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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 
 

db‐cAMP:  Κυκλική μονοφωσφορική διβουτυρυλαδενοσίνη  

(Dibutyryladenosine 3′,5′‐cyclic monophosphate) 

AMC:  7‐άμινο‐4‐μεθύλιο‐κουμαρίνη (7‐amino‐4‐methyl Coumarin) 

BERA:  Βιοηλεκτρική Μέθοδος Αναγνώρισης (Bioelecrtic Recognition Assay) 

CANARY:  Κυτταρική  ανάλυση  και  κοινοποίηση  των  κινδύνων  αντιγόνου  και 

των  αποδόσεων (Cellular Analysis and Notification of Antigen Risks 

and Yields) 

CHAPS:  Ρυθμιστικό διάλυμα CHAPS 

3[(3‐Cholamidopropyl)dimethylammonio]‐propanesulfonic acid 

CICR:  Ασβέστio που προκαλείται από απελευθέρωση ασβεστίου  

(Calcium‐induced calcium release) 

Cyt C:  Κυτόχρωμα C (Cytochrome C) 

DiSC3(5):  3,3 Ιωδιούχος διπροπυλο‐θειαδικαρβοκυανίνη  

(3.3 dipropylthiadicarbocyanine iodide) 

DMEM:  Θρεπτικό μέσο κυτταροκαλιέργειας ζωικών κυττάρων  

(Dulbecco’s Medium) 

DMSO:  Διμέθυλο σουλφοξείδιο (Dimethyl sulfoxide) 

DTT :  Διθειοθρεϊτόλη (Dithiothreitol) 

EDTA:  Αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ (Ethylenediaminetetraacetic acid) 

ESR:  Μέθοδος λήψης φάσματος συντονισμού του spin των ηλεκτρονίων 

(Electron Spin Resonance) 

Fluo‐3:  Φθορισμομετρικός δείκτης ασβεστίου 

H2DCFDA:  2,7 Διοξική διχλωρό‐διυδρόφλουορεσκεΐνη  

(2,7 dichlorodihydrofluorescein diacetate) 

HEPES:  Ρυθμιστικό διάλυμα HEPES 

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

MeOH:  Μεθανόλη 

ΜΙΜΕ:  Μοριακή Αναγνώριση μέσω Μεμβρανικής Μηχανικής  

(Molecular identification through Membrane Engineering) 
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MTT:  Βρωμιούχο Διμεθυλ‐θιαζολ‐διφαινυτετραζόλιο  

(3‐(4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐diphenyltetrazolium bromide) 

NBT:  Μπλε του νιτρο‐τετραζολίου (Νitro blue tetrazolium) 

NGF:  Παράγοντας αύξησης νεύρων (Nerve Growth Factor) 

PB:  Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών αλάτων (Phosphate Buffer) 

PBS:  Ρυθμιστικό  διάλυμα  φωσφορικών  αλάτων  με  χλωριούχο  νάτριο 

(Phosphate Buffer Saline) 

PIPES:   Πιπεραζίνη (piperazine‐N,N′‐bis(2‐ethanesulfonic acid) 

SERCA:  Ca+2‐ATPase σαρκο/ενδολπασματικού δικτύου  

(Sarco/endoplasmic reticulum Ca+2‐ATPase) 

SOD:  Δισμουτάση του Ο2
‐ (Superoxide Dismutase) 

TG:  Θαψιγαργίνη (Thapsigargin) 

Tris:  Τρις(υδροξυμεθυλ‐)αμινομεθάνιο 

(tris(hydroxymethyl)aminomethane) 

XOD:  Οξειδάση της ξανθίνης (Xanthine Oxidase) 

[Ca2+]cyt:  Συγκέντρωση ενδοκυτταρικού ασβεστίου 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
Η μεμβρανική μηχανική είναι μια γενική, καινοτόμος μεθοδολογία για την αύξηση 

της  ευαισθησίας  των  κυτταρικών  βιοαισθητήρων  έναντι  των  μορίων‐στόχων, 

ηλεκτροεισάγοντας  τον  ειδικό  υποδοχέα  στην  κυτταρική  επιφάνεια.  Σημείο 

εκκίνησης της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι η ανάπτυξη, σε προηγούμενη 

μελέτη,  ενός  ευαίσθητου  αισθητήρα  για  την  ανίχνευση  σουπεροξειδίου  (O2
−) 

βασισμένου  σε  ακινητοποιημένα  κύτταρα,  τα  οποία  τροποποιήθηκαν  μεμβρανικά 

με  το  ένζυμο  δισμουτάση  του  σουπεροξειδίου  (SOD).  Στην  παρούσα  μελέτη, 

τεκμηριώνεται  ότι  η  αντίδραση  του  O2
−  με  την  SOD  προκαλεί  αλλαγές  στο 

μεμβρανικό  δυναμικό  των  μεμβρανικώς  τροποποιημένων  κυττάρων  Vero,  όπως 

επιβεβαιώνεται  από  τις  ηλεκτροφυσιολογικές  και  φθορισμομετρικές  μετρήσεις. 

Αυτές οι αλλαγές συσχετίστηκαν με αλλαγές της συγκέντρωσης του ενδοκυτταρικού 

ασβεστίου,  όπως  φαίνεται  μετά  την  εκλεκτική  παρεμπόδιση  του  ενδοκυτταρικού 

μονοπατιού  ασβεστίου.  Επιπλέον,  εφαρμόζοντας  εκλεκτικούς  παρεμποδιστές, 

αποδεικνύεται ότι τα ηλεκτροεισαχθέντα μόρια της SOD διατηρούν τις καταλυτικές 

τους ιδιότητες. Ερευνήθηκε η επίδραση της συγκέντρωσης της ηλεκτροεισαχθείσας 

SOD.  Τέλος,  αυξήθηκε  η  ευαισθησία  του  αισθητήρα  κατά  100  φορές,  με  όριο 

ανίχνευσης  1 pM  O2
−,  σαν  συνέπεια  της  μεταβολής  της  συγκέντρωσης  των 

ακινητοποιημένων κυττάρων στον αισθητήρα. 

 

Μελετήθηκε η πιθανή σχέση ανάμεσα στα επίπεδα των ελευθέρων ριζών (ROS) και 

της  κυτταρικής  διαίρεσης  κατά  την  in  vitro  επταήμερη  καλλιέργεια  του  υδρόβιου 

φυτού  Spirodela polyrrhiza.  Πιο  συγκεκριμένα,  καταγράφτηκε  η  συγκέντρωση  του 

σουπεροξειδίου  χρησιμοποιώντας  τον  εξελιγμένο  βιοαισθητήρα.  Μια  σημαντική 

μείωση των ROS αλλά και της συγκέντρωσης του O2
−, παρατηρήθηκε κατά τις δύο 

πρώτες  ημέρες  της  καλλιέργειας,  ενώ  η  S.  polyrrhiza  βρίσκονταν  κοντά  στην 

εκθετική  φάση  ανάπτυξης.  Επιπλέον,  αποπτωτικοί  δείκτες  όπως  είναι  η 

συγκέντρωση  του  κυτοπλασματικού  κυτοχρώματος  C,  η  αποπόλωση  της 

μιτοχονδριακής  μεμβράνης  και  η  δραστικότητα  της  κασπάσης‐3  φθίνουν  κατά  τη 

περίοδο  καλλιέργειας  τουλάχιστον  πριν  την  ωρίμανση  των  φυλλιδίων.  Θεωρείται 
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ότι η διαίρεση των φυλλιδίων του S. polyrrhiza μπορεί να δραστηριοποιήθηκε από 

παρατηρούμενη  μείωση  των  ελευθέρων  ριζικών  και  τη  σχετική  αποφυγή  των 

κυτταρικών αποπτωτικών μονοπατιών των καλλιεργούμενων φυτών. 

 

Επίσης  οι  ROS  έχει  φανεί  να  παίζουν  σημαντικό  ρόλο  στην  κυτταρική 

διαφοροποίηση.  Στην  παρούσα  μελέτη,  τα  κύτταρα  νευροβλαστώματος 

διαφοροποιήθηκαν  με  φορσκολίνη  και  κυκλική  μονοφωσφορική 

διβουτυρυλαδενοσίνη  (db‐cAMP)  .  Η  διαφοροποίηση  εκφράστηκε  σαν  ανάπτυξη 

των  νευριτών  χρησιμοποιώντας  τη  χρωστική  coomassie brilliant blue  μετά από 48 

ώρες  επώασης  των  ουσιών  διαφοροποίησης.  Η  διαφοροποίηση  συνοδεύτηκε  με 

αύξηση  των  ROS  και  του  μιτοχονδριακού  O2
−,  και  τα  δύο  ανιχνεύθηκαν  με 

κυτταρομετρία  ροής.  Παράλληλα  έγινε  καταγραφή  της  συγκέντρωσης  O2
−  με  τον 

βιοαισθητήρα  για  την  αξιολόγηση  του  συγκρίνοντάς  τον  με  μια  κλασική  μέθοδο 

όπως είναι η  κυτταρομετία ροής. Όπως παρατηρήθηκε, υπήρξε μεγάλη συσχέτιση 

των αποτελεσμάτων. 

 

Επιπροσθέτως,  ο  βιοαισθητήρας  δοκιμάστηκε  στην  κλινική  ιατρική,  με  σκοπό  την 

καταγραφή των επιπέδων O2
− σε ασθενείς σε μεταγχειριτική κατάσταση. Έχει συχνά 

προταθεί  ότι  το  οξειδωτικό  στρες  είναι  πιθανός  εμπλεκόμενος  παράγοντας  του 

μετεγχειριτικού στρες.   Τα αποτελέσματα, αν και πρώϊμα, λόγω του μικρού ακόμα 

μεγέθους δείγματος,  κατέδειξαν  ότι  τα  επίπεδα  του Ο2
‐  ήταν πιο αυξημένα στους 

ασθενείς με δυσμενή μετεγχειρητική εξέλιξη. 

 

Συμπερασματικά,  τα  αποτελέσματα  των  ανεξαρτήτων  επιμέρους  πειραματικών 

ενοτήτων  της  παρούσας  διατριβής  (1)  αποσαφήνισαν  τις  βαθύτερες  πτυχές  του 

μηχανισμού  λειτουργίας  της μοριακής αναγνώρισης μέσω μεμβρανικής μηχανικής 

και  (2)  επιβεβαίωσαν  την  αποτελεσματικότητα  και  τις  σημαντικές  προοπτικές 

εφαρμογής  του  βιοαισθητήρα  σουπεροξειδίου  που  αναπτύχθηκε  με  βάση  τη 

συγκεκριμένη τεχνολογία.  
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SUMMARY 
 
 
Membrane‐engineering is a generic novel methodology for increasing the selectivity 

of  a  cell  biosensor  against  a  target  molecule,  by  electroinserting  target‐specific 

receptor molecules on the cell surface. The starting point of the present dissertation 

is  the previously  reported construction of an ultra‐sensitive superoxide anion  (O2
−) 

sensor  based  on  immobilized  cells, which  have  been membrane‐engineered with 

superoxide  dismutase  (SOD).  In  the  present  study,  evidence  is  provided  that 

superoxide dismutation triggered changes to the membrane potential of membrane‐

engineered  fibroblast  cells,  as  confirmed  by  electrophysiological  and  fluorescence 

assays. These changes were associated with changes  in [Ca2+]cyt, as revealed by the 

selective  inhibition  of  intracellular  calcium  ion  traffic.  In  addition,  by  conducting 

selective  inhibition  assays,  it  is  demonstrated  that  electroinserted  SOD molecules 

retained  their characteristic catalytic properties. The effect of  the concentration of 

electroinserted SOD molecules on the performance of the superoxide assay was also 

investigated. Finally, the sensitivity of the sensor was increased by hundredfold to a 

detection limit of 1 pM O2
− by changing the concentration of immobilized cells on the 

performance of the biosensor. 

 

The next step was the  investigation of a possible relationship between the  levels of 

reactive oxygen  species  (ROS) and  the  stimulation of  frond division of  the aquatic 

plant Spirodela polyrrhiza (duckweed) during a 7‐day experimental culture period. In 

particular,  superoxide  concentration  was  monitored  using  a  state‐of‐the‐art  cell 

biosensor.  A  considerable  reduction  in  ROS  and  superoxide  concentration  was 

observed during the first two days of culture, whereas duckweed cultures achieved 

near exponential growth rates after the second day.  In addition, apoptotic markers 

such  as  the  cytoplasmic  concentration of  cytochrome C, mitochondrial membrane 

depolarization and the activity of caspase‐3 declined during the culture period and at 

least  before  daughter  frond  maturation.  It  is  suggested  that  S.  polyrrhiza  frond 

division may have been  stimulated by  the observed  reduction of  free  radicals and 

the associated avoidance of cell apoptotic pathways in cultured plants. 
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Also ROS have been shown  to have an  important role  in cell differentiation.  In  the 

present  study, N2a murine neuroblastoma  cells were differentiated by  treatments 

with  forskolin  or  dibutyryl  cyclic  AMP.  The  differentiation  was  expressed  as  the 

development  of  neurites,  observed  using  coomassie  brilliant  blue  after  48h 

treatment. This was accompanied by an  increase  in  the  concentration of ROS and 

specifically mitochondrial superoxide, both detected by flow cytometry. At the same 

time  the  superoxide  concentration  was  monitored  using  the  novel  biosensor, 

whereas  a  high  correlation  between  the  two  different  methods  of  superoxide 

detection (flow cytometry‐biosensor) was observed. 

 

In  an  additional  approach,  the  biosensor  was  applied  to  yet  another  complex 

biological system, i.e. in clinical medicine as a diagnostic method to patients in order 

to detect their post‐operative status. It has been frequently suggested that oxidative 

stress  is  involved  in post‐operative stress. The results,  though preliminary, due  the 

small  patient  sample  size,  showed  that  the  levels  of  O2
−  in  patients  with  worst 

recovery rate were highest. 

 

In  conclusion,  the  results  of  the  individual  partial  experimental  sections  of  the 

present  study  (1)  elucidated  the  deepest  aspects  of  the working  principle  of  the 

molecular  identification  through  membrane  engineering  and  (2)  confirmed  the 

efficiency  and  considerable  application  perspectives  of  the  superoxide  biosensor 

based on this technology.  



 

19 
 

 

 

 

 

 

 

Α. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
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Ενεργές μορφές οξυγόνου (ROS) 

 

Ο ρόλος του µοριακού οξυγόνου ως τελικού αποδέκτη των ηλεκτρονίων στην 

αλυσίδα  μεταφοράς  ηλεκτρονίων  της  αναπνευστικής  λειτουργίας  των  αερόβιων 

οργανισμών,  είναι  συνυφασµένος  µε  τον  αναπόφευκτο  σχηµατισµό  τοξικών 

ανηγµένων  ενδιάμεσων  μορφών  οξυγόνου  (ενεργές  μορφές  οξυγόνου,  reactive 

oxygen species, ROS). Η αναγωγή του οξυγόνου προς νερό αποτελεί µία διαδικασία 

κατά  την  οποία  το  οξυγόνο  δέχεται  διαδοχικά  τέσσερα  ηλεκτρόνια  και  τέσσερα 

πρωτόνια. Στην περίπτωση όμως κατά την οποία το µοριακό οξυγόνο δέχεται µόνο 

ένα, δύο ή τρία  ηλεκτρόνια, η αναγωγή είναι ατελής και σχηματίζονται ROS (Εικόνα 

1). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Εικόνα 1 : Αντιπροσωπευτικές αντιδράσεις σχηµατισµού ορισμένων ROS µέσω της ατελούς 

αναγωγής  του  µοριακού  οξυγόνου.  Η  πλήρης  αναγωγή  µε  πρόσληψη  τεσσάρων 

ηλεκτρονίων και πρωτονίων καταλήγει στο σχηµατισµό του µορίου του νερού. Η διάσπαση 

του  υπεροξειδίου  του  υδρογόνου  έχει  ως  αποτέλεσμα  το  σχηµατισµό  νέων  δραστήριων 

ROS. 

  

Υπολογίζεται ότι κατά την ομαλή λειτουργία του µεταβολισµού, ένα ποσοστό 

1‐5%  του  ολικού  οξυγόνου  το  οποίο  παίρνει  μέρος  σε  βιοχημικές  αντιδράσεις, 

παρεκλείνει της ομαλής πορείας και μετατρέπεται σε ενδιάμεσες μορφές ROS. Στις 

μορφές  αυτές  (ή  χημικά  είδη)  περιλαμβάνονται  ιόντα,  ελεύθερες  ρίζες  και µόρια 

µέσω των οποίων μπορούν να παραχθούν περισσότερο δραστήριες μορφές, όπως 
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ορισμένες  ρίζες.  Ως  ελεύθερες  ρίζες  θεωρούνται  τα  χημικά  είδη  µε  ανεξάρτητη 

υπόσταση, τα οποία περιέχουν περιττό αριθμό ηλεκτρονίων σθένους και επομένως 

διαθέτουν  ένα  ασύζευκτο  ηλεκτρόνιο  σε  κάποιο  τροχιακό.  Οι  ελεύθερες  ρίζες 

προκύπτουν  από  την οµολυτική  διάσπαση οµοιοπολικών  δεσµών,  όταν  δηλαδή  η 

διάσπαση είναι συµµετρική και κάθε τµήµα του µορίου που προκύπτει παίρνει από 

ένα  ηλεκτρόνιο.  Αντίθετα,  κατά  την  ετερολυτική  διάσπαση  δεσμών  το  µόριο 

διασπάται  µη  συµµετρικά,  µε  αποτέλεσμα  και  τα  δύο  δεσμικά  ηλεκτρόνια  να 

παραμένουν στο ίδιο τµήµα, οπότε στην περίπτωση αυτή προκύπτουν ιόντα. Κατά 

την  οµολυτική  διάσπαση  ενός  οµοιοπολικού  δεσμού  στο  µόριο  του  νερού 

παράγονται µία ελεύθερη ρίζα υδρογόνου  (Η•)  και µία ελεύθερη ρίζα υδροξυλίου 

(ΟΗ•).  Αντίθετα,  κατά  την  ετερολυτική  διάσπαση  του  ίδιου  µορίου  προκύπτουν 

κατιόν  υδρογόνου  (Η+)  και  ανιόν  υδροξυλίου  (ΟΗ‐).  Επίσης  κατά  την  οµολυτική 

διάσπαση  του Η2Ο2  παράγονται  δύο  ελεύθερες  ρίζες  υδροξυλίου  (ΟΗ
•),  ενώ  κατά 

την  ετερολυτική  δύο  πρωτόνια  (Η+  και  ένα  ανιόν  υπεροξειδίου  (Ο2
‐2) 

(Καραμπουρνιώτης 2003). 

 

Μεταβολικές παρενέργειες ενεργών μορφών οξυγόνου 

 

Οι  ελεύθερες  ρίζες  οξυγόνου,  και  ιδιαίτερα  η  ρίζα  υδροξυλίου,  είναι 

βραχύβιες και εξαιρετικά δραστικές και προκαλούν αλλοιώσεις στη δομή λιπιδίων, 

νουκλεϊκών οξέων και πρωτεϊνών. Τους πλέον ευαίσθητους στόχους αποτελούν τα 

ακόρεστα  λιπαρά  οξέα  και  οι  σουλφυδρυλικές  ομάδες  των  πρωτεϊνών.  Ο 

σχηµατισµός οξειδωµένων μορφών λιπιδίων παρουσία των ROS προκαλεί μια σειρά 

αλυσιδωτών  αντιδράσεων  που  έχει  ως  αποτέλεσμα  την  καταστροφή  των 

κυτταρικών  μεμβρανών.  Από  την  άλλη  πλευρά,  η  οξείδωση  των 

σουλφυδρυλοµάδων  των  ενζύμων  έχει ως  αποτέλεσμα  την  αδρανοποίησή  τους  ή 

την παρεμπόδιση της δραστηριότητάς τους. Εκτός αυτών η ανεξέλεγκτη δράση των 

ROS  επιφέρει  το  σχηµατισµό  ενδιάμεσων  τοξικών  προϊόντων  τα  οποία 

διαταράσσουν  την  ομαλή  λειτουργία  ή  προκαλούν  αλλοιώσεις  στα  µόρια  των 

νουκλεϊκών οξέων (Scandalios 2005).  

Σύμφωνα  µε  τα  παραπάνω  οι  ROS  αποτελούν  και  έναν  µεταλλαξιογόνο 

παράγοντα. Θα πρέπει να τονιστεί ότι ο σχηµατισµός ROS δεν συνιστά έναν a priori 
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παράγοντα καταπόνησης των κυττάρων. Ορισμένες ROS, όπως το υπεροξείδιο και η 

ρίζα  υπεροξειδίου  θεωρούνται  απαραίτητες  για  την  ολοκλήρωση  της 

λιγνινοποίησης,  ενώ  παίζουν  και  το  ρόλο  ενδιάµεσου  σήµατος  για  την 

ενεργοποίηση  των µηχανισµών  της  επαγόμενης  άμυνας  έναντι  παθογόνων.  Εκτός 

αυτού  υπάρχει  η  ενδιαφέρουσα  άποψη  ότι  η  µεταλλαξιογόνος  δράση  την  οποία 

έχουν  οι  ROS,  κάτω  από  ορισμένες  συνθήκες,  μπορεί  να  δρα  ως  ένας  βασικός 

κινητήριος  εξελικτικός  µηχανισµός  µέσω  του  οποίου  προωθείται  η  επιλογή  των 

ειδών (Kintzios et al. 2003). 

 

 Οι ενεργές µορφές οξυγόνου σχηματίζονται (Πίνακας 1) : 

α.  Σε  μια  σειρά  οξειδοαναγωγικές  ενζυµικές  αντιδράσεις,  όπως  π.χ.  κατά  τη 

λειτουργία της φωτοαναπνοής (στο στάδιο μετατροπής του γλυκολικού οξέος προς 

γλυοξυλικό),  κατά  την  αποδόµηση  των  πουρινών από  την  οξειδάση  της  ξανθίνης, 

και κατά την απευθείας µεταφορά ηλεκτρονίων από το ΝΑD(P)H στο οξυγόνο µέσω 

του ένζυμου οξειδάση του NAD(P)H.  

