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Περίληψη 

 

Οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες είναι χρόνιες διαταραχές του νευρικού συστήματος με κύριο 

χαρακτηριστικό την προοδευτική απώλεια νευρώνων και νευρογλοιακών κυττάρων. 

Επιφέρουν σοβαρές συμπεριφορικές και νοητικές αλλαγές που πλήττουν σημαντικά τους 

ασθενείς. Μέχρι σήμερα, η μελέτη τους βασίζεται κυρίως σε ζωικά μοντέλα που όμως δεν 

μπορούν να αναπαραστήσουν πλήρως τη παθοφυσιολογία των νόσων με αποτέλεσμα την 

αδυναμία εύρεσης μόνιμης ίασης. Μία σημαντική ερευνητική προσπάθεια των τελευταίων 

είκοσι ετών είναι η δημιουργία νευρικού ιστού από εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα. Η τεχνολογία 

τους έχει καταστήσει δυνατή την in vitro καλλιέργεια ανθρώπινων νευρικών και 

νευρογλοιακών κυττάρων επιτρέποντας την πρόσβαση σε ανθρώπινο νευρικό ιστό. Έτσι, 

καθίσταται δυνατή η διερεύνηση των μηχανισμών που οδηγούν σε εγκεφαλικές διαταραχές 

και η προσπάθεια ανάπτυξης εξατομικευμένων θεραπειών. Η νόσος του Alzheimer είναι μια 

σοβαρή νευροεκφυλιστική διαταραχή με σοβαρές συνέπειες για την ακεραιότητα του 

εγκεφαλικού φλοιού, την υπεύθυνη περιοχή για τη μνήμη και τη μάθηση. Η νόσος ορίζεται 

από δύο βασικά παθολογικά χαρακτηριστικά, τις αμυλοειδείς πλάκες και τα νευροϊνιδιακά 

πλέγματα. Οι νευροτροφίνες είναι παράγοντες του κεντρικού και περιφερικού νευρικού 

συστήματος με κυρίαρχους ρόλους στην επιβίωση των νευρικών και νευρογλοιακών 

κυττάρων. Οι νευροτροφίνες και οι υποδοχείς τους εμπλέκονται στη μοριακή παθολογία του 

Alzheimer και η δράση τους ελέγχεται σήμερα σε θεραπευτικές εφαρμογές. Στην παρούσα 

ερευνητική εργασία διερευνήθηκε η νευροπροστατευτική δράση των μικρονευροτροφινών, 

φαρμακολογικά μόρια με ιδιότητες ανάλογες των νευροτροφινών, σε ένα μοντέλο της νόσου 

του Alzheimer. Η ανάπτυξη του μοντέλου περιλάμβανε τη διαφοροποίηση εμβρυϊκών 

βλαστικών κυττάρων σε νευρικά κύτταρα του εγκεφαλικού φλοιού. Τα αποτελέσματα της 

διαδικασίας διαφοροποίησης ποσοτικοποιήθηκαν ενδελεχώς, ενώ έμφαση δόθηκε στην 

αξιολόγηση της νευρογένεσης και την έκφραση των υποδοχέων των νευροτροφινών. Τέλος, 

στο μοντέλο που αναπτύχθηκε, αξιολογήθηκαν οι νευροπροστατευτικές ιδιότητες των 

νευροτροφινών NGF και BNDF, καθώς και των μικρονευροτροφινών BNN27 και BNN20 

ενάντια στην απόπτωση που προκλήθηκε μέσω χορήγησης ολιγομερών της β-αμυλοειδούς 

πρωτεΐνης. Δοκιμασίες ελέγχου της ζωτικότητας των κυττάρων και η διερεύνηση της 

σηματοδότησης, αποκάλυψε τη νευροπροστατευτική δράση των μικρονευροτροφινών και τον 

πολλά υποσχόμενο ρόλο τους ως θεραπευτικά μόρια νευροεκφυλιστικών διαταραχών όπως η 

νόσος του Alzheimer.

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 06:51:16 EEST - 18.191.255.188



4 
 

Abstract 

 

Neurodegenerative diseases are chronic disorders of the nervous system characterized by a 

progressive loss of neurons and glial cells. They cause severe behavioral and cognitive changes 

that greatly affect patients. To date, their study is primarily based on animal models that cannot 

fully recapitulate the pathophysiology of these diseases, resulting in an inability to find 

permanent cure. In the last twenty years, the creation of neural tissue from embryonic stem 

cells has become a great scientific aim. This technology has made it possible to develop human 

neural and glial cells in vitro thus, allowing access to human neural tissue. Consequently, 

scientists are now able to investigate the mechanisms that lead to brain disorders and develop 

personalized therapies. Alzheimer's disease is a severe neurodegenerative disorder with serious 

consequences for cerebral cortex integrity, the fundamental area of memory and learning. The 

disease is defined by two major pathological hallmarks, amyloid plaques and neurofibrillary 

tangles. Neurotrophins are proteins of the central and peripheral nervous system with dominant 

roles in the survival of neurons and glial cells. Neurotrophins and their receptors are involved 

in the molecular pathology of Alzheimer's disease thus, are now being utilized for therapeutic 

applications. In this study, the neuroprotective effect of microneurotrophins was evaluated for 

the first time in a model of Alzheimer's disease. Microneurotrophins are novel pharmacological 

molecules with neurotrophin-like properties. The development of the model consists of three 

main parts, the differentiation of embryonic stem cells to cortical neurons, the extensive 

evaluation of neurogenesis and expression of neurotrophin receptors and finally, the 

assessment of the neuroprotective properties of neurotrophins NGF and BNDF as well as 

microneurotrophins BNN27 and BNN20 against apoptosis induced by the β-amyloid protein 

oligomers. Cell viability assays and signaling activity, revealed the neuroprotective effect of 

microenrotrophins and their promising role as novel therapeutic compounds for the treatment 

of neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s disease. 
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Εισαγωγή 

 

1. Δυναμικότητα και ιδιότητες των βλαστικών κυττάρων 

Στα θηλαστικά, η ομοιόσταση, η διατήρηση και η επιδιόρθωση των ιστών είναι διαδικασίες 

που διενεργούνται από μία σημαντική κατηγορία αρχέγονων κυττάρων που σήμερα είναι 

γνωστά ως βλαστοκύτταρα (Kuijk et al., 2010; Donovan and Gearhart, 2001). Το 1908, ο 

Alexander Maximov χρησιμοποίησε πρώτη φορά τον όρο για να χαρακτηρίσει πρόδρομα 

κύτταρα του αιμοποιητικού συστήματος με άγνωστες μέχρι τότε ιδιότητες (Maximov et al., 

1908; Skalova et al., 2015). Με τα σημερινά δεδομένα, ως βλαστικά θεωρούνται τα κύτταρα 

που έχουν ικανότητες αυτοανανέωσης, διαφοροποίησης, δημιουργίας ιστών αλλά και υψηλό 

πολλαπλασιαστικό δυναμικό (Larijani et al., 2012). Η ιδιότητα της αυτό-ανανέωσης επιτρέπει 

τη συμμετρική διαίρεση σε, όμοια με το μητρικό, θυγατρικά κύτταρα (Kuijk et al., 2010). Η 

διαφοροποίηση συνήθως συμβαίνει με ασύμμετρη διαίρεση, όπου το ένα θυγατρικό κύτταρο 

θα είναι αντίγραφο του προγονικού, ενώ το δεύτερο θα εξειδικευτεί προς μία από τις τρεις 

βλαστικές στιβάδες (Larijani et al., 2012).  

Ως «αναπτυξιακό δυναμικό» ορίζεται η ικανότητα διαφοροποίησης των βλαστοκυττάρων προς 

εξειδικευμένους κυτταρικούς τύπους (Daley, 2015). Ανάλογα με το αναπτυξιακό δυναμικό και 

την τοπολογία τους, τα βλαστοκύτταρα χωρίζονται σε δύο κύριες κατηγορίες: τα εμβρυϊκά και 

τα ενήλικα βλαστοκύτταρα (Kuijk et al., 2010; Larijani et al., 2012) (Εικόνα 1). Τα 

εμβρυϊκά, είναι ολοδύναμα (pluripotent) βλαστοκύτταρα που μπορούν να διαφοροποιηθούν 

προς όλους τους κυτταρικούς τύπους των θηλαστικών και απαντώνται μόνο στα 

αναπτυσσόμενα έμβρυα ενώ λείπουν από τον ενήλικο οργανισμό (Donovan and Gearhart, 

2001). Τα ενήλικα, είναι τα βλαστοκύτταρα με περιορισμένο δυναμικό διαφοροποίησης που 

συναντώνται και μεταγεννητικά στους ιστούς (Larijani et al., 2012). Παντοδύναμα 

βλαστοκύτταρα θεωρούνται μόνο τα γονιμοποιημένα ωάρια και τα κύτταρα που προκύπτουν 

από τις πρώτες επόμενες κυτταρικές διαιρέσεις και από τα οποία προκύπτουν ο πλακούντας 

αλλά και οι εξωτερικές εμβρυϊκές στιβάδες. Συλλογικά, η ταξινόμηση περιλαμβάνει 5 

κατηγορίες, ενδεικτικές για το αναπτυξιακό δυναμικό (Girlovanu et al., 2015), όπως φαίνεται 

στον παρακάτω πίνακα.
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Πίνακας 1. Δυναμικότητα και κατηγορίες των βλαστικών κυττάρων 

Βλαστικά κύτταρα Ορισμός 

Εμβρυϊκά 

βλαστικά 

κύτταρα 

Παντοδύναμα Διαφοροποίηση προς όλα τα είδη κυττάρων και 

εμβρυϊκών τροφικών κυττάρων 

Ολοδύναμα Διαφοροποίηση προς τις 3 βλαστικές στιβάδες 

Ενήλικα 

βλαστικά 

κύτταρα 

Πολυδύναμα Διαφοροποίηση προς είδη κυττάρων μίας 

βλαστικής στιβάδας 

Ολιγοδύναμα Διαφοροποίηση σε περιορισμένα είδη κυττάρων 

Μονοδύναμα Διαφοροποίηση προς μόνο ένα είδος κυττάρου 

 

 

1.1 Ολοδύναμα Βλαστικά Κύτταρα 

 

1.1.1. Εμβρυϊκά Βλαστικά Κύτταρα στον ποντικό και τον άνθρωπο (ESCs) 

Τα εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα έχουν δύο χαρακτηριστικές ιδιότητες που ορίζουν το 

αναπτυξιακό τους δυναμικό: την απεριόριστη αυτοανανέωση ή αθανασία και την 

ολοδυναμικότητα, δηλαδή την ικανότητα διαφοροποίησης προς όλους τους ιστούς του 

ενήλικου ατόμου (Pera and Tam, 2010; Girlovanu et al., 2015). Τα εμβρυϊκά βλαστικά 

κύτταρα απαντώνται μόνο στο 4-5 ημερών έμβρυο όταν αυτό βρίσκεται στο αναπτυξιακό 

στάδιο της βλαστοκύστης. Η βλαστοκύστη αποτελείται από μία εξωτερική εμβρυϊκή στιβάδα 

που ονομάζεται τροφοβλάστης, μια άδεια κοιλότητα και μία εσωτερική κυτταρική μάζα από 

την οποία αναπτύσσεται το έμβρυο (Larijani et al., 2012). Το 1981, οι Martin Evans και Gail 

Martin καλλιέργησαν για πρώτη φορά την εσωτερική κυτταρική μάζα βλαστοκύστης, 

απομονωμένης από ποντικό και μελέτησαν τις ιδιότητες των εμβρυϊκών βλαστοκυττάρων 

(mESCs). Στην έρευνά τους έδειξαν ότι τα mESCs μπορούν να διαιρούνται απεριόριστα in 

vitro διατηρώντας ταυτόχρονα την ολοδυναμικότητά τους (Evans and Kaufman et al., 1981, 

Martin et al., 1981). 

Το γονιμοποιημένο ωάριο και τα κύτταρα των πρώτων κυτταρικών διαιρέσεων, που 

ονομάζονται βλαστομερίδια, είναι τα μοναδικά κύτταρα με παντοδυναμικότητα (totipotency), 

καθώς μόνο αυτά μπορούν να σχηματίσουν όλους τους κυτταρικούς τύπους του εμβρύου 

ταυτόχρονα με τις εξωεμβρυϊκές στιβάδες και τον πλακούντα (De Los Angeles et al., 2015; 

Daley, 2015). Μετά τις πρώτες μέρες της εμβρυογένεσης, τα βλαστομερίδια διαιρούνται σε 

κύτταρα με πιο περιορισμένο αναπτυξιακό δυναμικό. Ορισμένα θα αποτελέσουν πρόδρομα 

κύτταρα των εξωεμβρυϊκών στιβάδων, ενώ άλλα θα αποτελέσουν τα ολοδύναμα κύτταρα του 

εσωτερικού της βλαστοκύστης. Στη συνέχεια της ανάπτυξης, τα ολοδύναμα κύτταρα 
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διαιρούνται ασύμμετρα για να δημιουργήσουν τις τρεις εμβρυϊκές βλαστικές στιβάδες. 

Πρόκειται για το εκτόδερμα, το μεσόδερμα και το ενδόδερμα, κάθε ένα από τα οποία αποτελεί 

πρόδρομο στάδιο διαφορετικών ιστών και οργάνων (Robinton and Daley et al., 2013). 

Συνεπώς, καθώς η εμβρυογένεση συνεχίζεται, η ολοδυναμικότητα χάνεται και τα κύτταρα 

αποκτούν όλο και πιο ειδικούς φαινοτύπους που ορίζονται από επιγενετικές αλλαγές και 

σημαντικές τροποποιήσεις στη γονιδιακή έκφραση (Girlovanu et al., 2015). 

 

Hayes M. et al. Critical Care, 2012 

Εικόνα 1: Αναπτυξιακό δυναμικό και διαφοροποίηση των βλαστικών κυττάρων. 

 

Σήμερα, πραγματοποιούνται σημαντικές ερευνητικές προσπάθειες για την εύρεση του 

συνόλου των γονιδίων και επιγενετικών παραγόντων που καθορίζουν την ολοδυναμικότητα 

και τη διαφοροποίηση των εμβρυϊκών βλαστοκυττάρων. Στόχος είναι η in vitro παραγωγή 

καθαρών πληθυσμών από κύτταρα όλων των ιστών (Pera and Tam, 2010). Πλέον είναι 

γνωστό ότι οι βασικοί μεταγραφικοί παράγοντες που ορίζουν την ολοδυναμικότητα είναι οι 

OCT4 (εναλλακτικά POU5F1), NANOG και SOX2 (De Los Angeles et al., 2015). Oι OCT4 
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και SOX2 σχηματίζουν ετεροδιμερή σύμπλοκα (Avilion et al., 2003) που επάγουν τη 

μεταγραφή γονιδίων καθορίζοντας την αυτοανανέωση και τη δυναμικότητα (Boyer et al., 

2005). Αντίθετα, η ασύμμετρη διαίρεση καθορίζεται από τους μεταγραφικούς παράγοντες 

SOX2, NOTCH, WNT, PTEN, p53, Myc αλλά και τις οικογένειες HOX και Musashi-1 

(Girlovanu et al., 2015; Okano et al., 2005). Ένας επιπλέον παράγοντας που ρυθμίζει την 

ολοδυναμικότητα σε ESCs ποντικού, αλλά όχι ανθρώπου, είναι η κυτοκίνη LIF (Leukemia 

Inhibitory Factor). Συγκεκριμένα, η LIF δεσμεύεται και ενεργοποιεί τον ετεροδιμερή υποδοχέα 

LIF/Gp130, επάγοντας τη σηματοδότηση Stat3 και τελικά την αυτοανανέωση (Ying et al., 

2008). Για το λόγο αυτό, σε καλλιέργειες mESCs in vitro, προκειμένου τα κύτταρα να μπορούν 

να διαιρούνται απεριόριστα διατηρώντας τη δυναμικότητά τους, μία τακτική είναι να 

συμπεριλαμβάνεται ο παράγοντας LIF στο θρεπτικό υλικό (Kuijk et al., 2011). Ωστόσο, η LIF 

δεν είναι επαρκής στην περίπτωση των ανθρώπινων ESCs, που συνήθως καλλιεργούνται υπό 

την παρουσία του αυξητικό παράγοντα (bFGF) (Yamanaka et al., 2012) που διατηρεί την 

ολοδυναμικότητα με αυτοκρινή και παρακρινή σηματοδότηση (Quang et al., 2014). 

Τα ανθρώπινα εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα (hESCs) καλλιεργήθηκαν για πρώτη φορά in vitro 

το 1998 γεννώντας την ιδέα των μοντέλων ασθενειών από ανθρώπινα κύτταρα (Thomson et 

al., 1998; Tiscornia et al., 2011). Σήμερα τα hESCs έχουν συμβάλει σημαντικά στην 

κατανόηση της ανθρώπινης αναπτυξιακής βιολογίας ενώ χρησιμοποιούνται σε θεραπευτικές 

εφαρμογές όπως η γονιδιακή στόχευση, η επιδιόρθωση ιστών και οργάνων αλλά και για 

κυτταρικές θεραπείες (Wan et al., 2015; Ohnuki and Takahashi, 2015). Παρά τα 

πλεονεκτήματα που προσφέρουν, οι εφαρμογές τους περιορίζονται από κλινικά προβλήματα, 

όπως η έλλειψη συμβατότητας με το ανοσοποιητικό σύστημα του ασθενή και από ηθικά 

ζητήματα, με κυριότερη την απομόνωση από έμβρυα (Isobe et al., 2014). Πράγματι, τα mESCs 

συλλέγονται από έμβρυα κατά τη διάρκεια της κύησης ενώ τα ανθρώπινα κατά κύριο λόγο 

προέρχονται από κρυοσυντηρημένα έμβρυα δωρητών που πρόκειται να υποβληθούν σε 

εξωσωματική γονιμοποίηση, οδηγώντας στην καταστροφή των εμβρύων (Kuijk et al., 2011). 

Ωστόσο, παρά τις ανησυχίες που εγείρονται γύρω από τη χρήση τους, υπάρχουν σημαντικές 

ελπίδες για την ανάπτυξη θεραπευτικών εφαρμογών που περιλαμβάνουν την άμεση 

διαφοροποίηση των ESCs προς εξειδικευμένους κυτταρικούς τύπους και ιστούς, όπως 

παγκρεατικές νησίδες, καρδιακά και νευρικά κύτταρα (Girlovanu et al., 2015).
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1.1.2. Επαγόμενα Ολοδύναμα Βλαστικά κύτταρα (iPSCs) 

Το 2012, οι Shinya Yamanaka και Sir John Gurdon τιμήθηκαν με το Βραβείο Νομπέλ Ιατρικής 

για τις πρωτοποριακές τους εργασίες που αφορούν τον επαναπρογραμματισμό ώριμων 

σωματικών κυττάρων με τη μέθοδο της πυρηνικής μεταφοράς ή με τη χορήγηση μεταγραφικών 

παραγόντων που ρυθμίζουν την ολοδυναμικότητα (de Lázaro et al., 2014). Συγκεκριμένα, οι 

Yamanaka et al. το 2006, κατόρθωσαν να αποδιαφοροποιήσουν ινοβλάστες ποντικού σε 

ολοδύναμα βλαστικά κύτταρα (iPSCs). Το πρωτοποριακό αυτό γεγονός επιτεύχθηκε με 

μετασχηματισμό των ινοβλαστών με τους 4 βασικούς μεταγραφικούς παράγοντες της 

αυτοανανέωσης και ολοδυναμικότητας, γνωστοί σήμερα ως Yamanaka’s cocktail. Πρόκειται 

για τους Oct4, Sox2, Klf4 και cMyc (Yamanaka et al., 2006; Takahashi et al., 2016). Το 

Oct4 επάγει αυτοανανέωση, το Sox2 διατηρεί το αναπτυξιακό δυναμικό (Avilion et al., 2003), 

το Klf4 κατέχει ρόλους στην ανάπτυξη, διαφοροποίηση και ομοιόσταση των ιστών και τέλος, 

το c-Myc ως πρώτο-ογκογονίδιο ρυθμίζει μονοπάτια ανάπτυξης, πολλαπλασιασμού, 

απόπτωσης αλλά και μεταβολισμού (Skalova et al., 2015). 

Το αναπτυξιακό δυναμικό των iPSCs διερευνήθηκε και επιβεβαιώθηκε οριστικά με πειράματα 

έγχυσης σε βλαστοκύστη ποντικού. Τα κύτταρα αυτά επιλέχθηκαν για την υψηλή έκφραση 

του γονιδίου Nanog και η ολοδυναμικότητα ταυτοποιήθηκε λόγω της ικανότητας να 

σχηματίζουν ιστούς στα ενήλικα χιμαιρικά ζώα (Okita et al., 2007). Επιπλέον, τα iPSCs 

μπορούν να ενσωματωθούν στη βλαστική σειρά (germline) με αποτέλεσμα να κληροδοτούνται 

εξολοκλήρου στις επόμενες γενιές (Okita et al., 2007). Παράλληλα, διερευνήθηκε η έκφραση 

γονιδίων, ειδικών για τα ESCs, όπως οι SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-8 παράγοντες 

κυτταρικής επιφάνειας, η αλκαλική φωσφατάση, αλλά και η καταλυτική υπομονάδα του 

ενζύμου τελομεράση (TERT), μία αντίστροφη τρανσκριπτάση που επιτρέπει τον απεριόριστο 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Τα iPSCs βρέθηκαν θετικά για όλους τους παραπάνω δείκτες 

όπως και τα ESCs (Takahashi et al., 2007). Η ολοδυναμικότητά τους ταυτοποιείται περαιτέρω 

από μελέτες επιγενετικής, με την εντυπωσιακή παρατήρηση της ενεργοποίησης και των δύο Χ 

χρωμοσωμάτων (Feng et al., 2013). Τελικά, έγινε κατανοητό ότι τα iPSCs μπορούν να 

διαφοροποιηθούν προς όλες τις βλαστικές στιβάδες, αλλά η χρήση τους δεν περιορίζεται από 

τα ηθικά ζητήματα που προκύπτουν λόγω καταστροφής των εμβρύων, γεγονός που 

διευκολύνει σημαντικά την εφαρμογή τους στην κλινική έρευνα (Girlovanu et al., 2015). 

Η πρώτη δημιουργία ανθρώπινων iPSCs (εικόνα 2) περιλάμβανε την αποδιαφοροποίηση 

ινοβλαστών του δέρματος (Takahashi et al., 2007). Αργότερα, έγιναν προσπάθειες με 

κύτταρα ομφάλιου λώρου και περιφερικού αίματος. Ειδικά, τα Τ-λεμφοκύτταρα είναι σχετικά 
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εύκολο να επαναπρογραμματιστούν σε iPSCs με την παροδική έκφραση κατάλληλων 

παραγόντων (Giorgetti et al., 2009; Okita et al., 2013). Σήμερα, η εξέλιξη αυτής της 

τεχνολογίας έχει δώσει τη δυνατότητα δημιουργίας iPSCs από πολλαπλούς κυτταρικούς 

τύπους που μπορεί να λαμβάνονται απευθείας από ασθενείς ή και από τράπεζες 

βλαστοκυττάρων (Tiscornia et al., 2011). Ταυτόχρονα, σημειώνεται σημαντική εξέλιξη στις 

μεθοδολογίες επαναπρογραμματισμού με κυριότερο στόχο τον ασφαλή μετασχηματισμό των 

κυττάρων, χωρίς την ενσωμάτωση ιικών φορέων στο γονιδίωμα ή/και χωρίς την υπερέκφραση 

γονιδίων που μπορεί να οδηγήσουν σε ογκογένεση (de Lázaro et al., 2014; Peng and Zeng, 

2011). Για παράδειγμα, οι Yu et al. δημιούργησαν iPSCs από ανθρώπινους ινοβλάστες χωρίς 

τα πρώτο-ογκογονίδια cMyc και Klf4, αλλά με τα λιγότερο επισφαλή NANOG και LIN28 (Yu 

et al., 2007). Πλέον είναι γνωστό ότι η επιτυχία της δημιουργίας iPSCs εξαρτάται από την 

προέλευση, τον κυτταρικό τύπο αλλά και την ηλικία του ατόμου. Αυτές οι παράμετροι 

επηρεάζουν το χρόνο που απαιτεί η αποδιαφοροποίηση αλλά και τον αριθμό των ρυθμιστικών 

γονιδίων που απαιτούνται (Giorgetti et al., 2009). Ένα ενδιαφέρον παράδειγμα παρουσιάζεται 

από τους Kim et al., οι οποίοι κατόρθωσαν να αποδιαφοροποιήσουν νευρικά βλαστικά κύτταρα 

σε iPSCs χρησιμοποιώντας μόνο τον μεταγραφικό παράγοντα OCT4 (Kim et al., 2009). 

Σε αντίθεση με τα ανθρώπινα ESCs, τα iPSCs δε θέτουν ηθικά διλλήματα ή ζητήματα 

ασφάλειας καθώς μπορούν να παράγονται από σωματικά κύτταρα των ίδιων των ασθενών. Για 

το λόγο αυτό, αναμένεται να συμβάλλουν ουσιαστικά στη θεραπεία μονογονιδιακών αλλά και 

πολυπαραγοντικών νόσων όπως Alzheimer και Parkinson (Takahashi and Yamanaka, 2013). 

Πράγματι, το 2007 οι Yu et al. χρησιμοποιώντας ένα μοντέλο της δρεπανοκυτταρικής 

αναιμίας, απέδειξαν τη θεραπευτική ικανότητα των iPSCs για μονογονιδιακές διαταραχές 

(Hanna et al., 2007). Έτσι, έγινε κατανοητό ότι η τεχνολογία αυτή προσφέρει τη δυνατότητα 

δημιουργίας in vitro συστημάτων με εξατομικευμένα χαρακτηριστικά ασθενών για τη μελέτη 

τόσο της παθοφυσιολογίας όσο και για τον έλεγχο φαρμακολογικών ουσιών σε οποιοδήποτε 

κυτταρικό τύπο συνδέεται με τη νόσο (Tiscornia et al., 2011). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 06:51:16 EEST - 18.191.255.188



13 
 

I. de Lázaro et al., Journal of Controlled Release, 2014 

Εικόνα 2: Δημιουργία ανθρώπινων iPSCs και θεραπευτικές εφαρμογές.  

 

1.2 Ενήλικα Βλαστικά Κύτταρα (ASCs) 

Τα ενήλικα βλαστικά κύτταρα (ASCs) χαρακτηρίζονται από περιορισμένο αναπτυξιακό 

δυναμικό και μπορεί να είναι πολυδύναμα (multipotent), ολιγοδύναμα (oligopotent) ή 

μονοδύναμα (unipotent) κύτταρα που απαντώνται σε διάφορους ιστούς (Wyles et al., 2014; 

Wagers and Weissman, 2004). Διαθέτουν ορισμένες από τις θεμελιώδεις ιδιότητες των 

βλαστοκυττάρων, όπως αυτοανανέωση, διαφοροποίηση και επιδιόρθωση των ιστών (Okano 

et al., 2005). Τα πολυδύναμα συναντώνται τόσο στο αναπτυσσόμενο έμβρυο, όσο στον 

ενήλικο οργανισμό. Η διαφοροποίησή τους περιορίζεται προς κυτταρικούς τύπους που 

ανήκουν μόνο σε μία από τις τρεις βλαστικές στιβάδες. Τα ολιγοδύναμα έχουν πιο 

περιορισμένο δυναμικό από τα πολυδύναμα και μπορούν να διαφοροποιηθούν σε ορισμένους 

κυτταρικούς τύπους (Wagers and Weissman, 2004). Αντίθετα, τα μονοδύναμα 

βλαστοκύτταρα εξειδικεύονται προς ένα ώριμο κυτταρικό τύπο και εντοπίζονται μόνο 

μεταγεννητικά (Girlovanu et al., 2015). Η διαφοροποίησή τους παράγει ποικίλους τύπους 

θυγατρικών κυττάρων που όμως ανήκουν πάντα στην ίδια αναπτυξιακή γραμμή με το μητρικό 

βλαστοκύτταρο (Kuijk et al., 2011). 

