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ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΕΙΚΟΝΩΝ

Ο κύκλος φωτοσύνθεσης - κυτταρικής αναπνοής: Μετατροπή της 
ηλιακής ενέργειας σε ΑΤΡ.
Παραγωγή ελευθέρων ριζών.
Οι ελεύθερες ρίζες μπορούν να οξειδώσουν λιπίδια, πρωτεΐνες, DNA 
και RNA.
Ασθένειες που προκαλούνται από την επίδραση των ελευθέρων 
ριζών.
Οξειδωτικό στρες, η διαταραγμένη ισορροπία μεταξύ παραγωγής 
δραστικών ειδών και αντιοξειδωτικών, προς όφελος των πρώτων.
Η ουβικινόνη (Q) ανάγεται προς ουβικινόλη (QH2) μέσω μιας 
ενδιάμεσης ημικινόνης (QH.).
Παραγωγή ελευθέρων ριζών από το σύστημα της οξειδάσης της 
ξανθίνης.
Παραγωγή Η202 από τα Τ λεμφοκύτταρα κατά τη φλεγμονώδη 
αντίδραση.
Σχηματική απεικόνιση των κυτταρικών διαδικασιών που συμμετέχουν 
στη δημιουργία φαινοτύπου και η σχέση τους στο πρωτέωμα 
Λίστα οργανιδίων με τον αντιπροσωπευτικό, για το καθένα, αριθμό 
πρωτεϊνών που έχουν τακτοποιηθεί με τη χρήση των μεθόδων 
πρωτεωμικής.
Διαδικασία ελέγχου ασθενούς πρωτεώματος.
Διαδικασία ανεύρεσης πιθανών φαρμακευτικών στόχων για την 
καταπολέμηση του καρκίνου .
Από το DNA στην πρωτεΐνη: Το γονίδιο χρησιμεύει ως ταμπλέτα για 
τη σύνθεση μίας πρωτεΐνης.
Διάγραμμα ροής της διαδικασίας ανίχνευσης πρωτεϊνών πηκτώματος 
2-DE με τη χρήση προγράμματος υπολογιστή και φασματοσκοπία 
μάζας.
Απεικόνιση της ανατομίας μυών των πίσω ποδιών. Είναι ευδιάκριτη η 
θέση των υποκνημίδιων μυών (soleus).
Τρόπος διαχωρισμού πρωτεϊνών στα πηκτώματα.
Αποτέλεσμα 2-D ηλεκτροφόρησης Α υποκνημίδιου μυός μη
ασκούμενου επιμύου.
Αποτέλεσμα 2-D ηλεκτροφόρησης Α υποκνημίδιου μυός ασκούμενου 
επιμύου.
Αποτέλεσμα 2-D ηλεκτροφόρησης Β υποκνημίδιου μυός μη
ασκούμενου επιμύου.
Αποτέλεσμα 2-D ηλεκτροφόρησης Β υποκνημίδιου μυός ασκούμενου 
επιμύου.

ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΠΙΝΑΚΩΝ

Δραστικά είδη οξυγόνου (ROS) και αζώτου (RNS). 
Παράγοντες που επάγουν το οξειδωτικό στρες.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Σε προηγούμενες μελέτες έχει βρεθεί ότι η εξαντλητική αερόβια άσκηση αυξάνει 

το οξειδωτικό στρες στο σκελετικό μυ. Οι ελεύθερες ρίζες έχουν την ικανότητα να 

οξειδώνουν τις πρωτεΐνες με αποτέλεσμα να αλλάζει η δομή και η λειτουργία τους. 

Πιθανές λοιπόν ποιοτικές και ποσοτικές πρωτεωμικές διαφορές θα μπορούσαν να 

εντοπιστούν σε ασκούμενο σκελετικό μυ. Εν τούτοις, δεν έχει πραγματοποιηθεί, σε 

μεγάλο βαθμό, πειραματική προσέγγιση για την εξέταση του σκελετικού μυϊκού 

πρωτεώματος ως απόκριση στην άσκηση. Είναι γενικά αποδεκτό ότι κατά τη διάρκεια 

αερόβιας άσκησης το ποσοστό σύνθεσης μυϊκών πρωτεϊνών μειώνεται ελαφρώς, αλλά 

όχι σημαντικά. Αντίθετα, μετά από 4 ώρες αποκατάστασης από τη μυϊκή άσκηση η 

πρωτεϊνική σύνθεση αυξάνεται σημαντικά σε επίμυες μετά από εξαντλητική αερόβια 

άσκηση. Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας ήταν να εξετάσει την επίδραση 

της εξαντλητικής αερόβιας άσκησης στην έκφραση πρωτεϊνών στον υποκνημίδιο μυ 

επιμύων. Για το λόγο αυτό πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων σε 

ομογενοποιημένο μυϊκό ιστό, τόσο ασκούμενων όσο και μη ασκούμενων επιμύων, των 

οποίων τα αποτελέσματα συγκρίθηκαν για τον εντοπισμό πιθανών διαφορών. 

Εξετάστηκαν συνολικά οκτώ πηκτώματα 2-D ηλεκτροφορήσεων (4 ασκούμενοι και 4 μη 

ασκούμενοι επίμυες). Παρατηρήθηκαν ορισμένες πιθανές ποιοτικές διαφορές στην 

έκφραση πρωτεϊνών μεταξύ ασκούμενων και μη ασκούμενων επιμύων με την εμφάνιση 

των πρωτεϊνών αυτών να επικεντρώνεται στην περιοχή του πηκτώματος των πρωτεϊνών 

με ρΐ ~5 και MW 30-75. Ωστόσο δεν εντοπίστηκαν πρωτεΐνες που να παρουσιάζουν 

διαφορετική έκφραση με επαναλήψιμο τρόπο στην πλειοψηφία του συνόλου των 

πηκτωμάτων. Για το λόγο αυτό και έως ότου επιβαιβαιωθούν οι πιθανές διαφορές, καμία 

πρωτεϊνική κηλίδα δεν αποκόπηκε από τα πηκτώματα ώστε να ταυτοποιηθεί με 

φασματοσκοπία μάζας. Συμπερασματικά, με τη χρήση αυτής της μεθόδου έχουμε 

εντοπίσει πρωτεΐνες που εκφράστηκαν μόνο μετά από την εξαντλητική αερόβια άσκηση. 

Εν τούτοις, η έκφραση τους δεν επαναλαμβανόταν στην πλειοψηφία του συνόλου των 

οκτώ πηκτωμάτων και γι’αυτό δεν επιβεβαιώθηκε η αλλαγή στην έκφραση τους. 

Δεδομένου ότι με την παρούσα εργασία εξετάστηκε ένα μικρό δείγμα μυϊκών πρωτεϊνών, 

η αξιολόγηση αυτών των αποτελεσμάτων θα εξαρτηθεί από τη μελέτη της απόκρισης 

ενός μεγαλύτερου συνόλου μυϊκών πρωτεϊνών στην εξαντλητική αερόβια άσκηση.

3



ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1. Οξυγόνο

Η εξέλιξη της φωτοσυνθετικής διαδικασίας από τα κυανοβακτήρια οδήγησε στην 

εμφάνιση του οξυγόνου σε σημαντικά ποσοστά στην ατμόσφαιρα της γης 2,5 

δισεκατομμύρια χρόνια πριν, καθώς με τη διαδικασία αυτή παγιδεύουν την ηλιακή 

ενέργεια και τη χρησιμοποιούν. Με τη φωτοσύνθεση, η ηλιακή ενέργεια χρησιμοποιείται 

για τη μετατροπή του Η20 και του C02 σε υδατάνθρακες με ταυτόχρονη απελευθέρωση 

02 στην ατμόσφαιρα σύμφωνα με την παρακάτω αντίδραση.

C02 + Η20 + ηλιακή ακτινοβολία^ 02 + υδατάνθρακες 

Καθώς τα φωτοσυνθετικά βακτήρια πλήθαιναν, τα ποσά του οξυγόνου στην 

ατμόσφαιρα αυξάνονταν συνεχώς. Ως εκ τούτου, εμφανίστηκαν οι οργανισμοί που 

χρησιμοποιούσαν αυτό το στοιχείο στη διαδικασία μετατροπής της τροφής σε ενέργεια 

υπό τη μορφή τριφωσφορικής αδενοσίνης (ΑΤΡ) (εικόνα 1).

CH20 + 02-> C02+ Η20 + ενέργεια (Αντίδραση 2)

Εικόνα 1: Ο κύκλος φωτοσύνθεσης - κυτταρικής αναπνοής: Μετατροπή της ηλιακής ενέργειας 
σε ΑΤΡ.
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Η διαδικασία που αντιπροσωπεύει η πιο πάνω αντίδραση είναι η αναπνοή και 

εξελικτικά επικράτησε στους περισσότερους αερόβιους οργανισμούς, καθώς η ενέργεια 

που παράγεται κατά την αναπνοή είναι πολύ μεγαλύτερη από αυτή της ζύμωσης. Η 

ανάπτυξη προσαρμοστικών αντιοξειδωτικών μηχανισμών πιστεύεται ότι εξελίχθηκε 

προγενέστερα, συγκριτικά με το μηχανισμό της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης στα 

μιτοχόνδρια. Ωστόσο, ο αερόβιος μεταβολισμός πέρα από τα μεγάλα ποσά ενέργειας 

συνεπάγεται και την παραγωγή τοξικών προϊόντων, όπως των ελευθέρων ριζών. Οι 

αερόβιοι οργανισμοί επιζούν λόγω του ότι διαθέτουν αντιοξειδωτικές άμυνες που τους 

προστατεύουν από τη δράση τους (Halliwell & Gutteridge 1998).

2. Ελεύθερες ρίζες

Ελεύθερη ρίζα είναι ένα χημικό μόριο ή ένωση που περιέχει ένα ή περισσότερα 

ασύζευκτα ηλεκτρόνια στην εξωτερική στιβάδα σθένους. Η διαμόρφωση αυτή, η οποία 

είναι εξαιρετικά ασταθής, προκύπτει είτε από την απώλεια είτε από την προσθήκη ενός 

ηλεκτρονίου στην εξωτερική στοιβάδα σθένους (Mylonas & Kouretas 1999). Όταν ένα ή 

περισσότερα ηλεκτρόνια της εξωτερικής στοιβάδας μένει μονήρες, το μόριο γίνεται 

ασταθές και έτσι τείνει να αντιδράσει με άλλα μόρια (Bulkley 1990). Εξαιτίας της 

αυξημένης χημικής τους δραστικότητας, οι ελεύθερες ρίζες αντιδρούν ταχύτατα με μόρια 

ή άλλες ελεύθερες ρίζες προκειμένου να συμπληρώσουν την εξωτερική τους στιβάδα. Οι 

ελεύθερες ρίζες έχουν βλαβερές επιδράσεις στα διάφορα βιομόρια αλλά συμμετέχουν και 

σε φυσιολογικές διαδικασίες.

Η πιο σημαντική κατηγορία ελευθέρων ριζών είναι τα δραστικά είδη οξυγόνου 

(reactive oxygen species, ROS), τα οποία προέρχονται από το οξυγόνο. Εκτός από τις 

ελεύθερες ρίζες οξυγόνου υπάρχουν και παράγωγα του οξυγόνου που αν και δεν είναι 

ρίζες, είναι αρκετά δραστικά (Deaton et al., 2003). Η αναγωγή του μοριακού οξυγόνου 

δίνει μία μεγάλη ποικιλία ROS, τα οποία είναι γενικά βραχύβια και ιδιαίτερα δραστικά 

(πίνακας 1). Ενδεικτικά αναφέρονται το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), το ιόν 

υδροξυλίου (ΟΗ) και το ανιόν του σουπεροξειδίου (Ο2'). Εκτός από τα ROS, υπάρχουν 

τα δραστικά είδη αζώτου (reactive nitrogen species, RNS) που προέρχονται από το 

άζωτο (πίνακας 1), τα δραστικά είδη θείου (reactive sulfur species, RSS) που
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προέρχονται από το θείο και τα δραστικά είδη χλωρίου (reactive chlorine species, RCS) 

που προέρχονται από το χλώριο.

Πίνακας 1. Δραστικά είδη οξυγόνου (ROS) και αζώτου (RNS)

ROS RNS
Σουπεροξείδιο (02) Μονοξείδιο του αζώτου (NO)

Ρίζες Ρίζα υδροξυλίου (ΟΗ) 

Ρίζα αλκοξυλίου (RO)

Διοξείδιο του αζώτου (Ν02)

Υπεροξείδιο υδρογόνου (Η202) Νιτρώδες οξύ (ΗΝ02)

Υποχλωριώδες οξύ (HOC1) Νιτρικό κατιόν (ΝΟ+)

Μη-ρίζες Υποβρωμιόδες οξύ (HOBr) Νιτρικό ανιόν (NO')

Όζον (03) Τετροξείδιο του αζώτου (Ν204)

Singlet oxygen (’Ag) Τριοξείδιο του αζώτου (Ν203) 

Υπεροξυνιτρικό (ΟΝΟΟΗ)

3. Παραγωγή ελευθέρων ριζών

Οι ελεύθερες ρίζες μπορούν να παραχθούν μέσω: 

α. Απώλειας ενός ηλεκτρονίου από μια μη-ρίζα: Υ —» e' + Υ ’ 

β. Απόκτησης ενός μονήρους ηλεκτρονίου από μια μη-ρίζα: Υ + e' -» Υ' 

γ. Ομολυτικής διάσπασης, όπου ο ομοιοπολικός δεσμός διασπάται συμμετρικά έτσι ώστε 

κάθε τμήμα του μορίου λαμβάνει ένα ηλεκτρόνιο: Η-τΟ-ηΗ—»Η + ΟΗ 

δ. Ετερολυτικής διάσπασης, όπου ο ομοιοπολικός δεσμός διασπάται μη-συμμετρικά, έτσι 

ώστε και τα δύο δεσμικά ηλεκτρόνια παραμένουν στο ίδιο τμήμα, αφήνοντας το άλλο με 

ένα κενό τροχιακό (Halliwell and Gutteridge 1998): Η^Ο^-Η—>H+ + OH'

Οι ελεύθερες ρίζες παίρνουν μέρος σε δύο είδη αντιδράσεων: 

α. Μπορούν να συνδεθούν μεταξύ τους (αντιδράσεις ρίζας-ρίζας), οπότε παράγεται μη- 

ρίζα και το προϊόν αυτό είναι συνήθως λιγότερο δραστικό από τα αντιδρώντα.
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Χαρακτηριστικά παραδείγματα τέτοιων αντιδράσεων είναι τα ακόλουθα.

1. Η + Η -> Η2

2. 02.- + NO. -> ΟΝΟΟ'

β. Μπορούν να αντιδράσουν με μια μη-ρίζα οπότε σχηματίζεται μια νέα ελεύθερη ρίζα.

Συγκεκριμένα, οι ρίζες κατά την αντίδρασή τους με άλλα μόρια προκειμένου να 

συμπληρώσουν την εξωτερική τους στιβάδα μετατρέπουν το μόριο-στόχο σε ρίζα. Αυτό 

έχει ως αποτέλεσμα την έναρξη μιας αλυσιδωτής αντίδρασης, η οποία συνεχίζεται μέχρι 

να συναντηθούν δύο ρίζες, οπότε λαμβάνει χώρα αντίδραση ρίζας-ρίζας.