β.  Σε  αντιδράσεις  κατά  τις  οποίες  το  µοριακό  οξυγόνο  ανάγεται  ατελώς.  Για 

παράδειγμα,  η  αναγωγή  του  µοριακού  οξυγόνου  από  τη  φερρεδοξίνη  στην 

αναγωγική  πλευρά  του  φωτοσυστήµατος  Ι  έχει  ως  αποτέλεσμα  το  σχηµατισµό 

υπεροξειδικής ρίζας. Η αντίδραση αυτή παρατηρείται σε όλους τους χλωροπλάστες 

σε  συνθήκες  άπλετου  φωτισμού,  ωστόσο  η  ταχύτητά  της  αυξάνεται  σε  συνθήκες 

περιορισμένης διαθεσιμότητας NADP+,  όπως σε χαμηλά επίπεδα CO2.  

γ.  Κατά  τη  μεταφορά  ηλεκτρονίων  µέσω  των  ενδιάμεσων  φορέων  στην 

αναπνευστική  και  φωτοσυνθετική  αλυσίδα  μεταφοράς  ηλεκτρονίων  των 

μιτοχονδρίων  και  των  χλωροπλαστών  αντίστοιχα.  Ειδικά  στους  χλωροπλάστες  ο 

σχηµατισµός ROS  ευνοείται και από τη δημιουργία µικροπεριβάλλοντος πλούσιου 

σε  οξυγόνο  στις  θέσεις  φωτόλυσης  του  νερού  στο  φωτοσύστηµα  ΙΙ.  Το  γεγονός 

αυτό,  σε  συνδυασμό µε  το  ότι  οι  χλωροπλάστες  είναι  πλούσιοι  σε  χρωστικές  και 

πολυακόρεστα  λιπαρά  οξέα  (κυρίως  λινολεϊκό  και  λινολενικό),  καθιστά  τα 

οργανίδια αυτά εξαιρετικά ευαίσθητους στόχους οξειδωτικών ζημιών.  

δ.  Εκτός  αυτών,  το  ενεργειακό  περιεχόμενο  των  φωτονίων  της  υπεριώδους 

περιοχής  του  φάσματος  επαρκεί  ώστε  να  προκαλέσει  τη  φωτοχημική  οµολυτική 

διάσπαση του Η2Ο2 προς δύο ελεύθερες ρίζες υδροξυλίου ή να διεγείρει το µόριο 

του οξυγόνου (Καραμπουρνιώτης 2003).  
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Είδος ενεργού μορφής 

οξυγόνου 

Συμβολισμός Κύριες αιτίες σχηµατισµού 

Οξυγόνο στην πρώτη 

κατάσταση διέγερσης 

απλότητας (Singlet oxygen) 

1Ο2  UV ακτινοβολία, φωτοπαρεµπόδιση, 

μεταφορά ηλεκτρονίων στην πλευρά του 

φωτοσυστήµατος ΙΙ 

Ρίζα υπεροξειδίου  Ο2
‐  Λειτουργία αναπνευστικής αλυσίδας ροής 

ηλεκτρονίων, αναγωγή µοριακού οξυγόνου 

κατά τη λειτουργία του φωτοσυστήµατος Ι, 

λειτουργία φωτοαναπνοής, εφαρμογή 

ζιζανιοκτόνων, άμυνα έναντι παθογόνων. 

σχηματίζεται επίσης από την αντίδραση 

του O3 µε ΟΗ
•
 στους αποπλασµατικούς 

χώρους. 

Υπεροξείδιο του υδρογόνου  Η2Ο2  Φωτοαναπνοή, εξουδετέρωση 

υπεροξειδικού ανιόντος, άμυνα έναντι 

παθογόνων, τραυµατισµοί 

Ρίζα υδροξυλίου  ΟΗ•  Διάσπαση  Ο3  στους  αποπλασµατικούς 

χώρους,  άμυνα  έναντι  παθογόνων, 

αντίδραση Fenton 

Ρίζα υπερυδροξυλίου  Ο2Η
•  Προϊόν  της  αντίδρασης  του  Ο3  µε  ΟΗ

•
 

στους αποπλασµατικούς χώρους 

 

Πίνακας  1:  Αιτίες  σχηµατισµού  των  σηµαντικότερων  ενεργών  µορφών  οξυγόνου  στα  

φυτικά κύτταρα. (Καραμπουρνιώτης 2003) 
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Εξουδετέρωση των ROS από βιοχημικούς και μη μηχανισμούς 

 

   Τα κύτταρα διαθέτουν, για την άμυνά τους έναντι των ROS, αντιοξειδωτικό 

σύστημα που περιλαμβάνει αντιοξειδωτικά ένζυμα και αντιοξειδωτικές ουσίες. 

Τα σημαντικότερα αντιοξειδωτικά ένζυμα είναι: 

• Δισμουτάση του Ο2
‐ (SOD) (EC 1.15.1.1) : Ένζυμο κλειδί του αντιοξειδωτικού 

μηχανισμού έναντι του σχηματισμού των ROS. Καταλύει την μετατροπή των 

Ο2
‐ σε Η2Ο2 και μοριακό οξυγόνο, σύμφωνα με την αντίδραση: 

 

Η  SOD  εμφανίζεται  σε  δυο  μορφές  στο  ζωϊκό  ευκαρυωτικό  κύτταρο,  την 

κυτταροπλασματική  και  τη μιτοχονδριακή. Το  κυτταροπλασματικό  ένζυμο 

αποτελείται  από  δυο  όμοιες  πολυπεπτιδικές  αλυσίδες  καθεμία  από  τις 

οποίες έχει μοριακή μάζα 31 KDa. Κάθε ενζυμική υπομονάδα φέρει από ένα 

άτομο ψευδαργύρου και χαλκού, τα οποία συμμετέχουν στην κατάλυση. Το 

μιτοχονδριακό  ένζυμο  έχει  μοριακή  μάζα  75  KDa  και  φέρει  δύο  άτομα 

μαγγανίου. Παρόμοια, στα φωτοσυνθετικά κύτταρα το ένζυμο απαντάται σε 

τρεις μορφές ανάλογα με το μεταλλικό παράγοντα που περιέχει: Cu/ZnSOD 

που  εντοπίζεται  κυρίως  στο  στρώμα  των  χλωροπλαστών  και  στο 

κυτταρόπλασμα,  MnSOD  στα  μιτοχόνδρια  και  FeSOD  στο  στρώμα  των 

χλωροπλαστών σε ορισμένα είδη (Parker et al. 1987; Grace 1990). 

• Καταλάση  (Cat)  (EC 1.11.1.6)  : Το  ένζυμο  αυτό  εξουδετερώνει  το  Η2Ο2,  το 

τοξικό  προϊόν  της  αντίδρασης  της  SOD,  σε  νερό  και  μοριακό  οξυγόνο 

σύμφωνα με την αντίδραση: 

2H2O2      2H2O + O2 

Η καταλάση βρίσκεται στα υπεροξυσώματα και τα γλυοξυσώµατα σε όλα τα 

ευκαρυωτικά κύτταρα. Αποτελείται από τέσσερεις υπομονάδες καθεμία από 

τις  οποίες  έχει μοριακή μάζα 60‐65 KDa  (Kiselev et al. 1967).   Η  καταλάση 

διασπά το Η2Ο2 πάρα πολύ γρήγορα και σε αντίθεση με τις υπεροξειδάσες 
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(POXs),  που  χρειάζονται  ένα  δότη  ηλεκτρονίων  (π.χ.  ασκορβικό  οξύ),  δεν 

κάνει  κατανάλωση  αντίστοιχων  ουσιών.  Συνεπώς,  η  καταλάση  εξοικονομεί 

σημαντική  ενέργεια  για  το  κύτταρο  (Scandalios 2005).  Βέβαια,  σε  χαμηλές 

συγκεντρώσεις  Η2Ο2  (<1μΜ)  η  καταλάση  λειτουργεί  σαν  POX 

χρησιμοποιώντας ένα δότη ηλεκτρονίων (π.χ. αιθανόλη, ασκορβικό οξύ) που 

μπορεί να οξειδωθεί σύμφωνα με την αντίδραση: 

RH2 + H2O2                       R + 2H2O 

Εκτός  από  την  SOD  και  την  Cat  υπάρχουν  ακόμη  τα  εξής  αντιοξειδωτικά 

ένζυμα: η υπεροξειδάση ασκορβικού  (APX), η υπεροξειδάση γλουταθείου  (GPX), η 

ρεδουκτάση  δεϋδροασκορβικού  (RDHA),  η  ρεδουκτάση  γλουταθείου  (GR),  η 

τρανσφεράση γλουταθείου (GST) κ.α, τα οποία συμμετέχουν και αυτά στον έλεγχο 

της  συγκέντρωσης  των  ROS  (Song  et  al.  1995;  Potters  et  al.  2002;  Rouhier  and 

Jacquot 2005). 

Οι  σημαντικότερες αντιοξειδωτικές  ουσίες  οι  οποίες  παίρνουν µέρος  στην 

εξουδετέρωση των ROS είναι το ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C), η ανηγµένη μορφή του 

γλουταθείου (GSH), η α‐τοκοφερόλη (βιταμίνη Ε) και τα καροτενοειδή (Potters et al. 

2002;  Ricciarelli  et  al.  2002; Welsch  et  al.  2003;  Scandalios  2005).  Ανάλογο  ρόλο 

παίζουν  σε  ορισμένες  περιπτώσεις  οι  πολυαµίνες,  τα  φλαβονοειδή  και  ορισμένοι 

συμβατοί οσµολύτες. Οι συγκεντρώσεις των αντιοξειδωτικών ουσιών εμφανίζονται 

υψηλότερες  σε  φωτοσυνθετικά  κύτταρα  και  µεριστωµατικούς  ιστούς.  Στα 

φωτοσυνθετικά  κύτταρα  οι  υψηλότερες  συγκεντρώσεις  των  αντιοξειδωτικών 

ουσιών παρατηρούνται στους χλωροπλάστες.  

Στα  πλαστίδια  ο  κύκλος  ασκορβικού‐γλουταθείου  αποτελεί  τη 

σημαντικότερη βιοχημική οδό εξουδετέρωσης των ROS. Ο κύκλος αυτός λειτουργεί 

σε  συνεργασία  µε  τον  κύκλο  των  ξανθοφυλλών  µε  στόχο  την  προστασία  των 

φωτοσυστηµάτων από την υπερβολική παροχή ενέργειας (Potters et al. 2002). 
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ROS και κυτταρική διαίρεση 

 

Είναι  γνωστό  ότι  διάφορες  μεταβολικές  διαταραχές,  οι  οποίες  συχνά 

συνοδεύονται  με  την  εκδήλωση  ασθένειας,  συσχετίζονται  με  την  παρουσία 

διαφόρων  ελευθέρων  ριζών.  Διάφορα  είδη  καταπονήσεων  μπορούν  συχνά  να 

προκαλέσουν φθορές των κυττάρων έτσι ώστε αυτά να οδηγηθούν στο θάνατο. Το 

φαινόμενο  του  κυτταρικού  θανάτου  έχει  αναλυθεί  σε  βάθος  κυρίως  όσον  αφορά 

κύτταρα  και  ιστούς  καλλιεργούμενους  in  vitro.  Διακρίνουμε  τρεις  διεργασίες 

εκφύλισης του κυτταρικού μηχανισμού, οι οποίες συνήθως συνδέονται στενά με τη 

δράση  (θετική  ή  αρνητική)  ελευθέρων  ριζών  παραγόμενων  εξωκυτταρικά  ή 

ενδοκυτταρικά.  Οι  διεργασίες  αυτές  είναι  η  γήρανση,  η  απόπτωση  (ή 

προγραμματισμένος  κυτταρικός  θάνατος)  και  η  νέκρωση  (Bowen  and  Lockshin 

1981).  

Πειράματα  σχετικά  με  διάφορα  ζωικά  καρκινικά  κύτταρα  κατέδειξαν  ότι  η 

απόπτωση  συνδέεται  άμεσα  με  την  επαγωγή  γόνων  οι  οποίοι  τροποποιούν  την 

αναγωγική ισορροπία του κυττάρου και επομένως την παραγωγή ελευθέρων ριζών, 

ιδιαίτερα  όταν  αυτές  προκαλούν  βλάβες  σε  μιτοχονδριακά  ένζυμα  (Polyak  et  al. 

1997).  Χαρακτηριστική  σε  αυτή  την  περίπτωση  είναι  η  δράση  του  γόνου  p53  ο 

οποίος  υπό  φυσιολογικές  συνθήκες  παρεμποδίζει  την  εξέλιξη  των  καρκινικών 

κυττάρων.  Ορισμένοι  ερευνητές,  όπως  ο  Burdon  (1993,  1995)  και  οι  Pennell  και 

Lamb (1997), παρατήρησαν ότι οι ελεύθερες ρίζες αποτελούν ένα είδος «μορίων – 

σημάτων»  μεταξύ  κυττάρων  (τουλάχιστον  μεταξύ  κυττάρων  καλλιεργούμενων  in 

vitro).  Οι  Υang  et  al.  (1996)  έδειξαν  επίσης  ότι  η  ανάπτυξη  ανθρώπινων 

λεμφοβλαστικών  λευκαιμικών  κυττάρων  εξαρτάται  από  τη  συγκέντρωση  των 

ελευθέρων  ριζών  στον  οργανισμό,  ενώ  οι  Li  et  al.  (1997)  ανέφεραν  τις  μιτωτικές 

ιδιότητες  του  Ο•‐  σε  κύτταρα  λείων  μυών.  Οι  Xin  et  al.  (2003),  έδειξαν  ότι  η 

ανεπάρκεια  του  μιτοχονδριακού  συμπλέγματος  ΙV  σε  γηρασμένα  ενδοθηλιακά 

κύτταρα  συνδεόταν  με  αυξημένη  οξειδωτική  καταπόνηση  αυτών.  Σε  φυτικούς 

οργανισμούς αποπτωτικά φαινόμενα έχουν παρατηρηθεί  μετά  την προσβολή από 

παθογόνα  όπως  ιοί  (Mittler  and  Lam  1997)  ή  καταπόνηση  από  χαμηλές 

θερμοκρασίες  (Koukalova  et  al.  1997),  πάντα  υπό  την  αυξημένη  επίδραση 

ελευθέρων  ριζών  (Godiard  et  al.  1994).  Γόνοι  –  επαγωγοί  της  απόπτωσης  έχουν 
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εντοπιστεί  σε  διάφορα  φυτικά  είδη,  όπως  στο  Arabidopsis  thaliana,  οι  οποίοι 

εμφανίζουν  υψηλό  βαθμό  ομολογίας  με  ζωικά  γονίδια  με  παρόμοια  λειτουργία 

(Gallois et al. 1997). 

 

Βιοαισθητήρας για τη μέτρηση σουπεροξειδίου (Ο2
‐) 

 

Το Ο2
‐, που είναι μια από τις πιο δραστικές ενεργές μορφές του οξυγόνου, 

εμπλέκεται  σε  πολλές  φυσιολογικές  και  παθολογικές  διαδικασίες,  όπως  στην 

καρκινογένεση,  στη  γήρανση,  στον  κυτταρικό  θάνατο,  στις  φλεγμονές  και  στην 

καταστροφή του DNA (Scandalios 2005). Μεταξύ των ενεργών μορφών οξυγόνου, το 

Ο2
‐  έχει  προσελκύσει  το  μεγαλύτερο  ενδιαφέρον  και  η  παρακολούθησή  του  έχει 

μεγάλη σημασία  για  το  καρδιαγγειακό σύστημα αλλά  και  για άλλα συστήματα.  Η 

μέτρηση επομένως της συγκεντρώσεως του στα βιολογικά συστήματα αποτελεί μια 

πρόκληση. Το Ο2
‐, παράγεται ως ένα ανηγμένο προϊόν του μοριακού οξυγόνου, είτε 

μέσω  διαδικασιών  αυτοοξείδωσης  ή  μέσω  ενζύμων,  που  συμμετέχουν  κατά  τη 

διάρκεια  του  μεταβολισμού.  Οι  φυσιολογικές  συγκεντρώσεις  του  Ο2
‐  είναι  της 

τάξεως  10‐10  M  (Cadenas  and  Davies  2000),  επομένως  ένας  υπερευαίσθητος 

ποσοτικός  ανιχνευτής  με  εξειδίκευση  σε  nanomole,  είναι  απαραίτητος  για  τη 

μέτρησή του.  

Μέχρι  σήμερα,  έχουν  αναπτυχθεί  πολλές  μέθοδοι  μέτρησης  για  τον 

προσδιορισμό του Ο2
‐ στα βιολογικά συστήματα, όπως η μέθοδος συντονισμού του 

spin  των  ηλεκτρονίων  (ESR),  η  χημειοφωταύγεια,  η  φασματοφωτομετρία,  η 

φθορισμομετρία,  τα  χρωματομετρικά  ή  ενζυμικά  τεστ.  Σχεδόν  όλες  αυτές  οι 

αναλύσεις, έχουν δεχθεί κριτική για πολλούς λόγους (Barbacanne et al. 2000; Tang 

et al. 2002; Yao et al. 2002). Η μέθοδος ESR παρόλο που δίνει άμεση μέτρηση για το 

Ο2
‐, έχει περιορισμένη εφαρμογή λόγω της χαμηλής ευαισθησίας που παρουσιάζει, 

του κόστους του ESR φασματόμετρου, του ειδικού επιστημονικού προσωπικού που 

απαιτεί,  αλλά  κυρίως  για  τη  μικρή  εκλεκτικότητα  που  έχει  όσον  αφορά  την 

παρουσία και άλλων ελευθέρων ριζών (Tarpey and Fridovich 2001). Οι περισσότερες 

επίσης αναλύσεις για τον προσδιορισμό του Ο2
‐ είναι ποιοτικές και όχι ποσοτικές, 

επειδή το Ο2
‐ έχει μικρό χρόνο ημιζωής και υψηλή αντιδραστικότητα. Επιπλέον, σε 

αυτές  τις  μεθόδους,  συνήθως  γίνεται  έμμεσος  προσδιορισμός  του.  Τα  τελικά 
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προϊόντα  των αντιδράσεων μεταξύ Ο2
‐  και  ανιχνευτών προσδιορίζονται  και  έτσι  η 

επιλογή  των  ανιχνευτών  αυτών  αλλά  και  η  δραστικότητά  τους  είναι  πολλή 

σημαντική. Ακόμη, αυτές οι μέθοδοι επηρεάζονται από την περιορισμένη διαύγεια 

των  δειγμάτων  και  έτσι  δεν  μπορούν  να  εφαρμοστούν  σε  in  vivo  μετρήσεις.  Θα 

πρέπει επίσης να τονιστεί, ότι οι αναλύσεις για τον προσδιορισμό του Ο2
‐, απαιτούν 

συλλογή δείγματος και επομένως είναι σχεδόν αδύνατον να γίνει παρακολούθηση 

των αλλαγών στη συγκέντρωση του Ο2
‐ σε πραγματικό χρόνο (Endo et al. 2002). 

  Για να λυθούν τα προβλήματα των προηγούμενων μεθόδων αναπτύχθηκαν 

οι  ηλεκτροχημικές  μέθοδοι  μέτρησης.  Οι  πρόσφατες  απόπειρες  για  τη  μέτρηση 

ελεύθερων  ριζών  έχουν  επικεντρωθεί  σε  αυτές  ακριβώς  τις  ηλεκτροχημικές 

μεθόδους,  οι  οποίες  δίνουν  τη  δυνατότητα  άμεσου,  σε  πραγματικό  χρόνο 

προσδιορισμού  ελευθέρων  ριζών  στα  βιολογικά  συστήματα,  με  ελάχιστο  θόρυβο 

του  δείγματος  υπό  έλεγχο.  Σχετικά πρόσφατα μάλιστα  έχει  αναπτυχθεί  μια  σειρά 

από ηλεκτροχημικούς βιοαισθητήρες για τη μέτρηση του Ο2
‐ (McNeil and Manning 

2002). 

  Υπάρχουν δυο κύριοι τύποι ηλεκτροχημικών σουπεροξειδικών αισθητήρων. 

Ο πρώτος  τύπος  βασίζεται  στην αναγωγή  του  κυτοχρώματος C  (cyt C)  από  το Ο2
‐ 

(McNeil et al. 1989; Gobi and Mizutani 2001; Ge and Lisdat 2002). Η επανοξείδωση 

του κυτοχρώματος C στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου επάγει ένα ηλεκτρικό ρεύμα 

ανάλογο  με  τη  συγκέντρωση  του  Ο2
‐.  Προκειμένου  να  επιτευχθεί  ηλεκτροχημική 

επικοινωνία  μεταξύ  της  οξειδωμένης  πρωτεΐνης  και  του  ηλεκτροδίου, 

χρησιμοποιήθηκαν  σχηματισμοί  με  μεταφορείς  ηλεκτρονίων‐mediator  και  χωρίς 

μεταφορείς ηλεκτρονίων. Ωστόσο, το cyt C είναι ένα ένζυμο μη εξειδικευμένο για το 

Ο2
‐.  Τα  εκχυλίσματα  των  ιστών  περιέχουν  ενώσεις  όπως  το  ασκορβικό  οξύ  και  το 

γλουταθείο,  οι  οποίες  μπορούν  να  ανάγουν  το  cyt  C,  όπως  και  κυτταρικές 

ρεδουκτάσες,  οι  οποίες  καταλύουν  την  αναγωγή  του  κυτοχρώματος  C.  Ακόμη, 

ένζυμα  όπως  η  οξειδάση  της  ξανθίνης  (XOD),  είναι  ικανά  να  ανάγουν  κινίνες  ή 

ενεργές  χρωστικές  που  μπορεί  να  είναι  παρούσες  στον  ιστό,  με  αποτέλεσμα  οι 

ανηγμένες  μορφές  τους  να  προκαλούν  άμεση  αναγωγή  του  cyt  C.  Επιπλέον  το 

ανηγμένο  cyt C,  μπορεί  να  επανοξειδωθεί από  κυτοχρωμικές οξειδάσες, POXs  και 

οξειδωτικά  που  περιλαμβάνουν  το  H2O2  και  το ONOO
‐  (Gobi  and Mizutani  2000; 

Tarpey and Fridovich 2001). Πρέπει επίσης να αναφερθεί, ότι οι βιοαισθητήρες που 
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βασίζονται  στο  κυτόχρωμα  C,  χρησιμοποιούνται  περισσότερο  για  ποιοτικό 

προσδιορισμό του  Ο2
‐. 