Όλα τα βλαστικά κύτταρα που εντοπίζονται κατά τη μεταγεννητική ανάπτυξη αλλά και στους 

ιστούς των ενηλίκων ονομάζονται μη εμβρυϊκά ή "σωματικά βλαστικά κύτταρα". Μία 

σημαντική πηγή σωματικών βλαστικών κυττάρων που χρησιμοποιούνται σε θεραπευτικές 
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εφαρμογές, είναι ο ομφάλιος λώρος. Γενικά, τα ενήλικα βλαστικά κύτταρα διακρίνονται σε 

δύο κατηγορίες: τα αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα (HSCs) και τα μεσεγχυματικά 

βλαστοκύτταρα (MSCs). Τα HSCs έχουν πολύ περιορισμένο αναπτυξιακό δυναμικό καθώς 

εξειδικεύονται μόνο σε κύτταρα του αίματος ενώ τα MSCs είναι λιγότερο διαφοροποιημένα 

και εξειδικεύονται σε κύτταρα κυρίως μεσοδερμικής προέλευσης (Larijani et al., 2012). 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον αποτελούν νέες έρευνες που χρησιμοποιούν MSCs για να παράγουν 

κύτταρα διαφορετικής προέλευσης όπως ηπατικά (Ji et al., 2012), παγκρεατικά (Zanini et al., 

2011) ακόμη και νευρικά κύτταρα (Kim et al., 2014). Μία τρίτη κατηγορία πολυδύναμων 

ενήλικων βλαστοκυττάρων είναι τα νευρικά βλαστικά κύτταρα (NSCs). Τα NSCs εντοπίζονται 

κυρίως στον εγκέφαλο του αναπτυσσόμενου εμβρύου αλλά και μεταγεννητικά και 

εξειδικεύονται σε ορισμένα νευρικά και νευρογλοιακά κύτταρα (Grabel et al., 2012). 

Η βασική διαφορά που διακρίνει τα ολοδύναμα ESCs από τα ASCs είναι ότι τα τελευταία ως 

πολυδύναμα, ολιγοδύναμα ή μονοδύναμα, έχουν πιο περιορισμένο δυναμικό διαφοροποίησης 

(Donovan and Gearhart, 2001; Wagers and Weissman, 2004). Ωστόσο, τα ASCs έχουν το 

ισχυρό πλεονέκτημα ότι αντιμετωπίζουν λιγότερα ηθικά διλήμματα δεδομένου ότι μπορούν να 

συλλέγονται από ενήλικους οργανισμούς (Girlovanu et al., 2015). Το γεγονός αυτό έχει 

επιτρέψει τη χρήση τους σε κλινικές δοκιμές. Πράγματι, μέχρι σήμερα τα ASCs έχουν 

αξιοποιηθεί επιτυχώς σε έρευνες για τη θεραπεία ασθενειών με πολλά υποσχόμενα 

αποτελέσματα. Παρόλα αυτά η εφαρμογή τους περιορίζεται από την αδυναμία τους να 

παράγουν όλους τους κυτταρικούς τύπους που είναι ειδικοί για την παθογένεια συγκεκριμένων 

νόσων (Donovan and Gearhart, 2001).

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 06:51:16 EEST - 18.191.255.188



15 
 

2. Θεραπευτικές εφαρμογές ESCs και iPSCs 

Τα ολοδύναμα βλαστοκύτταρα χρησιμοποιούνται σήμερα από πολλούς ερευνητές σε κλινικές 

και ερευνητικές εφαρμογές. Σε αυτές περιλαμβάνονται η αναγέννηση ιστών, η ανάπτυξη 

ανθρώπινων μοντέλων ασθενειών και φαρμακολογικές δοκιμές (Kuijk et al., 2010; Singh et 

al., 2015). Παρά τις πολλές εφαρμογές των ESCs, τα ηθικά διλλήματα που προκύπτουν από 

τη χρήση τους έχουν οδηγήσει σε ένα μεγάλο εύρος διαφορετικών νομικών πλαισίων τόσο στις 

Ηνωμένες Πολιτείες όσο και στην Ευρώπη (Kurtz et al., 2014) Στην πλειονότητα των 

περιπτώσεων, η χρήση τους είναι νόμιμη στις Ηνωμένες Πολιτείες ενώ στην Ευρώπη η 

παραγωγή τους, αλλά όχι η εισαγωγή τους, περιορίζεται αυστηρά σε χώρες όπως η Γερμανία 

και η Ιταλία ενώ άλλες χώρες δε διαθέτουν συγκεκριμένο νομικό πλαίσιο (Druml, 2009; 

Vakili et al., 2015). Αντίθετα, με την τεχνολογία των επαγόμενων βλαστικών κυττάρων 

(iPSCs), σωματικά κύτταρα αποδιαφοροποιούνται σε ολοδύναμα κύτταρα χωρίς ηθικούς 

προβληματισμούς. Ταυτόχρονα έχουν το πλεονέκτημα να φέρουν τη γενετική ταυτότητα 

ασθενών που μπορεί να πάσχουν από τραυματισμό ή εκφυλιστικές διαταραχές. Τα iPSCs 

χρησιμοποιούνται στη συνέχεια για τη δημιουργία ιστών προκειμένου να μελετηθούν οι 

μοριακοί μηχανισμοί της νόσου ή για μεταμόσχευση, χωρίς τον κίνδυνο απόρριψης από το 

ανοσοποιητικό. Είναι επίσης εξαιρετικά χρήσιμα για τον έλεγχο της δράσης νέων χημικών 

μορίων αλλά και για την αξιολόγηση της τοξικότητας εξατομικευμένα για κάθε ασθενή (Singh 

et al., 2015). 

 

2.1 Μοντελοποίηση Ασθενειών και έλεγχος Φαρμακολογικών Ουσιών 

Μέχρι σήμερα, για τη μελέτη ασθενειών και ανάπτυξη θεραπειών, αξιοποιούνται κατά κύριο 

λόγο συμβατικά συστήματα, όπως αθανατοποιημένες κυτταρικές σειρές ή ζωικά μοντέλα 

(Kim et al., 2015). Ωστόσο, οι διαφορές στη φυσιολογία μεταξύ των μοντέλων αυτών και των 

ανθρώπων δυσχεραίνουν την κατανόηση των ασθενειών και την εύρεση αποτελεσματικών 

θεραπειών καθώς δεν μπορούν να αναπαραστήσουν πλήρως τον ανθρώπινο φαινότυπο. 

Πράγματι, επιτυχημένες προ-κλινικές θεραπείες και φαρμακολογικές δοκιμές σε ζωικά 

μοντέλα δεν είχαν την ίδια επιτυχία στους ασθενείς (Xu et al., 2013). Λύση στο πρόβλημα 

προσφέρει σήμερα η τεχνολογία των ολοδύναμων βλαστικών κυττάρων, ένας μακροχρόνιος 

στόχος της εξατομικευμένης ιατρικής, που προσφέρει τη δυνατότητα δημιουργίας ανθρώπινων 

μοντέλων νόσων με τη γενετική ταυτότητα του κάθε ασθενή (Robinton and Daley et al., 

2013). 
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Πολλές ερευνητικές ομάδες έχουν αναπτύξει μεθοδολογίες που επιτρέπουν τη διαφοροποίηση 

ολοδύναμων βλαστικών κυττάρων του ανθρώπου (hPSCs), τόσο εμβρυϊκά (hESCs) όσο και 

επαγόμενα (hiPSCs), για τη δημιουργία ώριμων κυττάρων όλων των ιστών (Corti et al., 

2015; Sterneckert et al., 2014). Τα πρωτόκολλα αυτά προσφέρουν σημαντικές προοπτικές 

στη βιοϊατρική έρευνα για εφαρμογές που αφορούν: Ι) την ίαση μονογονιδιακών ασθενειών με 

κυτταρικές θεραπείες ΙΙ) την ανάπτυξη αυτόλογων ιστών για μεταμόσχευση, ΙΙΙ) τη δημιουργία 

in vitro μοντέλων ασθενειών και τον έλεγχο φαρμακολογικών ουσιών σε μεγάλη κλίμακα 

(Zuba-Surma et al., 2012). Πράγματι, πολλοί ερευνητές παρουσιάζουν iPSC μοντέλα 

ασθενειών που έχουν βοηθήσει στην κατανόηση των μοριακών μηχανισμών αλλά και στη 

διαλογή νεών χημικών ουσιών (Sánchez et al., 2014). Σήμερα οι προσπάθειες εστιάζονται στη 

βελτίωση αυτής της τεχνολογίας με τη δημιουργία επαναλήψιμων μοντέλων και τη δυνατότητα 

ποσοτικοποίησης και ανάλυσης της επίδρασης των φαρμακευτικών ουσιών ανά κύτταρο αλλά 

και στο σύνολο των κυτταρικών πληθυσμών (Xu et al., 2013). Στο μέλλον, η τεχνολογία των 

iPSCs δίνει την προοπτική της δημιουργίας αυτόλογων κυττάρων και ιστών σε μεγάλη 

κλίμακα για την άμεση μεταμόσχευση και ίαση των ασθενών (Robinton and Daley et al., 

2013). 

 

2.2 Βλαστικά κύτταρα σε νευροεκφυλιστικές ασθένειες 

Οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες είναι οξείες ή/και χρόνιες διαταραχές του νευρικού 

συστήματος (Zuba-Surma et al., 2012) με κύριο ορόσημο την προοδευτική απώλεια τόσο 

νευρώνων όσο και νευρογλοιακών κυττάρων. Το αποτέλεσμα είναι νοητικές, συμπεριφορικές 

και φυσιολογικές διαταραχές που τελικά επιφέρουν το θάνατο του ασθενούς (Peng and Zeng 

et al., 2011). Ανάλογα με τη νόσο, διαφορετικές περιοχές του εγκεφάλου και διακριτοί τύποι 

νευρώνων πλήττονται σε συγκεκριμένα χρονικά διαστήματα. Έτσι, στην Αμυοτροφική 

Πλευρική Σκλήρυνση (ALS) εκφυλίζονται κινητικοί νευρώνες και αστροκύτταρα (Richard et 

al., 2015; Rossi et al., 2008), στη νόσο του Parkinson (PD) οι ντοπαμινεργικοί νευρώνες 

(Kalia et al., 2015), ενώ στη νόσο του Alzheimer (AD) πλήττονται ποικίλοι τύποι νευρώνων 

με καθορισμένη χρονική σειρά και τοπολογία, ανάλογα με το στάδιο της ασθένειας (Masters 

et al., 2018). 

Η τεχνολογία των iPSC έχει καταστήσει δυνατή την in vitro καλλιέργεια ανθρώπινων 

νευρικών και νευρογλοιακών κυττάρων (εικόνα 3) που δεν είναι δυνατό να απομονωθούν ως 

primary κύτταρα (Russo et al., 2015). Πράγματι, πολλές ερευνητικές ομάδες έχουν αναπτύξει 

πρωτόκολλα διαφοροποίησης για την παραγωγή πρόδρομων και ώριμων νευρικών κυττάρων 
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από ESCs/iPSCs τόσο ποντικού όσο και ανθρώπου (Gaspard et al., 2008; Shi et al., 2012; 

Hu and Zhang, 2009; Boissart et al., 2013). Οι μεθοδολογίες αυτές δίνουν τη δυνατότητα 

διερεύνησης των μηχανισμών που οδηγούν σε εγκεφαλικές διαταραχές ενώ ταυτόχρονα 

επιτρέπουν τη σύγκριση των παθολογικών χαρακτηριστικών της νόσου ανάμεσα σε ζωικά 

μοντέλα και στον άνθρωπο. 

Ειδικότερα, τα iPSC-μοντέλα επιτρέπουν τη μελέτη των παθήσεων όχι μόνο από ασθενείς με 

πρώιμη έναρξη (κληρονομικές μορφές) αλλά και από ασθενείς με σποραδικές μορφές που 

πλήττουν το μεγαλύτερο ποσοστό των ασθενών, όπως συμβαίνει στη νόσο του Alzheimer 

(Kondo et al., 2013). 

 

Wan W. et al., Stem Cells Int, 2015 

Εικόνα 3: Η τεχνολογία των iPSCs στη μελέτη νευροεκφυλιστικών ασθενειών. 

Δημιουργία iPSCs από σωματικά κύτταρα ασθενών. Διαφοροποίηση σε νευρικά 

κύτταρα και ανάπτυξη μοντέλου νευροεκφυλιστικής ασθένειας. Μελέτη της νόσου, 

σχεδιασμός και διαλογή φαρμακευτικών ουσιών. Δημιουργία αυτόλογων μοσχευμάτων 

με τη γενετική ταυτότητα του ασθενή.
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3. Αναπτυξιακή νευροβιολογία του Εγκεφαλικού Φλοιού 

Στα θηλαστικά ο εγκεφαλικός φλοιός είναι μία σύνθετη δομή που χαρακτηρίζεται για την 

ποικιλία των νευρικών κυττάρων που περιέχει αλλά και για την περίπλοκη συνδεσιμότητα και 

σηματοδότηση εντός των πολλαπλών στιβάδων του. Κατά την εξέλιξη των θηλαστικών, η 

βελτίωση της συμπεριφορικής και νοητικής ικανότητας φαίνεται να συσχετίζεται με την 

αύξηση των ημισφαιρίων του φλοιού. Πράγματι, στον άνθρωπο ο εγκεφαλικός φλοιός είναι η 

υπεύθυνη δομή για την αντίληψη, τη μνήμη και τη μάθηση (Bystron et al., 2008). 

 

3.1 Διαδικασία ανάπτυξης του εγκεφαλικού φλοιού 

Ο εγκεφαλικός φλοιός των θηλαστικών αποτελείται από έξι στιβάδες που εκτείνονται από την 

επιφάνεια του φλοιού έως τη λευκή ουσία. Η ιεράρχηση της δομής αυτής βασίζεται στην 

προγραμματισμένη μετανάστευση των ώριμων μετα-μιτωτικών (postmitotic) νευρώνων από 

το σημείο της γέννησής τους, έως την τελική τους θέση (Chai et al., 2014). 

O εγκεφαλικός φλοιός είναι εκτοδερμικής προέλευσης και αρχίζει να αναπτύσσεται όταν το 

πρόσθιο τμήμα του νευρικού σωλήνα έχει διαφοροποιηθεί σε προσθεγκέφαλο (forebrain). Από 

τον προσθεγκέφαλο θα προκύψουν ο τελεγκέφαλος (cerebrum) και ο διεγκέφαλος 

(diencephalon). Ο εγκεφαλικός φλοιός προκύπτει από τον τελεγκέφαλο μαζί με το ραβδωτό 

σώμα (striatum). Από τον διεγκέφαλο θα προκύψουν ο θάλαμος και ο υποθάλαμος (Harris et 

al., 2015). 

Κατά την ανάπτυξη του φλοιού είναι εντυπωσιακό ότι κανένα είδος νευρώνα δεν παράγεται 

εντός του ίδιου του φλοιού, αντιθέτως παράγονται στις αναπτυσσόμενες εμβρυϊκές ζώνες 

(ventricular/subventricular zones, VZ/SVZ), πάνω στις εγκεφαλικές πλευρικές κοιλίες. Οι 

νευρώνες αποκτούν τις τελικές τους θέσεις έπειτα από την τελευταία τους κυτταρική διαίρεση. 

Τότε, διανύουν μεγάλη απόσταση κατά μήκος της ενδιάμεσης ζώνης (IZ) πραγματοποιώντας 

ακτινική και εφαπτομενική μετανάστευση (Rakic et al., 2009). Συγκεκριμένα, τα πρόδρομα 

νευρικά κύτταρα διαφοροποιούνται διαδοχικά με τέτοιο τρόπο ώστε οι στιβάδες του φλοιού 

να αναπτύσσονται από μέσα προς τα έξω (Εικόνα 4), όπου κατά κανόνα, οι νεότεροι νευρώνες 

μεταναστεύουν προς τις εξωτερικές στιβάδες του φλοιού (Laguesse et al., 2015). Οι 

πυραμιδικοί νευρώνες μεταναστεύουν ακτινικά μέχρι την κατάλληλη στιβάδα όπου οι άξονές 

τους εκτείνονται προς τις κατάλληλες θέσεις εντός ή υπό του φλοιού. Οι ενδονευρώνες, με 

νευροδιαβιβαστή το μόριο GABA, αρχικά αναπτύσσονται στον πρόσθιο εγκέφαλο και τελικά 

ενσωματώνονται σε τοπικά δίκτυα του φλοιού (Anderson et al., 1997). 
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Η γένεση και η μετανάστευση των νευρικών κυττάρων είναι μία αυστηρά ελεγχόμενη 

διαδικασία που ρυθμίζεται τόσο από εγγενείς όσο και εξωγενείς παράγοντες (Chai et al., 

2014). Οι παράγοντες αυτοί είναι διάχυτα μόρια που εκκρίνονται από κέντρα σηματοδότησης 

στον αναπτυσσόμενο τελεγκέφαλο και δρουν ως μορφογόνα που επάγουν καταρράκτες 

σηματοδότησης. Το Shh επάγει τη διαφοροποίηση του τελεγκέφαλου προς τον κοιλιακό άξονα 

σε αντίθεση με τον καταστολέα Gli3 που επάγει διαφοροποίηση προς τον ραχιαίο άξονα. Άλλο 

ένα σημαντικό μονοπάτι είναι το Wnt που επάγει την έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα 

Pax6 και της Ngn1 οικογένειας προ-νευρικών πρωτεϊνών. Με τη σειρά της, η Pax6 επάγει την 

έκφραση της πρωτεΐνης Ngn2. Η Pax6 μαζί με τις Ngn1/2 συνιστούν τους βασικούς 

μεταγραφικούς ενεργοποιητές που επάγουν τη νευρογένεση στον αναπτυσσόμενο εγκεφαλικό 

φλοιό (Martynoga et al., 2012). 

Επιπρόσθετα, κατά τη διάρκεια των διαφορετικών σταδίων της νευρογένεσης έχει 

αναγνωριστεί μία πληθώρα μεταγραφικών παραγόντων που ρυθμίζουν την προοδευτική 

γένεση και τους διαφόρους τύπους νευρώνων του φλοιού. Κεντρικό ρόλο για το χαρακτηρισμό 

και την ανάπτυξη των νευρώνων της στιβάδας V του φλοιού κατέχει το γονίδιο Ctip2 (Arlotta 

et al., 2005). Ακόλουθα, η νευρογένεση της στιβάδας VI ρυθμίζεται από το γονίδιο Tbr1. Το 

Tbr1 κωδικοποιεί έναν καταστολέα της δράσης του Ctip2. Αργότερα κατά την ανάπτυξη, η 

πρωτεΐνη Satb2 καταστέλλει το Ctip2 επάγοντας το σχηματισμό της στιβάδας II/III (Britanova 

et al., 2008). Γίνεται κατανοητό, ότι η ανάπτυξη των χρονικά αναδυόμενων στιβάδων του 

φλοιού ελέγχεται από την αλληλεπίδραση ενεργοποιητικών και κατασταλτικών ρυθμιστικών 

παραγόντων που προοδευτικά ενεργοποιούν και καταστέλλουν τα απαραίτητα σηματοδοτικά 

μονοπάτια της νευρογένεσης (Martynoga et al., 2012). 

Η ολοένα και αυξανόμενη γνώση για την ανάπτυξη του εγκεφαλικού φλοιού κατά την 

εμβρυογένεση αποτελεί σπουδαίο εργαλείο στην προσπάθεια της διαφοροποίησης 

ολοδύναμων και πολυδύναμων βλαστοκυττάρων σε νευρικά κύτταρα με στόχο θεραπευτικές 

εφαρμογές. Ιδιαίτερα οι γνώσεις που αφορούν την κυτταρική ποικιλομορφία του φλοιού και 

την αναπτυξιακή σηματοδότηση ήταν καταλυτικές για την ανάπτυξη πρωτόκολλων 

διαφοροποίησης και την ταυτοποίηση και κατηγοριοποίηση των νευρώνων που παράγονται in 

vitro (Harris et al., 2015). 
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Adapted by I. Bystron et al., 2008 

Εικόνα 4: Σύγχρονο μοντέλο της ανάπτυξης του εγκεφαλικού φλοιού στον άνθρωπο. 

 

3.2 Κατηγοριοποίηση νευρώνων του Εγκεφαλικού φλοιού 

Ο εγκεφαλικός φλοιός όλων των θηλαστικών είναι μια υψηλής οργάνωσης, σύνθετη δομή 

αποτελούμενη από έξι διακριτές στιβάδες που περιέχουν ποικίλους τύπους τόσο νευρώνων 

όσο και νευρογλοιακών κυττάρων (Molyneaux et al., 2007). Οι νευρώνες του εγκεφαλικού 

φλοιού προκύπτουν από πρόδρομα νευρικά κύτταρα και διακρίνονται σε δύο μεγάλες 

κατηγορίες. Πυραμιδικοί διεγερτικοί νευρώνες και ενδονευρώνες. Οι πυραμιδικοί νευρώνες 

είναι γλουταμινεργικοί, έχουν τυπική πυραμιδική μορφολογία και μεταδίδουν πληροφορίες 

μεταξύ διαφορετικών περιοχών του φλοιού αλλά και σε άλλα τμήματα του εγκεφάλου 

εκτείνοντας τους άξονές τους σε όλο το φάσμα του φλοιού. Οι ενδονευρώνες δημιουργούν 

τοπικά δίκτυα, επιτρέποντας την επικοινωνία μεταξύ διαφορετικών τύπων νευρώνων 

(Anderson et al., 2002). 

 

3.2.1 Πρόδρομα νευρικά κύτταρα 

Κατά την ανάπτυξη, οι νευρώνες του κεντρικού νευρικού συστήματος των θηλαστικών 

προκύπτουν από τη διαφοροποίηση πρόδρομων νευρικών βλαστικών κυττάρων (neural 

progenitors). Τα κύτταρα αυτά παρουσιάζουν ποικιλομορφία στη μορφολογία, το μιτωτικό 

τους πρόγραμμα, την έκφραση μοριακών δεικτών και τη δυνατότητα διαφοροποίησης σε νέα 

θυγατρικά κύτταρα (Gotz et al., 2005) (εικόνα 5). Ανάλογα με τη θέση στον αναπτυσσόμενο 

φλοιό στην οποία συμβαίνει η μίτωση, τα πρόδρομα νευρικά κύτταρα ταξινομούνται σε δύο 

ομάδες: Apical Progenitors (APs) και Basal Progenitors (BPs). Η μίτωση των APs διενεργείται 

πάνω από την κοιλιακή επιφάνεια. Η μίτωση των BPs θα συμβεί είτε στο άνω μέρος της 
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κοιλιακής ζώνης (VZ) είτε στην υποκοιλιακή ζώνη (SVZ) (Laguesse et al., 2015). Με βάση 

τις ιδιότητές τους, οι δύο ομάδες συνίστανται από περαιτέρω είδη πρόδρομων νευρικών 

κυττάρων, όπως φαίνεται στον παρακάτω πίνακα. 

 

Πίνακας 2: Κατηγορίες πρόδρομων κυττάρων του εγκεφαλικού φλοιού 

Apical Progenitors Basal Progenitors 

Neuroepithelial cells (NEs) Intermediate Progenitor cells (IPs) 

Radial Glial cells (RGs) Outer Radial Glial cells (oRGs) 

Short Neural Precursors (SNPs)  

 

 

Τα Neuroepithelial κύτταρα (NEs) είναι πολυδύναμα κύτταρα με επιθηλιακά χαρακτηριστικά. 

Από αυτά προκύπτουν άμεσα ή έμμεσα όλα τα είδη νευρώνων και νευρογλοιακών κυττάρων 

που συνθέτουν τον ενήλικο εγκεφαλικό φλοιό (Gotz et al., 2005). Πριν την έναρξη της 

νευρογένεσης, τα NEs διαιρούνται συμμετρικά ώστε να ενισχύσουν κατάλληλα τον πληθυσμό 

τους, δημιουργώντας ταυτόσημα θυγατρικά κύτταρα (Laguesse et al., 2015). Αντίθετα, κατά 

την έναρξη της νευρογένεσης, τα NEs αρχίζουν να διαιρούνται ασύμμετρα. Με αυτόν τον 

τρόπο τα διαφοροποιημένα κύτταρα καταλήγουν σε νευρώνες ενώ ταυτόχρονα διατηρείται η 

ιδιότητα της αυτοανανέωσης (Gotz et al., 2005). 

Τα Radial glial (RGs) παράγονται πριν από την έναρξη της νευρογένεσης και της 

γλοιογένεσης από νευροεπιθηλιακά κύτταρα του εγκεφάλου και του νωτιαίου μυελού (Nulty 

et al., 2015). Είναι κύτταρα με αστρογλοιακά χαρακτηριστικά ωστόσο διατηρούν ιδιότητες 

των νευροεπιθηλιακών κυττάρων αλλά με μικρότερο δυναμικό διαφοροποίησης (Campbell et 

al., 2002). Έχουν ακτινική μορφολογία, είναι δίπολα και παρουσιάζουν νευρογλοιακές 

ιδιότητες (Pinto et al., 2007). Είναι απαραίτητα για τη δημιουργία των πολλαπλών στιβάδων 

του εγκεφαλικού φλοιού. Το ενδιαφέρον για τα κύτταρα αυτά αυξήθηκε όταν ταυτοποιήθηκε 

ο ρόλος τους ως πρόδρομα νευρικά κύτταρα και η συμμετοχή τους σε μια ποικιλία 

αναπτυξιακών λειτουργιών (Lu et al., 2015). Κατά την ανάπτυξη του φλοιού, τα RGs 

πραγματοποιούν νευρογενείς διαιρέσεις, δηλαδή διαιρούνται ασύμμετρα παράγοντας ένα 

περισσότερο διαφοροποιημένο κύτταρο που μπορεί να είναι είτε νευρώνας είτε ένας basal 

progenitor. Μπορούν ωστόσο να διαιρούνται και συμμετρικά για την αυτοανανέωση και την 

αύξηση του αριθμού τους (Gotz et al., 2005). 

Τα Short Neural Precursors (SNPs) είναι κύτταρα με δίπολη πολικότητα και 

προσκολλητικούς συνδέσμους πάνω στη μεμβράνη τους. Σε αντίθεση με τα RGs, τα SNPs 
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διαιρούνται συμμετρικά και παράγουν δύο νέους νευρώνες (άμεση νευρογένεση) ενώ 

σπανιότερα, άλλες ομάδες πρόδρομων νευρικών κυττάρων (Anthony et al., 2004). 

Καθώς η νευρογένεση του εγκεφαλικού φλοιού συνεχίζεται, ολοένα και περισσότερα 

πρόδρομα νευρικά κύτταρα διαιρούνται στη βασική πλευρά της κοιλιακής ζώνης (Laguesse et 

al., 2015). 