4. Πηγές παραγωγής ελευθέρων ριζών

Η παραγωγή ελευθέρων ριζών στους ζωντανούς οργανισμούς είναι συνεχής κι 

αναπόφευχτη. Υπάρχει ένας σημαντικός αριθμός πηγών ελευθέρων ριζών, οι οποίες είναι 

τόσο ενδογενείς όσο και εξωγενείς (εικόνα 2).

Ενδογενείς πηγές παραγωγής ελευθέρων ριζών

α. Η οξειδωτική φωσφορυλίωση. Είναι μία διαδικασία, η οποία λαμβάνει χώρα 

στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων και θεωρείται ίσως η σημαντικότερη 

ενδογενής πηγή ROS. Υπολογίζεται ότι 2-5% περίπου του οξυγόνου που χρησιμοποιείται 

για τον αερόβιο μεταβολισμό μετατρέπεται σε ROS (Boveris & Cadenas 1997). Όπως 

είναι γνωστό, η απαραίτητη για τους οργανισμούς ενέργεια (ΑΤΡ) παράγεται κατά τη 

μεταφορά ηλεκτρονίων, μέσω της αναπνευστικής αλυσίδας, στο οξυγόνο. Ωστόσο, κατά 

τη διάρκεια αυτής της διαδικασίας, κάποια ηλεκτρόνια διαφεύγουν από την 

αναπνευστική αλυσίδα με αποτέλεσμα την παραγωγή ελευθέρων ριζών ως 

παραπροϊόντων.

β. Η φλεγμονώδης αντίδραση. Κατά τη διάρκεια της φλεγμονής τα φαγοκύτταρα 

(ουδετερόφιλα, εωσινόφιλα, μονοκύτταρα και μακροφάγα) παράγουν ελεύθερες ρίζες 

κατά τη δράση τους.

γ. Το σύστημα του κυτοχρώματος Ρ450. Το κυτόχρωμα Ρ450 αποτελεί μία εξίσου 

σημαντική πηγή παραγωγής ROS. Σε αυτό εντοπίζεται το ενζυμικό σύστημα των 

μονοοξυγενασών, το οποίο εκτός από την αποτοξίνωση των ξενοβιοτικών παραγόντων
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(πχ φάρμακα, εντομοκτόνα κ.α.) είναι υπεύθυνο και για το σχηματισμό των ROS. 

Ηλεκτρόνια μεταφέρονται από το NADH ή το NADPH στο μοριακό οξυγόνο 

οξειδώνοντας το υπόστρωμα (π.χ. φάρμακο), σύμφωνα με την παρακάτω αντίδραση:

RH (φάρμακο) + 02 + NADPH + Η+ —► ROH + NADP+ +Η20 

δ. Υπεροξειδιοσώματα. Αποτελούν μία ακόμη ενδογενή πηγή ROS, κυρίως 

υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η202). Πρόκειται για μικρά μεμβρανικά κυστίδια που 

περιέχουν εξειδικευμένα ένζυμα, τα οποία μεσολαβούν σε αντιδράσεις οξείδωσης 

(Alberts, 2000).

Εξωγενείς πηγές παραγωγής ελευθέρων ριζών

α. Διάφορα βιομόρια. Αυτοοξείδωση μορίων. Σε αυτά ανήκουν οι φλαβίνες, οι 

κατεχολαμίνες, οι θειόλες και η αιμογλοβίνη που μπορούν να αυτοοξειδωθούν 

σχηματίζοντας σουπεροξείδιο (02 ') (Cutler 1994).

β. Στις εξωγενείς πηγές ελευθέρων ριζών περιλαμβάνονται το κάπνισμα, η 

ρύπανση του περιβάλλοντος, η κατανάλωση αλκοόλ, η άσκηση, (η υποξία ή υπεροξία), η 

ήλεκτρομαγνητική ακτινοβολία (συμπεριλαμβανομένης της ηλιακής) και διάφορα 

συντηρητικά τροφών. Συγκεκριμένα, αυξημένα επίπεδα 8-υδροξυγουανίνης 

(μεταλλαξιγόνος βάσης που είναι αποτέλεσμα δράσης ελευθέρων ριζών) έχουν 

παρατηρηθεί στα λευκοκύτταρα μετά από άσκηση (Inoue et al., 1993; Poulsen et al., 

1993), κάπνισμα (Suzuki et al., 1995), έκθεση σε καπνό (Howard et al., 1998) και 

κατανάλωση αλκοόλ (Nakajima et al., 1998). Επίσης, πολλές τροφές περιέχουν διάφορα 

χημικά, όπως εντομοκτόνα και φυτοφάρμακα, που οδηγούν στο σχηματισμό ελευθέρων 

ριζών μέσα στο σώμα. Ακόμη, κάποια επεξεργασμένα τρόφιμα περιέχουν σε υψηλά 

επίπεδα υπεροξείδια λιπιδίων, τα οποία σχηματίζουν ελεύθερες ρίζες που βλάπτουν το 

καρδιαγγειακό σύστημα. Τέλος, μία άλλη πολύ σημαντική πηγή ελευθέρων ριζών είναι 

το άγχος που ενεργοποιεί την απόκριση του σώματος στο στρες, η οποία έχει ως 

αποτέλεσμα την παραγωγή ελευθέρων ριζών. Επιπλέον, οι ορμόνες που εμπλέκονται 

στην απόκριση στο στρες, όπως η κορτιζόλη και οι κατεχολαμίνες αποικοδομούνται σε 

ιδιαίτερα επιβλαβείς ελεύθερες ρίζες.

8



Εικόνα 2: Παραγωγή ελευθέρων ριζών

5. Θετικές επιδράσεις

α. Οι ελεύθερες ρίζες χρησιμεύουν ως κυτταρικοί αγγελιοφόροι στα 

σηματοδοτικά μονοπάτια και έχουν την ικανότητα να μεταβάλλουν το επίπεδο 

οξειδοαναγωγής (Sen et al., 1996; Reid 2001; Sen 2001; Linnane et al., 2002). Επίσης, 

συμμετέχουν στη ρύθμιση των υποδοχέων ινσουλίνης με δράση κινάσης τυροσίνης 

(Schmid et al., 1999). Ακόμα, συμβάλλουν στην ενεργοποίηση των κυτταροπλασματικών 

πρωτεϊνικών κινασών, του καταρράκτη κινασών ΜΑΡΚ καθώς και των μεταγραφικών 

παραγόντων ΑΡ-1 (Nose et al, 1991; Schieven et al, 1994) και NF-kB (Devary et al., 

1991). Επιπλέον, οι ROS συμβάλλουν στη ρύθμιση μοριακών μηχανισμών που 

συνδέονται με την ανοσία, τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, το μεταβολισμό και την 

απόπτωση (Hensley et al., 2002).

β. Οι ROS διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο και στη μυϊκή συστολή καθώς έχει 

βρεθεί ότι η αναστολή παραγωγής των ROS οδηγεί σε απώλεια της ικανότητας συστολής 

των μυϊκών ινών (Reid 2001; Linnane et al., 2002). Ωστόσο, αυξημένη ποσότητα ROS 

στους μυϊκούς ιστούς έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση μυϊκής κόπωσης.
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γ. Η συνεισφορά των ελευθέρων ριζών και στο ανοσοποιητικό σύστημα είναι 

αξιοσημείωτη, καθώς παράγονται από τα φαγοκύτταρα και δρουν ενάντια στα αντιγόνα 

κατά τη διάρκεια της φαγοκύτωσης, όπως συμβαίνει στη διαδικασία της φλεγμονής 

(Finaud et al., 2006).

6. Αρνητικές επιδράσεις

Οι αρνητικές επιδράσεις των ελευθέρων ριζών, οι οποίες οφείλονται κυρίως στην 

οξείδωση μακρομορίων (εικόνα 3), μπορούν να συνοψιστούν στις εξής:

Εικόνα 3 : Οι ελεύθερες ρίζες μπορούν να οξειδώσουν λιπίδια, πρωτεΐνες, DNA και RNA.

α. Υπεροξείδωση λιπιδίων. Οι κυτταρικές μεμβράνες είναι πλούσιες σε 

πολυακόρεστα λιπαρά οξέα (polyunsaturated fatty acids-PUFAs), τα οποία συχνά 

προσβάλλονται από ελεύθερες ρίζες (λιπιδική υπεροξείδωση). Η υπεροξείδωση λαμβάνει 

χώρα μέσω μίας αλυσιδωτής αντίδρασης ριζών, η οποία αρχίζει με την οξείδωση ενός 

PUFA από μία ελεύθερη ρίζα οδηγώντας στο σχηματισμό μίας λιπιδικής ρίζας. Η ρίζα 

αυτή αντιδρά με το οξυγόνο και παράγεται μία ρίζα υπεροξυλίου, η οποία οξειδώνει ένα 

νέο PUFA οδηγώντας έτσι στο σχηματισμό λιπιδικών υπεροξειδίων. FI οξειδωτική 

καταστροφή των μεμβρανικών λιπιδίων και τα προϊόντα της υπεροξείδωσής τους είναι 

επιβλαβή για την επιβίωση των κυττάρων και των ιστών (Mylonas & Kouretas 1999).
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β. Οξείδωση πρωτεϊνών. Οι ελεύθερες ρίζες έχουν την ικανότητα να οξειδώνουν 

τις πρωτεΐνες (Szweda et al., 2002) με αποτέλεσμα να αλλάζει η δομή και η λειτουργία 

τους. Ακόμη, έχει βρεθεί ότι η οξειδωτική καταστροφή των πρωτεϊνών αυξάνεται με την 

ηλικία (Standman et al., 2001) και ότι η υπεροξείδωση των λιπιδίων διαταράσσει τη 

λειτουργία των δομικών μεμβρανικών πρωτεϊνών (Beckman et al., 1998).

γ. Οξείδωση του DNA. Οι ROS προκαλούν μεταλλάξεις, καταστροφή του DNA 

και των χρωμοσωμάτων και επάγουν την κυτταρική διαίρεση. Επίσης, πιστεύεται ότι 

μέσω της καταστροφής του DNA επηρεάζουν τη λειτουργία των σημείων ελέγχου του 

κυτταρικού κύκλου (Rodney et al., 2000). Η έκθεση των ζωντανών οργανισμών στην 

ιονίζουσα ακτινοβολία οδηγεί στην in vivo ομολυτική σύντηξη των δεσμών Ο-Η στα 

μόρια νερού με αποτέλεσμα την παραγωγή ΟΗ' και Η". Οι ρίζες υδροξυλίου είναι 

ιδιαίτερα δραστικές και καταστρέφουν το DNA κι άλλα βιομόρια. Συγκεκριμένα, η ρίζα 

ΟΗ’ αντιδρά με τη γουανίνη του DNA παράγοντας τη ρίζα [8-υδροξυγουανίνη]', η οποία 

μπορεί στη συνέχεια να χάσει ένα ηλεκτρόνιο και να σχηματίσει τη μεταλλαξιγόνο βάση 

8-υδροξυγουανίνη και να προκαλέσει μεταλλάξεις GC—►ΤΑ (Cheng et al., 1992). 

Επιπλέον, τόσο η αδενίνη όσο και οι πυριμιδίνες μπορούν να τροποποιηθούν μετά από 

αλληλεπίδραση με τη ρίζα OH’ (Mylonas and Kouretas, 1999).

δ. Γήρανση. Η γήρανση, που οφείλεται εν μέρει στη δράση των ελευθέρων ριζών, 

λαμβάνει χώρα μέσω καταστροφής του μιτοχονδριακού DNA (το οποίο σε αντίθεση με 

το πυρηνικό διαθέτει λιγότερους επιδιορθωτικούς μηχανισμούς και συνεπώς είναι πιο 

ευαίσθητο σε οξειδωτικές βλάβες) και απενεργοποίησης κάποιων ειδικών πρωτεϊνών, 

όπως η μετατοπάση ATP-ADP (Hamilton et al., 2001). Η διαδικασία αυτή οδηγεί στη 

δυσλειτουργία των μιτοχονδρίων, τα οποία δεν μπορούν να διατηρήσουν το δυναμικό της 

μεμβράνης και τη σύνθεση του ΑΤΡ. Τα δυσλειτουργικά μιτοχόνδρια απελευθερώνουν 

ιόντα Ca και κυτόχρωμα C στο κυτταρόπλασμα και σηματοδοτούν την καταστροφή 

των κυτταρικών οργανιδίων και την απόπτωση των κυττάρων.

ε. Πρόκληση ασθενειών. Οι ελεύθερες ρίζες θεωρούνται υπεύθυνες για την 

εμφάνιση ασθενειών που προσβάλλουν τον άνθρωπο, όπως είναι ο σακχαρώδης 

διαβήτης, η αρτηριοσκλήρυνση, η χρόνια φλεγμονή, το σύνδρομο Down Jones και η 

νόσος Parkinson.
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Εικόνα 4: Ασθένειες που προκαλούνται από την επίδραση των ελευθέρων ριζών.

7. Αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί άμυνας

Τα κύτταρα είναι επιρρεπή στη δράση των ελευθέρων ριζών και για το λόγο αυτό 

εξελικτικά έχει δημιουργηθεί ένας ενδοκυττάριος αντιοξειδωτικός μηχανισμός που 

εξισορροπεί ή ελέγχει τη δραστικότητα των ROS. Στην πραγματικότητα η ισορροπία 

είναι ελαφρώς μετατοπισμένη προς όφελος των ROS, αφού όπως προαναφέρθηκε οι 

ROS είναι υπεύθυνες για την ενεργοποίηση ενδοκυτταρικών σηματοδοτικών 

μονοπατιών. Το οξειδωτικό στρες εμφανίζεται όταν η παραγωγή ROS ξεπερνά κατά 

πολύ αυτή την ισορροπία. Για το λόγο αυτό υπάρχει η ανάγκη της δράσης 

αντιοξειδωτικών μηχανισμών (Bulkley 1990). Η αντιοξειδωτική άμυνα εμφανίζει 

διαφορές μεταξύ των διαφορετικών ιστών και κυτταρικών τύπων. Επιπρόσθετα, 

υπάρχουν και αντιοξειδωτικά που λαμβάνονται με την τροφή και συμμετέχουν στην 

εξουδετέρωση των ελευθέρων ριζών.

Ως αντιοξειδωτικά ορίζεται κάθε ουσία που όταν βρίσκεται σε χαμηλή 

συγκέντρωση, συγκριτικά με το προς οξείδωση υπόστρωμα, καθυστερεί ή αναστέλλει 

σημαντικά την οξείδωση του συγκεκριμένου υποστρώματος (Halliwell & Gutteridge 

1998). Τα αντιοξειδωτικά είναι ιδιαίτερα αποτελεσματικά καθώς μπορούν να
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προσφέρουν ηλεκτρόννα στις ελεύθερες ρίζες με αποτέλεσμα αυτές να μην προσβάλλουν 

τα κυτταρικά συστατικά. Μετά την αντίδραση, τα αντιοξειδωτικά μετατρέπονται σε 

ρίζες, οι οποίες όμως δεν είναι δραστικές. Τα εξωκυττάρια υγρά διαθέτουν 

διαφορετικούς προστατευτικούς μηχανισμούς σε σχέση με το ενδοκυττάριο περιβάλλον. 