  Ο  δεύτερος  τύπος  βιοαισθητήρα,  βασίζεται  στην  εξειδικευμένη  δέσμευση 

του Ο2
‐ από το ένζυμο δισμουτάση του Ο2

‐ (SOD) (Campanella et al. 2000; Ohsaka et 

al. 2002; Ge et al. 2003). Η SOD όπως έχει αναφερθεί, δεσμεύει το Ο2
‐ και δίνει Ο2 

και  H2O2  με  υψηλή  δραστικότητα  και  μεγάλη  εξειδίκευση.  Οι  περισσότεροι  από 

τους αισθητήρες αυτούς, βασίζονται στην ανίχνευση του H2O2 που παράγεται από 

την  SOD,  όπου  απαιτείται  εφαρμογή  υψηλού  δυναμικού  (>0,5V  συναρτήσει 

αναφορικού  ηλεκτροδίου  Ag/AgCl)  για  τη  μεταφορά  των  ηλεκτρονίων  από  το 

φυσικό  συμπαράγοντα  του  ενζύμου  στο  ηλεκτρόδιο.  Οι  συνυπάρχουσες  όμως 

ηλεκτροενεργές  ουσίες  και  το  ενδογενές  H2O2,  έχουν  περιορίσει  την  πρακτική 

εφαρμογή  των  βιοαιθητήρων  αυτών  στα  βιολογικά  συστήματα.  Η  επιλεκτικότητα 

του  ηλεκτροδίου  μπορεί  να  βελτιωθεί  με  τη  χρήση  μεμβράνης  Teflon, 

(πολυτετραφθοροεθυλένιου) αλλά η ευαισθησία και το εύρος απόκρισης μειώθηκε 

(Song  et  al.  1995).  Επίσης,  ο  βιοαισθητήρας  δυο  καναλιών,  που  είναι  ικανός  να 

ανιχνεύει  ταυτόχρονα  Ο2
‐  και  H2O2,  έχει  χρησιμοποιηθεί,  αλλά  είναι  δύσκολο  να 

διαχωριστεί  η  αμπερομετρική  απόκριση  των  δυο  ανεξάρτητων  ηλεκτροδίων 

(Lvovich and Scheeline 1997). 

  H  ευαισθησία  του  βιοαισθητήρα  αυξάνεται  χρησιμοποιώντας  κύτταρα,  ως 

αισθητήριο  βιολογικό  υλικό,  εξαιτίας  της  υψηλής  κυτταρικής  βιοκαταλυτικής 

ενεργότητας.  Έχει  τεκμηριωθεί  ότι  η  έκθεση  των  κυττάρων  σε  Ο2
‐,  έχει  ως 

αποτέλεσμα  την  αλλαγή  στη  σύσταση  της  κυτταρικής  μεμβράνης,  μια  διαδικασία 

που  είναι  συχνά  συνυφασμένη  με  τις  αλλαγές  στην  απέκκριση  μεταβολικών 

προϊόντων, όπως πρωτονίων (Μαρινοπούλου 2005; Kintzios et al. 2006). Επίσης, οι 

κυτταρικές αλλαγές που συμβαίνουν από την παραγωγή του Ο2
‐, λόγω επαγωγικών 

συνθηκών στρες, μπορούν να αναλυθούν από έναν μικροφυσιομετρητή, που είναι 

ικανός να μετρά είτε το pH και τον εξωγενή ρυθμό οξίνισης κοντά στην επιφάνεια 

της  μεμβράνης  (Owicki  and  Parce  1992)  ή  το  ηλεκτρικό  δυναμικό  της  κυτταρικής 

μεμβράνης (Hediger et al. 2001). 
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Κυτταρικοί βιοαισθητήρες 

 

Τα τελευταία χρόνια έχει παρατηρηθεί μια ραγδαία αύξηση στον αριθμό των 

διαγνωστικών  εφαρμογών  που  βασίζονται  στους  βιοαισθητήρες  κυττάρων,  ιστών, 

οργάνων ή ολόκληρων οργανισμών  (Kintzios 2006; Kintzios 2008). Ένας κυτταρικός 

βιοαισθητήρας,  χρησιμοποιεί  τις  φυσιολογικές  αποκρίσεις  ζωντανών  κυττάρων, 

(όπως  κατανάλωση  οξυγόνου,  επιφανειακό  χημικό  ή  ηλεκτρικό  δυναμικό, 

κινητικότητα ή γενετική ενέργεια) ως το αισθητήριο τμήμα. Ολόκληρα‐ακέραια και 

ζωντανά  κύτταρα  παρέχουν  το  πλεονέκτημα  της  ύπαρξης  πολλών  καταλυτών,  με 

πολλαπλούς  ρόλους,  ειδικά  στις  λειτουργίες  εκείνες  που  απαιτούν  τη  συμμετοχή 

ενζύμων σε σειρά. Έτσι, η χρήση κυττάρων ως πηγή ενδοκυτταρικών ενζύμων, είναι 

συχνά  καλύτερη  εναλλακτική  λύση  σε  πολλές  βιομηχανικές  διαδικασίες  ‐  δεν 

χρειάζεται να γίνει η απομόνωση και ο καθαρισμός των αντιστοίχων ενζύμων ‐ από 

ότι  η  χρησιμοποίηση  διαλυμένων  ενζύμων  (Bickerstaff  1997;  D'Souza  2001). 

Ταυτόχρονα,  επειδή  τα  ένζυμα  βρίσκονται  στο  φυσικό  τους  περιβάλλον,  οι 

αντίστοιχοι βιοαισθητήρες είναι πιθανό να έχουν μεγαλύτερο χρόνο ζωής. 

Οι  κυτταρικοί  βιοαισθητήρες  έχουν  το  πλεονέκτημα  της  αυξημένης 

σταθερότητας,  της  μεγάλης  βιοκαταλυτικής  δραστηριότητας,  ενώ  το  κύριο 

χαρακτηριστικό  τους  είναι  η  ικανότητά  τους  να  παρέχουν  σχετικές  κυτταρικές 

πληροφορίες σε απόκριση με  το δείγμα και  να μετρούν  τη δραστικότητά  του. Με 

άλλα  λόγια  οι  κυτταρικοί  βιοαισθητήρες,  οι  οποίοι  εκτελούν  λειτουργίες  όπως  τα 

κύτταρα,  όχι  μόνο  ανιχνεύουν  την  παρουσία  ενός  στοιχείου,  αλλά  είναι  ακόμη 

ικανοί να αποκρίνονται με έναν τρόπο που προσφέρει επίγνωση της φυσιολογικής 

επίδρασης  του  δείγματος  στα  κύτταρα  (Stenger et  al. 2001; Gilchrist et  al. 2005). 

Επιπλέον  η  ανάγκη  για  βιοαισθητήρες  με  χρόνο  ζωής  εβδομάδων  ή  μηνών 

αποκλείει  τη χρήση ηλικιωμένων κυττάρων,  κάτι που απαιτεί κατανάλωση χρόνου 

για συλλογή και προετοιμασία των κυττάρων. Οι κυτταρικοί βιοαισθητήρες επίσης 

παρέχουν  ένα  περισσότερο  πολύπλοκο  –  σύνθετο  αισθητήριο  σύστημα  το  οποίο 

περιλαμβάνει  πολλαπλά  ολοκληρωμένα  μοριακά  συστατικά  και  έχουν  το 

πλεονέκτημα της οικονομικής βιομηχανοποίησής τους. 

Παρόλα  αυτά,  όπως  και  με  άλλους  βιοαισθητήρες,  η  ευαισθησία  και  η 

αξιοπιστία  αυτών  των  αισθητήρων  είναι  συχνά  περιορισμένη  λόγω  των  μη 
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εξειδικευμένων  παρεμβάσεων  οφειλόμενων  στο  δείγμα  και  στις  εξωτερικές, 

περιβαλλοντικές μεταβολές (όπως το pH και η θερμοκρασία). Παρουσιάζουν επίσης 

φτωχή  επιλεκτικότητα  επειδή  οι  ιστοί  περιέχουν  πολλά  διαφορετικά  ένζυμα  και 

υποδοχείς  και ο βιοαισθητήρας μπορεί  να αποκρίνεται  και σε άλλες ουσίες  εκτός 

της  επιθυμητής.  Ένα  ακόμη  μειονέκτημά  των  βιοαισθητήρων  που  βασίζονται  σε 

φυτικά κύτταρα ή σε κύτταρα μικροοργανισμών είναι η διάχυση του δείγματος και 

των  προϊόντων  δια  μέσου  του  κυτταρικού  τοιχώματος,  με  αποτέλεσμα  την  αργή 

απόκριση  σε  αντίθεση  με  τους  ενζυμικούς  βιοαισθητήρες  όπου  η  απόκριση  είναι 

άμεση  (Rainina et al. 1996). Με άλλα  λόγια αυξάνεται  ο  χρόνος  που  χρειάζεται  ο 

βιοαισθητήρας για να αποκριθεί, αφού η προς ανάλυση ουσία πρέπει να διαχυθεί 

διαμέσου  των κυτταρικών μεμβρανών  για  να  γίνει  η  κατάλυση από  τα αντίστοιχα 

ένζυμα. 

Ωστόσο  οι  κυτταρικοί  βιοαισθητήρες  σήμερα  χρησιμοποιούνται  όλο  και 

περισσότερο  σε  εφαρμογές  όπως  ο  προσδιορισμός  παραγόντων  μόλυνσης  για 

παράδειγμα βιομηχανικά απόβλητα, βαρέα μέταλλα, ζιζάνια κ.λπ. 

 

Βιοαισθητήρες βασισμένοι σε κύτταρα θηλαστικών 

 

Η εισαγωγή των ζωικών κυττάρων σε βιοαισθητήρες έγινε από τους Giaever 

and  Keese  (1993)  οι  οποίοι  χρησιμοποίησαν  ένα  σύστημα  μέτρησης  ηλεκτρικής 

κυτταρικής  εμπέδησης  (ECIS)  για  την  ανίχνευση  τους  αλλαγών  στην  κυτταρική 

μορφολογία.  Σύμφωνα  με  άλλους  κυτταρικούς  βιοαισθητήρες,  τα  ζωικά  κύτταρα 

έχουν  χρησιμοποιηθεί  κυρίως  σε  τοξικολογικές/περιβαλλοντικές  αναλύσεις,  ένα 

πεδίο  εφαρμογής παρόμοιο  του  ελέγχου  τροφίμων.    Αυτό σημαίνει  ότι  υπάρχουν 

μερικές  διαφορετικές  τεχνολογίες  βασισμένες  σε  ζωικά  κύτταρα  που 

χρησιμοποιούνται  στην  ασφάλεια  τροφίμων.  Στον  πίνακα  2  φαίνονται 

συγκεντρωτικά  οι  πρόσφατες  εξελίξεις  σε  αυτόν  το  τομέα,  οι  οποίες  είναι 

κατηγοριοποιημένες  με  βάση  είτε  την  κυτταρική  σειρά  είτε  την  τεχνολογία  που 

εφαρμόστηκε για τη μέτρηση (Kintzios 2013).  
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Κυτταρικό Υλικό 
Τεχνολογία  Στόχος  Όριο 

Ανίχνευσης 

Ποσοτικός 

Προσ/μός 

Βιβλιογραφική 

Αναφορά 

Καρδιακά 

Κύτταρα 

Ηλεκτροφυσιολογία  Πυρεθροϊδή  Δεν έχει 

καθοριστεί 

Όχι  (Natarajan  et 

al. 2006) 

‐ Vero 

ινοβλάστες 

νεφρικών 

κυττάρων 

‐ N2a 

Νευροβλάστωμα 

Ηλεκτροφυσιολογία 

(ΒERA) 

Οργανοφωσ

φορικά & 

Καρβαμιδικά 

ppt  Ναι  (Flampouri  et 

al. 2010) 

(Mavrikou  et 

al. 2008) 

‐BΛεμφοκύτταρα 

‐Ped‐2E9 

Φωτομετρικά  Διάφορα 

παθογόνα 

τροφίμων  & 

οι  τοξίνες 

τους 

103  CFU/mL 

(Listeria) 

10‐40  ng 

(τοξίνη) 

Ναι  (Banerjee  and 

Bhunia 2009) 

Κύτταρα 

ηπατώματος  

 

Βιοφωταύγεια  Πολυαλογον

ωμένοι 

αρωματικοί 

υδρογονάνθρ

ακες (PAHs) 

fmol  Όχι  (Sanderson  et 

al. 1996) 

(Murk  et  al. 

1996) 

 

Πίνακας 2: Αντιπροσωπευτικά παραδείγματα  ζωικών  κυττάρων που  χρησιμοποιούνται  σε 

εφαρμογές με βιοαισθητήρες στην ασφάλεια τροφίμων. 
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Αν  και  υπάρχουν  μόνο  μερικά  εμπορικά  βιοαισθητηριακά  συστήματα 

βασισμένα σε ζωικά κύτταρα, αυτό έχει αναφερθεί πρόσφατα στη βιβλιογραφία, το 

8%  των  τεχνολογιών  βασίζεται  σε  κύτταρα  από  το  2000  (πηγές  έρευνας:  Science 

Direct, PubMed, Scopus). Από την άλλη μεριά, γενικά οι κυτταρικοί βιοαισθητήρες 

φαίνονται να είναι ελκυστικοί σαν αντικείμενα προστασίας πνευματικής ιδιοκτησίας 

όσον αφορά την ανίχνευση φυτοφαρμάκων και άλλων χημικών υπολειμμάτων, ενώ 

επίσης  μόνο  αμελητέα  δεν  μπορεί  να  θεωρηθεί  η  πνευματικά  κατωχυρωμένη 

εφαρμογή  τους  στη  μικροβιολογία  τροφίμων.  Στην  πραγματικότητα,  όπως 

τεκμηριώνεται  από  τον  πίνακα  3,  οι  αρχές  λειτουργίας  βασισμένες  σε  κύτταρα 

έχουν  συνεισφέρει  στην  πλειονότητα  των  πατεντών  για  βιοαισθητηριακά 

συστήματα καταγραφής υπολειμμάτων (Kintzios 2013). 

 

Τύπος Βιοαισθητήρα  Πεδίο Εφαρμογής 

  Φυτοφάρμακα/ 

Χημικά Υπολείμματα 

Παθογόνα Τροφίμων 

Όλοι οι τύποι  710  282 

Κυτταρικοί  575  31 

 

Πίνακας 3: Ταξινόμηση Διεθνών, Αμερικανικών και Ευρωπαϊκών πατεντών στην ασφάλεια 

τροφίμων (2000‐2012)  
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Επί  προσθέτως,  8%  των  Ευρωπαϊκών  χρηματοδοτούμενων  προγραμμάτων 

για την ασφάλεια τροφίμων από το 2000, επικεντρώθηκαν στα ζωϊκά κύτταρα σαν 

στοιχείο  βιοαναγνώρισης,  καθώς  κα  το  ένα  τέταρτο  των  χρηματοδοτούμενων 

προγραμμάτων  βασιζόνται  σε  κυτταρικούς  βιοαισθητήρες  (πηγή  έρευνας: 

http://cordis.europe.eu).  Ένα  πρόσφατο  παράδειγμα  είναι  το  πρόγραμμα 

FOODSCAN  (www.foodscan.net),  το  οποίο  εμπλέκει  εταίρους  από  αρκετές 

Ευρωπαϊκές χώρες (με γενικό επιστημονικό συντονισμό από το ΓΠΑ). Το πρόγραμμα 

βασίζεται μόνο σε κυτταρικούς βιοαισθητήρες ζωικών κυττάρων τεχνολογίας BERA 

(η οποία αποτελεί  και  τη βασική μέθοδο πάνω στην οποία βασίστηκε η παρούσα 

διδακτορική διατριβή) και θα θέσει νέα πρότυπα για την εκτίμηση φυτοφαρμάκων 

και επικινδυνότητα τροφίμων στην Ευρώπη. 

Επομένως,  υπάρχει  μια  ξεκάθαρη  και  αρκετά  μεγάλη  τάση  για  τη 

χρησιμοποίηση  ζωικών  κυττάρων  σαν  αισθητήριο  μέσο  στις  νέες  αναλυτικές 

τεχνολογίες.    

 

Λαβάνοντας υπόψην όλες τις πτυχές του θέματος,  τα  ζωικά κύτταρα έχουν 

επίσης  ελκύσει  την  προσοχή  των  ειδικών  στους  βιοαισθητήρες  όχι  τουλάχιστον 

λόγω του γεγονότος ότι η χρήση τους παρουσιάζει μία σημαντική πρόκληση, αυτή 

της ελαττωμένης ζωτικότητας (τουλάχιστον όταν τα κύτταρα μετακινούνται από τις 

συνήθεις  συνθήκες  καλλιέργειας)  και  την  επακόλουθη  περιορισμένη  δυνατότητα 

διατήρησης. Επίσης, αν και τα κύτταρα αποκρίνονται σε συγκεκριμένους αναλύτες 

με  έναν  φυσιολογικά  συναφή  τρόπο,  το  πρότυπο  της  απόκρισης  δεν  είναι  πάντα 

αναπαραγώγιμο  ως  προς  το  σήμα  προέλευσης.  Με  άλλα  λόγια,  το  μέγεθος  της 

απόκρισης μπορεί  να  κυμαίνεται  στο βαθμό ότι  η  έλλειψη  επαναληψιμότητας θα 

εμποδίσει την πρακτική εφαρμογή των κυτταρικών βιοαισθητήρων. Αυτό μπορεί να 

έχει  ιδιαίτερα  σημαντικές  επιπτώσεις  στην  περίπτωση  των  ζωικών  κυττάρων:  σε 

σύγκριση με  τα βακτηριακά κύτταρα,  το μεγαλύτερο μέγεθός  τους υπαγορεύει  τη 

μειωμένη πυκνότητα αποθήκευσης τους σε ένα βιοαισθητηριακό στοιχείο (π.χ. ένα 

αναλώσιμο  φυσίγγιο  ακινητοποιημένων  κυττάρων  σε  επαφή  με  μία  συσκευή 

μέτρησης)  (Kintzios  2013).  Αυτό  μπορεί  να  έχει  σαν  συνέπεια  την  αύξηση  του 

στατιστικού σφάλματος της απόκρισης σε ένα μοναδιαίο δείγμα.  

Οι Natarajan et al. (2006) ανέπτυξαν μία υψηλής απόδοσης μέθοδο για την 

ανίχνευση πυρεθροειδών  χρησιμοποιώντας  σύστημα πολλαπλών ηλεκτροδίων  για 
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εξωκυτταρικές  μετρήσεις  από  καρδιακά  μυϊκά  κύτταρα  καλλιεργούμενα  πάνω  σε 

συστοιχίες  μικρο‐ηλεκτροδίων  (MEA).    Αυθόρμητη  δραστηριότητα  των  κυττάρων 

παρήγαγε  εξωυτταρικώς  ένα  δυναμικό  εύρους  από  100  μV  μέχρι  1200  μV  με 

συχνότητα  0.5–4  Hz.  Όλα  τα  πυρεθροειδή  που  δοκιμάστηκαν:  a‐cypermethrin, 

tetramethrin  και  tefluthrin,  προκάλεσαν  παρόμοιες  αλλαγές  στις 

ηλεκτροφυσιολογικές ιδιότητες των καρδιακών μυϊκών κυττάρων, δηλαδή μειωμένη 

συχνότητα και ένταση παλμών.  

Οι  Banerjee  and  Bhunia  (2009)  χρησιμοποίησαν  ακινητοποιημένα  

λεμφοκύτταρα  Ped‐2E9  για  την  ανίχνευση  Listeria monocytogenes,  εντεροτοξικού 

Bacillus,  Vibrio,  Micrococcus  και  Serratia,  και  τοξίνες,  όπως  hemolysin  από 

Staphylococcus aureus, φωσφολιπάση C από Clostridium perfringens, cytolysin από 

την θαλάσσια ανεμώνη Stoichactis helianthus,  listeriolysin   από L. monocytogenes, 

και εντεροτοξίνη από Bacillus. Τα όρια ανίχνευσης για τις τοξίνες ήταν 10–40 ng σε 2 

ώρες, ενώ για το μοντέλο του βακτηριακού παθογόνου, L. monocytogenes, 103–104 

CFU/mL  σε  4–6  ώρες,  ακόμα  και  με  την  παρουσία  μείγματος  μεγαλύτερης 

συγκέντρωσης  μη  παθογόνων  ειδών  του  ίδιου  γένους  ή  μικροχλωρίδας  με  κοινό 

υπόβαθρο. Γραμμικότητα αναφέρθηκε στα 103 – 108 CFU/mL.  

