θηλυκά από τον επαγωγέα Elavc155GAL4;TubGAL80ts και 

αρσενικά από τις w1118 μύγες (μύγες πειραματικού ελέγχου). Όλες οι διασταυρώσεις 

τοποθετήθηκαν στους 18οC. Οι ενήλικοι απόγονοι συλλέχθησαν σε νέα μπουκάλια 

και διατηρήθηκαν στους 30οC για 12 ημέρες, ώστε να επαχθεί η έκφραση της 

πρωτεΐνης Τ. Κάθε 3 ημέρες, οι μύγες μεταφέρονται σε νέα μπουκάλια με 

καινούργια τροφή. Την 11η ημέρα, οι μύγες χωρίζονται σε ομάδες των 50-70 ζώων 

σε φιαλίδια με τροφή και επανατοποθετούνται στους 30οC για όλη τη νύχτα. Μία 

ώρα περίπου πριν τη πειραματική διαδικασία, οι μύγες μεταφέρονται σε νέα 

φιαλίδια με καινούργια τροφή. 

 Όλα τα συμπεριφορικά πειράματα πραγματοποιήθηκαν υπό χαμηλό ερυθρό 

φωτισμό, στους 24-25° C και σε υγρασία 65-75%. Όλοι οι γενότυποι που 

εμπλέκονται σε ένα πείραμα ελέγχονται ταυτόχρονα την ίδια ημέρα. Για την 

μέτρηση της ικανότητας μάθησης χρησιμοποιήθηκε το παράδειγμα της 

παβλοβιανής αρνητικής οσφρητικής μάθησης συνδυάζοντας τις απωθητικές οσμές 

βενζαλδεΰδη (BNZ) και 3-οκτανόλη (OCT) αραιωμένες σε λάδι (6% v/v για BNZ και 

50% v/v για OCT) ως εξαρτημένα ερεθίσματα (CS+ και CS-), με το ηλεκτρικό σοκ ως 

μη εξαρτημένο ερέθισμα (US). Για την εκπαίδευση, μια ομάδα 50-70 μυγών 
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εκτίθεται αρχικώς στη πρώτη οσμή για 40 δευτερόλεπτα σε συνδυασμό με 

επαναλαμβανόμενα σοκ των 90 V (συνολικά 8 ηλεκτρικά σοκ των 1,25 

δευτερολέπτων με διάστημα παύσης 4,5 δευτερολέπτων). Ακολούθως οι μύγες 

εκτίθενται για 30 δευτερόλεπτα σε αέρα και στη συνέχεια στη δεύτερη οσμή για 40 

δευτερόλεπτα χωρίς όμως τα ηλεκτρικά σοκ και τέλος σε αέρα για άλλα 30 

δευτερόλεπτα. Κάθε πειραματική δοκιμή περιλαμβάνει δύο ομάδες μυγών του 

ιδίου γενοτύπου οι οποίες εκπαιδεύονται ταυτόχρονα με τρόπο που η μια ομάδα να 

αποφεύγει τη βενζαλδεΰδη και η άλλη ομάδα να αποφεύγει την οκτανόλη, ενώ η 

αντίθετη οσμή χρησιμοποιείται κάθε φορά ως οσμή ελέγχου. Τέλος μετά την 

εκπαίδευση, και οι δύο ομάδες μυγών αφήνονται να επιλέξουν μεταξύ των δύο 

οσμών (χωρίς ηλεκτρικό σοκ) για 90 δευτερόλεπτα. 

Για τη πραγματοποίηση των πειραμάτων ελέγχου της εξαρτώμενης από την 

πρωτεϊνική σύνθεση μνήμης, οι μύγες υποβάλλονται σε 12 ηλεκτρικά σοκ US/CS 

ανά κύκλο και σε συνολικά πέντε τέτοιους επαναλαμβανόμενους κύκλους 

εκπαίδευσης με διάστημα παύσης 15 λεπτών μεταξύ τους. Στη συνέχεια, οι μύγες 

μεταφέρονται σε φιαλίδια με τροφή και αφήνονται στους 18οC για 24 ώρες. Τέλος, 

οι μύγες μεταφέρονται σε μια συσκευή Τ-λαβυρίνθου και αφήνονται να επιλέξουν 

μεταξύ των δύο οσμών (χωρίς ηλεκτρικό σοκ) για 90 δευτερόλεπτα.  

Ο δείκτης απόδοσης (Performance Index, PI) υπολογίστηκε ως το κλάσμα των μυγών 

που αποφεύγουν τη συνδεδεμένη με το ηλεκτρικό σοκ οσμή, CS+, μείον το κλάσμα 

των μυγών που αποφεύγουν την οσμή ελέγχου, CS-, διαιρούμενο προς το συνολικό 

αριθμό των μυγών. Ο τελικός δείκτης απόδοσης (PI) υπολογίζεται ως το μέσο όρο 

των δυο ήμισυ λόγων για κάθε μια από τις ομάδες των ζώων που εκπαιδεύονται στα 

συμπληρωματικά ερεθίσματα (είτε με βενζαλδεΰδη είτε με 3-οκτανόλη) και 

κυμαίνεται από 0 έως 100. 

 

2.4. Αποτελέσματα 

2.4.1. Οι ισομορφές 0N3R και 0N4R της πρωτεΐνης Τ προκαλούν διαφορετικούς 

φαινοτύπους 

Για τη διερεύνηση του ρόλου των 0N3R και 0N4R ισομορφών της πρωτεΐνης Τ 

ελέχθησαν οι φαινότυποι για την κινητικότητα των προνυμφών και την ικανότητα 

αναρρίχησης ενήλικων μυγών με τη δοκιμασία του αρνητικού γεωτροπισμού, 

αξιολογήθηκε το προσδόκιμο ζωής και ο βαθμός νευροεκφυλισμού των 

αισθητήριων νευρώνων και η επίδραση στη συμπεριφορική ικανότητα της κάθε 

ισομορφής.  

Συγκεκριμένα, βρέθηκε ότι η έκφραση της ισομορφής 0N3R στους κινητικούς 

νευρώνες προκαλεί κινητικές ανωμαλίες (Παράρτημα Α-Εικόνα 1Α-C), οι οποίες 
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προκύπτουν από τη μειωμένη αξονική μεταφορά (Παράρτημα Α-Εικόνα 1D), ενώ σε 

αντίθεση, η έκφραση της ισομορφής 0N4R δεν προκαλεί σημαντικές κινητικές 

αλλοιώσεις ή βλάβες στην αξονική μεταφορά (Παράρτημα Α-Εικόνα 1Α-D). Όσο 

αφορά το προσδόκιμο ζωής των ενήλικων μυγών βρέθηκε ότι η έκφραση της 0N3R 

ισομορφής προκαλεί πρόωρη θνησιμότητα στις ενήλικες μύγες σε σχέση με τις 

μύγες πειραματικού ελέγχου και νωρίτερα από τις μύγες που εκφράζουν την 0N4R 

ισομορφή (Παράρτημα Α-Εικόνα 2Α). Επιπροσθέτως, στη δοκιμασία αρνητικού 

γεωτροπισμού (Mudher et al., 2004) βρέθηκε ότι οι ενήλικες μύγες που εκφράζουν 

την 0N3R ισομορφή αρχίζουν να έχουν μειωμένη ικανότητα αναρρίχησης από την 

πρώτη εβδομάδα και δραματική μείωση κατά τις εβδομάδες 5 και 6, όπου οι 

περισσότερες μύγες είναι πλέον ακίνητες (Παράρτημα Α-Εικόνα 2Β). Σε αντίθεση, 

οι μύγες που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή παρουσιάζουν μειωμένη ικανότητα 

αναρρίχησης μια εβδομάδα αργότερα και ακόμα και την 5η εβδομάδα πολλές μύγες 

παραμένουν κινητικά ενεργές (Παράρτημα Α-Εικόνα 2Β). Παρόμοια αποτελέσματα 

παρατηρήθηκαν και σε ένα άλλο ανεξάρτητο διαγονίδιο που εκφράζει την 0N4R 

ισομορφή (Παράρτημα Β, Συμπληρωματική Εικόνα 2- 1). Όσο αφορά τον 

νευροεκφυλισμό των αισθητήριων νευρώνων παρατηρήθηκε ότι η έκφραση της 

0N4R ισομορφής παρουσιάζει ισχυρότερο εκφυλισμό των νευρώνων σε σχέση με τις 

μύγες που εκφράζουν την 0N3R ισομορφή (Παράρτημα Α-Εικόνα 3). Συγκεκριμένα, 

την 40η ημέρα οι αισθητήριοι νευρώνες που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή είχαν 

πλήρως εκφυλιστεί με λίγους άξονες να απομένουν (Παράρτημα Α-Εικόνα 3J,M), 

ενώ με χρήση αντισώματος έναντι μιας μεμβρανικής γλυκοπρωτεΐνης (Hirai-Fujita et 

al., 2008) επιβεβαιώθηκε ότι στην 0N4R ισομορφή παρατηρείται ισχυρότερη 

απώλεια της ακεραιότητας της μεμβράνης (Παράρτημα Β, Συμπληρωματική Εικόνα 

2- 2) σε σχέση με την 0N3R ισομορφή. 

Για τη διερεύνηση επιπλέον διαφορών που εξαρτώνται από την ισομορφή της 

πρωτεΐνης Τ που εκφράζεται, πραγματοποιήθηκε μελέτη της επίδρασης της κάθε 

ισομορφής ξεχωριστά στη μάθηση και μνήμη. Είναι γνωστό από προηγούμενη 

μελέτη ότι η έκφραση σε όλους τους νευρώνες της 0N4R ισομορφής προκαλεί 

μαθησιακά ελλείμματα (Papanikolopoulou and Skoulakis, 2015). Για το λόγο αυτό 

στη παρούσα έρευνα εξετάστηκε ο ρόλος της ισομορφής 0N3R στη μάθηση και 

μνήμη έπειτα από 24 ώρες (Μακροπρόθεσμη μνήμη- LTM). Οι ενήλικες μύγες που 

εκφράζουν την 0N4R ισομορφή παρουσιάζουν ελλειμματική μάθηση (Εικόνα 2- 1Α) 

σε συμφωνία με τα προηγούμενα αποτελέσματα (Papanikolopoulou and Skoulakis, 

2015); (Kosmidis et al., 2010) καθώς και στην μακροπρόθεσμη μνήμη (Εικόνα 2- 1Β), 

ενώ η έκφραση της 0N3R ισομορφής παρουσιάζει φυσιολογική ικανότητα μάθησης 

και μνήμης, όπως οι μύγες πειραματικού ελέγχου (Εικόνα 2- 1C,D). 
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Εικόνα 2- 1. Έκφραση της ανθρώπινης 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ προκαλεί ελλείμματα στη 

μάθηση και μνήμη, ενώ η έκφραση της ανθρώπινης 0N3R ισομορφής όχι. Η έκφραση και των δύο 

ισομορφών επάγεται υπό τον επαγωγέα Elav-GAL4;TubGAL80
ts

. Οι διασταυρώσεις 

πραγματοποιούνται στους 18
ο
C και οι ενήλικες μύγες τοποθετούνται στους 30

o
C για 12 ημέρες, πριν 

τη πραγματοποίηση της δοκιμασίας. Η έκφραση της hTau
0N4R

 προκαλεί σοβαρά ελλείμματα στη 

μάθηση (p<0.001, Dunnett's test, n>12 ανά γενότυπο) (Α) και στη μνήμη (p<0.001, Dunnett's test, 

n>16) (B), ενώ η έκφραση της hTau
0N3R

 δεν επηρεάζει ούτε τη μάθηση (p=0.4585, Dunnett's test, 

n>12)(C), ούτε τη μνήμη (p=0.142, Dunnett's test, n>14 (D).  

 

Συγκεντρωτικά αυτά τα αποτελέσματα αποδεικνύουν ότι υπάρχει μια 

διαφοροποίηση μεταξύ των δύο ισομορφών 0N3R και 0N4R, όσο αφορά τη 

νευροτοξικότητα, η οποία μπορεί να είναι πολύ ισχυρή σε ορισμένους φαινοτύπους 

που εξετάστηκαν έως ανύπαρκτη. Αυτό με τη σειρά του υποδηλώνει ότι τα 

αποτελέσματα έκφρασης της πρωτεΐνης Τ στη Drosophila δεν είναι απλώς η 

συνέπεια μιας μη ειδικής τοξικότητας ή δυσλειτουργίας που μπορεί απλά να 

οφείλεται στην υπερ-έκφραση μιας εξωγενούς πρωτεΐνης. Πιθανόν η κάθε 

ισομορφή να αλληλεπιδρά διαφορετικά με τους ίδιους ή με διαφορετικούς ενδο-

νευρώνες, όπως προτείνεται και με την ειδικότητα και το εύρος των φαινοτύπων 

που περιγράφηκαν παραπάνω. 
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2.4.2. Οι ισομορφές 0N3R και 0N4R της πρωτεΐνης Τ επάγουν διαφορετικούς 

μηχανισμούς τοξικότητας. 

Οι φαινοτυπικές διαφορές που παρατηρούνται παραπάνω, ανάμεσα στις δυο 

ισομορφές, θα μπορούσαν να οφείλονται στα διαφορετικά επίπεδα έκφρασης της 

πρωτεΐνης, κάτι που όμως δεν ισχύει, καθότι οι δυο ισομορφές που εξετάστηκαν 

στη παρούσα εργασία εκφράζονται σε παρόμοια επίπεδα (Εικόνα 2- 2).  

 

Εικόνα 2- 2 Παρόμοια επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης Τ σε τρία ανεξάρτητα διαγονίδια. Τα 

επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης Τ ελέχθησαν σε κεφαλές ενήλικων μυγών ηλικίας 1-3 ημερών. Η 

επαγωγή έκφρασης της hTau
0N3R

 και της hTau
0N4R

 πραγματοποιήθηκε υπό τον επαγωγέα ElavGal4. 

Για την 0N4R ισομορφή χρησιμοποιήθηκαν δύο διαφορετικά διαγονίδια, τα οποία σημαίνονται ως 

0N4R και 0N4R*. Τα επίπεδα έκφρασης είναι παρόμοια και για τα τρία διαγονίδια. 

 

Για να αποσαφηνιστεί εάν οι δύο ισομορφές δρουν διαφορετικά σε 

κυτταρικό/μοριακό επίπεδο, αξιολογήθηκαν τα επίπεδα διαλυτότητας και 

συσσωμάτωσης, η κατάσταση φωσφορυλίωσης και το δυναμικό του οξειδωτικού 

στρες καθώς γνωρίζουμε ότι όλα αυτά εμπλέκονται στο μηχανισμό τοξικότητας που 

μεσολαβείτε από την πρωτεΐνη Τ (Alavi Naini and Soussi-Yanicostas, 2015). 

Όπως είναι ήδη γνωστό τα αυξημένα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης Τ οδηγούν 

στη συσσωμάτωσή της (Cowan et al., 2015). Για το λόγο αυτό στη παρούσα έρευνα 

ελέχθησαν τα επίπεδα συσσωμάτωσης ανάλογα με την ηλικία και για τις δύο 

ισομορφές, οι οποίες και παρουσίασαν παρόμοιο μοτίβο συσσωμάτωσης 

(Παράρτημα Α-Εικόνα 4). Στη συνέχεια, μελέτη των επιπέδων φωσφορυλίωσης σε 

προνύμφες ανέδειξε κάποιες σημαντικές διαφορές στα επίπεδα φωσφορυλίωσης 

ανάλογα με την κάθε ισομορφή που εκφράζεται (Παράρτημα Α-Εικόνα 5). Ενώ με 

χρήση των ίδιων αντισωμάτων σε ενήλικες μύγες (Εικόνα 2- 3) βρέθηκε ότι 

υπάρχουν διαφορές στα επίπεδα φωσφορυλίωσης μεταξύ των δυο ισομορφών 

καθώς επίσης και διαφορές που δεν είχαν εντοπιστεί στη μελέτη των προνυμφών 

(Παράρτημα Α-Εικόνα 5). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι όχι μόνο έχουμε 

διαφορές που οφείλονται στην έκφραση διαφορετικής ισομορφής αλλά και 

διαφορές που προκύπτουν ανάλογα με το στάδιο ανάπτυξης της μύγας και 

οφείλονται και αυτές στη διαφορετική έκφραση της κάθε ισομορφής. Οι διαφορές 

αυτές επιβεβαιώθηκαν και με τη χρήση ενός δεύτερου διαγονιδίου 0N4R (hTau0N4R 
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και hTau0N4R*) (Εικόνα 2- 3). Στο στάδιο της προνύμφης, η 0N3R είναι περισσότερο 

φωσφορυλιωμένη στον AT8 επίτοπο και λιγότερο στο TAU-1 σε σχέση με την 0N4R 

(Παράρτημα Α-Εικόνα 5), ενώ στις ενήλικες 0N3R μύγες παρουσιάζονται αυξημένα 

επίπεδα του TAU-1 σε σχέση με τις 0N4R μύγες (Εικόνα 2- 3). Επίσης, τα υψηλά 

επίπεδα φωσφορυλίωσης που παρατηρούνται στις 0N3R προνύμφες για τον AT100 

επίτοπο (Παράρτημα Α-Εικόνα 5) δεν εμφανίζονται και στις ενήλικες μύγες (Εικόνα 

2- 3). Επιπροσθέτως, η 0N3R ισομορφή στις ενήλικες μύγες είναι περισσότερο 

φωσφορυλιωμένη στις θέσεις Ser396/404 (PHF-1) από την 0N4R ισομορφή (Εικόνα 2- 

3), κάτι που δεν παρατηρείται στις προνύμφες. Σημαντική παρατήρηση αποτελεί, 

επίσης, ότι η 0N3R ισομορφή είναι περισσότερο ανοσοδραστική με το αντίσωμα 

MC1 σε σχέση με την 0N4R ισομορφή, υποδηλώνοντας ότι υπάρχουν ουσιαστικές 

διαφορές στην αναδίπλωσή τους και προφανώς και στις επικείμενες παθολογικές 

καταστάσεις, που συσχετίζονται με την δομή, μεταξύ των δύο ισομορφών.  

 

Εικόνα 2- 3. Σύγκριση επιπέδων φωσφορυλίωσης ανάμεσα στις δύο ισομορφές 0N3R και 0N4R της 

πρωτεΐνης Τ σε συγκεκριμένες θέσεις. Η έκφραση της πρωτεΐνης Τ επάγεται με χρήση του παν- 

νευρωνικού επαγωγέα ElavGal4. Τα επίπεδα φωσφορυλίωσης ελέγχονται σε κεφαλές από ενήλικες 

μύγες, ηλικίας 1-3 ημερών, για να συγκριθούν η 0N3R ισομορφή με δύο διαφορετικά διαγονίδια της 

0N4R ισομορφής (hTau
0N4R

 και hTau
0N4R*

). Αντιπροσωπευτικές εικόνες από την ανάλυση των 

επιπέδων φωσφορυλίωσης παρουσιάζονται στο (Α), με τρία ανεξάρτητα πειράματα να έχουν 

πραγματοποιηθεί για την επακόλουθη ποσοτικοποίησή τους (Β). Όπου: hTau
0N3R

 = {ElavGal4 / +; w / 

+; UAShtau
0N3R

 / +}. hTau
0N4R

 = {ElavGal4 /+; w / +; UAShTau
0N4R

 / +} και hTau
0N4R*

 = { ElavGal4 / +; w / 

+; UAShTau
0N4R*

 / +}. 

 

Συνοπτικά, τα δεδομένα υποδηλώνουν ότι οι δύο ισομορφές είναι διαφορετικά 

φωσφορυλιωμένες σε ορισμένες θέσεις αλλά όχι σε όλες και διαφέρουν ανάλογα 

με το αναπτυξιακό στάδιο. Συνεπώς, υπάρχει η ένδειξη ότι τα διαφορετικά επίπεδα 
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φωσφορυλίωσης ανάμεσα στις δύο ισομορφές μπορεί να προκαλούν και τους 

διαφορετικούς φαινοτύπους που παρατηρήθηκαν, ωστόσο είναι κάτι που θα πρέπει 

να διερευνηθεί διεξοδικά στο μέλλον. Επιπλέον, τα δεδομένα αυτά υποστηρίζουν 

την άποψη ότι οι δυο ισομορφές αλληλεπιδρούν με διαφορετικές κινάσες και 

φωσφατάσες.  

Εκτός από την φωσφορυλίωση και την συσσωμάτωση της πρωτεΐνης Τ, το 

οξειδωτικό στρες αποτελεί έναν άλλο μηχανισμό τοξικότητας που μεσολαβείτε από 

την πρωτεΐνη Τ (Dias-Santagata et al., 2007); (Alavi Naini and Soussi-Yanicostas, 

2015). Για το λόγο αυτό, στη συνέχεια εξετάστηκε το δυναμικό του οξειδωτικού 

στρες σε μύγες που εκφράζουν παν-νευρωνικά τις δυο ισομορφές ανεξάρτητα. Οι 

μύγες που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή παρουσίασαν διπλάσια επίπεδα 

οξείδωσης σε σχέση με τις μύγες που εκφράζουν την 0N3R ισομορφή (Παράρτημα 

Α-Εικόνα 6), υποδηλώνοντας ξεκάθαρα ότι και πάλι υπάρχει διαφορά ανάλογα με 

την ισομορφή που εξετάζεται.  

 

2.5. Συζήτηση 

Με τη παρούσα έρευνα αναφέρουμε φαινοτύπους που είναι ειδικοί για κάθε 

ισομορφή στο στάδιο των προνυμφών και σε ενήλικες μύγες Drosophila. Παρόλο 

που τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης μπορεί να επηρεάσουν τους φαινοτύπους, 

με την παρούσα έρευνα αποδείχτηκε ότι οι διαφορές που παρατηρούνται ανάμεσα 

στις δυο ισομορφές δεν οφείλονται στα επίπεδα έκφρασης. Τα αποτελέσματα αυτά 

έρχονται σε συμφωνία με άλλες έρευνες, οι οποίες επίσης παρουσιάζουν διαφορές 

στο φυσιολογικό ρόλο της πρωτεΐνης Τ και οφείλονται στην διαφορετική έκφραση 

της κάθε ισομορφής, συμπεριλαμβανομένων του υπο-κυτταρικού εντοπισμού της 

κάθε ισομορφής, της λειτουργίας τους και των βιοχημικών διεργασιών που 

συσχετίζονται με τις ασθένειες (Liu and Gotz, 2013); (Liu et al., 2016). 

Εδώ και πολλά χρόνια, έχουν αναφερθεί διαφορές ανάμεσα στις διαφορετικές 

ισομορφές, που αφορούν κυρίως τη πιο γνωστή κυτταρική λειτουργία της 

πρωτεΐνης Τ, τη πρόσδεση στους μικροσωληνίσκους. Θεωρείται ότι οφείλονται στο 

γεγονός ότι οι 4R ισομορφές έχουν μια επιπλέον περιοχή πρόσδεσης στους 

μικροσωληνίσκους, που επιτρέπει την 3-φορές μεγαλύτερη συγγένεια για τους 

μικροσωληνίσκους (Goode et al., 2000). Επίσης, η καρβοξυ-τελική περιοχή ρυθμίζει 

με διαφορετικό τρόπο την πρόσδεση στους μικροσωληνίσκους και φαίνεται να 

επηρεάζει την πρόσδεση των 3R ισομορφών σε μεγαλύτερο βαθμό, σε σύγκριση με 

τις 4R ισομορφές (Goode et al., 2000). Εκτός από την πρόσδεση στους 

μικροσωληνίσκους, μια σειρά από άλλες διαφορές που εξαρτώνται από την 

ισομορφή έχουν αναγνωριστεί σε μια πληθώρα άλλων φυσιολογικών ρόλων που 

σχετίζονται με την πρωτεΐνη Τ. Αυτές περιλαμβάνουν διάφορες πρωτεΐνες που 
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αλληλεπιδρούν με την πρωτεΐνη Τ, με την 2N4R ισομορφή να παρουσιάζει 

μεγαλύτερη συγγένεια για πρωτεΐνες που εμπλέκονται στον νευροεκφυλισμό (Liu et 

al., 2016), ενώ κινάσες όπως η Fyn φαίνεται να δεσμεύουν κατά προτίμηση τις 3R 

ισομορφές (Bhaskar et al., 2005). Διαφορές στον υπο-κυτταρικό εντοπισμό έχουν 

επίσης αποκαλυφθεί, όπου οι 0N ισομορφές εμφανίζονται κατά προτίμηση στο 

σώμα και τους άξονες, οι 1N ισομορφές στους δενδρίτες και τον πυρήνα και οι 2N 

ισομορφές στο κυτταρικό σώμα και τους άξονες (Liu and Gotz, 2013). Τέτοια 

ευρήματα έρχονται σε αντίθεση με τη γενικότερη άποψη ότι η πρωτεΐνη Τ 

συμπεριφέρεται κυρίως ως αξονική πρωτεΐνη που εμπλέκεται στη σταθεροποίηση 

των μικροσωληνίσκων, και μαζί με τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας 

ενισχύουν την άποψη ότι η πρωτεΐνη Τ είναι μια πρωτεΐνη με πολλαπλές 

λειτουργίες που πιθανόν να διαφοροποιούνται από την έκφραση διαφορετικών 

ισομορφών. 

Σε συμφωνία με την ιδέα αυτή έρχονται τα δεδομένα που παρέχονται από άλλες 

έρευνες, οι οποίες δείχνουν ότι συγκεκριμένες παθολογικές καταστάσεις είναι 

ειδικές ως προς την ισομορφή, συμπεριλαμβανομένης και της τάσης για δημιουργία 

συσσωματωμάτων (Adams et al., 2010), της μορφολογίας των συσσωματωμάτων 

που σχηματίζονται (Adams et al., 2010) και της διαμόρφωσής τους (Dinkel et al., 

2011). Δεδομένου ότι η υπερ-φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ μπορεί να προάγει το 

σχηματισμό συσσωματωμάτων, πολλές έρευνες έχουν επικεντρωθεί στην 

εξερεύνηση του ρόλου της ψευδο-φωσφορυλίωσης στη συσσωμάτωση της 

πρωτεΐνης Τ in vitro και έχουν ταυτοποιηθεί ενδιαφέρουσες διαφορές ειδικές για 

κάθε ισομορφή  (Combs et al., 2011). Παρόλο που στη παρούσα έρευνα έχουμε 

αναδείξει διαφορές ειδικές με την ισομορφή και διαφορές που εξαρτώνται από το 

αναπτυξιακό στάδιο, αυτές δεν φαίνεται να οδηγούν σε διαφορές στη 

συσσωμάτωση της πρωτεΐνης Τ, τουλάχιστον με βάση την ανάλυση των τεχνικών 

που χρησιμοποιήθηκαν εδώ. Σε επίπεδο υπο-κυτταρικού εντοπισμού έχουν επίσης 

αναφερθεί διαφορές ανάλογες με την ισομορφή καθώς και πως οι αλλαγές αυτές 

συμβαίνουν κατά την διάρκεια εξέλιξης της παθολογίας των  νευροϊνιδικών 

πλεγμάτων (Hara et al., 2013). Συλλογικά, όλες αυτές οι μελέτες φαίνεται ότι 

αρχίζουν να αποσαφηνίζουν γιατί διαφορετικές ισομορφές της πρωτεΐνης Τ  

σχετίζονται με διαφορετικές Τ- πρωτεϊνοπάθειες και για την κυτταρική/μοριακή 

βάση της προδιάθεσης διαφορετικών περιοχών του εγκεφάλου σε αυτές. 

 Όλες οι παραπάνω μελέτες έχουν δείξει ότι υπάρχουν βιοχημικές διαφορές 

ανάλογα με την ισομορφή στη παθολογία της πρωτεΐνης Τ, ωστόσο σχεδόν καμία 

από αυτές δεν έχει συγκρίνει άμεσα και δεν έχει αντιπαραβάλλει τις ισομορφές στο 

ίδιο μοντέλο. Με τη μελέτη αυτή δείξαμε ότι ορισμένοι φαινότυποι που εξαρτώνται 

από την έκφραση της πρωτεΐνης Τ, όπως η διαταραχή της αξονικής μεταφοράς και 

της κινητικότητας των ενηλίκων, είναι ισχυρότεροι για τις 3R ισομορφές 

(Παράρτημα Α-Εικόνα 1), ενώ για άλλους φαινοτύπους, όπως η μάθηση και η 
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μνήμη (Εικόνα 2- 1) και η εκφύλιση των φωτουποδοχέων (Παράρτημα Α-Εικόνα 3) 

είναι πιο τοξική η ισομορφή 4R. Επίσης, σε προηγούμενες μελέτες έχει δειχτεί ότι οι 

ισομορφές hTau0N4R και hTau2N4R εξαλείφουν τα μισχοειδή σωμάτια, ενώ δεν 

παρατηρείται κάτι τέτοιο για την hTau0N3R (Papanikolopoulou and Skoulakis, 2015); 

(Grammenoudi et al., 2008); (Papanikolopoulou et al., 2010). Επιπλέον, η έκφραση 

της hTau0N3R συσχετίζεται με την δυσλειτουργία, χωρίς όμως να επιφέρει νευρωνικό 

θάνατο (Mudher et al., 2004); (Cowan et al., 2010). Επιπροσθέτως, σε άλλες μελέτες 

αναφέρεται ότι συμβαίνει εκφύλιση των φωτο-υποδοχέων ή άλλων περιοχών του 

εγκεφάλου, ωστόσο σε όλες αυτές τις περιπτώσεις εκφράζονται μόνο οι 4R 

ισομορφές (Dourlen et al., 2016); (Chanu and Sarkar, 2016). Απ’ όσο γνωρίζουμε δεν 

υπάρχει κάποια έρευνα, πέρα από την παρούσα, στην οποία να συγκρίνεται άμεσα 

το δυναμικό οξείδωσης των ισομορφών 3R και 4R, όπου η 4R ισομορφή προκαλεί 

ισχυρότερο οξειδωτικό στρες από τις 3R ισομορφές (Παράρτημα Α-Εικόνα 6). Το 

οξειδωτικό στρες έχει αναφερθεί ότι υπάρχει στις Τ-πρωτεϊνοπάθειες που 

εμπλέκουν είτε μόνο είτε και τις δυο 3R και 4R ισομορφές (Alavi Naini and Soussi-

Yanicostas, 2015). Εκτός από τις λίγες έρευνες στη Drosophila, που συστηματικά 

συγκρίνουν τη παθολογία των 3R και 4R ισομορφών, ορισμένες έρευνες στα 

ποντίκια έχουν δείξει ότι η ισορροπία μεταξύ των 4R ισομορφών φαίνεται να 

σχετίζεται περισσότερο με την παθολογία της πρωτεΐνης Τ καθώς και με τα 

συμπεριφορικά ελλείμματα (Schoch et al., 2016). 

