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			ΠΙΝΑΚΑΣ ΣΥΝΤΟΜΕΥΣΕΩΝ - ΑΚΡΩΝΥΜΙΑ

			
				
					
					
				
				
					
							
							5-LOX

						
							
							5-lipooxygenase

						
					

					
							
							AA

						
							
							arachidonic acid

						
					

					
							
							ABC

						
							
							ΑΤΡ-binding cassette 

						
					

					
							
							AC

						
							
							acerate

						
					

					
							
							AC

						
							
							adenylyl cyclase

						
					

					
							
							ADP

						
							
							adenosine 5′-diphosphate

						
					

					
							
							AE

						
							
							anion exchange

						
					

					
							
							AF

						
							
							activation factor

						
					

					
							
							ANP 

						
							
							atrial natriuretic peptide

						
					

					
							
							ANSA

						
							
							1-amino-2-naphthol-6-sulphonic acid 

						
					

					
							
							APS

						
							
							ammonium persulfate

						
					

					
							
							BHT

						
							
							butylated hydroxytoluene 

						
					

					
							
							BLAST 

						
							
							basic local alignment search tool

						
					

					
							
							B-ME

						
							
							β-mercaptoehanol

						
					

					
							
							BNP

						
							
							brain natriuretic peptide

						
					

					
							
							BSA

						
							
							bovine serum albumin

						
					

					
							
							C2

						
							
							(PKC) C2 homology (domain)

						
					

					
							
							CaMK

						
							
							calcium/calmodulin-dependent kinase

						
					

					
							
							cAMP

						
							
							cyclic AMP

						
					

					
							
							caspase

						
							
							cysteine-aspartic acid protease

						
					

					
							
							CaSR

						
							
							calcium-sensing receptor

						
					

					
							
							CBP

						
							
							cap binding protein

						
					

					
							
							CCR, CXCR

						
							
							chemotactic chemokines receptor

						
					

					
							
							CFTR

						
							
							cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

						
					

					
							
							cGMP

						
							
							cyclic GMP

						
					

					
							
							CNGC

						
							
							cyclic nucleotide-gated channel

						
					

					
							
							COP

						
							
							coat proteins

						
					

					
							
							COX

						
							
							cyclooxygenase

						
					

					
							
							cPLA2

						
							
							cytosolic phospholipase A2

						
					

					
							
							Cq

						
							
							quantification cycle

						
					

					
							
							CREB

						
							
							cAMP response element-binding protein 

						
					

					
							
							Ct

						
							
							cycle threshold

						
					

					
							
							CTX

						
							
							cholera toxin

						
					

					
							
							DAG

						
							
							diacylglycerol

						
					

					
							
							DAVID 

						
							
							database for annotation, visualization and integrated discovery

						
					

					
							
							DMSO

						
							
							dimethyl sulfoxide

						
					

					
							
							DNA

						
							
							deoxyribonucleic acid

						
					

					
							
							DTT

						
							
							dithiothreitol

						
					

					
							
							E

						
							
							efficiency

						
					

					
							
							ECL

						
							
							enhanced chemiluminescence

						
					

					
							
							EDTA

						
							
							ethylenediaminetetraacetic acid

						
					

					
							
							EGF

						
							
							epidermal growth factor

						
					

					
							
							EGFR 

						
							
							epidermal growth factor receptor

						
					

					
							
							EGTA

						
							
							ethylene glycol tetraacetic acid

						
					

					
							
							Epac

						
							
							exchange protein activated by cAMP

						
					

					
							
							ERK

						
							
							extracellular signal-regulated kinase

						
					

					
							
							FBS

						
							
							fetal bovine serum

						
					

					
							
							FID

						
							
							flame ionization detector 

						
					

					
							
							FITC

						
							
							fluorescein isothiocyanate

						
					

					
							
							FSC

						
							
							forward scatter 

						
					

					
							
							FSH

						
							
							follicle stimulating hormone

						
					

					
							
							GAPDH

						
							
							glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

						
					

					
							
							GC

						
							
							guanylyl cyclase

						
					

					
							
							GDP

						
							
							guanosine 5’-diphosphate

						
					

					
							
							GFP

						
							
							green fluorescent protein

						
					

					
							
							GLP1-2

						
							
							glucagon receptor

						
					

					
							
							GLUT

						
							
							glucose transporter

						
					

					
							
							GnRH

						
							
							gonadotropin-releasing hormone

						
					

					
							
							GO

						
							
							gene ontology

						
					

					
							
							GPCR

						
							
							G protein-coupled receptor

						
					

					
							
							GRK

						
							
							GPCR kinase

						
					

					
							
							GTP

						
							
							guanosine 5’-triphosphate

						
					

					
							
							HEPA

						
							
							high efficiency particulate air

						
					

					
							
							HEPES

						
							
							4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

						
					

					
							
							HPr

						
							
							histidine (ή heat-stable) protein

						
					

					
							
							HUGO 

						
							
							HUman Genome Organisation 

						
					

					
							
							IP

						
							
							inositol monophosphate

						
					

					
							
							IP2

						
							
							inositol biphosphate

						
					

					
							
							IP3

						
							
							inositol 1,4,5-trisphosphate

						
					

					
							
							iPLA2

						
							
							calcium-independent phospholipase A2 

						
					

					
							
							JAK

						
							
							janus kinase

						
					

					
							
							LacY 

						
							
							lactose permease (κωδικοποιείται από το γονίδιο lacY)

						
					

					
							
							LDL

						
							
							low density lipoprotein

						
					

					
							
							LPA

						
							
							lysophosphatidic acid

						
					

					
							
							LpPLA2

						
							
							lipoprotein-associated phospholipase A2

						
					

					
							
							MAPK

						
							
							mitogen activated protein kinase 

						
					

					
							
							MsbA

						
							
							lipid A export ATP-binding/permease

						
					

					
							
							NCBI

						
							
							National Center for Biotechnology Information

						
					

					
							
							NES

						
							
							nuclear export signal

						
					

					
							
							NLS 

						
							
							nuclear localization signal

						
					

					
							
							NOS

						
							
							no synthase

						
					

					
							
							NPC

						
							
							nuclear pore complex

						
					

					
							
							NR 

						
							
							nuclear receptor

						
					

					
							
							OR

						
							
							odorant receptor

						
					

					
							
							PA

						
							
							phosphatidic acid

						
					

					
							
							PAF

						
							
							platelet activating factor

						
					

					
							
							PARP

						
							
							poly ADP ribose polymerase

						
					

					
							
							PBS

						
							
							phosphate-buffered saline

						
					

					
							
							PC

						
							
							phospatidylcholine

						
					

					
							
							PCR

						
							
							polymerase chain reaction

						
					

					
							
							PDE

						
							
							phosphodiesterase 

						
					

					
							
							PDGF

						
							
							platelet-derived growth factor

						
					

					
							
							PE

						
							
							phosphatidylethanolamine 

						
					

					
							
							PGE

						
							
							prostaglandin E

						
					

					
							
							PGI2

						
							
							prostacyclin

						
					

					
							
							PI

						
							
							phosphatidylinositol

						
					

					
							
							PI

						
							
							propidium Iodide 

						
					

					
							
							PI3K

						
							
							phosphoinositide 3-kinase

						
					

					
							
							PIP2 

						
							
							phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

						
					

					
							
							PIP3

						
							
							phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 

						
					

					
							
							PKA

						
							
							protein kinase A

						
					

					
							
							PKB

						
							
							protein kinase B 

						
					

					
							
							PKC

						
							
							protein kinase C

						
					

					
							
							PKG

						
							
							protein kinase G

						
					

					
							
							PL

						
							
							phospholipids

						
					

					
							
							PLA2

						
							
							phospholipase A2

						
					

					
							
							PLC

						
							
							phospholipase C

						
					

					
							
							PLD

						
							
							phospholipase D

						
					

					
							
							PM

						
							
							plasma membrane

						
					

					
							
							PMSF

						
							
							phenylmethylsulfonyl fluoride

						
					

					
							
							POPOP

						
							
							1,4-bis(5-phenyloxazol-2-yl) benzene 

						
					

					
							
							PPO

						
							
							2,5-Diphenyloxazole

						
					

					
							
							PS

						
							
							phosphatidylserine

						
					

					
							
							PTEN

						
							
							protein tyrosine phosphatase

						
					

					
							
							PTS 

						
							
							phosphotransferase system

						
					

					
							
							PTX

						
							
							pertussis toxin

						
					

					
							
							PVDF

						
							
							polyvinylidene fluoride

						
					

					
							
							PΗ

						
							
							pleckstrin homology (domain)

						
					

					
							
							qPCR

						
							
							quantitative real-time PCR

						
					

					
							
							RanBP 

						
							
							ran binding protein

						
					

					
							
							RFU

						
							
							relative fluorescence units

						
					

					
							
							RNA

						
							
							ribonucleic acid

						
					

					
							
							RNP 

						
							
							ribonucleoprotein

						
					

					
							
							RPAS

						
							
							ribonuclease protection assay

						
					

					
							
							RT-PCR

						
							
							reverse transcriptase-PCR

						
					

					
							
							S1P

						
							
							sphingosine-1-phosphate

						
					

					
							
							SDS

						
							
							sodium dodecyl sulfate

						
					

					
							
							SERCA 

						
							
							sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase

						
					

					
							
							SMART

						
							
							simple modular architecture research tool 

						
					

					
							
							SNARE                                         

						
							
							soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor

						
					

					
							
							sPLA2

						
							
							secretory phospholipase A2

						
					

					
							
							SRP 

						
							
							signal recognition particle

						
					

					
							
							SSC

						
							
							side scattering 

						
					

					
							
							STAT

						
							
							signal transducer and activator of transcription

						
					

					
							
							TBS

						
							
							tris-buffered saline

						
					

					
							
							TCDB 

						
							
							transporter classification database 

						
					

					
							
							TEMED

						
							
							tetramethylethylenediamine

						
					

					
							
							TLR

						
							
							toll-like receptor 

						
					

					
							
							TMD 

						
							
							transmembrane domains

						
					

					
							
							TNBS

						
							
							2,4,6-τρινιτροβενζυλοσουλφονικό οξύ

						
					

					
							
							TR

						
							
							taste receptors

						
					

					
							
							TRH

						
							
							thyrotropin-releasing hormone

						
					

					
							
							TRΕX

						
							
							transcription/export

						
					

					
							
							UniProt 

						
							
							universal protein resource

						
					

					
							
							WB

						
							
							western blotting

						
					

					
							
							ΑQP 

						
							
							aquaporin

						
					

					
							
							ΝΒD 

						
							
							nucleotide-binding domain 

						
					

					
							
							ΤΧ

						
							
							thromboxane

						
					

				
			

		

		
			
			

		

	
		
			ΓΛΩΣΣΑΡΙ

			
				
					
					
				
				
					
							
							αγωνιστής

						
							
							agonist

						
					

					
							
							ακουαπορίνη, υδατοπορίνη

						
							
							aquaporine

						
					

					
							
							ακρυλαμίδιο

						
							
							acrylamide

						
					

					
							
							αλληλουχία ή ακολουθία

						
							
							sequencing

						
					

					
							
							αλυσωτή αντίδραση πολυμεράσης

						
							
							polymerase chain reaction συντμ. PCR 

						
					

					
							
							αμινοξικό κατάλοιπο

						
							
							aminoacid residue 

						
					

					
							
							ανακαλλιέργεια κυττάρων

						
							
							splitting

						
					

					
							
							ανακύκληση

						
							
							turnover

						
					

					
							
							ανάστροφης φάσης HPLC

						
							
							reversed phase HPLC

						
					

					
							
							ανασύσταση

						
							
							reconstitution

						
					

					
							
							αννεξίνη

						
							
							annexin

						
					

					
							
							ανοικτό θερμοδυναμικό σύστημα

						
							
							open thermodynamic system

						
					

					
							
							ανοσοαποτύπωση

						
							
							western blotting/immunoblotting

						
					

					
							
							αντίδραση μάχης ή φυγής

						
							
							fight or flight reaction

						
					

					
							
							αντιμεταφορά

						
							
							antiport 

						
					

					
							
							αντίστροφη μεταγραφάση

						
							
							reverse transcriptase

						
					

					
							
							αντίστροφη μεταφορά (χοληστερόλης)

						
							
							reverse transport 

						
					

					
							
							αντλία

						
							
							pump 

						
					

					
							
							απεικόνιση

						
							
							imaging

						
					

					
							
							απευαισθητοποίηση

						
							
							desensitization

						
					

					
							
							αποδιάταξη

						
							
							denaturation

						
					

					
							
							απόδοση

						
							
							efficiency

						
					

					
							
							απόθεμα

						
							
							stock

						
					

					
							
							αποκεντρωτική μικροσκοπία 

						
							
							deconvulsive microscopy

						
					

					
							
							απο-ορφανοποίηση

						
							
							deorphanization

						
					

					
							
							απόσυρση (κατάσχεση) υποδοχέων

						
							
							receptor sequestration

						
					

					
							
							αποτύπωμα των λιπαρών οξέων 

						
							
							fatty acid signature 

						
					

					
							
							ασυμμετρία

						
							
							asymmetry

						
					

					
							
							ΑΤΡάση τύπου Ρ ή Ε1-Ε2 ΑΤΡάση

						
							
							ATPase P-type

						
					

					
							
							αυτοσυγκρότηση 

						
							
							self assembly

						
					

					
							
							
					

					
							
							β΄ αγγελιοφόροι ή β΄μεσολαβητές 

						
							
							second messengers

						
					

					
							
							βαθμίδωση συγκέντρωσης 

						
							
							concentration gradient

						
					

					
							
							βακτηριακός λιποπολυσακχαρίτης

						
							
							lipopolysaccharide, συντμ. LPS

						
					

					
							
							βακτηριορροδοψίνη 

						
							
							bacteriorhodopsin 

						
					

					
							
							βασεοπλευρική 

						
							
							basolateral 

						
					

					
							
							βιογενεσία μεμβρανών

						
							
							membrane biogenesis

						
					

					
							
							βιοπληροφορική 

						
							
							bioinformatics

						
					

					
							
							
					

					
							
							γενωμική ή γονιδιοματική 

						
							
							genomics 

						
					

					
							
							γευστικός υποδοχέας

						
							
							taste receptors

						
					

					
							
							γλυκερόλη 

						
							
							glycerol

						
					

					
							
							γλυκίνη

						
							
							glycine 

						
					

					
							
							γλυκοζυλίωση

						
							
							glycosylation 

						
					

					
							
							γλύκωμα 

						
							
							glycome

						
					

					
							
							γλυκωμική 

						
							
							glycomics 

						
					

					
							
							γονίδιο αναφοράς

						
							
							reference gene

						
					

					
							
							γονιδίωμα ή γένωμα

						
							
							genome

						
					

					
							
							
					

					
							
							δεδομένα μεγάλου όγκου 

						
							
							highthroughput data

						
					

					
							
							δείκτης πολικότητας και αναμιξιμότητας

						
							
							polarity and miscibility index

						
					

					
							
							δεξιός εκκινητής

						
							
							reverse primer

						
					

					
							
							δέσμες επιπέδου νανοκλίμακας

						
							
							nanoclusters

						
					

					
							
							δεσμευμένη λιπιδική διπλοστιβάδα 

						
							
							tethered bilayer lipid membrane, συντμ. t-BLM

						
					

					
							
							δημιουργία καλύπτρας 

						
							
							capping

						
					

					
							
							διαβροχή από λιπίδια 

						
							
							lipid wetting

						
					

					
							
							διακοπή της ανάπτυξης

						
							
							growth arrest

						
					

					
							
							διαλογή

						
							
							sorting

						
					

					
							
							διάλυμα εμφάνισης φιλμ

						
							
							developer

						
					

					
							
							διάλυμα μονιμοποίησης φιλμ

						
							
							fixer

						
					

					
							
							διαμεμβρανική ή εσωτερική πρωτεΐνη

						
							
							transmembrane, intrinsic, integral protein

						
					

					
							
							διαμεσολαβούμενη από υποδοχείς

						
							
							receptor-mediated

						
					

					
							
							διαμόλυνση σε φωσφορικό ασβέστιο

						
							
							calcium phosphate transfection

						
					

					
							
							διαπερατότητα 

						
							
							permeability

						
					

					
							
							διαπίδυση

						
							
							dialysis

						
					

					
							
							διασύνδεση ή διεπικοινωνία ή διασταυρούμενη επικοινωνία σηματοδοτικών πορειών

						
							
							crosstalk

						
					

					
							
							διάταση

						
							
							stretch

						
					

					
							
							διατμητικές τάσεις

						
							
							shear stress

						
					

					
							
							δίαυλος αντιμεταφοράς Na+/Ca2+ 

						
							
							Na+/Ca2+antiporter  

						
					

					
							
							δίαυλος διαρροής  

						
							
							leak channel 

						
					

					
							
							δίαυλος ελεγχόμενης μεταφοράς

						
							
							gated channel

						
					

					
							
							δίαυλος η λειτουργία του οποίου ελέγχεται από το δυναμικό της μεμβράνης, 

							δίαυλος πύλης ιόντων εκ διαφοράς δυναμικού

						
							
							voltage-gated channel

						
					

					
							
							δίαυλος πύλης προσδέτη

						
							
							ligand-gated channel

						
					

					
							
							διαφορική θερμιδομετρία σάρωσης 

						
							
							differential scanning calorimetry, συντμ. DSC

						
					

					
							
							διαφορική φυγοκέντρηση 

						
							
							differential centrifugation 

						
					

					
							
							διάχυση

						
							
							diffusion

						
					

					
							
							διεπιφανειακή κατάλυση

						
							
							interfacial catalysis

						
					

					
							
							διευκολυνόμενη διάχυση 

						
							
							facilitated diffusion

						
					

					
							
							διμικκυλλιο, διπλό μικκυλλίο 

						
							
							bicelle

						
					

					
							
							διόγκωση

						
							
							distension

						
					

					
							
							δομή α-έλικας

						
							
							alpha helix structure

						
					

					
							
							δομή βαρελιού  

						
							
							barrel structure

						
					

					
							
							δομή β-ελασμάτων

						
							
							beta strand,  beta sheets structure 

						
					

					
							
							δυναμίνη 

						
							
							dynamin 

						
					

					
							
							
					

					
							
							εγκεφαλικό νατριοδιουρητικό πεπτίδιο

						
							
							brain natriuretic peptide

						
					

					
							
							έκκριση

						
							
							secretion 

						
					

					
							
							εκτελεστικός

						
							
							executioner

						
					

					
							
							ελεύθερο ριβονουκλεασών

						
							
							RNase free

						
					

					
							
							έλυτρο μυελίνης 

						
							
							myelin sheath

						
					

					
							
							ενδοκρινής σηματοδότηση

						
							
							endocrine signaling

						
					

					
							
							ενδοκύτωση  

						
							
							endocytosis 

						
					

					
							
							ενδοκύτωση μέσω υποδοχέων

						
							
							receptor-mediated endocytosis 

						
					

					
							
							ενδόσωμα  

						
							
							endosome 

						
					

					
							
							ενεργητική, ενεργός μεταφορά 

						
							
							active transport (πρωτογενής  primary, δευτερογενής  secondary)

						
					

					
							
							ενζυμικός δείκτης

						
							
							marker enzyme

						
					

					
							
							ενός βήματος

						
							
							one-step

						
					

					
							
							εξ αποστάσεως σύστημα επικοινωνίας 

						
							
							remote sensing and signaling system

						
					

					
							
							εξαγωνική φάση  

						
							
							hexagonal  phase, συντμ.  Η

						
					

					
							
							εξογκώματα

						
							
							blebs

						
					

					
							
							εξπορτίνη

						
							
							exportin 

						
					

					
							
							εξωκύτωση 

						
							
							exocytosis 

						
					

					
							
							εξωσώματα 

						
							
							exosomes

						
					

					
							
							επαμφοτερίζον ιόν 

						
							
							zwitterionic

						
					

					
							
							επισήμανση

						
							
							annotation

						
					

					
							
							επιταχυντής της μεταγραφής

						
							
							transcriptional enhancer

						
					

					
							
							ευθυγραμμισμένες δομές

						
							
							realigned structures

						
					

					
							
							
					

					
							
							ηλεκτρονιακή μικροσκοπία ανάκλασης 

						
							
							reflection electron microscopy, σύντμ. REM

						
					

					
							
							ηλεκτρονιακή μικροσκοπία διέλευσης

						
							
							transmission electron microscopy,  σύντμ. ΤΕΜ

						
					

					
							
							ηλεκτρονιακή μικροσκοπία σάρωσης

						
							
							scanning electron microscopy, σύντμ. SEM

						
					

					
							
							ηλεκτρονιακή μικροσκοπία χαμηλής τάσης 

						
							
							low voltage electron microscopy, σύντμ. LVEM

						
					

					
							
							ηλεκτροφόρηση πήγματος υπό μετουσιωτικές συνθήκες 

							παρουσία δωδεκυλοσουλφονικού νατρίου  

						
							
							sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis, συντμ. SDS-PAGE

						
					

					
							
							ηλεκτροφορητική κινητικότητα

						
							
							electrophoretic mobility

						
					

					
							
							ηλεκτροχημικό δυναμικό μεμβράνης, μεμβρανικό δυναμικό

						
							
							membrane potential

						
					

					
							
							
					

					
							
							θάλαμος νηματώδους ροής

						
							
							laminar flow cabinet

						
					

					
							
							θερμοκρασία μετάπτωσης

						
							
							transition temperature, συντμ. Τc

						
					

					
							
							θερμοκρασία τήξης

						
							
							melting temperature, συντμ.Tm

						
					

					
							
							θερμοτροπική μετάπτωση φάσης

						
							
							thermal phase transition

						
					

					
							
							θραυσματοποίηση του DNA

						
							
							DNA laddering

						
					

					
							
							
					

					
							
							ικριωματική πρωτεΐνη

						
							
							scaffold protein

						
					

					
							
							ιμπορτίνη

						
							
							importin 

						
					

					
							
							ιοντοφόρο 

						
							
							ionophore

						
					

					
							
							ισοηλεκτρική εστίαση

						
							
							isoelectric focusing

						
					

					
							
							ισοθειοκυανική φλουορεσκεΐνη

						
							
							fluorescein isothiocyanate

						
					

					
							
							ισόπυκνη φυγοκέντρηση 

						
							
							isopycnic centrifugation

						
					

					
							
							ισορροπία

						
							
							equilibrium

						
					

					
							
							
					

					
							
							καλυμμένο κυστίδιο  

						
							
							coated vesicle 

						
					

					
							
							καλυμμένη κοιλότητα ή βοθρίο  

						
							
							coated pit 

						
					

					
							
							καλύπτρα  

						
							
							cap

						
					

					
							
							κανονικής φάσης HPLC

						
							
							normal phase HPLC

						
					

					
							
							καρδιοτονωτικός γλυκοζίτης

						
							
							cardiac glycoside 

						
					

					
							
							καρυοφερίνη 

						
							
							karyopherin 

						
					

					
							
							κασέτα δέσμευσης ΑΤΡ

						
							
							ΑΤΡ-binding cassette

						
					

					
							
							κασπάση

						
							
							caspase

						
					

					
							
							κινάση εξαρτώμενη από Ca2+/καλμοδουλίνη

						
							
							calcium/calmodulin-dependent kinase

						
					

					
							
							κλαθρίνη

						
							
							clathrin 

						
					

					
							
							κόκκινη φθορίζουσα πρωτεΐνη

						
							
							red fluorescent protein, συντμ. mRFP

						
					

					
							
							κολπικό νατριοδιουρητικό πεπτίδιο

						
							
							atrial natriuretic peptide

						
					

					
							
							κομβικό σηματοδοτικό σημείο

						
							
							signaling hub, node

						
					

					
							
							κονεξίνη, συνδετίνη

						
							
							connexin 

						
					

					
							
							κορυφαία πλευρά (επιθηλ. κύτταρα)

						
							
							apical side

						
					

					
							
							κρίσιμη μικυλλιακή συγκέντρωση

						
							
							critical micellar concentration, συντμ.CMC

						
					

					
							
							κύκλος ποσοτικοποίησης

						
							
							quantification cycle

						
					

					
							
							κυκλοφορία μεμβρανών

						
							
							membrane, vesicle, vesicular trafficking

						
					

					
							
							κυστίδιο 

						
							
							vesicle 

						
					

					
							
							κυστική  ίνωση 

						
							
							cystic fibrosis 

						
					

					
							
							κυτταρική μεμβράνη

						
							
							cell membrane, συνών. πλασματική μεμβράνη 

						
					

					
							
							κυτταρικός κύκλος

						
							
							cell cycle

						
					

					
							
							κυτταρομετρία ροής

						
							
							flow cytometry

						
					

					
							
							
					

					
							
							λιποδιαμόλυνση

						
							
							lipofection

						
					

					
							
							λιπιδική σχεδία 

						
							
							lipid raft

						
					

					
							
							λιπιδικό κέλυφος  

						
							
							lipid shell

						
					

					
							
							λιπίδωμα 

						
							
							lipidome

						
					

					
							
							λιπιδωμική 

						
							
							lipidomics

						
					

					
							
							λιπόσωμα 

						
							
							liposome 

						
					

					
							
							
					

					
							
							μαύρη λιπιδική μεμβράνη 

						
							
							black lipid membrane, συντμ. BLM 

						
					

					
							
							μέθοδος προστασίας από ριβονουκλεάση

						
							
							Ribonuclease Protection Assay

						
					

					
							
							μείζον σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας 

						
							
							major histocompatibility complex, συντμ.MHC  

						
					

					
							
							μειορρύθμιση των υποδοχέων

						
							
							receptor down regulation

						
					

					
							
							μεμβράνες ανθεκτικές σε απορρυπαντικά  

						
							
							detergent-resistant membranes, σύντμ. DRM

						
					

					
							
							μεμβρανική μεταφορά, μεταφορά μέσω μεμβρανών 

						
							
							membrane transport

						
					

					
							
							μερκαπτοαιθανόλη

						
							
							mercaptoethanol

						
					

					
							
							μεταβολωμική

						
							
							metabolomics

						
					

					
							
							μεταβόλωμα

						
							
							metabolome

						
					

					
							
							μεταγωγή μηχανικού σήματος

						
							
							mechanotransduction

						
					

					
							
							μετα-μεταφραστική εισδοχή 

						
							
							posttranslational insertion

						
					

					
							
							μεταφορά με ταυτόχρονη χημική τροποποίηση  

						
							
							group translocation 

						
					

					
							
							μεταφορέας 

						
							
							transporter 

						
					

					
							
							μεταφορέας ABC

						
							
							ABC transporter 

						
					

					
							
							μήτρα 

						
							
							matrix

						
					

					
							
							μηχανορρυθμιζόμενος δίαυλος

						
							
					

					
							
							μικροσυστοιχίες 

						
							
							microarrays 

						
					

					
							
							μικύλλιο   

						
							
							micelle

						
					

					
							
							μοντέλο της σφαίρας και της αλυσίδας 

						
							
							ball-and-chain model

						
					

					
							
							μοντέλο του ρευστού μωσαϊκού 

						
							
							fluid mosaic model

						
					

					
							
							
					

					
							
							νανόδισκος 

						
							
							nanodisc

						
					

					
							
							νουκλεοπορίνη

						
							
							nucleoporin 

						
					

					
							
							
					

					
							
							ξέστρο

						
							
							scraper

						
					

					
							
							
					

					
							
							ομογενοποίηση

						
							
							homogenisation

						
					

					
							
							ομογενοποίηση με υπερήχους

						
							
							sonication

						
					

					
							
							οπτικοποίηση

						
							
							visualization

						
					

					
							
							ορφανοί υποδοχείς

						
							
							orphan receptors

						
					

					
							
							οσφρητικοί υποδοχείς

						
							
							odorant receptors

						
					

					
							
							
					

					
							
							παράγοντας νέκρωσης όγκων

						
							
							tumor necrosis factor alpha, συντμ. TNFα

						
					

					
							
							παράθυρο αλληλουχίας

						
							
							sequence window

						
					

					
							
							παράθυρο δομής

						
							
							structure window

						
					

					
							
							παρακρινής σηματοδότηση

						
							
							paracrine signaling

						
					

					
							
							παράλληλη μεταφορά  

						
							
							 co-transport 

						
					

					
							
							παραμόρφωση

						
							
							deformation

						
					

					
							
							παρασκευαστική ηλεκτροφόρηση πήγματος 

						
							
							preparative gel electrophoresis

						
					

					
							
							παροδική διαμόλυνση

						
							
							transient transfection

						
					

					
							
							περίθλαση ακτίνων Χ  

						
							
							X-ray diffraction

						
					

					
							
							περικυτταρική μεμβράνη 

						
							
							plasma membrane 

						
					

					
							
							περιοχή

						
							
							domain

						
					

					
							
							περιφερειακή ή εξωτερική πρωτεΐνη 

						
							
							peripheral, extrinsic, external, membrane-associated protein

						
					

					
							
							περμεάση

						
							
							permease 

						
					

					
							
							πήγμα

						
							
							gel

						
					

					
							
							πήγμα διαχωρισμού

						
							
							separating gel

						
					

					
							
							πήγμα επιστοίβασης

						
							
							stacking gel

						
					

					
							
							πλασματική μεμβράνη 

						
							
							plasma membrane, συνών. κυτταρική μεμβράνη

						
					

					
							
							πολυμορφισμός

						
							
							polymorphism

						
					

					
							
							πολυφαρμακευτική αντίσταση 

						
							
							multidrug resistance, συντμ.MDR

						
					

					
							
							πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη

						
							
							green fluorescent protein, συντμ. GFP

						
					

					
							
							προσαρμογή

						
							
							adaptation 

						
					

					
							
							προσδέτης  

						
							
							ligand 

						
					

					
							
							πρόσθιος εκκινητής

						
							
							forward primer

						
					

					
							
							πρωτεΐνες ABC 

						
							
							ATP-cassette binding protein transporters, συντμ.ABC transporters

						
					

					
							
							πρωτεΐνες SLC 

						
							
							solute carrier transporter proteins

						
					

					
							
							πρωτεΐνες με λιπιδικές άγκυρες ή λιπιδιωμένες πρωτεϊνες  

						
							
							lipid anchored ή lipidated proteins

						
					

					
							
							πρωτεΐνες προσαρμογής

						
							
							adaptors, adaptor proteins

						
					

					
							
							πρωτεΐνη μεταφοράς ανιόντων 

						
							
							anion exchange protein           

						
					

					
							
							πρωτεΐνη πολυφαρμακευτικής  αντίστασης 

						
							
							multidrug-resistance protein, συντμ. MDR 

						
					

					
							
							πρωτεΐνη συνδεδεμένη σε φωσφατιδυλινοσιτόλη

						
							
							glycerylphosphatidylinositol- anchored protein,

							συντμ. GPI- anchored protein

						
					

					
							
							πρωτέωμα 

						
							
							proteome

						
					

					
							
							πυρηνικός υποδοχέας

						
							
							nuclear receptor, συντμ. NR

						
					

					
							
							πυρηνικός πόρος 

						
							
							nuclear pore 

						
					

					
							
							
					

					
							
							ρευστότητα

						
							
							fluidity

						
					

					
							
							ροδομεμβράνη (του H. halobium) 

						
							
							purple membrane 

						
					

					
							
							ροή υγρού

						
							
							sheath fluid

						
					

					
							
							ρυθμιστικό διάλυμα αποχρωματισμού

						
							
							destaining buffer

						
					

					
							
							ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης

						
							
							electrode buffer/running buffer

						
					

					
							
							ρυθμιστικό διάλυμα κορεσμού (ηλεκτροφ.)

						
							
							blocking buffer

						
					

					
							
							ρυθμιστικό διάλυμα κυτταρικής λύσης

						
							
							lysis buffer

						
					

					
							
							ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς

						
							
							transfer buffer

						
					

					
							
							ρυθμιστικό διάλυμα πρόσδεσης

						
							
							binding buffer

						
					

					
							
							ρυθμιστικό διάλυμα προσδιορισμού

						
							
							assay buffer

						
					

					
							
							ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης

						
							
							sample buffer

						
					

					
							
							ρυθμιστικό διάλυμα χρώσης

						
							
							staining buffer

						
					

					
							
							
					

					
							
							σαρωτική ηλεκτρονιακή μικροσκοπία διέλευσης

						
							
							scanning transmission electron microscopy, σύντμ. STEM

						
					

					
							
							σήμα εξαγωγής από τον πυρήνα 

						
							
							nuclear export signal 

						
					

					
							
							σήμα πυρηνικού εντοπισμού 

						
							
							 nuclear localization signal

						
					

					
							
							σηματοδοτικά (πολυπρωτεϊνικά) σύμπλοκα

						
							
							signaling complexes

						
					

					
							
							σηματοδοτική πορεία

						
							
							signaling pathway

						
					

					
							
							σηματοδοτικός καταρράκτης

						
							
							signaling cascade

						
					

					
							
							σιλδεναφίλη

						
							
							sildenafil, (εμπορ. ονομ. VIAGRA)

						
					

					
							
							σινιαλάση

						
							
							signalase

						
					

					
							
							σταθερά διασποράς, κατανομής 

						
							
							 partition, distribution co-efficient

						
					

					
							
							σταθερή κατάσταση 

						
							
							steady state

						
					

					
							
							στενοσύνδεσμος 

						
							
							tight junction

						
					

					
							
							στιβαδωτή κρυσταλλική φάση πήγματος

						
							
							lamellar gel-crystalline phase, συντμ. So ή Lβ

						
					

					
							
							στιβαδωτή υγρή-κρυσταλλική ή υγρή-αποδιοργανωμένη φάση 

						
							
							lamellar liquid crystalline phase, liquid disordered phase, συντμ.  Ld ή Lα

						
					

					
							
							στοιχείο απόκρισης

						
							
							response element

						
					

					
							
							στόχευση

						
							
							targeting

						
					

					
							
							συμμεταφραστική εισδοχή 

						
							
							cotranslatίοnal insertion

						
					

					
							
							συμμμεταφορά  

						
							
							symport 

						
					

					
							
							συμπεριφορά φάσης 

						
							
							phase behaviour

						
					

					
							
							συμπίεση

						
							
							compression

						
					

					
							
							συμπληρωματικό DNA

						
							
							complementary DNA, συντμ. cDNA

						
					

					
							
							συνάθροιση 

						
							
							patching

						
					

					
							
							συναπτική σηματοδότηση

						
							
							synaptic signaling

						
					

					
							
							συνεστιακή μικροσκοπία 

						
							
							confocal microscopy 

						
					

					
							
							σύνθετο ενεργό μεμβρανικό μοντέλο

						
							
							active composite membrane model

						
					

					
							
							σύσπαση

						
							
							constriction

						
					

					
							
							συστολή

						
							
							contraction

						
					

					
							
							σχετικές μονάδες φθορισμού

						
							
							relative fluorescence units

						
					

					
							
							σωληνώδης 

						
							
							tubular

						
					

					
							
							σωμάτιο αναγνώρισης σήματος 

						
							
							signal recognition particle, συντμ. SRP

						
					

					
							
							
					

					
							
							τάξη φωσφατιδυλοχολίνης 

						
							
							phosphatidylcholine class

						
					

					
							
							τελεστής

						
							
							effector

						
					

					
							
							τεχνική ανάκτησης φθορισμού μετά από φωτολεύκανση 

						
							
							fluorescence recovery after photobleaching, σύντμ. FRAP

						
					

					
							
							τεχνική ανάλυσης μεμονωμένων κυττάρων

						
							
							single cell analysis

						
					

					
							
							τεχνική καθήλωσης μεμβρανικού τμήματος, τεχνική παγίδευσης τάσης

						
							
							patch clamp technique 

						
					

					
							
							τεχνική υβριδισμού ιχνηλατών

						
							
							hybridisation probes technique

						
					

					
							
							τεχνική υδρόλυσης ανιχνευτή

						
							
							hydrolysis probe technique

						
					

					
							
							τοπογραφία 

						
							
							topography

						
					

					
							
							τοπολογία 

						
							
							topology

						
					

					
							
							τοπονομική 

						
							
							toponomics

						
					

					
							
							τρανσκριπτομική

						
							
							transcriptomics 

						
					

					
							
							τρανσκρίπτωμα

						
							
							transcriptome 

						
					

					
							
							τρασντουσίνη

						
							
							transducin

						
					

					
							
							
					

					
							
							υγρή χρωματογραφία υψηλής πίεσης/απόδοσης

						
							
							high pressure/performance liquid chromatography, συντμ. HPLC

						
					

					
							
							υδρόφιλη-λιπόφιλη ισορροπία 

						
							
							hydrophilic-lipophilic balance, συντμ. ΗLΒ

						
					

					
							
							υδροφοβικότητα

						
							
							hydrophobicity 

						
					

					
							
							υποδοχέας  

						
							
							receptor 

						
					

					
							
							υποδοχέας ανίχνευσης ασβεστίου

						
							
							calcium-sensing receptor

						
					

					
							
							υποδοχέας με ενεργότητα τυροσινικής κινάσης

						
							
							tyrosine kinases receptor (RTK)

						
					

					
							
							υποδοχέας που συζεύγνυται με πρωτεΐνες G,

							επταδιαμεμβρανικός ή επταελικοειδής υποδοχέας

						
							
							g-protein coupled receptor (GPCR), heptahelical receptor

						
					

					
							
							υποδοχέας τύπου Toll

						
							
							Toll-like receptors

						
					

					
							
							υποστηριζόμενη λιπιδική διπλοστιβάδα 

						
							
							supported lipid bilayer, συντμ. SLB

						
					

					
							
							
					

					
							
							φαγοκύτωση  

						
							
							phagocytosis 

						
					

					
							
							φαγόσωμα 

						
							
							phagosome 

						
					

					
							
							φαλλοϊδίνη

						
							
							phalloidin

						
					

					
							
							φάσμα ερυθροκυττάρου 

						
							
							erythrocyte ghost

						
					

					
							
							φασματοσκοπία ηλεκτρoνιακού παραμαγνητικού συντονισμού 

						
							
							electron-spin resonance, σύντμ. ESR, 

							ή electron paramagnetic resonance, σύντμ. EPR

						
					

					
							
							φορέας

						
							
							carrier 

						
					

					
							
							φυλλώδεις μορφές επάλληλων διπλοστιβάδων 

						
							
							lamellae

						
					

					
							
							φυσική ηλεκτροφόρηση

						
							
							native electrophoresis

						
					

					
							
							φωσφοτρανσφεράση 

						
							
							phosphotransferase

						
					

					
							
							
					

					
							
							χασμοσύνδεσμος 

						
							
							gap junction 

						
					

					
							
							χρωματογραφία ιοντανταλλαγής

						
							
							ion exchange chromatography

						
					

					
							
							χρωματογραφία λεπτής στιβάδας 

						
							
							thin-layer chromatography, συντμ. TLC

						
					

					
							
							χρωματογραφία μοριακoύ αποκλεισμού 

						
							
							gel exclusion chromatography

						
					

					
							
							χρωματογραφία μοριακής διήθησης 

						
							
							 gel filtration chromatography

						
					

					
							
							χρωματογραφία στήλης

						
							
							column chromatography

						
					

					
							
							χρωματογραφία συγγένειας  

						
							
							affinity chromatography

						
					

					
							
							χρωματογραφία υγρής/αέριας φάσης 

						
							
							gas-liquid chromatography, συντμ. GLC, GC

						
					

					
							
							χρωματογραφία υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων  

						
							
							hydrophobic interaction chromatography

						
					

					
							
							
					

					
							
							ψυκτοεξάχνωση 

						
							
							freeze etching

						
					

					
							
							ψυκτοτεμαχισμός

						
							
							freeze-fracture 

						
					

				
			

		

	
		
			Εισαγωγή

			Η άποψη ότι τα κύτταρα διαθέτουν προστατευτικό περίβλημα διατυπώθηκε για πρώτη φορά γύρω στα 1850, όταν μελετήθηκε μικροσκοπικά η διαφορά στη διαπερατότητα ακέραιων και σπασμένων κυττάρων σε χρωστικές (von Nageli & Cramer, 1855). Πενήντα χρόνια αργότερα και αφού διαπιστώθηκε ότι το περίβλημα αυτό εμφανίζει μεγαλύτερη διαπερατότητα σε υδρόφοβα μόρια, θεωρήθηκε ότι περιέχει λιπίδια (E. Overton, 1899). Τέλος, τo 1925, οι E. Gorter και F. Grendel διατύπωσαν την άποψη ότι τα λιπίδια αυτά είναι διατεταγμένα σε διπλοστιβάδα. Οι συγκεκριμένοι ερευνητές εκχύλισαν τα μεμβρανικά λιπίδια γνωστού αριθμού ερυθροκυττάρων (τα ερυθροκύτταρα διαθέτουν μόνο πλασματική μεμβράνη) και σχημάτισαν με αυτά τη μικρότερη δυνατή μονομοριακή στιβάδα στην επιφάνεια υδατικής φάσης (Gorder & Grendel, 1925). Ο λόγος της επιφάνειας της μονομοριακής στιβάδας προς τη συνολική επιφάνεια των ερυθροκυττάρων βρέθηκε να είναι περίπου 2, ενώ σήμερα γνωρίζουμε ότι η μικρή απόκλιση από τον αριθμό 2 οφείλεται στην παρουσία, εκτός των λιπιδίων και πρωτεϊνών. Η διπλοστιβάδα αποτελεί το κύριο δομικό χαρακτηριστικό των βιολογικών μεμβρανών, ενώ η πειραματική προσέγγιση των Gorter και Grendel εξελίχθηκε σε μια πολύ χρήσιμη τεχνική μελέτης των φυσικοχημικών ιδιοτήτων των μεμβρανικών λιπιδίων. 

			Άμεση απόδειξη, όμως, για την ύπαρξη πλασματικής μεμβράνης έδωσε η ηλεκτρονιακή μικροσκοπία, που αναπτύχθηκε κατά την περίοδο 1930-50 και η οποία απέδειξε ότι τα (ευκαρυωτικά) κύτταρα διαθέτουν, όχι μόνο πλασματική μεμβράνη, αλλά ένα ολόκληρο σύστημα μεμβρανών στο εσωτερικό τους. Οι μεμβράνες αυτές έχουν στο ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο τη μορφή «σιδηροδρομικών γραμμών» (tramlines), όπως φαίνεται και στο Σχήμα 0.1, που απεικονίζει τις μεμβράνες μιτοχονδρίων. 

			Η πλασματική μεμβράνη αποτελεί φυσικό φραγμό και διατηρεί την αρτιότητα του κυττάρου. Εμποδίζει την είσοδο βλαβερών επιτρέπει την εισροή θρεπτικών υλών και πηγών ενέργειας, αποβάλλει τις άχρηστες και τοξικές ενώσεις και τέλος συμμετέχει στην αναπαραγωγή, την κίνηση, καθώς και την επικοινωνία και αλληλεπίδραση με το περιβάλλον. Στην πλασματική μεμβράνη οφείλεται το γεγονός ότι κάθε κύτταρο είναι μια αυτόνομα οργανωμένη μονάδα. Σ’ αυτήν όμως οφείλεται, παράλληλα και η δυνατότητα των κυττάρων να επικοινωνούν με ό,τι τα περιβάλλει. Στην επικοινωνία των κυττάρων με το περιβάλλον τους, καθοριστικό ρόλο παίζουν η ιδιότητα της εκλεκτικής διαπερατότητας (που είναι, άλλωστε, ιδιότητα και όλων των βιολογικών μεμβρανών) και η ύπαρξη υποδοχέων εξωτερικών σημάτων.
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			Σχήμα 0.1 Μεμβράνες μιτοχονδρίων του πρωτοζώου Tetrahymena pyriformis. Φωτογραφία από ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο.

		

	
		
			Α. ΘΕΩΡΙΑ

		

	
		
			1│ ΟΙ ΜΕΜΒΡΑΝΕΣ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ: ΚΑΤΑΤΑΞΗ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ

			Σύνοψη

			Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζονται τα κύρια είδη βιολογικών μεμβρανών στα ευκαρυωτικά και προκαρυωτικά κύτταρα. Περιγράφονται τεχνικές ομογενοποίησης και κλασμάτωσης των κυττάρων, καθώς και η απομόνωση των επί μέρους οργανιδίων με διαφορετικού τύπου φυγοκεντρήσεις. Τέλος, περιγράφονται τα ενζυμικά και μορφολογικά κριτήρια καθαρότητας των επί μέρους βιολογικών μεμβρανών.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Στοιχειώδης γνώση βιολογίας και βιοχημείας.

			1.1 Γενικά στοιχεία

			Οι βιολογικές μεμβράνες είναι οργανωμένα υπερμοριακά συγκροτήματα, αποτελούμενα από λιπίδια, πρωτεΐνες και υδατάνθρακες, τα οποία περιβάλλουν τα κύτταρα και τα διαχωρίζουν από το εξωτερικό περιβάλλον. Στην περίπτωση των ευκαρυωτικών κυττάρων, εκτός της κυτταρικής ή πλασματικής μεμβράνης (cell, plasma membrane) υπάρχουν και άλλες μεμβράνες, που περιβάλλουν τα κυτταρικά οργανίδια και διαμερισματοποιούν το εσωτερικό των κυττάρων. Βιολογικές μεμβράνες διαθέτουν όλα τα κύτταρα, προκαρυωτικά και ευκαρυωτικά, φυτικά, ζωικά και μύκητες, με τη διαφορά ότι στα προκαρυωτικά κύτταρα, τα οποία δεν διαθέτουν δίκτυο εσωτερικών μεμβρανών, οι μεμβρανικές λειτουργίες περιορίζονται στην εξωτερική τους μεμβράνη ή σε συσσωματώματα κοντά στην εξωτερική μεμβράνη (Σχήμα 1.1).
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			Σχήμα 1.1 Είδη κυττάρων: Ζωικό (Α), φυτικό κύτταρo (Β), βακτήριo (Γ).

			Οι βιολογικές μεμβράνες έχουν πάχος μερικών μορίων (60-100 Å), ενώ η αρχιτεκτονική και οι λειτουργίες τους προσδιορίζονται και ρυθμίζονται από τις χημικές, φυσικοχημικές και βιοχημικές ιδιότητες των συστατικών τους. Πρέπει να σημειωθεί ότι η σύσταση των βιολογικών μεμβρανών διαφέρει όχι μόνο από κύτταρο σε κύτταρο, αλλά και οι μεμβράνες εντός του ίδιου κυττάρου διαφέρουν μεταξύ τους. Παραδείγματος χάριν, η πλασματική μεμβράνη χαρακτηρίζεται από αναλογία λιπιδίων – πρωτεϊνών (1:1), η εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων είναι περισσότερο εμπλουτισμένη σε πρωτεΐνες (75%), ενώ η μεμβράνη της μυελίνης, που περιβάλλει τα νευρικά κύτταρα, είναι εμπλουτισμένη σε λιπίδια (80%). Η μεμβράνη της μυελίνης (έλυτρο, sheath), λόγω της χαμηλής διηλεκτρικής σταθεράς των λιπιδίων, λειτουργεί ως μονωτικό στους νευράξονες και εμποδίζει τη διαρροή ηλεκτρικών σημάτων από αυτούς (Σχήμα 1.2). Ελλιπής μόνωση και απώλεια ηλεκτρικών σημάτων που οφείλεται σε βλάβες της μεμβράνης της μυελίνης συνδέεται με σοβαρά νοσήματα απομυελινωτικά, όπως η πολλαπλή σκλήρυνση.
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			Σχήμα 1.2 Έλυτρο μυελίνης.

			 Επί πλέον, η χημική σύσταση των βιολογικών μεμβρανών είναι συμβατή με την εξειδικευμένη λειτουργία τους. Ως παραδείγματα αναφέρουμε τις μεμβράνες των λυσοσωμάτων, όπου επιτελούνται υδρολυτικές διαδικασίες καταλυόμενες από λιπολυτικά και πρωτεολυτικά ένζυμα σε χαμηλό pH, τις μεμβράνες των μιτοχονδρίων, όπου εντοπίζεται η αναπνευστική αλυσίδα και η οξειδωτική φωσφορυλίωση και όπου επιτελούνται οι οξειδωτικές αντιδράσεις, τις μεμβράνες των χλωροπλαστών των φυτικών κυττάρων όπου γίνεται η φωτοσύνθεση, τις μεμβράνες του ενδοπλασματικού δικτύου όπου συμβαίνουν οι περισσότερες βιοσυνθετικές πορείες και τις μεμβράνες του συστήματος Golgi όπου συμβαίνουν διαδικασίες οργάνωσης, ωρίμανσης (κατά την οποία γίνεται επιδιόρθωση μοριακών δομών μέσω αναδιάταξης συγκεκριμένων δεσμών) και έκκρισης των μακρομορίων και τέλος, τις μεμβράνες του πυρήνα στον οποίο γίνεται η βιοσύνθεση των νουκλεϊκών οξέων. Ενδιαφέρον παρουσιάζει μία κατηγορία εκκρινόμενων οργανιδίων, τα εξωσώματα (exosomes), τα οποία έχουν πολύ πρόσφατα αναγνωρισθεί και θεωρείται ότι παίζουν σημαντικό ρόλο στη διακυτταρική επικοινωνία, μεταφέροντας μεταξύ άλλων, πρωτεΐνες και μικροRNAs, που ρυθμίζουν τη συμπεριφορά γειτονικών κυττάρων. Απελευθερώνονται ενεργητικά και όχι μετά από λύση των κυττάρων, η δε έκκρισή τους είναι ιδιοσυστατική ή/και επαγόμενη, η οποία ρυθμίζεται από ενδοσωμικές και κυστιδικές πρωτεΐνες μεταφοράς, μέλη της οικογένειας των μικρών GTPασών Rab, κεραμίδια και Ca2+. Έχουν διάμετρο από 30-100nm και χαρακτηριστικό εύρος πυκνότητας, μεταξύ 1.10-1.21g/mL, με βάση την οποία μπορούν να καθαρισθούν από άλλα μεμβρανικά κυστίδια με βαθμιδώσεις σακχαρόζης. Προέρχονται από το ενδόσωμα, 

			περιβάλλονται από κυτταρική μεμβράνη και ο χαρακτηρισμός τους στηρίζεται σε μορφολογικά και ενζυμικά χαρακτηριστικά (Σχήμα 1.3) 1,2. Υπάρχουν ενζυμικοί δείκτες γενικευμένοι για τα εξωσώματα, όπως μέλη της οικογένειας των τετρασπανινών, πρωτεϊνών με 4 διαμεμβρανικές περιοχές, υπάρχουν όμως και ειδικοί δείκτες που εξαρτώνται τόσο από το είδος του κυττάρου, όσο και από τη διέγερση στην περίπτωση επαγόμενης έκκρισης εξωσωμάτων. Αυξημένη παραγωγή εξωσωμάτων έχει αναφερθεί, μεταξύ άλλων, κατά την υποξία, το θερμικό σοκ, το οξειδωτικό στρες και τον καρκίνο.
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			Σχήμα 1.3 (Α) Δημιουργία και έκκριση εξωσωμάτων από τα κύτταρα στο περιβάλλον τους (Β) Απεικόνιση μικροκυστιδιακών δομών που περιλαμβάνουν εξωσώματα. Η απομόνωση έγινε από βρογχοκυψελιδικό έκπλυμα ασθενών, μετά από διαδοχικές διαφορικές υπερφυγοκεντρήσεις, στο ίζημα των 200,000xg. Περαιτέρω καθαρισμός τους έγινε με υπερφυγοκέντρηση σε συνεχή βαθμίδωση σουκρόζης. Τέλος, το παρασκεύασμα μονιμοποιήθηκε σε ρητίνη και αναλύθηκε με ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο διέλευσης JEOL 2100.

			1.2 Απομόνωση μεμβρανών ευκαρυωτικών κυττάρων

			Η μελέτη των βιολογικών μεμβρανών προϋποθέτει την απομόνωσή τους από τα κύτταρα σε όσο το δυνατόν καλύτερη κατάσταση, τόσο ως προς τη διατήρηση της αρχικής δομής και αρχιτεκτονικής τους, όσο και ως προς τη διατήρηση της σύστασής τους. Στα ευκαρυωτικά κύτταρα αυτό είναι αρκετά δύσκολο, λόγω της πολυπλοκότητας του υλικού και της συνύπαρξης πολλών διαφορετικών οργανιδίων. Το πρώτο στάδιο της απομόνωσης των βιολογικών μεμβρανών αποτελεί η ομογενοποίηση (homogenisation) των κυττάρων, κατά την οποία η πλασματική μεμβράνη θραύεται, λύεται ή διαρρηγνύεται, απελευθερώνοντας άθικτα τα οργανίδια, εφόσον πρόκειται για ευκαρυωτικά κύτταρα (Πίνακας 1.1). Η επιλογή της μεθόδου ομογενοποίησης εξαρτάται τόσο από τη φύση των κυττάρων, όσο και από το είδος του πειράματος που διεξάγεται. Κατά τη διαδικασία ομογενοποίησης χρησιμοποιούνται προστατευτικά αναστολείς πρωτεασών (Πίνακας 1.2). 

			Ακολουθεί ο διαχωρισμός και η απομόνωση των οργανιδίων από το ομογενοποίημα. Αυτό επιτυγχάνεται με διαφορετικές τεχνικές φυγοκεντρήσεων: Η διαφορική φυγοκέντρηση (differential centrifugation) διαχωρίζει τα σωμάτια ανάλογα με το μέγεθος και το βάρος, ενώ η ισόπυκνη (isopycnic) φυγοκέντρηση σε βαθμίδωση (gradient) συγκέντρωσης τα διαχωρίζει ανάλογα με την πυκνότητά τους. Το διάλυμα εναιώρησης του ομογενοποιήματος των κυττάρων είναι ισο-ωσμωτικό ρυθμιστικό διάλυμα με pH 7.4, ενώ τα συστατικά του πρέπει να πληρούν τις ακόλουθες προϋποθέσεις: α) πρέπει να σχηματίζουν σταθερές βαθμιδώσεις, β) δεν πρέπει να επηρεάζουν την πορεία των αντιδράσεων που θα διεξαχθούν στη συνέχεια και γ) εφόσον πρόκειται για ισόπυκνες φυγοκεντρήσεις, προτιμώνται υλικά που δεν διαπερνούν τις βιολογικές μεμβράνες. Τέτοια είναι συνθετικά πολυμερή σακχαρόζης, όπως η φικόλλη (ficoll) ή σωματίδια πυριτικών σε κολλοειδή μορφή (περκόλλη, percoll). Η συμπεριφορά των οργανιδίων στη βαθμίδωση σακχαρόζης ή των άλλων υλικών καθορίζεται όχι από το μέγεθός τους, αλλά από την πυκνότητά τους, που έχει σχέση με τη χημική τους σύσταση. Tα νουκλεϊκά οξέα, π.χ., είναι πυκνότερα από τις πρωτεΐνες και οι πρωτεΐνες από τα λιπίδια (Σχήμα 1.4).

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							Πίνακας 1.1 ΕΝΔΕΙΚΤΙΚΟΙ ΤΡΟΠΟΙ ΟΜΟΓΕΝΟΠΟΙΗΣΗΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ

						
					

					
							
							ΗΠΙΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ

						
					

					
							
							Τεχνική

						
							
							Αρχή Λειτουργίας

						
							
							Εφαρμογές

						
					

					
							
							Ωσμωτική λύση

						
							
							Σε υποτονικό μέσο τα κύτταρα διογκώνονται και διαρρηγνύονται

						
							
							Καλλιέργειες κυττάρων θηλαστικών

						
					

					
							
							Λύση με πάγωμα-ξεπάγωμα

						
							
							Η διαδικασία γίνεται με υγρό άζωτο

						
							
							Καλλιέργειες κυττάρων θηλαστικών

						
					

					
							
							Λύση με απορρυπαντικά

						
							
							Διαλυτοποιείται η πλασματική μεμβράνη

						
							
							Καλλιέργειες κυττάρων θηλαστικών

						
					

					
							
							Ενζυμική λύση

						
							
							Επίδραση ενζύμων πέψης του κυτταρικού τοιχώματος (κυτταρινάση, πηκτινάση, λυτικάση, λυσοζύμη) σε ισο-ωσμωτικά διαλύματα

						
							
							Βακτήρια, ζυμομήκυτες, άλ- γες, μύκητες, φυτικά κύττα- ρα, κύτταρα θηλαστικών

						
					

					
							
							ΙΣΧΥΡΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ

						
					

					
							
							Τεχνική

						
							
							Αρχή Λειτουργίας

						
							
							Εφαρμογές

						
					

					
							
							Υπερήχηση

						
							
							Διάρρηξη κυττάρων με επανειλημμένη μικρόχρονη επίδραση υπερήχων συγκεκριμένης συχνότητας εν ψυχρώ

						
							
							Βακτήρια, ζυμομήκυτες, κύτταρα θηλαστικών, μύκητες, άλγες

						
					

					
							
							Μηχανική ομογενοποίηση

						
							
							Μηχανική κονιορτοποίηση του δείγματος (Ομογενοποιητές Potter-Elvehjem, Dounce), συχνά παρουσία υγρού αζώτου

						
							
							Φυτικά κύτταρα, μαλακοί ιστοί, μικροοργανισμοί

						
					

					
							
							Πρέσσες, βόμβες

						
							
							Εφαρμογή διατμητικών τάσεων κατά τη δίοδο των κυττάρων από μικρή οπή υπό πίεση αζώτου

						
							
							Βακτήρια, ζυμομήκυτες, κύτταρα θηλαστικών, μύκητες, άλγες

						
					

					
							
							Ομογενοποίηση με υαλοσφαιρίδια ή άμμο

						
							
							Σύνθλιψη κυττάρων με ανάδευση παρουσία υαλοσφαιριδίων ή άμμου

						
							
							Βακτήρια, ζυμομήκυτες, κύτταρα θηλαστικών, μύκητες, άλγες

						
					

				
			

			
				
					
					
					
					
				
				
					
							
							Πίνακας 1.2 ΑΝΑΣΤΟΛΕΙΣ ΠΡΩΤΕΑΣΩΝ ΠΟΥ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΟΥΝΤΑΙ 

							ΣΥΝΗΘΩΣ ΚΑΤΑ ΤΗΝ ΟΜΟΓΕΝΟΠΟΙΗΣΗ

						
					

					
							
							Αναστολέας

						
							
							Εξειδίκευση

						
							
							Διαλύτης

						
							
							Τελική συγκέντρωση

						
					

					
							
							Αμαστατίνη

						
							
							Αμινοπεπτιδάσες

						
							
							Αιθανόλη

						
							
							1-10mM

						
					

					
							
							Αντιπαΐνη

						
							
							Καθεψίνη Β, παπαΐνη, θρυψίνη 

						
							
							DMSO

						
							
							1-100mM

						
					

					
							
							Αποπρωτινίνη

						
							
							Πρωτεάσες σερίνης

						
							
							Νερό

						
							
							<2.0 μgml-1

						
					

					
							
							Βενζαμιδίνη

						
							
							Πρωτεάσες σερίνης

						
							
							Αιθανόλη

						
							
							0.5-4.0mM

						
					

					
							
							Χυμοστατίνη

						
							
							Καθεψίνη Β, χυμοθρυψίνη, παπαΐνη

						
							
							DMSO

						
							
							10-100μΜ

						
					

					
							
							DFP

						
							
							Πρωτεάσες σερίνης

						
							
							2-προπανόλη

						
							
							100μΜ

						
					

					
							
							EDTA

						
							
							Μεταλλοπρωτεάσες

						
							
							Νερό

						
							
							0.1-5.0mM

						
					

					
							
							Λευπεπτίνη

						
							
							Πρωτεάσες τρυψίνης, κυστεΐνης

						
							
							Νερό

						
							
							10-100mM

						
					

					
							
							Πεπστατίνη Α

						
							
							Καθεψίνη D, G, πεπσίνη, ρενίνη

						
							
							Μεθανόλη

						
							
							1μΜ

						
					

					
							
							PMSF

						
							
							Πρωτεάσες σερίνης

						
							
							Αιθανόλη

						
							
							0.1-1.0mM

						
					

					
							
							Φωσφοραμιδόνη

						
							
							Κολλαγονάση, θερμολυσίνη

						
							
							DMSO

						
							
							1-10μΜ

						
					

				
			

			DFP: Διισοπροπυλο-φθοροφωσφορικό, DMSO: διμεθυλοσουλφοξείδιο, EDTA: αιθυλενοδιαμινο-τετροξεικό οξύ, PMSF: φαινυλο-μεθυλο-σουλφονυλο φθορίδιο (γενικός αναστολέας με μικρό χρόνο).

			Ένα ενδεικτικό, αδρό σχήμα κατανομής των υποκυτταρικών κλασμάτων με διαφορικές φυγοκεντρήσεις φαίνεται στα Σχήματα 1.4 και 1.5.

			Τέλος, για τη μελέτη των μεμβρανών των επί μέρους οργανιδίων, αυτές απομονώνονται με κατεργασία σε υποτονικό μέσο, εφόσον η μεμβράνη είναι απλή, όταν όμως είναι διπλή, όπως στην περίπτωση του πυρήνα και των μιτοχονδρίων, χρειάζεται εκλεκτική διαλυτοποίηση της εξωτερικής μεμβράνης με κατάλληλα απορρυπαντικά, οπότε μπορεί στη συνέχεια να μελετηθεί η εσωτερική μεμβράνη σε καθαρή κατάσταση. Συγκεκριμένα, η εξωτερική, απλή μεμβράνη του μιτοχονδρίου απομακρύνεται με ήπια κατεργασία, με διγιτονίνη. Η εσωτερική μεμβράνη θραύεται με κατεργασία με απορρυπαντικά, όπως LUBROL WX, οπότε προκύπτουν ανεστραμμένα μεμβρανικά κυστίδια, με την εσωτερική πλευρά τους προς τα έξω, ενώ ελευθερώνεται και το υλικό της μήτρας (matrix) 3. Αντίστοιχο φαινόμενο συμβαίνει και με την κατεργασία των ερυθροκυττάρων με υποτονικά μέσα τα οποία προκαλούν λύση των κυττάρων 4.

			Ο έλεγχος καθαρότητας κάθε μεμβρανικού παρασκευάσματος στηρίζεται σε κριτήρια μορφολογικά, όπως παρουσιάζονται στο ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο, κυρίως όμως κριτήρια ενζυμικά. Tα ένζυμα που αποκλειστικά ή κυρίως απαντώνται σε κάποιο μεμβρανικό κλάσμα το οποίο και χαρακτηρίζουν, ονομάζονται ενζυμικοί δείκτες (marker enzymes). Eνδεικτικά, αναφέρονται στον ακόλουθο πίνακα, ορισμένοι ενζυμικοί δείκτες των κυττάρων θηλαστικών (Πίνακας 1.3).
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			Σχήμα 1.4 Ενδεικτικό σχήμα υποκυτταρικής κλασμάτωσης με διαφορικές φυγοκεντρήσεις (διαχωρισμός με βάση το μέγεθος).
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			Σχήμα 1.5 Iσόπυκνη φυγοκέντρηση: Διαχωρισμός ανάλογα με την πυκνότητα. Χρησιμοποιείται για τον περαιτέρω καθαρισμό υποκυτταρικών κλασμάτων σε συνδυασμό με διαφορικές φυγοκεντρήσεις.

			Για τον χαρακτηρισμό των μεμβρανικών παρασκευασμάτων μπορούν να χρησιμοποιηθούν και χημικοί δείκτες, συνήθως σε συνδυασμό με τους ενζυμικούς, π.χ. το σιαλικό οξύ και η χοληστερόλη βρίσκονται κυρίως στην πλασματική μεμβράνη. Σε ορισμένες περιπτώσεις, όπως για την πλασματική μεμβράνη, καταλληλότεροι δείκτες δεν είναι ένζυμα, αλλά υποδοχείς ορμονών, τοξινών, αντισωμάτων κλπ.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							Πίνακας 1.3 ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΟΙ ΕΝΖΥΜΙΚΟΙ ΔΕΙΚΤΕΣ ΟΡΓΑΝΙΔΙΩΝ ΖΩΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ

						
					

					
							
							Κλάσμα Oργανιδίου

						
							
							Eνζυμικός Δείκτης

						
							
							Kυτταρικό Κλάσμα

						
					

					
							
							Πυρήνας

						
							
							DNA πολυμεράση

						
							
							↓ 800xg

						
					

					
							
							Πλασματική μεμβράνη

						
							
							
									Na+-K+ ATPάση

									5΄νουκλεοτιδάση

									Αλκαλική φωσφατάση

							

						
							
							↓ 800xg

						
					

					
							
							Mιτοχόνδρια

						
							
							
									Mονοαμινοξειδάση (εξωτερική μεμβράνη)

									Kυτόχρωμα c (εσωτερική μεμβράνη)

									Δεϋδρογονάση μηλικού (μήτρα)

									Δεϋδρογονάση ηλεκτρικού (εσωτερική μεμβράνη)

							

						
							
							↓ 15,000xg του υπερκειμένου των 800xg

						
					

					
							
							Λυσοσώματα

						
							
							
									Όξινη φωσφατάση

									Β-γαλακτοσιδάση 

									Β-Ν-ακετυλονευραμινιδάση

							

						
							
							↓ 150,000xg του υπερκειμένου των 100,000xg

						
					

					
							
							Υπεροξυσώματα

						
							
							Καταλάση

						
							
							↓ 40,000xg του υπερκειμένου των 15,000xg

						
					

					
							
							Συσκευή Golgi

						
							
							Γλυκοζυλο-τρανσφεράσες

						
							
							↓ 100,000xg του υπερκειμένου των 40,000xg

						
					

					
							
							Eνδοπλασματικό δίκτυο

							(στο μικροσωματιακό κλάσμα)

						
							
							
									Aναγωγάση κυτοχρώματος b5

									Φωσφατάση της 6-φωσφογλυκόζης

									ΝΑDPH-αναγωγάση του κυτοχρώματος c

							

						
							
							↓ 125,000xg του υπερκειμένου του ιζήματος των 40,000xg

						
					

					
							
							Kυτόπλασμα

						
							
							Γαλακτική δεϋδρογονάση (LDH)

						
							
							↑150,000xg του ιζήματος 150,000xg

						
					

				
			

			↑: υπερκείμενο, ↓: ίζημα

			1.3 Συστατικά των βακτηριακών φακέλλων

			Σε αντίθεση με τα ζωικά κύτταρα, τα περισσότερα προκαρυωτικά κύτταρα περιβάλλονται από συμπαγές κυτταρικό τοίχωμα, που τους επιτρέπει να επιβιώνουν σε υποτονικά μέσα. Tο 1884, ο C. Gram ανακάλυψε ότι τα βακτήρια μπορούν να διαιρεθούν σε δύο κατηγορίες: Σ’ αυτά που μετά από έκπλυση με αλκοόλη διατηρούν το ιώδες χρώμα μετά από βαφή με κρυσταλλικό ιώδιο (θετικά κατά Gram) και σ’ αυτά που δεν τo διατηρούν (αρνητικά κατά Gram). H συμπεριφορά στη βαφή σχετίζεται με τη σύσταση του τοιχώματος: Τα θετικά κατά Gram περιβάλλονται από κυτοπλασματική μεμβράνη και παχύ κυτταρικό τοίχωμα, που αποτελείται από πεπτιδογλυκάνες και τειχοϊκά οξέα, ενώ τα αρνητικά κατά Gram έχουν πολύ λεπτότερο κυτταρικό τοίχωμα από πεπτιδογλυκάνες ενωμένες με πρωτεΐνες και αυτό περιβάλλεται από δεύτερη, εξωτερική μεμβράνη, που αποτελείται από λιπίδια, λιποπολυσακχαρίτες και πρωτεΐνες. Tα τειχοϊκά οξέα είναι πολυμερή φωσφοπολυολών, ενώ οι πεπτιδογλυκάνες ετεροπολυμερή σακχάρων-αμινοξέων. Στο ενδιάμεσο, περιπλασμικό διάστημα, υπάρχουν πρωτεΐνες (Σχήμα 1.6). 

			Η μελέτη της σύστασης και λειτουργίας των μεμβρανών των Gram αρνητικών βακτηρίων προϋποθέτει το διαχωρισμό των δύο μεμβρανών, με κατεργασία των κυττάρων με λυσοζύμη (υδρολύει τις πεπτιδογλυκάνες) και EDTA (αποσταθεροποιεί την εξωτερική μεμβράνη), σε ισοωσμωτικά διαλύματα σακχαρόζης. Mε τη διαδικασία αυτή απελευθερώνονται και οι περιπλασμικές πρωτεΐνες, που διαχωρίζονται από τους σφαιροπλάστες με φυγοκέντρηση. Οι σφαιροπλάστες με τη σειρά τους διασπώνται με υπερήχους και δίνουν κλειστά σφαιρικά κυστίδια, τα οποία διαχωρίζονται με φυγοκέντρηση σε βαθμίδωση συγκεντρώσεως σακχαρόζης (Σχήμα 1.7).
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			Σχήμα 1.6 Διαχωρισμός περιπλασμικής και της εσωτερικής από την εξωτερική μεμβράνη αρνητικού κατά Gram βακτηρίου.
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			Σχήμα 1.7 Δομή βακτηριακών φακέλλων.

			1.4 Τεχνικές παρατήρησης-οπτικοποίησης(visualization)-απεικόνισης(imaging)των μεμβρανών

			Η πληθώρα τεχνικών απεικονιστικής μελέτης κυττάρων, οργανιδίων και βιολογικών μεμβρανών, που χρησιμοποιούνται σε μελέτες δομικής βιοχημείας μπορούν να ταξινομηθούν ως εξής:

			• Μέθοδοι άμεσης παρατήρησης μέσω φωτονικών μικροσκοπίων (απλή μικροσκοπία φωτεινού πεδίου, αντίθεσης φάσεων και αντίθεσης φάσεων συμβολής), από φως του ορατού φάσματος που αντανακλά στο αντικείμενο.

			• Μέθοδοι παρατήρησης της εκπεμπόμενης ακτινοβολίας φθορισμού μετά από βαφή του δείγματος με φθορίζουσες χρωστικές και διέγερσή του με συγκεκριμένα μήκη κύματος ακτινοβολίας διέγερσης (μικροσκοπία φθορισμού, συνεστιακή -confocal- μικροσκοπία και αποκεντρωτική -deconvulsive- μικροσκοπία).

			• Έμμεσες μέθοδοι απεικόνισης αντιγράφου του δείγματος, όπως είναι η ηλεκτρονιακή μικροσκοπία σάρωσης (SEM) ή διέλευσης (ΤΕΜ), τεχνικές με τις οποίες έχουμε έμμεση αποτύπωση αντιγράφου του δείγματος από δευτερογενή εκπομπή ηλεκτρονίων που προκύπτει από τη σάρωση του δείγματος με την πρωτογενή δέσμη ηλεκτρονίων ή από το αποτύπωμα που αφήνει η πρωτογενής δέσμη ηλεκτρονίων μετά τη διέλευσή της διαμέσου του δείγματος, αντίστοιχα. Συνδυασμοί των τεχνολογιών αυτών, μεταξύ άλλων, αποτελούν η σαρωτική ηλεκτρονιακή μικροσκοπία διέλευσης (STEM), η ηλεκτρονιακή μικροσκοπία ανάκλασης (reflection electron microscopy, REM) και ηλεκτρονιακή μικροσκοπία χαμηλής τάσης (low voltage electron microscopy, LVEM) 5,6,7.

			• Τεχνικές ανοσοφθορισμού, κατά τις οποίες αξιοποιούμε την ειδική σύνδεση αντιγόνου-αντισώματος για την οπτικοποίηση μορίων στην κυτταρική μεμβράνη με μικροσκοπία φθορισμού ή με ηλεκτρονιακή μικροσκοπία. Χαρακτηριστική τεχνική με σημαντικές εφαρμογές είναι αυτή της κυτταρομετρίας ροής, με την οποία μπορούμε όχι μόνο να εντοπίσουμε κυτταρικά συστατικά, αλλά ακόμα και να διαχωρίσουμε τα κύτταρα που τα περιλαμβάνουν. 

			Τέλος, η τεχνολογία έχει εξελιχθεί και συνέχεια εξελίσσεται ταχύτατα και ως προς τη διακριτική ικανότητα των μηχανημάτων και ως προς τη συνδυαστική εξειδίκευσή τους. Παραδείγματα αποτελούν τεχνικές ανάλυσης μεμονωμένων κυττάρων (single cell analysis) 8, με τις οποίες μπορούμε να έχουμε τριδιάστατες οπτικοποιημένες πληροφορίες για αλληλεπιδράσεις μορίων σε μια μεμβράνη ή σε ένα ολόκληρο βιολογικό σύστημα και η τοπονομική (toponomics) 9,10.
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			2│ ΧΗΜΙΚΗ ΣΥΣΤΑΣΗ ΤΩΝ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΜΕΜΒΡΑΝΩΝ

			Σύνοψη

			Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζεται η χημική σύσταση των βιολογικών μεμβρανών. Αναλυτικά, στο υποκεφάλαιο που αναφέρεται στα μεμβρανικά λιπίδια δίδονται χημικοί τύποι, χαρακτηριστικές αντιδράσεις, φυσικοχημικές ιδιότητες και μέθοδοι ανάλυσης, ενώ περιλαμβάνεται ειδικό κεφάλαιο για τον πολυμορφισμό των λιπιδίων. Εξηγείται το φυσικοχημικό υπόβαθρο της πολυμοριακής συγκρότησης και οργάνωσης αυτών σε υδατικά διαλύματα, οι σταθερές κρίσιμης μικυλλιακής συγκέντρωσης και περιγράφονται τεχνικές μελέτης. Στο υποκεφάλαιο που αναφέρεται στις μεμβρανικές πρωτεΐνες περιγράφονται αναλυτικά μέθοδοι απομόνωσης και τεχνικές μελέτης τους, απορρυπαντικά διαλυτοποίησης, χρωματογραφικές μέθοδοι καθαρισμού, η έννοια της σταθεράς υδρόφοβης-υδρόφιλης ισορροπίας και τεχνικές ανασύστασης. Ακολουθούν χαρακτηριστικά παραδείγματα μεμβρανικών πρωτεϊνών με ιδιαίτερη βιολογική και φυσιολογική σημασία. Περιγράφονται σύγχρονες τεχνολογικές εφαρμογές των λιποσωμάτων στη μελέτη ενζύμων, στη χορήγηση φαρμάκων και στο περιβάλλον, στον τομέα βιο-αισθητήρων. Τέλος, ειδικό κεφάλαιο αφιερώνεται στη μελέτη των μεμβρανικών πρωτεϊνών με εργαλεία βιοπληροφορικής και διαχείρισης δεδομένων μεγάλου όγκου (highthroughput data).

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Γνώση χημείας, βιοχημείας και κεφάλαιο 1.

			2.1 Μεμβρανικά λιπίδια

			Οι βιολογικές μεμβράνες αποτελούνται από λιπίδια και πρωτεΐνες σε αναλογίες που ποικίλλουν από (1:4) έως (4:1) κατά βάρος και υδατάνθρακες. Σχεδόν πάντα οι υδατάνθρακες συνδέονται με πρωτεΐνες (γλυκοπρωτεΐνες) ή με λιπίδια (γλυκολιπίδια και λιποπολυσακχαρίτες). Η γενικότερα αποδεκτή υπόθεση για τη δομή των μεμβρανών είναι ότι αποτελείται από μια μήτρα λιπιδίων σε μορφή διπλοστιβάδας, στην οποία οι μεμβρανικές πρωτεΐνες «επιπλέουν» με ασθενείς αλληλεπιδράσεις ή βρίσκονται εμβαπτισμένες με τις μη-πολικές περιοχές της πεπτιδικής τους αλυσίδας. Τα λιπίδια, σε γενικές γραμμές, σχηματίζουν ένα υδρόφοβο φράγμα ελεγχόμενης διαπερατότητας και συντελούν στη δομική αρτιότητα της μεμβράνης. Πέραν των λιπιδίων, που καταλαμβάνουν σημαντικό ποσοστό στις βιολογικές μεμβράνες και συνήθως έχουν ρόλο δομικό, όπως η φωσφατιδυλοχολίνη και φωσφατιδυλαιθανολαμίνη, υπάρχουν και μεμβρανικά λιπίδια, ως ελάσσονα συστατικά, τα οποία έχουν σημαντικό βιολογικό ρόλο, ιδιαίτερα στην κυτταρική σηματοδότηση. Οι μεμβρανικές πρωτεΐνες επιτελούν ειδικές λειτουργίες, ως ένζυμα, ως δίαυλοι ιόντων, ως υποδοχείς σημάτων. Τέλος, οι υδατάνθρακες στις γλυκοπρωτεΐνες αποτελούν σημεία αναγνώρισης κατά τη διακυτταρική επικοινωνία.

			Λιπίδια: Δομή, κατάταξη, ιδιότητες

			Με τον όρο λιπίδια εννοούμε την ετερογενή κατηγορία βιομορίων ευδιάλυτων σε μη πολικούς διαλύτες και δυσδιάλυτα σε πολικούς. Παρόλη την ποικιλομορφία τους, προέρχονται από σχετικά παρόμοιες πρόδρομες ενώσεις, γεγονός που τους προσδίδει παρόμοια φυσικοχημική συμπεριφορά. Τα λιπίδια χρησιμεύουν ως αποθήκες ενέργειας (τριγλυκερίδια), ως δομικά συστατικά των βιολογικών μεμβρανών (μεμβρανικά λιπίδια), ως συμπαράγοντες σε βιοχημικές αντιδράσεις, ως σήματα σε διαδικασίες κυτταρικής σηματοδότησης ως συντελεστές οξειδαναγωγικών αντιδράσεων (κινόνες) κ.λπ. Τα λιπίδια που συμμετέχουν στη συγκρότηση των βιολογικών μεμβρανών είναι τα φωσφολιπίδια, γλυκολιπίδια και χοληστερόλη.

			Στο κεφάλαιο αυτό θα δοθεί ιδιαίτερη σημασία στα δομικά, χημικά, φυσικοχημικά χαρακτηριστικά των λιπαρών οξέων, που κατά κύριο λόγο βρίσκονται εστεροποιημένα στα μεμβρανικά λιπίδια και τα οποία επηρεάζουν τη δομή και λειτουργία των βιολογικών μεμβρανών. Το κείμενο δεν υπεισέρχεται σε μηχανισμούς και λεπτομέρειες βιοσύνθεσης και αποδόμησης, που ξεφεύγουν από τον σκοπό του παρόντος συγγράμματος.

			Λιπαρά οξέα

			Είναι καρβοξυλικά οξέα του γενικού τύπου R-COOH, με μεγάλη υδρογονανθρακική αλυσίδα (μήκους μεγαλύτερου του C5), τα οποία συνήθως βρίσκονται εστεροποιημένα σε κηρούς (εστέρες με λιπαρές αλκοόλες), γλυκερίδια (εστέρες με γλυκερόλη) και φωσφολιπίδια (εστέρες με φωσφογλυκερόλη ή σφιγγοσίνη). Αποτελούν τη βασική πηγή ενέργειας των κυττάρων. Μπορεί να είναι κεκορεσμένα, ακόρεστα (μονο- ή πολυ-ακόρεστα), ευθύγραμμα ή διακλαδισμένα. Επίσης, μπορεί να περιέχουν άλλες δραστικές ομάδες, όπως –ΟΗ (υδροξυοξέα), κετονομάδες (κετονοξέα), αλικυκλικούς υποκαταστάτες ή περισσότερες της μιας καρβοξυλομάδες (δικαρβοξυλικά οξέα). Στον Πίνακα 2.1 παρουσιάζονται παραδείγματα των πιο συνηθισμένων λιπαρών οξέων με τις κοινές τους ονομασίες. 
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			Τα λιπαρά οξέα βιοσυντίθενται στο κυτταρόπλασμα από τις πρόδρομες ενώσεις ακετυλο-CoA και μηλονυλο-CoA. Η βιοσύνθεση καταλύεται από πολυενζυμικά πρωτεϊνικά σύμπλοκα, τις συνθάσες των λιπαρών οξέων. Οι συνθάσες των λιπαρών οξέων στα κύτταρα των θηλαστικών έχουν συνήθως τα παρακάτω χαρακτηριστικά: α) Επιμηκύνουν την αλυσίδα των λιπαρών οξέων κατά 2 άτομα άνθρακα σε κάθε κύκλο και β) σταματούν στη βιοσύνθεση παλμιτικού οξέος (C 16:0). Περαιτέρω επιμήκυνση, πέραν της παλμιτυλομάδας, γίνεται με επικουρικά ένζυμα, τις ελογκάσες, που προσθέτουν αιθυλομάδες στην υδρογονανθρακική αλυσίδα.

			Σε κάθε βήμα αποδόμησης των λιπαρών οξέων, στη μήτρα των μιτοχονδρίων ή στα υπεροξειδιοσώματα (β-οξείδωση), καθώς και στο ενδοπλασματικό δίκτυο ηπατικών και νεφρικών κυττάρων (ω-οξείδωση), η αλυσίδα βραχύνεται κατά 2 άτομα άνθρακα. Αποτέλεσμα των παραπάνω είναι το γεγονός ότι το μεγαλύτερο ποσοστό των φυσικών λιπαρών οξέων έχει άρτιο αριθμό ατόμων άνθρακα. Εξαίρεση αποτελούν ορισμένοι υδρόβιοι οργανισμοί που περιέχουν σημαντικά ποσοστά λιπαρών οξέων με περιττό αριθμό ατόμων άνθρακα.

			Τα ακόρεστα λιπαρά οξέα προκύπτουν από τα κεκορεσμένα με τη δράση ειδικών ενζύμων των δεσατουρασών (αποκορεσμασών). Τα ένζυμα αυτά δρουν στερεοειδικά και δημιουργούν cis- διπλούς δεσμούς1. Αποτέλεσμα αυτού είναι το γεγονός ότι τα ακόρεστα λιπαρά οξέα που απαντώνται στη φύση έχουν συνήθως διαμόρφωση cis-. 

			Κάθε cis- και trans- διπλός δεσμός δημιουργεί γωνία 123°, ενώ ο απλός δεσμός, 111°. Κατά συνέπεια, ο cis- διπλός δεσμός κάμπτει τη λιπαρή αλυσίδα, ενώ αυτό δεν συμβαίνει στα λιπαρά οξέα με trans- διπλούς δεσμούς και στις κεκορεσμένες αλυσίδες που έχουν ευθύγραμμη διαμόρφωση (Σχήμα 2.1).
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			Σχήμα 2.1 Διαμόρφωση, μοντέλα λιπαρών οξέων και αρίθμηση α) Στεατικό οξύ (C18:0), β) Ελαϊκό (C18:1, cis), γ) Trans-ελαϊκό (C18:1) και δ) Αραχιδονικό (C20:4, όλα cis).

			Ακόρεστα λιπαρά οξέα σε διαφορετικές θέσεις μπορούν επίσης να σχηματισθούν μετά από διαδοχική δράση δεσατουράσης (ή αποκορεσμάσης) και ελογκάσης. Τα κύτταρα των θηλαστικών δεν διαθέτουν την ικανότητα βιοσύνθεσης ακόρεστων διπλών δεσμών πέραν του 9ου ατόμου άνθρακα, κατά συνέπεια πολυακόρεστα λιπαρά οξέα όπως είναι το λινελαϊκό C18:2 (Δ9,12) και α-λινολενικό, C18:3 (Δ9,12,15), χαρακτηρίζονται ως απαραίτητα λιπαρά οξέα και πρέπει να ληφθούν από φυτικές τροφές και ιχθυέλαια, τα κύτταρα των οποίων διαθέτουν στο ενδοπλασματικό τους δίκτυο και στους χλωροπλάστες συστήματα αποκορεσμού για τις θέσεις Δ12 και Δ15. Μετά την πρόσληψή του από το πεπτικό σύστημα, το λινελαϊκό οξύ μπορεί να μετατραπεί σε γ-λινολενικό C18:3 (Δ6,9,12), εικοσιτριενοϊκό, C20:3 (Δ8,11,14) και αραχιδονικό οξύ, C20:4 (Δ5,8,11,14), με διαδοχικές δράσεις δεσατουράσης και ελογκάσης. 

			Η ακορεστότητα των λιπαρών οξέων, ιδίως όταν αυτά είναι εστεροποιημένα σε φωσφολιπίδια, αποτελούν κρίσιμο παράγοντα για τη ρευστότητα και γενικότερα για τις φυσικοχημικές ιδιότητες των βιολογικών μεμβρανών, όπως θα δούμε σε επόμενο κεφάλαιο. 

			Το αποτύπωμα των λιπαρών οξέων χρησιμοποιείται στη μελέτη διατροφικών τάσεων διαφόρων οργανισμών (quantitative fatty acid signature analysis, QFASA) 2.

			Φωσφολιπίδια

			Το μεγαλύτερο ποσοστό των μεμβρανικών λιπιδίων αποτελείται από φωσφολιπίδια, μόρια με αμφιπαθή χαρακτήρα, που περιλαμβάνουν ένα τμήμα πολικό (συνήθως φωσφορική ομάδα εστεροποιημένη με κάποια βάση) και ένα τμήμα μη πολικό, αποτελούμενο από τις λιπαρές ακυλομάδες. Οι δύο αυτές περιοχές συνδέονται με ομάδα γλυκερόλης, στα γλυκερoφωσφολιπίδια ή με ομάδα σφιγγοσίνης, στα σφιγγολιπίδια. Μικρότερα ποσοστά καταλαμβάνουν οι στερόλες. 

			Τάξη φωσφολιπιδίων (phospholipid class) ονομάζεται το σύνολο των μοριακών ειδών που διαφέρουν μόνο ως προς το είδος των εστεροποιημένων λιπαρών οξέων, δηλαδή το μήκος, την ακορεστότητα και τη διακλάδωση, ενώ έχουν ίδιο πολικό άκρο (π.χ. φωσφοχολίνη, οπότε προκύπτει η τάξη -class- φωσφατιδυλοχολίνης). Σε κάθε τάξη φωσφολιπιδίου που απομονώνεται από φυσικές πηγές, αντιστοιχούν πολλά μοριακά είδη, τα οποία έχουν παρόμοια πολικότητα και την ίδια χρωματογραφική συμπεριφορά σε χρωματογραφία κανονικής φάσης. Είναι δυνατός ο διαχωρισμός των επί μέρους μοριακών ειδών με χρωματογραφία ανάστροφης φάσης. Τα εστεροποιημένα λιπαρά οξέα μπορούν επίσης να ταυτοποιηθούν σε ξεχωριστή ανάλυση, με τη χρήση αέριας χρωματογραφίας, μετά την μετατροπή τους σε πτητικούς μεθυλεστέρες. 

			Οι λιπαρές ακυλομάδες, που είναι εστεροποιημένες στις θέσεις -1 και sn-2 του γλυκερινικού σκελετού των γλυκερoφωσφολιπιδίων, φέρουν τις περισσότερες φορές άρτιο αριθμό ατόμων άνθρακα. Συνήθως, η λιπαρή αλυσίδα στη θέση -1 είναι κεκορεσμένη, ενώ αυτή της sn-2 είναι ακόρεστη, γεγονός που επηρεάζει την χωροδιάταξη του μορίου. Στη θέση -3 υπάρχει φωσφορική ομάδα, ενωμένη με κάποια βάση. Η μητρική ένωση των γλυκερoφωσφολιπιδίων είναι το φωσφατιδικό οξύ, έλασσον συστατικό των κυτταρικών μεμβρανών. Τα φωσφολιπίδια φυσικής προέλευσης έχουν στερεοδιάταξη sn-2, ενώ τα συνθετικά συνήθως απαρτίζονται από ρακεμικά μίγματα. Τα πιο συνηθισμένα φωσφολιπίδια είναι η φωσφατιδυλαιθανολαμίνη, φωσφατιδυλοχολίνη, φωσφατιδυλοσερίνη, φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη και καρδιολιπίνη (Σχήμα 2.2).
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			Σχήμα 2.2 Τάξεις γλυκεροφωσφολιπιδίων.

			Υποκατηγορίες των γλυκεροφωσφολιπιδίων αποτελούν τα γλυκεριναιθερικά φωσφολιπίδια, τα οποία διαθέτουν αιθερικό αντί του εστερικού δεσμού στη θέση -1 του γλυκερινικού σκελετού. Τα νευρικά και μυϊκά κύτταρα περιέχουν σημαντικά ποσοστά πλασμαλογόνων (περιέχουν βινυλαιθερική ομάδα στη θέση -1). Με υδρόλυση μιας λιπαρής ακυλομάδας προκύπτουν λυσο-φωσφολιπίδια (Σχήμα 2.3).

			Παρόλο που η χημική σύσταση των φωσφολιπιδίων διαφέρει ως προς το πολικό άκρο και ως προς το είδος της λιπαρής ακυλομάδας, εν τούτοις, έχουν παρόμοια χωροπληρωτικά μοντέλα, όπως φαίνεται στο (Σχήμα2.4). 

			Η δεύτερη σημαντική κατηγορία φωσφολιπιδίων που στους ανώτερους οργανισμούς εντοπίζονται στα νευρικά κύτταρα είναι τα σφιγγολιπίδια. Αποτελούνται από κεραμίδιο (μόριο σφιγγοσίνης ή παραγώγου της) με εστεροποιημένο λιπαρό οξύ στην αμινομάδα. Από εστεροποίηση ενός μορίου φωσφορυλαιθανολαμίνης ή φωσφορυλοχολίνης με την υδροξυλομάδα στη θέση -1 του κεραμιδίου, προκύπτει η σφιγγομυελίνη, το πιο διαδεδομένο μέλος της κατηγορίας. Εκτός από τον δομικό τους ρόλο, τα σφιγγολιπίδια συμμετέχουν σε διαδικασίες κυτταρικής σηματοδότησης που ρυθμίζουν τη διακυτταρική επικοινωνία, κυτταρική διαφοροποίηση, πολλαπλασιασμό και απόπτωση. 
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			Σχήμα 2.3 Συντακτικoί τύποι γλυκεροφωσφολιπιδίων [Α]: 1,2-διακυλο-sn-γλυκερο-3-φωσφολιπίδιο, [Β]: 1-ακυλο-2-λυσο- sn-γλυκερο-3-φωσφολιπίδιο, [Γ]: 1-αλκυλο-2-ακυλο-sn-γλυκερο-3-φωσφολιπίδιο (γλυκεριναιθερικό φωσφολιπίδιο), [Δ]: 1-βινυλαιθερο-2-ακυλο-sn-γλυκερο-3-φωσφολιπίδιο (πλασμαλογόνο), [Ε]: 1,2-διακυλο-sn-γλυκερο-3-φωσφονολιπίδιο, [Ζ]: 1-αλκυλο-2-ακυλο-sn-γλυκερο-3-φωσφονολιπίδιο (γλυκεριναιθερικό φωσφονολιπίδιο).
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			Σχήμα 2.4 Χωροπληρωτικά μοντέλα διαφόρων τάξεων φωσφολιπιδίων.

			Στην κατηγορία των σφιγγολιπιδίων κατατάσσονται και τα γλυκοσφιγγολιπίδια, που στο μόριό τους περιέχουν επί πλέον κατάλοιπα σακχάρων. Αποτελούν σημαντικά συστατικά των νευρικών και μυικών κυττάρων και περιέχουν σκελετό κεραμιδίου, αντί όμως για φωσφορυλοχολίνη ή φωσφορυλαιθανολαμίνη, έχουν ενωμένο στην 1-υδροξυλομάδα του κεραμιδίου ένα ή περισσότερα ισοδύναμα σακχάρου με β-γλυκοζιτικό δεσμό. Αν το σάκχαρο είναι γλυκόζη, γαλακτόζη ή θειικός εστέρας της γαλακτόζης, το μόριο ονομάζεται κερεβροζίτης. Οι γαλακτοκερεβροζίτες βρίσκονται σε μεγάλα ποσοστά στον εγκέφαλο και στο νευρικό σύστημα. Οι γαγγλιοζίτες είναι πολύπλοκοι κερεβροζίτες και περιλαμβάνουν τρία ή περισσότερα ισοδύναμα σακχάρων στο μόριό τους, καθώς και τουλάχιστον ένα ισοδύναμο σιαλικού οξέος (Σχήμα 2.5). Οι γαγγλιοζίτες βρίσκονται στις μεμβράνες των νευρικών απολήξεων, ιδίως στον εγκέφαλο και παίζουν σημαντικό ρόλο στην διαβίβαση των νευρικών ώσεων.
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			Σχήμα 2.5 Σγιγγοσινούχα λιπίδια και παράγωγα.

			Στα γλυκολιπίδια, που είναι παράγωγα σακχάρων με λιπαρές αλυσίδες, κατατάσσονται μεταξύ άλλων οι λιποπολυσακχαρίτες (Σχήμα 2.6), συστατικά των φακέλων των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων. Αποτελούν επίσης τα κύρια συστατικά των ενδοτοξινών, όπως ο λιποπολυσακχαρίτης (LPS), ενώσεων που ελευθερώνονται κατά τη λύση των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων, με ισχυρά πυρετογόνο δράση και οι οποίες συνεισφέρουν στην παθογένεια πολλών βακτηρίων. Οι υδατανθρακικές ομάδες των λιποπολυσακχαριτών εξέχουν από την επιφάνεια των βακτηρίων και τους προσδίδουν χαρακτηριστικές αντιγονικές ιδιότητες.
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			Σχήμα 2.6 Γαλακτοκερεβροζίτης.

			Η τελευταία κατηγορία λιπιδίων των βιολογικών μεμβρανών είναι τα στεροειδή και οι πρόδρομες ενώσεις τους, τα ισοπρενοειδή ή τερπένια. Το πιο συνηθισμένο στεροειδές των μεμβρανών των ζωικών κυττάρων είναι η χοληστερόλη (Σχήμα 2.7). Τα στεροειδή αποτελούν επίσης κοινό συστατικό πολλών λιποπρωτεϊνών του πλάσματος. Από τα σημαντικότερα τερπένια είναι η 11-cίs-ρετινάλη, παράγωγο της βιταμίνης Α, που βρίσκεται στον αμφιβληστροειδή χιτώνα των σπονδυλωτών, η φυτόλη, συστατικό της χλωροφύλλης, η βακτοπρενόλη, σημαντικό συνένζυμο κατά την βιοσύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος των βακτηρίων και οι ουβικινόνες ή συνένζυμα Q, που δρουν ως φορείς Η+ στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων. 
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			Σχήμα 2.7 Αριθμημένη δομή, μοντέλο ράβδου-σφαίρας και χωροπληρωτικό μοντέλο χοληστερόλης.

			Πρέπει να σημειωθεί ότι η λιπιδική σύσταση διαφορετικών βιολογικών μεμβρανών ποικίλλει σημαντικά, όπως φαίνεται στον Πίνακα 2.2. Γενικά, μπορεί να παρατηρήσει κανείς ότι η φωσφατιδυλοχολίνη καταλαμβάνει το μεγαλύτερο ποσοστό στις μεμβράνες των ζωικών κυττάρων, ενώ η φωσφατιδυλαιθανολαμίνη, στις μεμβράνες των βακτηρίων. Αυτές οι δύο τάξεις φωσφολιπιδίων έχουν κυρίως δομικό ρόλο. Συνήθως, τα προκαρυωτικά κύτταρα δεν περιέχουν χoληστερόλη, σφιγγομυελίνη και γλυκολιπίδια (εκτός από λιποπολυσακχαρίτες).

			Παρόλες τις διαφορές στη λιπιδική σύσταση κάθε μεμβράνης, η μορφολογία της, όπως παρατηρείται στο ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο, είναι παρόμοια. Αυτό οφείλεται στην οργάνωση των μεμβρανικών λιπιδίων, που λόγω των φυσικοχημικών ιδιοτήτων τους εγκαθιστούν κοινή αρχιτεκτονική στις βιολογικές μεμβράνες.
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			Η μεγάλη αυτή ποικιλία στη λιπιδική σύσταση των βιολογικών μεμβρανών (τα λιπίδια του πίνακα διαφέρουν στο μέγεθος, τη δομή και το φορτίο τους) εξυπηρετεί τις ποικίλες βιολογικές δραστηριότητες των μεμβρανικών πρωτεϊνών. Υπάρχουν πρωτεΐνες, όπως οι καβεολίνες, που ενεργοποιούνται μόνο παρουσία συγκεκριμένου τύπου λιπιδίων στο περιβάλλον τους.

			Ανάλυση λιπιδίων

			Τα λιπίδια απομονώνονται με διάφορες τεχνικές εκχύλισης σε ουδέτερες συνθήκες ή σε όξινες, για εκλεκτική ανάκτηση των όξινων λιπιδίων και με διαλύτες που επιλέγονται ανάλογα με την πολικότητα των προς εκχύλιση λιπιδίων. Για την ανάλυση των μεμβρανικών λιπιδίων χρησιμοπούνται χρωματογραφικές τεχνικές, όπως η χρωματογραφία λεπτής στιβάδας (thin-layer chromatography, TLC), η χρωματογραφία υγρής/αέριας φάσης (gas-liquid chromatography, GLC), η υγρή χρωματογραφία στήλης (column chromatography), η υγρή χρωματογραφία υψηλής πίεσης/απόδοσης (high pressure/performance liquid chromatography, HPLC) και συνδυασμός αυτών με διάφορους ανιχνευτές, μεταξύ των οποίων το φασματόμετρο μάζας είναι ιδιαίτερα δημοφιλές διότι δίνει την δυνατότητα ταυτοποίησης των μορίων (Σχήμα 2.8). Ειδικότερα, με την HPLC κανονικής φάσης (στατική φάση πολικότερη της κινητής), διαχωρίζονται οι τάξεις φωσφολιπιδίων, ενώ με την ΗPLC ανάστροφης φάσης διαχωρίζονται τα μοριακά είδη κάθε τάξης φωσφολιπιδίου. 
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			Σχήμα 2.8 Πειραματικές διατάξεις χρωματογραφίας αέριας φάσης και υγρής φάσης υψηλής πίεσης.

			Ο ποσοτικός προσδιορισμός των φωσφολιπιδίων συνήθως στηρίζεται στον προσδιορισμό της φωσφορικής ή άλλων χαρακτηριστικών ομάδων (βλ. Άσκηση 12).

			Χαρακτηριστικές χημικές αντιδράσεις που χρησιμοποιούνται στην ανάλυση των φωσφολιπιδίων: 

			1. Ήπια αλκαλική υδρόλυση (0.11 Ν ΝαΟΗ): Υδρολύονται εστερικοί δεσμοί στις θέσεις -1 και sn-2 των γλυκεροφωσφολιπιδίων, παράγοντας ελεύθερα λιπαρά οξέα και 3-γλυκερο-φωσφορική βάση, σύμφωνα με την αντίδραση στο Σχήμα 2.9. Στην ήπια αλκαλική υδρόλυση δεν αντιδρούν οι αιθερικοί και φωσφοεστερικοί δεσμοί.

			2. Ήπια όξινη υδρόλυση πλασμαλογόνων: Οι βινυλαιθερικοί δεσμοί είναι ευαίσθητοι σε ήπια όξινη υδρόλυση, αντίθετα με τους αιθερικούς και εστερικούς δεσμούς. Προϊόντα της υδρόλυσης είναι λιπαρές αλκοόλες και αλδεΰδες 3 (Σχήμα 2.10). Στη συνέχεια, οι παραγόμενες αλδεΰδες μπορούν να αντιδράσουν με αντιδραστήριο Schiff, οπότε παράγονται έγχρωμα (πορφυρά) προϊόντα που μπορούν εύκολα να ανιχνευθούν 4. 

			Οι παραπάνω αντιδράσεις μπορούν να λάβουν χώρα και in situ, με τα λιπίδια προσροφημένα σε πλάκα TLC, γεγονός που εξοικονομεί πειραματικά στάδια και απώλειες που θα είχαμε κατά την εκχύλιση. 
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			Σχήμα 2.9 Ήπια αλκαλική υδρόλυση 1,2-διακυλο-sn-γλυκερο-3-φωσφολιπίδιο.
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			Σχήμα 2.10 Ήπια όξινη υδρόλυση πλασμαλογόνων.

			3. Κατεργασία με φωσφολιπάσες (PLA1, PLA2, PLC, PLD) (Σχήμα 2.11 Α,Β)

			• Η PLA1 καταλύει την υδρόλυση των λιπαρών οξέων στη θέση-1

			• Η PLA2 στη θέση sn-2

			• Η PLC καταλύει την υδρόλυση φωσφοδιεστερικού δεσμού στη θέση -3

			• Η PLD καταλύει την υδρόλυση φωσφοδιεστερικού δεσμού μεταξύ της φωσφορικής ομάδας και της πολικής βάσης.

			Ανθεκτικοί στη δράση φωσφολιπασών είναι ο αιθερικός και ο φωσφονικός δεσμός.

			Συνδυασμοί των παραπάνω ενζυμικών και χημικών αντιδράσεων με χρωματογραφικές μεθόδους και χρήση φασματομετρίας μάζας χρησιμοποιούνται ευρύτατα για τον χαρακτηρισμό και ταυτοποίηση των λιπιδίων των βιολογικών μεμβρανών.
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			Σχήμα 2.11 (Α) Δράση Φωσφολιπασών Α1 και Α2 (PLA1, PLA2), C και D (PLC,PLD).

			Μίγματα μεμβρανικών λιπιδίων με νερό. Φυσικές ιδιότητες και πολυμορφισμός 5

			Κοινό χαρακτηριστικό των μεμβρανικών λιπιδίων είναι η συνύπαρξη υδρόφιλου και υδρόφοβου τμήματος στο ίδιο μόριο, γι’ αυτό και χαρακτηρίζονται ως αμφιπαθή. Υδρόφoβες είναι οι λιπαρές αλυσίδες και υδρόφιλο το πολικό άκρο της φωσφορικής βάσης. Σε ουδέτερο pΗ, το πολικό άκρο μπορεί να φέρει αρνητικό (φωσφατιδικό οξύ, φωσφατιδυλογλυκερόλη, διφωσφατιδυλογλυκερόλη, φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη, φωσφατιδυλοσερίνη), θετικό (φωσφατιδυλoχoλίνη) ή oυδέτερo φορτίο (φωσφατιδυλαιθανολαμίνη). Όταν τα λιπίδια αυτά βρεθούν σε υδατικό περιβάλλον, σχηματίζουν αυθόρμητα συσσωματώματα, η δομή των οποίων εξαρτάται από παράγοντες όπως η συγκέντρωση του λιπιδίου, η θερμοκρασία, η πίεση, η ιοντική ισχύς, το pH και η παρουσία συγκεκριμένων ιόντων. 

			Συμπεριφορά φάσης (phase behaviour)6 είναι η ιδιότητα των μεμβρανικών λιπιδίων να προσαρμόζουν τη ρευστότητα της λιπιδικής διπλοστιβάδας σε διαφορετική-διακριτή φυσική κατάσταση. Περιβαλλοντικοί παράγοντες επηρεάζουν τη συμπεριφορά φάσης και κατά συνέπεια την κινητικότητα και τον προσανατολισμό λιπιδίων και πρωτεϊνών στην αντίστοιχη βιολογική μεμβράνη.

			Οι σημαντικότερες φάσεις που υιοθετούν τα αμφιπαθή λιπίδια σε υδατικό περιβάλλον, όπως φαίνεται στον Πίνακα 2.3, είναι:

			▪ Στιβαδωτή υγρή-κρυσταλλική ή υγρή-αποδιοργανωμένη φάση (lamellar liquid crystalline phase, Ld ή Lα): αντιστοιχεί σε διπλοστιβάδες αυξημένης ρευστότητας, με συντελεστή διαχύσεως ~1 μm2/cm. 

			▪ Στιβαδωτή κρυσταλλική φάση πήγματος (lamellar gel-crystalline phase, So ή Lβ): αντιστοιχεί σε οργανωμένες διπλοστιβάδες μειωμένης ρευστότητας (αυξημένου ιξώδους) , με συντελεστή διαχύσεως ~10-3 μm2/cm.

			▪ Υγρή-οργανωμένη φάση (liquid-ordered, Lo): αντιστοιχεί σε μορφές σχεδίας (raft), δηλαδή σε οργανωμένες διπλοστιβάδες αυξημένης ρευστότητας και υψηλού συντελεστή διαχύσεως ~1 μm2/cm.

			▪ Εξαγωνική φάση Ι (hexagonal I phase Ηi): σχηματίζει κυλινδρικές δομές με τα πολικά άκρα προσανατολισμένα προς τα έξω.

			▪ Εξαγωνική φάση ΙΙ (hexagonal II phase , Ηii): σχηματίζει κυλινδρικές δομές με τα πολικά άκρα προσανατολισμένα προς τα μέσα και τις λιπαρές αλυσίδες προς τα έξω.

			Το φαινόμενο αλλαγής της φάσης που εξαρτάται από τη θερμοκρασία ονομάζεται θερμοτροπική μετάπτωση φάσης (thermal phase transition). Η θερμοκρασία μετάπτωσης (Τc), από την φάση υψηλού ιξώδους σε ρευστή μορφή, είναι χαρακτηριστική για κάθε λιπίδιο. Σε μίγματα λιπιδίων αυτή διαφέρει, ενώ στα σύνθετα μίγματα και σε λιπίδια που έχουν απομονωθεί από βιολογικές μεμβράνες, η υπολογιστική μελέτη της συμπεριφοράς φάσης είναι ιδιαίτερα δύσκολη λόγω της μεγάλης ποικιλίας των λιπιδίων 7. 
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			Πολυμορφισμός (polymorphism) ονομάζεται η χαρακτηριστική συμπεριφορά των μεμβρανικών λιπιδίων να αποκτούν διαφορετικές οργανωμένες δομές κατά την ενυδάτωσή τους. Ο επιστημονικός τομέας που μελετά τις αλληλεπιδράσεις που ευθύνονται για τον πολυμορφισμό είναι η Βιοφυσική. Οι δομές των συσσωματωμάτων που σχηματίζονται αυθόρμητα μπορεί να είναι σφαιρικές (μικύλλια, κυστίδια) ή φυλλώδεις μορφές επάλληλων διπλοστιβάδων (lamellae). Έχουν παρατηρηθεί εξαγωνικές ή κυβικές σωληνώδεις διευθετήσεις (tubular arrangements) ή ακόμα και πιο πολύπλοκες δομές, που φαίνεται να σχετίζονται με συγκεκριμένες λειτουργικές καταστάσεις των μεμβρανών, όπως είναι η σύντηξη, η σχάση και η δημιουργία πόρων.