Κύτταρα  ηπατώματος,  τα  οποία  εκφράζουν  φυσικά  τον  αρωματικό 

υδρογονανθρακικό υποδοχέα (AhR), μετασχηματίστηκαν εισάγοντας ένα πλασμίδιο 

που φέρει το γονίδιο της διοξίνης και το γονίδιο αναφοράς luc που κωδικοποιεί την 

λουσιφεράση. Ο βιοαισθητήρας είχε σαν όριο ανίχνευσης τα 5 x 10‐12 mol/L 2,3,7,8‐

tetrachlorodibenzo‐p‐dioxin  (TCDD).  Επίσης  υπήρξε  απόκριση  και  σε  άλλα  χημικά 

μόρια παρόμοια με  τη διοξίνη ακόμα και αν  τα όρια ανίχνευσης ήταν υψηλότερα 

και σε μείγματα διαφορετικών ενώσεων. (Murk et al. 1996; Michelini et al. 2006). 
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Ηλεκτροφυσιολογικές μέθοδοι μέτρησης – Εφαρμογές 
 

Ηλεκτρικά  ενεργά  κύτταρα  ή  ιστοί,  μπορούν  να  διασυνδεθούν  με 

μικροηλεκτρόδια  που  επιτρέπουν  τη  σύλληψη  εξωκυτταρικών  σημάτων 

συσχετιζόμενων  με  την  κυτταρική  απόκριση  ή  την  απόκριση  ολόκληρου  ιστού.  Η 

αλληλεπίδραση  αυτή  αναφέρεται  σε  συστατικά  που  μπορούν  να 

κατηγοριοποιηθούν σε τρεις ομάδες:  

• Άμεση  αλληλεπίδραση  των  μικροηλεκτροδίων  με  την  κυτταρική 

μεμβράνη 

• Αλληλεπίδραση  με  στοιχεία‐αναλύτες  παρόντα  στο  εξωκυτταρικό 

μικροπεριβάλλον 

• Αλληλεπίδραση  με  άλλα  μέρη  του  στόχου,  όπως  το  στερεό  κολλοειδές 

και  το  διάλυμα  που  είναι  συγκεντρωμένο  στους  πόρους  της  μήτρας 

(ακινητοποιημένοι  κυτταρικοί  βιοαισθητήρες)  ή  με  το  διάλυμα 

καλλιέργειας (εναιώρημα κυτταρικών βιοαισθητήρων). 

 

Υπάρχει ήδη ένας αξιοσημείωτος αριθμός βιοαισθητηριακών μεθόδων που 

βασίζονται σε ηλεκτροφυσιολογικές επιδράσεις. Μερικές από αυτές χρησιμοποιούν 

κύτταρα, άλλες χρησιμοποιούν αναλύσεις ηλεκτρικών ιδιοτήτων ή ακινητοποιημένα 

στοιχεία.  Η  πιο  στοιχειώδης  εκδοχή  και  η  συνηθέστερη  ηλεκτροφυσιολογική 

μέθοδος  μέτρησης  αλληλεπιδράσεων  είναι  αυτή,  όπου  ο  βιοαισθητήρας 

περιλαμβάνει  το  κυτταρικό  μέρος,  που  συνδέεται  με  το  άκρο  ενός 

μικροηλεκτροδίου  και  επικοινωνεί  με  ένα  μετασχηματιστή  που  μετρά  ηλεκτρικό 

ρεύμα  σε  picoampere.  Σύμφωνα  με  αυτή  τη  μέθοδο  (patch‐clamp)  ένα  μόνο 

κύτταρο ή μέρος της κυτταρικής μεμβράνης, έρχεται σε άμεση επαφή με μια μορφή 

ηλεκτροδίου.  Συνήθως  εφαρμόζεται  τάση  στο  τμήμα  αυτό  και  στη  συνέχεια 

αποτιμάται η μεταβολή στη τιμή του μεμβρανικού ρεύματος‐ picoampere (Pantoja 

et al. 2004). 

Η γενική αρχή λειτουργίας των μεθόδων που βασίζονται σε ηλεκτρόδιο είναι 

η εξής: κατασκευάζεται ένα ηλεκτρόδιο το οποίο αποτελείται από αγώγιμο σύρμα 

(π.χ. άργυρο, χρυσό ή πλατίνα) τοποθετημένο σε πιπέττα γεμάτη από ηλεκρολυτικό 
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διάλυμα. Με  το  σύστημα  αυτό,  όταν  η  άκρη  της  πιπέττας  έρθει  σε  επαφή  με  το 

βιολογικό υλικό,  δημιουργείται μια αγώγιμη γέφυρα,  μέσα από την οποία μπορεί 

να  συνδεθεί  μια  συσκευή  καταγραφής  ρεύματος  ή  δυναμικού.  Εκτός  από  το 

ηλεκτρόδιο  μέτρησης  υπάρχει  και  το  ηλεκτρόδιο  αναφοράς  σε  μια  σταθερή  τιμή 

ρεύματος  ή  δυναμικού.  Συνήθως  χρησιμοποιείται  σύστημα  δυο  ζευγών 

ηλεκτροδίων  (μέτρησης  –  αναφοράς)  έτσι  ώστε,  να  είναι  δυνατή  η  μέτρηση  του 

ρεύματος  ή  του  δυναμικού  μετά  από  εξωγενή  εφαρμογή  ρεύματος  ή  δυναμικού 

(αμπερομετρία – βολταμετρία) (Guilbault 1991). 

Προηγμένη  τεχνολογία  ποτενσιομετρικών  βιοαισθητήρων  αποτελούν  οι 

μικρο‐βιοαισθητήρες  με  τα  επιλεκτικά  ηλεκτρόδια  ιόντων  ή  ΙSEs  (Ion  selective 

electrons) και οι βιοαισθητήρες επαγόμενου πεδίου ή FETs (Field effect transistors). 

Στα  ISEs  καταγράφεται  το  δυναμικό  που  αναπτύσσεται  στην  επιφάνεια  μιας 

μεμβράνης (στερεής ή υγρής) συναρτήσει ενός συστήματος αναφοράς (ημιστοιχείο 

με  γνωστό  και  σταθερό  δυναμικό).  Συνήθως  στην  επιφάνεια  της  μεμβράνης 

/διαλύματος  λαμβάνει  χώρα  μια  ισορροπία  ανταλλαγής  ή  ιοντοανταλλαγής.  Το 

δυναμικό  που  αναπτύσσεται  εξαρτάται  κυρίως  από  τη  μεταβολή  στην  ελεύθερη 

ενέργεια  που  σχετίζεται  με  τη  μεταφορά  μάζας  διαμέσου  της  επιφάνειας 

μεμβράνης/διαλύματος  ανάλυσης.  Η  λειτουργία  των  βιοαισθητήρων  επαγόμενου 

πεδίου  βασίζεται  στην  επιλεκτική  αλληλεπίδραση  μιας  επιφάνειας  με  ιόντα  που 

βρίσκονται  στο  διάλυμα.  Αυτή  η  αλληλεπίδραση  αλλάζει  το  δυναμικό  της 

επιφάνειας  και  μέσω  φαινομένων  επαγόμενου  πεδίου,  επηρεάζεται  η  αντίσταση 

ενός ημιαγωγού που βρίσκεται σε κοντινή απόσταση με την επιφάνεια. Το μέγεθος 

της  αλλαγής  στην  αντίσταση  του  ημιαγωγού  υπολογίζεται  από  το  δυναμικό  που 

χρειάζεται  να  εφαρμοστεί  κατά  μήκος  του  αγωγού  για  τη  διέλευση  σταθερής 

έντασης ρεύματος. 

Στα  FETs  έχουμε  την  ικανότητα  να  μετράμε  μεταβολές  της  συσσώρευσης 

φορτίων  στην  επιφάνειά  του.  Συνεπώς,  εάν  η  επιφάνεια  τροποποιηθεί  με  ειδικά 

εκλεκτικά  υλικά,  το  FET  μετατρέπεται  σε  διάταξη  ευαίσθητη  στις  μεταβολές  της 

συσσώρευσης  πρωτονίων  ή  άλλων  ιόντων.  Δηλαδή,  το  FET  είναι  δυνατόν  να 

μετατραπεί σε ISFET (Ιon‐selective FET). Το αναπτυσσόμενο δυναμικό είναι ανάλογο 

προς  τη  συγκέντρωση  των  εξωτερικών  ιόντων  ή,  γενικότερα  των  φορτισμένων 

μορίων έναντι  των οποίων το συγκεκριμένο  ISFET  είναι εκλεκτικό  (Martinoia et al. 
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2005). Η επικάλυψη ενός  ISFET (π.χ. πρωτονιο‐εκλεκτικού FET) με ανθεκτική λεπτή 

μεμβράνη,  η  οποία  φέρει  ακινητοποιημένο  το  κατάλληλο  ένζυμο  και  η  οποία 

έρχεται σε επαφή με το προς ανάλυση δείγμα αποτελεί εξελιγμένο ενζυμικό μικρο‐

βιοαισθητήρα  τύπου  ENFET  (Εnzyme  field  effect  transistor).  H  μεταβολή  της 

συγκέντρωσης  ιόντων  (π.χ.  πρωτονίων)  στην  επιφάνεια  του  ENFET,  λόγω  της 

ενζυμικής  αντιδράσεως,  επηρεάζει  το  αναπτυσσόμενο  δυναμικό,  φαινόμενο  το 

οποίο τελικώς μετράται  (Luo et al. 2004). Τέτοιες διατάξεις εμφανίζουν αξιοπιστία 

και  ανθεκτικότητα,  ταχεία  απόκριση  λόγω  της  λεπτής  επιφάνειας  ανιχνεύσεως 

(μεμβράνης) και ευκολία μαζικής παραγωγής (Κλώνης 1997). 

Σε μια σειρά από δημοσιεύσεις, ο Wolf και οι συνεργάτες του αναφέρθηκαν 

στην ανάπτυξη μίας αυτόματης πλατφόρμας ανάλυσης υψηλής αποδοτικότητας με 

βιοϋβριδικούς αισθητήρες  για  τη  καταγραφή μεταβολικών παραμέτρων  ζωντανών 

κυττάρων  (Wolf et al. 1998; Wiest et al. 2006; Lob et al. 2007; Wolf et al. 2011). Η 

βάση  της  πλατφόρμας  είναι  ένα  τροποποιημένο  πιάτο  καλλιέργειας  κυττάρων  24 

πηγαδιών,  κάθε  πηγαδάκι  εξοπλισμένο  με  οπτκοχημικούς  αισθητήρες  για  την 

διαλυόμενη συγκέντρωση οξυγόνου και  τη  τιμή pH.  Υπάρχει επίσης η επιλογή της 

διάταξης πλέγματος πολλαπλών ηλεκτροδίων  (interdigitated electrodes structures‐

IDES)  για  την  μέτρηση  βιοηλεκτρικής  εμπέδησης  η  οποία  προκαλείται  από 

προσκολλημένα  κύτταρα.  Οι  οπτικοχημικοί  αισθητήρες  χρησιμοποιούνται  για  τον 

προσδιορισμό  κυτταρικής  κατανάλωσης  οξυγόνου  και  εξωκυτταρικής  οξίνισης  με 

την πάροδο του χρόνου. Οι πιο απλές προσεγγίσεις στην τεχνολογία των κυτταρικών 

βιοαισθητήρων  χρησιμοποιούν  σαν  κορμό  τις  βιοδοκιμές  (Kintzios  2013).  Για 

παράδειγμα,  πολλοί  κυτταρικοί  αισθητήρες  για  εκτίμηση  τοξικότητας  με  απλή 

καταμέτρηση  είτε  αριθμού  συνολικών  κυττάρων  ή    αριθμού  ζωντανών 

κυττάρωνμετά την εφαρμογή ενός τοξικού παράγοντα.   Άλλοι αισθητήρες μετράνε 

ζωτικότητα  κυττάρων  μέσω  έμμεσων  μετρήσεων  της  αναπνευστικής 

δραστηριότητας.  Σε  μια  πρόσφατη  ανασκόπηση,  οι  Eltzov  and  Marks  (2011)  

περιγράφουν  συνοπτικά  τη  μέτρηση  της  κυτταρικής  κινητικότητας  σαν  τρόπο  για 

τον  καθορισμό  της  τοξικότητας  περιβαλλοντικών  δειγμάτων.  Η  κυτταρική 

κινητικότητα μπορεί να συσχετιστεί με αλλαγές πολλών φυσιολογικών λειτουργιών, 

π.χ. κυτταρική διαίρεση και ανάπτυξη, νέκρωση, νευρομεταβιβαστές (Sombers et al. 

2004),  απόπτωση  (Bortner  and  Cidlowski  2004),  και  κυτταρική  διόγκωση  (αλλαγή 

όγκου)  (Grover and Woldringh 2001).  Αλλαγές  στην  κυτταρική  κινητικότητα  έχουν 
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μελετηθεί με διάφορες μεθόδους, όπως είναι η φθορισμομετρία (Satoh et al. 1996), 

οτπική η ηλεκτρονική μικροσκοπία (Grover and Woldringh 2001), ατομικής δύναμης 

(Schneider  et  al.  2000),  ηλεκτροφυσιολογία  (Marks  et  al.  2007)  μικροσκοπία  και 

συντονισμό  μικροδακτυλίου  (MR)  (Wang  et  al.  2009).  Τα  περισσότερα  από  τα 

διαθέσιμα  εμπορικά  συστήματα  βασίζονται  με  παρόμοιες  αρχές  λειτουργίας, 

μετρήσεις κίνησης και/ή ζωτικότητας. Μερικά από αυτά τα προϊόντα αναφέρονται 

στο πίνακα 4 (Kintzios 2013). 
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Εταιρεία  Όνομα 

Προϊόντος 

Μετρούμενη 

Παράμετρος 

Αρχή Λειτουργίας  Βιβλιογραφική 

Αναφορά 

Bionas  2500 Analyzing 

System 

 Κατανάλωση ־

οξυγόνου 

 Εξωκυτταρικό ־

pH 

 Αριθμός ־

κυττάρων 

 

 Ηλεκτρόδια ־

τύπου Clark 

 Ιοντοεκλεκτικά ־

ηλεκτρόδια 

μέτρησης πεδίου 

(Ion‐sensitive 

field  effect 

Transistors 

ISFETs) 

 Εμπέδηση ־

(Ceriotti et al. 2007) 

(Bohrn et al. 2011) 

(Kubisch et al. 2012) 

 ACEA ־

Biosciences 

& Roche 

xCELLigence 

E‐Plate ( a version 

of xCELLigence)  

RT‐CES 

Αριθμός 

κυττάρων 

 

Εμπέδηση  (Huang and Xing 2006) 

(Xi et al. 2008) 

Molecular 

Devices 

Cytosensor 

Microphysiometer*

 

*Η παραγωγή της 

συσκευής έχει 

διακοπεί 

Εξωκυτταρικό pH  Οπτική 

ποτενσιομετρία 

καθορισμένη  από 

το  φώς  (Light‐

addessable  optical 

potentiometry  ‐

LAPs) 

(Owicki  and  Parce 

1992) 

(Poghossian  et  al. 

2009) 

Applied 

BioPhysics 

Σύστημα Μέτρησης 

Ηλεκτρικής 

Κυτταρικής 

Εμπέδησης (ECIS) 

 Αριθμός ־

κυττάρων 

 Κυτταρική ־

πρόσφυση 

Εμπέδηση  (Wegener et al. 2000) 

(Curtis  et  al.  2009; 

Curtis et al. 2009) 

EMBIO 

Diagnostics 

FoodAlert 

 

Μεμβρανικό 

κυτταρικό 

δυναμικό 

Βιοηλεκτρική 

Μέθοδος 

Αναγνώρισης 

(BERA) 

(Gramberg et al. 2012) 

(Mavrikou  et  al.  2008; 

Flampouri  et  al.  2010; 

Varelas et al. 2010) 

 

Πίνακας  4:  Συστήματα  εμπορικών  κυτταρικών  βιοαισθητήρων  βασισμένων  σε  ζωϊκά 

κύτταρα. 
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Τα  συστημάτα  εμπέδησης  απαιτούν  ένα  χρόνο  απόκρισης  εύρους  ωρών 

(τέσσερις  ή  περισσότερο),  το  οποίο  είναι  πιο  γρήγορο  από  τις  παραδοσιακές 

βιοδοκιμές σε καλλιέργεια κυττάρων. Αυτό δεν έχει  να κάνει με  την  ταχύτητα  της 

φασματομετρία  εμπέδησης  αλλά  με  το  χρόνο  που  απαιτείται  για  την 

αλληλεπίδραση  του  τοξικού  παράγοντα  με  το  κυτταρικό  σύστημα  έτσι  ώστε  να 

δώσουν  μετρήσιμα  αποτελέσματα.  Αυτός  είναι  ένας  από  τους  λόγους  που  οι 

κατασκευαστές  δίνουν  έμφαση  ότι  τα  προϊόντα  τους  είναι  σχεδιασμένα  για 

ερευνητική  χρήση  μόνο  και  όχι  για  διαγνωστική  εφαρμογή.  Ευτυχώς,  έχουν 

αναφερθεί βελτιώσεις προς αυτή την κατεύθυνση.  

Οι  Curtis  et  al.  (2009)  χρησιμοποίησαν  ένα  βιοαισθητήρα  εμπέδησης 

προκειμένου  να  αξιολογήσουν  την  απόκριση  δέκα  ζωικών  κυτταρικών  σειρών  (οι 

περισσότερες από αυτές, όπως Vero, Caco2 και Hep‐G2 χρησιμοποιούνται συνήθως 

στις  κυτταρικές  βιοδοκιμές)  έναντι  του  καρμαμιδικού φυτοφαρμάκου  aldicarb  και 

του  γενικού  απολυμαντικού  πενταχλωροφαινικού  νατρίου.  Τα  δεδομένα 

συλλέγονταν  επί  μία  ώρα  και  αξιολογήθηκαν  μέσα  σε  15  λεπτά.  Με  αυτόν  τον 

τρόπο  η  διάρκεια  της  δοκιμής  μειώθηκε  δραστικά.  Επίσης,  οι  διαφορετικές 

κυτταρικές  σειρές  συγκρίθηκαν  για  άλλες  ιδιότητες,  όπως  η  ικανότητα  να  κάνουν 

σταθερή  μονοστοιβάδα,  η  υψηλή  τους  εμπέδηση  (>  1000  Ω)  και  ευκολία 

προσκόλλησης.  Τέσσερις  κυτταρικές  σειρές  σχημάτισαν  σταθερές  μονοστοιβάδες 

πάνω στα ECIS ηλεκτρόδια, και επιλέχτηκαν για πειράματα σάρωσης. Η ευαισθησία 

τους    στο  aldicarb  και  το  sodium  pentachlorophenate  ποικίλε  σημαντικά,  με  τις 

σειρές Vero και HUVEC να δείχνουν μια μεγαλύτερη ευαισθησία στην χαμηλότερη 

αποτελεσματική συγκέντρωση λίγο πάνω από 1 mM και 0,38 mM αντιστοίχως για 

τους δύο τοξικούς παράγοντες. Οι άλλες δύο κυτταρικές σειρές χρησιμοποιήθηκαν 

επίσης για σάρωση άλλων φυτοφαρμάκων όπως το metamidophos και paraquat.  Οι 

κυτταρικές  μονοστοιβάδες  μπορούν  να  αποθηκευτούν  για  37  ημέρες  στα  ECIS 

συστοιχίες  ηλεκτροδίων  με  ελάχιστη  αλλαγή  της  εμπέδησης.  Επομένως,  δείχτηκε 

μια  ικανοποιητική  δυνατότητα  διατήρησης  (για  έναν  κυτταρικό  αισθητήρα 

βασισμένο σε κύτταρα θηλαστικών), η οποία μπορεί να βελτιωθεί χρησιμοποιώντας 

ένα ενσωματωμένο σύστημα ροής σε μικροκανάλια.  

Πολύ  πρόσφατα,  οι Brennan  et al.  (2012)  κατάφεραν  να  βελτιώσουν  τόσο 

την  ταχύτητα  της  δοκιμής  όσο  και  την  δυνατότητα  διατήρησης  του  κυτταρικού 



 

43 
 

στιχείου  βιοαναγνώρισης  χρησιμοποιώντας  επιθηλιακά  κύτταρα  από  βράγχια  

πέστροφας (RTgill‐W1) σε συνδυασμό με ECIS. Πρέπει να αναφερθεί ότι τα κύτταρα 

RTgill‐W1 είναι ποικιλοθερμικά και όχι ζωικής προέλευσης, άρα η ικανότητά τους να 

διατηρούνται ζωντανά χωρίς ανανέωση υλικού 6ºC για 78 εβδομάδες. 

Η  δυσκολία  της  διατήρησης  της  κυτταρικής  ζωτικότητας  και 

αποστειρωμένων  συνθηκών  χωρίς  μία  επιτόπια  εγκατάσταση  καλλιέργειας 

κυττάρων είναι ο κύριος περιορισμός στη χρήση των κυτταρικών βιοαισθητήρων με 

ζωικά κύτταρα σε δοκιμές στον αγρό. 

Ένας  άλλος  κυτταρικός  βιοαισθητήρας  χρησιμοποιεί  την  ανασυνδεμένη 

φθορίζουσα  κυτταρική  σειρά  ωοθηκών  κινέζικου  χάμστερ  για  την  καταγραφή 

διάφορων τοξικών παραγόντων, ειδικά των EDCs, σε ποικίλα υδατικά περιβάλλοντα 

(Kim et al. 2002). 

Θα μπορούσαμε να παρατηρήσουμε ότι οι βιοαισθητήρες εμπέδησης και τα 

ζωικά κύτταρα φτιάχτηκαν το ένα για το άλλο, μιας και τα ζωικά κύτταρα έχουν την 

ικανότητα  να  προσδένονται  σε  υποστρώματα  χωρίς  περαιτέρω  ακινητοποίηση, 

επιτρέποντας  έτσι  τη  χρήση  ηλεκτροδίων  μέτρησης  εμπέδησης  (Kintzios  2013). 

Ωστόσο  η  ιδιότητα  αυτή  έχει  και  το  κόστος  της,  καθώς  έχει  εκτρέψει  σημαντικό 

μέρος  της  ανάπτυξης  της  οργανολογίας  στην  κατελυθυνση  του  σχεδιασμού 

συσκευών εμπεδομέτρησης σε βάρος άλλων τεχνικών μέτρησης.   