Προς το παρόν, ο μοριακός μηχανισμός για αυτές τις διαφορές που υφίστανται στις 

διαφορετικές ισομορφές είναι ασαφής. Τα επίπεδα έκφρασης και οι διαφορές στη 

σταθερότητα της πρωτεΐνης φαίνεται να είναι ορισμένοι παράγοντες που 

συμβάλλουν σε αυτό, καθότι η τοξικότητα που μεσολαβείται από την πρωτεΐνη Τ 

φαίνεται να σχετίζεται με το φορτίο της πρωτεΐνης Τ ενδο-κυτταρικά (Ubhi et al., 

2007). Αυτή η άποψη ενισχύεται από τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας, τα 

οποία αναδύουν διαφορές μεταξύ των ισομορφών  hTau0N3R και hTau0N4R, αν και 

εκφράζονται στα ίδια επίπεδα (Εικόνα 2- 2). Διαφορές στους φωσφορυλιωμένους 

επιτόπους μπορεί επίσης να είναι ένας καθοριστικός παράγοντας καθότι τέτοιες 

διαφορές έχουν συσχετιστεί με τη διαφορική τοξικότητα (Brelstaff et al., 2015), ή τη 

μειωμένη πρόσδεση στους μικροσωληνίσκους (Biernat et al., 1993), υποστηρίζοντας 

τη νευρωνική δυσλειτουργία που μεσολαβείται από την πρωτεΐνη Τ. 

 

2.6. Συμπέρασμα 

Οι έξι διαφορετικές ισομορφές της πρωτεΐνης Τ πολλές φορές θεωρούνται ως η ίδια 

πρωτεΐνη και πράγματι πολλά από τα φυσιολογικά αλλά και παθολογικά 

χαρακτηριστικά τους είναι παρόμοια. Ωστόσο, υπάρχουν σαφείς διαφορές στη 

λειτουργία των ισομορφών, οι οποίες προκύπτουν από τις μεταβλητές Ν-τελικές 

περιοχές και από τις 3 ή 4 περιοχές πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους. Αυτό 
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εκδηλώνεται με διαφοροποιήσεις κατά τη μετα-μεταφραστική ρύθμιση και εν 

συνεχεία στη φυσιολογική κυτταρική λειτουργία τους. Επίσης, όπως αποδείχτηκε 

στη παρούσα έρευνα διαφέρουν και ως προς το παθολογικό δυναμικό τους. 

Συνεπώς, αυτές οι διαφορές που εξαρτώνται από την ισομορφή, πρέπει να 

λαμβάνονται υπ όψιν κατά την ερμηνεία των διαφόρων αποτελεσμάτων στα 

μοντέλα των Τ-πρωτεϊνοπαθειών. Μελλοντικά θα πρέπει να διερευνηθεί πως οι 

διαφορετικές ισομορφές συμβάλλουν στη διαφορική ευαισθησία ορισμένων 

περιοχών του εγκεφάλου και στο μηχανισμό της τοξικότητας που μεσολαβείτε από 

την πρωτεΐνη Τ στις διαφορετικές Τ- πρωτεϊνοπάθειες. 

 

2.7. Παράρτημα Α 

 

 

Παράρτημα Α-Εικόνα 1. Έκφραση της hTau
0N3R

 και όχι της hTau
0N4R

 προκαλεί κινητικές αλλοιώσεις 

και βλάβη στην αξονική μεταφορά. Στατιστικά σημαντική διαφορά παρατηρείται στις μύγες που 

εκφράζουν την 0N3R ισομορφή όσο αφορά τους ελιγμούς μετρούμενους ως η γωνία που αποκλίνει 

από την ευθεία ανά εκατοστό που διανύθηκε (Α) καθώς και μειωμένη συχνότητα συσπάσεων των 

μυών του σώματος (C). Αντίθετα οι μύγες που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή δεν παρουσιάζουν 

καμιά αλλοίωση σε σχέση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου. Παρόμοια τάση παρατηρείται και στη 

ταχύτητα κίνησης, χωρίς ωστόσο να υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά (Β). Στους κινητικούς 

νευρώνες των προνυμφών βρέθηκαν κυστικά συσσωματώματα στις προνύμφες που εκφράζουν την 

0N3R ισομορφή και όχι στις προνύμφες που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή (D). Μπάρα κλίμακας = 

10 μm. Στατιστική ανάλυση: A) WT έναντι hTau
0N3R

 p = 0.0009; hTau
0N3R

 έναντι hTau
0N4R

 p = 0.0001; 

WT έναντι hTau
0N4R

 p = 0.4801. Β) WT έναντι hTau
0N3R

 p = 0.1508 (ns); hTau
0N3R

 έναντι hTau
0N4R

 p = 

0.0928 (ns); WT έναντι hTau
0N4R

 p = 0.7304 (ns). C) WT έναντι hTau
0N3R

 p = 0.0013; hTau
0N3R

 έναντι 

hTau
0N4R

 p = 0.0001;WT έναντι hTau
0N4R

 p = 0.803 (ns) (μη ζευγαρωμένη δοκιμασία 2 ουρών; n = 9–10 

ανά δοκιμή). D) WT έναντι hTau0N3R p = 0.0041; hTau
0N3R

 έναντι hTau
0N4R

 p = 0.0306; WT έναντι 
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hTau0N4R p = 0.0116 (μη ζευγαρωμένη δοκιμασία 2 ουρών ή μιας κατεύθυνσης Anova και στη 

συνέχεια δοκιμασία Bonferroni πολλαπλών συγκρίσεων, n = 5). Όπου: hTau
0N3R

 = {w / +; D42-GAL4 / 

+; UAShtau
0N3R

 / +}. hTau
0N4R

= {w / +; D42-GAL4 / +; UAShTau
0N4R

 / +}. WT= {w / +; D42-GAL4 / +; + /+} 

σε OreR γενετικό υπόβαθρο (μύγες πειραματικού ελέγχου). (τα δεδομένα παρήχθησαν στο 

εργαστήριο της καθηγήτριας Amritpal Mudher) 

 

 

 

Παράρτημα Α-Εικόνα 2. Διαφορετική τοξικότητα ανάλογα με την ισομορφή που εκφράζεται σε 

ενήλικες μύγες Drosophila melanogaster. A) Καμπύλη επιβίωσης αρσενικών μυγών (n = 30) που 

εκφράζουν την 0N3R και την 0N4R ισομορφή υπό τον παν-νευρωνικό επαγωγέα Elav-GAL4 και μυγών 

πειραματικού ελέγχου (WT, Elav/+). Οι μύγες που εκφράζουν την 0N3R ισομορφή παρουσιάζουν 

σημαντικά μικρότερο προσδόκιμο ζωής σε σχέση με τις μύγες που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή ή 

τις μύγες πειραματικού ελέγχου (Log-rank, Mantel-Cox δοκιμασία p = 0.0001). Β) Μέτρηση της 

ικανότητας αναρρίχησης μέχρι την 6
η
 εβδομάδα των μυγών (n = 30) που εκφράζουν την 0N3R και την 

0N4R ισομορφή καθώς και των μυγών πειραματικού ελέγχου, WT. (διπλής κατεύθυνσης ANOVA; p = 

0.0002). Όπου: hTau
0N3R

 = { Elav-GAL4 /+; w /+; UAShtau
0N3R

/+}. hTau
0N4R

 = { Elav-GAL4/+; w/+; 

UAShTau
0N4R

/+}. WT = { Elav-GAL4/+; w/+; +/+} σε OreR γενετικό υπόβαθρο. (Τα δεδομένα 

παρήχθησαν στο εργαστήριο της καθηγήτριας Amritpal Mudher) 
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Παράρτημα Α-Εικόνα 3. Η έκφραση της 0N4R ισομορφής προκαλεί ισχυρότερη τοξικότητα στους 

αισθητήριους υποδοχείς (R7 νευρώνες) σε σχέση με την 0N3R ισομορφή. Οι R7 αισθητήριοι 

νευρώνες στο οπτικό σύστημα της Drosophila εκφράζουν τον δείκτη φθοριμού (myr-RFP) μαζί με την 

0N3R ισομορφή (άνω σειρά) είτε μαζί με την 0N4R ισομορφή (ενδιάμεση σειρά) ή μόνο του (RFP, 

κάτω σειρά). Οι εγκέφαλοι ενήλικων μυγών εξετάστηκαν στις 5 ημέρες (πρώτη στήλη), στις 20 

ημέρες (δεύτερη και τρίτη στήλη) και στις 40 ημέρες (τέταρτη και πέμπτη στήλη). Μπάρα κλίμακας 

10 μm. (A–C) Στους εγκεφάλους 5 ημερών δεν επηρεάζονται οι αισθητήριοι νευρώνες για καμία από 

τις δύο ισομορφές. (D–F) Η έκφραση των hTau
0N3R

 (D) και hTau
0N4R

 (E) για 20 ημέρες οδηγεί σε 

μειωμένο RFP σήμα σε σχέση με τους εγκεφάλους των μυγών πειραματικού ελέγχου (F), ωστόσο οι 

άξονες παραμένουν άθικτοι (G,H). Η έκφραση της hTau
0N3R

 έχει μια τάση να δημιουργεί 

συσσωματώματα στις συνάψεις. (I–K) Στις 40 ημερών μύγες υπάρχει και για τις δύο ισομορφές 

σημαντική μείωση του RFP σήματος και συγκεκριμένα η έκφραση της hTau
0N4R

 οδηγεί σε παντελή 

έλλειψη σήματος σε μια πιο ευρεία περιοχή σε σχέση με τις hTau
0N3R

. (L, M) ο σχηματισμός 

συσσωματωμάτων κατά μήκος των αξόνων και στις συνάψεις είναι μεγαλύτερος για την hTau
0N3R

 (L) 

σε σχέση με την hTau
0N4R (M). Όπου: hTau

0N3R
 = {w / +; panR7-GAL4 / +; UAShtau

0N3R
 / +}. hTau

0N4R
 = 

{w / +; panR7-GAL4; UAShTau
0N4R

 / +}. WT = {w / +; panR7-GAL4; + / +} σε OreR γενετικό υπόβαθρο. 

(Tα δεδομένα παρήχθησαν στο εργαστήριο της καθηγήτριας Amritpal Mudher) 
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Παράρτημα Α-Εικόνα 4. Οι δύο ισομορφές της πρωτεΐνης T δεν έχουν καμία διαφορά στο 

σχηματισμό των αδιάλυτων ολιγομερών. Α) Αντιπροσωπευτική απεικόνιση του διαλυτού (S1 

κλάσμα), του SDS-διαλυτού (S2 κλάσμα) και του αδιάλυτου στο SDS (S3) κλάσματος που προέρχονται 

από κεφάλια ενήλικων μυγών που εκφράζουν τις hTau
0N3R

 και hTau
0N4R

 (παν-νευρωνική έκφραση 

μέσω του Elav-GAL4) σε νεαρές και μύγες 6 εβδομάδων. Β) Ποσοτικοποίηση S3  κλάσματος σε σχέση 

με το άθροισμα όλων των κλασμάτων δεν έδειξε σημαντική διαφορά μεταξύ των μυγών hTau
0N3R

 και 

hTau
0N4R

 (n=4). Όπου: hTau
0N3R

 = { Elav-GAL4 / +; w / +; UAShtau
0N3R

 / +}. hTau
0N4R

 = { Elav-GAL4; w / +; 

UAShTau
0N4R

 / +}. (Tα δεδομένα παρήχθησαν στο εργαστήριο της καθηγήτριας Amritpal Mudher). 

 

 

Παράρτημα Α-Εικόνα 5. Ποσοτικοποίηση των επιπέδων φωσφορυλίωσης σε προνύμφες που 

εκφράζουν τις hTau
0N3R

 και hTau
0N4R

. Η έκφραση και των δύο ισομορφών επάγεται με χρήση του 

επαγωγέα D42-GAL4 και εξετάζονται τα επίπεδα φωσφορυλίωσης σε προνύμφες τρίτου σταδίου. 

Αντιπροσωπευτική απεικόνιση των φωσφορυλιώσεων με χρήση διαφορετικών αντισωμάτων. Και οι 

δύο ισομορφές παρουσιάζουν παρόμοια επίπεδα φωσφορυλίωσης για τις θέσεις pS262 (A), AT180 

(D) και pS396 (E). Ωστόσο, η hTau0N4R*  παρουσιάζει χαμηλότερα επίπεδα φωσφορυλίωσης για τις 

θέσεις AT8/Tau-1 (B και C) και AT100 (F). Η έκφραση και των δύο ισομορφών βρίσκεται σε παρόμοια 

επίπεδα (G). Όπου: hTau
0N3R

 = {w / +; D42-GAL4 / +; UAShTau
0N3R

 / +}. hTau
0N4R*

 = {w / +; D42-GAL4 / 

+; UAShTau
0N4R*

 / +}. 
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Παράρτημα Α-Εικόνα 6. Οξειδωτικό στρες σε μύγες που εκφράζουν τις hTau
0N3R

 και hTau
0N4R

 

ισομορφές. Παν- νευρωνική έκφραση των δύο ισομορφών με χρήση του επαγωγέα Elav-GAL4 

προκαλεί οξειδωτικό στρες σε μύγες ηλικίας μιας ημέρας. Τα επίπεδα οξείδωσης που 

παρατηρούνται στις μύγες που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή είναι υψηλότερα από αυτά των 

μυγών που εκφράζουν την 0N3R ισομορφή. Στο γράφημα απεικονίζεται ο μέσος όρος από 9 

ανεξάρτητα πειράματα. Στατιστική ανάλυση με t-δοκιμασία: μύγες πειραματικού ελέγχου (Elav/+) 

έναντι hTau
0N3R

, p = 0.0145; hTau
0N3R

 έναντι hTau
0N4R

, p = 0.04; μύγες πειραματικού ελέγχου (Elav/+) 

έναντι hTau
0N4R

, p = 0.008. Όπου: hTau
0N3R

 = { Elav-GAL4 / +; w / +; UAShtau
0N3R

 / +}. hTau
0N4R

 = { Elav-

GAL4 / +; w / +; UAShTau
0N4R

 / +}. WT = { Elav-GAL4 / +; w / +; +/ +} σε OreR γενετικό υπόβαθρο. (Tα 

δεδομένα παρήχθησαν στο εργαστήριο της καθηγήτριας Amritpal Mudher) 
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2.8. Παράρτημα Β-Συμπληρωματικές εικόνες 

 

 

Συμπληρωματική Εικόνα 2- 1. Μύγες που εκφράζουν την ισομορφή 0N3R έχουν μικρότερο 

προσδόκιμο ζωής και μειωμένη ικανότητα αναρρίχησης σε σχέση με ένα ανεξάρτητο διαγονίδιο 

για την 0N4R ισομορφή. Α) Παρόμοια επίπεδα έκφρασης παρουσιάζουν οι ισομορφές hTau
0N3R

 και 

hTau
0N4R*

, όπως παρουσιάζεται με την ανοσοαποτύπωση κατά Western. Β) Το προσδόκιμο ζωής των 

hTau
0N3R

 μυγών είναι σημαντικά μειωμένο σε σχέση με αυτό των μυγών hTau
0N4R*

 (Mantel-Cox; p = 

0.0001, n = 30). Η συγκεκριμένη πειραματική διαδικασία πραγματοποιείται στους 23°C, ενώ σε 

υψηλότερη θερμοκρασία παρατηρούνται ισχυρότεροι φαινότυπο για την 0N4R ισομορφή, όπως έχει 

ήδη δημοσιευθεί (Papanikolopoulou and Skoulakis, 2015). C) Σύγκριση ικανότητας αναρρίχησης για 

το χρονικό διάστημα των 6 εβδομάδων, έδειξε ότι hTau
0N3R

 μύγες παρουσιάζουν σημαντικά 

μειωμένη ικανότητα αναρρίχησης σε σύγκριση με τις hTau
0N4R*

 μύγες. (δοκιμασία ANOVA δυο 

κατευθύνσεων; p = 0.0001, n = 30). (Tα δεδομένα παρήχθησαν στο εργαστήριο της καθηγήτριας 

Amritpal Mudher) 
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Συμπληρωματική Εικόνα 2- 2. Έκφραση της πρωτεΐνης Τ προκαλεί βλάβη στην ακεραιότητα της 

μεμβράνης. Σε εγκεφάλους από μύγες ηλικίας 6 εβδομάδων, η μεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη 

(chaoptin, 24B10 antiserum) σημαίνει τους φωτο-υποδοχείς του οπτικού συστήματος της Drosophila. 

Η γλυκοπρωτεΐνη ανιχνεύεται οριακά στους άξονες που εκφράζουν την 0N3R ισομορφή (B) και είναι 

εντελώς απούσα στις μύγες που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή (C). Μπάρα κλίμακας = 10 μm. (Tα 

δεδομένα παρήχθησαν στο εργαστήριο της καθηγήτριας Amritpal Mudher) 
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Supplementary data 

Supplementary Figure 1 

 

 

Suppl. Fig. 1. Tau expression is similar in three independent transgenic lines. 

Tau expression was probed in 1–3 day-old adult fly heads in which ELAV was used to drive pan-

neuronal expression of hTau
0N3R

 and hTau
0N4R

 (from two independent p-element insertion lines that 

we have called hTau
0N4R

 and hTau
0N4R*

) to distinguish them. Total tau levels are comparable in the 

three lines. The hTau
0N4R

 line was used in most studies described in this manuscript with only some 

experiments conducted with the hTau
0N4R*

 line. The parental line used is always stated in the legend 

for all figures. 
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Supplementary Figure 2 

 

Suppl. Fig. 2. hTau
0N3R

 mediates a stronger lifespan reduction and locomotor phenotype even when 

compared to an independent hTau
0N4R

 p-element insertion line. (A) Equal human tau expression 

demonstrated by Western blots from adult fly heads taken from Elav-GAL4 driven hTau
0N3R

 and 

hTau
0N4R*

 expressing flies. (B) The lifespan of hTau
0N3R

 flies is significantly shorter than that of 

hTau
0N4R*

 expressing flies (Mantel-Cox; p = 0.0001, n = 30). This data is generated when the flies were 

reared at 23 °C; at higher temperatures, stronger phenotypes are evident, as previously published for 

UAS-hTau
0N4R*

 (Papanikolopoulou and Skoulakis, 2015). (C) Comparison of climbing ability over 

6 weeks of hTau
0N3R

 and hTau
0N4R⁎

 expressing flies shows that hTau
0N3R

 expressing flies exhibit 

significantly increased deficits in climbing over age compared with hTau
0N4R*

 expressing flies (2-way 

ANOVA; p = 0.0001, n = 30). Error bars are plotted as ± S.E.M. 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/western-blot
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0969996117301067?via%3Dihub#bb0130
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Supplementary Figure 3 

 

Suppl. Fig. 3. Tau expression destroys membrane integrity. 

(A) In 6 weeks old brains the membrane glycoprotein chaoptin (24B10 antiserum) 

labels photoreceptors in the Drosophila visual system. (B, C) Chaoptin can barely be detected in 

hTau
0N3R

 expressing axons (B) and is lost from hTau
0N4R

 expressing sensory axons (C). Note that gain is 

1.8 times higher in B, C than A. Scale Bar = 10 μm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/membrane-protein
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/photoreceptor
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3. Τα συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ δρουν επιτρεπτικά έναντι των 

διεργασιών που αποτελούν τη βάση για την εξαρτώμενη από την 

πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη, PSD-M, στη Drosophila Melanogaster. 

Υπό υποβολή σε έγκριτο επιστημονικό περιοδικό 

 

3.1. Περίληψη 

Ένα από τα πιο κοινά χαρακτηριστικά των περισσοτέρων Τ-πρωτεϊνοπαθειών, 

συμπεριλαμβανομένων και αυτών που δεν εμπλέκουν μεταλλαγμένη πρωτεΐνη Τ, 

όπως η νόσος του Alzheimer, είναι τα χρονο-εξαρτώμενα ελλείμματα στη μάθηση 

και μνήμη, γεγονός που εμφανίζεται ξεκάθαρα και στο δικό μας μοντέλο Τ-

πρωτεϊνοπαθειών της D. melanogaster. Ωστόσο, δεν είναι σαφές μέχρι τώρα εάν 

αυτά τα ελλείμματα στη μάθηση και μνήμη είναι απόρροια μη αναστρέψιμων 

δυσλειτουργιών ή εκφυλισμένων νευρώνων. Για το σκοπό αυτό, εγκαθιδρύσαμε ένα 

πρωτόκολλο με το οποίο καταστέλλεται η έκφραση της ανθρώπινης ισομορφής 

0N4R της πρωτεΐνης Τ, γεγονός που είχε ως αποτέλεσμα την αναστροφή της 

ελλειμματικής μάθησης. Αυτό πιθανόν υποδεικνύει ότι τα γνωστικά ελλείμματα 

προκύπτουν ναι μεν από δυσλειτουργικούς νευρώνες αλλά άθικτους και ίσως να 

είναι επίσης φαρμακολογικά αναστρέψιμα και σε ασθενείς, τουλάχιστον πριν τα 

μεταγενέστερα εκφυλιστικά στάδια της νόσου. Ιδιαίτερα σημαντική ήταν η 

παρατήρηση ότι η αναστροφή της ελλειμματικής μνήμης συνδυάζεται και με 

ταυτόχρονη αύξηση των συσσωματωμάτων της πρωτεΐνης Τ. Τα μη διαλυτά 

συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ έχουν συνδεθεί άρρηκτα με τις 

νευροεκφυλιστικές Τ- πρωτεϊνοπάθειες, ωστόσο είναι ακόμα ασαφές ποια είδη 

επακριβώς συμβάλλουν στη τοξικότητα, καθότι έχει δειχθεί ότι μπορεί να επέλθει 

εκφύλιση των νευρώνων και χωρίς την δημιουργία των NFTs. Τα δεδομένα στη 

παρούσα έρευνα υποστηρίζουν σθεναρά την άποψη ότι τα μη διαλυτά 

συσσωματώματα είναι προστατευτικά σε νευρωνικές διεργασίες (ή έστω τις 

επιτρέπουν), οι οποίες αποτελούν τη βάση για την εξαρτώμενη από την 

πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη, PSD-M. Αναστολή σχηματισμού των συσσωματωμάτων 

των 0N4R και 0N3R ισομορφών της πρωτεΐνης Τ με το μπλε του μεθυλενίου, είχε ως 

συνέπεια την πρόκληση ελλειμματικής μνήμης, γεγονός που υποδεικνύει ότι 

φάρμακα που προωθούν τη συσσωμάτωση μπορεί να είναι καταλληλότερα για την 

θεραπεία των γνωστικών ελλειμμάτων σε ασθενείς με AD, παρά τα φάρμακα τα 

οποία δρουν ανασταλτικά έναντι της συσσωμάτωσης, όπως το MetBlu. 
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3.2. Εισαγωγή 

Το ανθρώπινο γονίδιο τ βρίσκεται στο χρωμόσωμα 17 στη γενετική θέση q21.1. Από 

το εναλλακτικό μάτισμα ενός μεταγράφου mRNA  προκύπτουν έξι ισομορφές της 

πρωτεΐνης Τ στον ενήλικο ανθρώπινο εγκέφαλο (Andreadis, 2005), που κυμαίνονται 

σε μέγεθος από 352 έως 441 αμινοξέα. Οι ισομορφές αυτές διαφέρουν από την 

απουσία ή την παρουσία ενός ή δύο ενθέσεων στο αμινο-τελικό άκρο (0Ν, 1Ν, 2Ν), 

σε συνδυασμό με τη προσθήκη του εξωνίου 10 ή τον αποκλεισμό του από το mRNA 

(Andreadis et al., 1992). Αυτό οδηγεί σε ισομορφές με 3 (ισομορφές 3R) ή 4 

(ισομορφές 4R) επαναλήψεις στο καρβοξυ-τελικό άκρο (Goedert et al., 1989), οι 

οποίες διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο στις αλληλεπιδράσεις με τους 

μικροσωληνίσκους (Buée et al., 2000). Οι διάφορες ισομορφές εκτός από την 

διαφοροποίησή τους σε λειτουργικές περιοχές, όπως οι περιοχές πρόσδεσης των 

μικροσωληνίσκων (Goode et al., 2000), παρουσιάζουν διαφορές και στη φυσιολογία 

τους καθώς και στο παθολογικό δυναμικό τους. Αρκετές μελέτες έχουν δείξει ότι οι 

διαφορετικές ισομορφές παρουσιάζουν διακριτές διαφορές ως προς την τάση τους 

να συσσωματώνονται (Adams et al., 2010), τα είδη των συσσωματωμάτων που 

δημιουργούν (Dinkel et al., 2011), ως προς την επανο-τοποθέτησή τους κατά τον 

σχηματισμό των NFTs (Hara et al., 2013); (Liu & Götz, 2013), το δυναμικό 

φωσφορυλίωσής τους και τοξικότητας τους (Sealey et al., 2017). 

Η αναλογία των ισομορφών 3R προς 4R στον ενήλικο ανθρώπινο εγκέφαλο είναι 

περίπου 1. Διατάραξη αυτής της αναλογίας των ισομορφών σχετίζεται με τις 

ασθένειες, υποδεικνύοντας τη σημασία διατήρησης μιας ισορροπίας των 

ισομορφών 3R:4R στους υγιείς νευρώνες. Επιπλέον, ένα χαρακτηριστικό που 

διαφοροποιεί τις Τ- πρωτεϊνοπάθειες, είναι ότι δεν απαντάται σε αυτές ο 

σχηματισμός των συσσωματωμάτων από τις ίδιες ισομορφές της πρωτεΐνης Τ. Για 

παράδειγμα, στη νόσο του Alzheimer (AD), όλες οι ισομορφές της πρωτεΐνης Τ 

σχηματίζουν ινίδια, ενώ σε άλλες αποτελούνται κυρίως από είτε 3R, π.χ. νόσος του 

Pick, είτε από 4R ισομορφές, π.χ. στην προοδευτική υπερπυρηνική παράλυση, στον 

φλοιοβασικό εκφυλισμό, και στην άνοια αργυλοφιλικών κόκκων (Rábano et al., 

2013); (Spillantini & Goedert, 2013).  

Τα μη διαλυτά συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ έχουν συνδεθεί άρρηκτα με τις 

νευροεκφυλιστικές Τ-πρωτεϊνοπάθειες (Delacourte & Buée, 2000); (Geschwind, 

2003); (Trojanowski & Lee, 2005). Ο σχηματισμός των νευροϊνιδικών πλεγμάτων 

φαίνεται να είναι καθοριστικής σημασίας για την παθολογία των Τ-

πρωτεϊνοπαθειών, ωστόσο λίγα είναι γνωστά για το μηχανισμό σχηματισμού τους 

καθώς και για τον ρόλο των ενδιάμεσων διαλυτών ολιγομερών και των ζευγών 

ελικοειδών ινιδίων. Η υπερ-φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ συμβάλλει στο 

σχηματισμό των NFTs, ωστόσο η συσσώρευσή τους από μόνη της μπορεί να είναι 

ανεπαρκής για την πρόκληση κυτταρικού θανάτου, καθότι μελέτες σε ασθενείς με 



212 
 

AD δείχνουν ότι η απώλεια νευρώνων και τα γνωστικά ελλείμματα προηγούνται του 

σχηματισμού NFTs (Haroutunian et al., 2007). Σε διάφορα ζωικά μοντέλα, 

συμπεριλαμβανομένης και της D. melanogaster, έχει δειχτεί ότι τα ολιγομερή της 

πρωτεΐνης Τ, τα οποία εμφανίζονται πριν το σχηματισμό των NFTs, συμβάλλουν στο 

θάνατο των νευρωνικών κυττάρων, ενώ τα NFTs δεν σχετίζονται με αυτόν (Cowan et 

al., 2012); (Lasagna-Reeves et al., 2011a); (Kim et al., 2016); (Cook et al., 2015). 

Επιπλέον, σε ορισμένες έρευνες έχει δειχτεί ότι μπορεί να επέλθει εκφύλιση των 

νευρώνων και χωρίς τη δημιουργία NFTs (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2011); 

(Wang et al., 2015); (Wittmann et al., 2001); (Mudher et al., 2004). Επιπροσθέτως, οι 

πιο πρόσφατες μελέτες δείχνουν ότι η διαμεσολαβούμενη από την πρωτεΐνη Τ 

δυσλειτουργία και τοξικότητα δεν απαιτούν συσσωμάτωση αλλά προκαλούνται από 

τη διαλυτή φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη Τ, ενώ σε ορισμένες μελέτες in vivo έχει 

δειχθεί ότι ορισμένα συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ, ιδιαίτερα τα ολιγομερή, 

μπορεί ακόμα και να έχουν προστατευτικό ρόλο έναντι της τοξικότητας της 

πρωτεΐνης Τ (Cowan et al., 2015).  

Η χρήση της D. melanogaster ως μοντέλο των Τ-πρωτεϊνοπαθειών έχει συμβάλλει 

σημαντικά στη κατανόηση του συσχετισμού της τοξικότητας που παρατηρείται 

στους ανθρώπους με τη συσσώρευση των υπερ-φωσφορυλιωμένων προ –ινιδίων 

της πρωτεΐνης Τ (Wittmann et al., 2001); (Steinhilb et al., 2007a); (Steinhilb et al., 

2007b); (Feuillette et al., 2010). Πρόσφατα, αναγνωρίστηκαν δυο θέσεις 

φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ, η Ser238 και η Thr245, ως απαραίτητες για τη 

τοξικότητά της στα μισχοειδή σωμάτια (Kosmidis et al., 2010); (Papanikolopoulou et 

al., 2010) και για την πρόωρη θνησιμότητα (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). 