			Η κατανομή των λιπιδίων σε νερό εξαρτάται από την σταθερά διασποράς ή κατανομής (partition, distribution co-efficient) και εκφράζει τις αλληλεπιδράσεις των μη-πολικών μορίων με τον πολικό διαλύτη. Η ενυδάτωση των λιπιδίων επιτυγχάνεται με προσεκτική εναπόθεση διαλύματος λιπιδίων σε πτητικό, μη-αναμίξιμο με το νερό διαλύτη, πάνω σε υδατική επιφάνεια. Μετά την εξάτμιση του διαλύτη, τα λιπιδικά μόρια συσσωματώνονται και οργανώνονται σε διαφορετικές πολυμοριακές δομές, ανάλογα με την ποσότητα και το είδος τους. Η απλούστερη από τις πολυμοριακές αυτές δομές είναι η μονομοριακή στιβάδα ή μονοστιβάδα, ένα είδος υμενίου («φιλμ») στην επιφάνεια της υδατικής φάσης. Φυσικές μετρήσεις έδειξαν ότι αυτό αποτελείται από συνεχόμενη σειρά φωσφολιπιδίων διατεταγμένων έτσι, ώστε τα πολικά άκρα να κατευθύνονται προς το νερό (πολικό μέσο) και οι λιπαρές αλυσίδες να απωθούνται από αυτό και να είναι προσανατολισμένα προς την αέρια φάση. Πολύ λίγα μόρια θα βρεθούν σε κατάσταση μονομερούς, λόγω της μεγάλης υδρόφοβης επιφάνειάς τους (Σχήμα 2.12). Με την προσθήκη μεγαλύτερης ποσότητας, πάνω από μια συγκέντρωση χαρακτηριστική για κάθε είδος λιπιδίου, που ονομάζεται κρίσιμη μικυλλιακή συγκέντρωση (critical micellar concentration, CMC), σχηματίζονται διαφορετικές διατάξεις, ανάλογα με την υδρόφοβη επιφάνεια του κάθε λιπιδίου. Αυτό συμβαίνει διότι η διάταξη των μορίων του ύδατος γύρω από τις υδρόφοβες αλυσίδες των μονομερών φωσφολιπιδίων δεν είναι θερμοδυναμικά ευνοϊκή. Οι πιο σταθερές δομές, που σχηματίζονται σε αυτές τις περιπτώσεις, είναι τα μικύλλια και τα κυστίδια. Τα κυστίδια είναι σφαιρικές διαμορφώσεις αποτελούμενες από λιπιδικές διπλοστιβάδες, με νερό στην εσωτερική και την εξωτερική τους πλευρά. Τα περισσότερα φωσφολιπίδια σχηματίζουν κυστίδια αντί μικυλλίων. Ο σχηματισμός διπλοστιβάδων από τα φωσφολιπίδια σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες της CMC γίνεται αυθόρμητα, λόγω της αρνητικής μεταβολής της ελεύθερης ενέργειας ΔGο', στη Βιοενεργητική, για την οποία ισχύει: 

			ΔGο' = ΔΗ -ΤΔS

			Όπου 

			ΔΗ: μεταβολή εσωτερικής ενέργειας,

			ΔS: μεταβολή εντροπίας, 

			Τ: απόλυτη θερμοκρασία (°Κ, Kelvin).

			Αντίθετα, τα λυσοφωσφολιπίδια, όπως και τα απορρυπαντικά, τείνουν να σχηματίσουν μικύλλια, διαμορφώσεις διαστάσεων κολλοειδών (από 1 ως 1,000nm), που βρίσκονται σε ισορροπία με τα μόρια ή ιόντα του διαλύματος. Οι διαμορφώσεις αυτές έχουν την μικρότερη δυνατή υδρόφοβη επιφάνεια. 

			Η μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας κατά τον σχηματισμό μικυλλίων δίνεται από τη σχέση:

			ΔGμικυλλίου = RT x ln(CMC) 8
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			Σχήμα 2.12 Δομές αμφιπαθών λιπιδίων σε υδατικό περιβάλλον.

			Ο πολυμορφισμός και η συμπεριφορά φάσης των λιπιδίων εξαρτάται από φυσικές δυνάμεις συνοχής και συνάφειας, που αποτελούν το συνδυαστικό φαινόμενο επί μέρους δυνάμεων όπως είναι οι δυνάμεις Van der Waals (ασθενείς), οι δεσμοί υδρογόνου (ενδιάμεσης ισχύος) και οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις (ισχυρές). Οι δυνάμεις αυτές έχουν ως αποτέλεσμα την μείωση της επιφάνειας επαφής, επειδή η αλληλεπίδραση μεταξύ νερού και μη πολικής ουσίας δεν ευνοείται θερμοδυναμικά.

			Ο πολυμορφισμός παίζει σημαντικό ρόλο στην διαμόρφωση της δομής και στην αρχιτεκτονική των βιολογικών μεμβρανών. Από τις πολυμορφικές δομές των μεμβρανικών λιπιδίων μπορούμε να κατανοήσουμε χαρακτηριστικά της δομής των βιολογικών μεμβρανών: 

			1. Τα κύτταρα, αφαιρετικά, μπορεί να θεωρηθούν ως κυστίδια που περικλείονται από την πλασματική μεμβράνη, το δε σχήμα τους, που δεν είναι τέλεια σφαίρα, οφείλεται σε άλλους δομικούς παράγοντες, όπως είναι ο κυτταροσκελετός. 

			2. Η μορφή των μεμβρανών που παρατηρούμε στο ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο με τις δύο στιβάδες οφείλεται στην διάταξη των φωσφολιπιδίων σε διπλοστιβάδες. 

			3. Οι λιπιδικές διπλοστιβάδες, λόγω της υδρόφοβης περιοχής τους, δεν είναι διαπερατές από υδρόφιλες ουσίες, εκτός αν η μεμβράνη περιέχει ειδικό σύστημα μεταφοράς για το υδρόφιλο μόριο. 

			Οι βασικότερες τεχνικές μελέτης λιπιδικού πολυμορφισμού είναι:

			● Περίθλαση ακτίνων Χ (X-ray diffraction): Εφαρμόζεται στον προσδιορισμό της δομής και του μεγέθους υδατικών-λιπιδικών συστημάτων, καθώς και στην μελέτη της επίδρασης συγκέντρωσης λιπιδίων και θερμοκρασίας στις δομές αυτές.

			● Διαφορική θερμιδομετρία σάρωσης (differential scanning calorimetry, DSC), με την οποία μελετάμε τις θερμοκρασίες μετάπτωσης των πολυμορφικών σχηματισμών των λιπιδίων από το ποσό θερμότητας που απορροφά ένα λιπίδιο.

			● Ηλεκτρονιακή Μικροσκοπία: Εφαρμόζεται στον προσδιορισμό της αρχιτεκτονικής της λιπιδικής φάσης (Lα, Lβ, ΗII) και στην μελέτη λιπιδικών σωματιδίων (lipidic particles), δηλαδή δυαδικών συστημάτων λιπιδίων όπου το ένα λιπίδιο προτιμά δομή ΗII και το άλλο σχηματίζει διπλοστοιβάδα (ανάστροφα μικύλλια σε βιολογικές μεμβράνες). Μεταξύ των διαφορετικών τεχνικών, κατά την ηλεκτρονιακή μικροσκοπία ψυκτοτεμαχισμού (freeze-fracture) και ψυκτοεξάχνωσης (freeze etching), τα κύτταρα ή παρασκευάσματα μεμβρανών ψύχονται ταχύτατα σε θερμοκρασία υγρού αζώτου και θραύονται. Καθώς σε χαμηλές θερμοκρασίες εξασθενούν κυρίως οι υδρόφοβες δυνάμεις, η διπλοστιβάδα θραύεται στις μη-πολικές περιοχές κατά προτεραιότητα, αποκαλύπτοντας το εσωτερικό των διπλοστιβάδων. Στην τεχνική της ψυκτοεξάχνωσης, η εξωτερική επιφάνεια της διπλοστιβάδας αποκαλύπτεται με εξάχνωση του πάγου που έχει σχηματιστεί. Ολόκληρο το παρασκεύασμα σκιάζεται με μίγμα άνθρακα και λευκοχρύσου και στο μικροσκόπιο παρατηρείται το ανάγλυφο αντίγραφο. Λεία επιφάνεια υποδηλώνει την ύπαρξη αποκλειστικά λιπιδικής διπλοστιβάδας, ενώ η παρουσία διαμεμβρανικών πρωτεϊνών αποδεικνύεται από τα εξογκώματα (ή τις κοιλότητες) του αντιγράφου.

			● 31P-NMR, 2Η-NMR: Χρησιμοποιούνται για τον χαρακτηρισμό δομικών ιδιοτήτων ένυδρων λιπιδίων, καθώς και για την μελέτη προσανατολισμού και δυναμικής πολικής κεφαλής των φωσφολιπιδίων.

			Με τις τεχνικές αυτές ή με συνδυασμό τους μπορούμε να μελετήσουμε τη δομή και την αρχιτεκτονική μιας μεμβράνης 9.

			Οι δομές που αντιστοιχούν σε διαφορετικές φάσεις, φαίνονται στον Πίνακα 2.3.

			Πειράματα Ανασύστασης - Εφαρμογές 

			Μελέτες της επίδρασης του πολυμορφισμού των λιπιδίων στη λειτουργικότητα των μεμβρανών ξεκινούν από μοντέλα συνθετικών μεμβρανών, τα οποία προκύπτουν από την ανάμιξη συγκεκριμένων ενός ή περισσότερων συνθετικών ή φυσικών μεμβρανικών λιπιδίων, όπως είναι η φωσφατιδυλοχολίνη, σφιγγομυελίνη και χοληστερόλη, σε συγκεκριμένες αναλογίες. Μοντέλα μεμβρανών παρασκευάζονται με ανάμιξη ρυθμιστικών διαλυμάτων με μεμβρανικά λιπίδια και ισχυρή ανάδευση ή κατεργασία με υπερήχους ή αυτό επιτυγχάνεται με ειδικές πειραματικές διατάξεις. Μορφές διπλοστιβάδων που χρησιμοποιούνται σε δομικές και λειτουργικές μελέτες μεμβρανών είναι η μαύρη λιπιδική μεμβράνη (black lipid membrane, BLM), η οποία εκτείνεται μεταξύ δύο σταθερών υποστηριγμάτων, η υποστηριζόμενη λιπιδική διπλοστιβάδα (supported lipid bilayer, SLB), η δεσμευμένη λιπιδική διπλοστιβάδα (tethered bilayer lipid membrane, t-BLM), κυστίδια, μικυλλιακές δομές μονοστιβάδων (micelles) ή διπλών μικκυλλίων (διμικκυλλίων, bicelles) και νανόδισκοι (nanodiscs) (Σχήμα 2.13). Οι νανόδισκοι είναι τμήματα μεμβρανών μεγέθους 10-20nm που σταθεροποιούνται σε υδατικά διαλύματα αφού «αποκοπούν» με τη βοήθεια πρωτεϊνών-ικριωμάτων. Πρόσφατα, χρησιμοποιούνται σε μελέτες τοπολογίας και λειτουργικότητας μεμβρανικών πρωτεϊνών 10. 
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			Σχήμα 2.13 Συνθετικά μοντέλα μεμβρανών.

			Οι σχηματισμοί των αμφιπαθών μορίων σε υδατικό περιβάλλον έχουν ευρύ πεδίο εφαρμογών, που εκτείνεται από τη μελέτη των φυσικοχημικών χαρακτηριστικών και της σταθερότητας και αντοχής των βιολογικών μεμβρανών, τη μελέτη της λειτουργικότητας υδρόφοβων πρωτεϊνών έως και την χορήγηση εγκλείστων σε λιποσώματα υδρόφιλων δραστικών ουσιών και φαρμάκων για την αποτελεσματικότερη πρόσβασή τους στο σημείο-στόχο. Συγκεκριμένα, 

			● Πειράματα ανασύστασης (reconstitution) για μελέτη μεμβρανικών πρωτεϊνών: διαμεμβρανικές πρωτεΐνες απομονώνονται από βιολογικές μεμβράνες με χρήση απορρυπαντικών, όπως έχει ήδη περιγραφεί και το υδατικό διάλυμα που τις περιέχει αναμιγνύεται με αμφιπαθή λιπίδια. Κατά την απομάκρυνση του απορρυπαντικού με διαπίδυση σχηματίζονται διπλοστιβάδες και η πρωτεΐνη εγκλείεται σ' αυτές με την ίδια διαμόρφωση που είχε στη βιολογική μεμβράνη από την οποία προέρχεται. Ο προσανατολισμός όμως των πρωτεϊνών σ’ ένα τέτοιο σύστημα δεν είναι απαραίτητα ο ίδιος μ’ αυτόν που είχαν στην βιολογική μεμβράνη. Τέτοια συστήματα είναι ιδιαίτερα χρήσιμα για τη μελέτη μεμβρανικών λειτουργιών που οφείλονται σε συγκεκριμένες πρωτεΐνες.

			● Μικύλλια ως υποστρώματα φωσφολιπασών: Οι φωσφολιπάσες δεν αναγνωρίζουν μονομοριακά υποστρώματα, αλλά δρουν μόνο σε οργανωμένες διεπιφάνειες 11,12,13. Η ενεργότητά τους επηρεάζεται από τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του μίγματος της αντίδρασης και από την φύση των λιπιδικών συσσωματωμάτων μέσω: α) του φορτίου της διεπιφάνειας του ρυθμιστικού διαλύματος της αντίδρασης και των συσσωματωμάτων λιπιδίου, β) του είδους των λιπιδίων που καθορίζει το πακετάρισμά τους, γ) της πολυμορφικής τους κατάστασης και δ) της ρευστότητας του συσσωματώματος.

			● Λιποσώματα ως φορείς φαρμάκων: Τα λιποσώματα έχουν βρει σημαντική εφαρμογή ως φορείς φαρμάκων. Υδατοδιαλυτά φάρμακα εγκλείονται σε λιποσώματα με κατάλληλη λιπιδική σύσταση. Όταν τα λιποσώματα αυτά μπουν στην κυκλοφορία του αίματος, τα λιπίδια τους απορροφώνται και μεταβολίζονται στα κύτταρα του δικτυοενδοθηλιακού συστήματος (βρίσκεται κυρίως στο μυελό των οστών και τον σπλήνα) κι έτσι το φάρμακο απελευθερώνεται τοπικά και η δράση του συγκεντρώνεται στα κύτταρα αυτά. Αρκετά φάρμακα χορηγούνται εγκλεισμένα σε λιποσώματα, μεταξύ άλλων για ασθένειες όπως σάρκωμα Kaposi, μελάνωμα, μεταστατικό καρκίνο μαστού, ηπατίτιδα Α, οξεία πνευμονική βλάβη νεογνών. Προσπάθειες καταβάλλονται να γίνει δυνατή η στόχευση και άλλων κυττάρων του ανθρώπινου οργανισμού με λιποσώματα. Κυρίως χρησιμοποιείται η παράλληλη πρόσδεση κατάλληλων αντισωμάτων στη διπλοστιβάδα των λιποσωμάτων που περιέχουν το φάρμακο. Τα αντισώματα αυτά μπορούν να αναγνωρίζουν εξειδικευμένα πρωτεΐνες, που υπάρχουν στην πλασματική μεμβράνη των κυττάρων-στόχων, μπορούν δηλαδή να κατευθύνουν τα λιποσώματα μόνο προς τα κύτταρα αυτά.

			● Βιομιμητικές μεμβράνες: Εφαρμογές που παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον σήμερα σχετίζονται με τις βιομιμητικές μεμβράνες, οι οποίες χρησιμοποιούν συνθετικές διπλοστιβάδες με ενσωματωμένα συστατικά των βιολογικών μεμβρανών, όπως διαμεμβρανικές πρωτεΐνες συγκεκριμένης λειτουργίας ή δανείζονται ιδέες από τα βιολογικά συστήματα. Βρίσκουν ευρύτατες εφαρμογές σε επίπεδο νανοτεχνολογίας σε διαδικασίες καθαρισμού νερού, διαχωρισμού ενώσεων, ως φορείς πρωτεϊνών ή και άλλων μορίων για θεραπευτική χρήση και ως βιοαισθητήρες, αξιοποιώντας τη συγγένεια που έχουν με τα βιολογικά συστήματα και την εξειδίκευσή τους 14,15.

			2.2 Μεμβρανικές πρωτεΐνες

			Απομόνωση και γενικές ιδιότητες

			Οι βιολογικές μεμβράνες αποτελούνται κατά το 20-80% από πρωτεΐνες (ένζυμα, υποδοχείς, φορείς, δίαυλοι ιόντων, πόροι κ.λπ) που προσδίδουν σε κάθε μεμβράνη τις χαρακτηριστικές λειτουργικές της ιδιότητες. 

			Δύο βασικές κατηγορίες πρωτεϊνών υπάρχουν στις βιολογικές μεμβράνες: Οι περιφερειακές ή εξωτερικές (peripheral, extrinsic, external, membrane-associated), οι οποίες απομονώνονται με τη βοήθεια παραγόντων που διασπούν ιοντικούς δεσμούς ή δεσμούς υδρογόνου (μεταβολή pΗ, υψηλή συγκέντρωση αλάτων, ΕDΤΑ, συμπλοκοποιητή Ca2+ και Mg2+ ή ουρία) και οι διαμεμβρανικές ή εσωτερικές (transmembrane, intrinsic, integral) που μέρος τους ή ολόκληρες είναι βυθισμένες στη διπλοστιβάδα και απελευθερώνονται μόνο με διάσπαση των υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων λιπιδίων-πρωτεϊνών με χαοτροπικούς παράγοντες, κάποιους οργανικούς διαλύτες ή με απορρυπαντικά.

			Μία διαμεμβρανική πρωτεΐνη μπορεί να διασχίζει μία ή περισσότερες φορές τη λιπιδική διπλοστιβάδα με περιοχές πλούσιες σε υδρόφοβα αμινοξέα (αλανίνη, ισολευκίνη, λευκίνη, φαινυλαλανίνη, βαλίνη, προλίνη). Συνήθως οι διαμεμβρανικές περιοχές εμφανίζουν δομή α-έλικας, διαμόρφωση που ευνοεί τη δημιουργία δεσμών υδρογόνου. Μπορεί όμως να έχουν και διαμόρφωση β-ελασμάτων (beta-strand, beta-sheets) και να σχηματίζουν δομές βαρελιού (barel). Χαρακτηριστικό παράδειγμα τέτοιων πρωτεϊνών είναι οι πορίνες που αποτελούνται από 16 αντιπαράλληλα β-ελάσματα βυθισμένα στη λιπιδική διπλοστιβάδα (Σχήμα 2.14). Οι πορίνες απαντώνται σε ομοτριμερική δομή μέσα στην μεμβράνη με αποτέλεσμα να σχηματίζονται πόροι, απ’ όπου επιτρέπεται η μεταφορά υδρόφιλων μορίων μοριακού βάρους μέχρι και 5,000. Εκφράζονται δε στην εξωτερική μεμβράνη των βακτηρίων, καθώς και στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων. 
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			Σχήμα 2.14 Διαμεμβρανικές πρωτεΐνες.

			Πρωτεϊνες με λιπιδικές άγκυρες (lipid-anchored proteins)

			Μια ιδιαίτερη κατηγορία μεμβρανικών πρωτεϊνών είναι οι πρωτεΐνες που συνδέονται με τις μεμβράνες με λιπιδικές άγκυρες, ονομάζονται δε και λιπιδιωμένες πρωτεΐνες (lipidated proteins). Είναι οι μεμβρανικές πρωτεΐνες που συνδέονται έμμεσα με τη διπλοστιβάδα, μέσω ομοιοπολικά συνδεδεμένων λιπαρών αλυσίδων μυριστικού ή παλμιτικού οξέος ή άλλων λιπιδικών ομάδων, όπως είναι οι ομάδες πρενυλίου (γερανυλογερανιόλης, φαρνεσόλης, δολιχόλης) 16,17. Στην περίπτωση αυτή δημιουργείται θειολεστερικός δεσμός μεταξύ της πρενυλομάδας και μιας ομάδας κυστεΐνης της πρωτεΐνης. Τέλος, η πρωτεΐνη μπορεί να συνδέεται σε φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη της διπλοστιβάδας μέσω ενός ομοιοπολικά συνδεδεμένου ολιγοσακχαρίτη (GPI-anchored proteins) (Σχήμα 2.15). Οι τροποποιήσεις αυτές είναι μετα-μεταφραστικές και συνήθως στη δημιουργία τους συμμετέχουν εξειδικευμένες τρανσφεράσες στο ενδοπλασματικό δίκτυο ή/και στο δίκτυο Golgi. Το τελικό αποτέλεσμα είναι η ισχυρότερη σύνδεση των πρωτεϊνών με τις μεμβράνες, η οποία μπορεί όμως να είναι αντιστρεπτή. Στην περίπτωση των πρωτεϊνών με άγκυρα GPI, η ενζυμική υδρόλυση της φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης οδηγεί στην απελευθέρωση της πρωτεΐνης από τη μεμβράνη. Η λιπιδική τροποποίηση εξαρτάται και από την τελική τοπολογία αυτών των πρωτεϊνών. Οι πρωτεΐνες με άγκυρα GPI εντοπίζονται συνήθως στην πλευρά της εξωτερικής στιβάδας της πλασματικής μεμβράνης, προς τον εξωκυττάριο χώρο, ενώ οι πρωτεΐνες που υφίστανται ακυλίωση ή πρενυλίωση είναι εντοπισμένες προς το κυτταρόπλασμα. Γενικότερα, ωστόσο, οι διαφορετικοί τρόποι σύνδεσης των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών αντιστοιχούν σε διαφορετική τοπολογία και λειτουργία. Για παράδειγμα, το ρόλο πρωτεϊνών μεταφοράς μπορεί να παίζουν μόνο οι πρωτεΐνες που διασχίζουν ολόκληρη τη διπλοστιβάδα, ενώ οι πρωτεΐνες που συμμετέχουν ενεργά στη σηματοδότηση είναι συνήθως συνδεδεμένες μέσω λιπιδικών ομάδων. Φαίνεται επίσης ότι το είδος της λιπιδικής τροποποίησης μπορεί να σχετίζεται με την σηματοδοτική δραστηριότητα των πρωτεϊνών: ο κύκλος ακυλίωσης-απακυλίωσης των πρωτεϊνών μπορεί να καθοδηγεί τη μετακίνηση των πρωτεϊνών μεταξύ ενδοκυττάριων μεμβρανικών διαμερισμάτων και μεμβρανικών υποπεριοχών, ενώ αξίζει να σημειωθεί ότι μέλη των πρωτεϊνών Ras εμφανίζουν τροποποιήσεις με πρενυλομάδες.
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			Σχήμα 2.15 Πρωτεΐνες με λιπιδικές άγκυρες.

			Γλυκοπρωτεΐνες

			Πολλές από τις διαμεμβρανικές πρωτεΐνες των βιολογικών μεμβρανών είναι γλυκοπρωτεΐνες. Οι γλυκοπρωτεΐνες της πλασματικής μεμβράνης έχουν το υδατανθρακικό τμήμα τους πάντοτε προσανατολισμένο προς την εξωτερική επιφάνεια τους. Η διαμόρφωση αυτή είναι αποτέλεσμα του τρόπου με τον οποίο γίνεται η συναρμολόγηση και συγκρότηση των μεμβρανών. Περιέχουν λίγα είδη μονοσακχαριτών (Πίνακας 2.4), που συνδέονται σε διαφορετικά σημεία της πεπτιδικής αλυσίδας με διαφορετικούς συνδυασμούς. Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται μεγάλη ποικιλία υδατανθρακικών ομάδων στην ίδια πρωτεΐνη. Αντίθετα, τα γλυκολιπίδια διαθέτουν μία μόνο υδατανθρακική ομάδα, που μάλιστα αποτελείται από μικρό αριθμό μονοσακχαριτών.
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			Οι υδατανθρακικές ομάδες συνδέονται με την πεπτιδική αλυσίδα μέσω δύο ειδών δεσμών, που μπορούν να συνυπάρχουν στο ίδιο μόριο γλυκοπρωτεΐνης: α) Ο-γλυκοζιτικός δεσμός, που σχηματίζεται συνήθως ανάμεσα σε Ν-ακετυλο-γαλακτοζαμίνη και μία ομάδα σερίνης ή θρεονίνης της πεπτιδικής αλυσίδας και β) Ν-γλυκοζιτικός δεσμός, που σχηματίζεται ανάμεσα σε Ν-ακετυλο-γλυκοζαμίνη και μια ομάδα ασπαραγίνης, ανήκει όμως στην αλληλουχία Asn-X-Thr (ή Ser) (X=οποιοδήποτε αμινοξύ) (Σχήμα 2.16). Όταν οι μεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες περιέχουν σιαλικά οξέα, οι υδατάνθρακες αυτοί καταλαμβάνουν την ακραία θέση στην υδατανθρακική ομάδα. Τα σιαλικά οξέα διαθέτουν αρνητικό φορτίο και είναι υπεύθυνα για το αρνητικό φορτίο που χαρακτηρίζει την επιφάνεια των ζωικών κυττάρων (Σχήμα 2.17).
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			Σχήμα 2.16 Είδη δεσμών στις γλυκοπρωτεΐνες.
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			Σχήμα 2.17 Σιαλικό οξύ.

			Οι πρωτεΐνες της μεμβράνης των ερυθροκυττάρων

			Οι γνώσεις μας γύρω από τις βιολογικές μεμβράνες οφείλονται σε μεγάλο βαθμό στη μελέτη της μεμβράνης των ερυθροκυττάρων. Τα ερυθροκύτταρα διαθέτουν μόνο πλασματική μεμβράνη, που εύκολα απομονώνεται σε καθαρά μεμβρανικά παρασκευάσματα (φάσματα ερυθροκυττάρων, erythrocyte ghosts) με την επίδραση υπότονου διαλύματος αλάτων. Κάτω από τις συνθήκες αυτές, νερό περνά στο εσωτερικό των ερυθροκυττάρων με αποτέλεσμα τη διόγκωση τους. Μόλις τα κύτταρα διαρραγούν -το φαινόμενο αυτό ονομάζεται αιμολυσία- απελευθερώνουν αιμοσφαιρίνη, απαλλάσσονται δηλαδή από την κύρια μη-μεμβρανική πρωτεΐνη που περιέχουν. Κατά την παρασκευή τους, τα φάσματα ερυθροκυττάρων αντιστρέφουν τον προσανατολισμό τους, με αποτέλεσμα να εκτίθεται προς τα έξω η εσωτερική επιφάνεια της μεμβράνης. Με τον τρόπο αυτό μπορούν να μελετηθούν οι δύο πλευρές της κυτταρικής μεμβράνης των ερυθροκυττάρων. 

			Από τις πρωτεΐνες της μεμβράνης των ερυθροκυττάρων, τρείς είναι οι περισσότερο μελετημένες και αποτελούν το 60% του βάρους της συνολικής μεμβρανικής πρωτεΐνης: α) Η σπεκτρίνη, περιφερειακή πρωτεΐνη της εσωτερικής επιφάνειας της μεμβράνης (30% της συνολικής πρωτεΐνης). Αποτελεί το κύριο συστατικό του κυτταροσκελετού, του δικτύου δηλαδή που βρίσκεται κάτω από την πλασματική μεμβράνη και που διατηρεί το χαρακτηριστικό σχήμα των ερυθροκυττάρων β) Η ζώνη 3 ή πρωτεΐνη μεταφοράς ανιόντων, διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη με πεπτιδική αλυσίδα περίπου 930 αμινοξέων και σχετικά μικρό υδατανθρακικό τμήμα. Επιτρέπει εκλεκτική αντιμεταφορά HCΟ3- και Cl- από τη μία επιφάνεια της μεμβράνης στην άλλη (θα μελετηθεί μαζί με τα υπόλοιπα μεμβρανικά συστήματα μεταφοράς). γ) Η γλυκοφορίνη, επίσης διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη, η πρώτη μεμβρανική πρωτεΐνη της οποίας βρέθηκε η πλήρης αλληλουχία. Περιέχει 131 αμινοξέα, μόνο ένα τμήμα όμως περίπου 20 αμινοξέων της πεπτιδικής αλυσίδας διασχίζει, με τη μορφή α-έλικας, τη λιπιδική διπλοστιβάδα. Αντίθετα, η ζώνη 3 διασχίζει 14 φορές τη διπλοστιβάδα, αναδιπλώνεται δηλαδή με τρόπο που να εξυπηρετεί το ρόλο της ως πρωτεΐνης μεταφοράς. Το τμήμα της πεπτιδικής αλυσίδας της γλυκοφορίνης που βρίσκεται έξω από το κύτταρο περιέχει το αμινοτελικό άκρο και τις υδατανθρακικές ομάδες της πρωτεϊνης. Η γλυκοφορίνη περιέχει 100 μονοσακχαρίτες, οργανωμένους σε 16 υδατανθρακικές ομάδες. Οι 15 από αυτές συνδέονται με την πεπτιδική αλυσίδα με Ο-γλυκοζιτικό και μόνο μία με Ν-γλυκοζιτικό δεσμό. Καθώς οι υδατάνθρακες καταλαμβάνουν το 60% του μορίου της γλυκοφορίνης, το 80% του μορίου συνολικά εκτείνεται πάνω από την επιφάνεια του κυττάρου. Η μελέτη της γλυκοφορίνης στα ερυθροκύτταρα έδωσε σημαντικές πληροφορίες για τη δομή των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών (Σχήμα 2.18).
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			Σχήμα 2.18 Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE εκχυλίσματος πρωτεϊνών μεμβράνης ερυθροκυττάρων (Α) και δομή–τοπολογία γλυκοφορίνης (Β).

			Μεταφορείς (transporters)

			Οι μεταφορείς αποτελούν την μεγαλύτερη κατηγορία μεμβρανικών πρωτεϊνών και περιλαμβάνουν τις πρωτεΐνες ABC (ABC transporters, ABC: ATP-cassette binding proteins) και SLC (solute carrier transporter proteins). 

			H υπεροικογένεια των μεταφορέων ABC πρωτεϊνών αποτελείται από μεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες (P-gp), με σημαντικό φυσιολογικό ενδιαφέρον 18,19,20,21,22. Εκφράζονται στην πλασματική μεμβράνη των κυττάρων όλων των φραγμών (εντερικό, αιματεγκεφαλικό, αιματοπλακούντιο), καθώς και σε όργανα όπου επιτελείται μεταβολισμός (ήπαρ, νεφρός). Λειτουργούν ως ΑΤΡάσες, αντλίες ξενοβιοτικών ουσιών ή μικρών μορίων, λιπιδίων, καρκινικών φαρμάκων, αντιγονικών πεπτιδίων κ.λπ, με αποτέλεσμα την εξαγωγή τους από τα κύτταρα ή την εισαγωγή στα κύτταρα θρεπτικών συστατικών όπως αμινοξέων, ολιγοπεπτιδίων, σακχάρων, ιόντων κ.λπ. Ένα αποτέλεσμα της δράσης τους είναι η πολυφαρμακευτική αντίσταση (multidrug resistance, MDR). Η παράκαμψη ή ρύθμιση της δράσης τους αποτελεί αντικείμενο μελέτης κατά το σχεδιασμό φαρμάκων για ασθένειες όπως είναι η κυστική ίνωση και διάφορες μορφές καρκίνου. Οι πρωτεΐνες αυτές χρησιμοποιούν την ενέργεια από την υδρόλυση του ΑΤΡ για την μετακίνηση των υποστρωμάτων τους εντός του κυτταροοπλάσματος (κυρίως στα προκαρυωτικά κύτταρα) ή έξω από τα κύτταρα (μορφές που είναι διαδεδομένες σε όλα τα ζωικά βασίλεια23. Και στις δύο περιπτώσεις η υδρόλυση του ΑΤΡ καταλύεται από ζεύγος μεταφορέων ΑBC, των ΝΒD (nucleotide-binding domains), ενώ η μετατόπιση του υποδοχέα γίνεται από ζεύγος διαμεμβρανικών περιοχών, των TMDs (transmembrane domains)24. Έχει προταθεί ότι οι φορείς ΑΒC αποτελούν μέρος ενός ευρύτερου συστήματος επικοινωνίας (remote sensing and signaling) μεταξύ κυττάρων, οργάνων, βιολογικών υγρών, ίσως ακόμα και μεταξύ διαφορετικών οργανισμών, σε συνεργασία με την αντίστοιχη υπεροικογένεια μεμβρανικών μεταφορέων, των πρωτεϊνών-φορέων υγρών (SLC), οι οποίες μεταφέρουν ευρύ φάσμα φορτισμένων και μη οργανικών και ανόργανων μορίων, όπως είναι η αέρια αμμωνία. 

			Οι πρωτεΐνες SLC εντοπίζονται και αυτές στην πλασματική μεμβράνη, αλλά και στα μιτοχόνδρια και σε άλλα οργανίδια. Η μελέτη των δύο αυτών κατηγοριών πρωτεϊνών μπορεί να δώσει πληροφορίες για άγνωστους μηχανισμούς παθοφυσιολογίας ασθενειών, όπως είναι ο διαβήτης, το μεταβολικό σύνδρομο, η υπέρταση, νευροψυχιατρικές διαταραχές και διάφορες φλεγμονώδεις οργανικές βλάβες, παρόλο που δεν είναι γνωστός λεπτομερώς ο μηχανισμός δράσης τους. Ο πολυπληθής κατάλογος των μεταφερομένων μορίων εμφανίζεται σε βάσεις δεδομένων που ασχολούνται με την ταξινόμηση των πρωτεϊνών και ανανεώνονται συνεχώς, όπως είναι η Human Genome Organisation (HUGO), ειδικότερα δε για τα υποστρώματα των SLCs βλ. http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/ και http://www.pharmaconference.org/slctable.asp.

			Λεπτομέρειες για τη δομή και λειτουργία των μεταφορέων, καθώς και άλλων σημαντικών κατηγοριών μεμβρανικών πρωτεϊνών, όπως είναι οι ιοντικοί δίαυλοι, ακουαπορίνες και χασμοσύνδεσμοι θα παρατεθούν στο Κεφάλαιο 5, ενώ τα διάφορα είδη υποδοχέων και η λειτουργία τους, στο Κεφάλαιο 6.

			Καθαρισμός και ανάλυση διαμεμβρανικών πρωτεϊνών

			Οι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες σταθεροποιούνται στις λιπιδικές διπλοστιβάδες με υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στις υδρόφοβες περιοχές των μεμβρανικών λιπιδίων και στα μη πολικά αμινοξέα που περιέχουν. O καθαρισμός τους προϋποθέτει αρχικά την αποδέσμευσή τους από το λιπιδικό περιβάλλον, με τη χρήση χαοτροπικών παραγόντων ή απορρυπαντικών. Με τα μέσα όμως αυτά οι πρωτεΐνες αποδιατάσσονται, με αποτέλεσμα να χάνουν και τη βιολογική δραστικότητά τους. Η απαίτηση κατά τη διαδικασία αυτή είναι να διατηρηθεί η ενεργότητα της πρωτεΐνης ακόμα και μετά την απομάκρυνση του λιπιδικού περιβάλλοντος ή τουλάχιστον να μπορεί αυτή να ανακτηθεί. Χαοτροπικοί παράγοντες χαρακτηρίζονται μόρια που διασπούν τους δεσμούς υδρογόνου μεταξύ των μορίων του ύδατος σε υδατικό διάλυμα, με αποτέλεσμα να μειώνουν τις υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις με οργανωμένες δομές υδρόφοβων μορίων που βρίσκονται διεσπαρμένα στο υδρόφιλο αυτό περιβάλλον. Στην περίπτωση μακρομορίων, όπως είναι οι πρωτεΐνες ή τα νουκλεϊκά οξέα, μπορεί να προκαλέσουν μερική αποδιάταξη ή ακόμα και μετουσίωσή τους, είτε στη μάζα του διαλύματος ή στην ειδική περίπτωση ύπαρξης κελύφους ενυδάτωσης γύρω από υδρόφοβα αμινοξέα. Παραδείγματα χαοτροπικών παραγόντων αποτελούν η φαινόλη, προπανόλη, ουρία, θειουρία, κ.ά. 

			Τα απορρυπαντικά είναι φυσικά ή συνθετικά αμφιπαθή οργανικά μόρια με επιφανειοδραστικές ιδιότητες. Έτσι, όταν αναμιχθούν με νερό, σε συγκέντρωση μεγαλύτερη της κρίσιμης μικυλλιακής (CMC), τείνουν να σχηματίζουν μικύλλια. Η υδρόφοβη περιοχή της πρωτεΐνης εμβαπτίζεται στο υδρόφοβο τμήμα του μικυλλίου. Φυσικά απορρυπαντικά είναι η λυσολεκιθίνη και το δεοξυχολικό νάτριο. Και τα δύο αυτά ανήκουν στην κατηγορία των ιοντικών απορρυπαντικών. Συνθετικά απορρυπαντικά είναι το Triton Χ-100 και ο οκτυλογλυκοζίτης (μη-ιοντικά), καθώς και τα ιοντικά βρωμιούχο κετυλικό τριμεθυλαμμώνιο και δωδεκυλοσουλφονικό νάτριο (SDS) (Σχήμα 2.19). 
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			Σχήμα 2.19 Τύποι απορρυπαντικών που χρησιμοποιούνται στη διαλυτοποίηση και τον καθαρισμό των μεμβρανικών πρωτεϊνών. 

			Τα απορρυπαντικά που χρησιμοποιούνται στην απομόνωση μεμβρανικών πρωτεϊνών πρέπει να πληρούν τις εξής προϋποθέσεις: 

			▪ να διαχωρίζουν ικανοποιητικά τις πρωτεΐνες από τα υπόλοιπα μεμβρανικά συστατικά,

			▪ να μην καταστρέφουν τη δομή των πρωτεϊνών, 

			▪ να μπορούν να απομακρυνθούν μετά τον καθαρισμό και

			▪ να μπορεί να ανακτηθεί η ενεργότητα της πρωτεΐνης μετά την απομάκρυνση του απορρυπαντικού, με ανασύσταση. 

			Συμπερασματικά, ο καθαρισμός των μεμβρανικών πρωτεϊνών είναι δύσκολος και απαιτεί διαφορετικούς χειρισμούς από αυτούς για τις υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες, οι οποίες μπορούν εύκολα να κρυσταλλωθούν και κατά συνέπεια να μελετηθούν με περίθλαση ακτίνων Χ. Η απομόνωση του μεμβρανικού κλάσματος που περιέχει την επιθυμητή πρωτεΐνη, αρχικά, περιλαμβάνει κατεργασία με κατάλληλα απορρυπαντικά. Στη συνέχεια, ακολουθείται άλλη μέθοδος καθαρισμού ή συνδυασμός περισσότερων μεθόδων. Τα απορρυπαντικά διαλυτοποιούν τις μεμβράνες σχηματίζοντας μικτά μικύλλια απορρυπαντικού-λιπιδίων και απορρυπαντικού-πρωτεϊνών-λιπιδίων. Κάθε απορρυπαντικό έχει μια χαρακτηριστική κρίσιμη μικυλλιακή συγκέντρωση (CMC), πάνω από την οποία σχεδόν όλα τα μόρια σε υδατικό περιβάλλον βρίσκονται οργανωμένα με τη μορφή μικυλλίων, καθώς και μια χαρακτηριστική υδρόφιλη - λιπόφιλη ισορροπία (hydrophilic - lipophilic balance, ΗLΒ), που ορίζεται ως ο λόγος του μοριακού βάρους του υδρόφιλου τμήματος του μορίου προς αυτό του υδρόφοβου. Αξίζει να σημειωθεί ότι η συγκέντρωση του απορρυπαντικού συνήθως εκφράζεται σε ποσότητα απορρυπαντικού ανά μονάδα βάρους της πρωτεΐνης. Και οι δύο αυτές παράμετροι είναι σημαντικές στον καθορισμό της αποτελεσματικότητας του απορρυπαντικού να διαλυτoπoιήσει μία μεμβράνη. Η CMC και το βάρoς του μικυλλίου είναι συνάρτηση της ιοντικής ισχύος και του pΗ του διαλύματος. Ο Πίνακας 2.5 παρουσιάζει χαρακτηριστικά των απορρυπαντικών που χρησιμοποιούνται στη διαλυτοποίηση των μεμβρανικών πρωτεϊνών. Τα απορρυπαντικά επιλέγονται με κριτήριο το μέσο μικυλλιακό μοριακό τους βάρος, το οποίο πρέπει να είναι αντίστοιχο του μεγέθους της προς διαλυτοποίηση πρωτεΐνης, για να μπορεί να την ενσωματώσει. Στο Σχήμα 2.20 φαίνεται η πορεία ανασύστασης καθαρισμένης πρωτεΐνης από μικύλλιο απορρυπαντικού σε φωσφολιπιδικό κυστίδιο με σχηματισμό πρωτεολιποσώματος. Τα πρωτεολιποσώματα χρησιμεύουν στη μελέτη μεμβρανικών συστημάτων μεταφοράς. 

			Ωστόσο, κάποιες μεμβρανικές πρωτεΐνες διατηρούν τη λειτουργικότητά τους παρουσία απορρυπαντικού. Παράδειγμα αποτελεί η ροδοψίνη, που είναι φωτοϋποδοχέας των ραβδίων του αμφιβληστροειδούς χιτώνα και διατηρεί μέγιστο απορρόφησης στα 500nm, όπως όταν βρίσκεται ενσωματωμένη στη μεμβράνη του αμφιβληστροειδούς. Συνήθως, σημαντικά χαρακτηριστικά των μεμβρανικών πρωτεϊνών εκφράζονται μόνο όταν βρεθούν στο κατάλληλο λιπιδικό περιβάλλον. Παραδείγματα αποτελούν διάφοροι δίαυλοι ιόντων. Η χρήση ιοντικών απορρυπαντικών αποτελεί «σκληρή» μέθοδο απομόνωσης μεμβρανικών πρωτεϊνών και συνήθως καταστρέφει τη βιολογική τους δραστικότητα, διότι τα απορρυπαντικά αυτά αλληλεπιδρούν με την υδρόφιλη περιοχή των πρωτεϊνών, που είναι υπεύθυνη για την καταλυτική τους δράση.

			
				
					
					
					
					
				
				
					
							
							Πίνακας 2.5 ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΑΠΟΡΡΥΠΑΝΤΙΚΩΝ 

						
					

					
							
							Απορρυπαντικό

						
							
							ΜΒ Μονομερούς

						
							
							CMC (mM)

						
							
							Μέσο μικυλλιακό μοριακό βάρος

						
					

					
							
							Αφόρτιστα

						
							
					

					
							
							Triton X-100

						
							
							625

						
							
							0.24

						
							
							90,000

						
					

					
							
							β-οκτυλογλυκοζίτης

						
							
							292

						
							
							23.00-25.00

						
							
							8,000

						
					

					
							
							Διγιτονίνη

						
							
							1,229

						
							
							<0.50

						
							
							70,000

						
					

					
							
							Ιοντικά

						
							
					

					
							
							Δεοξυχολικό (ανιοντικό)

						
							
							392

						
							
							4.00

						
							
							800

						
					

					
							
							Δωδεκυλο-σουλφονικό νάτριο (SDS)

						
							
							288

						
							
							8.00

						
							
							18,000

						
					

					
							
							Λυσο-λεκιθίνη αυγού

						
							
							500-600

						
							
							0.02-0.20

						
							
							95,000
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			Σχήμα 2.20 (1) Παρασκευή μικτών μικυλλίων απορρυπαντικού-λιπιδίων-πρωτεΐνης μετά τη διαλυτοποίηση των βιολογικών μεμβρανών με κατάλληλα απορρυπαντικά σε συγκεντρώσεις > CMC. (2) Ανασύσταση καθαρισμένης πρωτεΐνης σε συνθετική λιπιδική διπλοστιβάδα. (3) Παρασκευή επίπεδων διπλοστιβάδων.

			Γενικά, οι διαδικασίες καθαρισμού και διαχωρισμού των πρωτεϊνών στηρίζονται:

			▪ σε διαφορές του μεγέθους των μορίων (διαπίδυση, υπερδιήθηση, φυγοκέντρηση σε βαθμιδώσεις σακχαρόζης, χρωματογραφία μοριακής διήθησης, χρωματογραφία μοριακού αποκλεισμού),

			▪ στη διαλυτότητα των μορίων (ισοηλεκτρική καταβύθιση, εναλάτωση / εξαλάτωση πρωτεϊνών, χρωματογραφία υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων, κατανομή σε διαλύτες κ.λπ.),

			▪ στο ηλεκτρικό φορτίο (τεχνικές ηλεκτροφόρησης, χρωματογραφία ιοντανταλλαγής),

			▪ στην εκλεκτική προσρόφηση σε διάφορα υλικά (χρωματογραφία στήλης με ενεργό άνθρακα, πυριτικό οξύ, αλουμίνα και υδροξυαπατίτη και τέλος, 

			▪ στην εξειδικευμένη πρόσδεση κάποιου προσδέτη (χρωματογραφία συγγένειας, ανοσοχημικές μέθοδοι, ανοσοκαταβύθιση κλπ).

			Στο κείμενο που ακολουθεί περιγράφονται ενδεικτικές μέθοδοι καθαρισμού (Σχήμα 2.21).

			● Η χρωματογραφία μοριακής διήθησης και μοριακού αποκλεισμού (gel filtration, gel exclusion chromatography) και άλλες διαδικασίες, που διαχωρίζουν τις πρωτεΐνες ανάλογα με το μέγεθος και το σχήμα τους, δεν είναι ιδιαίτερα χρήσιμες, γιατί το μεγάλο μοριακό βάρος των μικτών μικυλλίων επικαλύπτει τις διαφορές βάρους των μορίων. Μόνο με απορρυπαντικά που έχουν μεγάλη CMC όπως είναι το δεοξυχολικό και ο οκτυλογλυκοζίτης μπορεί να χρησιμοποιηθεί η μέθοδος αυτή. Αν το απορρυπαντικό δεν είναι ιοντικό (Triton Χ- 100), μπορεί να χρησιμοποιηθεί χρωματογραφία ιοντανταλλαγής (ion exchange chromatography). 

			Χρήσιμες τεχνικές είναι οι ακόλουθες: 

			● Η χρωματογραφία υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων (hydrophobic interaction chromato-graphy) , κατά την οποία οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται με βάση τον σχετικό υδρόφοβο χαρακτήρα τους. Χρησιμοποιούνται δυσδιάλυτα, υδρόφοβα πληρωτικά υλικά όπως πολυακρυλαμίδιο ή αγαρόζη, με ομοιοπολικά συνδεδεμένες ακυλο- ή αρυλο-ομάδες. Οι πρωτεΐνες που συνδέονται στη ρητίνη εκλούονται στη συνέχεια σταδιακά, με βαθμιαίες μεταβολές του υδρόφοβου χαρακτήρα, της ιοντικής ισχύος, του pΗ ή της θερμοκρασίας του ρυθμιστικού διαλύματος έκλουσης. 

			● Η χρωματογραφία συγγένειας (affinity chromatography) χρησιμοποιείται ευρύτατα για τον καθαρισμό διαλυτοποιημένων ενζύμων, έχει όμως χρησιμοποιηθεί και για υποδοχείς βιολογικών μεμβρανών, καθώς και για ορισμένες διαμεμβρανικές πρωτεΐνες όπως είναι οι μεταφορικές πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν με συγκεκριμένους μεταβολίτες. Η μέθοδος αυτή βασίζεται στην ιδιότητα ορισμένων πρωτεϊνών να πρoσδένovται ειδικά σε άλλα μόρια που ονομάζονται προσδέτες (ligands).

			Οι πιο πάνω τεχνικές μπορούν να χρησιμοποιηθούν μεμονωμένα ή διαδοχικά - συνδυαστικά για να επιτευχθεί καλύτερος καθαρισμός. Για τον καθαρισμό διαμεμβρανικών πρωτεϊνών, παρουσία κατάλληλων παραγόντων διαλυτοποίησης, χρησιμοποιούνται επίσης η ισοηλεκτρική καταβύθιση με θειικό αμμώνιο, ισοηλεκτρική εστίαση (isoelectric focusing), που διαχωρίζει τις πρωτεΐνες ανάλογα με το ισοηλεκτρικό τους σημείο, και παρασκευαστική ηλεκτροφόρηση πήγματος (preparative gel electrophoresis). Οι τεχνικές που απομακρύνουν τα απορρυπαντικά και όλα τα λιπίδια από τις εσωτερικές πρωτεΐνες οδηγούν συχνά στην απώλεια της ενζυμικής ή και βιολογικής δραστικότητάς τους, όπως προαναφέρθηκε και αυτό συχνά συνοδεύεται από συσσωμάτωση και καθίζηση. Απαραίτητο λοιπόν είναι το υδρόφοβο περιβάλλον, τις περισσότερες φορές για τη διατήρηση των πρωτεϊνικών δομών που παρουσιάζουν βιολογική δραστικότητα. 

			Όταν μία πρωτεΐνη καθαριστεί μέχρις ομοιογένειας, μπορεί και να χαρακτηρισθεί. Υπολογίζεται το ελάχιστο μοριακό της βάρος (από τη χημική της σύσταση, από μετρήσεις ωσμωτικής πίεσης, από ανάλυση καταβύθισης, με σκέδαση φωτός, με χρωματογραφία μοριακής διήθησης, κ.λπ.). Ο αριθμός και το μοριακό βάρος των υπομονάδων προσδιορίζεται με ηλεκτροφόρηση πήγματος υπό μετουσιωτικές συνθήκες παρουσία δωδεκυλοσουλφονικού νατρίου (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). 

			
				
					[image: ]
				

			

			Σχήμα 2.21 Χρωματογραφικές μέθοδοι καθαρισμού πρωτεϊνών.

			Ανασύσταση πρωτεϊνών 

			Για να μελετηθεί η καταλυτική ενεργότητα ενός μεμβρανικού ενζύμου, πολλές φορές απαιτείται να επανέλθει σε περιβάλλον φωσφολιπιδίων. Καθαρισμένες πρωτεΐνες εισάγονται σε τεχνητές λιπιδικές διπλοστιβάδες καθορισμένης χημικής συστάσεως, οπότε προκύπτουν είτε πρωτεολιποσώματα με την επίδραση υπερήχων, είτε επίπεδες διπλοστιβάδες με τη βοήθεια ειδικής συσκευής (Σχήμα 2.22). Η διαδικασία αυτή ονομάζεται ανασύσταση. Τα φωσφολιπίδια βοηθούν στη διατήρηση των δομικών και λειτουργικών χαρακτηριστικών των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών. H ανασύσταση δίνει τη δυνατότητα μελέτης των πρωτεϊνών χωρίς αλληλεπιδράσεις με τα υπόλοιπα μεμβρανικά συστατικά. Κατά συνέπεια, μπορεί να προσδιορισθεί ο ελάχιστος αριθμός συστατικών που απαιτούνται για την εμφάνιση μιας συγκεκριμένης βιολογικής δράσεως. 

			Για τις μελέτες αυτές η δομή επίπεδης διπλοστιβάδας παρουσιάζει ορισμένα πλεονεκτήματα έναντι της δομής πρωτεολιποσωμάτων. Συγκεκριμένα, δίνει τη δυνατότητα: 

			● ελέγχου και προσδιορισμού της σύστασης των διαλυμάτων και στα δύο διαμερίσματα της πειραματικής διάταξης,

			● εφαρμογής διαφοράς δυναμικού για μελέτη μεταφορικών πρωτεϊνών που είναι ευαίσθητες σε μεμβρανικό δυναμικό,

			● συνεχούς μέτρησης μεταφοράς μιας ουσίας από το ένα διαμέρισμα στο άλλο, στην περίπτωση που η μεταφερόμενη ουσία έχει καθαρό φορτίο, ρυθμίζοντας τη ροή του ρεύματος και

			● δυνατότητα σε κάποιες περιπτώσεις να προσδιοριστεί ο προσανατολισμός της πρωτεΐνης στη διπλοστιβάδα. 

			Η μεθοδολογία και τεχνολογία χαρακτηρισμού των μεμβρανικών πρωτεϊνών περιλαμβάνει από απλές μεθόδους ανίχνευσης και ποσοτικού προσδιορισμού, ενζυμικής ενεργότητας, διευκρίνισης δομών, μέχρι πιο σύνθετες, όπως μελέτες αλληλεπίδρασης με άλλα μόρια (πρωτεΐνες ή DNA), γενετικές μεθόδους, πρωτεομική, μεθοδολογίες υψηλής παραγωγικότητας (high throughput techniques) και τέλος, την ανάλυση πολλαπλών δεδομένων με βιοπληροφορική (Πίνακας 2.6).

			Συγκεκριμένα, από τις διάφορες πειραματικές προσεγγίσεις που μπορούν να ακολουθηθούν, στο παράρτημα των πειραμάτων θα εστιάσουμε σε επιλεγμένες μεθοδολογίες που είναι πιο εξειδικευμένες. Σε αυτό το σημείο θα επικεντρωθούμε στη βιοπληροφορική ανάλυση των μεμβρανικών πρωτεϊνών.

			
				
					
					
				
				
					
							
							Πίνακας 2.6 ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΕΣ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΕΙΣ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΕΣ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΥ

							ΜΕΜΒΡΑΝΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

						
					

					
							
							ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ

						
							
							ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ

						
					

					
							
							Μεταλλαξιγένεση

						
							
							Έλεγχος δραστικότητας (ενζυμική ενεργότητα, αντλία, υποδοχέας), σχέση δομής-δράσης

						
					

					
							
							Ανοσοκαταβύθιση

						
							
							Απομόνωση, καθαρισμός πρωτεϊνικών συμπλόκων

						
					

					
							
							Ανοσοκυτταροχημεία-μικροσκοπία

						
							
							Υποκυτταρικός εντοπισμός

						
					

					
							
							Ανάλυση ολιγοσακχαριτών

						
							
							Μεταβολική επισήμανση και απομόνωση, ανίχνευση με αντισώματα, φασματομετρία μάζας, ενζυμική ανάλυση (επίδραση ενζύμων)

						
					

					
							
							Ανάλυση μεταμεταφραστικών τροποποιήσεων (λιπιδιώσεις, φωσφορυλίωση, κ.λπ)

						
							
							Μεταβολική επισήμανση και απομόνωση, ανίχνευση λιπιδιώσεων και φωσφορυλιώσεων με αντισώματα, φασματομετρία μάζας, ενζυμική ανάλυση (επίδραση φωσφατασών, κινασών κ.λπ)

						
					

					
							
							Ανάλυση αλληλεπιδράσεων με άλλες πρωτεΐνες

						
							
							Πρωτεομικές προσεγγίσεις

						
					

					
							
							Ανάλυση δομής

						
							
							Κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ, NMR, κρυο-ηλεκτρονιακή μικροσκοπία, μοριακή δυναμική ανάλυση, πρόβλεψη δομής

						
					

				
			

			2.3 Βιοπληροφορική ανάλυση μεμβρανικών πρωτεϊνών

			Bιοπληροφορική (Bioinformatics) αποκαλείται ο επιστημονικός κλάδος ο οποίος προέκυψε από τη συνεργασία των επιστημών της βιολογίας και της πληροφορικής. Η επιστήμη της βιοπληροφορικής ξεκίνησε με την μετατροπή της γενετικής πληροφορίας (DNA, RNA, πρωτεΐνες) σε ψηφιακή πληροφορία (δυαδικό σύστημα). Τα δεδομένα συλλέγονται και οργανώνονται σε βάσεις δεδομένων. Υπολογιστικά εργαλεία αναπτύσσονται με την εφαρμογή νέων αλγορίθμων και χρησιμοποιούνται στη συνέχεια για ανάλυση και ερμηνεία των βιολογικών δεδομένων. Μερικά από τα θέματα της βιοπληροφορικής είναι:

			• ανάλυση ακολουθιών,

			• μοριακή μοντελοποίηση (προσομοιώσεις, σχέσεις δράσης-δομής),

			• δομική βιοπληροφορική (πρόγνωση δευτεροταγούς και τριτοταγούς δομής, στοίχιση δομών στο χώρο),

			• γονιδιακή έκφραση (ανάλυση δεδομένων μικροσυστοιχιών) κ.α.

			Στη βιοπληροφορική ανάλυση μεμβρανικών πρωτεϊνών ένα από τα πιο βασικά σημεία είναι o προσδιορισμός της τοπολογίας μίας πρωτεΐνης. Σε όλες τις περιπτώσεις, η μελέτη των πρωτεϊνών ξεκινά από την ανάλυση της αμινοξεικής αλληλουχίας, όπως προκύπτει από τη μετάφραση του mRNA του γονιδίου που την κωδικοποιεί. Οι αλληλουχίες αυτές είναι διαθέσιμες στις βάσεις δεδομένων NCBI (National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov), UniProt (Universal Protein Resource, http://www.uniprot.org/), καθώς και στις βάσεις δεδομένων των προγραμμάτων αλληλούχησης του γονιδιώματος συγκεκριμένων οργανισμών. Ενδεικτικά μόνο αναφέρονται οργανισμοί-μοντέλα όπως τα S. cerevisiae (www.yeastgenome.org/) και C. elegans (www.wormbase.org/). 

			Κατά την ανάλυση της αμινοξεικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης, εξετάζουμε στις βάσεις δεδομένων την ομοιότητά της με άλλες πρωτεΐνες. Συνήθως, αυτό επιτυγχάνεται με εισαγωγή της αμινοξεικής αλληλουχίας σε προγράμματα τύπου BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Το υπολογιστικό πρόγραμμα BLAST βρίσκει τις όμοιες περιοχές μεταξύ αλληλουχιών, συγκρίνοντας τις αλληλουχίες των εισαγόμενων πρωτεϊνών (ή και νουκλεοτιδίων) με αλληλουχίες που υπάρχουν αποθηκευμένες στη βάση δεδομένων και υπολογίζει τη στατιστική σημαντικότητα του αποτελέσματος της σύγκρισης. Το BLAST μπορεί να χρησιμοποιηθεί επίσης για να συναχθούν οι λειτουργικές και εξελικτικές σχέσεις μεταξύ των αλληλουχιών, καθώς και να βοηθήσει στον εντοπισμό των μελών της οικογενείας ενός γονιδίου.

			Λεπτομερής διερεύνηση της αμινοξεικής αλληλουχίας για την εύρεση διατηρημένων δομών μπορεί να γίνει στις βάσεις δεδομένων SMART (Simple Modular Architecture Research Tool, http://smart.embl-heidelberg.de/) και PFAM (Protein FAMilies, http://smart.embl-heidelberg.de/).

			Για παράδειγμα, μία πρωτεΐνη με σηματοδοτική αλληλουχία (signal peptide) εισόδου στο ενδοπλασματικό δίκτυο, η οποία έχει 7 διαμεμβρανικές (transmembrane) και μια καρβοξυτελική περιοχή υψηλής ομοιότητας με την καταλυτική περιοχή των λιπιδικών φωσφοϊνοσιτιδικών κινασών PIP5K (Pfam:PIP5K), θα δώσει με την ανάλυση αυτή το γράφημα (Σχήμα 2.22Α), όπου σημειώνονται οι λειτουργικές ή δομικές περιοχές που έχουν αναγνωριστεί, καθώς και τα αμινοξέα που αντιστοιχούν στις περιοχές αυτές (Σχήμα 2.22Β). 
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			Σχήμα 2.22. Ανάλυση της πρωτεΐνης PIPK2a από το πρόγραμμα SMART. (A) Γράφημα με τις ανιχνευθείσες περιοχές και δομές.(Β) Πίνακας αποτελεσμάτων με τα αμινοξέα που αποτελούν τις περιοχές και την τιμή E-value (όσο μικρότερη η τιμή τόσο στατιστικά πιο σημαντική είναι η ανίχνευση ομοιότητας). (Γ) Γράφημα από το πρόγραμμα TMHMM που δίνει την τοπολογία της πρωτεΐνης στη μεμβράνη.

			Επιπλέον, μεγάλος αριθμός υπολογιστικών προγραμμάτων μπορεί να χρησιμοποιηθεί για ευθυγράμμιση και σύγκριση αμινοξεικών αλληλουχιών και φυλογενετική ανάλυση όταν χρειαστεί να διαπιστωθεί αν μια πρωτεΐνη εμφανίζει ομολογία με μία οικογένεια/ομάδα πρωτεϊνών. Eνδεικτικά, αναφέρονται τα Clustal (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), MEGA4 (www.megasoftware.net/mega4/) και PHYLIP (evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). Ανάλογα προγράμματα και εργαλεία μπορούν να χρησιμοποιηθούν επίσης για την ερμηνεία και επεξεργασία δεδομένων από πειράματα φασματομετρίας μάζας (MASCOT, http://www.matrixscience.com/server.html).

			Πρόβλεψη διαμεμβρανικών περιοχών

			Για την πρόβλεψη διαμεμβρανικών περιοχών και την τοπολογία μίας διαμεμβρανικής πρωτεΐνης χρησιμοποιούνται πιο εξειδικευμένα προγράμματα και βάσεις δεδομένων, όπως τα TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM), TMPred (www.ch.embnet.org/software/) και HMMTOP (http://www.enzim.hu/hmmtop). 

			Η ανάλυση της πρωτεΐνης του παραδείγματος με το πρόγραμμα TMHMM δίνει με υψηλή πιθανότητα (~1) τον αριθμό (7) και τις θέσεις των 7 διαμεμβρανικών περιοχών, ενώ παράλληλα προβλέπει την τοπολογία της πρωτεΐνης, δηλαδή το ποιά τμήματα της αλληλουχίας βρίσκονται στον εξωκυττάριο χώρο (ή στον αυλό οργανιδίων και κυστιδίων) και ποια στο κυτταρόπλασμα (Σχήμα 2.22Γ). Αναμένεται λοιπόν η συγκεκριμένη πρωτεΐνη να έχει την καρβοξυτελική περιοχή με ενεργότητα κινάσης τοποθετημένη στο κυτταρόπλασμα. Αξίζει να αναφερθεί ότι η πρωτεΐνη του παραδείγματος (το προϊόν του γονιδίου PIPK2a του οργανισμού Tetrahymena thermophila) αποτελεί μέλος μιας οικογένειας φωσφοϊνοσιτιδικών 5-κινασών της ομάδας IV, που έχουν βρεθεί μέχρι στιγμής μόνο σε μικροοργανισμούς. Αυτές οι πρωτεΐνες έχουν υβριδική δομή, με το αμινοτελικό τμήμα τους να εμφανίζει ομολογία με διαμεμβρανικούς υποδοχείς τύπου GPCRs των ζωικών οργανισμών, ενώ το καρβοξυτελικό τμήμα τους εμφανίζει ομολογία με λιπιδικές φωσφοϊνοσιτιδικές κινάσες. Οι δομές αυτές και οι αντίστοιχες πρωτεΐνες θα αναλυθούν εκτεταμένα στο Κεφάλαιο 6.

			Πρέπει να σημειωθεί ότι τα προγράμματα ανάλυσης διαμεμβρανικών πρωτεϊνών ανιχνεύουν τις διαμεμβρανικές περιοχές βάσει ορισμένων προτύπων και ακόμα και τα πιο εξελιγμένα προγράμματα εμφανίζουν χαμηλό ποσοστό επιτυχούς πρόβλεψης (50-70%). Στο Σχήμα 2.23 δίδεται χαρακτηριστικό παράδειγμα άλλης διαμεμβρανικής πρωτεΐνης, στην οποία ανάλυση με πρόγραμμα HMMTOP αναγνώρισε 6 διαμεμβρανικές περιοχές. Αυτό προέκυψε από το διάγραμμα υδροπάθειας, το οποίο εμφάνισε αυξημένες τιμές για εκείνες ακριβώς τις περιοχές της αμινοξεικής αλληλουχίας που διασχίζουν τη λιπιδική διπλοστιβάδα. Σημειωτέον ότι ο απλούστερος παράγοντας που λαμβάνεται υπόψη στην ανάλυση αυτή είναι η κλίμακα της υδροφοβικότητας μιας αμινοξεικής αλληλουχίας, που εισήχθη από τους Kyte και Doolittle25 και αποδίδει μια τιμή υδροπάθειας σε κάθε αμινοξύ. Αντιθέτως, η καρβοξυτελική περιοχή, που σύμφωνα με την τοπολογία της πρωτεΐνης τοποθετείται στην κυτταροπλασμική πλευρά, εμφανίζει τελείως διαφορετικό διάγραμμα υδροπάθειας, λόγω της παρουσίας μεγάλων αμινοξεικών αλληλουχιών με αυξημένη υδροφιλικότητα.
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			Σχήμα 2.23 Σχέση υδροπάθειας, αμφιπαθικότητας και διαμεμβρανικών περιοχών για μια πρωτεΐνη 710 αμινοξέων με 6 διαμεμβρανικές περιοχές στο αμινοτελικό άκρο και μια υδρόφιλη καρβοξυτελική κυτοπλασμική περιοχή.

			Περιορισμοί αναγνώρισης μεμβρανικών περιοχών

			Ένα από τα μειονεκτήματα των μεθόδων αναγνώρισης διαμεμβρανικών περιοχών είναι ότι δεν διαχωρίζουν με ακρίβεια τις πραγματικές διαμεμβρανικές περιοχές από περιοχές με σφαιρική δομή και με υψηλή υδροφοβικότητα. Πιο πρόσφατες μέθοδοι και προγράμματα έχουν ενσωματώσει αλγορίθμους για τον αριθμό των αμινοξέων κάθε διαμεμβρανικής περιοχής, τον τύπο των αμινοξέων, ανάλογα με τη θέση τους μέσα στη περιοχή, αλλά και τη σύγκριση με δομικά δεδομένα από κρυσταλλογραφικές μελέτες. 

			Ακόμα και με τις νεότερες μεθόδους είναι δύσκολο να διαχωρισθούν οι εκκρινόμενες διαλυτές πρωτεΐνες (των οποίων η αλληλουχία σήματος εκλαμβάνεται ως διαμεμβρανική περιοχή), από πραγματικές διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, που διαπερνούν τη διπλοστιβάδα μία φορά. Τέλος, ενώ οι διαμεβρανικές περιοχές με δομή α-έλικας αναγνωρίζονται εύκολα, δεν ισχύει το ίδιο για τις περιοχές με δομή β-ελασμάτων, όπως οι πορίνες και γι' αυτό έχουν σχεδιαστεί ειδικά προγράμματα. 

			Ωστόσο, τα περισσότερα προγράμματα έχουν χαμηλά ποσοστά επιτυχίας στην αναγνώριση του μήκους των διαμεμβρανικών περιοχών. Ένα τυπικό μήκος, που λαμβάνεται υπόψη ως παράμετρος, είναι 17-25 αμινοξέα, ωστόσο οι κρυσταλλογραφικές μελέτες των διαμεμβρανικών περιοχών έχουν δείξει ένα εύρος 10-40 αμινοξέων. Η εσφαλμένη πρόβλεψη σε αυτό το επίπεδο, αν π.χ. μια διαμεμβρανική περιοχή 36 αμινοξέων ανιχνευθεί ως 2 περιοχές των 18 αμινοξέων, θα οδηγήσει σε λάθος εκτίμηση της τοπολογίας της πρωτεΐνης.

			Ανάλυση για μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις και υποκυτταρικό εντοπισμό

			Η βιοπληροφορική ανάλυση των (μεμβρανικών) πρωτεϊνών μπορεί να εμπλουτιστεί με πληροφορίες για μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις αλλά και για τον υποκυτταρικό εντοπισμό τους. Ενδεικτικά μόνο αναφέρονται προγράμματα για μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις όπως τα NetPhos (φωσφορυλίωση), NetOGlyc (Ο-γλυκοζυλίωση τύπου μουκίνης), PrePS (πρενυλίωση), SulfoSite (σουλφονυλίωση), SUMOPlot (σουμυλίωση), για υποκυτταρικό εντοπισμό, όπως το TargetP (υποκυτταρικός εντοπισμός, σε μιτοχόνδρια, χλωροπλάστες, ΕΔ, δίκτυο Golgi, κτλ), καθώς και για γενικότερες φυσικοχημικές ιδιότητες και άλλα χαρακτηριστικά των πρωτεϊνών όπως το PredictProtein (δομική ανάλυση) και το PeptideCutter (μελέτη πρωτεόλυσης από πρωτεάσες). Όλα αυτά τα προγράμματα είναι διαθέσιμα στο διαδίκτυο και συνήθως είναι προσπελάσιμα μέσα από ολοκληρωμένες και οργανωμένες πλατφόρμες βιοπληροφορικής ανάλυσης, όπως το ExPASy (Expert Protein Analysis System, www.expasy.org). 

			Ανάλυση δεδομένων μεγάλου όγκου

			Τέλος, ιδιαίτερη μνεία πρέπει να γίνει για πλατφόρμες που μπορούν να αναλύσουν μεγάλο όγκο δεδομένων (highthroughput platforms). Σε ορισμένες πειραματικές προσεγγίσεις, το τελικό αποτέλεσμα είναι ένα σύνολο γονιδίων/πρωτεϊνών, τα επίπεδα των οποίων σχετίζονται με μια παθολογική κατάσταση (π.χ. αυξημένα επίπεδα σε καρκινικά κύτταρα) ή ένα σύνολο πρωτεϊνών, που συνεκφράζονται ή αλληλεπιδρούν με μια συγκεκριμένη πρωτεΐνη. Μια συνηθισμένη προσέγγιση είναι να διαπιστωθεί αν και το κατά πόσο το σύνολο αυτό αντιπροσωπεύει πρωτεΐνες που σχετίζονται με κάποια συγκεκριμένη κυτταρική λειτουργία ή κάποια συγκεκριμένη ενζυμική αντίδραση ή κάποια μεταβολική πορεία. Αυτού του είδους η ανάλυση, ειδικά όταν πρόκειται για μεγάλο όγκο δεδομένων που δεν μπορεί να γίνει χειρωνακτικά, μπορεί να γίνει μέσω πλατφόρμων όπως το DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, http://david.abcc.ncifcrf.gov). H βάση αυτής της ανάλυσης έγκειται στον χαρακτηρισμό των πρωτεϊνών με ταξινόμηση GO (Gene Οntology, γονιδιακή οντολογία), που αποσκοπεί στην ενοποίηση και συνδυασμό πειραματικών δεδομένων και βιοπληροφορικής ανάλυσης που αφορούν σε γονίδια και στα προϊόντα τους, τις πρωτεΐνες. Ενδεικτικά, αναφέρονται οι όροι GO 0007264 (σηματοδότηση μεσολαβούμενη απο μικρές GTPάσες) και GO 0004672 (ενεργότητα πρωτεϊνικής κινάσης). Όπως φαίνεται από το ενδεικτικό παράδειγμα, οι όροι GO είναι ιεραρχημένοι και διαφορετικής εξειδίκευσης, αφού μπορούν να αναφέρονται σε συγκεκριμένες πρωτεϊνικές δομές, σε κατηγορίες πρωτεϊνών, σε μια ενζυμική ενεργότητα, σε μια κυτταρική σηματοδοτική πορεία, σε συγκεκριμένες μεταβολικές πορείες, σε μια φυσιολογική κυτταρική λεiτουργία κ.λπ.

			Με τη απόδοση όρων GO στις πρωτεΐνες που ανήκουν σε ένα σύνολο και με στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων, μπορεί να διαπιστωθεί αν το σύνολο αυτό των πρωτεϊνών σχετίζεται με κάποια συγκεκριμένη πορεία, απλουστεύοντας έτσι κατά πολύ την επεξεργασία, ενώ ταυτόχρονα αναδεικνύει τον “βιοχημικό” και “βιολογικό” ρόλο τους από πειραματικά αποτελέσματα αυτού του τύπου.

			2.4 Τεχνολογία -omics

			Οι εξελίξεις τα τελευταία χρόνια στη μελέτη των βιολογικών συστημάτων και των ζώντων οργανισμών είναι σημαντικές. Θα μπορούσαμε να πούμε ότι η έρευνα έχει περάσει πλέον στην εποχή των τεχνολογιών -ομικής (-omics). Στις τεχνολογίες -omics αναλύεται και χαρακτηρίζεται αυτοματοποιημένα το σύνολο των γονιδίων, πρωτεϊνών και μεταβολιτών, αντίστοιχα, ενός βιολογικού συστήματος, τη συγκεκριμένη χρονική στιγμή υπό τις συγκεκριμένες συνθήκες διέγερσης και προσδιορίζεται η αλληλεπίδρασή τους. Αυτή είναι η διαφορά από τις αναλυτικές προσεγγίσεις που αφορούν σε μεμονωμένα συστατικά. Έτσι, προκύπτουν αντίστοιχα οι τεχνολογίες γενωμική ή γονιδιοματική (genomics), για τη μελέτη του γονιδιώματος (genome), τρανσκριπτομική (transcriptomics), για τη μελέτη του τρανσκριπτώματος (transcriptome), δηλαδή του συνόλου των μεταγράφων, πρωτεομική (proteomics), για τη μελέτη του πρωτεώματος (proteome), που αφορά στη δομή και λειτουργία του συνόλου των πρωτεϊνών και η μεταβολομική (metabolomics), για τη μελέτη του μεταβολώματος (metabolome), που αφορά στον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισμό συνόλων μεταβολιτών ενός ζωντανού οργανισμού. Η τελευταία έχει πολλά παρακλάδια ανάλογα με τη φύση των υπόλοιπων κατηγοριών βιολογικών μορίων, όπως η λιπιδωμική (lipidomics) για την μελέτη του λιπιδώματος (lipidome), που αφορά στην ανάλυση και χαρακτηρισμό της δομής και των λειτουργιών του συνόλου των λιπιδίων (lipidome) σε ένα ζώντα οργανισμό και γλυκωμική (glycomics), για τη μελέτη του συνόλου των ελεύθερων και δεσμευμένων υδατανθράκων και σακχάρων (γλύκωμα) ενός βιολογικού συστήματος. Κατά τα τελευταία χρόνια υπάρχει μια εκρηκτική αύξηση των επιστημονικών όρων με κατάληξη –omics, με υποκατηγορίες, γεγονός που αντανακλά την πολυπλοκότητα των μορίων κάθε συστήματος

			Συνήθως, για τις μελέτες αυτές απαιτείται συνδυαστική μεθοδολογία και τεχνικές που μπορούν να παρέχουν σε σχετικά μικρό χρονικό διάστημα μεγάλο όγκο αναλυτικών δεδομένων (high throughput methodology), συμπεριλαμβανομένων και των απεικονιστικών τεχνικών. Η τεχνολογία στους τομείς αυτούς εξελίσσεται καθημερινά και συνοδεύεται από παράλληλη ανάπτυξη των επιστημονικών επιτευγμάτων. 

			Ενδεικτικά, αναφέρουμε ότι για τις:

			• γονιδιοματική εφαρμόζονται τεχνικές ανάλυσης αλληλουχίας (sequencing) και αποκωδικοποίησης του γονιδιώματος οργανισμών,

			• τρανσκριπτομική εφαρμόζονται τεχνικές ανάλυσης των μεταγράφων με μικροσυστοιχίες (microarrays), τεχνικές ανάλυσης της γονιδιακής έκφρασης με τεχνικές παραλλαγές της αλυσωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR), 

			• πρωτεομική εφαρμόζονται συνδυασμοί φασματομετρίας μαζών, ηλεκτροφόρηση διπλής διάστασης (όχι πλέον συχνά στις πιο πρόσφατες προσεγγίσεις), τεχνολογία chips στις πρωτεϊνες, κυτταρομετρία ροής,

			• λιπιδομική εφαρμόζονται συνδυασμοί χρωματογραφικών μεθόδων συνδυασμένων με φασματομετρία μαζών. 

			Αποτέλεσμα όλων αυτών είναι η παραγωγή σημαντικά μεγάλου όγκου δεδομένων και πληροφοριών, οι οποίες πολλαπλασιάζονται μεταβαίνοντας από τον γονότυπο στον φαινότυπο (Σχήμα 2.24). Η επεξεργασία και αξιοποίηση των δεδομένων αυτών απαιτεί αυτοματοποίηση και εξειδικευμένα συστήματα βιοπληροφορικής. Στο τέλος αυτής της διαδικασίας ακολουθεί συνδυασμός και αξιοποίηση όλων των δεδομένων για την κατανόηση της λειτουργίας τους στα βιολογικά συστήματα. Η σύγκριση για παράδειγμα των δεδομένων που προκύπτουν από ένα υγιή και έναν ασθενή μπορεί να αναδείξει μοριακούς δείκτες για τη διάγνωση, πρόγνωση, εξέλιξη ή και θεραπεία μιας νόσου όπως είναι ο καρκίνος, η αθηροσκλήρυνση ή η χρόνια φλεγμονή. Με τη χρήση αυτών των δεδομένων μπορεί κανείς να προχωρήσει στην εξατομικευμένη ιατρική. 
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			Σχήμα 2.24 Μεθοδολογικές προσεγγίσεις -omics.
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			3│ ΔΟΜΗ ΤΩΝ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΜΕΜΒΡΑΝΩΝ

			Σύνοψη

			Το κεφάλαιο 3 περιγράφει την εξέλιξη των βασικότερων υποθετικών μοντέλων για τη δομή των βιολογικών μεμβρανών, τα οποία στηρίχθηκαν στην ερμηνεία των ερευνητικών αποτελεσμάτων (evidence-based approach), από το 1925 ως σήμερα, τους περιορισμούς των μοντέλων, καθώς και τα βασικότερα ερωτήματα τα οποία σήμερα δεν έχουν ακόμα απαντηθεί πλήρως. Στη συνέχεια, αναλύονται τα κύρια χαρακτηριστικά της δομής των βιολογικών μεμβρανών, η ρευστότητα και η ασυμμετρία. Αξιοποιούνται οι πληροφορίες των κεφαλαίων 1,2,3 και στηρίζεται η αντίληψη της αλληλεπίδρασης των επί μέρους συστατικών τόσο για την οργάνωση υπερμοριακών συγκροτημάτων από επί μέρους συστατικά, όσο και για τη σχέση δομής και λειτουργίας των βιολογικών μεμβρανών. 

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Κεφάλαια 1,2,3.

			3.1 Υποθετικά μοντέλα βιολογικών μεμβρανών 

			Τα κύτταρα είναι συστήματα με πολυεπίπεδη οργάνωση και δυναμικά χαρακτηριστικά. Η επιφάνειά τους, η εξωτερική ή πλασματική τους μεμβράνη, που τα διαχωρίζει από το περιβάλλον, έχει ως βασικές λειτουργίες την ανταλλαγή χημικών μορίων και πληροφοριών. Βασικές ιδιότητες της δυναμικής δομής των μεμβρανών είναι η ρευστότητα (fluidity) και η ασυμμετρία (asymmetry), που θα αναπτυχθούν παρακάτω.

			Για να γίνει κατανοητή η δομή και λειτουργία των βιολογικών μεμβρανών, έχουν ασχοληθεί κατά τα τελευταία 100 χρόνια πλήθος ερευνητών και έχουν αναπτυχθεί διάφορα υποθετικά μοντέλα. Τα σημαντικότερα εξ αυτών θα περιγραφούν στη συνέχεια. Το μοντέλο των Danielli-Davson1 για την πλασματική μεμβράνη προέβλεπε ότι η λιπιδική-διπλοστιβάδα βρίσκεται ανάμεσα σε σφαιρικές πρωτεΐνες, με τη μορφή σάντουιτς, δηλαδή διαδοχή πρωτεϊνών-λιπιδίων-πρωτεϊνών, μορφή που συμφωνούσε με απεικόνιση «σιδηροδρομικής γραμμής». Το μοντέλο αυτό αντικατέστησε την προηγούμενη υπόθεση των Gorter και Grendel, που προέβλεπε ότι οι βιολογικές μεμβράνες αποτελούνται από λιπιδικές διπλοστιβάδες αποκλειστικά 2, και κυριάρχησε για αρκετά χρόνια. Η εμφάνιση της ηλεκτρονιακής μικροσκοπίας τη δεκαετία του ’50 επέτρεψε την αναδιατύπωση νέων μοντέλων για τις βιολογικές μεμβράνες 3. Το γεγονός δε ότι διαφορετικές μεμβράνες έδιναν την ίδια εικόνα οδήγησε τον Robertson στη διατύπωση της άποψης ότι όλες οι μεμβράνες έχουν βασικά την ίδια δομή και κατέληξε στην πρόταση του μοντέλου της μεμβρανικής μονάδας (unit membrane model) 4. Το γενικευμένο αυτό μοντέλο αντιστοιχούσε όχι μόνο στην πλασματική, αλλά και στις μεμβράνες των οργανιδίων. Tελικά, το μοντέλο των Danielli και Davson κατέπεσε διότι δεν συμφωνούσε με τα πειραματικά βιοχημικά δεδομένα και τους θερμοδυναμικούς υπολογισμούς. Διαπιστώθηκε μάλιστα ότι οι πρωτεΐνες δεν ήταν απαραίτητα σφαιρικές, ούτε ομοιόμορφα κατανεμημένες, όπως προβλεπόταν στο μοντέλο αυτό. Στα μέσα της δεκαετίας του ‘60 προτάθηκε το μοντέλο του μωσαϊκού, το οποίο μπορούσε να εξηγήσει τη μεταφορά υδρόφιλων μορίων μέσω μεμβρανικών πρωτεϊνών ενσωματωμένων στη λιπιδική διπλοστιβάδα. Το μοντέλο αυτό ενίσχυσαν αποτελέσματα της τεχνικής ηλεκτρονιακής μικροσκοπίας ψυκτοτεμαχισμού (freeze fracture) και ψυκτοεξάχνωσης (freeze etching electron microscopy), που αναπτύχθηκαν την ίδια εποχή. Οι τεχνικές αυτές είναι κατάλληλες για την παρατήρηση της εσωτερικής δομής των βιολογικών μεμβρανών και κυτταρικών οργανιδίων. Η διαδικασία προϋποθέτει την απότομη ψύξη των κυττάρων και στη συνέχεια την κοπή του δείγματος με νυστέρι ή μικροτόμο. Συχνά, το επίπεδο τομής περνάει μεταξύ των δύο μονοστιβάδων της μεμβράνης, διότι το λιπόφιλο τμήμα της, που απαρτίζεται κατά κύριο λόγο από λιπαρές αλυσίδες, εμφανίζει μειωμένη αντίσταση. Η παρατήρηση γίνεται με ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο διέλευσης ή σάρωσης, μετά από εξάχνωση της επιφανειακής στιβάδας πάγου και σήμανσης του δείγματος με κάποιο βαρύ μέταλλο.
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			Σχήμα 3.1 Μοντέλο του ρευστού μωσαϊκού.

			Τέλος, μετά και τη διαπίστωση ότι τα μεμβρανικά συστατικά παρουσιάζουν συνεχή κίνηση, διατυπώθηκε το μοντέλο του ρευστού μωσαϊκού (fluid mosaic model) των Singer και Nicolson 5. Το μοντέλο αυτό, που συναντάται στα βιβλία σε διάφορες παραλλαγές, είναι το τελευταίο γενικευμένο μοντέλο που έχει μέχρι σήμερα προταθεί για τις βιολογικές μεμβράνες (Σχήμα 3.1). Σύμφωνα με αυτό, η βασική επαναλαμβανόμενη μονάδα της μεμβράνης αποτελείται από μόρια φωσφολιπιδίων σε διάταξη διπλοστιβάδας, πάχους περίπου 50Å, ενώ οι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες «πλέουν» στο επίπεδο της λιπιδικής διπλοστιβάδας με φαινομενικά τυχαίο τρόπο. Οι διαμεμβρανικές αυτές πρωτεΐνες μπορεί να αλληλεπιδρούν μόνο με τη μία μονοστιβάδα (ορισμένα κυτοχρώματα των μιτοχονδρίων), άλλες διαπερνούν ολόκληρη την διπλοστιβάδα (γλυκοφορίνη, δίαυλοι ιόντων) και, τέλος, μπορεί να είναι εξ ολοκλήρου βυθισμένες σε αυτήν (βακτηριορροδοψίνη). Το μοντέλο αυτό ενσωματώνει αρκετές από τις πιο χαρακτηριστικές ιδιότητες των βιολογικών μεμβρανών, όπως αυτές προκύπτουν από φυσικοχημικές παρατηρήσεις και μετρήσεις. Η μορφή διπλοστιβάδας υποστηρίζεται από πειράματα μέτρησης της περίθλασης ακτίνων Χ (Χ-ray diffraction), που απέδειξαν ότι στο κέντρο της μεμβράνης υπάρχει μειωμένη ηλεκτρονιακή πυκνότητα, γεγονός που συνάδει με ύπαρξη μη πολικής περιοχής, συγκροτούμενης από τις λιπαρές αλυσίδες. Αντίθετα, οι δύο κορυφές στα άκρα, αντιστοιχούν στα πολικά τμήματα των φωσφορικών βάσεων των φωσφολιπιδίων, με αυξημένη ηλεκτρονιακή πυκνότητα. Συμπληρωματικά, το πλάτος των περιοχών αυτών είναι αντίστοιχο με το διπλάσιο μήκος ενός φωσφολιπιδίου (Σχήμα 3.2).
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			Σχήμα 3.2 Πειράματα περίθλασης ακτίνων Χ σε βιολογικές μεμβράνες. Η ηλεκτρονιακή πυκνότητα (Α) αντιστοιχεί σε μορφή λιπιδικής διπλοστιβάδας (Β). 

			Από πολύ νωρίς όμως υπήρξαν ενδείξεις ότι οι βιολογικές μεμβράνες δεν είναι ομοιογενείς σε όλη τους την έκταση, αλλά περιέχουν περιοχές διαφορετικής ρευστότητας (βλ. Κεφάλαιο 3.2), με διακριτά όρια σε επίπεδο μακροκλίμακας ή μικροκλίμακας 6,7,8. Η διαπίστωση αυτή οδήγησε αργότερα στη διατύπωση του υποθετικού μοντέλου της «λιπιδικής σχεδίας» (lipid raft) 9, σύμφωνα με το οποίο στην πλασματική μεμβράνη διακρίνονται ετερογενείς περιοχές με διακριτά όρια, πλούσιες σε σφιγγολιπίδια και χοληστερόλη, οι οποίες αλληλεπιδρούν κατά προτίμηση με φωσφολιπίδια που περιέχουν κεκορεσμένες και μονοακόρεστες λιπαρές αλυσίδες και όχι πολυακόρεστες. Αποτέλεσμα αυτής της αλληλεπίδρασης είναι η καλύτερη οργάνωση και πακετάρισμα των περιοχών αυτών. (Γενικά, φαίνεται ότι συγκεκριμένα μεμβρανικά λιπίδια τείνουν θερμοδυναμικά να αλληλεπιδρούν μεταξύ τους καλύτερα από ό,τι με άλλα). Η συγκρότηση των περιοχών αυτών εξαρτάται από διάφορες δυνάμεις, όπως δεσμοί υδρογόνου, υδρόφοβες εντροπικές αλληλεπιδράσεις και δυνάμεις van der Waals10. Συγκεκριμένα, η χοληστερόλη επάγει την καλύτερη οργάνωση της διπλοστιβάδας, με ευόδωση της φάσης Lo (liquid-ordered phase), σε αντίθεση με την φάση Ld (liquid-disordered phase), η οποία ευνοείται με την απουσία χοληστερόλης. Η συγκρότηση τέτοιων περιοχών σε επίπεδο νανοκλίμακας (Ø 10-40 nm) επηρεάζεται και από περιβαλλοντικούς παράγοντες όπως είναι η θερμοκρασία, όπως προέκυψε από πειράματα με μοντέλα μεμβρανών σύστασης παρόμοιας με αυτήν της πλασματικής μεμβράνης 11. Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι η θερμική προσαρμογή των κυττάρων μπορεί να κινητοποιήσει ταχύτατους μηχανισμούς μεταβολής της ακορεστότητας των λιπαρών αλυσίδων και της συνεπαγόμενης ρευστότητας της μεμβράνης.

			Αρχικά, δεν είχε αποδοθεί κάποια φυσιολογική σημασία στην ύπαρξη αυτών των «οργανωμένων» περιοχών πάνω στη μεμβράνη, παρόλο που γνωρίζαμε ότι η υπερμοριακή οργάνωσή τους διευκολύνει τη συνάθροιση συγκεκριμένων πρωτεϊνών με σημαντικό βιολογικό ρόλο, στα σημεία αυτά, όπως η εκτο-5’-νουκλεοτιδάση, που ανήκει στις πρωτεΐνες με άγκυρα φωσφατιδυλινοσιτόλης (Σχήμα 2.15). Οι πρωτεΐνες φλοτιλίνη και η καβεολίνη, που επίσης εντοπίζονται στις λιπιδικές σχεδίες, υποβοηθούν την περαιτέρω συνάθροιση άλλων, εξειδικευμένων πρωτεϊνών στις επίπεδες και τις κυρτές λιπιδικές σχεδίες, αντίστοιχα, όπως διαφόρων υποδοχέων (π.χ. του υποδοχέα του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα EGFR). Στη διαδικασία οργάνωσης των σχεδιών εμπλέκονται και πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού, που διαπερνούν τα κύτταρα 12,13, καθώς και συστατικά της εξωκυττάριας μήτρας. 

			Οι λιπιδικές σχεδίες εμφανίζουν σημαντική πολυπλοκότητα και δυναμικά χωρο-χρονικά χαρακτηριστικά, που κατά πάσα πιθανότητα συνδυάζονται με φυσιολογικές λειτουργίες εκτεινόμενες από τη κυτταρική σηματοδότηση, τη διακίνηση κυστιδίων, την πρόσφυση και κινητικότητα των κυττάρων, μέχρι τη διείσδυση παθογόνων ιών και βακτηρίων στα κύτταρα. Πέραν αυτών, έχει αναδειχθεί ο ρόλος της δομής των βιολογικών μεμβρανών και ειδικότερα των λιπιδικών σχεδιών, μεταξύ άλλων, σε νευρολογικά νοσήματα όπως Alzheimer, Parkinson’s 14 και στον καρκίνο 15.

			Η διαφαινόμενη μεγάλη σημασία των λιπιδικών σχεδιών (που βρίσκονται πάντα σε οργανωμένη φάση, την φάση Lo, σε αντίθεση με τις αποδιοργανωμένες φάσεις, όπως είναι οι Ld και La) οδήγησε σε ανάπτυξη μεθοδολογιών απομόνωσής τους, η οποία βασίζεται στη δυσδιαλυτότητά τους σε μη-ιοντικά απορρυπαντικά, εξού και ο χαρακτηρισμός τους ως «μεμβράνες ανθεκτικές σε απορρυπαντικά» (detergent‐resistant membranes, DRMs) 16. Μερικές από αυτές τις μεθόδους αναπτύχθηκαν σε συνθετικές μεμβράνες, οι οποίες προφανώς δεν διαθέτουν ρυθμιστικούς μηχανισμούς δημιουργίας σχεδιών και, κατά συνέπεια, χρειάζεται προσοχή, διότι κάποια αποτελέσματα μπορεί να είναι παραπλανητικά 17. 

			Ο περαιτέρω καθαρισμός των σχεδιών περιλαμβάνει στάδια όπως επίπλευση σε βαθμιδώσεις σακχαρόζης και διαφορικές φυγοκεντρήσεις. Συνήθως, η ανάλυση των λιπιδίων ακολουθεί καθιερωμένα πρωτόκολλα, όπως κλασσικές χρωματογραφικές μεθόδους σε συνδυασμό με φασματομετρία μάζας, ενώ οι πρωτεΐνες DMR αναλύονται με ηλεκτροφορητικές τεχνικές και ανοσοαποτύπωση ή/και ραδιοϊσοτοπική ανάλυση (στην περίπτωση ραδιοσήμανσης των πρωτεϊνών αυτών). Τεχνικές απομάκρυνσης και επανασύστασης της χοληστερόλης, σε συνδυασμό με κινητικές μελέτες αποδιοργάνωσης /ανασχηματισμού των λιπιδικών σχεδιών, βοηθούν στην κατανόηση του σχηματισμού τους 18,19,20,21. Το υποθετικό μοντέλο δημιουργίας λιπιδικού κελύφους (lipid shell) γύρω από συγκεκριμένες πρωτεΐνες, ή «διαβροχής τους από λιπίδια» (wetting), προσπαθεί να εξηγήσει τον τρόπο με τον οποίο αυτές καθοδηγούνται στοχευμένα προς συγκεκριμένες περιοχές-σχεδίες της μεμβράνης 22, όπως συμβαίνει κατά τον σχηματισμό μικρολαχνών, καλυμμένων κυστιδίων και διακυτταρικών συνδέσμων. Το μοντέλο αυτό είναι παραλλαγή του μοντέλου λιπιδικής σχεδίας. 

			Τα υποθετικά μοντέλα ρευστού μωσαϊκού και λιπιδικής σχεδίας θεωρούν τις βιολογικές μεμβράνες ως κλειστά θερμοδυναμικά συστήματα, δηλαδή συστήματα που δεν ανταλλάσσουν ύλη και ενέργεια με το περιβάλλον. Αυτή η παραδοχή δημιουργεί ενδογενείς περιορισμούς, διότι γνωρίζουμε από τη Βιοενεργητική ότι τα βιολογικά είναι ανοικτά θερμοδυναμικά συστήματα (open thermodynamic systems), δηλαδή ανταλλάσσουν ενέργεια και ύλη με το περιβάλλον τους και λειτουργούν σε σταθερή κατάσταση (steady state), μακράν της κατάστασης ισορροπίας (equilibrium). Έχει πλέον τεκμηριωθεί ότι οι βιολογικές μεμβράνες είναι δυναμικοί σχηματισμοί: Τα λιπιδικά και πρωτεϊνικά τους συστατικά ανανεώνονται συνεχώς και κινούνται, όχι μόνο αυθόρμητα, αλλά και κατόπιν επίδρασης ειδικών σημάτων. 

			Έτσι, προέκυψε η ανάγκη διαμόρφωσης νέων μοντέλων για την ερμηνεία συγκεκριμένων αποτελεσμάτων βιοχημικών και βιοφυσικών πειραμάτων, ιδιαίτερα αυτών που αφορούν στη συνάθροιση πρωτεϊνών σε δέσμες επιπέδου νανοκλίμακας (nanoclusters), όπως είναι οι πρωτεΐνες με άγκυρα GPI και οι πρωτεΐνες Ras. Μια τέτοια πρόταση είναι αυτή του «σύνθετου ενεργού μεμβρανικού μοντέλου» (active composite membrane), που εκτός από την αλληλεπίδραση των μεμβρανικών συστατικών μεταξύ τους, προβλέπει και την εμπλοκή της ακτίνης του κυτταροσκελετού στην κίνησή τους 23. Επίσης, αυτή του «δυναμικού ιεραρχικού μοντέλου» 24, σύμφωνα με το οποίο η πλασματική μεμβράνη αποτελείται από διαφορετικές ιεραρχικά δομημένες μεμβρανικές περιοχές, περιφρασσόμενες από κυτοσκελετικές δομές ακτίνης, η οποία αγκυροβολεί σε διαμεμβρανικές πρωτεΐνες (λειτουργούν ως πάσσαλοι του φράχτη), από λιπιδικές σχεδίες, που επίσης περιέχουν πρωτεΐνες με λιπιδικές άγκυρες και τέλος, από μικρές δυναμικές περιοχές όπου βρίσκονται ολιγομερή μεμβρανικών πρωτεϊνών που συνδέονται ή όχι με τον κυτταροσκελετό (για περαιτέρω μελέτη βλ. χαρακτηριστικά άρθρα ανασκόπησης 25,26,27,28,29). Πρέπει βέβαια να σημειωθεί ότι ενδογενείς περιορισμοί τεχνικών, που χρησιμοποιούνται σε μελέτες κινητικής, μπορεί να οδηγήσουν σε παραπλανητικά δεδομένα 30. 

			Παράλληλα με τα βιολογικά μοντέλα, αναπτύχθηκαν μοντέλα για την προσομοίωση της δομής και λειτουργίας των βιολογικών μεμβρανών (για περαιτέρω μελέτη, βλ. 31,32). 

			Συμπερασματικά, υπάρχει ακόμα αρκετός δρόμος να διανυθεί για την πλήρη κατανόηση της σχέσης δομής-λειτουργίας των βιολογικών μεμβρανών καθώς επίσης και της αλληλεπίδρασής τους με άλλα συστήματα, ιδιαίτερα δε της πλασματικής μεμβράνης, που εμφανίζει σημαντική πολυπλοκότητα. Κατευθύνσεις όπως τροποποιήσεις στη σύσταση των μεμβρανών για επιδιόρθωση δυσλειτουργιών σε διαδικασίες μεταφοράς, μεταβολισμού, σηματοδότησης, που μπορεί να προκύψουν με παρεμβάσεις διαιτητικές ή φαρμακευτικές, θα αποτελέσουν σημαντικούς τομείς έρευνας στο μέλλον 33.

			3.2 Ρευστότητα των βιολογικών μεμβρανών. Κίνηση των μεμβρανικών συστατικών

			Τα συστατικά των βιολογικών μεμβρανών βρίσκονται σε συνεχή κίνηση. Με τον όρο ρευστότητα εννοούμε τη φυσική κατάσταση της μεμβράνης που επιτρέπει στα συστατικά της να μετακινούνται. Η ρευστότητα ορίζεται ως το αντίστροφο μέγεθος του ιξώδους. Συμβολίζεται με φ ή F, όπου

			φ = 1 / μ ή F = 1 / μ, και μετράται σε (cm·s·g−1), ή rhe. 

			H κίνηση των μεμβρανικών λιπιδίων και πρωτεϊνών μπορεί να είναι αυθόρμητη ή διευκολυνόμενη από ειδικά ένζυμα.

			Κίνηση μεμβρανικών πρωτεϊνών 

			Οι περισσότερες διαμεμβρανικές πρωτεΐνες περιστρέφονται γύρω από άξονα κατακόρυφο στο επίπεδο της μεμβράνης. Εκτός όμως από την περιστροφική αυτή κίνηση, μπορούν να κινηθούν και πλάγια, στο επίπεδο της μεμβράνης. Η κίνηση αυτή ονομάζεται πλάγια διάχυση (lateral diffusion), με ταχύτητα μικρότερη αυτής των λιπιδίων. 

			Η αυθόρμητη πλάγια διάχυση των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών αποδείχθηκε πειραματικά με το κλασσικό πείραμα των Frye και Edidin 34. Οι ερευνητές αυτοί σήμαναν τις μεμβρανικές πρωτεΐνες ανθρώπινων κυττάρων με αντισώματα ομοιοπολικά προσδεδεμένα με φλουορεσκεΐνη (πράσινο φθορίζον μόριο) και κύτταρα ποντικού, αντίστοιχα, με ρoδαμίνη (κόκκινο φθορίζον μόριο). Στη συνέχεια κατάφεραν, με τη βοήθεια ανενεγού ιού Sendai, τη σύντηξη των κυττάρων αυτών και παρακολούθησαν την κατανομή του φθορισμού. Αμέσως μετά τη σύντηξη, το ετεροκάρυο (κύτταρο-υβρίδιο με πυρήνες από διαφορετικά είδη), εμφανίσθηκε στο μικροσκόπιο φθορισμού με μισή επιφάνεια πράσινη και μισή κόκκινη. Σε μισή περίπου ώρα, στους 37οC, χωρίς την παρουσία ΑΤΡ, το ετεροκάρυο εμφάνισε επιφάνεια-μωσαϊκό πράσινων και κόκκινων περιοχών, γεγονός ενδεικτικό για την μετακίνηση των αντίστοιχων πρωτεϊνών.

			Απόδειξη της πλάγιας διάχυσης αποτελούν και οι μηχανισμοί συνάθροισης (patching) των πρωτεϊνών και δημιουργίας καλύπτρας (capping), που συμβαίνουν μετά από επίδραση αντισωμάτων στα κύτταρα 35 και σε χαρακτηριστικό τύπο εξωκύτωσης με αποκοπή κυστιδίων (βλ. Σχήμα 5.28 & 5.30). Όταν αντισώματα, με περισσότερες από μία θέσεις σύνδεσης, συνδεθούν σε μεμβρανικές πρωτεΐνες, οι πρωτεΐνες συναθροίζονται, γεγονός που γίνεται επιτρεπτό λόγω της δυνατότητας πλάγιας διάχυσης. Αν το κύτταρο εμφανίζει πολικότητα, όχι μόνο σχηματίζονται τέτοιες συναθροίσεις, αλλά τα πρωτεϊνικά αυτά συσσωματώματα μετακινούνται σε μία μόνο περιοχή του κυττάρου και σχηματίζουν ένα είδος καλύπτρας. Ο μηχανισμός αυτός δείχνει ότι οι πρωτεΐνες όχι μόνο μπορούν να κινηθούν πλάγια, στο επίπεδο της μεμβράνης, αλλά και ότι η κίνηση αυτή δεν είναι ανεξέλεγκτη -τουλάχιστον σε συγκεκριμένες περιόδους της ζωής ορισμένων κυττάρων-, αλλά ρυθμίζεται για την εξυπηρέτηση εξειδικευμένων κυτταρικών λειτουργιών. Παράδειγμα αποτελούν και τα επιθηλιακά κύτταρα, στα οποία η πλευρική διάχυση των πρωτεϊνών παρεμποδίζεται από την παρουσία των κυτταρικών στενοσυνδέσμων (tight junctions). Τέλος, η πλευρική διάχυση πρωτεϊνών μπορεί επίσης να παρεμποδισθεί από τη σύνδεσή τους με τον κυτταροσκελετό.

			Μέτρηση κινητικών δεδομένων της πλάγιας διάχυσης μπορεί να γίνει με την τεχνική ανάκτησης φθορισμού μετά από φωτολεύκανση (fluorescence recovery after photobleaching, FRAP) 36. Κατά τη μέθοδο αυτή, αρχικά, καταστρέφεται ο φθορισμός σε περιοχή μεμβράνης σημασμένης με φθορίζοντα μόρια τοπικά, με τη βοήθεια έντονης ακτινοβολίας laser μικρής διάρκειας. Μετά από ένα διάστημα παρατηρείται με μικροσκοπίο φθορισμού η ανάκτηση του φθορισμού, φαινόμενο το οποίο μπορεί να μελετηθεί κινητικά. 

			Κίνηση μεμβρανικών λιπιδίων (πλευρική και εγκάρσια κίνηση)

			Αναφορικά με τα λιπιδικά συστατικά, αυτά μετακινούνται με διάφορους τρόπους. Καταρχήν, κάθε λιπαρή αλυσίδα των φωσφολιπιδίων περιστρέφεται γύρω από τον εστερικό της δεσμό. Κινείται όμως και στο επίπεδο της μεμβράνης, παλινδρομικά, σαν εκκρεμές, με την προϋπόθεση ότι η μεμβράνη βρίσκεται σε υγροκρυσταλλική φάση. Τέλος, τα λιπίδια διαχέονται ταχύτατα πλευρικά (μέχρι 2μ/sec). Εκτός από την πλευρική διάχυση, τα λιπίδια μπορούν να αλλάξουν θέση και προσανατολισμό, από τη μια μονοστιβάδα της μεμβράνης στην άλλη με εγκάρσια κίνηση, που ονομάζεται κίνηση flip-flop. Ανάλογη μετακίνηση είναι απαγορευμένη για τις πρωτεΐνες. Η κίνηση flip-flop των λιπιδίων (εγκάρσια κίνηση) είναι εξαιρετικά αργή και δεν ευνοείται θερμοδυναμικά, διότι προϋποθέτει αλληλεπίδραση πολικών περιοχών (φωσφορικές ομάδες των φωσφολιπιδίων) με μη-πολικές (λιπαρές αλυσίδες και χοληστερόλη). Έχει υπολογισθεί ότι σε τεχνητές μεμβράνες, που αποτελούνται από μίγματα λιπιδίων και δεν περιέχουν ένζυμα, η κίνηση αυτή είναι 1013 φορές βραδύτερη από ότι η πλευρική διάχυση των λιπιδίων. Στις βιολογικές μεμβράνες, ωστόσο, η εγκάρσια κίνηση γίνεται ταχύτερα, γεγονός που αποδόθηκε σε μεμβρανικές πρωτεΐνες που διευκολύνουν την μετάβασή τους στην απέναντι λιπιδική μονοστιβάδα. Οι πρωτεΐνες αυτές, είτε ανήκουν σε ομάδες που εξαρτώνται από ATP, και είναι οι φλιππάσες και οι φλοππάσες, που δρουν σε κύτταρα υπό φυσιολογικές συνθήκες και οι σκραμπλάσες, που εκφράζονται στα κύτταρα υπό ειδικές βιολογικές συνθήκες, μέσω πορειών σηματοδότησης, όπως είναι η απόπτωση 37,38. Χαρακτηριστικό είναι ότι η παρουσία αυτών των ενζύμων είχε προβλεφθεί από κινητικά δεδομένα, πριν την απομόνωσή τους. Χρήσιμη τεχνική για τη μελέτη της πλευρικής διάχυσης των λιπιδίων είναι η φασματοσκοπία ηλεκτρoνιακού παραμαγνητικού συντονισμού (electron-spin resonance, ESR, ή electron paramagnetic resonance, EPR), με την οποία μετράται η απορροφούμενη από μονήρες ηλεκτρόνιο ελεύθερης ρίζας ενέργεια, όταν αυτό βρεθεί σε ένα εξωτερικό μαγνητικό πεδίο. Τα μεμβρανικά λιπίδια από μόνα τους δεν περιέχουν μονήρη ηλεκτρόνια, για τον λόγο αυτό σημαίνονται με σταθερές ελεύθερες ρίζες, που βρίσκονται στο εμπόριο. Συνήθως, χρησιμοποιούνται μόρια που περιέχουν νιτροξείδια, και μπορεί να είναι τα ίδια υδρόφοβα ή να συνδεθούν ομοιοπολικά με κάποιο λιπιδικό συστατικό της μεμβράνης. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η ρίζα 1-οξυλο-2,2,6,6-τετραμεθυλοπυριδίνη (ΤΕΜΡΟ), η οποία μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη σήμανση της φωσφατιδυλοχολίνης, που αποτελεί δομικό συστατικό των βιολογικών μεμβρανών (Σχήμα 3.3).
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			Σχήμα 3.3 Φωσφατιδυλοχολίνη σημασμένη με TEMPO.

			Η απορρόφηση ενέργειας από τα μονήρη ηλεκτρόνια του νιτροξειδίου επηρεάζεται από τον πυρήνα αζώτου, ο οποίος δίνει φάσμα με 3 κορυφές. Το σχήμα και η σχετική θέση των κορυφών αυτών επηρεάζεται από το φυσικοχημικό περιβάλλον και συγκεκριμένα από την πολικότητα και ρευστότητα του περιβάλλοντος μέσου. Με τον τρόπο αυτό η φασματοσκοπία ESR δίνει πληροφορίες για την κινητικότητα των μεμβρανικών συστατικών. Με την τεχνική αυτή υπολογίσθηκε ότι η ταχύτητα πλευρικής διάχυσης των λιπιδίων είναι μερικά μ/s στους 37oC. Δηλαδή, σε ένα μέσου μεγέθους κύτταρο, απαιτούνται μερικά λεπτά για την μετακίνηση ενός λιπιδίου από την μία πλευρά στην άλλη. Άλλη τεχνική, με την οποία αποδείχθηκε η περιστροφή λιπιδίων και πρωτεϊνών γύρω από τον άξονά τους, είναι η φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού 13C. Με την τεχνική αυτή αποδείχθηκε και η αργή κίνηση flip-flop των μεμβρανικών λιπιδίων.

			Δείκτες ρευστότητας αποτελούν η ακορεστότητα των λιπαρών αλυσίδων των φωσφολιπιδίων, λόγω της διαμόρφωσης των cis-διπλών δεσμών, με σχέση ανάλογη, και η περιεκτικότητα σε χοληστερόλη, με σχέση αντιστρόφως ανάλογη. Πρέπει να σημειώσουμε ότι η παρουσία της χοληστερόλης είναι απαραίτητη διότι συμβάλλει στην ελαστικότητα της μεμβράνης. Τη ρευστότητα επηρεάζει δευτερευόντως και το πολικό άκρο των φωσφολιπιδίων: για παράδειγμα, οι διπαλμιτυλεστέρες του φωσφατιδικού οξέος και της φωσφατιδυλαιθανολαμίνης έχουν θερμοκρασία τήξης 20°C, μεγαλύτερη αυτής των αντίστοιχων παραγώγων της φωσφατιδυλοχολίνης και φωσφατιδυλογλυκερόλης. Τέλος, η παρουσία ιόντων Ca2+ και Mg2+ προκαλούν μείωση της ρευστότητας διότι ευνοούν το σχηματισμό ιοντικών δεσμών με τις φωσφορικές ομάδες των φωσφολιπιδίων.