Τα αντιοξειδωτικά ανάλογα με τη χημική τους φύση μπορούν να διαχωριστούν σε 

ενζυμικά και μη ενζυμικά. Γενικότερα, οι αντιοξειδωτικοί μηχανισμοί κατατάσσονται 

ανάλογα με τη λειτουργία τους στις ακόλουθες κατηγορίες:

α. Ένζυμα, που απομακρύνουν ελεύθερες ρίζες, όπως η δισμουτάση του 

υπεροξειδίου, η καταλάση και η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης.

β. Πρωτεΐνες, που ελαχιστοποιούν τη διαθεσιμότητα προοξειδωτικών 

παραγόντων, όπως τα ιόντα σιδήρου, τα ιόντα χαλκού και η αίμη. Παραδείγματα αυτής 

της κατηγορίας αποτελούν οι τρανσφερίνες, οι μεταλλοθειονίνες, η σερουλοπλασμίνη 

και οι πρωτεΐνες που προσδένουν την αίμη απτογλοβίνη και αιμοπεξίνες.

γ. Πρωτεΐνες, που προστατεύουν τα βιομόρια από την οξειδωτική καταστροφή, 

όπως οι πρωτεΐνες θερμικού σοκ.

δ. Μικρού μοριακού βάρους διαλυτοί παράγοντες, που απομακρύνουν τις ROS 

και RNS όπως η γλουταθειόνη, η α-τοκοφερόλη, το ασκορβικό οξύ και το ουρικό οξύ 

(Bulkley 1990).

8. Οξειδωτικό στρες

Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες υπάρχει ισορροπία ανάμεσα στην παραγωγή 

των ROS και στους αντιοξειδωτικούς μηχανισμούς (Deaton et al., 2003). Το οξειδωτικό 

στρες είναι η διαταραχή της ισορροπίας μεταξύ των οξειδωτικών και αναγωγικών μέσων. 

Συγκεκριμένα, η κυτταρική παραγωγή προ-οξειδωτικών υπερέχει της φυσιολογικής 

ικανότητας του συστήματος να τα εξουδετερώνει (εικόνα 5).
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Εικόνα 5: Οξειδωτικό stress, η διαταραγμένη ισορροπία μεταξύ παραγωγής δραστικών ειδών κι 

αντιοξειδωτικών, προς όφελος των πρώτων (Mylonas & Kouretas, 1999).

Κάθε κύτταρο ενός οργανισμού εκτίθεται σε οξειδωτικά μέσα. Υπάρχουν αρκετοί 

παράγοντες που επάγουν το οξειδωτικό στρες και που συχνά δρούν πολύ γρήγορα και 

πολλές φορές η δράση τους είναι αθροιστική ή τουλάχιστον συνεργιστική (πίνακας 2).

Πίνακας 2: Παράγοντες που επάγουν το οξειδωτικό στρες.
Ενδογενείς * •
παράγοντες

Εξωγενείς παράγοντες

• Φυσική 
άσκηση, 
καθιστική 
ζωή

• Ψυχολογικό 
στρες

• Φλεγμονή 
(παροδική 
μόλυνση/ 
χρόνια 
πάθηση)

• Καρκίνος
• Ισχαιμία/επα 

νοξυγόνωση
• Κυτταρικός 

θάνατος

Διατροφή Ρύποι Φάρμακα Ακτινοβολία Απορροφήσιμες 
ενώσεις από το 

δέρμα
• Δίαιτα πλούσια • Κάπνισμα • Αντικαρκινικά • Ιονίζουσα • Εντομοκτόνα

σε πρωτεΐνες ή • Ρύπανση αέρα • Ψοραλένιο • Υπεριώδης • Ψωραλένιο
λίπη

• Προοξειδωτικά 
(ξενοβιωτικά)

• Αντιοξειδωτικά 
(χαμηλή 
περιεκτικότητα 
διατροφής)

• Αφεψήματα 
(αλκοόλ, 
καφεΐνη)

(S02, νο2, 03,
υδρογονάνθρακες) 

• Επαγγελματικές 
νόσοι (μεταβατικά 
μέταλλα, 
άσβεστος, 
paraquat)

• Μικροκύματα • Φάρμακα 
(lindane, 
παράγωγα 
ψωραλενίου)
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9. Άσκηση και οξειδωτικό στρες

Η άσκηση συνιστάται ως μέτρο πρόληψης ορισμένων ασθενειών, καθώς μειώνει 

τον κίνδυνο εμφάνισης καρδιακών νόσων, καρκίνου, οστεοπόρωσης και διαβήτη (Lee & 

Paffenbarger 2000; Lee & Paffenbarger 1997; McCarter 2000). Παράλληλα, βελτιώνει τη 

λειτουργία των σκελετικών μυών και συμβάλλει στη διατήρησης της μυϊκής μάζας 

(Leeuwenburgh & Heinecke, 2001). Αυξάνει, επίσης, τη δραστηριότητα των 

αντιοξειδωτικών ενζύμων, μεταξύ των οποίων της SOD, της καταλάσης και της GSH-Px 

στο σκελετικό μυ, την καρδιά και το ήπαρ (Jenkins 1988; Ji et al., 1992; Ji & Fu 1992; Ji 

1993). Θεωρείται, ακόμη, ότι αυξάνει το μέσο όρο ζωής στους επίμυες (Holloszy 1993).

Οι μηχανισμοί που οδηγούν σε αυτά τα αποτελέσματα περιλαμβάνουν 

προσαρμογές πρωτεϊνών-υποδοχέων και πρωτεϊνών-μεταφορέων, αλλαγή των λιπιδικών 

και ορμονικών προφίλ, μεταβολές της αντιοξειδωτικής άμυνας κ.α. Το ενδιαφέρον για 

την εμπλοκή των ROS στην καταστροφή των ιστών που προκαλείται από την άσκηση 

εντάθηκε το 1978 όταν εξετάστηκε η σχέση της άσκησης με την οξειδωτική βλάβη στους 

ιστούς του ανθρώπου (Dillard et al., 1978). Στη συγκεκριμένη μελέτη παρατηρήθηκε ότι 

μέτριας έντασης άσκηση αύξησε τα επίπεδα εκπνεόμενου πεντανίου, ενός προϊόντος της 

λιπιδικής υπεροξείδωσης. Αργότερα, αποδείχθηκε σε πειράματα με επίμυες ότι η άσκηση 

αυξάνει 2-3 φορές τα επίπεδα των ελευθέρων ριζών στους σκελετικούς μύες και το ήπαρ 

(Davies et al., 1982). Έκτοτε, ένας μεγάλος αριθμός μελετών υποστηρίζει ότι υπάρχει μία 

συσχέτιση της άσκησης με την αύξηση της κατανάλωσης οξυγόνου και της παραγωγής 

ελευθέρων ριζών και συνεπώς με την εμφάνιση οξειδωτικού στρες. Υπολογίζεται ότι για 

κάθε 25 μόρια Ο2 που ανάγονται κατά τη φυσιολογική αναπνοή, παράγεται μία ελεύθερη 

ρίζα (Chance et al., 1979) και ότι κατά την άσκηση ο ρυθμός κατανάλωσης Ο2 αυξάνεται 

κατά 10-15 φορές. Τέλος, η ροή CL σε έναν ενεργό μυ μπορεί να αυξηθεί περίπου 100 

φορές κατά την άσκηση (Sen 1995).

Αποτελέσματα προηγούμενων εργασιών τεκμηριώνουν πως η άσκηση αυξάνει το 

οξειδωτικό στρες (Michailidis et al., 2007; Nikolaidis et al., 2006). Πιο συγκεκριμένα, 

έχει παρατηρηθεί ότι τα πρωτεϊνικά καρβονύλια αυξάνονται στο πλάσμα και το 

γαστροκνήμιο μυ μετά από εξαντλητική άσκηση (Alessio et al., 2000; Gomez-Cabrera et 

al., 2005). Η άσκηση αυξάνει και τη λιπιδική υπεροξείδωση στο πλάσμα και το 

σκελετικό μυ (Ajmani et al., 2003; Alessio et al., 2000;). Επίσης, ο λόγος ανηγμένης
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γλουταθειόνης (GSH) προς οξειδωμένη γλουταθειόνη (GSSG), GSH/GSSG, φαίνεται να 

μειώνεται μετά από άσκηση (ποδηλασία) στον άνθρωπο (Aguilo et al., 2005). Επιπλέον, 

όσο πιο μεγάλη είναι η ένταση της άσκησης τόσο πιο έντονη είναι η παραγωγή 

ελευθέρων ριζών και οξειδωτικού στρες (Palmer et al., 2003).

10. Μηχανισμοί επαγωγής οξειδωτικού στρες κατά την άσκηση

Η άσκηση αυξάνει το ρυθμό της αναπνοής

Η αερόβια αναπνοή, που λαμβάνει χώρα στην εσωτερική μεμβράνη των 

μιτοχονδρίων, περιλαμβάνει μια ροή ηλεκτρονίων από τους μεταβολίτες του κύκλου του 

Krebs στο μοριακό οξυγόνο για την αναγωγή του σε νερό. Μικρά ποσοστά, όμως, 

ελευθέρων ριζών (2-5% CE* και Η2Ο2) διαφεύγουν από την αναπνευστική αλυσίδα. Η 

αναγωγή της ουβικινόνης προς ουβικινόλη, επάγει το σχηματισμό μιας δραστικής 

ενδιάμεσης ένωσης, της ουβισεμικινόνης, με την προσφορά ενός ηλεκτρονίου. Αντί 

λοιπόν η ουβισεμικινόνη να δεχθεί ένα ηλεκτρόνιο και ένα πρωτόνιο για να σχηματίσει 

την ουβικινόλη, προσφέρει ένα ασύζευκτο ηλεκτρόνιο στο οξυγόνο, οπότε παράγεται 

(Moller et al., 1996) (εικόνα 6).

CoQH* + (X -------► CoQ + O2**
I bisemiquinoM Oxygen Ubiquinone Superoxtde radical

Εικόνα 6: Η ουβικινόνη (Q) ανάγεται προς ουβικινόλη (QH2) μέσω μιας ενδιάμεσης ημικινόνης 

(QH.).

Η δραστικότητα της οξειδάσης της ξανθίνης

Κάτω από συνθήκες που οδηγούν σε εξάντληση των αποθεμάτων ΑΤΡ, τα 

ενδοκυτταρικά επίπεδα μονοφωσφορικής αδενοσίνης (ΑΜΡ) (η οποία προκύπτει από τη 

διάσπαση του ΑΤΡ σε διφωσφορική αδενοσίνη (ADP) και της τελευταίας σε ΑΜΡ) είναι 

αυξημένα. Το γεγονός αυτό επάγει τη διάσπαση του ΑΜΡ προς υποξανθίνη, η οποία στη 

συνέχεια μετατρέπεται σε ξανθίνη και ουρικό οξύ από το σύστημα της οξειδάσης της 

ξανθίνης (ΧΟ). Η ΧΟ καταλύει μια αντίδραση που έχει χαρακτηρισθεί ως μια από τις 

κυριότερες πηγές ελευθέρων ριζών, καθώς είναι συζευγμένη με την παραγωγή Ο2*- 

(εικόνα 7).
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Η υψηλής έντασης άσκηση καν η ισχαιμία-επαναιμάτωση (ischemia reperfusion) 

προκαλούν την ενεργοποίηση του μονοπατιού της ΧΟ (Moller et al., 1996). Έχει βρεθεί 

πως η υποξανθίνη συσσωρεύεται μετά από έντονη μυϊκή σύσπαση και το ουρικό οξύ 

βρίσκεται σε αυξημένα επίπεδα τόσο στον ασκούμενο μυ όσο και στο πλάσμα (Hellsten 

et al., 1988; Hellsten et al., 1997; Radak et al., 1996; Vina et al., 2000). Αντίθετα, κάτω 

από αερόβιες συνθήκες το ΑΤΡ αναπληρώνεται μέσω της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης 

και η υποξανθίνη και η ξανθίνη μετατρέπονται σε ουρικό οξύ από τη δεϋδρογενάση της 

ξανθίνης και όχι από την ΧΟ οπότε δεν παράγονταν ROS.

ΝΗ4
ΙΜΡ<---------^------------- ΑΜΡ

adenylate deaminase

ΝΗ4
lno3ine*-----------^------- Adenosine

adenosine deaminase

0

Εικόνα 7: Παραγωγή ελευθέρων ριζών από το σύστημα της οξειδάσης της ξανθίνης.

Ενεργοποίηση της φλεγμονώδους αντίδρασης

Τα πολυμορφοουδετερόφιλα (ΡΜΝ) είναι μια κατηγορία κυττάρων που 

διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην άμυνα των ιστών έναντι σε μολύνσεις από ιούς ή 

βακτήρια. Τα ΡΜΝ, που ενεργοποιούνται με την ήπια καταστροφή των ιστών κατά τη 

μυϊκή συστολή, είτε από το οξειδωτικό στρες, είτε από κάποιο τραυματισμό, 

μεταναστεύουν στη μολυσμένη περιοχή καθώς προσελκύονται από χημειοτακτικούς 

παράγοντες που απελευθερώνουν τα κατεστραμμένα κύτταρα. Με την άφιξή τους 

εκκρίνουν λυσοζύμη, η οποία προωθεί τη διάσπαση κατεστραμμένων πρωτεϊνών και
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κυτταρικών υπολειμμάτων (Ji, 1999). Επίσης εκκρίνουν (V-, που παράγεται από τη 

μυελοπεροξειδάση και τη NADPH οξειδάση σύμφωνα με την αντίδραση NADPH + 202 

—> 2 02*” + NADP+ + Η+, προλαμβάνοντας έτσι την επέκταση της βακτηριακής 

μόλυνσης (Leewennburgh & Heinecke 2001) (εικόνα 8 ).

Εικόνα 8: Παραγωγή Η202 από τα Τ λεμφοκύτταρα κατά τη φλεγμονώδη αντίδραση

Έχει διαπιστωθεί αυξημένη μετανάστευση ουδετερόφιλων στο σκελετικό μυ μετά 

από μία ποικιλία ασκήσεων (Maughan et al., 1989; MacIntyre et ah, 2000; Fielding et 

ah, 2000; Childs et ah, 2000) και επομένως οι ελεύθερες ρίζες που παράγονται από τα 

φαγοκύτταρα στον κατεστραμμένο μυ μπορεί να είναι υπεύθυνες για την οξειδωτική 

βλάβη που παρατηρείται μετά την άσκηση (Leewennburgh & Heinecke 2001). Εν 

τούτοις, η μετακίνηση των ουδετερόφιλων απαιτεί αρκετό χρονικό διάστημα οπότε η 

συγκεκριμένη απόκριση ίσως να μην αποτελεί την κυριότερη πηγή ROS κατά την 

άσκηση, αλλά να αποτελεί ένα δευτερεύοντα μηχανισμό που έχει ως αποτέλεσμα την 

παραγωγή ROS κατά την περίοδο αποκατάστασης κυρίως μετά από αγωνίσματα μακράς 

χρονικής διάρκειας, όπως ο μαραθώνιος ή αμέσως μετά την έκκεντρη άσκηση (Moller et 

ah, 1996).
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Κατεχολαμίνες

Οι κατεχολαμίνες, τα επίπεδα των οποίων έχει βρεθεί ότι αυξάνονται σε 

περίπτωση παρατεταμένης άσκησης, αυξάνουν τον οξειδωτικό μεταβολισμό των μυών 

και του μυοκαρδίου μέσω ενεργοποίησης των β-αδρενεργικών υποδοχέων και ως εκ 

τούτου αυξάνεται η παραγωγή των ROS στα μιτοχόνδρια (Elosua et al., 2003). Επιπλέον, 

η αυτοοξείδωση της επινεφρίνης σε αδρενόχρωμα (adrenochrome) συνοδεύεται από την 

ταυτόχρονη παραγωγή Ο2'. Ωστόσο, η σημασία των κατεχολαμινών ως πηγής 

παραγωγής ROS κατά τη διάρκεια της άσκησης δεν έχει μελετηθεί σε μεγάλο βαθμό και 

συνεπώς παραμένει αδιευκρίνιστη (Elosua et al., 2003).