Επιπλέον, βρέθηκε ότι η ισομορφή 0N4R της πρωτεΐνης Τ και όχι η ισομορφή 0N3R 

προκαλεί ελλείμματα στη μάθηση και μνήμη (Sealey et al., 2017). Ενώ, καθοριστικός 

είναι ο ρόλος της φωσφορυλίωσης στη θέση Ser262 για τα μαθησιακά ελλείμματα, 

αφού πρόσφατα αποδείχτηκε ότι αντικατάστασή της με αλανίνη δίνει φυσιολογική 

απόδοση των ζώων στη μάθηση (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015).  

Ωστόσο, ένα από τα βασικά ερωτήματα που προκύπτουν από όλες τις παραπάνω 

έρευνες είναι αν τα ελλείμματα στη μάθηση και μνήμη είναι απόρροια μη 

αναστρέψιμων δυσλειτουργιών ή εκφυλισμένων νευρώνων. Προηγούμενες έρευνες 

σε μοντέλα διαγονιδιακών ποντικών με ρυθμιζόμενη έκφραση των μεταλλάξεων 

P301L και ΔK280 στο γενετικό υπόβαθρο της 0N4R ισομορφής, έδειξαν ότι η 

καταστολή έκφρασης της πρωτεΐνης Τ βελτιώνει τη μνήμη, χωρίς όμως να μειώνει 

και τα μεγάλα συσσωματώματα (Santacruz et al., 2005); (Sydow et al., 2011); (Van 

der Jeugd et al., 2012). Ωστόσο, όλες οι παραπάνω έρευνες έχουν χρησιμοποιήσει 

μεταλλαγμένες μορφές της πρωτεΐνης Τ και υπάρχει έλλειψη δεδομένων για την 

πρωτεΐνη Τ αγρίου τύπου. Συνεπώς, ένας από τους πρωταρχικούς στόχους της 

παρούσας έρευνας είναι να διερευνήσουμε αν τα ελλείμματα στη μάθηση και 

μνήμη μπορούν να αναστραφούν και στο πειραματικό μοντέλο των Τ-
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πρωτεϊνοπαθειών της D. melanogaster, με χρήση διαφόρων ισομορφών της 

πρωτεΐνης Τ αγρίου τύπου. Η υπόθεση που έχει τεθεί είναι ότι τα γνωστικά 

ελλείμματα που προκύπτουν λόγω έκφρασης της πρωτεΐνης Τ προκύπτουν ναι μεν 

από δυσλειτουργικούς νευρώνες αλλά προφανώς άθικτους και ίσως αυτό να 

υποδεικνύει ότι τα ελλείμματα αυτά μπορεί να είναι επίσης φαρμακολογικά 

αναστρέψιμα και σε ασθενείς, τουλάχιστον πριν τα τελικά στάδια της νόσου (Braak 

& Braak, 1996); (Lee et al., 2001). 

Επιπλέον, ένα ακόμα βασικό ερώτημα που τίθεται στη παρούσα έρευνα, είναι ο 

ρόλος των συσσωματωμάτων σε νευρωνικές διεργασίες, οι οποίες αποτελούν τη 

βάση για την εξαρτώμενη από την πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη, PSD-M, στη Drosophila. 

Προς αποσαφήνιση του παραπάνω ερωτήματος έγινε χρήση του αναστολέα 

σχηματισμού συσσωματωμάτων, του μπλε του μεθυλενίου (MetBlu). To MetBlu έχει 

χρησιμοποιηθεί σε διάφορες μελέτες, συμπεριλαμβανομένου και του πειραματικού 

μοντέλου ποντικού της μετωποκροταφικής άνοιας, και έχει δειχτεί ότι η χορήγησή 

του αποτρέπει ή επαναφέρει τις γνωστικές λειτουργίες (Santacruz et al., 2005); 

(Sydow et al., 2011); (Van der Jeugd et al., 2012). Ωστόσο, όταν το MetBlu 

δοκιμάστηκε σε ασθενείς με AD και πέρασε στις δοκιμές φάσης ΙΙΙ, δεν απέδωσε τα 

επιθυμητά αποτελέσματα (Gauthier et al., 2016). Πιθανότατα ο λόγος αποτυχίας 

του συγκεκριμένου φαρμάκου ήταν ότι αναστέλλει συγκεκριμένες μορφές 

συσσωματωμάτων και όχι για παράδειγμα το σχηματισμό των GTOs (Soeda et al., 

2015). Σε διάφορες μελέτες έχει δειχτεί ότι και τα GTOs, μπορεί να διαδραματίζουν 

ουσιαστικό ρόλο στις διεργασίες τοξικότητας (Cowan & Mudher, 2013), ενώ ακόμα 

και τα διαλυτά ολιγομερή της πρωτεΐνης Τ είναι υπεύθυνα για την εξέλιξη της 

νόσου (Shin et al., 2020). 

Συλλογικά η παρούσα έρευνα μαζί με τα αποτελέσματα άλλων ερευνών έχει ως 

στόχο να αποσαφηνίσει αν οι γνωστικές δυσλειτουργίες των Τ-πρωτεϊνοπαθειών 

είναι απόρροια δυσλειτουργικών και εκφυλισμένων ή άθικτων νευρώνων, καθώς 

και του ρόλου που διαδραματίζουν τα συσσωματώματα στις διεργασίες που 

απαιτούνται για την εξαρτώμενη από την πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη. Πιθανόν 

φάρμακα που στοχεύουν τη συσσωμάτωση της πρωτεΐνης Τ, και συγκεκριμένα την 

επάγουν, να είναι καταλληλότερα για την θεραπεία των γνωστικών δυσλειτουργιών 

στον άνθρωπο. 

 

3.3. Υλικά και μέθοδοι 

3.3.1. Καλλιέργεια και στελέχη Drosophila melanogaster 

Οι διασταυρώσεις της Drosophila πραγματοποιήθηκαν μαζικά σε συνήθη τροφή 

που περιέχει αλεύρι σίτου, ζάχαρη, αλεύρι σόγιας και CaCl2. Οι Καλλιέργειες 



214 
 

πραγματοποιήθηκαν στους 18οC με υγρασία 50-70% σε 12 ώρες κύκλο 

φωτός/σκοταδιού, εκτός των περιπτώσεων που υποδεικνύεται κάτι διαφορετικό. Οι 

επαγωγείς που χρησιμοποιήθηκαν είναι για την παν-νευρωνική έκφραση ο Elavc155-

Gal4; TubGal80ts και για την έκφραση σε όλα τα μισχοειδή σωμάτια, ο LeoMB-Gal4; 

TubGal80ts.  

Για τη δημιουργία των διαγονιδιακών μυγών της ανθρώπινης 0N4R ισομορφής που 

έχει εισαχθεί σε συγκεκριμένη θέση (0N4Ra1 και 0N4Ra2) χρησιμοποιήθηκε ο 

βακτηριακός πλασμιδιακός φορέας pGEX-5x που εκφράζει την ισομορφή 0N4R της 

πρωτεΐνης Τ, ο οποίος ελήφθη από τον Δρ. Martin Chow (Πανεπιστήμιο του 

Κεντάκι). Το cDNA κλωνοποιήθηκε στον φορέα pUAS.attB  (Bischof et al., 2007) με 

χρήση των περιοριστικών ενζύμων Bgl II/XbaI. Η σωστή αλληλουχία των 

μεταλλαγμάτων επιβεβαιώθηκε με την τεχνική της αλληλούχισης (sequencing, VBC-

biotech). Οι διαγονιδιακές μύγες δημιουργήθηκαν με τη βοήθεια του phiC31 από 

την BestGene Inc. (Chino Hills, CA, Ηνωμένες Πολιτείες). Τα DNAs εισήχθησαν στη 

θέση  53Β2 και ZH-86Fb του γονιδιώματος και συγκεκριμένα στο δεύτερο 

χρωμόσωμα και τρίτο χρωμόσωμα αντίστοιχα (BDSC #9736 και BDSC#24749). Το 

διπλό διαγονιδιακό στέλεχος για την 0N4R ισομορφή της πρωτεΐνης Τ (0N4R2a) 

κατασκευάστηκε με κατάλληλες διασταυρώσεις των δύο παραπάνω διαγονιδίων 

(0N4Ra1 και 0N4Ra2) και συνεπώς περιέχει το 0N4Ra1 διαγονίδιο στο δεύτερο 

χρωμόσωμα και το 0N4Ra2 στο τρίτο χρωμόσωμα. Οι διαγονιδιακές μύγες για την 

ανθρώπινη ισομορφή 0N4R της πρωτεΐνης Τ που έχουν κατασκευαστεί σε τυχαία 

εισαγόμενη θέση (hTau0N4R, 0N4R) ελήφθησαν από την M. Feany (Ιατρική Σχολή του 

Χάρβαρντ, Βοστώνη, Ηνωμένες Πολιτείες). 

Για την διενέργεια των πειραμάτων που περιγράφονται παρακάτω 

πραγματοποιήθηκαν οι κατάλληλες διασταυρώσεις και οι πειραματικοί απόγονοι 

επιλέχθησαν κατά περίπτωση, όπως περιγράφονται παρακάτω: 

Μύγες πειραματικού ελέγχου. Επιλογή όλων των απογόνων: 

                     Elavc155-Gal4; TubGal80ts 

Θηλυκά                          ή                             X  Αρσενικά w1118 

                      LeoMB-Gal4; TubGal80ts 

 

Μύγες πειραματικού ελέγχου. Επιλογή όλων των απογόνων: 

Θηλυκά w1118      X     Αρσενικά     0N4R ή 0N4Ra1 ή 0N4Ra2 ή 0N4R2a 
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Πειραματικές Μύγες. Επιλογή όλων των απογόνων: 

                     Elavc155-Gal4; TubGal80ts                        

Θηλυκά                     ή                             X    Αρσενικά 0N4R ή 0N4Ra1  

                            LeoMB-Gal4; TubGal80ts                                      ή 0N4Ra2 ή 0N4R2a 

 

3.3.2. Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών κατά Western 

Για την αξιολόγηση των συνολικών επιπέδων έκφρασης της πρωτεΐνης Τ 

πραγματοποιήθηκε ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών κατά Western. Για την ανάλυση 

των δειγμάτων, συνολικά 4-5 κεφάλια από ενήλικες μύγες ηλικίας ανάλογα με την 

περίπτωση και όπως υποδεικνύεται παρακάτω, ομογενοποιήθηκαν σε 20μl  

ρυθμιστικού διαλύματος 1Χ Laemmli (50 mM Tris pH 6.8, 5% 2- μερκαπτοαιθανόλη,  

2% SDS, 10% γλυκερόλη και 0.01% μπλε της βρωμοφαινόλης), και αφέθηκαν να 

βράσουν στους 95οC για 5 λεπτά και εν συνεχεία φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά στις 

14000 RPM σε θερμοκρασία δωματίου. Για την κανονικοποίηση των δειγμάτων και 

την εξάλειψη σφαλμάτων κατά τη φόρτωση των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε το 

πρωτογενές αντίσωμα συνταξίνη (mAb 8C3, Developmental Hybridoma Bank) σε 

συγκέντρωση 1: 5.000. Το πρωτογενές αντίσωμα που χρησιμοποιήθηκε έναντι της 

ολικής πρωτεΐνης Τ είναι το T46 (Invitrogen) σε συγκέντρωση 1:3000. Τα 

δευτερογενή αντισώματα χρησιμοποιήθηκαν σε συγκέντρωση 1:5000 και το σήμα 

ανιχνεύθηκε με χημειοφωταύγεια (ECL plus). 

 

3.3.3. Δοκιμασία διαλυτότητας της πρωτεΐνης Τ  για εμπλουτισμό των 

ολιγομερών 

Η διαδικασία αυτή χρησιμοποιείται για την καταμέτρηση των αδιάλυτων 

ολιγομερών της πρωτεΐνης Τ, όπως προηγουμένως έχει περιγραφεί (Cowan et al., 

2015). Συνολικά 30 κεφάλια από τις πειραματικές μύγες ελέγχου ομογενοποιούνται 

σε 120 μΙ ρυθμιστικού διαλύματος TBS/σουκρόζης (50 mM Tris-HCl ρΗ 7,4, 175 mM 

NaCl, 1 Μ σουκρόζη, 5 mM EDTA και μίγμα αναστολέων πρωτεάσης). Στη συνέχεια, 

τα δείγματα φυγοκεντρούνται για 2 λεπτά στα 1000 g και το ίζημα απορρίπτεται. Το 

υπερκείμενο φυγοκεντρείται στα 186.000 g για 2 ώρες και στους 4°C. Το 

υπερκείμενο που προκύπτει αναφέρεται ως δείγμα "S1" - υδατοδιαλυτό κλάσμα. Το 

ίζημα επαναιωρείται σε ρυθμιστικό διάλυμα 5% SDS/TBS (50 mM Tris-HCl ρΗ 7,4, 

175 mM NaCl, 5% SDS) και φυγοκεντρείται στα 186.000 g για 2 ώρες στους 25°C. Το 

υπερκείμενο που προκύπτει αναφέρεται ως δείγμα "S2" - διαλυτό σε SDS, μη 

υδατοδιαλυτό κλάσμα. Τέλος, μια πλύση του ιζήματος πραγματοποιείται με 

επαναδιάλυσή του σε ρυθμιστικό διάλυμα 5% SDS/TBS (50 mM Tris-HCl ρΗ 7,4, 175 
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mM NaCl, 5% SDS και μίγμα αναστολέων πρωτεάσης) και στη συνέχεια 

φυγοκεντρείται στα 186.000 g για 2 ώρες στους 25°C. Το υπερκείμενο απορρίπτεται 

και το ίζημα επαναδιαλύεται σε ρυθμιστικό διάλυμα ουρίας 8 Μ, 8% SDS (50 mM 

Tris-HCl ρΗ 7,4, 175 mM NaCl, 8% SDS, 8 Μ ουρία και μίγμα αναστολέων 

πρωτεάσης) και αφήνεται υπό ανάδευση για 12-18 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου 

(δείγμα "S3"). Όλα τα δείγματα αραιώνονται σε 2Χ ρυθμιστικό διάλυμα Laemmli και 

αφήνονται να βράσουν για 5 λεπτά. Το "S1" και το "S2" φορτώνονται σε 

ισοδύναμους όγκους), ενώ η διπλάσια ποσότητα του "S3" φορτώνεται σε σύγκριση 

με το "S1" και το "S2".  

 

3.3.4. Εξαγωγή του RNA και RT-PCR 

Η διαδικασία αυτή χρησιμοποιείται, όπως έχει περιγραφεί προηγουμένως (Prifti et 

al., 2021). Το ολικό RNA εξήχθη από τις κεφαλές μυγών χρησιμοποιώντας το 

αντιδραστήριο TRI Reagent® (Sigma-Aldrich) και ακολουθώντας τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Η αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής από ολικό RNA που έχει 

υποστεί επεξεργασία με DNase Ι διεξήχθη χρησιμοποιώντας την αντίστροφη 

τρανκριπτάση SuperScript® II (Invitrogen). Δείγματα 1 μl cDNA από κάθε αντίδραση 

RT υποβλήθηκαν στη συνέχεια σε PCR χρησιμοποιώντας την Go Taq® Flexi DNA 

πολυμεράση (Promega, Madison, WI, USA). Οι ημι-ποσοτικές αναλύσεις PCR 

πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας τις ακόλουθες συνθήκες: αρχικά 

μετουσίωση στους 95°C για 10 λεπτά και ακολούθως 28 κύκλοι, όπου ο κάθε κύκλος 

συνίσταται σε ένα βήμα αποδιάταξης του DNA στους 95°C για 1 λεπτό και στη 

συνέχεια υβριδοποίηση των εκκινητών στους 62°C για 40 δευτερόλεπτα και έπειτα 

επιμήκυνση του εκκινητή στους 72°C για 1 λεπτό. Για την κανονικοποίηση των 

δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε το ριβοσωμικό γονίδιο rp49. Οι εκκινητές που 

χρησιμοποιήθηκαν είναι οι εξής: 

Tau-F: 5′-CCCGCACCCCGTCCCTTCC-3′ 

Tau-R: 5′-GATCTCCGCCCCGTGGTCTGTCTT-3′ 

rp49-F: 5′-GATCGTGAAGAAGCGCAC-3′ και  

rp49-R: 5′-CTTCTTGAATCCGGTGGG-3′.  

 

3.3.5. Προσδιορισμός προσδόκιμου ζωής σε ενήλικα ζώα Drosophila 

Για τον προσδιορισμό της διάρκειας ζωής χρησιμοποιήθηκαν οι αρσενικοί ενήλικοι 

απόγονοι από τις διασταυρώσεις του επαγωγέα Elavc155-Gal4; TubGal8Ots με το 

εκάστοτε διαγονίδιο τ ή με τις μύγες πειραματικού ελέγχου (w1118). Οι 
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διασταυρώσεις πραγματοποιήθηκαν στους 18οC και στη συνέχεια 15 ομάδες των 20 

ενήλικων αρσενικών μυγών (300 μύγες ανά γενότυπο) μεταφέρθηκαν στους 30οC. 

Κάθε 3 μέρες οι μύγες μεταφέρονται σε καινούργια φιαλίδια με νέα τροφή και 

καταγράφεται ο αριθμός των μυγών που πεθαίνουν. Για τον προσδιορισμό του 

προσδόκιμου ζωής υπό χορήγηση MetBlu, τα φιαλίδια περιείχαν την αντίστοιχη 

συγκέντρωση MetBlu ανά περίπτωση μέσα στη τροφή. Για την εξαγωγή του 

αποτελέσματος πραγματοποιήθηκαν δυο ανεξάρτητα πειράματα. 

 

3.3.6. Χρήση φαρμάκου 

Για τον προσδιορισμό της επίδρασης του MetBlu, είτε στο προσδόκιμο ζωής είτε στα 

συμπεριφορικά πειράματα, χορηγήθηκε μπλε του μεθυλενίου (Sigma-Aldrich), στις 

συγκεντρώσεις που αναφέρονται ανά περίπτωση. Το μπλε του μεθυλενίου 

χορηγήθηκε μαζί με την τροφή. Οι συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν ανά 

περίπτωση ήταν 10, 50, 100, 250, 500, 1000μM.  

 

3.3.7. Δοκιμασία συνειρμικής μάθησης και μνήμης σε ενήλικες μύγες 

Για να πραγματοποιηθούν τα πειράματα μάθησης και μνήμης, αρσενικές μύγες που 

έχουν τα διαγονίδια της 0N4R ή της 0N3R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ 

διασταυρώθηκαν με θηλυκά Elavc155GAL4;TubGAL80ts ή με LeoMBGal4;TubGal80ts 

και τοποθετήθηκαν στους 18oC. Οι ενήλικες μύγες από τις παραπάνω 

διασταυρώσεις, συλλέχθηκαν σε νέα μπουκάλια και τοποθετήθηκαν στους 30oC για 

12 ημέρες, ώστε να επαχθεί η έκφραση της πρωτεΐνης Τ. Κάθε 3 ημέρες, οι μύγες 

μεταφέρονται σε νέα μπουκάλια με καινούργια τροφή. Την 11η ημέρα, οι μύγες 

χωρίζονται σε ομάδες των 50-70 ζώων σε φιαλίδια με τροφή και 

επανατοποθετούνται στους 30oC για όλη τη νύχτα. 1-2 ώρες πριν τη πειραματική 

διαδικασία, οι μύγες μεταφέρονται σε νέα φιαλίδια με καινούργια τροφή. 

Για να πραγματοποιηθούν τα πειράματα αναστροφής της ελλειμματικής μνήμης, 

αφού ακολουθήθηκε η παραπάνω διαδικασία, στη συνέχεια οι μύγες 

μεταφέρθηκαν στους 18οC για 10 ημέρες. Κάθε δύο ημέρες οι μύγες μεταφέρονται 

σε νέα τροφή. Στις περιπτώσεις που χρησιμοποιήθηκε το MetBlu για τα 

συμπεριφορικά πειράματα, χορηγήθηκε μαζί με την τροφή στις συγκεντρώσεις που 

αναφέρονται ανά περίπτωση. Οι συνθήκες διατήρησης των μυγών στο MetBlu ήταν 

οι ίδιες με τις συνθήκες χωρίς χορήγηση φαρμάκου.  

 Όλα τα συμπεριφορικά πειράματα πραγματοποιήθηκαν υπό χαμηλό ερυθρό 

φωτισμό, στους 24-25°C και σε υγρασία 65-75%. Όλοι οι γονότυποι που 

εμπλέκονται σε ένα πείραμα ελέγχονταν ανά ημέρα. Για την μέτρηση της 
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ικανότητας μάθησης (immediate) χρησιμοποιήθηκε το παράδειγμα της 

παβλοβιανής αρνητικής οσφρητικής μάθησης συνδυάζοντας τις απωθητικές οσμές 

βενζαλδεΰδη (BNZ) και 3-οκτανόλη (OCT) αραιωμένες σε λάδι (6% v/v για BNZ και 

50% v/v για OCT) ως εξαρτημένα ερεθίσματα (CS+ και CS-) με το ηλεκτρικό σοκ ως 

μη εξαρτημένο ερέθισμα (US). Για την εκπαίδευση, μια ομάδα 50-70 μυγών 

εκτίθεται αρχικώς στη πρώτη οσμή για 40 δευτερόλεπτα σε συνδυασμό με 

επαναλαμβανόμενα σοκ των 90 V (συνολικά 8 ηλεκτρικά σοκ των 1,25 

δευτερολέπτων με διάστημα παύσης 4,5 δευτερολέπτων). Ακολούθως οι μύγες 

εκτίθενται για 30 δευτερόλεπτα σε αέρα και στη συνέχεια στη δεύτερη οσμή για 40 

δευτερόλεπτα χωρίς όμως τα ηλεκτρικά σοκ και τέλος σε αέρα για άλλα 30 

δευτερόλεπτα. Κάθε πειραματική δοκιμή περιλαμβάνει δύο ομάδες μυγών του 

ιδίου γενοτύπου, οι οποίες εκπαιδεύονται ταυτόχρονα με τρόπο που η μια ομάδα 

να αποφεύγει τη βενζαλδεΰδη και η άλλη ομάδα να αποφεύγει την οκτανόλη, ενώ η 

αντίθετη οσμή χρησιμοποιείται κάθε φορά ως οσμή ελέγχου. Τέλος μετά την 

εκπαίδευση, και οι δύο ομάδες μυγών αφήνονται να επιλέξουν μεταξύ των δύο 

οσμών (χωρίς ηλεκτρικό σοκ) για 90 δευτερόλεπτα. 

Για τον προσδιορισμό ελέγχου της απόδοσης των μυγών, έπειτα από εκτεταμένη 

εκπαίδευση (immediate 5X), οι μύγες υποβάλλονται στην ίδια διαδικασία που 

περιγράφηκε παραπάνω με τη διαφορά ότι γίνεται χρήση 12 ηλεκτρικών σοκ US/CS 

σε 60 δευτερόλεπτα και η διαδικασία επαναλαμβάνεται συνολικά πέντε φορές με 

μεσοδιάστημα παύσης 15 λεπτών. Τέλος, οι μύγες αμέσως μετά την εκπαίδευση 

αφήνονται να επιλέξουν μεταξύ των δύο οσμών (χωρίς ηλεκτρικό σοκ) για 90 

δευτερόλεπτα. 

Για τα πειράματα ελέγχου της εξαρτώμενης από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμης 

(PSD-M, 24hr spaced), οι μύγες υποβάλλονται σε 12 ηλεκτρικά σοκ US/CS ανά κύκλο 

και σε συνολικά πέντε τέτοιους επαναλαμβανόμενους κύκλους εκπαίδευσης με 

διάστημα παύσης 15 λεπτών μεταξύ τους. Ενώ για τα πειράματα ελέγχου της 

ανεξάρτητης από την πρωτεϊνοσύνθεση μνήμης (PSI-M, 24hr massed), οι μύγες 

υποβάλλονται σε 12 ηλεκτρικά σοκ US/CS ανά κύκλο και σε συνολικά πέντε τέτοιους 

επαναλαμβανόμενους κύκλους εκπαίδευσης, χωρίς όμως το διάστημα παύσης 15 

λεπτών μεταξύ των κύκλων. Στις περιπτώσεις ελέγχου της PSD-M και PSI-M μνήμης, 

οι μύγες μετά την εκπαίδευση, μεταφέρονται σε φιαλίδια με τροφή και αφήνονται 

στους 18οC για 24 ώρες. Τέλος, οι μύγες μεταφέρονται σε μια συσκευή Τ-

λαβυρίνθου και αφήνονται να επιλέξουν μεταξύ των δύο οσμών (χωρίς ηλεκτρικό 

σοκ) για 90 δευτερόλεπτα.  

Ο δείκτης απόδοσης (Performance Index, PI) υπολογίστηκε ως το κλάσμα των μυγών 

που αποφεύγουν τη συνδεδεμένη με το ηλεκτρικό σοκ οσμή, CS+, μείον το κλάσμα 

των μυγών που αποφεύγουν την οσμή ελέγχου, CS-, διαιρούμενο προς το συνολικό 

αριθμό των μυγών. Ο τελικός δείκτης απόδοσης (PI) υπολογίζεται ως το μέσο όρο 
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των δυο ήμισυ λόγων για κάθε μια από τις ομάδες των ζώων που εκπαιδεύονται στα 

συμπληρωματικά ερεθίσματα (είτε με βενζαλδεΰδη είτε με 3-οκτανόλη) και 

κυμαίνεται από 0 έως 100. 

 

3.3.8. Στατιστική Ανάλυση 

Για την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων κατά την ανοσοαποτύπωση κατά Western 

πραγματοποιήθηκε πυκνομετρία  και υπολογίστηκε ο λόγος της σχετικής ποσότητας 

της πρωτεΐνης Τ σε σχέση με τη σχετική ποσότητα της συνταξίνης (Syx). Ο λόγος των 

δειγμάτων ελέγχου ορίστηκε ως 1 και όλοι οι λόγοι σχετικής ποσότητας 

αναφέρονται σε σχέση με αυτό. Ο μέσος όρος και οι τιμές τυπικού σφάλματος  

(SEM) συγκρίνονται αρχικώς με τη μέθοδο  ANOVA και αυτά που έχουν διαφορές 

στη συνέχεια συγκρίνονται με τη δοκιμασία Dunnett’s. 

Τα δεδομένα από τα συμπεριφορικά πειράματα αναλύθηκαν παραμετρικά με το 

στατιστικό πρόγραμμα  JMP 7.1 (SAS Institute Inc.) και υπολογίστηκε η 

σημαντικότητα του αποτελέσματος με ANOVA. Μετά την αρχική θετική ANOVA, 

πραγματοποιήθηκαν προγραμματισμένες πολλαπλές συγκρίσεις, χρησιμοποιώντας 

p-τιμή=0,05. Σε ορισμένες περιπτώσεις μετά τη θετική ANOVA ακολούθησε 

περαιτέρω ανάλυση με τη δοκιμασία Dunnett΄s.  

Τα δεδομένα από τα πειράματα προσδιορισμού του προσδόκιμου ζωής 

αναλύθηκαν για την κάθε ημέρα με τη βοήθεια του στατιστικού προγράμματος JMP 

7.1 (SAS Institute Inc.) με τη μέθοδο Wilcoxon/Kruskal-Wallis. Για αυτά που 

παρουσιάστηκαν σημαντικές διαφορές υπολογίστηκε το μέσο όρο και το τυπικό 

σφάλμα για κάθε γενότυπο και συγκρίθηκε με τις μύγες πειραματικού ελέγχου με 

χρήση της μεθόδου Steel.  

Λεπτομερή στατιστικά στοιχεία όλων των πειραμάτων αναφέρονται είτε στο 

κείμενο είτε στους συμπληρωματικούς πίνακες. 

 

3.4. Αποτελέσματα 

3.4.1. Έκφραση της ανθρώπινης ισομορφής 0N4R της πρωτεΐνης Τ στο ΚΝΣ 

ενηλίκων μυγών προκαλεί ελλείμματα στη συνειρμική μάθηση και στην 

εξαρτώμενη από τη πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη. 

Η ελλιπής συνειρμική μάθηση έχει βρεθεί ότι εμφανίζεται μετά από 12 ημέρες παν-

νευρωνικής έκφρασης της ανθρώπινης ισομορφής 0N4R της πρωτεΐνης Τ (hTau0N4R) 

στις ενήλικες μύγες (Papanikolopoulou et al., 2015); (Sealey et al., 2017). Μετά από 

6 ημέρες έκφρασης της ανθρώπινης ισομορφής 0N4R της πρωτεΐνης Τ (hTau0N4R), η 
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μάθηση είναι φυσιολογική, ενώ παρουσιάζει ισχυρά μαθησιακά ελλείμματα την 12η 

ημέρα (Εικόνα 3- 1Α), επαληθεύοντας έτσι και στο μοντέλο Τ-πρωτεϊνοπαθειών της 

Drosophila, τη χρονικά εξαρτώμενη εκδήλωση της νευρωνικής δυσλειτουργίας, 

όπως εμφανίζεται και στους ανθρώπους. Για να προσδιοριστεί εάν εκτός από την 

ελλιπή μάθηση, η έκφραση της ισομορφής 0N4R της πρωτεΐνης Τ οδηγεί και σε 

παρόμοια ελλείμματα στη μνήμη με διακριτό τρόπο εξαρτώμενο από το χρόνο, 

αξιολογήθηκε η απόδοση των μυγών 24 ώρες μετά την εκπαίδευση με 5 

επαναλαμβανόμενους κύκλους εκπαίδευσης, με 12 ηλεκτρικά σοκ CS/US ανά κύκλο, 

και με 15 λεπτά μεσοδιάστημα παύσης μεταξύ των κύκλων (Spaced Training). Η 

μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται για τη μέτρηση της εξαρτώμενης από την 

πρωτεϊνοσύνθεση μνήμης (PSD-M) (Tully et al., 1994). Η PSD-M εμφανίστηκε 

φυσιολογική μετά από 6 ημέρες, ενώ παρουσιάστηκε ισχυρό έλλειμμα μετά από 12 

ημέρες έκφρασης της hTau0N4R (Εικόνα 3- 1Β). 