 

Την  τελευταία  δεκαπενταετία  αναπτύχθηκε  ένα  σύστημα  μέτρησης  της 

μεταβολής του ηλεκτρικού δυναμικού  (ή άλλων ηλεκτρικών ιδιοτήτων)  (Kintzios et 

al. 2001) όχι ενός μεμονωμένου τμήματος της κυτταρικής μεμβράνης ή ενός  μόνο 

κυττάρου, αλλά σε επίπεδο ιστού. Η μέθοδος Βιοηλεκτρικής Αναγνώρισης  (BERA) 

είναι μια μέθοδος ανίχνευσης ιών και άλλων βιοενεργών ουσιών, η οποία βασίζεται 

στη  μέτρηση  μεταβολών  των  ηλεκτρικών  ιδιοτήτων  ομάδας  κυττάρων  κατάλληλα 

ακινητοποιημένων  εντός  πήγματος,  έτσι  ώστε  να  διατηρούνται  οι  φυσιολογικές 

κυτταρικές λειτουργίες κατά την αλληλεπίδραση με τους υπό ανίχνευση ιούς. Είναι 

εφικτή η ανίχνευση ανθρώπινων και φυτικών ιών με τρόπο εξειδικευμένο, γρήγορο 

(1‐2  min),  αξιοσημείωτα  αναπαραγώγιμο  και  οικονομικό.  Η  ευαισθησία  της 

ανίχνευσης  με BERA  (0,001‐0,1ng)  είναι  ανάλογη  με  προηγούμενες  ανοσολογικές, 

κυτταρολογικές και μοριακές τεχνικές. 
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Έως σήμερα έχουν αναπτυχθεί έξι  γενιές κυτταρικών βιοαισθητήρων BERA. 

Επιγραμματικά, στην 1η γενιά ο βιοαισθητήρας περιείχε ακινητοποιημένα κύτταρα 

σε 0,8% αγαρόζη και είχε τη μορφή σωλήνα 15 mL (Kintzios et al. 2001). Η 2η γενιά 

είχε, επίσης, τη μορφή σωλήνα και τα κύτταρα ήταν ακινητοποιημένα σε αγαρόζη, 

με  τη  διαφορά  ότι  είχε  πολύ  μικρότερο  όγκο  (1 mL),  οπότε  απαιτείτο  μικρότερη 

ποσότητα υλικών (Kintzios et al. 2004). Η 3η και 4η γενιά κυτταρικών βιοαισθητήρων 

BERA  είχαν  τη  μορφή  επίπεδης  στοιβάδας  και  στη  μεν  3η  γενιά  τα  κύτταρα  ήταν 

ακινητοποιημένα  σε  «φλούδα»  αλγινικού  ασβεστίου,  στη  δε  4η  γενιά 

δημιουργήθηκε  ένα  αγώγιμο  πλέγμα  αλγινικού  ασβεστίου  με  πηγαδάκια  στον 

πυθμένα των οποίων υπήρχαν τα ηλεκτρόδια και γινόταν εφαρμογή των κυττάρων 

μέσα σε αυτά τα πηγαδάκια. Οι βιοαισθητήρες BERA 3ης γενιάς είναι κατάλληλοι για 

τη  μελέτη  της  κυτταροδιαίρεσης  (Kintzios  et  al.  2006)  και  της  4ης  γενιάς  για  τη 

μελέτη επικοινωνίας των κυττάρων και αλληλεπίδρασης με διάφορες ουσίες. Τέλος, 

οι  βιοαισθητήρες  BERA  5ης  και  6ης  γενιάς  είχαν  τη  μορφή  σφαιριδίων, 

ακινητοποιημένα κύτταρα σε αλγινικό ασβέστιο (Moschopoulou and Kintzios 2006). 

Η διαφορά μεταξύ αυτών των δύο γενεών είναι ότι στους βιοαισθητήρες 6ης γενιάς 

τα  ακινητοποιημένα  κύτταρα  είναι  μεμβρανικώς  τροποποιημένα  (ΜΙΜΕ) 

χρησιμοποιώντας  τη  τεχνική  της  μεμβρανικής  μηχανικής  μέσω  της 

ηλεκτροεισαγωγής μορίων στις κυτταρικές μεμβράνες, με σκοπό την εκλεκτικότητα 

του  συστήματος.  Αξίζει  εδώ  να  αναλυθεί  λίγο  διεξοδικότερα  η  συγκεκριμένη 

τεχνολογία και η συνεισφορά της στην εξέλιξη των κυτταρικών αισθητήρων.  

Ένα  χαρακτηριστικό  που  κάνει  τους  κυτταρικούς  βιοαισθητήρες  ελκυστικούς 

σαν  ένα  κλινικό  αναλυτικό  εργαλείο  είναι  η  ευαισθησία  τους,  που  σε  κάποιες 

περιπτώσεις  αγγίζει  το  επίπεδο  ενός  μόνο  μορίου‐στόχου..  Αυτή  η  θεωρητική 

υπόθεση είναι βασισμένη στην περίπλοκη αλληλεπίδραση η οποία έχει προκύψει 

ως αποτέλεσμα της συνεξέλιξης των κυττάρων με διάφορα μόρια στο περιβάλλον 

τους,  σε  βαθμό  που  επιτρέπει  στα  κύτταρα  να  ανταποκρίνονται  στα  μόρια  και 

οργανισμούς με ακριβείς και αναπαραγόμενους τρόπους. Όμως, αυτή η ικανότητα 

εξισορροπείται  από  ένα  εξελικτικό  «κόστος»  (εν  είδει  συμβιβασμού)  γιατί  τα 

κύτταρα  μπορούν  να  αντιδράσουν  με  τον  ίδιο  χονδρικά  τρόπο  ενάντια  σε  ένα 

εκπληκτικό μεγάλο αριθμό διαφορετικών μορίων, οπότε οι κυτταρικοί αισθητήρες 

παρουσιάζουν  φτωχή  εκλεκτικότητα.  Αυτό  είναι  ένα  πολύ  κοινό  πρόβλημα  σε 

τοξικολογικές μεθόδους, όπου οι αισθητήρες επιτυχώς ανιχνεύουν την παρουσία 
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ενός  τοξικού παράαγοντα αλλά γενικά αποτυγχάνουν να καθορίσουν  την ακριβή 

φύση  του  τοξικού  αναλύτη  (Kaiser  and  Palabrica  1991;  vanderLelie  et  al.  1997; 

Riska et al. 1999). 

Τα  τελευταία  χρόνια  έχουν αναπτυχθεί  μέθοδοι  κυτταρικής  τροποποίησης, 

με  σκοπό  την  αύξηση  της  εκλεκτικότητας  των  κυττάρων,  με  σχετική  επιτυχία.  Οι 

μέθοδοι  κυτταρικής  τροποποίησης  είναι  βασισμένες  στην  κυτταρική  αναρρόφηση 

ξένου DNA  κυρίως  από  Β  ανθρώπινα  λεμφοκύτταρα  και  κατά  συνέπεια  οδηγούν 

στην έκφραση μεμβρανικών προσφιώμενων υποδοχέων (Falsey et al. 2001; Ziauddin 

and Sabatini 2001; Andrews J.S. 2004; Delehanty et al. 2004). Μία γνωστή εφαρμογή 

είναι το σύστημα CANARY αναπτυγμένο από το εργαστήριο Lincoln Lab του ΜΙΤ. Το 

CANARY  έχει  χρησιμοποιηθεί  για  την  ανίχνευση  του  Yersinia  pestis  και  άλλων 

παθογόνων  (Rider  et  al.  2003).  Όμως,  η  εφαρμογή  της  κυτταρικής  τροποποίησης 

είναι  περιορισμένη  λόγω  της  έλλειψης  σταθερότητας  και  των  συχνών  μη 

επιθυμητών αλλαγών του κυτταρικού φαινοτύπου. 

Μια  εναλλακτική  προσέγγιση  της  κυτταρικής  τροποποίησης  είναι  η 

τελευταίως ανεπτυγμένη τεχνολογικά μέθοδος της μεμβρανικής μηχανικής (Kintzios 

2008).  Είναι  μια  γενική  μεθοδολογία  τεχνικώς  εισαγώμενων  δεκάδων  χιλιάδων 

υποδοχέων στην κυτταρική επιφάνεια έτσι ώστε το κύτταρο να μπορεί να αποκριθεί 

εκλεκτικά στον αναλύτη μετά την αλληλεπίδραση υποδοχέα‐αναλύτη. Τα μόρια του 

υποδοχέα μπορούν να ποικίλουν από αντισώματα ως ένζυμα και πολυσακχαρίτες. Η 

αρχή  λειτουργίας  της  μεθόδου  είναι  η  σύνδεση  του  μορίου‐στόχου  με  τον 

αντίστοιχο  υποδοχέα  του,  η  οποία  προκαλεί  αλλαγή  στην  κυτταρική  μεμβρανική 

δομή και μπορεί να μετρηθεί με την αλλαγή του μεμβρανικού δυναμικού. 

     Αυτή  η  διαδικασία  παρουσιάζεται  στην  εικόνα  2,  παρουσιάζοντας  μια 

περιοχή  της  μεμβρανικώς  τροποποιημένης  μεμβράνης.  Στην  αρχή,  η  κυτταρική 

μεμβράνη  έχει  ένα  σταθερό  δυναμικό  λόγω  της  ροής  ιόντων  μέσω  των 

παρακείμενων ιοντικών καναλιών στον τεχνικώς εισαχθέντα υποδοχέα (A). Μετά 

την ειδική σύνδεση του αναλύτη, ο υποδοχέας αναδιαμορφώνεται δομικά,   έτσι 

μέρος  του  φορτίου  του  μεταφέρεται  εντός  της  κυτταρικής  μεμβράνης  (B).  Με 

αυτόν τον τρόπο, ιόντα συσωρεύονται στη μια πλευρά της μεμβράνης (π.χ. ιόντα 

K+),  έτσι  συμβάλλουν  στο  διαχωρισμό  φορτίου,  δημιουργώντας  χωρητικό 

δυναμικό  και  την  συνεπαγώμενη  υπερπόλωση  της  μεμβράνης.  Ακολούθως,  το 

άνοιγμα  των  παρακείμενων  ιοντικών  καναλιών  δημιουργεί  μια  ιοντική  ροή  η 
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οποία  είναι  μετρήσιμη    σαν  ρεύμα  (C),  οδηγώντας  σε  ένα  νέο  διαχωρισμό 

φορτίου  κατά  μήκος  της  μεμβράνης  (στο  παράδεγμα  της  εικόνας,  μία 

εξωκυτταρική αύξηση αρνητικών ιόντων). 

    Ένας  συνδυασμός  BERA  και  τεχνολογίας  μεμβρανικής  μηχανικής  έχει 

χρησιμοποιηθεί  για  την ανίχνευση ανθρώπινων  ιών  (Ηπατίτιδα B), φυτικών  ιών 

(του  καπνου  και  του  αγγουριού),  μεταβολικών  ασθενειών,  σουπεροξειδίου, 

prions, του ιού αφθώδους πυρετού(foot‐and‐mouth disease virus ‐FMDV) και του 

ιού τηνης γλώσσας (blue‐tongue virusBTV).  

Μόριο-Στόχος

ΥποδοχέαςΙοντικό Κανάλι

Γ

ΥπερπόλωσηΜεμβράνης

∆ιαχωρισμός 
Φορτίων

Εισροή ιόντων

Χωρητικό ∆υναμικό

 

 

 Εικόνα  2:  Η  αρχή  λειτουργίας  της  μοριακής  αναγνώρισης  μέσω  της  μεμβρανικής 

μηχανικής 

 

Εώς  σήμερα  έχουν  αναπτυχθεί  βιοαισθητήρες  6ης  γενιάς  για  διάφορες 

εφαρμογές  όπως  είναι  για  ανίχνευση  φυτοπαθογόνων  και  ζωϊκών  ιών, 

φυτοφαρμάκων  αλλά  και  μορίων  που  εμπλέκονται  στην  ασφάλεια  τροφίμων 

(Mavrikou et al. 2008; Moschopoulou et al. 2008; Perdikaris et al. 2009; Flampouri et 

al. 2010; Varelas et al. 2010; Perdikaris et al. 2011). 
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Κατά  τη  διάρκεια  της  μεταπτυχιακής  εργασίας  αναπτύχθηκε  ο  πρώτος 

βιοαισθητήρας  BERA  6ης  γενιάς,  για  την  μέτρηση  του  σουπεροξειδίου  (O2
−).  Η 

δημιουργία  του  βασίστηκε  σε  μεμβρανικώς  τροποποιημένα  θηλαστικά  κύτταρα, 

ακινητοποιημένα  σε  πήγμα  αλγινικού  ασβεστίου.  Η  διαδικασία  της  μεμβρανικής 

μηχανικής  επιτυγχάνεται  με  την  ηλεκτροεισαγωγή  μορίων  της  δισμουτάσης  του 

σουπεροξειδίου  (SOD)  στις  μεμβράνες  των  κυττάρων  Vero  (ινοβλάστες).  Τα 

ηλεκτροεισαχθέντα μόρια της SOD δρουν ως καταλυτικές μονάδες, μετατρέποντας 

το O2
− σε H2O2. Αυτή η μετατροπή προκαλεί αλλαγές στο μεμβρανικό δυναμικό των 

κυττάρων, οι οποίες ανιχνεύονται με κατάλληλα μικροηλεκτρόδια, σύμφωνα με την 

μέθοδο  Βιοηλεκτρικής  Αναγνώρισης  (BERΑ).  Ο  αισθητήρας  παρουσίασε  άμεση 

απόκριση  στο  O2
−,  με  όριο  ανίχνευσης  τα  100  pM  (Moschopoulou  et  al.  2006). 

Τέλος,  έγινε  έλεγχος  της  συγκέντρωσης  του O2
−,  με  την  χρήση  του  βιοαισθητήρα 

που  αναπτύξαμε,  κατά  την  κυτταροδιαίρεση  του  Arabidopsis  thaliana  και  έγινε 

συσχετισμός  με  βιοχημικές  αναλύσεις  για  την  μελέτη  της  συγκέντρωσης  των 

ελευθέρων ριζών (ROS) και τις σχετικές ενεργότητες ενζύμων που εμπλέκονται στις 

διάφορες οξειδωτικές‐αντιοξειδωτικές διαδικασίες. 
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Β1. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 

Σκοπός  της  εργασίας  είναι  η  βελτίωση  κυτταρικού  βιοαισθητήρα BERA  6ης 

γενιάς για την ανίχνευση σουπεροξειδίου (O2
−) σε χαμηλότερες συγκεντρώσεις (<0.1 

nM) από εκείνες που ανίχνευε ο βιοαισθητήρας που αναπτύχθηκε σε προηγούμενη 

μελέτη  (Moschopoulou  and  Kintzios  2006).  Επίσης  πέρα  από  την  βελτίωση 

επιδιώχθηκε η διερεύνηση του μηχανισμού μοριακής αναγνώρισης με τη χρήση των 

μεμβρανικώς  τροποποιημένων  κυττάρων.  Σε  προηγούμενες  μελέτες  φάνηκε  η 

εμπλοκή  του  ασβεστίου  κατά  την  αλληλεπίδραση  μορίου  στόχου  και 

ηλεκτροεισαγώμενου  μορίου  στις  κυτταρικές  μεμβράνες  των  κυττάρων,  το 

αποτέλεσμα  της  οποίας  ανίχνευε  ο  αισθητήρας.  Έτσι  διερευνήθηκε  ο  ρόλος  του 

ασβεστίου  παρεμποδίζοντας  τις  SERCA  αντλίες  ασβεστίου  του  ενδοπλασματικού 

δικτύου και μελετώντας  τη μεταβολή του πριν και μετά την αλληλεπίδραση με  το 

O2
−,  έτσι  ώστε  να  εντοπιστεί  αν  υπάρχει  εμπλοκή  του  ενδοπλασματικού  δικτύου 

στην  μετακίνηση  ασβεστίου,  καθώς  και  επίσης  να  επιβεβαιωθεί  ο  ρόλος  του 

συγκεκριμμένου κατιόντος στο μηχανισμό μοριακής αναγνώρισης μέσω μεταβολής 

του μεμβρανικού δυναμικού. 

Εν  συνεχεία,  ο  βελτιωμένος  βιοαισθητήρας  BERA  6ης  γενιάς,  που 

αναπτύχθηκε,  χρησιμοποιήθηκε  για  την  μελέτη  του  O2
−  κατά  την  διάρκεια  της 

κυτταροδιαίρεσης  του  υδρόβιου  φυτού  Spirodela  polyrrhiza  σε  συνδυασμό  με 

διάφορες βιοχημικές αναλύσεις, προκειμένου να ερευνηθεί η πιθανή σχέση μεταξύ 

των επιπέδων των ελευθέρων ριζών και της κυτταρικής διαίρεσης. 

Τέλος,  ο  βελτιωμένος βιοαισθητήρας BERA 6ης  γενιάς  εφαρμόστηκε  σε  πιο 

πολύπλοκα  συστήματα,  για  την  ανίχνευση  του O2
−  κατά  την  διάρκεια  της  in  vitro 

διαφοροποίησης  κυττάρων  νευροβλαστώματος  της  κυτταρικής  σειράς  Ν2α  και 

παράλληλα αξιολογήθηκε  χρησιμοποιώντας  μια φθορισμομετρική  μέθοδο  για  την 

ανίχνευση O2
−  και  ελευθέρων  ριζών  γενικότερα.  Επιπρόσθετα  έγινε  και  η  πρώτη 

δοκιμή για εφαρμογή του στην κλινική ιατρική με ελπιδοφόρα αποτελέσματα. 
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Β2. ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΟΥ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ 

 

  Η παρούσα μελέτη αποτελείται από τέσσερις  πειραματικές ενότητες. Το 

γενικό σχέδιο των πειραματικών ενοτήτων είναι το εξής: 

 Κατά  την  πρώτη  πειραματική  ενότητα  (διάγραμμα  1α)  έγινε  προσπάθεια 

βελτίωσης  του  κυτταρικού  βιοαισθητήρα  BERA  6ης  γενιάς  (μεμβρανικώς 

τροποποιημένα  κύτταρα)  για  μέτρηση  O2
−,  με  την  ηλεκτροεισαγωγή 

διαφορετικών συγκεντρώσεων ενζυμικών μονάδων SOD στις μεμβράνες των 

κυττάρων,  διαφορετικών συγκεντρώσεων ακινητοποιημένων κυττάρων ανά 

αισθητήρα,  εφαρμόζοντας  διαφορετικές  εντάσεις  ηλεκτρικού  πεδίου  και 

αναλύοντας  μικρότερες  συγκεντρώσεις O2
−  (εώς 1 pM).  Επίσης  σε  αυτή  τη 

πειραματική  ενότητα  (διάγραμμα  1β)  έγινε  προσπάθεια  να  διερευνηθεί  ο 

μηχανισμός  της  μεμβρανικής  μηχανικής  εφαρμόζοντας  παρεμποδιστές  της 

SOD με σκοπό να μελετηθεί φθορισμομετρικά η μεταβολή του μεμβρανικού 

δυναμικού  και  η  μεταβολή  του  ενδοκυτταρικού  ασβεστίου  κατά  την 

αλληλεπίδραση  με  O2
−  .  Στη  συνέχεια  εφαρμόστηκε  θαψιγαργίνη 

(παρεμποδιστής  των  SERCA  αντλιών  ασβεστίου  του  ενδοπλασματικού 

δικτύου)  και  μελετήθηκε  η  μεταβολή  του  ενδοκυτταρικού  ασβεστίου  πριν 

και μετά την εφαρμογή O2
− . 

 

 

 

 

 

 

 

Διάγραμμα 1α : Σχηματική αναπαράσταση πρώτης πειραματικής ενότητας (βελτίωση 

αισθητήρα) 

 

Βελτίωση κυτταρικού 
βιοαισθητήρα BERΑ 6ης 

Διαφορετικές συγκεντρώσεις SOD 

Διαφορετικές συγκεντρώσεις 
κυττάρων 

Διαφορετικής έντασης ηλεκτρικά 
πεδία 
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Διάγραμμα 1β : Σχηματική αναπαράσταση πρώτης πειραματικής ενότητας (διερεύνηση 

μηχανισμού) 

 

 Κατά την δεύτερη πειραματική ενότητα  (διάγραμμα 2) έγινε εφαρμογή του 

βιοαισθητήρα  BERA  με  τα  μεμβρανικώς  τροποποιημένα  κύτταρα  για  την 

ανίχνευση O2
−  κατά  την διάρκεια  της  in vitro  κυτταροδιαίρεσης  του φυτού 

Spirodela  polyrrhiza.  Επίσης,  πραγματοποιήθηκαν  οι  παρακάτω  βιοχημικές 

αναλύσεις:  μέτρηση  αριθμού  φυλλιδίων,  νωπού  βάρους,  προσδιορισμός 

ελευθέρων  ριζών  (ROS),  μέτρηση  του  μεμβρανικού  δυναμικού  των 

μιτοχονδρίων,  κυτοχρωμόματος  C  και  η  δραστικότητα  κασπάσης‐3  (με  τα 

δύο  τελευταία  να  αποτελούν  πρώιμους  αποπτωτικούς  παράγοντας)  καθώς 

και μέτρηση ενεργότητας της SOD. 

Παρεμποδιστές της SOD  

Μελέτη μεταβολής του 
μεμβρανικού δυναμικού 

Μελέτη της μεταβολής του 
ενδοκυτταρικού ασβεστίου 

Διερεύνηση μηχανισμού μεμβρανικής 
μηχανικής 

Παρεμποδιστής SERCA αντλιών 
ασβεστίου ενδοπλασματικού δικτύου 
(TG) 
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Διάγραμμα 2 : Σχηματική αναπαράσταση δεύτερης πειραματικής ενότητας 

 

 Κατά  την  τρίτη  πειραματική  ενότητα  (διάγραμμα  3)  έγινε  εφαρμογή  του 

βιοαισθητήρα  BERA  με  τα  μεμβρανικώς  τροποποιημένα  κύτταρα  για  την 

ανίχνευση  O2
−  κατά  την  διάρκεια  της  in  vitro  διαφοροποίησης  κυττάρων 

νευροβλαστώματος της κυτταρικής σειράς Ν2α. Παράλληλα κατά την πρώτη 

και  δεύτερη  ημέρα  της  διαφοροποίησης  προσδιορίστηκε  η  συγκέντρωση 

των  ελευθέρων  ριζών  (ROS)  και  του  επιπέδου  του  O2
−  με  κυτταρομετρία 

ροής  (κοινές  πειραματικές  μετρήσεις  με  διδακτορική  διατριβή  Teresa 

Valero).  