Συσσώρευση γαλακτικού οξέος

Κατά τον αναερόβιο μεταβολισμό και την έντονη άσκηση το γαλακτικό οξύ που 

παράγεται συσσωρεύεται και έτσι παρατηρείται τοπική πτώση του pH, η οποία επάγει 

την απελευθέρωση οξυγόνου από την αιμοσφαιρίνη. Επίσης, προκαλεί αύξηση της 

μερικής πίεσης του οξυγόνου στους ιστούς και μείωσή της στις αρτηρίες (φαινόμενο 

Bohr), (Ji 1999; Banerjee et al., 2003). Η πτώση του pH έχει ως αποτέλεσμα την 

απελευθέρωση σιδήρου από τις πρωτεΐνες που περιέχουν αίμη. Έτσι, η μυοσφαιρίνη και 

η αιμοσφαιρίνη επάγουν την παραγωγή ROS μέσω των ατόμων σιδήρου που διαθέτουν 

(Banerjee et al., 2003) σύμφωνα με τις αντιδράσεις:

Fe2+ + 02 -> Fe3++ 02*~

02- + 02- + 2Η+ -> Η202 + 02 

R + Fe3+ + Η202 -> R*+ + Fe4+= 02' + Η20
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11. Πρωτεωμική-Ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων

Ο κλάδος της Πρωτεωμικής αναφέρεται στη μελέτη του πρωτεώματος σε ευρεία 

κλίμακα με τη χρήση τεχνικών υψηλής απόδοσης. Ο όρος πρωτέωμα προέρχεται από τις 

πρωτεΐνες που εκφράζονται στο γονιδίωμα (proteome, protein complement of a 

genome). To πρωτέωμα δεν είναι ένα σταθερό χαρακτηριστικό των κυττάρων. 

Αντιθέτως, επειδή αντιπροσωπεύει τη λειτουργική έκφραση των πληροφοριών, 

τροποποιείται ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο, το αναπτυξιακό στάδιο και τις συνθήκες 

του περιβάλλοντος. Το πρωτέωμα είναι πολύ μεγαλύτερο από το γονιδίωμα λόγω της 

ύπαρξης παραγόντων όπως το εναλλακτικό μάτισμα των μεταγράφων, οι μετα- 

μεταφραστικές τροποποιήσεις των πρωτεϊνών, η χρονική ρύθμιση της πρωτεϊνοσύνθεσης 

και οι πολλές τροποποιούμενες αλληλεπιδράσεις μεταξύ πρωτεϊνών. Σε αντίθεση με το 

γονιδίωμα, το πρωτέωμα δεν είναι στατικό (εικόνα 9), (Wilkins et al., 1996).

Proteolysis

Transcription Processing Translation /
( DNA )--------► ( RNA ) --------► (' mRNA ) --------► ( Protein ) ------1

Post-translational
modification

Transcriptional
Regulation

Alternative Splicing 
mRNA Editing 
Polyadcnylation

Translational
Regulation

\
Compartmental i zat ion

Εικόνα 9: Σχηματική απεικόνιση των κυτταρικών διαδικασιών που συμμετέχουν στη δημιουργία 

φαινοτύπου και η σχέση τους στο πρωτέωμα.

Οι πρωτεωμικές αναλύσεις εστιάζουν τη δράση τους στο χαρακτηρισμό και τη 

μελέτη του συνόλου των πρωτεϊνών ενός βιολογικού υλικού (κύτταρα, ιστούς, βιολογικά 

υγρά, υλικό βιοψίας κλπ.). Έχουν ως στόχο να αναγνωρίσουν, όχι μόνο τις αλλαγές στην 

πρωτεϊνική έκφραση, αλλά και μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις, αλληλεπιδράσεις 

μεταξύ πρωτεϊνών, την κυτταρική και υπο-κυτταρική διανομή τους και τα χρονολογικά 

πρότυπα έκφρασης (Verrills 2006). Ο σκοπός της διαφορικής και λειτουργικής 

πρωτεωμικής είναι η κατανόηση των κυτταρικών μονοπατιών και των μεταξύ τους 

σχέσεων στα κύτταρα και στους ζωντανούς οργανισμούς.
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Συγκεκριμένα, η πρωτεωμική περιλαμβάνει το διαχωρισμό των πρωτεϊνών, την 

αναγνώριση αυτών και το χαρακτηρισμό της φύσης και της θέσης των πρωτεϊνικών 

τροποποιήσεων. Η ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων (2-DE ή 2-D ηλεκτροφόρηση) και η 

φασματοσκοπία μάζας (mass spectrometry, MS) αποτελούν τις κύριες τεχνικές της 

πρωτεωμικής ανάλυσης. Η ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων είναι μια μορφή 

ηλεκτροφόρησης πηκτωμάτων που χρησιμοποιείται κατεξοχήν για το διαχωρισμό και τον 

προσδιορισμό των πρωτεϊνών σε ένα δείγμα.

Η μελέτη των πρωτεϊνών (proteomics), ειδικά της δομής και λειτουργίας τους, 

έχει τις ρίζες της στις αναλυτικές βιοχημικές τεχνικές που χρησιμοποιούνται για τον 

πρωτεϊνικό διαχωρισμό. Οι πρώτοι πρωτεϊνικοί διαχωρισμοί υψηλής ευκρίνειας 

επιτεύχθηκαν από τη δισδιάστατη ηλεκτροφόρηση πηκτωμάτων το 1975. Πρωτοπόροι 

στον τομέα των Proteomics, όπως ο Leigh Anderson, είδαν τις δυνατότητες της 2DE 

προς τα τέλη της δεκαετίας του '70 ως μηχανισμού για την πραγματοποίηση μελετών των 

πρωτεϊνών και των λευκοκυττάρων του αίματος. Επιπλέον, η συνεχής παραγωγή 

πηκτωμάτων εμπόδισε την επέκταση της τεχνικής μέχρι την εισαγωγή των 

ακινητοποιημένων βαθμιαίων μεταβολών pH (IPGs) το 1982 και την πολύ βελτιωμένη 

δεύτερη γενεά IPGs προς το τέλος της δεκαετίας του '80. Αυτό συνέπεσε με την 

ανάπτυξη των τεχνικών ιονισμού φασματοσκοπίας μάζας για τα πεπτίδια, που 

επιτρέπουν τον πρωτεϊνικό προσδιορισμό και χαρακτηρισμό σε μια μεγάλη κλίμακα. 

Έκτοτε η 2DE έχει χρησιμεύσει στη διεξαγωγή διαφόρων εργασιών όπως την πρωτεϊνική 

ανάλυση του ανθρώπινου πλάσματος (Choi et al., 2006) και τη μελέτη του παράσιτου της 

ελονοσίας Plasmodium falciparum, που είχε ως αποτέλεσμα την αναγνώριση νέου 

πιθανού φαρμακευτικού στόχου (Lasonder et al., 2002; Nilsson 2002).

H 2-DE χρησιμοποιείται, γενικά, ως μέσο για την απομόνωση των πρωτεϊνών για 

τον περαιτέρω χαρακτηρισμό τους με τη φασματοσκοπία μάζας. Τα μίγματα πρωτεϊνών 

διαχωρίζονται βάσει δύο ιδιοτήτων σε δύο διαστάσεις (2D) στα πηκτώματα. Αυτό 

επιτρέπει στο δείγμα να διαχωριστεί σε μια μεγαλύτερη περιοχή, αυξάνοντας έτσι την 

ανάλυση κάθε συστατικού (Gorg et al., 2000). Στο εργαστήριο, η τεχνική αυτή 

χρησιμοποιείται για δύο κύριους λόγους. Αρχικά για τον μεγάλης κλίμακας 

προσδιορισμό όλων των πρωτεϊνών σε ένα δείγμα. Αυτό αναλαμβάνεται όταν ερευνάται 

η ολική πρωτεϊνική έκφραση ενός οργανισμού ή ενός ιστού και διεξάγεται καλύτερα σε
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οργανισμούς μοντέλα των οποίων το γονιδίωμα έχει πλήρως αλληλουχηθεί. Κατ' αυτό 

τον τρόπο οι απομονωμένες πρωτεΐνες μπορούν να προσδιοριστούν ευκολότερα από τα 

δεδομένα της φασματοσκοπίας μάζας.

Η δεύτερη χρήση αυτής της τεχνικής είναι η διαφορική έκφραση, όπου 

συγκρίνονται δύο ή περισσότερα δείγματα για τον εντοπισμό διαφορών στην πρωτεϊνική 

έκφρασή τους. Για παράδειγμα, μπορεί να ερευνάται η ανθεκτικότητα ενός παρασίτου σε 

φάρμακα. Σε αυτή την περίπτωση μπορεί να επιθυμείται η σύγκριση ενός ανθεκτικού 

οργανισμού με έναν επιρρεπή σε μια προσπάθεια εντοπισμού των διαφορών που είναι 

υπεύθυνες για την ανθεκτικότητα. Εδώ, οι απαιτήσεις αλληλούχησης δεν είναι 

σημαντικές, καθώς ερευνάται ένας σχετικά μικρός αριθμός διαφορών και έτσι μπορεί να 

διατεθεί περισσότερος χρόνος για τον χαρακτηρισμό των πρωτεϊνών.

12. Εφαρμογές πρωτεωμικής

Τα πεδία δράσης της προτεωμικής έρευνας μπορούν να διακριθούν, ανάλογα με 

το σκοπό και με τη λειτουργία τους, στις ακόλουθες κατηγορίες:

α. Ταξινόμηση πρωτεϊνών (protein mining): Δημιουργία καταλόγου πρωτεϊνών που 

εντοπίζονται σε ένα ιστό, κύτταρο ή οργανίδιο (εικόνα 10).
Structure_______________________Proteins

ER: microsomesb 491
Spl iceosome 31 1
Ν LI cl ΘΟ1 LI s 271
Nuclear envelope 1 48
Peroxisomes 1 81
Mitocho ndrion 1 70
Phagosome 140
Golgi 81
Ch 1 o ro p 1 a s t 81
Ly so so roes 27
Exo somes 21

"Abbreviations: Aff, 
ionization (static 
affinity tagging; LB

Method_______________________________________________________

ICAT/MudPIT
Aff/T D-PAGE/GPF LC/JVIS/iVIS 
1 D-PAGE/ES1/M S/IVlS 
2D-PAGE/PMF/PSD 
GPF LC/fVlS/fVlS 
1 D-PAGE/LC/MS/rVIS 
LB/2D-PAGE/ESI/MS/MS
1 D-PAGE/Edman/PM F/ESI/IV1S/IVIS 
2D-PAGE/Edman/PM F/ESI/IV1S/JV1S
2 D - P AG E/P rVl F/E SI/1V1 S/IVl S 
1 D-PAGE/PM F/ESI/JViS/fVIS

endoplasmic reticulum; ESI, electrospray 
phase fractionation; 1C AT, isotope coded 

L-C/fVIS/IVI S. I ici ciicl ch rom atography-

affinity capture; ER 
nanospray); GPF, a as

latex bead encapsulation;

Εικόνα 10: Λίστα οργανιδίων με τον αντιπροσωπευτικό, για το καθένα, αριθμό πρωτεϊνών που 

έχουν τακτοποιηθεί με τη χρήση των μεθόδων πρωτεωμικής ( Taylor et al., 2003).

β. Πρότυπο διαφορικής έκφρασης (Differential Expression Profiling): Αναγνώριση 

πρωτεϊνών ενός δείγματος ως προς τη λειτουργία που επιτελούν σε μια 

συγκεκριμένη κατάσταση, η οποία μπορεί να αφορά διαφοροποίηση, στάδιο 

ανάπτυξης, κατάσταση μιας ασθένειας, απόκριση σε φάρμακο ή ερέθισμα. Η 

αναγνώριση του προτύπου διαφορικής έκφρασης πρωτεϊνών αποτελεί ουσιώδες
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εργαλείο, τόσο για τη διάγνωση ασθενειών όσο και για την καταπολέμηση τους, 

στις ακόλουθες υποκατηγορίες:

- Πρωτεωμική των ασθενειών (Proteomics of disease), (εικόνα 11).

- Πρωτεωμική για παθογόνα (Proteomics for pathogen).

- Πρωτεωμική ταυτότητας (ID proteomics).

- Φαρμακολογική επίδραση (Drug impact), (εικόνα 12).

- Κύκλωμα διαγνωστικής πρωτεΐνης (Diagnostic protein Chip).

Μ
Contra I 
sarpte

Composite 
■mage co*stmtioo

Protaonse Evasion of pfttein teeture 
sraiyss I

I QgKKl to 
T f-agrrems

I Mm
T specfum

i
Database query

Εικόνα 11: Διαδικασία ελέγχου ασθενούς πρωτεώματος. Οι δοκιμασίες ελέγχου (screening tests) 

που βασίζονται στην πρωτεωμική συγκρίνουν τις πρωτεΐνες που εκφράζονται στο αίμα ή σε ένα 

δείγμα ιστού με πρωτεΐνες ασθενών για τους οποίους είναι γνωστό ότι πάσχουν από μία 
συγκεκριμένη ασθένεια. Αυτή η τεχνολογία έχει αναγνωρίσει πρωτεΐνες που αποτελούν πιθανούς 

διαγνωστικούς ή προγνωστικούς δείκτες ή και θεραπευτικούς στόχους σε μία ομάδα ασθενειών 

(Vivanco et al., 2008).
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Εικόνα 12: Διαδικασία ανεύρεσης πιθανών φαρμακευτικών στόχων για την καταπολέμηση του 

καρκίνου. 1) Αρχικά οι πρωτεΐνες από δείγματα 2-D ηλεκτροφόρησης ασθενών (καρκινικά) και 

κανονικών ατόμων συγκρίνονται για τον εντοπισμό των πρωτεϊνών που υπερπαράγονται από τον 
καρκίνο. 2) Ακολούθως η πρωτεΐνη απομονώνεται και κρυσταλλώνεται. 3) Η X-ray 

κρυσταλλογραφία αποκαλύπτει τη δομή της πρωτεΐνης. 4) Φάρμακα μπορούν να σχεδιαστούν για 

να αναστείλουν τη λειτουργία της πρωτεΐνης (π.χ. με δέσμευση στο ενεργό κέντρο) (Scientific 

American 2002).