 

Εικόνα 3- 1. Έκφραση της ανθρώπινης 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ προκαλεί ελλείμματα στη 

μάθηση και στην εξαρτώμενη από τη πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη με τρόπο εξαρτώμενο από το 

χρόνο. Η έκφραση της 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ πραγματοποιείται υπό τον επαγωγέα Elav-

GAL4;TubGAL80
ts

. Οι διασταυρώσεις πραγματοποιούνται στους 18
ο
C και οι ενήλικες μύγες 

τοποθετούνται στους 30
o
C για 6 ή 12 ημέρες πριν τη πραγματοποίηση της δοκιμασίας. (Α) Η 

έκφραση της hTau
0N4R

 προκαλεί σοβαρά ελλείμματα στη μάθηση (IMMEDIATE), έπειτα από επαγωγή 

της έκφρασης για 12 ημέρες (p<0.001, Dunnett's test, n>12 ανά γενότυπο), ενώ καμία στατιστικά 

σημαντική διαφορά δεν παρουσιάζεται έπειτα από επαγωγή της έκφρασης για 6 ημέρες. (B) Η 

έκφραση της hTau
0N4R

 προκαλεί σοβαρά ελλείμματα στην εξαρτώμενη από την πρωτεϊνοσύνθεση 

μνήμη (24HR SPACED), έπειτα από επαγωγή της έκφρασης για 12 ημέρες (p<0.001, Dunnett's test, 

n>14 ανά γενότυπο), ενώ καμία στατιστικά σημαντική διαφορά δεν παρουσιάζεται έπειτα από 

επαγωγή της έκφρασης για 6 ημέρες.  

 

Τα αποτελέσματα αυτά θέτουν το ερώτημα εάν η συσσώρευση της hTau0N4R έπειτα 

από 12 ημέρες, επισπεύδει μια γενικότερη νευρωνική δυσλειτουργία ή νευρο-

τοξικότητα, που αντικατοπτρίζεται με τα ισχυρά ελλείμματα στη μάθηση και μνήμη, 

ή χειροτερεύει συγκεκριμένες διαδικασίες πλαστικότητας και συμπεριφορικές 

διεργασίες. Για το λόγο αυτό, διερευνήθηκε η άμεση απόδοση (μάθηση) μετά από 5 
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κύκλους εκτεταμένης εκπαίδευσης με 12 ηλεκτρικά σοκ CS/US ανά κύκλο και με 15 

λεπτά μεσοδιάστημα παύσης μεταξύ των κύκλων (Gouzi et al., 2018). Η άμεση 

απόδοση των ζώων, έπειτα από την εκτεταμένη εκπαίδευση (Immediate 5X) ήταν 

φυσιολογική, δηλαδή τα ζώα που συσσωρεύουν hTau0N4R για 12 ημέρες 

παρουσιάζουν ίδια απόδοση με τα ζώα πειραματικού ελέγχου (Εικόνα 3- 2Α). 

Επιπλέον, η ανεξάρτητη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη (PSI-M), που παράγεται 

έπειτα από 5 επαναλαμβανόμενους κύκλους εκπαίδευσης χωρίς όμως να 

μεσολαβεί το μεσοδιαστήματα των 15 λεπτών (Tully et al., 1994), δεν επηρεάζεται 

από την έκφραση της hTau0N4R (Εικόνα 3- 2Β). Επομένως, αν και η συσσώρευση της 

hTau0N4R στο ενήλικο ΚΝΣ της Drosophila προκαλεί μαθησιακά ελλείμματα έπειτα 

από 12 ημέρες επαγωγής της έκφρασης, αυτό το έλλειμμα μπορεί να αναστραφεί 

έπειτα από εκτεταμένη εκπαίδευση των ζώων, υποδηλώνοντας με αυτό τον τρόπο 

ότι είναι αποτέλεσμα μειωμένης νευρωνικής αποτελεσματικότητας. Επιπλέον, από 

τις δυο μορφές μνήμης (PSD-M και PSI-M), μόνο η εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική 

σύνθεση μνήμη (PSD-M) παρουσιάζει ελλείμματα, έπειτα από την επαγωγή 

έκφρασης της hTau0N4R για 12 ημέρες, υποδηλώνοντας ότι η συσσώρευση της 

hTau0N4R επηρεάζει τη μετάφραση, όπως πρόσφατα έχει αναφερθεί 

(Papanikolopoulou et al., 2019) και αφήνει αμετάβλητη την PSI-M.  

 

Εικόνα 3- 2. Έκφραση της ανθρώπινης 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ παρουσιάζει φυσιολογική 

μάθηση έπειτα από εκτεταμένη εκπαίδευση και φυσιολογική  PSI-M. Η έκφραση της 0N4R 

ισομορφής της πρωτεΐνης Τ πραγματοποιείται υπό τον επαγωγέα Elav-GAL4;TubGAL80
ts

. Οι 

διασταυρώσεις πραγματοποιούνται στους 18
ο
C και οι ενήλικες μύγες τοποθετούνται στους 30

o
C για 

12 ημέρες πριν τη πραγματοποίηση της δοκιμασίας. Η έκφραση της hTau
0N4R

 παρουσιάζει 

φυσιολογική μάθηση έπειτα από εκτεταμένη εκπαίδευση των ζώων (Immediate 5X) (Α) και 

φυσιολογική μνήμη ανεξάρτητη της πρωτεϊνικής σύνθεσης (PSI-M, 24HR Massed) (B). Στατιστικές 

λεπτομέρειες παρουσιάζονται στον Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 1. 

 

Για την επαλήθευση όλων των παραπάνω αποτελεσμάτων, δημιουργήθηκαν δύο 

ανεξάρτητα διαγονίδια που κωδικοποιούν για τη hTau0N4R, τα 0N4Ra1 και 0N4Ra2, σε 
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δύο διαφορετικές χρωμοσωμικές θέσεις (attp9A και attp86F). Ωστόσο, η έκφραση 

της πρωτεΐνης Τ, η οποία παρατηρήθηκε στα συγκεκριμένα διαγονίδια ήταν πολύ 

χαμηλή, με αποτέλεσμα να κριθεί απαραίτητη η δημιουργία με κατάλληλες 

διασταυρώσεις ενός νέου 0N4R (0N4R2a) που συνίσταται από αυτά τα δύο (0N4Ra1 

και 0N4Ra2). Τα επίπεδα έκφρασης του νέου 0N4R2a προσεγγίζουν τα επίπεδα 

έκφρασης του αρχικού διαγονιδίου 0N4R που χρησιμοποιήθηκε παραπάνω (Εικόνα 

3- 3), με αποτέλεσμα να είναι εφικτή η μεταξύ τους σύγκριση. 

 

Εικόνα 3- 3. Επίπεδα έκφρασης πρωτεΐνης Τ σε διαφορετικά διαγονίδια 0N4R. Ποσοτικοποίηση 

δειγμάτων από κεφαλές μυγών που εκφράζουν παν-νευρωνικά διαφορετικά διαγονίδια την 0N4R 

ισομορφής για 12 ημέρες. Η έκφραση όλων των διαγονιδίων πραγματοποιείται υπό τον επαγωγέα 

Elav-GAL4;TubGAL80
ts

. Τα διαγονίδια 0N4R
a1

 και 0N4R
a2

 παρουσιάζουν σημαντικά μειωμένα επίπεδα 

έκφρασης της πρωτεΐνης Τ σε σχέση με τα διαγονίδια 0N4R και 0N4R
2a

. Παραπλήσια επίπεδα 

έκφρασης της πρωτεΐνης T παρουσιάζουν τα διαγονίδια 0N4R και 0N4R
2a

. Στατιστικές λεπτομέρειες 

παρουσιάζονται στον Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 1. 

 

Σε συμφωνία με όλα τα παραπάνω αποτελέσματα, η παν-νευρωνική έκφραση του 

νέου διαγονιδίου 0N4R2a σε ενήλικες μύγες για 12 ημέρες, είχε ως αποτέλεσμα την 

ελλιπή μάθηση, έπειτα από μόνο ένα κύκλο 8 ηλεκτρικών σοκ CS/US (Εικόνα 3- 4Α), 

η οποία εξαλείφεται έπειτα από παρατεταμένη μάθηση με 5 επαναλαμβανόμενους 

κύκλους των 12 ηλεκτρικών σοκ CS/US ανά κύκλο (Εικόνα 3- 4Β). Επίσης, τα ζώα 

αυτά παρουσίασαν, όπως και το προηγούμενο 0N4R διαγονίδιο που εξετάστηκε, 

ελλιπή PSD-M (Εικόνα 3- 4C), και φυσιολογική PSI-M (Εικόνα 3- 4D).  
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Εικόνα 3- 4. Έκφραση του διαγονιδίου 0N4R
2a

 της πρωτεΐνης Τ προκαλεί ελλείμματα στη μάθηση 

και στην PSD-M. Η έκφραση του διαγονιδίου 0N4R
2a

 της πρωτεΐνης Τ πραγματοποιείται υπό τον 

επαγωγέα Elav-GAL4;TubGAL80
ts

. Οι διασταυρώσεις πραγματοποιούνται στους 18
ο
C και οι ενήλικες 

μύγες τοποθετούνται στους 30
o
C για 12 ημέρες πριν τη πραγματοποίηση της δοκιμασίας. Η έκφραση 

της ανθρώπινης 0N4R
2a

 προκαλεί σοβαρά ελλείμματα στη μάθηση (Immediate) (Α) και στην 

εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη, PSD-M (24hr Spaced) (Β) , ενώ καμία στατιστικά 

σημαντική διαφορά δεν παρατηρείται σε σύγκριση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου έπειτα από 

παρατεταμένους κύκλους μάθησης (Immediate 5X) (C) ή στην ανεξάρτητη από την πρωτεϊνική 

σύνθεση μνήμη, PSI-M (24hr massed) (D). Το ‘*’ υποδεικνύει τις διαφορές που είναι στατιστικά 

σημαντικές από τις μύγες πειραματικού ελέγχου. Στατιστικές λεπτομέρειες παρουσιάζονται στον 

Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 2. 

 

Επομένως, η συσσώρευση της hTau0N4R σε όλους τους νευρώνες των ενήλικων 

μυγών έχει ως αποτέλεσμα την μείωση, αλλά όχι την παντελή κατάργηση της 

συνειρμικής μάθησης καθώς και την μείωση ειδικά της PSD-M μνήμης. Η 

ελλειμματική μάθηση υπό συνθήκες μειωμένης εκπαίδευσης καθώς και η 

ελλειμματική μνήμη που επέρχεται ειδικά στην PSD-M και όχι στην PSI-M 

υποδηλώνουν ότι τα ελλείμματα αυτά δεν είναι αποτέλεσμα μιας γενικότερης 

τοξικότητας και νευρωνικής απώλειας της παν-νευρωνικής συσσώρευσης της 

hTau0N4R, αλλά της εξασθένησης ορισμένων συγκεκριμένων ενδο-νευρωνικών 

διεργασιών, όπως η μετάφραση μεταξύ άλλων. 

 

3.4.2. Η συσσώρευση αδιάλυτων συσσωματωμάτων πρωτεΐνης Τ συσχετίζεται με 

την αντιστροφή του ελλείμματος στην εξαρτωμένη από την πρωτεϊνική σύνθεση 

μνήμη, PSD-M. 

Επειδή τα αποτελέσματα συσσώρευσης της hTau0N4R είναι ειδικά για την 

εξαρτωμένη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη, PSD-M, και καθώς τα μαθησιακά 

ελλείμματα φαίνεται να αντιστρέφονται έπειτα από την εκτεταμένη εκπαίδευση 
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των μυγών, υποθέτουμε ότι το ΚΝΣ είναι απίθανο να φέρει μόνιμη και εκτεταμένη 

νευροεκφυλιστική βλάβη. Συνεπώς, η καταστολή έκφρασης του διαγονιδίου 0N4R 

και η επικείμενη μείωση της πρωτεΐνης hTau0N4R στο ΚΝΣ της μύγας πιθανόν να έχει 

ως αποτέλεσμα την αντιστροφή αυτών των ελλειμμάτων μνήμης, σύμφωνα και με 

προηγούμενες μελέτες σε μοντέλα σπονδυλωτών που εκφράζουν τη μεταλλαγμένη 

hTau0N4R, η οποία σχετίζεται με την μετωποκροταφική άνοια (Santacruz et al., 2005); 

(Sydow et al., 2011); (Van der Jeugd et al., 2012). Για το σκοπό αυτό, αφού επαχθεί 

παν-νευρωνικά η έκφραση της hTau0N4R για 12 ημέρες στους 30οC, όπως και 

προηγουμένως (Papanikolopoulou et al., 2015); (Sealey et al., 2017) και όπως 

φαίνεται στις Εικόνα 3- 1 και Εικόνα 3- 4, στη συνέχεια ακολουθεί διάστημα 10 

ημερών, όπου οι μύγες τοποθετούνται στους 18οC. Η χαμηλή θερμοκρασία, όπως 

είναι γνωστό, δεν ευνοεί την επαγωγή έκφρασης των διαγονιδίων. Ταυτόχρονα μια 

δεύτερη ομάδα μυγών του ιδίου γενοτύπου, αφού τοποθετηθεί για 10 ημέρες 

στους 18οC, στη συνέχεια μεταφέρεται για 12 ημέρες στους 30οC για να επαχθεί η 

έκφραση του διαγονιδίου (Εικόνα 3- 5Α). Επομένως, σε αυτές τις δυο ομάδες του 

ιδίου γενοτύπου και παρόμοιας ηλικίας, η έκφραση της hTau0N4R είτε καταστέλλεται 

για 10 ημέρες στους 18οC, έπειτα από τις 12 ημέρες έκφρασης στους 30οC (OFF), 

είτε επάγεται η έκφραση συνεχόμενα για 12 ημέρες στους 30οC (ON). Τα επίπεδα 

έκφρασης των διαγονιδίων σε αυτές τις συνθήκες ελέχθησαν την 22η ημέρα με 

αντίστροφη μεταγραφή ακολουθούμενη από PCR. Στις μύγες που βρίσκονται υπό 

καταστολή έκφρασης (OFF) βρέθηκε τουλάχιστον 50% μείωση στα μετάγραφα 

htau0N4R σε σχέση με τις μύγες στις οποίες ευνοείται η έκφραση (ON) (Εικόνα 3- 5Β). 

Αντίθετα, ενδιαφέρον έχει το γεγονός ότι τα επίπεδα έκφρασης των πρωτεϊνών 

παρέμειναν και στις δύο συνθήκες σχεδόν πανομοιότυπα (Εικόνα 3- 5C), 

υποδεικνύοντας ότι η hTau0N4R είναι μάλλον σταθερή στο ΚΝΣ της μύγας. 

Παρατεταμένη συσσώρευση της ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ στη μύγα (Cowan et al., 

2015); (Papanikolopoulou et al., 2015), ή στο CNS σπονδυλωτών (Santacruz et al., 

2005); (Wang et al., 2015) έχει ως αποτέλεσμα το σχηματισμό συσσωματωμάτων. 

Ως εκ τούτου, επόμενος στόχος ήταν η διερεύνηση αν αυτά τα φαινομενικά 

σταθερά επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης Τ που παρατηρήθηκαν, παρά τα 

μειωμένα επίπεδα μεταγράφων, οφείλονται στη συσσώρευση συσσωματωμάτων. 

Σε ομογενοποιημένες κεφαλές από μύγες για τα διαγονίδια 0N4R και 0N4R2a που 

είναι μεταγραφικά ενεργά για 12 ημέρες (ON) ή ανενεργά για 10 ημέρες (OFF), 

πραγματοποιήθηκε κλασματοποίηση και ποσοτικοποίηση των διαλυτών και 

αδιάλυτων κλασμάτων της πρωτεΐνης Τ. Ενδιαφέρον παρουσίασε το γεγονός ότι τα 

επίπεδα της διαλυτής πρωτεΐνης hTau0N4R παρέμειναν σχεδόν τα ίδια, αν όχι κάπως 

μειωμένα, ανεξαρτήτου αν τα διαγονίδια 0N4R και 0N4R2a είναι ON ή OFF (Εικόνα 

3- 5D). Ωστόσο, τα επίπεδα της αδιάλυτης hTau0N4R ήταν σημαντικά αυξημένα 

(Εικόνα 3- 5Ε), όταν τα διαγονίδια είναι μεταγραφικά ανενεργά (OFF). Συνεπώς, τα 

συσσωματώματα συσσωρεύονται στο ΚΝΣ της μύγας, φαινομενικά από τη 
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προϋπάρχουσα διαλυτή hTau0N4R και πιθανότατα να ευθύνονται για τα σταθερά 

επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης που παρατηρούνται, ακόμη και μετά από 10 

ημέρες, χωρίς όμως νέα μεταγραφή των διαγονιδίων (Εικόνα 3- 5Β).  

 

Εικόνα 3- 5. Αυξημένος σχηματισμός συσσωματωμάτων της πρωτεΐνης Τ, έπειτα από καταστολή 

έκφρασής της. Σχηματική απεικόνιση του μηχανισμού καταστολής έκφρασης της πρωτεΐνης Τ (Α). 

Αντίστροφη μεταγραφή ακολουθούμενη από PCR και ενδεικτική αναπαράσταση σε πηκτή αγαρόζης. 

Οι μύγες που βρίσκονται υπό καταστολή έκφρασης (OFF) της πρωτεΐνης Τ παρουσιάζουν 

τουλάχιστον 50% μείωση των μεταγράφων  σε σύγκριση με τις μύγες στις οποίες ευνοείται η 

έκφραση (0Ν). Το rp49 χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικός έλεγχος της RT-PCR και για την 

κανονικοποίηση και επακόλουθη ποσοτικοποίηση των δειγμάτων (Β). Ενώ, τα επίπεδα έκφρασης σε 

επίπεδο πρωτεΐνης παραμένουν τα ίδια ανεξαρτήτως συνθηκών ON ή OFF, όπως φαίνεται από την 

ποσοτικοποίηση δειγμάτων που έχουν αναλυθεί με Western και ενδεικτικά αναπαρίστανται (C). 

Κλασμάτωση ομογενοποιημένων δειγμάτων από κεφαλές μυγών που εκφράζουν ή βρίσκονται υπό 

καταστολή έκφρασης των διαγονιδίων 0N4R και 0N4R
2a

 σε διαλυτή (D) και σε αδιάλυτη μορφή (Ε). 

Τα επίπεδα διαλυτής πρωτεΐνης Τ παραμένουν σταθερά σε όλες τις συνθήκες και για τα δυο 

διαγονίδια που αναλύθηκαν, ενώ τα επίπεδα συσσωματωμάτων είναι αυξημένα στη συνθήκη 

καταστολής έκφρασης (OFF) σε σχέση με αυτά της συνθήκης ON. Το ‘*’ υποδεικνύει τις διαφορές 

που είναι στατιστικά σημαντικές ανάμεσα στους ίδιους γενοτύπους, αλλά στις διαφορετικές 

συνθήκες έκφρασης ON ή OFF. Η έκφραση της πρωτεΐνης Τ πραγματοποιείται υπό τον επαγωγέα 

Elav-GAL4;TubGAL80
ts

 σε όλες τις περιπτώσεις. Στατιστικές λεπτομέρειες παρουσιάζονται στον 

Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 3. 
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Στη συνέχεια, ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η αποσιώπηση της 

μεταγραφής των διαγονιδίων 0N4R και 0N4R2a (OFF) έχει ως αποτέλεσμα την 

αντιστροφή των ελλειμμάτων στην εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση 

μνήμη, PSD-M, σε σύγκριση με τα ζώα που είναι μεταγραφικά ενεργά (ON) και 

έχουν ελλείμματα (Εικόνα 3- 6 Α,Β). Τα αποτελέσματα αυτά συνάδουν με την ιδέα 

ότι η νευρωνική δυσλειτουργία που παρατηρείται δεν είναι συνέπεια μη 

αναστρέψιμων βλαβών ή εκφυλισμένων νευρώνων του ΚΝΣ της Drosophila, αλλά 

μάλλον μια αναστρέψιμη κατάσταση όσο αφορά τουλάχιστον των διεργασιών που 

είναι απαραίτητες για την PSD-M.  

 

Εικόνα 3- 6. Μεταγραφική καταστολή του διαγονιδίου της ανθρώπινης 0N4R ισομορφής της 

πρωτεΐνης Τ προκαλεί αναστροφή των ελλειμμάτων στην PSD-M. Η καταστολή της μεταγραφής της 

hTau
0N4R

 πραγματοποιείται με το μηχανισμό που απεικονίζεται στην εικόνα 5Α και προκαλεί 

αναστροφή των ελλειμμάτων στην PSD-M και για το 0N4R διαγονίδιο (Α) και για το 0N4R
2a

 

διαγονίδιο (Β), σε σύγκριση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου (λευκές μπάρες) καθώς και σε σχέση 

με τις μύγες που είναι μεταγραφικά ενεργές (ΟΝ, γκρι μπάρα). Στατιστικές λεπτομέρειες 

παρουσιάζονται στον Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 4. 

 

Λαμβάνοντας υπόψιν, ότι η μεταγραφική καταστολή των διαγονιδίων αυξάνει τα 

επίπεδα της αδιάλυτης μορφής της ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ, προφανώς τέτοια 

συσσωματώματα μπορεί στη πραγματικότητα όχι μόνο να μην επισπεύδουν τη 

νευρωνική δυσλειτουργία αλλά μπορεί και να την καταστέλλουν ή να την 

αποτρέπουν. Εναλλακτικά, η νευρωνική δυσλειτουργία που εκδηλώνεται ως ελλιπή 

μνήμη μπορεί να προκαλείται από τη μετάφραση νέας διαλυτής hTau0N4R και 

αναμένεται να εξασθενείτε σημαντικά κατά τη μεταγραφική καταστολή (Εικόνα 3- 

5Β). 
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3.4.3. Αναστολή σχηματισμού των αδιάλυτων hTau0N4R συσσωματωμάτων οδηγεί 

σε ελλείμματα στην PSD-M. 

Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα γεννάται το ερώτημα αν είναι η συσσώρευση 

συσσωματωμάτων  hTau0N4R είναι υπεύθυνη για την αναστροφή της ελλειμματικής 

μνήμης PSD-M, ή είναι η έλλειψη νέας διαλυτής πρωτεΐνης κατά τη μεταγραφική 

αποσιώπηση του διαγονιδίου.  Για να διαλευκανθούν αυτές οι δύο εναλλακτικές 

προσεγγίσεις, κρίθηκε απαραίτητο στη συνέχεια να μελετηθεί τι συμβαίνει αν 

αποτραπεί ο σχηματισμός αδιάλυτων συσσωματωμάτων hTau ή αν προκληθεί η  

διάλυσή τους υπό συνθήκες μεταγραφικής αποσιώπησης του διαγονιδίου. Για το 

σκοπό αυτό, ζώα που εκφράζουν την ισομορφή 0N4R της πρωτεΐνης Τ για 12 ημέρες 

στους 30°C μεταφέρονται στους 18οC για 10 ημέρες (συνθήκες καταστολής της 

μεταγραφής) παρουσία μιας σειράς διαφορετικών συγκεντρώσεων ενός 

παραγώγου της φαινοθειαζίνης, το μπλε του μεθυλενίου (MetBlu). Το φάρμακο 

αυτό είναι γνωστό ότι προσδένεται στις επαναλαμβανόμενες περιοχές της 

πρωτεΐνης Τ και αναστέλλει τις αλληλεπιδράσεις hTau-hTau, οι οποίες και είναι 

απαραίτητες για τον σχηματισμό των ζευγών ελικοειδών ινιδίων (PHF) και των 

συσσωματωμάτων (Wischik et al., 1996) και έχει δειχθεί στη πράξη πειραματικά ότι 

αναστέλλει το σχηματισμό συσσωματωμάτων (Hosokawa. et al., 2012). Καθότι τα 

διαγονίδια 0N4R και 0N4R2a απέδωσαν πανομοιότυπα αποτελέσματα σε όλα τα 

παραπάνω πειράματα που περιγράφηκαν, σε όλα τα επόμενα πειράματα 

χρησιμοποιήθηκε μόνο το αρχικό 0N4R διαγονίδιο τυχαίας ένθεσης (Wittmann et 

al., 2001).  

Αρχικώς, σε μύγες πειραματικού ελέγχου (ετεροζυγώτες του ElavGal4;TubGal80ts) 

χορηγήθηκε ένα ευρύ φάσμα διαφορετικών συγκεντρώσεων του MetBlu στους 

30οC, ώστε να προσδιοριστεί η τοξικότητά του σε σχέση με την πρόωρη 

θνησιμότητα, πρωτόκολλο που τυπικά χρησιμοποιείται για την ανάλυση του 

προσδόκιμου επιβίωσης των μυγών που εκφράζουν την hTau0N4R (Keramidis et al., 

2020); (Papanikolopoulου et al., 2015). Η χορήγηση του MetBlu μέσω της τροφής, 

δεν επηρεάζει σημαντικά το βαθμό επιβίωσης των μυγών όταν χορηγείται σε 

συγκεντρώσεις 10-250μM, ενώ σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις προκαλεί πρόωρη 

θνησιμότητα και συγκεκριμένα στη συγκέντρωση 500 μM το 50% των μυγών 

αποβιώνει νωρίτερα κατά 16 ημέρες και στη συγκέντρωση 1mM κατά 22 ημέρες 

(Συμπληρωματική Εικόνα 3 - 1Α και Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 5). Επιπλέον, η 

χορήγηση MetBlu σε συγκεντρώσεις 10-100 μΜ δεν αλλάζει το χρόνο της 50% 

επιβίωσης σε μύγες που εκφράζουν την hTau0N4R σε σχέση με τις μύγες που δεν 

έλαβαν MetBlu, ωστόσο το μειώνουν κατά 5 ημέρες σε σχέση με αυτό των ζώων 

πειραματικού ελέγχου. Σε συγκεντρώσεις 250 μΜ και 500 μΜ MetBlu,  το ποσοστό 

50% της επιβίωσης  ελαττώνεται κατά 15 ημέρες, ενώ σε συγκέντρωση 1 mM κατά 

17 ημέρες (Συμπληρωματική Εικόνα 3 - 1Β και Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 6). 

Συνεπώς, σε συμφωνία και με προηγούμενες μελέτες (Gillman et al., 2011), το 
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MetBlu παρουσιάζει τοξικότητα εξαρτωμένη από την συγκέντρωση, άνω των 250 

μΜ στους 30οC, γεγονός που είναι εντονότερο στις μύγες που εκφράζουν την 0N4R 

(Συμπληρωματική Εικόνα 3 - 1 Α και Β). 

Για να προσδιοριστεί η επίδραση του MetBlu στο σχηματισμό αδιάλυτων 

συσσωματωμάτων της hTau0N4R, τα ζώα μεταφέρθηκαν σε τροφή που περιέχει 

MetBlu σε διαφορετικές συγκεντρώσεις από 50 έως 1000 μM στους 18οC για 10 

ημέρες ώστε να επέλθει η μεταγραφική καταστολή του διαγονιδίου. 

Ομογενοποιημένες κεφαλές από τα ζώα υπέστησαν κλασματοποίηση για το 

διαχωρισμό των διαλυτών από των αδιάλυτων μορφών hTau0N4R και τα διαφορετικά 

κλάσματα προσδιορίστηκαν ποσοτικά σε σχέση με τα αντίστοιχα κλάσματα από ζώα 

που καλλιεργήθηκαν στις ίδιες συνθήκες αλλά χωρίς προσθήκη φαρμάκου. 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι τα επίπεδα της διαλυτής hTau0N4R δεν 

επηρεάζονται σχεδόν καθόλου από καμία συγκέντρωση του MetBlu (μικρή αύξηση 

παρουσιάζεται στα 250 μM χωρίς όμως να είναι στατιστικά σημαντική σε σχέση με 

τα ζώα που δεν τους είχε χορηγηθεί MetBlu) (Εικόνα 3- 7Α), ενώ τα επίπεδα των 

αδιάλυτων συσσωματωμάτων της hTau0N4R είναι σημαντικά μειωμένα μόνο στη 

συγκέντρωση 250 μΜ (Εικόνα 3- 7Β). Ο ακριβής λόγος για αυτή την ειδική αναστολή 

δημιουργίας συσσωματωμάτων στη συγκεκριμένη συγκέντρωση είναι ασαφής, 

ωστόσο υπήρξε ορατή σε έναν μεγάλο αριθμό τεχνικών και βιολογικών 

επαναλήψεων. 

 

Εικόνα 3- 7. Ποσοτικοποίηση διαλυτών και αδιάλυτων μορφών hTau
0N4R

, έπειτα από χορήγηση 

διαφορετικών συγκεντρώσεων MetBlu. Κλασμάτωση ομογενοποιημένων κεφαλών από μύγες που 

εκφράζουν την hTau
0N4R

 για 12 ημέρες στους 30
ο
C και εν συνεχεία καθίστανται μεταγραφικά 

ανενεργές για 10 ημέρες στους 18
ο
C υπό διαφορετικές συγκεντρώσεις MetBlu. Α) Στο κλάσμα της 

διαλυτής hTau δεν παρατηρείται καμία στατιστικά σημαντική διαφορά για καμία συγκέντρωση 

MetBlu, ενώ παρατηρείται μια μικρή τάση για αύξηση της πρωτεΐνης στη συγκέντρωση 250μΜ. Β) 

Στο κλάσμα των αδιάλυτων συσσωματωμάτων της hTau παρατηρείται δραματική μείωση σε 

συγκέντρωση 250μΜ, η οποία αναπαρίσταται με το ‘*’. Στατιστικές λεπτομέρειες παρουσιάζονται 

στον Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 7. 