Intermediate progenitor (IPCs) είναι ένας τύπος πρόδρομων νευρικών κυττάρων που 

ενισχύει τη δημιουργία νευρώνων στον αναπτυσσόμενο εγκεφαλικό φλοιό. Τα IPCs 

χαρακτηρίζονται από συμμετρικές διαιρέσεις που παράγουν δύο νέους νευρώνες. Μπορούν 

ωστόσο να παράγουν δύο νέα IPCs με σκοπό την περεταίρω ενίσχυση και αυτοανανέωση 

(Pontious et al., 2007). Τα ΙΡCs διακρίνονται από τα παραπάνω κύτταρα τόσο σε μορφολογία 

όσο και στη τοποθεσία τους στο φλοιό όταν διαιρούνται. Επιπρόσθετα, παρουσιάζουν 

σημαντικές διαφορές και στη γονιδιακή έκφραση. Ένα αξιοσημείωτο παράδειγμα είναι η 

έλλειψη της έκφρασης των Pax6, nestin και BLBP, ενώ αντίθετα φαίνεται να εκφράζουν τους 

μεταγραφικούς παράγοντες Tbr1 και Tbr2, υπεύθυνοι για τη δημιουργία στιβάδων του φλοιού 

(Englund et al., 2005). Το γεγονός αυτό τα εντάσσει στα περισσότερο διαφοροποιημένα 

πρόδρομα κύτταρα. Τα IPCs προκύπτουν άμεσα από τη διαφοροποίηση των Radial glial ενώ 

έχει προταθεί ότι από τα ίδια προκύπτουν νευρώνες όλων των στιβάδων του φλοιού (Pontious 

et al., 2007). 

Τα outer Radial glia (oRGs) είναι κύτταρα που, κατά την ανάπτυξη, βρίσκονται κυρίως στην 

εξωτερική υποκοιλιακή ζώνη (oSVZ) του φλοιού. Χαρακτηρίζονται από πολύ υψηλό 

πολλαπλασιαστικό ρυθμό και διαιρούνται ασύμμετρα παράγοντας άλλα είδη πρόδρομων 

νευρικών κυττάρων (Ostrem et al., 2017). Εκφράζουν τα κλασσικά γονίδια που 

χαρακτηρίζουν τα RGs όπως Nestin, Vimentin και Pax6. Ωστόσο, νεότερες μελέτες έχουν 

εντοπίσει γονίδια που εκφράζονται αποκλειστικά στα oRGs όπως τα HOPX, TNC και ITGB5. 

Η βασική τους λειτουργία έχει προταθεί ότι είναι η παραγωγή και ενίσχυση αυξητικών 

παραγόντων και η ενεργοποίηση μονοπατιών αυτοανανέωσης στην υποκοιλιακή ζώνη που 

καταλήγουν στην ενίσχυση και την επέκτασή της. Η ύπαρξη των oRGs και ο ρόλος τους αυτός 

ίσως παρέχει μία εξήγηση της αναπτυξιακής εξέλιξης του ανθρώπινου φλοιού (Pollen et al., 

2015). 
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S. Laguesse et al., 2014 

Εικόνα 5: Κατηγοριοποίηση των πρόδρομων νευρικών κυττάρων. 

 

 

3.2.2 Ώριμα νευρικά και νευρογλοιακά κύτταρα 

Ο εγκεφαλικός φλοιός των ενήλικων θηλαστικών συνίσταται από διαφορετικούς πληθυσμούς 

νευρώνων που παρουσιάζουν διακριτή μορφολογία και εντοπίζονται σε διαφορετικές στιβάδες 

του φλοιού. Παρουσιάζουν διαφορές στη γονιδιακή έκφραση και τελικά εξυπηρετούν 

διαφορετικές λειτουργίες (Migliore et al., 2005). Οι νευρώνες του φλοιού διακρίνονται σε δύο 

κύριες ομάδες: Διεγερτικοί πυραμιδικοί νευρώνες και ανασταλτικοί ενδονευρώνες. Οι 

διεγερτικοί πυραμιδικοί νευρώνες (Projection Neurons, PNs) είναι γλουταμινεργικοί, 

σχηματίζουν μεγάλης εμβέλειας συνδέσεις και αποτελούν περίπου το 80% των συνολικών 

νευρώνων. Οι ανασταλτικοί ενδονευρώνες (Interneurons, INs), με νευροδιαβιβαστή το μόριο 

GABA (γ-αμινοβουτυρικό οξύ), δημιουργούν τοπικά δίκτυα και αναστέλλουν τη 

σηματοδότηση των πυραμιδικών νευρώνων ενώ αποτελούν περίπου το 20% των νευρώνων 

του φλοιού (Harris et al., 2015). Οι περισσότεροι πυραμιδικοί νευρώνες προκύπτουν είτε 

άμεσα από radial glial κύτταρα είτε έμμεσα από intermediate progenitors (Anthony et al., 

2004). 

Όπως ειπώθηκε παραπάνω, διαφορετικοί τύποι πυραμιδικών νευρώνων εντοπίζονται σε 

διαφορετικές στιβάδες του εγκεφαλικού φλοιού. Στις εσωτερικές στιβάδες VI/V εδράζονται, 

κατά κανόνα, οι μεγαλύτεροι πυραμιδικοί νευρώνες του εγκεφάλου, που δημιουργούν τις 

μακρύτερες συνδέσεις (Molyneaux et al., 2007). Στις ανώτερες στιβάδες IV-II, μικρότεροι 

πυραμιδικοί νευρώνες και ενδονευρώνες σχηματίζουν βραχύτερα δίκτυα που επεξεργάζονται 
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πληροφορίες στην εκάστοτε θέση (Molnar et al., 2011). Στη στιβάδα Ι υπάρχει μία σημαντική 

κατηγορία ενδονευρώνων που ονομάζονται Cajal-Retzius (CR). Είναι οι πρώτοι νευρώνες του 

φλοιού που εμφανίζονται κατά την ανάπτυξη αποτελώντας εξαίρεση στον κανόνα της ‘‘από 

μέσα προς τα έξω ανάπτυξης του φλοιού΄΄. Κύριο χαρακτηριστικό τους είναι η έκφραση της 

πρωτεΐνης Reelin που ρυθμίζει την εσωτερική διαδοχική ανάπτυξη όλων των στιβάδων του 

αναπτυσσόμενου φλοιού (Campbell et al., 2005). Τέλος, η ωρίμανση των νευρώνων όλων 

των στιβάδων, απαιτεί διαφορετικά μοτίβα γονιδιακής έκφρασης που οδηγούν στη 

διαφοροποίηση των πρόδρομων νευρικών κυττάρων στους κατάλληλους νευρώνες της κάθε 

στιβάδας (Εικόνα 6) (Campbell et al., 2005). 

 

 

Molyneaux B. J. et al., Nat Rev Neurosci, 2007 

Εικόνα 6: Γένεση των πυραμιδικών νευρώνων από πρόδρομα νευρικά κύτταρα και 

η διαφορική τους γονιδιακή έκφραση στις στιβάδες του εγκεφαλικού φλοιού. 

 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι πυραμιδικοί νευρώνες του φλοιού μπορούν να μεταδίδουν 

πληροφορίες μεταξύ απομακρυσμένων περιοχών του φλοιού και του κεντρικού νευρικού 

συστήματος. Αντίθετα, οι ενδονευρώνες, λόγω της ανασταλτικής τους δράσης, ελέγχουν 

τοπικά τη σηματοδότηση των διεγερτικών νευρώνων, ρυθμίζοντας έτσι σημαντικά τη 

μεταφορά της πληροφορίας (Harris et al., 2015). Οι ενδονευρώνες ταξινομούνται σε διάφορες 
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κατηγορίες ανάλογα με τη μορφολογία, τους δενδρίτες, τη γονιδιακή έκφραση μεταγραφικών 

παραγόντων αλλά και ηλεκτροφυσιολογικές ιδιότητες (Ascoli et al., 2008). 

Κατά την εξέλιξη του εγκεφαλικού φλοιού, εκτός από την αύξηση στον αριθμό των νευρώνων, 

σημαντική αύξηση παρατηρείται και στον αριθμό των νευρογλοιακών κυττάρων, γεγονός το 

οποίο καταδεικνύει το σημαντικό τους ρόλο. Στον εγκεφαλικό φλοιό, τα νευρογλοιακά 

κύτταρα διακρίνονται σε τρεις μεγάλες κατηγορίες: Αστροκύτταρα, ολιγοδενδροκύτταρα και 

μικρογλοία (Rowitch et al., 2010). 

Τα αστροκύτταρα είναι καταλυτικά για τη λειτουργικότητα των νευρώνων. Οι κλασσικές 

τους λειτουργίες είναι υποστηρικτικές με κυριότερες την προστασία του αιματοεγκεφαλικού 

φραγμού, τη δομική υποστήριξη, την κατανομή ιόντων και τη ρύθμιση της ισορροπίας του 

νερού. Πέρα όμως από τον υποστηρικτικό και δομικό τους ρόλο, πρόσφατα αποκαλύφτηκαν 

κι άλλες σημαντικές ιδιότητες όπως ρύθμιση της ροής του ασβεστίου (Ca+), της μετάδοσης 

των συνάψεων και παραγωγή νευροπεπτιδίων (Rowitch et al., 2010). Κατανέμονται σε δύο 

βασικές ομάδες με βάση τη μορφολογία και την τοποθεσία τους στο φλοιό: Τα ινώδη 

αστροκύτταρα και τα πρωτοπλασματικά αστροκύτταρα. Τα ινώδη αστροκύτταρα έχουν 

χαρακτηριστικό ομοιόμορφο σχήμα αστεριού και συναντώνται στη λευκή ουσία του 

εγκεφάλου. Κομβικό χαρακτηριστικό τους είναι τα υψηλά επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης 

GFAP (Glial fibrillary acidic protein). Τα πρωτοπλασματικά αστροκύτταρα έχουν ως βασική 

λειτουργία την εκτόνωση των συνάψεων μέσω διαφόρων μηχανισμών, μπορούν να έρθουν σε 

επαφή με τριχοειδή αγγεία και κατά κανόνα συναντώνται στη φαιά ουσία (Clarke et al., 2013; 

Rowitch et al., 2010; Harris et al., 2015). Διάφορες μελέτες έχουν δείξει ότι όλα τα 

αστροκύτταρα του φλοιού προκύπτουν από τη διαφοροποίηση radial glial κυττάρων, κυρίως 

μετά την ολοκλήρωση της νευρογένεσης που κατά κανόνα προηγείται της γλοιογένεσης 

(Rowitch et al., 2010). 

Τα ολιγοδενδροκύτταρα (OLs) διακρίνονται σε δύο βασικές ομάδες: Τα μυελικά και τα 

δορυφορικά ολιγοδενδροκύτταρα (Harris et al., 2015). Τα μυελικά ολιγοδενδροκύτταρα 

επάγουν μυελίνωση στους άξονες των νευρώνων του φλοιού και βρίσκονται κυρίως στις 

ανώτερες στιβάδες και στη λευκή ουσία (Tomassy et al., 2014). Αντίθετα, τα δορυφορικά 

ολιγοδενδροκύτταρα συναντώνται κατά κανόνα στη φαιά ουσία και σε εσωτερικές στιβάδες 

του φλοιού. Φαίνεται να είναι στενά συνδεδεμένα με τα σώματα των νευρώνων, παρόλα αυτά 

δεν παράγουν μυελίνη. Τα μέχρι τώρα δεδομένα υποστηρίζουν το ρόλο τους ως ρυθμιστές 

μεταβολιτών των πυραμιδικών νευρώνων (Takasaki et al., 2010). 

Η τελευταία αλλά ιδιαίτερα σημαντική κατηγορία μη νευρικών κυττάρων του φλοιού είναι η 

μικρογλοία. Η μικρογλοία είναι τα ιστοειδικά μακροφάγα του εγκεφάλου και προέκυψαν 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 06:51:16 EEST - 18.191.255.188



26 
 

μέσω πολλών εξελικτικών προσαρμογών. Η κύρια λειτουργία της μικρογλοίας στο φλοιό είναι 

η επαγωγή αμυντικών μηχανισμών σε καταστάσεις λοίμωξης ή τραυματισμού. Σε αντίθεση με 

όλα τα άλλα κύτταρα που συνιστούν τον εγκεφαλικό φλοιό, η μικρογλοία παράγεται εκτός του 

νευρικού συστήματος. Συγκεκριμένα, προέρχεται από αιμοποιητικά πρόδρομα κύτταρα του 

εμβρυϊκού λεκιθικού σάκου. Σε πολύ πρώιμα στάδια της ανάπτυξης, τα πρόδρομα 

αιμοποιητικά κύτταρα περιβάλλουν εξωτερικά το νευροεπιθήλιο, διαπερνούν το τοίχωμα του 

φλοιού και λαμβάνουν την τελική τους θέση (Ueno et al., 2013; Nayak et al., 2014; Kierdorf 

et al., 2013). 

Συνοπτικά, οι πολυάριθμες ομάδες κυττάρων που αναφέρθηκαν, γεννιούνται σε συγκεκριμένη 

χρονική σειρά και μεταναστεύουν με ακρίβεια στην τελική τους θέση από συχνά 

απομακρυσμένες βλαστικές ζώνες, επάγοντας την ανάπτυξη και ωρίμανση του εγκεφάλου 

(Harris et al., 2015). 

Οι βασικοί τύποι κυττάρων που αποτελούν τον εγκεφαλικό φλοιό παρουσιάζονται στον 

παρακάτω πίνακα. 

 

Πίνακας 3: Κατηγορίες ώριμων κυττάρων του εγκεφαλικού φλοιού 

Νευρώνες Νευρογλοιακά κύτταρα 

Πυραμιδικοί νευρώνες (PNs) – διεγερτικοί Αστροκύτταρα 

Ενδονευρώνες (INs) – ανασταλτικοί Ολιγοδενδροκύτταρα 

 Μικρογλοία 

 

 

3.3 Σύνδεση με νευροεκφυλιστικές ασθένειες 

Η διερεύνηση της ανάπτυξης του ανθρώπινου φλοιού είναι καταλυτική για την κατανόηση της 

αναπτυξιακής και εξελικτικής βιολογίας και ίσως μπορεί να απαντήσει πολλά ερωτήματα που 

αφορούν διαταραχές του εγκεφαλικού φλοιού και οδηγούν σε σοβαρές νευροεκφυλιστικές 

ασθένειες (Molnar et al., 2011). 

Η απόπτωση των νευρώνων ή προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος συμβαίνει 

φυσιολογικά κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη του νευρικού συστήματος και του εγκεφαλικού 

φλοιού. Καθοδηγεί την οργάνωση των νευρώνων σε λειτουργικά δίκτυα και τη σωστή αύξηση 

των νευρωνικών πληθυσμών (Nikolic et al., 2013). Κατά κύριο λόγο, η απόπτωση συμβαίνει 

στην κοιλιακή ζώνη του αναπτυσσόμενου φλοιού όπου τα radial glial κύτταρα έχουν υψηλό 

ρυθμό πολλαπλασιασμού (Malatesta et al., 2003). 
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Ωστόσο, εκτός από την φυσιολογική απόπτωση, διαταραχές στην ομοιόσταση του 

εγκεφαλικού φλοιού μπορούν να προκληθούν από πολλούς παράγοντες, τόσο κατά την 

προγεννητική όσο και κατά τη μεταγεννητική ανάπτυξη. Οι διαταραχές αυτές επιφέρουν 

αλλοιώσεις στη φυσιολογική ωρίμανση των νευρώνων και στη μετανάστευση οδηγώντας 

τελικά σε μη φυσιολογική απόπτωση. Οι αλλοιώσεις σε αυτούς τους μηχανισμούς έχουν 

εμπλακεί σε ποικίλες νευροεκφυλιστικές και νευροψυχιατρικές διαταραχές όπως η 

σχιζοφρένεια, ο αυτισμός και η επιληψία (Luhmann et al., 2014). 

Πέρα από τις διαταραχές του εγκεφαλικού φλοιού κατά την ανάπτυξη, σημαντικές αλλαγές 

στη δομή του ανθρώπινου φλοιού, που συνδέονται με την εμφάνιση γνωστών ασθενειών, 

έχουν παρατηρηθεί με την αύξηση της ηλικίας (Fjell et al., 2014). Οι μεταβολές αυτές 

περιλαμβάνουν μείωση του μήκους των αξόνων και των δενδριτών και απώλεια των συνάψεων 

οδηγώντας σε διαταραχές της φυσιολογικής λειτουργίας των νευρώνων. Επιπλέον 

επηρεάζονται οι νευροδιαβιβαστές, η μορφολογία, η σηματοδότηση ή/και επέρχονται αλλαγές 

που σχετίζονται με τη νόσο Alzheimer (Jellinger et al., 2013). Πράγματι, ο εγκεφαλικός 

φλοιός πλήττεται μη αντιστρεπτά στα τελευταία, πιο βαριά στάδια αυτής της νόσου (Braak et 

al., 1995; Serrano-Pozo et al., 2011) όπως θα ειπωθεί και στη συνέχεια.
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4. Η ασθένεια του Alzheimer (AD) 

H νόσος του Alzheimer (AD), αποτελεί την πιο συνηθισμένη μορφή άνοιας στον ανθρώπινο 

πληθυσμό, είναι μη ιάσιμη και πλήττει σημαντικά τόσο τους ασθενείς όσο και τις οικογένειες 

τους. Οι προσπάθειες για την ίαση της νόσου αλλά και η φροντίδα των ασθενών επιβαρύνονται 

ισχυρά από την έλλειψη έγκυρων μέσων διάγνωσης και πρόληψης καθώς και από την άγνοια 

της παθογένειας της νόσου (Selkoe et al., 2016). Σήμερα, γίνονται σημαντικές προσπάθειες 

για την κατανόηση της μοριακής αιτιολογίας του AD που αποτελεί τη βάση για την ανάπτυξη 

βελτιωμένων διαγνωστικών και θεραπευτικών προσεγγίσεων (Wang et al., 2017). 

 

4.1 Παθοφυσιολογία και Ορόσημα του Alzheimer 

Το 1907 ο Γερμανός νευρολόγος Alois Alzheimer περιέγραψε τη νόσο «Dementia Praecox» 

που έκτοτε είναι γνωστή ως η νόσος του Alzheimer (Alzheimer, 1907). Πρόκειται για μια 

προοδευτική, σοβαρή νευροεκφυλιστική διαταραχή με συνέπειες τόσο στη λειτουργικότητα 

του εγκεφαλικού φλοιού όσο και του ιππόκαμπου (Masters et al., 2018). Τα δύο ορόσημα που 

χαρακτηρίζουν την ασθένεια είναι οι αμυλοειδείς πλάκες και τα νευροϊνιδιακά πλέγματα 

(NFTs) (Choi et al., 2016). Οι ασθενείς διακρίνονται σε δύο κατηγορίες με βάση την έναρξη 

της νόσου. Έτσι, υπάρχει το κληρονομικό AD (family AD, fAD) που εκδηλώνεται σε νεαρή 

ηλικία και το σποραδικό AD (sporadic AD, sAD) που εμφανίζεται κυρίως σε ηλικιωμένους 

πληθυσμούς (Rodriguez et al., 2011). 

Το κληρονομικό AD οφείλεται σε πλήρως διεισδυτικές μεταλλαγές σε τρία γονίδια. Το APP 

που κωδικοποιεί την πρόδρομη μορφή της αμυλοειδούς πρωτεΐνης και τα PSEN1 και PSEN2 

που κωδικοποιούν τις presenilin 1 και presenilin 2 αντίστοιχα. Η κληρονομικότητα είναι 

αυτοσωμική επικρατής, εκδηλώνεται σε ασθενείς κάτω των 60 ετών και αποτελεί τη 

μειοψηφία των περιπτώσεων της νόσου (Tong et al., 2017). Το ΑΡΡ εντοπίζεται στο 

χρωμόσωμα 21q21 (Karch et al., 2014) ενώ τα PSEN1 και PSEN2 στα χρωμοσώματα 14q24 

και 1q42 και οι πρωτεΐνες τους συνιστούν το σύμπλοκο της γ-secretase. Το ένζυμο αυτό είναι 

μία πρωτεάση που διασπά την πρόδρομη μορφή της ΑΡΡ (Tong et al., 2017), οδηγώντας στο 

σχηματισμό των τοξικών ολιγομερών Αβ40 και Aβ42 (Yagi et al., 2011). Επιπλέον, ένας 

σημαντικός γενετικός δείκτης που σχετίζεται με το κληρονομικό AD είναι το αλληλόμορφο 

APOE*e4 που κωδικοποιεί την απολιποπρωτεΐνη Εε4. Η ύπαρξή του προδιαθέτει ισχυρά την 

εμφάνιση της νόσου με υψηλότερες πιθανότητες εκδήλωσης για τον ομόζυγο πληθυσμό 

(Villemagne et al., 2018). 
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Το σποραδικό AD δεν ακολουθεί μοτίβο κληρονομικότητας και οφείλεται σε συνδυασμό 

γενετικών και περιβαλλοντικών παραγόντων αλλά και στη γήρανση. Είναι η συνήθης μορφή 

της νόσου αποτελώντας το 95% των περιστατικών (Tanzi et al., 2005). Υπάρχουν πολλές 

θεωρίες που προσπαθούν να εξηγήσουν την παθοφυσιολογία του σποραδικού AD. Η 

περισσότερο αποδεκτή με τα σημερινά δεδομένα είναι η βήτα αμυλοειδής (Αβ) υπόθεση 

(Karran et al., 2016) σύμφωνα με την οποία η συσσώρευση των NFTs, η ακόλουθη απώλεια 

των συνάψεων και ο εκτεταμένος θάνατος των νευρικών κυττάρων ξεκινούν από την υψηλή 

συσσώρευση του τοξικού Αβ οδηγώντας προοδευτικά σε άνοια (Choi et al., 2016; Duff et al., 

1996). 

Η βήτα αμυλοειδής πρωτεΐνη (Αβ) είναι ένα ολιγομερές που προκύπτει από την πρωτεόλυση 

της πρόδρομης ΑΡΡ. Τα ένζυμα β- and γ-secretases καταλύουν διαδοχικά τη διάσπασή της 

(εικόνα 7). Η συσσώρευση των ολιγομερών οδηγεί στη δημιουργία των αμυλοειδών πλακών 

και στον προοδευτικό νευροεκφυλισμό που παρατηρείται σε όλους τους ασθενείς του AD 

(Thinakaran et al., 2008). Συγκεκριμένα, οι αμυλοειδείς πλάκες προκύπτουν όταν τα Αβ 

πεπτίδια ενώνονται σε ολιγομερή στον εξωκυττάριο χώρο εξαιτίας της πτυχωτής δομής β-

φύλλου που τα χαρακτηρίζει (Glenner et al., 1984). 

Το δεύτερο κύριο ορόσημο του AD είναι τα νευροϊνιδιακά πλέγματα που προκύπτουν από την 

υπερφωσφορυλίωση της tau (p-tau) (Grundke-Iqbal et al., 1986). Μη φυσιολογικά, υψηλά 

επίπεδα της p-tau παρατηρούνται τόσο στο σώμα, όσο και στους δενδρίτες των νευρώνων. 

Μία πιθανή εξήγηση της συσσώρευσης είναι η διαταραχή της ισορροπίας ανάμεσα στις 

λειτουργίες κινασών και φωσφατασών που οδηγεί τελικά στην υπερφωσφορυλίωση 

(Ballatore et al., 2007). Σε αντίθεση με τις αμυλοειδείς πλάκες που συσσωρεύονται σε όλο 

τον εγκεφαλικό φλοιό, τα NFTs συναντώνται σε πιο επιλεκτικές περιοχές που πλήττονται από 

τη νόσο (Arnold et al., 1991). 

Πολυάριθμες μελέτες τόσο in vitro όσο και in vivo έχουν ταυτοποιήσει την τοξική δράση του 

Αβ σε νευρικά κύτταρα. In vitro, η επώαση των νευρώνων με Αβ οδηγεί σε υψηλό οξειδωτικό 

στρες και σε απόπτωση (Kim et al., 2014, Costantini et al., 2005). Πράγματι, οξειδωτικό 

στρες επάγεται από τα πρώτα στάδια της νόσου γεγονός το οποίο δηλώνει μία άμεση σύνδεση 

με τη συσσώρευση του Αβ. Επιπλέον, in vitro, η επώαση διεγερτικών νευρώνων του 

εγκεφαλικού φλοιού με Αβ μεταβάλει τη συγκέντρωση του Ca2+ και τη χημική σηματοδότηση 

του γλουταμινικού (glutamate) (Mattson et al., 1992). 

Με τα σημερινά δεδομένα, δεν υπάρχει αποτελεσματική θεραπεία για το AD και όλες οι 

θεραπευτικές προσεγγίσεις περιλαμβάνουν την κλινική φροντίδα των ασθενών. Πολυάριθμες 

ιατρικές δοκιμές με αντιφλεγμονώδη, ορμονικές θεραπείες κι άλλα φάρμακα σε ασθενείς 
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απέτυχαν να δώσουν μόνιμη ίαση στη νόσο (Waite et al., 2015). Παρά τα πολυάριθμα 

υποψήφια φάρμακα, πλέον η προσοχή έχει επικεντρωθεί στη βελτίωση της διάγνωσης με την 

εύρεση γενετικών δεικτών και σε προ-κλινικές στρατηγικές για τη διάκριση των 

φαρμακολογικών ουσιών με τα μεγαλύτερα κλινικά οφέλη (Masters et al., 2018). 

 

Yang J. et al., Mol Neurodegener. 2016 

Εικόνα 7: Μοριακά μονοπάτια στην ασθένεια του Alzheimer που οδηγούν στο 

σχηματισμό αμυλοειδών πλακών και νευροϊνιδιακών πλεγμάτων.
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4.2 Διαγονιδιακά ζωικά μοντέλα του Alzheimer 

Το ποντίκι αποτελεί το πρώτο θηλαστικό στο οποίο η γονιδιακή στόχευση (knock in, knock 

out) έγινε εφικτή σε μεγάλη κλίμακα. Ειδικά τα διαγονιδιακά ποντίκια αποτελούν για τους 

ερευνητές απαραίτητο εργαλείο για τη μελέτη του ρόλου ενός γονιδίου. Ως οργανισμοί 

μοντέλα, τα ποντίκια είναι ιδιαίτερα χρήσιμα στην επιστημονική έρευνα καθώς είναι 

μικρόσωμα, αναπτύσσονται γρήγορα με σχετικά σύντομη διάρκεια ζωής και δίνουν μεγάλο 

αριθμό απογόνων. Παράλληλα, έχει πραγματοποιηθεί πλήρης αλληλούχιση και 

χαρτογράφηση του γονιδιώματος τους (Yagi et al., 2011; Hall et al., 2009). 

Στη νόσο του Alzheimer, το ποντίκι χρησιμοποιείται ως μοντέλο σε πολυάριθμες ερευνητικές 

εργασίες και προ-κλινικές μελέτες. Διακρίνονται σε δύο κατηγορίες: Τα Tg μοντέλα AD και 

τα μη-Tg μοντέλα AD. Τα Tg μοντέλα φέρουν μία ή και περισσότερες μεταλλαγές κυρίως στα 

γονίδια ΑΡΡ, PSEN1/2 και Tau. Τα μη-Tg μοντέλα είναι ποντίκια αγρίου τύπου στα οποία 

χορηγούνται εξωγενώς τοξικές ουσίες, συνήθως με ένεση, και στη συνέχεια μελετάται η 

απόκριση του ζώου (Puzzo et al., 2015). 

Συγκεκριμένα, στα αγρίου τύπου ζώα, προκειμένου να μοντελοποιηθεί το Alzheimer in vivo, 

πραγματοποιείται άμεση έγχυση του Αβ ή/και των tau στον εγκέφαλο του ζώου με ένεση εντός 

του ιππόκαμπου ή ενδοεγκεφαλοκοιλιακά. Το σύστημα αυτό επιτρέπει τη μελέτη της 

επίδρασης του Aβ σε μεγαλύτερα χρονικά διαστήματα σε σχέση με την κυτταροκαλλιέργεια 

(Balducci et al., 2014). 

Μέχρι σήμερα, οι περισσότερες γνώσεις σχετικά με την παθοφυσιολογία και την αιτιολογία 

της νόσου προέρχονται από διαγονιδιακά μοντέλα fAD (Israel et al., 2012). Η πλειοψηφία 

αυτών των AD μοντέλων είναι knock in για το ανθρώπινο ΑΡΡ ή το PSEN1 γονίδιο με 

αποτέλεσμα την υπερέκφραση των πρωτεϊνών που κωδικοποιούν. Μπορεί να φέρουν μία ή 

συνδυασμό μεταλλαγών fAD, με αποτέλεσμα τη συσσώρευση πεπτιδίων Αβ, το σχηματισμό 

πλακών και άλλα ορόσημα της νόσου (Chin et al., 2011, Duff et al., 2001). 