γ. Χαρτογράφηση δικτύων (Network Mapping): Αναγνώριση πρωτεϊνών σε 

λειτουργικά δίκτυα, βιοσυνθετικά μονοπάτια, μονοπάτια σηματοδότησης, 

πολυπρωτεϊνικά συστήματα.

δ. Χαρτογράφηση πρωτεϊνικών τροποποιήσεων (Mapping Protein Modifications): 

Χαρακτηρισμός μετεμεταφραστικών τροποποιήσεων όπως φωρφορυλίωση, 

γλυκοζυλίωση, οξείδωση.
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13. Πρωτεωμική στην άσκηση - πρωτεϊνική σύνθεση

Πρωτεϊνική σύνθεση καλείται η διαδικασία με την οποία οι πρωτεΐνες 

σχηματίζονται μέσω μεταγραφής και μετάφρασης καθορισμένων τμημάτων DNA 

(εικόνα 9). Η έναρξη της μεταγραφής πραγματοποιείται με την πολυμεράση, ένα ένζυμο 

που αντιγράφει την αλληλουχία DNA σε ένα πανομοιότυπο μόριο που καλείται 

αγγελιοφόρο RNA (messenger RNA, mRNA). Ο μηχανισμός περιλαμβάνει 

αντικατάσταση της θυμίνης (Τ) με ουρακίλη (U), μια βοηθητική βάση, έτσι ώστε να είναι 

ξεκάθαρο πως το mRNA είναι ένα αντίγραφο. Οι βάσεις (Α, Τ, G, C) στη μία αλυσίδα 

DNA καθορίζουν την αλληλουχία βάσεων στην καινούργια αλυσίδα mRNA (A, U, G, 

C). To DNA παραμένει μέσα στον πυρήνα καθ’όλη τη διαδικασία, αλλά το mRNA 

ταξιδεύει έξω στο κυτόπλασμα. Κατά τη μετάφραση, το ριβόσωμα στο κυτταρόπλασμα 

χρησιμοποιεί το μεταφορικό RNA (transfer RNA, tRNA) για να προσδεθεί στο mRNA 

και να μεταφράσει τις βάσεις σε αμινοξέα. Τα tRNA μόρια μεταφέρουν τα συγκεκριμένα 

αμινοξέα, τα οποία το ριβόσωμα συνδέει μεταξύ τους για να σχηματίσουν μια πρωτεΐνη.

DNA Εξόνιο 1 Ιντρόνιο Εξόνιο 2

4
Μεταγραφή 

Προ-mRNA

Μάτισρα

mRNA : \ ΠΥΡΗΝΑΣ

Μεταωοοό
■ βΛΒΒΒΒΒΒΗΗΙ

Ριβόσωμα tRNA

_
Μετάφραση

\ ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑ

Εικόνα 13: Από το DNA στην πρωτεΐνη. Το γονίδιο χρησιμεύει σαν ταμπλέτα για τη σύνθεση 

μίας πρωτεΐνης.

Η πρωτεωμική εξετάζει τις ολικές αλλαγές στο μυϊκό πρωτέωμα ως απόκριση 

στη γήρανση (Cobon et al., 2002), σε διάφορες ασθένειες και στη διατροφή (Schmid et 

al., 2004). Ωστόσο, αυτή η πειραματική προσέγγιση δεν έχει εφαρμοστεί σε μεγάλο 

βαθμό στην εξέταση του σκελετικού μυϊκού πρωτεώματος ως απόκριση στην άσκηση.
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Οι αλλαγές στα επίπεδα μιας συγκεκριμένης μυϊκής πρωτεΐνης μπορεί να 

οφείλονται σε αλλαγή στο ρυθμό της σύνθεσης (Dohm et al., 1985), της αποικοδόμησης 

(Dohm et al. 1980) ή ενός συνδυασμού και των δύο μηχανισμών (Kasperek et al., 1985). 

Κατά τη διάρκεια αερόβιας άσκησης το ποσοστό σύνθεσης μυϊκών πρωτεϊνών μειώνεται 

ελαφρώς αλλά όχι σημαντικά (Wolfe 1982). Αντίθετα μετά από 4 ώρες αποκατάστασης 

από τη μυϊκή άσκηση η πρωτεϊνική σύνθεση αυξάνεται σημαντικά (Carraro et al., 1991). 

Από αυτήν την παρατήρηση τουλάχιστον δύο σημαντικές ερωτήσεις προκύπτουν: (1) 

πώς η σύνθεση μυϊκών πρωτεϊνών διατηρείται κατά τη διάρκεια της άσκησης ακόμα κι 

αν η οξείδωση αμινοξέος (συμπεριλαμβανομένης της λεύκινης) αυξάνεται, και (2) πώς η 

σύνθεση μυϊκών πρωτεϊνών αυξάνεται στην αποκατάσταση παρά την απουσία 

πρόσληψης αμινοξέων;

Ο προτεινόμενος μηχανισμός, αρμόδιος για τη διατήρηση της μυϊκής σύνθεσης 

κατά τη διάρκεια της άσκησης είναι θεωρητικός τουλάχιστον σε κάποια έκταση. 

Προτείνεται ότι το άζωτο (Ν) που απελευθερώνεται από το μυ και το ήπαρ σε ένα 

αυξανόμενο ποσοστό κατά την άσκηση τρανσαμινώνεται στα διάφορα αμινοξέα και 

ενσωματώνεται στις πρωτεΐνες γρήγορης αναστροφής (rapidly turn-over proteins) αντί να 

ενσωματώνεται στην ουρία και να εκκρίνεται στα ούρα. Άλλα αμινοξέα απαραίτητα για 

την πλήρη σύνθεση των πρωτεϊνών προέρχονται από ένα συνεχώς αυξανόμενο 

καταβολισμό πρωτεϊνών των εντέρων, που οφείλεται στην περιορισμένη ροή αίματος 

στα έντερα κατά την άσκηση. Αυτές οι ηπατικές πρωτεΐνες εκκρίνονται έπειτα στο 

πλάσμα σε ένα αυξανόμενο ποσοστό, απελευθερώνονται διαδοχικά και καταβολίζονται 

ως ένα ορισμένο βαθμό στο μυ, παρέχοντας με αυτόν τον τρόπο ένα μηχανισμό για να 

μεταφέρουν το άμινο άζωτο από το έντερο στο μυ κατά τη διάρκεια της άσκησης.

Υπάρχει μια σειρά στοιχείων που στηρίζουν αυτή τη θεωρία: (1) η παραγωγή 

ουρίας δεν αυξάνεται κατά την άσκηση (Wolfe et al., 1982; Carraro & Wolfe 1992), (2) 

οι πρωτεΐνες γρήγορης αναστροφής του πλάσματος συντίθενται σε ένα αυξανόμενο 

βαθμό ως απόκριση στην άσκηση (Carraro et al., 1990), (3) οι πρωτεΐνες του πλάσματος 

μπορούν να συνεισφέρουν στο σύνολο των μυϊκών άμινο οξέων (Komjatt & Waldhausl 

1989), και (4) η καθαρή απελευθέρωση του άμινο αζώτου από το έντερο αυξάνεται κατά 

την άσκηση των σκύλων (Wasserman et al., 1991).
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Το ερώτημα για το πώς αυτή η γενική διαδικασία μπορεί να προχωρήσει χωρίς 

έναν ισορροπημένο ανεφοδιασμό σε αμινοξέα (λόγω της αυξανόμενης οξείδωσης των 

ουσιαστικών αμινοξέων) παραμένει αναπάντητο αλλά πρέπει να θεωρηθεί ότι η άσκηση 

έχει μια πεπερασμένη διάρκεια και υπάρχει η δυνατότητα ύπαρξης μίας ασταθούς 

κατάστασης στο σύνολο των αμινοξέων κατά την άσκηση.

Η αυξανόμενη σύνθεση μυϊκών πρωτεϊνών κατά την αποκατάσταση μπορεί να 

εξηγηθεί κατά ένα μεγάλο βαθμό από μια μείωση του ποσοστού οξείδωσης των 

αμινοξέων. Η οξείδωση λεύκινης μειώνεται κατά την αποκατάσταση (Devlin et al., 

1990). Η οξείδωση της λεύκινης αυξάνεται μέσω ενεργοποίησης της αλυσίδας της 

δευδρογενάσης άλφα-κέτο οξέος (branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase, 

BCKDH). Η δραστηριότητα της BCKDH αυξάνεται κατά την άσκηση μειώνοντας τη 

συγκένρωση της λεύκινης στο πλάσμα και διακυτταρικά. Μετά την άσκηση κατά την 

αποκατάσταση της μυϊκής πρωτεϊνικής σύνθεσης απαιτείται διαιτολόγιο πλούσιο σε 

πρωτεΐνες ή λεύκινη για την αύξηση των επιπέδων λεύκινης των ιστών με σκοπό την 

επαγωγή του συμπλέγματος των παραγόντων έναρξης μετάφρασης 4 (4Ε, 4G και 

ριβοσωμική πρωτεΐνη S6) μέσω ενεργοποίησης της πρωτεϊνικής κινάσης των 

θηλαστικών στόχο της ραπαμυκίνης (mTOR). Η επίδραση της λεύκινης στον mTOR 

είναι συνεργική με την ινσουλίνη μέσω του σηματοδοτικού μονοπατιού της κινάσης της 

φωσφοϊνοσιτόλης 3. Η λεύκινη μαζί με την ινσουλίνη επιτρέπουν στο σκελετικό μυ να 

ρυθμίζει τη πρωτεϊνική σύνθεση ανάλογα με τη κατάσταση της φυσιολογίας και τη 

διαιτολογική πρόσληψη, επάγοντας τους παράγοντες έναρξης της μετάφρασης 4 (Norton 

& Layman 2006). Επίσης, έχει αποδειχτεί πως τα ένζυμα Akt, mTOR, p70(S6K), rpS6, 

GSK3 και η συνθάση του γλυκογόνου αλλήλεπιδρούν για τον έλεγχο της σύνθεσης των 

πρωτεϊνών και του γλυκογόνου στους σκελετικούς μύες και κάθε ένα από αυτά 

αποκρίνεται στην άσκηση (Ivy et al., 2008).

14. Σκοπός της εργασίας

Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας ήταν να εξετάσει ποιοτικά την 

επίδραση της άσκησης στην έκφραση πρωτεϊνών στον υποκνημίδιο μυ επίμυων.
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
ΟΛΑ ΤΑ ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ ΠΟΥ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΗΘΗΚΑΝ ΓΙΑ ΤΗ ΔΙΕΞΑΓΩΓΗ ΤΩΝ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΩΝ 

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΩΝ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ ΑΠΟΚΤΗΘΗΚΑΝ ΑΠΟ ΤΗΝ ΕΤΑΙΡΙΑ SIGMA-ALDRICH (ST. LOUIS, ΜΟ,

USA).

1. Τρόπος χειρισμού και χαρακτηριστικά των επιμύων

Για την πραγματοποίηση της πειραματικής διαδικασίας χρησιμοποιήθηκαν 8 

ένηβοι αρσενικοί επίμυες της φυλής Wistar, οι οποίοι αποκτήθηκαν από το Ελληνικό 

Ινστιτούτο Pasteur. Οι επίμυες ήταν ηλικίας 8 εβδομάδων και βάρους 220 ± 10 gr και 

διατηρήθηκαν κάτω από ελεγχόμενες συνθήκες περιβάλλοντος (εναλλαγή φωτός και 

σκότους ανά 12 ώρες και θερμοκρασία 20°C). Χωρίστηκαν σε κλουβιά των δύο και η 

τροφή και το νερό διατίθονταν ελεύθερα. Το πείραμα αξιολογήθηκε και εγκρίθηκε από 

την επιτροπή προστασίας ζώων του πανεπιστημίου. Όλες οι διαδικασίες ήταν σύμφωνες 

με τον οδηγό φροντίδας και χρήσης των εργαστηριακών ζώων (1996, National Academy 

Press, 2101 Constitution Ave. NW, Washington, DC 20055, USA). To μοντέλο άσκησης 

που εφαρμόστηκε ήταν η κολύμβηση μέχρι εξάντλησης. Η θανάτωση των επιμύων έγινε 

αμέσως μετά την άσκηση.

2. Εξοικείωση

Κατά την άφιξη τους, οι επίμυες αφέθηκαν για 7 μέρες στον πειραματικό χώρο 

ώστε να εγκλιματιστούν χωρίς να υποστούν κάποια μεταχείριση. Στη συνέχεια, σε 4 από 

αυτούς ξεκίνησε η εξοικείωση με το νερό για 5 μέρες πριν ξεκινήσει η εφαρμογή του 

πρωτοκόλλου κολύμβησης. Την πρώτη μέρα εξοικείωσης οι 4 επίμυες μπήκαν στο νερό 

για 10 λεπτά χωρίς βάρος στην ουρά τους. Τις επόμενες δύο μέρες οι 4 επίμυες 

ασκήθηκαν για 10 λεπτά με εφαρμογή βάρους στη βάση της ουράς τους ισοδύναμο με το 

1% του σωματικού τους βάρους. Τις τελευταίες 2 μέρες το βάρος αυξήθηκε στο 2% του 

σωματικού τους βάρους. Τέλος, οι 4 επίμυες αναπαύθηκαν για 3 μέρες πριν ξεκινήσει η 

εφαρμογή του πρωτοκόλλου.
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3. Πρωτόκολλο κολύμβησης

Ον 4 επίμυες ασκήθηκαν ο καθένας ξεχωριστά μέχρι εξάντλησης σε δεξαμενή 

διαμέτρου 1 μέτρου και βάθους 0.7 μέτρων. Το νερό ρυθμίστηκε σε θερμοκρασία 33- 

36°C. Στη βάση της ουράς τους προσδέθηκε βάρος ισοδύναμο με το 4% του σωματικού 

τους βάρους έτσι ώστε η άσκηση να είναι συνεχής. Το πρωτόκολλο της κολύμβησης που 

εφαρμόστηκε επιλέχθηκε διότι προκαλεί την μικρότερη μυϊκή καταστροφή σε σύγκριση 

με το τρέξιμο σε δαπεδοεργόμετρο (Duarte et al., 1994).

4. Θανάτωση των επιμύων, συλλογή και ομογενοποίηση των δειγμάτων

Οι 8 επίμυες θανατώθηκαν με αποκεφαλισμό αφού πρώτα εκτέθηκαν για λίγο σε 

αιθέρα. Τα δείγματα των μυών από τα πίσω πόδια συλλέχθηκαν με χειρουργική 

επέμβαση και τοποθετούνταν σε υγρό άζωτο. Η ομογενοποίηση έγινε με γουδί και 

γουδοχέρι. Ο ιστός ομογενοποιήθηκε με ένα phosphate buffered saline pH 7.4 που 

περιείχε 138 mM NaCL, 2,7 mM KCL και 1 mM EDTA καθώς και ένα μίγμα 

αναστολέων πρωτεασών: Απροτινίνη (10mg/mL), λιουπεπτίνη (lmg/mL) και PMSF 

(9mg/mL).

5. Αρχή της μεθόδου
Η ΛΕΠΤΟΜΕΡΗΣ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΠΟΡΕΙΑ ΠΟΥ ΑΚΟΛΟΥΘΗΘΗΚΕ ΕΙΝΑΙ ΚΑΤΑΓΡΑΜΜΕΝΗ ΣΤΟ 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ.