Καλλιέργεια μοναδιαίων φυτών Spirodela 
polyrrhiza σε Hoagland 

Λήψη μετρήσεων για μια 
εβδομάδα 

Μέτρηση αριθμού φύλλων/ νωπού βάρους 

Μέτρηση O2
− (βιοαισθητήρα BERA) 

Μέτρηση ROS 

Μέτρηση απόπτωσης: 
- Μεμβρανικό Δυναμικό Μιτοχονδρίων 
- Κυτόχρωμα C 
- Κασπάση 3 

Ενεργότητα SOD 
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Διάγραμμα 3 : Σχηματική αναπαράσταση τρίτης πειραματικής ενότητας 

 

 Κατά την τέταρτη πειραματική ενότητα ο βιοαισθητήρας δοκιμάστηκε στην 

κλινική ιατρική, με σκοπό την καταγραφή των επιπέδων O2
− σε ασθενείς σε 

μεταγχειριτική  κατάσταση,  σε  συνεργασία  με  το  Νοσοκομείο  ΝΙΜΙΤΣ. 

Πραγματοποιήθηκε αιμοληψία από ασθενείς και υγιείς ανθρώπους και έγινε 

άμεση μέτρηση με τον βιοαισθητήρα.  

Καλλιέργεια κυττάρων 
νευροβλαστώματος Ν2α  Μέτρηση O2

− (βιοαισθητήρας BERA, 
κυτταρομετρία ροής) 

Διαφοροποίηση κυττάρων Ν2α 

Μέτρηση ROS (κυτταρομετρία ροής) 
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Γ1. ΠΡΩΤΗ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΕΝΟΤΗΤΑ: 

ΒΕΛΤΙΩΣΗ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ ΒΙΟΑΙΣΘΗΤΗΡΑ 

ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΥ 

ΜΕΜΒΡΑΝΙΚΗΣ ΜΗΧΑΝΙΚΗΣ 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Ένας κυτταρικός αισθητήρας χρησιμοποιεί τις φυσιολογικές αποκρίσεις των 

κυττάρων σαν αισθητήριο στοιχείο, όπως είναι η χημική επιφάνεια ή το ηλεκτρικό 

δυναμικό, η κινητικότητα  ή η γενική κυτταρική δραστηριότητα. Συνεπώς ολόκληρο 

το  κύτταρο  παρέχει  πολυστοχευμένους  καταλύτες  ειδικότερα  σε  διαδικασίες  που 

απαιτείται η συμμετοχή πολλών ενζύμων στη σειρά  (D’Souza 1999; Kintzios 2007). 

Άρα τα κύτταρα είναι ικανά να   παρέχουν δεδομένα για τη φυσιολογική απόκριση 

στον  αναλύτη‐στόχο  καθώς  και  για  την  εκτίμηση  της  βιοδιαθεσιμότητας  του 

αναλύτη  (Daunert  et  al.  2000).  Ένα  από  τα  χαρακτηριστικά  που  κάνει  τους 

κυτταρικούς  αισθητήρες  ελκυστικούς  σαν  ένα  κλινικό  αναλυτικό  εργαλείο  είναι  η 

ευαισθησία τους, που σε κάποιες περιπτώσεις αγγίζει το επίπεδο ενός μόνο μορίου‐

στόχου.  Αυτή  η  θεωρητική  υπόθεση  είναι  βασισμένη  στην  περίπλοκη 

αλληλεπίδραση  η  οποία  έχει  προκύψει  ως  αποτέλεσμα  της  συνεξέλιξης  των 

κυττάρων  με  διάφορα  μόρια  στο  περιβάλλον  τους,  σε  βαθμό  που  επιτρέπει  στα 

κύτταρα  να  ανταποκρίνονται  στα  μόρια  και  οργανισμούς  με  ακριβείς  και 

αναπαραγόμενους  τρόπους.  Όμως,  αυτή  η  ικανότητα  εξισορροπείται  από  ένα 

εξελικτικό  «κόστος»  (εν  ίδει  συμβιβασμού)  γιατί  τα  κύτταρα  μπορούν  να 

αντιδράσουν με τον ίδιο χονδρικά τρόπο ενάντια σε ένα εκπληκτικό μεγάλο αριθμό 

διαφορετικών  μορίων,  οπότε  οι  κυτταρικοί  αισθητήρες  παρουσιάζουν  φτωχή 

εκλεκτικότητα.  Αυτό  είναι  ένα  πολύ  κοινό  πρόβλημα  σε  τοξικολογικές  μεθόδους, 

όπου οι αισθητήρες επιτυχώς ανιχνεύουν την παρουσία ενός τοξικού παράαγοντα 

αλλά γενικά αποτυγχάνουν να καθορίσουν  την ακριβή φύση του  τοξικού αναλύτη 

(Kaiser and Palabrica 1991; Van der Lelie et al. 1997; Riska et al. 1999). 

Τα  τελευταία  χρόνια  έχουν αναπτυχθεί  μέθοδοι  κυτταρικής  τροποποίησης, 

με  σκοπό  την  αύξηση  της  εκλεκτικότητας  των  κυττάρων,  με  σχετική  επιτυχία.  Οι 

μέθοδοι  κυτταρικής  τροποποίησης  είναι  βασισμένες  στην  κυτταρική  αναρρόφηση 

ξένου DNA  κυρίως  από  Β  ανθρώπινα  λεμφοκύτταρα  και  κατά  συνέπεια  οδηγούν 

στην έκφραση μεμβρανικών προσφιώμενων υποδοχέων (Falsey et al. 2001; Ziauddin 

and Sabatini 2001; Andrews J.S. 2004; Delehanty et al. 2004). Μία γνωστή εφαρμογή 

είναι το σύστημα CANARY αναπτυγμένο από το εργαστήριο Lincoln Lab του ΜΙΤ. Το 

CANARY  έχει  χρησιμοποιηθεί  για  την  ανίχνευση  του  Yersinia  pestis  και  άλλων 
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παθογόνων  (Rider  et  al.  2003).  Όμως,  η  εφαρμογή  της  κυτταρικής  τροποποίησης 

είναι  περιορισμένη  λόγω  της  έλλειψης  σταθερότητας  και  των  συχνών  μη 

επιθυμητών αλλαγών του κυτταρικού φαινοτύπου. 

Μια  εναλλακτική  προσέγγιση  της  κυτταρικής  τροποποίησης  είναι  η 

τελευταίως ανεπτυγμένη τεχνολογικά μέθοδος της μεμβρανικής μηχανικής (Kintzios 

2008).  Είναι  μια  γενική  μεθοδολογία  τεχνικώς  εισαγώμενων  δεκάδων  χιλιάδων 

υποδοχέων στην κυτταρική επιφάνεια έτσι ώστε το κύτταρο να μπορεί να αποκριθεί 

εκλεκτικά στον αναλύτη μετά την αλληλεπίδραση υποδοχέα‐αναλύτη. Τα μόρια του 

υποδοχέα μπορούν να ποικίλουν από αντισώματα ως ένζυμα και πολυσακχαρίτες. Η 

αρχή  λειτουργίας  της  μεθόδου  είναι  η  σύνδεση  του  μορίου‐στόχου  με  τον 

αντίστοιχο  υποδοχέα  του,  η  οποία  προκαλεί  αλλαγή  στην  κυτταρική  μεμβρανική 

δομή και μπορεί να μετρηθεί με την αλλαγή του μεμβρανικού δυναμικού. 

Σε  παλαιότερη  εργασία,  είχαμε  αναφέρει  την  πρώτη  εφαρμογή  αυτής  της 

τεχνολογίας για την ανάπτυξη ενός υπερευαίσθητου αισθητήρα σουπεροξειδίου, ο 

οποίος  βασίστηκε  σε  μεμβρανικώς  τροποποιημένα  κύτταρα  θηλαστικών, 

ακινητοποιημένα σε πήγμα αλγινικού ασβεστίου (Moschopoulou and Kintzios 2006). 

Η  διαδικασία  της  μεμβρανικής  μηχανικής  πραγματοποιείται  με  την 

ηλεκτροεισαγωγή  μορίων  της  δισμουτάσης  του  σουπεροξειδίου  (SOD)  στις 

μεμβράνες των κυττάρων Vero, τα οποία και δρουν σα καταλυτικές μονάδες για τη 

μετατροπή του σουπεροξειδίου σε υπεροξείδιου του υδρογόνου. Η αντίδραση του 

σουπεροξειδίου  με  την  SOD  προκαλεί  αλλαγές  στο  μεμβρανικό  δυναμικό  των 

κυττάρων,  οι  οποίες  μετρήθηκαν  με  κατάλληλα  ηλεκτρόδια  σύμφωνα  με  την 

μέθοδο  βιοηλεκτρικής  αναγνώρισης  (BERA).  Ο  αισθητήρας  αποκρίθηκε  σε  πολύ 

χαμηλές συγκεντρώσεις σουπεροξειδίου, με όριο ανίχνευσης τα 100 pM.  
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2. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

2.1 Αισθητήριο κυτταρικό υλικό 

Για  την  κατασκευή  των αισθητήρων  χρησιμοποιήθηκαν φυσιολογικά  ζωικά 

υγιή  κύτταρα,  τα  οποία  προήλθαν  κλωνικά  μέσω  κυτταροκαλλιέργειας,  από  την 

κυτταρική σειρά Vero (νεφρικά κύτταρα πράσινου πιθήκου – ινοβλάστες). 

 

2.2 Καλλιέργεια και Απομόνωση κυττάρων 

Η διαδικασία που ακολουθείται για την παραλαβή μεμονωμένων ζωικών και 

κυττάρων είναι η εξής: 

Για  την  παραλαβή  μεμονωμένων  κυττάρων  πρέπει  να  γίνει  αποκόλληση 

αυτών από την επιφάνεια της φιάλης όπου αναπτύσσονται. Αυτό επιτυγχάνεται με 

την προσθήκη ενζυμικού διαλύματος θρυψίνης/EDTA στα κύτταρα για 5 min στους 

37  ºC.  Ακολουθεί  φυγοκέντρηση  στις  1000  στροφές  για  2 min  στους  25  °C.  Στη 

συνέχεια  γίνεται  μέτρηση  του  αριθμού  των  κυττάρων  σε  πλάκα Neubauer  και  τα 

κύτταρα διατηρούνται σε εναιώρημα μέχρι το επόμενο στάδιο. 

Το θρεπτικό υπόστρωμα θρεπτικό μέσο καλλιέργειας ζωϊκών κυττάρων περιέχει: 

 1x DMED (Biochrom AG) 

 10% (v/v) ορός εμβρύου μόσχου (FCS) (Invitrogen) 

 1% (w/v) διάλυμα πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη (Biochrom AG) 

 1% (v/v) L – γλουταμίνη (Biochrom AG) 

 0.5% πυρουβικό οξύ (Biochrom AG) 

 7.5% ΝaHCO3  

Τα κύτταρα αναπτύσσονται σε θάλαμο με 5% CO2 στους 37 °C. 

 

2.3 Ηλεκτροεισαγωγή της SOD στις κυτταρικές μεμβράνες 

Προκειμένου  να  δημιουργηθούν  τα  μεμβρανικώς  τροποποιημένα  κύτταρα, 

για  την  εκλεκτικότητα  του  συστήματος,  χρησιμοποιήθηκε  η  μέθοδος  της 

ηλεκτροεισαγωγής  εφαρμόζοντας  τροποποιημένο  το  πρωτόκολλο  των  Zeira  et  al. 

(1991) και Moschopoulou and Kintzios (2006). Τα διαλύματα που χρησιμοποιηθήκαν 

είναι τα παρακάτω: 
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1. PBS (Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών αλάτων), pH 7.4: 

 130 mM NaCl  

 5 mM Na2HPO4.12H2O 

 15.6 mM KH2PO4 

2. Διάλυμα 0.8 M CaCl2 σε θρεπτικό υλικό 

3. Διάλυμα 4% αλγινικού νατρίου σε θρεπτικό υλικό 

4. SOD (EC 1.15.1.1) (Fluka)  

 

 Διαδικασία Ηλεκτροεισαγωγής 

Τα  βήματα  που  ακολουθήθηκαν  κατά  την  διαδικασία  της  ηλεκτροεισαγωγής 

είναι: 

• Μέτρηση αριθμού κυττάρων Vero. 

• Παραλαβή τόσης ποσότητας ώστε να έχουμε την απαραίτητη συγκέντρωση 

κυττάρων ανά mL και τοποθέτηση σε eppendorf. 

• Φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές για 2 min. 

• Απομάκρυνση υπερκείμενου και επαναδιαλυτοποίηση σε 1 mL PBS. 

• Φυγοκέντρηση  (δεύτερη φορά) στις 1000 στροφές για 2 min. 

• Απομάκρυνση υπερκείμενου και επαναδιαλυτοποίηση σε 1 mL PBS. 

• Φυγοκέντρηση  (τρίτη φορά) στις 1000 στροφές για 2 min. 

• Απομάκρυνση υπερκείμενου και επαναδιαλυτοποίηση σε 40 μL PBS. 

• Πρόσθεση 400 μL SOD και επώαση για 20 min στον πάγο. 

• Τοποθέτηση  του  μίγματος  «κύτταρα‐SOD»  στην  κυβέττα 

ηλεκτροεισαγωγής, η οποία έχει επωαστεί για αρκετή ώρα στο πάγο. 

• Εφαρμογή  4  παλμών  (διάρκεια  παλμού  5  ms)  στην  ανάλογη  ένταση 

πεδίου. 

• Μεταφορά  του  δείγματος  στο  eppendorf  και  το  τοποθέτηση  για  1  ώρα 

στους 37 °C. 

• Φυγοκέντρηση  στις 1000 στροφές για 2 min. 

• Απομάκρυνση υπερκείμενου και επαναδιαλυτοποίηση σε 1 mL PBS. 

• Φυγοκέντρηση  στις 1000 στροφές για 2 min. 

• Πέταμα υπερκείμενου και επαναδιαλυτοποίηση σε 1 mL θρεπτικό υλικό. 
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Έπειτα  ακολουθήθηκε  η  διαδικασία  της  ακινητοποίησης  και  συνεπώς  της 

δημιουργίας των κυτταρικών βιοαισθητήρων BERA. 

 

2.4  Ηλεκτροεισαγωγή  διαφορετικών  συγκεντρώσεων  SOD  στις 

κυτταρικές μεμβράνες 

  Προκειμένου  να  ερευνηθεί  η  επίδραση  της  συγκέντρωσης  των 

ηλεκτροεισαγώμενων  μορίων  της  SOD  στην  ευαισθησία  του  συστήματος,  τα 

κύτταρα  Vero  τροποποιήθηκαν  με  διαφορετικές  συγκεντρώσεις  SOD  όπως 

περιγράφεται  στην  παράγραφο  2.3.  Οι  συγκεντρώσεις  αυτές  ήταν  750,  1500  και 

3000 U mL‐1. 

 

2.5 Εφαρμογή διαφορετικών συνθηκών κατά την ηλεκτροεισαγωγή 

  Προκειμένου  να  ερευνηθεί  η  επίδραση  των  διαφορετικών  συνθηκών 

ηλεκτροεισαγωγής  στην  αποτελεσματικότητα  της  μεμβρανικής  μηχανικής, 

δημιουργήθηκαν  μεμβρανικώς  τροποποιημένα  κύτταρα  Vero  ηλεκτροεισάγωντας 

SOD  στις  μεμβράνες  τους,  εφαρμόζοντας  τέσσερις  παλμούς  σε  διαφορετικά 

ηλεκτρικά  πεδία.  Οι  εντάσεις  αυτών  των  ηλεκτρικών  πεδίων  ήταν  400 V  cm‐1  και 

1800 V cm‐1 και η διαδικασία περιγράφεται στην παράγραφο 2.3. 

 

2.6 Παρασκευή κυτταρικού βιοαισθητήρα BERA 6ης γενιάς 

Η παρασκευή του κυτταρικού βιοαισθητήρα BERA έγινε ως εξής: 

Παραλήφθηκε 1 mL τροποποιημένων κυττάρων Vero με SOD και αναμίχθηκε 

με 2 mL 4% αλγινικού νατρίου. Έπειτα το μίγμα παραλήφθηκε με σύριγγα (22G) και 

προστέθηκε σταγονηδόν μέσα σε διάλυμα 0.8 Μ CaCl2, με αποτέλεσμα την άμεση 

ακινητοποίηση  των  κυττάρων σε αλγινικό ασβέστιο,  σε σφαιρικό σχήμα. Μετά  τα 

σφαιρίδια τοποθετήθηκαν μέσα σε τρυβλία με θρεπτικό υλικό DMED, κλείστηκαν με 

parafilm και τοποθετήθηκαν σε συνθήκες δωματίου 25 °C (εικόνα 3).  

Προκειμένου  να  ερευνηθεί  η  επίδραση  του  αριθμού  των  κυττάρων  στην 

ευαισθησία του συστήματος, ακινητοποιήθηκαν διαφορετικοί πληθυσμοί κυττάρων 

(2x106, 3x106 και 4x106) ανά mL. Αυτό σημαίνει ότι ανά σφαιρίδιο, το οποίο έχει 2 

mm διάμετρο, ο αριθμός των κυττάρων ήταν περίπου 50 x103, 75 x103 και 100 x103, 

αντιστοίχως.  
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Εικόνα  3:  Απεικόνιση  των  σφαιριδίων  αλγινικού  ασβεστίου,  στα  οποία  βρίσκονται 

ακινητοποιημένα  κύτταρα  και  αποτελούν  τους  βιοαισθητήρες  BERA  6ης  γενιάς.  Οι 

βιοαισθητήρες αποθηκεύονται σε τρυβλία με θρεπτικό υλικό. 

 

2.7 Πρότυπα Διαλύματα 

Στους βιοαισθητήρες BERA 6ης γενιάς δοκιμάστηκαν πρότυπα διαλύματα O2
− 

σε διάφορες συγκεντρώσεις,: 0, 1, 10, 100 pM και 10 nM. 

Το O2
−  παράγεται  από  την  οξείδωση  της  ξανθίνης  μέσω  της  οξειδάσης  της 

ξανθίνης (ΧΟD, EC 1.1.3.22) σύμφωνα με την αντίδραση: 

 

             Ξανθίνη + 3 O2    Ουρικό οξύ + H2O2 + 2 O2
−  

 

Οι συγκεντρώσεις ξανθίνης κυμάνθηκαν από 1‐104 pM  και η συγκέντρωση της XOD 

ήταν 100 mU/mL και διαλύθηκαν σε PBS, pH 7.4 

 

2.8 Διάταξη βιοαισθητήρα και καταγραφή μέτρησης 

Κάθε σφαιρίδιο (αισθητήρας) συνδέθηκε στο ηλεκτρόδιο μέτρησης, το οποίο 

είναι  από  ασήμι,  επενδυμένο  με  μια  στρώση  χλωριούχου  αργύρου  (AgCl)  και  η 

διάμετρος  του  ηλεκτροδίου  είναι  0.2  mm.  Επίσης,  στο  ηλεκτρόδιο  αναφοράς 

συνδέθηκε ένα σφαιρίδιο χωρίς κύτταρα (εικόνα.4). Τα ηλεκτρόδια συνδέθηκαν δια 

μέσου  ομοαξονικών  καλωδίων  προς  απαλοιφή  ηλεκτροστατικών  φορτίων,  με  τη 

συσκευή καταγραφής δεδομένων η οποία περιλαμβάνει κάρτα τύπου PMD‐1608FS 

A/D  (Measurement  Computing)  (εικόνα  5).  Η  κάρτα  μετατροπής  του  αναλογικού 
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σήματος  σε  ψηφιακό  κατέγραφε  το  σήμα  σε  τάση  ηλεκτρικού  ρεύματος  (V).  To 

υπεύθυνο  λογισμικό  για  την  καταγραφή  του  σήματος  και  την  επεξεργασία  των 

δεδομένων ήταν το InstaCal (Measurement Computing). 

 

Εικόνα 4: Σχηματική αναπαράσταση της σύνδεσης του σφαιριδίου με τα ακινητοποιημένα 

κύτταρα (b) στο ηλεκτρόδιο μέτρησης και της σύνδεσης του σφαιριδίου χωρίς κύτταρα (a) 

στο ηλεκτρόδιο αναφοράς. Και τα δυο ηλεκτρόδια συνδέονται στην κάρτα μετατροπής του 

αναλογικού σήματος σε ψηφιακό.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5: Η κάρτα μετατροπής του αναλογικού σήματος σε ψηφιακό, τύπου PMD‐1608FS 

A/D (Measurement Computing). 
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Σε  κάθε  εφαρμογή  και  τα  δύο  σφαιρίδια,  που  ήταν  συνδεδεμένα  στα 

ηλεκτρόδια, βυθίζονταν στο δείγμα  (όγκος δείγματος 1 mL). H απόκριση του κάθε 

βιοαισθητήρα  εκτιμήθηκε  καταγράφοντας  την  αλλαγή  στο  ηλεκτρικό  δυναμικό  τη 

στιγμή της προσθήκης του δείγματος και μέχρι αυτή να σταθεροποιηθεί (διάγραμμα 

4).  Σε  κάθε  μέτρηση  υπολογίστηκε  ο  μέσος  όρος  των  τιμών  του  ηλεκτρικού 

δυναμικού,  μετά  την σταθεροποίηση ο  οποίος  και αποτέλεσε  την  τελική  τιμή  του 

ηλεκτρικού δυναμικού (V) του βιοαισθητήρα για κάθε δείγμα.  
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Διάγραμμα 4:  Η καμπύλη απόκρισης του αισθητήρα  κατά την διάρκεια της μέτρησης 

(Ενδεικτική απόκριση αισθητήρα). 