Τα αποτελέσματα των ερευνών στα διαγονιδιακά ποντίκια του AD φαίνεται να συμφωνούν με 

τη βήτα αμυλοειδή υπόθεση και έχουν βοηθήσει σημαντικά στην κατανόηση της νόσου. 

Ωστόσο, παρά τις γνώσεις που έχουν προσφέρει, τα σημερινά μοντέλα δεν μπορούν να 

αναπαράγουν επαρκώς την παθοφυσιολογία και τα ορόσημα που διέπουν τους ασθενείς σε 

κυτταρικό, βιοχημικό αλλά και συμπεριφορικό επίπεδο (Kokjohn et al., 2009). 

Για παράδειγμα, το διαγονιδιακό μοντέλο 3xTg FAD προσομοιάζει σημαντικά τη νόσο καθώς 

φέρει μεταλλαγές στα γονίδια ΑΡΡ, PSEN1 και tau, οδηγώντας στη συσσώρευση αμυλοειδών 

πλακών αλλά και σε νευροϊνιδιακά πλέγματα (Oddo et al., 2003). Ωστόσο, η μία από αυτές 
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τις μεταλλαγές δε συναντάται ποτέ στο ανθρώπινο AD. Πρόκειται για το γονίδιο tau το οποίο 

είναι πάντα αγρίου τύπου στον άνθρωπο αλλά η πρωτεΐνη που κωδικοποιεί γίνεται παθολογική 

κατά το AD, οδηγώντας τελικά σε νευροϊνιδιακά πλέγματα. Στο ενήλικο ποντίκι, τα NFTs δεν 

μπορούν να σχηματιστούν χωρίς την κατάλληλη γονιδιακή στόχευση καθώς φυσιολογικά 

εκφράζουν μόνο μία από τις έξι ισομορφές των πρωτεϊνών tau που υπάρχουν στον άνθρωπο 

(Ando et al., 2011, Choi et al., 2016). 

Πράγματι, θεραπείες για το AD με θετικές ενδείξεις σε Tg και μη-Tg ποντίκια δεν είχαν το 

ίδιο αποτέλεσμα σε ανθρώπινες κλινικές μελέτες κυρίως εξαιτίας της αδυναμίας των ποντικών 

να προσομοιάσουν με μεγαλύτερη ακρίβεια τον ανθρώπινο AD φαινότυπο (De Strooper et 

al., 2014). Ωστόσο, παρά τους περιορισμούς τους, η έρευνα στα AD ποντίκια έχει συμβάλει 

καταλυτικά στην κατανόηση της μοριακής βάσης του AD. Για το λόγο αυτό θεωρούνται 

απαραίτητα τόσο για την έρευνα της παθοφυσιολογίας του AD όσο και για την προσπάθεια 

ανάπτυξης θεραπευτικών προσεγγίσεων (Puzzo et al., 2015). 

 

4.3 Μοντέλα ιστού εγκεφαλικού φλοιού 

Μία σημαντική ερευνητική προσπάθεια των τελευταίων είκοσι ετών είναι η in vitro 

δημιουργία διεγερτικών νευρώνων του εγκεφαλικού φλοιού από βλαστοκύτταρα (Hansen et 

al., 2011). Οι περισσότερες προσεγγίσεις περιλαμβάνουν εμβρυϊκά και επαγόμενα ολοδύναμα 

βλαστικά κύτταρα (εικόνα 8). Ιδιαίτερα τα iPSCs δίνουν τη δυνατότητα εξατομικευμένης 

ανάπτυξης νευρικού ιστού των ασθενών (Anderson et al., 2014). Επιπλέον, χρησιμοποιούνται 

νευρικά βλαστοκύτταρα αλλά με τον περιορισμό ότι δεν μπορούν να διαφοροποιηθούν σε 

όλους τους τύπους νευρώνων του φλοιού (Hansen et al., 2011). 

Η τεχνολογία των iPSCs επιτρέπει τη διερεύνηση όλων των κυτταρικών τύπων από 

οποιονδήποτε ασθενή, όπως νευρώνες με σποραδικό ή κληρονομικό AD ή άλλες ασθένειες 

του νευρικού συστήματος (Yu et al., 2007 ). Η διαφοροποίηση ολοδύναμων βλαστοκυττάρων 

σε νευρικά μπορεί να πραγματοποιηθεί σε καλλιέργεια χωρίς μορφογόνα ή με την προσθήκη 

αναστολέων μορφογόνων. Αρχικά παράγονται πρόδρομα νευρικά κύτταρα που στη συνέχεια 

θα αποκτήσουν ραχιαίο η κοιλιακό φαινότυπο (dorsal/ventral) (Ying et al., 2003, Gaspard et 

al., 2008, Eiraku et al., 2008). Συγκεκριμένα, η αναστολή της σηματοδότησης του 

μορφογόνου Sonic Hedgehog έχει δειχθεί να επάγει τη διαφοροποίηση ESCs/iPSCs σε 

πυραμιδικούς νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού (Gaspard et al., 2008, Eiraku et al., 2008). 

Η πρώτη ερευνητική εργασία διαφοροποίησης εμβρυϊκών βλαστοκυττάρων ποντικού σε 

νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού πραγματοποιήθηκε από τους Gaspard et al. με τη χρήση 
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μόνο ενός μικρού μορίου-αναστολέα του Sonic Hedgehog. Οι ερευνητές κατάφεραν να 

αναπαράγουν in vitro τη διαδοχική εμφάνιση των διαφόρων τύπων νευρώνων του φλοιού ενώ 

απέδειξαν ότι η χωρική τους οργάνωση είναι εγγενές χαρακτηριστικό και δεν εξαρτάται από 

τον συνολικό εγκέφαλο (Gaspard et al., 2008). Τα ευρήματα αυτά επιβεβαιώθηκαν και από 

άλλες ερευνητικές ομάδες διαφοροποιώντας ESCs και iPSCs ποντικού και ανθρώπου. Σε όλες 

τις μελέτες η διαφοροποίηση προσομοιάζει χρονικά την αναπτυξιακή διαμόρφωση των 

νευρώνων του φλοιού οι οποίοι ταυτοποιούνται από την έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων 

που αντιστοιχούν σε όλες τις στιβάδες του φλοιού (Shi et al., 2012; Espuny-Camacho et al., 

2013, Eiraku et al., 2008). Μία άλλη ενδιαφέρουσα προσέγγιση διαφοροποίησης σε νευρώνες 

του φλοιού παρουσιάζουν οι Eiraku et al. με τη δημιουργία τρισδιάστατων embryonic bodies. 

Πρόκειται για μία τεχνική όπου τα βλαστοκύτταρα αυτό-οργανώνονται αυθόρμητα σε σφαίρες 

(καλλιέργεια SFEBq) στο αιώρημα της καλλιέργειας και διαφοροποιούνται με τη σωστή 

χωρική και χρονική διαδοχή που συμβαίνει κατά την ανάπτυξη. Με τον τρόπο αυτό, οι 

νεότεροι νευρώνες βρίσκονται στο εξωτερικό των σφαιρών όπως συμβαίνει και στις στιβάδες 

του φλοιού (Eiraku et al., 2008). 

Ωστόσο, παρά την καινοτομία των παραπάνω εργασιών, η εφαρμογή τους στη βιοϊατρική 

έρευνα όπως το high throughput screening (HTS) αντιμετωπίζει ζητήματα όπως η 

ανομοιογένεια στους πληθυσμούς των νευρικών και νευρογλοιακών κυττάρων αλλά και ο 

υψηλός χρόνος διαφοροποίησης που απαιτείται, ιδιαίτερα στην περίπτωση των ανθρώπινων 

νευρώνων (Corti et al. 2015). Τόσο τα ESCs/iPSCs του ποντικού όσο και του ανθρώπου 

μπορούν να διαφοροποιηθούν σε νευρώνες με τρόπο που μιμείται την ανάπτυξη, ωστόσο 

διαφέρουν σημαντικά ως προς το χρονικό διάστημα που απαιτείται για τη γένεση και 

ωρίμανσή τους. Αρκετά μεγαλύτερο χρονικό διάστημα απαιτείται για τα ανθρώπινα κύτταρα, 

όπως συμβαίνει και in vivo (Corti et al. 2015). Συγκεκριμένα, οι Cao et al. Διαφοροποίησαν 

με επιτυχία ανθρώπινα iPSCs σε διεγερτικούς νευρώνες του φλοιού σύμφωνα με τους Gaspard 

et al. Ωστόσο, έδειξαν ότι ενώ η δημιουργία και ωρίμανση των νευρώνων από ESCs ποντικού 

απαιτεί 21-28 μέρες για να ολοκληρωθεί, χρειάζονται 60-100 μέρες στην περίπτωση των 

ανθρώπινων κυττάρων, περισσότερο από το διπλάσιο χρονικό διάστημα (Cao et al., 2017). 

Οι Boissart et al. παρέχουν λύση στο πρόβλημα του χρονικού διαστήματος. Στη δημοσίευσή 

τους παρουσιάζουν ένα καινοτόμο πρωτόκολλο με το οποίο ανθρώπινα ESCs/iPSCs μπορούν 

να διαφοροποιηθούν σε νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού σε διάστημα μόλις 30 ημερών. 

Συγκεκριμένα, η μελέτη περιλαμβάνει τη δημιουργία μίας ομάδας πρόδρομων νευρικών 

κυττάρων που οι ερευνητές ονόμασαν LCPs (Late Cortical Progenitors) και έχουν την 

ικανότητα πολλών κυτταρικών διαιρέσεων. Τα κύτταρα αυτά μπορούν να διαφοροποιηθούν 
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περαιτέρω σε ώριμους διεγερτικούς νευρώνες του φλοιού. Εντυπωσιακή είναι η κυρίαρχη 

παρουσία νευρώνων των ανώτερων στιβάδων. Παράλληλα, οι ερευνητές πραγματοποίησαν 

έλεγχο φαρμακολογικών ουσιών σε μεγάλη κλίμακα με HTS αποδεικνύοντας το πλεονέκτημα 

του πρωτοκόλλου τους για φαρμακολογικές μελέτες (Boissart et al., 2013). 

Οι ερευνητικές προσπάθειες που αναφέρθηκαν συμβάλλουν καταλυτικά στη μελέτη της 

μοριακής βάσης σοβαρών διαταραχών του εγκεφάλου, όπως η νόσος του Alzheimer. Τα νέα 

δεδομένα και οι εξελίξεις της νευρογενετικής και της αναπτυξιακής νευροβιολογίας 

αναμένεται να βελτιώσουν τις μεθόδους διαφοροποίησης οδηγώντας στη δημιουργία 

μοντέλων που αναπαριστούν επακριβώς την ανθρώπινη ανάπτυξη αλλά και την 

παθοφυσιολογία ασθενειών. 

 

Corti S. et al., Expert Opin Drug Discov, 2015 

Εικόνα 8: In vitro μηχανισμοί διαφοροποίησης ΕSCs/iPSCs σε νευρώνες. Οι 

στρατηγικές για τη γένεση διεγερτικών νευρώνων του εγκεφαλικού φλοιού 

περιλαμβάνουν τη διαφοροποίηση ESCs/iPSCs σε νευροεπιθηλιακά κύτταρα (NEPs), 

3D σφαίρες (SFEBq) ή Late Cortical Progenitors (LCPs) και την ωρίμανση σε μετα-

μιτωτικούς νευρώνες του φλοιού.
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4.3.1 In vitro ανθρώπινα μοντέλα του Alzheimer 

Η ικανότητα αποδιαφοροποίησης σωματικών κυττάρων σε επαγόμενα βλαστοκύτταρα 

(iPSCs) και η διαφοροποίησή τους σε νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού έχει επιτρέψει τα 

τελευταία χρόνια τη δημιουργία πολλών in vitro μοντέλων ασθενειών, όπως η νόσος του 

Alzheimer. Τα μοντέλα ασθενειών έχουν ήδη συμβάλλει σημαντικά στην κατανόηση της 

παθοφυσιολογίας νευροεκφυλιστικών νόσων του ανθρώπου ενώ ανοίγουν προοπτικές για το 

σχεδιασμό εξατομικευμένων θεραπειών (Ovchinnikov et al., 2014). 

Τα in vitro μοντέλα του Alzheimer περιλαμβάνουν κυρίως τη διαφοροποίηση iPSCs ασθενών 

σε διεγερτικούς νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού. Για τη διαφοροποίηση αξιοποιούνται η 

τεχνολογία των 3D σφαιρών (SFEBq) και τα πρωτόκολλα που βασίζονται σε μόρια-

αναστολείς (Yagi Τ. et al., 2011; Israel et al., 2012, Yahata et al., 2011). Τα μοντέλα αυτά, 

μετά από πολλές ημέρες διαφοροποίησης, τυπικά αποτελούνται από διακριτούς νευρωνικούς 

και νευρογλοιακούς πληθυσμούς, πρόδρομων και ώριμων κυττάρων. Τα iPSCs συνήθως 

προέρχονται από fAD ασθενείς που φέρουν σημειακές μεταλλαγές στα γονίδια APP, PSEN1 

και PSEN2 (Tong et al., 2017). 

Η πρώτη έρευνα που χρησιμοποίησε iPSCs ασθενών για τη δημιουργία μοντέλου του AD, 

πραγματοποιήθηκε από τους Yagi et al. Οι ασθενείς είχαν κληρονομικό AD με μεταλλαγές 

στα γονίδια PSEN1 και PSEN2. Στο μοντέλο τους, οι ερευνητές κατάφεραν να αναπαράγουν 

υψηλά ποσοστά του ολιγομερούς Αβ42 στους διαφοροποιημένους νευρώνες (Yagi et al., 

2011). Αργότερα, η διαφοροποίηση iPSCs αλλά και νευρικών βλαστοκυττάρων για τη 

δημιουργία in vitro μοντέλων του AD πραγματοποιήθηκε με επιτυχία από πολλούς ερευνητές 

(Kondo et al., 2013; Yagi T. et al., 2013; Israel et al., 2012; Liao et al., 2016; Choi et al., 

2014). Συνήθως τα μοντέλα αποτελούνται από νευρώνες fAD και παρουσιάζουν υψηλότερη 

αναλογία των ολιγομερών Αβ42/Αβ40 σε σύγκριση με τους υγιείς νευρώνες (Muratore et al., 

2014; Sproul et al., 2014). Οι fAD νευρώνες επιλέγονται περισσότερο διότι φαίνεται να 

συσσωρεύουν περισσότερο Aβ οδηγώντας σε μεγαλύτερη τοξικότητα σε σχέση με νευρώνες 

από sAD ασθενείς (Moore et al., 2015). Το ενδιαφέρον αυτό γεγονός περιπλέκει αρκετά την 

κατανόηση της νόσου. 

Πράγματι, μοντέλα με νευρώνες από διαφοροποιημένα sAD iPSCs παρουσιάζουν μεγάλη 

ετερογένεια ως προς την τοξικότητα και σε λίγες σχετικά περιπτώσεις παρατηρούνται 

αυξημένα επίπεδα Αβ σε σχέση με δείγματα αναφοράς (control) (Yagi et al., 2011; Israel et 

al., 2012). 
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Σε μία ιδιαίτερα καινοτόμο, πρόσφατη μελέτη, οι Paquet et al. αξιοποίησαν την τεχνολογία 

CRISPR/Cas9 για τη δημιουργία μοντέλου του AD. Οι ερευνητές χρησιμοποίησαν αγρίου 

τύπου iPSCs στα οποία εισήγαγαν μέσω του συστήματος CRISPR/Cas9 διαφορετικές fAD 

μεταλλαγές στα γονίδια APP και PSEN1. Τα αποτελέσματά τους έδειξαν αυξημένα ποσοστά 

των τοξικών ολιγομερών, συγκρίσιμα με τα επίπεδα νευρώνων από fAD ασθενείς. Επομένως, 

συμπέραναν ότι η πρόκληση fAD μεταλλαγών σε αγρίου τύπου κύτταρα είναι επαρκής για τη 

δημιουργία AD φαινοτύπου (Paquet et al., 2016). 

Η επιτυχία των AD μοντέλων από iPSCs να αναπαράγουν τα βασικά ορόσημα της νόσου αλλά 

και εξατομικευμένα χαρακτηριστικά ασθενών δίνει τη δυνατότητα ανάπτυξης νέων 

φαρμακευτικών ουσιών και τον έλεγχο της δράσης τους μέσω high throughput screening. Με 

την προσέγγιση αυτή, γίνεται δυνατή η άμεση διαλογή νέων χημικών μορίων με δράση ενάντια 

στην τοξικότητα του Aβ, στις φωσφορυλιωμένες tau ή με άλλες νευροπροστατευτικές και 

νευροαναγεννητικές ιδιότητες (Tong et al., 2017). 

Ωστόσο, τα in vitro μοντέλα του AD έχουν σημαντικούς περιορισμούς. Παρά την υψηλή 

συσσώρευση των τοξικών Aβ ολιγομερών, σε κανένα μοντέλο δεν έχει παρατηρηθεί 

σχηματισμός αμυλοειδών πλακών αλλά ούτε και νευροϊνιδιακά πλέγματα. Μία πιθανή 

εξήγηση είναι ότι το in vitro δυσδιάστατο σύστημα καλλιέργειας και διαφοροποίησης των 

νευρώνων απέχει σημαντικά από τις in vivo συνθήκες στον ποντικό και τον άνθρωπο που 

ευνοούν την υψηλή συσσώρευση του Αβ και την εκδήλωση των επακόλουθων 

χαρακτηριστικών της νόσου (Yang et al., 2016). Πράγματι, σε μία τυπική κυτταροκαλλιέργεια 

οι τεχνικοί χειρισμοί, όπως οι συχνές αλλαγές των θρεπτικών μέσων, ενδέχεται να 

απομακρύνουν το συσσωρευόμενο Αβ εμποδίζοντας το σχηματισμό πλακών ενώ η τοξικότητα 

μπορεί να περιορίζεται εξαιτίας της χωρικής κατανομής των κυττάρων σε ένα μόνο επίπεδο 

(Choi et al., 2016). 

Αναντίρρητα, η καινούρια τεχνολογία των iPSC μοντέλων, παρά τους προβληματισμούς και 

τις προκλήσεις, αναμένεται να συμβάλλει σημαντικά στην κατανόηση τόσο των μηχανισμών 

όσο και της ετερογένειας του Alzheimer και τελικά, στην προαγωγή εξατομικευμένης 

θεραπείας βασιζόμενη στη γενετική ταυτότητα και τις ιδιαιτερότητες του κάθε ασθενή.
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4.3.2 In vitro 3D μοντέλα του Alzheimer 

Τα τελευταία χρόνια, η δημιουργία in vitro μοντέλων ασθενειών από βλαστικά κύτταρα και η 

ανάπτυξη των σύνθετων και φυσικών βιοϋλικών έδωσαν τις βάσεις για τη δημιουργία 3D in 

vitro μοντέλων νευρικού ιστού (Jorfi et al., 2018). Η εξέλιξη αυτής της πολλά υποσχόμενης 

τεχνολογίας ευνοείται από το συνδυασμό εργαλείων βιολογίας και μηχανικής των υλικών 

όπως η γενετική τροποποίηση, οι σύγχρονες μέθοδοι απεικόνισης, τα βιοϋλικά και πρόσφατα 

τα microfluidics (Jackson et al., 2016). Τα 3D μοντέλα νευροεκφυλιστικών νόσων φαίνεται 

να αναπαριστούν με μεγαλύτερη ακρίβεια τις in vivo συνθήκες (εικόνα 9) ενώ πολλές έρευνες 

έχουν ήδη αποδείξει την διαφορική οργάνωση και ωρίμανση των νευρώνων αλλά και την 

ανάπτυξη 3D λειτουργικών νευρωνικών δικτύων (Liedmann et al., 2012; Tang Schomer et 

al., 2014). 

Οι προσπάθειες για την ανάπτυξη 3D μοντέλων του Alzheimer ξεκίνησαν την τελευταία 

πενταετία και περιλαμβάνουν τη διαφοροποίηση ολοδύναμων (ESCs/iPSCs) ή και 

πολυδύναμων νευρικών βλαστοκυττάρων σε διάφορες συνθήκες 3D καλλιέργειας. 

Σε μία εντυπωσιακή ερευνητική προσπάθεια ανάπτυξης 3D μοντέλου του AD, οι Choi S. H. 

et al. κατάφεραν να αναπαραστήσουν βασικά ορόσημα της νόσου καλλιεργώντας fAD 

ανθρώπινους νευρώνες σε Matrigel. Πράγματι, στην εργασία τους επισημαίνεται για πρώτη 

φορά in vitro, η συσσώρευση αμυλοειδών πλακών αλλά και η δημιουργία νευροϊνιδιακών 

πλεγμάτων (Choi et al., 2014). Ωστόσο, το μοντέλο αυτό προκύπτει από τη διαφοροποίηση 

μίας κυτταρικής σειράς fAD νευρικών βλαστικών κυττάρων και όχι από iPSCs σε νευρώνες 

ασθενών, όπως συμβαίνει σε άλλες μελέτες. 

Παράλληλα, οι Zhang et al. δημιούργησαν μοντέλο AD σε hydrogel (PuraMatrix) 

διαφοροποιώντας iPSCs αγρίου τύπου και επωάζοντας τους ώριμους νευρώνες με το τοξικό 

ολιγομερές Αβ42. Οι ερευνητές παρατήρησαν σημαντικές διαφορές ανάμεσα στο 3D μοντέλο 

και στο 2D control, με κυριότερες τη μείωση παραγόντων που σχετίζονται με την επιβίωση 

και τη σηματοδότηση των νευρώνων. Η εξήγηση είναι ότι η συσσώρευση του Αβ ευνοείται 

στο 3D σύστημα επιφέροντας κυτταρικές αποκρίσεις πιο κοντά στο in vivo περιβάλλον 

(Zhang et al., 2014). Ανάλογο συμπέρασμα παρουσιάζουν οι Choi Y. J. et al. με τη διαφορά 

ότι στο μοντέλο τους δημιούργησαν νευρικές σφαίρες από primary νευρικά βλαστοκύτταρα 

ποντικών, τις οποίες επώασαν με το ολιγομερές Αβ42 (Choi et al., 2013). 

Σε μία πιο πρόσφατη εργασία, οι Raja et al. διαφοροποίησαν iPSCs από fAD ασθενείς 

αξιοποιώντας τη μέθοδο SFEBq για τη δημιουργία νευρικών σφαιρών σε Matrigel. Έπειτα από 

δύο μήνες ωρίμανσης των νευρώνων στο 3D περιβάλλον, οι ερευνητές παρατήρησαν τη 
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δημιουργία αμυλοειδών πλακών ενώ μετά από τρεις μήνες ήταν εμφανή και αυξημένα επίπεδα 

της p-tau (Raja et al., 2016). 

Παρόλο που τα περισσότερα μοντέλα αξιοποιούν κύτταρα από fAD ασθενείς, οι Lee et al. 

παρουσιάζουν ένα 3D μοντέλο διαφοροποιώντας iPSCs με σποραδικό AD, σε νευρικές 

σφαίρες. Έπειτα από τρεις μήνες καλλιέργειας, οι ερευνητές παρατήρησαν υψηλότερη 

συσσώρευση Aβ σε σχέση με το 2D control γεγονός το οποίο σπάνια παρατηρήθηκε σε 2D 

sAD καλλιέργειες. Επωάζοντας τους νευρώνες με αναστολείς των ενζύμων β και γ secretases 

έδειξαν σημαντικότερη μείωση της τοξικότητας στο 3D περιβάλλον με τις ίδιες συγκεντρώσεις 

αναστολέων, γεγονός το οποίο τονίζει το πλεονέκτημα των μοντέλων αυτών για 

φαρμακολογικές δοκιμές (Lee et al., 2016). 

Γίνεται εμφανές ότι τα 3D μοντέλα αναπαριστούν πιο αποτελεσματικά τον AD φαινότυπο 

πιθανά διότι επιτρέπουν τη συσσώρευση του αμυλοειδούς πεπτιδίου το οποίο εγκλωβίζεται 

στο 3D περιβάλλον και δεν μπορεί να απομακρυνθεί εξαιτίας τεχνικών χειρισμών (D'Avanzo 

et al., 2015). Ωστόσο, παρά την επιτυχία των μοντέλων αυτών, η δημιουργία de novo 

νευροϊνιδιακών πλεγμάτων χωρίς τη στοχευμένη μεταλλαγή γονιδίων δεν έχει ακόμη 

παρατηρηθεί in vitro (Arber et al., 2017).  

Μία πολλά υποσχόμενη εφαρμογή των παραπάνω μοντέλων είναι η ανάπτυξη και ο έλεγχος 

νέων φαρμακολογικών ουσιών σε ένα εξατομικευμένο 3D περιβάλλον για κάθε ασθενή που 

αναπαράγει όλα τα βασικά ορόσημα της νόσου (Choi et al., 2016). Ειδικά ο συνδυασμός των 

3D ανθρώπινων μοντέλων με τις αποκρίσεις που παρατηρούνται σε ποντικούς του AD, 

αναμένεται να βελτιώσει σημαντικά τη διαλογή των νέων ουσιών που θα χρησιμοποιηθούν σε 

κλινικές μελέτες (D'Avanzo et al., 2015). Φυσικά, ακόμη τίθενται ζητήματα όπως η μεγάλη 

ετερογένεια των κυτταρικών πληθυσμών που προκύπτουν τόσο στο 2D όσο και στο 3D 

περιβάλλον, αλλά και ο σωστός χρόνος της ωρίμανσης των νευρώνων. 

Συμπερασματικά, τα μοντέλα του AD από βλαστοκύτταρα αναμένεται να βοηθήσουν 

σημαντικά στη διερεύνηση της μοριακής βάσης του AD, ενώ τα ενθαρρυντικά αποτελέσματα 

των ερευνών που αναφέρθηκαν δίνουν ελπίδες για την εύρεση ουσιαστικών, εξατομικευμένων 

στρατηγικών στην καταπολέμηση της νόσου του Alzheimer (Arber et al., 2017). 
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Adapted by Arber C. et al., Alzheimers Res Ther, 2017 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9: Τα στάδια της ανάπτυξης 2D και 3D ασθενειών in vitro. Δημιουργία iPSCs 

από ασθενείς. Διαφοροποίηση των iPSCs σε νευρικά κύτταρα. Επιλογή ανάμεσα σε 2D 

και 3D περιβάλλον. Αντιμετώπιση ζητημάτων. Εφαρμογές: Διερεύνηση μοριακής 

αιτιολογίας της νόσου, ανάπτυξη και δοκιμή καινοτόμων φαρμάκων για κλινικές 

μελέτες.
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5. Ανάπτυξη φαρμακολογικών ουσιών 

Η νόσος του Alzheimer (AD) είναι μία σοβαρή νευροεκφυλιστική διαταραχή που πλήττει 

σημαντικά ποσοστά του ανθρώπινου πληθυσμού. Σε ηλικίες από 65 έτη, κυμαίνεται σε 

ποσοστό 4,4% ενώ για ηλικίες άνω των 90 ετών, προσεγγίζει το 22% του συνολικού 

πληθυσμού (Bettens et al., 2010). Παρόλο που σήμερα η νόσος είναι μη ιάσιμη, οι 

αυξανόμενες γνώσεις σχετικά με την παθοφυσιολογία του AD έχουν επιτρέψει την ανάπτυξη 

χημικών ουσιών με σημαντική προοπτική για την ίαση της ασθένειας (Misra et al., 2013). Οι 

υπάρχουσες θεραπείες βασίζονται κυρίως στην ενεργοποίηση γλουταμινεργικών και 

χολινεργικών συνάψεων που επηρεάζονται σημαντικά στα διάφορα στάδια της νόσου, ωστόσο 

αμφισβητούνται οι νευροπροστατευτικές τους ιδιότητες και δεν αποτελούν μόνιμη λύση 

(Wang et al., 2009; Atri et al., 2008). Συγκεκριμένα, τα διαθέσιμα φάρμακα σήμερα 

περιλαμβάνουν τη μεμαντίνη (memantine), ένα μόριο-ρυθμιστή του υποδοχέα Ν-μεθυλο D-

του ασπαρτικού οξέος (NMDA) και μόρια-αναστολείς της εστεράσης της ακετυλοχολίνης που 

όμως βελτιώνουν μόνο μερικώς τα συμπτώματα της νόσου (Bettens et al., 2010). Επιπλέον, 

πολυάριθμα φάρμακα όπως το tarenflurbil και το tramiprosate παρά την επιτυχημένη δράση 

τους σε ζώα-μοντέλα του AD, κλινικά έχουν αποτύχει να βελτιώσουν τη γνωστική ικανότητα 

των ασθενών (Rinne et al., 2010).  