Η όλη διαδικασία της απομόνωσης και χαρακτηρισμού των πρωτεϊνών μπορεί να 

διακριθεί σε τρία αυτοτελή, διαδοχικά μέρη (εικόνα 14). Αρχικά, με την ηλεκτροφόρηση 

δυο διαστάσεων οι πρωτεΐνες κατανέμονται με βάση το ισοηλεκτρικό τους σημείο και το 

μοριακό τους βάρος σε όλο το μήκος ενός πηκτώματος σε ευδιάκριτες κηλίδες. Κάθε 

κηλίδα είναι μια πρωτεΐνη, έτσι είναι πλέον δυνατός ο εντοπισμός διαφορών συγκριτικά 

με το πήκτωμα μάρτυρα, είτε με γυμνό μάτι, είτε με τη χρήση σχετικών προγραμμάτων 

ηλεκτρονικού υπολογιστή. Αφού εντοπιστούν οι προς μελέτη πρωτεΐνες αποκόπτονται 

από το πήκτωμα και χαρακτηρίζονται με τη φασματοσκοπία μάζας (mass spectrometry, 

MS). Με την MS ανιχνεύονται και καταγράφονται διάφορες φασματοσκοπικές κορυφές 

που αντιστοιχούν στα αμινοξέα της πρωτεΐνης, λαμβάνεται δηλαδή ένα πεπτιδικό 

αποτύπωμα της πρωτεΐνης. Χάρη στη μοναδικότητα που παρουσιάζει η κάθε πρωτεΐνη
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στην ποσοτική και ποιοτική περιεκτικότητα της σε αμινοξέα μπορεί να χαρακτηριστεί 

ανάλογα.

Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε 2-DE πρωτεϊνών του υποκνημίδιου 

μυός (soleus) (εικόνα 15) επιμύων. Τα δείγματα μυός συλλέχθηκαν αμέσως μετά το 

πέρας της άσκησης των επιμύων, έτσι εξετάστηκε ποιοτικά η επίδραση της άσκησης 

στην πρωτεϊνική έκφραση κατά τη διάρκεια της άσκησης και όχι κατά την περίοδο 

αποκατάστασης. Ο υποκνημίδιος μυς επιλέχθηκε λόγω της φυσιολογίας της 

συγκεκριμένης άσκησης που επιβάλλει την έντονη λειτουργία του υπό μελέτη μυός.

Spot Detection
& Quantification

In-Gel Digestion

8 ft -

_L

MS Peptide 
Fingerprint

Protein/DNA
Sequence
Databasesin

Mass Spectrometry
Protein

Identification

Εικόνα 14: Διάγραμμα ροής της διαδικασίας ανίχνευσης πρωτεϊνών πηκτώματος 2-DE με τη 

χρήση προγράμματος υπολογιστή και φασματοσκοπία μάζας. Διακρίνονται οι κηλίδες στο 

πήκτωμα και οι φασματομετρικές κορυφές.
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Εικόνα 15: Απεικόνιση της ανατομίας μυών των πίσω ποδιών. Είναι ευδιάκριτη η θέση των

υποκνημίδιων μυών (soleus).

Ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων

Η 2-D ηλεκτροφόρηση ολοκληρώνεται σε δυο φάσεις (εικόνα 16):

1) την ισοηλεκτρική εστίαση - πρώτη διάσταση (isoelectric focusing, IEF) 

(Richetti 1983). Σε αυτή τη φάση οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται με βάση το ισοηλεκτρικό 

τους σημείο (ρΐ), το pH, δηλαδή, στο οποίο έχουν ολικό ηλεκτρικό φορτίο 0. Βιολογικά 

επαμφοτερίζοντα μόρια, όπως είναι οι πρωτεΐνες μπορεί να περιέχουν τόσο όξινες όσο 

και βασικές λειτουργικές ομάδες. Τα αμινοξέα από τα οποία αποτελούνται οι πρωτεΐνες 

μπορεί στη φύση να είναι φορτισμένα θετικά, αρνητικά, ή ουδέτερα. Σε ένα pH κάτω από 

το ρΐ τους, οι πρωτεΐνες έχουν θετικό ολικό φορτίο ενώ πάνω από το ρΐ τους έχουν 

αρνητικό ολικό φορτίο. Έτσι, οι πρωτεΐνες μπορούν να διαχωριστούν με βάση το 

ισοηλεκτρικό τους σημείο σε ένα πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου.

2) την SDS ηλεκτροφόρηση πηκτωμάτων πολυακριλαμιδίου (SDS 

polyakrilamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) - δεύτερη διάσταση. Στη φάση αυτή οι 

πρωτεΐνες διαχωρίζονται με βάση το μέγεθος τους (μοριακό βάρος, MB).

31



ΙΤΊ...ΓΤΤ
IEF -
ζζππζ

LU
ο<
ο_
ώ
Ο
cο

-—ι

[kDa]
500

1

Εικόνα 16: Τρόπος διαχωρισμού πρωτεϊνών στα πηκτώματα. Οριζόντια διαχωρίζονται ως προς 

το ισοηλεκτρικό τους σημείο, ενώ κατακόρυφα ως προς το μοριακό τους βάρος. Ακολούθως η 

πρωτεΐνη που παρουσιάζει ενδιαφέρον αποκόπτεται από το πήκτωμα και ταυτοποιείται με 

φασματοσκοπία μάζας.

Ηλεκτροφόρηση είναι η μετανάστευση φορτισμένων μορίων σε διάλυμα ως 

απόκριση σε ένα ηλεκτρικό φορτίο. Ο ρυθμός μετανάστευσής τους εξαρτάται από τη 

δύναμη του πεδίου, το ολικό τους φορτίο, το μέγεθος και το σχήμα τους, καθώς και την 

ιοντική δύναμη, το ιξώδες και τη θερμοκρασία του μέσου στο οποίο τα μόρια κινούνται. 

Ως εργαλείο ανάλυσης, η ηλεκτροφόρηση είναι απλή, γρήγορη και ιδιαίτερα ευαίσθητη. 

Χρησιμοποιείται αναλυτικά για τη μελέτη των ιδιοτήτων ενός φορτισμένου είδους αλλά 

και ως τεχνική διαχωρισμού. Συγκεκριμένα, το δείγμα τρέχει σε μια μήτρα υποστήριξης, 

όπως χαρτί, εστέρα κυτταρίνης, πήκτωμα αγαρόζης, αμύλου ή και πολυακριλαμιδίου. Η 

μήτρα κατά τη μεταφορά εμποδίζει τη μίξη που προκαλείται από τη θέρμανση.

Επιπλέον, οι συνηθέστερα χρησιμοποιούμενες μήτρες υποστήριξης, αγαρόζη και 

πολυακρυλαμίδιο, παρέχουν τα μέσα για το διαχωρισμό των μορίων με βάση το μέγεθος 

τους δεδομένου ότι είναι πορώδη πηκτώματα. Ένα πορώδες πήκτωμα μπορεί να 

ενεργήσει ως κόσκινο προκαλώντας την καθυστέρηση ή ακόμα και πλήρη παρεμπόδιση 

της κίνησης μεγάλων μακρομορίων ενώ παράλληλα επιτρέποντας σε μικρότερα μόρια 

την ελεύθερη μετανάστευση. Επειδή τα αραιά πηκτώματα αγαρόζης είναι γενικά πιο 

άκαμπτα και ευκολότερα στη χρήση από τα πηκτώματα πολυακριλαμιδίου της ίδιας 

συγκέντρωσης, η αγαρόζη χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό μεγαλύτερων 

μακρομορίων, όπως είναι τα νουκλεϊνικά οξέα, οι μεγάλες πρωτεΐνες και τα πρωτεϊνικά
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συγκροτήματα. Το πολυακριλαμίδιο, που εύκολα μπορεί να σχηματιστεί και να γίνει 

αντικείμενο χειρισμού σε υψηλότερες συγκεντρώσεις χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό 

των περισσότερων πρωτεϊνών και μικρών ολιγονουκλεοτιδίων, τα οποία απαιτούν μικρό 

μέγεθος πόρου πηκτώματος για την επιβράδυνσή τους.

Οι πρωτεΐνες είναι επαμφοτερίζουσες ενώσεις και επομένως το ολικό τους φορτίο 

καθορίζεται από το pH του μέσου στο οποίο είναι αναρτημένες. Σε ένα διάλυμα με ένα 

pH πάνω από το ισοηλεκτρικό της σημείο, μια πρωτεΐνη έχει αρνητικό ολικό φορτίο και 

μεταναστεύει προς την άνοδο σε ένα ηλεκτρικό πεδίο. Κάτω από το ισοηλεκτρικό της 

σημείο, η πρωτεΐνη φορτίζεται θετικά και μεταναστεύει προς την κάθοδο. Επιπλέον, το 

ολικό φορτίο που φέρει μια πρωτεΐνη είναι ανεξάρτητο από το μέγεθος της, δηλαδή, το 

φορτίο που φέρεται ανά μονάδα μάζας (ή μήκους, δεδομένου ότι οι πρωτεΐνες και τα 

νουκλεϊνικά οξέα είναι γραμμικά μακρομόρια) του μορίου διαφέρει από πρωτεΐνη σε 

πρωτεΐνη. Επομένως σε ένα συγκεκριμένο pH και υπό τους όρους μη-μετουσίωσης, ο 

ηλεκτροφορητικός διαχωρισμός των πρωτεϊνών καθορίζεται τόσο από το μέγεθος όσο 

και από το φορτίο των μορίων.

Το θειικό άλας νατρίου (Sodium dodecyl sulphate, SDS) είναι ένα ανιονικό 

απορρυπαντικό που μετουσιώνει τις πρωτεΐνες με «το τύλιγμα γύρω από» τη 

πολυπεπτιδική αλυσίδα. Επίσης, το SDS δεσμεύεται στις πρωτεΐνες αρκετά 

εξειδικευμένα σε αναλογία μάζας 1.4:1. Με αυτές τις ενέργειες, το SDS παρέχει ένα 

αρνητικό φορτίο στο πολυπεπτίδιο αναλογικά προς το μήκος του, δηλαδή, μετουσιωμένα 

πολυπεπτίδια γίνονται «ράβδοι» αρνητικά φορτισμένου σύννεφου με ίσο φορτίο ή 

πυκνότητες φορτίου ανά μονάδα μήκους. Είναι συνήθως απαραίτητο να μειωθούν οι 

γέφυρες δισουλφιδίου στις πρωτεΐνες προτού να υιοθετήσουν την τυχαία εσπειραμένη 

διαμόρφωση, η οποία είναι απαραίτητη για το διαχωρισμό με βάση το μέγεθος: αυτό 

γίνεται με 2-μερκαπτοαιθανόλη (2-mercaptoethanol) ή διθιοθρειτόλη (dithiothreitol). 

Επομένως, η μετανάστευση καθορίζεται όχι από το εγγενές ηλεκτρικό φορτίο του 

πολυπεπτιδίου, αλλά από το μοριακό του βάρος.

Ο προσδιορισμός του μοριακού βάρους των πρωτεϊνών πραγματοποιείται με το 

παραλληλισμό των αποτελεσμάτων της SDS-PAGE των πρωτεϊνών γνωστού μοριακού 

βάρους σε σχέση με αυτά των υπό χαρακτηρισμό πρωτεϊνών. Γραμμική σχέση υπάρχει 

μεταξύ του λογαρίθμου του μοριακού βάρους ενός SDS- μετουσιωμένου πολυπεπτιδίου,
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ή ενός νουκλεϊνικού οξέος και του Rf του. To Rf ορίζεται ως η αναλογία της απόστασης 

μετανάστευσης ενός μορίου προς αυτή που μετανάστευσε ένας χρωματισμένος 

μάρτυρας. Ένας απλός τρόπος υπολογισμού του σχετικού μοριακού βάρους (Mr) με 

ηλεκτροφόρηση είναι ο σχεδιασμός μιας πρότυπης καμπύλης της απόστασης που 

μετανάστευσε προς το loglOMB για τα γνωστά δείγματα και την αφαίρεση του logMr 

του δείγματος αφού μετρηθεί η απόσταση που μετανάστευσε στο ίδιο πήκτωμα.

Υπάρχουν δύο τύποι συστημάτων ρυθμιστικών διαλυμάτων στην 

ηλεκτροφόρηση, τα συνεχή και τα ασυνεχή. Ένα συνεχές σύστημα έχει μόνο ένα ενιαίο 

πήκτωμα διαχωρισμού και χρησιμοποιεί το ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα στις δεξαμενές και 

το πήκτωμα. Σε ένα ασυνεχές σύστημα, ένα μη περιοριστικό πήκτωμα με μεγάλους 

πόρους, αποκαλούμενο πήκτωμα συσσώρευσης (stacking gel) είναι τοποθετημένο σε 

στρώσεις πάνω από ένα πήκτωμα διαχωρισμού (separating gel). Κάθε πήκτωμα γίνεται 

με ένα διαφορετικό ρυθμιστικό διάλυμα και τα ρυθμιστικά των δεξαμενών είναι 

διαφορετικά από τα ρυθμιστικά των πηκτωμάτων. Η ανάλυση που πετυχαίνεται σε ένα 

ασυνεχές σύστημα είναι πολύ μεγαλύτερη από αυτή που λαμβάνεται με ένα συνεχές 

σύστημα.
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Οι εικόνες 17,18 και 19, 20 είναι αποτελέσματα δύο 2-D ηλεκτροφορήσεων A 

και Β αντίστοιχα και αποτελούν ενδεικτικά δείγματα για το σύνολο των οκτώ 2-D 

ηλεκτροφορήσεων που έχουν πραγματοποιηθεί στη παρούσα εργασία. Συγκεκριμένα, οι 

εικόνες 17 και 18 είναι τα πηκτώματα 2-DE υποκνημίδιου μυός μη ασκούμενου επίμυος 

(control) και ασκούμενου επίμυος αντίστοιχα. Στην αριστερή πλευρά του πηκτώματος της 

εικόνας 17 είναι τοποθετημένη η κλίμακα μοριακών βαρών του μάρτυρα. Η πορεία του 

μάρτυρα στο πήκτωμα σε σύγκριση με την κλίμακα μπορεί να δώσει ενδεικτικές τιμές 

για τα μοριακά βάρη των κηλίδων των πρωτεϊνών που σχηματίστηκαν στο πήκτωμα, ενώ 

παράλληλα αποτελεί ένδειξη σωστού ηλεκτροφορητικού τρεξίματος. Επίσης, το pH των 

πρωτεϊνών κυμαίνεται μεταξύ 3-10 με τη φορά που δείχνει η κλίμακα που είναι 

τοποθετημένη πάνω από το πήκτωμα της εικόνας 17, σύμφωνα με το IPG-strip 

(ακινητοποιημένες βαθμιαίες μεταβολές pH) που χρησιμοποιήθηκε.