			3.3 Ασυμμετρία 

			Η κίνηση και διακίνηση των μεμβρανικών λιπιδίων και πρωτεϊνών έχει ως αποτέλεσμα την ασύμμετρη κατανομή τους στις δύο μονοστιβάδες της μεμβρανικής διπλοστιβάδας. Αυτό αποτελεί χαρακτηριστική ιδιότητα των βιολογικών μεμβρανών και ονομάζεται ασυμμετρία (asymmetry) 39. Η ασύμμετρη αρχιτεκτονική των βιολογικών μεμβρανών ισχύει τόσο για τα λιπιδικά συστατικά, όσο και για τις πρωτεΐνες. Η κατανομή των πρωτεϊνών μπορεί να παρατηρηθεί με ηλεκτρονιακή μικροσκοπία ψυκτοεξάχνωσης. Χρήσιμο εργαλείο για τη μελέτη της ασυμμετρίας των λιπιδίων αποτελεί το αντιδραστήριο 2,4,6-τρινιτροβενζυλοσουλφονικό οξύ (TNBS), το οποίο δίνει χαρακτηριστική έγχρωμη αντίδραση με πρωτοταγείς αμινομάδες, όπως είναι αυτές της φωσφατιδυλαιθανολαμίνης (PE), της φωσφατιδυλοσερίνης (PS) και των λυσο-παραγώγων τους (Σχήμα 3.4). 
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			Σχήμα 3.4 Το TNBS αντιδρά με μεγάλη ταχύτητα σε χαμηλές θερμοκρασίες μόνο με ελεύθερες πρωτοταγείς αμινομάδες που είναι εκτεθειμένες στην εξωτερική επιφάνεια της μεμβράνης.

			Λόγω του υδρόφοβου χαρακτήρα του, το TNBS αντιδρά μόνο με τα λιπίδια της εξωτερικής πλευράς της διπλοστιβάδας. Το γεγονός ότι η ΡΕ δίνει θετική αντίδραση μετά από κατεργασία της εξωτερικής μεμβράνης με TNBS, ενώ αντίθετα η PS δεν αντιδρά, υποδεικνύει ότι η PE είναι κατανεμημένη στην εξωτερική μονοστιβάδα, ενώ η PS στην εσωτερική. Πειράματα με τη χρήση φωσφολιπασών έδειξαν ότι η φωσφατιδυλοχολίνη και σφιγγομυελίνη βρίσκονται στην εξωτερική μονοστιβάδα. Τέλος, σημαντικές πληροφορίες για την τοπολογία της PS μπορούν να ληφθούν με κυτταρομετρία ροής, χρησιμοποιώντας ως δείκτη σήμανσης την αννεξίνη V, μια πρωτεΐνη που εμφανίζει ειδική συνάφεια για την PS. Ευρεία χρήση έχει η μέθοδος στον προσδιορισμό αποπτωτικών κυττάρων, χαρακτηριστικό των οποίων είναι η μετατόπιση της PS από την εσωτερική μονοστιβάδα της μεμβράνης στην εξωτερική 40. Τεχνικές που χρησιμοποιούνται γενικά για τη μελέτη της ασυμμετρίας των βιολογικών μεμβρανών είναι φασματοσκοπίες NMR, ESR, περίθλαση ακτίνων Χ και διάφορες ενζυμικές τεχνικές. 
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			4│ ΣΥΓΚΡΟΤΗΣΗ ΤΩΝ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΜΕΜΒΡΑΝΩΝ

			Σύνοψη

			Στο κεφάλαιο αυτό εισάγεται η έννοια της τοπολογίας των μεμβρανικών συστατικών και αυτή συνδέεται με την τοπολογία της βιοσύνθεσης και τους μηχανισμούς διαλογής, διακίνησης και στόχευσης. Αναλυτική αναφορά γίνεται στα λιπιδικά συστατικά, καθώς και στις πρωτεΐνες διαφορετικού προορισμού, για τις οποίες περιγράφεται επί πλέον η διαδικασία ωρίμανσης. Τέλος, αναφέρονται πληροφορίες για την συναρμολόγηση των επί μέρους συστατικών σε υπερμοριακά συγκροτήματα.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Κεφάλαια 1,2,3.

			4.1 Τοπολογία των μεμβρανικών συστατικών

			Για να κατανοήσει κανείς τον τρόπο με τον οποίο κάθε συστατικό συνεισφέρει στην αρχιτεκτονική και στη λειτουργικότητα μιας βιολογικής μεμβράνης πρέπει να εξετάσει την τοπολογία (topology) ή τοπογραφία τους (topography), δηλαδή τη διαμόρφωση και τοποθέτησή τους μέσα στη συγκεκριμένη μεμβράνη σε συνάρτηση με τις κρατούσες βιολογικές συνθήκες, τη συγκεκριμένη χρονική στιγμή 1,2. Καθώς τα κύτταρα αναπτύσσονται, αυξάνουν σε όγκο, συνθέτουν νέα συστατικά για την πλασματική τους μεμβράνη και τελικά διασπώνται σε θυγατρικά κύτταρα. Πολλά συστατικά πρέπει να αντικατασταθούν, επειδή είτε καταστρέφονται, είτε μεταβολίζονται σε άλλες ενώσεις π.χ. η μεμβρανική φωσφατιδυλοχολίνη αποτελεί πρόδρομη ένωση της ακετυλοχολίνης, η χοληστερόλη των στεροειδών ορμονών, λιπαρά οξέα όπως το αραχιδονικό των προσταγλανδινών κ.λπ. Άλλα, τέλος, συστατικά εμφανίζονται για πρώτη φορά, ως απόκριση σε διαφοροποιήσεις του περιβάλλοντος π.χ. λιπίδια με ρυθμιζόμενα επίπεδα ακόρεστων λιπαρών οξέων για διατήρηση της ρευστότητας, η περμεάση της λακτόζης στο Ε. coli κ.λπ. Επειδή όμως η μεμβράνη πρέπει να παραμένει αδιαπέραστη σε όλες αυτές τις διαδικασίες, οι νεοσυντιθέμενες πρωτεΐνες και τα λιπίδια πρέπει να ενσωματώνονται στην προϋπάρχουσα διπλοστιβάδα χωρίς να διακόπτουν τη δομική της συνέχεια. Η βιοσύνθεση λοιπόν της μεμβράνης είναι αυτονόητα συνδεδεμένη με την επιμήκυνση και την αυτοσυγκρότησή της (self assembly). Οι πλασματικές μεμβράνες εμφανίζουν μεγάλη πολυπλοκότητα καθώς περιέχουν πάνω από 100 διαφορετικές πρωτεΐνες και αρκετές τάξεις φωσφολιπιδίων υποδιαιρούμενων σε μοριακά είδη, ανάλογα με τη σύσταση των λιπαρών τους οξέων. Τα μόρια αυτά, όπως γνωρίζουμε, είναι ασύμμετρα κατανεμημένα στις δύο στιβάδες της διπλοστιβάδας. Επιπρόσθετα, οι μεμβράνες των διαφορετικών οργανιδίων ενός του ιδίου ευκαρυωτικού κυττάρου έχουν διαφορετική σύσταση. Συνεπώς, οι διαδικασίες της βιοσύνθεσης και συγκρότησης των μεμβρανών (assembly), που ονομάζεται βιογένεση (membrane biogenesis), πρέπει να περιλαμβάνει όχι μόνο τρόπους μεταφοράς και διείσδυσης πρωτεϊνών και λιπιδίων, αλλά και μηχανισμούς με τους οποίους τα μόρια καταλαμβάνουν συγκεκριμένο προσανατολισμό. Ένα άλλο θέμα που συνδέεται με την βιογένεση είναι το πώς μακρομόρια που πρόκειται να εκκριθούν από μία μεμβράνη ή οργανίδιο (πεπτιδογλυκάνες και περιπλασμικές πρωτεΐνες που είναι υδρόφιλα μόρια) φθάνουν μετά τη βιοσύνθεση σε διαφορετικό προορισμό. Ειδικές πρωτεΐνες, για παράδειγμα, πρέπει να μεταφερθούν στην κυτταροπλασματική μεμβράνη όπου θα βοηθήσουν το κύτταρο να αναγνωρίζει ορμόνες, να προσδένεται σε εξωκυττάρια υποστρώματα και να προσλαμβάνει ή να αποβάλλει συγκεκριμένα ιόντα ή μικρά μόρια. Άλλες πρωτεΐνες όπως οι RΝΑ- και οι DΝΑ-πολυμεράσες πρέπει να κατευθυνθούν στον πυρήνα. Άλλες, στα λυσοσώματα ή στα υπεροξυσώματα. Η διαδικασίες βιοσύνθεσης, διαλογής (sorting) και στόχευσης (targeting) των πρωτεϊνών είναι πολύπλοκες και απαιτούν αυστηρό έλεγχο.

			Τα κύτταρα δεν συναρμολογούν τις μεμβράνες τους de novo, αλλά επεξεργάζονται αυτές που κληρονομούν από τα μητρικά κύτταρα. Στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, η βιοσύνθεση των μεμβρανικών συστατικών γίνεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο, που τροφοδοτεί στη συνέχεια τις υπόλοιπες μεμβράνες με μεμβρανικά κυστίδια. Τα κυστίδια αυτά συντήκονται με τις μεμβράνες-στόχους και τις εμπλουτίζουν τόσο σε λιπίδια όσο και σε πρωτεΐνες. 

			4.2 Τοπολογία βιοσύνθεσης μεμβρανικών λιπιδίων και συγκρότηση λιπιδικών διπλοστιβάδων

			Τα περισσότερα ένζυμα βιοσύνθεσης των μεμβρανικών λιπιδίων είναι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες του ενδοπλασματικού δικτύου, που δρουν στην κυτταροπλασματική επιφάνεια της μεμβράνης (κυτταροπλασματική μονοστιβάδα), εφοδιάζοντάς την άμεσα με λιπίδια. Η βιοσύνθεση της χοληστερόλης και των περισσοτέρων φωσφολιπιδίων των βιολογικών μεμβρανών των ευκαρυωτικών κυττάρων γίνεται στη μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου. Τα ένζυμα που καταλύουν αυτές τις αντιδράσεις έχουν τα ενεργά τους κέντρα στην κυτοπλασματική πλευρά αυτής της μεμβράνης (Σχήμα 4.1). Αυτό είναι αναμενόμενο, εφόσον οι πρόδρομες ενώσεις είναι υδατοδιαλυτές και βρίσκονται στο κυτταρόπλασμα. Αφού βιοσυντεθούν τα φωσφολιπίδια στην εξωτερική πλευρά της μεμβράνης, έχει παρατηρηθεί ότι μεταφέρονται στην απέναντι-εσωτερική μονοστιβάδα με ταχύτητα μερικών λεπτών, δηλαδή κατά 105 φορές ταχύτερα απ’ ότι υπολογίζεται για την κίνηση flip-flop των λιπιδίων σε τεχνητές μεμβράνες, η οποία θα απαιτούσε μερικές ημέρες. Τουλάχιστον αυτό συμβαίνει στην περίπτωση της φωσφατιδυλοαιθανολαμίνης της μεμβράνης του Bacillus megaterium 3. Φαίνεται ότι τη μετακίνηση διευκολύνουν ειδικές μεμβρανικές πρωτεΐνες μεταφοράς ή ανταλλαγής φωσφολιπιδίων με μεγάλη εξειδίκευση. Σε ενδοπλασματικό δίκτυο έχει βρεθεί μία τέτοια πρωτεΐνη, που αναγνωρίζει και μεταφέρει αποκλειστικά φωσφατιδυλοχολίνη και όχι άλλα λιπίδια. Η παρουσία τέτοιων πρωτεϊνών στις μεμβράνες αποτελεί εν μέρει και την αιτία της ασύμμετρης κατανομής των λιπιδίων.

			Εκτός όμως από τις πρωτεΐνες αυτές, πιθανόν να υπάρχουν και κυτοπλασματικές πρωτεΐνες, που μεταφέρουν μεμονωμένα λιπίδια από το ενδοπλασματικό δίκτυο στις άλλες μεμβράνες του κυττάρου. Υπάρχουν τέλος και λιπίδια, όπως η φωσφατιδυλογλυκερόλη και η καρδιολιπίνη, που βιοσυντίθενται κυρίως στα μιτοχόνδρια 4. Τα κεραμίδια, μόρια που περιέχουν ολιγοσακχαρίτες, βιοσυντίθενται αρχικά στο ενδοπλασματικό δίκτυο, ενώ στη συνέχεια στη συσκευή Golgi, προστίθενται ολιγοσακχαρίτες και σχηματίζονται γλυκολιπίδια, ή χολίνη και σχηματίζεται η σφιγγομυελίνη 5. Οι δύο αυτές τάξεις λιπιδίων βιοσυντίθενται σχετικά αργά στη διαδικασία βιοσύνθεσης των μεμβρανών και βρίσκονται αποκλειστικά στην εξωτερική μονοστιβάδα της διπλοστιβάδας της πλασματικής μεμβράνης, γεγονός που βρίσκεται σε αρμονία με την τοπολογία των βιοσυνθετικών τους ενζύμων (εσωτερικός αυλός της μεμβράνης του ενδοπλασματικού δικτύου, ER). Αυτό συμβαίνει διότι από το ΕR αποκόπτονται κυστίδια, τα οποία μέσω του συστήματος Golgi μεταφέρονται και συντήκονται με την πλασματική μεμβράνη, οπότε ο εσωτερικός αυλός εκτίθεται προς τα έξω.
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			Σχήμα 4.1 Τοπολογία βιοσύνθεσης φωσφατιδυλοχολίνης.

			Τα οργανίδια των κυττάρων περιέχουν τα φωσφολιπίδια αυτά σε διάφορες αναλογίες. Οι πιο «φτωχές» σε λιπίδια μεμβράνες είναι αυτές των μιτοχονδρίων και των υπεροξυσωμάτων. Με ποιο τρόπο τα φωσφολιπίδια από το σημείο βιοσύνθεσής τους μεταφέρονται στις διάφορες μεμβράνες και ποιοί παράγοντες ρυθμίζουν αυτή τη διαδικασία; Μία πιθανότητα είναι ότι λιπιδικά κυστίδια με τη βοήθεια ειδικών μεταφορικών πρωτεϊνών αποκόπτονται από ορισμένες περιοχές του ενδοπλασματικού δικτύου και τελικά μεταφέρονται και συντήκονται με κάποιο άλλο οργανίδιο του κυττάρου. Πιθανώς συγκεκριμένες πρωτεΐνες κατευθύνουν τα κυστίδια στα κατάλληλα οργανίδια. Αυτό όμως δεν έχει προς το παρόν απαντηθεί.

			Ένας δεύτερος πιθανός μηχανισμός για τη μεταφορά λιπιδίων είναι μέσω των πρωτεϊνών ανταλλαγής φωσφολιπιδίων 6. Οι πρωτεΐνες αυτές ανήκουν σε μία τάξη υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών που βρίσκονται στο κυτόπλασμα των ευκαρυωτικών κυττάρων και καταλύουν την ανταλλαγή διαφορετικών φωσφολιπιδίων μεταξύ δύο μεμβρανών (Σχήμα 4.2). Μερικές πρωτεΐνες δεν εμφανίζουν εξειδίκευση για το πολικό άκρο, άλλες όμως παρουσιάζουν μεγάλη εξειδίκευση.
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			Σχήμα 4.2 Μηχανισμός λειτουργίας πρωτεϊνών μεταφοράς φωσφολιπιδίων.

			4.3 Βιογένεση μεμβρανικών πρωτεϊνών

			Η σύνθεση των πρωτεϊνών της πλασματικής μεμβράνης, καθώς και των πρωτεϊνών που εκκρίνονται από τα ευκαρυωτικά κύτταρα, γίνεται συνήθως στα ριβοσώματα του ενδοπλασματικού δικτύου. Αυτές οι πρωτεΐνες θεωρείται ότι μεταφέρονται διαδοχικά στα διαφορετικά διαμερίσματα της συσκευής Golgi μέσω κυστιδίων-φορέων, «ωριμάζουν» και στη συνέχεια συντήκονται με την πλασματική μεμβράνη.

			Για τη σύνθεση και ενσωμάτωση των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών 7 υπάρχουν δύο μηχανισμοί8: Κάποιες συντίθενται στα πολυριβοσώματα του κυτοπλάσματος και στη συνέχεια ενσωματώνονται στη μεμβράνη (μετα-μεταφραστική εισδοχή, posttranslational insertion) και άλλες συντίθενται στα πολυριβοσώματα των μεμβρανών ενώ τα πολυπεπτίδια διεισδύουν στη μεμβράνη καθώς μεταφράζονται (συμμεταφραστική εισδοχή, cotranslatίοnal insertion). Το σημείο βιοσύνθεσης κάθε πρωτεΐνης εξαρτάται αποκλειστικά από την αλληλουχία αμινοξέων της.

			Κάποιες από τις πρωτεΐνες αυτές, μόλις συντεθούν, εισέρχονται στον αυλό του ενδοπλασματικού δικτύου, όπου ακολουθείται η διαδικασία διαλογής και στόχευσης στα σωστά σημεία. Τέτοιες είναι οι πρωτεΐνες της κυτταροπλασματικής μεμβράνης, οι λυσοσωμικές 9 και οι εκκριτικές πρωτεΐνες, είδη των οποίων παριστάνονται στο Σχήμα 4.3. Η τύχη των πρωτεϊνών αυτών είναι διαφορετική από τις πυρηνικές, των μιτοχονδρίων και των χλωροπλαστών, οι οποίες απελευθερώνονται στο κυτόπλασμα και στη συνέχεια μεταφέρονται στο κατάλληλο οργανίδιο.

			Αναλυτικά, ο μηχανισμός βιοσύνθεσης των πρωτεϊνών αυτών έχει ως εξής: Το mRNA των μεμβρανικών πρωτεϊνών διαθέτει, αμέσως μετά το κωδικόνιο έναρξης, μία ειδική αλληλουχία κωδικονίων που μεταφράζεται σε αλληλουχία υδρόφοβων αμινοξέων. Η αλληλουχία αυτή ονομάζεται σηματοδοτική, αλληλουχία-σήμα ή αλληλουχία-οδηγός και καθοδηγεί την πρωτεΐνη σε συγκεκριμένη περιοχή του ενδοπλασματικού δικτύου με τη βοήθεια του σωμάτιου αναγνώρισης σήματος (signal recognition particle, SRP, συμπλόκου έξι πρωτεϊνικών υπομονάδων) και ενός μορίου RNA. Το SRP συνδέεται με το ένα άκρο του στην αλληλουχία-σήμα και με το άλλο στο ριβόσωμα. Η μετάφραση σταματά μόλις αυτό το σύμπλεγμα συνδεθεί με τον υποδοχέα του SRP στη μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου. Αμέσως μετά, το SRP απομακρύνεται και η μετάφραση συνεχίζεται. Η πεπτιδική αλυσίδα περνά, καθώς βιοσυντίθεται, στο εσωτερικό του ενδοπλασματικού δικτύου μέσα από πρωτεϊνικό πόρο, για τον οποίο όμως πολύ λίγα είναι γνωστά. 

			Στην περίπτωση των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών υπάρχουν δύο σήματα στην αλληλουχία: ένα για την είσοδό τους στη μεμβράνη και ένα δεύτερο (μια ακόμη υδρόφοβη αλληλουχία-σήμα) που σηματοδοτεί τον τερματισμό της λειτουργίας του πρωτεϊνικού πόρου. Έτσι, η πεπτιδική αλυσίδα «αγκιστρώνεται» στη μεμβράνη, πριν ακόμη ολοκληρωθεί η μετάφραση. Τελικά, η σηματοδοτική αλληλουχία αποκόπτεται με ειδικές πεπτιδάσες, τις σινιαλάσες (signalases), ένζυμα του ενδοπλασματικού δικτύου. Στην περίπτωση διαμεμβρανικών πρωτεϊνών που διαπερνούν τη λιπιδική διπλοστιβάδα περισσότερες από μία φορές, η πεπτιδική αλυσίδα διαθέτει τα ανάλογα διαδοχικά ζεύγη αλληλουχιών-σημάτων για έναρξη-τερματισμό-έναρξη-τερματισμό κ.λπ. της μεταφοράς της αλυσίδας μέσα από τη διπλοστιβάδα.
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			Σχήμα 4.3 Τοπολογία διαφόρων διαμεμβρανικών πρωτεϊνών που συντίθενται στο αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο.

			Αν η διαμεμβρανική πρωτεΐνη είναι γλυκοπρωτεΐνη, η γλυκοζυλίωση αρχίζει όσο ακόμη το νεοσυντιθέμενο πολυπεπτίδιο βρίσκεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Οι υδατάνθρακες, περνούν από το κυτταρόπλασμα, όπου βρίσκονται, στο εσωτερικό του ενδοπλασματικού δικτύου, με τη βοήθεια μορίων δολιχόλης 10 (Σχήμα 4.4).
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			Σχήμα 4.4 Μόριο δολιχόλης.

			Οι δολιχόλες είναι λιπιδικά μεμβρανικά μόρια αναδιπλωμένα μέσα στη μεμβράνη λόγω του μεγάλου μήκους τους. Αφού συνδεθούν με τους κατάλληλους υδατάνθρακες του κυτοπλάσματος (-CH2-O-P-P-σάκχαρα), μετακινούνται μέσα στη μεμβράνη και μεταφέρουν τις ομάδες αυτές στο εσωτερικό του ενδοπλασματικού δικτύου. Στη συνέχεια, κατά τη διάρκεια της μετάφρασης, ειδικές μεμβρανικές γλυκοζυλο-τρανσφεράσες μεταφέρουν τις υδατανθρακικές ομάδες στην πεπτιδική αλυσίδα. Με τον τρόπο αυτό μεταφέρονται δεκατετρασακχαρίτες (περιέχουν Ν-ακετυλο-γλυκοζαμίνη, μαννόζη και γλυκόζη) σε κατάλοιπα ασπαραγίνης, σχηματίζοντας Ν-γλυκοζιτικούς δεσμούς (βλ. Σχήμα 2.16). Η αλληλουχία Asn-Χ-Thr (ή Ser) 11 αποτελεί αλληλουχία αναγνώρισης του σημείου γλυκοζυλίωσης από τις τρανσφεράσες. Οι αρχικές αυτές υδατανθρακικές ομάδες υφίστανται επεξεργασία στο ενδοπλασματικό δίκτυο.

			Οι γλυκοπρωτεΐνες, υπό τη μορφή τμημάτων μεμβρανικών κυστιδίων, μετακινούνται από το ενδοπλασματικό δίκτυο στη συσκευή Golgi (trans → cis) και από εκεί στην πλασματική μεμβράνη (βλ. Σχήμα 3.1). Επειδή οι υδατανθρακικές ομάδες βρίσκονται στο εσωτερικό των κυστιδίων, καταλήγουν τελικά στην εξωτερική επιφάνεια της πλασματικής μεμβράνης. Κατά τη σύντηξη των κυστιδίων με τις μεμβράνες της συσκευής Golgi ολοκληρώνεται η επεξεργασία των υδατανθράκων με αποτέλεσμα στις διαμεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες να υπάρχουν τελικά δύο είδη υδατανθρακικών ομάδων ενωμένων με Ν-γλυκοζιτικό δεσμό: τους σύμπλοκους ολιγοσακχαρίτες και τους ολιγοσακχαρίτες με υψηλή περιεκτικότητα σε μαννόζη. Στη συσκευή Golgi σχηματίζονται επίσης οι Ο-γλυκοζιτικοί δεσμοί των γλυκοπρωτεϊνών.

			Ο σχηματισμός διαμεμβρανικών πρωτεϊνών που συνδέονται με τη διπλοστιβάδα με λιπιδικές άγκυρες ολοκληρώνεται μετά το τέλος της μετάφρασης, με μετα-μεταφραστική τροποποίηση, όπως φαίνεται στο (βλ. Σχήμα 2.15).

			Η διαδικασίες λοιπόν μετάφρασης της διαμεμβρανικής πρωτεΐνης και της ενσωμάτωσής της στη μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου γίνονται παράλληλα, συμμεταφραστικά. Αυτό αφορά τις πρωτεΐνες που προορίζονται είτε να παραμείνουν στη μεμβράνη αυτή, είτε να αποτελέσουν πρωτεΐνες της πλασματικής μεμβράνης ή άλλων υποκυτταρικών οργανιδίων. Αν όμως προορίζονται για τις μεμβράνες των μιτοχονδρίων ή των χλωροπλαστών, βιοσυντίθενται μεν στο ενδοπλασματικό δίκτυο, απελευθερώνονται όμως στο κυτόπλασμα μετα-μεταφραστικά, μετά το τέλος της μετάφρασης, και ενσωματώνονται εκ των υστέρων στις μεμβράνες των οργανιδίων αυτών. Την ενσωμάτωση καθοδηγούν ειδικά πρόσθετα πεπτίδια-σήματα, που διαθέτουν οι πρωτεΐνες αυτές.

			4.4 Μεταφορά και ωρίμανση νεοσυντιθέμενων εκκριτικών πρωτεϊνών

			Η μετατροπή του νεοσυντιθέμενου πολυπεπτιδίου σε ενεργό πρωτεΐνη ονομάζεται ωρίμανση της πρωτεΐνης και συμβαίνει στο σύστημα Golgi 12. Αναλυτικά, το νεοσυντιθέμενο πολυπεπτίδιο εξωθείται διαμέσου της μεμβράνης στον αυλό του οργανιδίου, από τον οποίον αποκόβονται κυστίδια που περιέχουν τις διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, ενσωματωμένες στη μεμβράνη των κυστιδίων, και τις εκκριτικές πρωτεΐνες στο εσωτερικό τους. Μεταφέρονται αρχικά στην περιοχή cis της συσκευής Golgi, ενώ σταδιακά μεταφέρονται στην trans περιοχή. Τα κυστίδια στη συνέχεια μεταφέρονται στην εξωτερική μεμβράνη, συντήκονται και απελευθερώνουν τις εκκριτικές πρωτεΐνες στο εξωτερικό του κυττάρου, ενώ οι διαμεμβρανικές εμπλουτίζουν την πλασματική μεμβράνη. 

			Η ωρίμανση των πρωτεϊνών προϋποθέτει τη δράση πολλών ενζύμων που βρίσκονται σε διαφορετικά οργανίδια και περιλαμβάνει μεταβολές στη σύσταση αμινοξέων παράπλευρων αλυσίδων, προσθήκη ή αλλαγή ομάδων σακχάρων, ειδικές πρωτεολυτικές διασπάσεις, σχηματισμό δισουλφιδικών δεσμών ή επιδιόρθωση θέσης του δισουλφιδικού δεσμού και συγκρότηση πολυπεπτιδικών αλυσίδων σε πολυπρωτεϊνικά σύμπλοκα με πολλές υπομονάδες (βλ. Σχήμα 5.31). Δεν συμβαίνουν όλες αυτές οι αντιδράσεις σε όλα τα κύτταρα, ούτε σε όλες τις εκκριτικές πρωτεΐνες. Το κολλαγόνο είναι παράδειγμα πρωτεΐνης που υφίσταται όλες τις παραπάνω μεταβολές.

			4.5 Συναρμογή λιπιδίων και πρωτεϊνών στη συγκρότηση της μεμβράνης

			Η σύσταση μιας μεμβράνης σε λιπίδια και πρωτεΐνες εξαρτάται από παράγοντες περιβαλλοντικούς, καθώς και από την ηλικία του κυττάρου. Επειδή τα μεμβρανικά λιπίδια και αρκετές πρωτεΐνες συντίθενται στις ίδιες τις μεμβράνες και η βιογένεση των φυσιολογικών μεμβρανών περιλαμβάνει ενσωμάτωση και των δύο, τίθεται το ερώτημα αν υπάρχει συντονισμός μεταξύ της σύνθεσής τους: Καταρχήν έχει παρατηρηθεί ότι η ταχύτητα βιοσύνθεσης και ενσωμάτωσης διαφορετικών διαμεμβρανικών πρωτεϊνών είναι δύο ανεξάρτητες διαδικασίες που δεν συγχρονίζονται μεταξύ τους. Αυτό αποδείχθηκε σε πειράματα με μεταλλαγμένα στελέχη κυττάρων, που απαιτούν εξωτερική χορήγηση γλυκερόλης για τη βιοσύνθεση των φωσφολιπιδίων τους, κατά τα οποία αναστολή της βιοσύνθεσής τους δεν ανέστειλε την ενσωμάτωση πρωτεϊνών. Αντίστροφα, αναστολή της πρωτεϊνοσύνθεσης με χλωραμφενικόλη, παρουσία γλυκερόλης, έδειξε ότι τα λιπίδια συνεχίζουν να βιοσυντίθενται και να ενσωματώνονται στη μεμβράνη. Παρόλα αυτά, πρέπει να υπάρχουν ρυθμιστικοί μηχανισμοί που να καθορίζουν τις διαφορετικές ταχύτητες σύνθεσης λιπιδίων και πρωτεϊνών. Χαρακτηριστική παράμετρος κάθε μεμβράνης είναι η αναλογία λιπιδίων προς πρωτεΐνες. Τέλος, η συγκρότηση και διατήρηση των μεμβρανών είναι διαδικασία δυναμική που προϋποθέτει και αποικοδόμηση των συστατικών τους. Γενικά, τα φωσφολιπίδια έχουν μικρότερη ημιπερίοδο ζωής (πιο γρήγορο μεταβολικό κύκλο) από τις πρωτεΐνες 13,14,15.

			Βιβλιογραφία

			1 Bogdanov M, Dowhan W, Vitrac H (2014) Lipids and topological rules governing membrane protein assembly. Biochim Biophys Acta, 1843:1475-1488.

			2 Ott CM, Lingappa VR (2002) Integral membrane protein biosynthesis: why topology is hard to predict. J Cell Sci, 115:2003-2009.

			3 Rothman JE, Kennedy EP (1977) Rapid transmembrane movement of newly synthesized phospholipids during membrane assembly. Proc Natl Acad Sci USA, 74(5):1821-1825.

			4 Baile MG, Lu YW, Claypool SM (2014) The topology and regulation of cardiolipin biosynthesis and remodeling in yeast. Chem Phys Lipids, 179:25-31.

			5 van Meer G, Hoetzl S (2010) Sphingolipid topology and the dynamic organization and function of membrane proteins. FEBS Letters, 584:1800-1805.

			6 Wirtz KWA, van Deenen LLM (1977) Phospholipid-exchange proteins: a new class of intracellular lipoproteins. Trends Biochem Sci, 2:49-51.

			7 Almén MS, Nordström KJ, Fredriksson R, Schiöth HB (2009) Mapping the human membrane proteome: a majority of the human membrane proteins can be classified according to function and evolutionary origin. BMC Biol, 7:50.

			8 Lodish H et al. (2004) Protein sorting: Organelle Biogenesis and Protein Secretion In Molecular Cell Biology, pp.657-696, WH Freeman, NY, 5th edition.

			9 Braulke T, Bonifacino JS (2009) Sorting of lysosomal proteins. Biochim Biophys Acta-Mol Cell Res, 1793:605–614.

			10 Kean EL (1992) Studies on the activation by dolichol-P-mannose of the biosynthesis of GlcNAc-P-P-dolichol and the topography of the GlcNAc-transferases concerned with the synthesis of GlcNAc-P-P-dolichol and (GlcNAc)2-P-P-dolichol: a review. Biochem Cell Biol, 70:413-421.

			12 Allan BB, Balch WE (1999) Protein sorting by Directed Maturation of Golgi Compartments. Science, 285 no. 5424:63-66.

			13 Lodish H et al. (2004) Protein Sorting: Organelle Biogenesis and Protein Secretion In Molecular Cell Biology, pp.701-742, WH Freeman, NY, 5th edition.

			14 Dawidowicz EA (1987) Dynamics of Membrane Lipid Metabolism and Turnover. Ann Rev Biochem, 56:43-57. 

			15 Gohil VM, Greenberg ML (2009) Mitochondrial membrane biogenesis: phospholipids and proteins go hand in hand. J Cell Biol, 184:469-472.

		

	
		
			5│ ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΜΕΣΩ ΤΩΝ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΜΕΜΒΡΑΝΩΝ

			Σύνοψη 

			Στο κεφάλαιο 5 περιγράφεται η μεταφορά ιόντων, μορίων, ακόμα και ολόκληρων σωματιδίων μέσω των βιολογικών μεμβρανών. Η μεταφορά αυτή αφορά τόσο την πλασματική, όσο και τις ενδομεμβράνες των (ευκαρυωτικών) κυττάρων. Περιγράφεται η μεταφορά υδρόφοβων και υδρόφιλων (από διαύλους υψηλής εξειδίκευσης) ενώσεων, καθώς και η πρωτογενής και δευτερογενής ενεργητική μεταφορά. Τέλος, περιγράφεται η μεταφορά σωματιδίων από ολόκληρες περιοχές των βιολογικών μεμβρανών, που συχνά έχει τη μορφή ενδοκύτωσης μέσω υποδοχέων.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Στοιχειώδης γνώση θερμοδυναμικής, βιολογίας και βιοχημείας. Κεφάλαια 1-4.

			Η λιπιδική διπλοστιβάδα της πλασματικής μεμβράνης αποτελεί ένα υδρόφοβο φράγμα που απομονώνει το κύτταρο από το περιβάλλον του. Μόρια, ωστόσο, περνούν από τη μεμβράνη αυτή προς και από το εσωτερικό του κυττάρου, πολλά δε από αυτά είναι πολικά. Η μεταφορά τους γίνεται μέσω εξειδικευμένων διαμεμβρανικών πρωτεϊνών μεταφοράς, στο κεφάλαιο δε αυτό θα μελετηθούν κυρίως οι μηχανισμοί μεταφοράς των πολικών μορίων και των ιόντων. Θα μελετηθεί, ωστόσο και η μεταφορά υδρόφοβων μορίων, αλλά και ολόκληρων σωματιδίων. Μεμβρανική μεταφορά γίνεται και στις ενδομεμβράνες και εξυπηρετεί κυρίως την επικοινωνία διαφορετικών κυτταρικών διαμερισμάτων. 

			Όλα τα είδη μεταφοράς παίζουν σημαντικό ρόλο στις λειτουργίες των κυττάρων, καθώς σε αυτή στηρίζεται, για παράδειγμα, η διατροφή τους ή η δημιουργία βαθμιδώσεων συγκέντρωσης που απαιτεί η μετάδοση ηλεκτρικών σημάτων και η σύνθεση του ΑΤΡ. Ενδεικτικό είναι ότι, στα κύτταρα E. coli, το 20% του γονιδιώματος εκφράζεται σε πρωτεΐνες που συμμετέχουν σε μεμβρανικές μεταφορές. Στους ανώτερους οργανισμούς, κάθε κυτταρικός τύπος εκφράζει συγκεκριμένες μεμβρανικές πρωτεΐνες μεταφοράς με αποτέλεσμα, από τις αντιδράσεις που χρειάζονται εξωκυττάρια μόρια ως υποστρώματα, να γίνονται μόνο αυτές που χαρακτηρίζουν τον συγκεκριμένο κυτταρικό τύπο. Η δυνατότητα των κυττάρων να ρυθμίζουν την έκφραση τέτοιων μεταφορέων αποτελεί έναν από τους τρόπους ρύθμισης του μεταβολισμού. 

			5.1 Μεταφορά υδρόφοβων μορίων 

			Υδρόφοβες ενώσεις (Ο2, Ν2, στεροειδείς ορμόνες) περνούν τις κυτταρικές μεμβράνες αποκλειστικά από τη λιπιδική διπλοστιβάδα και από το χώρο της υψηλότερης γι’ αυτές συγκέντρωσης προς το χώρο της χαμηλότερης. Η μεταφορά τους ακολουθεί το νόμο της απλής διάχυσης, σταματά δε όταν οι συγκεντρώσεις στον εξωκυττάριο χώρο και στο εσωτερικό του κυττάρου εξισωθούν. Η ταχύτητα μεταφοράς των υδρόφοβων ενώσεων εξαρτάται, όχι μόνο από τη διαφορά συγκέντρωσης, αλλά και από τον συντελεστή διάχυσης της ένωσης. Ο συντελεστής διάχυσης έχει γραμμική σχέση με τον συντελεστή (σταθερά) κατανομής της ένωσης σε ένα σύστημα μη πολικού διαλύτη-νερού (Σχήμα 5.1), αποτελεί επομένως μέτρο της υδροφοβικότητας της ένωσης. Αν δυο ενώσεις έχουν παρόμοιο συντελεστή διάχυσης, μεταφέρεται ταχύτερα αυτή που έχει μικρότερο μοριακό βάρος.
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			Σχήμα 5.1 Συσχέτιση διάχυσης και συντελεστή κατανομής υδρόφοβου μορίου σε σύστημα μη πολικού διαλύτη-νερού.

			Μεταφορά μικρών αφόρτιστων πολικών μορίων 

			Από τη λιπιδική διπλοστιβάδα και ακολουθώντας το νόμο της απλής διάχυσης μπορούν να περάσουν και μικρά αφόρτιστα πολικά μόρια όπως το CO2, η αιθανόλη, η γλυκερόλη και το νερό. Το νερό μεταφέρεται λόγω του μικρού μοριακού βάρους του, που επιτρέπει στα μόρια του να εισχωρήσουν στα περιστασιακά «κενά» που δημιουργούνται κατά τη θερμική κίνηση των λιπαρών αλυσίδων της διπλοστιβάδας. Στη συνέχεια, η αλληλεπίδραση των μορίων του νερού, λόγω του δίπολου χαρακτήρα τους, με την απέναντι πολική περιοχή έχει ως αποτέλεσμα ταχεία μεταφορά (Σχήμα 5.2Α). Η μεταφορά γίνεται προς το χώρο με τη μικρότερη συγκέντρωση νερού.
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			Σχήμα 5.2 Μεταφορά νερού (Α) μέσω της λιπιδικής διπλοστιβάδας και (Β) μέσω πρωτεΐνης μεταφοράς.

			5.2 Μεταφορά υδρόφιλων μορίων

			Μεταφορά πολικών μορίων

			Το νερό όμως δεν μεταφέρετει μόνο μέσω της διπλοστιβάδας. Μεταφέρεται, όπως και τα πολικά μόρια, μέσω πρωτεϊνών μεταφοράς (ονομάζονται δίαυλοι, πόροι ή περμεάσες, permeases), τόσο μη εξειδικευμένων για το νερό (Σχήμα 5.2Β), όσο και απόλυτα εξειδικευμένων. Οι τελευταίες ονομάζονται υδατοπορίνες (ή ακουπορίνες, aquaporines) και αυξάνουν σημαντικά την ταχύτητα μεταφοράς του νερού σε κύτταρα συγκεκριμένων ιστών όπως οι νεφροί και ο αμφιβληστροειδής, αλλά και στα ερυθροκύτταρα. Για την ανακάλυψη και το χαρακτηρισμό της πρώτης υδατοπορίνης (AQP1), o P. Agre πήρε, το 2003, το βραβείο Nobel Χημείας1.

			Καθοριστικό πείραμα για τη μελέτη της AQP1 ήταν η έκφραση του γονιδίου της πρωτεΐνης σε ωοκύτταρα X. laevis, που είχε ως αποτέλεσμα τη διόγκωση και τη λύση των κυττάρων όταν μεταφέρθηκαν σε υποτονικό μέσο (τα κύτταρα που δεν περιείχαν την πρωτεΐνη παρέμειναν ανέπαφα)2. Το ίδιο αποτέλεσμα είχε και η ενσωμάτωση της AQP1 σε λιποσώματα. Και στις δυο περιπτώσεις η διόγκωση αναστέλλεται από HgCl2, που είναι γνωστός αναστολέας της μεταφοράς νερού μέσω της μεμβράνης των ερυθροκυττάρων.

			Η κρυσταλλογραφική μελέτη της AQP1 (28kDa στη μη γλυκοζυλιωμένη μορφή της) έδειξε ότι είναι τετραμερής. Κάθε υπομονάδα αποτελείται από έξι α-έλικες (Σχήμα 5.3) που συνιστούν έναν υδρόφιλο δίαυλο από τον οποίο περνούν μόρια νερού και προς τις δυο κατευθύνσεις. Ο δίαυλος διαθέτει επιπλέον, περίπου στο μέσον, θετικά φορτισμένα κατάλοιπα που δεν επιτρέπουν τη μεταφορά πρωτονίων. Επομένως η ύπαρξη υδατοπορινών δεν διαταράσσει τη βαθμίδωση συγκέντωσης πρωτονίων των μεμβρανών. Το ηλεκτροστατικό πεδίο που δημιουργείται αναγκάζει τα μόρια του νερού να περιστρέφονται έτσι, ώστε τα δίπολα τους να είναι αντίθετα προσανατολισμένα στα δυο μισά του διαύλου. Αποφεύγεται έτσι η δημιουργία δικτύου μορίων νερού συνδεδεμένων με δεσμούς υδρογόνου, που θα επέτρεπε τη μεταφορά των πρωτονίων. 

			Οι υδατοπορίνες είναι απαραίτητες για σημαντικές λειτουργίες, όπως η ανάκτηση (επαναρρόφηση) νερού από τους νεφρούς. Κάθε ημέρα παράγονται στους νεφρούς περίπου 17L ούρων που ανακυκλώνονται με τη βοήθεια των υδατοπορινών, με αποτέλεσμα το ανθρώπινο σώμα να χάνει μόνο 1L νερού στο διάστημα αυτό3. Η λειτουργία μιας ακόμη υδατοπορίνης των νεφρικών σωληναρίων του ανθρώπου, της AQP2, ρυθμίζεται από τη βασοπρεσίνη (αντιδιουρητική ορμόνη), όπως απέδειξαν μελέτες σε περιπτώσεις κατακράτησης ούρων4. Αλλά και κατά την έκκριση δακρύων το νερό πρέπει να μεταφερθεί από τη μεμβράνη με μεγάλη ταχύτητα. Τέλος, στην παρουσία υδατοπορινών στη μεμβράνη των ερυθροκυττάρων οφείλεται η ταχεία λύση τους σε υποτονικά μέσα. 

			Σήμερα έχουν βρεθεί και πολυλειτουργικές υδατοπορίνες που επιτρέπουν τη μεταφορά, όχι μόνο νερού, αλλά και γλυκερόλης.

			Όπως ήδη αναφέρθηκε, η μεταφορά του νερού μέσω των πρωτεϊνών μεταφοράς ακολουθεί το νόμο της διάχυσης, έχει όμως κινητικά χαρακτηριστικά κορεσμού. Aυτή η μορφή μεταφοράς χαρακτηρίζει όλες τις περιπτώσεις μεταφοράς πολικών μορίων μέσω εξειδικευμένων πρωτεϊνών και ονομάζεται διευκολυνόμενη διάχυση.
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			Σχήμα 5.3 Δομή υδατοπορίνης (Stryer Βιοχημεία (2014) Παν. Εκδ. Κρήτης, σελ. 402) 6. Φαίνονται οι έξι α-έλικες και τα υδρόφιλα κατάλοιπα του διαύλου.

			5.3 Διευκολυνόμενη διάχυση

			Η διευκολυνόμενη διάχυση γίνεται από διαμεμβρανικές πρωτεΐνες μεταφοράς που σχηματίζουν εσωτερικά υδρόφιλους διαύλους με μεγάλη εξειδίκευση. Η εξειδίκευση αυτή μπορεί να οφείλεται στη διάμετρο τους (συνήθως 0.40-0.55nm) ή σε περιοχές, στην επιφάνεια των διαύλων, που αλληλεπιδρούν με τις προς μεταφορά ενώσεις με αποτέλεσμα η μεταφορά να έχει κινητικά χαρακτηριστικά κορεσμού (Σχήμα 5.4). Εμφανίζουν, δηλαδή, οι πρωτεΐνες διευκολυνόμενης διάχυσης «εξειδίκευση υποστρώματος» ανάλογη με αυτή των ενζύμων. Για παράδειγμα, η μεταφορά της D-γλυκόζης από τη μεμβράνη των ερυθροκυττάρων γίνεται από ειδική πρωτεΐνη (GLUT1i), από την ίδια δε διαμεμβρανική πρωτεΐνη η L-γλυκόζη περνά με 2,000 φορές μεγαλύτερη KM. Σε κάποιες περιπτώσεις (θα περιγραφούν στη συνέχεια) το άνοιγμα των διαύλων, και επομένως η λειτουργία κάποιων από τις πρωτεΐνες μεταφοράς αυτής της κατηγορίας, ρυθμίζεται από την παρουσία συγκεκριμένου προσδέτη (ligand) ή από το ηλεκτροχημικό δυναμικό της μεμβράνης. Η λειτουργία των πρωτεϊνών διευκολυνόμενης διάχυσης δεν προβλέπει μετακίνηση της ίδιας της πρωτεΐνης μέσα στη διπλοστιβάδα, άλλη από την πλάγια διάχυση που χαρακτηρίζει όλες τις διαμεμβρανικές πρωτεΐνες. Διαφορετική μετακίνηση (π.χ. κίνηση flip-flop) δεν ευνοείται θερμοδυναμικά, φαίνεται όμως ότι σε κάποιες περιπτώσεις τέτοια μεταφορά γίνεται. Η πιο μελετημένη είναι η περίπτωση των ιοντοφόρων.

			Τα ιοντοφόρα5 είναι μικρά υδρόφοβα μόρια που μπορούν να ενσωματωθούν είτε σε βιολογικές είτε σε τεχνητές μεμβράνες (π.χ. λιποσώματα) και να αυξήσουν τη διαπερατότητα των μεμβρανών αυτών εξειδικευμένα σε συγκεκριμένα ιόντα. Ένα ή περισσότερα μόρια ενός ιοντοφόρου σχηματίζει εντός της λιπιδικής διπλοστιβάδας δομές με υδρόφοβη επιφάνεια, το εσωτερικό της οποίας «προστατεύει» το φορτίο του ιόντος. Το δεκαπενταπεπτίδιο γραμμισιδίνη (αποτελείται από εναλλακτικά D- και L-αμινοξέα, Σχήμα 5.5Α) αποτελεί έναν τύπο ιοντοφόρου που σχηματίζει στη μεμβράνη τον υδρόφιλο δίαυλο του Σχήματος 5.5Β, μια διμερή β-έλικα. Στο σχήμα φαίνεται επίσης ο τρόπος που λειτουργεί ο συγκεκριμένος δίαυλος, καθώς και η δομική μεταβολή που προκαλεί στη λιπιδική διπλοστιβάδα ο σχηματισμός του. Ο δίαυλος της γραμμισιδίνης λειτουργεί για 1s και αποδιατάσσεται για να δημιουργηθεί και πάλι, μπορεί δε να μεταφέρει μεγάλη ποικιλία μονοσθενών κατιόντων καθώς και μόρια νερού. Δεν μεταφέρει όμως δισθενή κατιόντα, π.χ. Ca2+, που συνδέονται σταθερά στην είσοδο του διαύλου.
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			Σχήμα 5.4 Κινητική μελέτη απλής και διευκολυνόμενης διάχυσης.
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			Σχήμα 5.5 (Α) Γραμμισιδίνη S (https://en.wikipedia.org/wiki/File:Gramicidin_S.svg) και (B) Διμερής δίαυλος γραμμισιδίνης. 

			Ένας δεύτερος τύπος ιοντοφόρου σχηματίζει στη μεμβράνη έναν κινητό φορέα (Σχήμα 5.6Α) που μεταφέρει ιόντα, επειδή στο εσωτερικό του βρίσκονται διατεταγμένα άτομα οξυγόνου που συνδέονται με το προς μεταφορά ιόν. Το πιο γνωστό ιοντοφόρο αυτού του τύπου είναι η βαλινομυκίνη. Είναι κυκλικό δωδεκαδεψιπεπτίδιο με χημικό τύπο (D-βαλίνη-L-γαλακτικό-L-βαλίνη-D-υδροξυισοβαλερικό)3, σχηματίζει δε στη μεμβράνη τη δομή του Σχήματος 5.6Β. Την υδρόφοβη επιφάνεια του φορέα σχηματίζουν οι μεθυλομάδες του γαλακτικού και οι ισοπροπυλομάδες των αμινοξέων, τα δε Κ+ συγκρατούνται στην οκταεδρική δομή του σχήματος σε ομάδες βαλίνης με έξι καρβονυλικούς δεσμούς. Η βαλινομυκίνη είναι ειδική για τη μεταφορά ιόντων καλίου, καθώς συνδέετει μαζί τους 10,000 ισχυρότερα από ότι με τα ιόντα νατρίου. Ο λόγος είναι ότι «αποσπά» τα Κ+ από το νερό ευκολότερα, καθώς η ελεύθερη ενέργεια ενυδάτωσης για το Κ+ είναι -55kcal/mol, ενώ για το Na+ -72kcal/mol.
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			Σχήμα 5.6 (Α) Μεταφορά με ιοντοφόρο που σχηματίζει φορέα (https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/29/Jonofory.png) και (Β) Βαλινομυκίνη χωρίς και με δεσμευμένο Κ+.

			Τα δυο ιοντοφόρα που μόλις περιγράψαμε είναι αντιβιοτικά και παράγονται από τα βακτήρια του εδάφους B. brevis (η γραμμισιδίνη) και αρκετά είδη Streptomyces (η βαλινομυκίνη). Η γραμμισιδίνη είναι μίγμα των γραμμισιδινών Α (80%), Β (6%) και C (14%), χρησιμοποιείται δε μόνο ως τοπικό αντιβιοτικό καθώς, ακόμα και σε μικρές συγκεντρώσεις, προκαλεί αιμόλυση. Ο φυσιολογικός ρόλος των αντιβιοτικών αυτών είναι η καταστροφή των βαθμιδώσεων συγκέντρωσης μονοσθενών κατιόντων (Κ+, Νa+, Η+) στη μεμβράνη άλλων βακτηρίων. Η απώλεια της ισορροπίας στη συγκέντρωση των ιόντων αυτών μεταξύ εσωτερικού των βακτηρίων και περιβάλλοντος καταστρέφει τα βακτηριακά κύτταρα.

			Στην κατηγορία των αντιβιοτικών εντάσσονται και άλλα ιοντοφόρα (ενδεικτικός ο Πίνακας 5.1), ενώ σήμερα γίνεται και σύνθεση ενώσεων που μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως ιοντοφόρα.
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			Τα συνθετικά ιοντοφόρα ανήκουν στις κατηγορίες χημικών ενώσεων των δικυκλικών ή των μακροκυκλικών πολυαιθέρων και των καλιξαρενίων. Ένα εξαιρετικά χρήσιμο στην έρευνα (κυρίως για το ρόλο του ασβεστίου στα κύτταρα) συνθετικό ιοντοφόρο αποτελεί η ένωση Α23187 (Σχήμα 5.7), ένα από τα λίγα ιοντοφόρα που μεταφέρουν δισθενή ιόντα. Από τον τρόπο σύνθεσης του, το Α23187 διατηρεί αντιβιοτικές ιδιότητες. Λειτουργεί ως φορέας και ανταλλάσει Ca2+ (αλλά και Mn2+ και Mg2+) με 2 Η+, με αποτέλεσμα η παρουσία του να μην αποπολώνει τις μεμβράνες. Η επίδραση του Α23187 στα κύτταρα αυξάνει τα επίπεδα Ca2+ στο κυτόπλασμα, «μιμείται» δηλαδή το Α23187 εξωτερικά ερεθίσματα που προκαλούν αύξηση του ενδοκυττάριου ασβεστίου.
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			Σχήμα 5.7 Το ιοντοφόρο Α23187.

			Ηλεκτροχημικό δυναμικό των βιολογικών μεμβρανών. Δίαυλοι ελεγχόμενης μεταφοράς

			Η μεταφορά των ιόντων μέσω των βιολογικών μεμβρανών δεν προϋποθέτει μόνον εξειδικευμένες πρωτεΐνες μεταφοράς, αλλά και τη συμμετοχή του δυναμικού ηρεμίας της μεμβράνης στη μεταφορά αυτή. Αν το κατιόν Μ+ εμφανίζει μεγαλύτερη συγκέντρωση στο εξωτερικό του κυττάρου από ότι εντός του κυττάρου, τότε το Μ+, και με την προϋπόθεση ότι υπάρχει γι’ αυτό ειδικός μεταφορέας, μεταφέρεται προς το εσωτερικό μέχρις ότου εξομοιωθούν οι εντός και εκτός συγκεντρώσεις του. Καθώς όμως μεταφέρεται στο εσωτερικό του κυττάρου, αρχίζουν να συσσωρεύονται θετικά φορτία που επιβραδύνουν τη μεταφορά. Η κίνηση του Μ+ θα σταματήσει όταν η κίνηση λόγω της βαθμίδωσης συγκέντρωσης εξισορροπηθεί από την αντίρροπη ηλεκτροστατική δύναμη. Κάτω από τις συνθήκες αυτές, το δυναμικό ισορροπίας, για συγκεκριμένο ιόν και συγκεκριμένο λόγο συγκεντρώσεων, δίνεται από την εξίσωση του Nernst και ονομάζεται ηλεκτροχημικό δυναμικό.

			Vηρεμίας = -R T /z F ln ([M+]εσωτ / [M+]εξωτ)

			Όπου:

			R: σταθερά ιδανικών αερίων 

			F: σταθερά Faraday 

			z: φορτίο του ιόντος.

			Τα ιόντα είναι άνισα κατανεμημένα εντός και εκτός των κυττάρων, όπως ενδεικτικά φαίνεται στον Πίνακα 5.2. 
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			Το συνολικό δυναμικό της μεμβράνης οφείλεται στην ύπαρξη μικρής περίσσειας κατιόντων σε σχέση με τα ανιόντα στην εξωτερική επιφάνεια της πλασματικής μεμβράνης και, αντίστοιχα, μικρής περίσσειας ανιόντων στην εσωτερική επιφάνεια. Για παράδειγμα, το δυναμικό ηρεμίας ενός νευρώνα είναι -60mV, αρκετά κοντά στο δυναμικό ισορροπίας του Κ+, και οφείλεται κυρίως στο γεγονός ότι κάποιες πρωτεΐνες μεταφοράς Κ+ είναι μόνιμα ανοικτές (δίαυλοι διαρροής Κ+, Κ+ leak channels). 

			Η άνιση κατανομή των ιόντων του Πίνακα 5.2 και η εξ αυτής ύπαρξη δυναμικού ηρεμίας στις μεμβράνες (το δυναμικό της πλασματικής μεμβράνης των ζωικών κυττάρων έχει τιμές από -20 μέχρι -200mV) εξυπηρετεί σημαντικές λειτουργίες των κυττάρων, όπως τη δευτερογενή ενεργητική μεταφορά και τη λειτουργία των νευρώνων. Γι’ αυτό και τα κύτταρα καταναλώνουν σημαντικά ποσά ενέργειας για την αποκατάσταση του δυναμικού της μεμβράνης, αν αυτό διαταραχτεί. Το δυναμικό διαταράσσεται όταν δημιουργείται δυναμικό ενέργειας (μια νευρική ώση). Να σημειωθεί ότι η ύπαρξη δυναμικού χαρακτηρίζει και κάποιες ενδομεμβράνες, όπως την εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων. Στη μεμβράνη των μιτοχονδρίων, το δυναμικό οφείλεται στην ύπαρξη βαθμίδωσης συγκέντρωσης Η+.

			Ένα παράδειγμα δημιουργίας δυναμικού ενέργειας είναι το εξής: η δέσμευση ενός νευροδιαβιβαστή στον πρωτεϊνικό υποδοχέα του μπορεί να προκαλέσει στιγμιαίο άνοιγμα της πρωτεΐνης. Στην περίπτωση π.χ. της ακετυλοχολίνης, ο υποδοχέας είναι ένας μη ειδικός δίαυλος κατιόντων που ανοίγει για 10-3s επιτρέποντας την έξοδο ιόντων καλίου και την είσοδο ιόντων νατρίου, με αποτέλεσμα να μεταβληθεί στιγμιαία το δυναμικό της μεμβράνης, όπως φαίνεται στο Σχήμα 5.8.
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			Σχήμα 5.8 Με τη δημιουργία δυναμικού ενέργειας, το δυναμικό της μεμβράνης αυξομειώνεται στιγμιαία.

			Στο σχήμα φαίνονται και τα δυναμικά ισορροπίας των Κ+ και Na+.

			Όταν όμως το δυναμικό προσεγγίσει την τιμή των περίπου -40mV, ανοίγουν εξειδικευμένοι δίαυλοι Na+, κάτι που οδηγεί σε ταχύτατη ροή των ιόντων αυτών και, αντίστοιχα, ταχύτατη αύξηση του δυναμικού της μεμβράνης που τείνει να προσεγγίσει το δυναμικό ισορροπίας του Na+. Η μεταβολή του δυναμικού προκαλεί άνοιγμα (αλλά με βραδύτερους ρυθμούς) εξειδικευμένων διαύλων Κ+ και, συγχρόνως, κλείσιμο αυτών του Na+. Με ανοιχτούς πλέον μόνον τους διαύλους Κ+, το δυναμικό μειώνεται και προσεγγίζει αυτό του δυναμικού ισορροπίας του Κ+. Στο ίδιο διάστημα απενεργοποιούνται και οι υποδοχείς του νευροδιαβιβαστή. Οι μηχανισμοί με τους οποίους γίνεται το άνοιγμα και το κλείσιμο των διαύλων των κατιόντων θα εκτεθούν στο επόμενο κεφάλαιο.

			Η ύπαρξη διαύλων Κ+ και Na+ στα κύτταρα μπορεί να μελετηθεί με την τεχνική καθήλωσης μεμβρανικού τμήματος (τεχνική παγίδευσης τάσης, patch clamp technique): μικρή περιοχή της πλασματικής μεμβράνης ενός κυττάρου (που περιέχει λίγους ή και ένα μόνο δίαυλο ιόντων) έρχεται σε στεγανή επαφή με το ρύγχος ενός σιφωνίου. Ελαφρά αναρρόφηση εισάγει το τμήμα της μεμβράνης στο σιφώνιο, όπως φαίνεται στο Σχήμα 5.9Α, και δημιουργεί αντίσταση 10-100gigaohm. Απομονώνει δηλαδή το σιφώνιο μια περιοχή της μεμβράνης μέσω της οποίας ιόντα μετακινούνται προς το σιφώνιο με αποτέλεσμα να δημιουργείται ηλεκτρικό ρεύμα που μπορεί να μετρηθεί από συνδεδεμένο ηλεκτρόδιο το οποίο, με τη σειρά του, συνδέεται με εξαιρετικά ευαίσθητο πολλαπλασιαστή του σήματος. Ένα ηλεκτρόδιο αναφοράς που περιέχει το σύστημα βοηθά να διατηρείται το δυναμικό σταθερό και να καταγράφεται μόνο η μεταβολή του ρεύματος κάτω από τις δεδομένες πειραματικές συνθήκες. Ανάλογα με το πείραμα, το σιφώνιο μπορεί να περιέχει υδατικό διάλυμα της επιλογής του ερευνητή, που μάλιστα μπορεί να τροποποιείται στη διάρκεια του πειράματος π.χ. να τροποποιείται η ιοντική ισχύς του ή να προστίθεται σε αυτό κάποιο φάρμακο ή, ακόμα, να περιέχει διάλυμα που προσομοιάζει το κυτόπλασμα του κυττάρου. Για την τεχνική αυτή, οι Neher και Sakmann πήραν, το 1991, το βραβείο Nobel Φυσιολογίας/Ιατρικής 7.
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			Σχήμα 5.9 (Α) Φραγμός υψηλής αντίστασης μεταξύ σιφωνίου και πλασματικής μεμβράνης κυττάρου, (Β) Φωτογραφία από ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο κατά την προσέγγιση σιφωνίου-μεμβράνης μυοκυττάρου (http://www.cellsalive.com/patch.htm).

			Δίαυλοι ελεγχόμενης μεταφοράς (gated channels) 8

			Όπως ήδη αναφέρθηκε, πολλές από τις πρωτεΐνες που λειτουργούν ως δίαυλοι μεταφοράς στην πλασματική μεμβράνη ανοίγουν μόνο μετά την επίδραση εξωτερικού (ή και ενδοκυττάριου) ερεθίσματος. Έτσι, οι δίαυλοι μεταφοράς ιόντων των νευρώνων ανοίγουν μόνο όταν υπάρξει νευρική ώση, μεταβληθεί δηλαδή το δυναμικό ηρεμίας της μεμβράνης. Το μοντέλο όμως της ελεγχόμενης μεταφοράς ιόντων δεν αφορά μόνο τους ευαίσθητους στη μεταβολή του δυναμικού διαύλους (voltage-gated channels), αλλά είναι γενικότερο και περιγράφεται στις επιμέρους περιπτώσεις του Σχήματος 5.10.

			Παράδειγμα της περίπτωσης Β (ligand-gated channel) του σχήματος έχει ήδη αναφερθεί: η σύνδεση της ακετυλοχολίνης στον υποδοχέα της ακολουθεί αυτό το μοντέλο. Γενικότερα, μόρια που συνδέονται εξωτερικά σε διαύλους ελεγχόμενης μεταφοράς μπορεί να είναι είτε νευροδιαβιβαστές, είτε ορμόνες. Διαφορετικά είναι τα ενδοκυττάρια ερεθίσματα: σε αυτά ανήκουν ιόντα και νουκλεοτίδια. Στον τύπο αυτό των διαύλων ανήκουν και πρωτεΐνες, η λειτουργία των οποίων ρυθμίζεται με φωσφορυλίωση και αποφωσφορυλίωση 9. Όλοι πάντως οι δίαυλοι ελεγχόμενης μεταφοράς διαθέτουν μηχανισμούς αυτόματης επαναφοράς, οι οποίοι λειτουργούν ακόμα και αν το ερέθισμα παραμένει.
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			Σχήμα 5.10 Σχηματική αναπαράσταση διαύλων ελεγχόμενης μεταφοράς. Το ερέθισμα μπορεί να είναι (Α) Αλλαγή του δυναμικού της μεμβράνης, (Β) και (Γ) Σύνδεση στο δίαυλο εξωκυττάριου ή ενδοκυττάριου μορίου ή (Δ) Μηχανικό ερέθισμα (mechanically gated channels).

			Οι δίαυλοι μεταφοράς ιόντων που ελέγχονται από το δυναμικό της μεμβράνης έχουν παρόμοια δομή και παρόμοιο μηχανισμό λειτουργίας. Ο δίαυλος Na+, που αρχικά απομονώθηκε από το ηλεκτρικό όργανο του σελαχιού T. marmorata, αποτελείται από μια πεπτιδική αλυσίδα 260kDa με τέσσερις εσωτερικές επαναλήψεις παρόμοιων αλληλουχιών. Δεσμεύει με υψηλή χημική συγγένεια τη νευροτοξίνη τετροδοτοξίνη, η δέσμευση δε αυτή βοήθησε στον καθαρισμό και τη διαλεύκανση της δομής της πρωτεΐνης. Κάθε μια από τις τέσσερις επαναλήψεις περιέχει πέντε υδρόφοβες περιοχές και μια υδρόφιλη στην οποία κατάλοιπα αργινίνης και λυσίνης επαναλαμβάνονται σε σχεδόν κάθε τρίτη θέση. Τα θετικά αυτά αμινοξέα δρουν ως αισθητήρες δυναμικού. 

			Η απομόνωση του διαύλου Κ+ έγινε από μεταλλαγμένα στελέχη Drosophila και έγινε δυσκολότερα, καθώς δεν υπήρχε γι’ αυτόν γνωστός πρόσδετης (όπως η τεροδοτοξίνη για το δίαυλο Na+). Είναι μια πρωτεΐνη 70kDa παρόμοια με τμήμα μιας από τις υδρόφοβες επαναλήψεις του διαύλου Na+, το λειτουργικό δε δίαυλο συγκροτούν τέσσερις τέτοιες υπομονάδες (Σχήμα 5.11). Σε βακτήρια (Streptomyces lividans) έχουν εντοπιστεί δίαυλοι Κ+ με δυο, αντί για τέσσερις, υπομονάδες.

			Το Σχήμα 5.11 δείχνει έναν κλειστό δίαυλο Κ+. Στο εσωτερικό του κυττάρου ο δίαυλος έχει διάμετρο 10Å, κάτι που επιτρέπει στα ιόντα να παραμένουν ενυδατωμένα. Στα 2/3 όμως της διαδρομής ο πόρος στενεύει (3Å) και τα ιόντα καλίου «υποχρεώνονται» να αποβάλλουν τα μόρια του νερού και να αλληλεπιδράσουν άμεσα με τα κατάλοιπα του διαύλου. Η αντικατάσταση της αλληλεπίδρασης με τα μόρια του νερού επιτυγχάνεται επειδή στην πρωτεΐνη υπάρχει η αλληλουχία Thr-Val-Gly-Tyr-Gly (συντηρημένη σε όλους τους διαύλους Κ+) που προσανατολίζεται έτσι, ώστε οι καρβονυλικές ομάδες να αλληλεπιδρούν με τα ιόντα. Τέλος, κάτι που αξίζει να σημειωθεί είναι η εκλεκτικότητα του συγκεκριμένου διαύλου έναντι του Na+, παρ’ όλο που τα ιόντα νατρίου έχουν μικρότερη ακτίνα από αυτή των ιόντων καλίου και, θεωρητικά, θα έπρεπε να μεταφέρονται πιο εύκολα. Η εξήγηση είναι παρόμοια με αυτή που δώσαμε για τα ιοντοφόρα: η ελεύθερη ενέργεια ενυδάτωσης για το Κ+ είναι -55kcal/mol, ενώ για το Na+ -72kcal/mol και οι διαστάσεις του πόρου, με τη βοήθεια και των ατόμων οξυγόνου των καρβονυλικών ομάδων, αντισταθμίζουν τη δαπάνη για την αφυδάτωση των ιόντων καλίου. Αντίθετα, τα ιόντα νατρίου λόγω του μικρότερου μεγέθους τους έχουν υψηλότερο κόστος αφυδάτωσης.
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			Σχήμα 5.11 Δομή διαύλου ιόντων Κ+ (Stryer Βιοχημεία (2014) Παν. Εκδ. Κρήτης, σελ. 392) 6.

			Ήδη αναφέρθηκε ότι οι δίαυλοι ιόντων διαθέτουν μηχανισμούς αυτόματης επαναφοράς. Στην περίπτωση των διαύλων Κ+, η πέψη του εξωκυττάριου τμήματος του διαύλου με θρυψίνη εμποδίζει την επαναφορά με αποτέλεσμα ο δίαυλος να μένει διαρκώς ανοικτός. Αν όμως προστεθεί ένα συνθετικό ολιγοπεπτίδιο, με αλληλουχία παρόμοια με αυτή των είκοσι πρώτων καταλοίπων του διαύλου, η λειτουργία του αποκαθίσταται και ο δίαυλος απενεργοποιείται. Το εύρημα οδήγησε στη διατύπωση του μηχανισμού της σφαίρας και της αλυσίδας (ball-and-chain) για τη λειτουργία του διαύλου (Σχήμα 5.12). Σύμφωνα με το μοντέλο του σχήματος, τα πρώτα είκοσι κατάλοιπα του διαύλου σχηματίζουν μια κυτοπλασματική «σφαίρα», που συνδέεται με ένα εύκαμπτο τμήμα με την υπόλοιπη πρωτεΐνη. Όταν ο δίαυλος είναι κλειστός, η σφαίρα κινείται ελεύθερα στο κυτόπλασμα. Όταν ο δίαυλος ανοίγει, η σφαίρα τοποθετείται γρήγορα σε κατάλληλη θέση στο δίαυλο και τον φράζει, με αποτέλεσμα να μένει ανοικτός μόνο για ένα πολύ μικρό χρονικό διάστημα. Η σφαίρα αποτελείται κυρίως από θετικά φορτισμένα αμινοξέα, μπορεί δε κανείς να τη θεωρήσει ως εξειδικευμένο προσδέτη του διαύλου που, ανοίγοντας, εκθέτει κυρίως αρνητικά φορτισμένα κατάλοιπα. Το Σχήμα 5.12 είναι απλουστευμένο διότι, στην πραγματικότητα, λειτουργούν τέσσερις (και όχι μόνο μια) σφαίρες.
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			Σχήμα 5.12 Το μοντέλο της σφαίρας και της αλυσίδας για την απενεργοποίηση των διαύλων Κ+.

			Με ανάλογο τρόπο μπορεί κανείς να περιγράψει τους διαύλους των οποίων η λειτουργία ελέγχεται από εξωκυττάρια μόρια (προσδέτες, ligands, ligand-gated channels). Ήδη αναφέρθηκε ο υποδοχέας της ακετυλοχολίνης, που θα χρησιμοποιηθεί και εδώ ως το καλύτερα μελετημένο παράδειγμα. Η άφιξη μιας νευρικής ώσης στη σύναψη απελευθερώνει ταυτόχρονα από την προσυναπτική μεμβράνη στη συναπτική σχισμή το περιεχόμενο περίπου 300 συναπτικών κυστιδίων που περιέχουν ακετυλοχολίνη. Ο συγκεκριμένος νευροδιαβιβαστής συνδέεται με τους υποδοχείς του (Σχήμα 5.13) που βρίσκονται στη μετασυναπτική μεμβράνη. Οι υποδοχείς αυτοί είναι δίαυλοι Na+ και Κ+, εξίσου διαπερατοί και στα δυο ιόντα. Η δέσμευση της ακετυλοχολίνης ανοίγει τους διαύλους των ιόντων με αποτέλεσμα να μεταβληθεί στιγμιαία το δυναμικό της μετασυναπτικής μεμβράνης (Σχήμα 5.8) και έτσι να μεταδοθεί στο μετασυναπτικό κύτταρο η νευρική ώση.

			Ο υποδοχέας της ακετυλοχολίνης (268kDa) είναι το πενταμερές τεσσάρων ειδών διαμεμβρανικών υπομονάδων με δομή α-έλικας και με παρόμοιες αλληλουχίες (α2, β, γ και δ) διατεταγμένων έτσι, ώστε να δημιουργούν δίαυλο στη μεμβράνη 10. Κάθε υπομονάδα διαθέτει εκτεταμένη εξωκυττάρια περιοχή που χαρακτηρίζεται κυρίως από β-πτυχώσεις και μια ακόμα α-έλικα στο εσωτερικό του κυττάρου. Η δέσμευση της ακετυλοχολίνης στην εξωκυττάρια περιοχή αλλάζει τη στερεοδιάταξη του διαύλου με αποτέλεσμα περιστροφή των διαμεμβρανικών ράβδων που τον περιβάλλουν. Κάθε υπομονάδα διαθέτει τόσο μικρά πολικά, όσο και μεγάλα μη πολικά κατάλοιπα. Όταν o πόρος είναι κλειστός, τα δεύτερα και κυρίως ένα ογκώδες κατάλοιπο λευκίνης στην κατάλληλη θέση φράζουν στεγανά το δίαυλο. Η σύνδεση της ακετυλοχολίνης και η αλλαγή στερεοδιάταξης που προκαλεί, εκθέτει στην εσωτερική επιφάνεια του διαύλου τα μικρά πολικά κατάλοιπα που ευνοούν τη μεταφορά των ιόντων.
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			Σχήμα 5.13 Δομή του υποδοχέα της ακετυλοχολίνης (Stryer Βιοχημεία (2014) Παν. Εκδ. Κρήτης, σελ. 397) 6. Η ακετυλοχολίνη δεσμεύεται στις επιφάνειες επαφής μεταξύ των υπομονάδων της εξωκυττάριας περιοχής.

			Άλλα συστήματα διευκολυνόμενης διάχυσης

			Τα συστήματα διευκολυνόμενης διάχυσης δεν είναι δυνατό να κατηγοριοποιηθούν αυστηρά, καθώς σε αυτά ανήκουν συστήματα με διαφορετικά μοριακά, αλλά και φυσιολογικά χαρακτηριστικά. Σε αυτά πάντως μπορούν να καταταγούν και τα εξής:

			Πρωτεΐνη μεταφοράς ανιόντων

			Η πρωτεΐνη μεταφοράς ανιόντων (anion exchange, AE ή πρωτεΐνη ανταλλαγής HCO3-/Cl- ή ζώνη 3 της μεμβράνης των ερυθροκυττάρων, βλ. και Κεφάλαιο 2) μεταφέρει ταυτόχρονα HCO3- έξω από τα κύτταρα και Cl- προς το εσωτερικό τους, όπως φαίνεται στο Σχήμα 5.14. Και στις δυο περιπτώσεις, η μεταφορά γίνεται προς τη μικρότερη συγκέντρωση του αντίστοιχου ιόντος.

			Η παράλληλη αυτή μεταφορά (co-transport) εμφανίζεται σε πολλά συστήματα μεταφοράς και είτε έχει, όπως στο συγκεκριμένο σύστημα, τη μορφή της αντιμεταφοράς (antiport), είτε τη μορφή της συμμεταφοράς (symport). Παράλληλη μεταφορά δεν παρατηρείται μόνο σε συστήματα διευκολυνόμενης διάχυσης, αλλά αφορά, όπως θα εκτεθεί και στη συνέχεια, και συστήματα ενεργητικής μεταφοράς.
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			Σχήμα 5.14 Πρωτεΐνη ανταλλαγής ΗCO3-/Cl-.

			Το HCO3- είναι η μορφή με την οποία μεταφέρεται το CO2 (η αντίδραση CO2→HCO3- καταλύεται στα ερυθροκύτταρα από την καρβονική ανυδράση) με το αίμα από τους ιστούς στους πνεύμονες. Στους πνεύμονες, μετατρέπεται και πάλι στα ερυθροκύτταρα σε CO2 και εκπνέεται. Η παρουσία της πρωτεΐνης μεταφοράς ανιόντων αυξάνει τη διαπερατότητα της μεμβράνης των ερυθροκυττάρων στο HCO3- κατά 106 φορές. Θα πρέπει να υπογραμμιστεί ότι η αντιμεταφορά HCO3-/Cl- δε μεταβάλλει το δυναμικό της μεμβράνης των ερυθροκυττάρων. Επίσης, όπως σε όλες τις περιπτώσεις παράλληλης μεταφοράς, απουσία Cl- σταματά και η μεταφορά HCO3-.

			Το ανθρώπινο γονιδίωμα διαθέτει τρία διαφορετικά γονίδια της πρωτεΐνης μεταφοράς ανιόντων: στα ερυθροκύτταρα εκφράζεται κυρίως η ΑΕ1, στα κύτταρα του ήπατος η ΑΕ2 και στα κύτταρα του εγκεφάλου και άλλων ιστών η ΑΕ3 6.

			Χασμοσύνδεσμοι 11,12

			Ένα ακόμη σύστημα διευκολυνόμενης διάχυσης είναι οι χασμοσύνδεσμοι, κυτταρικές δομές που συνδέουν κύτταρα. Οι χασμοσύνδεσμοι επιτρέπουν επικοινωνία απ’ ευθείας του εσωτερικού δυο γειτονικών κυττάρων με αποτέλεσμα τα δυο κύτταρα να αποκρίνονται σχεδόν ταυτόχρονα σε εξωτερικά ερεθίσματα που δέχεται το ένα από αυτά. Για παράδειγμα, οι χασμοσύνδεσμοι είναι υπεύθυνοι για το συγχρονισμό της συστολής των μυικών κυττάρων της καρδιάς 6. 

			Σε κάθε κύτταρο, το τμήμα του χασμοσυνδέσμου που ανήκει σε αυτό (ένας ημι-δίαυλος) αποτελείται από έξι πρωτεϊνικές υπομονάδες συνδετίνης (connexin, ο ημι-δίαυλος ονομάζεται connexon, Σχήμα 5.15Α). Κάθε μια από τις υπομονάδες αυτές συνίσταται από τέσσερις α-έλικες, μια δε από τις έλικες αυτές σε κάθε υπομονάδα συγκροτεί το δίαυλο του εξαμερούς. Δυο τέτοια εξαμερή δυο γειτονικών κυττάρων, ευθυγραμμισμένα, συγκροτούν το χασμοσύνδεσμο δηλαδή τον πλήρη, λειτουργικό, δίαυλο.

			Από τον δίαυλο του χασμοσυνδέσμου μπορούν να μεταφερθούν ιόντα και μικρά υδρόφιλα μόρια (με μοριακό βάρος μέχρι 1kDa, όπως σάκχαρα, αμινοξέα και νουκλεοτίδια), καθώς οι δίαυλοι έχουν διάμετρο 20Å. Γι αυτό και εξυπηρετούν και τη θρέψη κυττάρων που βρίσκονται σε απόσταση από αιμοφόρα αγγεία. Στις περιοχές των ευκαρυωτικών κυττάρων που συνδέονται με χασμοσυνδέσμους, η παρουσία τους είναι πυκνή (υπάρχουν χασμοσύνδεσμοι κάθε περίπου 90Å) και γι’ αυτό εμφανίζουν, στο ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο, την εικόνα του Σχήματος 5.15Β.

			Η διάμετρος των διαύλων των χασμοσυνδέσμων είναι μεταβλητή και εξαρτάται από τη συγκέντρωση των ιόντων, και κυρίως του Ca2+, και από το pH: αύξηση της συγκέντρωσης Ca2+ πάνω από τα φυσιολογικά επίπεδα ή πτώση του pH προκαλούν το βαθμιαίο κλείσιμο τους (είναι τελείως ανοικτοί για συγκέντρωση Ca2+ μικρότερη του 10-7M και τελείως κλειστοί για συγκεντρώσεις της τάξης των 5x10-5 M). Σε περίπτωση που κάποιο κύτταρο υποστεί βλάβη με αποτέλεσμα την αύξηση της συγκέντρωσης του ασβεστίου, οι χασμοσύνδεσμοι κλείνουν (Σχήμα 5.15Α) εμποδίζοντας έτσι τη διάδοση του σήματος στα γειτονικά κύτταρα.
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			Σχήμα 5.15 (Α) Σχηματική αναπαράσταση χασμοσυνδέσμων (https://en.wikipedia.org/wiki/Gap_junction). Στο επάνω μέρος του σχήματος φαίνεται το βαθμιαίο κλείσιμο ενός χασμοσυνδέσμου με τη μεταβολή του pH ή των επιπέδων ασβεστίου. (Β) Φωτογραφία χασμοσυνδέσμων από ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο 11.

			5.4 Ενεργητική μεταφορά

			Τα συστήματα μεταφοράς που μελετήθηκαν μέχρις εδώ έχουν τα εξής χαρακτηριστικά: α) η λειτουργία τους καθοδηγείται είτε από τη βαθμίδωση συγκέντρωσης του προς μεταφορά μορίου, είτε από την ηλεκτροχημικό δυναμικό του προς μεταφορά ιόντος και γι’ αυτό β) η μεταφορά γίνεται χωρίς τα κύτταρα να καταναλώνουν ενέργεια. Αυτός ο τύπος μεταφοράς ονομάζεται παθητική μεταφορά. Ενεργητική (ή ενεργός) μεταφορά ονομάζεται ο τύπος της μεταφοράς που γίνεται αντίθετα προς τη βαθμίδωση συγκέντρωσης (ή το ηλεκτροχημικό δυναμικό), δηλαδή από μικρότερες προς μεγαλύτερες συγκεντρώσεις, και οδηγεί σε συσσώρευση του μεταφερομένου στη μια πλευρά της μεμβράνης, συνήθως στο εσωτερικό του κυττάρου. Μια τέτοια μεταφορά απαιτεί ενέργεια για να γίνει και, επομένως, η μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας του συστήματος στη διάρκεια της μεταφοράς αυτής είναι θετική.

			Η μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας για μεταφορά μορίου με συγκεντρώσεις C1 και C2 στις δυο πλευρές της μεμβράνης (από τη C1 στη C2 και όταν C1<C2) δίνεται από την εξίσωση

			ΔGt = 2.303 R T log (C2/C1)

			(η ΔGt= 2.303 R T log (C2/C1)  +z F ΔV για μεταφορά φορτισμένου μορίου ή ιόντος με σθένος z. 

			ΔV είναι το δυναμικό της μεμβράνης).

			Για παράδειγμα, αν οι συγκεντρώσεις είναι C1=10-3Μ και C2=10-1Μ, η μεταβολή της ελεύθερης ενέργειας κατά τη μεταφορά από τη C1 στη C2 (στους 25°C) είναι 2.7kcal/mol, είναι δηλαδή θετική. Αυτό όμως που έχει μεγάλη σημασία είναι ότι η ενέργεια αυτή μπορεί να καλυφθεί από κυτταρικές πηγές π.χ. από την υδρόλυση του ATP (ΔG=-7.3kcal/mol). Πραγματικά, η υδρόλυση του ΑΤΡ αποτελεί στα κύτταρα μια από τις κύριες πηγές ενέργειας για τέτοιες μεταφορές. Όπως όμως θα εκτεθεί και στη συνέχεια, δεν είναι η μοναδική. Σε όλες πάντως τις περιπτώσεις, το σύστημα μεταφοράς θα πρέπει όχι μόνο να εφοδιάζεται με ενέργεια, αλλά να έχει και τη δυνατότητα να τη μετατρέπει στη μορφή που τη χρειάζεται. Καθώς δε και τα συστήματα ενεργητικής μεταφοράς είναι συνήθως διαμεμβρανικές πρωτεΐνες μεταφοράς (περμεάσες) στις περισσότερες περιπτώσεις οι ίδιες εκτελούν και την απαραίτητη μετατροπή ενέργειας. Για τις πρωτεΐνες ενεργητικής μεταφοράς συχνά χρησιμοποιείται ο όρος αντλίες. 

			Η ενεργητική μεταφορά κατατάσσεται σε δυο κυρίως τύπους: στην πρωτογενή ενεργητική μεταφορά, στην οποία η απαιτούμενη για τη μεταφορά ενέργεια προέρχεται από την υδρόλυση του ΑΤΡ, τη ροή ηλεκτρονίων ή τη φωτεινή ακτινοβολία και τη δευτερογενή ενεργητική μεταφορά. Κατά τη δευτερογενή μεταφορά, η ενέργεια καταναλώνεται για τη δημιουργία και τη διατήρηση βαθμιδώσεων συγκέντρωσης ιόντων στις μεμβράνες, οι οποίες χρησιμοποιούνται δευτερογενώς για τη μεταφορά μορίων μέσω των μεμβρανών.

			Και στους δυο τύπους ενεργητικής μεταφοράς, όπως άλλωστε και στην παθητική μεταφορά, το μεταφερόμενο μόριο ή ιόν δεν μεταβάλλεται χημικά. Υπάρχει ωστόσο και μια εξειδικευμένη περίπτωση πρωτογενούς μεταφοράς κατά την οποία γίνεται χημική τροποποίηση του μεταφερόμενου μορίου (η τελευταία στον πίνακα που ακολουθεί). 

			Στον Πίνακα 5.3 παρουσιάζονται χαρακτηριστικά συστήματα ενεργητικής μεταφοράς.
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			*1 η γαστρική H+/K+ ATPάση είναι υπεύθυνη για το χαμηλό pH του στομάχου. Λειτουργεί με στοιχειομετρία 2:2 και γι’ αυτό η λειτουργία της δεν διαταράσσει το δυναμικό της μεμβράνης των επιθηλιακών κυττάρων του εντέρου, όπως η λειτουργία της Na+/K+ ATPάσης.

			*2 η φυτική H+ ATPάση είναι υπεύθυνη για το κατά 2 μονάδες χαμηλότερο pH που χαρακτηρίζει τον εξωκυττάριο χώρο των ανώτερων φυτών και την ύπαρξη δυναμικού -250mV που διαθέτει η πλασματική μεμβράνη τους.

			Na+/K+ ATPάση (αντλία Na+/K+) 13-16 

			Η Na+/K+ ΑΤΡάση είναι μια ετεροτετραμερής (α2β2) διαμεμβρανική πρωτεΐνη, το λειτουργικό τμήμα της οποίας φαίνεται στο Σχήμα 5.16. Το τμήμα αυτό συνιστούν οι υπομονάδες α (μοριακού βάρους περίπου 100kDa), ενώ οι β (55 kDa) είναι γλυκοπρωτεΐνες που διευκολύνουν τον προσανατολισμό της πρωτεΐνης στην πλασματική μεμβράνη των ζωικών κυττάρων. Μια διαφορετικού τύπου υπομονάδα (υπομονάδα γ) εκφράζεται σε συνθήκες καταπόνησης και τροποποιεί τη δραστικότητα της Na+/K+ ΑΤΡάσης.

			Η Na+/K+ ΑΤΡάση είναι υπεύθυνη για τη συσσώρευση ιόντων K+ στο εσωτερικό των κυττάρων (157mM έναντι 4mM στον εξωκυττάριο χώρο, βλ. και Πίνακα 5.2) και την υψηλή εξωκυττάρια συγκέντρωση ιόντων Na+ (143mM έναντι 14mM), είναι δηλαδή υπεύθυνη για τη δημιουργία βαθμιδώσεων συγκέντρωσης Na+ και K+ στη μεμβράνη των ζωικών κυττάρων. Οι βαθμιδώσεις αυτές εξυπηρετούν όχι μόνο τη δημιουργία και τη διατήρηση του δυναμικού της μεμβράνης (από -40 ως -80mV) και τη σύζευξη των βαθμιδώσεων με συστήματα δευτερογενούς ενεργητικής μεταφοράς, αλλά και τη διατήρηση του κυτταρικού όγκου: τα κύτταρα βρίσκονται σε ωσμωτική ισορροπία με το περιβάλλον τους και, αν δεν λειτουργούσε η Na+/K+ ΑΤΡάση, ιόντα Na+ θα διέρρεαν στο εσωτερικό τους συνοδευόμενα από μόρια νερού που θα διόγκωναν τα κύτταρα. 
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			Σχήμα 5.16 Λειτουργία Na+/K+ ATPάσης (https://en.wikipedia.org/wiki/File:Scheme_sodium-potassium_pump-en.svg).

			Οι ζωικοί οργανισμοί σε ανάπαυση καταναλώνουν το 30% του διαθέσιμου ΑΤΡ για τη λειτουργία της Na+/K+ ΑΤΡάσης. Σε κάθε κύκλο λειτουργίας της πρωτεΐνης υδρολύεται ένα μόρια ΑΤΡ και συγχρόνως μεταφέρονται τρία ιόντα Na+ από το εσωτερικό του κυττάρου στον εξωκυττάριο χώρο και, αντίστροφα, δυο ιόντα K+ προς το εσωτερικό. Η υδρόλυση του ΑΤΡ γίνεται μόνο όταν στην πρωτεΐνη είναι δεσμευμένα τα ιόντα, οδηγεί δε στην (αυτο)φωσφορυλίωση της σε συντηρημένο κατάλοιπο ασπαραγινικού. Όπως όλες οι ΑΤΡάσες, η Na+/K+ ΑΤΡάση απαιτεί την παρουσία Mg2+ για να έχει δραστικότητα.

			 Η διαδοχή των γεγονότων σε ένα κύκλο λειτουργίας της Na+/K+ ΑΤΡάσης φαίνεται στο Σχήμα 5.16: 

			Η σύνδεση τριών ιόντων Na+ στη Na+/K+ ΑΤΡάση επάγει τη σύνδεση και την υδρόλυση του ΑΤΡ που έχει ως αποτέλεσμα τη φωσφορυλίωση και την αλλαγή διαμόρφωσης της πρωτεΐνης. Η νέα διαμόρφωση, «ανοικτή» προς τον εξωκυττάριο χώρο, δεν εμφανίζει συγγένεια προς τα ιόντα Na+, τα οποία έτσι απελευθερώνονται. Η νέα διαμόρφωση όμως εμφανίζει συγγένεια προς τα ιόντα Κ+. Η σύνδεση με δυο ιόντα Κ+ προκαλεί και πάλι αλλαγή διαμόρφωσης που οδηγεί σε αποφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης, επάνοδο στην αρχική διαμόρφωση και απελευθέρωση των ιόντων Κ+ στο εσωτερικό του κυττάρου. 

			Σημαντικό εργαλείο για τη διευκρίνιση της λειτουργίας της Na+/K+ ΑΤΡάσης απετέλεσε η χρήση, ως αναστολέων, κάποιων ενώσεων που ανήκουν στα καρδιοτονωτικά στεροειδή (cardiac glycosides), όπως η διγοξίνη που αρχικά απομονώθηκε από φυτά της οικογένειας της δακτυλίτιδας (Digitalis lanata ή D. purpurea, δακτυλίτιδα ονομάζεται και ευρέως χρησιμοποιούμενο φάρμακο) και η ουαβαΐνη που απομονώνεται από φυτά των οικογενειών Strophanthus και Acokanthera (Σχήμα 5.17). H ουαβαΐνη μάλιστα, στην Ανατολική Αφρική, είχε στο παρελθόν ευρέως χρησιμοποιηθεί για την κατασκευή δηλητηριωδών βελών. Σε χαμηλές, ωστόσο, δόσεις μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την αντιμετώπιση της υπότασης και ορισμένων αρρυθμιών.
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			Σχήμα 5.17 Καρδιοτονωτικά στεροειδή και ένα από τα φυτά από τα οποία απομονώνονται.

			 Τα καρδιοτονωτικά στεροειδή αναστέλλουν τη λειτουργία της Na+/K+ ΑΤΡάσης με το να συνδέονται ισχυρά με τη φωσφορυλιωμένη διαμόρφωση της πρωτεΐνης και να εμποδίζουν έτσι την αποφωσφορυλίωση της, παρά την παρουσία ιόντων Κ+. Σε ερευνητικό επίπεδο, αυτό επέτρεψε να διαπιστωθεί ότι η μεταφορά ιόντων Na+, η μεταφορά ιόντων Κ+ και η υδρόλυση του ΑΤΡ γίνονται από την ίδια πρωτεΐνη. Σε θεραπευτικό επίπεδο, καθώς τα καρδιοτονωτικά στεροειδή αναστέλλοντας τη λειτουργία της Na+/K+ ΑΤΡάσης προκαλούν αύξηση της συγκέντρωσης των ιόντων Na+ στο εσωτερικό των κυττάρων, προκαλούν συγχρόνως και την αναστολή της λειτουργίας της περμεάσης αντιμεταφοράς Na+/Ca2+ της πλασματικής μεμβράνης των κυττάρων της καρδιάς. Η πρωτεΐνη αυτή εισάγει τρία ιόντα Na+ για κάθε ιόν Ca2+ που μεταφέρει στον εξωκυττάριο χώρο και είναι υπεύθυνη για τα χαμηλά επίπεδα Ca2+ σε πολλά κύτταρα 17. Η αναστολή της Na+/K+ ΑΤΡάσης οδηγεί σε συσσώρευση Ca2+ στα κύτταρα και επιταχύνει έτσι τη συστολή του καρδιακού μυός προκαλώντας καρδιοτόνωση. Η αναστολή, εξάλλου, της λειτουργίας της Na+/K+ ΑΤΡάσης από τα καρδιοτονωτικά στεροειδή προκαλεί διόγκωση των κυττάρων ακριβώς γιατί καταστρέφει την κλίση των ιόντων Na+ στη μεμβράνη των κυττάρων. 

			ΑΤΡάσες τύπου Ρ. Σαρκολπασματική Ca2+ ATPάση 

			H Na+/K+ ΑΤΡάση ανήκει στις ΑΤΡάσες τύπου Ρ (Phosphorylated, βλ. Πίνακα 5.3), ήταν μάλιστα η πρώτη που μελετήθηκε. Σήμερα, στην κατηγορία αυτή ανήκουν περισσότερα από 500 μέλη (στο ανθρώπινο γονιδίωμα έχουν βρεθεί περισσότερα από 70 γονίδια), που αναφέρονται και ως Ε1-Ε2 ΑΤΡάσες επειδή η δράση τους υποστηρίζεται από δυο τουλάχιστον διαφορετικές διαμορφώσεις, τις Ε1 και Ε2, που μπορούν να έχουν στη διάρκεια της λειτουργίας τους. Έχουν όλες πολλαπλές υπομονάδες και εκτελούν ενεργητική μεταφορά κατιόντων με τη βοήθεια των αλλαγών στη διαμόρφωση τους που προκαλεί η, μέσω υδρόλυσης ΑΤΡ, φωσφορυλίωση και η εν συνεχεία αποφωσφορυλίωση τους. Τη μεταφορά των ιόντων και την υδρόλυση του ΑΤΡ κάνει συνήθως η ίδια, μεγαλύτερη από τις υπόλοιπες, υπομονάδα. Όλες φωσφορυλιώνονται σε κατάλοιπα ασπαραγινικού που ανήκουν σε περιοχές με υψηλή ομολογία σε όλα τα μέλη της κατηγορίας 18 (Σχήμα 5.18).

			Τέλος, αναστέλλονται όλες από βαναδικά (VO43-) λόγω της δομικής ομοιότητας του συγκεκριμένου ιόντος με τη φωσφορική ομάδα. 

			ΑΤΡάσες τύπου Ρ έχουν βρεθεί σε όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, σε βακτήρια και σε αρχαιοβακτήρια. Για παράδειγμα, σε κύτταρα ζύμης έχουν βρεθεί 16 τέτοιες πρωτεΐνες που μεταφέρουν όχι μόνο ιόντα (Η+, Ca2+, Na+, Cu2+) αλλά και φωσφολιπίδια, συμμετέχοντας έτσι στη βιογένεση ενδοκυττάριων κυστιδίων, δηλαδή στην κυκλοφορία μεμβρανών. Γενικότερα, πρωτεΐνες μεταφοράς λιπιδίων (όπως οι φλιππάσες και οι φλοππάσες, που έχουν ήδη αναφερθεί στο Kεφάλαιο 2) έχουν βρεθεί μόνο σε ευκαρυωτικά κύτταρα, μπορούν δε να μεταφέρουν εκτός από φωσφολιπίδια και λυσοφωσφολιπίδια. Η μεταφορά λιπιδίων από ATPάσες συμβάλλει στη διατήρηση της μεμβρανικής ασυμμετρίας, καθώς αφορά επιλεκτική μεταφορά κυρίως φωσφατιδυλοσερίνης από την εξωτερική στην εσωτερική στιβάδα της πλασματικής μεμβράνης 19,20. Έχει βρεθεί ότι, στην περίπτωση της απόπτωσης, η ασύμμετρη κατανομή των φωσφολιπιδίων διαταράσσεται, με αποτέλεσμα έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης στην εξωτερική επιφάνεια των κυττάρων (σήμα “eat me”). Αυτό οφείλεται πιθανόν σε απενεργοποίηση μιας φλιππάσης που θα επανέφερε στο εσωτερικό το συγκεκριμένο φωσφολιπίδιο αποκαθιστώντας την μεμβρανική ασυμμετρία.
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			Σχήμα 5.18 Δομικό μοντέλο της καταλυτικής περιοχής μιας ΑΤΡάσης τύπου Ρ (με άδεια του E. V. Koonin, από την παραπομπή 18). Με πράσινο τα διατηρημένα κατάλοιπα που συμμετέχουν στην κατάλυση. Το D180 είναι το κατάλοιπο του ασπαραγινικού που φωσφορυλιώνεται.

			Ο μεγάλος αριθμός και η σχετική ποκιλία των ΑΤΡασών τύπου Ρ έκαναν αναγκαστική την κατάταξη τους σε κατηγορίες. Σύμφωνα με την Transporter Classification Database (http://www.tcdb.org), οι εν λόγω πρωτεΐνες κατατάσσονται σε πέντε τύπους (Ι-V) και αρκετούς υπο-τύπους. Έτσι, ο τύπος ΙΑ περιέχει μεταφορείς Κ+ που δεν διαθέτουν την τυπική δομή των ΑΤΡασών, η Νa+/K+ ATPάση ανήκει στον τύπο ΙΙC, o τύπος ΙΙΙ περιέχει, εκτός των άλλων, και την H+ ATPάση της πλασματικής μεμβράνης των φυτικών κυττάρων 21, ο τύπος IV περιλαμβάνει τους μεταφορείς φωσφολιπιδίων, ο τύπος V, που συναντάται μόνο στα ευκαρυωτικά κύτταρα, συμμετέχει στη μεταφορά κατιόντων μέσω της μεμβράνης του ενδοπλασματικού δικτύου. Ο τύπος αυτός πιθανόν συμπίπτει με τον τύπο V (Vacuole) που συναντάται στην παλαιότερη βιβλιογραφία και ο οποίος αναφέρεται σε ΑΤΡάσες που μεταφέρουν Η+ και είναι υπεύθυνες για το χαμηλό pH λυσοσωμάτων και ενδοσωμάτων. 

			Κλείνοντας την παράθεση των ΑΤΡασών, θα πρέπει να αναφέρουμε και την, εκτός κατάταξης, κατηγορία των ATPασών τύπου F (energy-coupling Factors). Στην κατηγορία αυτή ανήκουν ΑΤΡάσες της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων, των θυλακοειδών μεμβρανών και της μεμβράνης προκαρυωτικών κυττάρων. Οι πρωτεΐνες αυτές μεταφέρουν παθητικά Η+ δημιουργώντας βαθμιδώσεις που συμμετέχουν στη σύνθεση ΑΤΡ. Η δημιουγία όμως των βαθμιδώσεων αυτών είναι αποτέλεσμα της ροής ηλεκτρονίων. Στη διάρκεια της λειτουργίας των ΑΤΡασών της κατηγορίας αυτής δεν σχηματίζονται φωσφορυλιωμένα ενδιάμεσα.

			Οι πληροφορίες πάντως για τον τρόπο που λειτουργούν οι ΑΤΡάσες τύπου Ρ προέρχονται κυρίως από τη μελέτη της σαρκοπλασματικής Ca2+ ATPάσης των θηλαστικών, που περιγράφεται στη συνέχεια. 

			H συγκέντρωση των ιόντων Ca2+ στο κυτόπλασμα των κυττάρων είναι της τάξης των 10-7Μ, ενώ στον εξωκυττάριο χώρο και τις ενδοκυττάριες αποθήκες Ca2+ είναι 1-2Μ (βλ. Πίνακα 5.2). Για να διατηρηθεί η κυτοπλασματική συγκέντρωση του ιόντος στα επίπεδα αυτά, απαραίτητα κυρίως σε πορείες σηματοδότησης, τα κύτταρα διαθέτουν μια μεγάλη ποικιλία αντλιών Ca2+. Παράδειγμα αποτελεί και η περμεάση αντιμεταφοράς Na+/Ca2+ της πλασματικής μεβράνης των ζωικών κυττάρων, που περιγράψαμε στο προηγούμενο κεφάλαιο.

			Η σαρκοπλασματική Ca2+ ATPάση (στη βιβλιογραφία αναφέρεται και ως SERCA και ανήκει στον τύπο ΙΙΑ των ΑΤΡασών τύπου Ρ) 22 συναντάται στο σαρκοπλασματικό δίκτυο, το εξειδικευμένο δηλαδή ενδοπλασματικό δίκτυο των ζωικών κυττάρων. Το διαμέρισμα αυτό των κυττάρων αποτελεί αποθήκη Ca2+: όταν ένα νευρικό ερέθισμα αλλάξει τη διαπερατότητα της μεμβράνης του σαρκοπλασματικού δικτύου, ιόντα Ca2+ διαρρέουν προς το σαρκόπλασμα (κυτόπλασμα) και συμμετέχουν στη διαδικασία της μυικής συστολής. Ρόλος της Ca2+ ATPάσης είναι να επαναφέρει ταχύτατα, μετά το πέρας της διαδικασίας αυτής, το ασβέστιο στο σαρκοπλασματικό δίκτυο (που ήδη διαθέτει υψηλά επίπεδα Ca2+) ώστε να επέλθει μυική χάλαση. 

			Η σαρκοπλασματική Ca2+ ATPάση (η δομή της φαίνεται στο Σχήμα 5.19) λειτουργεί ως μια τυπική ATPάση τύπου Ρ. Καταλύει την υδρόλυση ενός μορίου ΑΤΡ και φωσφορυλιώνεται σε κατάλοιπο ασπαραγινικού καθώς, συγχρόνως, μεταφέρει δυο ιόντα Ca2+ στο εσωτερικό του σαρκοπλασματικού δικτύου. 

			Οι εκτός μεμβράνης περιοχές της σαρκοπλασματικής Ca2+ ATPάσης (περιοχές Α, Ν και Ρ, Σχήμα 5.19Α) εκτείνονται στο σαρκοπλασματικό χώρο. Η περιοχή Ν δεσμεύει το ΑΤΡ, το δε κατάλοιπο που φωσφορυλιώνεται ανήκει στην περιοχή Ρ. Το ΑΤΡ δεσμεύεται μόνο μετά και τη δέσμευση των ιόντων Ca2+ που προέρχονται από το σαρκόπλασμα, η δέσμευση δε αυτή προκαλεί αναδιάταξη των περιοχών Α, Ν και Ρ και εγκλωβισμό των Ca2+ στη διαμεμβρανική περιοχή. Εν συνεχεία, η φωσφορική ομάδα του ΑΤΡ δεσμεύεται στην Asp351 και η απελευθέρωση του ΑDP προκαλεί αναδιάταξη, της διαμεβρανικής περιοχής αυτή τη φορά, και απελευθέρωση του Ca2+ στο εσωτερικό του σαρκοπλασματικού δικτύου. Η υδρόλυση του φωσφοασπαραγινικού επαναφέρει την πρωτεΐνη στην αρχική στερεοδιάταξη. 

			Η Ca2+ ATPάση αποτελεί το 80% των μεμβρανικών πρωτεϊνών του σαρκοπλασματικού δικτύου με αποτέλεσμα τη σχετικά εύκολη απομόνωση της, κάτι που διευκόλυνε και τη συστηματική μελέτη της.
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			Σχήμα 5.19 Σαρκοπλασματική Ca2+ ATPάση (Stryer Βιοχημεία (2014) Παν. Εκδ. Κρήτης, σελ. 382) 6. Με κίτρινο χρώμα φαίνεται η διαμεμβρανική περιοχή της πρωτεΐνης. Στην περιοχή αυτή δεσμεύονται τα δυο ιόντα Ca2+. Στο (Β) φαίνεται και το κατάλοιπο ασπαραγινικού (Asp351) που φωσφορυλιώνεται στη διάρκεια της λειτουργίας της ΑΤΡάσης .

			Πρωτεΐνες με περιοχές δέσμευσης ΑΤΡ (μεταφορείς ABC) 23,24

			Σε μια διαφορετική κατηγορία πρωτεϊνών ενεργητικής μεταφοράς ανήκουν πρωτεΐνες που συνδέονται με ΑΤΡ, απαραίτητο για τη μεταφορά που εκτελούν, χωρίς όμως η υδρόλυση του ΑΤΡ να οδηγεί στη φωσφορυλίωση τους. Οι πρωτεΐνες αυτές αναφέρθηκαν ήδη στο Kεφάλαιο 2 ως ένα τυπικό παράδειγμα μεταφορικών πρωτεϊνών και γιατί αποτελούν τη μεγαλύτερη κατηγορία μεμβρανικών πρωτεϊνών. Στο κεφάλαιο αυτό μπορούν να αναζητηθούν και πρόσθετα δεδομένα για τη δομή τους.

			Η πρώτη πρωτεΐνη της κατηγορίας αυτής εντοπίστηκε σε κυτταρικές σειρές και συνδέθηκε με την αντίσταση που εμφάνιζαν τα κύτταρα σε τοξικά αντικαρκινικά φάρμακα. Την αντίσταση αυτή συνόδευε μειωμένη ευαισθησία των κυττάρων και σε άλλα μη πολικά φάρμακα, αλλά και σε τοξίνες, και γι’ αυτό η συγκεκριμένη πρωτεΐνη ονομάστηκε πρωτεΐνη πολυφαρμακευτικής αντίστασης (multidrug-resistance, MDR ή Ρ-γλυκοπρωτεΐνη). Σύντομα ανακαλύφθηκε στα κύτταρα των θηλαστικών ένας μεγάλος αριθμός ομόλογων πρωτεϊνών, ενώ πρωτεΐνες της κατηγορίας αυτής βρέθηκαν και σε βακτήρια και σε αρχαιοβακτήρια. Στην περίπτωση των βακτηρίων, οι πρωτεΐνες αυτές μεταφέρουν μόρια (συνήθως θρεπτικά υλικά) προς το εσωτερικό των κυττάρων. Στα κύτταρα E. coli μάλιστα οι πρωτεΐνες αυτές αποτελούν την ομάδα των πρωτεΐνων του οργανισμού με τα περισσότερα μέλη. Καλύτερα μελετημένη βακτηριακή πρωτεΐνη της κατηγορίας αυτής είναι η MsbA του V. cholerae, η μελέτη δε αυτή έδειξε και τις κύριες δομικές διαφορές ευκαρυωτικών και βακτηριακών πρωτεϊνών της κατηγορίας. Όλες πάντως διαθέτουν δυο διαμεμβρανικές περιοχές και δυο ενδοκυττάριες περιοχές δέσμευσης ΑΤΡ που ονομάζονται κασέτες δέσμευσης ΑΤΡ (ΑΤΡ-binding cassettes, ABC). Η δομή μιας τυπικής πρωτεΐνης της κατηγορίας αυτής φαίνεται στο Σχήμα 5.20. 

			Κύρια δομική διαφορά της MsbA σε σχέση με τους ευκαρυωτικούς μεταφορείς ABC είναι το γεγονός ότι είναι διμερής, με τα Ν-τελικά άκρα των δυο πολυπεπτιδικών αλυσίδων να αποτελούν τη διαμεμβρανική περιοχή της πρωτεΐνης και τα C-τελικά άκρα την περιοχή δέσμευσης του ΑΤΡ. Αντίθετα, οι ευκαρυωτικοί μεταφορείς συνίστανται από μια μόνο πολυπεπτιδική αλυσίδα που αναδιπλώνεται έτσι, ώστε να σχηματίσει τις τέσσερις λειτουργικές περιοχές.

			Τα δυο είδη μεταφορέων ABC, ωστόσο, λειτουργούν με τον ίδιο μηχανισμό: στην ανοικτή, χωρίς δεσμευμένο ΑΤΡ, μορφή εισέρχεται από το εσωτερικό του κυττάρου (ή τον περιπλασματικό χώρο του βακτηριακού κυττάρου) το μόρια που πρόκειται να μεταφερθεί. Η είσοδος αυτή αλλάζει τη διαμόρφωση των περιοχών δέσμευσης ΑΤΡ. Με τη νέα διαμόρφωση δεσμεύουν ΑΤΡ με αποτέλεσμα νέα αλλαγή διαμόρφωσης που φέρει κοντά τις δυο περιοχές οπότε και αλληλεπιδρούν. Η αλληλεπίδραση αυτή μεταβάλλει τη στερεοδιάταξη των διαμεμβρανικών περιοχών και το μεταφερόμενο μόριο ελευθερώνεται προς τον εξωκυττάριο χώρο. Τέλος, η υδρόλυση του ΑΤΡ επαναφέρει τον μεταφορέα στην αρχική διαμόρφωση. Ειδικά στην περίπτωση των βακτηριακών μεταφορέων (υπενθυμίζεται ότι η μεταφορά γίνεται προς το εσωτερικό των κυττάρων), η λειτουργία τους απαιτεί τη συνεργασία πρωτεϊνών του περιπλασματικού χώρου που παρέχουν το προς μεταφορά υπόστρωμα στην εξωκυττάρια «πύλη» του διαμεμβρανικού τμήματος της πρωτεΐνης.
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			Σχήμα 5.20 Δομή του μεταφορέα ABC (MsbA) του V. cholerae 6 (Stryer Βιοχημεία (2014) Παν. Εκδ. Κρήτης, σελ. 386).Η κλειστή δομή διαμορφώνεται μετά τη δέσμευση του ΑΤΡ στην πρωτεΐνη.