 
2.9  Παρεμπόδιση  SOD  και  φθορισμομετρική  μέτρηση  μεμβρανικού 

δυναμικού και ενδοκυτταρικού ασβεστίου 

Σύμφωνα  με  την  αρχή  των  μεμβρανικώς  τροποποιημένων  κυττάρων  η 

αλληλεπίδραση  του  O2
−  με  την  ηλεκτροεισαγώμενη  SOD  προκαλεί  αλλαγές  στο 

μεμβρανικό  δυναμικό.  Προκειμένου  να  αποδείξουμε  αυτή  την  υπόθεση,  η  SOD 

(1500 U mL‐1) επωάστηκε με 2 mM H2O2 και 2 mM NaCN για 1 ώρα, δύο γνωστούς 

παρεμποδιστές της SOD (Bloor et al. 1983; Haddad and Yuan 2005; Castellano et al. 

2006)  και  μετά  ηλεκτροεισήχθη  στις  κυτταρικές  μεμβράνες  των  κυττάρων  Vero, 

όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.3.  

Προκειμένου  να  ερευνήσουμε  την  επίδραση  του  O2
−  στις  κυτταρικές 

μεμβράνες  των  τροποποιημένων  κυττάρων,  έγινε  έλεγχος  του  μεμβρανικού 

δυναμικού και  του ενδοκυτταρικού ασβεστίου, πριν και μετά την εφαρμογή 1 nM  



 

65 
 

O2
−. Η εκτίμηση του μεμβρανικού δυναμικού έγινε με  την χρωστική 3,3  Ιωδιούχος 

διπροπυλο‐θειαδικαρβοκυανίνη  (DiSC3(5))  και  της  συγκέντρωσης  του 

ενδοκυτταρικού ασβεστίου με την χρωστική Fluo 3 (Dajas‐Bailador et al. 2002; Kho 

et al. 2003). 

Η DiSC3(5) είναι λιπόφιλη κατιονική χρωστική και δεν ανήκει στην κατηγορία 

των  συνήθων  φθορισμομετρικών  ποτενσιομετρικών  ουσιών,  οι  οποίες  περνούν 

μέσα από  το πλασμάλημμα ως εστέρες  (μη φθορίζουσα μορφή)  και στη συνέχεια 

διασπώνται από τις εστεράσες του κυτταροπλάσματος στην ελεύθερη, φθορίζουσα 

μορφή.  Αντίθετα,  η  συγκεκριμένη  ουσία  φθορίζει  όσο  βρίσκεται  στο  (κυρίως 

εξωκυτταρικό)  διάλυμα,  και  χάνει  την  ιδιότητα  του φθορισμού  όταν  βρεθεί  μέσα 

στη  διαμεμβρανική  περιοχή.  Αντιθέτως  η  χρωστική  Fluo‐3  ανήκει  στους 

ακετυλομεθυλεστέρες  (ΑΜ),  που  χρησιμοποιούνται  ως  δείκτες  φθορισμού  σε 

ζωντανά  κύτταρα.  Όταν  οι  ουσίες  αυτές  εισέλθουν  στον  ενδοκυτταρικό  χώρο 

υδρολύονται  από  διάφορες  μη  εξειδικευμένες  εστεράσες  που  υπάρχουν  στο 

εσωτερικό  του  κυττάρου.  Μετά  την  υδρόλυση  του  ακετυλομεθυλεστέρα 

αποδεσμεύεται  η  χρωστική  και  αποκτά  ικανότητα  φθορισμού  (ενεργό  μόριο), 

έτοιμη να ενωθεί με το ιόν‐στόχο που θέλουμε να εντοπίσουμε μέσα στο κύτταρο. 

Η χρωστική αυτή μετά από κατάλληλη διέγερση φθορίζει στα σημεία όπου υπάρχει 

το ιόν στόχος (Ca2+). 

Τα διαλύματα που χρησιμοποιηθήκαν είναι τα παρακάτω: 

1. Kreb`s‐Hepes (Ρυθμιστικό διάλυμα), pH 7.4: 

 144 mM NaCl 

 5.9 mM KCl 

 1.2 mM MgCl2 

 10  mM Γλυκόζη 

 10  mM Hepes 

 2 mM CaCl2 

2. 300 μΜ DiSC3(5) (Invitrogen) 

3. 1 mM Fluo 3 (Invitrogen) 

4. 1 nM  Ξανθίνη 

5. 100 mU/mL XOD 

6. 5 mg/mL MTT 
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 Διαδικασία  

•  Τροποποιημένα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε πιάτο καλλιέργειας 96 θέσεων, 

σε πυκνότητα 3 x104 ανά πηγαδάκι. 

•  Αναμονή  για  3  ώρες  ώστε  να  προσκολληθούν  τα  κύτταρα  στο  πιάτο 

καλλιέργειας. 

•  Επώαση με 3  μΜ DiSC3(5)  και 10  μΜ Fluo 3,  για 45 min  και 1 ώρα στους 

37οC,  αντιστοίχως  (η  κάθε  χρωστική  εφαρμόστηκε  σε  διαφορετικά 

πηγαδάκια). 

•  Ξέπλυμα με Kreb’s‐Hepes δύο φορές. 

•  Μέτρηση  φθορισμού  χρησιμοποιώντας  το  Spectra  Max  M2e  Microplate 

Reader  (Molecular  devices)  στα  651/675  nm  και  στα  492/520  nm, 

αντιστοίχως. 

•  Προσθήκη 1 nM  O2
− και ξανά μέτρηση του φθορισμού. 

 

Μετά  την φθορισμομετρική μέτρηση επωάστηκαν  τα  κύτταρα με βρωμιούχο 

διμεθυλ‐θιαζολ‐διφαινυτετραζόλιο  (ΜΤΤ)  για  30  min  στους  37°C  και 

μετρήθηκε  η  απορρόφηση  της  φορμαζάνης  στα  560 nm  (Dutta  et  al.  2005). 

Αυτό έγινε έτσι ώστε να υπολογιστεί το ποσοστό των ζωντανών κυττάρων, με 

το  οποίο  διαιρέσαμε  την  φθορισμομετρική  απορρόφηση,  έτσι  ώστε  η 

μεταβολή του μεμβρανικού δυναμικού και της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης 

να αναχθεί ανά κύτταρο.  

 

2.10  Παρεμπόδιση  των  SERCA  αντλιών  ασβεστίου  του 

ενδοπλασματικού δικτύου 

  Προκειμένου  να  αποσαφηνιστεί  η  πιθανή  συμμετοχή  του  των 

ενδοκυτταρικών ιόντων ασβεστίου στην αλληλεπίδραση του O2
− με τα μεμβρανικώς 

τροποποιημένα  κύτταρα,  μετρήθηκε  η  προκαλούμενη  μεταβολή  του 

ενδοκυτταρικού ασβεστίου από το O2
−, παρεμποδίζοντας την κίνηση του ασβεστίου 

στο  ενδοπλασματικό  δίκτυο.  Πιο  αναλυτικά,  κύτταρα  Vero  μεμβρανικώς 

τροποποιημένα με SOD και ηλεκτροπορωμένα χωρίς SOD, όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο  2.3  επωάστηκαν  με 100 nM  θαψιγαργίνη  για  1  ώρα  στους 37  οC  και 

σημάνθηκαν με τη χρωστική Fluo 3 για τη μέτρησης του ενδοκυτταρικού ασβεστίου 
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πριν και μετά την προσθήκη O2
−, σύμφωνα με την παράγραφο 2.9. Η θαψιγαργίνη 

είναι  ένας  μη  ανταγωνιστικός  παρεμποδιστής  των  ενζύμων  γνωστών  με  το 

ακρωνύμιο  SERCA,  τα  οποία  είναι  Ca+2‐ATPase  του  σαρκο/ενδολπασματικού 

δικτύου  (Thastrup  et  al.  1990;  Rogers  et  al.  1995)  και  αυτό  που  κάνει  είναι  να 

μπλοκάρει  την  εισροή  του  ασβεστίου  στο  σαρκο/ενδολπασματικό  δίκτυο.  Η 

χρησιμοποίηση ενός ρυθμιστικού διαλύματος με ασβέστιο μπορεί  να ανεβάσει  τη 

συγκέντρωση  του  κυτοπλασματικού  ασβεστίου  λόγω  της  θαψιγαργίνης,  καθώς  η 

εξάντληση των αποθεμάτων ασβεστίου μπορεί δευτερευόντως να ενεργοποιήσει τις 

αντλίες  ασβεστίου  της  κυτταρικής  μεμβράνης  και  να  εισέλθει  ασβέστιο  στο 

κυτόπλασμα (Lampe et al. 1995; Kovacs et al. 2005) . 

 

2.11  Στατιστική επεξεργασία αποτελεσμάτων 

Κάθε  πείραμα  επαναλήφθηκε  τρεις  φορές  και  σε  κάθε  εφαρμογή 

δοκιμάστηκαν πέντε βιοαισθητήρες. Χρησιμοποιήθηκε one‐way ANOVA με post hoc 

ανάλυση Newman‐Keuls για  τη στατιστική επεξεργασία  των αποτελεσμάτων μέσω 

του  προγράμματος  GraphPad  Prism  version  4.00  (www.graphpad.com).  Τα 

αποτελέσματα θεωρήθηκαν στατιστικά σημαντικά όταν p<0.05. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1  Μεταβολή  του  μεμβρανικού  δυναμικού  και  της  συγκέντρωσης 

ενδοκυτταρικού ασβεστίου μετά την παρεμπόδιση της SOD 

 

  Στα μεμβρανικώς τροποποιημένα κύτταρα Vero με SOD, αφού επωάστηκαν 

με  τη φθορίζουσα  χρωστική DiSC3(5),  καταγράφηκε  η  εκπομπή  του φθορισμού  η 

οποία ανταποκρίνεται στην κατάσταση  του μεμβρανικού δυναμικού  τους υπό  την 

παρουσία O2
−  . Η  ένταση  του σχετικού φθορισμού αυξήθηκε υπό  την παρουσία 1 

nM  O2
−  (διάγραμμα  5),  ενώ  δεν  υπήρξε  σημαντική  μεταβολή  του  μεμβρανικού 

δυναμικού  εκείνων  των  κυττάρων  των  οποίων  η  ηλεκτροεισαχθείσα  SOD  είχε 

παρεμποδιστεί  είτε  με  2 mM NaCN  είτε  με  2 mM H2O2,  σε  σχέση  με  τα  κύτταρα 

μάρτυρας (ηλεκτροπορωμένα αλλά χωρίς να προστεθεί SOD). 
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Διάγραμμα 5: Μεταβολές του μεμβρανικού δυναμικού των μεμβρανικώς τροποποιημένων 

κυττάρων  με  SOD  (SOD),  μετά  την  προσθήκη  1  nM  O2
−  (εκφρασμένη  σαν  ποσοστιαία 

αύξηση του σχετικού φθορισμού σε σχέση με τα κύτταρα στα οποία δεν προστέθηκε O2
−) ή 

των ηλεκτροπορωμένων  κυττάρων  χωρίς  την προσθήκη  κανενός μορίου  (μάρτυρας). Πριν 

την  ηλεκτροεισαγωγή η  SOD  είχε  επωαστεί  με 2mM NaCN  (SOD+NaCN)  ή  με 2 mM H2O2 

(SOD+H2O2),  δύο  γνωστούς παρεμποδιστές  της CuZnSOD. *p < 0.05,  στατιστικά σημαντική 

διαφορά από τον μάρτυρα. # p < 0.05, στατιστικά σημαντική διαφορά από τα μεμβρανικώς 

τροποποιημένα κύτταρα με SOD. 
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  Η  παρουσία  του  O2
−  προκάλεσε  σημαντική  αύξηση  του  ενδοκυτταρικού 

ασβεστίου στα μεμβρανικώς  τροποποιημένα κύτταρα Vero  με SOD  (διάγραμμα 6) 

σε  σχέση  με  τα  κύτταρα‐μάρτυρα  (ηλεκτροπορωμένα  αλλά  χωρίς  να  προστεθεί 

SOD). Επίσης δεν υπήρξε μεταβολή του ενδοκυτταρικού ασβεστίου στα κύτταρα με 

παρεμποδισμένη SOD από το NaCN σε σχέση με τα κύτταρα‐μάρτυρα, ενώ εκείνα τα 

κύτταρα που είχαν παρεμποδισμένη SOD από το H2O2 παρουσίασαν τη μικρότερη 

μεταβολή. 
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Διάγραμμα  6:  Μεταβολές  του  ενδοκυτταρικού  ασβεστίου  των  μεμβρανικώς 

τροποποιημένων κυττάρων με SOD (SOD), μετά την προσθήκη 1 nM O2
− (εκφρασμένη σαν 

ποσοστιαία  αύξηση  του  σχετικού  φθορισμού  σε  σχέση  με  τα  κύτταρα  στα  οποία  δεν 

προστέθηκε O2
−) ή των ηλεκτροπορωμένων κυττάρων χωρίς την προσθήκη κανενός μορίου 

(μάρτυρας). Πριν την ηλεκτροεισαγωγή η SOD είχε επωαστεί με 2mM NaCN (SOD+NaCN) ή 

με  2  mM  H2O2  (SOD+H2O2),  δύο  γνωστούς  παρεμποδιστές  της  CuZnSOD.  **p < 0.01, 

στατιστικά  σημαντική  διαφορά  από  τον  μάρτυρα.  ##  p < 0.01,  ###  p < 0.001,  στατιστικά 

σημαντική διαφορά από τα μεμβρανικώς τροποποιημένα κύτταρα με SOD. 
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3.2 Μεταβολή της συγκέντρωσης ενδοκυτταρικού ασβεστίου μετά την 

παρεμπόδιση των SERCA αντλιών 

 

  Η  αλληλεπίδραση  του O2
−  με  τα  μεμβρανικώς  τροποποιημένα  κύτταρα  με 

SOD, προκάλεσε αύξηση του ενδοκυτταρικού ασβεστίου, όμως αυτό το φαινόμενο 

μειώθηκε  σημαντικά  όταν  πριν  την  αλληλεπίδραση  τα  κύτταρα  επωάστηκαν  με 

θαψιγαρίνη  (TG)  (διάγραμμα 7),  η  οποία παρεμποδίζει  την  κίνηση  του ασβεστίου 

στο  ενδοπλασματικό  δίκτυο.  Αντίθετα  η  συγκέντρωση  του  ασβεστίου  δεν 

μεταβλήθηκε  στα  ηλεκτροπορωμένα  αλλά  όχι  τροποποιημένα  κύτταρα  (δηλαδή 

κύτταρα όχι εκλεκτικά στο O2
−, Vero‐SOD) ανεξάρτητα από την επώαση με ή χωρίς 

TG. 
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Διάγραμμα  7:  Μεταβολές  του  ενδοκυτταρικού  ασβεστίου  των  μεμβρανικώς 

τροποποιημένων κυττάρων με SOD (Vero+SOD), μετά την προσθήκη 1 nM O2
− (εκφρασμένη 

σαν ποσοστιαία αύξηση  του σχετικού φθορισμού σε σχέση με  τα κύτταρα στα οποία δεν 

προστέθηκε O2
−) ή των ηλεκτροπορωμένων κυττάρων χωρίς την προσθήκη κανενός μορίου 

(Vero‐SOD). Πριν την προσθήκη O2
− τα κύτταρα επωάστηκαν με 100 nM θαψιγαργίνη (+TG) 

ή  δεν  επωάστηκαν  (‐TG).  **p < 0.01  στατιστικά  σημαντική  διαφορά  από  μεμβρανικώς 

τροποποιημένα κύτταρα με SOD και χωρίς θαψιγαργίνη. 
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3.3  Απόκριση  του  κυτταρικού  αισθητήρα  BERA  6ης  γενιάς  με 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ηλεκτροεισαγώμενης SOD 

 

Οι  αισθητήρες  με  συγκέντρωση  750  units mL‐1  SOD,  δεν  έδειξαν  κάποια 

σημαντική απόκριση στις διαφορετικές συγκεντρώσεις O2
−. Αντιθέτως, αυξάνοντας 

τη συγκέντρωση της SOD σε 1500 ή 3000 units mL‐1 παρατηρήθηκε μια στατιστικά 

σημαντική απόκριση στη συγκέντρωση 0.1 nM O2
−.  Στις άλλες δύο συγκεντρώσεις 

O2
− (1 και 10 nM) οι αποκρίσεις των αισθητήρων ήταν χαμηλότερες από την 0.1 nM 

O2
− (διάγραμμα 8). 

 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0 0.1 1 10

Συγκέντρωση Ο2
- (nM)

Απ
όκ
ρι
ση

αι
σθ

ητ
ήρ

α
(V

)

750U/mL SOD

1500U/mL SOD

3000U/mL SOD

** **##

 

Διάγραμμα  8:  Απόκριση  του  αισθητήρα  σε  διαφορετικές  συγκεντρώσεις  O2
−,  μετά  την 

ηλεκτροεισαγωγή  διαφορετικών  συγκεντρώσεων  μορίων  SOD  στις  κυτταρικές  μεμβράνες 

των  κυττάρων.  Η  απόκριση  του  αισθητήρα  εκφράζεται  σαν  αλλαγή  του  μεμβρανικού 

δυναμικού  των  ακινητοποιημένων  κυττάρων.  Συγκεντρώσεις  ηλεκτροεισαχθείσας  SOD 

(units mL‐1):  750  (μαύρες  στήλες),  1500  (γκρι  στήλες),  3000  (άσπρες  στήλες).  **p < 0.01, 

στατιστικά σημαντική διαφορά από την μηδενική συγκέντρωση O2
− των 1500 units mL‐1. ## 

p < 0.01, στατιστικά σημαντική διαφορά από την μηδενική συγκέντρωση O2
−  των 3000 units 

mL‐1. 
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3.4  Η  απόκριση  του  αισθητήρα  BERA  6ης  γενιάς  εξαρτάται  από  τη 

συγκέντρωση  των  κυττάρων  αλλά  και  την  ένταση  του  ηλεκτρικού 

πεδίου 

 

Η απόκριση  του αισθητήρα εφαρμόζοντας 400 V  cm‐1  ένταση πεδίου  κατά 

την ηλεκτροεισαγωγή παρουσίασε μια μικρή αύξηση του δυναμικού αυξάνοντας τη 

συγκέντρωση  των  κυττάρων  (διάγραμμα.9).  Όμως,  μόνο  οι  αισθητήρες  με 

συγκέντρωση  50  x  103  κύτταρα/αισθητήρα  είχαν  μια  στατιστικά  σημαντική 

απόκριση στο O2
− (σε όλο το εύρος συγκεντρώσεων 1‐100 pM) έναντι της μηδενικής 

συγκέντρωσης  O2
−.  Ενώ  οι  αισθητήρες  με  συγκέντρωση  100  x  103 

κύτταρα/αισθητήρα παρουσίασαν μια αυξημένη απόκριση μόνο στα 50 pM O2
−. 
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Διάγραμμα  9:  Η  επίδραση  της  έντασης  του  ηλεκτρικού  πεδίου    (400  V  cm‐1)  και  του 

κυτταρικού πληθυσμού στην απόκριση του αισθητήρα σε διαφορετικές συγκεντρώσεις O2
−. 

Η  απόκριση  του  αισθητήρα  εκφράζεται  σαν  αλλαγή  του  μεμβρανικού  δυναμικού  των 

ακινητοποιημένων  κυττάρων.  Πληθυσμός  ακινητοποιημένων  κυττάρων  ανά  αισθητήρα: 

(μαύρες στήλες), 75 x 103  (γκρι στήλες), 100 x 103  (άσπρες στήλες). *p < 0.05, **p < 0.01, 

στατιστικά σημαντική διαφορά από την μηδενική συγκέντρωση O2
−. 
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Μια  διαφορετική  εικόνα  παρατηρήθηκε  όταν  κατά  την  ηλεκτροεισαγωγή 

εφαρμόστηκε  ένταση πεδίου 1800 V cm‐1.  Σε αυτή  τη περίπτωση η απόκριση  των 

αισθητήρων  ήταν  σημαντικά  υψηλότερη  με  συγκέντρωση  ακινητοποιημένων 

κυττάρων 75 x 103 /αισθητήρα (διάγραμμα 10) και μόνο οι αισθητήρες με τη μεσαία 

(75  x  103)  και  υψηλότερη  συγκέντρωση  (100  x  103)  αποκρίθηκαν  στατιστικά 

σημαντικά  στη  συγκέντρωση 1 pM O2
−  .  Η  μέγιστη  απόκριση  (έναντι  των 100 pM 

O2
−) καταγράφηκε από τους αισθητήρες με τη μεσαία συγκέντρωση (75 x 103).  
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Διάγραμμα  10:  Η  επίδραση  της  έντασης  του  ηλεκτρικού  πεδίου    (1800  V  cm‐1)  και  του 

κυτταρικού πληθυσμού στην απόκριση του αισθητήρα σε διαφορετικές συγκεντρώσεις O2
−. 