Μετά από προσπάθεια εντοπισμού, με γυμνό μάτι, πιθανών ποιοτικών διαφορών 

στην έκφραση πρωτεϊνών δεν εντοπίστηκαν πρωτεΐνες που να παρουσιάζουν 

διαφορετική εμφάνιση σε επαναλήψιμο τρόπο στην πλειοψηφία του συνόλου των 

πηκτωμάτων. Η συγκεκριμένη παρατήρηση προέκυψε από τη μελέτη της έκφρασης 

πρωτεϊνών με την αξιολόγηση της εμφάνισης των κηλίδων τους. Η κηλίδα χ, για 

παράδειγμα, δεν εμφανίζεται στα αποτελέσματα της 2-DE Α του υποκνημίδιου μυός μη 

ασκούμενου επίμυος (εικόνα 17) ενώ υπάρχει στο πήκτωμα ασκούμενου επίμυος (εικόνα 

18) της ίδιας ηλεκτροφόρησης. Αντίθετα, η χ εμφανίζεται στο πήκτωμα τόσο 

ασκούμενου, όσο και μη ασκούμενου επίμυος της 2-D ηλεκτροφόρησης Β (εικόνες 19 

και 20). Η ασταθής παρουσία της χ παρατηρήθηκε με παρόμοιο μοτίβο εμφάνισης και 

για άλλες κηλίδες, οι οποίες επίσης επισημαίνονται στις εικόνες των πηκτωμάτων. 

Συγκεκριμένα, μεγάλη διακύμανση στην έκφραση και έτσι στην εμφάνισή τους στα 

πηκτώματα παρατηρήθηκε για πρωτεΐνες με ρΐ =5 και MW 30-75. Διακύμανση επίσης 

παρατηρήθηκε για πρωτεΐνες με MW =85 και ρΙ=7.
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Εικόνα 17: Αποτέλεσμα 2-D ηλεκτροφόρησης Α υποκνημίδιου μυός μη ασκούμενου επίμυος.

Εικόνα 18: Αποτέλεσμα 2-D ηλεκτροφόρησης Α υποκνημίδιου μυός ασκούμενου επίμυος.
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Εικόνα 19: Αποτέλεσμα 2-D ηλεκτροφόρησης Β υποκνημίδιου μυός μη ασκούμενου επίμυος.

Εικόνα 20: Αποτέλεσμα 2-D ηλεκτροφόρησης Β υποκνημίδιου μυός ασκούμενου επίμυος .
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Συνοψίζοντας, με τη μελέτη πηκτωμάτων 2-D ηλεκτροφορήσεων υποκνημίδιου 

μυός εντοπίστηκαν πρωτεΐνες που εκφράζονταν μόνο μετά από την εξαντλητική αερόβια 

άσκηση. Η εμφάνιση των πρωτεϊνών αυτών φάνηκε να επικεντρώνεται στην περιοχή του 

πηκτώματος των πρωτεϊνών με ρΐ ~5 και MW 30-75. Εν τούτοις, η έκφραση τους δεν 

παρατηρήθηκε να επαναλαμβάνεται στην πλειοψηφία του συνόλου των οκτώ 

πηκτωμάτων και γι’αυτό δεν επιβεβαιώθηκε η αλλαγή στην έκφραση τους. Ως 

αποτέλεσμα καμία πρωτεϊνική κηλίδα δεν αποκόπηκε από τα πηκτώματα ώστε να 

ταυτοποιηθεί με φασματοσκοπία μάζας.
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Στην παρούσα εργασία παρατηρήθηκε ότι η εξαντλητική αερόβια άσκηση δεν 

οδήγησε σε σημαντικές ποιοτικές διαφορές στην έκφραση των πρωτεϊνών του 

υποκνημίδιου μυός επιμύων. Το αποτέλεσμα αυτό φάνηκε από τη μελέτη πηκτωμάτων 2- 

D ηλεκροφορήσεων πρωτεϊνών του υποκνημίδιου μυός επιμύων, στα οποία δεν 

εντοπίστηκαν πρωτεΐνες που να παρουσιάζουν διαφορετικό προφίλ με επαναλήψιμο 

τρόπο στην πλειοψηφία του συνόλου των πηκτωμάτων.

Με τη χρήση αυτής της τεχνικής εντοπίστηκαν πρωτεΐνες που εκφράζονταν μόνο 

μετά από την εξαντλητική αερόβια άσκηση, εν τούτοις η έκφραση τους δεν 

παρατηρήθηκε να επαναλαμβάνεται στην πλειοψηφία του συνόλου των οκτώ 

πηκτωμάτων που εξετάστηκαν και γι’αυτό δεν επιβεβαιώθηκε η αλλαγή στην έκφρασή 

τους. Εν τούτοις, σύμφωνα με προηγούμενες μελέτες έχει διαπιστωθεί ότι κατά τη 

διάρκεια αερόβιας άσκησης το ποσοστό σύνθεσης μυϊκών πρωτεϊνών μειώνεται 

ελαφρώς, αλλά όχι σημαντικά (Wolfe 1982). Αντίθετα, μετά από 4 ώρες αποκατάστασης 

από τη μυϊκή άσκηση η πρωτεϊνική σύνθεση αυξάνεται σημαντικά (Carraro et al., 1991). 

Πιθανές, λοιπόν, ποιοτικές διαφορές στην έκφραση των πρωτεϊνών θα μπορούσαν να 

ανιχνευθούν κατά την περίοδο αποκατάστασης μετά το πέρας μερικών ωρών όταν και η 

οξείδωση της λεύκινης μειώνεται (Devlin et al., 1990). Η λεύκινη ρυθμίζει τη έναρξη της 

μετάφρασης στην πρωτεϊνική σύνθεση (Norton & Layman 2006). Επιπρόσθετα υπάρχει 

σχετικά μειωμένη απόκριση της σύνθεσης πρωτεϊνών του υποκνημίδιου μυός στην 

άσκηση με αντιστάσεις (Trape et al., 2004) γεγονός που ίσως ισχύει και για την αερόβια 

άσκηση, προδιαθέτοντας, έτσι, για τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας.

Αρκετές υποθέσεις θα μπορούσαν να προταθούν για τις προκαλούμενες με την 

άσκηση αλλαγές στην έκφραση των πρωτεϊνών που έχουν παρατηρηθεί. Όπως έχει 

αναφερθεί οι αλλαγές στα επίπεδα μιας συγκεκριμένης μυϊκής πρωτεΐνης μπορεί να 

οφείλονται σε αλλαγή στο ρυθμό της σύνθεσης (Dohm et al., 1985), της αποικοδόμησης 

(Dohm et al. 1980) ή ενός συνδυασμού και των δύο μηχανισμών (Kasperek et al., 1985). 

Εναλλακτικά, αλλαγές στα επίπεδα μιας πρωτεΐνης μπορούν να οφείλονται σε εναλλαγή 

του βαθμού πρωτεϊνικής εξαγωγής ως απόκριση σε αλλαγή στη σχέση της με τα 

μυοϊνίδια ή στη διαμερισματοποίησή της (Rathgeber et al., 1990; Somero & Hand 1999). 

Ακόμα, ο βαθμός εξαγωγής μερικών μυϊκών πρωτεϊνών είναι ευαίσθητος στην
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κατάσταση της φυσιολογίας του μυός και στα επίπεδα δράσης του (Rathgeber et al., 

1990). Είναι επίσης δυνατό οι αλλαγές να οφείλονται στην απελευθέρωση πρωτεϊνών 

έξω από το μυ λόγω της προκαλούμενης από την άσκηση μυϊκής βλάβης (Malm 2001) ή 

την απέκκρισή της από το μυ, καθώς ο σκελετικός μυς μπορεί να εκκρίνει μια σειρά από 

πρωτεΐνες που ενεργούν ως αυτοκρινείς, παρακρινείς ή ενδοκρινείς παράγοντες, όπως η 

ιντερλευκίνη-618 και ο ινσουλινοεξαρτώμενος αυξητικός παράγοντα-1 (MacGregor & 

Parkhouse 1996). Επίσης, καθώς η αιματική ροή στους σκελετικούς μύες αυξάνεται ως 

απόκριση στην άσκηση θα μπορούσαν να αυξηθούν τα επίπεδα πρωτεϊνών του αίματος 

σε σχέση με τις μυϊκές πρωτεΐνες, κάτι που παρατηρήθηκε με τα αποτελέσματα 

προηγούμενων μελετών όπου κηλίδες που προέκυψαν από 2-D ηλεκτροφορήσεις 

σκελετικού μυός αντιστοιχούσαν σε πρωτεΐνες του αίματος.

Παρά τα πλεονεκτήματα της εφαρμογής της ποιοτικής πρωτεωμικής στη μελέτη 

της απόκρισης του μυϊκού πρωτεώματος στην άσκηση, υπάρχουν ορισμένα όρια που 

πρέπει να ληφθούν υπόψη κατά την ερμηνεία των αποτελεσμάτων. Όπως συμβαίνει σε 

κάθε τεχνική, η μεταβλητότητα και η ευαισθησία της πειραματικής προσέγγισης, που 

περιγράφεται εδώ, δεν μπορεί να επιτρέψει την ανίχνευση των μικρών διαφορών στα 

επίπεδα των επιμέρους πρωτεϊνών. Πιθανές πηγές αυτής της διακύμανσης της έκφρασης 

των πρωτεϊνών μπορεί να είναι το ποσό των δειγμάτων που ελήφθησαν από τις ταινίες 

IPG κατά τη διάρκεια της ισοηλεκτρικής εστίασης ή η απόκλιση κατά τη μεταβίβαση 

των πρωτεϊνών από την ταινία IPG στο πήκτωμα SDS-πολυακριλαμιδίου. Ως 

αποτέλεσμα, τα όρια ανίχνευσης της τεχνικής επηρεάζονται από το μέγεθος του 

δείγματος και από τις συγκεκριμένες πρωτεϊνικές κηλίδες που εξετάστηκαν, με 

διαφορετικό βαθμό μεταβλητότητας στο μέγεθος τους. Έτσι, με τη χρήση μιας 

στατιστικής προσέγγισης, μικρότερες αλλαγές μπορεί να ανιχνευθούν στις πρωτεΐνες 

που παρουσιάζουν μικρότερη διακύμανση, ενώ για τις κηλίδες με το μεγαλύτερο 

ποσοστό διακύμανσης μπορεί να απαιτούνται μεγαλύτερες αλλαγές για να θεωρηθούν οι 

αλλαγές ως στατιστικά σημαντικές.

Άλλος ένας περιορισμός της 2-DE ανάλυσης είναι ότι δεν μπορούν όλες οι 

πρωτεΐνες να ανιχνευθούν από ένα δεδομένο πρωτόκολλο προετοιμασίας του δείγματος, 

καθώς και μια σειρά από κηλίδες εξαιρούνται από την ανάλυση, λόγω του ότι βρίσκονται 

σε ένα σύμπλεγμα κηλίδων και δεν επικεντρώνονται ευδιάκριτα ή είναι πολύ μικρές για
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να ανιχνευθούν. Επιπλέον, ο αριθμός των πρωτεϊνών που μπορούν να εξεταστούν από 

την 2-DE περιορίζεται από το ισοηλεκτρικό σημείο (ρΐ) και το εύρος μοριακού βάρους 

που επιλέγονται για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών. Στην παρούσα μελέτη, οι πρωτεΐνες 

που ερευνήθηκαν ήταν περιορισμένες σε εκείνες με ρΐ μεταξύ 3 και 10 και με μοριακό 

βάρος 10-250 kDa. Δεδομένου των περιορισμών που αναφέρονται ανωτέρω, μόνο ένα 

υποσύνολο των μυϊκών πρωτεϊνών ερευνήθηκαν στο πλαίσιο της παρούσας εργασίας και, 

για το λόγο αυτό, περισσότερη έρευνα αυτού του είδους είναι απαραίτητη για να 

ληφθούν περισσότερες πληροφορίες για την απόκριση του μυϊκού πρωτεώματος στην 

άσκηση και στην αποκατάσταση.

Εν κατακλείδι, η παρούσα εργασία υποδεικνύει ότι, παρά την ύπαρξη κάποιων 

μειονεκτημάτων, η ποιοτική πρωτεωμική αποτελεί χρήσιμη μέθοδο για τη μελέτη της 

απόκρισης του μυϊκού πρωτεώματος στην άσκηση. Με τη χρήση αυτής της μεθόδου 

εντοπίστηκαν πρωτεΐνες που εκφράστηκαν μόνο μετά από την εξαντλητική αερόβια 

άσκηση. Εν τούτοις, η έκφραση τους δεν παρατηρήθηκε να επαναλαμβάνεται στην 

πλειοψηφία του συνόλου των οκτώ πηκτωμάτων και γι’αυτό δεν επιβεβαιώθηκε η 

αλλαγή στην έκφρασή τους. Δεδομένου ότι με την παρούσα εργασία εξετάστηκε ένα 

μικρό δείγμα μυϊκών πρωτεϊνών, η αξιολόγηση αυτών των αποτελεσμάτων θα εξαρτηθεί 

από τη μελέτη της απόκρισης ενός μεγαλύτερου συνόλου μυϊκών πρωτεϊνών στην 

εξαντλητική αερόβια άσκηση. Επιπρόσθετα, παραμένει αδιευκρίνιστο κατά πόσο το 

πρότυπο των αλλαγών στην έκφραση ορισμένων πρωτεϊνών ως απόκριση στην αερόβια 

άσκηση διαφέρει από αυτό που σχετίζεται με άλλου τύπου ασκήσεις (π.χ. άσκηση με 

αντιστάσεις) για τις οποίες έχει διαπιστωθεί ότι προκαλούν αλλαγές στα επίπεδα 

πρωτεϊνών. Επίσης, σε επόμενες έρευνες θα είχε ενδιαφέρον η μελέτη ποιοτικών 

διαφορών στην πρωτεϊνική έκφραση κατά την περίοδο αποκατάστασης, αρκετές ώρες 

μετά το πέρας της άσκησης.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

Πρωτόκολλο διαχωρισμού πρωτεϊνών με τη χρήση ηλεκτροφόρησης δύο

διαστάσεων.

1Η Ημερα-Επανυδατωςη (Rehydration)

- Σκοπός αυτής της διαδικασίας είναι η διανομή του πρωτεϊνικού δείγματος κατά 

μήκος του strip.

Βήιια 1°

Με μια πιπέτα μεταφέρουμε 315μ1 δείγματος, που αποτελείται από 25μ1 

πρωτεΐνης και 290μ1 ρυθμιστικού διαλύματος επανυδάτωσης (Rehydration buffer) κατά 

μήκος της μιας πλευράς του διαδρόμου του tray αφήνοντας 1cm σε κάθε άκρο. Η 

μεταφορά του δείγματος γίνεται προσεκτικά ώστε να μη δημιουργηθούν φυσαλίδες, οι 

οποίες εμποδίζουν τη διανομή του δείγματος στο strip.

Ρυθμιστικό διάλυμα επανυδάτωσης 3 ml (Rehydration buffer)

Urea 7M(1.2613gr)

Thiourea 2M (0.4567gr)

Chaps 2% (0.06gr)

DTT 30mg

Ampholytes 0.5%

Bromophenol blue trace

Βήμα 2°

Αφού φορτώσουμε το δείγμα στο διάδρομο του tray βγάζουμε το IPG strip pH 3- 

10 από τους -20 C όπου φυλάσσεται και με τη βοήθεια λαβίδας απομακρύνουμε το 

πλαστικό κάλυμμα που προστατεύει την πλευρά του strip με το πήκτωμα. Προσεχτικά 

τοποθετούμε το strip με την πλευρά του πηκτώματος πάνω στο δείγμα. Τα “+” και “pH 

3-10” που αναγράφονται πάνω στο strip πρέπει να είναι τοποθετημένα προς την αριστερή 

πλευρά του διαδρόμου. To strip τοποθετείται με προσοχή, ώστε να μην εγκλωβιστούν 

φυσαλίδες κάτω από αυτό.
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Bfiua 3°

Καλύπτουμε κάθε strip με 2-3ml mineral oil. To mineral oil αποτρέπει την 

εξάτμιση του δείγματος κατά τη διάρκεια της επανυδάτωσης.