			Στην κατηγορία των μεταφορέων ΑΒC, όπως και στις ΑΤΡάσες τύπου Ρ, ανήκουν και πρωτεΐνες που μεταφέρουν λιπίδια. Τέτοιες πρωτεΐνες συμμετέχουν στους μηχανισμούς με τους οποίους εκτίθενται στην εσωτερική επιφάνεια της μεμβράνης του ενδοπλασματικού δικτύου λιπίδια συνδεδεμένα με ολιγοσακχαρίτες. Τα γλυκολιπιδικά αυτά μόρια λειτουργούν, όπως έχει ήδη εκτεθεί στο Kεφάλαιο 4, ως δότες των απαραίτητων για την Ν-γλυκοζυλίωση πρωτεϊνών που γίνεται στο κυτταρικό αυτό διαμέρισμα σακχάρων. 

			Μια επίσης ενδιαφέρουσα πρωτεΐνη της κατηγορίας αυτής είναι η ABCA1 (ή ΑΒC1) που είναι υπεύθυνη για την ομοιόσταση της χοληστερόλης στον ανθρώπινο οργανισμό 25. Η ABCA1 μεταφέρει χοληστερόλη από όλους τους ιστούς στα απολιποπρωτεϊνικά σωματίδια (αντίστροφη μεταφορά), απώλεια δε της λειτουργίας της οδηγεί στην ασθένεια Tangier. 

			Μια εξειδικευμένη περίπτωση μεταφορέα ΑΒC αποτελεί η πρωτεΐνη CFTR 26 (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), που μεταφέρει ιόντα Cl- στα επιθηλιακά κύτταρα των θηλαστικών και που συναντάται, σε μεταλλαγμένη μορφή, στην περίπτωση της κυστικής ίνωσης. Η πρωτεΐνη αυτή αποτελεί κύριο ρυθμιστή της μεταφοράς αλάτων και νερού στα επιθηλιακά κύτταρα. Στην περίπτωση της κυστικής ίνωσης, οι μεταφορείς Cl- συνήθως απουσιάζουν εντελώς και αυτό οδηγεί σε περιορισμό των εκκρίσεων με αποτέλεσμα προβλήματα κυρίως στους πνεύμονες και το πεπτικό σύστημα. Με ελλατωματική λειτουργία (αλλά όχι πλήρη απουσία) των CFTR έχουν συνδεθεί και άλλες παθολογικές καταστάσεις, που όμως αφορούν ένα μόνο όργανο, όπως η ανδρική υπογονιμότητα και η χρόνια παγκρεατίτιδα. Προς την αντίθετη κατεύθυνση, κάποιες βακτηριακές τοξίνες προκαλούν αυξημένη δραστηριότητα των CFTR με αποτέλεσμα αυξημένη έκκριση από τα επιθηλιακά κύτταρα του λεπτού εντέρου και διάρροια.

			Η ρύθμιση της λειτουργίας της CFTR είναι πολυπλοκότερη από αυτή των άλλων μεταφορέων ABC, καθώς η πρωτεΐνη λειτουργεί τόσο με δέσμευση ΑΤΡ, όσο και μετά από φωσφορυλίωση.

			Βακτηριορροδοψίνη

			Όπως φαίνεται και στον Πίνακα 5.3, η βακτηριορροδοψίνη φέρει σε πέρας πρωτογενή ενεργητική μεταφορά και η απαιτούμενη ενέργεια για τη μεταφορά αυτή προέρχεται από τη φωτεινή ακτινοβολία. Πιο συγκεκριμένα, υπό την επίδραση φωτός η βακτηριορροδοψίνη λειτουργεί ως αντλία Η+ με αποτέλεσμα τη σύνθεση ΑΤΡ σε αναερόβιες συνθήκες.

			Η βακτηριορροδοψίνη είναι η μοναδική πρωτεΐνη της ροδομεμβράνης του αλόφιλου βακτηρίου Halobacterium halobium, ενός βακτηρίου που ζει σε περιβάλλοντα με συγκεντρώση αλάτων (NaCl) της τάξης των 4Μ. Ροδομεμβράνη ονομάζεται το σύνολο των περιοχών της μεμβράνης του βακτηρίου που έχουν ρόδινο χρώμα (Σχήμα 5.21Α), ακριβώς επειδή χαρακτηρίζονται από μεγάλη περιεκτικότητα (75%) σε μόρια της, επίσης ρόδινης, βακτηριορροδοψίνης.
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			Σχήμα 5.21 (Α) Σχηματική αναπαράσταση του H. halobium και (B) Η λίμνη Owens (Καλιφόρνια, ΗΠΑ) με έντονη την παρουσία βακτηρίων του γένους Halobacterium (http://www.rondeauprovincialpark.ca/). (Γ) Δομή (επτά διαμεμβρανικών α-ελίκων) της βακτηρριοροδοψίνης (με άδεια του A. Onufriev, από την παραπομπή 27). 

			H δομή της βακτηριορροδοψίνης φαίνεται στο Σχήμα 5.21Γ. Αποτελείται από 247 αμινοξέα, σε μεγάλο ποσοστό (περίπου 60%) υδρόφοβα, η δε πεπτιδική αλυσίδα σχηματίζει στη μεμβράνη τις επτά έλικες του σχήματος. Ανήκει δηλαδή η βακτηριορροδοψίνη σε έναν τύπο διαμεμβρανικής πρωτεΐνης στον οποίο ανήκουν αρκετοί υποδοχείς εξωκυττάριων μορίων-σημάτων. Καθώς ισχυρές αλληλεπιδράσεις συνδέουν τα μόρια της βακτηριορροδοψίνης στη ροδομεμβράνη, σχηματίζονται μεγάλοι διδιάστατοι κρύσταλλοι που περιορίζουν σχετικά την πλάγια διάχυση των μορίων της πρωτεΐνης. Οι κρύσταλλοι αυτοί επέτρεψαν τη λήψη φωτογραφιών υπό διαφορετικές γωνίες στο ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο και την κατασκευή ενός αποτελεσματικού τριδιάστατου μοντέλου του μορίου της βακτηριορροδοψίνης.

			Η βακτηριορροδοψίνη διαθέτει μια ομάδα ρετινάλης (Σχήμα 5.22), την ίδια χρωμοφόρο ομάδα που διαθέτει και η ροδοψίνη της μεμβράνης των κυττάρων του αμφιβληστροειδούς. Η ρετινάλη στη βακτηριορροδοψίνη συνδέεται με την ε-αμινομάδα μιας λυσίνης (Lys215) σχηματίζοντας βάση Schiff και, καθώς απορροφά σε μήκος κύματος 570nm, είναι υπεύθυνη για το ρόδινο χρώμα της πρωτεΐνης.

			Ο κύκλος λειτουργίας της βακτηριορροδοψίνης27 δίνεται επίσης στο Σχήμα 5.22: το φως προκαλεί σε χρόνο ps ισομερίωση της all-trans ρετινάλης προς την 13-cis μορφή της (L), η οποία αποπρωτονιώνεται επίσης ταχύτατα. Η αποπρωτονιωμένη μορφή (M) απορροφά σε μήκος κύματος 412nm, επαναπρωτονιώνεται δε και, με αργότερους ρυθμούς (ms) και μέσω των ενδιαμέσων του σχήματος, επιστρέφει στην αρχική all-trans μορφή. Στη διάρκεια του κύκλου αυτού το πρωτόνιο της ρετινάλης μεταφέρεται από το εσωτερικό του κυττάρου στον εξωκυττάριο χώρο που διαθέτει υψηλότερη συγκέντωση Η+ (ενεργητική μεταφορά). Πιο συγκεκριμένα, το πρωτόνιο της 13-cis-ρετινάλης μεταφέρεται σε κατάλοιπο ασπαραγινικού (Asp85) της πρωτεΐνης και από εκεί στον εξωκυττάριο χώρο. Το «κενό πρωτονίου» της ρετινάλης αναπληρώνεται από πρωτόνιο που προέρχεται από ένα διαφορετικό κατάλοιπο ασπαραγινικού της πρωτεΐνης (Asp96) και αυτό, με τη σειρά του, αναπληρώνεται από πρωτόνιο του κυτοπλάσματος. Τα Asp85 και Asp96, δηλαδή, συνιστούν τον «δίαυλο» της πρωτεΐνης, ανήκουν δε στην ίδια α-έλικα.
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			Σχήμα 5.22 (Α) Ρετινάλη και κύκλος λειτουργίας της βακτηριοροδοψίνης (με άδεια του Α. Onufriev, από την παραπομπή 27). Στο κάτω μέρος του σχήματος (Β) τα πράσινα βέλη υποδεικνύουν τη μετακίνηση των πρωτονίων.

			Η βακτηριορροδοψίνη, λοιπόν, με την επίδραση φωτός μεταφέρει πρωτόνια σε περιοχή με υψηλότερη συγκέντωση Η+. Η επιστροφή των πρωτονίων στο χώρο της χαμηλότερης συγκέντωσης γίνεται μέσω μιας ΑΤΡ συνθάσης, παρόμοιας με αυτή των μιτοχονδρίων και των χλωροπλαστών, με αποτέλεσμα τη σύνθεση ΑΤΡ. Σε λιποσώματα στη διπλοστιβάδα των οποίων είχαν ενσωματωθεί αφ’ ενός βακτηριορροδοψίνη, αφ’ ετέρου συνθάση του ΑΤΡ απομονωμένη από μιτοχόνδρια ζωικών κυττάρων έγινε, με την επίδραση φωτός, σύνθεση ΑΤΡ αποδεικνύοντας ότι ο μηχανισμός αυτός για τη σύνθεση ΑΤΡ είναι πιθανός και στα αλόφιλα βακτήρια 28. Στα βακτήρια αυτά χρησιμοποιείται η oξειδωτική φωσφορυλίωση για τη σύνθεση ΑΤΡ. Επειδή όμως η διαλυτότητα του οξυγόνου στο περιβάλλον των βακτηρίων είναι περιορισμένη, «συμπληρώνουν» το απαραίτητο για τις λειτουργίες τους ΑΤΡ με τη βοήθεια της βακτηριορροδοψίνης.

			5.5 Δευτερογενής ενεργητική μεταφορά 

			Στον Πίνακα 5.3 πριέχονται τρία διαφορετικά συστήματα, χαρακτηριστικά δευτερογενούς ενεργητικής μεταφοράς. Σε αυτά, η ενέργεια καταναλώνεται για τη δημιουργία και τη διατήρηση βαθμιδώσεων συγκέντρωσης ιόντων, όταν δε τα ιόντα αυτά μεταφέρονται από περμεάσες σύμφωνα με τη βαθμίδωση συγκέντρωσής τους, οι ίδιες περμεάσες συμμεταφέρουν ή αντιμεταφέρουν και άλλα ιόντα ή μόρια. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, οι περμεάσες παράλληλης μεταφοράς λειτουργούν μόνο με την παρουσία και των δυο προς μεταφορά ειδών.

			 Ένα από τα συστήματα του Πίνακα 5.3, η αντιμεταφορά Na+/Ca2+, έχει ήδη περιγραφεί σε συνδυασμό με την αντλία Νa+/Κ+, καθώς η φυσιολογική λειτουργία της εξαρτάται από αυτήν. Εδώ θα περιγραφούν τα υπόλοιπα δυο, η συμμεταφορά Νa+/γλυκόζης και η συμμεταφορά Η+/λακτόζης των βακτηρίων. Γενικότερα, σε τέτοια συστήματα στα ζωικά κύτταρα χρησιμοποιούνται βαθμιδώσεις Νa+, ενώ στα βακτηριακά βαθμιδώσεις Η+. 

			Συμμεταφορά Νa+/γλυκόζης

			Η είσοδος της γλυκόζης στα ζωικά κύτταρα γίνεται συνήθως με τις πρωτεΐνες διευκολυνόμενης διάχυσης GLUT. Ειδικά όμως στα επιθηλιακά κύτταρα του βλεννογόνου του εντέρου, γίνεται με την πρωτεΐνη συμμεταφοράς Νa+/γλυκόζης του Σχήματος 5.23, που επιτρέπει πλήρη εκμετάλλευση της γλυκόζης του αυλού του εντέρου, δηλαδή της γλυκόζης της τροφής8.
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			Σχήμα 5.23 Συμμεταφορά Νa+/γλυκόζης στα επιθηλιακά κύτταρα του εντέρου.

			Στα συγκεκριμένα κύτταρα, όσο η λειτουργία της Na+/K+ ΑΤΡάσης διατηρεί χαμηλά τα επίπεδα Na+, ιόντα Na+ εισέρχονται μέσω του συμμεταφορέα «παρασύροντας» και τα μόρια γλυκόζης που υπάρχουν στον αυλό του εντέρου. Η Na+/K+ ΑΤΡάση είναι εντοπισμένη στη βασεοπλευρική (basolateral) περιοχή της μεμβράνης των επιθηλιακών κυττάρων, καθώς οι στενοσύνδεσμοι (που συνδέουν τα κύτταρα στον ιστό αυτό) εμποδίζουν την ελεύθερη πλάγια διάχυση των πρωτεϊνών της πλασματικής μεμβράνης και περιορίζουν τις πρωτεΐνες σε συγκεκριμένες περιοχές. Κατ’ αναλογία, ο συμμεταφορέας Νa+/γλυκόζης είναι εντοπισμένος στην κορυφαία (apical) περιοχή της μεμβράνης. Η πιθανή αναστολή λειτουργίας του μεταφορέα από τα υψηλά επίπεδα γλυκόζης στα κύτταρα αντιμετωπίζεται με τη λειτουργία της πρωτεΐνης διευκολυνόμενης διάχυσης γλυκόζης (GLUT) του σχήματος, που επίσης εντοπίζεται στη βασεοπλευρική περιοχή. Αυτή ακριβώς η πρωτεΐνη εφοδιάζει το αίμα με τη γλυκόζη της τροφής. 

			Η πρωτεΐνη συμμμεταφοράς Νa+/γλυκόζης μεταφέρει, εκτός από γλυκόζη, και άλλα σάκχαρα, ανάλογο δε σύστημα έχει βρεθεί και στα κύτταρα των νεφρών. Παρόμοιες πρωτεΐνες λειτουργούν τόσο στο έντερο, όσο και στούς νεφρούς, αλλά και σε μερικούς εξωκρινείς αδένες, για τη μεταφορά αμινοξέων. Στα κύτταρα των οργάνων αυτών υπάρχουν πέντε τουλάχιστον διαφορετικές πρωτεΐνες για τη μεταφορά διαφορετικών ομάδων αμινοξέων.

			Συμμεταφορά Η+/λακτόζης

			Στα βακτηριακά κύτταρα, η μεταφορά σακχάρων από το περιβάλλον στο εσωτερικό των κυττάρων γίνεται κυρίως από πρωτεΐνες συμμεταφοράς με Η+. Συστηματικά έχει μελετηθεί η μεταφορά λακτόζης σε κύτταρα E. coli, μεταφορά που γίνεται από την περμεάση της λακτόζης 29,30, που μεταφέρει γενικότερα β-γαλακτοζίτες και που είναι προϊόν γονιδίου που ανήκει στο οπερόνιο της λακτόζης.

			Η περμεάση της λακτόζης διαθέτει δώδεκα διαμεμβρανικές έλικες που είναι έτσι οργανωμένες, ώστε τα Ν-τελικά άκρα των έξι ελίκων να προσεγγίζουν τα C-τελικά άκρα των υπόλοιπων έξι, όπως φαίνεται στο Σχήμα 5.24. Όταν τα δυο μισά της περμεάσης είναι σε διαμόρφωση που κάνει την πρωτεΐνη «ανοικτή» προς τον περιπλασματικό χώρο, η λακτόζη του χώρου αυτού συνδέεται στη θέση που φαίνεται στο σχήμα. Αυτό όμως γίνεται μόνο αν ιόντα Η+ έχουν συνδεθεί στο C-τελικό άκρο μιας από τις έλικες (Glu269, πιθανόν όμως ή θέση πρωτονίωσης να αλλάζει στη διάρκεια του κύκλου λειτουργίας της περμεάσης). Η σύνδεση της λακτόζης μεταβάλλει τη διαμόρφωση της περμεάσης με αποτέλεσμα το σάκχαρο, αλλά και το Η+, να γίνονται διαθέσιμα στο εσωτερικό του κυττάρου. Με τον τρόπο αυτό συσσωρεύεται στο εσωτερικό των κυττάρων E. coli λακτόζη σε συγκέντρωση 100 φορές μεγαλύτερη από αυτή του εξωκυττάριου χώρου. Την απαραίτητη για τη μεταφορά βαθμίδωση ιόντων Η+ εξασφαλίζει στα κύτταρα η λειτουργία της αναπνευστικής αλυσίδας. 

			Στα κύτταρα E. coli υπάρχουν και άλλες περμεάσες συμμεταφοράς με Η+ για τη μεταφορά ριβόζης, αραβινόζης, αλλά και αρκετών αμινοξέων.
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			Σχήμα 5.24 Δομή της περμεάσης της λακτόζης. Με κόκκινο φαίνεται η θέση σύνδεσης του σακχάρου όταν η πρωτεΐνη είναι «ανοικτή» προς τον περιπλασματικό χώρο (https://en.wikipedia.org/wiki/Lactose_permease#/media/File:2y5y.png). 

			Περμεάση ανταλλαγής ATP/ADP6,31

			Ένα διαφορετικό σύστημα ενεργητικής μεταφοράς αποτελεί η μιτοχονδριακή περμεάση ανταλλαγής ATP/ADT (ATP/ADT translocase). ΑΤΡ συντίθεται στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων, οι αντιδράσεις όμως που απαιτούν ΑΤΡ γίνονται κυρίως στο κυτόπλασμα. Η πρωτεΐνη της εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδρίων που μεταφέρει ΑΤΡ από τη μήτρα των μιτοχονδρίων προς το κυτόπλασμα είναι ένας αντιμεταφορέας ΑΤΡ/ADP, επαναφέρει δηλαδή και το ADP, προϊόν της υδρόλυσης του ΑΤΡ στο κυτόπλασμα, στο εσωτερικό των μιτοχονδρίων. Και, όπως όλες οι πρωτεΐνες παράλληλης μεταφοράς που έχουν ήδη περιγραφεί, λειτουργεί μόνον όταν μεταφέρει και τους δυο μεταβολίτες. Η ενέργεια για τη μεταφορά αυτή προέρχεται έμμεσα από την αναπνευστική αλυσίδα: η εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων είναι πολωμένη, με θετικά φορτισμένη την κυτοπλασματική επιφάνεια της. Αυτό ευνοεί την έξοδο ΑTP, που διαθέτει ένα αρνητικό φορτίο περισσότερο από το ADP, η μεταφορά όμως αυτή αποπολώνει τη μεμβράνη. Η λειτουργία της αναπνευστικής αλυσίδας, που αντλεί ιόντα Η+ προς την κυτοπλασματική επιφάνεια, αποκαθιστά το δυναμικό της μεμβράνης.

			Η περμεάση ανταλλαγής ATP/ADT είναι ομοδιμερής με μια μόνο θέση σύνδεσης με αδενινονουκλεοτίδιο (ATP ή ADT, όχι όμως ΑΜΡ) , κάθε δε μονομερές αποτελείται από έξι α-έλικες. Συνολικά η δομή της εμφανίζει μια βαθειά κοιλότητα διαμέτρου 20Å και βάθους 30Å, που αποτελείται κυρίως από θετικά φορτισμένα κατάλοιπα αργινίνης. Γι’ αυτό και συνδέονται σε αυτή ισχυρά τα αρνητικά φορτισμένα νουκλεοτίδια. Στην «ανοικτή» προς το εσωτερικό του μιτοχονδρίου διαμόρφωση (διαμόρφωση Ι) έχει μεγαλύτερη συγγένεια για το ΑΤΡ, η σύνδεση του οποίου όμως αλλάζει τη διαμόρφωση σε «ανοικτή» προς το κυτόπλασμα (διαμόρφωση ΙΙ). Στη νέα διαμόρφωση η συγγένεια για το ΑΤΡ χάνεται, με αποτέλεσμα την απελευθέρωση του μορίου στο κυτόπλασμα και τη σύνδεση ADP στη θέση που προηγουμένως κατείχε το ΑΤΡ. Κάτω από τις συνθήκες αυτές, η νέα αλλαγή διαμόρφωσης απελευθερώνει το ADP στο εσωτερικό του μιτοχονδρίου για να αποκατασταθεί εκ νέου η αρχική διαμόρφωση. 

			Η ύπαρξη διαφορετικών διαμορφώσεων αποδεικνύεται και από το γεγονός ότι χημικές ενώσεις με διαφορετικές δομές (Σχήμα 5.25) αναστέλλουν την περμεάση σε διαφορετικές φάσεις της λειτουργίας της: το μπογκρεκικό οξύ (απομονώθηκε από μύκητες φρούτων) συνδέεται εξειδεικευμένα με τη διαμόρφωση Ι, ενώ ο ατρακτυλοζίτης, γλυκοζίτης που βρέθηκε στα γαϊδουράγκαθα, με τη διαμόρφωση ΙΙ. Και οι δυο ενώσεις χαρακτηρίζονται από αρνητικό φορτίο που αλληλεπιδρά με τη θετικά φορτισμένη κοιλότητα της περμεάσης.
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			Σχήμα 5.25 Αναστολείς της περμεάσης ATP/ADP. 

			Για την επανασύνθεση του ΑΤΡ απαραίτητες είναι και οι φωσφορικές ομάδες. Η μεταφορά των ομάδων αυτών στο εσωτερικό των μιτοχονδρίων γίνεται με ειδικές πρωτεΐνες που αντιμεταφέρουν Η2ΡΟ4-/ΟΗ- ή συμμεταφέρουν Η2ΡΟ4-/Η+. Και στις δυο περιπτώσεις, η μεταφορά δεν επηρεάζει το δυναμικό της μεμβράνης. 

			Μεταφορά με ταυτόχρονη χημική τροποποίηση

			Στο εξειδικευμένο αυτό σύστημα ενεργητικής μεταφοράς (group translocation), η ενέργεια καταναλώνεται για τη χημική τροποποίηση, στη διάρκεια της μεταφοράς, του μορίου που μεταφέρεται. Από αυτή την άποψη, το εν λόγω σύστημα είναι τελείως διαφορετικό από όλα τα συστήματα μεταφοράς που μελετήθηκαν μέχρις εδώ. Τη χημική τροποποίηση καταλύει η ίδια η πρωτεΐνη μεταφοράς. 

			Το σύστημα της κατηγορίας αυτής που κυρίως έχει μελετηθεί είναι αυτό της φωσφοτρανσφεράσης (phosphotransferase system, PTS)32,33 με το οποίο τα βακτήρια προσλαμβάνουν σάκχαρα από το περιβάλλον τους. Η ενέργεια για τη μεταφορά προέρχεται από την υδρόλυση του φωσφοενολοπυροσταφυλικού οξέος (PEP), η φωσφορική ομάδα του οποίου χρησιμοποιείται για τη φωσφορυλίωση των σακχάρων στη διάρκεια της μεταφοράς τους προς το εσωτερικό των βακτηριακών κυττάρων. Αποτέλεσμα της φωσφορυλίωσης είναι η «παγίδευση» των σακχάρων με τη φωσφορυλιωμένη μορφή τους στο εσωτερικό των κυττάρων, καθώς δεν υπάρχει στη μεμβράνη πρωτεΐνη μεταφοράς φωσφορυλιωμένων μεταβολιτών. Έτσι, όμως, γίνεται πλήρης εκμετάλλευση των σακχάρων του περιβάλλοντος, αφού η μεταφορά τους γίνεται πάντοτε προς το χώρο με τη μικρότερη συγκέντρωση δηλαδή προς το εσωτερικό των κυττάρων, όπου δεν υπάρχουν πια σάκχαρα αλλά μόνο οι φωσφορυλιωμένες μορφές τους. Η λειτουργία του πλήρους συστήματος PTS φαίνεται στο Σχήμα 5.26.
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			Σχήμα 5.26 Σχηματική αναπαράσταση του συστήματος της φωσφοτρανσφεράσης των βακτηρίων. HPr, Heat-stable Protein.

			Η φωσφορική ομάδα του πυροσταφυλικού μεταφέρεται στο ένζυμο Enz I και από αυτό στην πρωτεΐνη HPr. Οι δυο αυτές πρωτεΐνες είναι κυτοπλασματικές, συμμετέχουν δε σε όλα τα ανάλογα συστήματα μεταφοράς σακχάρων των βακτηρίων. Αντίθετα, το ένζυμο Enz IIc κύριο ένζυμο του συστήματος, αφού αυτό καταλύει τη φωσφορυλίωση του σακχάρου και συγχρόνως κάνει τη μεταφορά του, είναι ειδικό για τη μεταφορά ενός μόνο σακχάρου. Σε αντίθεση με τις υπόλοιπες πρωτεΐνες του συστήματος, το ίδιο δεν φωσφορυλιώνεται. Στα κύτταρα E. coli έχουν βρεθεί οκτώ διαφορετικά Enz IIc για τη μεταφορά γλυκόζης, μαννόζης, φρουκτόζης, λακτόζης, Ν-ακετυλο-γλυκοζαμίνης, μαννιτόλης, σορβιτόλης και γαλακτιτόλης, αντίστοιχα. 

			5.6 Μεταφορά μέσω των πυρηνικών πόρων 34

			Η επικοινωνία του κυτοπλάσματος με το εσωτερικό του πυρήνα των ευκαρυωτικών κυττάρων γίνεται με μόρια, η μεταφορά των οποίων γίνεται αποκλειστικά μέσα από πόρους που διασχίζουν τη διπλή πυρηνική μεμβράνη. Ένα τέτοιο συγκρότημα (nuclear pore complex, NPC) φαίνεται στο Σχήμα 5.27A. 

			Αν και οι δυο μεμβράνες του πυρήνα είναι συνεχείς (η εξωτερική μάλιστα αποτελεί συνέχεια της μεμβράνης του ενδοπλασματικού δικτύου), διαθέτουν διαφορετικές διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, κάτι που αντανακλάται και στη συγκρότηση των πυρηνικών πόρων.
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			Σχήμα 5.27 (Α) Σχηματική αναπαράσταση πυρηνικού πόρου (http://www.nobelprize.org/educational/medicine/dna/a/transport/ncp_complex.html) και (Β) Φωτογραφία από ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο της πυρηνικής επιφάνειας πυρηνικής μεμβράνης (με άδεια της E. Kiseleva από την παραπομπή 36 και https://www.nobelprize.org/educational/medicine/dna/a/transport/ncp_em2.html).

			Οι πυρηνικοί πόροι είναι πολυπρωτεϊνικά συγκροτήματα που αποτελούνται από τουλάχιστον 50 διαφορετικές πρωτεΐνες, που ονομάζονται νουκλεοπορίνες. Η πολύπλοκη δομή τους, αλλά και το μέγεθος τους, έχει επιβεβαιωθεί με ηλεκτρονική μικροσκοπία, η οποία έδειξε και τη μεγάλη πυκνότητα τους στην πυρηνική μεμβράνη (Σχήμα 5.27Β). Υπολογίζεται ότι ο πυρήνας ενός τυπικού κυττάρου θηλαστικού διαθέτει 3,000-4,000 πυρηνικούς πόρους, από τους οποίους μεταφέρονται προς τον πυρήνα πρωτεΐνες απαραίτητες για τη λειτουργία του: ιστόνες, πολυμεράσες του DNA και του RNA, πρωτεΐνες για την επεξεργασία του RNA, μεταγραφικοί παράγοντες, πρωτεΐνες των ριβοσωμάτων. Η ταχύτητα μεταφοράς των πρωτεΐνων αυτών είναι μεγάλη. Ενδεικτικά αναφέρεται ότι μεταφέρονται προς τον πυρήνα 106 μόρια ιστονών/min, δηλαδή κάθε πόρος μεταφέρει 100 μόρια/min. Από τους πυρηνικούς πόρους μεταφέρονται επίσης προς το κυτόπλασμα tRNA και mRNA, μετά τις μεταμεταγραφικές τροποποιήσεις, και οι ριβοσωμικές υπομονάδες. Τη μεταφορά τόσο μεγάλων συγκροτημάτων εξυπηρετεί το γεγονός ότι οι πυρηνικοί πόροι λειτουργούν με τη μορφή διαφράγματος.

			Όπως ήδη αναφέρθηκε, η μεταφορά μέσω της πυρηνικής μεμβράνης δεν γίνεται από διαμεμβρανικές πρωτεΐνες, αλλά από τους πυρηνικούς πόρους που αποτελούν υδατικούς διαύλους μεταφοράς. Από αυτούς περνούν με απλή διάχυση μόρια νερού και υδατοδιαλυτών ενώσεων π.χ. μικρές πρωτεΐνες με μέγεθος μέχρι 5kDa. Πρωτεΐνες όμως με μέγεθος μεγαλύτερο των 60kDa θα πρέπει να αναγνωριστούν εξειδικευμένα για να περάσουν από τους πυρηνικούς πόρους, η δε μεταφορά τους απαιτεί ενέργεια για να γίνει. 

			Όλες οι πρωτεΐνες που μεταφέρονται από το κυτόπλασμα στον πυρήνα διαθέτουν μικρές χαρακτηριστικές αλληλουχίες, πλούσιες σε θετικά κατάλοιπα, που ονομάζονται σήματα πυρηνικού εντοπισμού (nuclear localization signals ή sequences, NLS). Τα NLS αυτά, που μπορεί να βρίσκονται σε οποιαδήποτε περιοχή της πρωτεΐνης, αναγνωρίζονται από ειδικές υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες-υποδοχείς του κυτοπλάσματος που ονομάζονται καρυοφερίνες. Οι καρυοφερίνες αναγνωρίζουν συγχρόνως και συγκεκριμένες νουκλεοπορίνες στους πυρηνικούς πόρους, η αναγνώριση δε αυτή γίνεται από χαρακτηριστικές περιοχές των νουκλεοπορινών, πλούσιες σε φαινυλαλανίνη και γλυκίνη (επαναλήψεις FG). Κατά τη μεταφορά γίνεται διαδοχική σύζευξη-αποσύζευξη, στις επαναλήψεις FG κατά μήκος του πόρου, του συγκροτήματος καρυοφερίνης-μεταφερόμενης πρωτεΐνης μέχρι η τελευταία να βρεθεί στο εσωτερικό του πυρήνα. Μερικές φορές οι μεταφερόμενες πρωτεΐνες δεν συνδέονται απ’ ευθείας στους υποδοχείς, αλλά απαιτούνται για τη σύνδεση και πρόσθετες μικρές πρωτεΐνες-προσαρμοστές.

			Ανάλογες με τις NLS αλληλουχίες διαθέτουν και τα μοριακά συγκροτήματα που μεταφέρονται προς το κυτόπλασμα (σήματα εξαγωγής από τον πυρήνα, nuclear export signals, NES), ενώ και οι αλληλουχίες αυτές αναγνωρίζουν υποδοχείς που διευκολύνουν τη μεταφορά. Και αυτοί οι υποδοχείς ανήκουν στην οικογένεια των καρυοφερινών ενώ, και στην περίπτωση αυτή, συχνά συμμετέχουν στη μεταφορά και μόρια-προσαρμοστές. Οι καρυοφερίνες μεταφοράς προς τον πυρήνα αναφέρονται και ως ιμπορτίνες, ενώ οι καρυοφερίνες εξόδου ως εξπορτίνες. Η ρύθμιση της ταυτόχρονης μεταφοράς από και προς τον πυρήνα είναι υπό μελέτη, είναι γνωστό όμως ότι από κάθε πόρο γίνονται και τα δυο είδη μεταφοράς.

			Ήδη αναφέρθηκε ότι η μεταφορά μέσω της πυρηνικής μεμβράνης απαιτεί ενέργεια, είναι δηλαδή ενεργητική μεταφορά. Την ενέργεια αυτή εξασφαλίζουν τόσο κατά την είσοδο, όσο και κατά την έξοδο από τον πυρήνα οι μικρές GTPάσες Ran 35, που συνδέονται επίσης στους υποδοχείς (σε διαφορετική πάντως περιοχή από αυτή που συνδέονται οι πρωτεΐνες ή τα μοριακά συγκροτήματα που μεταφέρονται) και αποτελούν ρυθμιστές της μεταφοράς. 

			Στην περίπτωση της εισόδου πρωτεϊνών στον πυρήνα, η αλληλεπίδραση των ιμπορτινών με τις Ran, που στο εσωτερικό του πυρήνα έχουν τη μορφή Ran-GTP, μεταβάλλει τη διαμόρφωσή τους με αποτέλεσμα να ελευθερώνεται η πρωτεΐνη που μεταφέρουν. Το σύμπλοκο ιμπορτίνης-Ran-GTP επιστρέφει στο κυτόπλασμα και, εκεί, ειδική πρωτεΐνη (RanBP) διαχωρίζει το σύμπλοκο και επιτρέπει την υδρόλυση του GΤΡ προς GDP, παρέχοντας την ενέργεια για τη μεταφορά. Η Ran-GDP, με τη βοήθεια πυρηνικού παράγοντα, επιστρέφει στο εσωτερικό του πυρήνα, όπου το GDP αντικαθίσταται από GTP για να αρχίσει ένας νέος κύκλος λειτουργίας της Ran. 

			Ενδιαφέρον παρουσιάζει και η μεταφορά του mRNA από τον πυρήνα στο κυτόπλασμα των ευκαρυωτικών κυττάρων 36-38. Μετά τη μεταγραφή και τις μεταμεταγραφικές τροποποιήσεις, το ώριμο RNA αναγνωρίζεται από τις πυρηνικές πρωτεΐνες CBP (Cap Binding Proteins, που αναγνωρίζουν το 5’-κάλυμμα του μορίου) και, εν συνεχεία, από το πρωτεΐνικό σύμπλοκο TRΕX (transcription/export). Με τη μορφή πλέον ριβονουκλεοπρωτεΐνης (RNP) και αφού προστεθούν πυρηνικοί παράγοντες (που εμποδίζουν τη διαφυγή ανώριμου RNA), η RNP αναγνωρίζεται από ειδικό υποδοχέα εξόδου και μεταφέρεται μέσα από τους πυρηνικούς πόρους. Στο κυτόπλασμα, το mRNA παραδίδεται απευθείας από τις RNP στα ριβοσώματα για να μεταφραστεί.

			5.7 Εξωκύτωση, ενδοκύτωση και κυκλοφορία μεμβρανών

			Όλες οι περιπτώσεις μεταφοράς που μελετήθηκαν μέχρις εδώ γίνονται με τη βοήθεια διαμεμβρανικών πρωτεϊνών μεταφοράς (με εξαίρεση τις υδρόφοβες ενώσεις που μεταφέρονται με διάχυση μέσω της λιπιδικής διπλοστιβάδας). Μέσω των βιολογικών μεμβρανών όμως μεταφέρονται από και προς τα κύτταρα και συγκροτήματα μορίων με πολύ μεγάλο μέγεθος, ακόμη και σωματίδια, στις περιπτώσεις δε αυτές χρησιμοποιούνται για τη μεταφορά ολόκληρες περιοχές της μεμβράνης.

			Το Σχήμα 5.28 περιγράφει αδρά την έξοδο (εξωκύτωση, έκκριση) και την είσοδο (ενδοκύτωση) μορίων. Οι κυτταρικές αυτές λειτουργίες γίνονται μέσω ολόκληρων περιοχών της πλασματικής μεμβράνης των ευκαρυωτικών κυττάρων και συνδέονται με την ιδιότητα των μεμβρανών να συντήκονται. 
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			Σχήμα 5.28 (Α) Εξωκύτωση και (Β) Ενδοκύτωση. 

			Ενδοκύτωση

			Κατά την ενδοκύτωση, τα μόρια εγκλείονται σε μικρά τμήματα μεμβράνης που καμπυλώνονται και, στη συνέχεια, αποχωρίζονται από την υπόλοιπη πλασματική μεμβράνη σχηματίζοντας ένα ενδοκυττάριο κυστίδιο. Η απλή ενδοκύτωση μπορεί να έχει τη μορφή της πινοκύτωσης, όταν μέσω αυτής εισέρχονται στα κύτταρα διαλυτές ενώσεις, ή τη μορφή της φαγοκύτωσης. Μέσω της φαγοκύτωσης εισέρχονται στα κύτταρα σωματίδια, ακόμη και ολόκληρα κύτταρα, στην περίπτωση δε της φαγοκύτωσης τα κυστίδια ονομάζονται φαγοσώματα. Σε απλά ευκαρυωτικά κύτταρα, όπως τα πρωτόζωα, η φαγοκύτωση εξυπηρετεί τη διατροφή τους (Σχήμα 5.29Α). Στα θηλαστικά όμως γίνεται μόνο από εξειδικευμένα κύτταρα, τα μακροφάγα και τα ουδετερόφιλα, και εξυπηρετεί την άμυνα του οργανισμού καθώς εξουδετερώνει μικροοργανισμούς-εισβολείς 39,40 (Σχήμα 5.29Β). Ειδικά τα μακροφάγα, με τη διαδικασία αυτή απαλλάσσουν τον οργανισμό από τραυματισμένα ή γηρασμένα κύτταρα π.χ. ερυθροκύτταρα που έτσι αποσύρονται από την κυκλοφορία. Σε όλες τις περιπτώσεις, τα φαγοσώματα μετακινούνται στο εσωτερικό των κυττάρων και συντήκονται με λυσοσώματα για την οριστική αποικοδόμηση του περιεχομένου τους. 
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			Σχήμα 5.29 (Α) Φαγοκύτωση σωματιδίων δεξτράνης από κύτταρα του πρωτοζώου Tetrahymena, (Β) φωτογραφία από ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο τμήματος μακροφάγου (με άδεια του Α.Haas, από την παραπομπή 40). Φαίνεται ένα φαγόσωμα που περιέχει δυο βακτήρια R. equi.

			Μια πολυπλοκότερη, πολύ καλά μελετημένη και πολύ σημαντική για τους οργανισμούς περίπτωση ενδοκύτωσης είναι η ενδοκύτωση μέσω υποδοχέων (receptor-mediated endocytosis). Ενδεικτικά αναφέρεται ότι έτσι γίνεται η μεταφορά χοληστερόλης/LDL, η μεταφορά αρκετών ορμονών, τοξινών ακόμα και ιών 41. Στο Σχήμα 5.30A φαίνεται η μεταφορά χοληστερόλης σε κύτταρα θηλαστικών μέσω των υποδοχέων των LDL 42,43.

			ΟΙ LDL, λιποπρωτεΐνες υπεύθυνες για την παροχή χοληστερόλης σε όλα τα κύτταρα των θηλαστικών, εισέρχονται στα κύτταρα μετά από δέσμευση σε ειδικούς υποδοχείς της πλασματικής μεμβράνης. Οι περιοχές της μεμβράνης που διαθέτουν τέτοιους υποδοχείς δεν είναι τυχαίες: η κυτοπλασματική επιφάνεια τους καλύπτεται από ένα πλέγμα πρωτεϊνών στο οποίο κυριαρχεί η κλαθρίνη, πρωτεΐνη που μπορεί να σχηματίσει πολυεδρικές δομές 44. Ακόμα και in vitro (απουσία κυστιδίων) η κλαθρίνη οργανώνεται σε τέτοιους κλωβούς, αποτελούμενους από εναλλακτικά πεντάγωνα και εξάγωνα. Μόλις οι LDL συνδεθούν στους υποδοχείς, οι υποδοχείς με τον προσδέτη αλληλεπιδρούν με πρωτεΐνες προσαρμογής που συμμετέχουν στο πλέγμα της κλαθρίνης και η περιοχή καμπυλώνεται σχηματίζοντας τις καλυμμένες κοιλότητες (ή βοθρία, coated pits) του Σχήματος 5.30Α. Στη συνέχεια, η περιοχή εγκολπώνεται με τρόπο παρόμοιο με αυτόν του Σχήματος 5.28Β. Τα κυστίδια όμως, στη συγκεκριμένη περίπτωση, είναι καλυμμένα από πλέγμα κλαθρίνης (καλυμμένα κυστίδια, coated particles όπως στο Σχήμα 5.30Β), στη απόσχιση τους δε από την πλασματική μεμβράνη συμμετέχει η κυτοπλασματική GTPάση δυναμίνη, που σχηματίζει έλικα γύρω από το σημείο εκβλάστησης του κυστιδίου. Η υδρόλυση του GTP προκαλεί έκταση της έλικας της δυναμίνης και αυτό έχει ως αποτέλεσμα την απομάκρυνση από την πλασματική μεμβράνη και, τελικά, την απόσχιση του κυστιδίου 45,46. Μετά την απόσχιση, η κλαθρίνη απομακρύνεται (Σχήμα 5.30Β, η απομάκρυνση της απαιτεί ΑΤΡ) και περισσότερα κυστίδια συντήκονται και σχηματίζουν ενδοσώματα. Στη μεμβράνη των ενδοσωμάτων λειτουργούν Η+ ΑΤΡάσες με αποτέλεσμα πτώση του pH στο εσωτερικό τους (5.5-6), κάτι που οδηγεί σε αποσύνδεση των προσδετών από τους υποδοχείς τους. Προσδέτες και υποδοχείς μετακινούνται στο εσωτερικό των κυττάρων με διαφορετικά κυστίδια. Προορισμός των κυστιδίων με τις LDL είναι το λυσόσωμα (εκεί αποικοδομούνται και οι εστέρες της χοληστερόλης και η απολιποπρωτεΐνη Β-100 των LDL), προορισμός των κυστιδίων με τους άδειους υποδοχείς είναι η πλασματική μεμβράνη με την οποία και συντήκονται. Το τελευταίο υποδεικνύει ότι ορισμένοι τουλάχιστον από τους υποδοχείς των κυττάρων ανακυκλώνονται. 
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			Σχήμα 5.30 (Α) Μεταφορά χοληστερόλης μέσω των υποδοχέων LDL (Stryer Βιοχημεία (2014) Παν. Εκδ. Κρήτης, σελ. 797)6, (B) Φωτογραφία από ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο της εξωτερικής επιφάνειας καλυμένων κυστιδίων 45.

			Εξωκύτωση

			Τo καλύτερα μελετημένο παράδειγμα εξωκύτωσης είναι η μεταφορά εκτός κυττάρου εκκριτικών (εκκρινόμενων) πρωτεϊνών (έκκριση πρωτεϊνών), όπως της ινσουλίνης του Σχήματος 5.31Α 47. Όλες οι εκκριτικές πρωτεΐνες των ευκαρυωτικών κυττάρων διαθέτουν στο Ν-τελικό άκρο τους σηματοδοτική αλληλουχία 9-12 κυρίως υδρόφοβων καταλοίπων που, μόλις συντεθεί, αναγνωρίζεται από το ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σωμάτιο αναγνώρισης σήματος (signal recognition particle, SRP). Η σύνδεση με το SRP διακόπτει προσωρινά τη μετάφραση και μεταφέρει το πεπτίδιο (και μαζί το ριβόσωμα στο οποίο γίνεται η σύνθεση) στην κυτοπλασματική επιφάνεια του ενδοπλασματικού δικτύου, όπου τo SRP αναγνωρίζει ειδικό υποδοχέα. Η αναγνώριση αυτή έχει ως αποτέλεσμα το ριβόσωμα να προσεγγίσει ένα πολυπρωτεϊνικό συγκρότημα της μεμβράνης του ενδοπλασματικού δικτύου, που αποτελεί δίαυλο μεταφοράς του πεπτιδίου στο εσωτερικό του δικτύου. Με το πεπτίδιο στον αυλό πλέον, ξεκινά και πάλι η μετάφραση και τελειώνει έτσι, ώστε η τελική πεπτιδική αλυσίδα να βρίσκεται στο εσωτερικό του ενδοπλασματικού δικτύου. Εκεί, η σηματοδοτική αλληλουχία αποικοδομείται από ειδική πεπτιδάση (γι’ αυτό και οι εκκριτικές πρωτεΐνες σπάνια διαθέτουν τέτοια αλληλουχία), η δε πρωτεΐνη γλυκοζυλιώνεται. Στη συνέχεια, εγκλείεται σε κυστίδιο που εκβλαστάνει από το ενδοπλασματικό δίκτυο και συντήκεται με τη συσκευή Golgi, η πρωτεΐνη δηλαδή καταλήγει στο εσωτερικό και αυτού του κυτταρικού διαμερίσματος. Σε αυτό γλυκοζυλιώνεται εκ νέου και, με παρόμοιο μηχανισμό εγκλεισμού σε κυστίδιο, μεταφέρεται στην πλασματική μεμβράνη για να καταλήξει στον εξωκυττάριο χώρο μετά τη σύντηξη του τελικού κυστιδίου με τη μεμβράνη αυτή. Η πορεία αυτή εμφανίζεται στο Σχήμα 5.31Β και έχει επίσης περιγραφεί στο κεφάλαιο της βιογένεσης των μεμβρανικών πρωτεϊνών (Βλ. Κεφάλαιο 4), καθώς οι δυο πορείες έχουν σε μεγάλο βαθμό κοινά χαρακτηριστικά.

			 Ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι μηχανισμοί με τους οποίους το κυστίδιο που μεταφέρει την πρωτεΐνη «αναγνωρίζει» τον κυτταρικό προορισμό του 5,48,49. Αυτοί περιλαμβάνουν α) τη σύνδεση της προς μεταφορά πρωτεΐνης με διαμεμβρανική πρωτεΐνη του ενδοπλασματικού δικτύου που κάνει την πρωτεΐνη να προσεγγίσει συγκεκριμένη περιοχή της μεμβράνης αυτής, περιοχή από την οποία θα γίνει η εκβλάστηση του κυστιδίου, β) τη συμμετοχή πρωτεϊνών της κυτοπλασματικής επιφάνειας του ενδοπλασματικού δικτύου (coat proteins, COP) που δημιουργούν πλέγμα που θυμίζει αυτό της κλαθρίνης και που οργανώνει το κυστίδιο και γ) τη, μετά τη διάλυση του πλέγματος των COP, εμφάνιση και λειτουργία των πρωτεϊνών v-SNARE (v=vesicle, SNARE=Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor) που θα αλληλεπιδράσουν με τις t-SNARE (t=target) της μεμβράνης-στόχου καθοδηγώντας σε αυτή το κυστίδιο. Είναι ενδιαφέρον ότι οι SNARE λειτουργούν όχι μόνο ως πρωτεΐνες εξειδίκευσης, αλλά και ως πρωτεΐνες σύντηξης: η ισχυρή σύνδεση των v- με τις t-SNARE φέρνει πολύ κοντά τις δυο λιπιδικές διπλοστιβάδες, απομακρύνει από την περιοχή τα μόρια του νερού και διευκολύνει τη σύντηξη. 

			Το Σχήμα 5.31Β συνοψίζει, όχι μόνο το ενδοκυττάριο «ταξίδι» των εκκριτικών πρωτεϊνών, αλλά και άλλες πορείες μετακίνησης κυστιδίων στο εσωτερικό των ευκαρυωτικών κυττάρων, πορείες στις οποίες αποδίδεται συνολικά ο όρος κυκλοφορία μεμβρανών (membrane ή vesicle ή vesicular trafficking) 50,51. Στις πορείες αυτές ανήκει και η ενδοκυττάρια μετακίνηση των φαγοσωμάτων, που ήδη περιγράψαμε, ώστε να γίνει η σύντηξη τους με το λυσόσωματα, αλλά και ενδοκύτωση μέσω υποδοχέων και η ανακύκλωση των υποδοχέων. Να σημειωθεί ότι, πρόσφατα (το 2013), αναγνωρίστηκε η μεγάλη σημασία της κυκλοφορίας των μεμβρανών με την απονομή του βραβείου Nobel Φυσιολογίας/Iατρικής στους Rothman, Schekman και Südhof για τη μελέτη των μηχανισμών ρύθμισης της κυκλοφορίας 52.
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			Σχήμα 5.31 (Α) Έκκριση σωματιδίων δεξτράνης από κύτταρο του πρωτοζώου Tetrahymena. Η αποβολή των σωματιδίων αποτελεί το τελικό στάδιο της φαγοκύτωσης που απεικονίζεται στο Σχήμα 5.29Α. (Β) Ενδοκυττάρια κυκλοφορία μεμβρανών (http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2013/advanced-medicineprize2013.pdf). Αν και η εξωκύτωση προσθέτει και η ενδοκύτωση αφαιρεί τμήματα πλασματικής μεμβράνης, συνολικά το μέγεθος του κυττάρου δεν μεταβάλλεται.
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					i H πρωτεΐνη GLUT1 εκφράζεται σε όλους τους ιστούς των θηλαστικών, ενώ άλλες ισομορφές της ίδιας πρωτεΐνης (GLUT2-5) μόνο σε συγκεκριμένους ιστούς π.χ. η GLUT2 στα κύτταρα του ανθρώπινου ήπατος και στα β-κύτταρα του παγκρέατος, αλλά μόνο μέχρι την ηλικία των δυο ετών (στη συνέχεια, τα κύτταρα αυτά εκφράζουν μόνο τη GLUT1). Επίσης, η GLUT5 στο λεπτό έντερο λειτουργεί κυρίως ως μεταφορέας φρουκτόζης. Όλες οι GLUT έχουν τη δομή 12 διαμεμβρανικών α-ελίκων 6.

				

			

		

	
		
			6│ ΒΑΣΙΚΕΣ ΑΡΧΕΣ ΜΕΤΑΓΩΓΗΣ ΣΗΜΑΤΟΣ. ΜΕΜΒΡΑΝΙΚΟΙ ΥΠΟΔΟΧΕΙΣ 

			Σύνοψη 

			Συζήτηση μηχανισμών κυτταρικής επικοινωνίας και βασικών αρχών της μεταγωγής σήματος στα κύτταρα. Ενδοκρινές και νευρικό σύστημα: διαφορές και σηματοδοτικά μόρια. Τύποι υποδοχέων, ταξινόμηση και περιγραφή κύριων παραδειγμάτων. Κατηγορίες μεμβρανικών υποδοχέων και σηματοδοτικές πορείες που χρησιμοποιούν. Πρωτεϊνες G, συστήματα β΄αγγελιοφόρων και κύριοι τελεστές. Εισαγωγή στη λιπιδική σηματοδότηση, ενδοκυττάρια και εξωκυττάρια λιπιδικά σηματοδοτικά μόρια.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Γνώση βιολογίας και βιοχημείας. Κεφάλαια 1-5.

			6.1 Κυτταρική επικοινωνία

			Όλα τα είδη κυττάρων, από έναν απλό μονοκύτταρο οργανισμό όπως π.χ., το βακτήριο E. coli, μέχρι τα κύτταρα Β των νησιδίων του Langerhans στο πάγκρεας των θηλαστικών, διαθέτουν μηχανισμούς διακυτταρικής επικοινωνίας, επίσης όμως αλληλεπιδρούν με το περιβάλλον τους και αποκρίνονται ή προσαρμόζονται σε μεταβολές αυτού. Είναι γεγονός ότι συγκρίνοντας ένα βακτήριο με ένα εξειδικευμένο κύτταρο πολυκύτταρου οργανισμού, οι μηχανισμοί αυτοί είναι διαφορετικής πολυπλοκότητας, ωστόσο διέπονται από κοινές αρχές. Συγκεκριμένα, οι μηχανισμοί επικοινωνίας (α) διέπονται από την αρχή της εξειδίκευσης, δηλαδή αναγνωρίζουν το είδος και την ένταση των σημάτων ή ερεθισμάτων που δέχονται και (β) περιλαμβάνουν τη δυνατότητα άμεσης (ή και μακροπρόθεσμης) τροποποίησης κυτταρικών λειτουργιών ως απόκριση στο αρχικό σήμα. Χαρακτηριστικά παραδείγματα άμεσης και ταχείας κυτταρικής απόκρισης σε ένα εξωκυττάριο σήμα είναι η αύξηση της ταχύτητας κίνησης των μαστιγίων του E. coli παρουσία θρεπτικών συστατικών στο περιβάλλον, αλλά και η έκκριση ινσουλίνης από τα κύτταρα Β των νησιδίων του Langerhans παρουσία γλυκόζης στο αίμα. 

			Ειδικά για τα κύτταρα ενός πολυκύτταρου οργανισμού η επικοινωνία αυτή είναι ζωτικής σημασίας για τη ρύθμιση της ανάπτυξης και οργάνωσης σε ιστούς, τη διαφοροποίησή τους και εντέλει τη συντονισμένη λειτουργία τους στο πλαίσιο του ιστού. Μπορούν να διακριθούν αδρά τρείς τρόποι κυτταρικής επικοινωνίας στους ζωικούς οργανισμούς 1,2.

			1. Για κύτταρα που αλληλεπιδρούν από απόσταση, η επικοινωνία γίνεται μέσω χημικών ουσιών που εκκρίνονται από τα κύτταρα και δρουν ως σηματοδοτικά μόρια.

			2. Για κύτταρα σε γειτονία, η επικοινωνία γίνεται μέσω μεμβρανικών πρωτεΐνών, που δρουν ως ειδικά σημεία πρόσδεσης μεταξύ δυο κυττάρων.

			3. Για κύτταρα σε επαφή, η επικοινωνία μπορεί να γίνει μέσω χασμοσυνδέσμων (gap junctions, βλ. Κεφάλαιο 5), οι οποίοι επιτρέπουν την απευθείας επικοινωνία των κυτοπλασμάτων των κυττάρων, επιτρέποντας την άμεση ανταλλαγή μικρών μορίων.

			6.2 Γενικά χαρακτηριστικά πορειών κυτταρικής σηματο-δότησης 

			Η επικοινωνία μέσω σηματοδοτικών μορίων που εκκρίνονται από τα κύτταρα έχει διαφορετικά χαρακτηριστικά, ανάλογα με την απόσταση δράσης1,2. Έτσι, η σηματοδότηση μπορεί να ταξινομηθεί σε:

			1.	Ενδοκρινή σηματοδότηση, στην οποία ειδικά ενδοκρινή κύτταρα εκκρίνουν ορμόνες που μεταφέρονται μέσω του αίματος και κατανέμονται σε μεγάλο μέρος του σώματος για να επηρεάσουν τα κύτταρα-στόχους.

			2. Παρακρινή σηματοδότηση, στην οποία τα κύτταρα εκκρίνουν τοπικούς χημικούς μεσολαβητές που προσλαμβάνονται ταχύτατα και μετά καταστρέφονται ή ακινητοποιούνται, έχουν δε ακτίνα δράσης πολύ μικρή, περίπου 1mm. Υποπερίπτωση της παρακρινούς σηματοδότησης είναι η αυτοκρινής σηματοδότηση, όπου οι τοπικοί χημικοί μεσολαβητές εκκρίνονται από και δρουν στο ίδιο κύτταρο. 

			3. Συναπτική σηματοδότηση, που παρατηρείται στο νευρικό σύστημα, στην οποία τα κύτταρα εκκρίνουν νευροδιαβιβαστές σε ειδικούς συνδέσμους, τις συνάψεις. Ο νευροδιαβιβαστής διαχέεται μέσω της συναπτικής σχισμής, συνήθως σε απόσταση περίπου 50nm και δρα μόνο στο διπλανό, μετασυναπτικό κύτταρο-στόχο. 

			Ο όρος σηματοδοτική πορεία (signaling pathway) χρησιμοποιείται για την περιγραφή των ενδοκυττάριων βιοχημικών αντιδράσεων που ενεργοποιούνται από τους υποδοχείς. Οι πορείες αυτές καθορίζουν σε μεγάλο βαθμό και την τελική κυτταρική απόκριση. Γενικά, η κυτταρική σηματοδότηση ακολουθεί την πορεία

			ΣΗΜΑ → ΥΠΟΔΟΧΕΑΣ → ΤΕΛΕΣΤΗΣ → ΚΑΤΑΡΡΑΚΤΗΣ ΕΝΔΟΚΥΤΤΑΡΙΩΝ ΣΗΜΑΤΩΝ → ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΣΗΜΑΤΟΣ (πιθανώς σε πολλαπλά στάδια) → ΤΕΛΙΚΑ ΠΡΟΪΟΝΤΑ → ΑΠΟΚΡΙΣΗ (ταχεία: μεταβολές στον κυτταροσκελετό, αλλαγή κυτταρικού σχήματος, κίνηση, έκκριση, εκπόλωση του δυναμικού της πλασματικής μεμβράνης - βραδεία: ρύθμιση μεταβολικών οδών, ρύθμιση έκφρασης γονιδίων, κυτταρικός πολλαπλασιασμός, διαφοροποίηση, κυτταρικός θάνατος, απόπτωση) → ΠΡΟΣΑΡΜΟΓΗ / ΑΠΕΥΑΙΣΘΗΤΟΠΟΙΗΣΗ.

			Ορισμένα γενικά χαρακτηριστικά και η ορολογία που χρησιμοποιείται στην περιγραφή των σηματοδοτικών πορειών1,2 αναφέρονται παρακάτω επιγραμματικά:

			1. Σήμα (προσδέτης, ligand) ή εξωκυττάριο σήμα μπορεί να είναι μια ορμόνη ή ένας νευροδιαβιβαστής. Συνήθως προσδένεται στον υποδοχέα που είναι πρωτεΐνη και δρα ως αγωνιστής (agonist) διεγείροντας τον υποδοχέα. Π.χ. στην περίπτωση που ο υποδοχέας είναι ιοντικός δίαυλος, η πρόσδεση θα έχει ως αποτέλεσμα την διάνοιξη του διαύλου και τη μεταφορά ιόντων. Τα σήματα μπορεί να είναι από μικρά χημικά μόρια με διαφορετικές χημικές ιδιότητες όπως αέρια και πτητικές ενώσεις, λιπόφιλες ενώσεις, παράγωγα λιπαρών οξέων, υδρόφιλα αμινοξέα, νευροδιαβιβαστές και μικρά πεπτίδια, μέχρι μεγάλες πρωτεΐνες όπως γλυκοπρωτεϊνικές ορμόνες. Ωστόσο, υπάρχουν και μη χημικής φύσης σήματα όπως η μηχανική πίεση, η θερμοκρασία και η ακτινοβολία. Αέρια ή μικρά λιπόφιλα μόρια, όπως π.χ. οι στεροειδείς ορμόνες (οιστρογόνα, ανδρογόνα, κορτικοστεροειδή), εισέρχονται ελεύθερα στα κύτταρα και επομένως μπορούν να δρουν σε ενδοκυττάριους υποδοχείς. Ένα σήμα μπορεί να αλληλεπιδρά με διαφορετικού τύπου υποδοχείς. Επομένως η τελική απόκριση ενός κυττάρου σε ένα σήμα θα εξαρτηθεί από το είδος των υποδοχέων που διαθέτει.

			2. Η σύνδεση του σηματοδοτικού μορίου στον υποδοχέα συνήθως συζεύγνυται με μια βιοχημική αντίδραση εντός του κυττάρου, με άμεσο αποτέλεσμα την ενδοκυττάρια παραγωγή συγκεκριμένων μικρών μορίων (παραδοσιακά αυτά τα μόρια καλούνται και β΄ αγγελιοφόροι ή β΄ μεσολαβητές, second messengers).

			3. Οι β΄ αγγελιοφόροι που παράγονται επιδρούν σε άλλες πρωτεΐνες, ένζυμα ή διαύλους ιόντων, αλλάζοντας τη δράση τους, και ενεργοποιούν στη συνέχεια έναν καταρράκτη αντιδράσεων (signaling cascade) στο εσωτερικό του κυττάρου. Αυτό μεταφράζεται σε ενίσχυση του αρχικού εξωκυττάριου σήματος. Συχνά αναφέρεται και ο όρος τελεστής (effector) για τα ένζυμα που καθορίζουν την τελική κυτταρική απόκριση (παραδοσιακά, ωστόσο, ο όρος αυτός χρησιμοποιείται κυρίως για τα ένζυμα που ενεργοποιούν οι πρωτεΐνες G). 

			4. Αντιστρεπτές αντιδράσεις φωσφορυλίωσης και υδρόλυσης του GTP, που καταλύονται από ένζυμα όπως κινάσες και GTPάσες, χρησιμοποιούνται εκτενώς στις σηματοδοτικές πορείες για την άμεση αλλαγή των ιδιοτήτων των πρωτεϊνών στόχων.

			5. Στις σηματοδοτικές πορείες συμμετέχουν ενεργά και πρωτεΐνες χωρίς ενζυμική ενεργότητα. Συνήθως, τέτοιες πρωτεΐνες λειτουργούν ως πρωτεΐνες προσαρμογής (adaptors) και καθοδηγούν την οργάνωση σηματοδοτικών πολυπρωτεϊνικών συμπλόκων (signaling complexes). Σημαντικό ρόλο σε αυτούς τους μηχανισμούς παίζουν πρωτεΐνες που μπορούν να αλληλεπιδρούν με πολλές άλλες πρωτεΐνες ταυτόχρονα και ονομάζονται ικριωματικές πρωτεΐνες (scaffold proteins).

			6. Μόνο ορισμένες πορείες σηματοδότησης οδηγούν σε άμεσες μεταβολές κυτταρικών λειτουργιών (έκκριση, χημειοταξία, μυική συστολή, μεταβολή μεμβρανικού δυναμικού), λειτουργούν δηλαδή σε μικρή χρονική κλίμακα. Ωστόσο, σχεδόν όλες οι πορείες μπορούν να οδηγήσουν σε μακροπρόθεσμες μεταβολές των κυτταρικών λειτουργιών μέσω επίδρασης στη γονιδιακή μεταγραφή.

			7. Η διασύνδεση ή διεπικοινωνία ή διασταυρούμενη επικοινωνία (crosstalk) σηματοδοτικών πορειών είναι μια ρυθμιστική αλληλεπίδραση μεταξύ δύο διαφορετικών πορειών και συμβαίνει σε κάποια από τις ακόλουθες περιπτώσεις: (α) Ένα συστατικό της μιας πορείας ρυθμίζεται από συστατικό της άλλης πορείας. (β) Οι δύο πορείες συγκλίνουν σε ένα κοινό στόχο και (γ) Ο μεσολαβητής της μιας πορείας μετατρέπεται σε μεσολαβητή της άλλης πορείας. Η διασύνδεση αυτή είναι ο βασικότερος τρόπος με τον οποίο τα κύτταρα καταφέρνουν να διαχειρισθούν και να οργανώσουν τις αποκρίσεις σε διέγερση προερχόμενη από διαφορετικά σήματα που ενεργοποιούν διαφορετικές πορείες. 

			8. Κάθε κύτταρο «αντιλαμβάνεται» και αποκρίνεται στη μεταβολή της συγκέντρωσης κάποιου εξωτερικού σήματος μάλλον, παρά στην απόλυτη τιμή του. Αυτό συμβαίνει για μεγάλο εύρος εντάσεων του σήματος. Σε κυτταρικό όμως επίπεδο όταν το κύτταρο-στόχος εκτεθεί για μεγάλο χρονικό διάστημα στο ερέθισμα, τότε χάνει την ικανότητα να αποκριθεί στην αρχική ένταση του ερεθίσματος. Αυτό το φαινόμενο ονομάζεται προσαρμογή (adaptation) ή απευαισθητοποίηση (desensitization) και υποδηλώνει ότι το κύτταρο μπορεί να προσαρμόζει την ευαισθησία ανίχνευσης των επιπέδων κάθε ερεθίσματος με τρόπο αντιστρεπτό. Η απευαισθητοποίηση μπορεί να συμβεί με μειορρύθμιση των υποδοχέων (receptor down regulation) μέσω λυσοσωμικής πρωτεόλυσης είτε με απόσυρση (κατάσχεση) (receptor sequestration) μέσω ενδοκύτωσης. Συχνά, η φωσφορυλίωση των υποδοχέων από κινάσες αποτελεί το σήμα ενεργοποίησης αυτών των μηχανισμών ενδοκύτωσης και αποικοδόμησης. Σημειώνεται ότι η απευαισθητοποίηση μπορεί να είναι ομόλογη (σήμα Α → υποδοχέας Α) ή ετερόλογη (σήμα Α → υποδοχέας Β). 

			9. Ιστορικά και για λόγους απλούστευσης, οι σηματοδοτικές πορείες περιγράφονται ως δίκτυα ευθύγραμμης μετάδοσης πληροφοριών μέσα στο κύτταρα με τελικό στόχο την απόκριση στο αρχικό σήμα. Στην πραγματικότητα, ιδιότητες που αναφέρθηκαν παραπάνω, όπως η διασταυρούμενη επικοινωνία, η προσαρμογή, η απευαισθητοποίηση, δίνουν στις σηματοδοτικές πορείες μια πολύπλοκη εικόνα δικτύου με πολλαπλές διακλαδώσεις μεταξύ ορισμένων βασικών γραμμικών οδών που συγκλίνουν σε κεντρικά σημεία και κόμβους (signaling hubs, nodes). Η εικόνα αυτή δίνει περαιτέρω ευελιξία στις σηματοδοτικές πορείες των κυττάρων με αποτέλεσμα την αναδιοργάνωσή τους (ή αναπροσαρμογή τους) σε παθολογικές καταστάσεις (π.χ. έλλειψη ενός σήματος συχνά μπορεί να οδηγήσει σε υπερ-ενεργοποίηση μιας εναλλακτικής σηματοδοτικής πορείας μέσα στα κύτταρα).

			Πολλά από αυτά τα γενικά χαρακτηριστικά θα εξειδικευθούν περαιτέρω κατά την παρουσίαση των συστημάτων των υποδοχέων και των σηματοδοτικών πορειών (Πίνακας 6.1).

			6.3 Ενδοκρινές και νευρικό σύστημα-σηματοδοτικά μόρια 

			Το ενδοκρινές και το νευρικό σύστημα ρυθμίζουν τις λειτουργίες ολόκληρου του οργανισμού. Τα ενδοκρινή και τα νευρικά κύτταρα συνεργάζονται για να συντονίσουν τις διαφορετικές δραστηριότητες των δισεκατομμυρίων κυττάρων των ανώτερων οργανισμών. Τα ενδοκρινή συνήθως οργανώνονται σε αδένες και εκκρίνουν τις ορμόνες στα εξωκυττάρια υγρά που τους περιβάλλουν. Οι ορμόνες διαχέονται μέσω των τριχοειδών και μπαίνουν στην κυκλοφορία του αίματος, απ’ όπου μεταφέρονται και πάλι μέσω τριχοειδών στους ιστούς και συνδέονται με τα κύτταρα-στόχους. Η ενδοκρινής σηματοδότηση είναι σχετικά αργή. Απαιτούνται μερικά λεπτά για να φθάσει μια ορμόνη το στόχο της. Κάθε ενδοκρινές κύτταρο εκκρίνει στο αίμα διαφορετική ορμόνη και κάθε κύτταρο που διαθέτει υποδοχείς, αποκρίνεται ανάλογα με τον τύπο του στο εξωτερικό σήμα. Τα νευρικά κύτταρα, αντίθετα, πετυχαίνουν πολύ μεγαλύτερες ταχύτητες και ακρίβεια. Μεταδίδουν την πληροφορία σε μεγάλες αποστάσεις με ηλεκτρικές ώσεις με ταχύτητα 100m/s ή 360km/h. Η ηλεκτρική ώση μετατρέπεται σε χημικό σήμα μόνο στη νευρική απόληξη, όπου εκκρίνεται ο νευροδιαβιβαστής. Τα χημικά αυτά σήματα δρουν είτε με παρακρινή είτε με συναπτικό μηχανισμό. Στον τελευταίο, η σηματοδότηση είναι πολύ πιο ακριβής και η επίδραση του νευροδιαβιβαστή περιορίζεται σε ένα κύτταρο-στόχο, ακόμα και αν γειτονικά κύτταρα διαθέτουν υποδοχείς για τον ίδιο νευροδιαβιβαστή. Από το σημείο της έκκρισης, ο νευροδιαβιβαστής πρέπει να διανύσει απόσταση μικρότερη των 100nm για να φθάσει το κύτταρο-στόχο και αυτό διαρκεί λιγότερο απο 1ms 1,2.

			Επειδή οι ορμόνες αραιώνονται πολύ στο αίμα και στο εξωκυττάριο υγρό των ιστών, δρουν σε χαμηλές συγκεντρώσεις (της τάξης των 10-10 με 10-8 Μ), ενώ δεν συμβαίνει το ίδιο με τους νευροδιαβιβαστές. Η συγκέντρωση της ακετυλοχολίνης, π.χ., στη συναπτική σχισμή του νευρομϋικού συνδέσμου είναι περίπου 5x10-4 Μ. Συνέπεια αυτού είναι οι υπoδοχείς των νευροδιαβιβαστών να έχουν σχετικά χαμηλή συγγένεια για τους αντίστοιχους νευροδιαβιβαστές και να μην επηρεάζονται πρακτικά από εκείνους που φθάνουν στο ίδιο σημείο με διάχυση από τις γειτονικές συνάψεις. Επί πλέον, μετά την έκκρισή του ο νευροδιαβιβαστής απομακρύνεται από τη συναπτική σχισμή γρήγορα, με αποδόμησή του από εξειδικευμένα υδρολυτικά ένζυμα ή με ειδικές μεμβρανικές μεταφορικές πρωτεΐνες που επαναφέρουν τον νευροδιαβιβαστή στη νευρική απόληξη. Έτσι επιτυγχάνεται η σύντομη και παροδική δράση του σήματος1,2.

			Στα σπονδυλωτά, το ενδοκρινές και νευρικό σύστημα συνδέονται φυσιολογικά και λειτουργικά σε ένα σημείο του εγκεφάλου, τον υποθάλαμο, ο οποίος επικοινωνεί απ' ευθείας με την υπόφυση μέσω μιας γέφυρας που ονομάζεται υποθαλαμο-υποφυσιακός μίσχος. Τα κύτταρα που βρίσκονται εκεί έχουν συγχρόνως τις ιδιότητες των νευρικών και των ενδοκρινών και ονομάζονται νευροενδοκρινή κύτταρα. Οι περισσότεροι τύποι των υποθαλαμικών και ενδοκρινών κυττάρων αποκρίνονται στους ερεθισμούς άλλων νευρικών κυττάρων του εγκεφάλου εκκρίνοντας μια ειδική πεπτιδική ορμόνη σε ειδικά αιμοφόρα αγγεία του μίσχου. Φθάνοντας στην υπόφυση, κάθε ορμόνη επάγει ή αναστέλλει την έκκριση μιας δεύτερης ορμόνης στο κεντρικό κυκλοφορικό σύστημα. Ο υποθάλαμος είναι ο γενικός ρυθμιστής του ενδοκρινούς συστήματος στα σπονδυλωτά.

			Διαφορετικά κύτταρα μπορεί να αποκριθούν διαφορετικά στα ίδια χημικά σήματα. Τα περισσότερα ζωικά κύτταρα παρουσιάζουν εξειδίκευση στην επιτέλεση μιας λειτουργίας και περιέχουν χαρακτηριστική σειρά πρωτεϊνικών υποδοχέων. Ένα σηματοδοτικό μόριο έχει πολλές φορές διαφορετική επίδραση σε διαφορετικά κύτταρα-στόχους. Παραδείγματος χάριν, η ακετυλοχολίνη διεγείρει τη μυϊκή σύσπαση στα κύτταρα των σκελετικών μυών, ενώ στον καρδιακό μυ μειώνει το ρυθμό και την ισχύ της σύσπασης. Αυτό οφείλεται στην πρόσδεση του νευροδιαβιβαστή σε διαφορετικό υποδοχέα. 

			Μια άλλη παράμετρος που παίζει ρόλο στην αλληλεπίδραση ενός εξωτερικού σήματος με την πλασματική μεμβράνη είναι η φυσικοχημική του συμπεριφορά. Οι περισσότερες ορμόνες και οι τοπικοί χημικοί μεσολαβητές, καθώς και όλοι οι μέχρι σήμερα γνωστοί νευροδιαβιβαστές είναι υδατοδιαλυτοί. Λιποδιαλυτές είναι οι στεροειδείς και θυρεοειδείς ορμόνες που μεταφέρονται μέσω του αίματος αφού συνδεθούν με ειδικές μεταφορικές πρωτεΐνες. Αυτή η διαφορά στη διαλυτότητα είναι θεμελιώδης για τον μηχανισμό με τον οποίο τα μόρια αυτά επηρεάζουν τα κύτταρα-στόχους 1,2. Τα υδατοδιαλυτά μόρια δεν μπορούν να διαπεράσουν την λιπιδική διπλοστιβάδα της μεμβράνης και ως εκ τούτου συνδέονται σε ειδικούς πρωτεϊνικούς υποδοχείς της επιφάνειας του κυττάρου. Οι στεροειδείς και θυρεοειδείς ορμόνες που διαπερνούν τη μεμβράνη και συνδέονται σε ειδικούς υποδοχείς μέσα στο κύτταρο 3. Μια άλλη σημαντική διαφορά μεταξύ των δύο κατηγοριών σηματοδοτικών μορίων είναι η χρονική διάρκεια που παραμένουν στην κυκλοφορία του αίματος ή στα υγρά των ιστών. Οι περισσότερες υδατοδιαλυτές ορμόνες απομακρύνονται ή διασπώνται μερικά λεπτά μετά την έκκρισή τους στο αίμα, ενώ οι χημικοί μεσολαβητές και οι νευροδιαβιβαστές απομακρύνονται μέσα σε μερικά ms. Οι στεροειδείς ορμόνες, αντίθετα, παραμένουν στο αίμα για ώρες, ενώ οι θυρεoειδείς, για μέρες. Συμπερασματικά, τα υδατοδιαλυτά σηματοδοτικά μόρια συνήθως διαμεσολαβούν σε αποκρίσεις μικρής χρονικής διάρκειας, ενώ τα λιποδιαλυτά, σε μακροχρόνιες 1,2.

			6.4 Πυρηνικοί υποδοχείς. Μηχανισμοί δράσης στεροειδών ορμονών

			Οι στεροειδείς ορμόνες είναι παράγωγα της χοληστερόλης. Μόλις διαπεράσουν τη λιπιδική διπλοστιβάδα της μεμβράνης συνδέονται ισχυρά και αντιστρεπτά με ενδοκυττάριους υποδοχείς. Οι υποδοχείς αυτοί ανήκουν στην μεγάλη οικογένεια των πυρηνικών υποδοχέων (NR, nuclear receptors) 1-3. Με τη σύνδεση των ορμονών, σχηματίζονται διμερή σύμπλοκα ορμόνης-υποδοχέα τα οποία μετακινούνται στον πυρήνα όπου και δρουν ως μεταγραφικοί παράγοντες (Σχήμα 6.1). Κάθε διμερές υποδοχέων αναγνωρίζει συγκεκριμένες απαντητικές αλληλουχίες DNA οι οποίες μπορεί να αποτελούν τμήμα του προαγωγέα του γονιδίου-στόχου ή να απέχουν χιλιάδες νουκλεοτίδια από αυτόν. Σε κάθε περίπτωση, η πρόσδεση του διμερούς στις απαντητικές αλληλουχίες λαμβάνει χώρα μέσω του Ν-τελικού άκρου των NR που περιέχει μια περιοχή AF1 (Activation Function 1). Αποτέλεσμα της πρόσδεσης στο DNA είναι η συσσώρευση συν-ενεργοποιητικών πρωτεϊνών που δρουν ως επιταχυντές της μεταγραφής (transcriptional enhancers) ή έχουν ενεργότητα ακετυλοτρανσφεράσης των ιστονών. Τέτοια ένζυμα διευκολύνουν το ξετύλιγμα της χρωματίνης και επιτρέπουν την έναρξη της μεταγραφής από την RNA πολυμεράση 3. Μόρια που αναστέλλουν τη μεταγραφή (ακτινομυκίνη D) ή τη μετάφραση (κυκλοεξιμίδιο) αναστέλλουν τη δράση των στεροειδών ορμονών. Τέτοια εργαλεία έχουν χρησιμοποιηθεί εκτεταμένα για να διαπιστωθεί αν στις σηματοδοτικές πορείες εμπλέκονται η γονιδιακή μεταγραφή και η παραγωγή νέων πρωτεϊνών.

			Οι απαντητικές αλληλουχίες στο DNA διαφέρουν ανάμεσα στους NR. Ένα κοινό χαρακτηριστικό τους όμως είναι ότι αποτελούνται από ατελώς παλλίνδρομες αλληλουχίες 15 βάσεων. Στην περίπτωση του υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών, η απαντητική αλληλουχία είναι η 5’-AGAACA NNN TGTTCT-3’. Κάθε μονομερές του διμερούς συμπλόκου αλληλεπιδρά με την 5’ ή την 3’ αλληλουχία 6 βάσεων μέσω μιας ειδικής περιοχής που διαθέτει 2 δομές δακτύλων ψευδαργύρου.
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			Σχήμα 6.1 Μοντέλο πυρηνικού υποδοχέα (ΝR). Στην ανενεργό του μορφή θεωρείται ότι ο υποδοχέας είναι ενωμένος με μια ανασταλτική πρωτεΐνη όπως η HSP90. Η πρόσδεση της ορμόνης προκαλεί αποσύνδεση του αναστολέα και σχηματισμό του διμερούς το οποίο και μετακινείται στον πυρήνα.
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			6.5 Κατηγορίες μεμβρανικών υποδοχέων 

			Όλα τα υδρόφιλα σηματοδοτικά μόρια (νευροδιαβιβαστές, βιογενείς αμίνες), τα σηματοδοτικά μόρια με μεγάλο μοριακό βάρος (πεπτίδια, γλυκοπρωτεΐνες) αλλά και λιπόφιλα σηματοδοτικά μόρια (παράγωγα λιπαρών οξέων) προσδένονται με υψηλή συγγένεια σε υποδοχείς τους που βρίσκονται στην πλασματική μεμβράνη και είναι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες (Πίνακας 6.1). Κατά καιρούς έχουν χρησιμοποιηθεί πολλές μέθοδοι κατάταξης και ταξινόμησης των μεμβρανικών υποδοχέων ανάλογα τη δομή τους, το αν δρουν ως μονομερή ή διμερή, το αν διαθέτουν ενζυμική ενεργότητα ή ανάλογα με τις σηματοδοτικές πορείες που ενεργοποιούν 1,2. Ένας τρόπος κατάταξης που συνδυάζει ορισμένες από τις παραπάνω ιδιότητες ταξινομεί τους μεμβρανικούς υποδοχείς σε τέσσερις μεγάλες κατηγορίες: 

			1. Υποδοχείς-ιοντικοί δίαυλοι, 2. Υποδοχείς με ενδογενή ενζυμική ενεργότητα, 3. Υποδοχείς χωρίς ενδογενή ενζυμική ενεργότητα και 4. Υποδοχείς συζευγμένοι με πρωτεΐνες G (GPCR) (Πίνακας 6.1).

			Υποδοχείς-Ιοντικοί δίαυλοι

			Τα κλασσικότερα παραδείγματα αφορούν υποδοχείς νευροδιαβιβαστών στη μεμβράνη των μετασυναπτικών νευρώνων που συμμετέχουν στη συναπτική σηματοδότηση 1,2. Το γενικό χαρακτηριστικό της κατηγορίας αυτής είναι ότι η πρόσδεση του νευροδιαβιβαστή σε ειδικές περιοχές του υποδοχέα προκαλεί την διάνοιξη του πόρου μέσω των οποίων λαμβάνει χώρα η μεταφορά ιόντων ανάλογα το ηλεκτροχημικό δυναμικό τους και την εξειδίκευση του υποδοχέα για τα ιόντα. Οι υποδοχείς του τύπου αυτού ανήκουν σε μια κατηγορία ομόλογων διαμεμβρανικών πρωτεϊνών (βλ. Κεφάλαιο 5). Χαρακτηριστικό παράδειγμα τέτοιου υποδοχέα είναι ο υποδοχέας της ακετυλοχολίνης των σκελετικών μυϊκών κυττάρων που δρα ως δίαυλος ιόντων Na+ (Σχήμα 5.13 και 6.2). 
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			Σχήμα 6.2 Τοπολογία του νικοτινικού υποδοχέα της ακετυλοχολίνης.

			Υποδοχείς με ενδογενή ενζυμική ενεργότητα 

			Καλούνται και καταλυτικοί υποδοχείς λόγω της ενζυμικής τους ενεργότητας, η οποία εντοπίζεται σε περιοχές που βρίσκονται στην κυτοπλασμική τους πλευρά. Συνήθως, η ενζυμική ενεργότητα ενεργοποιείται αλλοστερικά από την πρόσδεση του σήματος σε περιοχές του υποδοχέα που βρίσκονται στον εξωκυττάριο χώρο. Ανάλογα με την ενζυμική ενεργότητα οι υποδοχείς αυτοί κατατάσσονται περαιτέρω σε: 

			α. υποδοχείς με ενεργότητα τυροσινικής κινάσης

			β. υποδοχείς με ενεργότητα κινάσης σερίνης/θρεονίνης και

			γ. υποδοχείς με ενεργότητα γουανυλικής κινάσης.

			Οι πιο καλά μελετημένοι υποδοχείς αυτής της κατηγορίας είναι οι υποδοχείς με ενεργότητα τυροσινικής κινάσης (RTKs, receptor tyrosine kinases) 1,2,4-6. Στην κατηγορία αυτή ανήκουν οι υποδοχείς της ινσουλίνης, διαφόρων αυξητικών παραγόντων όπως ο αιμοπεταλιακός αυξητικός παράγων (ΡDGF) και ο επιδερμικός αυξητικός παράγων (EGF). Οι υποδοχείς των αυξητικών παραγόντων ρυθμίζουν το μεταβολισμό και την ανάπτυξη και διαφοροποίηση των κυττάρων σε όλους τους πολυκύτταρους οργανισμούς. Η πρόσδεση του αυξητικού παράγοντα προκαλεί την ενεργοποίηση των υποδοχέων και το διμερισμό τους. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη σταυρωτή φωσφορυλίωση του κυτοπλασμικού τμήματος των υποδοχέων σε κατάλοιπα τυροσίνης από την περιοχή με ενεργότητα τυροσινικής κινάσης 5. Σε αυτή τη μορφή τους οι υποδοχείς αλληλεπιδρούν με κυτοπλασμικές πρωτεΐνες που αναγνωρίζουν ειδικά τις περιοχές φωσφορυλιωμένων τυροσινών και μπορεί να είναι επίσης και υποστρώματα της ενεργότητας κινάσης των υποδοχέων 4. Με αυτό τον τρόπο ενεργοποιείται ένας καταρράκτης αντιδράσεων φωσφορυλίωσης σε κυτοπλασμικές πρωτεΐνες με αποτέλεσμα τη ρύθμιση της δράσης τους και την ενεργοποίηση σηματοδοτικών πορειών β΄αγγελιοφόρων 5-7 (Σχήμα 6.3 και Πίνακας 6.1). 

			Μετά τη σύνδεση του προσδέτη, πολλοί καταλυτικοί υποδοχείς υφίστανται ενδοκύτωση με τη μορφή καλυμμένων κυστιδίων (βλ. Κεφάλαιο 5). Σε μερικές περιπτώσεις αυτή η διαμεσολαβούμενη από υποδοχείς ενδοκύτωση φαίνεται ότι είναι σημαντική για τη ρύθμιση της συγκέντρωσης των υποδοχέων αυτών στην επιφάνεια του κυττάρου-στόχου. Σε άλλες περιπτώσεις έχει προταθεί ότι μπορεί να ρυθμίζει τη σηματοδότηση από συστατικά ενδοκυττάριων μεμβρανών, που βρίσκονται π.χ. στα ενδοσώματα.
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			Σχήμα 6.3 Ενεργοποίηση του υποδοχέα του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGFR) και αλληλεπίδραση του με κυτοπλασμικές σηματοδοτικές πρωτεΐνες. 

			Υποδοχείς χωρίς ενδογενή ενζυμική ενεργότητα

			Σε αυτήν την κατηγορία ανήκει μια μεγάλη και ετερόκλητη ομάδα υποδοχέων. Κοινό τους χαρακτηριστικό είναι ότι βασίζονται αποκλειστικά σε κυτοπλασμικές ή άλλες μεμβρανικές πρωτεΐνες με τις οποίες αλληλεπιδρούν ώστε να ενεργοποιήσουν κυτοπλασμικές σηματοδοτικές πορείες 1,2. Ορισμένοι υποδοχείς ενεργοποιούν πρωτεάσες, οι οποίες με τις σειρά τους αποκόπτουν το κυτοπλασμικό τμήμα του υποδοχέα το οποίο μπορεί να μεταφερθεί στον πυρήνα και να δράσει ως μεταγραφικός παράγοντας (π.χ. υποδοχείς τύπου Notch). Άλλοι υποδοχείς, μέσω πολυπρωτεϊνικών συμπλόκων στα οποία συμμετέχουν, ελέγχουν την πρωτεόλυση και αποδόμηση μεταγραφικών παραγόντων (π.χ. υποδοχείς Wnt). Παραδείγματα τέτοιων υποδοχέων είναι οι υποδοχείς τύπου Toll (Toll-like receptors, TLR), που συμμετέχουν στη σηματοδότηση μεταβολιτών παθογόνων μικροβίων και ιών και οι υποδοχείς του TNFα (παράγοντας νέκρωσης όγκων), που συμμετέχουν σε φλεγμονώδεις αντιδράσεις. Τέλος, μια ιδιαίτερη κατηγορία αποτελούν οι υποδοχείς παραγόντων όπως η ερυθροποιητίνη, η αυξητική ορμόνη, η γ-ιντερφερόνη και οι ιντερλευκίνες (αναφέρονται και ως υποδοχείς κυτοκινών). Αυτή η ομάδα υποδοχέων ενεργοποιεί την ενεργότητα των κυτοπλασμικών τυροσινικών κινασών τύπου JAK, οι οποίες ρυθμίζουν μέσω φωσφορυλίωσης τη δράση των μεταγραφικών παραγόντων STAT (πορεία JAK-STAT) (βλ. Πίνακα 6.1). 

			Υποδοχείς που συζεύγνυνται με πρωτεΐνες G

			Οι υποδοχείς αυτοί καλούνται GPCRs (G-protein coupled receptors) αλλά και επταδιαμεμβρανικοί ή επταελικοειδείς υποδοχείς, λόγω των χαρακτηριστικών επτά διαμεμβρανικών περιοχών με δομή α-έλικας που διαθέτουν 1,2,8. Η κατηγορία αυτή αποτελεί την πολυπληθέστερη κατηγορία υποδοχέων και μία από τις πολυπληθέστερες οικογένειες γονιδίων στα γονιδιώματα των θηλαστικών οργανισμών. Στον άνθρωπο, π.χ., η οικογένεια αυτή αριθμεί περίπου 900 ταυτοποιημένα μέλη. Περιττό να αναφερθεί ότι μόνο για έναν πολύ περιορισμένο αριθμό είναι γνωστά τα ενδογενή σηματοδοτικά μόρια τους. Η πλειοψηφία των GPCR (όπως και αρκετοί πυρηνικοί) είναι ορφανοί υποδοχείς (orphan receptors), δηλαδή υποδοχείς των οποίων ο προσδέτης, προς το παρόν τουλάχιστον, είναι άγνωστος. Η εξεύρεση προσδέτη και η «απο-ορφανοποίησή» τους (deorphnization) αποτελεί σημαντικό ερευνητικό πεδίο στη σύγχρονη φαρμακολογία. Αυτό συμβαίνει γιατί οι GPCR επιτελούν ζωτικές λειτουργίες σε όλους τους ιστούς και αποτελούν στόχο των περισσότερων φαρμάκων που χρησιμοποιούνται σήμερα.

			Η πολυπλοκότητα αλλά και η βιολογική σημασία των GPCR αναδεικνύεται από το γεγονός ότι αναγνωρίζουν εκλεκτικά ένα ευρύ πλήθος σηματοδοτικών μορίων ετερόκλητης φύσης και μεγέθους. Ενδεικτικά, το φώς (όπως στην περίπτωση της ροδοψίνης στα ραβδία του αμφιβληστροειδούς), ιόντα όπως το Ca2+, πτητικές ουσίες (όπως ενώσεις που ενεργοποιούν την αίσθηση της όσφρησης στους νευρώνες του οσφρητικού συστήματος), μικρά μόρια (όπως ενώσεις που ενεργοποιούν την αίσθηση της γεύσης στους νευρώνες των γευστικών καλύκων), βιογενείς αμίνες και νευροδιαβιβαστές, μικρά πεπτίδια και μεγάλες γλυκοπρωτεΐνες δρουν στα κύτταρα μέσω υποδοχέων τύπου GPCR (Πίνακας 6.2). 
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							υποδοχείς S1P1-5

						
							
							περιφερικοί ιστοί

						
							
							ρύθμιση ενδοθηλίου, τροποποίηση ανοσολογικής αντίδρασης

						
					

					
							
							λυσοφωσφολιπίδια, λιπαρά οξέα*7 

						
							
							υποδοχείς GPR55 (LPI), GRP40 (λιπαρά οξέα)

						
							
							εγκέφαλος, περιφερικοί ιστοί

						
							
							?

						
					

					
							
							θρομβίνη*8

						
							
							υποδοχείς PAR1-4
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			*1 Τα τρωκτικά διαθέτουν περίπου 1500 οσφρητικούς GPCR, ενώ στον άνθρωπο έχουν ταυτοποιηθεί περίπου 350. Ανιχνεύουν ποικιλία πτητικών οργανικών ενώσεων όπως θειόλες, αλκοόλες, εστέρες, αλδεΰδες, τερπένια, καμφορά, κ.λπ. *2 Εκτός από την αίσθηση του γλυκού, οι GPCR εμπλέκονται στην αίσθηση του πικρού και του umami (ο όρος μπορεί να αποδοθεί ως ευχάριστη /νόστιμη/αλμυρή γεύση και οφείλεται εν μέρει σε άλατα του γλουταμικού οξέος). 

			*3 Τα αμινοξέα γλουταμικό οξύ και GABA είναι οι κύριοι νευροδιαβιβαστές στον εγκέφαλο. 

			*4 Βιογενείς αμίνες. 

			*5 Μικρά πεπτίδια που δρουν ως τροποποιητές της συναπτικής (εγκεφαλίνη, ενδορφίνες) ή της ανοσολογικής (χημειοκίνες) λειτουργίας ή είναι κλασσικές ορμόνες (γλυκαγόνη). Οι υποδοχείς των οπιοειδών ενεργοποιούνται ευθέως από αλκαλοειδή του οπίου όπως η μορφίνη και η κωδεΐνη. 

			*6 Μεγάλη γλυκοπρωτεϊνική ορμόνη. Ομοίως, οι FSH (θυλακιοτρόπος ορμόνη), TRH (ορμόνη απελευθέρωσης θυροτροπίνης) και GnRH (ορμόνη απελευθέρωσης γοναδοτροπίνης) δρουν μέσω αντίστοιχων υποδοχέων GPCR. 

			*7 Μικρά μόρια λιπιδικής φύσης που προκύπτουν από υδρόλυση ή/και τροποποίηση μεμβρανικών φωσφολιπιδίων και απελευθερώνονται από τα κύτταρα ή παράγονται στον εξωκυττάριο χώρο από εκκρινόμενα ένζυμα. Τα εικοσανοειδή (προσταγλανδίνες) προέρχονται από τη δράση της PLA2 και την απελευθέρωση αραχιδονικού οξέος. Eνδοκανναβινοειδές είναι η 2-αραχιδονυλογλυκερόλη που προκύπτει από τη δράση της λιπάσης της διακυλογλυκερόλης (DAGL). Οι υποδοχείς CB1 ενεργοποιούνται ευθέως από κανναβινοειδή του φυτού Cannabis sativa. To λυσοφωσφατιδικό οξύ (LPA) προκύπτει εξωκυττάρια από τη δράση μιας ειδικής PLD για τη LPC, ενώ, η 1-φωσφορική σφιγγοσίνη (S1P) προκύπτει ενδοκυττάρια από δράση κινασών στη σφιγγοσίνη. Σημειώνεται ότι και άλλα λυσοφωσφολιπίδια αλλά και ελεύθερα λιπαρά οξέα φαίνεται να δρούν εξωκυττάρια ως σηματοδοτικά μόρια σε υποδοχείς GPCR. 

			*8 Η θρομβίνη είναι μια σερινοπρωτεάση η οποία ενεργοποιεί τους υποδοχείς PAR1-4 με έμμεσο τρόπο. Μέσω της δραστικότητας που διαθέτει υδρολύει την εξωκυττάρια N-τελική περιοχή των PAR1-4 με αποτέλεσμα την έκθεση μιας νέας περιοχής η οποία θα δεσμευθεί ενδομοριακά στον υποδοχέα και θα τον ενεργοποιήσει. 

			6.6 Πρωτεΐνες G 

			H σύνδεση ενός σηματοδοτικού μορίου στους GPCR προκαλεί εμμέσως την ενεργοποίηση (ή αναστολή) ενζύμων ή ιοντικών διαύλων που καλούνται τελεστές (effectors). Οι τελεστές είναι υπεύθυνοι για την ενεργοποίηση σηματοδοτικών πορειών και την παραγωγή β’ αγγελιοφόρων που θα καθορίσουν την κυτταρική απόκριση. Στην αλληλεπίδραση μεταξύ υποδοχέα και τελεστή μεσολαβεί μια τρίτη κατηγορία πρωτεϊνών, οι πρωτεΐνες G 1,2,11-13. Οι πρωτεΐνες G είναι ετεροτριμερή σύμπλοκα αποτελούμενα από τις υπομονάδες α, β και γ. Η υπομονάδα α διαθέτει ενεργότητα GTPάσης, υδρολύει δηλαδή το GTP σε GDP, ενώ οι υπομονάδες β και γ δεν διαθέτουν ενζυμική ενεργότητα. Σε κατάσταση ηρεμίας, η υπομονάδα α στο ετεροτριμερές συνδέεται με GDP και το σύμπλοκο αλληλεπιδρά με το κυτοπλασμικό τμήμα του υποδοχέα GPCR. Η σύνδεση του σηματοδοτικού μορίου προκαλεί αλλαγή στη διαμόρφωση του υποδοχέα, με αποτέλεσμα την ανταλλαγή του GDP από άλλο, προσχηματισμένο GTP πάνω στην υπομονάδα α και τη διάσπαση της τριμερούς πρωτεΐνης G σε δυο σηματοδοτικές οντότητες, την υπομονάδα α-GTP και τις υπομονάδες β και γ, οι οποίες σχηματίζουν ένα πολύ σταθερό διμερές. Αυτή είναι η ενεργοποιημένη μορφή των πρωτεϊνών G. Η υπομονάδα α κατά κύριο λόγο, αλλά και οι υπομονάδες βγ, είναι υπεύθυνες για την αλληλεπίδραση και ενεργοποίηση ή αναστολή των αντίστοιχων τελεστών, που γίνονται εφικτές με τις συνεπακόλουθες αλλαγές στις δομές αυτών. Η σηματοδότηση τερματίζεται με την υδρόλυση του GTP σε GDP από την υπομονάδα α, τον επανασχηματισμό του ετεροτριμερούς και την επανασύνδεση με τον υποδοχέα (Σχήμα 6.4). Είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι αν το σήμα είναι σταθερά συνδεδεμένο στον υποδοχέα, τότε η επανασύνδεση της πρωτεΐνης G με τον υποδοχέα θα ενεργοποιήσει ένα νέο κύκλο σηματοδότησης. Στο επίπεδο αυτό λαμβάνουν χώρα μηχανισμοί ρύθμισης σε φυσιολογικές συνθήκες. Κατ’ αρχάς, η σύνδεση του σήματος με τον υποδοχέα εξαρτάται από τη συγκέντρωση του σήματος και τον αριθμό των διατιθέμενων υποδοχέων. Δεύτερον, η αποσύνδεση της πρωτεΐνης G από το σύμπλοκο σήματος-υποδοχέα προκαλεί την έκθεση κυτοπλασμικών περιοχών του υποδοχέα που φωσφορυλιώνονται από ειδικές κινάσες GRK (κινάσες των GPCR) 14. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη σύνδεση πρωτεϊνών, όπως οι αρρεστίνες, που “αιχμαλωτίζουν” τον GPCR σε αυτή την κατάσταση και αποτρέπουν την επανασύνδεση με τις πρωτεΐνες G για την έναρξη ενός νέου κύκλου σηματοδότησης 1,2,9,13,14. Τέτοιοι μηχανισμοί είναι σημαντικοί για τη ρύθμιση της σηματοδότησης και την απευαισθητοποίηση (desensitization) και προσαρμογή (adaptation) του υποδοχέα μετά από παρατεταμένη έκθεση σε μεγάλες συγκεντρώσεις του εξωκυττάριου σήματος. 

			Όπως αναφέρθηκε, οι πρωτεΐνες G και οι τελεστές τους είναι υπεύθυνοι για την ενεργοποίηση σηματοδοτικών πορειών που καθορίζουν την κυτταρική απόκριση. Είναι σημαντικό να σημειωθεί εδώ ότι ένας συγκεκριμένος υποδοχέας συζεύγνυται συνήθως με μια συγκεκριμένη πρωτεΐνη G. Ωστόσο, ένα σηματοδοτικό μόριο συνήθως έχει περισσότερους του ενός υποδοχείς (βλ. Πίνακα 6.2). Αυτοί οι υποδοχείς μπορεί να συζεύγνυνται με διαφορετικές πρωτεΐνες G 1,2,12. Κλασσικό παράδειγμα αποτελούν οι αδρενεργικοί υποδοχείς που αναγνωρίζουν την αδρεναλίνη (επινεφρίνη) και είναι όλοι υποδοχείς τύπου GPCR. Η αδρεναλίνη είναι μια βιογενής αμίνη που εκκρίνεται στην κυκλοφορία από τα επινεφρίδια και από περιφερικούς νευρώνες τοπικά, στους ιστούς, και είναι υπεύθυνη για την αντίδραση μάχης ή φυγής (fight or flight), ενώ αυξάνεται σημαντικά σε καταστάσεις στρες. Η επίδραση της αδρεναλίνης σε διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους και ιστούς έχει διαφορετική δράση και φυσιολογικό αποτέλεσμα ανάλογα με το είδος των υποδοχέων αλλά και με το είδος των πρωτεϊνών G με τις οποίες οι υποδοχείς αλληλεπιδρούν. Έτσι, οι β1-3-υποδοχείς της αδρεναλίνης συνδέονται με πρωτεΐνες Gs, οι α1-υποδοχείς με πρωτεΐνες Gq/11 ενώ, οι α2-υποδοχείς με πρωτεΐνες Gi.

			Ο κύκλος ενεργοποίησης των πρωτεΐνών G από τους υποδοχείς τύπου GPCR φαίνεται στο Σχήμα 6.4, ενώ στον Πίνακα 6.3 παρουσιάζονται οι κατηγορίες των πρωτεΐνών G και οι κύριοι τελεστές τους. Στα επόμενα κεφάλαια θα αναλυθεί το σύστημα των τελεστών και των β΄αγγελιοφόρων. 
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			Σχήμα 6.4 Ο κύκλος ενεργοποίησης των πρωτεΐνών G από τους υποδοχείς τύπου GPCR.
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			*1 Οι πρωτεΐνες G κατατάσσονται σε 4 ομάδες ανάλογα με το είδος τη υπομονάδας α που διαθέτουν. Έχουν ταυτοποιηθεί 20 ισομορφές των α-υπομονάδων που ταξινομούνται σε 7 οικογένειες: αs, αq, α11, αο, αi, α12, και α13. Λειτουργικά ωστόσο, και ανάλογα με τους τελεστές με τους οποίους αλληλεπιδρούν, κατηγοριοποιούνται σε 4 ομάδες, αs, αq/11, αi/ο και α12/13, οι οποίες αντιστοιχούν και στις βασικές ομάδες των πρωτεϊνών G (Gs, Gq/11, Gi/o, G12/13).
 *2 Οι πρωτεΐνες Gs αποτελούν το στόχο της τοξίνης της χολέρας (CTX) του βακτηρίου Vibrio cholerae. Η υπομονάδα αs τροποποιείται με ADP-ριβοζυλίωση από την Α-αλυσίδα της CTX και καθίσταται μόνιμα συνδεδεμένη με GTP λόγω αναστολής της ενδογενούς ενεργότητας GTPάσης. Το αποτέλεσμα είναι η υπέρμετρη ενεργοποίηση τελεστών της αs όπως η αδενυλική κυκλάση και η πρωτεϊνική κινάση Α και η ανεξέλεγκτη απώλεια αλάτων και ύδατος (διάρροια, αφυδάτωση) από το γαστρεντερικό σύστημα. Αναλόγως, οι πρωτεΐνες Gi/o αποτελούν το στόχο της τοξίνης του κοκκύτη (PTX) του βακτηρίου Bordetella pertussis. Σε αυτήν την περίπτωση, η ADP-ριβοζυλίωση της υπομονάδας αi παρεμποδίζει την ενεργοποίηση από τους υποδοχείς και καθιστά την πρωτεΐνη Gi μόνιμα συνδεδεμένη με GDP. Το αποτέλεσμα είναι η παρεμπόδιση της ανασταλτικής δράσης των πρωτεϊνών Gi στην αδενυλική κυκλάση και η αύξηση των επιπέδων του cAMP. Αξίζει να σημειωθεί ότι οι CTX και PTX έχουν αποδειχθεί πολύτιμα ερευνητικά εργαλεία στη διερεύνηση της σύνδεσης υποδοχέων GPCR με πρωτεΐνες Gs ή Gi/o. 
*3 Συμμετέχουν στην όσφρηση. 

			*4 Συμμετέχουν στην όραση. 

			*5 Συμμετέχουν στην γεύση. 

			 *6 Οι υπομονάδες β και γ συντίθενται από διαφορετικά γονίδια, ωστόσο θεωρείται πως λειτουργούν ως πολύ σταθερά, μη-αναστρέψιμα, διμερή. Υποβάλλονται σε μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις με λιπιδικές ομάδες (ακυλίωση και πρενυλίωση), με αποτέλεσμα τη σταθερή σύνδεση του ετεροδιμερούς βγ με τις μεμβράνες. Μέχρι στιγμής έχουν ταυτοποιηθεί 5 ισομορφές για τις υπομονάδες β και 12 για τις υπομονάδες γ. Θεωρείται ότι συγκεκριμένες υπομονάδες β και γ μπορεί να αλληλεπιδρούν με διαφορετικούς τελεστές. 

			*7 Συνήθως πρόκειται για τασεοεξαρτώμενους δίαυλους Ca2+.

			6.7 Τελεστές και β΄αγγελιοφόροι

			Όπως αναφέρθηκε, οι πρωτεΐνες G ρυθμίζουν τη λειτουργία διαύλων ιόντων προκαλώντας ενεργοποίηση με διάνοιξη ή αναστολή τους με έμφραξη. Κατά κύριο λόγο όμως ρυθμίζουν τη δραστικότητα μεγάλου αριθμού τελεστών που περιλαμβάνουν ένζυμα όπως η αδενυλική κυκλάση, η γουανυλική κυκλάση, η φωσφολιπάση C των φωσφοϊνοσιτιδίων, η 3-κινάση των φωσφοϊνοσιτιδίων, καθώς και πρωτεΐνες ενεργοποίησης μονομερών GTPασών όπως οι GTPάσες Ras 1,2,11,15. Είναι σημαντικό να προστεθεί εδώ ότι ορισμένοι από αυτούς τους τελεστές μπορούν να ενεργοποιηθούν και από άλλους υποδοχείς (π.χ. υποδοχείς με ενεργότητα τυροσινικής κινάσης). Μέσω αυτών των τελεστών-ενζύμων προκύπτει η άμεση ρύθμιση της συγκέντρωσης μικρών μορίων ενδοκυττάρια, τα οποία είναι συνήθως προϊόντα της ενζυμικής αντίδρασης των τελεστών και καλούνται β΄ αγγελιοφόροι (second messengers). Αυτά τα μόρια μπορεί να είναι υδατοδιαλυτά, οπότε διαχέονται στο κυτόπλασμα. Συνήθως με τη σειρά τους ενεργοποιούν άλλα κυτοπλασμικά ένζυμα με αποτέλεσμα να προκαλούν ένα καταρράκτη (cascade) αντιδράσεων στο εσωτερικό του κυττάρου ενισχύοντας σε σημαντικό βαθμό το αρχικό (εξωκυττάριο) σήμα. Μπορεί όμως να είναι και λιπιδικά μόρια, τα οποία θα παραμείνουν στο επίπεδο της πλασματικής μεμβράνης όπου και θα ρυθμίσουν τη ενεργότητα μεμβρανικών ενζύμων ή θα προκαλέσουν την μετατόπιση και σύνδεση κυτοπλασμικών πρωτεϊνών στην πλασματική μεμβράνη. Γίνεται αντιληπτό ότι ένα επιπλέον επίπεδο ρύθμισης της σηματοδότησης αφορά την παραγωγή και αποδόμηση των β’ αγγελιοφόρων. Η παραγωγή τους ρυθμίζεται άμεσα, από την αλληλεπίδραση του εξωκυττάριου σήματος με τον υποδοχέα και την ενεργοποίηση των ενζύμων που τα παράγουν. Παράλληλα, άλλα ένζυμα αποδομούν ή τροποποιούν τους β΄ αγγελιοφόρους, με αποτέλεσμα την απενεργοποίησή τους. 

			Οι κύριοι τελεστές, οι β΄αγγελιοφόροι και οι πιο σημαντικές σηματοδοτικές πορείες συζητώνται στα επόμενα κεφάλαια. 

			Αδενυλική κυκλάση και κυκλικό AMP (cAMP)

			Το cAMP είναι ιστορικά το πρώτο μόριο που χαρακτηρίστηκε ως β΄αγγελιοφόρος. Συντίθεται από την αδενυλική κυκλάση (AC), ένα ένζυμο που στα θηλαστικά συναντάται σε εννέα ισομορφές που είναι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες και μία ισομορφή που είναι κυτοπλασμική πρωτεΐνη. Οι πρώτες μελέτες που διευκρίνισαν το μηχανισμό μέσω του οποίου ορμόνες διεγείρουν τη σύνθεση του cAMP ανάγονται στη δεκαετία του ΄60 1. Η γλυκαγόνη είναι μια ορμόνη που εκκρίνεται από το πάγκρεας, όταν τα επίπεδα γλυκόζης στο αίμα μειωθούν, και επιδρά στο ήπαρ διεγείροντας τη γλυκογονόλυση προς παραγωγή γλυκόζης και απόδοσής της στην κυκλοφορία. Η παρατήρηση ότι η επίδραση της γλυκαγόνης σε μεμβρανικά παρασκευάσματα από ηπατικά κύτταρα οδηγεί σε μεγάλη αύξηση της παραγωγής του cAMP μόνο όταν προστεθεί επιπλέον GTP ή μη-υδρολυόμενα ανάλογά του, οδήγησε στην ανακάλυψη της πρωτεΐνης Gs και στη διαλεύκανση του μηχανισμού μέσω του οποίου η υπομονάδα Gαs διεγείρει την μεμβρανική αδενυλική κυκλάση προς παραγωγή cAMP. Η αντίδραση που καταλύει η αδενυλική κυκλάση φαίνεται στο Σχήμα 6.5. 
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			Σχήμα 6.5 Αντιδράσεις σύνθεσης και απενεργοποίησης του cAMP από την αδενυλική κυκλάση και τη φωσφοδιεστεράση και ενεργοποίηση της PKA.