Ωστόσο, παρά την έλλειψη μιας συγκεκριμένης θεραπευτικής προσέγγισης, καινοτόμες 

φαρμακολογικές ενώσεις βρίσκονται σήμερα υπό διερεύνηση, με επίδραση σε όλο το φάσμα 

των συμπτωμάτων του AD. Για το λόγο αυτό, αναμένεται ότι τα επόμενα χρόνια θα 

ταυτοποιηθούν κλινικά και θα γίνουν διαθέσιμες αποτελεσματικές φαρμακολογικές επιλογές, 

συνδυασμός των οποίων θα δώσει λύση στις βαρύτερες συνέπειες του AD (Misra et al., 2013). 

 

 

5.1 Νευροτροφίνες και ο ρόλος τους στην επιβίωση των νευρώνων 

Οι νευροτροφίνες (NTs) είναι καλά χαρακτηρισμένες πρωτεΐνες του κεντρικού και 

περιφερικού νευρικού συστήματος με σημαντικούς ρόλους στη συναπτογένεση και τη 

διαφοροποίηση των νευρώνων κατά την ανάπτυξη (Travaglia et al., 2012). Στα ενήλικα 

θηλαστικά, οι νευροτροφίνες επηρεάζουν καταλυτικά την επιβίωση των νευρώνων και τη 

συναπτική πλαστικότητα (Huang et al., 2001). Μέχρι σήμερα έχουν ανακαλυφθεί 4 διακριτές 

νευροτροφίνες και η δράση τους έχει διερευνηθεί διεξοδικά. Πρόκειται για τα μόρια Nerve 

Growth Factor (NGF), Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), Νευροτροφίνη 3 (NT3) και 

Νευροτροφίνη 4 (NT4). Οι παράγοντες αυτοί δεσμεύουν και ενεργοποιούν δύο κατηγορίες 
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διαμεμβρανικών υποδοχέων που συναντώνται στα νευρικά κύτταρα. Πρόκειται για την 

οικογένεια των Trk υποδοχέων κινάσης-τυροσίνης και τον p75NTR υποδοχέα. Η οικογένεια Trk 

συνίσταται από υποδοχείς που απαντώνται σε διαφορετικά είδη νευρικών κυττάρων, τους 

TrkA, TrkB και TrkC (Huang et al., 2003). Κάθε νευροτροφίνη έχει επιλεκτικότητα για έναν 

συγκεκριμένο Trk υποδοχέα. Αντιθέτως, ο p75NTR, συνδέεται με όλες τις νευροτροφίνες αλλά 

με μικρότερη συγγένεια (Chao et al., 2006). Ο TrkA δεσμεύει επιλεκτικά τον NGF, ο TrkB 

τους BDNF και NT4 ενώ ο TrkC είναι ειδικός για τον NT3 (Εικόνα 10) (Barbacid et al., 

1995). 

Η πρόσδεση των νευροτροφινών στους Trk υποδοχείς ενεργοποιεί τρία σηματοδοτικά 

μονοπάτια που επάγουν κυτταρική επιβίωση. Πρόκειται για το PI3K–AKT σηματοδοτικό 

μονοπάτι, το ρυθμιζόμενο από εξωκυτταρικά σήματα MAPK-ERK και το μονοπάτι της 

φωσφολιπάσης Cγ1 (PLCγ1)–PKC (Reichardt et al., 2006). Αντιθέτως, ο p75NTR φαίνεται να 

έχει διττό ρόλο στην επιβίωση των νευρώνων που εξαρτάται από τη διαφορική παρουσία των 

Trk υποδοχέων αλλά και από την γλυκοπρωτεΐνη sortilin. Έτσι, ο p75NTR ρυθμίζει ποικίλα 

σηματοδοτικά μονοπάτια επάγοντας κυτταρική επιβίωση αλλά και κυτταρικό θάνατο (Longo 

et al., 2013). Συνοπτικά, ο p75NTR ρυθμίζει τα μονοπάτια JUN N-terminal kinase (JNK), 

mitogen-activated protein kinase (MAPK) (Volenté et al., 1993), τον πυρηνικό παράγοντα-κΒ 

(NF-κΒ) (Carter et al., 1996), την κυκλική ΑΜΡ κινάση Α (ΡΚΑ) (Sachs et al., 2007) αλλά 

και τον παράγοντα απόκρισης σε υποξία HIF (Le Moan et al., 2011). 

Η σύνθεση των νευροτροφινών ξεκινάει με την παραγωγή πρόδρομων μορίων, τις προ-

νευροτροφίνες. Τα μόρια αυτά μετατρέπονται στις ώριμες μορφές τους από ειδικά ένζυμα 

όπως η πλασμίνη και μεταλλοπρωτεϊνάσες (MMPs) (Angelucci et al., 2014). Ενδιαφέρον είναι 

το γεγονός ότι οι προ-νευροτροφίνες, όπως οι προ-NGF και pro-BDNF, επάγουν σημαντικές 

κυτταρικές αποκρίσεις. Πράγματι, έχουν υψηλή συγγένεια για τον p75NTR μέσω του οποίου 

ενεργοποιούν μονοπάτια κυτταρικού θανάτου σε νευρώνες με μειωμένα επίπεδα Trk 

υποδοχέων (Beattie et al., 2002). 

Οι νευροπροστατευτικές και νευροαναγεννητικές ιδιότητες των νευροτροφινών έχουν 

διερευνηθεί σε πολυάριθμα μοντέλα ασθενειών τόσο in vitro όσο και in vivo. Στα συστήματα 

αυτά, η ικανότητά τους να αποτρέπουν το νευροεκφυλισμό και να επάγουν νευρογένεση έχει 

οδηγήσει στην ιδέα της ανάπτυξης πρωτογενών ή συμπληρωματικών θεραπευτικών 

προσεγγίσεων που αξιοποιούν τις ιδιότητες των νευροτροφινών έναντι διαφόρων 

νευροεκφυλιστικών νοσημάτων (Chao et al., 2006). 
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Chao M. V. et al., Nat Rev Neurosci, 2003 

Εικόνα 10: Πρόσδεση των νευροτροφινών στους υποδοχείς τους.  

 

 

5.2 Υποδοχείς των νευροτροφινών και σηματοδότηση στο Alzheimer 

Κύριο ορόσημο της νόσου του Alzheimer είναι η απώλεια νευρικών κυττάρων σε πολλές 

περιοχές του εγκεφάλου. Συνεπώς, οι θεραπευτικοί στόχοι περιλαμβάνουν την πρόληψη της 

νόσου μέσω της προστασίας των νευρικών κυττάρων αλλά και την βελτίωση των συνεπειών 

με τη γένεση νέων νευρώνων στις εκφυλισμένες περιοχές. Όπως αναφέρθηκε, οι 

νευροτροφίνες, όπως οι NGF και BDNF, επάγουν μονοπάτια επιβίωσης στους νευρώνες και 

έχουν νευροπροστατευτική δράση. Για το λόγο αυτό, εξετάζονται σήμερα ως σημαντική 

θεραπευτική προσέγγιση για το AD (Akagi et al., 2015). 
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Παράλληλα, σε ασθενείς με AD, εντοπίζονται σημαντικές μεταβολές στα επίπεδα του NGF, 

τόσο στον ιππόκαμπο όσο και στον εγκεφαλικό φλοιό (Hellweg et al., 1998; Hock et al., 

2000), με σημαντική διακύμανση ανάλογα με την εξέλιξη της νόσου. Αντιθέτως, σε υγιείς 

πληθυσμούς, η έκφραση του NGF είναι σταθερή (Allen et al., 1991). Είναι ενδιαφέρον ότι ο 

ορός ασθενών στα πρώτα στάδια της ασθένειας, περιέχει σημαντικά μειωμένα επίπεδα NGF 

σε σχέση με υγιείς πληθυσμούς, τα οποία όμως φαίνεται να αυξάνονται προοδευτικά όσο ο 

ασθενής επιδεινώνεται (Schaub et al., 2002). Μία πιθανή εξήγηση είναι ότι κατά το AD, 

αλλαγές σε μοριακά μονοπάτια οδηγούν σε αύξηση των επιπέδων του pro-NGF στον 

εγκέφαλο, πιθανώς λόγω διαταραχών στην ωρίμανση του (Fahnestock et al., 2001). 

Στην αιτιοπαθολογία του AD φαίνεται να εμπλέκεται και η νευροτροφίνη BDNF. Πολλές 

μελέτες έχουν αναφέρει μειωμένη συγκέντρωση στον εγκεφαλικό φλοιό και τον ορό 

διαγονιδιακών Tg και μη-Tg μοντέλων (Angelucci et al., 2011; Peng et al., 2009). 

Παράλληλα, οι νευροπροστατευτικές του ιδιότητες έχουν διερευνηθεί in vitro. Οι Arancibia et 

al., έδειξαν ότι ο BDNF προστατεύει νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού αρουραίου ενάντια 

στην τοξική δράση Αβ ολιγομερών, ενώ οι Kemppainen et al., έδειξαν ότι το Aβ μειώνει τα 

επίπεδα του λειτουργικού (full-length) TrkB υποδοχέα (Arancibia et al., 2008; Kemppainen 

et al., 2012).  

Πέρα όμως από τα ζωικά μοντέλα, η δράση του BDNF κατά το AD έχει μελετηθεί και σε 

ασθενείς. Όπως και στην περίπτωση του NGF, η συγκέντρωση του μεταβάλλεται στα διάφορα 

στάδια της νόσου. Ωστόσο, σε αντίθεση με τον NGF, τα επίπεδα του BDNF κατά την έναρξη 

της νόσου είναι σχετικά υψηλά, ενώ μειώνονται σημαντικά όσο η ασθένεια εξελίσσεται (Laske 

et al., 2006, Angelucci et al., 2010; Forlenza et al., 2010). Επιπλέον, οι Murer et al. 

εξετάζοντας νευρώνες ασθενών με AD παρατήρησαν ότι τα νευροϊνιδιακά πλέγματα, βασικό 

ορόσημο της νόσου, σχηματίζονται ισχυρότερα σε νευρώνες χωρίς BDNF σε αντίθεση με 

όσους φέρουν αυτόν τον νευροτροφικό παράγοντα στο σώμα και τους άξονες (Murer et al., 

1999). Γίνεται αντιληπτό ότι οι νευροτροφίνες συμμετέχουν σημαντικά στην παθοφυσιολογία 

του AD ενώ οι νευροπροστατευτικές τους ιδιότητες θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν 

ενάντια στην πρόοδο της ασθένειας. 

Πολλοί ερευνητές δημιουργούν in vitro μοντέλα AD επωάζοντας primary νευρώνες ή 

κυτταρικές σειρές με την αμυλοειδή πρωτεΐνη. Από τις μελέτες αυτές έχει διαπιστωθεί ότι το 

πεπτίδιο είναι τοξικό ανάλογα με τη δομή και τον πολυμερισμό του (Glenner et al., 1984; 

Kim et al., 2014). Ωστόσο, οι μοριακοί μηχανισμοί με τους οποίους επάγεται η 

νευροτοξικότητα είναι ακόμη υπό διερεύνηση. Οι πρώτες έρευνες έδειξαν ότι το Aβ επηρεάζει 

αρνητικά την ακεραιότητα της κυτταρικής μεμβράνης (McLaurin et al., 1996). Αργότερα, 
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έγινε γνωστό ότι το πεπτίδιο προσδένεται και ενεργοποιεί διαμεμβρανικούς υποδοχείς 

επάγοντας μονοπάτια κυτταρικού θανάτου (Lorenzo et al., 2000; Kajkowski et al., 2001). 

Χαρακτηριστική είναι η ενεργοποίηση του p75NTR υποδοχέα (Costantini et al., 2005; 

Sotthibundhu et al., 2008). Συγκεκριμένα, οι Yaar et al., έδειξαν ότι η επώαση p75NTR-

νευρώνων με ολιγομερή του Αβ, ενεργοποιεί τη σηματοδότηση JNK επάγοντας κυτταρικό 

θάνατο, σε αντίθεση με control νευρώνες χωρίς p75NTR. Το εύρημα αυτό τονίζει τη σύνδεση 

μεταξύ του p75NTR και του νευροεκφυλισμού που παρατηρείται κατά το AD (Yaar et al., 

2002). Πιο συγκεκριμένα, οι Costantini et al., έδειξαν ότι η ενεργοποίηση της JNK εξαρτάται 

από το Death Domain-DD τμήμα του p75NTR, χωρίς το οποίο δεν επάγεται κυτταρικός θάνατος 

(Costantini et al., 2005). 

Συλλογικά, οι νευροτροφίνες και οι υποδοχείς τους φαίνεται να κατέχουν σημαντικό ρόλο στην 

αιτιολογία και/ή στις παθολογικές συνέπειες του AD αλλά και στα πλαίσια νέων 

φαρμακολογικών στρατηγικών (Angelucci et al., 2014). Παρά όμως τις πολλά υποσχόμενες 

θεραπευτικές τους ιδιότητες, η κλινική χρήση τους αντιμετωπίζει πολλά ζητήματα. Το 

κυριότερο πρόβλημα είναι η αδυναμία να διαπεράσουν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό (blood-

brain barrier) οπότε η εισαγωγή τους είναι δυνατή μόνο με άμεση 

ενδοπαρεγχυματική/ενδοεγκεφαλική χορήγηση (Uwabe et al., 2006; Thorne et al., 2001). 

Παράλληλα, η χρήση των νευροτροφινών ως θεραπευτικά μόρια in vivo δυσχεραίνεται από το 

σύντομο χρόνο ημιζωής και το χαμηλό τους φαρμακοκινητικό προφίλ. Παρόλα αυτά, τα 

δεδομένα από κλινικές δοκιμές είναι ενθαρρυντικά δείχνοντας ότι ακόμη και η χορήγηση 

υψηλών συγκεντρώσεων NGF σε σύντομο χρονικό διάστημα δεν είναι τοξική και μετριάζει 

ορισμένα συμπτώματα της ασθένειας (Eriksdotter et al., 1998; Tuszynski et al., 2007). Για 

τους παραπάνω λόγους, αναπτύσσονται πολλές στρατηγικές για τη χορήγηση και αύξηση των 

νευροτροφινών στον εγκέφαλο ασθενών ή για την ενεργοποίηση των νευροπροστατευτικών 

τους ιδιοτήτων με εναλλακτικές μεθόδους (Angelucci et al., 2014). 

Σήμερα, πραγματοποιούνται εντυπωσιακές προσπάθειες για τη σύνθεση μικρών χημικών 

ουσιών που μιμούνται τις φυσικές νευροτροφίνες. Οι ουσίες αυτές δρουν ως αγωνιστές για 

τους υποδοχείς των νευροτροφινών και το δυναμικό τους διερευνάται στη θεραπεία 

νευροεκφυλιστικών νόσων (Gravanis et al., 2012). Ένα φυσικό μόριο που απαντάται σε 

αφθονία στον ανθρώπινο οργανισμό και μιμείται τις νευροπροστατευτικές ιδιότητες των 

νευροτροφινών είναι η νευροστεροειδής δεϋδροεπιανδροστερόνη (DHEA). Ο όρος 

νευροστεροειδές χρησιμοποιείται για την περιγραφή στεροειδών που παράγονται από νευρικά 

και νευρογλοιακά κύτταρα (Charalampopoulos et al., 2008). Η DHEA συντίθεται μέσα στον 

εγκέφαλο από το ένζυμο του κυτοχρώματος 17 (CYP17) και αποτελεί πρόδρομο μόριο της 
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βιοσύνθεσης ορμονών όπως οιστρογόνα και ανδρογόνα. Ιδιαίτερα σημαντική είναι η 

παρατήρηση ότι σε νευροεκφυλιστικές διαταραχές, τα επίπεδα της DHEA μειώνονται 

σημαντικά τόσο στον εγκέφαλο όσο και στον ορό του ασθενούς, όπως συμβαίνει και με τις 

περισσότερες νευροτροφίνες (Gravanis et al., 2017). Οι Charalampopoulos et al. αποκάλυψαν 

στην εργασία τους το μοριακό μηχανισμό με τον οποίο το στεροειδές αυτό, ασκεί αντι-

αποπτωτικές δράσεις. Οι ερευνητές δείξανε ότι η DHEA έχει υψηλή συγγένεια για όλους τους 

Trk υποδοχείς των νευροτροφινών αλλά και για τον p75NTR. Με αυτόν τον τρόπο ενεργοποιεί 

μονοπάτια επιβίωσης μέσω των Trk ή καταστέλλει μονοπάτια απόπτωσης μέσω του p75NTR 

(Charalampopoulos et al., 2004).  

Ωστόσο, παρά τις νευροπροστατευτικές της ιδιότητες, η DHEA δεν μπορεί να αξιοποιηθεί 

κλινικά, κυρίως λόγω τις υψηλής της συγγένειας με υποδοχείς νευροδιαβιβαστών και 

στεροειδών ορμονών που μπορούν να επιφέρουν ανεπιθύμητες παρενέργειες 

(Charalampopoulos et al., 2008). Εξελίσσοντας την έρευνα γύρω από τις ιδιότητες της 

DHEA, οι Calogeropoulou et al. συνέθεσαν μικρά παράγωγα μόρια του 17-άνθρακα του 

μορίου αυτού και διερεύνησαν την ικανότητά τους να ενεργοποιούν τους υποδοχείς των 

νευροτροφινών και να ασκούν αντι-αποπτωτικές δράσεις (Calogeropoulou et al., 2009).  

Σημαντικά παραδείγματα των παραπάνω παραγώγων, αποτελούν οι συνθετικές 

μικρονευροτροφίνες (εικόνα 11) ΒΝΝ27 και BNN20. Ο BNN27 μιμείται τη δράση του 

νευροτροφικού παράγοντα NGF με την υψηλή του συγγένεια για τον TrkA υποδοχέα. 

Συγκεκριμένα, η πρόσδεσή του στον TrkA επάγει φωσφορυλιώσεις κινάσης-τυροσίνης και την 

επακόλουθη ενεργοποίηση των καθοδικών σηματοδοτικών μονοπατιών επιβίωσης. 

Ταυτόχρονα, ο BNN27 διαφέρει από τον NGF λόγω της ικανότητάς του να διαπερνά τον 

αιματοεγκεφαλικό φραγμό και παρουσιάζει μηδενική τοξικότητα γεγονός που τον καθιστά μία 

πλεονεκτική επιλογή για κλινικές εφαρμογές. Στην περίπτωση των TrkB και TrkC αλλά και 

άλλων υποδοχέων στεροειδών ορμονών, ο BNN27 δεν παρουσιάζει καμία αλληλεπίδραση, σε 

αντίθεση με τη DHEA που έχει υψηλή συγγένεια για όλους τους NT και άλλους υποδοχείς 

(Pediaditakis et al., 2016). Ωστόσο, οι Pediaditakis et al., έδειξαν ότι ο BNN27 εκτός από τον 

TrkA έχει την ικανότητα να προσδένεται στον p75NTR επάγοντας την απελευθέρωση του 

αναστολέα RhoGDI της οικογένειας Rho πρωτεϊνών. Με τον τρόπο αυτό, αποτρέπεται η 

σηματοδότηση της RhoA μικρής GTPάσης και τελικά το κύτταρο οδηγείται σε επιβίωση. Οι 

αντι-αποπτωτικές ιδιότητες του BNN27 μέσω του p75NTR ενισχύονται και από την καταστολή 

της ενεργοποίησης του JNK μονοπατιού που επάγει κυτταρικό θάνατο (Pediaditakis et al., 

2016).  
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Η δεύτερη συνθετική μικρονευροτροφίνη που αναφέρθηκε, ο BNN20 μελετήθηκε από τους 

Botsakis et al. Το μόριο αυτό μιμείται τη δράση του NGF αλλά και του BDNF καθώς έχει 

υψηλή συγγένεια τόσο για τον TrkA όσο και για τον TrkB υποδοχέα. Όπως και ο BNN27, έτσι 

και ο BNN20 διαπερνάει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό ενώ επίσης προσδένεται και 

ενεργοποιεί τον p75NTR, με ανάλογο τρόπο με τους BNN27 και NGF ασκώντας αντι-

αποπτωτική δράση. Τέλος, οι ερευνητές αποδείξανε τις νευροπροστατευτικές ιδιότητες του 

BNN20 σε ντοπαμινεργικούς νευρώνες ενός διαγονιδιακού μοντέλου της ασθένειας του 

Parkinson in vitro και in vivo, καθιστώντας τον BNN20 ως πιθανό φαρμακευτικό μόριο για 

την ασθένεια αυτή (Botsakis et al., 2017). 

Μέχρι σήμερα, παρά τις σημαντικές προσπάθειες για το σχεδιασμό στοχευμένων θεραπειών 

και την ανάπτυξη καινοτόμων φαρμάκων, η νόσος του Alzheimer παραμένει ανίατη. 

Πράγματι, οι υπάρχουσες κλινικές στρατηγικές δεν αποτελούν μόνιμες θεραπείες που 

σταματούν την εξέλιξη της νόσου. Οι νευροτροφίνες λόγω των ιδιοτήτων τους στην επιβίωση 

και ανάπτυξη των νευρώνων, εξετάζονται σήμερα ως πιθανά θεραπευτικά μόρια ή/και 

θεραπευτικοί στόχοι. Ωστόσο, η κλινική τους αξιοποίηση στη θεραπεία του AD δεν είναι 

εφικτή κυρίως εξαιτίας των φαρμακοκινητικών τους χαρακτηριστικών και της δυσκολίας που 

ενέχεται η χορήγησή τους στους ασθενείς (Angelucci et al., 2014). Για τους λόγους αυτούς, 

οι προσπάθειες πλέον εστιάζονται στη σύνθεση μη τοξικών, λιπόφιλων χημικών μορίων ικανά 

να διαπερνούν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και να ασκούν νευροπροστατευτικές δράσεις 

ενεργοποιώντας στοχευμένα τους υποδοχείς των νευροτροφινών. Κατά συνέπεια, αυτά τα 

θεραπευτικά μόρια-αγωνιστές ίσως αποτελέσουν καινοτόμες φαρμακευτικές επιλογές για 

ανίατες μέχρι σήμερα νευροεκφυλιστικές νόσους όπως το AD (Gravanis et al., 2017). 
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Adapted by Gravanis A. et al., Oncotarget, 2017 

Εικόνα 11: Οι συνθετικές μικρονευροτροφίνες και οι 

νευροπροστατευτικές τους ιδιότητες. Οι μικρονευροτροφίνες, συνθετικά 

παράγωγα του νευροστεροειδούς DHEA, μιμούνται τις δράσεις των φυσικών 

νευροτροφινών με την υψηλή τους συγγένεια για τους υποδοχείς TrkA, TrkB, 

TrkC και p75NTR. Τα συνθετικά αυτά μόρια, διαπερνούν τον 

αιματοεγκεφαλικό φραγμό και ασκούν τη νευροπροστατευτική τους δράση 

είτε ενεργοποιώντας μονοπάτια επιβίωσης είτε καταστέλλοντας μονοπάτια 

απόπτωσης, σε ποικίλους τύπους νευρικών κυττάρων. Οι ιδιότητές τους τα 

καθιστούν πιθανά φαρμακευτικά μόρια για τη θεραπεία νευροεκφυλιστικών 

ασθενειών.
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6. Σκοπός της διπλωματικής εργασίας 

Η παρούσα ερευνητική μελέτη πραγματοποιήθηκε με σκοπό την αξιολόγηση της δράσης 

συνθετικών φαρμακολογικών ουσιών, των μικρονευροτροφινών, σε προερχόμενο από 

εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα ποντικού, μοντέλο της νόσου του Alzheimer. Οι επιμέρους στόχοι 

της εργασίας είναι: 

Η διαφοροποίηση εμβρυϊκών βλαστικών κυττάρων σε νευρικά κύτταρα του εγκεφαλικού 

φλοιού. 

Η διερεύνηση της έκφρασης των υποδοχέων των νευροτροφινών TrkA, TrkB και p75NTR. 

Η δημιουργία in vitro μοντέλου της ασθένειας του Alzheimer χρησιμοποιώντας ολιγομερή της 

β-αμυλοειδούς πρωτεΐνης. 

Η αξιολόγηση της νευροπροστατευτικής δράσης των μικρονευροτροφινών BNN20 και 

BNN27 και των σηματοδοτικών μονοπατιών που ενεργοποιούν. 
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Μεθοδολογία 

 

1. Καλλιέργεια εμβρυϊκών βλαστικών κυττάρων. 

 

Υλικά: 

• Ε14 εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα (ESCs) 

Ε14: Αρσενικός γονότυπος ποντικού. Μέθοδος απομόνωσης: Απομόνωση από την εσωτερική 

κυτταρική μάζα βλαστοκύστης με τρυψινοποίηση (Ευγενική προσφορά από το εργαστήριο A. 

Kretsovali Laboratory). 

• Θρεπτικό υλικό mES: 

High-glucose DMEM, 15% FBS, 0.1mM non-essential amino acids, LIF (500-1000 units/ml), 

2 mM L-glut, 0.1 mM β-μερκαπτοαιθανόλη, αντιβιοτικό 100 μg/ml Primocin 

• 1x αποστειρωμένο PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.4 

• 0.1% διάλυμα gelatin τύπος Β (Bovine skin) 

• 0.05% τρυψίνη 

• Φλάσκες Τ25 

• Αιμοκυτταρόμετρο Neubauer 

Μέθοδος: 

Η καλλιέργεια των εμβρυϊκών βλαστοκυττάρων πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο των Gaspard et al (Gaspard et al., 2009). 

 

I. Απόψυξη των εμβρυϊκών βλαστοκυττάρων: 

1. Προετοιμάζουμε 15ml mES θρεπτικού υλικού. 

2. Μεταφέρουμε 1 vial παγωμένων ESCs από το υγρό άζωτο σε υδατόλουτρο 37οC για 1 λεπτό. 

3. Μεταφέρουμε το vial σε αποστειρωμένο θάλαμο νηματώδους ροής (hood) 

κυτταροκαλλιέργειας και προσθέτουμε 1ml mES θρεπτικού υλικού θερμοκρασίας 37οC. 

Επαναδιαλύουμε τα κύτταρα και μεταφέρουμε σε conical tube με 8ml mES θρεπτικού υλικού. 

4. Φυγοκέντρηση για 3 λεπτά σε 300 xg, θερμοκρασία δωματίου. 

5. Αφαιρούμε το υπερκείμενο και επαναδιαλύουμε το ίζημα των κυττάρων σε 5ml mES 

θρεπτικού στο οποίο έχουμε προσθέσει LIF πριν την καλλιέργεια. 

6. Μεταφέρουμε τα ESCs σε Τ25 φλάσκα στην οποία έχει προηγηθεί επώαση για κάλυψη της 

επιφάνειας (coating) με 0.1% gelatin. 