 



229 
 

Επιπλέον, η χορήγηση MetBlu σε συγκέντρωση 250 μΜ για 10 ημέρες και στους 

18οC δεν προκάλεσε αύξηση στη θνησιμότητα των ζώων που εκφράζουν την 

hTau0N4R (Εικόνα 3- 8) σε σχέση με τις μύγες στις οποίες δεν χορηγήθηκε φάρμακο, 

καθώς ούτε και σε σχέση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου (ποσοστό επιβίωσης 

πάνω από 98% για όλες τις μύγες) σε αντίθεση με την αυξημένη θνησιμότητα που 

παρατηρήθηκε στους 30οC (Συμπληρωματική Εικόνα 3 - 1Β). Αυτό έρχεται σε 

συμφωνία με προηγούμενη μελέτη (Schirmer et al., 2011), που έχει δείξει ότι η 

τοξικότητα του MetBlu πιθανώς να εξαρτάται από τον μεταβολισμό. Για την 

ποικιλόθερμη Drosophila αναμένεται υψηλότερος μεταβολισμός στους 30οC σε 

σχέση με τους 18οC και αυτό πιθανόν να αντανακλάται στην έλλειψη τοξικότητας 

του φαρμάκου στη χαμηλότερη θερμοκρασία σε αυτές τις πρώτες 10 ημέρες. 

 

Εικόνα 3- 8. Καμία μεταβολή στο ποσοστό επιβίωσης, έπειτα από χορήγηση MetBlu σε μύγες 

hTau
0N4R

 στους 18
ο
C. Η χορήγηση του φαρμάκου σε συγκέντρωση 250μΜ μαζί με την τροφή για 10 

ημέρες στους 18
ο
C δεν προκαλεί καμία αλλαγή του ποσοστού επιβίωσης, ούτε των ζώων 

πειραματικού ελέγχου (ElavGal4;TubGal80ts>w
1118

), ούτε των ζώων που εκφράζουν την hTau
0N4R

. Όλα 

τα ζώα ανεξαρτήτου γονοτύπου ή χορήγησης ή μη του MetBlu παρουσιάζουν ποσοστό επιβίωσης 

πάνω από 98%. 

 

Επίσης, σημαντικό είναι ότι χορήγηση MetBlu για 10 ημέρες σε συγκέντρωση 250 

μM ή 500 μM δεν προκαλεί καμία στατιστικά σημαντική διαφορά στην απόδοση 

των ζώων πειραματικού ελέγχου στην εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση 

μνήμη, PSD-M (Συμπληρωματική Εικόνα 3- 2 Α και Β). Επομένως, υπό αυτές τις 

συνθήκες, το φάρμακο δεν φαίνεται να προκαλεί δυσλειτουργία στους νευρώνες ή 

στους μηχανισμούς που εμπλέκονται στη PSD-M. Επίσης, δεν παρατηρήθηκε καμία 

διαφορά στην απόδοση των ζώων που εκφράζουν την hTau0N4R και λαμβάνουν το 

MetBlu για 10 ημέρες σε συγκέντρωση 250 μM, έπειτα από 5 κύκλους εκτεταμένης 

εκπαίδευσης (5Χ), σε σχέση με τα ίδια ζώα που δεν λαμβάνουν το φάρμακο (Εικόνα 

3- 9Α). Ωστόσο, στατιστικά σημαντική διαφορά παρουσιάζουν τα ζώα που 

εκφράζουν την hTau0N4R και λαμβάνουν το MetBlu σε σχέση με τα ίδια ζώα που δεν 

λαμβάνουν το φάρμακο στην εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη, PSD-
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M, (Εικόνα 3- 9Β) και όχι στην ανεξάρτητη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη, PSI-

M, (Εικόνα 3- 9C). Τα δεδομένα αυτά υποστηρίζουν την υπόθεση ότι η μείωση των 

αδιάλυτων συσσωματωμάτων της πρωτεΐνης Τ επηρεάζει τις διαδικασίες που 

εμπλέκονται ή απαιτούνται για να μια φυσιολογική PSD μνήμη. Επιπλέον, η 

χορήγηση μεγαλύτερης συγκέντρωσης MetBlu, 500 μΜ, συγκέντρωσης στην οποία 

δεν παρατηρείται μείωση των αδιάλυτων συσσωματωμάτων (Εικόνα 3- 7Β), δεν 

επιφέρει καμιά διαφορά στην απόδοση των ζώων στην PSD-M σε σχέση με τα ζώα 

που δεν λαμβάνουν το φάρμακο, υποστηρίζοντας τα δεδομένα ότι το MetBlu δεν 

προκαλεί γενικότερη νευρωνική δυσλειτουργία (Εικόνα 3- 9D). 

 

Εικόνα 3- 9. Χορήγηση συγκεκριμένης συγκέντρωσης MetBlu, σε ζώα που βρίσκονται υπό 

μεταγραφική καταστολή του διαγονιδίου της ανθρώπινης 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ 

προκαλεί μείωση των αδιάλυτων συσσωματωμάτων και αυξημένα ελλείμματα στην PSD-M. Η 

καταστολή της μεταγραφής της hTau
0N4R

 πραγματοποιείται με το μηχανισμό που απεικονίζεται στην 

εικόνα 5Α και προκαλεί αναστροφή των ελλειμμάτων στην PSD-M (Εικόνα 6Α). Η χορήγηση MetBlu, 

συγκέντρωσης 250 μΜ, κατά την μεταγραφική καταστολή δεν προκαλεί μείωση της απόδοσης των 

ζώων αυτών, έπειτα από 5 κύκλους εκτεταμένης εκπαίδευσης (A), ενώ έχει ως αποτέλεσμα τη 

δημιουργία σοβαρών ελλειμμάτων στην εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη, PSD-M, σε 

σύγκριση με τα ζώα ιδίου γονοτύπου που δεν έχουν λάβει φάρμακο (Β) και καμία διαφορά στην 

ανεξάρτητη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη PSI-M (C). Η χορήγηση MetBlu σε συγκέντρωση 

500μΜ παρουσιάζει φυσιολογική PSD-M (D). Η έκφραση της 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ 

πραγματοποιείται υπό τον επαγωγέα Elav-GAL4;TubGAL80
ts

 σε όλες τις περιπτώσεις. Το ‘*’ 

υποδεικνύει τις διαφορές που είναι στατιστικά σημαντικές ανάμεσα στις μύγες ιδίου γονοτύπου με ή 

χωρίς τη χορήγηση φαρμάκου. Στατιστικές λεπτομέρειες παρουσιάζονται στον Συμπληρωματικός 

Πίνακας 3 - 8. 

 

Συνεπώς, η σχετική αύξηση των συσσωματωμάτων που παρατηρείται κατά την 

μεταγραφική καταστολή της hTau0N4R πιθανότατα να είναι υπεύθυνη και για την 

προκύπτουσα αναστροφή των ελλειμμάτων στην PSD-M που παρατηρήθηκε 

νωρίτερα (Εικόνα 3- 6 Α και Β). Συλλογικά, όλα τα παραπάνω αποτελέσματα 

υποδεικνύουν έντονα ότι ενώ τα συσσωματώματα της hTau0N4R είναι προστατευτικά 

όσο αφορά των διαδικασιών/μηχανισμών που εμπλέκονται στην PSD-M, τα διαλυτά 

μόρια της πρωτεΐνης είναι επιβλαβή.  
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3.4.4. Οι μύγες που εκφράζουν hTau0N3R παρουσιάζουν φυσιολογική PSD-M και 

αυξημένο ποσό αδιάλυτων συσσωματωμάτων. 

Σε αντίθεση με τις μύγες που εκφράζουν την hTau0N4R, οι μύγες που εκφράζουν την 

ισομορφή hTau0N3R παρουσιάζουν φυσιολογική συνειρμική μάθηση και 

φυσιολογική εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη, PSD-M, ακόμη και 

μετά από επαγωγή της έκφρασης για 12 ημέρες στους 30οC (Sealey et al., 2017). 

Ποσοτικοποίηση των κλασμάτων που προέρχονται από ομογενοποιημένες κεφαλές 

ζώων που εκφράζουν την hTau0N3R απέδωσε 6 φορές υψηλότερα ποσά των 

αδιάλυτων συσσωματωμάτων σε σχέση με τα ζώα που εκφράζουν την hTau0N4R 

(Εικόνα 3- 10Α), έπειτα από επαγωγή της έκφρασης για 12 ημέρες στους 30οC. Με 

βάση όλα τα παραπάνω αποτελέσματα, η διαφορά στην απόδοση των ζώων 

ανάμεσα στις δυο διαφορετικές ισομορφές της πρωτεΐνης Τ, οδηγεί στο εύλογο 

ερώτημα αν η έλλειψη ελλειμμάτων στη μάθηση και στη PSD-M για την hTau0N3R 

είναι απόρροια της αυξημένης συγκέντρωσης των αδιάλυτων συσσωματωμάτων 

που παρουσιάζονται στη συγκεκριμένη ισομορφή. Για το λόγο αυτό, κρίθηκε 

απαραίτητη η μείωση σχηματισμού αδιάλυτων συσσωματωμάτων στα ζώα που 

εκφράζουν την hTau0N3R με χρήση του MetBlu. 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί (Sealey et al., 2017), τα ζώα που εκφράζουν την hTau0N3R 

παρουσιάζουν σημαντικά μειωμένο βαθμό επιβίωσης και η κατά 50% θνησιμότητα 

εμφανίζεται 7 ημέρες νωρίτερα από τις μύγες πειραματικού ελέγχου 

(Συμπληρωματική Εικόνα 3 - 1C). Χορήγηση MetBlu σε αυτές τις μύγες (στους 30οC) 

και σε διαφορετικές συγκεντρώσεις οδήγησε σε ακόμα μεγαλύτερη πρόωρη 

θνησιμότητα, με το 50% του ποσοστού θνησιμότητας να εμφανίζεται κατά 8 ημέρες 

νωρίτερα σε συγκεντρώσεις MetBlu άνω των 250 μΜ (Συμπληρωματική Εικόνα 3 - 

1C και Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 9). Η χορήγηση για 12 ημέρες στους 30οC 

μικρότερων συγκεντρώσεων MetBlu, οι οποίες δεν είναι τόσο τοξικές με βάση την 

θνησιμότητα, δεν επηρέασε σημαντικά τα επίπεδα της διαλυτής hTau0N3R (Εικόνα 3- 

10Β), ενώ τα επίπεδα των αδιάλυτων συσσωματωμάτων βρέθηκαν αρκετά 

μειωμένα, ιδιαιτέρως στη συγκέντρωση 50 μΜ MetBlu (Εικόνα 3- 10Β). Όπως ήταν 

αναμενόμενο, ο βαθμός επιβίωσης των μυγών που εκφράζουν την hTau0N3R υπό 

ταυτόχρονη χορήγηση 50 μΜ MetBlu ήταν αρκετά μειωμένος σε σχέση με τις μύγες 

ελέγχου, ωστόσο μόνο τη 12η ημέρα, και όχι νωρίτερα, παρατηρήθηκε σημαντική 

διαφορά σε σχέση με τις μύγες που εκφράζουν την hTau0N3R και δε λαμβάνουν το 

φάρμακο (Εικόνα 3- 10C).  
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Εικόνα 3- 10. Χορήγηση του MetBlu σε μύγες που εκφράζουν την hTau
0N3R

 για 12 ημέρες στους 

30
ο
C προκαλεί μείωση του ποσοστού των συσσωματωμάτων της. Α) κλασμάτωση 

ομογενοποιήματος από κεφαλές μυγών που εκφράζουν είτε την hTau
0N4R

 είτε την hTau
0N3R

 για 12 

ημέρες στους 30
ο
C και ποσοτικοποίηση των συσσωματωμάτων. Οι μύγες που εκφράζουν την 

hTau
0N3R

 παρουσιάζουν 6 φορές μεγαλύτερη ποσότητα συσσωματωμάτων σε σχέση με τις μύγες που 

εκφράζουν την hTau
0N4R

. Β) Κλασμάτωση ομογενοποιήματος από κεφαλές μυγών που εκφράζουν την 

hTau
0N3R

 για 12 ημέρες στους 30
ο
C με ταυτόχρονη χορήγηση διαφορετικών συγκεντρώσεων MetBlu 

(10, 50 και 100μΜ). Αριστερά απεικονίζεται η ποσοτικοποίηση του κλάσματος της διαλυτής μορφής 

και δεξιά του κλάσματος των αδιάλυτων συσσωματωμάτων της hTau
0N3R

 υπό διαφορετικές 

συγκεντρώσεις MetBlu. C) Απεικόνιση του ποσοστού επιβίωσης των μυγών πειραματικού ελέγχου 

(ΕlavG4;G80
ts

>w
1118

) και των μυγών που εκφράζουν την hTau
0N3R

 χωρίς και με χορήγηση MetBlu 

50μΜ. Στις μύγες πειραματικού ελέγχου δεν υπάρχει καμία επίδραση του φαρμάκου, ενώ στις μύγες 

που εκφράζουν την hTau
0N3R

 παρατηρείται αύξηση της τοξικότητας μόνο την 12
η
 ημέρα χορήγησης 

φαρμάκου. Η έκφραση της 0N3R και 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ πραγματοποιείται υπό τον 

επαγωγέα Elav-GAL4 / TubGAL80
ts

 σε όλες τις περιπτώσεις. Στατιστικές λεπτομέρειες 

παρουσιάζονται στον Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 10. 

 

Εάν ο αυξημένος αριθμός των αδιάλυτων συσσωματωμάτων είναι όντως υπεύθυνος 

για την έλλειψη έκπτωσης στην PSD-M για τις μύγες που εκφράζουν την hTau0N3R 

για 12 ημέρες, τότε η χορήγηση του MetBlu και η επακόλουθη μείωση των 

συσσωματωμάτων που παρατηρείται σε αυτές τις μύγες (Εικόνα 3- 10Β) αναμένεται 

να προκαλέσει ελλείμματα στη μνήμη αυτή. Για το λόγο αυτό, σε μύγες που 
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εκφράζουν την hTau0N3R στους 30οC χορηγήθηκε για 12 ημέρες MetBlu 50μM. Στη 

συγκέντρωση αυτή βρέθηκε ότι δεν επηρεάζεται η απόδοση των ζώων έπειτα από 

εκτεταμένη εκπαίδευση σε σύγκριση με τα ζώα ιδίου γονοτύπου στα οποία δεν 

χορηγήθηκε φάρμακο (Εικόνα 3- 11Α). Ωστόσο, η PSD-M μειώθηκε σημαντικά 

έπειτα από τη χορήγηση της συγκεκριμένης συγκέντρωσης MetBlu (Εικόνα 3- 11Β), 

σε αντίθεση με τη PSI-M που παρέμεινε αμετάβλητη (Εικόνα 3- 11C). Η ειδικότητα 

της δράσης του φαρμάκου για την εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη, 

PSD-M, υποδηλώνει ότι τα ελλείμματα που παρατηρούνται είναι απίθανο να είναι 

αποτέλεσμα μη ειδικής τοξικότητας του φαρμάκου. Για την επαλήθευση αυτής της 

υπόθεσης, χορηγήθηκε φάρμακο ιδίας συγκέντρωσης (MetBlu 50 μM) σε μύγες 

πειραματικού ελέγχου για 12 ημέρες στους 30οC, δηλαδή στις ίδιες συνθήκες που 

πραγματοποιήθηκαν και τα παραπάνω πειράματα και σε συνθήκες που δεν 

επηρεάζεται η επιβίωσή τους (Συμπληρωματική Εικόνα 3 - 1 Α) και βρέθηκε ότι δεν 

επηρεάζεται η PSD-M σε σύγκριση με τα ζώα στα οποία δεν χορηγήθηκε φάρμακο 

(Εικόνα 3- 11D), υποδεικνύοντας ότι τα ελλείμματα που προκύπτουν έπειτα από 

χορήγηση του φαρμάκου στις μύγες που εκφράζουν την hTau0N3R δεν είναι 

αποτέλεσμα τοξικότητας του φαρμάκου. Επιπλέον, σε συγκεντρώσεις του MetBlu 

(10μΜ και 100μΜ) που δεν μειώνονται σημαντικά τα αδιάλυτα συσσωματώματα 

(Εικόνα 3- 10Β) της hTau0N3R δεν παρατηρείται καμία μεταβολή στην απόδοση των 

ζώων στη PSD-M (Εικόνα 3- 11 E και F). Συνεπώς, τα ελλείμματα στη PSD-M για τις 

μύγες που εκφράζουν την  hTau0N3R εμφανίζονται μόνο έπειτα από χορήγηση 

MetBlu σε συνθήκες που ελαττώνεται ο σχηματισμός συσσωματωμάτων, 

επιβεβαιώνοντας ανεξάρτητα ότι η συσσώρευση συσσωματωμάτων hTau δεν είναι 

ανασταλτική και μπορεί στη πραγματικότητα να είναι και προστατευτική έναντι των 

διεργασιών/μηχανισμών που διέπουν τη εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση 

μνήμη.  
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Εικόνα 3- 11. Χορήγηση συγκεκριμένης συγκέντρωσης MetBlu, η οποία αναστέλλει το σχηματισμό 

αδιάλυτων συσσωματωμάτων της hTau
0N3R

, προκαλεί ελλείμματα ειδικά ως προς την απόδοση 

των ζώων στην PSD-M. Η έκφραση των 0N3R και ON4R ισομορφών της πρωτεΐνης Τ 

πραγματοποιείται υπό τον επαγωγέα Elav-GAL4;TubGAL80
ts

. Οι διασταυρώσεις πραγματοποιούνται 

στους 18
ο
C και οι ενήλικες μύγες τοποθετούνται στους 30

o
C για 12 ημέρες με ή χωρίς τη χορήγηση 

MetBlu. Χορήγηση 50μΜ MetBlu σε μύγες που εκφράζουν την hTau
0N3R

 για 12 ημέρες δεν επηρεάζει 

την απόδοση των ζώων έπειτα από εκτεταμένη εκπαίδευση (Α). Ωστόσο, προκαλεί σημαντικά 

ελλείμματα στην PSD-M σε σύγκριση με τα ζώα ιδίου γονοτύπου στα οποία δεν χορηγήθηκε 

φάρμακο (Β) σε αντίθεση με την PSI-M που παραμένει αμετάβλητη (C). Χορήγηση ιδίας 

συγκέντρωσης MetBlu και στις ίδιες συνθήκες στις μύγες πειραματικού ελέγχου δεν προκαλεί καμία 

αλλαγή στην απόδοση των ζώων στην PSD-M (D). Επίσης, χορήγηση διαφορετικής συγκέντρωσης 

MetBlu, 10μΜ (Ε) ή 100μΜ (F), η οποία δεν μειώνει σημαντικά τον σχηματισμό αδιάλυτων 

συσσωματωμάτων, δεν προκαλεί καμία μεταβολή στην απόδοση των ζώων που εκφράζουν την 

hTau
0N3R

 στην PSD-M (Ε,F). Χορήγηση MetBlu σε συγκέντρωση που μειώνει το σχηματισμό 

συσσωματωμάτων στην 0N4R ισομορφή επιδεινώνει τα ήδη υπάρχοντα ελλείμματα στην PSD-M (G), 

ενώ δεν υπάρχει διαφορά σε μεγαλύτερη συγκέντρωση φαρμάκου, 100μΜ, όπου δεν μεταβάλλεται 

ο σχηματισμός συσσωματωμάτων (Η). Το ‘*’ υποδεικνύει τις διαφορές που είναι στατιστικά 

σημαντικές στις μύγες ιδίου γονοτύπου με ή χωρίς τη χορήγηση φαρμάκου. Στατιστικές λεπτομέρειες 

παρουσιάζονται στον Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 11. 

 

Αντίστοιχα, η ελλειμματική μνήμη που παρουσιάζεται στα ζώα που εκφράζουν την 

hTau0N4R για 12 ημέρες στους 30οC (Εικόνα 3- 1Β) επιδεινώνεται ακόμα περισσότερο 

έπειτα από χορήγηση MetBlu συγκέντρωσης 50μM (Εικόνα 3- 11G), ενώ δεν 

επηρεάζεται έπειτα από χορήγηση MetBlu συγκέντρωσης 100μM (Εικόνα 3- 11H), 
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συγκεντρώσεις οι οποίες δεν επηρεάζουν το βαθμό επιβίωσής τους 

(Συμπληρωματική Εικόνα 3 - 1 Β) και μόνο η πρώτη από αυτές επηρεάζει τη 

συσσώρευση συσσωματωμάτων. Συμπερασματικά, η αναστολή σχηματισμού των 

αδιάλυτων συσσωματωμάτων για δυο διαφορετικές ισομορφές της ανθρώπινης 

πρωτεΐνης Τ (0N4R και 0N3R) έχει ως αποτέλεσμα ελλείμματα ειδικά ως προς την 

εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη, PSD-M. 

 

3.4.5. Ο σχηματισμός αδιάλυτων συσσωματωμάτων στα μισχοειδή σωμάτια 

προκαλεί φυσιολογική PSD-M, ενώ η ελάττωση τους έχει ως αποτέλεσμα τη 

δημιουργία ελλειμματικής μνήμης. 

Οι νευρώνες των μισχοειδών σωματίων (MBs) εμπλέκονται στη δημιουργία της 

εξαρτώμενης από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμης (PSD-M), (Cognigni et al., 2018); 

(Davis et al., 2005), ενώ η έκφραση της hTau σε αυτά έχει αναφερθεί ότι έχει ως 

αποτέλεσμα τη δημιουργία ελλειμμάτων στη μάθηση και βραχυπρόθεσμη μνήμη, 

αφήνοντας όμως τους νευρώνες αυτούς δομικά φυσιολογικούς (Mershin et al., 

2004). Ωστόσο, δεν έχει εξεταστεί μέχρι τώρα αν η έκφραση της ανθρώπινης 

πρωτεΐνης Τ εντός των νευρώνων των μισχοειδών σωματίων ειδικά σε ενήλικα ζώα 

οδηγεί σε ελλειμματική μνήμη. Για να προσδιοριστεί εάν η PSD-M μεταβάλλεται, 

όταν εκφράζεται η hTau0N4R εντός των νευρώνων αυτών χρησιμοποιήθηκε ένας 

ισχυρός επαγωγέας ειδικός για τα μισχοειδή σωμάτια, ο LeoGal4;TubG80ts 

(Messaritou et al., 2009). Οι διασταυρώσεις πραγματοποιήθηκαν στους 18οC και η 

έκφραση της 0N4R ισομορφής της ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ διεξήχθη έπειτα από 

μεταφορά των ενηλίκων μυγών στους 30οC για 12 ημέρες. Τα επίπεδα έκφρασης της 

πρωτεΐνης Τ υπό τον επαγωγέα LeoGal4;TubG80ts παρατηρήθηκε ότι είναι πολύ 

αυξημένα σε σύγκριση με αυτά που προκύπτουν υπό τον παν-νευρωνικό επαγωγέα 

ElavGal4;TubG80ts (Εικόνα 3- 12Α) και αυτό επαληθεύτηκε και με ένα δεύτερο 

διαγονίδιο, το 0N4R2a (Εικόνα 3- 12Β). Λαμβάνοντας υπόψη ότι η έκφραση υπό τον 

επαγωγέα LeoGal4 γίνεται σε μικρό αριθμό νευρώνων (Messaritou et al., 2009) σε 

σύγκριση με τον παν-νευρωνικό επαγωγέα ElavGal4 (Robinow et al., 1988), 

υποδεικνύεται ότι μια πολύ μεγάλη περίσσεια της hTau συσσωρεύεται σε αυτούς 

τους ~4500 MB νευρώνες (Aso et al., 2009) σε αυτές τις 12 ημέρες επαγωγής 

έκφρασης του διαγονιδίου. Ωστόσο έκπληξη αποτελεί το γεγονός ότι παρά την πολύ 

μεγάλη συσσώρευση της hTau σε αυτούς τους νευρώνες, δεν επηρεάζεται η PSD-M 

ούτε στα ζώα που εκφράζουν το διαγονίδιο 0N4R (Εικόνα 3- 12C) ούτε σε αυτά που 

εκφράζουν το διαγονίδιο 0N4R2a (Εικόνα 3- 12D). Συγκεντρωτικά αυτά τα δεδομένα 

υποστηρίζουν την ιδέα ότι τα επίπεδα έκφρασης της hTau από μόνα τους δεν είναι 

επαρκή για τη νευρωνική δυσλειτουργία. 
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Εικόνα 3- 12. Τα υψηλά επίπεδα έκφρασης της 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ στα μισχοειδή 

σωμάτια δεν είναι επαρκή για τη δημιουργία ελλειμμάτων στην PSD-M. Ποσοτικοποίηση 

δειγμάτων από κεφαλές μυγών που εκφράζουν παν-νευρωνικά (Elav-GAL4 /TubGAL80
ts

) ή σε όλα τα 

μισχοειδή σωμάτια (Leo-GAL4;TubGAL80
ts

) για 12 ημέρες στους 30
ο
C είτε το διαγονίδιο 0N4R (Α) είτε 

το διαγονίδιο 0N4R
2α

 (Β). Η έκφραση υπό τον επαγωγέα-ειδικό για τα μισχοειδή σωμάτια επιφέρει 

σημαντικά αυξημένα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης Τ σε σύγκριση με τα επίπεδα έκφρασης που 

επάγονται υπό τον παν-νευρωνικό επαγωγέα και η στατιστικά σημαντική αυτή διαφορά 

αναπαρίσταται με ‘*’ (Α,Β). Η έκφραση των διαγονιδίων 0N4R (C) και 0N4R
2α

 (D) υπό τον ειδικό για 

τα μισχοειδή σωμάτια επαγωγέα Leo-GAL4;TubGAL80
ts

 για 12 ημέρες στους 30
ο
C δεν επιφέρει 

ελλείμματα στην PSD-M (C,D) σε σχέση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου. Στατιστικές λεπτομέρειες 

παρουσιάζονται στον Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 12. 

 

Επιπλέον, έπειτα από κλασμάτωση των προϊόντων λύσης από ομογενοποιημένες 

κεφαλές ζώων που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή της πρωτεΐνης Τ, υπό τον 

επαγωγέα LeoGal4, βρέθηκαν υψηλότερα επίπεδα των αδιάλυτων μορφών της 

πρωτεΐνης Τ σε σχέση με εκείνα που προκύπτουν έπειτα από επαγωγή έκφρασης 

υπό τον επαγωγέα ElavGal4 (Εικόνα 3- 13Α) και πιθανόν σε αυτά να οφείλεται η 

έλλειψη της εξαρτώμενης από την πρωτεΐνη Τ δυσλειτουργίας στα μισχοειδή 

σωμάτια. Δεδομένης της εξαρτώμενης από την θερμοκρασία τοξικότητας του 

MetBlu και του περιορισμένου αριθμού των νευρώνων που στοχεύονται με τη 

χρήση του επαγωγέα LeoGal4, χρησιμοποιήθηκε η συγκέντρωση 10 μΜ MetBlu για 

την αναστολή σχηματισμού των συσσωματωμάτων την πρωτεΐνης Τ, μιας 

συγκέντρωσης η οποία δεν έχει σημαντικές επιπτώσεις στην επιβίωση των μυγών 

πειραματικού ελέγχου (Συμπληρωματική Εικόνα 3 - 1Α) ή των μυγών που 

εκφράζουν παν-νευρωνικά τη hTau0N4R (Συμπληρωματική Εικόνα 3 - 1Β).  

Η χορήγηση του MetBlu συγκέντρωσης 10 μΜ στις μύγες, πραγματοποιήθηκε επί 12 

ημέρες στους 30οC και δεν προκάλεσε καμία μεταβολή στην απόδοση των ζώων 

έπειτα από παρατεταμένη εκπαίδευση (Εικόνα 3- 13Β), υποδεικνύοντας την έλλειψη 

της γενικότερης τοξικότητας του φαρμάκου και τη φυσιολογική λειτουργία του ΚΝΣ, 

όπως και προηγουμένως. Αντίθετα, η εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση 

μνήμη, PSD-M, παρουσίασε σημαντικά ελλείμματα στις μύγες που εκφράζουν το 



237 
 

διαγονίδιο 0N4R (Εικόνα 3- 13C) είτε το διαγονίδιο 0N4R2a (Εικόνα 3- 13D) σε σχέση 

με τα ζώα ιδίου γονοτύπου που δεν έλαβαν φάρμακο.  

 

Εικόνα 3- 13. Χορήγηση συγκεκριμένης συγκέντρωσης MetBlu, η οποία αναστέλλει το σχηματισμό 

αδιάλυτων συσσωματωμάτων της hTau
0N4R

, προκαλεί ελλείμματα στην PSD-M. Η έκφραση των 

διαγονιδίων 0N4R και ON4R
2a

 πραγματοποιείται υπό τον επαγωγέα Leo-GAL4;TubGAL80
ts

 ή τον 

επαγωγέα Elav-GAL4;TubGAL80
ts

. Οι διασταυρώσεις πραγματοποιούνται στους 18
ο
C και οι ενήλικες 

μύγες τοποθετούνται στους 30
o
C για 12 ημέρες με ή χωρίς τη χορήγηση MetBlu. Α) Kλασμάτωση των 

προϊόντων λύσης από ομογενοποιημένες κεφαλές ζώων που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή της 

πρωτεΐνης Τ υπό τους επαγωγείς Elav-GAL4;TubGAL80
ts

 και Leo-GAL4;TubGAL80
ts

. Η επαγωγή 

έκφρασης στα μισχοειδή σωμάτια έχει ως αποτέλεσμα υψηλότερα επίπεδα των αδιάλυτων 

συσσωματωμάτων της πρωτεΐνης Τ σε σύγκριση με εκείνα που προκύπτουν από την επαγωγή 

έκφρασης με τον παν-νευρωνικό επαγωγέα. Β-D) Χορήγηση 10μΜ MetBlu σε μύγες που εκφράζουν 

τα διαγονίδια 0N4R και ON4R
2a

 για 12 ημέρες στους 30
ο
C δεν επηρεάζει την απόδοση των ζώων 

έπειτα από εκτεταμένη εκπαίδευση (B), ενώ προκαλεί σημαντικά ελλείμματα στην PSD-M (C,D) σε 

σύγκριση με τα ζώα ιδίου γονοτύπου στα οποία δεν χορηγήθηκε φάρμακο. Το ‘*’ υποδεικνύει τις 

διαφορές που είναι στατιστικά σημαντικές στις μύγες ιδίου γονοτύπου με ή χωρίς τη χορήγηση 

φαρμάκου. Στατιστικές λεπτομέρειες παρουσιάζονται στον Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 13. 