			Σε αντίθεση με τις υπομονάδες Gαs, οι Gαi όταν ενεργοποιούνται από τους υποδοχείς GPCR αναστέλλουν την ενζυμική ενεργότητα της αδενυλικής κυκλάσης, με αποτέλεσμα τη μείωση των επιπέδων του cAMP 1,2,16. Επομένως, τα επίπεδα του cAMP στα κύτταρα βρίσκονται σε συνεχή έλεγχο από υποδοχείς GPCR που συνδέονται με πρωτεΐνες Gs και Gi, αλλά και από ένζυμα που το υδρολύουν σε AMP, όπως οι φωσφοδιεστεράσες (Σχήμα 6.5). 

			Η αυξημένη συγκέντρωση του cAMP στο κυτόπλασμα επηρεάζει ένα ευρύ φάσμα κυτταρικών λειτουργιών. Για παράδειγμα, το cAMP διεγείρει την αποικοδόμηση του γλυκογόνου (όπως στην περίπτωση της γλυκαγόνης που αναφέρθηκε προηγουμένως), ενεργοποιεί τη διάσπαση των τριγλυκεριδίων και απελευθέρωση λιπαρών οξέων από τα κύτταρα του λιπώδους ιστού, αναστέλλει την συσσωμάτωση των αιμοπεταλίων και διεγείρει τη διάνοιξη διαύλων κατιόντων στους αισθητικούς νευρώνες της όσφρησης 1,2,9. Οι περισσότερες δράσεις του cΑΜΡ οφείλονται στην ενεργοποίηση ενός και μόνο ενζύμου, της πρωτεϊνικής κινάσης Α (PKA, Σχήμα 6.5). H ΡΚΑ αποτελείται από δύο ρυθμιστικές (R) και δύο καταλυτικές (C) υπομονάδες. Aπουσία cAMP, το σύμπλοκο R2C2 είναι καταλυτικά ανενεργό. Αύξηση της συγκέντρωσης του cAMP οδηγεί σε δέσμευση του στις ρυθμιστικές υπομονάδες και απελευθέρωση των καταλυτικών υπομονάδων, οι οποίες καθίστανται ενζυμικά ενεργές 1,2,16. Η PKA είναι μια κινάση σερίνης/θρεονίνης, που σημαίνει ότι φωσφορυλιώνει μόνο κατάλοιπα σερίνης ή θρεονίνης στα υποστρώματά της. Η φωσφορυλίωση συνήθως οδηγεί σε αλλαγή της διαμόρφωσης του υποστρώματος και στην περίπτωση που πρόκειται για ένζυμο προκαλεί αναστολή ή διέγερση της ενζυμικής ενεργότητας 16. Για παράδειγμα, η PKA φωσφορυλιώνει την κινάση της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου και την ενεργοποιεί, ενώ φωσφορυλιώνει την συνθάση του γλυκογόνου και την απενεργοποιεί. Το συνδυαστικό αποτέλεσμα της ταυτόχρονης διέγερσης της αποικοδόμησης του γλυκογόνου και της αναστολής της γλυκογονογένεσης είναι η παραγωγή και απόδοση γλυκόζης στην κυκλοφορία. Επιπλέον, η PKA φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί τον μεταγραφικό παράγοντα CREB με αποτέλεσμα να ρυθμίζει και τη γονιδιακή μεταγραφή. Τέλος, η PKA φωσφορυλιώνει διαύλους ιόντων όπως π.χ. διαύλους K+ σε νευρώνες, με αποτέλεσμα την αναστολή τους, εκπόλωση του δυναμικού της μεμβράνης των νευρώνων και αύξηση της ηλεκτρικής διεγερσιμότητάς τους. 

			Εκτός της PKA, το cAMP συνδέεται και ενεργοποιεί άλλα ένζυμα όπως η πρωτεΐνη Epac (exchange protein activated by cAMP), η οποία δρα ως ενεργοποιητής της μικρής GTPάσης Rap 16. Η σηματοδότηση μέσω της Rap, σε συνδυασμό με την PKA, συνεισφέρει σε όλες τις δράσεις των ορμονών που δρουν μέσω υποδοχέων GPCR που συζεύγνυνται με πρωτεΐνες Gs. Τέλος, το cAMP ρυθμίζει ευθέως μια συγκεκριμένη κατηγορία διαύλων κατιόντων. Δίαυλοι αυτού του τύπου ονομάζονται CNGCs (cyclic nucleotide-gated channels) και είναι τετραμερή, με κάθε υπομονάδα να διαθέτει θέση σύνδεσης για cΑΜP (ή cGMP) (βλ. Κεφάλαιο 5). Η σύνδεση του cAMP στο κυτοπλασμικό τμήμα των υπομονάδων του CNGC προκαλεί τη διάνοιξη του διαύλου και τη μετακίνηση κατιόντων. Στους αισθητικούς νευρώνες της όσφρησης οι περισσότεροι GPCR συζεύγνυνται με πρωτεΐνες Gs και το cAMP που παράγεται ενεργοποιεί διαύλους CNGC με εξειδίκευση στα ιόντα Να+ και Ca2+ προκαλώντας εκπόλωση της μεμβράνης, ανάπτυξη του δυναμικού ενεργείας και μετάδοση έτσι του νευρικού ερεθίσματος. Οι κύριοι στόχοι του cAMP και οι πορείες στις οποίες συμμετέχουν αναφέρονται στον Πίνακα 6.4.
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			*1 Η GTPάση Rap είναι ομόλογη των GPTασών Ras και επίσης μπορεί να ενεργοποιήσει την πορεία των ΜΑΡ κινασών.

			*2 Οι φωσφοδιεστεράσες (PDEs) υδρολύουν και απενεργοποιούν και το cAMP και το cGMP. Έχουν ταυτοποιηθεί περίπου 20 ισομορφές που είναι κυτοπλασμικά ή μεμβρανικά ένζυμα και διαφέρουν στην εξειδίκευση ως προς το υπόστρωμα. Θεωρείται ότι επειδή τα βασικά επίπεδα του cAMP είναι υψηλότερα του cGMP, μια αύξηση του cGMP δρα ανασταλτικά στην υδρόλυση του cΑMP και άρα οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων του και ενεργοποίηση των τελεστών του. Αυτό όντως έχει διαπιστωθεί σε κύτταρα που κυριαρχούν οι PDE1-3,10-11 που είναι φωσφοδιεστεράσες διπλής εξειδίκευσης. Ωστόσο, ορισμένες PDEs όπως οι PDE2 και PDE5 διαθέτουν και αλλοστερικές θέσεις σύνδεσης για το cGMP. Σε αυτές τις περιπτώσεις, η πρόσδεση του cGMP ενεργοποιεί τη ενεργότητα φωσφοδιεστεράσης αυτών των ισομορφών. Ενώ η PDE2 είναι φωσφοδιεστεράση διπλής εξειδίκευσης, η PDE5 είναι ειδική για το cGMP. Πρόκειται για κλασσικό παράδειγμα ανάδρομης ανασταλτικής ρύθμισης αφού το cGMP που παράγεται ενεργοποιεί ταυτόχρονα και την αποικοδόμηση του μέσω της PDE5. Αξίζει να σημειωθεί ότι η PDE5 είναι ο κύριος στόχος της ουσίας σιλδεναφίλη (sildenafil, VIAGRA) που χρησιμοποιείται για την αντιμετώπιση στυτικών δυσλειτουργιών.

			Γουανυλική κυκλάση και κυκλικό GMP (cGMP)

			Η γουανυλική κυκλάση (GC), αντίστοιχα με την AC, καταλύει την παραγωγή κυκλικού GMP (cGMP) από GΤP. Συνήθως πρόκειται για κυτοπλασμικό ένζυμο, ωστόσο μεμβρανικοί υποδοχείς των ANP (atrial natriuretic peptide, κολπικό νατριοδιουρητικό πεπτίδιο) και BNP (brain natriuretic peptide, εγκεφαλικό νατριοδιουρητικό πεπτίδιο) περιέχουν κυτοπλασμικές περιοχές με ενεργότητα γουανυλικής κυκλάσης 1,2. Με τη σύνδεση του ANP στον υποδοχέα του προκαλείται διμερισμός των υποδοχέων και ενεργοποίηση της ενεργότητας γουανυλικής κυκλάσης. Η κυτοπλασμική γουανυλική κυκλάση ενεργοποιείται κυρίως από το μονοξείδιο του αζώτου (NO), το οποίο θεωρείται μια ιδιαίτερη περίπτωση β΄αγγελιοφόρου και θα συζητηθεί στο τέλος αυτού του κεφαλαίου 17. Το cGMP είναι σημαντικό σηματοδοτικό μόριο, υπεύθυνο για τη ρύθμιση πολλών κυτταρικών λειτουργιών στους ιστούς, με κυρίαρχο το ρόλο του στη χάλαση των λείων μυικών ινών των θηλαστικών. Σε αντίθεση όμως με το σύστημα του cAMP και της αδενυλικής κυκλάσης, η γουανυλική κυκλάση δεν ρυθμίζεται ευθέως από πρωτεΐνες G. Αντιθέτως, η παραγωγή του cGMP υποβάλλεται σε ρύθμιση από πρωτεΐνες G μέσω των φωσφοδιεστερασών. Χαρακτηριστικότερο παράδειγμα αποτελούν τα ραβδία του αμφιβληστροειδούς χιτώνα των σπονδυλωτών, όπου το cGMP δρα απευθείας σε διαύλους τύπου CNGC της πλασματικής μεμβράνης 1,2. Όταν δεν υπάρχει φωτεινό σήμα, το cGMP είναι προσδεδεμένο στους διαύλους και τους κρατά ανοιχτούς, με αποτέλεσμα τη διακίνηση ιόντων Νa+. Το φώς ενεργοποιεί τη ροδοψίνη, που αποτελείται από την οπσίνη, μία διαμεμβρανική πρωτεΐνη η οποία διαθέτει δομή υποδοχέα GPCR, συνδεδεμένη με τη ρετινάλη. Η ενεργοποιημένη ροδοψίνη ενεργοποιεί την πρωτεΐνη Gt, η οποία καλείται τρασντουσίνη (transducin) και ανήκει στην κατηγορία των πρωτεϊνών Gi/o (βλ. Πίνακα 6.3). Η υπομονάδα Gαt με τη σειρά της ενεργοποιεί τη φωσφοδιεστεράση του cGMP που υδρολύει το cGMP σε GMP. Η ελάττωση της συγκέντρωσης του cGMP στο κυτόπλασμα έχει ως αποτέλεσμα την αποδέσμευσή του από τους διαύλους Na+, οι οποίοι κατά συνέπεια αναστέλλονται, προκαλώντας την υπερπόλωση της μεμβράνης. 

			Το cGMP ρυθμίζει και άλλες πρωτεΐνες/ένζυμα εκτός των διαύλων CNGC 17. Κατ’αναλογία με το cΑΜP και την PKA, το cGMP ενεργοποιεί την πρωτεϊνική κινάση G (PKG) η οποία είναι επίσης κινάση σερίνης/θρεονίνης. Κύριος στόχος της PKG είναι η φωσφατάση της ελαφριάς αλυσίδας της μυοσίνης, η οποία όταν φωσφορυλιώνεται από την PKG ενεργοποιείται και αποφωσφορυλιώνει την ελαφριά αλυσίδα της μυοσίνης αναστέλλοντας τη μυϊκή συστολή μέσω του συστήματος ακτίνης-μυοσίνης (Πίνακας 6.4). 

			Φωσφολιπάση C και τριφωσφορική ινοσιτόλη, διακυλογλυκερόλη

			Εκτός των νουκλεοτιδικών κυκλασών που παράγουν τα κυκλικά νουκλεοτίδια cAMP και cGMP, ένας άλλος πολύ σημαντικός τελεστής των πρωτεϊνών G είναι η φωσφολιπάση C των φωσφοϊνοσιτιδίων. Η πορεία αυτή ανακαλύφθηκε στη δεκαετία του ΄80 και αποτελεί βασική σηματοδοτική πορεία που ρυθμίζει τις δράσεις πολλών ορμονών σε όλους τους ιστούς 1,2,18. Το ιδιαίτερο χαρακτηριστικό αυτής της σηματοδοτικής πορείας είναι ότι η συμμετοχή δύο β' αγγελιοφόρων με διαφορετικές ιδιότητες και διαφορετικούς καθοδικούς στόχους. Αυτοί οι β’ αγγελιοφόροι προκύπτουν από την υδρόλυση ενός φωσφολιπιδίου που απαντάται σε μικρές ποσότητες στην εσωτερική στιβάδα της πλασματικής μεμβράνης, της 4,5-διφωσφορική φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη ή ΡΙΡ2. Η αντίδραση υδρόλυσης καταλύεται από την φωσφολιπάση C (PLC) (Σχήμα 6.6). Η PLC απαντάται σε πληθώρα ισομορφών και είναι συνήθως κυτοπλασμικό ένζυμο το οποίο όμως αλληλεπιδρά δυναμικά με τις μεμβράνες 18. Η ισομορφή που ενεργοποιείται από τους υποδοχείς GPCR είναι η PLCβ. Έτσι, η πρόσδεση μιας ορμόνης, όπως της βασοπρεσίνης στους GPCR υποδοχείς της οδηγεί στην ενεργοποίηση των πρωτεϊνών Gq/11. Η υπομονάδα Gαq συνδέται με την PLCβ και προκαλεί την μετατόπιση στις μεμβράνες και τη διέγερση της δραστικότητάς της. Η ενεργοποιημένη PLCβ υδρολύει το φωσφοδιεστερικό δεσμό που συνδέει την πολική κεφαλή της διφωσφορυλιωμένης ινοσιτόλης με το σκελετό της διακυλογλυκερόλης στο μόριο της ΡΙΡ2. Η διάσπαση της PIP2 παράγει έτσι δύο αγγελιοφόρους: την 1,4,5-τριφωσφορική ινοσιτόλη (IP3), ένα διαλυτό και υδρόφιλο μόριο που μπορεί να διαχυθεί ελεύθερα στο κυτόπλασμα, και τη διακυλογλυκερόλη (DAG), ένα λιπόφιλο μόριο που παραμένει στη μεμβράνη (Σχήμα 6.6). Αξίζει να σημειωθεί ότι υποδοχείς με ενεργότητα τυροσινικής κινάσης, όπως οι υποδοχείς της ινσουλίνης και του EGF, επίσης ενεργοποιούν την παραγωγή των IP3 και DAG μέσω μιας άλλης ισομορφής της PLC, της PLCγ 1,2,18. 
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			Σχήμα 6.6 Υδρόλυση της PIP2 από την PLC και παραγωγή της IP3 και της DAG.

			Oι PLC αποτελούν κλασσικό παράδειγμα κυτοπλασμικών πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν όμως με τη μεμβράνη μέσω πολλαπλών περιοχών και με συνεργιστικό τρόπο. Η δομή της PLCβ περιλαμβάνει μια Ν-τελική περιοχή 120 αμινοξέα τύπου πλεκστρίνης (PΗ) που ακολουθείται από δυο περιοχές τύπου EF hand, την καταλυτική κεντρική περιοχή και ένα εκτεταμένο C-τελικό άκρο που περιλαμβάνει μια περιοχή 150 αμινοξέα τύπου C2. Η περιοχή PH αλληλεπιδρά με την PIP2 19, το υπόστρωμα δηλαδή της PLC, στην πλασματική μεμβράνη, ενώ η περιοχή C2 εμφανίζει επίσης συγγένεια για όξινα φωσφολιπίδια 19 (φωσφοϊνοσιτίδια και παράγωγά τους, φωσφατιδυλοσερίνη) στα αποία είναι επίσης εμπλουτισμένη η κυτοπλασμική μονοστιβάδα της πλασματικής μεμβράνης. Η αλληλεπίδραση της περιοχής C2 με τη μεμβράνη συνήθως εξαρτάται και από τα επίπεδα του ελεύθερου κυτοπλασμικού Ca2+. Η υπομονάδα Gαq-GTP αλληλεπιδρά ειδικά με το C-τελικό άκρο της PLCβ και, σε συνεργασία με τις αλληλεπιδράσεις των περιοχών PH και C2 με τα λιπίδια της πλασματικής μεμβράνης, οδηγεί στο σωστό προσανατολισμό της κεντρικής καταλυτικής περιοχής προς την μεμβράνη ώστε να επιτευχθεί η υδρόλυση της PIP2 (Σχήμα 6.7). 
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			Σχήμα 6.7 Δομή της PLCβ και αλληλεπίδραση με την πλασματική μεμβράνη.

			Τριφωσφορική ινοσιτόλη και ασβέστιο: Η κύρια δράση της IP3 έγκειται στην επίδρασή της σε ειδικούς υποδοχείς της που είναι επίσης δίαυλοι Ca2+ και βρίσκονται στις ενδοκυττάριες αποθήκες ασβεστίου, κυρίως στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Σε όλα τα κύτταρα, σε βασική κατάσταση, τα επίπεδα του Ca2+ στο κυτόπλασμα διατηρούνται σε πολύ χαμηλά επίπεδα (<10-7Μ) μέσω ειδικών ATP-εξαρτώμενων αντλιών στην πλασματική μεμβράνη και σε ενδοκυτταρικά οργανίδια όπως τα μιτοχόνδρια και το ενδοπλασματικό δίκτυο (βλ. Κεφάλαιο 5). Αντλίες που βρίσκονται στις μεμβράνες του ενδοπλασματικού δικτύου συσσωρεύουν το Ca2+ στον αυλό του ενδοπλασματικού δικτύου με αποτέλεσμα την αποθήκευση του. Η επίδραση ορμονών ή νευροδιαβιβαστών στα κύτταρα συχνά οδηγεί σε ραγδαία αύξηση της συγκέντρωσης του Ca2+ στο κυτόπλασμα. Αυτή η αύξηση αποτελεί το έναυσμα για την ενεργοποίηση πολλών ενζύμων και τη ρύθμιση κυτταρικών λειτουργιών όπως η σύσπαση των λείων μυών, η διάσπαση του γλυκογόνου και η ρυθμιζόμενη εξωκύτωση. Η αύξηση του κυτοπλασματικού Ca2+ μπορεί να προέρχεται από εισροή από τον εξωκυττάριο χώρο μέσω διάνοιξης διαύλων της πλασματικής μεμβράνης ή από κινητοποίηση του αποθηκευμένου Ca2+ στο ενδοπλασματικό δίκτυο από IP3. Oρμόνες που δρουν μέσω υποδοχέων GPCR που συνδέονται με πρωτεΐνες Gq/11 ενεργοποιούν την PLCβ και προκαλούν αύξηση της IP3. Η σύνδεση της IP3 στους υποδοχείς της διαύλους Ca2+ στο ενδοπλασματικό δίκτυο οδηγεί σε διάνοιξη των διαύλων και επομένως ραγδαία αύξηση της συγκέντρωσης του Ca2+ στο κυτόπλασμα. 

			Οι υποδοχείς της IP3 είναι ομοτετραμερή και απαιτείται η σύνδεση τουλάχιστον τριών μορίων ΙΡ3 στις κατάλληλες περιοχές στο κυτοπλασμικό τμήμα των υποδοχέων για την πλήρη διάνοιξη του διαύλου. Είναι σημαντικό ότι η συγγένεια των υποδοχέων για την IP3 εξαρτάται επιπλέον και από τη συγκέντρωση Ca2+ στο κυτόπλασμα, χαρακτηριστικό το οποίο επιτρέπει τη ταυτόχρονη ρύθμιση της απόκρισης ανάλογα με τα επίπεδα του Ca2+. Ο τερματισμός της δράσης της IP3 επιτυγχάνεται κυρίως μέσω μιας πορείας που περιλαμβάνει τρεις διαδοχικές αποφωσφορυλιώσεις της IP3 με τελικό προϊόν την ινοσιτόλη. Η ινοσιτόλη επαναχρησιμοποιείται για τη βιοσύνθεση της φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης που είναι και η πρόδρομη ένωση της PIP2. Επομένως, η πορεία αυτή αναπληρώνει το αρχικό υπόστρωμα της PLCβ στην πλασματική μεμβράνη. Αυτή η διαδικασία αναπλήρωσης της PIP2 είναι πολύ σημαντική και σε συνθήκες παρατεταμένης ενεργοποίησης της PLCβ λαμβάνει χώρα παράλληλα με την υδρόλυση της 18. Ιστορικά η πορεία αυτή καλείται και κύκλος των φωσφοϊνοσιτιδίων (Σχήμα 6.8). 
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			Σχήμα 6.8 Τριφωσφορική ινοσιτόλη και Ca2+, διακυλογλυκερόλη και πρωτεϊνική κινάση C και κύκλος των φωσφοϊνοσιτιδίων.

			Μια καλά χαρακτηρισμένη πρωτεΐνη η οποία “ανιχνεύει” μεταβολές της συγκέντρωσης Ca2+ στο κυτόπλασμα είναι η καλμοδουλίνη 1,2. Η καλμοδουλίνη διαθέτει περιοχές EF, οι οποίες δεσμεύουν ειδικά το Ca2+ με αποτέλεσμα την αλλαγή της διαμόρφωσης της πρωτεΐνης. Το σταθερό σύμπλοκο Ca2+-καλμοδουλίνης ενεργοποιεί μια πρωτεϊνική κινάση που καλείται κινάση εξαρτώμενη από Ca2+/καλμοδουλίνη (CaMK, calcium/calmodulin-dependent kinase). Η CaMK απαντάται σε τέσσερις βασικές ισομορφές (CaMKI-IV) που παρουσιάζουν διαφορετικά μοτίβα έκφρασης στους ιστούς και ρυθμίζουν μέσω φωσφορυλίωσης τη ενεργότητα άλλων ενζύμων, μεταξύ των οποίων τη συνθάση του μονοξειδίου του αζώτου (σύστημα του ΝΟ), την κινάση της ελαφριάς αλυσίδας της μυοσίνης (μυϊκή συστολή) και την κινάση της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (μεταβολισμός γλυκογόνου). 

			Διακυλογλυκερόλη και πρωτεϊνική κινάση C: Ο άλλος β’ αγγελιοφόρος που παράγεται από την υδρόλυση της PIP2 από την PLCβ είναι η διακυλογλυκερόλη (DAG), η οποία, σε αντίθεση με την IP3, είναι λιπόφιλο μόριο και παραμένει στην πλασματική μεμβράνη. Η κύρια δράση της DAG έγκειται στην ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC), η οποία είναι μια κινάση σερίνης/θρεονίνης 20. Ο μηχανισμός ενεργοποίησης της PKC είναι χαρακτηριστικός και ενδεικτικός για πρωτεϊνικές κινάσες που για την ενεργοποίησή τους απαιτείται αλληλεπίδραση με μεμβράνες.

			 Η δομή της PKC περιλαμβάνει δυο περιοχές τύπου C1 και C2 στο Ν-τελικό τμήμα και την καταλυτική περιοχή στο C-τελικό άκρο, η οποία εμφανίζει ομοιότητα με την καταλυτική περιοχή της PKA 20. Όπως αναφέρθηκε και στην περίπτωση της PLCβ, η περιοχή C2 της PKC καθοδηγεί την αλληλεπίδραση της με όξινα φωσφολιπίδια της πλασματική μεμβράνης και μάλιστα, σε αυτήν την περίπτωση η αλληλεπίδραση αυτή αυξάνει σημαντικά από το Ca2+. Επιπλέον, η περιοχή C1 αναγνωρίζει εκλεκτικά τη DAG 19. Σε κατάσταση ηρεμίας, η PKC βρίσκεται στο κυτόπλασμα σε ανενεργή «κλειστή» μορφή, όπου το Ν-τελικό τμήμα της συνδέεται με το C-τελικό καταλυτικό τμήμα της. Κατά την επίδραση ορμονών και την υδρόλυση της PIP2, o συνδυασμός των δύο β’ αγγελιοφόρων που προκύπτουν, δηλαδή η παραγωγή της DAG στη μεμβράνη και η αύξηση του κυτοπλασμικού Ca2+ από τη δράση της IP3, οδηγούν στην ισχυρή σύνδεση της PKC με την πλασματική μεμβράνη μέσω των περιοχών C1 και C2 αντίστοιχα. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την μετάπτωση της PKC σε μια «ανοιχτή» μορφή και την έκθεση του C-τελικού καταλυτικού τμήματος. Η μορφή αυτή σταθεροποιείται περαιτέρω μέσω φωσφορυλιώσεων από άλλες κινάσες και από την ίδια την PKC (αυτοφωσφορυλίωση) και καθιστά σταθερή την ενεργή μορφή της PKC που μπορεί να αλληλεπιδράσει με τα υποστρώματά της και να τα φωσφορυλιώσει 20. Κατ’ αναλογία με την IP3, η DAG επίσης υπόκειται σε πορείες απενεργοποίησης. Κατά κύριο λόγο, φωσφορυλιώνεται μέσω μιας ειδικής λιπιδικής κινάσης που καλείται κινάση της διακυλογλυκερόλης, σε φωσφατιδικό οξύ. Το φωσφατιδικό οξύ αφού ενεργοποιηθεί με τη προσθήκη μιας ομάδας CDP μπορεί να επαναχρησιμοποιηθεί για τη βιοσύνθεση της φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης σε συνδυασμό με την ινοσιτόλη που προκύπτει από την αποφωσφορυλίωση της IP3 18 (βλ. Σχήμα 6.8). 

			Αξίζει να σημειωθεί σε αυτό το σημείο ότι το φωσφατιδικό οξύ μπορεί να προκύψει και μετά από την ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης D και την υδρόλυση άλλων μεμβρανικών φωσφολιπιδίων 21. Ωστόσο, οι δύο αυτές πηγές του φωσφατιδικού οξέος διαφέρουν ως προς τη σύσταση σε εστεροποιημένα λιπαρά οξέα. Κατ’ αναλογία, και η DAG που προκύπτει από υδρόλυση άλλων φωσφολιπιδίων (π.χ. φωσφατιδυλοχολίνης) από άλλες μη ειδικές για φωσφοϊνοσιτίδια φωσφολιπάσες C διαφέρει ως προς τη σύστασή τους σε εστεροποιημένα λιπαρά οξέα από την DAG που προκύπτει από την PLCβ. Αυτές οι εναλλακτικές πορείες, που συνήθως δεν ρυθμίζονται απευθείας από πρωτεΐνες G, συζητώνται στο τέλος αυτού του κεφαλαίου.

			3-κινάση των φωσφοϊνοσιτίδων και τριφωσφορική φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη 

			Τα φωσφοϊνοσιτίδια και η PIP2 συγκεκριμένα αποτελεί πρόδρομη ένωση και ενός τρίτου β΄αγγελιοφόρου, της 3,4,5 τριφωσφορικής φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης ή PIP3. H PIP3 είναι όπως και η PIP2 φωσφολιπίδιο της πλασματικής μεμβράνης και προκύπτει από την φωσφορυλίωση της PIP2 στη θέση 3 του δακτυλίου της ινοσιτόλης από μια ομάδα λιπιδικών κινασών που καλούνται 3-κινάσες των φωσφοϊνοσιτιδίων (PI3K) 1,2,7,18,22. Το σύστημα αυτό πρωτοανακαλύφθηκε κατά τη δεκαετία του ‘90 όταν διαπιστώθηκε ότι ορμόνες που δρουν σε GPCR μέσω πρωτεϊνών Gi/o ενεργοποιούν την γ-ισομορφή της PI3K. Όλες οι PI3K που συνθέτουν την PIP3 αποτελούνται από μια καταλυτική υπομονάδα και μια ρυθμιστική υπομονάδα. Η ενεργοποίηση της PI3Kγ από υποδοχείς τύπου GPCR προκύπτει μέσω αλληλεπίδρασης της ρυθμιστικής της υπομονάδας με το διμερές σύμπλοκο Gβγ που προκύπτει μετά την διέγερση των Gi/o. Αξίζει να σημειωθεί ότι, παράλληλα, οι υποδοχείς με ενεργότητα τυροσινικής κινάσης των αυξητικών παραγόντων όπως η ινσουλίνη και ο EGF ενεργοποιούν τις ισομορφές α, β και δ των PI3K.

			Σε αντίθεση με την PIP2, η οποία αποτελεί σταθερό συστατικό της πλασματικής μεμβράνης, η PIP3 βρίσκεται σε πολύ χαμηλές, μη-ανιχνεύσιμες, ποσότητες στη μεμβράνη σε κατάσταση ηρεμίας. Επιπλέον, η PIP3 δεν αποτελεί υπόστρωμα των PLC. Η απότομη αύξηση των επιπέδων της PIP3 μετά τη σύνδεση των ορμονών στους υποδοχείς τους αποτελεί σήμα για συγκεκριμένες κυτοπλασμικές πρωτεΐνες, οι οποίες αναγνωρίζουν εκλεκτικά αυτό το φωσφολιπίδιο και προσκολλώνται στην πλασματική μεμβράνη, με τελικό αποτέλεσμα την καταλυτική ενεργοποίησή τους 18,19. H αναγνώριση είναι εκλεκτική και εν μέρει οφείλεται στην παρουσία των τριών φωσφορικών ομάδων στο δακτύλιο της ινοσιτόλης. Πράγματι, η PIP3 είναι το πιο όξινο φωσφολιπίδιο της κυτοπλασμικής στιβάδας της πλασματικής μεμβράνης. Πρωτεϊνικές περιοχές όπως ορισμένες περιοχές τύπου PH εμφανίζουν εξειδίκευση ως προς την PIP3 19. Οι στόχοι της PIP3 περιλαμβάνουν ένα ευρύ πλήθος πρωτεϊνικών κινασών, φωσφολιπασών και άλλων ενζύμων που διαθέτουν τέτοιες περιοχές PH 7,18. Συγκεκριμένα, πρωτεϊνικές κινάσες όπως οι PKB/Akt, οι οποίες ενεργοποιούνται ευθέως από την PIP3, φωσφορυλιώνουν άλλες πρωτεΐνες-ένζυμα και μεταγραφικούς παράγοντες και μέσω καθοδικών σηματοδοτικών μονοπατιών ρυθμίζουν εντέλει λειτουργίες όπως η χημειοταξία, ο μεταβολισμός, ο κυτταρικός κύκλος και η κυτταρική επιβίωση 7. 

			Τα επίπεδα της PIP3 ρυθμίζονται από μια ειδική 3-φωσφατάση, η οποία καλείται PTEN και αποφωσφορυλιώνει εκλεκτικά την PIP3 σε PIP2 τερματίζοντας έτσι τη σηματοδοτική αυτή πορεία 23,24. Η ζωτική φυσιολογική σημασία αυτού του συστήματος φαίνεται από το γεγονός ότι γενετικές απενεργοποιητικές μεταλλάξεις της PTEN είναι υπεύθυνες για νευροαναπτυξιακά σύνδρομα που συνοδεύονται από προδιάθεση για την ανάπτυξη νεοπλασιών στον άνθρωπο 23,24. Επιπλέον, η PTEN αποτελεί ένα κλασσικό ογκοκατασταλτικό γονίδιο, απενεργοποιητικές σωματικές μεταλάξεις του οποίου έχουν βρεθεί σε μεγάλη συχνότητα σε δείγματα ανθρώπινων καρκινικών όγκων 23. Το γεγονός αυτό καταδεικνύει τη σπουδαιότητα αυτού του συστήματος, ενώ πρωτεϊνικές κινάσες, που συμμετέχουν στη σηματοδότηση μέσω της PIP3, αποτελούν σήμερα προσφιλείς στόχους για ερευνητική ανάπτυξη νέων φαρμάκων 7.

			6.8 Ειδικές περιπτώσεις β΄ αγγελιοφόρων και άλλων σηματοδοτικών μορίων

			Μονοξείδιο του αζώτου(ΝΟ)

			Το σύστημα αυτό δεν εμπλέκεται ευθέως στη σηματοδότηση μέσω GPCR ή άλλων τύπων υποδοχέων, αλλά αλληλεπιδρά σημαντικά με τα συστήματα β΄ αγγελιοφόρων. Το ΝΟ είναι αέριο με υδρόφοβο χαρακτήρα και έτσι η δράση του δεν περιορίζεται στο κύτταρο που παράγεται αλλά διαχέεται στα γειτονικά κύτταρα, έχει δηλαδή παρακρινή δράση 1,2,17. Ήδη αναφέρθηκε ότι το ΝΟ ενεργοποιεί τη διαλυτή γουανυλική κυκλάση και επομένως ρυθμίζει την παραγωγή του cGMP. Επιπλέον, η παραγωγή του ΝΟ ρυθμίζεται από το σύστημα των IP3 και DAG μέσω του συμπλόκου Ca2+/καλμοδουλίνης, το οποίο ενεργοποιεί τη συνθάση του ΝΟ (NOS). Έχουν ταυτοποιηθεί 3 μορφές της NOS, η νευρωνική NOS (nNOS), η ενδοθηλιακή NOS (eNOS) και η επαγόμενη NOS (iNOS). Οι nNOS και eNOS εκφράζονται συστατικά σε πολλούς ιστούς, αλλά είναι ιδιαίτερα σημαντικές στο καρδιαγγειακό σύστημα. Οι nNOS και eNOS ενεργοποιούνται ευθέως από το σύμπλοκο Ca2+/καλμοδουλίνης, ενώ η iNOS δεν είναι ευαίσθητη στο Ca2+ και συμμετέχει κυρίως σε φλεγμονώδεις καταστάσεις. Το ΝΟ παράγεται μέσω της αντίδρασης της αργινίνης, ενός αμινοξέος, με οξυγόνο και NADPH (Σχήμα 6.9).
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			Σχήμα 6.9 Αντίδραση παραγωγής ΝΟ από τη συνθάση του ΝΟ.

			 Το χαρακτηριστικότερο παράδειγμα παρακρινούς δράσης του ΝΟ αφορά στη λειτουργική αλληλεπίδραση σηματοδοτικών πορειών στα ενδοθηλιακά και λεία μυϊκά κύτταρα των αγγείων 1,2,17. Η επίδραση της ακετυλοχολίνης ενεργοποιεί τους υποδοχείς τύπου Μ3 στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Αυτοί οι υποδοχείς είναι υποδοχείς GPCR που συζεύγνυνται με πρωτεΐνες Gq/11 και επομένως οδηγούν στην ενεργοποίηση του συστήματος των IP3 και DAG στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Η αύξηση του κυτοπλασμικού Ca2+ οδηγεί στο σχηματισμό του συμπλόκου Ca2+/καλμοδουλίνης, στην ενεργοποίηση της eNOS και την παραγωγή ΝΟ. Το ΝΟ διαχέεται στα γειτονικά λεία μυϊκά κύτταρα και επιδρά στη κυτοπλασμική γουανυλική κυκλάση με αποτέλεσμα τη σύνθεση του cGMP και τη χάλαση λείων μυϊκών ινών μέσω των μηχανισμών που αναλύθηκαν παραπάνω. 

			Περιπτώσεις σηματοδότησης από μη χημικής φύσης σήματα

			Μεταγωγή μηχανικού σήματος: Τα μηχανικά σήματα που μπορεί να δέχονται τα κύτταρα αποτελούν μια ιδιαίτερη κατηγορία μη χημικών σημάτων. Η επίδραση μηχανικών δυνάμεων στα κύτταρα γίνεται αντιληπτή και οδηγεί στην απόκρισή τους μέσω μηχανισμών προσαρμογής. Διαφορετικά είδη τάσεων δρουν, παραδείγματος χάριν, στα κύτταρα της κυκλοφορίας του αίματος, λόγω της ροής τους στο ρευστό περιβάλλον του αίματος, στα επιθηλιακά κύτταρα του πνεύμονα κατά την εισπνοή-εκπνοή, στα καρδιακά κύτταρα κατά τη λειτουργία της καρδιάς.

			Διακρίνονται επομένως διαφορετικά είδη μηχανικών σημάτων, με διαφορετική επενέργεια στα κύτταρα. Ενδεικτικά αναφέρονται: διατμητικές τάσεις (shear stress), συμπίεση (compression), σύσπαση (constriction), συστολή (contraction), διόγκωση (distension), διάταση (stretch), παραμόρφωση (deformation), κ.ο.κ.

			Η διαδικασία με την οποία ένα μηχανικό σήμα μεταφράζεται σε βιολογική απόκριση του κυττάρου ονομάζεται μεταγωγή μηχανικού σήματος (mechanotransduction) 25 (Σχήμα 6.10). Η απόκριση αυτή μπορεί να συμβαίνει στο πλαίσιο της φυσιολογικής λειτουργίας και να την υποβοηθά ή να συνδυάζεται με βλάβη και φλεγμονή. Παραδείγματα φυσιολογικής λειτουργίας αποτελούν η ανίχνευση μηχανικών σημάτων από τα κροσσωτά κύτταρα στο έσω ούς, που είναι υπεύθυνα για την ισορροπία και ακοή, η επαγωγή της παραγωγής και έκκρισης επιφανειοδραστικού παράγοντα των πνευμόνων από τα πνευμονοκύτταρα τύπου ΙΙ κατά τη φυσιολογική αναπνοή, η διαφοροποίηση των βλαστικών κυττάρων ανάλογα με το υπόστρωμα στο οποίο αναπτύσσονται. Αντίστοιχα, παραδείγματα εμπλοκής της μεταγωγής μηχανικού σήματος σε φλεγμονώδεις διαταραχές και ασθένειες είναι η επίδραση της μηχανικής αναπνοής σε διασωληνωμένους ασθενείς, καθώς και η απόκριση των ενδοθηλιακών κυττάρων των αγγείων στις διατμητικές τάσεις κατά την ανάπτυξη της αθηροσκλήρυνσης και στο σύνδρομο ισχαιμίας/επαναιμάτωσης. 

			Υποδοχείς των μηχανικών σημάτων στην πλασματική μεμβράνη αποτελούν μηχανο-επαγόμενοι δίαυλοι ιόντων, υποδοχείς συνδεόμενοι με πρωτεΐνες G, υποδοχείς αυξητικών παραγόντων, πρωτεΐνες που μεταφέρουν τα μηχανικά σήματα από την εξωκυττάρια μήτρα στον κυτταροσκελετό και σε υποδοχείς κυτοκινών της οικογενείας IL-6. Στο Σχήμα 6.10 δίνεται μια γενική επισκόπηση των υποδοχέων που εμπλέκονται στη μεταγωγή μηχανικού σήματος. Είναι εμφανές ότι οι πορείες που ενεργοποιούνται ”αλληλεπιδρούν” σε σημαντικό βαθμό μεταξύ τους ενδοκυτταρικά (βλ. και Κεφάλαιο 6.2 για την έννοια της διασταυρούμενης επικοινωνίας ή crosstalk). Η απόκριση των κυττάρων σε μηχανικά σήματα ξεκινά με μεταβολές στα ενδοκυττάρια επίπεδα ιόντων, σε μεταβολές στον κυτταροσκελετό, κινητοποίηση πορειών PLC και PI3K, FAC, της πορείας JAK-STAT, MAPKs και καταλήγει σε μεταβολές στη γονιδιακή έκφραση μηχανοευαίσθητων γονιδίων, όπως τα Cox2, Fos, Jun, Erg1 (Σχήμα 6.10).
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			Σχήμα 6.10 Πορείες μεταγωγής μηχανικού σήματος 25. Παρουσιάζονται κατηγορίες υποδοχέων και ενδοκυττάριων σηματοδοτικών πορειών που έχουν συζητηθεί στα προηγούμενα κεφάλαια. Οι κινάσες PAK, FAK και Src εμπλέκονται στη σηματοδότηση από υποδοχείς RTK και ιντεγκρίνες. Τα εξωκυττάρια τμήματα των ιντεγκρινών αλληλεπιδρούν εκλεκτικά με γλυκοπρωτεΐνες της εξωκυττάριας μήτρας όπως η λαμινίνη, το κολλαγόνο και η φιμπρονεκτίνη. Οι κινάσες MEKK είναι ομόλογες των κινασών RAF (βλ. πορεία ΜΑΡ κινασών). Η καλσινευρίνη είναι πρωτεϊνική φωσφατάση που ενεργοποιείται από το σύμπλοκο Ca2+/καλμοδουλίνης.

			Άλλα σηματοδοτικά μόρια λιπιδικής φύσης 

			Φωσφατιδικό οξύ: Ήδη αναφέρθηκαν η PIP3 και η DAG ως κλασσικοί λιπιδικοί β’ αγγελιοφόροι η δράση των οποίων ρυθμίζεται ευθέως από υποδοχείς GPCR ή υποδοχείς με ενεργότητα τυροσινικής κινάσης. Εκτός της DAG, το φωσφατιδικό οξύ (PA) είναι επίσης σημαντικό ενδοκυτταρικό σηματοδοτικό μόριο. Η παρουσία του στην πλασματική μεμβράνες αλλά και στις μεμβράνες του ενδοπλασματικού δικτύου και του δικτύου Golgi είναι απαραίτητη για τη ενεργότητα ενζύμων που ρυθμίζουν μικρές GTPάσες και παίζουν σημαντικό ρόλο στην κυκλοφορία μεμβρανών 21. Επιπλέον ρυθμίζει και τη ενεργότητα πολλών πρωτεϊνικών κινασών και φωσφατασών. Τέλος, παίζει και κεντρικό ρόλο στη de novo βιοσύνθεση των φωσφολιπιδίων. Το PA μπορεί να προκύψει από πολλές εναλλακτικές πορείες, όπως π.χ. από τη δράση φωσφολιπασών C (μέσω της παρεμβολής της κινάσης της διακυλογλυκερόλης) αλλά και ευθέως από τη δράση φωσφολιπασών D στα φωσφολιπίδια των μεμβρανών (Σχήμα 6.11). Το PA επομένως μπορεί να αποτελέσει σημείο σύγκλισης διαφορετικών σηματοδοτικών πορειών που ενεργοποιούνται από τους μεμβρανικούς υποδοχείς. Αντιστρόφως, το PA μπορεί και να ρυθμίζει τις σηματοδοτικές πορείες των μεμβρανικών υποδοχέων. Μία κλασσική περίπτωση που πρωτομελετήθηκε τη δεκαετία του ΄90 είναι η ενεργοποίηση των ενζύμων που συνθέτουν την PIP2 στην πλασματική μεμβράνη από το PA. 
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			Σχήμα 6.11 Πορείες παραγωγής φωσφατιδικού οξέος.

			Εντατικές έρευνες των τελευταίων ετών, ιδιαίτερα σε φυτικούς οργανισμούς, έχουν διαπιστώσει ότι τα επίπεδα του PA αυξάνονται σημαντικά μετά από επίδραση αναπτυξιακών και περιβαλλοντικών σημάτων όπως η θερμοκρασιακή πτώση ή ο τραυματισμός. Στα θηλαστικά, το PA έχει εμπλακεί σε μηχανισμούς διαφοροποίησης και κυτταρικού πολλαπλασιασμού μέσω ρύθμισης των πορειών των ΜΑΡ κινασών και της κινάσης mTOR 21. 

			Εικοσανοειδή: Το αραχιδονικό οξύ (ΑΑ) αποτελείται από 20 άτομα άνθρακα και έχει 4 διπλούς δεσμούς (C20:4Δ5,8,11,14) και αποτελεί πρόδρομη ένωση μιας μεγάλης οικογένειας εξωκυττάριων σηματοδοτικών μορίων λιπιδικής φύσης που καλούνται εικοσανοειδή 22. Το ΑΑ συνήθως είναι εστεροποιημένο στη θέση sn-2 των φωσφολιπιδίων των μεμβρανών και απελευθερώνεται με τη δράση των ισομορφών της φωσφολιπάσης A2. Αποτελεί το υπόστρωμα τριών ενζύμων, της κυκλοξυγονάσης (COX), της 5-λιποξυγονάσης (5-LOX) και της μονοξυγονάσης CYP450, με αποτέλεσμα την παραγωγή πληθώρας βιοδραστικών παραγώγων. Οι μονοξυγονάσες δίνουν ως προϊόντα εποξυεικοσατριενικά οξέα, ενώ η 5-λιποξυγονάση και η 12-λιποξυγονάση δίνουν υδροξυπεροξυεικοσατετραενικά οξέα τα οποία στη συνέχεια μεταβολίζονται προς βιοδραστικά προϊόντα όπως τα λευκοτριένια και οι λιποξίνες (Σχήμα 6.12). H COX απαντάται σε δύο βασικές ισομορφές, την COX1 και την COX2. Πρόκειται για ισοένζυμα που δρουν ως διμερή και εντοπίζονται στη μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου. Η COX1 εκφράζεται σε σταθερά επίπεδα στους περισσότερους κυτταρικούς τύπους και ιστούς, ενώ η έκφραση της COX2 επάγεται σημαντικά από την επίδραση κυτοκινών και αυξητικών παραγόντων. Θεωρείται ότι η COX2 αποτελεί την κύρια πηγή των εικοσανοειδών κατά τις φλεγμονώδεις αντιδράσεις. Οι COX επιτελούν μια σειρά αντιδράσεων συνθάσης ενδοϋπεροξειδίου και υπεροξειδάσης και παράγουν κυκλοποιημένα και οξειδωμένα παράγωγα. H αντίδραση κυκλοξυγενάσης του ΑΑ οδηγεί στην σύνθεση της προσταγλανδίνης PGG2 και, ακολούθως, η αντίδραση υδροϋπεροξειδάσης σχηματίζει την προσταγλανδίνη PGH2 (οι COX αναφέρονται συχνά και ως συνθάσες των PG(G/H)2). H PGH2 είναι ασταθής και μεταβολίζεται άμεσα από συνθάσες ή ισομεράσες ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο, με αποτέλεσμα το σχηματισμό των τελικών σταθερών προϊόντων. Π.χ. στα αιμοπετάλια, η COX1 με τη συνθάση TXA δίνει κυρίως το θρομβοξάνιο TXA2, ενώ στα ενεργοποιημένα μακροφάγα η COX2 μέσω της συνθάσης TXA και συνθασών PGE δίνει κυρίως TXA2 και PGE2. Τα κύρια τελικά προϊόντα των COX είναι οι προσταγλανδίνες PGE2, PGD2 και PGF2α, η προστακυκλίνη PGI2 και τα θρομβοξάνια ΤΧΑ2 και ΤΧΒ2 (Σχήμα 6.12). Αυτές οι ενώσεις συντίθενται σε διαφορετικούς συνδυασμούς σχεδόν από όλους τους κυτταρικούς τύπους και τους ιστούς και απελευθερώνονται αμέσως από τα κύτταρα. Δρουν κυρίως παρακρινώς ή ως αυτακοειδή και απενεργοποιούνται πολύ γρήγορα στην κυκλοφορία. Η δράση τους είναι σημαντική στη φυσιολογική ρύθμιση της λειτουργίας των αιμοπεταλίων, του αγγειακού τόνου και σε καταστάσεις φλεγμονής και πυρετού. Όλα τα εικοσανοειδή επιφέρουν τις δράσεις τους στα κύτταρα-στόχους μέσω υποδοχέων τύπου GPCR (βλ. Πίνακα 6.2). Ωστόσο ορισμένα παράγωγα έχουν βρεθεί να δρουν και σε πυρηνικούς υποδοχείς και να επηρεάζουν έτσι μακροχρόνια τη γονιδιακή μεταγραφή.

			H σημασία των εικοσανοειδών αναδεικνύεται από το γεγονός ότι φάρμακα με αντιφλεγμονώδη, αντιπυρετική και αναλγητική δράση όπως η ασπιρίνη (ακετυλο-σαλικυλικό οξύ) είναι αναστολείς της COX και επομένως προκαλούν την μείωση της παραγωγής αυτών των λιπιδικών σηματοδοτικών μορίων. 
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			Σχήμα 6.12 Πορείες σύνθεσης εικοσανοειδών από αραχιδονικό οξύ μέσω κυκλοξυγονάσης, λιποξυγονάσης και μονοξυγονασών CYP450. Οι συνθάσες των PGE και PGD απαντώνται σε μεμβρανικές και κυτοπλασμικές μορφές. Στο σχήμα δίνονται οι βασικές διαφορές που εμφανίζουν οι TXA2, PGE2, PGF2α, PGD2 όσον αφορά τη τελική μορφή του κυκλοπεντανικού δακτυλίου της PGH2 καθώς και η δομή της PGI2.

			Φωσφολιπάσες Α2 (PLA2): Οι PLA2 αποτελούν μια μεγάλη υπεροικογένεια φωσφολιπασών οι οποίες υδρολύουν ειδικά το λιπαρό οξύ στη θέση sn-2 των μεμβρανικών γλυκεροφωσφολιπιδίων 26. Κατατάσσονται σε 15 συνολικά ομάδες και 4 μεγάλες υποοικογένειες που αποτελούνται από: τις εκκρινόμενες PLA2 (sPLA2), τις κυτοπλασμικές PLA2 (cPLA2), τις ανεξάρτητες από το Ca2+ PLA2 (iPLA2) και τις σχετιζόμενες με λιποπρωτεΐνες PLA2 (LpPLA2) 26. Οι sPLA2 είναι μικρού μοριακού βάρους πρωτεΐνες (13-15kDa) και πρωτομελετήθηκαν και απομονώθηκαν από δηλητήριο φιδιών και μελισσών όπου και θεωρείται πως δρουν ως αλλεργιογόνοι και φλεγμονώδεις παράγοντες. Οι αρχικές ενζυμικές και κινητικές μελέτες των sPLA2 οδήγησαν στην υιοθέτηση του μοντέλου της μεσεπιφανειακής κατάλυσης (interfacial catalysis). Το μοντέλο αυτό αποτελεί πλέον το πρότυπο μοντέλο κινητικής ενζυμικής μελέτης φωσφολιπασών όπως οι PLC και PLD που καταλύουν την αντίδραση στη μεσεπιφάνεια διαλυτής φάσης (κυτόπλασμα) και λιπιδικής φάσης (μεμβράνη). Παρόλο που πολλές μελέτες έχουν προτείνει την συμμετοχή των sPLA2 των θηλαστικών στην παραγωγή των εικοσανοειδών κάτι τέτοιο δεν είναι μέχρι στιγμής ευρέως αποδεκτό. Ωστόσο συμμετέχουν ενεργά σε φλεγμονώδεις αντιδράσεις. 

			Οι PLA2 που συμμετέχουν ενεργά στην παραγωγή των εικοσανοειδών θεωρείται πως είναι οι cPLA2. Η καλύτερη μελετημένη ισομορφή είναι η cPLA2 GIVA. Πρόκειται για κυτοπλασμικά ένζυμα που στην πλειοψηφία τους απαιτούν Ca2+ για την κατάλυση και ορισμένα εμφανίζουν εκλεκτικότητα για φωσφολιπίδια με αραχιδονικό οξύ στη θέση sn-2. Το Ca2+ είναι απαραίτητο και για την σύνδεση των cPLA2 με τη μεμβράνη μέσω μιας περιοχής C2, ενώ ενεργοποιούνται και από την παρουσία άλλων λιπιδίων στην πλασματική μεμβράνη όπως η PIP2. Σε αντίθεση με τις cPLA2 οι iPLA2 δεν ενεργοποιούνται από το Ca2+. Συναντώνται σε πολλές ισομορφές που προκύπτουν από εναλλακτικό μάτισμα και η ακριβής συμμετοχή τους στην παραγωγή των εικοσανοειδών είναι αβέβαιη μέχρι στιγμής. Γενικά ωστόσο, θεωρείται πως σε ορισμένες περιπτώσεις απαιτείται η συνδρομή των iPLA2 και των sPLA2 σε συνδυασμό με τις cPLA2 για τη φλεγμονώδη απόκριση. 

			Η τελευταία υποοικογένεια των PLA2 αποτελείται από τις LpPLA2. Η κύρια LpPLA2 είναι γνωστή και ως ακετυλυδρολάση του παράγοντα ενεργοποίησης των αιμοπεταλίων (PAF, Platelet Activating Factor). Ο PAF είναι η sn-1-αλκυλο-sn-2-ακετυλο-φωσφατιδυλοχολίνη και αποτελεί ένα σημαντικό φλεγμονώδη και αλλεργιογόνο παράγοντα. Οι LpPLA2 υδρολύουν την ακετυλομάδα από τον PAF τερματίζοντας τη δράση του αλλά υδρολύουν επίσης οξειδωμένα λιπαρά οξέα με 2-9 άτομα C στη θέση sn-2 φωσφολιπιδίων λιποπρωτεϊνών LDL και HDL του πλάσματος. Διαφέρουν από όλες τις άλλες PLA2 ως προς το ενεργό κέντρο και το μηχανισμό κατάλυσης αλλά και γιατί καταλύoυν την υδρόλυση στην υδατική φάση και όχι στη μεσεπιφάνεια υδατικής/λιπιδικής φάσης. Αρχικά είχε προταθεί ότι η LpPLA2 δρα προστατευτικά στην φλεγμονή μέσω της απενεργοποίησης του PAF. Ωστόσο, πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι αποτελεί σημαντικό δείκτη της αθηροσκλήρωσης των αρτηριών της καρδιάς.
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			Β. ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ

		

	
		
			ΑΣΚΗΣΗ 1│ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ ΖΩΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 1,2: ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΚΑΙ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ ΣΕΙΡΑΣ Α549 ΑΠΟ ΛΙΠΟΠΟΛΥΣΑΚΧΑΡΙΤΗ (LPS)

			Κυτταρική σειρά Α549

			Η κυτταρική σειρά Α549 δημιουργήθηκε το 1972 3 . Είναι σειρά καρκινικών επιθηλιακών κυττάρων που έχουν απομονωθεί από ανθρώπινο πνεύμονα Καυκάσιας φυλής, ηλικίας 58 ετών, γένους αρσενικού.

			Έχει επίπεδο βιοασφάλειας Ι.

			Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε πλήρες θρεπτικό υλικό που περιέχει τα απαραίτητα συστατικά για την ανάπτυξη και τη βιωσιμότητά τους. Βασικά συστατικά του θρεπτικού υλικού είναι: ορός (FBS, Fetal Bovine Serum), L-γλουταμίνη και μίγμα αντιβιοτικών/αντιμυκητισιακών για την προστασία των κυττάρων από μολύνσεις. Ανά 2-3 μέρες γίνεται αλλαγή του θρεπτικού υλικού ώστε να ανανεώνονται τα απαραίτητα συστατικά για την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων.

			Η πρόσφυση των κυττάρων ποικίλλει ανάλογα με το είδος των κυττάρων, ενώ για τα Α549 απαιτούνται περίπου 24 ώρες. Όταν σχηματισθεί πλήρες ταπήτιο (ο χρόνος ποικίλλει για κάθε κύτταρο και εξαρτάται και από εξωγενείς παράγοντες), γίνεται ανακαλλιέργεια των προσκολλημένων κυττάρων.

			Συνήθως, πριν την εκτέλεση ενός πειράματος ενεργοποίησης, τα κύτταρα τίθενται σε μη πλήρες θρεπτικό υλικό, απουσία ορού, για να σταματήσει ο πολλαπλασιασμός και η ανάπτυξή τους (growth arrest).

			Τα πειράματα γίνονται σε κύτταρα μετά τη δεύτερη ανακαλλιέργεια και όταν σχηματισθεί πλήρες ταπήτιο, οπότε η επιφάνεια του τρυβλίου είναι κατά 80-90% καλυμμένη από προσκολλημένα κύτταρα.

			Η παραλαβή των κυττάρων γίνεται με διάλυμα θρυψίνης, μιας σερινοπρωτεάσης, η οποία διασπά τους δεσμούς μεταξύ των κυττάρων και της επιφάνειας του τρυβλίουii ή, αν το επιβάλλει ο τύπος του πειράματος, με ειδικό ξέστρο, μηχανικά. Σε πλήρες θρεπτικό υλικό και σε σταθερές συνθήκες ανάπτυξης (θερμοκρασία 37oC και 5% CΟ2) τα κύτταρα A549 έχουν χρόνο διπλασιασμού περί τις 72 ώρες. 

			Καλλιέργεια κυττάρων Α549 

			Υλικά- Συσκευές

			▫ Αιματοκυτόμετρο Neubauer

			▫ Ανάστροφο οπτικό μικροσκόπιο 

			▫ Κλίβανος υγρής αποστείρωσης

			▫ Επωαστικός θάλαμος CO2: Θάλαμος σταθερής θερμοκρασίας (37°C), 5% CΟ2

			▫ Θάλαμος νηματοειδούς ροής, επιπέδου Βιοασφάλειας ΙΙ 

			▫ Σύστημα αυτόματης αναρρόφησης υγρών

			▫ Πλαστικά αποστειρωμένα σιφώνια 

			▫ Τρυβλία καλλιέργειας κυττάρων (Ø50 και 100 mm) 

			▫ κρυοφιαλίδια του 1.5mL 

			Αντιδραστήρια

			▫ Θρεπτικό υλικό: Ham’s F12K (Nutrient Mixture Kaighn’s Modification 1x)

			▫ Ορός εμβρύου βοός (Fetal bovine serum, FBS)

			▫ L-Γλουταμίνη, 200mM 

			▫ Aνθρακικό νάτριο, 7.5% (w/v) 

			▫ Αντιβιοτικό (Αntibiotic- antimycotic 10,000 U/mL πενικιλλίνη, 10,000 μg/mL θειική στρεπτομυκίνη, 25 μg/mL αμφοτερικίνη B)

			▫ Διμεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO)-

			▫ Ρυθμιστικό διάλυμα PBS-saline, pH 7.4.

			▫ Διάλυμα 0.4% Τrypan blue

			▫ Διάλυμα θρυψίνης-EDTA (1x) (Trypsin- EDTA 1x, 0.5g/L trypsin, 0.2g/L EDTA σε PBS 1x)

			Διαλύματα εργασίας

			Αδρανοποίηση FBS

			▫ Το FBS του εμπορίου απενεργοποιείται σε υδατόλουτρο στους 60°C για 30min. Στη συνέχεια, διαμοιράζεται σε αποστειρωμένα πλαστικά corning ανά 50mL σε στείρες συνθήκες, αφού πρώτα διηθηθεί από αποστειρωμένο φίλτρο. Φυλάσσεται στους -20°C. 

			Πλήρες θρεπτικό υλικό καλλιέργειας κυττάρων Α549

			▫ Στα 500mL θρεπτικού υλικού F12K προστίθενται 50mL αδρανοποιημένου FBS, 5mL γλουταμίνης, 10mL ανθρακικού νατρίου και 5mL αντιβιοτικού σε στείρες συνθήκες. Το πλήρες θρεπτικό υλικό φυλάσσεται στους 4°C.

			Μη πλήρες θρεπτικό υλικό καλλιέργειας κυττάρων Α549

			▫ Στα 500mL θρεπτικού υλικού F12K προστίθενται 5mL γλουταμίνης, 10mL δικαρβονικού νατρίου και 5mL αντιβιοτικού σε στείρες συνθήκες. Το μη πλήρες θρεπτικό υλικό φυλάσσεται στους 4°C.

			ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

			Απόψυξη κυττάρων

			Σε τρυβλίο Ø100mm προστίθενται 8mL πλήρους θρεπτικού υλικού. Μεταφέρονται κύτταρα από το υγρό άζωτο σε υδατόλουτρο 37°C για 1-2min μέχρι να ξεπαγώσουν. Με αποστειρωμένο σιφώνιο τα κύτταρα αναδιασπείρονται σχολαστικά και μεταφέρονται στο τρυβλίο. Συμπληρώνεται ο όγκος στο τρυβλίο στα 10mL με πλήρες θρεπτικό υλικό. Το τρυβλίο με τα κύτταρα παρατηρείται σε ανάστροφο μικροσκόπιο και ακολούθως μεταφέρεται στον επωαστικό θάλαμο 5% CΟ2 στους 37°C.

			Ανακαλλιέργεια κυττάρων (splitting)

			Στο στάδιο αυτό γίνεται ανανέωση του θρεπτικού υλικού των κυττάρων για να αντικατασταθούν τα υλικά που έχουν καταναλωθεί:

			▪ Σε οπτικό μικροσκόπιο παρατηρούμε αν τα κύτταρα έχουν κολλήσει στο τρυβλίο και αν έχουν πλήρες ταπήτιο ( ~80% κάλυψη του τρυβλίου).

			▪ Αφαιρείται το θρεπτικό υλικό, το ταπήτιο των κυττάρων εκπλένεται προσεκτικά 2 φορές με 2.5mL ΡΒS και προστίθενται 3mL διαλύματος θρυψίνης-EDTA (2mL για 5 x 106 κύτταρα/ τρυβλίο). Η θρυψίνη διασπά πεπτιδικές αλυσίδες στο καρβοξυλικό άκρο των αμινοξέων λυσίνη και αργινίνη, εκτός από τις περιπτώσεις που αυτά ακολουθούνται από προλίνη.

			▪ Το τρυβλίο μεταφέρεται στον επωαστικό θάλαμο CΟ2, μέχρι να ολοκληρωθεί η αποκόλληση των κυττάρων (~10min).

			▪ Προστίθενται 3mL PBS για την απενεργοποίηση της θρυψίνης και τα κύτταρα συλλέγονται. Ακολουθεί φυγοκέντρηση του εναιωρήματος των κυττάρων για 5min στα 800xg.

			▪ Το υπερκείμενο (PBS με θρυψίνη) απορρίπτεται, προστίθεται στο ίζημα των κυττάρων κατάλληλη ποσότητα πλήρους θρεπτικού υλικού και τα κύτταρα αναδιασπείρονται σχολαστικά.

			▪ Σε κάθε νέο τρυβλίο τοποθετούνται περίπου 1 x 106 κύτταρα. Τα τρυβλία μεταφέρονται στον επωαστικό θάλαμο για προσκόλληση.

			Μέτρηση αριθμού και βιωσιμότητας κυττάρων (βλ. Τεχνικό Παράρτημα Άσκησης 1)

			Η μέτρηση του αριθμού των κυττάρων γίνεται σε αιματοκυτόμετρο Neübauer. Για τη διάκριση των ζωντανών από τα νεκρά κύτταρα γίνεται βαφή τους με Trypan blue, με την εξής διαδικασία:

			1. Σε σωλήνα eppendorf προσθέτουμε 90μL βαφής Trypan Blue 1x (από το stock 10μL βαφής και 90μL dH2O) και 10μL εναιωρήματος κυττάρων.

			2. Αναδεύουμε επανειλημμένα με αυτόματη πιπέτα, παραλαμβάνουμε 10μL και τα τοποθετούμε στο αιματοκυτόμετρο μεταξύ πλάκας και καλυπτρίδας. Τοποθετούνται 10μL του εναιωρήματος κυττάρων - Τ. Blue

			3. Γίνεται μέτρηση του αριθμού των κυττάρων στο μικροσκόπιο (εστίαση με φακό 10x ή 20x, μέτρηση με 40x). Καταγράφεται ο αριθμός των ζωντανών και νεκρών κυττάρων. Τα ζωντανά κύτταρα εμφανίζονται ως ‘’φωτεινά’’ ενώ τα νεκρά χρωματίζονται μπλε.

			Ο συνολικός αριθμός των κυττάρων του δείγματος υπολογίζεται ως εξής:

			Συνολικός αριθμός κυττάρων = (αριθμός κυττάρων) x (αραίωση ) x 104

			ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ

			1. Η βαφή Trypan blue είναι υδρόφιλη και εισέρχεται στο κύτταρο μόνο όταν η κυτταρική μεμβράνη έχει οπές (νέκρωση κυττάρου).

			2. Η βαφή Trypan blue είναι τοξική και καρκινογόνος, γι’αυτό πρέπει να φοράμε γάντια και μάσκα κατά τη χρήση της (βλέπε σχετικό ΜSDS: Ρ0935).

			3. Πηγές σφάλματος κατά τη μέτρηση δημιουργούν:

			- Η παρουσία φυσαλίδων και υπολειμμάτων

			- Η υπερπλήρωση της πλάκας

			- Η ελλιπής πλήρωση της πλάκας

			- Η ανομοιόμορφη κατανομή των κυττάρων στην πλάκα

			Ο μικρός αριθμός κυττάρων για μέτρηση μπορεί να ξεπεραστεί με φυγοκέντρηση των κυττάρων και επανεναιώρηση σε μικρότερο όγκο.

			Ο μεγάλος αριθμός κυττάρων για μέτρηση μπορεί να ξεπεραστεί με τη χρήση ενός υψηλότερου συντελεστή αραίωσης σε Trypan blue, π.χ. 1:10

			Ενεργοποίηση κυττάρων Α549 με βακτηριακό λιποπολυσακχαρίτη (LPS)

			Εισαγωγή

			Ο βακτηριακός λιποπολυσακχαρίτης (LPS) χρησιμοποιείται για ενεργοποίηση των κυττάρων αντίστοιχη με αυτή των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων, στο εξωτερικό περίβλημα των οποίων βρίσκεται σε αφθονία. Το μόριο του LPS αποτελείται από τρεις περιοχές:

			▪ Το λιπίδιο Α, το οποίο είναι το φωσφολιπίδιο υπεύθυνο για τις ενδοτοξικές ικανότητες του LPS αφού μπορεί να επάγει παραγωγή φλεγμονωδών μεσολαβητών. Το λιπίδιο Α βρίσκεται στην εξωτερική μεμβράνη των βακτηρίων. H δομή του μεταβάλλεται ως απόκριση σε περιβαλλοντικά ερεθίσματα, οδηγώντας σε διαφοροποίηση της ενδοτοξικότητας ή της αντίστασης του βακτηρίου σε αντιμικροβιακούς παράγοντες.

			▪ Ο εσωτερικός πυρήνας ολιγοσακχαρίτη, ο οποίος συνδέεται με το λιπίδιο Α και συμμετέχει επίσης στην ανάπτυξη αντίστασης σε υδρόφοβα αντιμικροβιακά πεπτίδια. Αν και το ενεργό μέρος του LPS είναι το λιπίδιο Α, η φύση και ο αριθμός των προσαρτημένων καταλοίπων σακχαριτών παίζει ρόλο στη ρύθμιση της ενδοτοξικότητας του LPS.

			▪ Η εξωτερική περιοχή Ο-πολυσακχαρίτη (αντιγόνου-Ο), η οποία και διαθέτει εξαιρετική ποικιλομορφία, ακόμα και στο ίδιο είδος βακτηρίων. Η περιοχή αυτή είναι η εξωτερική του μορίου LPS και συνεπώς αποτελεί την αντιγονική περιοχή-στόχο των ανοσολογικών αποκρίσεων των ξενιστών (Σχήμα 1.1)

			Το τελικό προϊόν της ενεργοποίησης με LPS είναι η παραγωγή πληθώρας φλεγμονωδών κυτοκινών και χημειοκινών, οι οποίες και ασκούν άμεση αντι-μικροβιακή δράση, επιφέρουν απόπτωση ή επηρεάζουν το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή. Μεταξύ αυτών παράγεται και εκκρινόμενη φωσφολιπάση Α2 (sPLA2), που αποτελεί δείκτη φλεγμονής. Με το ένζυμο αυτό θα ασχοληθούμε και σε επόμενη εργαστηριακή άσκηση.
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			Σχήμα 1.1 Δομή βακτηριακού λιποπολυσακχαρίτη (LPS).

			Πειραματικό μέρος

			Το πείραμα ακολουθεί το διάγραμμα ροής του Σχήματος 1.2.

			Διαλύματα

			▫ Stock διάλυμα LPS: 0.8mg LPS /mL PBS

			˃ Διαδικασία

			▪ Μετά από περίπου 48 ώρες, οπότε έχει σχηματισθεί πλήρες ταπήτιο, το πλήρες θρεπτικό υλικό αντικαθίσταται με μη πλήρες (χωρίς ορό), για διακοπή του κυτταρικού κύκλου.

			▪ Προστίθεται η κατάλληλη ποσότητα ενεργοποιητή LPS (6.25μL από το Stock διάλυμα 0.8mg LPS /mL PBS), προκύπτει τελική συγκέντρωση 1.0μg LPS /mL PBS και τα κύτταρα επωάζονται για 24 ώρες.

			▪ Με την ολοκλήρωση της δράσης των ενεργοποιητών συλλέγονται τα κύτταρα και το υπερκείμενο χωριστά.

			▪ Το υπερκείμενο συλλέγεται σε eppendorf για προσδιορισμό ολικής πρωτεΐνης και άλλους προσδιορισμούς εκκριθέντων διαλυτών παραγόντων, διαμοιράζεται και φυλάσσεται στους -80οC .

			▪ Τα κύτταρα, μετά από προσθήκη 1mL PBS, συλλέγονται και ακολουθεί ομογενοποίηση όπως περιγράφεται παρακάτω.

			▪ Τέλος, το ομογενοποίημα διαμοιράζεται σε eppendorf και τα δείγματα φυλάσσονται στους -80οC.
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			Σχήμα 1.2 Διάγραμμα ροής της άσκησης.

			Συλλογή και ομογενοποίηση κυττάρων. Παρασκευή εκχυλισμάτων και συλλογή υπερκείμενων

			Υλικά- συσκευές

			▫ Ψυχόμενη Φυγόκεντρος 

			▫ Ομογενοποιητής υπερήχων 

			▫ Tris-HCl 

			▫ SDS 

			▫ β-Μερκαπτoαιθανόλη 

			▫ Κυανούν της βρωμοφαινόλης 

			▫ Γλυκερόλη

			Διαλύματα

			Διάλυμα μετουσίωσης 2x (sample buffer), 0.5 M Tris, 0.14M SDS, 20% γλυκερόλη, 2% β-μερκαπτοαιθανόλη, 0.03mM κυανού της βρωμοφαινόλης.

			Αναμιγνύονται 2.5mL ρυθμιστικού διαλύματος 0.5M Tris, pH 6.8, 4mL διαλύματος 10% SDS, 2mL γλυκερόλης, 0.2mL β-μερκαπτοαιθανόλης και 0.2mg κυανούν της βρωμοφαινόλης. Ο όγκος συμπληρώνεται στα 10mL με dH2O.

			Το διάλυμα διαμοιράζεται σε μικρούς όγκους και φυλάσσεται στους -80°C.

			Συλλογή και ομογενοποίηση κυττάρων

			Μετά το πέρας του πειράματος, γίνεται συλλογή κυττάρων και υπερκειμένων χωριστά. Όλες οι διαδικασίες γίνονται στους 4 °C ως εξής:

			Το υπερκείμενο των καλλιεργειών συλλέγεται προσεκτικά με πλαστικό σιφώνιο σε πλαστικό σωλήνα σε πάγο.

			Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10min στα 1,000xg, στους 4°C. Μετά τη φυγοκέντρηση, το υπερκείμενο συλλέγεται και μοιράζεται σε μικρούς όγκους. Αποθηκεύεται στους - 80°C.

			Το ίζημα των 1,000g, που αποτελείται συνήθως από νεκρά κύτταρα, απορρίπτεται (εκτός αν το είδος του πειράματος επιβάλλει άλλη διαδικασία).

			Τα κύτταρα ξεπλένονται με ψυχρό PBS (2 φορές). Ακολουθεί παραλαβή των κυττάρων με ξέστρο ή διάλυμα θρυψίνης, ομογενοποίηση, διαμοιρασμός και φύλαξη στους - 80°C. 

			Παραλαβή ιζήματος κυττάρων σε PBS με ειδικό ξέστρο

			Το ίζημα των κυττάρων συλλέγεται σε κατάλληλη ποσότητα ψυχρού PBS μετά από απόξεση του ταπήτιου με ειδικό ξέστρο. Ακολουθεί λύση των κυττάρων με υπερήχους (3 x 15 sec) σε πάγο. Τέλος, το δείγμα μοιράζεται σε μικρότερους όγκους. Ακολουθεί αποθήκευση στους -80°C.

			Παραλαβή των κυττάρων με θρυψίνη

			Εναλλακτικά, προσθέτουμε στο τρυβλίο κατάλληλη ποσότητα (3mL) διαλύματος θρυψίνης-EDTA και αφήνουμε στον επωαστικό θάλαμο (37°C και 5% CO2) μέχρι να αποκολληθούν τα κύτταρα (~10min). Προστίθεται πλήρες θρεπτικό υλικό και το εναιώρημα των κυττάρων μεταφέρεται σε ειδικούς πλαστικούς σωλήνες.

			Ακολουθεί φυγοκέντρηση του εναιωρήματος των κυττάρων στα 500xg, 4°C για 5min. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και προστίθεται κατάλληλη ποσότητα (3mL) ψυχρού PBS. Τα κύτταρα αναδιασπείρονται και λύονται με υπερήχους (3 x 15sec) σε πάγο. Τέλος, το δείγμα μοιράζεται σε μικρότερους όγκους. Αποθηκεύεται στους - 80°C

			Προκατεργασία δειγμάτων για SDS-PAGE

			Σε περίπτωση κατά την οποία πρόκειται να χρησιμοποιήσουμε τα κύτταρα απευθείας για ηλεκτροφόρηση σε πήγμα πολυακρυλαμιδίου SDS-PAGE, για μεγαλύτερη ακρίβεια, γίνεται παραλαβή των κυττάρων απευθείας από το τρυβλίο όπου βρίσκονται προσκολλημένα, ή μετά την απομόνωσή τους σε eppendorf, με διάλυμα μετουσίωσης, ως εξής: Στο ίζημα των κυττάρων προστίθενται κατάλληλη ποσότητα διαλύματος μετουσίωσης (ανάλογη με τον αριθμό των κυττάρων του ιζήματος). Στην περίπτωση προσκολλημένων κυττάρων το ίζημα συλλέγεται με απόξεση του ταπητίου με ξέστρο και συλλέγεται το κυτταρικό εναιώρημα. Αλλιώς, το διάλυμα μετουσίωσης προστίθεται στο eppendorf με το ίζημα των κυττάρων. Ακολουθεί βρασμός για 5 περίπου λεπτά. Τέλος, το δείγμα μοιράζεται σε μικρότερους όγκους και αποθηκεύεται στους -80°C.

			Αναλύσεις – Προσδιορισμοί

			Στα ομογενοποιήματα των κυττάρων και στα υπερκείμενα της κυτταροκαλλιέργειας:

			▪ Προσδιορισμός ολικής πρωτεΐνης κατά Bradford, για ποσοτικοποίηση του υλικού μας

			▪ Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήγμα πολυακρυλαμιδίου υπό μετουσιωτικές συνθήκες (SDS-PAGE) (διαχωρισμός των πρωτεϊνών)

			▪ Προσδιορισμός με την τεχνική της ανοσοαποτύπωσης, των ισοενζύμων της sPLA2 (ανίχνευση συγκεκριμένης πρωτεΐνης).

			Βιβλιογραφία

			1 The European Collection of Cell Cultures (ECACC) Handbook – Fundamental Techniques and Protocols for ECACC Cell Lines, 2nd Edition.

			2 Fisher D, Francis G E, Rickwood D (1988), Cell separation, A practical approach. Oxford. Oxford University Press.

			3 Giard DJ, Aaronson SA, Todaro GJ, Arnstein P, Kersey JH, Dosik H, Parks WP (1973) In vitro cultivation of human tumors: establishment of cell lines derived from a series of solid tumors. J Natl Cancer Inst, 51(5):1417-1423.

			

			
				
					ii Συγκεκριμένα, διασπά πεπτιδικούς δεσμούς καταλοίπων αργινίνης και λυσίνης στο καρβοξυτερικό άκρο, όχι όμως αν αυτά ακολουθούνται από προλίνη.

				

			

		

	
		
			ΑΣΚΗΣΗ 2│ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΣΕ ΠΗΓΜΑ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΙΟΥ ΥΠΟ ΜΕΤΟΥΣΙΩΤΙΚΕΣ ΣΥΝΘΗΚΕΣ(SDS-PAGE)

			Σκοπός της παρούσας άσκησης είναι ο διαχωρισμός μίγματος πρωτεϊνών ομογενοποιήματος κυττάρων με βάση το μοριακό τους βάρος (με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE), καθώς και η ανίχνευση συγκεκριμένης πρωτεΐνης, της φωσφολιπάσης Α2, στο μίγμα αυτό, με ανοσοαποτύπωση (western blotting).

			Τα στάδια που θα ακολουθηθούν είναι:

			1. Παρασκευή του δείγματος. Συγκεκριμένα θα γίνει ομογενοποίηση των κυττάρων και εκχύλιση των πρωτεϊνών.

			2. Προσδιορισμός ολικής πρωτεΐνης με τη μέθοδο Bradford για ποσοτικοποίηση του υλικού.

			3. Διαχωρισμός του μίγματος των πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση υπό μετουσιωτικές συνθήκες.

			Αρχή της μεθόδου

			Η τεχνική της ηλεκτροφόρησης αποτελεί μέθοδο διαχωρισμού μιγμάτων πρωτεϊνών και άλλων φορτισμένων μακρομορίων, όπως DΝΑ και RΝΑ, στα επί μέρους συστατικά του δείγματος, υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Tα φορτισμένα μόρια κινούνται διαμέσου των πόρων ενός πήγματος πολυμερούς (gel). Για χαμηλό αριθμό Reynolds (τιμή τριβής) και μέτριας έντασης ηλεκτρικό πεδίο, η ταχύτητα (v) των επί μέρους πολυπεπτιδίων στο πήγμα εξαρτάται από τη διαφορά δυναμικού του ηλεκτρικού πεδίου (Ε) και το φορτίο της πρωτεΐνης q, σύμφωνα με την εξίσωση:

			v = E q/f

			Όπου:

			v: η ταχύτητα μετακίνησης της πρωτεΐνης 

			Ε: η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου

			q/f: η ηλεκτροφορητική κινητικότητα (electrophoretic mobility) σταθερά για πήγμα δεδομένης σύστασης

			f: σταθερά που εξαρτάται από τη μάζα, το σχήμα της πρωτεΐνης καθώς και το ιξώδες του πήγματος μέσα στο οποίο κινείται η πρωτεΐνη.

			Οι πρωτεΐνες μπορούν να διαχωρισθούν ηλεκτροφορητικά ανάλογα με το φυσικό τους φορτίο, οπότε μετακινούνται προς την άνοδο ή την κάθοδο, ανάλογα με το αν είναι θετικά ή αρνητικά φορτισμένες, αντίστοιχα. Η τεχνική αυτή ονομάζεται φυσική ηλεκτροφόρηση (native electrophoresis) και εφαρμόζεται στο διαχωρισμό ολόκληρων πρωτεϊνικών συγκροτημάτων (ακόμα και με περισσότερες της μιας υπομονάδες). Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα και κατά συνέπεια ο διαχωρισμός στηρίζεται στο φορτίο και στο μέγεθος της κάθε πρωτεΐνης. 

			Πιο ευρεία χρήση έχει η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών σε συνθήκες αποδιάταξης ή μετουσίωσης (denaturation) του μορίου, παρουσία περίσσειας αρνητικού φορτίου, που εξασφαλίζεται από το SDS, το οποίο έχει και επιφανειοδραστικές ιδιότητες. Η τεχνική ονομάζεται ηλεκτροφόρηση πήγματος πολυακρυλαμιδίου-SDS υπό μετουσιωτικές συνθήκες (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Ως αποδιατακτικό μέσο χρησιμοποιείται το δωδεκυλοθειϊκό νατρίο (SDS), ένα ανιοντικό απορρυπαντικό που καταστρέφει σχεδόν όλες τις μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις μιας πρωτεΐνης. Το SDS, εκτός του ότι αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες, δεσμεύεται πάνω σ’ αυτές με καθορισμένη κατά βάρος αναλογία (1.4g SDS/g πρωτεΐνης) ή σε αναλογία μορίων SDS προς αμινοξέα (1:2). Τα σύμπλοκα που σχηματίζονται από την αλληλεπίδραση με το SDS είναι επιμήκη, με σαφή και καθορισμένη δομή και φέρουν καθαρό αρνητικό φορτίο. Πέραν του SDS, για την ολοκλήρωση της μετουσίωσης, γίνεται κατεργασία με χημικές ενώσεις που ανάγουν δισουλφιδικούς δεσμούς (β-μερκαπτοαιθανόλη ή διθειοθρεϊτόλη) και βρασμό, οπότε διαχωρίζονται και οι υπομονάδες μιας πρωτεΐνης.

			Το πήγμα (gel) πολυακρυλαμιδίου σχηματίζεται κατά τον συμπολυμερισμό ακρυλαμιδίου (CH2=CH-CO-NH2) και δις-ακρυλαμιδίου (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH-CH2). Με τον τρόπο αυτό δημιουργείται ένα πολυμερές πλέγμα με πόρους, το μέγεθος των οποίων εξαρτάται από τον βαθμό πολυμερισμού και από τη συγκέντρωση των μονομερών στο διάλυμα. Η δημιουργία του πλέγματος γίνεται μέσω του μηχανισμού των ελευθέρων ριζών με την προσθήκη υπερθειϊκού αμμωνίου (NH4)2S2O8 για την έναρξη του μηχανισμού και του φωτοχημικού καταλύτη τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνη (TEMED) για τη διάδοσή του.

			Επειδή το φορτίο ανά μονάδα μάζας είναι περίπου σταθερό (λόγω του SDS) και οι υδροδυναμικές ιδιότητες κάθε μορίου είναι συνάρτηση μόνο του μοριακού βάρους, η ηλεκτροφορητική κινητικότητα των πολυπεπτιδικών αλυσίδων εξαρτάται αποκλειστικά αποκλειστικά από το μοριακό τους βάρος.

			Στην τεχνική αυτή χρησιμοποιούνται δυο διαφορετικά πήγματα, το πήγμα επιστοίβασης (stacking gel), που είναι υπεύθυνο για τη συμπύκνωση των πρωτεϊνών του δείγματος σε μια πολύ λεπτή στοιβάδα και το πήγμα διαχωρισμού (separating gel), που είναι υπεύθυνο για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών σε λεπτές ζώνες κατά την κίνηση τους μέσα σ’ αυτό. Τα διαλύματα από τα οποία παρασκευάζονται τα δύο gel διαφέρουν ως προς το pH και τη σύσταση τους.

			ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΠΟΡΕΙΑ

			Υλικά-Συσκευές

			▫ Κυανούν της βρωμοφαινόλης 

			▫ Coomassie Brilliant Blue R-250

			▫ Υπερθειϊκό αμμώνιο (Ammonium Persulfate, APS)

			▫ Δωδεκυλο θειικό νάτριο (Sodium dodecyl sulphate, SDS)

			▫ Δις-ακρυλαμίδιο (Bis N, N΄-Methylene-bis acrylamide)

			▫ Ακρυλαμίδιο (Acrylamide)

			▫ Γλυκερόλη (Glycerol)

			▫ TEMED

			▫ Υπερθειικό αμμώνιο (Ammoniun persulfate)

			▫ 2x διάλυμα φόρτωσης με SDS και μερκαπτοαιθανόλη

			▫ Γλυκίνη (Glycine)

			▫ Μερκαπτοαιθανόλη (2-mercaptoethanol)

			▫ Πρότυπο διάλυμα πρωτεϊνών με συγκεκριμένα μοριακά βάρη

			▫ Trizma Base 

			▫ Μεθανόλη

			▫ Οξεικό Οξύ παγόμορφο

			▫ Aπόλυτη Αιθανόλη

			▫ Υδροχλωρικό οξύ 4Ν (για ρύθμιση pH)

			▫ Σελοφάν για το στέγνωμα των gels

			▫ Συσκευή ηλεκτροφόρησης

			Διαλύματα

			1. Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (Electrode Buffer ή Running Buffer)

			Διάλυμα 10x : 0.025M Tris-base, 0.192Μ γλυκίνης, 0.1% SDS, pH 8.3

			Διαλύονται 36g Tris-base, 172.8g γλυκίνης και 12g SDS σε νερό και ρυθμίζεται το pH σε 8.3. Ο όγκος συμπληρώνεται στα 1200mL. Φυλάσσεται στους 4οC.

			2. Ρυθμιστικό διάλυμα 0.5M Trizma base pH 6.8

			Διαλύονται 6.0g Trizma base σε 100mL νερού. Ρυθμίζεται το pH στην τιμή 6.8 με διάλυμα 4N HCl. Το διάλυμα φυλάσσεται στο στους 4oC.

			3. Διάλυμα 10% SDS

			Διαλύονται 10g SDS σε 100mL νερού. Το διάλυμα φυλάσσεται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.

			4. Διάλυμα 10% υπερθεϊικού αμμωνίου (APS)

			Διαλύονται 0.1g υπερθεϊικού αμμωνίου σε 1mL νερού. Το διάλυμα παρασκευάζεται λίγο πριν τη χρήση του.

			5. Διάλυμα 30% ακρυλαμιδίου / δις ακρυλαμιδίου (BIS) [A/bisA]

			29.2g ακρυλαμιδίου και 0.8g δις-ακρυλαμιδίου διαλύονται σε 100mL νερού. Το διάλυμα διηθείται και φυλάσσεται σε σκουρόχρωμο φιαλίδιο στους 4οC.

			6. Διάλυμα κυανού της βρωμοφαινόλης 0.05% (w/v)

			2.5mg κυανού της βρωμοφαινόλης διαλύονται σε 5mL νερού.

			7. Διάλυμα 12% αιθανόλης

			Αναμιγνύονται 60mL αιθανόλης με 440mL νερού και το διάλυμα φυλάσσεται στους 4°C.

			8. Διάλυμα χρωστικής 1% κυανούν του Coomassie R-250 (Staining Buffer)

			2g κυανούν του Coomassie R-250 διαλύονται σε 200mL νερού. Το διάλυμα αναδεύεται και διηθείται. Φυλάσσεται σε θερμοκρασία περιβάλλοντος.

			9. Διάλυμα χρώσης πήγματος

			Αναμιγνύονται 250mL μεθανόλης, 50mL οξεικού οξέος και 62.5mL διαλύματος 1% κυανούν του Coomassie R-250. Ο όγκος ρυθμίζεται στα 500mL.

			10. Διάλυμα αποχρωματισμού (Destaining Buffer)

			Αναμιγνύονται 300mL μεθανόλης, 50mL οξεικού οξέος και 650mL νερού.

			11. Διάλυμα φόρτωσης των δειγμάτων

			Aναμιγνύονται 0.3028g Trizma base, 0.5g SDS, 5mL γλυκερόλης, 1mL μερκαπτοαιθανόλης και 5mg κυανούν της βρωμοφαινόλης. Ο όγκος συμπληρώνεται στα 50mL με νερό και το pH ρυθμίζεται στην τιμή 6.8. Το διάλυμα χωρίζεται ανά 0.5mL σε πλαστικούς σωλήνες και φυλάσσεται στους -20°C.

			12. Διάλυμα Μεταφοράς (Transfer Buffer)

			Διάλυμα 10x: 6g Tris-base, 28.8g Glycine και 20mL διαλύματος SDS 10%. Ο όγκος συμπληρώνεται στα 1200mL.

			Διάλυμα 1x: 100mL από 10x και 200mL CH3OH μέχρι τα 1,000mL.

			Α. Παρασκευή των πηγμάτων

			Πήγμα διαχωρισμού (separating gel) 15%

			2.5mL dH2O, 2.5mL ρυθμιστικό διάλυμα Tris 1.5M, pH 8.8, 100μL 10% SDS, 5mL A/bisA, 100μL 10% APS και 10μL TEMED.

			Tο μίγμα του πήγματος τοποθετείται ανάμεσα στις δύο γυάλινες πλάκες της συσκευής σταθεροποίησης των πηγμάτων. Προσθέτουμε Η2Ο στο πάνω μέρος του πήγματος για την προστασία του από τον αέρα. Το μίγμα αφήνεται να πολυμερισθεί σε θερμοκρασία δωματίου (~25°C).

			Πήγμα επιστοίβασης (stacking gel)

			6.1mL dH2O, 2.5mL ρυθμιστικό διάλυμα Tris 0.5 M, pH 6.8, 100μL 10% SDS, 1.3mL A/bisA, 100μL 10% APS και 10μL TEMED.

			Απορρίπτουμε το Η2Ο με διηθητικό χαρτί. Μεταξύ των γυάλινων πλακών και πάνω από το πήγμα διαδρομής τοποθετείται το πήγμα επιστοίβασης και τοποθετούνται χτενάκια ώστε μόλις το πήγμα επιστοίβασης πολυμεριστεί να δημιουργηθούν οι θέσεις εισαγωγής των δειγμάτων.

			Β. Κατεργασία και τοποθέτηση των δειγμάτων

			▪ Στα εκχυλίσματα πρωτεϊνών (που έχουν προκύψει από τους ομογενοποιημένους ιστούς ή καλλιέργειες κυττάρων) μετράται η συγκέντρωση ολικής πρωτεΐνης (προσδιορισμός κατα Bradford).

			▪ Κατάλληλη ποσότητα δείγματος (~5μg πρωτεΐνης, όπως προσδιορίσθηκε κατά Bradford) μεταφέρεται σε eppendorf και προστίθεται μισή ποσότητα διαλύματος φόρτωσης (sample buffer).

			▪ Τα δείγματα τοποθετούνται σε ειδικά στηρίγματα και θερμαίνονται σε υδατόλουτρο στους 100°C για 5min για να γίνει η μετουσίωση των πρωτεϊνών.

			▪ Ο χώρος μεταξύ των 2 πηγμάτων και ο χώρος της συσκευής πληρώνονται με ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (Running Buffer 1x).

			▪ Τα δείγματα παραλαμβάνονται και τοποθετούνται αργά με αυτόματη πιπέτα και με ειδικό ρύγχος μεγάλης απόληξης, στις ειδικές θέσεις που έχουν δημιουργηθεί από τα χτενάκια, οι οποίες είναι γεμάτες με ρυθμιστικό διάλυμα.

			▪ Σε μία από τις θέσεις τοποθετείται δείγμα 1μL από το πρότυπο διάλυμα.

			▪ Το πέρας της ηλεκτροφόρησης διαπιστώνεται όταν η κυανή χρωστική που περιέχεται σε όλα τα δείγματα φτάσει στο τέλος του πήγματος διαδρομής περίπου 75min.

			▪ Συνθήκες ηλεκτροφόρησης (Τροφοδοσία) : 150Volt, 150mA.

			ΠΑΡΑΤΗΡΗΣΕΙΣ

			1. H μέθοδος της ηλεκτροφόρησης SDS είναι γρήγορη, ευαίσθητη και έχει μεγάλη διαχωριστική ικανότητα.

			2. Οι απαιτούμενες ελάχιστες ποσότητες πρωτεΐνης: 0.1μg για χρώση με Coomassie και 0.02μg για χρώση με άργυρο.

			3. Το APS και TEMED τοποθετούνται τελευταία.

			4. Πήγμα 15% είναι κατάλληλο για πρωτεΐνες μοριακής μάζας 12-43 kDa.

			5. Προσέχουμε στη συσκευή τα μικρά τζάμια να είναι προς την εσωτερική πλευρά και τα μεγάλα προς την εξωτερική.

		

	
		
			ΑΣΚΗΣΗ 3│ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΚΑΙ ANIXNEΥΣΗ ΤΗΣ ΕΚΚΡΙΝΟΜΕΝΗΣ ΦΩΣΦΟΛΙΠΑΣΗΣ Α2(sPLA2-IIA)

			1. Ηλεκτρομεταφορά και ακινητοποίηση των διαχωρισμένων πρωτεϊνών σε μεμβράνη.

			2. Ανοσοαποτύπωση - υβριδισμός με αντισώματα.

			3. Ανίχνευση φωσφολιπάσης Α2.

			4. Προσδιορισμός μοριακής μάζας της φωσφολιπάσης Α2.

			Εισαγωγή

			H τεχνική της ανοσοαποτύπωσης είναι μέθοδος ανίχνευσης και ημιποσοτικού προσδιορισμού μιας επιθυμητής πρωτεΐνης σε άγνωστο βιολογικό δείγμα. Εφαρμόζεται σε μίγμα πρωτεϊνών που έχουν διαχωρισθεί με SDS-PAGE. Στηρίζεται στην ειδική σύνδεση της πρωτεΐνης με ειδικό πρώτο αντίσωμα. Η ανίχνευση γίνεται μετά από σύνδεση του πρώτου αντισώματος με ένα δεύτερο. 

			Συνήθως ονομάζουμε την τεχνική western blotting ή immunoblotting, κατ΄αναλογία με την τεχνική southern blotting, η οποία εφαρμόζεται σε νουκλεϊκά οξέα και εφευρέθηκε από τον E.M. Southern.

			Τα στάδια της ανοσοαποτύπωσης είναι συνοπτικά τα εξής:

			▪ Προκατεργασία πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων σε κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα.

			▪ Ακολουθεί διαχωρισμός με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE.

			▪ Στη συνέχεια, γίνεται ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών από το πήγμα πολυακρυλαμιδίου σε μεμβράνη (νιτροκυτταρίνη ή PVDF). Οι πρωτεΐνες που βρίσκονται υπό τη μορφή συμπλόκου με το SDS και είναι αρνητικά φορτισμένες μεταφέρονται από το πήγμα προς τη μεμβράνη με την εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου (διαφοράς δυναμικού).

			▪ H μεμβράνη επωάζεται με ένα διάλυμα πρωτεΐνης (αραιωμένο διάλυμα γάλακτος) προκειμένου να καλυφθούν μη ειδικές θέσεις της μεμβράνης (θέσεις που δεν έχουν προσδεθεί πρωτεΐνες).

			▪ Στη συνέχεια, η μεμβράνη επωάζεται με κατάλληλο πρώτο αντίσωμα που προσδένεται στην επιθυμητή πρωτεΐνη.

			▪ Ανοσοανίχνευση: Η μεμβράνη επωάζεται με κατάλληλο δεύτερο αντίσωμα, το οποίο είναι ικανό να αναγνωρίζει και να δεσμεύεται στο πρώτο. Το δεύτερο αντίσωμα περιέχει στο μόριο του συζευγμένο κάποιο ένζυμο-δείκτη που αντιδρά με εξωγενώς προστιθέμενο υπόστρωμα και δίνει έγχρωμο προϊόν, που ανιχνεύεται φωτομετρικά ή εκπέμπει φως (αντιδραστήριο χημειοφωταύγειας) οπότε και επιτυγχάνεται η εμφάνιση των προσδιοριζόμενων πρωτεϊνών σε ειδικό φιλμ. Με τον τρόπο αυτό ανιχνεύεται έμμεσα η επιθυμητή πρωτεΐνη.

			Αρχή της μεθόδου

			Η μέθοδος της ηλεκτροφόρησης και η βαφή των πηγμάτων είναι ιδανική για την εξέταση όλων των πρωτεϊνών που υπάρχουν στο δείγμα. Ωστόσο, δεν παρέχουν επαρκείς πληροφορίες για συγκεκριμένες πρωτεΐνες. Για την ανίχνευση μιας συγκεκριμένης πρωτεΐνης είναι απαραίτητη η χρήση ανοσοχημικών μεθόδων. Η μέθοδος αυτή της ανοσοαποτύπωσης ή western blotting, χρησιμοποιεί αντισώματα για την ανίχνευση μιας συγκεκριμένης πρωτεΐνης μετά τη μεταφορά της από το πήγμα σε μεμβράνη PVDF. Για την απεικόνιση του συμπλόκου πρωτεΐνης-αντισωμάτων χρησιμοποιούνται ενζυμικοί δείκτες, συζευγμένοι σε δεύτερα αντισώματα, οι οποίοι στη συνέχεια ανιχνεύονται με τη χρήση του κατάλληλου υποστρώματος μέσω χημειοφωταύγειας. Η ακτινοβολία που εκπέμπεται αποτυπώνεται σε φωτογραφικό φιλμ. Οι ζώνες αυτές στη συνέχεια μπορούν να αναλυθούν για περαιτέρω πληροφορίες, με τη χρήση ειδικών υπολογιστικών προγραμμάτων.

			ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΠΟΡΕΙΑ

			Υλικά και συσκευές

			▫ Συσκευή ανοσοαποτύπωσης (Amersham Biosciences Corp).

			▫ Μεμβράνη μεταφοράς πρωτεϊνών PVDF (Bio-Rad).

			▫ Διηθητικό χαρτί.

			▫ Blotter paper (Amersham Biosciences).

			▫ Tween-20 .

			▫ Trizma Base (C4H11NO3, FW:121.14).

			▫ Διαλύματα χημειοφωταύγειας (ECL AmershamBiosciences).

			▫ Κασετίνα εμφάνισης των φιλμ (LifeRay Ferrania Incorp).

			▫ Φιλμ.

			▫ Υγρό εμφάνισης του φιλμ,pH 9-12).

			▫ Υγρό μονιμοποίησης του φιλμ.

			▫ Σκόνη αποβουτυρωμένου γάλακτος εμπορίου.

			Διαλύματα

			1. Ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς (Transfer Buffer)

			7.2g γλυκίνης, 1.5g Tris-base και 5mL 10% SDS προστίθενται σε 400mL νερού και αναδεύονται. Ο όγκος συμπληρώνεται στα 500mL με την προσθήκη 100mL μεθανόλης. Το διάλυμα φυλάσσεται στους 4οC.

			2. Διάλυμα έκπλυσης TBS (10x)

			24.2g Tris-base και 80g NaCl προστίθενται σε νερό συνολικού όγκου 1L και ρυθμίζεται το pH στο 7.6. Το διάλυμα φυλάσσεται στους 4οC.

			3. Διάλυμα έκπλυσης εργασίας TBS-Tween 20 με αναστολέα πρωτεασών για την προστασία των πρωτεϊνών

			100mL του διαλύματος έκπλυσης 10x αραιώνονται με νερό σε συνολικό όγκο 1L. Στη συνέχεια προστίθεται 1mL Tween-20. Το διάλυμα φυλάσσεται στους 4°C.

			4. Διάλυμα εμφάνισης φιλμ (Development)

			50mL υγρού εμφάνισης αραιώνονται με νερό σε συνολικό όγκο 200mL. Το διάλυμα φυλάσσεται σε σκουρόχρωμο φιαλίδιο.

			5. Διάλυμα μονιμοποίησης φιλμ (Fixer)

			50mL υγρού εμφάνισης αραιώνονται με νερό σε συνολικό όγκο 200mL. Το διάλυμα φυλάσσεται σε σκουρόχρωμο φιαλίδιο.

			6. Αντισώματα

			Πρωτεύοντα αντίσωματα:

			Rabbit anti-human sPLA2 τύπου ΙΙΑ (αραίωση 1:1,000).

			10μL στα 10mL TBS-Tween 20

			Mouse-monoclone β-actin (C-4) (αραίωση 1:500).

			10μL στα 5mL TBS-Tween 20

			Δευτερεύοντα αντίσωματα:

			Goat anti-rabbit (αραίωση 1:5,000).

			2μL στα 10mL TBS-Tween 20

			Rabbit anti-mouse (αραίωση 1:5,000).

			2μL στα 10mL TBS-Tween 20

			Ηλεκτρομεταφορά πρωτεϊνών

			Προετοιμασία της μεμβράνης PVDF

			Για τη μεταφορά των πρωτεϊνών από το πήγμα, χρησιμοποιείται μεμβράνη PVDF διαστάσεων όμοιων με αυτών του πήγματος (6x9cm). Η μεμβράνη διαβρέχεται με μεθανόλη 100%, ξεπλένεται με νερό και μετά τοποθετείται σε δοχείο που περιέχει ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς για περίπου 15 λεπτά.

			-Κατά τη διαδικασία αυτή φοράμε πάντα γάντια για να μην ρυπάνουμε το πήγμα-

			Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, το πήγμα εμβαπτίζεται σε διάλυμα μεταφοράς. Εκεί το τζάμι αναποδογυρίζεται έτσι ώστε το πήγμα να βρίσκεται από κάτω για να αποχωριστεί. Στη συσκευή μεταφοράς τοποθετούνται με την ακόλουθη σειρά: 2 διηθητικά χαρτιά μεγάλου πάχους, 1 απλό, η μεμβράνη PVDF, το πήγμα, 1 απλό και 2 διηθητικά χαρτιά μεγάλου πάχους που έχουν εμβαπτισθεί σε διάλυμα μεταφοράς. Προσοχή θα πρέπει να δοθεί ώστε να μην παγιδευτούν φυσαλίδες αέρα μεταξύ αυτών. Η PVDF βρίσκεται πάντα προς τη πλευρά του θετικού πόλου (κόκκινος πόλος). Η μεταφορά επιτυγχάνεται στα 75mA για ένα πήγμα ή στα 150 mA για δύο, για χρονικό διάστημα μεταξύ μίας και μιάμισης ώρας. Η διάρκεια μεταφοράς εξαρτάται από τη μοριακή μάζα των πρωτεϊνών. Για πρωτεΐνες με μεγαλύτερη μάζα απαιτείται περισσότερος χρόνος. Μετά το πέρας της μεταφοράς το πήγμα βάφεται με Coomassie blue για να διαπιστωθεί η αποτελεσματικότητα της διαδικασίας.

			H βαφή Coomassie blue συμπλέκεται με τις πρωτεΐνες μέσω ιοντικών και υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων με ομάδες αμινοξέων. Μετά το πέρας της αντίδρασης χρώσης ακολουθεί επώαση σε διάλυμα αποχρωματισμού, κατά την οποία η χρωστική απομακρύνεται από μη πρωτεϊνικές περιοχές του πήγματος και οι περιοχές πρωτεΐνης εμφανίζονται ως ζώνες βαθυκύανου χρώματος.

			Κατεργασία πρωτεϊνών στη μεμβράνη

			Μετά το πέρας της μεταφοράς, η μεμβράνη επωάζεται για τουλάχιστον τέσσερις ώρες σε ψυχρό περιβάλλον (4°C) με διάλυμα 5% γάλακτος-διαλύματος έκπλυσης (Blocking Buffer) [2.5g σκόνη γάλακτος σε 50mL TBS, ανάδευση 10 λεπτά] για κορεσμό των περιοχών της μεμβράνης όπου δεν υπάρχουν πρωτεΐνες. Στη συνέχεια, η μεμβράνη εκπλένεται και επωάζεται για όλη τη νύχτα σε αναδευτήρα σε θερμοκρασία περιβάλλοντος με το κατάλληλο μίγμα αντισωμάτων σε διάλυμα TBS-Tween 20. Ακολουθούν 3 πεντάλεπτες εκπλύσεις με TBS-Tween 20 και μιάμιση ώρα επώασης με το κατάλληλο δεύτερο αντίσωμα (αντι-αντίσωμα), σε διάλυμα TBS-Tween 20. Το δεύτερο αντίσωμα είναι συζευγμένο με τη χημική ένωση (ένζυμο) που προκαλεί χημειοφωταύγεια. Τέλος, η μεμβράνη εκπλένεται 3 φορές από 5min κάθε φορά.

			Εμφάνιση πρωτεϊνών

			Η μεμβράνη επωάζεται για 5min με το μίγμα (1:1) χημειοφωταύγειας (ECL). Στη συνέχεια τοποθετείται στην ειδική κασετίνα εμφάνισης. Στο σκοτεινό θάλαμο, κόβεται κομμάτι φιλμ, όμοιων διαστάσεων με την μεμβράνη, τοποθετείται πάνω στη μεμβράνη, σημειώνονται τα άκρα της με μαρκαδόρο και η κασετίνα κλείνεται. Το φιλμ παραμένει στην κασετίνα μερικά λεπτά. Στη συνέχεια το φιλμ τοποθετείται στο διάλυμα εμφάνισης (Development) για μερικά λεπτά έως ότου εμφανιστούν οι ζώνες και τοποθετείται στο διάλυμα μονιμοποίησης (Fixer). Τέλος, το φιλμ εκπλένεται με νερό και αφήνεται να στεγνώσει.

			Η παραπάνω διαδικασία επαναλαμβάνεται με τα αντισώματα ακτίνης για να ελεγχθεί η ισοφόρτωση των δειγμάτων.

		

	
		
			ΑΣΚΗΣΗ 4│ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΕΠΙΠΕΔΩΝ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΟΥ PLA2G4A-mRNA ΜΕ ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ ΠΡΑΓΜΑΤΙΚΟΥ ΧΡΟΝΟΥ(RT-qPCR)

			ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

			1. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)

			Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction ή PCR) είναι μια in vitro μέθοδος που επιτρέπει τον εκθετικό πολλαπλασιασμό μικρών αλληλουχιών DNA από ένα μεγαλύτερο μόριο δίκλωνου DNA, δεδομένου ότι είναι γνωστή η νουκλεοτιδική του αλληλουχία. Η PCR απαιτεί τη χρήση ενός ζεύγους εκκινητών, το καθένα περίπου 20 νουκλεοτίδια σε μήκος, που είναι συμπληρωματικά προς μία αλληλουχία που ορίζεται σε κάθε μία από τις δύο έλικες του DNA. Οι εκκινητές επιμηκύνονται με τη δράση μιας DNA πολυμεράσης παρουσία των τεσσάρων τριφωσφορικών νουκλεοτιδίων, έτσι ώστε ένα αντίγραφο να κατασκευάζεται από την καθορισμένη αλληλουχία. Οι νεοσύστατοι κλώνοι με τη σειρά τους χρησιμοποιούνται ως εκμαγεία για τη σύνθεση του DNA. Αυτό οδηγεί σε λογαριθμική αύξηση. 

			Σε κάθε κύκλο της διαδικασίας πολλαπλασιασμού, είναι αναγκαίο να αυξηθεί η θερμοκρασία στους 95οC περίπου για να αποδιαταχθεί το δίκλωνο DNA. Ωστόσο, σε μια τόσο υψηλή θερμοκρασία τα συνήθη ένζυμα συνήθως μετουσιώνονται και απενεργοποιούνται. Ένα σημαντικό βήμα προόδου ήταν η ανακάλυψη μιας θερμο-σταθερής DΝΑ πολυμεράσης (Taq πολυμεράση) που απομονώθηκε από το βακτήριο Thermus aquaticus που ζει σε περιβάλλον με υψηλή θερμοκρασία. Ως εκ τούτου δεν είναι αναγκαίο να προστεθεί νέα πολυμεράση σε κάθε γύρο αντιγραφής. Η τεχνική αυτή αναπτύχθηκε από τον Kary Mullis στις αρχές της δεκαετίας του 1980 1,2,3 και θεωρήθηκε πολύ σημαντική για την προαγωγή της επιστήμης, ώστε το 1993 του απονεμήθηκε το βραβείο Nobel Xημείας. 
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			Σχήμα 4.1 Σχηματική παράσταση του εκθετικού πολλαπλασιασμού που συμβαίνει στην αλυσιδωτή αντίδραση που κατaλύει η πολυμεράση (PCR).

			Μετά από περίπου 30-40 κύκλους αντιγραφής, το προϊόν της PCR αυξάνεται εκθετικά και μπορεί να αναλυθεί σε ένα πήγμα αγαρόζης, όπου είναι αρκετά άφθονο για να ανιχνευθεί με χρώση βρωμιούχου αιθίδιου. Ωστόσο, σε πολλές περιπτώσεις η ποσότητα του προϊόντος δεν είναι ανάλογη της ποσότητας του αρχικού DNA. Έτσι, η απλή PCR καθίσταται ένα ποιοτικό εργαλείο για την ανίχνευση της παρουσίας ή απουσίας ενός συγκεκριμένου DNA. 