Βήμα 4°

Καλύπτουμε το tray με πλαστικό καπάκι και το αφήνουμε σε επίπεδη επιφάνεια 

(1 l-16h) ώστε να επιτευχθεί η ενυδάτωση και να προσκολληθεί το δείγμα στο strip.

2η Ημερα

ΜΕΡΟΣ Α'- Ηλεκτροφορηςη Ι"1 διάστασης 

Οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται στο strip με βάση το ισοηλεκτρικό τους σημείο. 

Κάθε πρωτεΐνη μετακινείται προς ένα σημείο της βαθμίδωσης που αντιστοιχεί στο 

ισοηλεκτρικό της σημείο και παραμένει στο σημείο αυτό.

Βύιια 1°

Χρησιμοποιούμε ένα “PROTEAN 1EF focusing tray”, το οποίο διαθέτει δύο 

ηλεκτρόδια σε κάθε διάδρομο. Πάνω σε κάθε ηλεκτρόδιο τοποθετούμε 3 χαρτάκια 

εμποτισμένα με dd^O για καλύτερη αγωγιμότητα.

Βύιια 2°

Απομακρύνουμε προσεκτικά το strip από το tray με τη βοήθεια λαβίδας. Το 

κρατάμε για λίγο κάθετα ώστε να απομακρυνθεί το mineral oil.

Βήμα 3°

Μεταφέρουμε το IPG strip στο focusing tray με την πλευρά του gel προς τα κάτω 

και τα “+” και “pH 3-10” προς την αριστερή πλευρά.

Βήμα 4°

Καλύπτουμε το strip με 2-3ml mineral oil.
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Κλείνουμε το focusing tray και το τοποθετούμε στη συσκευή ηλεκτροφόρησης 

1ης διάστασης, η οποία είναι προγραμματισμένη ως εξής:

Για strip 18 cm και pH 3-10:

• LINEAR, 60 min, 250V (αν δεν έχει φτάσει στη μία ώρα στα 250V αυξάνουμε τα 60 

min σε 90).

• RAPID, 4h, 250 V

• LINEAR, 4h, 6000 V (μέγιστη ένταση ρεύματος 50μΑ/strip. Αν όμως φτάσει το 

ρεύμα αυτό, καλό είναι οι 4h να αυξηθούν σε 4.5h).

• RAPID, 6000 V, 50000-60000Vh

• LINEAR, 5 min, 500V

• RAPID, 20h, 500V (η πρώτη διάσταση τελειώνει με την ολοκλήρωση του 5ου 

βήματος. Στο 6° βήμα μπορεί να μείνει το δείγμα για 20h μέχρι να βγει).

ΜΕΡΟΣ Β'- ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΤΩΝ ΠΗΚΤΩΜΑΤΩΝ ΓΙΑ ΤΗΝ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ 2^ ΔΙΑΣΤΑΣΗΣ 

To strip τοποθετείται πάνω σε μια πλάκα πηκτής SDS-πολυακρυλαμιδίου και 

ακολουθεί κάθετη ηλεκτροφόρηση. Κάθε πρωτεΐνη κινείται και διαχωρίζεται ανάλογα με 

το μοριακό της βάρος σχηματίζοντας μία διακριτή κηλίδα.

Βύιια Γ

Απλώνουμε στον πάγκο διηθητικό χαρτί και τοποθετούμε αρχικά το μεγάλο τζαμί 

(large outer plate) πάνω σ’αυτό.

Βήμα 2°

Στις δύο παράλληλες κάθετες πλευρές απλώνουμε βαζελίνη και κατά μήκος 

αυτών τοποθετούμε τα spacers με φορά από μέσα προς τα έξω ώστε να σπρώξουμε την 

βαζελίνη προς τα έξω.

Βήμα 5°
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Βήμα 3°

Κατά μήκος των spacers (αφήνουμε απόσταση 1cm από την πάνω πλευρά) 

βάζουμε βαζελίνη.

Βήμα 4°

Από πάνω τοποθετούμε το μικρό τζάμι (small inner plate).

Bfrna 5°
Στερεώνουμε ανάμεσα σε δυο clamps και τα δύο τζάμια. Ελέγχουμε αν τα τζάμια 

έχουν ενωθεί σωστά και προσέχουμε να μην προεξέχει κάποιο από τα δύο.

Βήμα 6°

Ανάμεσα στα δυο τζάμια βάζουμε μια alignment card ώστε να σπρώξουμε τα 

spacers προς τις άκρες.

Βιίιια 7°

Στερεώνουμε τα τζάμια με τα clamps και στην κάτω οριζόντια πλευρά βάζουμε 

με μια πιπέτα Pasteur αγαρόζη. Δημιουργείται με αυτόν τον τρόπο ένα στεγανό για την 

αποφυγή διαρροών. Για να φτιάξουμε 0,5% διάλυμα αγαρόζης διαλύουμε 0,5gr 

αγαρόζης σε 100ml ddPEO.

Βήμα 8°

Αφήνουμε για λίγο την αγαρόζη να πήξει και ελέγχουμε ρίχνοντας σταδιακά 

ddH20 ανάμεσα στα δυο τζάμια.

Βήαα 9°

Αφού βεβαιωθούμε πως δεν υπάρχουν διαρροές απομακρύνουμε το ddH20 

(χρησιμοποιώντας και διηθητικό χαρτί).
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Bfma 10°

Προσθέτουμε το πήκτωμα διαχωρισμού (separating gel) ανάμεσα στα δυο τζάμια 

έως 3cm κάτω από την επιφάνεια του μεγάλου τζαμιού.

Πήκτωμα διαχωρισμού (Separating gel preparation).

Acrylamide/Bis working concentration (10%)

dd water 39.7mL

1.5M Tris-HCL, pH 8.8 25.0mL

10% (w/v) SDS stock (at RT) l.OmL

Acrylamide/Bis (30% stock) 33.3mL

10% ammonium persulfate (APS)* 1000pL

TEMED 60pL

Total volume (enough for 2 gels) lOOmL

Βύιια 11°

Προσθέτουμε λίγο ddH20 με πιπέτα, ώστε να απομακρυνθούν τυχόν φυσαλίδες 

και να ισορροπήσει το separating gel. Το αφήνουμε για 1-1,5h ώστε να πήξει.

Βύιια 12°

Μετά από l,5h αφαιρούμε το ddH20 (με τη βοήθεια και διηθητικού χαρτιού). 

Βύιια 13°

Προσθέτουμε και το πήκτωμα συσσωρεύσεως (stacking gel) και το αφήνουμε για 

1 h να πήξει.
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Πήκτωμα συσσωρεύσεως (stacking gel).

Enoagh for 2 gels. For strips 20 or 18 cm

dd water 14.5mL

1M Tris-HCL, pH 6.8 2.5mL

10% (w/w) SDS 200.OpL

Acrylamide/Bis (30% stock) 2.6mL

10% ammoniam persalfate (APS)i* 200pL

TEMED 20pL

Total volame 20mL

Για την προετοιμασία του μονομερούς αναμειγνύουμε όλα τα αντιδραστήρια εκτός 

από τα APS και TEMED. Για την έναρξη του πολυμερισμού προσθέτουμε τα APS και 

TEMED και ανακινούμε απαλά ώστε να αναμειχθούν.

Βήμα 14°

Μετά από περίπου μια ώρα τοποθετούμε και το χτενάκι.

Βήμα 15°

Τυλίγουμε τα τζάμια με τα πηκτώματα με βρεγμένο χαρτί και διαφανή μεμβράνη 

και τα αφήνουμε κατά τη διάρκεια της νύχτας στα κρύο δωμάτιο ώστε να πολυμεριστεί 

το πήκτωμα.
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3Η ΗΜΕΡΑΝ” ΔΙΑΣΤΑΣΗ

Bfma 1°
Ετοιμάζουμε το equilibration buffer.

Equilibration buffer (50 ml)

T8gr 

2.5mL 

15mL 

5mL

adjust to 50mL 

trace * •

Urea

1M Tris-HCL, pH 6.8

Glycerol

10% (w/w) SDS

dd water

Bromophenol

Βήμα 2°

Στη συνέχεια ετοιμάζουμε τα equilibration buffers I και II, τα οποία αναδεύουμε. 

Διατηρούμε το equilibration buffer II στους 4° C.

• Equilibration buffer I για 2 strips:

Προσθέτουμε 45mg DTT σε 12mL E.B.S.

• Equilibration buffer II για 2 strips:

Προσθέτουμε 270mg iodoacetamide σε 12mL E.B.S.

Bfma 3°
Όταν η ηλεκτροφόρηση 1ης διάστασης ολοκληρωθεί απομακρύνουμε το focusing 

tray από τη συσκευή ηλεκτροφόρησης.

Βήμα 4°

Κατόπιν, με τη βοήθεια λαβίδας απομακρύνουμε το IPG strip, το κρατάμε κάθετα 

ώστε να απομακρυνθεί το mineral oil και το τοποθετούμε σε ένα Rehydration / 

Equilibration tray με την πλευρά του πηκτώματος προς τα κάτω.
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Καλύπτουμε, αρχικά, το strip με το equilibration buffer I, κλείνουμε το tray με 

πλαστικό καπάκι και το αφήνουμε στον αναδευτήρα για 10 min.

Βήμα 6°

Απομακρύνουμε το Ε.Β.Ι και καλύπτουμε το strip με το equilibration buffer II και 

το αφήνουμε να αναδευτεί για άλλα 10 min.

Βιίιια 7°

Μεταφέρουμε lx TGS buffer στη συσκευή ηλεκτροφόρησης 2η^ διάστασης (το 1χ 

TGS φτάνει 1 cm πάνω από την αγαρόζη).

Βήμα 8°

Αφαιρούμε το χτενάκι, απομακρύνουμε το μονομερές και τοποθετούμε στο 

πηγαδάκι που σχηματίστηκε 5 μΐ marker.

Βήμα 9°

Αφού ολοκληρωθεί η ανάδευση, απομακρύνουμε με λαβίδα το IPG strip από το 

tray, το εμβαπτίζουμε σε lx TGS buffer και το τοποθετούμε ανάμεσα στα δύο τζάμια με 

την πλευρά του πηκτώματος προς το μικρό τζάμι.

Βήμα 10°

Προσθέτουμε μίγμα αγαρόζης με χρωστική μπλε της βρωμοφαινόλης με πιπέτα 

Pasteur στο κενό ανάμεσα στα δύο τζάμια πάνω από το strip.

Βιίιια 1 Γ

Όταν πήξει η αγαρόζη μεταφέρουμε τα τζάμια με τα πηκτώματα στη συσκευή 

ηλεκτροφόρησης 2ης διάστασης.

Bring 5°
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Βήιια 12°

Γεμίζουμε τη συσκευή με lx TGS buffer και τη συνδέουμε με τη βρύση. Στη 

συσκευή εισέρχεται νερό το οποίο, στη συνέχεια, απομακρύνεται.

Η ηλεκτροφόρηση αρχίζει: 25mA/gel για lh

3 5 mA/gel για ~6h

Βιίιια 13°

Βάψιμο με νιτρικό άργυρο (Silver nitrate staining)

Αφού η ηλεκτροφόρηση 2ης διάστασης ολοκληρωθεί τοποθετούμε τα τζάμια 

πάνω σε διηθητικό χαρτί (το μεγάλο τζάμι προς τα κάτω). Απομακρύνουμε τα spacers. 

Αφαιρούμε με προσοχή το μικρό τζάμι, απομακρύνουμε το stacking gel, κόβουμε το 

separating gel στην πάνω αριστερή γωνία ώστε να ξέρουμε που βρίσκεται ο marker και 

τοποθετούμε το separating gel σε μία λεκάνη και εκτελούμε τα παρακάτω βήματα:

Fix step

Μεταφέρουμε το separating gel σε 50% μεθανόλη (methanol) + 5% οξικό οξύ 

(acetic acid) και αναδεύουμε για 20 min.

Fix buffer: 500mL methanol +50mL acetic acid σε 450mL ddH20

Wash step

Πλένουμε το gel με 50% μεθανόλη και αναδεύουμε για 10 min.

Wash buffer: 500mL methanol σε 500mL ddH20

Wash step

Πλένουμε το gel με ddH20 και το αφήνουμε να αναδευτεί όλη τη νύχτα ή για lh.
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4Η Ημερα

Sensitize step

Μεταφέρουμε το separating gel σε 0.02% Na2 S2O3 για lmin (0.2gr Na2 S2O3 σε 

lit ddH20)

Wash step

Πλένουμε το gel δύο φορές, για 1 min κάθε φορά, με ddH20.

Stain step

Μεταφέρουμε το gel σε κρύο 0.1% AgN03 για 20 min (0.1 gr AgN03 σε lLt 

ddH20). To διάλυμα αφού ετοιμαστεί καλύπτεται με αλουμινόχαρτο και διατηρείται 

στους 4°C μέχρι να χρησιμοποιηθεί.

Wash step

Πλένουμε το gel δύο φορές, για 1 min κάθε φορά, με ddH20.

Develop step

Μεταφέρουμε το separating gel σε 0.04% formalin + Na2CC>3 και αναδεύουμε 

μέχρι το βάψιμο να είναι επαρκές (400pL formalin (37% formalin solution) + 20gr 

Na2C03σε lLt ddH20).

Stop step

Προσθέτουμε 50mL οξικό οξύ για να σταματήσει το βάψιμο (50 mL acetic acid 

σε 950mL ddH20).

51



Στοκ διαλύματα.

Acrylamide/Bis (30%) 1.5 M Tris-HCL, pH 8.8, MW: 121.14

146g acrylamide

4g N’N’-Bis-methylene-acrylamide

181.5g Tris base in lOOOmL dd water 

Dissolve Tris in 500mL dd water

in 500mL dd water

(29.2g acrylamide/lOOmL dd water

Adjust to pH 8.8 with 10.IN HCL. 

Make to lOOOmL with dd water and

0.8g bis/lOOmL dd water store at 4°C.

Or 30g acrylamide/bis/lOOmL dd water) (18.15g/100mL dd water)

1 M Tris-HCL, pH 6.8, MW: 121.14 10% SDS

12 lg Tris base in lOOOmL dd water 

Dissolve Tris in 500mL dd water 

Adjust to pH 8.8 with 10.1NHCL.

Make to lOOOmL with dd water and store at 

4°C.

Dissolve lOg SDS in water with gentle 

stirring and bring to lOOmL with 

distilled water. Store at RT.

5X electrode (Running, TGS) buffer, pH 8.3 Destaining solution

Tris base 45g (15g/L) lOOmM sodium thiosulfate

Glycine 216g (72g/L)

SDS 15g (5g/L)

30mM potassium ferricyanide

Total volume 3 L dd water

Store at 4°C. Warm to 37°C before use if 

precipitation occurs.

200mM ... 2.48gr/50mL 

60mM ... 0.98gr/50mL 

Mix 1/1
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