 

Συμπερασματικά, η συσσώρευση των αδιάλυτων συσσωματωμάτων hTau στα 

μισχοειδή σωμάτια δεν επιφέρει νευρωνική δυσλειτουργία, η οποία εκδηλώνεται 

ως ελλείμματα PSD-M, σε αντίθεση με τη διαλυτή hTau και πιθανόν και τα GTO που 

φαινομενικά επιφέρουν.  

 

3.5. Συζήτηση 

3.5.1. Αντιστροφή ελλειμμάτων στην εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση 

μνήμη σε ενήλικα ζώα που εκφράζουν τη πρωτεΐνη Τ. 

Τα ελλείμματα στην μνήμη που είναι χρόνο-εξαρτώμενα και πιθανότατα 

αντικατοπτρίζουν την εξέλιξη της νόσου, είναι χαρακτηριστικό των περισσότερων 
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σποραδικών Τ-πρωτεϊνοπαθειών, συμπεριλαμβανομένων και αυτών που δεν 

εμπλέκουν μεταλλαγμένη πρωτεΐνη Τ, όπως το AD (Delacourte et al., 2005); (Lee et 

al., 2001). Τα ελλείμματα στη συνειρμική μάθηση και στη μνήμη PSD με τρόπο 

χρόνο-εξαρτώμενο εμφανίζονται ξεκάθαρα και στο συγκεκριμένο μοντέλο της 

Drosophila με την επαγωγή έκφρασης της πρωτεΐνης Τ σε ενήλικα άτομα [Εικόνα 3-1 

και (Sealey et al., 2017)]. Ωστόσο, δεν είναι σαφές μέχρι τώρα εάν αυτά τα 

ελλείμματα στη μνήμη είναι απόρροια μη αναστρέψιμων δυσλειτουργιών ή 

εκφυλισμένων νευρώνων. Προηγούμενες έρευνες σε μοντέλα διαγονιδιακών 

ποντικών με ρυθμιζόμενη έκφραση των μεταλλάξεων P301L και ΔK280 στο γενετικό 

υπόβαθρο της 0N4R ισομορφής, οι οποίες σχετίζονται με τη  FTDP νόσο, έδειξαν ότι 

η καταστολή έκφρασης της hTau βελτιώνει τη μνήμη, χωρίς όμως να μειώνει και τα 

μεγάλα συσσωματώματα (Santacruz et al., 2005); (Sydow et al.,2011); (Van der 

Jeugd et al., 2012). 

Η παρούσα έρευνα, από όσο γνωρίζουμε, είναι η πρώτη που παρουσιάζει 

αναστροφή της ελλειμματικής μνήμης έπειτα από καταστολή της έκφρασης της 

ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ αγρίου τύπου. Μαζί με τα δεδομένα από τις έρευνες στο 

ποντίκι, τα αποτελέσματα αυτά υποστηρίζουν την υπόθεση ότι τα ελλείμματα στη 

μνήμη δεν είναι απόρροια μη αναστρέψιμων κατεστραμμένων νευρώνων από την 

έκφραση αγρίου τύπου ή μεταλλαγμένων μορφών της πρωτεΐνης Τ. Πιθανόν, τα 

γνωστικά ελλείμματα να προκύπτουν από δυσλειτουργικούς αλλά άθικτους 

νευρώνες και ίσως να είναι επίσης φαρμακολογικά αναστρέψιμα και σε ασθενείς, 

τουλάχιστον πριν τα μεταγενέστερα εκφυλιστικά στάδια της νόσου (Braak et al., 

1996); (Lee et al., 2001); (Papanikolopoulou et al., 2020). 

Επιπλέον, με τη παρούσα έρευνα αποδεικνύουμε ότι η περίσσεια των ισομορφών 

0N3R και 0N4R στο ΚΝΣ δημιουργεί ελλείμματα ειδικά για την PSD-M (Εικόνα 3- 4 A-

D, Εικόνα 3- 9 A-D, Εικόνα 3- 11 A-C). Τα αποτελέσματα αυτά ενισχύουν την άποψη 

ότι η περίσσεια της πρωτεΐνης Τ δεν οδηγεί σε γενική δυσλειτουργία του ΚΝΣ της 

μύγας αλλά προφανώς επιδρά σε συγκεκριμένες διεργασίες συμπεριλαμβανομένων 

και των μηχανισμών που είναι απαραίτητοι για το σχηματισμό της εξαρτώμενης από 

την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμης. Σε πρόσφατη μελέτη με χρήση ζώων Drosophila 

στα οποία έχει εξαλειφθεί η ενδογενής πρωτεΐνη T, βρέθηκε ότι έχουν αυξημένη 

μετάφραση και ενισχυμένη PSD-M ενώ η υπερέκφραση της παρουσιάζει 

προβλήματα και στις δύο διαδικασίες, με αποτέλεσμα να παρέχει σαφής αποδείξεις 

για το ρόλο της πρωτεΐνης Τ στην αρνητική ρύθμιση της μετάφρασης 

(Papanikolopoulou et al., 2019). Σε αντίθεση, στη συγκεκριμένη έρευνα βρέθηκε ότι 

η ανεξάρτητη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη, PSI-M, μένει ανεπηρέαστη, 

παρέχοντας επιπλέον στήριξη της ιδέας  ότι η περίσσεια της διαλυτής πρωτεΐνης Τ 

δεν είναι αυτή καθαυτή τοξική στο ΚΝΣ της μύγας. Επιπλέον, έχει αναφερθεί σε 

άλλη έρευνα ότι η PSI-M εξαρτάται τουλάχιστον εν μέρει από τη σταθερότητα της 

νηματώδους F-ακτίνης (Kotoula et al., 2017) και σε συνάρτηση με το γεγονός ότι σε 
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άλλες έρευνες έχει αναφερθεί ότι η περίσσεια hTau στο ΚΝΣ της μύγας 

σταθεροποιεί την F-ακτίνη (Fulga et al., 2007), μπορούμε να κατανοήσουμε το λόγο 

για τον οποίο η PSI-M παραμένει άθικτη υπό αυτές τις συνθήκες.  

 

3.5.2. Η αυξημένη συσσωμάτωση της πρωτεΐνης Τ στο ΚΝΣ ενηλίκων μυγών 

συσχετίζεται με την καταστολή των ελλειμμάτων PSD-M. 

Σε συμφωνία με τα αποτελέσματα από το μοντέλο ποντικού για την 

μετωποκροταφική άνοια, στη Drosophila βρέθηκε ότι τα συσσωματώματα της 

πρωτεΐνης Τ παραμένουν για τουλάχιστον 10 ημέρες μετά την αποσιώπηση της 

έκφρασής της και προφανώς αποτελούν και το κύριο κλάσμα της ισομορφής 0N4R 

της πρωτεΐνης Τ (Εικόνα 3- 5 C και D). Επιπροσθέτως, στην ισομορφή 0N3R της 

πρωτεΐνης Τ, τα συσσωματώματα αποτελούν το κύριο κλάσμα στη μύγα ακόμα και 

όταν το διαγονίδιο είναι πλήρως μεταγραφικά ενεργό για 12 ημέρες (Εικόνα 3- 

10Α). Η αυξημένη τάση της ισομορφής 0N3R της πρωτεΐνης Τ για συσσωμάτωση 

μπορεί να οφείλεται στην αυξημένη φωσφορυλίωσή της έναντι της αντίστοιχης 

φωσφορυλίωσης της 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ στο ΚΝΣ της Drosophila 

(Sealey et al., 2017). Ένα άλλο ενδεχόμενο για την αυξημένη συσσωμάτωση που 

παρατηρείται στην ισομορφή 0N3R μπορεί να είναι το γεγονός ότι η συγκεκριμένη 

ισομορφή έχει μειωμένη συγγένεια για τους μικροσωληνίσκους σε σχέση με την 

0N4R ισομορφή με αποτέλεσμα να καθίσταται ένα μεγάλο ποσοστό αυτής της 

ισομορφής αδέσμευτο και πιο επιρρεπή στη συσσωμάτωση (Goode et al.,2000). 

Ενδιαφέρον επίσης έχει το γεγονός ότι όταν η έκφραση της ισομορφής 0N4R της 

πρωτεΐνης Τ περιορίζεται μόνο στους ~4500 νευρώνες των μισχοειδών σωματίων 

(MB), με χρήση του πολύ ισχυρού επαγωγέα LeoGal4, παρατηρείται αύξηση των 

συσσωματωμάτων ακόμα και χωρίς την αποσιώπηση του διαγονιδίου σε σχέση με 

τα επίπεδα που παρατηρήθηκαν με χρήση του παν-νευρωνικού επαγωγέα ElavGal4 

(~1x105 νευρώνες) σε παρόμοιες συνθήκες (Εικόνα 3- 12 Α και Β). Αυτό υποδεικνύει 

ότι η συσσωμάτωση ευνοείται με τη συσσώρευση της πρωτεΐνης Τ εντός 

συγκεκριμένων νευρώνων, όπως έχει προταθεί και από άλλες μελέτες in vitro 

(Montejo de Garcini et al., 1986); (von Bergen et al., 2000). Επιπλέον, αυτό 

δικαιολογεί την επιλογή μας να συνδυάσουμε τα δύο νέα διαγονίδια 0N4R έτσι 

ώστε η έκφραση hTau του προκύπτοντος 0N4R2a να προσεγγίζει εκείνη του αρχικού 

τυχαίως εισαχθέντος διαγονιδίου 0N4R (Wittmann et al., 2001) (Εικόνα 3- 3). 

Τα μη διαλυτά συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ έχουν συνδεθεί άρρηκτα με τις 

νευροεκφυλιστικές Τ- πρωτεϊνοπάθειες (Delacourte et al., 2000); (Geschwind et al., 

2003); (Trojanowski et al., 2005) και τα μεγαλύτερα συσσωματώματα, όπως τα NFT 

θεωρείται ότι συμβάλλουν στη τοξικότητα αλλά σε μεταγενέστερο στάδιο. Ωστόσο, 

πολλά είναι τα στοιχεία πλέον που υποδεικνύουν ότι τα διαλυτά ολιγομερή της 

πρωτεΐνης Τ και πιθανώς και τα μικρά μη διαλυτά συσσωματώματα όπως τα GTOs 
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(Cowan et al., 2013), διαδραματίζουν βασικό ρόλο στη δυσλειτουργία και 

τοξικότητα, ενώ άμεσες ενδείξεις για το ρόλο των μεγάλων μη διαλυτών 

συσσωματωμάτων σε αυτές τις διαδικασίες παραμένουν ελάχιστες (Arendt et al., 

2016); (Cowan et al., 2013); (Wang et al., 2015). Στην πραγματικότητα έχει δειχθεί 

ότι μπορεί να επέρχεται εκφύλιση των νευρώνων και χωρίς τη δημιουργία NFTs 

(Papanikolopoulou et al., 2011); (Wang et al., 2015); (Wittmann et al., 2001).  

Τα δεδομένα στη παρούσα έρευνα υποστηρίζουν σθεναρά την άποψη ότι τα μη 

διαλυτά συσσωματώματα είναι προστατευτικά σε νευρωνικές διεργασίες (ή έστω 

τις επιτρέπουν), οι οποίες αποτελούν τη βάση για την εξαρτώμενη από την 

πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη, PSD-M. Αυτό έρχεται σε συμφωνία, εν μέρει, με άλλες 

ερευνητικές μελέτες που δείχνουν ότι στο μοντέλο μετωποκροταφικής άνοιας του 

ποντικού, τα συσσωματώματα παραμένουν, ενώ η γνωστική λειτουργία βελτιώνεται 

(Santacruz et al., 2005); (Sydow et al., 2011); (Van der Jeugd et al., 2012).  

Στη παρούσα έρευνα αποδείξαμε ότι η αποσιώπηση της διαγονιδιακής έκφρασης σε 

ζώα που εκφράζουν την ισομορφή 0N4R της πρωτεΐνης Τ έχει ως αποτέλεσμα την 

αναστροφή των ελλειμμάτων στην PSD-M μνήμη και συσχετίζεται άμεσα με την 

αύξηση των μη διαλυτών συσσωματωμάτων (Εικόνα 3- 5 Ε και Εικόνα 3- 6). 

Αντίθετα, η ελλειμματική μνήμη διατηρείται έπειτα από την αναστολή σχηματισμού 

των συσσωματωμάτων με χορήγηση του MetBlu και ταυτόχρονη διαγονιδιακή 

αποσιώπηση (Εικόνα 3- 9Β). Ενώ, σε συγκεντρώσεις του MetBlu που δεν 

επηρεάζεται ο σχηματισμός των συσσωματωμάτων της ισομορφής 0N4R της 

πρωτεΐνης Τ δεν επηρεάζεται η PSD-M (Εικόνα 3- 9 D). Επιπλέον, η χορήγηση 

MetBlu σε συγκέντρωση που αναστέλλεται ο σχηματισμός των συσσωματωμάτων 

και σε συνθήκες χωρίς διαγονιδιακή αποσιώπηση (έκφραση 12 ημέρες στους 30οC: 

συνθήκες στις οποίες η 0N4R ισομορφή της πρωτεΐνης Τ δημιουργεί ελλείμματα στη 

PSD-M) έχει ως αποτέλεσμα την επαύξηση του ελλείμματος στη PSD-M (Εικόνα 3- 11 

G). Επιπροσθέτως, η έκφραση της ισομορφής 0N4R της πρωτεΐνης Τ εντός των 

μισχοειδών σωματίων απέδωσε φυσιολογική PSD-M, πιθανότατα λόγω της 

υπερβολικής συσσωμάτωσής της (Εικόνα 3- 12 Α-D), ενώ σημαντικά ελλείμματα 

παρουσιάστηκαν έπειτα από χορήγηση του MetBlu σε συγκέντρωση η οποία 

αναστέλλει το σχηματισμό των συσσωματωμάτων (Εικόνα 3- 13C και D).  

Επιπλέον αποδείξεις έναντι του ρόλου των συσσωματωμάτων, ειδικά για την PSD-

M, απέδωσε η χρήση μιας δεύτερης ισομορφής της πρωτεΐνης Τ, η 0N3R ισομορφή. 

Η έκφραση της 0N3R ισομορφής για 12 ημέρες στους 30οC, αποδίδει φυσιολογική 

μάθηση και μνήμη στα ζώα αυτά (Sealey et al., 2017), ενώ σε σύγκριση με την 0N4R 

ισομορφή παρουσιάζει αυξημένα επίπεδα συσσωματωμάτων (Εικόνα 3- 10Α). Η 

χορήγηση του MetBlu στις μύγες αυτές που εκφράζουν την 0N3R ισομορφή είχε ως 

αποτέλεσμα τη δημιουργία ελλειμμάτων στην PSD-M (Εικόνα 3- 11 Β) ακριβώς όπως 

και στη περίπτωση της έκφρασης της 0N4R ισομορφής στα μισχοειδή σωμάτια 
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(Εικόνα 3- 13 C). Κοινό χαρακτηριστικό και στις δύο αυτές περιπτώσεις ήταν η 

σχετική αφθονία των συσσωματωμάτων της πρωτεΐνης Τ (Εικόνα 3- 10 Α και Εικόνα 

3- 13 Α). 

Συμπερασματικά, τα μη διαλυτά συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ δεν εμποδίζουν 

τις νευρωνικές διεργασίες που απαιτούνται για την εξαρτώμενη από την 

πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη PSD-M στη D. melanogaster και μπορεί ακόμα και να 

δρουν προστατευτικά έναντι των κυτταρικών αποκρίσεων που επέρχονται λόγω της 

αυξημένης φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ, όπως προτείνεται και σε άλλες 

μελέτες (Wang et al., 2015). Αντίθετα, τα μικρά διαλυτά ολιγομερή ή τα μονομερή, 

διμερή και τριμερή της πρωτεΐνης Τ μπορεί να δρουν παρεμποδιστικά στις 

διεργασίες που απαιτούνται για την PSD-M. Επιπλέον, η αναστολή σχηματισμού 

των συσσωματωμάτων των 0N4R και 0N3R ισομορφών της πρωτεΐνης Τ, σε σχετικά 

χαμηλές συγκεντρώσεις του MetBlu και υπό συνθήκες μέγιστης έκφρασης των 

διαγονιδίων (30οC) μείωσε δραματικά τη διάρκεια ζωής των μυγών 

(Συμπληρωματική Εικόνα 3 - 1). Συνεπώς, η αναστολή σχηματισμού των 

συσσωματωμάτων ή η προκύπτουσα περίσσεια των διαλυτών ολιγομερών ή ο 

συνδυασμός και των δύο, έχει ως αποτέλεσμα την τοξικότητα στο ΚΝΣ, όπως αυτή 

φαίνεται με την πρόωρη θνησιμότητα.  

Σε διάφορες μελέτες στο μοντέλο μετωποκροταφικής άνοιας του ποντικού έχει 

δειχτεί ότι η θεραπεία ή η πρόληψη με MetBlu αποτρέπει ή επαναφέρει τις 

γνωστικές λειτουργίες (Santacruz et al., 2005); (Sydow et al., 2011); (Van der Jeugd 

et al., 2012), αλλά οι επιδράσεις του φαρμάκου δεν έχουν πλήρως αξιολογηθεί. 

Ωστόσο, το MetBlu όταν δοκιμάστηκε σε ασθενείς ως θεραπεία για την αναστολή 

της συσσωμάτωσης στο AD και πέρασε στις δοκιμές φάσης ΙΙΙ, δεν απέδωσε τα 

επιθυμητά αποτελέσματα (Gauthier et al., 2016) πιθανότατα επειδή δεν αναστέλλει 

το σχηματισμό των GTOs (Soeda et al., 2015), τα οποία συσσωρεύονται σε υψηλά 

επίπεδα. Μέχρις στιγμής δεν γνωρίζουμε τη διαμόρφωση των συσσωματωμάτων 

και των ολιγομερών που σχηματίζονται στο ΚΝΣ της μύγας, υπό τις συγκεκριμένες 

πειραματικές συνθήκες που μελετήθηκαν στη παρούσα εργασία. Ως εκ τούτου δεν 

γνωρίζουμε εάν τα GTOs περιλαμβάνονται ή όχι στα συσσωματώματα που 

απομένουν έπειτα την επεξεργασία με MetBlu και αν είναι αυτά ή τα διαλυτά 

ολιγομερή που προκαλούν τα ελλείμματα στην PSD-M μνήμη. Ωστόσο, πρόσφατα 

αποτελέσματα από το μοντέλο ποντικού FTDP υποδεικνύουν ότι τα διαλυτά 

ολιγομερή της πρωτεΐνης Τ που φέρει τη μετάλλαξη P301L, είναι υπεύθυνα για την 

εξέλιξη της νόσου (Shin et al., 2020).  

Συλλογικά τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας μαζί με τα αποτελέσματα 

άλλων ερευνών υποδεικνύουν ότι φάρμακα που προωθούν τη συσσωμάτωση 

(Dominguez-Meijide et al., 2020) μπορεί να είναι καταλληλότερα για την θεραπεία 
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των γνωστικών ελλειμμάτων σε ασθενείς με AD παρά τα φάρμακα τα οποία δρουν 

ανασταλτικά της συσσωμάτωσης, όπως το MetBlu. 
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3.6. Συμπληρωματικά Δεδομένα 

 

 

Συμπληρωματική Εικόνα 3 - 1. Διαφορική επίδραση στην θνησιμότητα των διαφορετικών 

συγκεντρώσεων του MetBlu για τις μύγες πειραματικού ελέγχου και για τις μύγες που εκφράζουν 

τις ισομορφές 0N3R και 0N4R της πρωτεΐνης Τ. Καμπύλες επιβίωσης έπειτα από χορήγηση 

διαφορετικών συγκεντρώσεων MetBlu (0, 10, 50, 100, 250, 500 και 1000μM) σε μύγες πειραματικού 

ελέγχου (Α) και στις μύγες που εκφράζουν την ισομορφή 0N4R (B) ή την ισομορφή 0N3R (C) της 

πρωτεΐνης Τ. Α) Η χορήγηση του MetBlu μέσω της τροφής στις μύγες πειραματικού ελέγχου 

(ετεροζυγώτες ElavGal4;TubGal80
ts

>w
1118

), δεν επηρεάζει σημαντικά το βαθμό επιβίωσης των μυγών 

σε συγκεντρώσεις 10-250μM, ενώ σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις προκαλεί πρόωρη θνησιμότητα 
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και συγκεκριμένα στη συγκέντρωση 500 μM το 50% των μυγών αποβιώνει νωρίτερα κατά 16 ημέρες 

και στη συγκέντρωση 1 mM κατά 22 ημέρες. Β) H χορήγηση MetBlu σε συγκεντρώσεις 10-100 μΜ 

δεν αλλάζει το σημείο, όπου έχουμε το 50% επιβίωσης στις μύγες που εκφράζουν την hTau
0N4R

 σε 

σχέση με τις μύγες που δεν έλαβαν MetBlu, ωστόσο το μειώνουν κατά 5 ημέρες σε σχέση με αυτό 

των ζώων πειραματικού ελέγχου. Σε συγκεντρώσεις 250 μΜ και 500 μΜ MetBlu,  το ποσοστό 

επιβίωσης 50% ελαττώνεται κατά 15 ημέρες, ενώ σε συγκέντρωση 1 mM κατά 17 ημέρες. C) Τα ζώα 

που εκφράζουν την hTau
0N3R

 παρουσιάζουν σημαντικά μειωμένο βαθμό επιβίωσης και η κατά 50% 

θνησιμότητα εμφανίζεται 7 ημέρες νωρίτερα από τις μύγες πειραματικού ελέγχου. Το 50% του 

ποσοστού θνησιμότητας εμφανίζεται κατά 8 ημέρες νωρίτερα σε συγκεντρώσεις MetBlu άνω των 

250 μΜ. Στατιστικές λεπτομέρειες παρουσιάζονται στους Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 5, 3- 6 και 

3- 9. 

 

 

 

Συμπληρωματική Εικόνα 3- 2. Η χορήγηση MetBlu σε μύγες πειραματικού ελέγχου δεν προκαλεί 

αλλαγές στην απόδοση της PSD-M. Η χορήγηση MetBlu σε μύγες πειραματικού ελέγχου, w
1118

, για 

10 ημέρες στους 18
ο
C και σε συγκέντρωση 250 μM (Α) ή 500 μM (Β) δεν προκαλεί καμία στατιστικά 

σημαντική διαφορά (A: p=0.6584, Dunnett's test, n>12 ανά συνθήκη, Β: p=0.4115, Dunnett's test, 

n>12 ανά συνθήκη) στην απόδοση στην εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη, PSD-M 

(24hr Spaced).  
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Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 1. Στατιστική ανάλυση εικόνων 3-2 και 3-3.  

3-2 Α-Β: Ο μέσος όρος και το τυπικό σφάλμα της απόδοσης στη μάθηση έπειτα από εκτεταμένη 

εκπαίδευση των ζώων (Immediate 5X) (Α) και στην ανεξάρτητη της πρωτεϊνικής σύνθεσης μνήμη 

(PSI-M, 24HR Massed) (Β) υποδεικνύονται στον πίνακα για όλους τους γενοτύπους. Μετά την 

σημαντική ANOVA, πολλαπλές συγκρίσεις των μέσων όρων του κάθε γενοτύπου με τρόπο που 

αναπαρίσταται στον πίνακα πραγματοποιήθηκαν.  

3-3: Για την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων κατά την ανοσοαποτύπωση κατά Western 

πραγματοποιήθηκε πυκνομετρία  και υπολογίστηκε ο λόγος της σχετικής ποσότητας της πρωτεΐνης Τ 

σε σχέση με τη σχετική ποσότητα της συνταξίνης (Syx). Ο λόγος των δειγμάτων ελέγχου (του τυχαία 

εισαγόμενου διαγονιδίου 0N4R) ορίστηκε ως 1 και όλοι οι λόγοι σχετικής ποσότητας αναφέρονται σε 

σχέση με αυτό. Ο μέσος όρος και οι τιμές τυπικού σφάλματος  (SEM) συγκρίνονται αρχικώς με τη 

μέθοδο  ANOVA και στη συνέχεια με τη δοκιμασία Dunnett’s. Τρία ανεξάρτητα πειράματα 

πραγματοποιήθηκαν για την στατιστική ανάλυση. Με έντονο μαύρο αναπαρίστανται οι στατιστικά 

σημαντικές διαφορές. 

 

 



246 
 

 

Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 2. Στατιστική ανάλυση εικόνας 3-4. Ο μέσος όρος και το τυπικό 

σφάλμα της απόδοσης στη μάθηση και στην εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη 

υποδεικνύονται στον πίνακα για όλους τους γενοτύπους. Μετά την σημαντική ANOVA, πολλαπλές 

συγκρίσεις των μέσων όρων του κάθε γενοτύπου με τρόπο που αναπαρίσταται στον πίνακα 

πραγματοποιήθηκαν. Με έντονο μαύρο αναπαρίστανται οι στατιστικά σημαντικές διαφορές. 

 

 

 



247 
 

 

Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 3. Στατιστική ανάλυση εικόνας 3-5.  

Β: Για την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων της RT-PCR υπολογίστηκε ο λόγος της σχετικής ποσότητας 

των mRNA επιπέδων της πρωτεΐνης Τ σε σχέση με τη σχετική ποσότητα των mRNAs του rp49. Ο 

λόγος του δείγματος ελέγχου (0N4R ON) ορίστηκε ως 1 και ο λόγος της σχετικής ποσότητας του 0N4R 

OFF αναφέρεται σε σχέση με αυτό. Ο μέσος όρος και οι τιμές τυπικού σφάλματος  (SEM) 

συγκρίνονται αρχικώς με τη μέθοδο  ANOVA και στη συνέχεια με τη δοκιμασία Dunnett΄s. Τρία 

ανεξάρτητα πειράματα πραγματοποιήθηκαν για την στατιστική ανάλυση.  

C-E: Για την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων κατά την ανοσοαποτύπωση κατά Western 

πραγματοποιήθηκε πυκνομετρία  και υπολογίστηκε ο λόγος της σχετικής ποσότητας της πρωτεΐνης Τ 

σε σχέση με τη σχετική ποσότητα της συνταξίνης (Syx). Ο λόγος των δειγμάτων ελέγχου (0N4R ON και 

0N4R2a ON) ορίστηκε ως 1 και όλοι οι λόγοι σχετικής ποσότητας αναφέρονται σε σχέση με αυτό. Ο 

μέσος όρος και οι τιμές τυπικού σφάλματος  (SEM) συγκρίνονται αρχικώς με τη μέθοδο  ANOVA και 

στη συνέχεια με τη δοκιμασία Dunnett’s. Τρία ανεξάρτητα πειράματα πραγματοποιήθηκαν για την 

στατιστική ανάλυση. Με έντονο μαύρο χρώμα αναπαρίστανται οι στατιστικά σημαντικές διαφορές. 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 4. Στατιστική ανάλυση εικόνας 3-6. Ο μέσος όρος και το τυπικό 

σφάλμα της απόδοσης στην εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη υποδεικνύονται στον 

πίνακα για όλους τους γενοτύπους. Μετά την σημαντική ANOVA, πολλαπλές συγκρίσεις των μέσων 

όρων του κάθε γενοτύπου με τρόπο που αναπαρίσταται στον πίνακα πραγματοποιήθηκαν. Με 

έντονο μαύρο χρώμα αναπαρίστανται οι στατιστικά σημαντικές διαφορές. 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 5. Στατιστική ανάλυση συμπληρωματικής εικόνας 3-1Α. Τα 

δεδομένα από τα πειράματα επιβίωσης (προσδιορισμός διάρκειας ζωής) μελετήθηκαν για την κάθε 

μέρα που υποδεικνύεται με τη μέθοδο Wilcoxon/Kruskal-Wallis. Για αυτά που παρουσιάστηκαν 

σημαντικές διαφορές (χ2) υπολογίστηκε περαιτέρω η σημαντικότητα του αποτελέσματος με τη  

μέθοδο Steel, σε σύγκριση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου. Οι στατιστικά σημαντικές διαφορές 

από τις μύγες πειραματικού ελέγχου εμφανίζονται με έντονο μαύρο χρώμα. 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 6. Στατιστική ανάλυση συμπληρωματικής εικόνας 3-1Β. Τα 

δεδομένα από τα πειράματα επιβίωσης (προσδιορισμός διάρκειας ζωής) μελετήθηκαν για την κάθε 

μέρα που υποδεικνύεται με τη μέθοδο Wilcoxon/Kruskal-Wallis. Για αυτά που παρουσιάστηκαν 

σημαντικές διαφορές (χ
2
) υπολογίστηκε περαιτέρω η σημαντικότητα του αποτελέσματος με τη  
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μέθοδο Steel, σε σύγκριση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου. Οι στατιστικά σημαντικές διαφορές 

από τις μύγες πειραματικού ελέγχου εμφανίζονται με έντονο μαύρο χρώμα. 