7. Τα ESCs καλλιεργούνται σε επωαστήρα (incubator) θερμοκρασίας 37οC, 5% CO2.
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II. Καλλιέργεια και ανακαλλιέργεια των ESCs: 

• Αλλαγή θρεπτικού υλικού κάθε δύο μέρες: 

1. Απομακρύνουμε το θρεπτικό υλικό από την T25 φλάσκα. 

2. Πλύση με 1x αποστειρωμένο PBS.  

3. Προσθέτουμε 5ml mES θρεπτικού υλικού με LIF. 

• Ανακαλλιέργεια (split) των ESCs κάθε τέσσερις μέρες καλλιέργειας (confluency 200.000 

κύτταρα/cm2): 

1. Απομακρύνουμε το θρεπτικό υλικό.  

2. Προσθέτουμε 1.5ml τρυψίνη και επωάζουμε στους 37οC για 1 λεπτό.  

3. Προσθέτουμε 3ml θρεπτικού και φυγοκεντρούμε για 5 λεπτά σε 300 xg, θερμοκρασία 

δωματίου. 

4. Απομακρύνουμε το υπερκείμενο και επαναδιαλύουμε το ίζημα των κυττάρων σε 1ml mES 

θρεπτικού υλικού με LIF.  

5. Προσδιορίζουμε τον αριθμό των κυττάρων με μέτρηση σε αιμοκυτταρόμετρο και 

καλλιεργούμε 20000 κύτταρα/cm2 ή 500.000 κύτταρα ανά T25 φλάσκα. 

 

2. Διαφοροποίηση εμβρυϊκών βλαστικών κυττάρων σε νευρικά κύτταρα. 

 

Υλικά: 

• Ε14 εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα (ESCs) 

• Θρεπτικό υλικό DDM: 

DMEM/F12, N2 συμπλήρωμα, 0.1mM non-essential amino acids, 1mM sodium pyruvate, 

500mg/ml BSA, 0.1 mM β-μερκαπτοαιθανόλη, αντιβιοτικό 100 μg/ml Primocin 

• Κυκλοπαμίνη (Cyclopamine) 

• Θρεπτικό υλικό Neurobasal/B27: 

Neurobasal, Β27 χωρίς βιταμίνη Α, 2mM L-glut, αντιβιοτικό 100 μg/ml Primocin 

• Θρεπτικό υλικό N2B27: 

DDM προς Neurobasal/B27 θρεπτικό υλικό σε αναλογία 1:1 

• 1x αποστειρωμένο PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.4 

• 0.1% διάλυμα gelatin τύπος Β (Bovine skin) 

• 33 mg Πολύ-λυσίνη/3 mg λαμινίνη διάλυμα 

• 0.05% τρυψίνη 

• 6-well plate 
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• 96-well plate 

 

Μέθοδος: 

Η διαφοροποίηση των εμβρυϊκών βλαστοκυττάρων σε νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού 

πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με το πρωτόκολλο των Gaspard et al (Gaspard et al., 2009). 

 

I. Διαφοροποίηση σε πρόδρομα νευρικά κύτταρα (early differentiation): 

1. Καλλιεργούμε ESCs με πυκνότητα 5,000 κύτταρα/cm2 σε 6-well plate. Η διάρκεια της 

καλλιέργειας είναι 12 ημέρες. 

2. Μέρα 0: Αφαιρούμε το mES θρεπτικό υλικό και απομακρύνουμε την περίσσεια με μία πλύση 

με 1x αποστειρωμένο PBS. Προσθέτουμε 2.5ml DDM θρεπτικό υλικό. Πραγματοποιούμε 

αλλαγή θρεπτικού κάθε 2 ημέρες μέχρι την ημέρα 12. 

3. Μέρες 2-8: Κάθε 2 ημέρες αφαιρούμε το παλιό θρεπτικό υλικό, πλένουμε 2 φορές με 1x 

αποστειρωμένο PBS και προσθέτουμε νέο DDM στο οποίο έχουμε προσθέσει 1μM 

κυκλοπαμίνη. Η κυκλοπαμίνη είναι τερατογόνο, οπότε λαμβάνονται τα κατάλληλα μέτρα 

ασφάλειας. 

4. Μέρα 10: Αφαιρούμε το παλιό θρεπτικό υλικό και προσθέτουμε 2.5ml DDM χωρίς 

κυκλοπαμίνη. 

5. Μέρα 12: Ανακαλλιέργεια (split) των πρόδρομων νευρικών κυττάρων με 1ml 0.05% τρυψίνη 

και επώαση για 3 λεπτά στους 37oC. Απενεργοποιούμε την τρυψίνη με 4ml 10% FBS-1x PBS. 

Αναδεύουμε πολλές φορές με πιπέτα. Το διεξοδικό σπάσιμο των κυττάρων σε μονήρη (single 

cells) είναι απαραίτητο για την επίτευξη της διαφοροποίησης σε ώριμους νευρώνες. 

Φυγοκέντρηση για 3 λεπτά σε 300 xg, θερμοκρασία δωματίου. Αφαιρούμε το υπερκείμενο. 

Επαναδιαλύουμε τα κύτταρα διεξοδικά σε 1ml N2B27 θρεπτικού και μετράμε την πυκνότητα 

σε αιμοκυτταρόμετρο. Καλλιεργούμε 5.000 κύτταρα ανά πηγάδι σε 96-well plate στην οποία 

έχει προηγηθεί coat με πολύ-λυσίνη/λαμινίνη. 

II. Διαφοροποίηση σε ώριμα νευρικά κύτταρα (late differentiation): 

Η διάρκεια της καλλιέργειας είναι 9 μέρες μέχρι την ωρίμανση των νευρώνων και προαιρετικά 

επιπλέον 7 ημέρες για την αύξηση του ποσοστού νευρογλοιακών κυττάρων. 

1. Μέρες 12-21: Αλλάζουμε το N2B27 θρεπτικό κάθε 2 ημέρες. 

2. Προαιρετικά, μέρες 21-28: Αλλάζουμε το N2B27 θρεπτικό κάθε 2 ημέρες. 
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3. Ταυτοποίηση της διαφοροποίησης με μεθόδους ανοσοφθορισμού. 

 

Υλικά: 

• Διαφοροποιημένοι νευρώνες σε 96-well plate 

• 1x PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.4 

• 4% Παραφορμαλδεΰδη PFA (Paraformaldehyde) 

• 0.1% Triton X-100 

• 1% Bovine Serum Albumin (BSA) 

• Διάλυμα blocking - PBT (PBS-BSA-Triton):  

0,1% Triton X-100, 1% BSA σε 1% PBS 

• Διάλυμα 1x PBS-0,1%Triton X-100 

• Πρωτογενή Αντισώματα (Πίνακας 1) 

• Δευτερογενή Αντισώματα (Πίνακας 2) 

• Χρωστική Hoechst 33342 

Μέθοδος: 

1. Διαφοροποίηση των ESCs σε νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού για 12, 19, 21 και 28 ημέρες 

σε 96-well plate. 

2. Αφαίρεση του θρεπτικού υλικού από τα πηγαδάκια (wells) και απομάκρυνση της περίσσειας 

με 1 πλύση των 5 λεπτών με 1x PBS. 

3. Μονιμοποίηση των κυττάρων σε διάλυμα 4% PFA (παραφορμαλδεΰδη) για 10 λεπτά, σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

4. Αφαίρεση της PFA και απομάκρυνση της περίσσειας με 3 πλυσίματα των 5 λεπτών με 1x PBS. 

5. Κάλυψη των μη ειδικών θέσεων δέσμευσης του αντισώματος (blocking) με διάλυμα PBT (1x 

PBS-1%BSA-0,1%Triton), για μία ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. 

6. Επώαση των κυττάρων με τα πρωτογενή αντισώματα έπειτα από κατάλληλη αραίωση σε 

διάλυμα 1x PBS-0,1%Triton X-100. Η επώαση πραγματοποιείται overnight στους 4οC σε 

κινούμενη πλατφόρμα. Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν και οι προτεινόμενες 

συγκεντρώσεις φαίνονται στον πίνακα 1. 

7. Αφαίρεση του πρωτογενούς αντισώματος. Ακολουθούν 3 πλύσεις των 5 λεπτών με 1x PBS-

0,1%Triton.  

8. Επώαση των κυττάρων με τα δευτερογενή αντισώματα anti-‘’species’’ IgG, ανάλογα με το 

είδος ανοσοποίησης των πρωτογενών αντισωμάτων. Η επώαση διαρκεί μία ώρα, σε 

θερμοκρασία δωματίου και στο σκοτάδι. Τα δευτερογενή αντισώματα και οι προτεινόμενες 

συγκεντρώσεις τους παρουσιάζονται στον πίνακα 2. 
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9. Αφαίρεση του δευτερογενούς αντισώματος. Ακολουθούν 3 πλύσεις των 5 λεπτών με διάλυμα 

1x PBS-0,1%Triton στο σκοτάδι. 

10. Επώαση με τη χρωστική Hoechst (3μg/ml) σε 1x PBS, η οποία προσδένεται στη μικρή αύλακα 

του DNA σε περιοχές πλούσιες σε A-T. Η επώαση πραγματοποιείται για 10 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου, στο σκοτάδι. Η περίσσεια της χρωστικής απομακρύνεται με μία 

πλύση με 1x PBS για 5 λεπτά. 

11. Οπτικοποίηση σε Operetta High Content σύστημα (HCS). 

12. Η 96-well plate μπορεί να διατηρηθεί στους 4οC για μία εβδομάδα ή στους -20οC για 

μεγαλύτερο χρονικό διάστημα. 

 

Πίνακας 1: Πρωτογενείς αντισώματα και συγκεντρώσεις. 

Πρωτογενή Αντισώματα Είδος Αραίωση Εταιρία 

a-Beta Tubulin III Mouse 1:1000 Millipore 

a-GFAP Chicken 1:2000 Millipore 

a-Nestin Chicken 1:1000 Novus Biotech 

a-Sox2 Rabbit 1:1000 Millipore 

a-Reelin Mouse 1:1000 DSHB 

 

Πίνακας 2: Δευτερογενείς αντισώματα και συγκεντρώσεις. 

Δευτερογενή Αντισώματα Φθορισμός Αραίωση Εταιρία 

a-mouse 488 1:1000 Jackson 

a-chicken 594 1:1000 Jackson 

a-rabbit 647 1:1000 Jackson 

 

 

4. Απομόνωση RNA από ESC-διαφοροποιημένους νευρώνες. 

 

Υλικά: 

• Διαφοροποιημένοι νευρώνες ημέρες 12, 21, 28 

• ESCs 

• 14.3M β-μερκαπτοαιθανόλη (β-ME) 

• Αποστειρωμένα tips RNase-free 

• 70% Absolut αιθανόλη 

• Λεία βελόνα 21g και σύριγγα 

➢ Από το kit: 

• RNeasy Mini Spin Columns 
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• Collection Tubes (1.5ml) 

• Collection Tubes (2ml) 

• Buffer RLT 

• Buffer RW1 

• Buffer RPE  

• RNase-Free νερό 

 

Μέθοδος: 

Για την απομόνωση ολικού RNA χρησιμοποιείται το RNeasy mini kit της Qiagen και 

ακολουθείται το αντίστοιχο πρωτόκολλο. 

1. Προετοιμάζουμε 1ml RLT buffer με 10μl β-ΜΕ. 

2. Προσθέτουμε 350μl RLT ανά πηγάδι και αναδεύουμε ώστε να συμβεί λύση των κυττάρων. 

Μεταφέρουμε σε RNase free tube. 

3. Ομογενοποιούμε με vortex για 1 λεπτό και με τη χρήση σύριγγας. 

4. Προσθέτουμε 350μl 70% Absolut αιθανόλη και αναδεύουμε ήπια με πιπέτα. 

5. Μεταφέρουμε 700μl από το δείγμα σε έναν RNeasy Mini Spin Column τοποθετημένο σε ένα 

collection tube των 2ml. Φυγοκέντρηση 10.000g για 30sec. Αδειάζουμε το collection tube και 

επανατοποθετούμε το RNeasy Column. 

6. Προσθέτουμε 700μl RW1 buffer. Φυγοκέντρηση 10.000g για 30sec. 

7. Μεταφέρουμε το RNeasy Column σε νέο collection tube των 2ml. Προσθέτουμε 500μl RPE 

buffer. Φυγοκέντρηση 10.000g για 30sec. Αδειάζουμε το collection tube και 

επανατοποθετούμε το RNeasy Column. 

8. Προσθέτουμε 500μl RPE buffer. Φυγοκέντρηση 10.000g για 2 λεπτά. Αδειάζουμε το 

collection tube και επανατοποθετούμε το RNeasy Column. Φυγοκέντρηση 12.000g για 1 

λεπτό. 

9. Μεταφέρουμε το RNeasy Column σε νέο collection tube των 1.5ml. Προσθέτουμε 30μl 

RNase-free νερό. Φυγοκέντρηση 10.000g για 1 λεπτό ώστε να επαναδιαλύσουμε το RNA. 

10. Προσδιορισμός της ποιότητας και ποσότητας του RNA σε μηχάνημα Nanodrop. 

11. To RNA μπορεί να αποθηκευτεί στους -80oC. 
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5. Σύνθεση cDNA. 

 

Υλικά: 

• RNase-free νερό 

• DTT 0.1 M 

• dNTP μείγμα 10 mM 

• Oligo(dT)18 500μg/ml 

• 5x MMLV RT Buffer 

• MMLV Reverse Transcriptase 200 U/µL 

• Αποστειρωμένα (RNase-free) tubes 0,5ml 

• RNaseOUT αναστολέας RNase ενζύμων 40 units/μl 

• Ολικό RNA 

 

Μέθοδος: 

Η κατασκευή του cDNA από το ολικό RNA των δειγμάτων, έγινε με χρήση του ενζύμου 

αντίστροφη τρανσκριπτάση (reverse transcriptase, RT). 

1. Για την αντίδραση σύνθεσης cDNA τελικού όγκου 20μl: 

Προετοιμάζουμε το ακόλουθο RNA/primer μείγμα σε 0.5ml tubes: 

• 500ng-5μg από κάθε RNA δείγμα 

• 1μl Oligo(dT)18 

• 1μl από το μείγμα dNTP 

• Νερό μέχρι τα 12μl 

2. Θερμαίνουμε τα μείγματα στους 65oC για 5 λεπτά, ψύχουμε γρήγορα σε πάγο για 1 λεπτό και 

αναδεύουμε ήπια σε μικροφυγόκεντρο. 

3. Προετοιμάζουμε συνολικό μείγμα για όλα τα δείγματα (master mix) από τα ακόλουθα: 

• 4μl 5x First-Strand Buffer 

• 2μl DTT 

• 1μl RNaseOUT 

Αναδεύουμε ήπια με την πιπέτα. 

Προσθέτουμε 7μl από το master mix σε κάθε RNA δείγμα που προετοιμάσαμε και αναδεύουμε 

ήπια με την πιπέτα. 

4. Επωάζουμε για 2 λεπτά στους 37oC. 

5. Προσθέτουμε στα δείγματα από 1μl M-MLV RT και αναδεύουμε ήπια σε μικροφυγόκεντρο. 
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6. Επωάζουμε τα δείγματα για 50 λεπτά στους 37oC και έπειτα για 15 λεπτά στους 70oC ώστε να 

απενεργοποιήσουμε την αντίδραση. Αυτό το βήμα μπορεί να πραγματοποιηθεί σε PCR 

μηχάνημα (thermocycler) ρυθμίζοντας το κατάλληλο πρόγραμμα. 

7. Τοποθετούμε τα δείγματα σε πάγο για 2 λεπτά. 

8. Προαιρετικά, αποθηκεύουμε τα cDNA στους -20οC. 

  

6. Ταυτοποίηση της διαφοροποίησης με RT-PCR. 

 

Υλικά: 

• cDNA δείγματα 

• Αποστειρωμένο νερό 

• Αποστειρωμένα PCR tubes 0,5ml 

• 10x PCR Buffer 

• 50mM MgCl2 

• dNTP μείγμα 10 mM 

• Forward/Reverse primers 100μM 

• Platinum Taq DNA πολυμεράση 

 

Μέθοδος: 

1. Για την αντίδραση RT-PCR τελικού όγκου 50μl: 

Προετοιμάζουμε το ακόλουθο συνολικό μείγμα για όλα τα cDNA δείγματα: 

• 10μl 10x PCR Buffer 

• 1.5μl MgCl2 

• 1μl από το μείγμα dNTP 

• Αποστειρωμένο νερό μέχρι τα 45μl 

Αναδεύουμε ήπια σε μικροφυγόκεντρο. 

2. Μοιράζουμε 1μl από τα cDNA δείγματα σε PCR tubes. Σε ένα επιπλέον tube τοποθετούμε 1μl 

νερό ως αρνητικό control. 

3. Προσθέτουμε σε κάθε δείγμα 2μl από το κατάλληλο ζεύγος Forward/Reverse Primer. Για κάθε 

cDNA δείγμα πραγματοποιούμε PCR για το Hprt Housekeeping γονίδιο ως θετικό control. 

4. Προσθέτουμε σε κάθε δείγμα 0.2μl Platinum Taq DNA πολυμεράση και αναδεύουμε ήπια σε 

μικροφυγόκεντρο. 
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5. Τοποθετούμε τα PCR tubes στο μηχάνημα της PCR (thermocycler) και επιλέγουμε το 

κατάλληλο πρόγραμμα. 

6. Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση σε 1.2% τζελ αγαρόζης το οποίο έχουμε σημάνει με χρωστική 

Sybr safe. 

7. Εμφάνιση σε μηχάνημα BIORAD chemidoc touch imaging system. 

8. H κανονικοποίηση μεταξύ των διαφορετικών δειγμάτων γίνεται με την ποσοτικοποίηση των 

μεταγράφων του γονίδιου Hprt. 

 

Οι primers που χρησιμοποιήθηκαν, τα μεγέθη των PCR προϊόντων (Base pairs, Bp) και οι 

θερμοκρασίες τήξεις (Tm) παρουσιάζονται στον πίνακα 3. 

 

Πίνακας 3: RT-PCR primers. 

Γονίδιο Forward Primer Reverse Primer Bp Tm 

Oct4 GCATTCAAACTGAGGCACCA AGCTTCTTTCCCCATCCCA 153 57oC 

Sox2 CCTCCGGGACATGATCAGCATGTA GCAGTGTGCCGTTAATGGCCGTG 131 65oC 

Nanog AACCAAAGGATGAAGTGCAAGCGG TCCAAGTTGGGTTGGTCCAAGTCT 190 64oC 

Nestin GTCTCAGGACAGTGCTGAGCCTTC TCCCCTGAGGACCAGGAGTCTC 378 64oC 

Tbr1 CAACAGGCCACTTTGGCTGAA AATGAGCGGTGGGATCGAGA 122 60oC 

Satb2 CTTCCTCAACCTGCCTGAAG GTTGTCGGTGTCGAGGTTTT 150 55oC 

Reelin CTAATGATGTGTGGTTTCTCT CAACAATGTTAAATACTGTGCTA 200 53oC 

Vglut1 CCCCCAAATCCTTGCACT CAAATGGCCACTGAGAAACC 69 57oC 

Map2 AATCGACAGCACGGTTTACTC TGAAATCCCAGTGTTGTTCAGG 132 59oC 

Hprt GGCCAGACTTTGTTGGATTTG TGCGCTCATCTTAGGCTTTGT 144 58oC 

 

7. Απομόνωση πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων από ESC-διαφοροποιημένους νευρώνες. 

 

Υλικά: 

• Διαφοροποιημένοι νευρώνες ημέρες 12, 21, 28 

• 1x PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.4 

• Διάλυμα κυτταρικής λύσης (1% Τriton X-100, 1% sodium deoxycholate, 

• 0,1% SDS, 0,15M NaCl, 50mM Tris-HCl, pH 7.2, Roche complete protease 

inhibitors cocktail-Pi PMSF) 

• Laemmli χρωστική 1x 

Μέθοδος: 

1. Αφαίρεση θρεπτικού υλικού από τη 96-well plate και πλύση με PBS 1x. 
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2. Προσθέτουμε 30μl διάλυμα λύσης ανά πηγάδι και λύουμε τα κύτταρα αναδεύοντας ήπια με 

την πιπέτα. Μεταφέρουμε τα πρωτεϊνικά λύματα σε tubes των 1.5ml. 

3. Επωάζουμε τα δείγματα σε κινούμενη πλατφόρμα στους 4ºC για 20 λεπτά. 

4. Φυγοκέντρηση σε 13.000rpm για 10 λεπτά στους 4ºC. 

5. Μεταφέρουμε το υπερκείμενο σε νέο tube. 

6. Ποσοτικοποίηση του πρωτεϊνικού περιεχομένου μέσω χρωματομετρικής μεθόδου BCA. 

7. Προσθέτουμε στα δείγματα 1x Laemmli χρωστική και θερμαίνουμε για 5 λεπτά στους 95ºC. 

8. Μπορούμε να αποθηκεύσουμε τα δείγματα στους -20οC μέχρι την ηλεκτροφόρηση και την 

ανάλυση με ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

 

8. Διερεύνηση της έκφρασης των υποδοχέων Νευροτροφινών με Ανοσοαποτύπωση 

κατά Western, Ανοσοφθορισμό και RT-PCR. 

 

Ανοσοαποτύπωση κατά Western: 

Υλικά: 

➢ Για την ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE: 

• πήκτωμα πολυακρυλαμίδης (8%, 10% ή 12% ανάλογα με το μοριακό βάρος της 

• πρωτεΐνης) 

• διάλυμα ηλεκτροφόρησης (Running Buffer), 

• συσκευή ηλεκτρομεταφοράς 

 

➢ Για τη μεταφορά σε μεμβράνη (Electroblotting): 

• ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς (Transfer Buffer) με 20% μεθανόλη 

• κασέτα μεταφοράς 

• συσκευή ηλεκτρομεταφοράς 

• μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 

• χαρτάκια Whatmann 

➢ Για το blocking: 

• 5% BSA 

• PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.4 

• Tween 20 

• PBS 1x - 0,1% Tween (PBS-T) 
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➢ Για την Ανοσοαποτύπωση: 

• Πρωτογενή αντισώματα 

• Δευτερογενή αντισώματα 

• ECL kit (Enhanced Chemiluminescence) 

 

Μέθοδος: 

➢ Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE: 

1. Αρχικά πραγματοποιείται η παρασκευή του πηκτώματος διαχωρισμού των πρωτεϊνών το 

οποίο φορτώνεται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης καλύπτοντας περίπου τα 3:4 αυτής 

(separating gel). 

2. Ακολουθεί η παρασκευή του διαλύματος πακεταρίσματος (stacking gel). Φορτώνουμε πάνω 

στο separating gel το διάλυμα του stacking gel, ενώ αμέσως τοποθετείται στη συσκευή το 

χτενάκι για τη δημιουργία των θέσεων φόρτωσης των δειγμάτων. 

3. Τα δείγματα που πρόκειται να αναλυθούν βράζονται στους 95oC για 5 λεπτά και έπειτα 

φυγοκεντρούνται στις 13000rpm για 1 λεπτό. 

4. Όταν πήξει το πήκτωμα, αφαιρείται το χτενάκι και η συσκευή τοποθετείται μέσα στο δοχείο 

της ηλεκτροφόρησης που περιέχει το running buffer. 

5. Τα δείγματα φορτώνονται στις θέσεις που έχουν σχηματιστεί στο πήκτωμα. 

6. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται αρχικά στα 80V μέχρι η χρωστική να εισέλθει στο 

πήκτωμα διαχωρισμού οπότε η τάση αυξάνεται στα 120V. 

 

➢ Μεταφορά σε μεμβράνη (Electroblotting): 

1. Οι πρωτεΐνες μεταφέρονται από το πήκτωμα σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης σε ρυθμιστικό 

διάλυμα Transfer buffer με 20% μεθανόλη, υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου τάσης 

300mΑ, για μία ώρα, σύμφωνα με το πρωτόκολλο της Thermofisher Scientific. 

2. Προαιρετικά, η μεμβράνη βάφεται με τη χρωστική Ponceau S για 5 λεπτά. 

Απομακρύνουμε την Ponceau S και ακολουθεί πλύση με διάλυμα PBS-T. 

 

➢ Blocking: 

1. Η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης επωάζεται σε διάλυμα blocking – 5% BSA σε 1x PBS-T για μία 

ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. 

➢ Ανοσοαποτύπωση: 

1. Πραγματοποιούμε 3 πλύσεις των 5 λεπτών με PBS-T σε θερμοκρασία δωματίου. 
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2. Η μεμβράνη επωάζεται με τα πρωτογενή αντισώματα στις κατάλληλες αραιώσεις σε διάλυμα 

1% BSA – 1x PBS-T. Η επώαση διαρκεί όλη τη νύχτα σε κινούμενη πλατφόρμα, στους 4oC. 

Τα πρωτογενή αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν και οι προτεινόμενες συγκεντρώσεις 

παρουσιάζονται στον πίνακα 4. 

3. Πραγματοποιούμε 3 πλύσεις των 5 λεπτών με PBS-T σε θερμοκρασία δωματίου. 

4. Η μεμβράνη επωάζεται με τα δευτερογενή αντισώματα a-‘’species’’IgG-HRP, ανάλογα με το 

είδος ανοσοποίησης των πρωτογενών αντισωμάτων. Η επώαση διαρκεί για μία ώρα σε 

θερμοκρασία δωματίου. Τα δευτερογενή αντισώματα και οι προτεινόμενες συγκεντρώσεις 

τους παρουσιάζονται στον πίνακα 5. 

5. Πραγματοποιούμε 3 πλύσεις των 5 λεπτών με PBS-T σε θερμοκρασία δωματίου. 

6. Το σήμα των πρωτεϊνικών ζωνών παράγεται με τη μέθοδο της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας 

που αξιοποιεί το, συζευγμένο με τα δεύτερα αντισώματα, ένζυμο HRP (Horseradish 

peroxidase). Για την αντίδραση του HRP, επωάζουμε τη μεμβράνη με το υπόστρωμα ECL για 

1 λεπτό, στο σκοτάδι.  

7. Εμφάνιση σε μηχάνημα BIORAD chemidoc touch imaging system. 

 

Πίνακας 4: Πρωτογενή αντισώματα και συγκεντρώσεις. 

Πρωτογενή Αντισώματα Είδος Αραίωση Εταιρία 

a-TrkA Rabbit 1:1000 Cell Signaling 

a-TrkB Rabbit 1:1000 Cell Signaling 

a-p75NTR Rabbit 1:1000 Promega 

a-GAPDH Rabbit 1:5000 Sigma 

 

Πίνακας 5: Δευτερογενή αντισώματα και συγκεντρώσεις. 

Δευτερογενή Αντισώματα Αραίωση Εταιρία 

a-rabbit-HRP 1:5000 Invitrogen 

 

Ανοσοφθορισμός: 

Για τον Ανοσοφθορισμό χρησιμοποιείται η μέθοδος που περιγράφεται στην παράγραφο 3. 

Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν και οι προτεινόμενες συγκεντρώσεις τους 

παρουσιάζονται στους πίνακες 6 και 7. 
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Πίνακας 6: Πρωτογενή αντισώματα και συγκεντρώσεις. 

Πρωτογενή Αντισώματα Είδος Αραίωση Εταιρία 

a-Beta Tubulin III Mouse 1:1000 Millipore 

a-TrkB Rabbit 1:1000 Cell Signaling 

a-p75NTR Rabbit 1:1000 Promega 

 

Πίνακας 7: Δευτερογενή αντισώματα και συγκεντρώσεις. 

Δευτερογενή Αντισώματα Φθορισμός Αραίωση Εταιρία 

a-mouse 488 1:1000 Jackson 

a-rabbit 647 1:1000 Invitrogen 

 

 

RT-PCR: 

Για την RT-PCR χρησιμοποιείται η μέθοδος που περιγράφεται στην παράγραφο 6. 