			2. PCR - Αντίστροφης μεταγραφάσης (Reverse Transcriptase-PCR ή RT-PCR)

			Προκειμένου να μετρηθεί αγγελιοφόρο RNA (mRNA), η μέθοδος της PCR μπορεί να επεκταθεί χρησιμοποιώντας το ένζυμο αντίστροφη μεταγραφάση για να μετατρέψει RNA σε συμπληρωματικό DNA (cDNA) το οποίο στη συνέχεια πολλαπλασιάζεται με PCR και αναλύεται με ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης. Σε πολλές περιπτώσεις, η μέθοδος αυτή έχει χρησιμοποιηθεί για τη μέτρηση των επιπέδων ενός συγκεκριμένου mRNA κάτω από διαφορετικές συνθήκες, αλλά η μέθοδος στην πραγματικότητα δεν είναι ποσοτική, λόγω του επιπλέον βήματος της αντίστροφης μεταγραφάσης. Αναλυτικά τα στάδια περιλαμβάνουν:

			• Το mRNA αντιγράφεται σε cDNA με τη δράση της αντίστροφης μεταγραφάσης χρησιμοποιώντας έναν εκκινητή ή τυχαία ολιγομερή. Το μίγμα της PCR περιλαμβάνει μια θερμοσταθερή πολυμεράση (όπως Taq πολυμεράση), ειδικούς εκκινητές για το γονίδιο ενδιαφέροντος, τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια και ένα κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα με ιόντα μαγνησίου τα οποία είναι απαραίτητα για τη δράση της πολυμεράσης. 

			• Το cDNA αποδιατάσσεται σε 94οC περίπου, έτσι ώστε οι δύο κλώνοι να διαχωριστούν. 

			• Με τη βραδεία μείωση της θερμοκρασίας στους 50 έως 60οC, οι δεσμοί υδρογόνου αποκαθίστανται μεταξύ των συμπληρωματικών αλληλουχιών των εκκινητών με τον αποδιαταγμένο κλώνο. Η διαδικασία αυτή ονομάζεται υβριδισμός ή αναδιάταξη των εκκινητών. 

			• Η θερμοκρασία ανυψώνεται στους 72οC και η θερμοανθεκτική Taq DNA πολυμεράση ξεκινάει την ενίσχυση της συμπληρωματικής αλληλουχίας. Οι αρχικές δύο αλληλουχίες γίνονται τέσσερις. 

			• Ακολουθεί ξανά αποδιάταξη του DNA σε περίπου 94οC.

			• Σε θερμοκρασία μεταξύ 50 και 60οC, οι εκκινητές αναδιατάσσονται με τις συμπληρωματικές τους αλληλουχίες.

			• Η Taq DNA πολυμεράση συνδέεται και συνθέτει από τον εκκινητή μέχρι το τέλος του cDNA κλώνου. Υπάρχουν τώρα οκτώ κλώνοι cDNA.

			• Οι κλώνοι διαχωρίζονται ξανά με αύξηση της θερμοκρασίας στους 94οC και στη συνέχεια οι εκκινητές αναδιατάσσονται στους 60οC.

			• Η θερμοκρασία αυξάνεται και η πολυμεράση αντιγράφει τους 8 κλώνους σε 16.

			• Οι κλώνοι μετουσιώνονται και οι εκκινητές προσδένονται.

			• Τα αποτελέσματα του τέταρτου κύκλου είναι 32 κλώνοι.

			• Μετά από μερικούς κύκλους το επικρατές προϊόν είναι ένα DNA θραύσμα, το μέγεθος του οποίου αντιστοιχεί στην απόσταση μεταξύ των δύο αρχικών εκκινητών.

			• Μετά από 30 με 40 κύκλους ενίσχυσης του cDNA, τα προϊόντα της αντίδρασης συνήθως αναλύονται με ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης το οποίο περιέχει τη φθορίζουσα ένωση «βρωμιούχο αιθίδιο» ενώ οι ζώνες γίνονται ορατές σε υπεριώδες φως.

			3. Απλή PCR ή PCR πραγματικού χρόνου (Real Time-PCR);

			Η συμβατική μέθοδος χρησιμοποιεί ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης για την ανίχνευση του προϊόντος του πολλαπλασιασμού στο τελικό σημείο της αντίδρασης PCR. Ωστόσο, δείγματα τα οποία ηλεκτροφορούνται σε πήγμα αγαρόζης και περιέχουν 10 και 100 αντίγραφα αντίστοιχα, παρουσιάζουν εικόνα με ένταση ζωνών πολύ δυσδιάκριτη ως προς τη διαφορά στην ποσότητα των προϊόντων (Σχήμα 4.2). Αντιθέτως, η Real Time - PCR μπορεί να ανιχνεύσει μικρότερες διαφορές (π.χ. μεταξύ 10 και 20 αντιγράφων). Η εξέλιξη της PCR στη Real Time-PCR για την ανίχνευση RNA και DNA ουσιαστικά αντιστοιχεί από την ανίχνευση στο τελικό σημείο της αντίδρασης, στην ανίχνευση κατά τη διάρκεια της αντίδρασης. 
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			Σχήμα 4.2 Παρατηρούμε πως η ένταση φθορισμού της κάθε ζώνης προϊόντος RT-PCR δεν είναι ανάλογη της ποσότητας του αρχικού RNA.

			 4. PCR - Αντίστροφης μεταγραφάσης πραγματικού χρόνου (RT-qPCR) 4

			H PCR πραγματικού χρόνου μπορεί να χρησιμοποιηθεί: για ποσοτική ανάλυση, εξ’ ου και ο όρρος Ποσοτική PCR ή qPCR (Quantitative Real-Time PCR), ημι-ποσοτικά για κάτω ή πάνω από ένα επίπεδο συγκεκριμένης ποσότητας μορίων DNA (Semi quantitative Real-Time PCR) ή ποιοτικά (Qualitative Real-Time PCR). Προτείνεται 5 η σύντμηση qPCR να χρησιμοποιείται για την ποσοτική real-time PCR και η RT-qPCR για την qPCR αντίστροφης μεταγραφάσης. Η εφαρμογή της σύντμησης RT-PCR αντί για την qPCR μπορεί να προκαλέσει σύγχυση, διότι ο όρρος RT-PCR χρησιμοποιείται στη συμβατική PCR αντίστροφης μεταγραφάσης. 

			Το είδος ανάλυσης των προϊόντων cDNA της PCR αντίστροφης μεταγραφάσης σε πήγμα αγαρόζης δεν επιτρέπει την ποσοτικοποίηση με ακρίβεια αφενός διότι το βρωμιούχο αιθίδιο δεν είναι ευαίσθητη χρωστική και αφετέρου, όταν μια ζώνη είναι ανιχνεύσιμη στο πήγμα, η εκθετική φάση του πολλαπλασιασμού έχει παρέλθει. Επιπλέον, το βρωμιούχο αιθίδιο είναι μια χρωστική ουσία που δεσμεύεται σε δίκλωνο DNA με παρεμβολή μεταξύ των ζευγών βάσεων και φθορίζει όταν ακτινοβολείται από υπεριώδες φως, ωστόσο, ο φθορισμός του δεν είναι πολύ φωτεινός. 

			Άλλες χρωστικές όπως το πράσινο SYBR (SYBR Green), το οποίο φθορίζει πολύ πιο ισχυρά σε σύγκριση με το βρωμιούχο αιθίδιο, χρησιμοποιούνται στο qPCR. Το SYBR Green είναι μια φθορίζουσα ουσία που δεσμεύεται σε δίκλωνο αλλά όχι σε μονόκλωνο DNA. Όταν δεσμεύεται σε δίκλωνο DNA φθορίζει πολύ έντονα, περισσότερο από το βρωμιούχο αιθίδιο. Επιπλέον, η αναλογία του φθορισμού παρουσία δίκλωνου προς το φθορισμό παρουσία μονόκλωνου DNA, είναι πολύ υψηλότερη από την αναλογία για βρωμιούχο αιθίδιο. Έτσι, η qPCR αναπτύχθηκε λόγω:

			• της διαθεσιμότητας μόνο μικρών ποσοτήτων mRNA σε ορισμένες διαδικασίες,

			• της ανάγκης για ποσοτικοποίηση των διαφορών στην έκφραση των mRNA.

			Η PCR μπορεί να διακρίνει μεταξύ παρόμοιων mRNA. Είναι μια απλή τεχνική αλλά, όπως προαναφέρθηκε, είναι δύσκολο να πάρει κανείς πραγματικά ποσοτικά αποτελέσματα με τη χρήση της συμβατικής PCR. Η ανίχνευση Northern και η μέθοδος προστασίας από ριβονουκλεάση (Ribonuclease Protection Assays ή RPAS) είναι τα χρυσά πρότυπα, δεδομένου ότι δεν εμπλέκεται ενίσχυση, αλλά απαιτούν περισσότερο RNA από ότι είναι μερικές φορές διαθέσιμο. Οι μέθοδοι PCR είναι επομένως ιδιαίτερα πολύτιμες όταν οι διαθέσιμες ποσότητες RNA είναι χαμηλές και επειδή η PCR περιλαμβάνει μια βαθμίδα ενίσχυσης, αυτό την καθιστά πιο ευαίσθητη. 

			Κατά την αντίδραση PCR, μετά από ν κύκλους θα έχουμε 2ν φορές περισσότερο προϊόν. Όμως, η αντίδραση δεν μπορεί να συνεχιστεί επ ‘αόριστον και φτάνει τελικά σε φάση κορεσμού. Στην qPCR, η ταυτόχρονη παρουσία της ευαίσθητης χρωστικής SYBR Green στο μίγμα της αντίδρασης, δίνει τη δυνατότητα παρακολούθησης της σύνθεσης DNA με καταγραφή των τιμών μεταβολής του φθορισμού του μίγματος συναρτήσει του χρόνου αντίδρασης, δηλαδή των κύκλων πολλαπλασιασμού. Όμως, δεν μπορούμε να ανιχνεύσουμε τον πολλαπλασιασμό των αρχικών κύκλων διότι οι μεταβολές των τιμών φθορισμού δεν εμφανίζονται στην πειραματική κλίμακα. Μπορούμε να παρατηρήσουμε τους τελευταίους κύκλους της γραμμικής φάσης καθώς αυξάνεται πάνω από τη βασική γραμμή και στη συνέχεια τη μη γραμμική φάση ή φάση κορεσμού. Στην πραγματικότητα, αυτό ξεκινά λίγο νωρίτερα από ότι φαίνεται. Η PCR πραγματικού χρόνου είναι μία κινητική προσέγγιση στην οποία επιθυμούμε να εξετάσουμε την αντίδραση στα πρώτα στάδια, ενώ εξακολουθεί να είναι γραμμική. Ωστόσο, αν σχεδιάσουμε αυτές τις τιμές σε λογαριθμική κλίμακα, οι μικρές διαφορές σε προηγούμενους κύκλους μπορούν να γίνουν ορατές. Στη λογαριθμική κλίμακα υπάρχει γραμμική σχέση της ποσότητας του DNA συναρτήσει των κύκλων πολλαπλασιασμού. Αυτό συμβαίνει επειδή η αντίδραση PCR είναι μια εκθετική αντίδραση. Στην qPCR χρησιμοποιούμε και τους δύο τύπους γραφημάτων για να αναλύσουμε τα δεδομένα. 

			Άλλες μέθοδοι για την ανίχνευση του προϊόντος κατά τη διάρκεια της PCR πραγματικού χρόνου μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν, όπως η τεχνική υδρόλυσης ανιχνευτή (hydrolysis probe technique), η τεχνική υβριδισμού ιχνηλατών (hybridisation probes technique) και άλλες.

			Οργανολογία qPCR

			Υπάρχουν πολλά μηχανήματα πραγματικoύ χρόνου διαθέσιμα. Τα δείγματα τοποθετούνται σε μορφή πλάκας των 48-96 θέσεων. Αυτό σημαίνει ότι μπορούμε να παρακολουθήσουμε πολλά δείγματα ταυτόχρονα. Το όργανο περιλαμβάνει μια ευαίσθητη κάμερα που παρακολουθεί τον φθορισμό μετά από διέγερση σε κάθε φρεάτιο της πλάκας σε τακτά χρονικά διαστήματα κατά τη διάρκεια της αντίδρασης PCR. 

			Όπως τονίσαμε, η ποσοτικοποίηση του cDNA στο αρχικό δείγμα θα πρέπει να γίνεται εφόσον ο πολλαπλασιασμός είναι εκθετικός δηλαδή στην αρχή κάμψης της καμπύλης μεταβολής του φθορισμού συναρτήσει του χρόνου. Στην qPCR, μετράμε τον αριθμό του κύκλου κατά τον οποίο η αύξηση του φθορισμού (και επομένως του cDNA) είναι εκθετική. Το σημείο αυτό ονομάζεται κύκλος ποσοτικοποίησης Cq (quantification cycle), ή Ct (Cycle threshold). Θα πρέπει να σημειωθεί ότι τα δείγματα που διαφέρουν κατά έναν συντελεστή 10 στην αρχική συγκέντρωση του cDNA (που είχε συντεθεί από mRNA) θα αναμένεται να διαφέρουν κατά 3.3 περίπου κύκλους.

			Στην qPCR χρησιμοποιώντας SYBR Green το οποίο δεσμεύεται με δίκλωνο DNA, θα παρατηρούμε αύξηση του φθορισμού καθώς η χρωστική θα δεσμεύεται με την αυξανόμενη ποσότητα του παραχθέντος DNA που συντίθεται από τη δράση της Taq πολυμεράσης στο σωλήνα αντίδρασης. Αλλά τι είναι αυτό που πολλαπλασιάζεται στην αντίδρασή μας; Ελπίζουμε η αύξηση του φθορισμού να προέρχεται από το DNA που θέλουμε να υπολογίσουμε, αλλά ένα τμήμα του σήματος θα μπορούσε να προέρχεται από διαφορετικό DNA από εκείνο που προσπαθούμε να ενισχύσουμε, διότι το SYBR Green δεν κάνει διάκριση μεταξύ ενός DNA και ενός άλλου. Ένας τρόπος για να βεβαιωθούμε ότι πολλαπλασιάστηκαν τα σωστά θραύσματα είναι να κάνουμε έλεγχο των προϊόντων με μια καμπύλη τήξης (Σχήμα 4.4).
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			Σχήμα 4.3 Έλεγχος προϊόντων στην qPCR.

			Η συσκευή qPCR όχι μόνο παρακολουθεί την αύξηση του φθορισμού που οφείλεται στη σύνθεση του DNA, αλλά υπολογίζει επίσης το σημείο τήξεως των προϊόντων στο τέλος των αντιδράσεων πολλαπλασιασμού. Η θερμοκρασία τήξης ενός DNA διπλής έλικας εξαρτάται από τη σύνθεση των βάσεών του και το μήκος της, αν είναι πολύ μικρή. Όταν υπερισχύουν τα ζεύγη βάσεων G-C έναντι των Α-Τ, η θερμοκρασία τήξης είναι υψηλότερη από αυτή που θα ήταν στην αντίθετη περίπτωση. Έτσι, όλα τα προϊόντα της PCR για ένα συγκεκριμένο ζεύγος εκκινητών θα πρέπει να έχουν την ίδια θερμοκρασία τήξης, εκτός αν υπάρχει μόλυνση, υβριδισμός εκκινητών σε άλλα σημεία, διμερή εκκινητών ή κάποιο άλλο πρόβλημα. 

			Ο έλεγχος θα πρέπει να δείχνει ότι όλα τα προϊόντα έχουν μια παρόμοια θερμοκρασία τήξης. Το όργανο μπορεί να προγραμματιστεί για να κάνει μια καμπύλη τήξης μετά το τέλος της αντίδρασης PCR, κατά την οποία η θερμοκρασία αυξάνεται κατά ένα κλάσμα του ενός βαθμού και η μεταβολή στην ένταση του φθορισμού καταγράφεται. Το λογισμικό καταγράφει το ρυθμό μεταβολής των σχετικών μονάδων φθορισμού (Relative Fluorescence Units ή RFU) προς το χρόνο (Τ). Το γράφημα -d (RFU) / dT στον άξονα Υ συναρτήσει της θερμοκρασίας επί του άξονα Χ, θα παρουσιάζει μια κορυφή (μέγιστο) και αυτό θα αντιστοιχεί στη θερμοκρασία τήξης (Tm).
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			Σχήμα 4.4 Ανάλυση δεδομένων RT-qPCR. Aριστερά: Μεταβολή φθορισμού συναρτήσει των κύκλων (Cq) πολλαπλασιασμού, κέντρο: οι ίδιες καμπύλες σε λογαριθμική κλίμακα και δεξιά: οι καμπύλες τήξης των προϊόντων πολλαπλασιασμού του mRNA των PLA2G4A και GAPDH. Οι κορυφές των καμπυλών αντιστοιχούν στη θερμοκρασία τήξης των δύο διαφορετικών προϊόντων (78 και 84οC αντίστοιχα). Το σημείο τομής της κόκκινης παράλληλης γραμμής με τις καμπύλες στα δύο γραφήματα αριστερά αντιστοιχεί στο Cq κάθε καμπύλης, δηλαδή κάθε δείγματος.

			Αν οι κορυφές δεν είναι παρόμοιες, αυτό θα μπορούσε να υποδηλώνει μόλυνση, αναδιάταξη των εκκινητών σε άλλα σημεία, διμερή εκκινητών ή κάποιο άλλο πρόβλημα.

			• Η δέσμευση εκκινητών σε άλλα σημεία αφορά στα προϊόντα PCR που κατασκευάζονται, λόγω δέσμευσης των εκκινητών σε συμπληρωματικές ή μερικώς συμπληρωματικές αλληλουχίες DNA μη επιθυμητών στόχων. 

			• Τα διμερή εκκινητών αφορούν στην περίπτωση όπου οι εκκινητές μπορεί μερικές φορές να αναδιαταχθούν με τον εαυτό τους και δημιουργούν έτσι μικρά πρότυπα για πολλαπλασιασμό με PCR.

			Σε κάθε μία από τις προηγούμενς περιπτώσεις, αυτό θα ήταν ορατό στην καμπύλη τήξης όπου και θα εμφανίζονταν κορυφές με διαφορετικά σημεία τήξης.

			Επεξεργασία και υπολογισμός αποτελεσμάτων από qPCR

			Υπάρχουν δύο συνήθεις μέθοδοι για την ποσοτικοποίηση των μεταβολών φθορισμού στην qPCR και την αναγωγή αυτών των τιμών σε επίπεδα έκφρασης ενός γονιδίου.

			1. Απόλυτη ποσοτικοποίηση με τη μέθοδο της πρότυπης καμπύλης, στην οποία προετοιμάζονται σειρές αραιώσεων (της τάξης του 10, 100, 1,000 κ.λπ) του προτύπου δείγματος DNA ή RNA, καταγραφή των μεταβολών φθορισμού και κατασκευή πρότυπης καμπύλης των Cq συναρτήσει του λογαρίθμου των ποσοτήτων του νουκλεοτιδίου. 

			Αρνητικό δείγμα ελέγχου: χρησιμοποιείται για τον έλεγχο μόλυνσης των εκκινητών και του μίγματος Taq πολυμεράσης/SYBR Green, καθώς επίσης για τον έλεγχο σχηματισμού διμερών των εκκινητών όταν δεν υπάρχει το σωστό μητρικό DNA για να πολλαπλασιαστεί. 

			2. Σχετική ποσοτικοποίηση κατά την οποία συγκρίνουμε την έκφραση του γονιδίου ενδιαφέροντος υπό την επίδραση κάποιου παράγοντα σε σύγκριση με την έκφρασή του κατά την απουσία του παράγοντα. Στην περίπτωση αυτή χρειαζόμαστε μία ενδογενή αναφορά για να διορθώσουμε τις διαφορές που μπορεί να οφείλονται στις ποσότητες του υλικού στους σωλήνες. Η τέλεια αναφορά δεν υπάρχει, για το λόγο αυτό επιλέγουμε κάθε φορά, ανάλογα με το σύστημα των κυττάρων μας, το πιο κατάλληλο κατά περίπτωση γονίδιο αναφοράς. Ένα γονίδιο που πρόκειται να χρησιμοποιηθεί για έλεγχο ποσότητας (ή εσωτερικό πρότυπο) θα πρέπει να έχει διάφορα χαρακτηριστικά: 

			• το πρότυπο γονίδιο ή γονίδιο αναφοράς (reference gene) θα πρέπει να εκφράζεται σε όλα τα κύτταρα, 

			• θα πρέπει να έχει τον ίδιο αριθμό αντιγράφων σε όλα τα κύτταρα, 

			• να δίνει έναν μέσο αριθμό των αντιγράφων έτσι ώστε η διόρθωση να είναι πιο ακριβής.

			Ωστόσο, το τέλειο πρότυπο δεν υπάρχει. Ως εκ τούτου, ό, τι και αν αποφασίσουμε να χρησιμοποιήσουμε ως πρότυπο, πρέπει να δοκιμαστεί στα δείγματά μας. Θα πρέπει η έκφρασή του να μη μεταβάλλεται σημαντικά όταν κύτταρα ή ιστοί υποβάλλονται στις πειραματικές μεταβλητές που σκοπεύουμε να χρησιμοποιήσουμε. Κάποια συνήθη γονίδια αναφοράς είναι τα εξής:

			• mRNA β-ακτίνης, 

			• mRNA της δεϋδρογονάσης της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης (GAPDH),

			• mRNA του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας Ι (MHC Ι), 

			• mRNA συγκεκριμένων ριβοσωμικών πρωτεϊνών (RPLP0 κ.α.)

			• ριβοσωμικά RNA (όπως 28S ή 18S rRNA) και άλλα.

			Μέθοδος του ΔΔCt (προσεγγιστική μέθοδος)

			H μέθοδος του ΔΔCt Βασίζεται στις παραδοχές ότι:

			• η απόδοση της αντίδρασης του πολλαπλασιασμού του γονιδίου-στόχου και του ενδογενούς γονιδίου αναφοράς είναι παρόμοια

			• η απόδοση της αντίδρασης του πολλαπλασιασμού του γονιδίου-στόχου και του ενδογενούς γονιδίου αναφοράς είναι 100% (δηλαδή τα δείγματα τα οποία διαφέρουν στην αραίωση κατά 2 φορές, να εμφανίζονται με 1 κύκλο διαφορά).

			Για παράδειγμα, σε ένα σύστημα καλλιέργειας κυττάρων A549 θέλουμε να παρακολουθήσουμε αν μεταβάλλονται τα επίπεδα έκφρασης του mRNA του γονιδίου της sPLA2 (εκκρινόμενη φωσφολιπάση A2) υπό την επίδραση του παράγοντα LPS (λιποπολυσακχαρίτης). Στo πειραματικό μέρος προετοιμασίας των δειγμάτων για εκτέλεση του qPCR επιλέγουμε ως γονίδιο αναφοράς την GAPDH, χρησιμοποιώντας ένα ζεύγος εκκινητών οι οποίοι αναγνωρίζουν τμήματα του mRNA του γονιδίου που κωδικοποιεί την GAPDH. Τότε για τον υπολογισμό των αποτελεσμάτων με τη μέθοδο του ΔΔCt θα ισχύουν τα εξής:

			Για το δείγμα υπό την επίδραση LPS (στόχος): ΔCt στόχου = Ct PLA2G4A στόχου –Ct GAPDH στόχου

			Για το δείγμα ελέγχου απουσία LPS (αναφορά): ΔCt αναφοράς = Ct PLA2G4A αναφοράς –Ct GAPDH αναφοράς

			Διαφορά = ΔCt αναφοράς – ΔCt στόχου = ΔΔCt

			Σχετική ποσότητα ή Μεταβολή έκφρασης (φορές) = 2 ΔΔCt

			Πλεονεκτήματα:

			• δεν απαιτείται σειρά αραιώσεων, 

			• χρειάζεται μικρότερη ποσότητα υλικού,

			• πιο γρήγορη μέθοδος

			Απόδοση (efficiency) της αντίδρασης qPCR (μέθοδος Pfaffl 6)

			Απόδοση 100% (ή 2) σημαίνει ότι η ποσότητα του DNA διπλασιάζεται σε κάθε κύκλο. Για 90% απόδοση, το DNA αυξάνεται από 1 σε 1.9 σε κάθε κύκλο, έτσι ο συντελεστής αύξησης κάθε κύκλου είναι 1.9. Παρομοίως για 80% και 70% απόδοση, ο συντελεστής αύξησης θα είναι 1.8 και 1.7 αντίστοιχα. Παρατηρούμε έτσι ότι για μια πολύ μικρή διαφορά στην απόδοση έχουμε πολύ μεγάλη διαφορά στην ποσότητα του τελικού προϊόντος. Κάθε 10% πτώση της απόδοσης επιφέρει μείωση κατά 25% περίπου της ποσότητας του τελικού προϊόντος μετά από 30 κύκλους. Άρα, μεταβολές στην απόδοση έχουν σημαντική επίπτωση στην τιμή του Cq καθώς και στην κλίση της καμπύλης Cq συναρτήσει του λογαρίθμου της συγκέντρωσης DNA.

			Η απόδοση της αντίδρασης PCR (E, Efficiency) μπορεί να υπολογισθεί με την ακόλουθη εξίσωση:

			Ε= 10(-1/κλίση)

			Για μια απόδοση της τάξεως του 90-100% (δηλαδη για Ε=1.9-2), η ιδανική κλίση της καμπύλης πρέπει να είναι -3.3 με συντελεστή συσχέτισης μεγαλύτερο του 0.990.

			Μια σειρά μεταβλητών μπορούν να επηρεάσουν την απόδοση της αντίδρασης PCR. Αυτοί οι παράγοντες μπορεί να περιλαμβάνουν το μήκος του προϊόντος, τη δευτεροταγή δομή καθώς και τους εκκινητές. Για όλους τους παραπάνω λόγους, κρίνεται αναγκαία η εύρεση του συντελεστή απόδοσης κάθε αντίδρασης qPCR με συγκεκριμένο ζεύγος εκκινητών, έτσι ώστε αυτός να ληφθεί υπόψη για το σωστό υπολογισμό των αποτελεσμάτων. Ο συντελεστής απόδοσης (Ε= 10(-1/κλίση)) υπολογίζεται αν γνωρίζουμε την κλίση της καμπύλης Cq συναρτήσει του λογαρίθμου των συγκεντρώσεων RNA. Για να υπολογισθεί η κλίση της καμπύλης πρέπει να έχουμε πειραματικά αποτελέσματα από qPCR για κάθε ζεύγος εκκινητών και δείγμα RNA σε διαφορετικές συγκεντρώσεις που να διαφέρουν μεταξύ τους σε πολλαπλάσια του 10 (δηλαδή 0,1, 1, 10, 100, 1,000, 10,000ng RNA κ.λπ) (βλ. παρακάτω σχήματα ως παραδείγματα υπολογισμού της απόδοσης αντίδρασης qPCR).
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			Σχήμα 4.5 Παραδείγματα υπολογισμού της απόδοσης αντίδρασης qPCR.

			Ε(σ)=10 (-1/-3,371) = 1,9799 για cPLA2	Ε(α) =10 (-1/-3.537) = 1.9175 για GAPDH

			Ωστόσο, τα τελικά αποτελέσματα εκφράζονται ως εξής:
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			Όπου: 

			έκφραση γονιδίου-στόχου (φορές) = E(σ)ΔCt 

			Ε(σ)= απόδοση αντίδρασης γονιδίου-στόχου (φορές)

			Γονίδιο στόχος: ΔCt = Ct αναφοράς-Ct συνθήκης

			Όπου: έκφραση γονιδίου αναφοράς (φορές) = E(α)ΔCt 

			Ε(α)= απόδοση αντίδρασης γονιδίου αναφοράς (φορές)

			Γονίδιο αναφοράς: ΔCt = Ct αναφοράς-Ct συνθήκης

			Επιλογή εκκινητών (primers)

			Η επιλογή των κατάλληλων εκκινητών για την αντίδραση PCR είναι ένα πολύ σημαντικό θέμα για την επιτυχή έκβαση της ποσοτικοποίησης ενός συγκεκριμένου mRNA-στόχου. Για το λόγο αυτό οι εκκινητές πρέπει να είναι ειδικοί, να έχουν υψηλή απόδοση, να μη σχηματίζουν διμερή μεταξύ τους και να διανύουν δύο εξόνια για να μην αναγνωρίζουν DNA. Ειδικούς εκκινητές για κάθε γονίδιο μπορούμε να προμηθευτούμε από την αγορά ή να τους σχεδιάσουμε. Αν επιλέξουμε το σχεδιασμό, μπορούμε να ακολουθήσουμε τα παρακάτω βήματα:

			1. Αρχικά θα πρέπει να βρούμε τη μοναδική αλληλουχία cDNA του γονιδίου που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη που μας ενδιαφέρει. Η εύρεση του γονιδίου-στόχου γίνεται από τη βάση δεδομένων γονιδίων Entrez (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene). 

			2. Επιλέγουμε την ακολουθία του cDNA, την αντιγράφουμε και επικολλούμε στο πλαίσιο ενός λογισμικού το οποίο σχεδιάζει εκκινητές (όπως π.χ. το http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).

			3. Έλεγχος των εκκινητών κατά πόσο προέρχονται από το ίδιο ή από διαφορετικά εξόνια. Την αντιγραμένη αλληλουχία cDNA θα την επικολλήσουμε στο πλαίσιο ενός λογισμικού (όπως π.χ. το http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) το οποίο θα αντιστοιχίσει την αλληλουχία με τη γονιδιακή αλληλουχία (επιθυμούμε οι αλληλουχίες των δύο εκκινητών μας να βρίσκονται σε διαφορετικά εξόνια).

			4. Με την επιλογή των εκκινητών του cDNA-στόχου, θα πρέπει να εξετασθεί κατά πόσον αυτοί στοχεύουν και σε άλλα cDNA τα οποία κωδικοποιούν διαφορετικές πρωτεϊνες. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί μέσω π.χ. του λογισμικού BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). (Επιθυμούμε οι ακολουθίες των δύο εκκινητών μας να μην είναι συμπληρωματικές 100% με κανένα άλλο cDNA).

			RT-PCR ενός βήματος (One-Step) ή δύο βημάτων (Two-Step PCR)

			Στην one-step qPCR, η αντίστροφη μεταγραφή του RNA σε cDNA και η αντίδραση PCR πραγματοποιούνται στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα σε έναν σωλήνα. Στην two-step qPCR, τα δύο στάδια πραγματοποιούνται χωριστά σε δύο διαφορετικούς σωλήνες. 

			ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

			1. Σκοπός

			Στην παρούσα άσκηση, σε ένα σύστημα καλλιέργειας καρκινικών κυττάρων A549, μοντέλο των πνευμονοκυττάρων τύπου ΙΙ, θα παρακολουθήσουμε αν τα επίπεδα έκφρασης του mRNA του γονιδίου PLA2G4A της cPLA2 (κυτοσολική φωσφολιπάση A2) μεταβάλλονται υπό την επίδραση ενός εξωτερικού ερεθίσματος διάτασης των κυττάρων καθώς επίσης θα ποσοτικοποιήσουμε την έκφραση με one-step qPCR.

			Μηχανική διάταση στα πνευμονοκύτταρα 

			Τα πνευμονοκύτταρα τύπου ΙΙ, στα οποία πραγματοποιείται η σύνθεση και έκκριση του επιφανειοδραστικού παράγοντα των πνευμόνων, υπόκεινται σε χαμηλής έντασης διάταση κατά τη διάρκεια της φυσιολογικής αναπνοής. Στοιχεία δείχνουν ότι το μηχανικό σήμα που παράγεται στις πνευμονικές κυψελίδες από την εισπνοή και εκπνοή, διεγείρει την έκκριση του επιφανειοδραστικού παράγοντα από τα επιθηλιακά κύτταρα τύπου ΙΙ. Σκοπός της άσκησης είναι να διερευνηθεί κατά πόσο μια ήπια διάταση έχει επίδραση στην ενεργοποίηση της κυτοσολικής φωσφολιπάσης Α2 (cPLA2) 7, ενός ενζύμου το οποίο συμμετέχει στην έκκριση του επιφανειοδραστικού παράγοντα των πνευμόνων. Η ενεργοποίηση της cPLA2 μπορεί να αφορά στην αύξηση της έκφρασής της σε επίπεδο mRNA ή της ενζυμικής της ενεργότητας, σε φωσφορυλίωση ή σε άλλες παραμέτρους.

			2. Αντιδραστήρια - όργανα

			• Πακέτο αντιδραστηρίων για απομόνωση ολικού RNA από κυτταροκαλλιέργεια (total RNA isolation kit).

			• Αντίστροφη μεταγραφάση για one-step RT-PCR (Ρeverse Τranscriptase for one-step qPCR).

			• Ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης 2x το οποίο να περιέχει: 0.4mM από κάθε dNTP (dATP,dCTP, dGTP, dTTP), ιόντα μαγνησίου, iTaq DNA πολυμεράση, 20 nM φλουορεσκεϊνη, χρωστική SYBR Green I, σταθεροποιητές.

			• Ζεύγος εκκινητών (αριστερός και δεξιός εκκινητής, forward και reverse primer) της αντίδρασης της πολυμεράσης για ανίχνευση PLA2G4A- mRNA.

			• Ζεύγος εκκινητών της αντίδρασης της πολυμεράσης για ανίχνευση GAPDH – mRNA.

			• Νερό αποστειρωμένο και ελεύθερο νουκλεασών.

			• Θερμοκυκλοποιητής.

			3. Πειραματική διαδικασία

			Η ποσοτικοποίηση των επιπέδων του PLA2G4A - mRNA θα γίνει σε δείγμα απομονωμένου ολικού RNA κυττάρων Α549. Για την καλλιέργεια των κυττάρων Α549 βλ. Άσκηση 1.

			3.1 Απομόνωση ολικού RNA κυττάρων Α549

			Ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή του πακέτου αντιδραστηρίων απομόνωσης ολικού RNA, εφαρμόζουμε γενικά τα παρακάτω στάδια:

			1. Απομόνωση κυττάρων με φυγοκέντρηση (500xg, 20min). 

			2. Λύση των κυττάρων.

			3. Διήθηση των λυμένων κυττάρων.

			4. Καθίζηση RNA με προσθήκη αιθανόλης (70%).

			5. Πρόσδεση RNA σε μεμβράνη.

			6. Αφαλάτωση μεμβράνης.

			7. Πέψη DNA με μίγμα ενζύμου δεοξυριβονουκλεάσης (DNase reaction mixture).

			8. 1η πλύση – ξήρανση μεμβράνης.

			9. 2η πλύση.

			10 3η πλύση. 

			11. Έκλουση καθαρού RNA με νερό ελεύθερο νουκλεασών (RNase free).

			12. Ποσοτικός προσδιορισμός και έλεγχος καθαρότητας RNA

			• Ποσότητα ίση με 10μL από το απομονωμένο RNA αναμιγνύεται με 490μL νερού ελεύθερο νουκλεασών (αραίωση 50 φορές) κατευθείαν μέσα σε γυάλινη κυψελίδα ειδική για φωτομέτρηση σε υπεριώδες φως.

			• Σε μια δεύτερη κυψελίδα τοποθετούμε νερό (από εκείνο που χρησιμοποιήσαμε για την αραίωση).

			• Μετράμε την απορρόφηση του αραιωμένου διαλύματος RNA στα 260 nm (όπου απορροφούν μέγιστα τα νουκλεοτίδια) αφού προηγουμένως έχουμε μηδενίσει σε αυτό το μήκος κύματος με την κυψελίδα που περιέχει το νερό. 

			• Επαναλαμβάνουμε την ίδια διαδικασία στα 280nm (όπου απορροφούν μέγιστα οι πρωτεϊνες), χωρίς να αδειάσουμε τις δυο κυψελίδες, αρχικά μηδενίζοντας με το νερό και στη συνέχεια μετρώντας την απορρόφηση του αραιωμένου διαλύματος RNA. 

			Η καθαρότητα του RNA προκύπτει από τον λόγο Α260/Α280 ο οποίος, για να είναι αποδεκτό προς χρήση το παρασκεύασμα RNA, πρέπει να είναι > 1.7 (με ιδανικό 1.9).

			• Υπολογίζουμε την περιεκτικότητα του διαλύματος RNA κάνοντας την παραδοχή ότι:

			τα 40μg RNA/mL δίνουν απορρόφηση ίση με τη μονάδα στα 260nm.

			Άρα:

			Περιεκτικότητα πυκνού διαλύματος RNA (μg /mL) = Α260 x 40 x αραίωση

			Η σημασία της καλής ποιότητας RNA αφορά στην απουσία πρωτεϊνών και DNA, στην ακεραιότητά του καθώς και στην απουσία αναστολέων της PCR.

			• Η ακεραιότητα του RNA μπορεί να ελεγxθεί με ηλεκτροφόρηση όπου θα πρέπει να εμφανίζονται οι δύο ζώνες του 28S/18S (2:1).

			ΠΡΟΣΟΧΗ ! Ο χειρισμός διαλυμάτων RNA πρέπει να γίνεται σε στείρες συνθήκες. Τα διαλύματα RNA αποθηκεύονται σε αποστειρωμένους πλαστικούς σωλήνες απουσία νουκλεασών, για την αποφυγή της πιθανότητας καταστροφής αυτού από τη δράση των πανταχού παρόντων νουκλεασών. 

			3.2 Μέθοδος qPCR

			Μίγματα αντίδρασης που περιέχουν 10ng ολικού RNA και κατάλληλες ποσότητες των αντιδραστηρίων και εκκινητών σε 25μL συνολικό όγκο, σε τουλάχιστον δύο όμοιες αντιδράσεις για κάθε παρασκεύασμα RNA (διπλά δείγματα),

			• επωάζονται αρχικά στους 50°C για 10min για να συντεθεί cDNA, 

			• θερμαίνονται στους 95°C για 5min για την αδρανοποίηση της αντίστροφης μεταγραφάσης και 

			• στη συνέχεια υποβάλλονται σε 35 θερμικούς κύκλους (94°C για 40 s, 60°C για 40s και 72°C για 1min) πολλαπλασιασμού με τη δράση της πολυμεράσης και 

			• 40 κύκλους από 55°C έως 95°C (1°C αύξηση / κύκλο) για ανάλυση καμπύλης τήξης,

			• τέλος, οι σωλήνες ψύχονται στους 4οC, μέχρι την απομάκρυνσή τους από τη συσκευή για περαιτέρω έλεγχο αν επιθμούμε με ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης.
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			Σχήμα 4.6 Σχηματικό πρωτόκολο θερμοκυκλοποιητή. 

			Δείγματα ελέγχου

			1.	Αρνητικό δείγμα ελέγχου (χωρίς RNA): ελέγχουμε τα αντιδραστήριά μας για επιμόλυνση.

			2.	Αρνητικό δείγμα ελέγχου χωρίς αντίστροφη μεταγραφάση: ελέγχουμε την επιμόλυνση του δείγματος RNA με DNA.

			Ο σχεδιασμός περιγράφεται αναλυτικά στον πίνακα:
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			Συμπληρώστε τις ποσότητες που αντιστοιχούν σε κάθε κενή θέση του πίνακα (2,5 μl ζεύγος εκκινητών, 12,5 μl μίγματος πολυμεράσης, 0,25 μl μεταγραφάσης). Προσοχή, η ανάμιξη των παραπάνω ποσοτήτων γίνεται στους 4οC για την αποφυγή εκκίνησης των ενζυμικών αντιδράσεων μεταγραφής και πολλαπλασιασμού. Συνιστάται η παρασκευή 2 αρχικών μιγμάτων (master mix) ένα για κάθε εκκινητή πριν το διαμοιρασμό σε κάθε σωλήνα. Στο τέλος προσθέτουμε τα RNA αραιωμένα με το νερό.

			Οι σωλήνες κλείνονται, το περιεχόμενό τους αναμιγνύεται σε κυκλοαναδευτήρα και αμέσως τοποθετούνται στις ανάλογες θέσεις στη συσκευή PCR.

			Επεξεργασία αποτελεσμάτων

			1.	Συλλέγουμε τα δεδομένα του qPCR (καμπύλες μεταβολής φθορισμού) σε έναν υπολογιστή.

			2.	Ορίζουμε τη γραμμή (threshold) που θα τέμνει τις καμπύλες έτσι ώστε να τέμνει στην αρχή του ευθύγραμμου τμήματος κατά τη λογαριθμική προβολή του γραφήματος μεταβολής φθορισμού.

			3.	Με προβολή του σημείου τομής στον άξονα των x, βρίσκουμε τα Ct που αντιστοιχούν σε κάθε δείγμα.

			4.	Επίσης, ελέγχουμε τις καμπύλες τήξης όλων των προϊόντων PCR όλων των δειγμάτων για να βεβαιωθούμε ως προς την εξειδίκευση της αντίδρασης PCR.

			5.	Σε ένα υπολογιστικό φύλλο τοποθετούμε τις τιμές των Ct και υπολογίζουμε τη μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου-στόχου ως προς την αναφορά, σύμφωνα με την πιο πάνω εξίσωση (μέθοδος Pfafll) χρησιμοποιώντας τις γνωστές αποδόσεις κάθε γονιδίου.
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			ΑΣΚΗΣΗ 5│ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΟΥ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΟΣ Cn3D ΣΤΗ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΗΣ ΔΟΜΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ

			Εισαγωγή

			Η άσκηση αυτή ανήκει στις ασκήσεις της βιοπληροφορικής. Συγκεκριμένα, το θέμα αφορά στη δομική βιοπληροφορική και στη μοριακή μοντελοποίηση πρωτεϊνών. Θα εφαρμοστεί το υπολογιστικό πρόγραμμα Cn3D του NCBI (National Institute of Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) το οποίο είναι ένα εργαλείο απεικόνισης για μοριακές δομές, αλληλουχίες και ευθυγραμμίσεις αλληλουχιών. Το πρώτο μέρος αρχίζει με την άσκηση στην πράξη, ενώ στο δεύτερο μέρος παρουσιάζονται οι οδηγίες χρήσης του προγράμματος για να ανατρέξει ο αρχάριος αλλά και ο προχωρημένος χρήστης.
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			Σχήμα 5.1 H δομή της εκκρινόμενης φωσφολιπάσης Α2 (sPLA2, PDB ID:1KQU) σε απεικόνιση worms.

			ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΟΥ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΟΣ Cn3D ΣΤΗ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΗΣ ΔΟΜΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ.

			ΑΣΚΗΣΗ ΣΤΗΝ ΠΡΑΞΗ

			Αναζήτηση μοριακών δομών 

			Η αναζήτηση διαφόρων μοριακών δομών πρωτεϊνών μπορεί να γίνει σε ηλεκτρονικές τράπεζες δεδομένων όπως η Protein Data Βank (PDB) (http://www.rcsb.org), η Protein Data Bank in Europe (http://www.ebi.ac.uk/pdbe/), η Protein Data Bank του NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) κ.α.

			Στην παρούσα άσκηση θα χρησιμοποιήσετε τη βάση δεδομένων του NCBI και το ανάλογο λογισμικό (Cn3D) που έχει αναπτυχθεί για την απεικόνιση πρωτεϊνικών δομών.

			▪ Στην πάνω δεξιά γωνία στο πλαίσιο search επιλέξτε το structure. Πληκτρολογήστε στο διπλανό πλαίσιο το όνομα του πρωτεϊνικού μορίου που θέλετε να αναζητήσετε. Για παράδειγμα, για να βρούμε μια τριδιάστατη απεικόνιση ενός μορίου φωσφολιπάσης μπορούμε να πληκτρολογήσουμε Human Phospholipase A2 και στη συνέχεια πιέζουμε το πλήκτρο enter. 

			▪ Όπως θα δείτε, εμφανίζονται πολλές αναφορές δομών φωσφολιπάσης Α2 διαφόρων οργανισμών. Επιλέγουμε να δούμε το αρχείο Human Cytosolic Phospholipase A2, κάνοντας κλικ πάνω στην εικόνα με PDB ID: 1CJY. Αν το 1CJY δεν εμφανίζεται στην αρχική λίστα, πληκτρολογήστε κατευθείαν 1CJY στο πλαίσιο αναζήτησης.

			▪ Πατήστε δεξιά της εικόνας την εντολή view structure in Cn3D, όπου θα εμφανιστεί ένα μήνυμα για άνοιγμα ή αποθήκευση του αρχείου. Μπορείτε να ανοίξετε το αρχείο μέσω του διαδικτύου ή/ και να το αποθηκεύσετε στον τοπικό δίσκο του υπολογιστή σας.
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			Σχήμα 5.2 H εικόνα αυτή θα εμφανιστεί στην οθόνη του υπολογιστή σας μετά την πληκτρολόγηση 1CJY στο πλαίσιο αναζήτησης της ιστοσελίδας http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ στην κατηγορία structure.

			(Αν επιλέξετε να αποθηκεύσετε το αρχείο στον υπολογιστή σας και να το ανοίξετε από εκεί, πρέπει το πρόγραμμα Cn3D να είναι ήδη εγκατεστημένο στον υπολογιστή. Εάν δεν είναι εγκατεστημένο στον υπολογιστή, το κατεβάζετε και το εγκαθιστάτε από τη σελίδα του http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ πατώντας structure και στη συνέχεια Cn3D, 3D-structure viewer→download. Τρέξτε το αρχείο setup που έχετε κατεβάσει για να εγκατασταθεί στον υπολογιστή. Μετά το πέρας της εγκατάστασης, θα εμφανιστεί το εικονίδιο του προγράμματος Cn3D στην επιφάνεια εργασίας). 

			Eξερεύνηση της δομής της κυτοσολικής φωσολιπάσης Α2 (cPLA2)

			1. Ανοίξτε το αρχείο της φωσφολιπάσης (1CJY) που κατεβάσατε στον υπολογιστή σας για να εμφανιστεί η τριδιάστατη απεικόνιση του μορίου με τη βοήθεια του προγράμματος Cn3D. Με το άνοιγμα του προγράμματος εμφανίζονται δύο παράθυρα, το παράθυρο δομής (επάνω) και το παράθυρο αλληλουχίας (κάτω). Το πρωτεϊνικό μόριο εμφανίζεται σε μαύρο φόντο στο παράθυρο δομής. Στο παράθυρο αλληλουχίας εμφανίζεται η αλληλουχία των αμινοξέων της πρωτεΐνης με συμβολισμό ενός γράμματος των αμινοξέων.

			2. Διαβάστε τις πληροφορίες που αναγράφονται στο παράθυρο μηνυμάτων που ανοίγει (αν το παράθυρο μηνυμάτων δεν ανοίγει ταυτόχρονα με το άνοιγμα του προγράμματος, ενεργοποιήστε την εντολή show message log στο μενού window του παραθύρου δομής).

			3. Περιστρέψτε το μόριο μετακινώντας το ποντίκι σε οποιαδήποτε κατεύθυνση. Μεγεθύνετε πρώτα το παράθυρο και μετά την εικόνα με Ctrl+σύρε πάνω αριστερά ή κάτω δεξιά. Ορίστε το κέντρο περιστροφής με διπλό κλικ σε αυτό. Προβάλλετε το μόριο χρησιμοποιώντας τα διαφορετικά στυλ αναπαράστασης ακολουθώντας τις διαδρομές εντολών του μενού στο παράθυρο δομής, όπως: Style → rendering shortcuts → worm ή tubes ή wire ή ball and stick ή space fill. (Εάν θέλετε να δείτε τις πλευρικές αλυσίδες των αμινοξέων ενεργοποιήστε το toggle sidechains). Επιλέξτε style → edit global style (βλέπε στις επόμενες σελίδες αναλυτικά για τις εντολές) για να αλλάξετε τα χαρακτηριστικά προβολής του μορίου. 

			4. Κάντε διπλό κλικ πάνω σε συγκεκριμένο σημείο (άτομο) του μορίου στην οθόνη και ακολούθως επαναλάβετε διπλό κλικ σε άλλο άτομο του μορίου στην οθόνη. Δείτε στο παράθυρο μηνυμάτων την απόσταση σε Ångstrom μεταξύ του τελευταίου και του προηγούμενου διπλού κλικ.
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			Σχήμα 5.3 Η τριδιάστατη απεικόνιση του μορίου της cPLA2 με τέσσερις διαφορετικές αναπαραστάσεις (A) ball and stick, (B) space fill model, (Γ) tubes, (Δ) worms).

			5. Επιλέξτε τις εντολές του Style → coloring shortcuts → δοκιμάστε όλες τις επιλογές που δίνονται εδώ (βλέπε χρωματικά στυλ στις επόμενες σελίδες αναλυτικά για τις εντολές).

			6. Στο παράθυρο αλληλουχίας, κάντε κλικ πάνω σε ένα σύμβολο αμινοξέος και θα το δείτε να φωτίζεται με κίτρινο χρώμα πάνω στο μόριο που απεικονίζεται στο παράθυρο δομής. Μπορείτε να κρύψετε τμήματα του μορίου ακολουθώντας τη διαδρομή Show/hide →pick structures.

			7. Στο παράθυρο αλληλουχίας, πλαισιώστε έναν αριθμό αμινοξέων σέρνοντας το ποντίκι και δώστε στο μενού Select την εντολή Show/hide → show selected residues για να προβάλλετε στο παράθυρο δομής μόνο τα επιλεγμένα αμινοξέα. Δοκιμάστε να ενεργοποιήσετε και τις άλλες εντολές του μενού Select (Show/hide) του παραθύρου δομής κάνοντας παραλλαγές.

			8. Στο παράθυρο αλληλουχίας, ακολουθήστε την εντολή του μενού View →find pattern → πληκτρολογήστε το C που είναι ο συμβολισμός της κυστεΐνης για να φωτιστούν με κίτρινο χρώμα όλες τις κυστεΐνες πάνω στην ευθύγραμμη αλληλουχία. Ταυτόχρονα φωτίζονται όλες οι κυστεΐνες στην απεικόνιση του μορίου στο παράθυρο δομής. Επιλέξτε Select → Show/hide → show selected residues και θα εμφανιστούν μόνο οι κυστεΐνες που είχατε επιλέξει. Μπορείτε να δείτε καθαρά ή μεγεθύνοντας, τους δισουλφιδικούς δεσμούς μεταξύ των κυστεϊνών τους οποίους μπορείτε να μετρήσετε. Επιστρέψτε με Select→ Show/hide → show everything για να επανέλθετε στην εμφάνιση ολόκληρου του μορίου.

			9. Στο παράθυρο αλληλουχίας, ακολουθήστε την εντολή του μενού View → find pattern → πληκτρολογήστε το P που είναι ο συμβολισμός της προλίνης για να φωτιστούν με κίτρινο χρώμα όλες οι προλίνες πάνω στην ευθύγραμμη αλληλουχία. Μετρήστε τις προλίνες και σημειώστε τους αριθμούς θέσης τους στην αλληλουχία. Επιλέξτε από το μενού Select→ Show/hide → show selected residues και θα εμφανιστούν μόνο οι προλίνες. Επιλέξτε Style → annotate→ new → και δώστε ένα όνομα (π.χ. προλίνη) στο πλαίσιο που εμφανίζεται, αν θέλετε δώστε και μια περιγραφή στο πλαίσιο description και μετά ακολουθήστε τη διαδρομή: edit style → show (protein backbone) → complete → rendering →space fill , ενεργοποιήστε το πλαίσιο ελέγχου protein sidechains →done → OK → turn on ή turn off. Θα δείτε το μόριο στην οθόνη με επισημασμένες μόνο τις προλίνες σε απεικόνιση space fill και με ορατές τις πλευρικές αλυσίδες. 

			10. Επανέρχεστε στην αρχική προβολή του μορίου με τη διαδρομή Select → Show everything. Την προβολή συγκεκριμένου τμήματος του μορίου, με διαφορετική απεικόνιση σε σχέση με το υπόλοιπο μόριο, μπορείτε να την εφαρμόσετε επιλέγοντας την περιοχή είτε από το παράθυρο αλληλουχίας είτε από το παράθυρο δομής με κλικ.

			11. Προσπαθήστε να δοκιμάσετε όλες τις επιλογές των συγκεκριμένων εντολών καθώς και των ρυθμίσεων του προγράμματος, διαβάζοντας τις επεξηγήσεις που δίνονται αναλυτικά πιο πάνω, στις οδηγίες χρήσης του προγράμματος Cn3D, έτσι ώστε να εξοικειωθείτε με τη χρήση του και τις δυνατότητές του.

			Εξευρεύνηση επιπλέον πρωτεϊνικών δομών απαντώντας στις παρακάτω ερωτήσεις

			Απαντήστε στις ερωτήσεις που αφορούν την ανθρώπινη εκκρινόμενη φωσφολιπάση Α2 (PDB ID:1KQU):
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			•	Από πόσα αμινοξέα αποτελείται το μόριο; ___________

			•	Ποιό αμινοξύ βρίσκεται στο αμινο-τελικό άκρο της πολυπεπτιδικής αλυσίδας και ποιο στο καρβοξυ-τελικό άκρο της; _____________________________________________________________

			•	Πόσες α-έλικες εμφανίζει στην τριτοταγή της δομή; _______________

			•	Πόσες κυστεΐνες περιέχει το ευθύγραμμο μόριο της αλληλουχίας της; _________________

			•	Πόσες προλίνες περιέχει το ευθύγραμμο μόριο της αλληλουχίας της; _________________

			•	Πόσους δισσουλφιδικούς δεσμούς έχει η τριτοταγής διαμόρφωση του μορίου και σε ποια αρίθμηση της αλληλουχίας βρίσκονται; _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

			•	Υπάρχουν ετεροάτομα στη δομή και ποια είναι αυτά; _________________________________

			•	Διαθέτει το μόριο θέση δέσμευσης με το ασβέστιο (Ca); _______________________

			•	Ποια είναι η απόσταση σε Ångstrom μεταξύ του αμινο- και καρβοξυ-τελικών άκρων του πρωτεϊνικού μορίου; ___________

			•	Ποιες περίπου είναι οι διαστάσεις του μορίου σε Ångstrom; _____________________________

			 Απαντήστε στις ερωτήσεις που αφορούν την ανθρώπινη φωσφολιπάση Cβ (PLCβ) (PDB ID :2ZKM):
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			•	Από πόσα αμινοξέα αποτελείται το μόριο; ___________

			•	Ποιό αμινοξύ βρίσκεται στο αμινο-τελικό άκρο της πολυπεπτιδικής αλυσίδας και ποιο στο καρβοξυ-τελικό άκρο της; _____________________________________________________________

			•	Πόσες α-έλικες εμφανίζει στην τριτοταγή της δομή; _______________

			•	Πόσες κυστεΐνες περιέχει το ευθύγραμμο μόριο της αλληλουχίας της; _________________

			•	Πόσες προλίνες περιέχει το ευθύγραμμο μόριο της αλληλουχίας της; _________________

			•	Πόσους δισσουλφιδικούς δεσμούς έχει η τριτοταγής διαμόρφωση του μορίου και σε ποια αρίθμηση της αλληλουχίας βρίσκονται; _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

			•	Υπάρχουν ετεροάτομα στη δομή και ποια είναι αυτά; _________________________________

			•	Διαθέτει το μόριο θέση δέσμευσης με το ασβέστιο (Ca); ______________________________

			•	Ποια είναι η απόσταση σε Ångstrom μεταξύ του αμινο- και καρβοξυ-τελικών άκρων του πρωτεϊνικού μορίου; ___________

			•	Ποιες περίπου είναι οι διαστάσεις του μορίου σε Ångstrom; _____________________
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			ΟΔΗΓΙΕΣ ΧΡΗΣΗΣ ΤΟΥ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΟΣ

			Τι κάνει το Cn3D;

			Το Cn3D είναι ένα εργαλείο απεικόνισης για μοριακές δομές, αλληλουχίες και ευθυγραμμίσεις αλληλουχιών. Αυτό που κάνει το Cn3D να διαφέρει από άλλα προγράμματα είναι η δυνατότητά του να συσχετίζει τη δομή με τις πληροφορίες της αλληλουχίας. Για παράδειγμα, ένας επιστήμονας μπορεί να βρει γρήγορα την περιοχή σε μια κρυσταλλική δομή η οποία αντιστοιχεί σε μια γνωστή μετάλλαξη μιας ασθένειας ή τις συντηρημένες περιοχές από μια οικογένεια ομόλογων αλληλουχιών. Το Cn3D απεικονίζει ευθυγραμμίσεις δομών μορίων ταυτόχρονα με τις ευθυγραμμίσεις των αλληλουχιών, έτσι ώστε να δίνεται έμφαση στις περιοχές μιας ομάδας σχετικών πρωτεϊνών που είναι οι πιο συντηρημένες στη δομή και στην αλληλουχία. Επίσης περιλαμβάνονται χαρακτηριστικά προσαρμοσμένης σήμανσης μορίων, γραφικών υψηλής ποιότητας και μια ποικιλία μορφών εξαγωγής των αρχείων, τα οποία όλα μαζί καθιστούν το Cn3D ένα δυνατό εργαλείο. Το Cn3D μπορεί να τρέξει από έναν διαδικτυακό τόπο ως μια βοηθητική εφαρμογή του NCBI αλλά μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί και ως μια σταθερή εφαρμογή.

			Στην έκδοση 4, το Cn3D είναι ένα τέλειο εργαλείο πολλαπλών ευθυγραμμίσεων καθώς επίσης περιλαμβάνει αλγόριθμους για ευθυγράμμιση αλληλουχιών με άλλες αλληλουχίες και δομές. 

			Με το άνοιγμα του προγράμματος θα ανοίξουν τρία παράθυρα: το παράθυρο δομής, το παράθυρο αλληλουχίας και το παράθυρο μηνυμάτων.

			Χρήσεις πληκτρολογίου και ποντικιού 

			_ Συντομεύσεις πληκτρολογίου (Keyboard Shortcuts) 

			Υπάρχουν συντομεύσεις εντολών πληκτρολογίου για μερικές ειδικές εντολές του παράθυρου δομής και του παράθυρου αλληλουχίας του Cn3D. Αυτές οι συντομεύσεις όμως δεν είναι πάντοτε διαθέσιμες ανάλογα με το σύστημα του υπολογιστή. Ctrl/Meta σημαίνει ότι σε μερικές πλατφόρμες το πλήκτρο “Ctrl” χρησιμοποιείται (PC, UNIX) και σε άλλες χρησιμοποιείται το πλήκτρο “Meta” (βλ. παρακάτω πίνακα).

			
				
					
					
				
				
					
							
							Μερικές συντομεύσεις εντολών πληκτρολογίου στο παράθυρο δομής

						
					

					
							
							Άνοιγμα

						
							
							Ctrl/Meta + O

						
					

					
							
							Λήψη από δίκτυο

						
							
							Ctrl/Meta + N

						
					

					
							
							Αποθήκευση

						
							
							Ctrl/Meta + S

						
					

					
							
							Μεγέθυνση (Zoom in)

						
							
							Z

						
					

					
							
							Σμίκρυνση (Zoom out)

						
							
							X

						
					

					
							
							Animate: play frames

						
							
							P

						
					

					
							
							Περιστροφική κίνηση

						
							
							N

						
					

					
							
							Διακοπή περιστροφικής κίνησης

						
							
							S

						
					

					
							
							Όλα ορατά

						
							
							E

						
					

					
							
							Ορατές ευθυγραμμισμένες περιοχές

						
							
							D

						
					

					
							
							Επιλογή μορίου

						
							
							M

						
					

				
			

			_ Χρήσεις ποντικιού

			Παρακάτω θα δείτε πίνακες που περιέχουν τις δυνατότητες χρήσεις του ποντικιού μαζί με τη χρήση κάποιων πλήκτρων. Υπάρχουν δύο πίνακες: ένας που αφορά στο παράθυρο δομής και ένας που αφορά το παράθυρο αλληλουχίας.

			
				
					
					
				
				
					
							
							Εντολές χρήσης ποντικιού στο παράθυρο δομής 

						
					

					
							
							Μεγέθυνση (Zoom in) 

						
							
							Ctrl + σύρε προς την κάτω δεξιά γωνία του παραθύρου

						
					

					
							
							Περιστροφή

						
							
							σύρε αριστερά

						
					

					
							
							Σμίκρυνση (Zoom out) 

						
							
							Ctrl + σύρε προς την επάνω αριστερή γωνία του παραθύρου

						
					

					
							
							Επιλογή αμινοξέος 

						
							
							Double-click 

						
					

					
							
							Ρύθμιση κέντρου περιστροφής 

						
							
							Ctrl + διπλό κλικ 

						
					

				
			

			
				
					
					
				
				
					
							
							Εντολές χρήσης ποντικιού στα παράθυρα αλληλουχίας και εισαγωγής 

						
					

					
							
							Επιλογή 

						
							
							σύρε αριστερά 

						
					

					
							
							Διεύρυνση της επιλογής 

						
							
							Shift + σύρε αριστερά

						
					

				
			

			Εντολές παραθύρου δομής (structure window commands)

			Επιλέξτε μια ομάδα εντολών από το μενού του παραθύρου δομής:

			File View Select Style Window CDD

			▪ Παράθυρο δομής : Εντολές αρχείου (Structure Window : File Commands) 

			→ Open 

			Ανοίξτε ένα αρχείο από τον τοπικό δίσκο. Αυτό μπορεί να είναι ένα αρχείο ASCII ή αρχείο binary ASN1, το οποίο πρέπει να περιέχει δεδομένα είτε του τύπου Ncbi-mime-asn1 είτε Cdd (το οποίο θα ισχύει πάντα για τα αρχεία που προέρχονται από διακομιστές του NCBI (National Institute of Biotechnology Information). Στην περίπτωση που υπάρχει ένα ανοιχτό αρχείο δομής, θα εμφανιστεί μία υπενθύμιση για να αποθηκεύσετε τις ενδεχόμενες αλλαγές του αρχείου πριν ανοίξετε το νέο αρχείο.

			→ Network Load

			Αυτή είναι μια συντόμευση για λήψη συγκεκριμένων δομών. Εισάγετε είτε τον κώδικα 4 γραμμάτων PDB είτε τον MMDB integer ID. Το Cn3D θα συνδεθεί με τη βάση δεδομένων MMDB του NCBI μέσου του διαδικτύου για άμεση λήψη της δομής, την οποία ακολούθως μπορείτε να χειριστείτε ως συνήθως ή να την αποθηκεύσετε σε κάποιον τοπικό φάκελο.

			→ Save 

			Αποθηκεύστε την τρέχουσα δομή σε ένα αρχείο του τοπικού δίσκου χρησιμοποιώντας το ίδιο όνομα αρχείου και τύπο δεδομένων με αυτό που αρχικά λήφθηκε. Το Cn3D θα υποθέσει ότι όλες οι αλλαγές θα αποθηκευτούν.

			→ Save As 

			Η εντολή αυτή είναι παρόμοια με την εντολή Save αλλά θα εμφανιστεί πλαίσιο στο οποίο μπορείτε να επιλέξετε όνομα αρχείου και φακέλου και να διευκρινήσετε εάν ο τύπος αρχείου είναι ASCII ή δυαδικό (binary).

			→ Export PNG 

			Με την εντολή αυτή μπορείτε να σώσετε την τρέχουσα εικόνα δομής που απεικονίζεται στο παράθυρο σε μια μορφή αρχείου PNG. Αρχικά θα οδηγηθείτε να δώσετε ένα όνομα αρχείου και τη διαδρομή. Ακολούθως, θα δείτε ένα πλαίσιο διαλόγου το οποίο σας επιτρέπει να ελέγξετε τις παραμέτρους εξαγωγής της εικόνας, με τα παρακάτω πεδία.

			●	File name: η διαδρομή για την αποθήκευση του αρχείου. 

			●	Width and Height: το μέγεθος της εικόνας σε pixels. Οι διαστάσεις μπορεί να είναι μικρότερες ή μεγαλύτερες από το τρέχον παράθυρο. Αυτό είναι χρήσιμο για να δημιουργήσετε μικρές εικόνες ή εικόνες με μεγάλη ανάλυση για εκτύπωση. 

			●	Maintain Aspect: διατηρήστε την ίδια αναλογία πλάτους/ύψους όπως το τρέχον παράθυρο δομής. Εάν δεν είναι επιλεγμένο το πεδίο αυτό, η απεικόνιση μπορεί να μην αντιστοιχεί ακριβώς με αυτό που βλέπετε στο παράθυρο δομής. 

			●	Interlaced: αφορά τη δημιουργία ενός βελτιωμένου αρχείου μορφής PNG. Η διαδικασία αυτή βελτίωσης της εικόνας είναι διαθέσιμη για διαδικτυακές εικόνες, δεν είναι διαθέσιμη για εικόνες μεγαλύτερες της τρέχουσας. Αφού έχετε επιλέξει τις επιθυμητές παραμέτρους πατήστε ΟΚ. Θα δείτε ένα μέτρο προόδου της διαδικασίας καθώς το αρχείο δημιουργείται. Θα πρέπει να περιμένετε μέχρι να τελειώσει η εξαγωγή και μετά να συνεχίσετε. Για να δείτε τις εικόνες σε μορφή PNG μπορεί να χρειαστείτε μια βοηθητική εφαρμογή PNG (όπως Adobe Photoshop κ.α.).

			→ Realign Structures (ευθυγράμμιση δομών)

			Επανυπολογίζει τις ευθυγραμμίσεις της δομής μεταξύ πολλών δομών. Κάθε βοηθητική αλληλουχία θα ευθυγραμμιστεί και πάλι με την κύρια σύμφωνα με μια άκαμπτη δομή, χρησιμοποιώντας μόνο τις συντεταγμένες του α-άνθρακα των αμινοξέων στα ευθυγραμμισμένα τετράγωνα. Ένα μήνυμα RMSD θα εμφανιστεί στο παράθυρο μηνυμάτων. Εάν υπάρχουν ευθυγραμμισμένες στήλες επιλεγμένες στο παράθυρο αλληλουχίας, τότε ένα πλαίσιο θα εμφανιστεί το οποίο θα ρωτά αν θα χρησιμοποιήσει μόνο τα επιλεγμένα αμινοξέα για την ευθυγράμμιση της δομής.

			→ Preferences 

			Η εντολή αυτή εμφανίζει το πλαίσιο διαλόγου των προτιμήσεων. Αυτό αποτελεί επιλογές ρύθμισης του προγράμματος που να ισχύουν σε κάθε άνοιγμα. Υπάρχουν τρεις καρτέλες σε αυτό το πλαίσιο. 

			●	Quality: ελέγχει την ανάλυση απεικόνισης διαφόρων αντικειμένων 3D. Το σύστημα γραφικών που χρησιμοποιείται από το Cn3D σχεδιάζει αντικείμενα σαν σφαίρες αποτελούμενες από πολλά μικρά τρίγωνα. Αυτές οι επιλογές ελέγχουν το πόσο μικρά θα είναι τα τρίγωνα. Περισσότερα τρίγωνα σημαίνει μια πιο απαλή εμφάνιση αλλά χρειάζεται περισσότερο χρόνο να τη σχεδιάσει κάνοντας έτσι το πρόγραμμα να αποκρίνεται πιο αργά. Τα κουμπιά Presets είναι μια ευκολία να ρυθμίζεται μια συνολική ποιότητα εμφάνισης. 

			●	Έχετε τις επιλογές να πατήσετε το Low, το οποίο σχεδιάζει γρήγορα αλλά με χαμηλή ποιότητα εμφάνισης μέχρι το High, το οποίο σχεδιάζει πιο αργά αλλά η εικόνα φαίνεται καλύτερη, ιδιαίτερα σε ένα μεγάλο παράθυρο ή σε ένα αρχείο εξαγωγής. Μπορείτε επίσης να επιλέξετε μεταξύ προβολών Perspective ή Orthographic. 

			●	Cache: Εδώ μπορείτε να δώσετε τη διαδρομή του προσωρινού χώρου στο δίσκο του υπολογιστή σας όπου κάποιες εικόνες θα ανοίγουν, για να περιορίσετε τη χρήση του δίσκου.

			●	Advanced: Μην επιλέγετε το πλαίσιο CDD annotation are read-only εάν θέλετε να επεξεργαστείτε τις πληροφορίες που αποθηκεύονται σε ένα τοπικό αρχείο CDD. 

			→ Set Fonts 

			Ρυθμίστε τις γραμματοσειρές που θέλετε να χρησιμοποιούνται στα παράθυρα δομής και αλληλουχίας σε κάθε άνοιγμα του προγράμματος.

			→Exit 

			Κλείστε το πρόγραμμα. Θα χρειαστεί να αποθηκεύσετε οποιαδήποτε αλλαγή κάνατε. 

			▪ Παράθυρο δομής: εντολές προβολής (Structure Window : View Commands)

			→ Zoom in 

			Η δομή γίνεται μεγαλύτερη μεγεθύνοντας με την κάμερα προς το εσωτερικό της εικόνας. 

			→ Zoom out 

			Απομακρύνατε την κάμερα από την εικόνα της δομής. Αυτό κάνει τη δομή να φαίνεται μικρότερη. 

			→ Restore 

			Η εντολή αυτή αποκαθιστά την εικόνα όπως ήταν την τελευταία φορά που αποθηκεύτηκε σε αρχείο. Είναι η ίδια εντολή με την Reset όταν δεν έχουν αποθηκευτεί πληροφορίες προβολής.

			→ Reset 

			Η εντολή αυτή επανατοποθετεί την κάμερα έτσι ώστε ολόκληρη η δομή να είναι ορατή μέσα στο παράθυρο. 

			→ Next frame 

			Με την εντολή αυτή μπορείτε να δείτε την επόμενη διάταξη της εικόνας ή την πρώτη διάταξη εάν όλες οι διατάξεις είναι ορατές. 

			«Διάταξη» σημαίνει διαφορετικά πράγματα ανάλογα με τι τύπου δεδομένα προβάλλονται. Εάν η δομή είναι ΜΜDB, αλλά είναι για παράδειγμα ένα διάλυμα NMR όπου η αρχική PDB εισαγωγή περιέχει πολλαπλά μοντέλα, τότε κάθε διάταξη θα περιέχει ένα μοντέλο. Εάν είναι μοναδική η δομή, αλλά η PDB εισαγωγή έχει αποδιαταγμένα αμινοξέα, τότε η κάθε διάταξη θα περιέχει ένα σύνολο αποδιαταγμένων συντεταγμένων. Εάν προβάλετε ένα αρχείο πολλαπλών δομών (όπως CDD ή ευθυγράμμιση VAST), τότε κάθε διάταξη περιέχει μια ξεχωριστή δομή PDB.

			→ Previous frame 

			Επιστρέφει στην προηγούμενη διάταξη (δείτε την παραπάνω περιγραφή για τις διατάξεις).

			→ First frame 

			Επιστρέφει στην πρώτη διάταξη. 

			→ Last frame 

			Επιστρέφει στην τελευταία διάταξη. 

			→ All frames 

			Δείχνει όλες τις διατάξεις ταυτόχρονα. 

			→ Animation 

			Υπάρχουν δύο διαφορετικοί τύποι διαθέσιμων κινούμενων προβολών: διατακτική και περιστροφική. Με την εντολή Play frames θα μεταπηδήσει μεταξύ των εικόνων χωρίς να κινηθεί η δομή, ενώ με την εντολή Spin θα περιστρέφει συνεχώς την τρέχουσα δομή. Με την εντολή Stop θα σταματήσει κάθε τύπο κίνησης. Η Set delay σας επιτρέπει να ορίσετε τον χρόνο σε milliseconds που θα μένει η κάθε διάταξη (και έτσι εφαρμόζεται μόνο στην διατακτική προβολή), μια μικρότερη τιμή θα κάνει την κίνηση γρηγορότερη.

			→ Stereo

			Απεικονίζει τη δομή stereo. Ελέγχει για τα χαρακτηριστικά της απεικόνισης stereo τα οποία βρίσκονται στην καρτέλα Αdvanced του υπομενού Preferences της εντολής File.

			▪ Παράθυρο δομής: εντολές επιλογής (Structure Window : Select Commands)

			→ Pick structures 

			H δυνατότητα αυτή σας επιτρέπει να επιλέξετε χειροκίνητα τα τμήματα των δομών που θέλετε να είναι ορατά. Θα δείτε μια ιεραρχική λίστα όλων των δομών (για παράδειγμα «1ΒΜL»), τις αλυσίδες των πολυμερών καθεμιάς δομής (όπως «1BML_C») και τις περιοχές σε κάθε αλυσίδα (όπως «1BML_C d2»). Μπορείτε να εμφανίζετε και να εξαφανίζετε από την οθόνη κάθε τμήμα του μορίου κάνοντας κλικ πάνω σε κάθε γραμμή για να επιλέξετε και να αποεπιλέξετε το τμήμα της δομής). Μία εντονότερα φωτιζόμενη γραμμή σημαίνει ότι το τμήμα αυτό είναι ορατό. Επειδή η συνάθροιση είναι ιεραρχική, εάν σβήσετε μια αλυσίδα, όλες οι περιοχές αυτής της αλυσίδας θα σβήσουν επίσης. Παρομοίως αν εμφανίσετε μια περιοχή, η αλυσίδα η οποία περιέχει αυτή την περιοχή θα εμφανιστεί επίσης.

			→ Show everything 

			Γίνονται ορατά όλα τα τμήματα όλων των δομών.

			→ Show aligned chains 

			Αποκαλύπτονται μόνο οι αλυσίδες οι οποίες περιέχουν αμινοξέα τα οποία βρίσκονται σε ευθυγραμμισμένα τετράγωνα της τρέχουσας ευθυγράμμισης.

			→ Show aligned domains 

			Αποκαλύπτονται μόνο οι περιοχές που περιέχουν αμινοξέα τα οποία βρίσκονται σε ευθυγραμμισμένα τετράγωνα της τρέχουσας ευθυγράμμισης. Αυτό είναι κατάλληλο για να διευθετηθεί η απεικόνιση όταν διάφορες δομές PDB που αποτελούνται από πολλές περιοχές και/ή πολλές αλυσίδες αντιπροσωπεύονται στην ευθυγράμμιση.

			→ Show aligned residues 

			Δείχνει μόνο τα αμινοξέα τα οποία βρίσκονται σε ευθυγραμμισμένα τετράγωνα της τρέχουσας ευθυγράμμισης. Αυτό είναι χρήσιμο για εξέταση του συντηρημένου πυρήνα της δομής μιας ευθυγράμμισης.

			→ Unaligned residues 

			Δείχνει μόνο τα μη ευθυγραμμισμένα αμινοξέα. Υπάρχουν δύο επιλογές: να εμφανίζονται όλα τα μη ευθυγραμμισμένα αμινοξέα ή να εμφανίζονται τα μη ευθυγραμμισμένα αμινοξέα μόνο στις ευθυγραμμισμένες περιοχές. Τα τελευταίο είναι ιδιαίτερα χρήσιμο για την εξέταση μη συντηρημένων περιοχών θηλιάς του δομικού πυρήνα.

			→ Show selected domains 

			Δείχνει μόνο τις περιοχές οι οποίες περιέχουν επιλεγμένα αμινοξέα. 

			→ Show selected residues 

			Δείχνει μόνο τα επιλεγμένα (εντονότερα φωτισμένα) αμινοξέα.

			→ Select by distance 

			Αυτές οι λειτουργίες σας επιτρέπουν να φωτίσετε εντονότερα τα αμινοξέα βασιζόμενοι στην απόσταση μεταξύ των ατόμων. Για να χρησιμοποιήσετε αυτό το χαρακτηριστικό, πρώτα επιλέξτε οποιοδήποτε αριθμό αμινοξέων (ή διαλύτη ή ετερογενών μορίων) είτε στο παράθυρο δομής είτε στο παράθυρο αλληλουχίας. Κατόπιν, επιλέγετε την εντολή Select by Distance και ορίστε ένα όριο απόστασης. Αυτό θα φωτίσει εντονότερα όλα τα αμινοξέα του βιοπολυμερούς (ή όλα τα μόρια, περιλαμβάνοντας ετερογενή και διαλύτες) τα οποία περιέχουν οποιαδήποτε άτομα μέσα σε αυτή την απόσταση από οποιοδήποτε άτομο στην αρχικώς επιλεγμένη ομάδα αμινοξέων, διαχωρίζοντας μεταξύ των κέντρων. Οι άλλες επιλογές αυτής της εντολής θα επιλέξουν μόνο τα αμινοξέα τα οποία βρίσκονται σε διαφορετικά μόρια από τα αρχικώς επιλεγμένα αμινοξέα (εστιάζοντας σε διαμοριακές επαφές).

			→ Toggle chain

			Εμφανίζει ένα πλαίσιο διαλόγου το οποίο περιέχει όλες τις αλυσίδες όλων των μορίων στη δομή. Επιλέγοντας μία ή περισσότερες αλυσίδες θα φωτιστεί κάθε αμινοξύ αυτών των αλυσίδων. 

			→ Select molecule

			Επιλέξτε ένα μόριο είτε με τον κωδικό PDB, είτε με το MMDB ID του μορίου. Για μεμονομένες δομές μόνο.

			▪ Παράθυρο δομής: εντολές στυλ (Structure Window : Style Commands)

			→ Edit global style 

			Επεξεργαστείτε το στυλ σχεδίασης που εφαρμόζεται σε όλες τις δομές (για να αλλάξετε το στυλ συγκεκριμένων αμινοξέων, δείτε παρακάτω το Annotate). Επιλέγοντας αυτή την εντολή θα εμφανιστούν τρεις καρτέλες. Μπορείτε να δείτε τις αλλαγές να πραγματοποιούνται αμέσως, αν το πλαίσιο Apply after each change είναι επιλεγμένο. Ειδάλλως, οι αλλαγές θα εφαρμοστούν αφού πατηθεί το κουμπί Apply ή Done. Οι ρυθμίσεις που επιλέγονται εδώ θα σωθούν αυτόματα. Υπάρχουν τρεις καρτέλες στις επιλογές του στυλ.

			Settings: εδώ μπορείτε να ελέγξετε την αναπαράσταση και τον χρωματισμό διαφόρων στοιχείων της δομής. Οι στήλες αυτής της καρτέλας είναι οι εξής: 

			●	Group: αναφέρεται στα άτομα ή αντικείμενα που ελέγχονται από κάθε γραμμή. 

			●	Show: αν θα εμφανίζονται τα αντίστοιχα αντικείμενα, ενώ για τους σκελετούς, τι τύπος σκελετού να σχεδιάζεται. Trace: είναι ο α-άνθρακας ή τα φωσφορικά μόνο. Partial: εμφανίζονται όλα τα άτομα του σκελετού τα οποία σχηματίζουν μια ευθεία αλυσίδα. 

			●	Rendering: ποια σχήματα χρησιμοποιούνται για να σχεδιαστούν αυτά τα στοιχεία. Βλέπε τις περιγραφές των στυλ αναπαράστασης παρακάτω. 

			●	Color scheme: πώς αυτά τα αντικείμενα θα χρωματίζονται. Βλέπε τις περιγραφές των στυλ χρωματισμού παρακάτω User color: πατήστε αυτά τα κουμπιά για να επιλέξετε οποιοδήποτε χρώμα θέλετε να χρησιμοποιήσετε όταν το Color scheme είναι ρυθμισμένο στο User selection. Το χρώμα του φόντου αυτών των κουμπιών θα είναι το επιλεγμένο χρώμα για PC και UNIX.

			Labels: μπορείτε να ρυθμίσετε αν και πως θα σημαίνονται τα αμινοξέα.

			●	Spacing: εμφανίζονται τα σύμβολα για κάθε Ν αμινοξέα. 

			●	Type: χρησιμοποιείται ο συμβολισμός του ενός ή των τριών γραμμάτων των αμινοξέων. 

			●	Numbering: Sequential σημαίνει ότι τα αμινοξέα αριθμούνται ξεκινώντας από το ένα. Από το PDB θα χρησιμοποιηθούν ονόματα των αμινοξέων από το αρχικό αρχείο PDB (τα οποία μπορεί να είναι αυθαίρετα). 

			●	Contrast: όταν είναι επιλεγμένο, χρησιμοποιούνται λευκές ετικέτες αν το φόντο είναι μαύρο και μαύρες ετικέτες αντιθέτως. 

			●	Termini: σημαίνονται τα άκρα των αλυσίδων. Για παράδειγμα, το αμινοξύ του αμινο-τελικού άκρου της Β αλυσίδας θα σημανθεί «N (B)». 

			●	Metal ions: αν θέλετε να εμφανίζονται τα σύμβολα των μεταλλοϊόντων στο κέντρο των διάφανων σχεδιασμένων μετάλλων.

			Details: ρυθμίζονται τα μεγέθη διαφόρων αναπαριστώμενων αντικειμένων. Οι αριθμοί είναι σε μονάδες Ångstrom εκτός από το Space fill size το οποίο είναι ένας συντελεστής που εφαρμόζεται στις ακτίνες van der Waals των στοιχείων. Για παράδειγμα, μπορείτε να αλλάξετε τις σχετικές ακτίνες των ατόμων και των δεσμών σε μια απεικόνιση Ball and Stick προσαρμόζοντας τα Ball radius και Stick radius. 

			→ Rendering Styles (Στυλ αναπαράστασης)

			Ακολουθούν οι περιγραφές των διαθέσιμων επιλογών: 

			●	Wire worm: μια καμπύλη γραμμή που περνάει μόνο διαμέσου των α-ανθράκων (ή φωσφορικών όταν πρόκειται για απεικόνιση νουκλεοτιδίων) του σκελετού.

			●	Tube worm: όπως και το wire worm, με τη μόνη διαφορά ότι ένας παχύτερος σωλήνας σχεδιάζεται αντί της καμπύλης γραμμής.

			●	Wire: οι δεσμοί μεταξύ των ατόμων σχεδιάζονται ως ευθείες λεπτές γραμμές.

			●	Tube: οι δεσμοί μεταξύ όλων των ατόμων σχεδιάζονται ως παχείς σωλήνες.

			●	Ball and stick: οι δεσμοί σχεδιάζονται ως παχείς σωλήνες και τα άτομα αναπαριστώνται σαν σφαίρες.

			●	Space fill (μερικές φορές αποκαλείται CPK): τα άτομα σχεδιάζονται με μεγαλύτερες σφαίρες ανάλογα με τις van der Waals ακτίνες τους. Δεν σχεδιάζονται δεσμοί. 

			●	With/without arrows: αυτό είναι ένα ιδιαίτερο στυλ το οποίο εφαρμόζεται μόνο στα αντικείμενα που αναπαριστούν έλικες και κορδέλες πρωτεϊνών και ελέγχει εάν θα χρησιμοποιηθούν βέλη ως κεφαλές, δείχνοντας την κατεύθυνση Ν προς C ενός σκελετού μιας πρωτεΐνης. 

			→ Coloring Styles (χρωματικά στυλ)

			Οι χρωματικές επιλογές ελέγχουν πώς τα άτομα θα χρωματίζονται. Οι δεσμοί χρωματίζονται ανάλογα με τα χρώματα των ατόμων σε κάθε άκρο. Οι χρωματισμοί των ατόμων είναι:

			•	γκρί για τα άτομα του άνθρακα, 

			•	κόκκινο για τα άτομα του οξυγόνου, 

			•	μπλε για τα άτομα του αζώτου, 

			•	κίτρινο για το θείο.

			Τα άτομα το υδρογόνου δεν εμφανίζονται για λόγους ευκρίνειας. 

			Ακολουθούν οι περιγραφές των διαθέσιμων επιλογών

			•	Element: χρωματίζονται τα άτομα

			•	Object: ολόκληρο το αντικείμενο - κάθε MMDB/PDB εισαγωγή έχει διαφορετικά χρώμα.

			•	Molecule: αποδίδεται διαφορετικό χρώμα σε κάθε μόριο ή αλυσίδα ή ετερογενούς ή διαλύτη. 

			•	Domain: η κάθε περιοχή μιας αλυσίδας αποδίδεται με διαφορετικό χρώμα.

			•	Secondary structure: για αλυσίδες πρωτεϊνών, διαχωρίζονται χρωματικά οι έλικες, τα πτυχωτά φύλλα και οι περιελίξεις.

			•	Temperature: χρησιμοποιούνται χρωματικοί θερμικοί κύκλοι (μπλε-πράσινο-κίτρινο-κόκκινο-λευκό) για να αποδοθούν οι σχετικοί θερμικοί συντελεστές για κάθε άτομο, όπου ο μπλε είναι ο χαμηλότερος και ο λευκός ο υψηλότερος.

			•	Rainbow: χρησιμοποιεί έναν ROYGBIV χρωματικό κύκλο από τη N στη C (ή 5’ σε 3’) κατεύθυνση. 

			•	Charge: για τις πρωτεΐνες, σχεδιάζει τα θετικά φορτισμένα αμινοξέα με το μπλε χρώμα, τα αρνητικά με το κόκκινο και τα ουδέτερα με το γκρι. 

			•	Hydrophobicity: για τις πρωτεΐνες, χρησιμοποιώντας μια σταθερή κλίμακα υδροφοβικότητας σχεδιάζει τα πιο υδρόφοβα αμινοξέα με κόκκινο, μέχρι τα λιγότερο υδρόφοβα (πιο υδρόφιλα) με μπλε χρώμα.

			•	User selection: ένα καθαρό χρώμα της επιλογής του χρήστη.

			•	Sequence conservation: αυτές οι επιλογές χρησιμοποιούνται όλες να χρωματίσουν ευθυγραμμισμένες αλληλουχίες με διαφορετικούς τρόπους και βασίζεται στις συντηρημένες αλληλουχίες.

			- Aligned: τα ευθυγραμμισμένα αμινοξέα είναι όλα κόκκινα. 

			- Identity: οι στήλες με παρόμοια αμινοξέα είναι κόκκινες, οι άλλες μπλε. 

			- Variety: οι στήλες με τον μικρότερο αριθμό διαφορετικών αμινοξέων που απεικονίζονται χρωματίζονται κόκκινες και οι στήλες μεγαλύτερης ποικιλίας με μπλε. 

			- Weighted variety: παρόμοια με το variety, οι στήλες με τα πιο ισχυρώς συντηρημένα αμινοξέα είναι πιο κόκκινες.

			- Information content: διαβαθμίζει τον χρωματισμό ανάλογα με την πληροφορία κάθε στήλης, όπου μια υψηλή τιμή είναι πιο κόκκινη.

			­- Fit: χρωματίζεται κάθε αμινοξύ ανάλογα με το πόσο καλά «ταιριάζει» μέσα στη στήλη που βρίσκεται. Ένα μπλε αμινοξύ έχει χαμηλή τιμή αντικατάστασης σε σχέση με τα άλλα στην ίδια στήλη.

			- Block fit: παρόμοιο με το fit με τη διαφορά ότι τα αμινοξέα χρωματίζονται από τετράγωνα και ταξινομούνται σύμφωνα με το σκορ PSSM. Τα τετράγωνα με το υψηλότερο σκορ σε ολόκληρη την ευθυγράμμιση είναι κόκκινα, ενώ αυτά με το χαμηλότερο σκορ είναι γαλάζια.

			- Normalized block fit: παρόμοιο με το block fit με τη διαφορά ότι τα σκορ κανονικοποιούνται μέσα στην κάθε στήλη ευθυγραμμισμένου τετραγώνου. Η στήλη με το υψηλότερο σκορ είναι κόκκινη, ενώ αυτή με το χαμηλότερο σκορ είναι γαλάζια. 

			- Block row fit: παρόμοια με το normalized block fit με τη διαφορά ότι τα σκορ κανονικοποιούνται κατά μήκος κάθε στήλης αλληλουχίας. Το τετράγωνο με το υψηλότερο σκορ μιας αλληλουχίας θα είναι κόκκινο, το χαμηλότερο γαλάζιο.

			→ Favorites 

			Το υπομενού Favorites σας επιτρέπει να ορίσετε τα δικά σας στυλ αναπαράστασης και χρωματικά στυλ, τα οποία μπορείτε να σώσετε για μελλοντικές χρήσεις. Για να χρησιμοποιήσετε αυτό το χαρακτηριστικό, απλά ορίστε οποιοδήποτε στυλ χρησιμοποιώντας τον προηγούμενο επεξεργαστή στυλ, μετά επιλέξτε Add/Replace και πληκτρολογήστε ένα όνομα. Ένα νέο υπομενού που θα έχει το όνομα που δώσατε, θα εμφανιστεί στο κάτω μέρος του υπομενού Favorites (ή θα αντικαταστήσει ένα προϋπάρχον όνομα) και, όταν επιλέξετε αυτή τη μορφή, αυτό το στυλ θα χρησιμοποιηθεί ως το global στυλ και θα εφαρμοστεί στις τρέχουσες δομές. Μπορείτε να χρησιμοποιήσετε την εντολή Remove για να αφαιρέσει ένα στυλ από τη λίστα σας. Τα ορισμένα στυλ σας σώνονται σε ένα αρχείο αυτομάτως. Μπορείτε να αλλάξετε την τοποθεσία αποθήκευσης αυτού του αρχείου επιλέγοντας Change File. Αυτό σας επιτρέπει να διατηρείται διαφορετικές ομάδες αγαπημένων στυλ ή ακόμα και να μοιραστείτε αυτά τα στυλ με άλλους. Όταν επιλέγετε Change File, τα στυλ στο τρέχον υπομενού Favorites, αντικαθίστανται με αυτά στο αρχείο που επιλέξατε.

			→ Rendering shortcuts (συντομεύσεις αναπαράστασης)

			Αυτές είναι συντομεύσεις για προκαθορισμένα στυλ αναπαράστασης. Θα αλλάξουν καθώς οι δομές σχηματίζονται, αλλά τα χρώματα δεν θα επηρεαστούν. Οι συντομεύσεις έχουν την ίδια σημασία με τα διάφορα στυλ αναπαράστασης, αλλά εφαρμόζονται σε ολόκληρη τη δομή και όχι σε συγκεκριμένες ομάδες. Με την εντολή Toggle sidechains μπορείτε να εμφανίζετε και να εξαφανίζετε τις πλευρικές αλυσίδες του τρέχοντος στυλ. 

			→ Coloring shortcuts (συντομεύσεις χρωματισμού)

			Αυτές είναι συντομεύσεις για προκαθορισμένα χρωματικά στυλ. Θα αλλάξουν καθώς οι δομές θα χρωματίζονται, αλλά τα σχήματα δεν θα επηρεαστούν. Οι συντομεύσεις έχουν την ίδια σημασία με τα διάφορα χρωματικά στυλ, αλλά εφαρμόζονται σε ολόκληρη τη δομή και όχι σε συγκεκριμένες ομάδες.

			→ Annotate (επισημάνσεις)

			Αυτή η εντολή σας επιτρέπει να σχολιάσετε μια δομή, ορίζοντας διαφορετικά στυλ (αναπαράστασης, χρωματισμού και σήμανσης) σε συγκεκριμένες ομάδες αμινοξέων. Αυτό θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί, για παράδειγμα, για να δώσετε έμφαση στα αμινοξέα που αποτελούν το ενεργό κέντρο μιας πρωτεΐνης, σε μια εικόνα προς δημοσίευση.

			Για να δημιουργήσετε ένα νέο σχόλιο, απλώς φωτίστε εντονότερα τα αμινοξέα και τα μόρια που θα θέλατε να περιλαμβάνονται στο σχόλιο. Αυτά μπορούν να προέρχονται από οποιαδήποτε διαφορετική αλυσίδα ή ακόμη από δομές PDB. Στη συνέχεια επιλέξτε New. Δώστε ένα μικρό όνομα και μια μεγαλύτερη περιγραφή και μετά το κουμπί edit style θα εμφανίσει τον επεξεργαστή στυλ- με τη μόνη διαφορά ότι μόνο το στυλ των εντονότερα φωτισμένων αμινοξέων θα αλλάξει. Μπορείτε να ορίσετε οποιονδήποτε αριθμό επισημάνσεων στυλ. Οι επισημάνσεις που έχετε δημιουργήσει εμφανίζονται στη λίστα στη περιοχή Available. H προεπιλογή είναι να ανοίγει πάντα μια νέα επισήμανση. Στην περιοχή Displayed εμφανίζονται μόνο οι επισημάνσεις που είναι ορατές. Κάνοντας κλικ στα κουμπιά Turn on/ Turn off επιλέγετε και αποεπιλέγετε. Τα κουμπιά (Highlight, Edit, Move, Delete) μπορείτε να τα χρησιμοποιείτε όταν ένα σχόλιο είναι επιλεγμένο.

			▪ Παράθυρο δομής: εντολές παραθύρων (Structure Window : Window Commands)

			→ Show sequence viewer 

			Χρησιμοποιήστε αυτή την εντολή για να εμφανίσετε το παράθυρο αλληλουχίας/ευθυγράμμισης ξανά, εάν αυτό έχει κλείσει.

			→ Show message log 

			Εμφανίζει το παράθυρο πληροφοριών. Αυτό το παράθυρο περιέχει διάφορα διαγνωστικά μηνύματα και πληροφορίες κατά τη διάρκεια της χρήσης του προγράμματος. 

			→ Show log on startup 

			Εάν αυτό είναι επιλεγμένο, το παράθυρο πληροφοριών θα ανοίγει με το άνοιγμα του προγράμματος.

			Εντολές παραθύρου αλληλουχίας (sequence window commands)

			Επιλέξτε μια ομάδα εντολών από το μενού του παραθύρου αλληλουχίας ευθυγράμμισης (προσοχή! δεν είναι πάντοτε ενεργές όλες οι εντολές. Παρακάτω δίνονται επεξηγήσεις μόνο για τις συνήθεις ενεργές εντολές): 

			View Mouse mode Import

			▪ Παράθυρο αλληλουχίας: εντολές προβολής (Sequence Window : View Commands) 

			→ Show titles 

			Εμφανίζει τους τίτλους για κάθε αλληλουχία στο αριστερό τμήμα του παραθύρου.

			→ Find pattern 

			Βρίσκει και φωτίζει εντονότερα συγκεκριμένα μη-επικαλυπτόμενα τμήματα ενός αμινοξέος. Η σύνταξη είναι ProSite και περιγράφεται λεπτομερώς στην ιστοσελίδα http://www.expasy.ch/prosite (βλ. στην περιγραφή PA (pattern) syntax). Για παράδειγμα, για να ψάξετε για μία λυσίνη η οποία διαχωρίζεται από 2 μέχρι 4 ιστιδίνες, πληκτρολογήστε «k-x(2,4)-h».

			Εν συντομία , στη σύνταξη PROSITE χρησιμοποιούνται τα εξής : 

			●	Σύμβολα αμινοξέων με ένα γράμμα κατά IUPAC. 

			●	`x’ : οποιοδήποτε αμινοξύ στη θέση αυτή. 

			●	`[]’ : τα αμινοξέα εντός των τετραγωνισμένων παρενθέσεων είναι αυτά που επιτρέπονται στη θέση. 

			●	`{}’ : τα αμινοξέα εντός των αγκυλών είναι αυτά που απαγορεύονται στη θέση. 

			●	`()’ : η επανάληψη ενός σχεδίου μπαίνει σε παρένθεση. Ο αριθμός των επαναλήψεων δίνεται από έναν ή δύο αριθμούς χωρισμένους από ένα a ‘,’. 

			●	`-’ : η παύλα διαχωρίζει κάθε ένα στοιχείο σχεδίου. 

			●	`‹‘ : σημαίνει μια απαγόρευση στο N-άκρο της αλληλουχίας. 

			●	`›’ : σημαίνει μια απαγόρευση στο C-άκρο της αλληλουχίας.

			●	`.’ : σημαίνει το τέλος του σχεδίου αλληλουχίας. 

			Τα x(n,m) είναι χρονοβόρα, γι’αυτό προσπαθήστε να τα αποφεύγετε. Εάν είναι δυνατόν, διαχωρίστε το σχέδιο της αλληλουχίας σας. Ξεκινήστε με ένα μικρότερο το οποίο βρίσκεται μέσα στο μεγάλο που θέλετε να βρείτε. 

			→ Cache Highlights

			Αποθηκεύστε το τρέχον σύνολο των επισημάνσεων σε παροδική μνήμη cache. 

			→ Restore cached highlights

			Επαναφέρετε τις επισημάνσεις από την παροδική μνήμη cache, απομακρύνοντας οποιεσδήποτε προϋπάρχουσες επισημάνσεις.

			→ Clear highlights

			Απομακρύνει όλες τις επισημάνσεις.

			▪ Παράθυρο αλληλουχίας: εντολές χρήσης του ποντικιού (Sequence Window : Mouse Mode Commands)

			→ Select rectangle 

			Επιλέγει αμινοξέα σε ένα αυθαίρετο τεράγωνο.

			→ Select columns 

			Επιλέγει ολόκληρες στήλες της ευθυγράμμισης.

			→ Select rows 

			Επιλέγει ολόκληρες γραμμές της ευθυγράμμισης.

			▪ Παράθυρο αλληλουχίας: εντολές εισαγωγής (Sequence Window : Import Commands) 

			→ Show imports 

			Εμφανίζει το παράθυρο εισαγωγής για αυτή την ευθυγράμμιση.

		

	
		
			ΑΣΚΗΣΗ 6│ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΑ Α549 ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΚΑΜΠΤΟΘΗΚΙΝΗΣ ΜΕ ΚΥΤΤΑΡΟΜΕΤΡΙΑ ΡΟΗΣ(FLOW CYTOMETRY)

			ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

			1. Κυτταρικός κύκλος

			Τα κύτταρα, κατά την ανάπτυξη και αναπαραγωγή τους, ακολουθούν αυστηρά ιεραρχημένα στάδια, τα οποία περιλαμβάνουν κατά σειρά: 1) Φάση G1 (gap 1 phase), είναι η φάση αύξησης της μάζας του κυττάρου του κυττάρου, λόγω ενεργού μεταβολισμού, η οποία δεν συνοδεύεται από αντιγραφή του DNA. Αν κατά την φάση G1 υπάρχει έλλειψη θρεπτικών συστατικών και αυξητικών παραγόντων, ουσιών που ελέγχουν τον κυτταρικό κύκλο, τα κύτταρα περιέρχονται σε κατάσταση ηρεμίας (φάση G0). 2) Φάση S (synthesis phase), κατά την οποία γίνεται η αντιγραφή του DNA. 3) Φάση G2 (gap 2 phase) κατά την οποία το κύτταρο προετοιμάζεται για διαίρεση. 4) Φάση Μ, μίτωση, κατά την οποία γίνεται πυρηνική διαίρεση που συνοδεύεται από κυτταροκίνηση. Στη συνέχεια, ο κύκλος ξαναρχίζει από την αρχή. Τα κυκλικά επαναλαμβανόμενα αυτά στάδια είναι γνωστά ως κυτταρικός κύκλος (cell cycle). Οι φάσεις G1 , S και G2 αποτελούν την μεσόφαση. Η διάρκεια του κυτταρικού κύκλου ποικίλλει ανάλογα με το είδος του κυττάρου, σε κάθε όμως περίπτωση υπόκειται σε αυστηρό έλεγχο με τον οποίο ρυθμίζεται και ο αριθμός κυττάρων στους ιστούς. Στις φυσιολογικές διαδικασίες ρύθμισης του αριθμού κυττάρων εντάσσονται επίσης ενδογενείς και εξωγενείς σηματοδοτικές πορείες προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου.

			2. Κυτταρικός θάνατος: νέκρωση-απόπτωση

			Αδρά, ο κυτταρικός θάνατος μπορεί να διακριθεί σε νέκρωση, που αναφέρεται στον πρόωρο και «απρογραμμάτιστο» κυτταρικό θάνατο, λόγω τοπικής βλάβης ή ασθενειών, που έχουν ως αποτέλεσμα την καταστροφή των κυττάρων και στον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο, στον οποίον εντάσσονται διάφορες μορφές απόπτωσης, που είναι αποτέλεσμα φυσιολογικής γήρανσης των κυττάρων. Δεν είναι απολύτως ορθό να ταυτίζεται εννοιολογικά η απόπτωση με τον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο, διότι και αυτή η μορφή μπορεί να επαχθεί από ειδικούς ενεργοποιητές, επί πλέον δε, στο τέλος, καταλήγει και αυτή σε νέκρωση. Το μεγάλο ενδιαφέρον για την απόπτωση προκύπτει εξαιτίας της αναγνώρισης ότι εκτός από τον σημαντικό φυσιολογικό της ρόλο, αυξημένα ποσοστά απόπτωσης παρατηρούνται σε ασθένειες όπως Parkinson’s, Alzheimer’s, AIDS, ενώ μειωμένα ποσοστά σε διάφορες ασθένειες, όπως, μεταξύ άλλων, στον καρκίνο. Ως εκ τούτου, η κατανόηση του μηχανισμού της απόπτωσης είναι πολύ σημαντική για την ανάπτυξη νέων στοχευμένων θεραπειών που επάγουν τον κυτταρικό θάνατο των καρκινικών κυττάρων ή τα καθιστούν ευαίσθητα σε καθιερωμένες θεραπευτικές προσεγγίσεις, χημειοθεραπεία και ακτινοθεραπεία. 

			Η διάκριση της νέκρωσης από τα πρώιμα στάδια της απόπτωσης στηρίζεται κατά κύριο λόγο σε κριτήρια μορφολογικά. Συγκεκριμένα, στη νέκρωση παρατηρείται αρχικά διόγκωση του κυττάρου και ακολουθεί διάρρηξη της πλασματικής μεμβράνης. Αντίθετα, τα μορφολογικά χαρακτηριστικά της απόπτωσης περιλαμβάνουν συρρίκνωση του κυτταροπλάσματος, πύκνωση και περιφερειακή οργάνωση της χρωματίνης στην πυρηνική μεμβράνη και κατακερματισμό του DNA, δημιουργία εξογκωμάτων (blebs) στην πλασματική μεμβράνη και, τέλος, αποκοπή των αποπτωτικών σωματίων, χωρίς απώλεια της ακεραιότητάς της μεμβράνης (Σχήμα 6.1). Η απόπτωση είναι μία αυστηρά ρυθμιζόμενη διαδικασία προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου, η οποία είναι απαραίτητη για την εξάλειψη των ανεπιθύμητων κυττάρων και τη φυσιολογική ανάπτυξη και τη διατήρηση της ομοιοστασίας των ιστών στους πολυκύτταρους οργανισμούς. Παρατηρήθηκε για πρώτη φορά από τον Kerr και τους συνεργάτες του το 19721.
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			Σχήμα 6.1 Εμφάνιση αποπτωτικών σωματίων σε καρκινικά κύτταρα Α549 μετά από έκθεσή τους σε αποπτωτικούς παράγοντες. Η βαφή των κυττάρων έγινε με ηωσίνη-αιματοξυλίνη.

			Στάδια της απόπτωσης

			Πέραν των μορφολογικών χαρακτηριστικών, υπάρχουν και βιοχημικές διαφορές: Η νέκρωση συνοδεύεται από αύξηση εντροπίας, εξάλειψη του ΑΤΡ, κατάρρευση του μεταβολισμού και συνήθως συνδυάζεται με φλεγμονή λόγω διάρρηξης της κυτταρικής μεμβράνης. Οι βιοχημικοί δείκτες της απόπτωσης αφορούν στην ενεργοποίηση κασπασών, εξειδικευμένων πρωτεασών, που με τη σειρά τους ενεργοποιούν έμεσα ενδονουκλεάσες, οι οποίες κατακερματίζουν το DNA στα νουκλεοσώματα, καθώς και στη μετατόπιση της φωσφατιδυλοσερίνης (PS), ενός αρνητικά φορτισμένου μεμβρανικού φωσφολιπιδίου, από την εσωτερική στην εξωτερική πλευρά της διπλοστιβάδας της κυτταροπλασματικής μεμβράνης. Κατά την απόπτωση παρατηρείται αναίρεση της ασυμμετρίας της κυτταρικής μεμβράνης. Η αύξηση των ιόντων Ca2+ προκαλεί αναστολή της φλιππάσης και ενεργοποίηση της σκραμπλάσης, με αποτέλεσμα την έκθεση της PS στην εξωτερική πλευρά της μεμβράνης.

			Πλήθος γονιδίων συμμετέχουν στη ρύθμιση του μηχανισμού της απόπτωσης και διακρίνονται σε εκείνα που την επάγουν (p53, c-myc, E2F, Fas, Bax, Bad, Bak, Bcl-Xs) και εκείνα που την αναστέλλουν (όπως Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, MCL-1, A-I, crmA, p35). Στόχος θεραπευτικός στην αντιμετώπιση του καρκίνου μπορεί να είναι η επαγωγή της έκφρασης των γονιδίων που προάγουν την απόπτωση και η αναστολή της έκφρασης των γονιδίων που την αναστέλλουν.

			Από τα παραπάνω προκύπτει ότι ο ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισμός της απόπτωσης παρουσιάζει μεγάλη σημασία στη βιολογία, βιοχημεία και ιατρική και μπορεί να γίνει αφ’ενός μεν ανιχνεύοντας την θραυσματοποίηση του DNA στον πυρήνα των κυττάρων, με βαφή τους (μέθοδος TUNEL 2) ή με ανάλυση των θραυσμάτων με ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης (DNA laddering 3), αφ’ετέρου δε στην ποσοτικοποίηση της αναστροφής της PS στην εξωτερική μονοστιβάδα της πλασματικής μεμβράνης, με κυτταρομετρία ροής 4. Το κυτταρόμετρο ροής προσδιορίζει τον φθορισμό της πρωτεΐνης αννεξίνης V δεσμευμένης συνήθως με την φθορίζουσα ουσία ισοκυακική φλουορεσκεΐνη (Fluorescein isothiocyanate, FITC), που συνδέεται στην PS της εξωτερικής κυτταρικής μεμβράνης. Παράλληλα, στη μέθοδο χρησιμοποιείται και φθορίζον ιωδιούχο προπιδίο (ΡΙ) ως δείκτης νέκρωσης. Πέραν αυτών των μεθόδων, μπορούμε να ανιχνεύσουμε ποιοτικά την επαγωγή της απόπτωσης με τεχνικές ηλεκτροφόρησης – ανοσοαποτύπωσης των ενεργών μορφών κασπασών (caspases, από cysteine-aspartic acid proteases), που προκύπτουν από την διάσπαση προδρόμων ανενεργών μορφών, των προ-κασπασών. Μεταξύ των ενζύμων αυτών η κασπάση 3 είναι η εκτελεστική (executioner), η οποία υποδεικνύει την οριστική πορεία του κυττάρου προς απόπτωση. Στο σημείο αυτό της ενεργοποίησης της κασπάσης 3 διασυνδέονται η πορεία της εξωγενούς πορείας επαγωγής της απόπτωσης, με βιοχημικό δείκτη την κασπάση 8 και της ενδογενούς, με βιοχημικό δείκτη την κασπάση 9. Τέλος, αισθητήρα απόπτωσης αποτελεί η διάσπαση της πρωτεΐνης PARP (poly ADP ribose polymerase), υπό την επίδραση κασπασών.

			ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

			Σκοπός 

			Σκοπός της πειραματικής διαδικασίας είναι ο προσδιορισμός του ποσοστού απόπτωσης των καρκινικών κυττάρων Α549 με κυτταρομετρία ροής, υπό την επίδραση καμπτοθηκίνης.

			Αρχή της μεθόδου 

			Η μέθοδος στηρίζεται στον ποσοτικό προσδιορισμό του ποσοστού φωσφατιδυλοσερίνης η οποία, αναστρεφόμενη στα αποπτωτικά κύτταρα, εκτίθεται στην εξωτερική μονοστιβάδα της διπλοστιβάδας της πλασματικής μεμβράνης, σε σχέση με τα κύτταρα αναφοράς, στα οποία το φωσφολιπίδιο βρίσκεται στην εσωτερική μονοστιβάδα. Η ανάλυση γίνεται με κυτταρομετρία ροής, κατά την οποία ανιχνεύεται ο φθορισμός της πρωτεΐνης αννεξίνη V σημασμένης με φθορίζουσα ομάδα FITC, η οποία, παρουσία ιόντων Ca2+, συνδέεται με σχετικά υψηλή συγγένεια στην αρνητικά φορτισμένη φωσφατιδυλοσερίνη (Σχήμα 6.2). 