 

 

 

Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 7. Στατιστική ανάλυση εικόνας 3-7. Για την ποσοτικοποίηση των 

δειγμάτων κατά την ανοσοαποτύπωση κατά Western πραγματοποιήθηκε πυκνομετρία  και 

υπολογίστηκε ο λόγος της σχετικής ποσότητας της πρωτεΐνης Τ σε σχέση με τη σχετική ποσότητα της 

συνταξίνης (Syx). Ο λόγος των δειγμάτων ελέγχου (0N4R OFF) ορίστηκε ως 1 και όλοι οι λόγοι 

σχετικής ποσότητας αναφέρονται σε σχέση με αυτό. Ο μέσος όρος και οι τιμές τυπικού σφάλματος  

(SEM) συγκρίνονται αρχικώς με τη μέθοδο  ANOVA και στη συνέχεια με τη δοκιμασία Dunnett’s. Τρία 

ανεξάρτητα πειράματα πραγματοποιήθηκαν για την στατιστική ανάλυση. Με έντονο μαύρο χρώμα 

αναπαρίστανται οι στατιστικά σημαντικές διαφορές. 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 8. Στατιστική ανάλυση εικόνας 3-9. Ο μέσος όρος και το τυπικό 

σφάλμα της απόδοσης στη μάθηση έπειτα από εκτεταμένη εκπαίδευση (Α), στην εξαρτώμενη από 

την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη (Β και D) και στην ανεξάρτητη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη 

PSI-M (C) υποδεικνύονται στον πίνακα για όλους τους γενοτύπους. Μετά την σημαντική ANOVA, 

πολλαπλές συγκρίσεις των μέσων όρων του κάθε γενοτύπου με τρόπο που αναπαρίσταται στον 

πίνακα πραγματοποιήθηκαν. Με έντονο μαύρο χρώμα αναπαρίστανται οι στατιστικά σημαντικές 

διαφορές. 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 9. Στατιστική ανάλυση συμπληρωματικής εικόνας 3-1C. Τα 

δεδομένα από τα πειράματα επιβίωσης (προσδιορισμός διάρκειας ζωής) μελετήθηκαν για την κάθε 

μέρα που υποδεικνύεται με τη μέθοδο Wilcoxon/Kruskal-Wallis. Για αυτά που παρουσιάστηκαν 

σημαντικές διαφορές (χ
2
) υπολογίστηκε περαιτέρω η σημαντικότητα του αποτελέσματος με τη  

μέθοδο Steel, σε σύγκριση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου. Οι στατιστικά σημαντικές διαφορές 

από τις μύγες πειραματικού ελέγχου εμφανίζονται με έντονο μαύρο χρώμα. 

 

 

 

Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 10. Στατιστική ανάλυση εικόνας 3-10. Για την ποσοτικοποίηση των 

δειγμάτων κατά την ανοσοαποτύπωση κατά Western πραγματοποιήθηκε πυκνομετρία  και 

υπολογίστηκε ο λόγος της σχετικής ποσότητας της πρωτεΐνης Τ σε σχέση με τη σχετική ποσότητα της 

συνταξίνης (Syx). Ο λόγος των δειγμάτων ελέγχου ορίστηκε ως 1 και όλοι οι λόγοι σχετικής 

ποσότητας αναφέρονται σε σχέση με αυτό. Ο μέσος όρος και οι τιμές τυπικού σφάλματος  (SEM) 

συγκρίνονται αρχικώς με τη μέθοδο  ANOVA και στη συνέχεια με τη δοκιμασία Dunnett’s. Τρία 

ανεξάρτητα πειράματα πραγματοποιήθηκαν για την στατιστική ανάλυση.  
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Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 11. Στατιστική ανάλυση εικόνας 3-11. Ο μέσος όρος και το τυπικό 

σφάλμα της απόδοσης στη μάθηση έπειτα από εκτεταμένη εκπαίδευση (Α), στην εξαρτώμενη από 

την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη (Β και D-H) και στην ανεξάρτητη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη 

PSI-M (C) υποδεικνύονται στον πίνακα για όλους τους γενοτύπους. Ο μέσος όρος και οι τιμές τυπικού 

σφάλματος  (SEM) συγκρίνονται αρχικώς με τη μέθοδο  ANOVA και στη συνέχεια με τη δοκιμασία 

Dunnett’s. 
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Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 12. Στατιστική ανάλυση εικόνας 3-12.  

A και Β: Για την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων κατά την ανοσοαποτύπωση κατά Western 

πραγματοποιήθηκε πυκνομετρία  και υπολογίστηκε ο λόγος της σχετικής ποσότητας της πρωτεΐνης Τ 

σε σχέση με τη σχετική ποσότητα της συνταξίνης (Syx). Ο λόγος των δειγμάτων ελέγχου ορίστηκε ως 

1 και όλοι οι λόγοι σχετικής ποσότητας αναφέρονται σε σχέση με αυτό. Ο μέσος όρος και οι τιμές 

τυπικού σφάλματος  (SEM) συγκρίνονται αρχικώς με τη μέθοδο  ANOVA και στη συνέχεια με τη 

δοκιμασία Dunnett’s. Τρία ανεξάρτητα πειράματα πραγματοποιήθηκαν για την στατιστική ανάλυση. 

C και D: Ο μέσος όρος και το τυπικό σφάλμα της απόδοσης στην εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική 

σύνθεση μνήμη υποδεικνύονται στον πίνακα για όλους τους γενοτύπους. Μετά την σημαντική 

ANOVA, πολλαπλές συγκρίσεις των μέσων όρων του κάθε γενοτύπου με τρόπο που αναπαρίσταται 

στον πίνακα πραγματοποιήθηκαν.  
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Συμπληρωματικός Πίνακας 3 - 13. Στατιστική ανάλυση εικόνας 3-13.  

Α: Για την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων κατά την ανοσοαποτύπωση κατά Western 

πραγματοποιήθηκε πυκνομετρία  και υπολογίστηκε ο λόγος της σχετικής ποσότητας της πρωτεΐνης Τ 

σε σχέση με τη σχετική ποσότητα της συνταξίνης (Syx). Ο λόγος των δειγμάτων ελέγχου ορίστηκε ως 

1 και όλοι οι λόγοι σχετικής ποσότητας αναφέρονται σε σχέση με αυτό. Ο μέσος όρος και οι τιμές 

τυπικού σφάλματος  (SEM) συγκρίνονται αρχικώς με τη μέθοδο  ANOVA και στη συνέχεια με τη 

δοκιμασία Dunnett’s. Τρία ανεξάρτητα πειράματα πραγματοποιήθηκαν για την στατιστική ανάλυση. 

Β-D: Ο μέσος όρος και το τυπικό σφάλμα της απόδοσης στη μάθηση έπειτα από εκτεταμένη 

εκπαίδευση (Β) και στην εξαρτώμενη από την πρωτεϊνική σύνθεση μνήμη (C και D) υποδεικνύονται 

στον πίνακα για όλους τους γενοτύπους. Ο μέσος όρος και οι τιμές τυπικού σφάλματος  (SEM) 

συγκρίνονται αρχικώς με τη μέθοδο  ANOVA και στη συνέχεια με τη δοκιμασία Dunnett’s. 
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Οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες περιλαμβάνουν ένα σύνολο ασθενειών που 

σχετίζονται με τη προοδευτική απώλεια της δομής ή της λειτουργίας των νευρώνων 

(εκφύλιση) και οδηγούν στο θάνατο των νευρώνων και των ιστών και συνεπώς στην 

επικείμενη δυσλειτουργία του εγκεφάλου. Μια ιδιαίτερη κατηγορία των 

νευροεκφυλιστικών ασθενειών αποτελούν οι Τ-πρωτεϊνοπάθειες, δηλαδή οι 

ασθένειες που χαρακτηρίζονται από υπερ-φωσφορυλιωμένη και μη φυσιολογικά 

φωσφορυλιωμένη πρωτεΐνη T ή από μεταλλάξεις στο γονίδιο τ. 

Η εμβάθυνση της γνώσης πάνω στους μοριακούς μηχανισμούς που αφορούν 

νευροεκφυλιστικές παθολογίες είναι ιδιαίτερα σημαντική κυρίως λόγω της 

εφαρμογής τους στη διάγνωση και στο σχεδιασμό νέων θεραπευτικών 

προσεγγίσεων. Με γνώμονα αυτό και με χρήση της D. melanogaster, ως 

πειραματικό μοντέλο μελέτης των Τ-πρωτεϊνοπαθειών, η παρούσα έρευνα κινήθηκε 

σε τέσσερις παράλληλους άξονες: 

i. Χαρακτηρισμός συγκεκριμένων θέσεων φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Τ, οι 

οποίες και καθορίζουν την τοξικότητά της. Η αναγνώριση συγκεκριμένων 

θέσεων φωσφορυλίωσης, οι οποίες δρουν ως «θυροφύλακες» για μια σειρά 

άλλων επικείμενων φωσφορυλιώσεων, είναι σημαντική για την 

παρακολούθηση και εξέλιξη διαφόρων Τ-πρωτεϊνοπαθειών και μπορεί να 

αποτελέσει χρήσιμο βιοδείκτη για την πρόγνωση των Τ-πρωτεϊνοπαθειών. 

 

ii. Μελέτη μηχανισμών τοξικότητας των 3R και 4R ισομορφών της πρωτεΐνης Τ. 

Οι διαφορές που εξαρτώνται από την ισομορφή, πρέπει να λαμβάνονται 

υπόψη κατά την ερμηνεία ερευνητικών δεδομένων στα μοντέλα των Τ-

πρωτεϊνοπαθειών και μπορεί να ρίξουν φως στον διαφορετικό ρόλο της κάθε 

ισομορφής στη παθογένεση των ασθενειών. 

 

iii. Μελέτη των γνωστικών δυσλειτουργιών των Τ-πρωτεϊνοπαθειών. Η 

διερεύνηση εάν τα ελλείμματα που προκύπτουν είναι απόρροια ναι μεν 

δυσλειτουργικών νευρώνων, αλλά άθικτων δομικά, δίνει πιθανότητες να είναι 

εφικτή και η αναστροφή των γνωστικών ελλειμμάτων με φάρμακα και σε 

ασθενείς, τουλάχιστον πριν τα μεταγενέστερα εκφυλιστικά στάδια της νόσου. 

 

iv. Διερεύνηση του ρόλου των μη διαλυτών συσσωματωμάτων της πρωτεΐνης Τ 

σε διεργασίες που απαιτούνται για την εξαρτώμενη από την 

πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη. Η μελέτη αυτή μπορεί να υποδείξει πιθανούς 

φαρμακευτικούς στόχους (π.χ φάρμακα που επάγουν ή αναστέλλουν τη 

συσσωμάτωση), ως καταλληλότερους για την θεραπεία των γνωστικών 

δυσλειτουργιών και στον άνθρωπο. 
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1. Χαρακτηρισμός συγκεκριμένων θέσεων φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης 

Τ, οι οποίες και καθορίζουν την τοξικότητά της. 

Τα τελευταία χρόνια έχει διεξαχθεί πληθώρα μελετών για την ανάδειξη των 

μοριακών μηχανισμών με τους οποίους η πρωτεΐνη Τ οδηγεί σε νευροεκφυλισμό. Η 

φωσφορυλίωση θεωρείται ότι είναι ένα από τα πρώιμα συμβάντα της Τ-

μεσολαβούμενης παθογένεσης, πριν ακόμα την εσφαλμένη αναδίπλωσή της ή την 

δημιουργία των συσσωματωμάτων της (Noble et al., 2013). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

έχουν μελέτες, οι οποίες δείχνουν ότι η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ μπορεί να 

ξεκινήσει από μια συγκεκριμένη θέση και να επάγει την φωσφορυλίωση άλλων 

επιπρόσθετων θέσεων φωσφορυλίωσης (Hanger et al., 2009). Συνεπώς, ορισμένες 

θέσεις φωσφορυλίωσης δρουν ως «θυροφύλακες» φωσφορυλιώσεων και μπορούν 

να προάγουν ή να αποτρέψουν την φωσφορυλίωση άλλων θέσεων, συχνά 

απομακρυσμένων (Jeganathan et al., 2008); (Sibille et al., 2012); (Schwalbe et al., 

2015). Αυτό θεωρείται ότι συμβαίνει διότι η φωσφορυλίωση συγκεκριμένων 

θέσεων μπορεί να αλλάξει τη διαμόρφωση της πρωτεΐνης Τ, με αποτέλεσμα να 

αποκτήσει μια πιο σφιχτή αναδίπλωση και να επαχθεί ή να ανασταλεί ο 

σχηματισμός τοπικών τριτογενών δομών (Uversky, 2015).  

Εάν η φωσφορυλίωση συγκεκριμένων θέσεων επηρεάζει τη διαμόρφωση της 

πρωτεΐνης Τ, τότε πιθανόν να διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο και στις δομικές και 

λειτουργικές διαφορές των έξι ισομορφών της, όπως αντικατοπτρίζονται στις 

διαφορετικές Τ-πρωτεϊνοπάθειες (Regan et al., 2017). Ωστόσο, ο μηχανισμός των 

διαδοχικών γεγονότων φωσφορυλίωσης που εμφανίζονται στη πρωτεΐνη Τ καθώς 

και ποιες θέσεις είναι απαραίτητες για τη συντήρηση και την εξέλιξη της 

παθολογίας είναι ακόμη ασαφής. Η ταυτοποίηση των θέσεων φωσφορυλίωσης στη 

πρωτεΐνη Τ που είτε δρουν ως «διευκολυντές θυροφύλακες», δηλαδή επάγουν τη 

φωσφορυλίωση θέσεων που σχετίζονται με την τοξικότητα της πρωτεΐνης Τ, είτε ως 

«κατασταλτικοί θυροφύλακας», δηλαδή εμποδίζουν τη φωσφορυλίωση άλλων 

θέσεων που είναι άρρηκτα συνδεδεμένες με την παθολογία της πρωτεΐνης Τ, είναι 

ζωτικής σημασίας για την κατανόηση της Τ-μεσολαβούμενης νευρωνικής 

δυσλειτουργίας και τοξικότητας.  

Με γνώμονα όλα τα παραπάνω, η παρούσα μελέτη εστίασε στον χαρακτηρισμό 

συγκεκριμένων θέσεων, οι οποίες και καθορίζουν την τοξικότητα της πρωτεΐνης Τ. 

Συνολικά, δημιουργήθηκαν οκτώ διαγονιδιακά στελέχη, ένα για την ανθρώπινη 

ισομορφή 0N4R της πρωτεΐνης Τ (0N4RII), τρία στελέχη στα οποία έχει 

αντικατασταθεί η Ser ή η Thr των θέσεων Ser238, Thr245 και Ser262, με την φωσφο-

ανθεκτική αλανίνη (Ala) μπλοκάροντας με αυτό τον τρόπο την φωσφορυλίωσή της 

(0N4RS238A, 0N4RT245A και 0N4RS262A), τρία στελέχη στα οποία έχει αντικατασταθεί η 

Ser ή η Thr των θέσεων Ser238, Thr245 και Ser262  με το φωσφο-μιμητικό γλουταμινικό 

οξύ(Glu) οδηγώντας με αυτό τον τρόπο σε ψευδο-φωσφορυλίωση (0N4RS238E, 
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0N4RT245E και 0N4RS262E), καθώς και το διαγονίδιο STA, στο οποίο έχουμε 

ταυτόχρονη αντικατάσταση των Ser/Thr των Ser238 και Thr245 σε αλανίνη (0N4RSTA, 

STAS238A, T245A). Όλα τα παραπάνω διαγονίδια δημιουργήθηκαν στο γενετικό 

υπόβαθρο της 0N4R ισομορφής, καθότι σε προηγούμενες μελέτες είχε 

χρησιμοποιηθεί, σε ορισμένα από αυτά, το γενετικό υπόβαθρο της 2N4R ισομορφής 

(Papanikolopoulou et al., 2010); (Kosmidis et al., 2010); (Papanikolopoulou & 

Skoulakis, 2015).  

Η μελέτη της τοξικότητας όλων των παραπάνω διαγονιδίων στη D.melanogaster 

πραγματοποιήθηκε με δύο τρόπους, με καταμέτρηση είτε του προσδόκιμου ζωής 

είτε της αντίστασης στο οξειδωτικό στρες. Όσο αφορά το προσδόκιμο ζωής, 

ενδιαφέρον είχε η παρατήρηση ότι όταν μπλοκάρεται η φωσφορυλίωση της Ser238 

(0N4RS238A) ή είναι ψευδο-φωσφορυλιωμένη (0N4RS238E) δεν επέρχεται βελτίωση 

στη τοξικότητα της πρωτεΐνης και παραμένει εξίσου τοξική όσο στην αγρίου τύπου 

πρωτεΐνη Τ, υποδεικνύοντας ότι η φωσφορυλίωση στη Ser238 μπορεί να είναι 

απαραίτητη, αλλά δεν επαρκεί από μόνη της για να επάγει τη τοξικότητά της. 

Επιπλέον, όταν μπλοκάρεται η φωσφορυλίωση της Thr245 (0N4RT245A) επέρχεται 

αυξημένη θνησιμότητα, ενώ η ψευδο-φωσφορυλίωσή της (0N4RT245E) αποδίδει ζώα 

που συμπεριφέρονται όπως οι μύγες πειραματικού ελέγχου. Αυτό υποδηλώνει ότι η 

συγκεκριμένη θέση φωσφορυλίωσης είναι απαραίτητη για την καταστολή της 

τοξικότητας που οδηγεί σε πρώιμη θνησιμότητα, ενώ η έλλειψή της είναι 

απαραίτητη για την επαγωγή της τοξικότητας. Όσο αφορά την καταμέτρηση της 

αντίστασης στο οξειδωτικό στρες, έπειτα από την συσσώρευση της ανθρώπινης 

πρωτεΐνης Τ, βρέθηκε ότι όταν μπλοκάρεται η φωσφορυλίωση της Ser238 (0N4RS238A) 

ή είναι ψευδο-φωσφορυλιωμένη (0N4RS238E) δεν επέρχεται βελτίωση στη 

τοξικότητα της πρωτεΐνης και παραμένει εξίσου τοξική όσο και στις 0N4RII μύγες. 

Ενώ, όταν μπλοκάρεται η φωσφορυλίωση της Thr245 (0N4RT245A) παρουσιάζεται 

αυξημένη τοξικότητα σε σύγκριση με τις μύγες που εκφράζουν την 0N4RII, η οποία 

όμως δεν εξαλείφεται, έπειτα από ψευδο-φωσφορυλίωση της συγκεκριμένης θέσης 

(0N4RT245E). Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν ότι και οι δύο θέσεις ταυτόχρονα  

θα πρέπει πιθανότατα να μπλοκάρονται, ώστε να εξαλείφεται ή να καταστέλλεται η 

τοξικότητα στο οξειδωτικό στρες, που προκαλείται από την έκφραση της 

ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ. Οι διαφορές που αναδύθηκαν όσο αφορά την 

θνησιμότητα των μυγών Ser238 και Thr245 ανάμεσα στη καταμέτρηση του 

προσδόκιμου ζωής και της αντίστασης στο οξειδωτικό στρες υποδεικνύει για ακόμα 

μια φορά ότι αυτές οι μετρήσεις τοξικότητας αντιπροσωπεύουν διαφορετικούς 

παθολογικούς μηχανισμούς.  

Για την διερεύνηση μιας πιθανής αλληλεπίδρασης μεταξύ των θέσεων Ser238, Thr245 

και Ser262 καθώς και των συνεπειών τους σε άλλες απομακρυσμένες θέσεις, 

χρησιμοποιήθηκαν αντισώματα για συγκεκριμένες θέσεις φωσφορυλίωσης, οι 

οποίες σχετίζονται με παθολογία. Σημαντικό εύρημα αποτελεί το γεγονός ότι η 
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απώλεια ή η καταστολή της φωσφορυλίωσης Thr245 οδηγεί σε κατάληψη των 

θέσεων Ser238 και Ser262. Καθότι το αντίσωμα pThr245 δεν είναι διαθέσιμο, δεν 

κατέστη εφικτό να μελετηθεί αν ισχύει και το αντίστροφο, δηλαδή αν η κατάληψη 

της Ser238 καταστέλλει την φωσφορυλίωση της Thr245. Επιπλέον, βρέθηκε ότι η 

κατάληψη της θέσης Thr245 είναι απαραίτητη για την επικείμενη φωσφορυλίωση 

των AT8 και AT100 επιτόπων, ενώ η φωσφορυλίωση της Ser238 καταστέλλει την 

κατάληψη της Ser396, γεγονός που παρέχει σαφείς ενδείξεις πιθανών 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ απομακρυσμένων θέσεων φωσφορυλίωσης. 

Επιπροσθέτως, η κατάληψη της θέσης Ser262 είναι ανεξάρτητη  από την κατάσταση 

φωσφορυλίωσης της Ser238, ενώ η κατάληψή της είναι απαραίτητη για την 

επικείμενη φωσφορυλίωση της Ser238. Συνεπώς, η φωσφορυλίωση της Thr245 

φαίνεται να είναι ανασταλτική όχι μόνο για τη Ser262 και κατά συνέπεια και για τη 

Ser238, αλλά επίσης και για τις Ser202/Thr205 και Thr212/Ser214 και πιθανώς να 

αντιπροσωπεύει έναν ευρύτερο ανασταλτικό παράγοντα της τοξικότητας και της 

νευρωνικής δυσλειτουργίας. Ως εκ τούτου, η φωσφορυλίωση της συγκεκριμένης 

θέσης φαίνεται να λειτουργεί ως «θυροφύλακας» εναντίον επιπρόσθετων 

φωσφορυλιώσεων σε θέσεις που σχετίζονται με παθολογικές καταστάσεις. Αυτό 

έρχεται σε πλήρη συμφωνία με το γεγονός ότι η φωσφορυλίωση της Thr245 

εμφανίζεται αποκλειστικά σε δείγματα από φυσιολογικό ανθρώπινο εγκέφαλο 

(Martin et al., 2013). 

Όλα τα παραπάνω αποτελέσματα περιγράφουν μια ακολουθία στις 

φωσφορυλιώσεις που δρουν ως «θυροφύλακες» και επηρεάζουν την τοξικότητα της 

πρωτεΐνης Τ. Για την μελέτη των επιπτώσεων των παραπάνω ακολουθιών σε 

επίπεδο νευρωνικής δυσλειτουργίας μελετήθηκε η απόδοση των παραπάνω ζώων 

στη μάθηση. Η έκφραση του 0N4RSTA προκαλεί σημαντικά ελλείμματα στη 

συνειρμική μάθηση, παρόμοια με αυτά του 0N4RII. Σημαντικό εύρημα αποτελεί το 

γεγονός ότι η έκφραση των διαγονιδίων 0N4RS238A και 0N4RT245A έχει ως 

αποτέλεσμα εξίσου σημαντικά μαθησιακά ελλείμματα. Δεδομένου ότι στα 

συγκεκριμένα διαγονίδια, η Ser262 είναι υπερ-φωσφορυλιωμένη, τα αποτελέσματα 

ενισχύουν την άποψη ότι η συγκεκριμένη φωσφορυλίωση διαδραματίζει 

καθοριστικό ρόλο για τα μαθησιακά ελλείμματα (Papanikolopoulou & Skoulakis, 

2015). Πράγματι, όπως ήταν αναμενόμενο, όταν μπλοκάρεται η φωσφορυλίωση της 

Ser262 (0N4RS262A) δεν παρατηρούνται μαθησιακά ελλείμματα, επιβεβαιώνοντας τα 

προηγούμενα δημοσιευμένα αποτελέσματα (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). 

Οι 0N4RT245E παρουσιάζουν φυσιολογική μάθηση, γεγονός το οποίο έρχεται σε 

πλήρη συμφωνία με τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της Ser262 (μειωμένα επίπεδα) και 

ενισχύοντας την άποψη ότι η φωσφορυλίωση της Thr245 δρα ως κατασταλτικός 

παράγοντας για την τοξικότητα και δυσλειτουργία που μεσολαβείται από την 

ανθρώπινη πρωτεΐνη Τ. 
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Συγκεντρωτικά, τα αποτελέσματα από τις δοκιμασίες τοξικότητας και 

δυσλειτουργίας, υπό το πλαίσιο του προφίλ φωσφορυλίωσης, υποδεικνύουν ότι η 

φωσφορυλίωση της Thr245 εξασθενεί ή αποκλείει την κατάληψη της Ser262, η οποία 

με τη σειρά της είναι απαραίτητη για την φωσφορυλίωση της Ser238, οδηγώντας σε 

τοξικότητα. Επομένως, η φωσφορυλίωση της Ser262 προηγείται και λειτουργεί ως 

«θυροφύλακας» για την κατάληψη της Ser238, η οποία με τη σειρά της προάγει τη 

πρόωρη θνησιμότητα που εξαρτάται από την ανθρώπινη πρωτεΐνη Τ ή οδηγεί στη 

μειωμένη αντίσταση στο οξειδωτικό στρες. Συνεπώς, φαίνεται να υπάρχουν δυο 

ειδών «θυροφύλακες» φωσφορυλιώσεων, αυτοί οι οποίοι καταστέλλουν τη 

φωσφορυλίωση επιπρόσθετων θέσεων, όπως η Thr245 και άλλοι οι οποίοι την 

ενεργοποιούν, όπως η Ser262. Συμπερασματικά, η φωσφορυλίωση της Thr245 δρα ως 

«κατασταλτικός θυροφύλακας», εμποδίζοντας την φωσφορυλίωση του 

«διευκολυντή θυροφύλακα» Ser262 και κατά συνέπεια και της  Ser238. Μέχρι τώρα 

δεν γνωρίζουμε τον ακριβή μηχανισμό ή το έναυσμα για την ακολουθία των 

φωσφορυλιώσεων που παρατηρούνται, αν και πιθανότατα να μεσολαβείται από 

διάφορες αλλαγές στη διαμόρφωση της πρωτεΐνης Τ, με τα 24 αμινοξέα που 

διαχωρίζουν τη Ser238 από τη Ser262 να έχουν καθοριστικό ρόλο στη τοξικότητα και 

νευρωνική δυσλειτουργία.  

 

2. Μελέτη μηχανισμών τοξικότητας των 3R και 4R ισομορφών της 

πρωτεΐνης Τ. 

Τυπικά και οι έξι ισομορφές της πρωτεΐνης Τ έχουν θεωρηθεί ως λειτουργικά 

παρόμοιες. Ωστόσο, η διαφορική εμπλοκή τους σε συγκεκριμένες Τ 

πρωτεϊνοπάθειες εγείρει την πιθανότητα να υπάρχουν διαφορές στη φυσιολογική 

λειτουργία τους και στο παθολογικό δυναμικό τους. Στην πραγματικότητα, οι 

διαφορές στις ιδιότητες δέσμευσης των μικροσωληνίσκων για κάθε ισομορφή είναι 

γνωστές (Goode et al., 2000) και θεωρείται ότι οφείλονται στο γεγονός ότι οι 4R 

ισομορφές έχουν μια επιπλέον περιοχή πρόσδεσης στους μικροσωληνίσκους, που 

επιτρέπει την 3-φορές μεγαλύτερη συγγένεια για τους μικροσωληνίσκους.  Επίσης, 

η καρβοξυ-τελική περιοχή ρυθμίζει με διαφορετικό τρόπο την πρόσδεση στους 

μικροσωληνίσκους και φαίνεται να επηρεάζει την πρόσδεση των 3R ισομορφών σε 

μεγαλύτερο βαθμό, σε σύγκριση με τις 4R ισομορφές (Goode et al., 2000). Εκτός 

από την πρόσδεση στους μικροσωληνίσκους, διάφορες μελέτες έχουν δείξει 

επιπρόσθετες διαφορές μεταξύ των ισομορφών, όσο αφορά την τάση τους να 

συσσωματώνονται (Adams et al., 2010) και την ικανότητα συσσωμάτωσης της κάθε 

ισομορφής σε διαφορετικές μορφές (Dinkel et al., 2011).  

Για την αξιολόγηση των διαφορετικών φαινοτύπων των 0N3R και 0N4R ισομορφών 

της πρωτεΐνης Τ μελετήθηκε η κινητικότητα των προνυμφών, η ικανότητα 

αναρρίχησης ενήλικων μυγών με τη δοκιμασία του αρνητικού γεωτροπισμού, ο 
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βαθμός νευροεκφυλισμού των αισθητήριων νευρώνων και η επιρροή της έκφρασης 

κάθε ισομορφής στην γνωσιακή συμπεριφορά. Ενώ για την μελέτη των μηχανισμών 

τοξικότητας της κάθε ισομορφής αξιολογήθηκαν τα επίπεδα διαλυτότητας και 

συσσωμάτωσης, η κατάσταση φωσφορυλίωσης, το προσδόκιμο ζωής και το 

δυναμικό του οξειδωτικού στρες. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίασε η φαινοτυπική ανάλυση, υποδεικνύοντας ότι 

υπάρχει σαφής διαφοροποίηση μεταξύ των δύο ισομορφών 0N3R και 0N4R. Η 

έκφραση της 0N3R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ βρέθηκε ότι προκαλεί κινητικές 

ανωμαλίες, οι οποίες προκύπτουν από την μειωμένη αξονική μεταφορά, σε 

αντίθεση με την έκφραση της 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ, η οποία δεν 

προκαλεί σημαντικές κινητικές αλλοιώσεις ή βλάβες κατά την αξονική μεταφορά. 

Επιπλέον, οι ενήλικες μύγες που εκφράζουν τις 0N3R και 0N4R ισομορφές 

παρουσιάζουν μειωμένη ικανότητα αναρρίχησης, με τις 0N3R μύγες να 

παρουσιάζουν εντονότερη μείωση από την πρώτη κιόλας εβδομάδα σε σχέση με τις 

0N4R μύγες και να καθίστανται σχεδόν πλήρως ακίνητες έπειτα από 5 εβδομάδες. 

Όσο αφορά τον νευροεκφυλισμό των αισθητήριων νευρώνων, παρατηρήθηκε ότι η 

έκφραση της 0N3R ισομορφής επάγει ασθενή εκφυλισμό των νευρώνων και οι 

άξονες στην ουσία παραμένουν άθικτοι έπειτα και από 20 ημέρες επαγωγής της 

έκφρασης. Ωστόσο, παρουσιάζει αυξημένη τάση για σχηματισμό συσσωματωμάτων 

κατά μήκος των αξόνων και στις συνάψεις. Σε αντίθεση, η έκφραση της 0N4R 

ισομορφής παρουσιάζει ισχυρότερο νευροεκφυλισμό. Συγκεκριμένα, την 40η ημέρα 

οι αισθητήριοι νευρώνες που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή έχουν πλήρως 

εκφυλιστεί με λίγους άξονες να απομένουν, ενώ παρατηρείται και ισχυρότερη 

απώλεια της ακεραιότητας της μεμβράνης. Τέλος, ιδιαίτερο ενδιαφέρον είχε η 

παρατήρηση ότι οι ενήλικες μύγες που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή 

παρουσιάζουν ελλειμματική μάθηση σε συμφωνία και με τα προηγούμενα 

αποτελέσματα (Kosmidis et al., 2010); (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015) καθώς 

και στην μακροπρόθεσμη μνήμη, ενώ σε αντίθεση η έκφραση της 0N3R ισομορφής 

δεν προκαλεί γνωσιακές εκπτώσεις. 