Οι primers που χρησιμοποιήθηκαν, τα μεγέθη των PCR προϊόντων (Base pairs, Bp) και οι 

θερμοκρασίες τήξεις (Tm) παρουσιάζονται στον πίνακα 8. 

 

Πίνακας 8: RT-PCR primers. 

Γονίδιο Forward Primer Reverse Primer Bp Tm 

TrkA AGAGTGGCCTCCGCTTTGT CGCATTGGAGGACAGATTCA 80 58oC 

TrkB TGGACCACGCCAACTGACATT GAATGTCTCGCCAACTTGAG 179 58oC 

p75NTR GACTAACCTAGGCCACCCAA CAGACGTCGTTTCCAGATGT 125 58oC 

Hprt GGCCAGACTTTGTTGGATTTG TGCGCTCATCTTAGGCTTTGT 144 58oC 

 

9. Δημιουργία μοντέλου του Alzheimer από ESC-διαφοροποιημένους νευρώνες. 

➢ Η δημιουργία μοντέλου του Alzheimer πραγματοποιείται με επώαση των διαφοροποιημένων 

από ESCs νευρώνων του εγκεφαλικού φλοιού με την τοξική Βήτα Αμυλοειδή πρωτεΐνη Aβ(1-

42) της νόσου. 

 

9.1 Επώαση των νευρώνων με ολιγομερή της β-αμυλοειδούς πρωτεΐνης. 

 

Υλικά: 

• 1x αποστειρωμένο PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.4 

• DMEM-F12 χωρίς phenol red 

• Μονομερή της Βήτα Αμυλοειδούς πρωτεΐνης, Aβ(1-42) 

• Μονομερή της Βήτα Αμυλοειδούς πρωτεΐνης, Aβ(42-1) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 06:51:16 EEST - 18.191.255.188



62 
 

• Θρεπτικό υλικό N2B27 χωρίς B27 

• Neurobasal θρεπτικό υλικό 

 

Μέθοδος: 

Η προετοιμασία του λυοφιλοποιημένου Aβ πραγματοποιείται σύμφωνα με τις οδηγίες της 

εταιρίας AnaSpec. 

➢ Για τη δημιουργία των τοξικών ολιγομερών του Aβ: 

1. Διαλύουμε το μονομερές σε αποστειρωμένο PBS 1x. 

2. Επώαση στους 4oC για 24 ώρες. 

3. Αραίωση του Aβ στις κατάλληλες συγκεντρώσεις σε θρεπτικό υλικό N2B27 χωρίς B27. 

 

➢ Για την επώαση των κυττάρων: 

1. Διαφοροποίηση των ESCs σε νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού για 21 ημέρες σε 96-well 

plate. 

2. Αφαίρεση του θρεπτικού υλικού και απομάκρυνση της περίσσειας με 1 πλύση με 1x 

αποστειρωμένο PBS. 

3. Pre-starvation των κυττάρων για 2.5 ώρες σε απλό Neurobasal θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. 

4. Αφαίρεση του θρεπτικού υλικού και επώαση των κυττάρων με ολιγομερή των Aβ(1-42) και 

Aβ(42-1) σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις 2μM, 6μΜ και 12μM. 

5. Επώαση των κυττάρων σε incubator για 16 ώρες. 

6. Απομάκρυνση του θρεπτικού υλικού. 

7. Live/dead δοκιμασία. 

 

9.2 Διερεύνηση των επιπέδων έκφρασης της νευροτροφίνης BDNF με RT-PCR. 

Για τον έλεγχο της έκφρασης του BDNF έπειτα από την επίδραση με ολιγομερή της β-

αμυλοειδούς πρωτεΐνης, ακολουθήθηκε η διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο 9.1. 

Μετά την επώαση πραγματοποιείται απομόνωση RNA, σύνθεση cDNA και RT-PCR όπως 

περιγράφονται στις παραγράφους 4, 5 και 6. 

Οι primers που χρησιμοποιήθηκαν, τα μεγέθη των PCR προϊόντων (Base pairs, Bp) και οι 

θερμοκρασίες τήξεις (Tm) παρουσιάζονται στον πίνακα 9. 
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Πίνακας 9: RT-PCR primers. 

Γονίδιο Forward Primer Reverse Primer Bp Tm 

BDNF CCACTGCCGGGGATCCGAGA TTTCATGGGCGCCGCCTTCA 126 65oC 

Hprt GGCCAGACTTTGTTGGATTTG TGCGCTCATCTTAGGCTTTGT 144 58oC 

 

 

10. Έλεγχος φαρμακολογικών ουσιών. 

➢ Πραγματοποιείται έλεγχος της νευροπροστατευτικής δράσης των συνθετικών 

Μικρονευροτροφινών BNN20/BNN27 και των αντίστοιχων φυσικών Νευροτροφινών τους 

BDNF/NGF ενάντια στην τοξική δράση του ολιγομερούς Aβ(1-42). 

 

10.1 Επώαση των νευρώνων με φαρμακολογικές ουσίες. 

 

Υλικά: 

• Θρεπτικό υλικό N2B27 χωρίς B27 

• Neurobasal θρεπτικό υλικό 

• 1x αποστειρωμένο PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.4 

• Ολιγομερή της Βήτα Αμυλοειδούς πρωτεΐνης, Aβ(1-42) 12μM 

• Ολιγομερή της Βήτα Αμυλοειδούς πρωτεΐνης, Aβ(42-1) 12μM 

• NGF 100ng/ml 

• BDNF 100ng/ml 

• BNN27 100μM 

• BNN20 100μM 

 

Μέθοδος: 

➢ Προετοιμασία για τη live/dead δοκιμασία: 

1. Διαφοροποίηση των ESCs σε νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού για 21 ημέρες σε 96-well 

plate. 

2. Αφαίρεση του θρεπτικού υλικού και απομάκρυνση της περίσσειας με 1 πλύση με 1x 

αποστειρωμένο PBS. 

3. Pre-starvation των κυττάρων για 2.5 ώρες σε απλό Neurobasal θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. 

4. Αφαίρεση του θρεπτικού υλικού και επώαση των κυττάρων με ολιγομερή των Aβ(1-42) και 

Aβ(42-1) και με τις φαρμακολογικές ουσίες αραιωμένες σε θρεπτικό υλικό N2B27 χωρίς B27. 

5. Επώαση των κυττάρων σε incubator για 16 ώρες. 
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6. Απομάκρυνση του θρεπτικού υλικού. 

7. Live/dead δοκιμασία. 

 

➢ Προετοιμασία για τον έλεγχο της σηματοδότησης: 

1. Διαφοροποίηση των ESCs σε νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού για 21 ημέρες σε 96-well 

plate. 

2. Αφαίρεση του θρεπτικού υλικού και απομάκρυνση της περίσσειας με 1 πλύση με 1x 

αποστειρωμένο PBS. 

3. Pre-starvation των κυττάρων για 2.5 ώρες σε απλό Neurobasal θρεπτικό υλικό χωρίς ορό. 

4. Αφαίρεση του θρεπτικού υλικού και επώαση των κυττάρων με ολιγομερή των Aβ(1-42) και 

Aβ(42-1) και με τις φαρμακολογικές ουσίες αραιωμένες σε απλό Neurobasal medium. 

5. Επώαση των κυττάρων σε incubator για 20 λεπτά. 

6. Απομάκρυνση του θρεπτικού υλικού και λύση των κυττάρων για την απομόνωση του 

πρωτεϊνικού περιεχομένου. 

7. Έλεγχος της σηματοδότησης με Ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

 

10.2 Ταυτοποίηση της δραστικότητας των φαρμάκων με Calcein-PI/live-dead 

δοκιμασία φθορισμού. 

 

Υλικά: 

• Calcein-ΑΜ 1μM 

• Propidium Iodide (PI) 1μM 

• 1x αποστειρωμένο PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.4 

• Θρεπτικό υλικό N2B27 χωρίς B27 

 

Μέθοδος: 

➢ Με την calcein προσδιορίζεται η ζωτικότητα ευκαρυωτικών κυττάρων. Σε ζωντανά κύτταρα, 

η μη-φθορίζουσα calcein-AM υφίσταται υδρόλυση από ενδοκυτταρικές εστεράσες στο AM 

άκρο με αποτέλεσμα να εκπέμπει πράσινο φθορισμό. 

➢ Με το Propidium Iodide (PI) προσδιορίζονται τα αποπτωτικά και νεκρωτικά κύτταρα σε μία 

καλλιέργεια. Εκπέμπει κόκκινο φθορισμό όταν προσδένεται σε νουκλεϊκά οξέα. Δε διαπερνάει 

την πλασματική μεμβράνη ζωντανών κυττάρων. 
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1. Αφαίρεση θρεπτικού από τη 96-well plate και πλύση με 1x αποστειρωμένο PBS. 

2. Επώαση των κυττάρων με 50μl διάλυμα Calcein/PI (1μM/1μM σε N2B27 χωρίς B27) για 30 

λεπτά στους 37οC σε incubator. 

3. Αφαίρεση του διαλύματος και προσθήκη N2B27 χωρίς B27, στο σκοτάδι. 

4. Οπτικοποίηση σε Operetta High Content σύστημα (HCS).  

Οι φθορισμοί των χρωστικών παρουσιάζονται στον πίνακα 10. 

 

Πίνακας 10: Χρώσεις live/dead δοκιμασίας 

Χρωστικές Φθορισμός Εταιρία 

Calcein 488 Invitrogen 

Propidium Iodide 647 Invitrogen 

 

 

10.3 Ανάλυση της δραστικότητας των φαρμάκων με Ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

 

Για την Ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιμοποιείται η μέθοδος που περιγράφεται στην 

παράγραφο 8. Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν και οι προτεινόμενες συγκεντρώσεις 

τους παρουσιάζονται στους πίνακες 11 και 12. 

 

Πίνακας 11: Πρωτογενή αντισώματα και συγκεντρώσεις. 

Πρωτογενή Αντισώματα Είδος Αραίωση Εταιρία 

a-Phospho-Akt Rabbit 1:1000 Cell Signaling 

a-Total-Akt Rabbit 1:1000 Cell Signaling 

a-Phospho-Erk Rabbit 1:1000 Cell Signaling 

a-Total-Erk Rabbit 1:1000 Cell Signaling 

a-Phospho-Jnk Rabbit 1:1000 Cell Signaling 

a-Total-Jnk Rabbit 1:1000 Cell Signaling 

 

Πίνακας 12: Δευτερογενή αντισώματα και συγκεντρώσεις. 

Δευτερογενή Αντισώματα Αραίωση Εταιρία 

a-rabbit-HRP 1:5000 Invitrogen 
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11. Στατιστική ανάλυση 

Οι στατιστικές αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν με το πρόγραμμα Excel. Η σύγκριση μεταξύ 

δύο ομάδων-μεταβλητών πραγματοποιήθηκε με unpaired t-test. Η στατιστική σημαντικότητα 

ορίζεται για τιμές p-value μικρότερες από 0.05. Τα περισσότερα αποτελέσματα εκφράζονται 

ως mean ± SEM (Standard Error of the Mean).
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Αποτελέσματα 

 

1. Αξιολόγηση της διαφοροποίησης εμβρυϊκών βλαστικών κυττάρων σε νευρικά 

κύτταρα του εγκεφαλικού φλοιού. 

Στην παρούσα μελέτη, πραγματοποιήθηκε διαφοροποίηση εμβρυϊκών βλαστοκυττάρων 

ποντικού σε νευρικά κύτταρα του εγκεφαλικού φλοιού για την αξιολόγηση φαρμακολογικών 

ουσιών. Η διαφοροποίηση έγινε σύμφωνα με το πρωτόκολλο των Gaspard et al (εικόνα 1) 

(Gaspard et al., 2009). Το πρώτο βήμα είναι η δημιουργία πρόδρομων νευρικών κυττάρων 

(NPs) του εγκεφαλικού φλοιού. Η επαγωγή της νευρικής διαφοροποίησης προς το ραχιαίο 

άξονα γίνεται με κυκλοπαμίνη, έναν αναστολέα του μορφογόνου Sonic Hedgehog. Στη 

συνέχεια, τα πρόδρομα κύτταρα εξειδικεύονται σε ώριμους διεγερτικούς νευρώνες και 

νευρογλοιακά κύτταρα. 

 

Adapted by Gaspard et al., 2009 

 
Εικόνα 1: Χρονοδιάγραμμα δημιουργίας νευρώνων του εγκεφαλικού φλοιού. 

Ημέρα 0-10: Τα mESCs καλλιεργούνται σε θρεπτικό υλικό χωρίς μορφογόνα όπου επάγεται αυθόρμητη 

νευρική διαφοροποίηση. Η κυκλοπαμίνη επάγει τη διαφοροποίηση προς το ραχιαίο άξονα. Ημέρες 6-21: 

Νευρογένεση. Παραγωγή πρόδρομων και ώριμων νευρικών κυττάρων του εγκεφαλικού φλοιού.  

Ημέρες 15-28: Γλοιογένεση. Παραγωγή νευρογλοιακών κυττάρων. 
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Πριν την έναρξη της διαφοροποίησης (μέρα 0), η ολοδυναμικότητα των ESCs προσδιορίστηκε 

από την έκφραση των γονιδίων Oct4, Sox2 και Nanog. Όπως αναμενόταν, δεν παρατηρήθηκε 

έκφραση του γονιδίου Tbr1 που απαντάται σε νευρικά κύτταρα. Ως θετικός δείκτης 

χρησιμοποιήθηκε το housekeeping γονίδιο Hprt (Εικόνα 2). 

 

 
Εικόνα 2: Γονιδιακή έκφραση των βασικών δεικτών 

αυτοανανέωσης και ολοδυναμικότητας Oct4, Sox2 και 

Nanog (RT-PCR). Απουσία έκφρασης του νευρωνικού 

δείκτη Tbr1. Ως θετικός δείκτης χρησιμοποιήθηκε το 

γονίδιο Hprt. 

 

 

Μετά από 12 ημέρες διαφοροποίησης τα κύτταρα ανακαλλιεργήθηκαν σε 96-well πλάκα και 

η ύπαρξη πρόδρομων κυττάρων του εγκεφαλικού φλοιού ταυτοποιήθηκε από την έκφραση 

χαρακτηριστικών δεικτών με μεθόδους ανοσοφθορισμού και RT-PCR. Η βέλτιστη 

συγκέντρωση των NPs προσδιορίστηκε σε 5-7000 κύτταρα/well. Σε μικρότερες 

συγκεντρώσεις τα κύτταρα δε διαφοροποιούνται ενώ σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις 

παρατηρείται σχηματισμός συσσωματωμάτων και εκτεταμένος κυτταρικός θάνατος (τα 

δεδομένα δεν παρουσιάζονται).  

Αρχικά, η ύπαρξη νευρικών βλαστικών κυττάρων επιβεβαιώθηκε από την έκφραση του δείκτη 

Nestin. Τα κύτταρα ήταν θετικά για την έκφραση παραγόντων που επάγουν, μεταξύ άλλων 

λειτουργιών, τη διαφοροποίηση προς το ραχιαίο άξονα (Pax6, Tbr1) αλλά και για τους δείκτες 

GFAP και Sox2 που εκφράζονται σε Radial glial κύτταρα. Ο δείκτης Beta-III tubulin (ή Tuj1), 

μία πρωτεΐνη της οικογένειας των τουμπουλινών που απαντάται αποκλειστικά σε νευρικά 

κύτταρα, ανιχνεύθηκε σε μικρό ποσοστό. Τέλος, εντοπίστηκαν νευρώνες θετικοί για το δείκτη 

Reelin που αντιπροσωπεύει την ύπαρξη Cajal-Retzius κυττάρων τα οποία σηματοδοτούν την 

έναρξη της νευρογένεσης (οι πρώτοι νευρώνες στην ανάπτυξη του φλοιού) (Εικόνα 3). 
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Εικόνα 3: Δημιουργία πρόδρομων νευρικών κυττάρων του εγκεφαλικού φλοιού από εμβρυϊκά 

βλαστικά κύτταρα. (A) Έκφραση Nestin+ και Pax6+ σε πρόδρομα νευρικά κύτταρα σε ποσοστό 70% 

την ημέρα 12 της διαφοροποίησης. Ποσοστό 35% GFAP+ Radial glial κυττάρων με δίπολη (bipolar) 

μορφολογία. Μικρό ποσοστό Tuj1+ και Reelin+ νευρώνων. Οι πυρήνες των κυττάρων 

οπτικοποιήθηκαν με τη χρώση Hoechst. (Β) Ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων του 

ανοσοφθορισμού. Μέτρηση κυττάρων σε 3 πεδία. Στο διάγραμμα απεικονίζονται τα αποτελέσματα 

τριών τεχνικών επαναλήψεων και εκφράζονται ως mean ± SEM. (C) Έκφραση γονιδίων πρόδρομων 

νευρικών κυττάρων την ημέρα 12 της διαφοροποίησης (RT-PCR). Ως θετικός δείκτης 

χρησιμοποιήθηκε το γονίδιο Hprt. 

 

 

 

Η νευρογένεση αξιολογήθηκε μετά από 19, 21 και 28 ημέρες διαφοροποίησης, ελέγχοντας την 

έκφραση δεικτών που αντιστοιχούν σε ώριμους νευρώνες του φλοιού. Από την ημέρα 21, το 

70% των κυττάρων προσδιορίστηκε ως θετικό για τον δείκτη Tuj1. Μειωμένο ποσοστό 

κυττάρων βρέθηκε θετικό για την πρωτεΐνη Reelin. Μικρό ποσοστό βρέθηκε να αντιστοιχεί σε 

NPs όπως ταυτοποιήθηκε από την έκφραση των Nestin και Pax6 (Διάγραμμα 1). Tα 

περισσότερα Tuj1+ κύτταρα έχουν χαρακτηριστική μονόπολη (unipolar) μορφολογία (Εικόνα 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 06:51:16 EEST - 18.191.255.188



70 
 

4). Παρατηρείται διακριτή χωρική οργάνωση από άλλα είδη κυττάρων (τα δεδομένα δεν 

παρουσιάζονται). Η ύπαρξη ώριμων νευρώνων ταυτοποιήθηκε από την έκφραση του γονιδίου 

Map2. Παράλληλα, εντοπίστηκαν νευρώνες που αντιστοιχούν τόσο στις εσωτερικές όσο και 

στις εξωτερικές στιβάδες του φλοιού. Οι νευρώνες των εσωτερικών στιβάδων ταυτοποιήθηκαν 

από την έκφραση του γονιδίου Tbr1 και των ανώτερων στιβάδων από την έκφραση του Satb2. 

Όπως ήταν αναμενόμενο, η έκφραση του Satb2 αυξάνεται μετά τη μέρα 21 καθώς στη 

νευρογένεση, οι νευρώνες των ανώτερων στιβάδων εμφανίζονται τελευταίοι. Αντίστοιχα, η 

έκφραση του Tbr1 μειώνεται μετά την ημέρα 21. Τέλος, η ύπαρξη διεγερτικών πυραμιδικών 

νευρώνων ταυτοποιείται από την έκφραση του υποδοχέα Vglut (Διάγραμμα 2). 

 

 
Διάγραμμα 1: Αξιολόγηση της νευρογένεσης την ημέρα 21 της 

διαφοροποίησης. Ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων του 

ανοσοφθορισμού. Tuj1+ νευρώνες σε ποσοστό 70%. Το 15% των νευρώνων 

αντιστοιχεί σε Reelin+ Cajal Retzius κύτταρα. Ύπαρξη πρόδρομων νευρικών 

κυττάρων σε ποσοστό 30% όπως ταυτοποιείται από Nestin/Pax6+ κύτταρα και 

από GFAP+ Radial glial κύτταρα. GFAP+ αστροκύτταρα σε ποσοστό 10%. 

Μέτρηση κυττάρων σε 3 πεδία. Στο διάγραμμα απεικονίζονται τα 

αποτελέσματα τριών τεχνικών επαναλήψεων και εκφράζονται ως mean ± 

SEM. 
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Εικόνα 4: Νευρογένεση σε διαφορετικές μέρες διαφοροποίησης. 

Κυρίως Tuj1+ νευρώνες μετά την 21η ημέρα της διαφοροποίησης. Χαρακτηριστική μορφολογία νευρώνων 

με ευδιάκριτο άξονα, σώμα και δενδρίτες. Κυρίως μονόπολο σχήμα διεγερτικών πυραμιδικών νευρώνων. 

Διακριτή χωρική οργάνωση από άλλα είδη κυττάρων όπως φαίνεται από την απουσία GFAP+ κυττάρων 

στους νευρωνικούς πληθυσμούς. Οι πυρήνες των κυττάρων οπτικοποιήθηκαν με τη χρώση Hoechst. 

 

 

 
Διάγραμμα 2: Επίπεδα έκφρασης χαρακτηριστικών γονιδίων της 

νευρογένεσης. Μειωμένη γονιδιακή έκφραση Reelin, Nestin και Pax6 μετά την 

ημέρα 12. Αυξημένη έκφραση των γονιδίων Map2 και Vglut1 μετά την ημέρα 

21. Υψηλή έκφραση του γονιδίου Tbr1 την ημέρα 21 και μείωση μέχρι την 

ημέρα 28. Αυξημένη έκφραση του γονιδίου Satb2 μετά την ημέρα 21. Η 

κανονικοποίηση των δειγμάτων έγινε μέσω της μέτρησης των μεταγράφων του 

γονιδίου Hprt. Στο διάγραμμα απεικονίζονται τα αποτελέσματα ενός βιολογικού 

πειράματος.
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Η γλοιογένεση αξιολογήθηκε τις αντίστοιχες ημέρες διαφοροποίησης. Καθώς η νευρογένεση 

προηγείται της γλοιογένεσης, πριν την ημέρα 21 εντοπίζονται μόνο τα πρόδρομα 

νευρογλοιακά κύτταρα radial glial, θετικά για GFAP και Sox2 και κυρίως δίπολη (bipolar) 

μορφολογία. Από την ημέρα 21, εντοπίζεται πληθυσμός αστροκυττάρων, όπως ταυτοποιήθηκε 

από την έκφραση του δείκτη GFAP (Διάγραμμα 1) αλλά και από τη χαρακτηριστική 

πολυπολική (multipolar) μορφολογία (Εικόνα 5). Παρατηρείται διακριτή χωρική οργάνωση από 

άλλα είδη κυττάρων (τα δεδομένα δεν παρουσιάζονται). 

 

 
Εικόνα 5: Αξιολόγηση της γλοιογένεσης σε διαφορετικές ημέρες διαφοροποίησης. 

Μόνο Radial glial GFAP/Sox2+ κύτταρα εντοπίζονται την ημέρα 19. GFAP+ αστροκύτταρα σε ποσοστό 

μετά την ημέρα 21 της διαφοροποίησης. Χαρακτηριστική πολυπολική μορφολογία αστροκυττάρων και 

δίπολη Radial glial κυττάρων. Οι πυρήνες των κυττάρων οπτικοποιήθηκαν με τη χρώση Hoechst. 
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2.  Διερεύνηση της έκφρασης υποδοχέων νευροτροφινών από ESC-διαφοροποιημένους 

νευρώνες. 

Στην παρούσα μελέτη, διερευνήθηκε η έκφραση των υποδοχέων TrkA, TrkB και p75NTR στους 

ESC-διαφοροποιημένους νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού, καθώς στην παρούσα μελέτη οι 

υπό διερεύνηση φαρμακολογικές ουσίες δρουν μέσω των εν λόγω υποδοχέων.  

Αρχικά, αξιολογήθηκε η γονιδιακή έκφραση των υποδοχέων. Τα χρονικά σημεία που 

επιλέχθηκαν είναι οι ημέρες 12, 21 και 28 μετά τη διαφοροποίηση (Εικόνα 6). Τα 

αποτελέσματα δύο ανεξάρτητων πειραμάτων RT-PCR δείχνουν σημαντική έκφραση των TrkB 

και p75NTR σε όλα τα χρονικά σημεία, συγκριτικά με τη χαμηλή έκφραση του TrkA υποδοχέα. 

Επιπλέον, δεν παρατηρούνται σημαντικές διαφορές στην έκφραση των TrkB και p75NTR 

υποδοχέων μεταξύ των διαφορετικών ημερών της διαφοροποίησης. 

 

 
Εικόνα 6: Έλεγχος των μεταγραφικών επιπέδων των υποδοχέων των 

νευροτροφινών TrkA, TrkB και p75NTR. Υψηλή έκφραση των υποδοχέων 

TrkB και p75NTR αλλά όχι TrkA. Παρόμοια μεταγραφικά επίπεδα σε όλες τις 

ημέρες της διαφοροποίησης. Μυϊκά κύτταρα (C2C12) χρησιμοποιήθηκαν ως 

αρνητικό δείγμα αναφοράς για τους υποδοχείς TrkB και p75NTR Στο 

διάγραμμα απεικονίζονται τα αποτελέσματα δύο ανεξαρτήτων μεταξύ τους 

πειραμάτων και εκφράζονται ως mean ± SEM. Η κανονικοποίηση των 

δειγμάτων έγινε μέσω της μέτρησης των μεταγράφων του γονιδίου Hprt. 
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Στη συνέχεια διερευνήθηκε η ύπαρξη των λειτουργικών, γλυκοζυλιωμένων μορφών των 

υποδοχέων με ανοσοαποτύπωση κατά Western στα αντίστοιχα χρονικά σημεία (Εικόνα 7). 

Όπως αναμενόταν, παρατηρήθηκε έκφραση των υποδοχέων TrkB και p75NTR αλλά όχι TrkA. 

Το Gapdh χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης (loading control) του φορτώματος ισόποσης 

ποσότητας ολικής πρωτεΐνης μεταξύ των δειγμάτων. Δεν παρατηρούνται σημαντικές διαφορές 

στην έκφραση των υποδοχέων μεταξύ των διαφορετικών ημερών της διαφοροποίησης. 

 

 
Εικόνα 7: Αξιολόγηση της έκφρασης των ώριμων υποδοχέων των 

νευροτροφινών. Έκφραση των υποδοχέων των νευροτροφινών σε 

διαφοροποιημένους νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού. Οι νευρώνες εκφράζουν σε 

όλα τα χρονικά σημεία τους υποδοχείς TrkB και p75NTR αλλά όχι TrkA. Ως control 

της έκφρασης του TrkA χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά PC12. 

 

Με πειράματα ανοσοφθορισμού, επαληθεύθηκαν τα αποτελέσματα της ανοσοαποτύπωσης την 

ημέρα 21 της διαφοροποίησης. Ταυτόχρονα, ποσοτικοποιήθηκαν οι διαφοροποιημένοι Tuj1+ 

νευρώνες που εκφράζουν TrkB και p75NTR (Διάγραμμα 3Α). Η τοπολογία των υποδοχέων είναι 

τόσο πυρηνική όσο και μεμβρανική (Εικόνες 8A & 8B). 

Στη συνέχεια εξετάστηκε αν οι υποδοχείς εκφράζονται από τον κυτταρικό πληθυσμό 

νευρογλοιακών κυττάρων (Εικόνες 9A & 9B). Η ύπαρξη των υποδοχέων ποσοτικοποιήθηκε 
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σε GFAP+ κύτταρα (Διάγραμμα 3Β). Τα αποτελέσματα είναι ενδεικτικά δύο ανεξαρτήτων 

μεταξύ τους πειραμάτων. 

 

 
Διάγραμμα 3: Έκφραση των υποδοχέων των νευροτροφινών σε νευρώνες και νευρογλοιακά 

κύτταρα. (Α) Ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων του ανοσοφθορισμού. Όλα τα Tuj1+ κύτταρα 

εκφράζουν τους υποδοχείς TrkB και p75NTR. (Β) Όλα τα GFAP+ κύτταρα εκφράζουν τους υποδοχείς 

TrkB και p75NTR. Η ανάλυση του πειράματος πραγματοποιήθηκε με Operetta High Content Imaging 

System. 