			Αλληλεπιδρώντας με ζωντανά ή πρώιμα αποπτωτικά κύτταρα, το μόριο της αννεξίνης V-FITC δε μπορεί να διεισδύσει στη διπλοστοιβάδα των φωσφολιπιδίων και να σημάνει την εσωτερική πλευρά της μεμβράνης. Ωστόσο, σε νεκρά κύτταρα, δεδομένου ότι η ακεραιότητα της πλασματικής μεμβράνης χάνεται, η εσωτερική της πλευρά είναι διαθέσιμη για σήμανση. Η διπλή σήμανση με αννεξίνη V και ιωδιούχο προπίδιο (PI) επιτρέπει τη διάκριση μεταξύ αποπτωτικών και νεκρωτικών κυττάρων. 

			Η κυτταρομετρία ροής είναι μία αναλυτική τεχνική που επιτρέπει την αναγνώριση και ποσοτικοποίηση των αποπτωτικών και νεκρών κυττάρων. Τα κύτταρα «υποχρεώνονται» να περάσουν μέσω ροής υγρού (sheath fluid) σε μια λεπτή στήλη διαμέτρου περίπου αντίστοιχης με αυτήν των κυττάρων, οπότε μετρώνται και αναλύεται ο φθορισμός κάθε κυττάρου χωριστά, μετά από πρόσπτωση δέσμης φωτός λέιζερ. Με κατάλληλους ανιχνευτές καταγράφονται σήματα πρόσθιας (FSC), πλάγιας (SSC) σκέδασης και σήματα φθορισμού.

			Προκειμένου να προσδιορισθούν μεταβολές στην κυτταρική μεμβράνη, που σχετίζονται με τα αρχικά στάδια της απόπτωσης, το μίγμα των κυττάρων επωάζεται με αννεξίνη (Annexin V‐FITC) και ιωδιούχο προπίδιο (βλ. Παράρτημα Άσκησης 6). Τα κύτταρα παρατηρούνται σε κυτταρόμετρο ροής. 

			Για να εξαχθούν στατιστικά ασφαλή αποτελέσματα το κυτταρόμετρο ροής πρέπει να έχει διαθέσιμα δεδομένα από 10.000 κύτταρα. Η διάκριση των πληθυσμών υπολογίζεται ως εξής: 

			Ζωντανά κύτταρα: ΡΙ (-) και Annexin V-FITC (-)

			1. Νέκρωση: ΡΙ (+) και Annexin V-FITC (-),

			2. Πρώιμη απόπτωση: ΡΙ (-) και Annexin V-FITC (+) , 

			3. Όψιμη απόπτωση: ΡΙ (+) και Annexin V-FITC (+)

			Όπου: 

			(+): θετικά κεχρωσμένη

			(-): αρνητικά κεχρωσμένη

			Συνολικός κυτταρικός θάνατος (%) = (1+2+3)% 

			Συνολική απόπτωση (%) = (2+3)%

			
				
					[image: ]
				

			

			Σχήμα 6.2 Ανίχνευση απόπτωσης. Η επαγωγή της απόπτωσης έχει ως αποτέλεσμα σε πρώιμο στάδιο την επαγωγή του ενζύμου σκραμπλάση, η οποία προκαλεί την αντιστροφή του αρνητικά φορτισμένου φωσφολιπιδίου φωσφατιδυλοσερίνη (PS), από την εσωτερική στην εξωτερική διπλοστιβάδα της πλασματικής μεμβράνης των κυττάρων. Η αντιστροφή αυτή ανιχνεύεται με την ειδική σύνδεση στην PS της πρωτεΐνης αννεξίνη-V, που φέρει φθορίζουσα ομάδα, όπως την FITC, μέσω κυτταρομετρίας ροής ή μικροσκοπίου φθορισμού. 

			ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ

			Αντιδραστήρια

			▫ Stock διάλυμα καμπτοθηκίνης (Sigma-Aldrich, No. C-9911) σε διμεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO) (Sigma-Aldrich, No. D-2650): 10mM. 

			▫ Διάλυμα εργασίας καμπτοθηκίνης 0.01, 0.03, 0.1,0.3, 1.0, 3.0, and 10 μM (τελική συγκέντρωση στο καλλιεργητικό μέσο). 

			Μέθοδος

			1. Καλλιέργεια κυττάρων Α549 (βλ. Άσκηση 1).

			2. Επίδραση καμπτοθηκίνης – καμπύλη απόκρισης

			•	48 ώρες μετά την επίστρωση των τρυβλίων με 1x106 κύτταρα, απομακρύνεται το πλήρες θρεπτικό υλικό και αντικαθίσταται με 5mL μη πλήρους θρεπτικού υλικού. 

			•	Τα κύτταρα επωάζονται για 12 ώρες στους 37°C σε επωαστικό θάλαμο 5% CO2 με 0, 0.01, 0.03, 0.1,0.3, 1.0, 3.0, και 10μM καμπτοθηκίνης.

			•	Ως δείγμα αναφοράς χρησιμοποιούμε δείγμα κυττάρων χωρίς επίδραση καμπτοθηκίνη (με αντίστοιχη συγκέντρωση DMSO).

			3. Απομόνωση κυττάρων

			•	24 ώρες μετά την επίδραση, το υπερκείμενο των κυττάρων μεταφέρεται σε σωλήνες (Corning) και φυγοκεντρείται στις 2,000 rpm για 5min. To υπερκείμενο απομακρύνεται προσεκτικά, ώστε να μην απομακρυνθεί ίζημα κυττάρων. Τα κύτταρα στα τρυβλία αποκολλώνται με 1mL διαλύματος Trypsin-EDTA και τοποθετούνται σε επωαστικό θάλαμο 37οC, 5% CO2 για 10min. 

			•	Στη συνέχεια, η θρυψίνη αδρανοποιείται με 1mL PBS. 

			•	Τα κύτταρα μεταφέρονται στο corning που περιέχει το ίζημα του υπερκειμένου. 

			•	Έπειτα από ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 2,000 rpm για 5min το υπερκείμενο αφαιρείται. 

			•	Τα κύτταρα εκπλένονται δύο (2) φορές με 2mL ψυχρού διαλύματος PBS. 

			•	Τα corning με το ίζημα των κυττάρων τοποθετούνται σε πάγο και ακολουθεί το στάδιο της βαφής με Annexin V-FITC και PI. 

			4. Προσδιορισμόες απόπτωσης με κυτταρομετρία ροής

			Διαλύματα εργασίας

			•	Ψυχρό PBS. 

			•	Διάλυμα Binding buffer σε PBS (1:9, v/v), pH 7.4. Το ρυθμιστικό αυτό διάλυμα διευκολύνει την βαφή των κυττάρων και περιέχει HEPES, Ca2+ και NaCl.

			Διαδικασία

			•	Το ίζημα των κυττάρων εναιωρείται σε 1mL διαλύματος binding buffer (106 κύτταρα mL‐1). 

			•	100μL από το εναιώρημα τοποθετούνται σε σωλήνα flow, όπου προστίθενται 5μL Annexin V-FITC και 5μL PI. 

			•	Ακολουθεί ελαφριά ανάδευση και επώαση στο σκοτάδι για 15min στους 25οC. Προστίθενται 400μL binding buffer.

			•	 Ακολουθεί ανάλυση των κυττάρων με κυτταρόμετρο ροής, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή και προσαρμόζοντας κατάλληλα τις ρυθμίσεις του οργάνου.

			Αποτελέσματα

			Στατιστική ανάλυση – αξιολόγηση αποτελεσμάτων

			Για την ανάλυση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιείται το στατιστικό πρόγραμμα SPSS, version 8. Πραγματοποιείται απλή ανάλυση διασποράς (one way Αnova) και για τη σύγκριση του μέσου όρου των επεμβάσεων με τον μέσο όρο του μάρτυρα, για επίπεδο σημαντικότητας 5% (P<0.05), χρησιμοποιείται το κριτήριο Dunnett.
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			ΑΣΚΗΣΗ 7│IN VIVO ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΕΝΤΟΠΙΣΜΟΥ ΛΙΠΙΔΙΩΝ ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΦΘΟΡΙΖΟΥΣΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ. ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΣΤΗ ΣΗΜΑΤΟΔΟΤΗΣΗ ΑΠΟ ΦΩΣΦΟΪΝΟΣΙΤΙΔΙΑ

			Εισαγωγή

			Ο ποσοτικός προσδιορισμός των μεμβρανικών φωσφολιπιδίων παρέχει σημαντικές πληροφορίες για τη βιοσύνθεση και τα επίπεδά τους σε φυσιολογικές ή παθολογικές καταστάσεις. Ωστόσο, οι περισσότερες μέθοδοι δεν δίνουν πληροφορίες για την κατανομή των φωσφολιπιδίων στις κυτταρικές μεμβράνες. Ακόμα και όταν χρησιμοποιούνται τεχνικές κλασμάτωσης μεμβρανών και μελέτη των λιπιδίων των κλασμάτων που προκύπτουν, είναι γνωστό ότι γίνονται εκτεταμένες υδρολύσεις από ενδογενείς φωσφολιπάσες κατά την κλασμάτωση, κάτι που αλλοιώνει τη λιπιδική σύσταση των μεμβρανών. Επιπλέον, για λιπίδια που βρίσκονται σε χαμηλά επίπεδα στις μεμβράνες ή λιπίδια που υποβάλλονται σε ταχεία ανακύκληση (turnover) π.χ. λιπίδια που είναι και σηματοδοτικά μόρια, τέτοιες προσεγγίσεις δεν είναι πάντα αποτελεσματικές. 

			Την τελευταία δεκαετία έχουν αναπτυχθεί νεότερες μέθοδοι ανάλυσης των λιπιδίων στα κύτταρα που βασίζονται στη μικροσκοπία φθορισμού και δίνουν έμφαση στον εντοπισμό των λιπιδίων κυρίως στις ενδοκυτταρικές μεμβράνες, αλλά και στον προσδιορισμό των μεταβολών στα επίπεδά τους σε πραγματικό χρόνο και σε ζωντανά κύτταρα. Οι μέθοδοι αυτές έχουν αλλάξει σε βάθος το πεδίο της λιπιδικής σηματοδότησης, ακριβώς γιατί προσφέρουν μεγάλη ανάλυση στο χώρο και στο χρόνο η οποία πρακτικά δεν μπορεί να επιτευχθεί με τις παραδοσιακές προσεγγίσεις. Για παράδειγμα, τα φωσφοϊνοσιτίδια, όπως έχει αναλυθεί σε προηγούμενες ενότητες του βιβλίου, συμμετέχουν εκτεταμένα σε πορείες σηματοδότησης (βλ. Κεφάλαιο 6). Ειδικά η PIP2 αποτελεί πρόδρομη ένωση δυο σημαντικών λιπιδικών β΄αγγελιοφόρων, της DAG και της PIP3. Η κλασσική μέθοδος μελέτης των μεταβολών των επιπέδων των PIP2, DAG και PIP3, που επάγει η επίδραση σηματοδοτικών μορίων, απαιτεί τη μεταβολική επισήμανση των κυττάρων με ραδιοσημασμένες πρόδρομες ενώσεις όπως [3H]ινοσιτόλη, [14C]λιπαρά οξέα ή [32P]φωσφορικό οξύ, εκχύλιση των λιπιδίων σε διαφορετικές χρονικές στιγμές μετά την επίδραση του σηματοδοτικού μορίου, διαχωρισμό των λιπιδίων με χρωματογραφικές μεθόδους και μέτρηση της ραδιενέργειας. Αυτή η παραδοσιακή προσέγγιση είναι επίπονη και απαιτεί χρόνο, εξειδικευμένα αντιδραστήρια και επιπλέον, περιλαμβάνει τη χρήση ραδιενέργειας, κυρίως όμως δεν δίνει πληροφορίες για τον εντοπισμό των PIP2, DAG και PIP3 και τη δυναμική των μεταβολών τους. Τέτοιες πληροφορίες δίνει η χρήση πρωτεϊνικών περιοχών που συνδέουν λιπίδια.

			Αρχή μεθόδου 

			1. Πρωτεϊνικές περιοχές που συνδέουν λιπίδια

			Η δυνατότητα μελέτης του εντοπισμού των λιπιδίων στις ενδοκυτταρικές μεμβράνες, αλλά και των μεταβολών τους σε πραγματικό χρόνο και σε ζωντανά κύτταρα, οφείλεται στην ανακάλυψη, στη δεκαετία του ’90, συγκεκριμένων πρωτεϊνικών περιοχών (domains) που έχουν την ιδιότητα να αναγνωρίζουν και να συνδέουν εκλεκτικά συγκεκριμένα λιπίδια in vitro αλλά και in vivo. Ήδη, έχουν αναφερθεί τέτοιες περιπτώσεις στην ενότητα της σηματοδότησης: 

				η περιοχή PH μερικών PLC (π.χ. PLCδ, PLCβ) αναγνωρίζει εκλεκτικά την PIP2

				η περιοχή PH της πρωτεϊνικής κινάσης AKT αναγνωρίζει εκλεκτικά την PIP3

				η περιοχή C1 της πρωτεϊνικής κινάσης PKC αναγνωρίζει εκλεκτικά την DAG.

			Ο κατάλογος πρωτεϊνικών περιοχών που εμφανίζουν εξειδικευμένη σύνδεση με λιπίδια μεγαλώνει συνεχώς και δεν περιορίζεται μόνο στα φωσφοϊνοσιτίδια και τα παράγωγά τους. Σήμερα, έχουν χαρακτηρισθεί περιοχές πρωτεϊνών που αναγνωρίζουν εκλεκτικά το φωσφατιδικό οξύ, τη φωσφατιδυλοσερίνη, τη χοληστερόλη, αλλά και λιπαρά οξέα. Ο λόγος ύπαρξης τέτοιων περιοχών στη δομή πρωτεϊνών, που είναι κυρίως κυτοπλασματικές, είναι να μπορούν να αναγνωρίζουν συγκεκριμένα φωσφολιπίδια στις μεμβράνες και έτσι να μπορούν να αλληλεπιδράσουν δυναμικά με τις μεμβράνες. Αυτές οι αλληλεπιδράσεις συνήθως λειτουργούν σε συνδυασμό με επιπλέον αλληλεπιδράσεις με κυτοπλασμικές περιοχές διαμεμβρανικών πρωτεϊνών, ώστε να ενισχύσουν τη σύνδεση της κυτοπλασματικής πρωτεΐνης στη μεμβράνη.

			Ορισμένες από τις αναγκαίες προϋποθέσεις ώστε μια πρωτεϊνική περιοχή που εμφανίζει υψηλή συγγένεια σύνδεσης για ένα συγκεκριμένο λιπίδιο να μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον εντοπισμό και τη μελέτη του είναι:

			α) η περιοχή να εμφανίζει εξειδίκευση για το λιπίδιο (να μην συνδέεται με άλλα λιπίδια)

			β) η περιοχή να αναγνωρίζει το λιπίδιο in vivo (ο ενδοκυτταρικός εντοπισμός της, δηλαδή, να εξαρτάται από την παρουσία του συγκεκριμένου λιπιδίου στις μεμβράνες)

			γ) σημειακές μεταλλάξεις στην αλληλουχία αμινοξέων της περιοχής που αναστέλλουν τη σύνδεση με το λιπίδιο in vitro να μεταβάλλουν και τον ενδοκυτταρικό εντοπισμό της περιοχής in vivo.

			2. Κατασκευή φθοριζουσών πρωτεϊνικών περιοχών και μικροσκοπία φθορισμού

			Συνήθως, αφού έχει χαρακτηριστεί μια πρωτεϊνική περιοχή που αναγνωρίζει εκλεκτικά ένα λιπίδιο και πληρεί τις προυποθέσεις που αναφέρθηκαν, το επόμενο βήμα είναι η κατασκευή υβριδικών πρωτεϊνών που φθορίζουν. Στην συγκεκριμένη άσκηση χρησιμοποιούνται οι περιοχές PHPLCδ και PHAKT που, όπως αναφέρθηκε, αναγνωρίζουν τις PIP2 και PIP3, αντίστοιχα. Στην νουκλεοτιδική αλληλουχία των περιοχών αυτών προστίθεται η νουκλεοτιδική αλληλουχία που κωδικοποιεί φθορίζουσες πρωτεΐνες στο ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης. Αλληλουχίες που χρησιμοποιούνται ευρέως είναι αυτές της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης (GFP) και της μονομερούς κόκκινης φθορίζουσας πρωτεΐνης (mRFP), καθώς και παραλλαγές τους που διαφέρουν στα μήκη κύματος απορρόφησης και εκπομπής. Με τη χρήση των κατάλληλων πλασμιδίων έκφρασης και μετά από παροδική διαμόλυνση των κυττάρων, επιτυγχάνεται η έκφραση στα κύτταρα των υβριδικών πρωτεϊνών GFP-PHPLCδ και mRFP-PHAKT . Οι πρωτεΐνες αυτές διατηρούν την εξειδίκευση σύνδεσης με τις PIP2 και PIP3 (μέσω της περιοχής PH), αλλά μπορούν πλέον και να ανιχνευθούν με μικροσκοπία φθορισμού σε ζωντανά κύτταρα (βιντεομικροσκοπία) ή μετά από μονιμοποίηση με παραφορμαδεΰδη και ανοσοϊστοχημικές μεθόδους. 

			Τα πλασμίδια έκφρασης κατασκευάζονται με απλές μεθόδους μοριακής βιολογίας που είναι διαθέσιμες στα περισσότερα εργαστήρια και δεν θα αναλυθούν περαιτέρω στα πλαίσια αυτής της άσκησης. Επιπλέον, οι τεχνικές παροδικής διαμόλυνσης συζητώνται περιληπτικά στην Άσκηση 8. 

			Μικροσκοπία Φθορισμού

			Για τις ανάγκες της παρούσας άσκησης απαιτείται η χρήση της μικροσκοπίας φθορισμού. Οι γενικές αρχές καθώς και οι τεχνικές προδιαγραφές των διαφορετικών μεθόδων μικροσκοπίας φθορισμού δεν αναλύονται περαιτέρω στα πλαίσια της παρούσας άσκησης. Η ελάχιστη υποδομή που απαιτείται είναι ένα μικροσκόπιο φθορισμού ευρέος πεδίου με φίλτρα FITC και TRITC ή Texas Red για την ανίχνευση του φθορισμού των GFP και mRFP, αντίστοιχα. H χρήση ανάστροφου μικροσκοπίου ευρέoς πεδίου επιτρέπει την παρακολούθηση ζωντανών κυττάρων και, σε θάλαμο σταθερής θερμοκρασίας και με χρήση κατάλληλης κάμερας και λογισμικού, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για βιντεομικροσκοπία ζωντανών κυττάρων. Σε αυτή την περίπτωση, είναι προτιμότερο να κύτταρα να καλλιεργηθούν σε γυάλινη επιφάνεια σε τρυβλία τύπου MATEK. Για κλασσικά μικροσκόπια ευρέoς πεδίου είναι προτιμότερη η καλλιέργεια των κυττάρων σε καλυπτρίδες και η χρήση μονιμοποιημένων δειγμάτων κυττάρων για τη μελέτη του εντοπισμού. Τέλος, η χρήση συνεστιακής μικροσκοπίας (confocal microscopy) επιτρέπει τη λήψη εικόνων υψηλής ευκρίνειας έχοντας τη δυνατότητα μελέτης τομών των κυττάρων. 

			Για τις ανάγκες της άσκησης αυτής απαιτείται μεγάλος αριθμός διαφορετικών τεχνικών αλλά και εξοπλισμού που μπορεί να μην είναι πάντα διαθέσιμα σε ορισμένα εργαστήρια: κυτταρικές καλλιέργειες, μέθοδοι μοριακής βιολογίας και καλλιέργειες βακτηρίων για την κατασκευή και απομόνωση των πλασμιδιακών φορέων, μέθοδοι παροδικής διαμόλυνσης, μέθοδοι ανοσοκυτταροχημείας και μικροσκοπίας φθορισμού. Για το λόγο αυτό, στο πλαίσιο αυτής της άσκησης προτιμήθηκε, αντί να δοθούν λεπτομερειακά πρωτόκολλα τεχνικών και μεθόδων, να παρουσιαστούν δυο ενδεικτικά πειράματα και οι αντίστοιχες γενικές πορείες εργασίας. Πλήθος δημοσιευμένων εργασιών καθώς και η προσωπική εμπειρία των συγγραφέων πιστοποιούν ότι τα αποτελέσματα δεν εξαρτώνται σημαντικά από τα διαφορετικά πρωτόκολλα διαμόλυνσης, ανοσοκυτταροχημείας και μικροσκοπίας που μπορεί να χρησιμοποιηθούν, αρκεί να τηρηθούν ορισμένοι βασικοί πειραματικοί χειρισμοί. Τέλος, συζητώνται ενδεικτικά αποτελέσματα ώστε να αναδειχθεί η χρησιμότητα τέτοιων προσεγγίσεων στη μελέτη των μεμβρανικών λιπιδίων.

			Τα πειράματα που παρουσιάζονται είναι: 

			- Μελέτη της PIP2 σε κύτταρα που εκφράζουν GFP-PHPLCδ : επίδραση ιοντομυκίνης και ενεργοποίηση PLC.

			- Μελέτη της PIP3 σε κύτταρα που εκφράζουν mRFP-PHAKT: επίδραση ινσουλίνης και ενεργοποίηση PI3K. Συσχέτιση με μεταβολές στην οργάνωση του κυτοσκελετού ακτίνης.

			Μελέτη της PIP2 σε κύτταρα που εκφράζουν GFP-PHPLCδ : επίδραση ιοντομυκίνης και ενεργοποίηση PLC

			Η πρωτεΐνη GFP-PHPLCδ αναγνωρίζει εκλεκτικά την PIP2 της πλασματικής μεμβράνης. Επομένως, μελέτη με μικροσκοπία φθορισμού κυττάρων μετά από έκφραση της GFP-PHPLCδ θα πρέπει να δώσει επιλεκτικό εντοπισμό στην περιφέρεια των κυττάρων και όχι στο κυτόπλασμα, στον πυρήνα ή σε άλλα ενδοκυτταρικά οργανίδια. Ορισμένες φορές και ανάλογα με τα κύτταρα που χρησιμοποιούνται, μπορεί να χρειαστεί συνεστιακή μικροσκοπία φθορισμού ώστε να γίνει διακριτός ο εντοπισμός. Ωστόσο, για τις περισσότερες κυτταρικές σειρές (ενδεικτικά αναφέρονται οι σειρές Ν1Ε-115, HEK293, COS-7, Swiss 3T3, HeLa), ο εντοπισμός στην πλασματική μεμβράνη είναι εμφανής και σε μικροσκόπιο ευρέος πεδίου. Επίδραση σηματοδοτικών μορίων, που θα ενεργοποιήσουν τις PLC, θα οδηγήσουν σε υδρόλυση της PIP2 προς παραγωγή των IP3 και DAG. Σε αυτές τις συνθήκες, αναμένεται ο εντοπισμός της πρωτεΐνης GFP-PHPLCδ να αλλάξει από την πλασματική μεμβράνη στο κυτόπλασμα, αφού η PIP2 υδρολύεται. Αξίζει να σημειωθεί ότι η πρωτεΐνη GFP-PHPLCδ εμφανίζει μικρή συγγένεια και για την IP3, κάτι που κάνει ακόμα πιο εμφανή την αλλαγή του εντοπισμού. Στην παρούσα άσκηση για την ισχυρή ενεργοποίηση της PLC χρησιμοποιείται η ιοντομυκίνη, η οποία είναι ιοντόφορο Ca2+ (βλ. Κεφάλαιο 5). Παρουσία Ca2+ στο εξωκυττάριο μέσο, η επίδραση ιοντομυκίνης οδηγεί στην είσοδο Ca2+ στα κύτταρα με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση ισομορφών της PLC, κυρίως της PLCδ. 

			Πορεία εργασίας: Κύτταρα COS-7 καλλιεργούνται σε καλυπτρίδες, σε τρυβλία 24 θέσεων και στο κατάλληλο θρεπτικό μέσο (π.χ. DMEM + 10% FBS + μίγμα στρεπτομυκίνης/πενικιλλίνης). Ακολουθεί διαμόλυνση με το πλασμίδιο έκφρασης GFP-PHPLCδ και, μετά από 1 ημέρα, τα κύτταρα εκπλένονται από το θρεπτικό μέσο και σε αυτά προστίθεται μέσο επώασης (DMEM + CaCl2 1.2mM). Μετά από επώαση 15-20min, προστίθεται ιοντομυκίνη ή H2O (δείγμα ελέγχου) σε τελική συγκέντρωση 10μΜ για 5min. H επώαση τερματίζεται με αναρρόφηση του θρεπτικού μέσου και προσθήκη διαλύματος παραφορμαλδεϋδης 4% σε PBS και επώαση για 15min σε θερμοκρασία δωματίου για τη μονιμοποίηση των κυττάρων. Ακολούθως τα κύτταρα εκπλένονται 3 φορές με PBS και οι καλυπτρίδες μεταφέρονται σε αντικειμενοφόρο πλάκα, όπου και σταθεροποιούνται και σφραγίζονται με τη χρήση αντιδραστηρίου Mowiol ή άλλου αντίστοιχου αντιδραστηρίου μονιμοποίησης. Τα δείγματα μπορούν να παρατηρηθούν στο μικροσκόπιο για να εντοπιστούν οι διαφορές της κατανομής της GFP-PHPLCδ μετά την προσθήκη της ιοντομυκίνης. Σε περίπτωση που η έκφραση της πρωτεΐνης GFP-PHPLCδ δεν είναι αρκετά υψηλή και άρα ο φθορισμός δεν είναι έντονος, μπορεί το σήμα να ενισχυθεί με ανοσοκυτταροχημεία μετά από μονιμοποίηση των κυττάρων. Εν συντομία, η διαδικασία περιλαμβάνει χρήση διαλύματος απορρυπαντικού Triton X-100 (0.1-0.2% σε PBS για 3-5min) για να καταστεί η μεμβράνη περατή σε μεγάλα μόρια και χρήση διαλύματος αποκλεισμού μη ειδικών θέσεων δέσμευσης (π.χ. 3% BSA σε PBS για 1 ώρα). Ακολουθεί επώαση με αντισώματα έναντι της GFP (ανάλογα με το αντίσωμα, μπορεί να χρησιμοποιηθεί αραίωση 1:1,000-1:2,000 σε διάλυμα 3% BSA σε PBS για 1 ώρα) και έκπλυση 3 φορές με διάλυμα PBS η οποία ακολουθείται από επώαση για 1 ώρα με δεύτερο αντίσωμα επισημασμένο με χρωστική τύπου FITC ή AlexaFluor488 που αναγνωρίζει το πρώτο αντίσωμα. Για παράδειγμα, αν το αρχικό αντίσωμα έναντι της GFP προέρχεται από ορό κουνελιού, το δεύτερο αντίσωμα θα πρέπει να αναγνωρίζει ειδικά τις σταθερές περιοχές Fc των αντισωμάτων του κουνελιού. Τέλος, αφού τα κύτταρα εκπλυθούν με PBS, γίνεται επεξεργασία όπως παραπάνω για την παρατήρηση των κυττάρων στο μικροσκόπιο.

			Αποτελέσματα: Μια τυπική εικόνα του εντοπισμού της πρωτεΐνης GFP-PHPLCδ σε κύτταρα COS-7 με συνεστιακή μικροσκοπία φθορισμού στο δείγμα ελέγχου φαίνεται στο Σχήμα 7.1Α. Ο φθορισμός φαίνεται να είναι πιο έντονος στην περιφέρεια των κυττάρων που αντιστοιχεί στην πλασματική μεμβράνη και σημειώνεται με τα βέλη. Αυτό είναι περισσότερο εμφανές στα σημεία εκείνα όπου γειτονικά κύτταρα είναι σε επαφή. Η επίδραση της ιοντομυκίνης αλλάζει ολοκληρωτικά τον εντοπισμό της GFP-PHPLCδ (Σχήμα 7.1Β). Η πρωτεΐνη τώρα φαίνεται να εντοπίζεται διάχυτα στο κυτόπλασμα, υποδηλώνοντας την υδρόλυση της PIP2 της πλασματικής μεμβράνης. 
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			Σχήμα 7.1 Επίδραση ιοντομυκίνης στον εντοπισμό της πρωτεΐνης GFP-PHPLCδ σε κύτταρα COS-7.

			Σε αυτές τις συνθήκες, αν τα κύτταρα εκπλυθούν από την ιοντομυκίνη που έχει προστεθεί και επωαστούν σε καινούργιο θρεπτικό μέσο για 10-20min, θα παρατηρηθεί επανεντοπισμός της GFP-PHPLCδ στην πλασματική μεμβράνη, κάτι το οποίο αντιστοιχεί στην αναπλήρωση της PIP2 που είχε υδρολυθεί (μέσω του κύκλου αναπλήρωσης που συζητήθηκε στο κεφάλαιο 6). 

			Μελέτη της PIP3 σε κύτταρα που εκφράζουν mRFP-PHAKT: επίδραση ινσουλίνης και ενεργοποίηση PI3K. Συσχέτιση με μεταβολές στην οργάνωση του κυτοσκελετού ακτίνης

			Όπως αναφέρθηκε, η πρωτεΐνη mRFP-PHAKTαναγνωρίζει εκλεκτικά την PIP3 η οποία, σε συνθήκες ηρεμίας, βρίσκεται σε πολύ χαμηλά επίπεδα στις μεμβράνες. Επομένως, μελέτη με μικροσκοπία φθορισμού θα πρέπει να δώσει ένα διάχυτο εντοπισμό της πρωτεΐνης στο κυτόπλασμα ή και στον πυρήνα αλλά όχι στην πλασματική μεμβράνη. Αξίζει να σημειωθεί όμως ότι το θρεπτικό μέσο που χρησιμοποιείται για την καλλιέργεια κυττάρων περιέχει συνήθως ορό εμβρύου βοός (FBS) που είναι πλούσιος σε αυξητικούς παράγοντες που ενεργοποιούν την πορεία της PI3K. Άρα, σε αυτές τις συνθήκες, αναμένεται η παραγωγή PIP3. Ωστόσο, αν τα κύτταρα εκπλυθούν από το θρεπτικό μέσο και επωαστούν απουσία FBS για χρονικό διάστημα 2-24 ωρών (ανάλογα με το είδος των κυττάρων), θα επέλθει μείωση της PIP3. Αυτός ο πειραματικός χειρισμός (προεπώαση των κυττάρων απουσία FBS) είναι απαραίτητος όταν μελετάται η επίδραση αυξητικών παραγόντων στην πορεία της PI3K. Επίδραση αυξητικών παραγόντων, όπως π.χ. η ινσουλίνη, σε κύτταρα που έχουν προεπωαστεί απουσία FBS, θα οδηγήσει σε ισχυρή ενεργοποίηση της PI3K και σε φωσφορυλίωση της PIP2 προς παραγωγή PIP3. Σε αυτές τις συνθήκες, αναμένεται ο εντοπισμός της πρωτεΐνης mRFP-PHAKT να αλλάξει δραματικά από το κυτόπλασμα προς την πλασματική μεμβράνη, αφού η PIP3 θα παραχθεί κυρίως εκεί από τη δεξαμενή της PIP2. Υπενθυμίζεται ότι η ινσουλίνη επιδρά στους υποδοχείς της με ενεργότητα τυροσινικής κινάσης και επιφέρει ενεργοποίηση των ισομορφών PI3Kα και β. Παράλληλα, η ινσουλίνη προκαλεί στα κύτταρα ραγδαία αναδιοργάνωση του κυτοσκελετού της ακτίνης που συνοδεύεται και από μεταβολή στην κυτταρική μορφολογία. Ένα χαρακτηριστικό φαινόμενο είναι η εμφάνιση λαμελιποδίων, αναδιπλώσεων της μεμβράνης που προκύπτουν από έντονο πολυμερισμό της υποκείμενης ακτίνης σε ινίδια. Υπεύθυνες για αυτό το φαινόμενο είναι μικρές GTPάσες της οικογένειας των Rac και Cdc42 που, με τη σειρά τους, ενεργοποιούν πρωτεΐνες που καταλύουν ή υποβοηθούν τον πολυμερισμό της ακτίνης. H παραγωγή της PIP3 αποτελεί το κύριο σήμα ενεργοποίησης αυτών των μικρών GTPασών από τους υποδοχείς αυξητικών παραγόντων όπως η ινσουλίνη.

			Πορεία εργασίας: Στην παρούσα άσκηση χρησιμοποιούνται κύτταρα νευροβλαστώματος ποντικού N1E-115, τα οποία αποκρίνονται στην ινσουλίνη. Εναλλακτικά, μπορούν να χρησιμοποιηθούν και άλλες κυτταρικές σειρές (όπως COS-7 ή HEK293) σε συνδυασμό με άλλους αυξητικούς παράγοντες, όπως οι PDGF και EGF. Τα κύτταρα Ν1Ε-115 καλλιεργούνται σε καλυπτρίδες, σε τρυβλία 24 θέσεων με το κατάλληλο θρεπτικό μέσο (π.χ. DMEM + 10% FBS + μίγμα στρεπτομυκίνης/πενικιλλίνης). Ακολουθεί διαμόλυνση με το πλασμίδιο έκφρασης mRFP-PHAKTκαι μετά από μια ημέρα, τα κύτταρα εκπλένονται από το θρεπτικό μέσο και επωάζονται για 24 ώρες σε μέσο DMEM απουσία FBS. Ακολουθεί προσθήκη διαλύματος ινσουλίνης (τελικής συγκέντρωσης 100nM) ή Η2Ο (δείγμα ελέγχου) για 5-15min. H επώαση τερματίζεται με αναρρόφηση του θρεπτικού μέσου και προσθήκη διαλύματος παραφορμαλδεϋδης 4% σε PBS. Στα δείγματα γίνεται επεξεργασία για παρατήρηση στο μικροσκόπιο φθορισμού, όπως περιγράφηκε στην προηγούμενη άσκηση. Σε αυτήν την περίπτωση, μπορεί να χρησιμοποιηθεί κατά την ανοσοκυτταροχημεία φαλλοϊδίνη (phalloidin) (επισημασμένη με φθορίζουσες ουσίες Αlexa488, Alexa633 ή Alexa647) η οποία επισημαίνει εξειδικευμένα τα ινίδια της ακτίνης στα μονιμοποιημένα κύτταρα. Με αυτό τον τρόπο μπορεί να παρατηρηθούν καλύτερα οι αλλαγές στη δομή και την οργάνωση του κυτοσκελετού της ακτίνης. Μια τυπική εικόνα φαίνεται στο Σχήμα 7.2. Με βέλη σημειώνονται οι μεταβολές που επιφέρει η ινσουλίνη στον κυτοσκελετό της ακτίνης. Παρατηρείται ότι τα κύτταρα αρχικά διαθέτουν πολλές μικρές προεκβολές (φιλοπόδια) που αποτελούνται από ινίδια της ακτίνης που πιέζουν μηχανικά την πλασματική μεμβράνη (Σχήμα 7.2Α, βέλη). Η επίδραση ινσουλίνης οδηγεί σε αναδιοργάνωση του κυτοσκελετού της ακτίνης και της πλασματικής μεμβράνης που τώρα σχηματίζει αναδιπλώσεις περιμετρικά (Σχήμα 7.2Β, βέλη). Στην περίπτωση του συγκεκριμένου πειράματος έχει χρησιμοποιηθεί κόκκινη φθορίζουσα φαλλοϊδίνη (phalloidin-Alexa568).
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			Σχήμα 7.2 Επίδραση ινσουλίνης στη μορφολογία και τον κυτοσκελετό της ακτίνης κυττάρων N1E-115.

			Αποτελέσματα: Μια τυπική εικόνα του εντοπισμού της πρωτεΐνης mRFP-PHAKT σε κύτταρα Ν1Ε-115 με συνεστιακή μικροσκοπία φθορισμού φαίνεται στο Σχήμα 7.3Α (δείγμα ελέγχου). Όπως αναμένεται, ο φθορισμός παρουσιάζεται διάχυτος στο κυτόπλασμα και τον πυρήνα. Στο Σχήμα 7.3Β φαίνεται επίσης η οργάνωση του κυτοσκελετού της ακτίνης (στο συγκεκριμένο πείραμα έχει χρησιμοποιηθεί phalloidin-Alexa647). Η επίδραση της ινσουλίνης αλλάζει δραματικά τον εντοπισμό της πρωτεΐνης mRFP-PHAKT (Σχήμα 7.3Γ). Η πρωτεΐνη τώρα φαίνεται να εντοπίζεται κατά κύριο λόγο στην περιφέρεια των κυττάρων (πλασματική μεμβράνη, βέλη) και ιδιαιτέρως σε περιοχές που εμφανίζεται έντονος πολυμερισμός της ακτίνης (αντίστοιχα βέλη στο Σχήμα 7.3Δ), υποδηλώνοντας την αυξημένη σύνθεση της PIP3 στην πλασματική μεμβράνη.
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			Σχήμα 7.3 Επίδραση ινσουλίνης στον εντοπισμό της πρωτεΐνης mRFP-PHAKT και συσχέτιση με αλλαγές στην οργάνωση του κυτοσκελετού της ακτίνης κυττάρων N1E-115.

			Παρατηρήσεις

			Σημαντικό ρόλο στην επιτυχία αυτών των πειραμάτων παίζει η επιλογή των “κατάλληλων κυττάρων” για παρατήρηση. Η παροδική διαμόλυνση θα οδηγήσει σε μια ποικιλία έκφρασης των φθοριζουσών πρωτεϊνών στα κύτταρα: (α) κύτταρα που δεν εκφράζουν καθόλου τις πρωτεΐνες γιατί τα πλασμίδια δεν παραλήφθηκαν καθόλου (π.χ στο Σχήμα 7.3 ορισμένα κύτταρα επισημαίνονται με την φαλλοϊδίνη αλλά δεν εκφράζουν την πρωτεΐνη PHAKT), (β) κύτταρα που εκφράζουν χαμηλά επίπεδα των πρωτεϊνών και (γ) κύτταρα που εκφράζουν υψηλά επίπεδα των πρωτεϊνών (ανάλογα με τον αριθμό των μορίων των πλασμιδίων που έχουν παραλάβει). Ο χρυσός κανόνας σε αυτά τα πειράματα είναι να προτιμώνται πάντα κύτταρα που εκφράζουν χαμηλά επίπεδα φθοριζουσών πρωτεϊνών που κρίνονται όμως ικανοποιητικά για την παρατήρηση στο μικροσκόπιο φθορισμού και να αποφεύγονται κύτταρα που εκφράζουν πολύ υψηλά επίπεδα. Ο κύριος λόγος για αυτό είναι ότι η έκφραση πρωτεϊνικών περιοχών που συνδέονται με τα φωσφοϊνοσιτίδια αναμένεται, ως ένα βαθμό, να δρα ανταγωνιστικά στη σύνδεση ενδογενών πρωτεϊνών με τις μεμβράνες και άρα να αναστείλει κάποιες λειτουργίες τους. Όντως, π.χ. έχει διαπιστωθεί ότι η έκφραση υψηλών επιπέδων της περιοχής PHPLCδ μπορεί να αναστείλει μερικώς την υδρόλυση της PIP2 από τις PLC υπό ορισμένες συνθήκες. Αυτός είναι και ο κύριος περιορισμός της χρησιμότητας τέτοιων εργαλείων στη μελέτη των φωσφολιπιδίων.

				Τα πειράματα αυτά μπορούν να εμπλουτιστούν με ένα ακόμα δείγμα ελέγχου. Έτσι, μπορούν να χρησιμοποιηθούν και μεταλλαγμένες μορφές των πρωτεϊνικών περιοχών (PHPLCδR40L, PHAKTR25C) οι οποίες δεν συνδέονται με τις PIP2 και PIP3, αντίστοιχα, in vitro. Σε αυτήν την περίπτωση, οι μεταλλαγμένες πρωτεΐνες αναμένεται να εμφανίζουν ένα διάχυτο κυτοπλασμικό εντοπισμό στα κύτταρα ο οποίος δεν θα αλλάζει μετά την επίδραση των σηματοδοτικών μορίων. 
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			ΑΣΚΗΣΗ 8│ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ 3-ΦΩΣΦΑΤΑΣΗΣ ΤΗΣ PTEN

			Εισαγωγή

			Η σηματοδοτική πορεία των PI3K/PIP3/PTEN/AΚΤ είναι βασική πορεία μεταγωγής σήματος στα κύτταρα των θηλαστικών και ενεργοποιείται από πληθώρα υποδοχέων GPCR και υποδοχέων με ενεργότητα τυροσινικής κινάσης (βλ. Κεφάλαιο 6). Επίσης το σύστημα αυτό εμπλέκεται και στη σηματοδότηση από άλλες κατηγορίες υποδοχέων (κανάλια ιόντων, υποδοχείς χωρίς ενζυμική ενεργότητα). Η φυσιολογική σημασία αυτής της σηματοδοτικής πορείας αναδεικνύεται από την υψηλή συχνότητα εμφάνισης γενετικών ή σωματικών μεταλλάξεων στα γονίδια ισομορφών των PI3K, της PTEN και της AKT οι περισσότερες των οποίων σχετίζονται με παθολογικές καταστάσεις όπως καρκίνο, διαβήτη, νευροαναπτυξιακά και μεταβολικά σύνδρομα. Ιδιαίτερα η φωσφατάση PTEN είναι ένα από τα πιο σημαντικά ογκοκατασταλτικά γονίδια στον άνθρωπο. Σημειακές μεταλλάξεις στο γονίδιο της PTEN συχνά καθιστούν την πρωτεΐνη ενζυμικά ανενεργή ή με μειωμένη ενζυμική ενεργότητα. Το αποτέλεσμα στα κύτταρα είναι η υπερπαραγωγή της PIP3 και επομένως η αυξημένη ενεργοποίηση και σηματοδότηση των καθοδικών πορειών μέσω της κινάσης ΑΚΤ που συνήθως ευοδώνουν την κυτταρική ανάπτυξη, την κυτταρική κίνηση και μετανάστευση και τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Επομένως, ο ενζυμικός χαρακτηρισμός των μεταλλάξεων της PTEN αποτελεί ένα σημαντικό βήμα στο πλαίσιο της έρευνας της σηματοδοτικής αυτής πορείας.

			Αρχή μεθόδου 

			Η PTEN αποφωσφορυλιώνει εξειδικευμένα την PIP3 (3,4,5-τριφωσφορική φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη) στη θέση 3 δίνοντας PIP2 (4,5-διφωσφορική φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη). Άλλες φωσφατάσες που επίσης δρουν στην PIP3 αποφωσφορυλιώνουν στη θέση 5, δίνοντας την 3,4-διφωσφορική φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη. Αυτές οι φωσφατάσες χρησιμοποιούν επίσης ως υπόστρωμα και την PIP2 (4,5-διφωσφορική φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη) δίνοντας 4-φωσφορική φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη. 

			Οι αρχικές μέθοδοι προσδιορισμού της ενεργότητας της PTEN βασίζονταν στην χρήση ραδιοσημασμένης PIP3, επισημασμένης ειδικά στη θέση 3 με ραδιοσημασμένο φωσφόρο (ισότοπο 32P) έχουν, ωστόσο, αντικατασταθεί από χρωματομετρικές μεθόδους που είναι ασφαλέστερες και εμφανίζουν ικανοποιητική ευαισθησία. Η μέθοδος που χρησιμοποιείται στην παρούσα άσκηση βασίζεται στην ανίχνευση ανόργανου φωσφόρου (Pi) μετά από συμπλοκοποίηση με άλατα μολυβδαινικού αμμωνίου και του αντιδραστηρίου πράσινο του μαλαχίτη (malachite green reagent, HMG), σύμφωνα με την εξής πορεία:

			Pi + (NH4)2MoO4 + H+ → H3PMo12O40

			H3PMo12O40 + HMG2+ (λexc 446 nm) + H+ → (MG+)(H2PMo12O40) (λexc 640nm) +2H+

			Επειδή η PTEN είναι λιπιδική φωσφατάση, συνήθως προτιμάται η χρήση λιποσωμάτων μίγματος PIP3 με άλλα φωσφολιπίδια ως υπόστρωμα. Ωστόσο, η PTEN είναι επίσης δραστική έναντι της PIP3 στη διαλυτή μονομερή μορφή της, κάτι το οποίο απλουστεύει την διαδικασία προσδιορισμού. Επομένως, στην παρούσα μέθοδο χρησιμοποιείται ως υπόστρωμα PIP3 με εστεροποιημένα C8-λιπαρά οξέα (C8-PIP3) η οποία είναι διαλυτή και βρίσκεται σε μονομερή ή ολιγομερή μορφή σε υδατικά διαλύματα. Η αντίδραση που προσδιορίζεται δίνεται σχηματικά στο ακόλουθο σχήμα

			       PTEN

			C8-PI(3,4,5)P3 + H2O → C8-PI(4,5)P2 + Pi

			Προαιρετικά και για να επιβεβαιωθεί ότι η ενεργότητα που προσδιορίζεται είναι η ενεργότητα της 3-φωσφατάσης της PTEN (και όχι κάποιας άλλης φωσφατάσης των φωσφοϊνοσιτιδίων), μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως υπόστρωμα-αρνητικός μάρτυρας και η C8-PIP2 η οποία δεν είναι υπόστρωμα της PTEN, αλλά προϊόν της. 

			Βιολογικό υλικό –Παροδική διαμόλυνση

			Απομόνωση της PTEN μπορεί να γίνει με ανοσοκαταβύθιση μετά από εκχύλιση των πρωτεϊνών από ιστούς πειραματοζώων (π.χ. εγκέφαλο ποντικού) ή από κυτταρικές σειρές ή πρωτογενείς καλλιέργειες. Αυτό έχει το πλεονέκτημα ότι μελετάται η ενδογενής πρωτεΐνη, περιοριστικός όμως παράγοντας είναι η αρχική ποσότητα του βιολογικού υλικού. Επειδή τα επίπεδα έκφρασης της PTEN μπορεί να είναι χαμηλά, συχνά απαιτούνται μεγάλες ποσότητες βιολογικού υλικού ώστε να εξασφαλιστούν ικανές ποσότητες πρωτεΐνης για τον προσδιορισμό. Μια εναλλακτική προσέγγιση είναι η κατασκευή πλασμιδίων έκφρασης της PTEN και η παροδική διαμόλυνση κυττάρων ώστε να επιτευχθούν υψηλά επίπεδα έκφρασης με τεχνητό τρόπο. Στην περίπτωση αυτή, υπάρχει επιπλέον η δυνατότητα προσθήκης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που κωδικοποιεί την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) στο ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης με το γονίδιο της PTEN, ώστε να προκύψει η υβριδική πρωτεΐνη GFP-PTEN. Η GFP-PTEN διατηρεί την ενζυμική ενεργότητα και εξειδίκευση της PTEN, αλλά μπορεί πλέον να ανιχνευθεί με μικροσκοπία φθορισμού ή να απομονωθεί με χρήση ειδικών αντισωμάτων έναντι της GFP. Αυτά τα πλασμίδια κατασκευάζονται με απλές μεθόδους μοριακής βιολογίας, που είναι διαθέσιμες στα περισσότερα εργαστήρια και δεν θα αναλυθούν περαιτέρω στο πλαίσιο αυτής της άσκησης. Τα πλασμίδια που χρησιμοποιούνται σε αυτήν την άσκηση είναι βασισμένα στο γενικό φορέα έκφρασης pEGFP-C1 (που χρησιμοποιείται και ως δείγμα ελέγχου) και είναι τα GFP-PTENwt (PTEN αγρίου τύπου) και GFP-PTENC124S (μετάλλαξη της Cys124 σε Ser). Η τελευταία μεταλλαγμένη μορφή έχει ανιχνευθεί σε δείγματα ασθενών με διάφορους τύπους καρκίνου και είναι ολοκληρωτικά ανενεργή, αφού η συγκεκριμένη Cys είναι απαραίτητη για την κατάλυση της αντίδρασης αποφωσφορυλίωσης.

			Η παροδική διαμόλυνση (transient transfection) κυτταρικών σειρών μπορεί να γίνει με ποικιλία μεθόδων. Ενδεικτικά αναφέρεται η μέθοδος λιπιδικών φορέων (Lipofection) και η μέθοδος συμπλόκων φωσφορικού ασβεστίου (calcium phosphate transfection). Στην πρώτη περίπτωση απαιτείται ένα ειδικό αντιδραστήριο (lipofectamine reagent, Invitrogen), ενώ στη δεύτερη περίπτωση όχι. Αξίζει να σημειωθεί ότι διαφορετικές κυτταρικές σειρές μπορεί να εμφανίσουν διαφορετική δεκτικότητα στις μεθόδους παροδικής διαμόλυνσης. Για δημοφιλείς κυτταρικές σειρές ωστόσο, όπως τα κύτταρα HEK293 ή τα κύτταρα COS-7 και οι δυο μέθοδοι είναι εξίσου αποτελεσματικές. Στη συνέχεια περιγράφεται περιληπτικά η μέθοδος των συμπλόκων φωσφορικού ασβεστίου. Για τη χρήση lipofectamine reagent, ο αναγνώστης παραπέμπεται στις οδηγίες και τα αντίστοιχα πρωτόκολλα της Invitrogen. 

			Μέθοδος των συμπλόκων φωσφορικού ασβεστίου (οι ποσότητες αντιστοιχούν για ένα τρυβλίο 35mm και μπορούν να προσαρμοστούν αναλόγως): 

			Πορεία εργασίας (υπό ασηπτικές συνθήκες)

			(α) σε σωλήνα eppendorf προστίθεται 0.1-2μg πλασμιδίου έκφρασης σε 90μL νερό, 

			(β) προστίθενται 10μL διαλύματος CaCl2 2.5M και το διάλυμα αναδεύεται ώστε να επιτευχθεί πλήρης ομογενοποίηση, 

			(γ) προστίθενται 100μL διαλύματος 2xHBSS (4g NaCl, 117.5mg KCl, 95mg Na2HPO4.7H20, 675mg γλυκόζης, 2.5 g HEPES σε 250mL νερό και το pH διορθώνεται στο 7.05-7.10). Σημειώνεται ότι η τελική τιμή του pH είναι σημαντική για την επιτυχή διαμόλυνση και μπορεί να διαφέρει ανάλογα την κυτταρική σειρά που χρησιμοποιείται.

			(δ) το διάλυμα επωάζεται για 5-10min σε θερμοκρασία δωματίου,

			(ε) προστίθενται από αυτό 200μL στο θρεπτικό μέσο των κυττάρων στο τρυβλίο καλλιέργειας (τα κύτταρα θα πρέπει να καλύπτουν κατά 50-70% την επιφάνεια) και

			(στ) τα κύτταρα επωάζονται για 1-2 ημέρες.

			Για τη μέθοδο προσδιορισμού που ακολουθεί χρησιμοποιούνται κύτταρα COS-7 (κυτταρική σειρά απομονωμένη από νεφρούς African green monkey). Ο αριθμός που τοποθετείται στα τρυβλία είναι 120,000-150,000 κύτταρα/35mm τρυβλίο. Ετοιμάζονται 3 τρυβλία: ένα για έκφραση της GFP (δείγμα αναφοράς), ένα για έκφραση της GFP-PTENwt και ένα για έκφραση της GFP-PTENC124S. Μετά από 2 ημέρες ανάπτυξης, ακολουθεί η παροδική διαμόλυνση και τα κύτταρα χρησιμοποιούνται μετά από 1 ή 2 ημέρες. Αν υπάρχει διαθέσιμο μικροσκόπιο φθορισμού μπορεί να επιβεβαιωθεί ότι η παροδική διαμόλυνση έχει επιτύχει και η πλειοψηφία των κυττάρων όντως εκφράζει φθορίζουσες πρωτεΐνες.

			Υλικά

			- EGTA, ΕDTA, NaCl, Tris, β-μερκαπτοαιθανόλη (β-ΜΕ), διθειοθρεϊτόλη (DTT), μίγμα αναστολέωνπρωτεασών, NP-40

			- ρυθμιστικό διάλυμα κυτταρικής λύσης και ανοσοκαταβύθισης (Lysis/IP Buffer, LIB): 50mM Tris pH 7.8, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1% NP-40. Προσθήκη 0.1% β-ME και μίγματος αναστολέων πρωτεασών αμέσως πριν τη χρήση

			- ρυθμιστικό διάλυμα προσδιορισμού (Assay Buffer, AB): 100mM Tris pH 8.0, 2mM DTT (η προσθήκη του DTT γίνεται αμέσως πριν τη χρήση)

			- σφαιρίδια αγαρόζης-G-πρωτεΐνης

			- αντισώματα έναντι της PTEN (αντίσωμα Ν19, Santa Cruz Biotech) ή αντίσωμα έναντι της GFP (σημειώνεται ότι υπάρχουν πολλά αντισώματα έναντι της GFP διαθέσιμα από εταιρείες, αλλά μόνο ορισμένα δουλεύουν ικανοποιητικά όσον αφορά την ανοσοκαταβύθιση - ενδεικτικά αναφέρονται οι εταιρίες Abcam και Roche)

			- αντιδραστήριο πράσινο του μαλαχίτη (Malachite green reagent, BIOMOL ή Echelon Biosciences Incorporated)

			- θερμοστατούμενος θάλαμος επώασης συνεχούς κίνησης

			- multi plate reader

			- C8-PIP3, Echelon Biosciences Incorporated.

			Κυτταρική λύση και ανοσοκαταβύθιση

			Για την κυτταρική λύση και την ανοσοκαταβύθιση, μπορούν να ακολουθηθούν οι βασικοί χειρισμοί και μέθοδοι που έχουν περιγραφεί σε προηγούμενες ασκήσεις. Υπενθυμίζεται ότι είναι σημαντικό όλη η εργασία να λάβει χώρα σε χαμηλές θερμοκρασίες (χρήση παγοκυστών ή πάγου). Η πορεία εργασίας περιλαμβάνει την έκπλυση των κυττάρων με παγωμένο ρυθμιστικό διάλυμα PBS, την προσθήκη παγωμένου διαλύματος LIB (300-500μL/τρυβλίο 30mm) στην κυτταρική στιβάδα, την απόξεση του κυτταρικού εκχυλίσματος και τη μεταφορά του σε σωλήνες eppendorf και την επώαση του εκχυλίσματος για 30min υπό ανάδευση. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 15,000g για 20min, για την απομάκρυνση μη διαλυτοποιημένων πρωτεϊνών και παραλαμβάνεται το υπερκείμενο το οποίο θα υποβληθεί σε ανοσοκαταβύθιση. 

			Η ανοσοκαταβύθιση γίνεται σε διαδοχικά στάδια. Πρώτα, τα εκχυλίσματα επωάζονται με το αντίσωμα (anti-PTEN ή anti-GFP) για 16 ώρες στους 4 oC και υπό ανάδευση. Στη συνέχεια, προστίθενται 20μL εναιωρήματος εκπλυμένων σφαιριδίων αγαρόζης-G-πρωτεΐνης για 2 ώρες. Τέλος, τα σφαιρίδια εκπλένονται με διαδοχικές φυγοκεντρήσεις (στα 2,000g για 4min), τρεις φορές με φρέσκο διάλυμα LIB και τρεις φορές με διάλυμα AB. Υπενθυμίζεται ότι, αν έχει επιτύχει η ανοσοκαταβύθιση, όλη η ποσότητα της GFP-PTEN που έχει εκφραστεί στα κύτταρα θα πρέπει να απομονωθεί στα σφαιρίδια μέσω του συμπλόκου αγαρόζη-G-πρωτεΐνη::αντίσωμα::GFP-PΤΕΝ. Μετά τις εκπλύσεις, τα σφαιρίδια αναδιασπείρονται σε 60μL διαλύματος AB μέχρι τον προσδιορισμό.

			Ενζυμικός προσδιορισμός και ανίχνευση φωσφόρου

			Πορεία εργασίας

			Τα δείγματα αναδεύονται ελαφρά, ώστε τα σφαιρίδια να εναιωρηθούν πλήρως και παραλαμβάνονται 22μL εναιωρήματος εις διπλούν σε σωλήνες. Προστίθενται 3μL υποστρώματος (C8-PIP3, 1mM σε νερό) ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι 100 μM και τα δείγματα, μετά από ελαφρά ανάδευση, μεταφέρονται σε κυκλικά ανακινούμενο θερμοστατούμενο θάλαμο επώασης. Παράλληλα, προετοιμάζονται και δείγματα ελέγχου που περιέχουν μόνο το διάλυμα AB και την C8-PIP3, καθώς και δείγματα πρότυπων διαλυμάτων φωσφορικών (NaH2PO4) που περιέχουν 0, 200, 600 και 1200 pmol ανόργανου φωσφόρου για την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης (όλα εις διπλούν). Η αντίδραση γίνεται για 30-60min στους 37oC και τερματίζεται με την προσθήκη 100μL διαλύματος αντιδραστηρίου πράσινου του μαλαχίτη. 

			Τα δείγματα αναδεύονται και επωάζονται για 15min σε θερμοκρασία δωματίου κατά την οποία αναπτύσσεται πράσινο χρώμα. Μετά την πάροδο των 15min, τα δείγματα (125μL) μεταφέρονται σε τρυβλίο 96 θέσεων και μετράται η απορρόφηση στα 620 nm σε κατάλληλο φωτόμετρο. Η ποσότητα του ανόργανου φωσφόρου που απελευθερώθηκε από την PTEN υπολογίζεται από την πρότυπη καμπύλη με ανάλυση γραμμικής παλλινδρόμησης.

			Ένα παράδειγμα μετρήσεων προτύπων διαλυμάτων φωσφόρου καθώς και η πρότυπη καμπύλη παρουσιάζεται στο Σχήμα 8.1. 
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			Σχήμα 8.1 Μετρήσεις και πρότυπη καμπύλη προσδιορισμού ανόργανου φωσφόρου.

			Η διόρθωση γίνεται με αφαίρεση της απορρόφησης του τυφλού δείγματος (ποσότητα Pi=0) από όλες τις τιμές. Επομένως, ο υπολογισμός της ενεργότητας γίνεται μέσω του τύπου:

			Ποσότητα φωσφόρου=[(τιμή απορρόφησης δείγματος-τιμή απορρόφησης τυφλού)-0,0053] / 0.0002

			και τα αποτελέσματα μπορούν να εκφραστούν ως συνολικά pmol φωσφόρου ή pmol φωσφόρου/min ή ως % κατανάλωση υποστρώματος με δεδομένο ότι χρησιμοποιήθηκαν 3,000 pmol PIP3 για την αντίδραση.

			Τα αποτελέσματα ενός ενδεικτικού πειράματος δίνονται στο Σχήμα 8.2 και συζητώνται στην επόμενη παράγραφο.
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			Σχήμα 8.2 Τιμές ενεργότητας φωσφατάσης των δειγμάτων ελέγχου και των δειγμάτων GFP-PTENwt και GFP-PTENC124S με χρήση των υποστρωμάτων C8-PIP3 και C8-PIP2.

			Παρατηρήσεις και σχόλια

			1. Επειδή ο προσδιορισμός βασίζεται στη μέτρηση ανόργανου φωσφόρου, απαγορεύεται η χρήση ρυθμιστικών διαλυμάτων βασισμένων σε φωσφορικά άλατα (π.χ. PBS). Τυχόν υπολείμματα PBS στο εναιώρημα των σφαιριδίων θα δώσουν αυξημένες τιμές κατά τον προσδιορισμό και γι’ αυτό απαιτείται παρατεταμένη έκπλυση τους με ρυθμιστικό διάλυμα 100mM Tris pH 8.0, πριν τη χρήση τους. Υπολείμματα φωσφόρου, μερική υδρόλυση των φωσφορικών ομάδων της PIP3 κατά την αποθήκευση ή υδρόλυση ενδογενών υποστρωμάτων από φωσφατάσες μπορεί να συνεισφέρουν στην τελική τιμή που λαμβάνεται στα δείγματα ελέγχου (Σχήμα 8.2, δείγματα GFP). 

			2. Η PTEN είναι ευαίσθητη σε οξειδωτικές συνθήκες και συχνά, αν δεν χρησιμοποιηθούν αναγωγικά αντιδραστήρια (βME, DTT), η ενεργότητα απενεργοποιείται κατά την απομόνωση. Υπεύθυνος για την απενεργοποίηση είναι ο σχηματισμός δισουλφιδικών δεσμών με συμμετοχή της καταλυτικής Cys124.

			3. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 8.2, το δείγμα GFP-PTENwt εμφανίζει υψηλή ενεργότητα με υπόστρωμα την PIP3 αλλά όχι την PIP2. Αυτό είναι ένα επιπλέον δείγμα ελέγχου που επιβεβαιώνει ότι η ενεργότητα που μετρήθηκε είναι η ενεργότητα 3-φωσφατάσης, όπως αναλύθηκε στις εισαγωγικές παραγράφους. Μια εναλλακτική προσέγγιση μπορεί να είναι η χρήση αναστολέων της PTEN κατά τον προσδιορισμό, ώστε να επιβεβαιωθεί η ταυτότητα της ενεργότητας που μετράται. Αναστολείς που έχουν χρησιμοποιηθεί επιτυχώς σε αυτή τη μέθοδο είναι οι VOOH-pic και bpV-pic , οι οποίοι είναι σύμπλοκα του ορθοβαναδικού οξέος.

			4. Όπως φαίνεται και πάλι στο Σχήμα 8.2, η ενεργότητα του δείγματος GFP-PTENC124S είναι μηδενική, σχεδόν ίση με τη τιμή του δείγματος ελέγχου της GFP. Αυτό αποδεικνύει ότι η συγκεκριμένη μορφή της PTEN είναι όντως ανενεργή.

			5. Μια επιπλέον ανάλυση που πρέπει να γίνει ώστε να ολοκληρωθεί το πείραμα είναι η ανάλυση των πρωτεϊνών που έχουν απομονωθεί. Για να είναι αξιοποιήσιμες οι τιμές ενεργότητας του σχήματος πρέπει να δειχθεί ότι έχουν απομονωθεί και χρησιμοποιηθεί στον προσδιορισμό παρόμοιες ποσότητες των δύο πρωτεϊνών, της GFP-PTENwt και της GFP-PTENC124S. Για το σκοπό αυτό, μπορεί να χρησιμοποιηθεί ένα μικρό δείγμα (5-10μL) από το τελικό εναιώρημα των σφαιριδίων πριν τον προσδιορισμό, να προστεθεί διάλυμα δείγματος για ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και να γίνει αποτύπωση κατά Western (WB) με χρήση αντισώματος έναντι της GFP ή της PTEN. Μια τυπική εικόνα που λαμβάνεται είναι αυτή στο Σχήμα 8.3.

			Όπως φαίνεται στο Σχήμα 8.3, η ανάλυση WB αποδεικνύει την απομόνωση και χρήση παρόμοιων ποσοτήτων των δύο πρωτεϊνών.
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			Σχήμα 8.3 Ανάλυση κατά Western δειγμάτων ανοσοκαταβύθισης GFP, GFP-PTENwt και GFP-PTENC124S.

			Βιβλιογραφία

			Song MS, Salmena L, Pandolfi PP (2012) The functions and regulation of the PTEN tumour suppressor. Nat Rev Mol Cell Biol, 13:283-296.

			Kreis P, Leondaritis G, Lieberam I, Eickholt BJ (2014) Subcellular targeting and dynamic regulation of PTEN: implications for neuronal cells and neurological disorders. Front Mol Neurosci, 7:23. 

			Maehama T, Taylor GS, Slama JT, Dixon JE (2000) A sensitive assay for phosphoinositide phosphatases. Analbiochem, 279:248-250.

		

	
		
			ΑΣΚΗΣΗ 9│ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΦΩΣΦΟΛΙΠΑΣΗΣ C

			Εισαγωγή

			Οι φωσφολιπάσες C των φωσφοϊνοσιτιδίων είναι σημαντικές σηματοδοτικές πρωτεΐνες. Συναντώνται σε ποικιλία ισομορφών (β, γ, δ, ε, ζ και η) που διαφέρουν ως προς τις υποπεριοχές που διαθέτουν, την ενεργοποίησή τους από υπομονάδες των πρωτεϊνών G (PLCβ), την ενεργοποίησή τους μέσω τυροσινικής φωσφορυλίωσης (PLCγ), από άλλες μικρές GTPάσες (PLCε) ή την ευαισθησία τους στη συγκέντρωση του Ca2+ (PLCδ, ζ). Το κοινό χαρακτηριστικό όλων των ισομορφών είναι ότι εμφανίζουν εκλεκτικότητα για την PIP2, έναντι της φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης και βέλτιστη ενεργότητα σε χαμηλές συγκεντρώσεις ελεύθερου Ca2+ (nΜ-μM). 

			Η κλασσική μέθοδος προσδιορισμού της ενεργότητας PLC απαιτεί τη χρήση ραδιοσημασμένης PIP2 ως υποστρώματος. Παρότι έχουν αναπτυχθεί και μη-ραδιομετρικές μέθοδοι (π.χ. φθορισμομετρικές), συνήθως δεν προτιμώνται όταν χρειάζεται να αναλυθούν πολύπλοκα βιολογικά δείγματα όπως εκχυλίσματα ιστών και κυττάρων. Πρέπει να σημειωθεί ότι μόνο ορισμένα εργαστήρια και χώροι είναι αδειοδοτημένοι για τη χρήση ραδιομετρικών μεθόδων προσδιορισμού. Σε κάθε περίπτωση πρέπει να ακολουθούνται οι βασικοί κανόνες ασφάλειας για τη διάθεση, χρήση και απόρριψη ραδιοσημασμένων ενώσεων, όπως προσδιορίζονται από τους αρμόδιους οργανισμούς. Στην Ελλάδα, αρμόδια είναι η Διεύθυνση Αδειών και Ελέγχων της Ελληνικής Επιτροπής Ατομικής Ενέργειας (ΕΕΑΕ). Θα πρέπει πάντως να σημειωθεί ότι το ραδιοσημασμένο ισότοπο που χρησιμοποιείται στην παρούσα μέθοδο (τρίτιο, 3Η), καθώς και οι ποσότητες που χρειάζονται, απαιτούν απλά μέτρα προστασίας όπως τη χρήση πλαστικών γαντιών. 

			Αρχή μεθόδου

			Η μέθοδος στηρίζεται στη χρήση PIP2 επισημασμένης με 3Η στο δακτύλιο της ινοσιτόλης ([3ΗΙns]PIP2). Η υδρόλυση της 3Η[Ins]PIP2 από τη PLC θα οδηγήσει στην παραγωγή μη-επισημασμένης DAG και [3ΗΙns]IP3 η οποία είναι υδατοδιαλυτή. Μετά από εκχύλιση των προϊόντων της αντίδρασης και μέτρηση της ραδιενέργειας που ανακτήθηκε στην υδατική φάση, προσδιορίζεται η ποσότητα της IP3 που παράχθηκε και εξ αυτής η ειδική ενεργότητα της PLC. Σε ορισμένες περιπτώσεις απαιτείται η ταυτοποίηση του προϊόντος, η οποία μπορεί να γίνει με μια απλή χρωματογραφική μέθοδο που παρουσιάζεται στο τέλος της άσκησης ως παράρτημα. Ένα σημείο που αξίζει να σημειωθεί είναι ότι η PLC θα δράσει εξειδικευμένα και αποτελεσματικά έναντι της PIP2 μόνο όταν αυτή χρησιμοποιηθεί σε λιποσωμικές ή μικυλλιακές μορφές. Στην συγκεκριμένη μέθοδο παρουσιάζεται η παρασκευή μικυλλιακών μορφών της PIP2 με τη χρήση δεοξυχολικού νατρίου. Ωστόσο, λιποσώματα που παρασκευάζονται μετά από ανάμιξη της PIP2 με άλλα φωσφολιπίδια και κυρίως φωσφατιδυλοχολίνη είναι εξίσου αποτελεσματικά. Τέλος, χρειάζεται προσοχή στη ρύθμιση της συγκέντρωσης του ελεύθερου Ca2+ στο διάλυμα της αντίδρασης. Επειδή η βέλτιστη συγκέντρωση Ca2+ για τις PLC είναι πολύ χαμηλή (1-10 μM) απαιτείται η χρήση ρυθμιστικών διαλυμάτων CaCl2/EGTA. Απουσία Ca2+, δηλαδή χρήση μόνο του EGTA σε συγκέντρωση 3mM, η ενεργότητα της PLC πρέπει να είναι πολύ χαμηλή ή σχεδόν μηδενική. 

			Υλικά

			- CaCl2 και MgCl2, δεοξυχολικό νάτριο, EGTA, ρυθμιστικό διάλυμα Tris 50mM, pH 6.5, 10x ρυθμιστικό διάλυμα Ca2+/EGTA (CaCl2 20mM, EGTA 30mM, διόρθωση του pH στο 7.0 με NaOH 2N για τελική συγκέντρωση ελεύθερου Ca2+ 1 μΜ), παγωμένο μίγμα CHCl3-CH3OH (2:1, v/v), διάλυμα HCl 1N.

			- PIP2 σε CHCl3-CH3OH (2:1, v/v) (απομονωμένη από μίγμα φωσφοϊνοσιτιδίων). 

			- [3ΗΙns]PIP2σε CH2Cl2/C2H5OH/H2O (20:10:1) (1Cimmol-1, 10μCimL-1).

			Βρογχοκυψελιδικό έκπλυμα (BAL, bronchoalveolar lavage)

			To βρογχοκυψελιδικό έκπλυμα (BAL) είναι υδατικό εναιώρημα που παραλαμβάνεται με βρογχοσκόπηση και δίνει με μεγάλη ακρίβεια την στιγμιαία απεικόνιση της ανοσολογικής κατάστασης τοπικά στον πνεύμονα. Αντιπροσωπεύει το κυψελιδικό υγρό σε αραίωση, περιέχει δε και κυτταρικούς πληθυσμούς που βρίσκονται στον κυψελιδικό χώρο. Τέλος, περιέχει τον πνευμονικό επιφανειοδραστικού παράγοντα. Το υλικό αυτό είναι λιποπρωτεϊνικής σύστασης με επιφανειοδραστικές ιδιότητες, που απλώνεται ως μονοστιβάδα στη διεπιφάνεια αέρα-υμενίου υγρής φάσης που επικαλύπτει τις κυψελίδες. Βασική λειτουργία του υλικού αυτού είναι η μείωση της επιφανειακής τάσης στη διεπιφάνεια, η προστασία των κυψελίδων από κατάρρευση στο τέλος της εκπνοής και από την δημιουργία πνευμονικού οιδήματος, συμβάλλει όμως και στην κυτταρική άμυνα μέσω των ειδικών πρωτεϊνών που περιέχει και οι οποίες διαθέτουν ιδιότητες λεκτινών. 

			Με μια διαφορική φυγοκέντρηση παραλαμβάνονται τα κύτταρα (ίζημα) του BAL και το υγρό (υπερκείμενο) BAL. Η υπερκείμενη υγρή φάση του BAL περιέχει συσσωματώματα του επιφανειοδραστικού παράγοντα, τα οποία ανακτήθηκαν κατά την έκπλυση, διαλυτούς παράγοντες, καθώς και εξωκυττάρια κυστίδια που έχουν εκκριθεί από τα κύτταρα και παίζουν ρόλο στην διακυτταρική επικοινωνία, όπως είναι τα εξωσώματα. Τα κύτταρα BAL αποτελούνται κυρίως από κυψελιδικά μακροφάγα και, σε περίπτωση φλεγμονής και από άλλα κύτταρα, όπως πολυμορφοπύρηνα ή και ηωσινόφιλα, ανάλογα με το είδος της βλάβης. Τα κύτταρα αυτά συρρέουν στον κυψελιδικό χώρο λόγω της αυξημένης διαπερατότητας της τριχοειδοκυψελιδικής μεμβράνης. Μελέτες έχουν δείξει τη παρουσία φωσφολιπασών στο BAL ασθενών με οξεία πνευμονική βλάβη, όπως η PLA2 και η εκλεκτική για φωσφοϊνοσιτίδια PLC. Ειδικά για την PLC, η ενεργότητα εντοπίζεται και στο υγρό BAL και στα κύτταρα BAL. Αξίζει να σημειωθεί ότι ο προσδιορισμός των ενζύμων αυτών μπορεί να έχει διαγνωστική αξία.

			Προετοιμασία υποστρώματος

			Η παρασκευή του υποστρώματος γίνεται ως εξής: παραλαμβάνονται από διαλύματα stock και εξατμίζονται σε ρεύμα αζώτου διαδοχικά, στον ίδιο σωλήνα, ποσότητες ψυχρής και ραδιοσημασμένης PIP2 έτσι, ώστε η ειδική ραδιενέργεια να είναι 6,700–10,000 cpm/nmol. Μετά την εξάτμιση των οργανικών διαλυτών, το μίγμα επαναδιαλύεται σε μικρή ποσότητα CHCl3 και εξατμίζεται καλά ο διαλύτης με ρεύμα αζώτου. Το υμένιο που σχηματίζεται αναδιασπείρεται σε διάλυμα δεοξυχολικού νατρίου 0.05% σε Tris 50mM, pH 6.5 (10μL διαλύματος ανά 3nmol PIP2) και ο σωλήνας πωματίζεται αφού διοχετευθεί σε αυτόν άζωτο. Το υδατικό μίγμα των φωσφολιπιδίων αναδεύεται έντονα σε vortex και υποβάλλεται σε υπερήχηση (σε λουτρό υπερήχων) για 10min και σε θερμοκρασία 25οC. Από αυτό το διάλυμα χρησιμοποιούνται 10μL για κάθε προσδιορισμό.

			Πορεία εργασίας

			Η μέθοδος που χρησιμοποιείται αποτελεί τροποποίηση της μεθόδου των Melin et al. Σημειώνεται ότι εκτός από το υγρό BAL ακριβώς η ίδια μέθοδος μπορεί να χρησιμοποιηθεί και για τον προσδιορισμό της ενδοκυττάριας ενεργότητας PLC από μεμβρανικά ή κυτοπλασμικά κλάσματα μετά από κλασμάτωση ομογενοποιημάτων κυττάρων (π.χ. κυτταρική σειρά A549 ή κύτταρα Tetrahymena thermophila). Το μίγμα επώασης για τον προσδιορισμό της PLC αποτελείται από: Tris 50mM, pH 6.5, δεοξυχολικό νάτριο 0.01%, 3H[Ιns]PIP2 30–60μΜ και 4-8μg, συνήθως, πρωτεΐνης σε τελικό όγκο 50μL. Για την προσθήκη Ca2+ ή EGTA προστίθενται 5μL από τα αντίστοιχα 10x διαλύματα. Όλοι οι προσδιορισμοί γίνονται εις διπλούν. Μετά την ανάμιξη των διαλυμάτων Tris 50mM και CaCl2 ή EGTA με τα ενζυμικά παρασκευάσματα (5-12μg πρωτεΐνης δείγματος υπερκειμένου BAL) και τη συμπλήρωση του όγκου στα 40μL, τα δείγματα μεταφέρονται σε υδρόλουτρο θερμοκρασίας 37 oC, επωάζονται για 5min και η αντίδραση ξεκινά με την προσθήκη 10μL του υποστρώματος. Μετά από επώαση για διάφορα χρονικά διαστήματα (1–30min), η αντίδραση τερματίζεται με προσθήκη 1mL παγωμένου μίγματος CHCl3-CH3OH (2:1, v/v) και, μετά από έντονη ανάδευση, προστίθενται 250μL HCl 1N. Τα δείγματα αναδεύονται και πάλι και φυγοκεντρούνται σε θερμοκρασία δωματίου στα 2,000g για 3min, οπότε και διαχωρίζονται οι φάσεις. Λαμβάνονται κλάσματα 300μL από την επάνω υδατική φάση και μετράται η ραδιενέργεια σε μετρητή σπινθηρισμού υγρών. Παράλληλα, χρησιμοποιούνται και δείγματα αναφοράς, χωρίς προσθήκη πρωτεΐνης ή με προσθήκη πρωτεΐνης μετά από βρασμό για 10min. Από τις τιμές της ραδιενέργειας των υδατικών φάσεων υπολογίζεται η ενζυμική ενεργότητα απελευθέρωσης υδατικών προϊόντων σε nmol/min/mg πρωτεΐνης ως εξής: 

			(cpmδείγματος x A) - (cpmcontrol x A) / ΕΡΔ / t / μgπρωτεΐνης x 103,

			όπου 

			cpm: counts per minute, 

			Α: διόρθωση ως προς την συνολική υδατική φάση (330μL), 

			ΕΡΔ: ειδική ραδιενέργεια υποστρώματος σε cpm/nmol και 

			t: χρόνος αντίδρασης σε min.

			Στις περιπτώσεις που μελετώνται περαιτέρω τα υδατοδιαλυτά προϊόντα (με χρωματογραφία σε στήλες Dowex), συλλέγεται και φυλάσσεται στους -20οC μέρος της υδατικής φάσης των δειγμάτων (συνήθως 300-400μL τα οποία αραιώνονται και εξουδετερώνονται με H2O και αραιωμένο 1:5 διάλυμα NH4OH αντίστοιχα).

			Ανάλυση προϊόντων

			Υλικά

			- μυρμηκικό αμμώνιο 0.2, 0.4 και 1Μ σε μυρμηκικό οξύ 0.1Μ

			- προκατασκευασμένες στήλες Dowex AG 1- x8 στη μορφή του μυρμηκικού ανιόντος (200-400 mesh, όγκου 2mL), PolyPrep της Bio-Rad

			Πορεία εργασίας

			Για το διαχωρισμό των υδατικών προϊόντων του προσδιορισμού της PLC χρησιμοποιείται χρωματογραφία ανιοντανταλλαγής σε μικροστήλες Dowex. Οι ενεργές ομάδες του χρωματογραφικού υλικού είναι τεταρτοταγείς θετικά φορτισμένες αμινομάδες, ενώ το αντισταθμιστικό ιόν είναι το μυρμηκικό ανιόν (formate form).

			Τα δείγματα από τις υδατικές φάσεις των προσδιορισμών αραιώνονται με Η2Ο σε αναλογία τουλάχιστον 1:10, εξουδετερώνονται με αραιωμένο (1:5) διάλυμα π.NH4ΟΗ και προστίθενται με προσοχή σε προεξισορροπημένες έτοιμες στήλες Dowex. Η προεξισορρόπηση γίνεται με πέρασμα από τη στήλη 20-40mL νερού πριν αρχίσει η χρωματογράφηση. Μετά το δείγμα, προστίθενται 10mL νερό για έκπλυση της στήλης και ακολούθως εκλούονται κατά σειρά οι μονοφωσφορικές ινοσιτόλες (IP), η διφωσφορική ινοσιτόλη (IP2) και τελικά η IP3 με την προσθήκη των παρακάτω διαλυμάτων στην εξής σειρά: 10mL 0.2Μ μυρμηκικού αμμωνίου σε μυρμηκικό οξύ 0.1 Μ, 12mL 0.4Μ μυρμηκικού αμμωνίου σε 0.1Μ μυρμηκικό οξύ, 10mL 1Μ μυρμηκικού αμμωνίου σε 0.1Μ μυρμηκικό οξύ. Παραλαμβάνονται κλάσματα των 2mL από τη στήλη και μετράται η ραδιενέργεια μικρής ποσότητας από τα κλάσματα.

			Για την βαθμονόμηση των στηλών μπορεί να χρησιμοποιηθεί πρότυπη [3ΗΙns]ΙP3 και να αναλυθεί με την ίδια διαδικασία. Η [3ΗΙns]ΙP3 εκλούεται σε ποσοστό 98% με το κατάλληλο διάλυμα (μυρμηκικό αμμώνιο 1 Μ σε μυρμηκικό οξύ 0.1Μ).

			Βιβλιογραφία

			Spyridakis S, Leondaritis G, Nakos G, Lekka ME, Galanopoulou D (2010) A specific phospholipase C activity regulates phosphatidylinositol levels in lung surfactant of patients with acute respiratory distress syndrome. Am J Respir Cell Mol Biol, 42:357-362.

			Kitsiouli E, Nakos G, Lekka ME (2009) Phospholipase A2 subclasses in acute respiratory distress syndrome. Biochim Biophys Acta, 1792:941-953.

		

	
		
			ΑΣΚΗΣΗ 10│ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΦΩΣΦΟΛΙΠΑΣΗΣ D ΣΕ ΦΥΤΑ

			Ο προσδιορισμός αυτός μπορεί να εφαρμοστεί σε ποικιλία φυτών ή φυτικών ιστών, όπως στο φυτό Arabidopsis thaliana ή σε λαχανάκια Βρυξελλών (Brasica oleracea), αντίστοιχα. Έχει εφαρμοστεί με επιτυχία και σε ολόκληρα φυτά ή φύλλα του Gossypium hirsutum (καλλιεργούμενο βαμβάκι).

			Εισαγωγή

			Η φωσφολιπάση D (PLD, EC 3.1.4.4) υδρολύει τα μεμβρανικά φωσφολιπίδια προς φωσφατιδικό οξύ το οποίο, στη συνέχεια, συμμετέχει σε πορείες μεταγωγής σήματος στο εσωτερικό των κυττάρων1. Παρουσία πρωτοταγούς αλκοόλης, η PLD καταλύει τη μεταφωσφατιδυλίωση του σχήματος. Καθώς η φωσφατιδυλο-αλκοόλη δεν απαντάται υπό κανονικές συνθήκες στα κύτταρα, η αντίδραση χρησιμοποιείται για την ταυτοποίηση της ενεργότητας PLD.
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			Σχήμα 10.1 Αντιδράσεις υδρόλυσης και μεταφωσφατιδυλίωσης που καταλύει η PLD.

			Η PLD είναι διαδεδομένη σε θηλαστικά και βακτήρια, κυρίως όμως στα φυτά: υπάρχουν δώδεκα γονίδια PLD στο φυτό A. thaliana, ενώ μόνο δυο στα θηλαστικά και ένα σε κύτταρα ζύμης. Στα φυτά, που διαθέτουν έξι ισομορφές της PLD (α-ζ), συμμετέχει στην απόκριση σε περιβαλλοντικές καταπονήσεις. Οι ισομορφές των φυτικών PLD διαφέρουν στους τομείς που περιέχουν (όλες πάντως διαθέτουν εις διπλούν το καταλυτικό μοτίβο HKD), στο pH και τα επίπεδα ασβεστίου που απαιτούν για τη βέλτιστη δράση τους. Στις αποκρίσεις των φυτών συμμετέχουν κυρίως οι ισομορφές α και δ.

			Με την προτεινόμενη μέθοδο προσδιορίζεται η ενεργότητα της ισομορφής α της PLD, που αποτελεί την κύρια συστατική μορφή του ενζύμου στα φυτά. Ο προσδιορισμός της ισομορφής δ διαφέρει λόγω της απαίτησής της για ελαϊκό οξύ και ΡΙΡ2, που πρέπει να προστίθενται στο μίγμα αντίδρασης κατά τον in vitro προσδιορισμό του ενζύμου. Όπως και για τον προσδιορισμό της ενεργότητας PLC (βλ. Άσκηση 9), έτσι και για τον προσδιορισμό της ενεργότητας PLD, είναι προτιμότερο να χρησιμοποιείται ραδιοσημασμένο υπόστρωμα ([3Η] ή [14C]φωσφατιδυλοχολίνη), που αυξάνει την ευαισθησία της μεθόδου (η φωσφατιδυλοχολίνη αποτελεί το κύριο, in vivo και in vitro, υπόστρωμα του ενζύμου). Ωστόσο, ο ίδιος προσδιορισμός μπορεί να παραγματοποιηθεί και με ψυχρό υπόστρωμα, μόνο που στην περίπτωση αυτή διαφέρει η ανάλυση των προϊόντων της δράσης του ενζύμου.

			Επεξεργασία του φυτικού ιστού

			Όταν ο προσδιορισμός γίνεται σε φυτά, αυτά αναπτύσσονται σε σταθερές συνθήκες. Ενδεικτικά αναφέρονται: θάλαμος σταθερής θερμοκρασίας (25°C) και υγρασίας (50-60%) με φωτοπερίοδο 16:8h (φως:σκοτάδι). 

			Το τμήμα του φυτού που επιλέγεται να μελετηθεί, αποσπάται και ομογενοποιείται σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl 50mM, pH 7.5, 10mM KCl, 1mM EDTA, 0.5mM PMSF, 2mM DTT. O υποδοχέας του ομογενοποιητή πρέπει να είναι βυθισμένος σε πάγο. Εναλλακτικά, ο φυτικός ιστός ψύχεται απότομα σε υγρό άζωτο και κονιορτοποιείται σε πορσελάνινο γουδί, που επίσης περιέχει υγρό άζωτο. Η σκόνη που προκύπτει προστίθεται στο ρυθμιστικό διάλυμα. Σε κάθε περίπτωση, ο λόγος του βάρους του ιστού (g) προς τον όγκο του ρυθμιστικού διαλύματος (mL) για την ομογενοποίηση πρέπει να είναι 4-8.5:15. Ακολουθεί διήθηση από διπλή γάζα και φυγοκέντρηση του διηθήματος στα 1,500xg για 15min. Παραλαμβάνεται το υπερκείμενο της φυγοκέντρησης, θερμαίνεται στους 55°C για 5min και αμέσως μετά ψύχεται απότομα σε πάγο και φυγοκεντρείται στα 10,000xg για 15min. Το υπερκείμενο αυτής της φυγοκέντρησης επαναφυγοκεντρείται στα 100,000xg για 45min. Ελέγχονται για ενεργότητα PLD τα δυο τελευταία κλάσματα: κλάσμα μικροσωμάτων στο οποίο, στην περίπτωση του G. hirsutum, εντοπίζεται κυρίως η ενεργότητα PLD και υπερκείμενο των μικροσωμάτων, στο οποίο αναμένεται πιθανή διαλυτή ενεργότητα. Έλεγχος μπορεί να γίνει και στα προηγούμενα ιζήματα. Ο έλεγχος των ιζημάτων γίνεται μετά από αναδιασπορά τους στο ρυθμιστικό διάλυμα ομογενοποίησης ως εξής: ίζημα των 1,500g σε 200μL/g ιστού, ίζημα 10,000xg σε 150μL/g ιστού, ίζημα 100,000xg σε 60-90μL/g ιστού. Τα προς μελέτη δείγματα μπορούν να παραμείνουν για μικρό χρονικό διάστημα στους -20°C, αφού κατανεμηθούν σε μικρότερες ποσότητες σε σωλήνες eppendorf.

			Προετοιμασία του υποστρώματος

			Όπως και στην περίπτωση της PLC της Άσκησης 9, η PLD θα υδρολύσει αποτελεσματικά το υπόστρωμα της μόνο αν αυτό έχει μικυλλιακή μορφή. Στην περίπτωση της φωσφατιδυλοχολίνης, η παρασκευή μικυλλίων είναι εύκολη, κάτι που δεν ισχύει π.χ. για λιπίδια που σχηματίζουν μετά τη διασπορά τους στο νερό εξαγωνικές ΙΙ δομές.

			Για την προετοιμασία του υποστρώματος της PLD, κατάλληλη ποσότητα φωσφατιδυλοχολίνης (0.4μmol/δείγμα αντίδρασης) εξατμίζεται μέχρι ξηρού σε ρεύμα αζώτου. Στον ίδιο σωλήνα προστίθεται ραδιοσημασμένη φωσφατιδυλοχολίνη ([2-παλμιτυλο-9,10-3Η]φωσφατιδυλοχολίνη) σε ποσότητα τέτοια, ώστε η ειδική ραδιενέργεια του υποστρώματος να είναι 45-50cpm/nmol. Η επισήμανση του υποστρώματος είναι σε τέτοια θέση ώστε, μετά την υδρόλυσή του, να είναι επισημασμένο και το προϊόν της αντίδρασης (φωσφατιδικό οξύ). Μετά την εξάτμιση και της ραδιοσημασμένης φωσφατιδυλοχολίνης, στο σωλήνα προστίθεται μικρή ποσότητα χλωροφορμίου που επίσης εξατμίζεται εξαντλητικά μέχρι ξηρού. Στο υπόλειμμα προστίθεται ποσότητα νερού, ώστε η τελική συγκέντρωση της φωσφατιδυλοχολίνης να είναι 20mM και γίνεται υπερήχηση σε λουτρό υπερήχων και σε θερμοκρασία δωματίου (25°C) μέχρι να παραληφθεί από το νερό ολόκληρη η ποσότητα του λιπιδίου (περίπου 10min). Για τον έλεγχο του ποσοστού διασποράς του υποστρώματος, γίνεται μέτρηση ραδιενέργειας του μικυλλιακού παρασκευάσματος (αρκούν 1-2μL γι’ αυτό) και η τιμή συγκρίνεται με τη ραδιενέργεια του υποστρώματος που αρχικά προστέθηκε στο σωλήνα.

			Η διαδικασία είναι παρόμοια και στην περίπτωση χρησιμοποίησης ψυχρού υποστρώματος. Για την παρασκευή του διαλύματος ομογενοποίησης και του μικυλλιακού υποστρώματος χρησιμοποιείται νερό millipore. 

			In vitro αντίδραση

			Ο προσδιορισμός αποτελεί τροποποίηση της μεθόδου των Ryu et al 2.

			Στο σωλήνα της αντίδρασης προστίθενται με τη σειρά 20μL διαλύματος CaCl2 500mM, 20μL διαλύματος SDS 5mM, 20μL υποστρώματος (επισημασμένου ή μη) και ο όγκος συμπληρώνεται μέχρι τα 200μL με ρυθμιστικό διάλυμα HEPES 100mM (pH 6.5). Αν ελέγχεται η δυνατότητα του ενζυμικού παρασκευάσματος να καταλύσει αντίδραση μεταφωσφατιδυλίωσης, στο μίγμα προστίθενται 2μL απόλυτης αιθανόλης πριν από την προσθήκη του ρυθμιστικού διαλύματος (198μL, στην περίπτωση αυτή).

			Η αντίδραση ξεκινά με την προσθήκη 20μL ενζυμικού παρασκευάσματος που θα πρέπει να περιέχει 3-30 μg πρωτεΐνης (ο προσδιορισμός της πρωτεΐνης γίνεται με τη μέθοδο Lowry et al.3). H αντίδραση γίνεται σε υδρόλουτρο 30°C για 30min και διακόπτεται με την προσθήκη 750μL χλωροφορμίου-μεθανόλης (1:2) και έντονη ανάδευση. 

			Ανάλυση των προϊόντων της αντίδρασης

			Μετά τη διακοπή της αντίδρασης, προστίθενται διαδοχικά 200μL KCl 2M και 200μL χλωροφορμίου υπό ισχυρή ανάδευση. Οι φάσεις του διφασικού συστήματος που σχηματίζεται διαχωρίζονται με φυγοκέντρηση στα 500xg για 5min και παραλαμβάνεται η χλωροφορμική (κάτω) φάση.

			Τα λιπίδια της χλωροφορμικής φάσης (φωσφατιδικό οξύ και μη υδρολυθέν υπόστρωμα) διαχωρίζονται με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας σε πλάκες silica gel 60H και σύστημα ανάπτυξης χλωροφορμίου-μεθανόλης-υδροξειδίου του αμμωνίου (65:35:5). Για να γίνει αυτό, το χλωροφορμικό εκχύλισμα εξατμίζεται και τα λιπίδια αναδιαλύονται σε μικρή ποσότητα χλωροφορμίου-μεθανόλης (2:1) και τοποθετούνται, με μορφή ζώνης, ποσοτικά στην πλάκα. Στην πλάκα τοποθετούνται επίσης, με τη μορφή κηλίδας και πρότυπα φωσωατιδυλοχολίνης και φωσφατιδικού οξέος. Κατά την ανάπτυξη του χρωματογραφήματος, το φωσφατιδικό οξύ μετακινείται 2-3cm από το σημείο ένθεσης του δείγματος, κάτι που επιτρέπει το διαχωρισμό του από το λυσο-φωσφατιδικό οξύ που πιθανόν παράγεται στη διάρκεια της in vitro αντίδρασης.

			Για την παρασκευή των χρωματογραφικών πλακών αναμιγνύονται 36.5g silica gel H με 100mL διαλύματος οξαλικού καλίου 2.1%. Το μίγμα αυτό ανακινείται ισχυρά για 2min και 40sec ακριβώς πριν επιστρωθεί στη γυάλινη πλάκα. Οι πλάκες στη συνέχεια ενεργοποιούνται στους 130°C για μια ώρα. Οι χρωματογραφικές αυτές πλάκες είναι κατάλληλες για το διαχωρισμό όξινων φωσφολιπιδίων.

			Μετά το διαχωρισμό των λιπιδίων, παραλαμβάνεται με τη βοήθεια λεπίδας η περιοχή που περιέχει το φωσφατιδικό οξύ και, μετά την προσθήκη 0.5mL μεθανόλης και του κατάλληλου για λιπιδικά δείγματα σπινθηριστή iii, μετράται η ραδιενέργεια σε μετρητή σπινθηρισμού υγρών.

			Στην περίπτωση χρησιμοποίησης ψυχρού υποστρώματος, η παραλαβή των λιπιδίων από το μίγμα της αντίδρασης και ο χρωματογραφικός διαχωρισμός του φωσφατιδικού οξέος είναι παρόμοιος. Ο προσδιορισμός όμως των επιπέδων του φωσφατιδικού οξέος γίνεται μετά από παραλαβή με τη βοήθεια λεπίδας της περιοχή που περιέχει το φωσφατιδικό οξύ, εκχύλιση του silica gel και προσδιορισμό φωσφόρου στο λιπιδικό εκχύλισμα. Για την εκχύλιση χρησιμοποιείται σύστημα διαλυτών κατά Bligh-Dyer (βλ. Άσκηση 12), με τη διαφορά ότι εδώ η υδατική φάση αντικαθίσταται με διάλυμα HCL τελικής συγκέντρωσης 1.1Ν. Ο ποσοτικός προσδιορισμός για την ποσοτικοποίηση του προϊόντος της ενεργότητας PLD (του απομονωμένου με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας φωσφατιδικού οξέος) περιγράφεται αναλυτικά επίσης στην Άσκηση 12.

			Σε όλες τις περιπτώσεις, ο εντοπισμός του φωσφατιδικού οξέος (γενικότερα, των λιπιδίων μετά το χρωματογραφικό διαχωρισμό τους) γίνεται με έκθεση της χρωματογραφικής πλάκας σε ατμούς ιωδίου.

			Βιβλιογραφία

			1 Liu Y, Su Y, Wang X (2013) Phosphatidic αcid-mediated signaling. Adv Exp Med Biol, 991:159-1762. 

			2 Ryu SB, Karlsson BH, Ozgen M, Palta JP (1997) Inhibition of phospholipase D by lysophosphatidylethanolamine, a lipid-derived senescence retardant. Proc Natl Acad Sci USA, 94:12717-12721.

			3 Lowry OH, Rosenbrough NJ, Farr AL, Randall RJ (1951) Protein measurement with the folin phenol reagent. J Biol Chem, 193:265-275.

			

			
				
					iii Διάλυμα σπινθηρισμού για λιπιδικά δείγματα: 5g PPO, 0.3g POPOP σε 1L τολουολίου, διάλυμα σπινθηρισμού για υδατικά δείγματα: 7g PPO, 0.3g POPOP, 100g ναφθαλινίου σε 1L διοξάνης. Μετά την πλήρη διάλυση, προστίθενται στο διάλυμα 200mL νερού (ΡΡΟ: 2,5-διφαινυλοξαζόλιο, ΡΟΡΟΡ: 1,4-δι[2-(φαινυλοξαζολο)]βενζόλιο).	

				

			

		

	
		
			ΑΣΚΗΣΗ 11│ΚΥΚΛΟΦΟΡΙΑ ΜΕΜΒΡΑΝΩΝ. ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΦΑΓΟΚΥΤΩΣΗΣ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΑ ΤΟΥ ΠΡΩΤΟΖΩΟΥ TETRAHYMENA THERMOPHILA

			Εισαγωγή

			Για τη δοκιμασία που περιγράφεται στο πείραμα αυτό χρησιμοποιούνται καλλιέργειες του πρωτοζώου Tetrahymena thermophila. Όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 5, η φαγοκύτωση αποτελεί μορφή ενδοκύτωσης που, στα πρωτόζωα, εξυπηρετεί τη διατροφή και όχι την άμυνα έναντι μικροοργανισμών-εισβολέων, όπως στους ανώτερους οργανισμούς. Και στις δυο περιπτώσεις, πάντως, τα φαγοσώματα που σχηματίζονται μετακινούνται στο εσωτερικό των κυττάρων και συντήκονται με λυσοσώματα με αποτέλεσμα την υδρόλυση του περιεχομένου τους.

			Ο μονοκύτταρος ευκαρυωτικός οργανισμός Tetrahymena χαρακτηρίζεται εξωτερικά από την ύπαρξη βλεφαρίδων, η συνέχεια των οποίων διακόπτεται μόνο στην περιοχή του κυτοστόματος όπως φαίνεται στο Σχήμα 11.1Α. 

			 Το κυτόστομα είναι η περιοχή του κυττάρου από την οποία κυρίως γίνεται η φαγοκύτωση, η μεμβράνη δε των φαγοσωμάτων προέρχεται από τη σύντηξη κυστιδίων που μεταφέρονται στην περιοχή του κυτοστόματος και όχι από εγκόλπωση της πλασματικής μεμβράνης, όπως στην περίπτωση των κυττάρων των θηλαστικών. 

			Εκτός από τη φαγοκύτωση, σε κύτταρα Tetrahymena έχουν μελετηθεί δυο ακόμα σημαντικές πορείες κυκλοφορίας μεμβρανών, η συστατική έκκριση λυσοσωμικών ενζύμων και η ρυθμιζόμενη έκκριση βλεννοκυστών. Οι βλεννοκύστεις περιέχουν πρωτεΐνες που, όταν εκκριθούν, περιβάλλουν με τη μορφή βλέννας το κύτταρο και προστατεύουν τον οργανισμό από την αιτία που προκάλεσε την έκκριση. Τα κύτταρα παραμένουν ζωντανά εντός του πρωτεϊνικού περιβλήματος, από το οποίο τελικώς διαφεύγουν. Τέλος, η έκκριση λυσοσωμικών ενζύμων συνδέεται με τη φαγοκύτωση με τον τρόπο που φαίνεται στο Σχήμα 11.1Β.

			Γενικότερα, τα κύτταρα Tetrahymena έχουν χρησιμοποιηθεί ευρύτατα για μελέτες2,3 όπως αυτές του καταλυτικού RNA ή της τελομεράσης (βραβεία Nobel Χημείας, 1989 και Φυσιολογίας/Ιατρικής, 2009, αντίστοιχα), ενώ σημαντικό είναι και το γεγονός ότι έχει ολοκληρωθεί η αλληλούχιση του γονιδιώματος του μακροπυρήνα του πρωτοζώου.
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			Σχήμα 11.1 (Α) Κύτταρο Tetrahymena. Οι βλεφαρίδες, με συντονισμένη κίνηση, επιτρέπουν στο πρωτόζωο να κινείται στο υδατικό περιβάλλον του. (Β) Φαγοκύτωση και έκκριση λυσοσωμικών ενζύμων σε κύτταρα Tetrahymena. BC, κυτόστομα, LY, λυσόσωμα. Το λυσόσωμα εφοδιάζει αφ΄ενός τα φαγολυσοσώματα, αφ΄ετέρου τον εξωκυττάριο χώρο με λυσοσωμικά ένζυμα1.

			Καλλιέργειες του πρωτοζώου 

			Για τη μελέτη της φαγοκύτωσης, κύτταρα T. thermophila CU438.1, η προμήθεια των οποίων έγινε από το Tetrahymena Stock Center του Πανεπιστημίου Cornell, αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο Neff’s που περιέχει: 

			0.25% πρωτεόζη-πεπτόνη, 

			0.25% εκχύλισμα ζύμης, 

			0.5% γλυκόζη και 

			1% διαλύματος FeSO4-EDTA.

			Στο ίδιο θρεπτικό μέσο διατηρούνται και οι καλλιέργειες διατήρησης (stock), σε σωλήνες pyrex που περιέχουν 8mL μέσου και βρίσκονται σε θάλαμο σταθερής θερμοκρασίας 27°C. Oι καλλιέργειες διατήρησης ανανεώνονται κάθε 12 ημέρες. 

			Οι καλλιέργειες εργασίας παρασκευάζονται μετά από εμβολιασμό νέου αποστειρωμένου μέσου με καλλιέργεια διατήρησης (0.5mL καλλιέργειας διατήρησης για 10mL καλλιέργειας εργασίας), οι δε εμβολιασμοί γίνονται υπό ασηπτικές συνθήκες, σε θάλαμο νηματικής ροής. Οι καλλιέργειες εργασίας αναπτύσσονται στο θάλαμο σταθερής θερμοκρασίας και υπό συνεχή ανάδευση (70-80rpm) σε γυροτροπικό αναδευτήρα.

			Στη διάρκεια της ανάπτυξης των καλλιεργειών εργασίας και μέχρι το τέλος της λογαριθμικής φάσης, γίνεται μέτρηση των κυττάρων ώστε να κατασκευαστεί καμπύλη ανάπτυξης: λαμβάνεται μικρό δείγμα καλλιέργειας υπό ασηπτικές συνθήκες και τα κύτταρα ακινητοποιούνται με προσθήκη φορμόλης 1% σε αναλογία 1:0.05 πριν γίνει μέτρηση του αριθμού τους στο μικροσκόπιο. Για τη μέτρηση χρησιμοποιείται αιματοκυτόμετρο Neubauer. Στην περίπτωση που οι καλλιέργειες είναι πυκνές, το προς μέτρηση δείγμα αραιώνεται με γνωστό όγκο διαλύματος NaCl 0.9%.Στη συνέχεια, κατασκευάζεται η καμπύλη ανάπτυξης ως διάγραμμα του αριθμού των κυττάρων της καλλιέργειας ή του λογαρίθμου του ή της συγκέντρωσης των κυττάρων συναρτήσει του χρόνου και αναγνωρίζονται σ’ αυτήν οι διαδοχικές φάσεις ανάπτυξης της καλλιέργειας.

			Μικροσκοπική μελέτη και ποσοτικοποίηση της φαγοκύτωσης

			Η μελέτη της φαγοκύτωσης γίνεται σε μέσο ασιτίας: μετά από 46 ώρες ανάπτυξης (περίπου στο τέλος της λογαριθμικής φάσης ανάπτυξης), τα κύτταρα καταβυθίζονται με φυγοκέντρηση στα 1,000xg για 10min, εκπλένονται και αναδιασπείρονται σε ανόργανο μέσο Tris 10mM, pH 7.4. Και η διαδικασία αυτή γίνεται σε ασηπτικές συνθήκες, ενώ αποστειρωμένο είναι και το ανόργανο μέσο (έκπλυσης και τελικής αναδιασποράς). Στις συνθήκες αυτές τα κύτταρα αφήνονται για 24 ώρες, μέτρηση δε των κυττάρων δείχνει ότι η καλλιέργεια δεν αναπτύσσεται περαιτέρω σε συνθήκες ασιτίας.

			Μετά την παρέλευση των 24 ωρών, γίνεται η μελέτη της φαγοκύτωσης. Για τη μελέτη αυτή χρησιμοποιούνται σωματίδια latex διαμέτρου 0.80μm (Latex beads, deep blue dyed). Τα σωματίδια προστίθενται σε μικρή ποσότητα καλλιέργειας με πυκνότητα 1.0x106 κύτταρα/mL που τοποθετείται σε σωλήνα eppendorf. Τα σωματίδια προστίθενται σε αναλογία 0.002% και η καλλιέργεια παραμένει σε θερμοκρασία δωματίου και υπό ήπια ανάδευση στη διάρκεια του πειράματος.

			Η μέτρηση των φαγοσωμάτων που σχηματίζονται γίνεται στο μικροσκόπιο, μετά από ακινητοποίηση των κυττάρων με γλουταραλδεΰδη 2.5% σε αναλογία 1:60. Η λήψη των δειγμάτων αρχίζει 1min μετά την προσθήκη των σωματιδίων και συνεχίζεται για τουλάχιστον 60min, επειδή στο χρονικό αυτό διάστημα ολοκληρώνεται και η αποβολή του περιεχομένου των φαγοσωμάτων από τα κύτταρα του πρωτοζώου. Ενδεικτικές φωτογραφίες από ένα τέτοιο πείραμα υπάρχουν στο κεφάλαιο 5. Στο Σχήμα 5.29Α φαίνονται κύτταρα T. thermophila 30min μετά την προσθήκη των σωματιδίων και στο Σχήμα 5.31Α κύτταρο στο οποίο έχει αρχίσει η αποβολή των σωματιδίων (στην περίπτωση των σωματιδίων latex, το περιεχόμενο των σωματιδίων δεν υδρολύεται από τα λυσοσωμικά ένζυμα). 

			Η ποσοτικοποίηση της φαγοκύτωσης γίνεται με μέτρηση του αριθμού των επισημασμένων φαγοσωμάτων στο εσωτερικό συγκεκριμένου αριθμού κυττάρων (τουλάχιστον 70) και, στη συνέχεια, με την κατασκευή πίνακα, στον οποίο εμφανίζονται το ποσοστό των κυττάρων που περιέχουν από 0 μέχρι και πάνω από 15 επισημασμένα φαγοσώματα και ο μέσος όρος φαγοσωμάτων/κύτταρο. 

			Ενδεικτικός είναι ο πίνακας που ακολουθεί.
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			Με βάση τον πίνακα, κατασκευάζεται διάγραμμα των φαγοσωμάτων/κύτταρο συναρτήσει του χρόνου. Το διάγραμμα απεικονίζει το ρυθμό της φαγοκύτωσης, μπορούν δε να μελετηθούν οι μεταβολές του ρυθμού φαγοκύτωσης υπό την επίδραση, πριν, μετά ή κατά τη διάρκεια της προσθήκης των σωματιδίων, παραγόντων που επηρεάζουν την πορεία της φαγοκύτωσης. Για παράδειγμα, η προσθήκη αναστολέων της ενεργότητας PLC των φωσφοϊνοσιτιδίων (βλ. Άσκηση 9) μειώνει τον ρυθμό φαγοκύτωσης σε κύτταρα Tetrahymena, καθώς το συγκεκριμένο ένζυμο είναι απαραίτητο για την έναρξη της πορείας. 

			Μελέτη της χρονικής εξέλιξης της πορείας μπορεί να γίνει με κατασκευή του διαγράμματος φαγοσώματα/κύτταρο συναρτήσει του χρόνου που παρήλθε από την προσθήκη των σωματιδίων.

			Η ίδια μελέτη μπορεί να γίνει και με χρήση μαύρης σινικής μελάνης, τα σωματίδια της οποίας επίσης φαγοκυτώνονται από τα κύτταρα Tetrahymena. Στην περίπτωση αυτή, η μελάνη προτείνεται να αραιωθεί με θρεπτικό μέσο σε αναλογία 2:3 (μελάνη/μέσο) και, επίσης, προτείνεται να χρησιμοποιηθεί σε αναλογία 20%. 