Δεδομένου ότι η φωσφορυλίωση διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στη παθογένεση 

που μεσολαβείται από την πρωτεΐνη Τ, κρίθηκε απαραίτητη μια σύγκριση των 

επιπέδων συσσωμάτωσης και φωσφορυλίωσης συγκεκριμένων θέσεων των δύο 

ισομορφών σε προνύμφες και σε ενήλικες μύγες. Πολλές in vitro έρευνες έχουν 

επικεντρωθεί στην διερεύνηση του ρόλου της ψευδο-φωσφορυλίωσης στη 

συσσωμάτωση της πρωτεΐνης Τ και έχουν ταυτοποιηθεί ενδιαφέρουσες διαφορές 

ειδικές για κάθε ισομορφή  (Combs, Voss, & Gamblin, 2011). Παρόλα αυτά, με βάση 

την ανάλυση των τεχνικών που χρησιμοποιήθηκαν στη παρούσα έρευνα, δεν 

μπόρεσαν να ανιχνευθούν διαφορές στα επίπεδα συσσωμάτωσης των δύο 

ισομορφών σε σχέση με την ηλικία. Όσο αφορά τα επίπεδα φωσφορυλίωσης 

συγκεκριμένων θέσεων ανάμεσα στις δύο ισομορφές 0N3R και 0N4R της πρωτεΐνης 
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Τ, αναδείχθηκαν σαφείς διαφορές, υποστηρίζοντας την άποψη ότι οι δύο 

ισομορφές αλληλεπιδρούν με διαφορετικές κινάσες και φωσφατάσες. 

Αξιοσημείωτο επίσης είναι ότι οι διαφορές αυτές εξαρτώνται και από το στάδιο 

ανάπτυξης της μύγας, καθότι διαφορές ανάμεσα στις δύο ισομορφές που υπήρχαν 

στο στάδιο των προνυμφών εξαλείφονταν στις ενήλικες μύγες ή αντίστροφα. Για 

παράδειγμα, στις ενήλικες μύγες που εκφράζουν την 0N3R ισομορφή 

παρουσιάστηκαν αυξημένα επίπεδα φωσφορυλίωσης των θέσεων Ser396/404 (PHF-1) 

σε σχέση με τις μύγες που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή, κάτι το οποίο δεν 

παρατηρήθηκε στο στάδιο των προνυμφών. Επίσης, σημαντική παρατήρηση 

αποτελεί το γεγονός ότι η 0N3R ισομορφή είναι περισσότερο ανοσοδραστική με το 

αντίσωμα MC1 σε σχέση με την 0N4R ισομορφή, υποδηλώνοντας ότι υπάρχουν 

ουσιαστικές διαφορές στην αναδίπλωσή των δύο ισομορφών.  

Η διαφορετική διαμόρφωση των δύο ισομορφών, υποδεικνύει ότι προφανώς θα 

υπάρχουν και διαφορές και στο παθολογικό τους δυναμικό. Προς αποσαφήνιση 

αυτού μελετήθηκε η τοξικότητα της πρωτεΐνης Τ με δύο μεθόδους, την 

καταμέτρηση του προσδόκιμου ζωής και της αντίστασης στο οξειδωτικό στρες. Όσο 

αφορά το προσδόκιμο ζωής των ενήλικων μυγών που εκφράζουν είτε την 0N3R είτε 

την 0N4R ισομορφή, βρέθηκε ότι η έκφραση και των δύο ισομορφών παρουσιάζει 

αυξημένη θνησιμότητα σε σχέση με τις μύγες πειραματικού ελέγχου. Ωστόσο, όταν 

συγκρίνονται οι δύο ισομορφές μεταξύ τους, παρατηρείται ότι η θνησιμότητα είναι 

μεγαλύτερη στις 0N3R μύγες, σε σχέση με τις 0N4R μύγες. Σε αντίθεση, έπειτα από 

μέτρηση της αντίστασης στο οξειδωτικό στρες βρέθηκε ότι οι μύγες που εκφράζουν 

την 0N4R ισομορφή παρουσιάζουν διπλάσια επίπεδα οξείδωσης, σε σχέση με τις 

μύγες που εκφράζουν την 0N3R ισομορφή. Οι δύο αυτές μετρήσεις υποδεικνύουν 

ξεκάθαρα ότι υπάρχουν σαφείς διαφορές ανάμεσα στις δύο ισομορφές όσο αφορά 

το παθολογικό δυναμικό τους. 

Συγκεντρωτικά όλα τα παραπάνω αποτελέσματα υποδεικνύουν μια σειρά από 

διαφορετικούς φαινοτύπους ανάμεσα στις δύο ισομορφές που εξετάστηκαν καθώς 

και σαφείς διαφορές στο μηχανισμό τοξικότητας που επάγει η κάθε ισομορφή. 

Μελέτες όπως αυτή, εγείρουν στοχευμένα ερωτήματα που μπορεί να ρίξουν φως 

στον διαφορετικό ρόλο της κάθε ισομορφής στη παθογένεση των διαφόρων Τ-

πρωτεϊνοπαθειών και θα πρέπει να λαμβάνονται υπ όψιν κατά την ερμηνεία των 

αποτελεσμάτων. 

 

3. Μελέτη των γνωστικών δυσλειτουργιών των Τ-πρωτεϊνοπαθειών.  

Ένα από τα πιο κοινά χαρακτηριστικά των περισσοτέρων Τ-πρωτεϊνοπαθειών, 

συμπεριλαμβανομένων και αυτών που δεν εμπλέκουν μεταλλαγμένη πρωτεΐνη Τ, 

όπως η νόσος του Alzheimer, είναι τα χρονο-εξαρτώμενα ελλείμματα στη μάθηση 
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και μνήμη, γεγονός που εμφανίζεται ξεκάθαρα και στο δικό μας μοντέλο Τ-

πρωτεϊνοπαθειών της D. melanogaster. Οι ενήλικες μύγες, οι οποίες εκφράζουν την 

0N4R ισομορφή της πρωτεΐνης Τ για 6 ημέρες έχουν φυσιολογική μάθηση και 

μνήμη (εξαρτώμενη από την πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη, PSD-M), ενώ έπειτα από 12 

ημέρες παρουσιάζουν ισχυρά ελλείμματα, επαληθεύοντας την χρονικά εξαρτώμενη 

εκδήλωση της νευρωνικής δυσλειτουργίας, όπως αυτή εμφανίζεται και στους 

ανθρώπους.  

Τα αποτελέσματα αυτά θέτουν το ερώτημα, εάν η συσσώρευση της πρωτεΐνης Τ 

προκαλεί μια γενικότερη νευρωνική δυσλειτουργία ή επηρεάζει συγκεκριμένες 

συμπεριφορικές διεργασίες. Για το σκοπό αυτό, ελέγχθηκε η απόδοση των ζώων 

αυτών και σε μια σειρά άλλων συμπεριφορικών διεργασιών, όπως η άμεση 

απόδοση, έπειτα από εκτεταμένη εκπαίδευση και η απόδοση σε ένα διαφορετικό 

είδος μνήμης που απαντάται στη D. melanogaster, την ανεξάρτητη από την 

πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη, PSI-M. Ενδιαφέρον είχαν τα αποτελέσματα, 

υποδεικνύοντας ότι η συσσώρευση της πρωτεΐνης Τ δεν επηρεάζει την απόδοση 

των ζώων έπειτα από εκτεταμένη εκπαίδευση, υποδηλώνοντας ότι πιθανότατα τα 

ελλείμματα που παρατηρούνται στη μάθηση και μνήμη δεν είναι αποτέλεσμα μιας 

γενικότερης δυσλειτουργίας και πιθανόν να μπορούν και να αναστραφούν. 

Επιπλέον, το γεγονός ότι τα ζώα αυτά παρουσίασαν φυσιολογική απόδοση στην PSI 

μνήμη, υποδηλώνει ότι τα ελλείμματα είναι ειδικά για την PSD μνήμη. Επιπλέον, το 

γεγονός ότι η συσσώρευση της πρωτεΐνης Τ επηρεάζει μόνο την εξαρτώμενη από 

την πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη και όχι την ανεξάρτητη από την πρωτεϊνοσύνθεση 

μνήμη, υποδηλώνει ότι επηρεάζεται και η μετάφραση, όπως πρόσφατα έχει 

αναφερθεί (Papanikolopoulou et al., 2019). 

Μέχρι τώρα, δεν είναι σαφές εάν αυτά τα ελλείμματα στη μάθηση και μνήμη είναι 

απόρροια μη αναστρέψιμων δυσλειτουργιών ή εκφυλισμένων νευρώνων. Έχοντας 

ως δεδομένο ότι η συσσώρευση της 0N4R ισομορφής της πρωτεΐνης Τ δίνει 

φυσιολογική απόδοση, έπειτα από εκτεταμένη εκπαίδευση και ταυτόχρονα με τα 

αποτελέσματα προηγούμενων μελετών σε ποντίκια (Santacruz et al., 2005); (Sydow 

et al., 2011); (Van der Jeugd et al., 2012), είναι μάλλον απίθανο το ΚΝΣ να φέρει 

μόνιμη και εκτεταμένη νευροεκφυλιστική βλάβη. Με γνώμονα όλα τα παραπάνω, 

έγιναν διάφορες προσπάθειες αναστροφής των ελλειμμάτων στη PSD-M μνήμη, 

έπειτα από καταστολή έκφρασης του διαγονιδίου 0N4R. Μια πιθανή αναστροφή 

των γνωστικών ελλειμμάτων δίνει πιθανότητες αυτό να μπορεί να είναι εφικτό και 

σε ασθενείς με χορήγηση φαρμάκων, τουλάχιστον πριν τα μεταγενέστερα 

εκφυλιστικά στάδια της νόσου.  

Ενδιαφέρον είχε το γεγονός ότι οι μύγες, οι οποίες βρίσκονται υπό συνθήκες 

καταστολής παρουσίασαν τουλάχιστον 50% μείωση στα μετάγραφα της 

ανθρώπινης 0N4R ισομορφής, σε σύγκριση με τις μύγες στις οποίες ευνοείται η 
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έκφραση της πρωτεΐνης, ωστόσο δεν υπήρξε μεταβολή στα επίπεδα έκφρασης της 

ολικής πρωτεΐνης. Το γεγονός αυτό, υποδεικνύει ότι η 0N4R είναι σταθερή στο ΚΝΣ 

της μύγας. Αξιοσημείωτο επίσης είναι, ότι στις μύγες αυτές βρέθηκαν αυξημένα 

επίπεδα συσσωματωμάτων και πιθανόν σε αυτό να οφείλονται τα φαινομενικά 

σταθερά επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης Τ που παρατηρήθηκαν, παρά τα 

μειωμένα επίπεδα μεταγράφων. Η παρατήρηση αυτή, έρχεται σε συμφωνία με 

διάφορες μελέτες στη Drosophila και στο ποντίκι, οι οποίες δείχνουν ότι η 

παρατεταμένη συσσώρευση της πρωτεΐνης Τ οδηγεί και στο σχηματισμό 

συσσωματωμάτων (Cowan et al., 2015); (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015); 

(Santacruz et al., 2005). Επιπροσθέτως, το γεγονός ότι δεν παρατηρήθηκε καμία 

μεταβολή στα επίπεδα της διαλυτής πρωτεΐνης, υποδεικνύει ότι τα 

συσσωματώματα πιθανόν να συσσωρεύονται στο ΚΝΣ της μύγας από τη 

προϋπάρχουσα διαλυτή 0N4R ισομορφή της πρωτεΐνης Τ. Τέλος, στις συνθήκες 

καταστολής έκφρασης  του διαγονιδίου (μειωμένα μετάγραφα και αυξημένος 

σχηματισμός συσσωματωμάτων) υπήρξε αναστροφή των ελλειμμάτων στην PSD 

μνήμη. Το αποτέλεσμα αυτό, υποδεικνύει ότι η νευρωνική δυσλειτουργία που 

παρατηρείται δεν είναι συνέπεια μη αναστρέψιμων βλαβών ή εκφυλισμένων 

νευρώνων του ΚΝΣ της Drosophila και πιθανόν τα συσσωματώματα να 

διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο τουλάχιστον όσο αφορά τις διεργασίες που είναι 

απαραίτητες για την PSD-M μνήμη.  

 

4. Τα συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ έχουν προστατευτικό ρόλο έναντι 

των διεργασιών που απαιτούνται για την εξαρτώμενη από την 

πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη. 

Λαμβάνοντας υπ όψιν, ότι η μεταγραφική καταστολή των διαγονιδίων αυξάνει τα 

επίπεδα των μη διαλυτών συσσωματωμάτων της ανθρώπινης πρωτεΐνης Τ, με 

ταυτόχρονη αναστροφή της ελλειμματικής μνήμης, γεννάται το ερώτημα αν τα 

συσσωματώματα αυτά στη πραγματικότητα μπορεί όχι μόνο να μην επισπεύδουν 

τη νευρωνική δυσλειτουργία αλλά ίσως και να την καταστέλλουν ή να την 

αποτρέπουν. Προς απάντηση του παραπάνω ερωτήματος που τέθηκε, 

χρησιμοποιήθηκαν ανεξάρτητα τρεις διαφορετικοί τρόποι προσέγγισης του 

θέματος.  

Ο πρώτος αφορά την μελέτη της PSD-M μνήμης έπειτα από χορήγηση ενός γνωστού 

αναστολέα των συσσωματωμάτων, του μπλε του μεθυλενίου, σε μύγες οι οποίες 

αρχικώς εκφράζουν την 0N4R ισομορφή της πρωτεΐνης Τ σε όλους τους νευρώνες 

και εν συνεχεία τίθενται υπό μεταγραφική καταστολή, όπως περιγράφηκε 

παραπάνω. Με τον τρόπο αυτό, ουσιαστικά μελετάται αν η αναστολή σχηματισμού 

συσσωματωμάτων, υπό συνθήκες καταστολής και έπειτα από την δημιουργία των 
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ελλειμμάτων στην PSD-M μνήμη, διαδραματίζει ουσιαστικό ρόλο. Πράγματι, η 

χορήγηση του μπλε του μεθυλενίου σε αυτές τις μύγες προκαλεί ελλείμματα στην 

PSD-M μνήμη, υποδεικνύοντας ότι η μείωση των αδιάλυτων συσσωματωμάτων 

επηρεάζει τις διεργασίες που απαιτούνται για μια φυσιολογική PSD μνήμη. 

Επιπλέον, η χορήγηση του μπλε του μεθυλενίου δεν προκαλεί καμία επίπτωση στην 

απόδοση των μυγών, όταν μελετήθηκε μια άλλη μορφή μνήμης που απαντάται στη 

Drosophila, στην ανεξάρτητη στην πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη. Το γεγονός αυτό 

υποδεικνύει ότι οι επιπτώσεις της αναστολής του σχηματισμού των 

συσσωματωμάτων είναι ειδικές για την PSD-M μνήμη και δεν είναι απόρροια μιας 

γενικότερης τοξικότητας που θα μπορούσε να επιφέρει η χορήγηση του μπλε του 

μεθυλενίου. Συνεπώς, η αύξηση των συσσωματωμάτων που παρατηρείται κατά την 

μεταγραφική καταστολή της 0N4R ισομορφής πιθανότατα να είναι υπεύθυνη και 

για την προκύπτουσα αναστροφή των ελλειμμάτων στην PSD-M, όπως περιγράφηκε 

προηγουμένως. Συλλογικά αυτά τα δεδομένα εγείρουν την πιθανότητα τα αδιάλυτα 

συσσωματώματα να δρουν προστατευτικά όσο αφορά των διαδικασιών/ 

μηχανισμών που εμπλέκονται στην PSD-M ή έστω να τις επιτρέπουν. 

Ο δεύτερος τρόπος αφορά την χορήγηση εξαρχής του μπλε του μεθυλενίου σε 

μύγες οι οποίες εκφράζουν είτε την 0N4R είτε την 0N3R ισομορφή της πρωτεΐνης Τ 

σε όλο το νευρικό σύστημα. Με τον τρόπο αυτό, μελετάται αν η αναστολή 

σχηματισμού των συσσωματωμάτων εξαρχής σε μύγες οι οποίες είναι γνωστό ότι 

έχουν ελλειμματική μνήμη (0N4R ζώα) ή σε μύγες με φυσιολογική μνήμη (0N3R 

ζώα) προκαλεί επιδείνωση ή εμφάνιση των ελλειμμάτων αντίστοιχα. Πράγματι στις 

μύγες που εκφράζουν την 0N4R ισομορφή στο νευρικό σύστημα για 12 ημέρες και 

είναι γνωστό ότι προκαλούν ελλειμματική PSD-M παρατηρήθηκε επιδείνωση του 

φαινοτύπου, έπειτα από αναστολή σχηματισμού των συσσωματωμάτων της 

πρωτεΐνης Τ. Επιπλέον, οι μύγες που εκφράζουν την 0N3R ισομορφή για 12 ημέρες, 

όπως δείχτηκε πρωτύτερα παρουσιάζουν φυσιολογική μνήμη και αυξημένο βαθμό 

σχηματισμού συσσωματωμάτων σε σχέση με τις 0N4R μύγες. Χορήγηση του μπλε 

του μεθυλενίου σε αυτές τις μύγες, είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση σχηματισμού 

συσσωματωμάτων και την απόδοση ελλειμματικής μνήμης, υποδεικνύοντας για 

ακόμα μια φορά ότι τα συσσωματώματα διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο.  

Τέλος, με γνώμονα το γεγονός ότι η έκφραση της 0N4R ισομορφής στα μισχοειδή 

σωμάτια επάγει τον αυξημένο σχηματισμό συσσωματωμάτων και αποδίδει 

φυσιολογική μνήμη, θεωρήθηκε σκόπιμο ως μια τρίτη απόδειξη του ρόλου των 

συσσωματωμάτων να χορηγηθεί σε αυτές τις μύγες μπλε του μεθυλενίου. Με τον 

τρόπο αυτό, μελετάται αν η αναστολή σχηματισμού των συσσωματωμάτων 

εξαρχής, ακόμα και σε έναν μικρό αριθμό νευρώνων στη Drosophila, οι οποίοι είναι 

γνωστό ότι  εμπλέκονται στη δημιουργία της PSD-M μνήμης (Davis, 2005); (Cognigni, 

Felsenberg, & Waddell, 2018) προκαλεί την εμφάνιση ελλειμμάτων στην μνήμη. 

Πράγματι προς ενίσχυση όλων των παραπάνω υποθέσεων, η αναστολή 
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σχηματισμού των συσσωματωμάτων στα μισχοειδή σωμάτια, απέδωσε 

ελλειμματική μνήμη, επιβεβαιώνοντας ανεξάρτητα την άποψη ότι η συσσώρευση 

συσσωματωμάτων δεν δρα ανασταλτικά έναντι των διεργασιών που εμπλέκονται 

στην PSD μνήμη. 

Συνεπώς, με τρεις διαφορετικές προσεγγίσεις του θέματος, υποδεικνύεται σθεναρά 

η άποψη ότι τα μη διαλυτά συσσωματώματα είναι προστατευτικά σε νευρωνικές 

διεργασίες (ή έστω τις επιτρέπουν), οι οποίες αποτελούν τη βάση για την 

εξαρτώμενη από την πρωτεϊνοσύνθεση μνήμη, PSD-M. Αυτό έρχεται σε συμφωνία, 

εν μέρει, με άλλες ερευνητικές μελέτες που δείχνουν ότι στο μοντέλο ποντικού για 

την μετωποκροταφική άνοια τα συσσωματώματα παραμένουν, ενώ η γνωστική 

λειτουργία βελτιώνεται (Santacruz et al., 2005); (Sydow et al., 2011); (Van der Jeugd 

et al., 2012). Επιπλέον, με τη παρούσα έρευνα προκύπτουν σαφείς ενδείξεις ότι 

ίσως τα μικρά διαλυτά ολιγομερή ή τα μονομερή, διμερή και τριμερή της πρωτεΐνης 

Τ μπορεί να δρουν παρεμποδιστικά στις διεργασίες που απαιτούνται για την PSD-M. 

Μέχρις στιγμής, δεν γνωρίζουμε τη διαμόρφωση των συσσωματωμάτων και των 

ολιγομερών που σχηματίζονται στο ΚΝΣ της μύγας, υπό τις συγκεκριμένες 

πειραματικές συνθήκες που μελετήθηκαν στη παρούσα εργασία. Ως εκ τούτου, δεν 

γνωρίζουμε εάν τα μη διαλυτά κοκκώδη ολιγομερή (GTOs) περιλαμβάνονται ή όχι 

στα συσσωματώματα που απομένουν, έπειτα την χορήγηση του μπλε του 

μεθυλενίου, και αν είναι αυτά ή τα διαλυτά ολιγομερή που προκαλούν τα 

ελλείμματα στην PSD-M μνήμη. Ωστόσο, πρόσφατα αποτελέσματα από το μοντέλο 

ποντικού για την μετωποκροταφική άνοια υποδεικνύουν ότι τα διαλυτά ολιγομερή 

της πρωτεΐνης Τ που φέρει τη μετάλλαξη P301L, είναι υπεύθυνα για την εξέλιξη της 

νόσου (Shin et al., 2020). Ενώ, σε ορισμένες μελέτες in vivo έχει δειχθεί ότι 

ορισμένα συσσωματώματα της πρωτεΐνης Τ, ιδιαίτερα τα ολιγομερή, μπορεί ακόμα 

και να έχουν προστατευτικό ρόλο έναντι της τοξικότητας της πρωτεΐνης Τ (Cowan et 

al., 2015). Μελλοντικά θα ήταν χρήσιμο να αποσαφηνιστεί το είδος των 

συσσωματωμάτων που σχηματίζονται κατά τις πειραματικές διαδικασίες της 

παρούσας έρευνα καθότι θα ρίξει άπλετο φως στο διαφορετικό ρόλο των 

συσσωματωμάτων σε φυσιολογικές ή παθολογικές καταστάσεις. 
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Συμπεράσματα: 

Τις τελευταίες δεκαετίες έχουν δοκιμαστεί διαφορετικές θεραπείες για την 

αντιμετώπιση διαφόρων Τ-πρωτεϊνοπαθειών. Ωστόσο, παρά τις εκτεταμένες 

μελέτες, τα σημαντικά έξοδα και τις διάφορες κλινικές προσπάθειες δεν έχουν 

εγκριθεί νέες θεραπείες. Η κύρια αιτία για αυτήν την αποτυχία είναι η μεγάλη 

ετερογένεια των κλινικών συμπτωμάτων στις νόσους αυτές και η έλλειψη 

βιολογικών δεικτών για την έγκαιρη και έγκυρη διάγνωση. Η χρήση βιοδεικτών για 

ειδικούς μοριακούς στόχους μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να προβλεφθεί η 

πιθανότητα ενός ατόμου να παρουσιάσει μια συγκεκριμένη Τ-πρωτεϊνοπάθεια πριν 

ακόμα εμφανιστούν τα συμπτώματα. Η πρωτεΐνη Τ και ιδιαίτερα η φωσφορυλίωσή 

της έχει αποτελέσει έναν ιδιαίτερα ελκυστικό στόχο για την ανεύρεση διαφόρων 

βιοδεικτών, διότι εμπλέκεται στην πρώιμη εξέλιξη των νόσων και ιδιαίτερα της 

νόσου του Alzheimer. Οι πρόσφατες εξελίξεις στην ανάπτυξη βιοδεικτών αίματος 

και πλάσματος, συμπεριλαμβανομένων των pThr181, pThr217 και pThr231, έδειξαν 

ότι υπήρξαν καλοί προγνωστικοί παράγοντες της εξέλιξης της νόσου και βοηθούν 

στην διαφοροποίηση των νόσων AD και FTD. Επιπλέον, σε πρόσφατη μελέτη 

βρέθηκε ότι η φωσφορυλίωση της θέσης  Ser238 απουσιάζει χαρακτηριστικά από 

όλες τις μη τοξικές μορφές της πρωτεΐνης Τ στη D. melanogaster, στα νεαρά 

ασυμπτωματικά ποντίκια και σε δείγματα από εγκεφάλους φυσιολογικών 

δειγμάτων από ανθρώπους υποδεικνύοντας ότι η συγκεκριμένη θέση 

φωσφορυλίωσης θα μπορούσε να αποτελέσει έναν ειδικό διαγνωστικό βιοδείκτη 

για τις Τ-πρωτεϊνοπάθειες τελικού σταδίου (Papanikolopoulou & Skoulakis, 2015). 

Στη παρούσα μελέτη, αναδείχτηκε μια επιπλέον θέση, η Thr245, της οποίας η 

φωσφορυλίωση φαίνεται να δρα ως «κατασταλτικός θυροφύλακας» για τις 

επικείμενες φωσφορυλιώσεις που σχετίζονται με παθολογικές καταστάσεις, 

αναδεικνύοντας τη θέση αυτή ως έναν πιθανό χρήσιμο βιοδείκτη πρόγνωσης των Τ-

πρωτεϊνοπαθειών. Η ανάδειξη νέων βιοδεικτών θα βοηθήσει την έγκαιρη ανίχνευση 

και παρακολούθηση των διαφόρων Τ-πρωτεϊνοπαθειών, καθώς επίσης και στην 

ταυτοποίηση των κατάλληλων ασθενών για κλινικές δοκιμές, ώστε να εξακριβωθεί 

η βέλτιστη θεραπεία για τον κάθε ασθενή. 

Όσο αφορά τη νόσο του Alzheimer, τα τελευταία χρόνια, διάφορες στρατηγικές που 

στοχεύουν το β-αμυλοειδές ή τη πρωτεΐνη Τ έχουν αναπτυχθεί και έχουν εισέλθει 

σε κλινικές δοκιμές (Ballard et al., 2011); (Bachurin et al., 2017); (Hey et al., 2018); 

(Hung & Fu, 2017). Μέχρις στιγμής, οι περισσότερες κλινικές δοκιμές που στοχεύουν 

το αβ πεπτίδιο έχουν δώσει αρνητικά αποτελέσματα. Ως εκ τούτου, οι περισσότερες 

έρευνες εστιάζουν πλέον στη στόχευση της πρωτεΐνης Τ ως εναλλακτική θεραπεία 

(Hoskin et al., 2019). Η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης Τ έχει αποτελέσει πιθανό 

στόχο για κλινικές θεραπείες. Διάφορες κατηγορίες φαρμάκων βρίσκονται σε 

κλινικές δοκιμές, όπως αναστολείς κινασών και ενεργοποιητές φωσφατασών και 

φαίνεται να έχουν κάποια θετικά αποτελέσματα στην επιβράδυνση της εξέλιξης της 
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νόσου, ωστόσο φαίνεται να έχουν διάφορες επιπτώσεις λόγω δράσης και σε άλλες 

πρωτεΐνες εκτός της Τ. Επιπλέον, πολλά αντισώματα που χρησιμοποιούνται για την 

ανοσοθεραπεία p-tau βρίσκονται ακόμα στη Φάση Ι και ΙΙ των κλινικών δοκιμών, με 

τα δεδομένα μέχρις στιγμής να δείχνουν ότι είναι ασφαλέστερα και με λιγότερες 

παρενέργειες σε σύγκριση με τους αναστολείς κινασών ή τους ενεργοποιητές 

φωσφατασών. Τις επόμενες δεκαετίες, περισσότερα δεδομένα από τις κλινικές 

δοκιμές θα παράσχουν μια καλύτερη εικόνα σχετικά με το εάν τα φάρμακα έναντι 

της p-tau είναι αποτελεσματικά έναντι των Τ-πρωτεϊνοπαθειών και των πιθανών 

αρνητικών επιπτώσεών τους.  

Τα τελευταία χρόνια την πιο ευρέως διαδεδομένη στρατηγική για την θεραπεία της 

νόσου του Alzheimer αποτελεί η αναστολή της συσσωμάτωσης της πρωτεΐνης Τ 

(Jouanne et al., 2017). Ωστόσο, η χορήγηση του μπλε του μεθυλενίου, ενός γνωστού 

αναστολέα του σχηματισμού των συσσωματωμάτων (Hosokawa et al., 2012), όταν 

δοκιμάστηκε σε ασθενείς ως θεραπεία για την αναστολή της συσσωμάτωσης στο 

AD και πέρασε στις δοκιμές φάσης ΙΙΙ, δεν απέδωσε τα επιθυμητά αποτελέσματα 

(Gauthier et al., 2016) πιθανότατα επειδή δεν αναστέλλει το σχηματισμό των GTOs 

(Soeda et al., 2015), τα οποία συσσωρεύονται σε υψηλά επίπεδα. Προς ενίσχυση 

αυτού, στη παρούσα έρευνα αποδείξαμε ότι ορισμένα είδη συσσωματωμάτων 

μπορεί να έχουν προστατευτικό ρόλο έναντι συγκεκριμένων διεργασιών. Γεγονός 

που μπορεί μερικώς να δικαιολογήσει την αποτυχία των αναστολέων των 

συσσωματωμάτων στις κλινικές δοκιμές. Συνεπώς, μελέτες όπως αυτή, εγείρουν 

στοχευμένα ερωτήματα που μπορεί να ρίξουν φως στον διαφορετικό ρόλο των 

συσσωματωμάτων της πρωτεΐνης Τ και θα πρέπει να λαμβάνονται υπ όψιν κατά την 

ερμηνεία των αποτελεσμάτων. Συλλογικά τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας 

μαζί με τα αποτελέσματα άλλων ερευνών υποδεικνύουν ότι φάρμακα που 

προωθούν τη συσσωμάτωση (Dominguez-Meijide et al., 2020) μπορεί να είναι 

καταλληλότερα για την θεραπεία των γνωστικών ελλειμμάτων σε ασθενείς με AD 

παρά τα φάρμακα τα οποία δρουν ανασταλτικά. 

Εν κατακλείδι, τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης σε συνάρτηση με την ήδη 

υπάρχουσα επιστημονική γνώση, θα μπορούσαν να βοηθήσουν αρχικώς στην 

κατανόηση των Τ-πρωτεϊνοπαθειών και εν συνεχεία στην έγκαιρη διάγνωση και 

αντιμετώπιση τους στον άνθρωπο.  
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