 

 

 
Εικόνα 8: Έκφραση των υποδοχέων των νευροτροφινών σε νευρώνες. 

(A) Έκφραση του TrkB υποδοχέα σε ESC-νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού. Πυρηνική και μεμβρανική 

κυτταρική τοποθεσία. (B) Έκφραση του p75NTR υποδοχέα σε ESC-νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού. 

Πυρηνική και μεμβρανική κυτταρική τοποθεσία. Οι πυρήνες των κυττάρων οπτικοποιήθηκαν με τη χρώση 

Hoechst. 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 06:51:16 EEST - 18.191.255.188



76 
 

 
Εικόνα 9: Έκφραση των υποδοχέων των νευροτροφινών σε νευρογλοιακά κύτταρα. 

(A) Έκφραση του TrkB υποδοχέα σε ESC-νευρογλοιακά κύτταρα. Πυρηνική και μεμβρανική κυτταρική 

τοποθεσία (B) Έκφραση του p75NTR σε ESC-νευρογλοιακά κύτταρα. Πυρηνική και μεμβρανική κυτταρική 

τοποθεσία. Οι πυρήνες των κυττάρων οπτικοποιήθηκαν με τη χρώση Hoechst.
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3. Δημιουργία μοντέλου της νόσου του Alzheimer. 
 

3.1 Αξιολόγηση της τοξικότητας της β-αμυλοειδούς πρωτεΐνης. 

Στην παρούσα εργασία, δημιουργήσαμε μοντέλο της νόσου του Alzheimer με επώαση των 

ESC-διαφοροποιημένων νευρώνων με το τοξικό ολιγομερές πεπτίδιο Aβ(1-42). Οι νευρώνες 

επωάστηκαν με διαφορετικές συγκεντρώσεις του πεπτιδίου την ημέρα 21 της διαφοροποίησης 

που χαρακτηρίζεται από υψηλό ποσοστό νευρικών κυττάρων αλλά και αστροκυττάρων. 

Διαπιστώθηκε δοσοεξαρτώμενη τοξικότητα με τα μεγαλύτερα ποσοστά νέκρωσης στην 

υψηλότερη συγκέντρωση. Δεν παρατηρείται αύξηση του κυτταρικού θανάτου στη συνθήκη 

αναφοράς του ανάστροφου πεπτιδίου Aβ(42-1), όπως ήταν αναμενόμενο. Τα αποτελέσματα του 

διαγράμματος 4 είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξαρτήτων μεταξύ τους πειραμάτων 

(Διάγραμμα 4). 

 

 
Διάγραμμα 4: Νευροτοξική δράση του Aβ(1-42) σε νευρώνες του εγκεφαλικού 

φλοιού. Η ζωτικότητα των κυττάρων ως απόκριση στη δράση του Aβ(1-42) 

αξιολογήθηκε σε διαφοροποιημένους νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού και 

προσδιορίστηκε με φθορισμό Calcein/Pi. Προσδιορισμός της ζωτικότητας μετά από 

16h επώαση με το Aβ(1-42) σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. Διαπιστώθηκε 

δοσοεξαρτώμενη τοξικότητα του πεπτιδίου. Η ανάλυση του πειράματος 

πραγματοποιήθηκε με Operetta High Content Imaging System. Τα αποτελέσματα είναι 

αντιπροσωπευτικά τριών ανεξαρτήτων μεταξύ τους πειραμάτων και εκφράζονται ως 

mean ± SEM. *P < 0.05 και **P < 0.01 έναντι στη συνθήκη Control. 
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3.2 Διερεύνηση της έκφρασης της νευροτροφίνης BDNF. 

Αφότου διαπιστώσαμε τη δοσοεξαρτώμενη τοξικότητα του Aβ(1-42) ολιγομερούς πεπτιδίου 

στους διαφοροποιημένους νευρώνες, αποφασίσαμε να ελέγξουμε τα mRNA επίπεδα της 

νευροτροφίνης BDNF στις ίδιες συγκεντρώσεις. Πράγματι, κατά αναλογία, διαπιστώθηκε 

δοσοεξαρτώμενη μείωση των μεταγράφων της νευροτροφίνης BDNF ενώ δεν παρατηρείται 

μείωση με τη χρήση του ανάστροφου πεπτιδίου Aβ(42-1). Τα αποτελέσματα της εικόνας 10 είναι 

αντιπροσωπευτικά τριών ανεξαρτήτων μεταξύ τους πειραμάτων (Εικόνα 10). 

 

 
Εικόνα 10: Γονιδιακή έκφραση του BDNF σε Aβ-treated νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού. 

(A) Τα mRNA επίπεδα του BDNF ως απόκριση στη δράση του Aβ(1-42) αξιολογήθηκαν σε 

διαφοροποιημένους νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού και προσδιορίστηκαν με RT-PCR. Η 

κανονικοποίηση των δειγμάτων έγινε μέσω της μέτρησης των μεταγράφων του γονιδίου Hprt. (B) (B) 

Ποσοτικοποίηση της γονιδιακής έκφρασης μετά από 16h επώαση με το Aβ(1-42) σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις. Διαπιστώθηκε δοσοεξαρτώμενη μείωση της έκφρασης του BDNF. Τα αποτελέσματα 

είναι αντιπροσωπευτικά τριών ανεξαρτήτων μεταξύ τους πειραμάτων και εκφράζονται ως mean ± 

SEM. *P < 0.05, **P < 0.01 έναντι στη συνθήκη Control, *P < 0.05 μεταξύ των συγκεντρώσεων 2μΜ 

και 6μΜ και ***P < 0.001 μεταξύ των συγκεντρώσεων 6μM και 12μM. 

 

 

4.  Αξιολόγηση της νευροπροστατευτικής δράσης φαρμακολογικών ουσιών. 

Στην παρούσα εργασία αξιολογήθηκε η νευροπροστατευτική δράση δύο φαρμακολογικών 

ουσιών που μιμούνται τη δράση των νευροτροφινών. Πρόκειται για τις «μικρονευροτροφίνες» 

(MNTs) BNN27 και BNN20, με δράσεις ανάλογες των νευροτροφινών (NTs) NGF στην 

περίπτωση του BNN27 και των NGF και BDNF στην περίπτωση του BNN20. Ο 

φαρμακολογικός έλεγχος πραγματοποιήθηκε σε ESC-διαφοροποιημένους νευρώνες την ημέρα 

21 στους οποίους χορηγήθηκε το νευροτοξικό πεπτίδιο Aβ(1-42).  

Το πεπτίδιο χορηγήθηκε στην υψηλότερη συγκέντρωση έπειτα από τη διαπίστωση της 

δοσοεξαρτώμενης, νευροτοξικής του δράσης. Ταυτόχρονα χορηγήθηκαν οι 

μικρονευροτροφίνες αλλά και οι αντίστοιχες νευροτροφίνες τους. Διαπιστώθηκε εκτεταμένος 
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κυτταρικός θάνατος με την προσθήκη του Aβ(1-42) σε σχέση με το δείγμα αναφοράς (untreated) 

αλλά όχι με την προσθήκη του ανάστροφου πεπτιδίου Aβ(42-1). Στις περιπτώσεις όπου το 

πεπτίδιο προστέθηκε με τα φάρμακα παρατηρείται σημαντική επιβίωση των κυττάρων που 

προσεγγίζει τα επίπεδα του δείγματος αναφοράς (control). Τα αποτελέσματα της εικόνας 11 

είναι αντιπροσωπευτικά τεσσάρων ανεξαρτήτων μεταξύ τους πειραμάτων (Εικόνα 11). Η 

ανάλυση του πειράματος πραγματοποιήθηκε με Operetta High Content Imaging System. 

 

 

 
Εικόνα 11: Νευροπροστατευτική δράση των μικρονευροτροφινών BNN27 και BNN20 και τον 

αντίστοιχων νευροτροφινών τους NGF και BDNF. (Α) Η ζωτικότητα των κυττάρων ως απόκριση 

στη δράση των MNT-NTs αξιολογήθηκε σε διαφοροποιημένους νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού και 

προσδιορίστηκε με φθορισμό Calcein/Pi. (B) Ποσοτικοποίηση των θετικών για Calcein ή Pi νευρώνων 

μετά από 16h επώαση με το Aβ(1-42) και τους BNN27, BNN20, NGF ή BDNF. Η ανάλυση του 
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πειράματος πραγματοποιήθηκε με Operetta High Content Imaging system. Τα αποτελέσματα είναι 

αντιπροσωπευτικά τεσσάρων ανεξαρτήτων μεταξύ τους πειραμάτων και εκφράζονται ως mean ± SEM. 

*P < 0.05 και **P < 0.01 έναντι στη συνθήκη του Aβ(1-42). 

 

 

Βασιζόμενοι στα παραπάνω αποτελέσματα αποφασίσαμε να διερευνήσουμε τα σηματοδοτικά 

μονοπάτια επιβίωσης και θανάτου που ενεργοποιούνται ή καταστέλλονται ως απόκριση στις 

ιδιότητες των MNTs. Οι νευρώνες επωάστηκαν με το πεπτίδιο και τις φαρμακολογικές ουσίες 

και η σηματοδότηση αξιολογήθηκε με Western blot (Εικόνες 12 & 13). Παρατηρείται 

ενεργοποίηση των μονοπατιών επιβίωσης Akt (Εικόνα 12Α) και Erk (Εικόνα 12Β) και 

καταστολή του μονοπατιού c-jun (Jnk) (Εικόνα 13). Παρατηρείται φωσφορυλίωση της 

κινάσης Erk ως απόκριση σε όλες τις φαρμακολογικές ουσίες, ενώ μόνο στην περίπτωση των 

BNN20 και BDNF παρατηρείται φωσφορυλίωση της Akt κινάσης. Ισχυρότερη αντι-

αποπτωτική δράση φαίνεται να ασκούν οι BNN27 και NGF όπως φαίνεται από την μειωμένη 

ενεργοποίηση της Jnk φωσφορυλιωμένης κινάσης. 

 

 
Εικόνα 12: Οι μικρονευροτροφίνες επάγουν μονοπάτια επιβίωσης σε Αβ-treated νευρώνες του 

εγκεφαλικού φλοιού. (A) Τα επίπεδα της phosho-Akt κινάσης (p-Akt) ως απόκριση στη δράση των 

μικρονευροτροφινών. Η κανονικοποίηση πραγματοποιήθηκε ως προς τα επίπεδα της total-Akt (t-Akt). 

(Β) Τα επίπεδα της phosho-Erk κινάσης (p-Erk) ως απόκριση στη δράση των μικρονευροτροφινών. Η 

κανονικοποίηση πραγματοποιήθηκε ως προς τα επίπεδα της total-Erk (t-Erk). 
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Εικόνα 13: Οι μικρονευροτροφίνες επιδρούν στην ενεργοποίηση του μονοπατιού απόπτωσης JNK 

σε Αβ-treated νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού. Τα επίπεδα της phosho-JNK κινάσης (p-JNK) ως 

απόκριση στη δράση των μικρονευροτροφινών. Η κανονικοποίηση πραγματοποιήθηκε ως προς τα 

επίπεδα της total-JNK (t-JNK).
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Συμπεράσματα 

 

Οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες αποτελούν σοβαρές, χρόνιες διαταραχές του νευρικού 

συστήματος (Zuba-Surma et al., 2012) που χαρακτηρίζονται από την προοδευτική απώλεια 

νευρώνων και νευρογλοιακών κυττάρων, οδηγώντας στο θάνατο του ασθενούς. Μέχρι σήμερα, 

η μελέτη και οι προσπάθειες ίασης αξιοποιούν κατά κύριο λόγο ζωικά μοντέλα ή 

αθανατοποιημένες κυτταρικές σειρές (Kim et al., 2015). Ωστόσο, οι διαφορές στη φυσιολογία 

μεταξύ των μοντέλων αυτών και των ανθρώπων δυσχεραίνουν την κατανόηση των νόσων και 

την ανάπτυξη θεραπειών. 

Μία σημαντική ερευνητική προσπάθεια των τελευταίων είκοσι ετών είναι η in vitro δημιουργία 

νευρικού ιστού από βλαστοκύτταρα (Hansen et al., 2011). Πολλές ερευνητικές ομάδες έχουν 

αναπτύξει πρωτόκολλα διαφοροποίησης για την παραγωγή πρόδρομων και ώριμων νευρικών 

κυττάρων από ESCs/iPSCs τόσο ποντικού όσο και ανθρώπου (Gaspard et al., 2008; Shi et 

al., 2012; Hu and Zhang, 2009; Boissart et al., 2013). Οι μεθοδολογίες αυτές δίνουν τη 

δυνατότητα πρόσβασης σε ανθρώπινο νευρικό ιστό επιτρέποντας τη διερεύνησης της μοριακής 

αιτιολογίας του νευροεκφυλισμού, ενώ ταυτόχρονα καθίσταται δυνατή η σύγκριση των 

παθολογικών χαρακτηριστικών ανάμεσα σε ζωικά μοντέλα και στον άνθρωπο. 

Η νόσος του Alzheimer είναι μια προοδευτική νευροεκφυλιστική διαταραχή που πλήττει 

ισχυρά τη λειτουργικότητα του εγκεφαλικού φλοιού, την υπεύθυνη περιοχή για τη μνήμη και 

τη μάθηση (Masters et al., 2018). Τα δύο βασικά ορόσημα της νόσου είναι οι αμυλοειδείς 

πλάκες και τα νευροϊνιδιακά πλέγματα (NFTs) (Choi et al., 2016). 

Οι νευροτροφίνες (NTs) είναι καλά χαρακτηρισμένες πρωτεΐνες του κεντρικού και 

περιφερικού νευρικού συστήματος που επηρεάζουν καταλυτικά την επιβίωση και 

διαφοροποίηση των νευρώνων (Travaglia et al., 2012; Huang et al., 2001). Οι πρωτεΐνες 

αυτές και οι υποδοχείς τους, Trks και p75NTR, φαίνεται να κατέχουν σημαντικό ρόλο στην 

αιτιολογία και/ή στις παθολογικές συνέπειες της νόσου του Alzhemer, ως εκ τούτου 

εξετάζονται σήμερα για την ανάπτυξη θεραπευτικών στρατηγικών (Angelucci et al., 2014). 

Βασιζόμενοι στις παραπάνω γνώσεις, αποφασίσαμε να διερευνήσουμε τη νευροπροστατευτική 

δράση δύο συνθετικών φαρμακολογικών ουσιών, που μιμούνται τις ιδιότητες των 

νευροτροφινών, σε ένα μοντέλο της ασθένειας του Alzheimer προερχόμενο από εμβρυϊκά 

βλαστοκύτταρα. Αξιοποιώντας τη μεθοδολογία των Gaspard et al., 2009, τα ESCs αρχικά 

διαφοροποιήθηκαν σε πρόδρομα νευρικά κύτταρα του εγκεφαλικού φλοιού και στη συνέχεια 

σε ώριμα νευρικά και νευρογλοιακά κύτταρα. Η διαφοροποίηση αξιολογήθηκε σε διαφορετικά 
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χρονικά σημεία και διαπιστώθηκε σημαντική παραγωγή ώριμων διεγερτικών νευρώνων τις 

ημέρες της ώριμης διαφοροποίησης (late differentiation), όπως ταυτοποιήθηκαν από την 

έκφραση χαρακτηριστικών δεικτών. Αναμενόμενη ήταν η κινητική της έκφρασης 

χαρακτηριστικών γονιδίων μεταξύ πρόδρομων και ώριμων νευρικών κυττάρων όπως έχει 

αξιολογηθεί από τους Gaspard et al (Gaspard et al., 2008). Ταυτόχρονα, διαπιστώθηκε η 

ύπαρξη πληθυσμού νευρογλοιακών κυττάρων που ακολουθεί χρονικά τη νευρογένεση. 

Ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι οι πληθυσμοί των νευρικών και νευρογλοιακών κυττάρων 

παρουσιάζουν συγκεκριμένη τοπολογία και χωρική οργάνωση, διακριτή μεταξύ των 

διαφορετικών πληθυσμών, που δημιουργούν ένα ανομοιογενές μοτίβο καλλιέργειας. Τέλος, 

δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές μεταξύ των χρονικών σημείων της ώριμης 

διαφοροποίησης με εξαίρεση τη γένεση περισσότερων νευρώνων των ανώτερων στιβάδων. 

Καθώς η δράση των υπό έλεγχο φαρμακολογικών ουσιών ασκείται μέσω των υποδοχέων των 

νευροτροφινών (NTRs) TrkA, TrkB και p75NTR (Pediaditakis et al., 2016; Botsakis et al., 

2017), διερευνήσαμε την έκφρασή τους από τα διαφοροποιημένα κύτταρα. Παράλληλα, είναι 

γνωστό ότι οι NTRs εμπλέκονται σημαντικά στη νόσο του Alzheimer (Hock et al., 2000; Peng 

et al., 2009). Διαπιστώθηκε υψηλή έκφραση των TrkB και p75NTR στο σύνολο των νευρικών 

και των νευρογλοιακών κυττάρων ενώ απουσιάζει πλήρως ο υποδοχέας TrkA. Τα 

αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με βιβλιογραφικές αναφορές που ανιχνεύουν τους TrkB και 

p75NTR, αλλά όχι τον TrkA, σε primary κύτταρα εγκεφαλικού φλοιού (Zhang et al., 2013; 

Park et al., 2004; Cragnolini et al., 2009; Hutton et al., 1992). Εξετάζοντας την έκφραση 

των TrkB και p75NTR σε διαφορετικές ημέρες διαφοροποίησης, δεν παρατηρήσαμε σημαντική 

διακύμανση στην έκφραση τους. Το γεγονός αυτό πιθανώς οφείλεται στην έκφραση των 

υποδοχέων από τα πρόδρομα νευρικά και νευρογλοιακά κύτταρα που απαντώνται σε υψηλό 

ποσοστό νωρίς κατά τη διαφοροποίηση (early differentiation). Πράγματι, είναι γνωστός ο 

ρόλος των δύο υποδοχέων στην ανάπτυξη του κεντρικού και περιφερικού νευρικού 

συστήματος (Alcántara et al., 2006; Young et al., 2007). 

Ένα από τα κύρια ορόσημα της νόσου του Alzheimer είναι η συσσώρευση αμυλοειδών πλακών 

(Masters et al., 2018). Οι αμυλοειδείς πλάκες προκύπτουν από τοξικά ολιγομερή της β-

αμυλοειδούς πρωτεΐνης. Το ολιγομερές πεπτίδιο Aβ(1-42) χρησιμοποιείται από πολλούς 

ερευνητές για τη δημιουργία κυτταρικών και ζωικών μοντέλων του Alzheimer και την εύρεση 

νέων θεραπευτικών προσεγγίσεων (Yaar et al., 2002; Costantini et al., 2005; Sotthibundhu 

et al., 2008). 

Εφόσον αποδείξαμε τη διαφοροποίηση των ESCs σε νευρώνες του εγκεφαλικού φλοιού που 

εκφράζουν ισχυρά τους υποδοχείς των νευροτροφινών, αποφασίσαμε να αξιολογήσουμε την 
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τοξική επίδραση του ολιγομερούς Aβ(1-42) στους διαφοροποιημένους νευρώνες. Καθώς δεν 

παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές στο ποσοστό των νευρώνων του εγκεφαλικού φλοιού 

αλλά και στην έκφραση των υποδοχέων νευροτροφινών μεταξύ των χρονικών σημείων που 

αντιστοιχούν στην ώριμη διαφοροποίηση, αποφασίσαμε για πρακτικούς λόγους να 

μελετήσουμε τη επίδραση σε νευρώνες την ημέρα 21. Διαπιστώθηκε δοσοεξαρτώμενη 

τοξικότητα όπως έχει παρατηρηθεί κι από άλλους ερευνητές (Arancibia et al., 2008). 

Είναι γνωστό ότι στη νόσο του Alzheimer, τα επίπεδα του BDNF μειώνονται προοδευτικά με 

την εξέλιξη της νόσου (Laske et al., 2006, Angelucci et al., 2010; Forlenza et al., 2010). 

Βασιζόμενοι σε αυτή τη γνώση, αποφασίσαμε να ελέγξουμε τη γονιδιακή έκφραση του BDNF 

έπειτα από τη χορήγηση του ολιγομερούς Aβ(1-42) για 16 ώρες στους διαφοροποιημένους 

νευρώνες. Το αποτέλεσμα ήταν δοσοεξαρτώμενη μείωση των μεταγράφων γεγονός το οποίο 

έρχεται σε συμφωνία με το πείραμα της νευροτοξικότητας. Παρόμοια αποτελέσματα 

παρουσιάζουν οι Garzon et al., σε κυτταρική σειρά νευροβλαστώματος (neuroblastoma) 

(Garzon et al., 2007). Εύλογα αξίζει να διερευνήσουμε τα πρωτεϊνικά επίπεδα της 

ενδοκυτταρικής αλλά και εκκρινόμενης BDNF στις αντίστοιχες συνθήκες αλλά και το 

μηχανισμό με τον οποίο το Αβ ολιγομερές επιδρά στην έκφραση αυτής της νευροτροφίνης. 

Έχοντας αποδείξει τη δημιουργία in vitro μοντέλου της νόσου του Alzheimer, 

πραγματοποιήσαμε τον έλεγχο δύο φαρμακολογικών ουσιών που ονομάζονται 

μικρονευροτροφίνες (MNTs). Πρόκειται για τα συνθετικά χημικά μόρια BNN27 και BNN20 

με ιδιότητες ανάλογες των νευροτροφινών NGF και BDNF. Οι MNTs παρουσιάζουν 

σημαντική προοπτική ως θεραπευτικά μόρια νευροεκφυλιστικών νόσων καθώς διαπερνούν 

τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και δεν παρουσιάζουν τοξικότητα για τον οργανισμό 

(Gravanis et al., 2017). Διερευνώντας τη ζωτικότητα των νευρώνων, διαπιστώθηκε 

σημαντική νευροπροστατευτική δράση στις συνθήκες τόσο των MNTs όσο και των 

αντίστοιχων νευροτροφινών τους έναντι στο τοξικό ολιγομερές Aβ(1-42), επιβεβαιώνοντας την 

ανάλογη δράση τους. Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με βιβλιογραφικές αναφορές που 

υποστηρίζουν τη νευροπροστατευτική δράση των BDNF και NGF έναντι στο τοξικό Aβ(1-42) 

(Arancibia et al., 2008; Yankner et al., 1990). 

Στο τελευταίο μέρος της παρούσας μελέτης, διερευνήσαμε τα σηματοδοτικά μονοπάτια που 

ενεργοποιούνται ή καταστέλλονται ως απόκριση στις ιδιότητες των νευροτροφινών. 

Διαπιστώθηκε ισχυρή ενεργοποίηση των μονοπατιών επιβίωσης των Akt και Erk κινασών ως 

απόκριση στον BNN20 και στην νευροτροφίνη BDNF. Το γεγονός αυτό πιθανώς διενεργείται 

μέσω του TrkB υποδοχέα που είναι γνωστό ότι ενεργοποιείται από τις δύο αυτές 

φαρμακολογικές ουσίες (Botsakis et al., 2017). Δεν παρατηρείται ανάλογη ενεργοποίηση στην 
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περίπτωση των BNN27 και NGF πιθανώς επειδή ασκούν τη δράση τους μέσω του TrkA 

υποδοχέα (Pediaditakis et al., 2016) που απουσιάζει από το συγκεκριμένο μοντέλο. 

Γνωρίζοντας ότι οι MNTs αλλά και οι NGF/BDNF παρουσιάζουν συγγένεια για τον p75NTR 

υποδοχέα, ελέγξαμε τη σηματοδότηση του αποπτωτκού μονοπατιού c-jun (JNK). 

Διαπιστώθηκαν χαμηλότερα επίπεδα της JNK κινάσης σε όλες τις φαρμακολογικές ουσίες σε 

σχέση με τη συνθήκη του Aβ(1-42), με μικρότερα στην περίπτωση του BNN27. Αυτό το γεγονός 

μας οδήγησε στην υπόθεση ότι ο BNN27 και ο NGF, σε απουσία του TrkA υποδοχέα, ασκούν 

τη νευροπροστατευτική τους δράση εμποδίζοντας την απόπτωση που επάγεται από το Aβ(1-42) 

μέσω του p75NTR (Costantini et al., 2005). Η υπόθεση αυτή συμφωνεί με βιβλιογραφικές 

αναφορές που υποστηρίζουν ότι παρά την έλλειψη του TrkA σε νευρώνες του εγκεφαλικού 

φλοιού (Lee et al., 1998; Park et al., 2004), ο NGF επάγει αντιαποπτωτικές δράσεις in vivo 

και in vitro μέσω του p75NTR, ενώ ο BDNF επάγει επιβίωση μέσω του TrkB υποδοχέα (Kume 

et al., 2000; Culmsee et al., 1999; Minichiello and Klein, 1996; Courtney et al., 1997). Οι 

παραπάνω υποθέσεις μπορούν να διερευνηθούν με τη χρήση αναστολέων των NTRs 

επιβεβαιώνοντας τo αποκλειστικό ρόλο τους στη δράση των MNTs.  

Στην παρούσα εργασία, αποδείξαμε τις νευροπροστατευτικές ιδιότητες δύο καινοτόμων 

φαρμακολογικών ουσιών, ΒΝΝ20 και ΒΝΝ27, σε ένα μοντέλο της νόσου του Alzheimer 

προερχόμενο από τη διαφοροποίηση εμβρυϊκών βλαστοκυττάρων ποντικού σε νευρικά 

κύτταρα του εγκεφαλικού φλοιού. Η ικανότητα αποδιαφοροποίησης σωματικών κυττάρων του 

ανθρώπου σε επαγόμενα βλαστοκύτταρα (iPSCs) και η διαφοροποίησή τους σε νευρώνες του 

εγκεφαλικού φλοιού έχει επιτρέψει τα τελευταία χρόνια τη μελέτη ανθρώπινων 

νευροεκφυλιστικών ασθενειών και την ανάπτυξη εξατομικευμένων θεραπειών. Συνεπώς, το 

επόμενο στάδιο της παρούσας ερευνητικής εργασίας είναι η προκλινική μελέτη των MNTs σε 

ανθρώπινο νευρικό ιστό ασθενών της νόσου του Alzheimer, διαφοροποιώντας ανθρώπινα 

εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα. Καθώς οι ex vivo συνθήκες προσομοιάζουν ισχυρότερα τον in vivo 

φαινότυπο, το παραπάνω εγχείρημα αναμένεται να πραγματοποιηθεί με τη δημιουργία 

τρισδιάστατου (3D) μοντέλου της νόσου του Alzheimer, αξιοποιώντας καινοτόμα 3D πορώδη 

ικριώματα βιοϋλικών, όπως κολλαγόνο. Το γεγονός αυτό θα επιτρέψει με μεγαλύτερη ακρίβεια 

τη διερεύνηση της επίδρασης των MNTs στην πρόοδο της νόσου, παρέχοντας σημαντικές 

πληροφορίες πριν από την έναρξη κλινικών μελετών. 

Αναντίρρητα, ο συνδυασμός των επιστημονικών πεδίων των βλαστοκυττάρων και των 

βιοϋλικών και η ανάπτυξη καινοτόμων φαρμακολογικών ουσιών δίνει ελπίδες για την εύρεση 

μόνιμης ίασης των νευροεκφυλιστικών νόσων, που σήμερα αποτελούν ένα παγκόσμιο 
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κοινωνικό πρόβλημα, επιτρέποντας το σχεδιασμό εξατομικευμένων θεραπειών σύμφωνα με 

τη γενετική ταυτότητα και τις ιδιαιτερότητες του κάθε ασθενή.  
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