			Τέλος, σε πειράματα φαγοκύτωσης μπορούν να χρησιμοποιηθούν και μαγνητισμένα σωματίδια σιδήρου-δεξτράνης (επίσης σε τελική συγκέντρωση 20%), όταν σκοπός του πειράματος είναι η απομόνωση φαγοσωμάτων. Η απομόνωση των φαγοσωμάτων στην περίπτωση αυτή γίνεται με χρήση μαγνήτη μετά από ομογενοποίηση των κυττάρων, η δε παρασκευή των σωματιδίων περιγράφεται στη συνέχεια. 

			Μελέτη και ποσοτικοποίηση της φαγοκύτωσης σε κύτταρα Tetrahymena μπορεί να γίνει και με κυτταρομετρία ροής, με χρήση οπσονισμένων φθοριζόντων κυττάρων E. coli 4 (βλ. Άσκηση 6). Για τη μελέτη αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί ένα από τα kit του εμπορίου που συνήθως χρησιμοποιούνται για τη μελέτη της φαγοκύτωσης σε ανθρώπινα κύτταρα του ανοσολογικού συστήματος, διάγραμμα δε κυτταρομετρίας ροής κάτω από τις συνθήκες αυτές φαίνεται στο Σχήμα 11.2.
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			Σχήμα 11.2 Διάγραμμα κυτταρομετρίας ροής για κύτταρα T. thermophila CU438.1 μετά από φαγοκύτωση φθοριζόντων κυττάρων E. coli (κυτταρομετρητής Epics XL/MCL, Beckman Coulter).

			Παρασκευή σωματιδίων για απομόνωση φαγοσωμάτων

			Για την παρασκευή μαγνητισμένων σωματιδίων σιδήρου-δεξτράνης, διαλύονται 9g δεξτράνης σε 40mL νερού σε θερμοκρασία 65°C και υπό συνεχή ανάδευση. Παράλληλα, παρασκευάζεται διάλυμα FeCl3/ FeCl2 με διάλυση 9.04g FeCl3.6H2O και 3.64g FeCl2.4H2O σε 20mL νερού millipore, χωρίς θέρμανση. Τα δυο διαλύματα αναμιγνύονται υπό ανάδευση και θερμαίνονται στους 65°C. Στη συνέχεια, η θερμοκρασία μειώνεται στους 40°C και στο διάλυμα προστίθενται πολύ αργά 100mL NH4OH 7.5% (η προσθήκη πρέπει να διαρκέσει πάνω από μια ώρα). Η θερμοκρασία αυξάνεται και πάλι στους 65°C για 3min και, όταν το μίγμα επανέλθει σε θερμοκρασία δωματίου, φυγοκεντρείται στα 400xg για 3min. Το υπερκείμενο της φυγοκέντρησης, που περιέχει τα σωματίδια που μας ενδιαφέρουν (διαμέτρου 1μm), αφήνεται για 12 ώρες σε ποτήρι τοποθετημένο πάνω σε μαγνήτη. Την επόμενη ημέρα, απομακρύνεται με αναρρόφηση το υπερκείμενο, χωρίς το ποτήρι να απομακρυνθεί από το μαγνήτη και το ίζημα (που περιέχει τα μαγνητισμένα σωματίδια) εκπλένεται δυο φορές με διάλυμα Tris 0.1M, pH 7.4 και, στη συνέχεια, μεταφέρεται με το ίδιο διάλυμα σε σωλήνα φυγοκέντρου. Μετά από φυγοκέντρηση στα 400xg για 3min, παραλαμβάνεται και χρησιμοποιείται το υπερκείμενο. 
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			Εισαγωγή

			Κατάταξη και βιολογικός ρόλος λιπιδίων 1, 2

			Τα λιπίδια ορίζονται ως η ετερογενής κατηγορία βιολογικών μορίων που είναι ευδιάλυτα σε μη πολικούς οργανικούς διαλύτες (όπως βενζόλιο, αιθέρας, χλωροφόρμιο) και δυσδιάλυτα σε πολικούς, όπως το νερό. 

			Σύμφωνα με τον βιολογικό τους ρόλο διακρίνονται στις ακόλουθες κατηγορίες:

			– Τα τριγλυκερίδια, λίπη και έλαια κυρίως αποθηκεύουν και μεταφέρουν τη μεταβολική ενέργεια.

			– Οι κηροί, υδρογονάνθρακες και λιπαρές αλκοόλες (τα περισσότερα μη πολικά λιπίδια) σχηματίζουν κυρίως προστατευτικές επιφάνειες στους ιστούς φυτών και ζώων (αν και οι κηροί χρησιμεύουν σε μερικά υδρόβια ζώα αντί των τριγλυκεριδίων για αποθήκευση ενέργειας). 

			– Η πιο σημαντική ίσως κατηγορία λιπιδίων είναι αυτά που χρησιμεύουν ως δομικά συστατικά των βιολογικών μεμβρανών (φωσφολιπίδια, γλυκολιπίδια, σφιγγολιπίδια και στερόλες -τα δύο τελευταία δεν υπάρχουν στις βακτηριακές μεμβράνες-). Χαρακτηριστική κοινή τους ιδιότητα είναι το γεγονός ότι στο ίδιο μόριο περιέχουν μία μη πολική περιοχή, που συνήθως αποτελείται από μία ή δύο εστεροποιημένες αλυσίδες λιπαρών ακυλομάδων και μία πολική, συνήθως φωσφορική ομάδα ενωμένη με κάποια βάση (αιθανολαμίνη, χολίνη, σερίνη, γλυκερόλη, ινοσιτόλη, κ.λπ). 

			– Τέλος, υπάρχει μια μεγάλη κατηγορία λιπιδίων σχετικά μικρού μοριακού βάρους (στεροειδή, τερπένια, προσταγλανίδες και κινόνες) που παίζουν σπουδαίο ρόλο στη ρύθμιση του μεταβολισμού (ορμόνες, βιταμίνες, φωτοπαθείς χρωστικές κ.λπ.).

			Διαλυτότητα λιπιδίων 

			Τα λιπίδια κατά γενικό κανόνα είναι ευδιάλυτα σε οργανικούς διαλύτες και κυρίως σε μίγματα CHCI3-CH3OH. Πιο συγκεκριμένα:

			– Τα ουδέτερα λιπίδια διαλύονται σε αιθέρα, χλωροφόρμιο, ακετόνη, πετρελαϊκό αιθέρα κλπ, ενώ είναι δυσδιάλυτα σε μεθανόλη και αιθανόλη (κυρίως τα τριγλυκερίδια). Εξαίρεση αποτελούν τα σχετικά πολικότερα ουδέτερα λιπίδια, όπως διγλυκερίδια, μονογλυκερίδια, λιπαρές αλκοόλες, χοληστερόλη, που διαλύονται σε μεθανόλη και αιθανόλη.

			– Τα φωσφολιπίδια (PL) διαλύονται σε χλωροφόρμιο, ψυχρή αιθανόλη, μίγματά τους σε αιθέρα κλπ., ενώ είναι αδιάλυτα δυσδιάλυτα σε ακετόνη. Η ιδιότητα μάλιστα αυτή χρησιμοποιήθηκε πολύ παλαιότερα για την απομόνωσή τους (παλιότερα). 

			– Τα γλυκολιπίδια διαλύονται σε οξεικό αιθυλεστέρα, πυριδίνη και είναι λίγο διαλυτά σε αιθέρα, ακετόνη και σε υδατικά διαλύματα 0.9% KCl.

			– Τέλος, τα σφιγγοσινούχα διαλύονται σε θερμό αιθέρα, χλωροφόρμιο, οξεικό οξύ, θερμή πυριδίνη κ.λπ., ενώ είναι δυσδιάλυτα σε ακετόνη και σε ψυχρό αιθέρα, αλκοόλη και πυριδίνη. 

			Απομόνωση λιπιδίων

			Τα λιπίδια είναι εξ ορισμού υδρόφοβα μόρια, ως εκ τούτου εκχυλίζονται από τα κύτταρα και τους ιστούς με μίγματα μη-πολικών διαλυτών. 

			Η ευαισθησία των μορίων, κυρίως στην οξείδωση από τον ατμοσφαιρικό αέρα, επιβάλλει προσοχή κατά την απομόνωσή τους, εξασφάλιση αδρανών συνθηκών (οι εξατμίσεις γίνονται σε ρεύμα αζώτου), χαμηλές θερμοκρασίες κατά τον χειρισμό (μέχρι 40οC) και σε περίπτωση διατήρησης/αποθήκευσης επί μακρόν στους -20° ή -80° C, προσθήκη αντιοξειδωτικών στο διάλυμα, όπως βουτυλο-υδροξυ-τολουόλιο (ΒΗΤ). 

			Κατά την εκχύλιση των λιπιδίων από ιστούς πρέπει να λαμβάνονται υπ’ όψιν από τον αναλυτή τα παρακάτω δεδομένα, τα οποία πιθανώς να οδηγήσουν σε μη αναπαραγώγιμα αποτελέσματα ή θέτουν περιορισμούς στην ανάλυση:

			▪ Τα λιπίδια βρίσκονται συχνά δεσμευμένα με πρωτεΐνες και πολυσακχαρίτες. Για να διασπαστούν τα σύμπλοκα αυτά, απαιτούνται πολλές φορές δραστικές συνθήκες που μπορεί να επηρεάσουν την ακεραιότητα των λιπιδικών μορίων.

			▪ Τα μίγματα λιπιδίων έχουν την ικανότητα να μεταφέρουν μη λιπιδικές ενώσεις στους οργανικούς διαλύτες (με ιοντικές αλληλεπιδράσεις), που ανακτώνται στα εκχυλίσματα (π.χ. αμινοξέα, σάκχαρα, ανόργανα άλατα κ.λπ.).

			▪ Τα φωσφολιπίδια συχνά περιέχουν ποσότητες πολυακόρεστων λιπαρών οξέων που αυτοξειδώνονται εύκολα με την παρουσία αλάτων Cu2+ ή Fe3+. Έτσι, πολλές φορές η εκχύλιση πρέπει να γίνεται σε ατμόσφαιρα αζώτου, με διαλύτες ελεύθερους υπεροξειδίων ή παρουσία αντιοξειδωτικών. 

			▪ Η υγρασία των ιστών συχνά έχει ως αποτέλεσμα τον σχηματισμό γαλακτωμάτων κατά την εκχύλιση, οπότε πρέπει να προηγηθεί αφυδάτωση του ιστού. Αυτό όμως πολλές φορές έχει ως αποτέλεσμα την μη αντιστρεπτή σύνδεση λιπιδίων με συστατικά του ιστού και και τη χαμηλή απόδοση κατά την εκχύλιση. 

			▪ Οι διαλύτες έχουν διαφορετική εκχυλιστική ικανότητα για διαφορετικές κατηγορίες λιπιδίων. Έτσι, συχνά απαιτείται σειρά διαλυτών ή μίγματα για την ποσοτική εκχύλιση όλων των λιπιδικών συστατικών.

			▪ Λιπολυτικά ένζυμα (λιπάσες και φωσφολιπάσες), που μπορεί να ενεργοποιηθούν από οργανικούς διαλύτες, οδηγεί σε απομόνωση παραγώγων διάσπασης και όχι των αρχικών λιπιδικών μορίων. Ο βαθμός ενεργοποίησης αυξάνει με τη θέρμανση. 

			Για τους παραπάνω λόγους, δεν μία υπάρχει μία μέθοδος εκχύλισης απόλυτα ικανοποιητική για κάθε είδος ιστού. Γενικά, πάντως, θεωρείται ότι τα μίγματα χλωροφορμίου-μεθανόλης δίνουν τα πιο ικανοποιητικά και αναπαραγώγιμα αποτελέσματα, σύμφωνα με τις μεθόδους των Bligh-Dyer 3, των Folch-Lees-Sloane-Stanley 4 ή τροποποιήσεις τους.

			Διαχωρισμός λιπιδίων

			Παλαιότερα, ο διαχωρισμός στηριζόταν σε διαφορικές κλασματώσεις των ολικών λιπιδίων μετά από κατανομή σε μίγματα οργανικών διαλυτών διαφορετικής πολικότητας. Η διαδικασία αυτή δεν εξασφάλιζε καθαρά κλάσματα λιπιδίων, οι δε περιβαλλοντικές συνθήκες, ιδιαίτερα η θερμοκρασία, μπορούσε να επηρεάσει τα αποτελέσματα. Πρέπει να σημειωθεί ότι ακόμα και η ποιοτική και ποσοτική παρουσία άλλων λιπιδίων είναι πιθανό να επηρεάσει τα αποτελέσματα της κλασμάτωσης, μεταβάλλοντας επιλεκτικά την διαλυτότητα και την κατανομή των λιπιδίων. 

			Διάφορες χρωματογραφικές τεχνικές αποτελούν μεθόδους επιλογής για τον διαχωρισμό των λιπιδίων (βλ.5 για γενικότερη μελέτη στη θεωρία και αρχές της χρωματογραφίας και 6 για τις οδηγίες ορολογίας κατά IUPAC). Ο διαχωρισμός των λιπιδίων σε τάξεις (βλ. φωσφολιπίδια, Κεφάλαιο 2.1) μπορεί να γίνει με χρωματογραφία στήλης. Για μίγματα ουδετέρων και πολικών λιπιδίων χρησιμοποιούνται στήλες από πυριτικό οξύ ή Florisil και ως εκλουστικά μέσα, διαλύτες συνεχώς αυξανόμενης πολικότητας 7. Για τα πολικά λιπίδια χρησιμοποιούνται επίσης ιοντανταλλακτικές στήλες DEAE ή ΤΕΑΕ-κυτταρίνης 8,9. Με λιπόφιλη Sephadex (LH-20) 10 μπορούμε επίσης να διαχωρίσουμε μεγάλες τάξεις λιπιδίων. 

			Η χρωματογραφία λεπτής στιβάδας (thin layer chromatography, TLC), η αεριοχρωματογραφία (gas-liquid chromatography, GLC) και η χρωματογραφία υψηλής πίεσης (HPLC) αποτελούν τρεις πολύ ευαίσθητες και αποτελεσματικές μεθόδους επιλογής για τον διαχωρισμό των λιπιδίων σε αναλυτική κλίμακα.

			Η TLC, που χρησιμοποιείται στην άσκηση, είναι χρωματογραφία προσρόφησης. Για τον διαχωρισμό λιπιδίων χρησιμοποιείται συνήθως ως στατική φάση πυριτικό οξύ, ισχυρά πολικό υλικό, που αποτελεί και το προσροφητικό μέσο. Για το σύστημα ανάπτυξης χρησιμοποιούνται μίγματα λιγότερο πολικών διαλυτών, η συνολική πολικότητα των οποίων υπολογίζεται από ειδικούς καταλόγους με τους δείκτες πολικότητας και αναμιξιμότητας (polarity and miscibility index) (βλ. Παράρτημα Άσκησης 12). Ο διαχωρισμός εξαρτάται από την πολικότητα των ενώσεων του προς ανάλυση μίγματος. Οι πιο πολικές (φωσφολιπίδια) προσροφώνται ισχυρότερα στο προσροφητικό μέσο και κατά συνέπεια θα μετατοπισθούν σε μικρότερο Rf σε σχέση με τις λιγότερο πολικές ενώσεις, όπως είναι, μεταξύ άλλων, τα τρι-, δι- και μονο-γλυκερίδια, στερόλες, λιπαρά οξέα, λιπαρές αλκοόλες. Η ανάλυση συνδυάζει ταχύτητα, ευαισθησία και ικανοποιητική διαχωριστική ικανότητα. 

			Η εμφάνιση των λιπιδίων γίνεται ή με γενικά αντιδραστήρια εμφάνισης (π.χ. ατμοί ιωδίου, υδατικό διάλυμα 0.0012% ροδαμίνης-G και εμφάνιση σε λάμπα UV) ή με ειδικά αντιδραστήρια που εμφανίζουν χαρακτηριστικές ομάδες (π.χ. αντιδραστήριο νινυδρίνης για εμφάνιση ελεύθερης αμινομάδας (Σχήμα 12.1), κυανούν του μολυβδαινίου για εμφάνιση -ΡΟ43-, αντιδραστήριο Schiff για εμφάνιση πλασμαλογόνων 9, 10 κ.λπ).
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			Σχήμα 12.1 Έγχρωμη αντίδραση νινυδρίνης με ελεύθερη αμινομάδα.

			Με την χρωματογραφία αέριας φάσης (gas-liquid chromatography, GLC) διαχωρίζονται λιπίδια όπως υδρογονάνθρακες, λιπαρές αλκοόλες, λιπαρά οξέα και εστέρες τους, στερόλες, κλπ. Η μέθοδος βασίζεται στην κατανομή των συστατικών του ατμοποιημένου μίγματος μεταξύ μιας κινητής, αδρανούς αέριας φάσης (ήλιο ή άζωτο) και μιας στατικής μη πτητικής υγρής φάσης, προσροφημένης σε ένα αδρανές υπόστρωμα. Στο εμπόριο υπάρχει μεγάλη ποικιλία πληρωτικών υλικών για τις στήλες της χρωματογραφίας αέριας φάσης. Υπάρχει επίσης ποικιλία ανιχνευτών, με διαφορετική ευαισθησία και εξειδίκευση, οπότε η δυνατότητα επιλογής είναι μεγάλη. Συνήθως, σε αναλύσεις λιπιδίων, χρησιμοποιείται ανιχνευτής φλόγας ιοντισμού (FID), ή συνδυασμός με φασματόμετρο μάζας (GC-MS). Περιορισμός της μεθόδου είναι ότι τα αναλυόμενα μόρια πρέπει να είναι σχετικά πτητικά τα ίδια ή παράγωγά τους και σχετικά σταθερά στις θερμοκρασίες ανάλυσης.

			Η υγρή χρωματογραφία υψηλής πίεσης ή υψηλής απόδοσης (high pressure/performance liquid chromatography, HPLC), βρίσκει ευρεία εφαρμογή στην ανάλυση ουδέτερων και πολικών λιπιδίων. Η αρχή λειτουργίας της είναι η ίδια με την απλή χρωματογραφία στήλης, με τη διαφορά ότι διαχωρισμοί γίνονται υπό πίεση. Τα πλεονεκτήματά της είναι η μεγάλη διαχωριστική ικανότητα, ο μικρός χρόνος ανάλυσης και οι ιδιαίτερα οι ήπιες συνθήκες ανάλυσης, σε συνδυασμό με την ευαισθησία και αναπαραγωγιμότητα. Πέραν αυτών, η μέθοδος προσφέρει δυνατότητα ανάλυσης μεγάλων ποσοτήτων με χρήση ειδικών διατάξεων παρασκευαστικής κλίμακας. Πρέπει όμως να σημειωθεί ότι η τεχνική αυτή δεν μπορεί να υποκαταστήσει την TLC, χρησιμοποιείται όμως συμπληρωματικά, με πολύ καλά αποτελέσματα.

			Συνήθως, στην ανάλυση λιπιδίων χρησιμοποιούμε αρχικά HPLC κανονικής φάσης (normal phase HPLC), στην οποία το πληρωτικό υλικό της στήλης είναι πιο πολικό από τους διαλύτες έκλουσης και είναι συνήθως υλικά που βασίζονται στο πυριτικό οξύ. Έτσι διαχωρίζονται τα λιπίδια σε τάξεις. Με την HPLC ανάστροφης φάσης (reversed phase HPLC), στην οποία το πληρωτικό υλικό είναι λιγότερο πολικό από τους διαλύτες, διαχωρίζονται τα μοριακά είδη κάθε τάξης λιπιδίων, δηλαδή διαχωρίζονται τα μόρια ανάλογα με το είδος λιπαρών αλυσίδων που περιέχουν. Το πληρωτικό οξύ συνήθως είναι πυριτικό οξύ ομοιοπολικά συνδεδεμένο με λιπαρές αλυσίδες με 8 ή 18 άτομα άνθρακα (C8 ή C18, αντίστοιχα) iv.

			ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

			Α. ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΛΙΠΙΔΙΩΝ ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟΔΟ BLIGH-DYER

			Σε γυάλινηv φιάλη αναμιγνύουμε 10mL υδατικού εναιωρήματος κυττάρων Tetrahymena thermophila, της οποία γνωρίζουμε τον συνολικό αριθμό κυττάρων (περίπου 5x106 κύτταρα συνολικά), με τριπλάσιο όγκο χλωροφορμίου-μεθανόλης (1:2, v/v). Αναδεύουμε περιοδικά για 10min και προσθέτουμε σταδιακά ένα όγκο (10mL) χλωροφορμίου και μετά από ισχυρή ανάδευση ένα όγκο (10mL) νερού.

			Το διφασικό σύστημα διηθείται υπό κενό από ηθμό πορώδους πορσελάνης στον οποίο έχει τοποθετηθεί ομοιόμορφα στρώμα πάχους 2-3mm σελίτη (celite), γνωστού και ως γη διατόμων vi. Ο ηθμός κατεργάζεται με 10mL CHCI3 για ποσοτική ανάκτηση του υπολείμματος. Η τελική αναλογία διαλυτών είναι CHCI3-CH3OH-H2O (3:2:2, v/v/v).

			Τα ενωμένα διηθήματα μεταφέρονται προσεκτικά από την φιάλη κενού σε διαχωριστική χοάνη και παραμένουν για εξισορρόπηση και διαχωρισμό των δύο φάσεων, χωρίς ανατάραξη.

			Παραλαμβάνουμε τη χλωροφορμική φάση (κατώτερη), μετράμε τον όγκο της με ογκομετρικό κύλινδρο και καταγράφουμε την ένδειξη. Η φάση αυτή περιέχει τα ολικά λιπίδια.

			Tο χλωροφορμικό εκχύλισμα χρησιμοποιείται για τις παρακάτω αναλύσεις

			– Διαχωρισμό λιπιδίων με χρωματογραφία λεπτής στιβάδας 

			– Ποσοτικό προσδιορισμό φωσφολιπιδίων (χλωροφορμικού εκχυλίσματος ολικών λιπιδίων και προσροφημένων στην πλάκα TLC)

			Το υπόλοιπο φυλάσσεται σε γυάλινο βιδωτό δοκιμαστικό σωλήνα, στους -20°C, σε ατμόσφαιρα αζώτου.

			Β. ΔΙΑΧΩΡΙΣΜΟΣ ΛΙΠΙΔΙΩΝ ΜΕ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΛΕΠΤΗΣ ΣΤΟΙΒΑΔΑΣ (THIN LAYER CHROMATOGRAPHY, TLC)

			Διπλά δείγματα του 1mL μεταφέρονται σε γυάλινους δοκιμαστικούς σωλήνες και εξατμίζονται μέχρι ξηρού σε ατμόσφαιρα αζώτου. Το υπόλειμμα επαναδιαλύεται με περίπου 4 σταγόνες χλωροφορμίου και τοποθετείται ποσοτικά σε μία λωρίδα της πλάκας, με μορφή γραμμής. Στις δύο ακραίες λωρίδες τοποθετούνται πρότυπες ενώσεις φωσφατιδυλαιθανολαμίνης και φωσφατιδυλοχολίνης ή εκχύλισμα αυγού, που περιέχει κυρίως φωσφατιδυλαιθανολαμίνη και φωσφατιδυλοχολίνη. Η πλάκα αφήνεται να αναπτυχθεί για μία ώρα σε ερμητικά κλειστό θάλαμο χρωματογραφίας κορεσμένο με μίγμα CHCI3:CH3OH:H2O (65:25:4, v/v/v). 

			Μετά το τέλος της χρωματογραφίας σημειώνουμε με μολύβι το μέτωπο του διαλύτη και η πλάκα στεγνώνεται (σε απαγωγό εστία, με ρεύμα ζεστού αέρα). 

			Στη συνέχεια η πλάκα εμφανίζεται σε ατμούς ιωδίου για 2min (σημειώνουμε τις κηλίδες που εμφανίζονται με χρώμα κίτρινο). Μετράμε τα Rf vii 14 (Σχήμα 12.2) και αντιστοιχίζουμε τα πρότυπα (PE, PC) με τις κηλίδες που εμφανίζονται στα δείγματά μας. 

			Κατόπιν, ψεκάζουμε με διάλυμα νινυδρίνης και τοποθετούμε την πλάκα σε φούρνο 100οC για 3min. Τα λιπίδια που περιέχουν ελεύθερη αμινομάδα (π.χ. η ΡΕ) εμφανίζονται ροζ, λόγω της χαρακτηριστικής αντίδρασης νινυδρίνης. 

			Στη συνέχεια ψεκάζουμε την πλάκα με το διάλυμα εμφάνισης των φωσφολιπιδίων. Μέσα σε 10min, σε θερμοκρασία δωματίου, τα φωσφολιπίδια εμφανίζονται ως σκούρες μπλε κηλίδες.

			ΠΡΟΣΟΧΗ: Τα αντιδραστηρία εμφάνισης έχουν αυξημένη τοξικότητα και απαιτούν χειρισμό σε απαγωγό και χρήση γαντιών. 
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			Σχήμα 12.2 Υπολογισμός του παράγοντα υστέρησης Rf (retardation factor) στην χρωματογραφία λεπτής στιβάδας και γενικότερα στην επίπεδη χρωματογραφία (planar chromatography)..

			Αποτελέσματα 

			1) Συμπληρώνουμε τον Πίνακα:
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			2) Καταγράφουμε τους όγκους όλων των φάσεων.

			3) Καταγράφουμε την τοξικότητα των αντιδραστηρίων εμφάνισης σύμφωνα με τη νομοθεσία της ΕΕ.

			Γ. ΠΟΣΟΤΙΚΌΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΌΣ ΦΩΣΦΟΛΙΠΙΔΊΩΝ

			Αρχή της μεθόδου 12

			Ο φωτομετρικός προσδιορισμός λιπιδικού φωσφόρου βασίζεται στη μετατροπή του οργανικού φωσφόρου σε ανόργανα φωσφορικά ιόντα μετά από καύση, στο σχηματισμό φωσφορομολυβδαινικών με την προσθήκη μολυβδαινικού αμμωνίου και τέλος αναγωγή αυτού προς κυανού του φωσφομολυβδαινίου, με θέρμανση, σε όξινο περιβάλλον. Το μίγμα φωτομετρείται στα 820 nm. Ως αναγωγικό χρησιμοποιείται αμινο-ναφθολο-σουλφονικό οξύ (ANSA).Πειραματικά ακολουθείται το διάγραμμα του Σχήματος 12.3.
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			Σχήμα 12.3 Διάγραμμα ροής χρωματομετρικού προσδιορισμού φωσφολιπιδίων.

			Προετοιμασία δειγμάτων

			α) Ολικά λιπίδια

			Διπλά δείγματα λιπιδίων περιεκτικότητας 1-5μg φωσφόρου (1mL χλωροφορμικού εκχυλίσματος) φέρονται προσεκτικά με σιφώνιο ακριβείας σε καθαρούς και στεγνούς δοκιμαστικούς σωλήνες pyrex. Ο διαλύτης εξατμίζεται μέχρι ξηρού σε ρεύμα αζώτου.

			β) Φωσφολιπίδια μετά από ΤLC.

			Αποξύνουμε προσεκτικά τις κηλίδες ΡΕ και PC από την ΤLC με ειδικό ξέστρο και τις μεταφέρουμε σε αντίστοιχους δοκιμαστικούς σωλήνες.

			Καύση δειγμάτων 

			Προσθέτουμε σε όλους τους σωλήνες (α, β) από 0.5mL HClO4 70% και ακολουθεί καύση σε αμμόλουτρο 170-180°C, για μία ώρα.

			Αντιδραστήρια

			1. 70% υπερχλωρικό οξύ

			2. 0.4% μολυβδαινικό αμμώνιο: 2.125g μολυβδαινικό αμμώνιο. 4Η2Ο διαλύονται σε απεσταγμένο νερό μέχρι τελικού όγκου 500mL

			3. Διάλυμα ANSA: 30g NaHSO3 (ή 28.5g Na2S2O5) και 6g Na2SO3 διαλύονται σε 250mL νερού.

			 Σ’ αυτό το διάλυμα των θειωδών αλάτων διαλύονται 0.5g, 1,2,4-αμινο-ναφθο-σουλφονικού οξέος (ANSA). Aν σε 3 ώρες σχηματισθεί ίζημα, διηθείται και διατηρείται σε ψυγείο.

			4. Αντιδραστήριο ANSA

			Προκύπτει από ανάμιξη 4mL διαλύματος ANSA με 6mL νερό. Παρασκευάζεται πριν από την εκτέλεση του πειράματος.

			5. Πρότυπο διάλυμα φωσφορικών: 

			Παρασκευάζεται διάλυμα ΚΗ2ΡΟ4 που περιέχει ακριβώς 4μg φωσφόρου/mL ή 1.7575mg KH2PO4 ανά 100mL. To KH2PO4 ξηραίνεται στους 105°C για μια ώρα πριν ζυγιστεί.

			Εκτέλεση προσδιορισμού

			•	Μετά το τέλος της καύσης, τα δείγματα αφήνονται να ψυχθούν και προστίθενται σε όλους τους σωλήνες από 1mL H2O (συνολικός όγκος 1.5mL). 

			•	Ακολουθεί η διαδικασία των καμπυλών αναφοράς: Σε έξι δοκιμαστικούς σωλήνες προσθέτουμε από το πρότυπο διάλυμα ΚΗ2ΡΟ4 αντίστοιχα: 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 και 1.0mL, συμπληρώνουμε με Η2Ο μέχρι το 1.0mL, προσθέτουμε σε κάθε σωλήνα από 0.5mL HClO4 (συνολικός όγκος 1.5mL). Προετοιμάζουμε 2 ίδιες σειρές προτύπων.

			•	Σε όλους τους σωλήνες προτύπων και δειγμάτων προσθέτουμε από 3mL μολυβδαινικού αμμωνίου και μετά από ισχυρή ανάδευση 0.5mL αντιδραστηρίου ANSA. Ακολουθεί ανάδευση και θέρμανση σε υδατόλουτρο 100°C επί 15min ακριβώς.

			•	Μετά το πέρας της θέρμανσης, οπότε έχει ολοκληρωθεί η αντίδραση, (κριτήριο πλήρους καύσης είναι ο αποχρωματισμός των δειγμάτων), οι σωλήνες ψύχονται σε λουτρό νερού βρύσης. Τα δείγματα χρωματίζονται μπλε, ανάλογα με τη συγκέντρωση σε φωσφορικά. Τα τυφλά δείγματα παραμένουν χωρίς χρώμα.

			•	Στη συνέχεια, διαχωρίζουμε (Α) τα δείγματα που δεν περιέχουν πυριτικό οξύ (δείγματα α) και τη μία πρότυπη σειρά, από τα (Β) δείγματα που περιέχουν πυριτικό οξύ από την πλάκα TLC (δείγματα β) και τη δεύτερη πρότυπη σειρά. 

			•	Τα (Α) φωτομετρούνται απευθείας στα στα 820nm, μετά από μηδενισμό με το τυφλό των προτύπων.

			•	Στα (Β) (πρότυπα και δείγματα) προστίθενται 5mL oξεικού αιθυλεστέρα. Μετά από ισχυρή ανάδευση των σωλήνων σε κυκλοαναδευτήρα (vortex), το μπλε σύμπλοκο εκχυλίζεται στην οργανική στιβάδα. Ακολουθεί φωτομέτρηση στα 780 nm της πάνω φάσης στην οποία έχει εκχυλισθεί ποσοτικά το μίγμα κυανού του φωσφορομολυβδενίου.

			ΠΡΟΣΟΧΗ: 

			•	Οι σωλήνες πρέπει να είναι καθαροί και στεγνοί. Πλένονται σχολαστικά με απορρυπαντικό και στη συνέχεια με χρωμοθειϊκό οξύ ή 1% νιτρικού οξέος για απομάκρυνση των απορρυπαντικών. Τα απορρυπαντικά, επειδή περιέχουν φωσφορικά άλατα, αφήνουν στα τοιχώματα ένα λεπτό φιλμ που περιέχει φωσφόρο που μπορεί να επηρεάσει τις μετρήσεις.

			•	Μετά την προσθήκη κάθε αντιδραστηρίου αναδεύουμε ισχυρά. Ακολουθεί θέρμανση σε υδατόλουτρο 100°C για 15min ακριβώς.

			Υπολογισμοί

			•	Κατασκευάζουμε πίνακες με τα αποτελέσματα της φωτομέτρησης και χαράσσουμε τις καμπύλες αναφοράς Α820 ή 780, γ φωσφόρου).

			•	Υπολογίζουμε την περιεκτικότητα του μέσου όρου των 2 δειγμάτων κάθε άγνωστου δείγματος σε φωσφόρο, με βάση την αντίστοιχη πρότυπη καμπύλη.

			
				
					
					
					
					
					
					
					
				
				
					
							
							Αντιδραστήρια

						
							
							Τ

						
							
							1

						
							
							2

						
							
							3

						
							
							4

						
							
							5

						
					

					
							
							ΚΗ2ΡΟ4 

							(mL)

							(μg φωσφόρου)

						
							
							0

							0

						
							
							0.2

							0.8

						
							
							0.4

							1.6

						
							
							0.6

							2.4

						
							
							0.8

							3.2

						
							
							1.0

							4.0

						
					

					
							
							Η2Ο (mL)

						
							
							1.0

						
							
							0.8

						
							
							0.6

						
							
							0.4

						
							
							0.2

						
							
							0

						
					

					
							
							HClO4 70% (mL)

						
							
							0.5

						
					

					
							
							(NH4)6Mo7O24·4H2O (mL)

						
							
							3.0

						
					

					
							
							ANSA (mL)

						
							
							0.5

						
					

					
							
							α) Απορρόφηση 820 nm

						
							
							
							
							
							
							
					

					
							
							β) Απορρόφηση 780 nm

						
							
							
							
							
							
							
					

				
			

			Αποτελέσματα

			1. Περιεκτικότητα δειγμάτων σε φωσφόρο (μέσοι όροι).

			2. Ολική ποσότητα φωσφολιπιδίων (σε mol ή mg φωσφόρου) ανά 106 κύτταρα.

			3. Επί τοις εκατό (%) περιεκτικότητα φωσφατιδυλαιθανολαμίνης και φωσφατιδυλοχολίνης στα φωσφολιπίδια των κυττάρων του Τ. thermophila.
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					iv Χρήσιμες, ακριβείς και εξειδικευμένες πληροφορίες για τις ιδιότητες και εφαρμογές των πληρωτικών υλικών μπορεί ο αναλυτής να βρει σε ενημερωτικά φυλλάδια εταιρειών που παρασκευάζουν στήλες για HPLC.

				

				
					v ΠΡΟΣΟΧΗ: κατά τις εκχυλίσεις χρησιμοποιούμε αποκλειστικά γυάλινα σκεύη για αποφυγή ρύπανσης του δείγματός μας με εκχυλίσματα πλαστικού.	

				

				
					vi Η γη διατόμων είναι απολιθώματα πυριτικής φύσεως, με μικρά ποσοστά προσμίξεων από άλλα οξειδία, όπως αργιλίου και σιδήρου. Τα διάτομα είναι ειδικού τύπου άλγες.

				

				
					vii Στην επίπεδη χρωματογραφία, όπως η TLC, η σύντμηση Rf προκύπτει από τον όρο retardation factor, που μεταφράζεται ως παράγων υστέρησης. Ορίζεται ως ο λόγος της απόστασης που έχει διανύσει μια ένωση στην TLC δια της απόστασης την οποία έχει διανύσει ο διαλύτης ανάπτυξης από την αρχή τοποθέτησης του δείγματος και είναι σταθερή για μία ένωση σε συγκεκριμένες συνθήκες ανάπτυξης. 

				

			

		

	
		
			ΑΣΚΗΣΗ 13│ΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΕΣΤΕΡΩΝ ΦΩΣΦΟΛΙΠΙΔΙΩΝ 1

			Αρχή της μεθόδου

			Η μέθοδος βασίζεται στην ικανότητα της υδροξυλαμίνης να αντιδρά σε αλκαλικό περιβάλλον με εστέρες οργανικών οξέων προς υδροξαμικά οξέα. Τα οξέα αυτά σχηματίζουν έγχρωμα σύμπλοκα του Fe3+, τα οποία απορροφούν στα 530nm

			R–COOR΄ + NH2OH [image: ] R-CO-NH(OH) + R΄-ΟΗ

			Αντιδραστήρια

			1. Άνυδρος υπερχλωρικός σίδηρος (non yellow), [Fe(ClO4)3]

			2. Yπερχλωρικό οξύ 70%, [70% HClO4]

			3. Απόλυτη αιθανόλη, Ακετόνη, Καυστικό Νάτριο.

			4. Υδροχλωρική υδροξυλαμίνη [ΗΟΝΗ2.HCl].

			ΠΡΟΣΟΧΗ: Απαιτούνται γάντια κατά τη χρήση 2, viii.

			Διαλύματα

			1. Stock διάλυμα Fe(ClO4)3, 0.1441M. Διαλύονται 5g Fe(ClO4)3 (non yellow) σε 10mL HClO4 70%. Σ’ αυτό προστίθενται 10mL απεσταγμένου νερού, το μίγμα μεταφέρεται σε ογκομετρική φιάλη των 100mL και συμπληρώνεται ο όγκος με ψυχρή απόλυτη αιθανόλη. Διατηρείται στο ψυγείο και είναι σταθερό για μερικούς μήνες.

			2. Διάλυμα εργασίας: Σε 1mL από το προηγούμενο διάλυμα προστίθενται 0.7mL HClO4 70% και το μίγμα αραιώνεται με απόλυτη αιθανόλη στα 25mL. Παρασκευάζεται πριν από τον προσδιορισμό.

			3. Διάλυμα 4% υπερχλωρικής υδροξυλαμίνης (0.575 Ν): Διαλύονται 2g ΗONH2·HCl σε 2.5mL απεσταγμένου νερού και αραιώνεται με απόλυτη αιθανόλη μέχρι όγκου 50mL. Φυλάσσεται στο ψυγείο.

			4. Αλκοολικό διάλυμα NaOH 2N: Διαλύονται 4g NaOH σε 5mL νερού και στη συνέχεια το μίγμα αραιώνεται στα 50mL με απόλυτη αιθανόλη. Φυλάσσεται στο ψυγείο.

			5. Αλκαλικό διάλυμα υδροξυλαμίνης: Αναμιγνύονται ίσοι όγκοι των 2 και 3. Το μίγμα διαθείται ή φυγοκεντρείται και παραλαμβάνεται το διαυγές υπερκείμενο. Παρασκευάζεται πριν από κάθε χρήση.

			6. Πρότυπα διαλύματα τριελαΐνης.

			6.1 Stock διάλυμα: Διαλύονται 295mg τριελαΐνης σε λίγο χλωροφόρμιο και στη συνέχεια αραιώνουμε στα 10mL με χλωροφόρμιο.

			6.2 Διάλυμα εργασίας: 1 meq εστέρος/mL: Το προηγούμενο διάλυμα αραιώνεται 1:100 (v/v) με CHCl3.

			Εκτέλεση προσδιορισμού

			– Δύο δείγματα του 1mL χλωροφορμικής φάσης και άλλα δύο του 1mL αιθανολικής φάσης εξατμίζονται μέχρι ξηρού σε ατμόσφαιρα αζώτου.

			– Προσθέτουμε από 1mL αλκαλικού διαλύματος υδροξυλαμίνης.

			– Θερμαίνουμε σε υδατόλουτρο 62-65 °C για 2min.

			– Ψύχουμε τα δείγματα και προσθέτουμε από 3mL αλκοολικού διαλύματος υπερχλωρικού σιδήρου.

			– Μετά από 30min μετράμε την οπτική πυκνότητα στα 530nm. Το χρώμα παραμένει σταθερό για 1 ώρα.

			– Την ίδια διαδικασία ακολουθούμε για την κατασκευή καμπύλης αναφοράς από τριελαΐνη (διάλυμα 5-2), σε δείγματα 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 και 1.0meq τριελαΐνης.

			ΠΡΟΣΟΧΉ: Η τριελαΐνη έχει τρία meq εστέρων.

			Αποτελέσματα

			– Υπολογισμός δειγμάτων.

			– Ολική ποσότητα εστέρων ανά 106 κύτταρα.

			– Εύρεση αναλογίας φωσφόρου των φωσφολιπιδίων προς εστέρες και ακολουθεί ερμηνεία των αποτελεσμάτων.

			Βιβλιογραφία

			1 Τhompson AR (1949) A colorimetric method for the determination of esters. Austral J Scientific Res, Series A: Phys Sci, 3:128.

			2 Evelo CT, Spooren AA, Bisschops RA, Baars LG, Neis JM (1998) Two mechanisms for toxic effects of hydroxylamines in human erythrocytes: involvement of free radicals and risk of potentiation. Blood Cells Mol Dis, 24:280-295.

			

			
				
					viii Στοιχεία από δελτίο δεδομένων ασφαλείας (MSDS): Ταξινόμηση σύμφωνα με τη Οδηγία ΕΚ 67/548/EΟΚ ή 1999/45/EΚ. E, Εκρηκτικό, R 2, R40. Xn, Επιβλαβές, R21/22, R48/22. Xi, Ερεθιστικό, R36/38, R43. N, Επικίνδυνο για το περιβάλλον, R50.

				

			

		

	
		
			ΑΣΚΗΣΗ 14│ΑΕΡΙΟΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΛΙΠΑΡΩΝ ΑΛΥΣΙΔΩΝ ΦΩΣΦΟΛΙΠΙΔΙΩΝ

			Α. ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΜΕΘΥΛΕΣΤΕΡΩΝ ΛΙΠΑΡΩΝ ΟΞΕΩΝ 1

			Εισαγωγή

			Η διευκρίνιση της δομής των λιπαρών οξέων που βρίσκονται εστεροποιημένα στις θέσεις -1 και sn-2 των φωσφολιπιδίων είναι ιδιαίτερα σημαντική, διότι, ενώ το πολικό τμήμα καθορίζει την τάξη του φωσφολιπιδίου, το είδος των λιπαρών αλυσίδων καθορίζει το μοριακό είδος του φωσφολιπιδίου.(Σχήμα 14.1). Παραδείγματος χάριν, στο γλυκεροφωσφολιπίδιο φωσφατιδυλαιθανολαμίνη, η πολική ομάδα είναι φωσφοαιθανολαμίνη, στην ίδια τάξη έχουμε πληθώρα μοριακών ειδών, όπως 1-παλμιτυλο-2-στεαρυλο-sn-γλυκερο-3-φωσφοαιθανολαμίνη, 1-παλμιτυλο-2-αραχιδονυλο-sn-γλυκερο-3-φωσφοαιθανολαμίνη, 1-στεαρυλο-2-ελαϋλο-sn-γλυκερο-3-φωσφοαιθανολαμίνη κ.λπ. Η ποικιλομορφία των μοριακών ειδών, που εξαρτάται κυρίως από το μήκος, τις διακλαδώσεις και την ακορεστότητα των λιπαρών αλυσίδων, προσδίδει ιδιαίτερα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά στις βιολογικές μεμβράνες.

			Η ανάλυση γίνεται με χρωματογραφία αέριας φάσης, συχνά συνδυασμένης με φασματομετρία μάζας, για μοριακή ταυτοποίηση. Επειδή τα λιπίδια δεν είναι πτητικά, προηγούνται βήματα υδρόλυσης των λιπαρών αλυσίδων από τα φωσφολιπίδια, η οποία επιτυγχάνεται με ήπια αλκαλική υδρόλυση και στη συνέχεια τα απελευθερούμενα λιπαρά οξέα καθίστανται πτητικά με παραγωγή μεθυλεστέρων. Και τα δύο βήματα αλκαλικής υδρόλυσης και μετεστεροποίησης γίνονται ταυτόχρονα με την κατεργασία των φωσφολιπιδίων με μεθανολικό τριφθοριούχο βόριο (BF3–CH3OH) (Σχήμα 14.2), όπως περιγράφεται στη συνέχεια.
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			Σχήμα 14.1 Τάξη και μοριακά είδη φωσφατιδυλαιθανολαμίνης.
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			Σχήμα 14.2 Αντίδραση μετεστεροποίησης. 

			Αντιδραστήρια

			Διάλυμα 20% BF3–CH3OH (w/v)

			Μέθοδος

			Με την επίδραση του συμπλόκου BF3–CH3OH υδρολύονται τα εστεροποιημένα στα γλυκερίδια λιπαρά οξέα και σχηματίζουν μεθυλεστέρες λιπαρών οξέων.

			Δείγμα λιπιδίων περιεκτικότητας 5-20μmol γλυκεριδίων φέρεται σε βιδωτό δοκιμαστικό σωλήνα και εξατμίζεται ο διαλύτης σε ρεύμα αζώτου. Τα λιπίδια αναδιαλύονται σε 1mL BF3–CH3OH, o σωλήνας πωματίζεται και θερμαίνεται σε υδατόλουτρο 100 °C επί 90min.

			Η αντίδραση διακόπτεται με προσθήκη 1mL νερού. Οι μεθυλεστέρες εκχυλίζονται στο δοκιμαστικό σωλήνα με 2mL πετρελαϊκού αιθέρα, δύο φορές. Τα ενωμένα πετρελαϊκά εκχυλίσματα πλένονται τρεις φορές με 4mL νερού, για πλήρη απομάκρυνση του οξέος, που ελέγχεται με pH μετρικό χαρτί. Στη συνέχεια ξηραίνονται με άνυδρο θειϊκό νάτριο και μετά από διήθηση και έκπλυση του ηθμού με πετρελαϊκό αιθέρα, ο διαλύτης εξατμίζεται πλήρως. Οι μεθυλεστέρες αναδιαλύονται τελικά σε μικρό όγκο πετρελαϊκού αιθέρα (περίπου 30-50μl) και φυλάσσονται στο ψυγείο για ανάλυση με αέρια χρωματογραφία.

			Β. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΜΕΘΥΛΕΣΤΕΡΩΝ ΜΕ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΑΕΡΙΑΣ ΦΑΣΗΣ

			Συνθήκες χρωματογραφίας

			
					Στήλη: Ατσάλινη, σπειροειδής, μήκους 2 μέτρων και εσωτερικής διαμέτρου 1/8΄ (=2.2mm).

					Πληρωτικό υλικό: 15% DEGS (ηλεκτρικός εστέρας της διαιθυλενο-γλυκόλης) σε στατική φάση Chromosorb W, AW, 80/100 (γη διατόμων, πλυμένη με οξύ).

					Ανιχνευτής: φλόγας ιοντισμού (FID).

					Θερμοκρασία στήλης, θαλάμου εξαέρωσης και ανιχνευτή: 170, 240 και 270°C, αντίστοιχα (ισόθερμη ανάλυση).

					Ταχύτητα φέροντος αερίου (αζώτου): 30mL/min.

					Ευαισθησία ανιχνευτή 8-64 x 10–11.Aνάλυση
Στον αέριο χρωματογράφο γίνονται ενέσεις των δειγμάτων μεθυλεστέρων των λιπαρών οξέων, όγκου 1μL. Ο ποιοτικός προσδιορισμός των κορυφών του δείγματος γίνεται με σύγκριση των χρόνων κατακράτησής τους, με τους χρόνους κατακράτησης πρότυπων μεθυλεστέρων. Το ισοδύναμο μήκος της αλυσίδας άγνωστου μεθυλεστέρα, υπολογίζεται από τον χρόνο κατακράτησής του. Το εμβαδόν της κάθε κορυφής, που αντιστοιχεί στην ποσότητα του μεθυλεστέρα, υπολογίζεται με ολοκληρωτή-υπολογιστή ή με βάση το χρόνο κατακράτησης και το ύψος της κορυφής. Σε περίπτωση που ο ανιχνευτής είναι φασματόμετρο μάζας, κάθε κορυφή ταυτοποιείται από βάσεις δεδομένων που περιέχουν τα χαρακτηριστικά θραύσματα των μεθυλεστέρων των λιπαρών οξέων.
Βιβλιογραφία
1 Morrison WR, A Smith LM (1964) Preparation of fatty acid methyl ester, and dimethylacetals from lipids with boron fluoride - methanol. J. Lipid Res, 5:600-608.


			

		

	
		
			ΑΣΚΗΣΗ 15│ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΣΥΝΘΑΣΗΣ ΤΗΣ ΠΡΟΣΤΑΓΛΑΝΔIΝΗΣ G/Η2(EC 1.14.99.1)ΑΠΟ ΚΥΤΤΑΡΑ Α549

			Εισαγωγή

			Η συνθάση του ενδοϋπεροξειδίου της προσταγλανδίνης Η2 (PTGS, prostaglandin-endoperoxide synthase) είναι επίσης γνωστή και ως συνθάση των προσταγλανδινών G2 και Η2 (Prostaglandin G2/H2 synthase) ή κυκλοξυγονάση (COX, cyclooxygenase). Είναι ένζυμο το οποίο συμμετέχει στο μονοπάτι βιοσύνθεσης των προσταγλανδινών το οποίο αποτελεί τμήμα του μεταβολισμού των φωσφολιπιδίων. Η PTGS βρίσκεται σε δύο ισομορφές: μία ιδιοσυστατική (PTGS1/COX1) και μία επαγώμενη (PTGS2/COX2), οι οποίες διαφέρουν στη ρύθμιση της έκφρασης και κατανομής στους ιστούς (βλ. Κεφάλαιο 6). Η PTGS1 γενικά καταλύει την παραγωγή προστανοειδών, για τις φυσιολογικές διεργασίες που απαιτούν στιγμιαία, συνεχή ρύθμιση (π.χ. αιμοστασία), ως απόκριση σε ορμονικά ερεθίσματα. Το γονίδιο PTGS2, που ενεργοποιείται στη λοίμωξη και στη φλεγμονή, κωδικοποιεί το επαγόμενο ισοένζυμο παραγωγής προστανοειδών.

			Η PTGS2 χρησιμοποιεί ως αρχικό υπόστρωμα το αραχιδονικό, το οποίο απελευθερώνεται από τα φωσφολιπίδια των μεμβρανών όπου βρίσκεται εστεροποιημένο, με την ενζυμική δράση της φωσφολιπάσης Α2. Η PTGS2 μετατρέπει το αραχιδονικό σε προσταγλανδίνη Η2 σε μια αντίδραση δύο βημάτων: την αντίδραση της κυκλοξυγονάσης (COX), η οποία μετατρέπει το αραχιδονικό σε προσταγλανδίνη G2 (PGG2) και στην αντίδραση της υπεροξειδάσης, κατά την οποία η PGG2 ανάγεται σε προσταγλανδίνη Η2 (PGH2). Η αντίδραση κυκλοξυγονάσης λαμβάνει χώρα σε ένα υδρόφοβο δίαυλο στον πυρήνα του μεμβρανικού ενζύμου. Η αντίδραση της υπεροξειδάσης λαμβάνει χώρα σε ένα ενεργό κέντρο αίμης b (συμπαράγοντας) που βρίσκεται στην επιφάνεια της πρωτεΐνης. Η PTGS2 είναι το κυρίως υπεύθυνο ισοένζυμο για την παραγωγή των φλεγμονωδών προσταγλανδινών. 
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			Σχήμα 15.1 Αντιδράσεις που καταλύει η διλειτουργική PTGS2.

			Η PTGS είναι μεμβρανική πρωτεΐνη που βρίσκεται κυρίως στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Στη δομή της (Σχήμα 15.2) κυριαρχούν οι α-έλικες. Έχει μια περιοχή που ομοιάζει με τη δομή του EGF (EGF-like domain), μια περιοχή δέσμευσης με τη μεμβράνη και μια καταλυτική περιοχή. Στην καταλυτική περιοχή, η Ser 530 ακετυλιώνεται από το ακετυλοσαλικυλικό οξύ (ασπιρίνη ix), με αποτέλεσμα η ακετυλίωση να εμποδίζει την πρόσβαση του αραχιδονικού οξέος στο ενεργό κέντρο. Υδρόφοβες ομάδες σε συγκεκριμένες πλευρές των α-ελίκων επιτρέπουν τη σύνδεση με τη μεμβράνη και σχηματίζουν ένα υδρόφοβο δίαυλο που οδηγεί στο ενεργό κέντρο της κυκλοξυγονάσης. Αυτό επιτρέπει στα μόρια, όπως στα λιπαρά οξέα, να φθάσουν άμεσα στο ενεργό κέντρο από το εσωτερικό της διπλοστιβάδας. Το ένζυμο είναι δομημένο έτσι, ώστε τα ενεργά κέντρα να είναι γειτονικά επιτρέποντας στο προϊόν της πρώτης αντίδρασης (PGG2) να κινηθεί απευθείας στο ενεργό κέντρο της υπεροξειδάσης.

			
				
					[image: ]
				

			

			Σχήμα 15.2 Δομή του διμερούς της PTGS2. Κάθε μονομερές διαθέτει δύο ενεργά κέντρα, ένα κέντρο κυκλοξυγονάσης και ένα υπεροξειδάσης. Η αίμη δεσμεύεται ισχυρά στο ενεργό κέντρο υπεροξειδάσης. Τα υποστρώματα και μερικοί αναστολείς δεσμεύονται στο ενεργό κέντρο κυκλοξυγονάσης.

			Οι PTGS1 και PTGS2 είναι στόχοι των μη στεροειδών αντιφλεγμονωδών φαρμάκων (ΜΣΑΦ), συμπεριλαμβανομένων της ασπιρίνης, της ιμπουπροφένης κ.α. Η ασπιρίνη μπορεί να αδρανοποιήσει το ένζυμο μη αναστρέψιμα (μη αντιστρεπτή αναστολή) μέσω ακετυλίωσης της Ser530 στο ενεργό κέντρο του ενζύμου με δράση κυκλοξυγονάσης όπως προαναφέρθηκε. Αναστολή των PTGS με ΜΣΑΦ μειώνει την οξεία φλεγμονή, τον πόνο και τον πυρετό, ενώ η μακροχρόνια χρήση αυτών των φαρμάκων μειώνει θανατηφόρα επεισόδια θρόμβωσης, όπως επίσης και την ανάπτυξη καρκίνου π.χ. του παχέος εντέρου. Γίνεται προσπάθεια οι νέοι αναστολείς των PTGS να είναι εκλεκτικοί για την PTGS2 και όχι για την PTGS1, κυρίως για την αποφυγή ανεπιθύμητων ενεργειών όπως γαστρεντερικές επιπλοκές και εξέλκωση. Αυξημένη έκφραση της PTGS2 συνδέεται επίσης με αυξημένη κυτταρική προσκόλληση, φαινοτυπικές αλλαγές, αγγειογενεσία και αντίσταση στην κυτταρική απόπτωση. 

			Καθαρισμός μεμβρανικών πρωτεϊνών

			Ο καθαρισμός μεμβρανικών πρωτεϊνών είναι πιο απαιτητική διαδικασία από ότι ο καθαρισμός διαλυτών πρωτεϊνών (βλ. Κεφάλαιο 2.2). Το αρχικό στάδιο της διαλυτοποίησης της πρωτεΐνης με τη χρήση κατάλληλων απορρυπαντικών είναι και το κρίσιμο στάδιο. Τα απορρυπαντικά που χρησιμοποιούνται στην απομόνωση μεμβρανικών πρωτεϊνών πρέπει να πληρούν ορισμένες προϋποθέσεις, μεταξύ άλλων, να μην καταστρέφουν τη δομή των πρωτεϊνών και την ενζυμική δραστικότητα (αν πρόκειται για μεμβρανικά ένζυμα) και να μπορούν να απομακρυνθούν μετά τον καθαρισμό. Επιπλέον, είναι διαφορετική η προσέγγιση για διαμεμβρανικές πρωτεΐνες σε σύγκριση με περιφερικές μεμβρανικές πρωτεΐνες. Για την τελευταία περίπτωση, μπορεί να αρκεί η αλλαγή των ιοντικών συνθηκών του ρυθμιστικού διαλύματος (π.χ. αύξηση του pH) για την αποδέσμευση της πρωτεΐνης από τις μεμβράνες. Ωστόσο, γενικά, απαιτείται η χρήση απορρυπαντικού για την πλήρη διαλυτοποίηση της πρωτεΐνης. 

			Στην παρούσα άσκηση παρουσιάζεται η πορεία διαλυτοποίησης και μερικού καθαρισμού της PTGS2 από κύτταρα A549 ενεργοποιημένα με LPS (βλ. Άσκηση 1). Το απορρυπαντικό που χρησιμοποιείται είναι το Tween 20, ένα αφόρτιστο απορρυπαντικό της σειράς Tween (Σχήμα 2.19). H PΤGS2 διαλυτοποιείται από το κλάσμα μικροσωμάτων των κυττάρων και υποβάλλεται σε σειρά χρωματογραφικών διαχωρισμών όπως χρωματογραφία ανιοντανταλλαγής και μοριακή διήθηση. Είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι απαιτείται η συνεχής παρουσία του απορρυπαντικού κατά τη διάρκεια της διαδικασίας καθαρισμού. Η αρχική διαλυτοποίηση επιτυγχάνεται με συγκέντρωση Tween 20 1%, ενώ σε όλα τα ακόλουθα χρωματογραφικά στάδια η συγκέντρωση του Tween 20 μειώνεται στο 0.1%.

			Αντιδραστήρια-Διαλύματα

			▪ Ρυθμιστικό διάλυμα Α: 1% Tween 20 σε 80mM Tris–HCl, pH 8.0, 300mM διαιθυλοκαρβαμικό νάτριο (sodium diethyldithiocarbamate, DDC) και 500mM EDTA.

			▪ Ρυθμιστικό διάλυμα Β: 0.1% Tween 20 σε 80mM Tris–HCl, pH 8.0 και 300mM DDC.

			▪ Ρυθμιστικό διάλυμα Γ: 0.1% Tween 20, σε 80mM Tris–HCl, pH 8.0, 300mM DDC και 100mM NaCl.

			▪ Ρυθμιστικό διάλυμα Δ: 0.1% Tween 20, σε 80mM Tris–HCl, pH 8.0, 300mM DDC και 100mM NaCl, 10mM μεθυλο-a-D-γλυκοπυρανοζίτη.

			Πειραματική πορεία

			1. Ομογενοποιήματα ενεργοποιημένων κυττάρων Α549 (για την καλλιέργεια κυττάρων Α549, την επίδραση LPS και ομογενοποίηση, βλ. Άσκηση 1) φυγοκεντρούνται σε 10,000 xg στους 4oC για 20min. 

			2. Το υπερκείμενο της φυγοκέντρησης υποβάλλεται σε υπερφυκοκέντρηση σε 100,000 x g στους 4oC για 2 ώρες. Στο ίζημα παραλαμβάνεται το κλάσμα των μικροσωμάτων.

			3. Το κλάσμα των μικροσωμάτων εναιωρείται στο ρυθμιστικό διάλυμα Α για 45min.

			4. Ακολουθεί δεύτερη υπερφυγοκέντρηση σε 100,000 xg στους 4oC για 90min.

			5. Το υπερκείμενο συμπυκνώνεται με speedvac και τοποθετείται σε στήλη ανιοντανταλλαγής DE-53 χρησιμοποιώντας το ρυθμιστικό διάλυμα Β (εξισορρόπησης).

			6. Το συστατικά που κατακρατήθηκαν στη στήλη εκλούονται με ρυθμιστικό διάλυμα B και βαθμίδωση συγκέντρωσης 0-100mM NaCl, οπότε παραλαμβάνονται 10-20 κλάσματα (δείγματα σε σωλήνες).

			7. Στα κλάσματα της στήλης προσδιορίζεται η ενζυμική ενεργότητα PTGS2 και συμπυκνώνονται.

			8. Τα συμπυκνωμένα κλάσματα με ενεργότητα PTGS2 καθαρίζονται από στήλη μοριακής διήθησης Sephadex G-200 με το ρυθμιστικό διάλυμα Β.

			9. Συλλέγονται 10-20 κλάσματα, στα οποία προσδιορίζεται η ενζυμική ενεργότητα σε PTGS2.

			10. Τα ενεργά σε PTGS2 κλάσματα συμπυκνώνονται και υποβάλλονται και πάλι σε χρωματογραφία στήλης Lens Culinaris lectin–Sepharose 4B με 50ml ρυθμιστικoύ διαλύματος εξισορρόπησης Γ.

			11. Ακολουθεί έκλουση των κατακρατηθέντων συστατικών με το ρυθμιστικό διάλυμα Δ, κατά την οποία παραλαμβάνονται 10 κλάσματα.

			12. Τα ενεργά κλάσματα ενώνονται και γίνεται συμπύκνωση με υπερδιήθηση σε φίλτρα Amicon-Ultra ειδικά για καθαρισμό και συμπύκνωση πρωτεϊνών.

			Προσδιορισμός ενζυμικής ενεργότητας υπεροξειδάσης

			Αρχή μεθόδου

			Η μέθοδος ανίχνευσης και προσδιορισμού της ενεργότητας υπεροξειδάσης της PTGS2 είναι φωτομετρική και βασίζεται στην οξείδωση της N,N,N*,N*-τετραμεθυλο-p-φαινυλενοδιαμίνης (TMPD) στους 37οC. Η εκκίνηση της αντίδρασης γίνεται με την προσθήκη του υποστρώματος υπεροξείδιου του υδρογόνου (ή αραχιδονικού) και καταγράφεται η αύξηση της απορρόφησης του μίγματος της αντίδρασης στα 611 nm. 

			Αντιδραστήρια-διαλύματα

			▪ N,N,N*,N*-τετραμεθυλο-p-φαινυλενοδιαμίνη, (N,N,N*,N*-tetramethyl-p-phenylenediamine, TMPD)

			▪ Ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης: 0.1M Tris–HCl, pH 8.0, 1mM EDTA, 1mM αιματίνης, 0.2mM TMPD.

			▪ Υπόστρωμα: τελική συγκέντρωση 100mM υπεροξειδίου του υδρογόνου ή αραχιδονικού

			▪ Ακετυλοσαλικυλικό οξύ
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			Σχήμα 15.3 Αντίδραση οξείδωσης του συνθετικού υποστρώματος TMPD από δράση υπεροξειδάσης. Το TMPD είναι άχρωμο ενώ το οξειδωμένο TMPD+ σκούρο κυανό.

			Πειραματική πορεία

			Σε μια γυάλινη κυψελίδα ορατού φάσματος τοποθετούνται 2.8mL ρυθμιστικού διαλύματος αντίδρασης και προστίθενται 100μL από κάθε κλάσμα που εκλούεται σε κάθε βήμα από τις στήλες. Η εκκίνηση της αντίδρασης γίνεται με την προσθήκη 100μL του υποστρώματος . Ακολουθεί άμεση επιτόπια ανάδευση και τοποθέτηση της κυψελίδας στο φωτόμετρο εντός μισού λεπτού από την εκκίνηση της αντίδρασης. Οι τιμές της απορρόφησης του μίγματος της αντίδρασης καταγράφονται κάθε μισό λεπτό και για 4 περίπου λεπτά, μέχρι να καταγραφούν συνολικά 7 τουλάχιστον τιμές. Σχεδιάζεται γράφημα απορρόφησης συναρτήσει χρόνου (min) για κάθε δείγμα. Η δραστικότητα της υπεροξειδάσης υπολογίζεται με βάση τον συντελεστή απόσβεσης (extinction coefficient) Ε=13.500 Μ-1 cm-1 σε μια στοιχειομετρία αντίδρασης στην οποία 2 mol ΤΜPD οξειδώνονται ανά mol υδροϋπεροξειδίου που ανάγεται. 

			Για να επιβεβαιωθεί ότι μετράται ειδικά η ενεργότητα της PTGS, γίνεται και προσδιορισμός των δραστικών κλασμάτων μετά από προεπώαση των κλασμάτων με 10mM ασπιρίνη για 45min για πλήρη αναστολή της PTGS.

			Συμπληρώνεται ο πίνακας καθαρισμού του ενζύμου

			
				
					
					
					
					
					
				
				
					
							
							Πίνακας καθαρισμού

						
					

					
							
							Βήμα καθαρισμού

						
							
							Ολική δραστικότητα (nmol O2/min)

						
							
							Ολική πρωτεΐνη (mg)

						
							
							Ειδική δραστικότητα (nmol O2/min/mg)

						
							
							Καθαρισμός (x φορές) *

						
					

					
							
							Υπερκείμενο 10,000xg 

						
							
							
							
							
					

					
							
							Μικροσώματα 

							(ίζημα 100,000xg)

						
							
							
							
							
					

					
							
							Χρωματογραφία ανιοντανταλλαγής (DE-53)

						
							
							
							
							
					

					
							
							Χρωματογραφία μοριακής διήθησης (Sephadex-G200)

						
							
							
							
							
					

					
							
							Χρωματογραφία στήλης

							σε Lens Culinaris lectin–Sepharose 4B

						
							
							
							
							
					

				
			

			*To αποτέλεσμα αυτής της στήλης είναι το πηλίκο της διαίρεσης της ειδικής ενεργότητας του ενζύμου σε κάθε βήμα καθαρισμού ως προς την αρχική ειδική ενζυμική ενεργότητα (ειδική ενεργότητα υπερκειμένου 10,000xg). Ο προσδιορισμός των ολικών πρωτεϊνών σε κάθε κλάσμα γίνεται με τη μέθοδο Bradford, χρησιμοποιώντας ως πρότυπο πρωτεΐνη ορρού βοός.
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					ix Ασπιρίνη είναι η εμπορική ονομασία του φαρμάκου με δραστική ουσία το ακετυλοσαλικυλικό οξύ, το οποίο παρασκευάσθηκε στο τέλος του 19ου αιώνα από την φαρμακοβιομηχανία Bayer .

				

			

		

	
		
			Γ. ΤΕΧΝΙΚΑ ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ

		

	
		
			ΤΕΧΝΙΚΟ ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΑΣΚΗΣΗΣ 1

			Κατεργασία-Φύλαξη κυττάρων

			Δημιουργία αποθεμάτων - Κατάψυξη / Απόψυξη κυττάρων

			▪ Για τη δημιουργία αποθεμάτων κυττάρων (stock), σε 950μL εναιωρήματος κυττάρων σε πλήρες θρεπτικό υλικό προστίθενται 50μL αποστειρωμένου 5%DMSO. Φυλάσσονται σε σωληνάρια υψηλής κατάψυξης (cryovials) στους -80oC για 2-5 μέρες (ρυθμός παγώματος 1oC/min περίπου) και στη συνέχεια τοποθετούνται στο δοχείο φύλαξης, σε υγρό άζωτο.

			▪ Για την εκκίνηση νέας καλλιέργειας το σωληνάριο με το απόθεμα αποψύχεται: Τοποθετείται σε υδατόλουτρο 37oC για 1-2min. Με αυτόματη πιπέτα τα κύτταρα αναδιασπείρονται προσεκτικά στο θάλαμο νηματώδους ροής όπου και διαμοιράζονται σε 2 τρυβλία των 10mL με το αντίστοιχο θρεπτικό υλικό. Ενδεικτικά, παρατηρήθηκε ότι απόθεμα κυττάρων που ήταν παγωμένο για 6 μήνες στο υγρό άζωτο και χρησιμοποιήθηκε για καλλιέργεια εργασίας είχε διατηρήσει τη βιωσιμότητά του σε ικανοποιητικό ποσοστό (80%).

			▪ Μεταφέρουμε σε 2 τρυβλία από 10mL θρεπτικού υλικού με πλαστική αποστειρωμένη πιπέτα μιας χρήσης.

			▪ Στη συνέχεια σε κάθε τρυβλίο μεταφέρουμε 500μL των κυττάρων που βρίσκονται στο cryotube.

			▪ Ανακινούμε τα τρυβλία σταυρωτά ώστε να απλωθούν τα κύτταρα σε όλη την επιφάνεια του τρυβλίου.

			▪ Γράφουμε πάνω στα τρυβλία η ημερομηνία, το είδος των κυττάρων και το όνομα χειριστή.

			▪ Τοποθετούμε τα τρυβλία στον επωαστικό θάλαμο με συνθήκες 37οC και 5% CO2.

			ΠΡΟΣΟΧΗ τα κύτταρα φυλάσσονται σε DMSO το οποίο πάνω από τους 4οC είναι τοξικό, συνεπώς είναι απαραίτητο οι καλλιέργειες να αποψυχθούν γρήγορα και να αραιωθούν στο θρεπτικό υλικό για να ελαχιστοποιηθούν οι τοξικές επιδράσεις

			Ανακαλλιέργεια κυττάρων

			Για λόγους επαναληψιμότητας τα πειράματα εκτελούνται μετά τη δεύτερη ανακαλλιέργεια των κυττάρων.

			1η Ανακαλλιέργεια

			▪ Όταν τα κύτταρα έχουν αναπτυχθεί, κολλήσει καλά και έχει σχηματιστεί πλήρες ταπήτιο (~80% πληρότητας), αφαιρείται το θρεπτικό υλικό από τα τρυβλία και απορρίπτεται. Ακολουθεί ξέπλυμα των κυττάρων με 3mL ρυθμιστικού διαλύματος αλάτων, PBS, σε κάθε τρυβλίο και στη συνέχεια απόρριψη αυτού. Προσθήκη 3mL θρυψίνης (η θρυψίνη διασπά πεπτιδικές αλυσίδες στο καρβοξυλικό άκρο των αμινοξέων λυσίνη και αργινίνη, εκτός από τις περιπτώσεις που αυτά ακολουθείται από προλίνη) και τοποθέτηση των τρυβλίων στον επωαστικό θάλαμο για να αποκολληθούν τα κύτταρα (περίπου για 10min). Ακολουθεί προσθήκη 3mL PBS σε κάθε τρυβλίο για να σταματήσει η δράση της θρυψίνης και παραλαβή ανά 2 τρυβλία σε 1 corning των 10mL. Γίνεται φυγοκέντρηση για 5min στα 800g στους 4οC. Ακολουθεί απόρριψη του υπερκείμενου (PBS με θρυψίνη) στα απόβλητα. Με πιπέττα απομακρύνεται το υπερκείμενο. Προστίθεται 1mL θρεπτικού υλικού στο ίζημα κάθε corning και σχολαστική επανεναιώρηση αυτών. Ακολούθως, προστίθενται σε 6 τρυβλία, 10mL πλήρους θρεπτικού υλικού και 166μL από το εναιώρημα των κυττάρων. Τέλος, τα τρυβλία τοποθετούνται στον επωαστικό θάλαμο (37οC και 5% CO2) για προσκόλληση των κυττάρων.

			2η Ανακαλλιέργεια

			▪ Πραγματοποιείται περίπου 4 μέρες μετά την πρώτη και εφόσον το ταπήτιο των προσκολλημένων κυττάρων φτάνει περίπου το 70-90% της επιφάνειας του τρυβλίου.

			▪ Ακολουθείται ακριβώς η ίδια διαδικασία με την πρώτη ανακαλλιέργεια.

			▪ Μετά τη δεύτερη ανακαλλιέργεια έχουμε 12 τρυβλία με 10mL πλήρους θρεπτικού υλικού το καθένα και με αρκετά εκατομμύρια προσκολλημένων κυττάρων.

			▪ Γίνεται αφαίρεση του θρεπτικού υλικού από κάθε τρυβλίο και ξέπλυμα με 3mL PBS. Ακολουθεί προσθήκη 3mL θρυψίνης για την αποκόλληση των κυττάρων (10min στον επωαστικό θάλαμο). Ακολουθεί προσθήκη 3mL PBS. Στη συνέχεια γίνεται φυγοκέντρηση για 5min στα 800g. Aπορρίπτεται το υπερκείμενο και το ίζημα εναιωρείται με 1mL πλήρους θρεπτικού υλικού. Σε σωλήνα eppendorf προστίθενται 90μL βαφής Trypan Blue 1x (από το stock 10μL βαφής και 90μL ddH2O) και 10μL εναιωρήματος κυττάρων (10 φορές αραιωμένα κύτταρα). Ακολουθεί ανάδευση και στη συνέχεια 10μL τοποθετούνται σε αιματοκυτόμετρο (πλάκα Neubauer) και γίνεται μέτρηση των κυττάρων στο μικροσκόπιο.

			▪ Μετά τη μέτρηση ακολουθεί τοποθέτηση 5mL πλήρους θρεπτικού υλικού σε κάθε τρυβλίο των 5 cm και κατάλληλη ποσότητα εναιωρήματος κυττάρων έτσι ώστε σε κάθε τρυβλίο να υπάρχουν 1x106 κύτταρα.

			Μέτρηση κυττάρων

			Ο υπολογισμός του αριθμού των κυττάρων γίνεται σύμφωνα με τον τύπο:

			Αριθμός κυττάρων = (αριθμός ζωντανών κυττάρων) x (αραίωση) x 104

			Πλάκα Neubauer

			▪ Καθαρίζουμε την πλάκα
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			▪ Διαβρέχουμε τα άκρα της καλυπτρίδας

			▪ Επικολλάμε την καλυπτρίδα

			Τοποθέτηση εναιωρήματος κυττάρων
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			Διαχωριστικά περιγράμματα της

			πλάκας Neubauer
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			Τεχνική μέτρησης κυττάρων,

			κριτήρια αποκλεισμού κυττάρων
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			Εξοπλισμός εργαστηρίων κυτταροκαλλιεργειών-Οδηγίες

			Κύριο χαρακτηριστικό των εργαστηρίων κυτταροκαλλιεργειών είναι οι στείρες συνθήκες που πρέπει να επικρατούν στον χώρο.

			● Πιπέττες

			Πλαστικές πιπέττες. Μιας χρήσης και αποστειρωμένες. 

			1. Πάντα χρησιμοποιούμε πιπέττες που έχουν φραγμένο το άνω άκρο με βαμβάκι.

			2. Δεν αδειάζουμε το περιεχόμενο της πιπέτας βίαια.

			3. Προσέχουμε πάντα την τελευταία σταγόνα. Αποτελεί εστία μόλυνσης.

			4. Όταν αδειάζουμε το περιεχόμενο της πιπέττας δεν το κάνουμε από ύψος. Το αφήνουμε να κυλήσει ήρεμα στα τοιχώματα του τρυβλίου.

			5. Όταν δουλεύουμε στον θάλαμο, έχουμε πάντα ένα αποστειρωμένο δοχείο για να απορρίπτουμε τα tips και τις πιπέττες.

			● Θάλαμος νηματοειδούς ροής

			Ο θάλαμος κυτταροκαλλιεργειών είναι ίσως το πιο σημαντικό τμήμα του εξοπλισμού. Όταν λειτουργεί σωστά, παρέχει καθαρό περιβάλλον εργασίας για το προϊόν (κύτταρα) και παράλληλα προστασία του χειριστή από αερολύματα. Η προστασία παρέχεται μέσω των φίλτρων HEPA (high efficiency particulate air).

			- Τύποι θαλάμων νηματώδους ροής (Laminar flow cabinets)

			Ανάλογα με τον τύπο της ροής διακρίνονται σε οριζοντιας και κατακόρυφης, ενώ ανάλογα με τη χρήση τους κατατάσσονται σε διαφορετικά επίπεδα βιοασφάλειας (biosafety I, II, III).

			Οριζόντιας ροής

			▪ Ονομάζονται έτσι εξαιτίας του τρόπου με τον οποίο κυκλοφορεί ο αέρας διαμέσου αυτών.

			▪ Ο αέρας κατέρχεται από την κορυφή αλλά στη συνέχεια γυρίζει και κινείται στον αποστειρωμένο χώρο με μια οριζόντια κατεύθυνση.

			▪ Ο χώρος εργασίας διαρρέται από αέρα σταθερής ροής, θετικής πίεσης.

			▪ Προστατεύουν περισσότερο τα αντιδραστήρια-ουσίες με τα οποία δουλεύουμε και όχι τον εργαζόμενο.	

			Κατακόρυφης ροής

			▪ Παρέχουν τον αέρα με διαφορετικό τρόπο σε σχέση με τους horizontal.

			▪ Σε αυτό τον τύπο ο αέρας ρέει κατευθείαν προς τα κάτω, πάνω στην επιφάνεια εργασίας. Το φίλτρο αέρα τοποθετείται απευθείας πάνω από την περιοχή εργασίας.

			▪ Ο αέρας από το χώρο εργασίας διαφεύγει μέσω οπών που βρίσκονται στη βάση.

			▪ Παρέχουν προστασία τόσο στις ουσίες-αντιδραστήρια με τα οποία δουλεύουμε όσο και στον εργαζόμενο.

			▪ Διατηρεί εξίσου καθαρό το χώρο με τους τύπου horizontal.	
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			Σχήμα 1.1 Τύποι θαλάμων νηματώδους ροής.

			Βιοασφάλεια

			Class I: Προσφέρουν επαρκή προστασία για το χρήστη καθώς και το περιβάλλον. Ωστόσο δεν προστατεύουν από μόλυνση τα υλικά εργασίας. Είναι παρόμοιες με χημικούς απαγωγούς οι οποίοι περιορίζουν τις αναθυμιάσεις αλλά δεν απολυμαίνουν.

			Class II: Προσφέρουν προστασία τόσο στο χειριστή όσο και στα υλικά εργασίας. Τα φίλτρα που διαθέτει είναι αποτελεσματικά για την παγίδευση των σωματιδίων και μολυσματικών παραγόντων. Δημιουργούν ασηπτικό περιβάλλον σε συνδυασμό με προστασία από καπνούς και αέρια.

			Class III: Προσφέρουν τη μέγιστη δυνατή προστασία. Είναι αεροστεγείς και έτσι προστατεύουν το χειριστή από τον κίνδυνο έκθεσης σε παθογόνους οργανισμούς. Ως εκ τούτου οι εφαρμογές που περιλαμβάνουν μολυσματικές ουσίες θα πρέπει να γίνονται σε hood τύπου ΙΙΙ. Όλες οι διαδικασίες διεξάγονται με τη χρήση γαντιών από καουτσούκ ενσωματωμένων στο hood.

			ΟΔΗΓΙΕΣ ΧΡΗΣΗΣ ΘΑΛΑΜΟΥ

			Πριν ξεκινήσουμε το πείραμά μας προσέχουμε να είναι κλειστό το UV και το BLOWER να είναι πάντα στη θέση ΟΝ.

			1. Πριν την χρήση, καθαρίζουμε τον θάλαμο με 70% αιθανόλη. Καθαρίζουμε επίσης οτιδήποτε θα μας χρειαστεί και το τοποθετούμε στον θάλαμο.

			2. Προγραμματίζουμε το πείραμα έτσι ώστε όλα τα υλικά που θα χρειαστούμε να βρίσκονται στον θάλαμο.

			3. Πάντα χρησιμοποιούμε αποστειρωμένο δοχείο για να απορρίπτουμε τα υλικά που χρησιμοποιούμε.

			4. Είναι προτιμότερα τα μπουκάλια με βιδωτά καπάκια.

			5. Κάθε φορά που ανοίγουμε τρυβλίο ή μπουκάλι, το καπάκι τοποθετείται ανάποδα ή ακόμα καλύτερα το κρατάμε στο χέρι μας.

			6. Όταν δουλεύουμε διαχωρίζουμε τα αποστειρωμένα από τα μη-αποστειρωμένα. Δουλεύουμε με φορά από τα καθαρά στα μη-αποστειρωμένα.

			7. Αν πέσει υγρό στον θάλαμο, το καθαρίζουμε με 70% αιθανόλης αμέσως. Περιμένουμε λίγα λεπτά και μετά ξαναρχίζουμε.

			8. Όταν τελειώσουμε το πείραμά μας, μαζεύουμε τα υλικά μας και καθαρίζουμε τον θάλαμο σχολαστικά με 70% αιθανόλη. Ανοίγουμε το UV.

			- Δουλεύοντας με υγρό άζωτο -

			1. Όταν δουλεύουμε με υγρό άζωτο, χρησιμοποιούμε πάντα γάντια για την αποφυγή εγκαυμάτων.

			2. Πολύ χαμηλές θερμοκρασίες είναι πιθανό να έχουν επιπτώσεις σε ορισμένες συσκευές. Θα πρέπει να το θυμόμαστε κάθε φορά που χειριζόμαστε μηχανήματα που ήταν ή είναι σε χώρο με χαμηλή θερμοκρασία.

			3. Υψηλές πιέσεις μπορεί να προκαλέσουν ρωγμές σε φιαλίδια.

			- Προσωπική υγιεινή -

			1. Στο δωμάτιο ιστοκαλλιεργειών πάντα φοράμε γάντια και εργαστηριακή ποδιά.

			2. Πλύσιμο χεριών για απομάκρυνση μικροοργανισμών και ενυδάτωση, ώστε να μην πέφτουν νεκρά κύτταρα στον θάλαμο.

			3. Τα γάντια θα πρέπει να ψεκάζονται με 70% αιθανόλη κάθε φορά που βγάζουμε τα χέρια μας από τον θάλαμο.

			4. Τα μαλλιά θα πρέπει να είναι πιασμένα πίσω.

			5. ‘Όταν είμαστε άρρωστοι, καλό θα είναι να αποφεύγουμε να δουλεύουμε στον θάλαμο.

			- Αποφυγή μολύνσεων-μέθοδοι -

			Για την αποφυγή μολύνσεων χρησιμοποιούμε μεθόδους :

			Α) Αποστείρωσης. Φυσική ή χημική κατεργασία για την καταστροφή όλων των μικροβίων, συμπεριλαμβανομένων και των ανθεκτικών σπορίων.

			Β) Απολύμανσης. Καταστρέφει όλους τους παθογενείς μικροοργανισμούς οι οποίοι δεν σχηματίζουν σπόρια, αλλά όχι απαραίτητα όλες τις μικροβιακές μορφές. Η αποτελεσματικότητα της μεθόδου εξαρτάται από διάφορους παράγοντες όπως το είδος και ο αριθμός των μικροοργανισμών, το αντικείμενο το οποίο απολυμαίνεται καθώς και ο χρόνος έκθεσης, η θερμοκρασία και η συγκέντρωση.

			Γ) Αντισηψίας. Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιεί υγρά, αντιμικροβιακά χημικά στο δέρμα ή ζωντανό ιστό για την καταστροφή μικροοργανισμών. Ορισμένα απολυμαντικά είναι και αντισηπτικά, χωρίς αυτό να σημαίνει όταν αν είναι καλό ένα αντισηπτικό θα είναι απαραίτητα και καλό απολυμαντικό και αντίστροφα.

			Για την αποφυγή μολύνσεων χρησιμοποιούνται :

			Α) Θερμοκρασία. Υγρή υψηλή θερμοκρασία είναι η πιο αξιόπιστη μέθοδος αποστείρωσης και η καλύτερη μέθοδος γρήγορης καταστροφής μικροβίων.

			Β) Υγρή απολύμανση. Αραιωμένη χλωρίνη (1/10) για τον καθαρισμό επιφανειών για την καταστροφή παθογόνων μικροοργανισμών.

			Γ) Αέρια απολύμανση. Χρήση αερίου (οξείδιο του αιθυλενίου) ή χημικών ατμών (φορμαλδεΰδη). Δεν χρησιμοποιείται.

			Απόβλητα 

			Το δοχείο απορριμάτων περιέχει αραιωμένη χλωρίνη. Μετά από 24 ώρες παραμονής στη χλωρίνη τα απόβλητα απορρίπτονται.

			● Επωαστικός θάλαμος CO2

			ΟΔΗΓΙΕΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ

			1. Θέτουμε σε λειτουργία τον incubator.

			2. Συνδέουμε το CO2.

			3. Οι συνθήκες του θαλάμου είναι προγραμματισμένες στους 37°C και 5%CO2.

			4. Αφήνουμε τον θάλαμο να φτάσει στις κατάλληλες συνθήκες.

			5. O incubator είναι έτοιμος για χρήση.

			- Ρύθμιση συνθηκών υγρασίας - 

			1. Καθαρίζω το δίσκο του νερού.

			2. Προθερμαίνω 2L απεσταγμένο νερό στους 37°C και διαλύω ένα κουταλάκι CuSO4 (αντισηπτικό).

			3. Προσθέτω το νερό στο δίσκο.

			ΠΡΟΣΟΧΗ: Δεν αφήνω νερό στο δίσκο αν ο incubator είναι εκτός λειτουργίας. Υπάρχει κίνδυνος καταστροφής του αισθητήρα του CO2.

			- Καθαρισμός και απολύμανση -

			1. Εξωτερικά ο incubator καθαρίζεται με μαλακό πανί και σαπωνοδιάλυμα

			2. Εσωτερικά ο θάλαμος καθαρίζεται με διάλυμα 70% αιθανόλης. Προγραμματίζουμε 5% το CO2 και κλείνουμε τον incubator. Αποσύνδεση από το ρεύμα

			3. Βρέχουμε το πανί στο διάλυμα αιθανόλης και σκουπίζουμε όλες τις εξωτερικές επιφάνειες

			4. Απομακρύνουμε τα ράφια και το δίσκο

			5. Τοποθετούμε το μαύρο καπάκι του αισθητήρα

			ΠΡΟΣΟΧΗ: Είναι πολύ σημαντικό να μην βραχεί ο αισθητήρας

			6. Ο δίσκος του νερού ξεπλένεται με απεσταγμένο νερό, μετά με αιθανόλη 70% και τέλος με απεσταγμένο νερό.

			7. Σκουπίζουμε εσωτερικά το θάλαμο με το διάλυμα αιθανόλης και τον αφήνουμε να στεγνώσει εντελώς.

			8. Ξαναγεμίζουμε το δίσκο με 2 lt απεσταγμένο νερό αφού το έχουμε θερμάνει στους 370 C και προσθέτουμε ένα κουταλάκι CuSO4.

			9. Αφήνουμε τον incubator τουλάχιστον για 2 ώρες για να σταθεροποιηθούν οι προγραμματισμένες συνθήκες.

			10. Όταν σταθεροποιηθούν οι προγραμματισμένες συνθήκες πατάμε auto zero και ξαναπρογραμματίζουμε το επίπεδο του CO2.

			● Φυγόκεντρος

			1. Κατά τη φυγοκέντρηση θα πρέπει να χρησιμοποιούνται σωληνάκια (corning) με καπάκι ή να χρησιμοποιούνται φυγόκεντροι με ένα επιπλέον κάλυμμα, ώστε να αποφευχθεί ο κίνδυνος μόλυνσης από αερολύματα.

			2. Πρέπει να γίνεται προσεκτική ζυγοστάθμιση των σωλήνων.

			3. Οι σωλήνες δεν πρέπει να γεμίζονται πλήρως.

			4. Η φυγόκεντρος θα πρέπει να τοποθετείται σε σημεία εύκολα προσβάσιμα για καθαρισμό και συντήρηση.

			5. Οι σωλήνες πρέπει να ελέγχονται συχνά για σημάδια διάβρωσης.
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			A. Κανόνες ασφάλειας

			▫ Κατα τη διάρκεια του πειράματος φοράμε γάντια και εργαστηριακή ποδιά.

			▫ Μετά από κάθε πείραμα με βιολογικά υλικά: 

			- Aφαιρούμε τα γάντια 

			- Πλένουμε τα χέρια.

			▫ Κατά τον χειρισμό του διαλύματος φόρτωσης (sample buffer) ή κατά την παρασκευή του, φροντίζουμε να φοράμε ειδική μάσκα προσώπου και δουλεύουμε πάντα στον απαγωγό.

			▫ Πολυακρυλαμίδιο (poly(2-propenamide) or poly (1-carbamoylethylene) είναι ένα πολυμερές (-CH2CHCONH2-) που σχηματίζεται απο υπομονάδες ακρυλαμιδίου. Το πολυακρυλαμίδιο δεν είναι τοξικό. Παρ’ όλα αυτά, μη πολυμερισμένο ακρυλαμίδιο, το οποίο είναι νευροτοξικό, μπορεί να βρεθεί σε μικρές ποσότητες μέσα στο πήγμα. Γι’ αυτό απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή κατά τη χρήση του.

			▫ Η β-μερκαπτοαιθανόλη που περιέχεται στο διάλυμα φόρτωσης (sample buffer) είναι τοξική και καρκινογόνος.

			▫ Προσοχή επίσης απαιτείται και κατά το χειρισμό του TEMED.

			▫ Επίσης, τα διαλύματα Fixer και Developer που χρησιμοποιούμε κατά την εμφάνιση των φιλμ στη Western είναι τοξικά και κατά τη χρήση τους απαιτείται η χρήση γαντιών.

			▫ Τέλος, προσοχή στα γυμνά καλώδια. Κίνδυνος ηλεκτροπληξίας.

			Β. Ανεπιτυχής ανάλυση

			Μπορεί να οφείλεται στην προβληματική παρασκευή πηγμάτων:

			1. Εκροή του separating gel όταν το εγχύουμε ανάμεσα στα γυάλινα τζαμάκια μπορεί να οφείλεται σε:

			▪ Κακή ευθυγράμμιση των τζαμιών.

			▪ Χαλαρό σφίξιμο των βιδών.

			2. Δημιουργία φυσαλίδων στην επιφάνεια του separating gel:

			▪ Προσεκτική έγχυση του separating gel ώστε το ρύγχος να ακουμπάει (και να μην είναι στον αέρα) ανάμεσα στα δυο τζάμια και να μη βγάζουμε αέρα από την πιπέτα όταν έχει τελειώσει το περιεχόμενο εντός της πιπέτας.

			3. Γρήγορη πήξη του separating gel και του stacking gel λόγω:

			▪ Υψηλής θερμοκρασίας περιβάλλοντος. Αυτό αποφεύγεται χρησιμοποιώντας μικρότερη ποσότητα ΑΡS.

			▪ Όταν προσθέτουμε το ΑPS αναδεύουμε γρήγορα και μόνο μία φορά.

			4. Όταν το gel δεν πήζει:

			▪ Έχουμε βάλει μικρή ποσότητα ΑPS.

			▪ Περιμένουμε και άλλο χρόνο.

			▪ Κακή καθαριότητα των τζαμιών.

			5. Τα δείγματα «τρέχουν» πιο γρήγορα. Αυτό μπορεί να οφείλεται:

			▪ Το Running buffer να είναι μεγαλύτερης συγκέντρωσης ή η θερμοκρασία πήγματος να είναι μεγάλη.

			▪ Περισσότερα Volt στο τροφοδοτικό.

			6. Τα δείγματα «τρέχουν» πιο αργά. Αυτό μπορεί να οφείλεται:

			▪ Λάθος συγκέντρωση Running buffer.

			▪ Στη μεγαλύτερη περιεκτικότητα αλάτων. Αυτό αποφεύγεται με διαπίδυση.

			7. Εμφάνιση διάχυτων δεσμών.

			▪ Το πήγμα δεν έχει πολυμεριστεί.

			▪ Παλιό SDS ή διάλυμα φόρτωσης.

			8. Δέσμες που σχηματίζουν «χαμόγελο». Οφείλεται σε:

			▪ Υψηλή θερμοκρασία του πήγματος κατά την ηλεκτροφόρηση. Θα πρέπει να ψύξουμε το σύστημα.

			▪ Υπερφόρτωση δείγματος.

			▪ Λάθος συνθήκες τροφοδοτικού. Θα πρέπει να μειώσουμε τα volt.

			Εμφάνιση Φιλμ

			1. Αμαύρωση του φιλμ. Προσέχουμε:

			▪ Τα διαλύματα Fixer και Developer να μην έχουν εκτεθεί στο φως. Επίσης, προσέχουμε να μην έχει περάσει καιρός από την παρασκευή τους.

			▪ Το κουτί που περιέχει τα φιλμ ανοίγεται ΜΟΝΟ στο σκοτεινό θάλαμο. ΠΡΟΣΟΧΗ μην εκτεθεί στο φως.

			▪ Δεν έχουν γίνει αρκετές πλύσεις.

			▪ Θα πρέπει να ελέγξουμε τα αντιδραστήρια για τυχόν μολύνσεις.

			▪ Δεν έχει γίνει σωστό blocking των πρωτεϊνών με τις πρωτεΐνες του γάλακτος.

			2. Διακεκομένες δέσμες: Αυτό οφείλεται στην παρουσία φυσαλίδων ανάμεσα στο πήγμα και τη μεμβράνη.

			3. Επί πλέον δέσμες: Αυτό οφείλεται στη μη ειδική σύνδεση του πρώτου και του δεύτερου αντισώματος. Για την αποφυγή:

			▪ Αυξάνουμε τη συγκέντρωση του πρώτου αντισώματος.

			▪ Επωάζουμε με το δεύτερο αντίσωμα για περισσότερο χρόνο.

			▪ Εφαρμόζουμε μικρότερο αριθμό πλύσεων.

			4. Κακή μεταφορά. Μπορεί να οφείλεται σε:

			▪ Ανεπαρκή χρόνο μεταφοράς.

			▪ Στις συνθήκες του τροφοδοτικού.

			▪ Οι πρωτεΐνες ίσως διαπέρασαν τη μεμβράνη.

			▪ Μετακίνηση των πρωτεϊνών προς τη λάθος κατεύθυνση.

			▪ Μεγαλύτερη πυκνότητα του πήγματος.

			Χρήσιμη Ιστοσελίδα

			http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/studies/sds-page/sdsgoofs.html

			Γ. Υπολογισμός μοριακού βάρους πρωτεΐνης
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			Σχήμα 2.1 Υπολογισμός μοριακής μάζας μετουσιωμένων πεπτιδίων μετά από ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE: Η μοριακή μάζα άγνωστης πρωτεΐνης (z) υπολογίζεται από γράφημα με άξονα των y τον λογάριθμο των μοριακών μαζών των προτύπων μετουσιωμένων πεπτιδίων και άξονα των Χ την σχετική ηλεκτροφορητική κινητικότητα κάθε δέσμης. Η καμπύλη, σε ιδανικές συνθήκες ηλεκτροφόρησης, αναμένεται να είναι ευθεία. Ο λόγος της απόστασης που διανύει μια δέσμη μετουσιωμένου πεπτιδίου (B) δια της απόστασης που διανύει το μέτωπο της χρωστικής (A) ονομάζεται σχετική ηλεκτροφορητική κινητικότητα (RΕM, relative electrophoretic mobility)

			Δ. Παράρτημα τεχνικών λεπτομερειών

			- Για να γίνει η απομόνωση των πρωτεϊνών και στη συνέχεια η ηλεκτροφόρηση καιη ανοσοαποτύπωσή τους πρέπει πρώτα να προηγηθεί ομογενοποίηση του βιολογικού υλικού (καλλιέργεια κυττάρων).

			Ομογενοποίηση με υπερήχους (sonication) : Η υψηλή συχνότητα και η μηχανική ενέργεια μεταδίδεται στο δείγμα μέσω ενός μεταλλικού καθετήρα που πάλλεται με υψηλή συχνότητα. Ο καθετήρας αυτός τοποθετείται εντός του δείγματος και η υψηλή συχνότητα προκαλεί διάρρηξη της κυτταρικής μεμβράνης. Επειδή παράγεται θερμότητα κατά τη διαδικασία των υπερήχων φροντίζουμε το δείγμα να βρίσκεται μέσα σε πάγο. Απαιτείται η χρήση ωτασπίδων για αποφυγή προβλημάτων ακοής. Το εύρος των συχνοτήτων που χρησιμοποιείται είναι 20-50 kHz.

			- Για την αποτελεσματική καθαρότητα της πρωτεΐνης συνήθως ακολουθείται η διαδικασία της διαπίδυσης(dialysis). Η μεμβράνη διαπίδυσης είναι ηιμπερατή και επιτρέπει στο διαλύτη και σε μικρά ιόντα να περάσουν σε άλλο διαμέρισμα και να καθαρισθεί το δείγμα μας. Δε διαπερνάται από μόρια πρωτεΐνης.

			- Συνήθως πριν την ηλεκτροφόρηση απαιτείται η συμπύκνωση των δειγμάτων. Αυτό επιτυγχάνεται με τη χρήση ενός φυγοκεντρικού εξατμιστή (Speed vac).
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			ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι: Συντακτικοί τύποι χημικών ουσιών

			Καμπτοθηκίνη

			Η καμπτοθηκίνη, που ανήκει στην κατηγορία των αλκαλοειδών, επάγει την απόπτωση σε καρκινικά κύτταρα. Λόγω της ιδιότητά της αυτής έχει χαρακτηρισθεί ως αντικαρκινική ουσία. Απομονώθηκε για πρώτη φορά από το δένδρο Camptotheca acuminata και χρησιμοποιείται στην Κίνα για τη θεραπεία διαφόρων μορφών καρκίνου. Ο μηχανισμός δράσης της είναι η πρόσδεσή της μέσω δεσμών υδρογόνου στο σύμπλοκο της τοποϊσομεράσης Ι με το DNA των καρκινικών κυττάρων και έτσι αναστέλλει την αναπαραγωγή του DNA.

			Ιωδιούχο προπιδίο (ΡΙ) 

			Είναι φθορίζουσα υδρόφιλη χρωστική, που προσδένεται σε νουκλεϊκά οξέα, συγκεκριμένα παρεμβάλλεται μη-ειδικά ανάμεσα στις βάσεις. Η αλληλεπίδραση έχει στοιχειομετρία 1 ΡΙ ανά 4-5 ζεύγη βάσεων. Επειδή αλληλεπιδρά και με DNA και με RNA, απαιτείται σε εξειδικευμένα πειράματα η χρήση νουκλεασών για τον διαχωρισμό της χρώσης. Εισέρχεται στο κύτταρο μόνο αν έχει διαρραγεί η εξωτερική κυτταρική μεμβράνη, κατά συνέπεια αποτελεί δείκτη νέκρωσης.

			Αννεξίνες 

			Είναι πρωτεΐνες μοριακής μάζας 36 kDa με άγνωστο βιολογικό ρόλο, όμως θεωρείται ότι συμμετέχουν στην αναστολή της πήξης του αίματος, ανταγωνιζόμενες την προθρομβίνη στη σύνδεσή της με αρνητικά φορτισμένα φωσφολιπίδια της πλασματικής μεμβράνης των κυττάρων. Παρουσία Ca2+ εμφανίζει ειδική προτίμηση πρόσδεσης σε PS και αναστέλλει την φωσφολιπάση Α1. Οι αννεξίνες αφ’εαυτών δεν φθορίζουν. Για να μπορούν να προσδιορισθούν παρασκευάζονται παράγωγα με σημασμένα με φθορίζουσες ομάδες, όπως είναι η ισοθειοκυανική φλουορεσκεϊνη (FITC). Η ανίχνευση και ποσοτικοποίηση γίνεται με μικροσκόπιο φθορισμού ή με κυτταρομετρία ροής, αντίστοιχα. Με κυτταρομετρία ροής μπορεί να προσδιορισθεί όχι μόνο το ποσοστό απόπτωσης, αλλά να προσδιορισθεί το ποσοστό πρώιμης-όψιμης απόπτωσης και νέκρωσης.
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			ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι: Πίνακας πολικότητας και αναμιξιμότητας διαλυτών
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			ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙ: Προετοιμασία της πλάκας TLC

			Oι πλάκες που χρησιμοποιούνται στο εργαστήριο είναι πλάκες αλουμινίου, διαστάσεων 20x20 cm κει η επίστρωση του πυριτικού οξέος (στατική φάση) έχει πάχος 0.1 mm. Οι πλάκες αυτές χαρακτηρίζονται ως αναλυτικές (σε αντιδιαστολή με τις παρασκευαστικές, που έχουν πάχος έως και 1 mm). 

			Η προκειμένη ανάλυση TLC θα χρησιμοποιηθεί για ποσοτικό προσδιορισμό, για τον λόγο αυτόν διαχωρίζουμε λωρίδες της πλάκας ίσου πλάτους, κατακόρυφα, χαράσσοντας με μια ακίδα, ανάλογα με το πλήθος δειγμάτων. Αν έχουμε 3 δείγματα, θα προκύψει το παρακάτω σχήμα. 

			Προσέχουμε ώστε το επίπεδο του διαλύτη στον θάλαμο ανάπτυξης να βρίσκεται κάτω από το επίπεδο τοποθέτησης των δειγμάτων

			ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙΙ: Αντιδραστήρια εμφάνισης λιπιδίων

			α. Ατμοί ιωδίου

			Η πλάκα τοποθετείται σε κλειστό, γυάλινο θάλαμο, που περιέχει κρυστάλλους ιωδίου. Εμφανίζονται παροδικά και μη-ειδικά όλα τα είδη λιπιδίων.

			β. Κυανούν του μολυβδαινίου

			Το αντιδραστήριο εμφάνισης φωσφολιπιδίων παρασκευάζεται ως εξής:

			– Διάλυμα Α. 5.66g (NH4)6MO7O24.4H2O διαλύονται σε 35mL H2O με θέρμανση. Προστίθενται 15mL π. H2SO4 και το διάλυμα βράζεται επί 30min. Μετά τη ψύξη, το διάλυμα αραιώνεται στα 50mL.

			– Διάλυμα Β. 1.75g CuSO4.5H2O διαλύονται σε 20mL H2O. Προστίθενται 20mL 1N NaOH και 15mL διαλύματος 10% γλυκόζης. Το διάλυμα (μπλε με ίζημα) θερμαίνεται επί 3-5min, μέχρι να σχηματισθεί Cu2O (κεραμιδί χρώμα). Αν το χρώμα του διαλύματος δεν αλλάξει, προστίθενται μικρή ποσότητα διαλύματος γλυκόζης. Μετά την ψύξη και απόχυση του υπερκειμένου, το ίζημα πλένεται με 50mL νερού, το οποίο απομακρύνεται με απόχυση.

			– Διάλυμα Ι. Στο ίζημα Cu2O προστίθενται 10mL του διαλύματος Α και θερμαίνονται μέχρι βρασμού. Προστίθενται άλλα 15mL του διαλύματος Α και 25mL π. Η2SO4. Το διάλυμα βράζεται επί 15min και μετά την ψύξη αραιώνεται στα 50mL.

			– Διάλυμα ΙΙ. Στα υπόλοιπα 25mL του διαλύματος Α προστίθενται 25mL π. Η2SO4.

			– To αντιδραστήριο προκύπτει με ανάμιξη ίσων όγκων των διαλυμάτων Ι και ΙΙ και αραίωση του διαλύματος αυτού με περίπου ίσο όγκο νερού, ώστε το χρώμα να διατηρηθεί μπλε. Αν μεταβληθεί σε πράσινο, προσθέτουμε λίγο διάλυμα Ι ή ΙΙ.

			Μετά τον ψεκασμό, τα φωσφολιπίδια εμφανίζονται με μπλε χρώμα.

			γ. Αντιδραστήριο νινυδρίνης για εμφάνιση ελεύθερων αμινομάδων: 0.3g νινυδρίνης διαλύονται σε 100mL n-βουτανόλης. Στο διάλυμα προστίθενται 3mL παγόμορφου οξεικού οξέος. Μετά τον ψεκασμό, τα φωσφολιπίδια που περιέχουν ελεύθερες αμινομάδες εμφανίζονται με ιώδες χρώμα. 

			ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙV: Κατάταξη επικινδυνότητας ουσιών σύμφωνα με τη νομοθεσία της Ε.Ε.
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			Σημασία των R και των S

			R22	: βλαβερό αν το καταπιείς

			R38	: ερεθιστικό στο δέρμα

			R40	: πιθανός κίνδυνος μη αντιστρεπτών επιδράσεων

			R48/20/22	: βλαβερό, κίνδυνος για βλάβη στην υγεία, από παρατεταμένη έκθεση μέσω εισπνοής και πιθανής κατάπωσης

			R11	: πολύ εύφλεκτο

			R23/25	: τοξικό με την εισπνοή και αν το καταπιείς

			R23/24/25	: τοξικό με εισπνοή, σ’ επαφή με το δέρμα και με κατάπωση

			R35	: προκαλεί ισχυρά εγκαύματα

			R36/38	: ερεθιστικό για τα μάτια και το δέρμα

			R34	: προκαλεί εγκαύματα

			R20/21/22	: βλαβερό με την εισπνοή, σε επαφή με το δέρμα και με κατάπωση

			R10	: εύφλεκτο

			R20	: βλαβερό με εισπνοή

			R5	: με θέρμανση πιθανόν να προκαλέσει έκρηξη

			R8	: επαφή με καύσιμο υλικό μπορεί να προκαλέσει φωτιά

			R36/37/38	: ερεθιστικό στα μάτια, στο αναπνευστικό σύστημα και στο δέρμα

			R12	: εξαιρετικά εύφλεκτο

			S36/37	: φοράτε κατάλληλη προστατευτική ενδυμασία και γάντια

			S2	: μακριά από παιδιά

			S7	: κρατήστε τη φιάλη ερμητικά κλειστή

			S16	: μακριά από πηγές ανάφλεξης - απαγορεύεται το κάπνισμα

			S24	: αποφυγή επαφής με το δέρμα

			S23	: μην αναπνέεται αέρια/καυσαέρια/ατμός/σπρέυ. Κατάλληλες οδηγίες να δοθούν

				 από τον κατασκευαστή

			S26	: σε περίπτωση επαφής με τα μάτια ξεπλύνετε αμέσως με άφθονο νερό και 

				 αναζητήστε ιατρική συμβουλή

			S30	: μην προσθέτετε νερό σ’ αυτό το προϊόν

			S22	: μην εισπνέετε σκόνη

			S45	: σε περίπτωση ατυχήματος ή αν δεν νιώθετε καλά αναζητήστε ιατρική συμβουλή αμέσως. Δείξτε την ετικέτα αν είναι εύκολο

			S28	: μετά την επαφή με το δέρμα πλυθείτε αμέσως με άφθονο νερό και αναζητήστε 

				 ιατρική συμβουλή. Να αναζητηθούν οδηγίες από τον κατασκευαστή

			S36/37/39	: φορέστε προστατευτικά μέσα για μάτια και πρόσωπο

			S36	: φορέστε κατάλληλη προστατευτική ενδυμασία

			S29	: Μην το αδειάζετε στις αποχετεύσεις

			S3/7	: Διατηρήστε τη φιάλη ερμητικά κλειστή σε δροσερό μέρος

			S17	: Να μη βρίσκεται κοντά σε καύσιμο υλικό.

			S27	: Βγάλτε αμέσως τα ρυπασμένα ρούχα.

			ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ V Απεικόνιση αποτελεσμάτων κυτταρομετρίας ροής

			Αντιπροσωπευτικά διαγράμματα κυτταρομετρίας ροής, έπειτα από επίδραση εκχυλίσματος του O. vulgare spp. hirtum συγκέντρωσης 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20mgmL‐1 σε καρκινικά κύτταρα Α549 για 24 h και σήμανση των κυττάρων με annexin V/PI. Η εκατοστιαία αναλογία (%) των πρώιμων αποπτωτικών (Ι), όψιμων νεκρωτικών (ΙΙ), νεκρωτικών (ΙΙΙ) και ζωντανών κυττάρων (IV) εκφράστηκε έπειτα από μέτρηση 10.000 κυττάρων.

			(Παρασκευής Υφαντής, Βιολογικές δράσεις αρωματικών & φαρμακευτικών φυτών. Διδακτορική διατριβή, Τμήμα Χημείας, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων, 2014).

			Βιβλιογραφία

			Demchenko AP (2012) The Change of Cellular Membranes on Apoptosis: Fluorescence Detection. Exp Oncol, 34, 263-268.

			Elmore S (2007) Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death. Toxicol Pathol 35, 495–516. 

			Jin Z, El‐Deiry WS (2005) Overview of cell death signaling pathways. Cancer Biol Ther, 4, 139‐63. 

			Kerr JFR, Wyllie AH, Currie AR (1972) Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide‐ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer, 26, 239‐57. 

			Van Engeland M, Nieland LJW, Ramaekers FCS, Schutte B, Reutelingsperger CPM (1998) Annexin V‐Affinity Assay: A Review on an Apoptosis Detection System Based on Phosphatidylserine Exposure. Cytometry, 31, 1–9.
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