Η  απόκριση  του  αισθητήρα  εκφράζεται  σαν  αλλαγή  του  μεμβρανικού  δυναμικού  των 

ακινητοποιημένων κυττάρων. Πληθυσμός ακινητοποιημένων κυττάρων ανά αισθητήρα: 50 

x  103  (μαύρες  στήλες),  75  x  103  (γκρι  στήλες),  100  x  103  (άσπρες  στήλες).  **p < 0.01, 

***p < 0.001, στατιστικά σημαντική διαφορά από την μηδενική συγκέντρωση O2
−. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

  Στα  μεμβρανικώς  τροποποιημένα  κύτταρα  με  SOD  παρατηρήθηκε  αύξηση 

του  σχετικού  φθορισμού  της  χρωστικής  για  την  ένδειξη  της  κατάστασης  του 

μεμβρανικού δυναμικού τους υπό την παρουσία O2
−  (διάγραμμα 5). Η αύξηση της 

ένδειξης υποδεικνύει  την αποπόλωση των κυτταρικών μεμβρανών σε  σχέση με τα 

απλώς ηλεκτροπορωμένα κύτταρα  (μάρτυρας)  (Kho et al. 2003).  Σημαντικό,  όμως, 

ήταν το γεγονός ότι δεν υπήρξε σημαντική μεταβολή του μεμβρανικού δυναμικού 

εκείνων  των  κυττάρων  των  οποίων  η  ηλεκτροεισαχθείσα  SOD  είχε  παρεμποδιστεί 

είτε με 2 mM NaCN είτε με 2 mM H2O2, σε σχέση με τα κύτταρα μάρτυρας. Αυτό το 

γεγονός επιβεβαιώνει την υπόθεση μας, καθώς η εκλεκτική παρεμπόδιση της SOD 

δείχνει ότι τα μεμβρανικώς τροποποιημένα κύτταρα με SOD δρουν σαν καταλυτικές 

μονάδες  και  ότι  τα  ηλεκτροεισαχθέντα  μόρια  της  SOD  διατηρούν  τις 

χαρακτηριστικές τους ιδιότητες. 

Όπως φαίνεται και στο διάγραμμα 3, η παρουσία του O2
− προκάλεσε αύξηση 

του  ενδοκυτταρικού  ασβεστίου.  Επιπλέον,  η  παρατηρούμενη  αποπόλωση  των 

μεμβρανών  (διάγραμμα  5)  συνδέεται  με  την  εισροή  ασβεστίου    στο 

κυτταρόπλασμα,  γεγονός  που  τεκμηριώνει  την  αρχή  λειτουργίας  της  μεμβρανικής 

μηχανικής.  Με  άλλα  λόγια,  η  μεταβολή  του  μεμβρανικού  δυναμικού  μπορεί  να 

οφείλεται  στη  γρήγορη  εισροή  ιόντων  ασβεστίου  και  πιθανόν  να  συσχετίζεται  με 

αλλαγές στη στερεοδιάταξη των ηλεκτροεισαχθέντων μορίων SOD, στις κυτταρικές 

μεμβράνες,  κατά  την  αντίδραση  τους  με  το  O2
−.  Έχει  αναφερθεί  ότι 

αλληλεπιδράσεις  μεταξύ  μορίων  (υποδοχέων)  στην  κυτταρική  επιφάνεια  και 

αναλυτών‐στόχων  προκαλούν  αλλαγή  στην  ενδοκυτταρική  συγκέντρωση  ιόντων 

ασβεστίου  (Whelan  and  Zare  2003),  ενώ  συσχέτιση  μεταξύ  των  διαμορφωτικών 

αλλαγών των ηλεκτροεισαχθέντων μορίων SOD, της κίνησης των ιόντων ασβεστίου 

και  κυτταρικού  μεμβρανικού  δυναμικού  έχει  αναφερθεί  από Moschopoulou  and 

Kintzios  (2006).    Στην  παρούσα  μελέτη  δείχνεται  ότι  οι  αλλαγές  στην  κίνηση  των 

ιόντων  του  ενδοκυτταρικού ασβεστίου είναι συνδεδεμένες με  την αλληλεπίδραση 

του O2
− και των μεμβρανικώς τροποποιημένων κυττάρων με SOD. Επιπροσθέτως, η 

εμπλοκή  των  ιόντων ασβεστίου  στον  μηχανισμό  της  μοριακής αναγνώρισης  μέσω 

μεμβρανικής μηχανικής  έχει αναφερθεί σε αρκετές δημοσιεύσεις  (Perdikaris et al. 

2009; Varelas et al. 2010; Perdikaris et al. 2011). 



 

76 
 

Όπως  είδαμε  παραπάνω  η  αλληλεπίδραση  του  O2
−  με  τα  μεμβρανικώς 

τροποποιημένα  κύτταρα  με  SOD,  συνδέθηκε  με  την  αύξηση  του  ενδοκυτταρικού 

ασβεστίου,  όμως  αυτό  το  φαινόμενο  μειώθηκε  όταν  πριν  την  αλληλεπίδραση  τα 

κύτταρα επωάστηκαν με θαψιγαρίνη (TG) (διάγραμμα 4), η οποία παρεμποδίζει την 

κίνηση του ασβεστίου στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Το αποτέλεσμα που προκλήθηκε 

από  την  TG  φάνηκε  λιγότερο  στα  ηλεκτροπορωμένα  αλλά  όχι  τροποποιημένα 

κύτταρα  (δηλαδή κύτταρα όχι  εκλεκτικά αντιδρώντα στο O2
−). Η  επώαση με TG,  η 

οποία  παρεμποδίζει  εκλεκτικά  τις  αντλίες  SERCA,  προκαλεί  εξάντληση  των 

αποθεμάτων  ασβεστίου  του  ενδοπλασματικού  δικτύου  πριν  την  προσθήκη  O2
−. 

Όπως φαίνεται στο διάγραμμα 4,  η  επώαση με TG  είναι  ικανή να σταματήσει  την 

αύξηση  του  ενδοκυτταρικού  ασβεστίου  που  προκαλείται  από  την  αλληλεπίδραση 

του O2
− με τα μεμβρανικώς τροποποιημένα κύτταρα, επιβεβαιώνοντας ότι η αύξηση 

του  ενδοκυτταρικού  ασβεστίου  προκαλούμενη  από  το  O2
−  οφείλεται  στην 

απελευθέρωση ασβεστίου από το ενδοπλασματικό δίκτυο. 

Όπως  περιγράφθηκε  στην  παράγραφο  2.3  ο  κυτταρικός  αισθητήρας 

παρασκευάζεται τροποποιώντας μεμβρανικώς κύτταρα Vero με SOD. Απουσία O2
− ο 

αισθητήρας παρουσίασε μια αυξημένη απόκριση αυξάνοντας  τη συγκέντρωση της 

ηλεκτροεισαγώμενης SOD (διάγραμμα 8). Αυτό μπορεί να οφείλεται στην αυξημένη 

περατότητα  της  κυτταρικής  μεμβράνης  που  προκύπτει  σαν  αποτέλεσμα  της 

ηλεκτροπόρωσης,  καθώς  αποτελεί  μέρος  της  διαδικασίας  της  ηλεκτροεισαγωγής. 

Όταν  ηλεκτροεισήχθησαν  750  units mL‐1  SOD,  οι  αισθητήρες  δεν  έδειξαν  κάποια 

σημαντική απόκριση στα 0.1 nM O2
−, αλλά μια ελαφρά μείωση του δυναμικού στο 1 

nM και 10 nM O2
−. Αντιθέτως, αυξάνοντας τη συγκέντρωση της SOD σε 1500 ή 3000 

units mL‐1 παρατηρήθηκε μια στατιστικά σημαντική απόκριση στη συγκέντρωση O2
− 

0.1  nM.  Όπως  και  στη  συγκέντρωση  750  units  mL‐1,  έτσι  και  στις  άλλες  δύο 

συγκεντρώσεις SOD οι αποκρίσεις των αισθητήρων στις συγκεντρώσεις 1 και 10 nM 

O2
−  ήταν  χαμηλότερες από  την 0.1 nM O2

−  (και  μόνο η 1 nM O2
−  ήταν στατιστικά 

σημαντική). Αυτό το φαινόμενο συμφωνεί με προηγούμενη εργασία (Moschopoulou 

and Kintzios 2006).  

Γενικά η απόκριση των αισθητήρων εφαρμόζοντας 400 V cm‐1 ένταση πεδίου 

κατά  την  ηλεκτροεισαγωγή  παρουσίασε  μια  μεγαλύτερη  ευαισθησία  στις 

διαφορετικές  συγκεντρώσεις  O2
−  σε  συνδυασμό  με  τη  μικρότερη  συγκέντρωση 

κυττάρων  (50  x  103/αισθητήρα)  (διάγραμμα.9).  Αντιθέτως  η  απόκριση  των 
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αισθητήρων  εφαρμόζοντας  υψηλότερο  πεδίο  (1800  V  cm‐1)  ήταν  σημαντικά 

υψηλότερη  με  συγκέντρωση  ακινητοποιημένων  κυττάρων  75  x  103  /αισθητήρα 

(διάγραμμα  10)  και  μόνο  οι  αισθητήρες  με  τη  μεσαία  (75  x  103)  και  υψηλότερη 

συγκέντρωση  (100  x  103)  αποκρίθηκαν  στατιστικά  σημαντικά  στη  συγκέντρωση  1 

pM O2
−  . Οι  διαφορετικές  εντάσεις ηλεκτρικού πεδίου  κατά  την ηλεκτροεισαγωγή 

ίσως  επηρέασαν  τις  καταλυτικές  ιδιότητες  των  μεμβρανικώς  τροποποιημένων 

κυττάρων  με  διάφορους  τρόπους.  Υψηλής  έντασης  πεδία  έχουν  συσχετιστεί  με 

αύξηση των θερμικών επιδράσεων λόγω της θερμότητας Joule (Teissie et al. 2005), 

ενώ  χαμηλότερης  έντασης  πεδία  έχουν  συσχετιστεί  με  αύξηση  της  υπερπόλωσης 

των κυτταρικών μεμβρανών (Lojewska et al. 1989). 
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Γ2. ΔΕΥΤΕΡΗ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΕΝΟΤΗΤΑ: 

ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΟΥ ΒΙΟΑΙΣΘΗΤΗΡΑ ΣΤΗ 

ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ IN VITRO ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ 

ΔΙΑΙΡΕΣΗΣ ΦΥΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Το  φυτό    Spirodela  polyrrhiza  ανήκει  στην  οικογένεια  Lemnaceae.  Στην 

οικογένεια αυτή περιλαμβάνονται υδρόβιοι φυτικοί οργανισμοί γνωστοί ως «φακές 

του νερού»  (duckweeds). Οι «φακές  του νερού» αποτελούνται από μια δομή που 

μοιάζει με φύλλο και ονομάζεται φυλλίδιο (frond) (Εικόνα 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6: Φυτά S. polyrrhiza (φωτογραφία από μεταπτυχιακή εργασία κ. Ι. Παπαθανασίου) 

 

Οι «φακές  του  νερού»  έχουν  την  ιδιότητα κάτω από  ιδανικές συνθήκες  να 

πολλαπλασιάζονται  ταχύτατα  για  αυτό  και  χρησιμοποιούνται  σε  οικολογικές 

μελέτες,  ως  μοντέλα  βασικής  μελέτης  στη  βιολογία,  στην  τοξικολογία,  στην 

παραγωγή  βιοφαρμακευτικών  προιόντων  και  σαν  πηγή  τροφής  για  τα  ζώα  στην 

γεωπονία.  Οι  αποξηραμένες  «φακές  του  νερού»  είναι  καλή  ζωοτροφή  καθώς 

περιέχουν   25‐45% πρωτεΐνες (εξαρτάται από τις συνθήκες ανάπτυξης), 4.4% λίπη, 

and  8‐10%  ίνες,  ανά  ξηρό  βάρος.  Ευδοκιμούν  σε  στάσιμα  νερά  π.χ.  λίμνες  και 

κυρίως  αναπτύσσονται  την  άνοιξη  και  το  φθινόπωρο.  Είναι  πολύ  χρήσιμες  στο 

οικοσύστημα γιατί λειτουργούν σαν ένα φυσικό φίλτρο καθώς απορροφάνε πολλά 

θρεπτικά  συστατικά  που  μπορεί  να  είναι  επιβαρυντικά  για  την  ισορροπία  του 

οικοσυστήματος.  Βέβαια από  την άλλη μπορεί  να  είναι  ανεπιθύμητο  καθώς πολύ 

γρήγορα καλύπτει όλη την επιφάνεια του νερού με αποτέλεσμα να στερεί το φως 

από τα υπόλοιπα φυτά. Κάποια από τα είδη της οικογένειας Lemnaceae μπορούν 
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να αναπτυχθούν και στη σκιά όπως το είδος Lemna minor, το οποίο χρησιμοποιείται 

και στα ενυδρεία (Den Hartog 1975; Wang 1990). 

Αναλυτικότερα τα γένη και τα είδη είναι: 

• Spirodela sp.: Είναι πράσινα και μπορεί από την κάτω πλευρά να έχουν ένα 

κοκκινο‐καφέ  χρώμα.  Έχουν  πολλές  ρίζες  (7  ‐  12)  ανά  φυλλίδιο.  Το  μήκος 

τους φτάνει τα 10 mm. 

• S. intermedia 

• S. polyrrhiza 

• S. punctata 

• Landoltia  sp.: Μορφολογικά  βρίσκoνται  ανάμεσα  στη  Spirodela  sp.  και  τη 

Lemna sp. Έχουν 2‐3 ρίζες ανά φυλλίδιο και το μήκος τους είναι 3‐6 mm. 

• L. punctata 

• Lemna sp.: Έχουν μία ρίζα και το μήκος τους είναι 2‐5 mm. 

• L. gibba  

• L. minor 

• L. minuta 

• L. trisulca 

• L. valdiviana  

• Wolffiella sp.: Δεν έχουν ρίζα αλλά έχουν μία τρόπιδα που τους επιτρέπει να 

διατηρούν τον προσανατολισμό τους στο νερό. Είναι μικρά και έχουν 2‐10 

mm μήκος. 

• W. caudata 

• W. denticulata 

• W. gladiata 

• W. hyalina 

• W. lingulata 

• W. neotropica 

• W. oblonga 

• W. repanda 

• W. rotunda 

• W. welwitschii 
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• Wolffia sp.: Είναι πράσινα ή κιτρινοπράσινα και δεν έχουν ρίζα. Αυτά τα είδη 

συνθέτουν  40%  πρωτεΐνες,  όσο  και  η  σόγια,  κάνοντας  τα  μια  πολύ 

σημαντική πηγή πρωτεϊνών για τον άνθρωπο. 

• W. angusta 

• W. arrhiza 

• W. australiana 

• W. borealis 

• W. brasiliensis 

• W. columbiana 

• W. cylindracea 

• W. elongata 

• W. globosa 

• W. microscopica 

• W. neglecta 
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2. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

2.1 Φυτικό υλικό 

  Καλλιεργήθηκαν  μοναδιαία  φυλλίδια  S.  polyrrhiza  σε  θρεπτικό  διάλυμα 

Hoagland  χωρίς  σουκρόζη  (Kang  and  Cleland  1990),  το  οποίο  παρασκευάζεται  5 

φορές πιο πυκνό ως εξής: 

1. Διάλυμα Α: 1 M KH2PO4                                                     

2. Διάλυμα Β: 1 M KNO3 

3. Διάλυμα Γ: 1 M Ca(NO3)2 4H2O               

4. Διάλυμα Δ: 1 M MgSO4 7H2O 

5. Διάλυμα Ε: 1 M Fe‐EDTA 

6. Διάλυμα Ζ:            ‐    46 mM H3BO3 

- 9 mM MgCl 6H2O 

- 0.765 mM ZnSO4 7H2O 

- 0.32 mM CuSO4 5H2O 

- 0.08 mM Na2MoO4 H2O 

Για 1 L πυκνού διαλύματος Hoagland: 

  Όγκος (mL) 

Διάλυμα Α  1 

Διάλυμα Β  5 

Διάλυμα Γ  5 

Διάλυμα Δ  2 

Διάλυμα Ε  2 

Διάλυμα Ζ  1 

Η2Ο  984 

 

Το τελικό διάλυμα καλλιέργειας Hoagland αραιώνεται 1:5 και αποστειρώνεται 

 

Η  διαδικασία  παραλαβής  μοναδιαίων  φυλλιδίων  ήταν  η  προσεκτική 

αποκόλληση  των  νεότερων  φυλλιδίων  από  το  μητρικό,  με  τη  χρήση  λαβίδας.  Οι 
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συνθήκες καλλιέργειας ήταν 16 ώρες φως και 8 ώρες σκοτάδι στους 22  οC για μία 

εβδομάδα (Lemon et al. 2001).  

 

2.2 Βιοχημικές Αναλύσεις 

  Οι  βιοχημικές  αναλύσεις  που  πραγματοποιήθηκαν  καθημερινά  (για  7 

ημέρες) κατά την κυτταροδιαίρεση του S. polyrrhiza, ήταν μέτρηση αριθμού φυτών, 

μέτρηση  νωπού  βάρους,  προσδιορισμός  ελευθέρων  ριζών,  προσδιορισμός 

συγκέντρωσης  σουπεροξειδικού  ανιόντος  (O2
−  )  με  τους  βιοαισθητήρες  BERA  6ης 

γενιάς,  ανίχνευση  του  βαθμού  απόπτωσης  μέσω  της  δράσης  των  κασπασών, 

προσδιορισμός  του  κυτταροπλασματικού  κυτοχρωμόματος  C,  προσδιορισμός 

μεμβρανικού  δυναμικού  μιτοχονδρίων,  και  προσδιορισμός  της  ενεργότητας  της 

SOD. 

 

2.2.1 Μέτρηση αριθμού φυτών και νωπού βάρους 

  Καθημερινή  μέτρηση  αριθμού  φυλλιδίων  (fronds)  και  μέτρηση  νωπού 

βάρους. 

 

2.2.2 Φθορισμομετρικός προσδιορισμός ελευθέρων ριζών (ROS) 

Ο  υπολογισμός  των  ελευθέρων  ριζών,  κατά  την  κυτταροδιαίρεση  του  S. 

polyrrhiza,  έγινε  με  μέτρηση  του  φθορισμού  του  δείγματος,  στο  φθορισμόμετρο, 

μετά  από  προσθήκη  της  χρωστικής  2,7  διοξική  διχλωρό‐διυδρόφλουορεσκεΐνη 

(H2DCFDA) (Invitrogen) σε αυτό (Schopfer et al. 2002). 

Τα διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν για τη συγκεκριμένη μέτρηση, καθώς 

και η σύστασή τους φαίνονται παρακάτω: 

1 0.01 M  PBS, pH 7.4: 

 0.14 M    NaCl               

 0.01 M    NaH2PO4.H2O   

 0.01 M    Na2HPO4.12H2O   

                Απαιτείται αποστείρωση του διαλύματος 

2 10 mM H2DCFDA:  
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Διάλυση σε DMSO 

      Το διάλυμα της χρωστικής αποθηκεύεται στο σκοτάδι στους – 20 °C. 

 

 Διαδικασία 

• Ομογενοποίηση με 5 mL διαλύματος PBS.  

• Ακολούθησε διήθηση  και λήψη του υπερκειμένου.  

• Προσθήκη 5 μL χρωστικής και παραμονή των δειγμάτων στο σκοτάδι 

για 30 min 

 Μέτρηση στο φθορισμόμετρο Jasco FP‐920 Fluorescence detector με μάρτυρα 

το διάλυμα PBS. Το φθορισμόμετρο ρυθμίστηκε όπως φαίνεται πιο κάτω:  

‐ Διέγερση : 492 nm 

‐ Απορρόφηση : 732 nm 

‐ Gain : 100 

‐ Slit : 18 

Στις  μετρήσεις  που  ελήφθησαν  έγινε  η  αναγωγή  ανά  g  νωπού  βάρους,  έτσι 

ώστε τα αποτελέσματα να είναι συγκρίσιμα. 

 

2.2.3 Μέτρηση O2
− με κυτταρικό βιοαισθητήρα BERA 6ης γενιάς 

Ο υπολογισμός του O2
−, κατά την in vitro κυτταροδιαίρεση του S. polyrrhiza, 

έγινε με  την χρήση κυτταρικού βιοαισθητήρα BERA 6ης  γενιάς  (Moschopoulou and 

Kintzios 2006). Γινόταν καθημερινή παραλαβή ιστού, ο οποίος ομογενοποιείτο με 5 

mL διαλύματος 0,01 Μ PBS, ακολουθούσε διήθηση και παραλαβή 1 mL, μέσα στο 

οποίο  εμβαπτίζονταν  τα  ηλεκτρόδια  με  τον  βιοαισθητήρα  και  γινόταν  καταγραφή 

της  διαφοράς  δυναμικού  όπως  περιγράφεται  στην  παράγραφο  2.3  της  πρώτης 

πειραματικής ενότητας. 

 

2.2.4  Απομόνωση  μιτοχονδρίων  και  προσδιορισμός  μεμβρανικού 

δυναμικού μιτοχονδρίων 

Η απομόνωση  των μιτοχονδρίων που  έγινε  με  σκοπό  να προσδιορισθεί  σε 

αυτά  το  μεμβρανικό  τους  δυναμικό  βασίζεται  στην  μεθοδολογία  που αναφέρεται 

από τους Braeckman et al. (2002) και Eddy (1989). 



 

88 
 

Τα διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν για τη συγκεκριμένη μέτρηση, καθώς 

και η σύστασή τους φαίνονται παρακάτω: 

1. Ρυθμιστικό διάλυμα ομογενοποίησης:  

 70 mM σουκρόζη 

 220 mM μαννιτόλη 

 2mM  Hepes 

 7.2 mM κυστεΐνη  

 2.6 mM MgCl2.  

To  pH  του  διαλύματος  ρυθμίζεται  στο  7.4  και  έπειτα  ακολουθεί 

αποστείρωση.  Μετά  το  τέλος  της  αποστείρωσης  και  όταν  το  διάλυμα 

έρθει  σε  θερμοκρασία  δωματίου  προστίθενται  0.5  %  (w/v)  ορού 

εμβρύου  μόσχου  (Bovine  Serum  Albumin).  Η  προσθήκη  γίνεται  υπό 

ασηπτικές  συνθήκες  μέσα  στο  θάλαμο  νηματικής  ροής  με  την  χρήση 

φίλτρου 0.2 μm. 

  2.   0.1% Triton X‐100 

  3.   0.01 M  PBS, pH 7.4: 

 0.14 M    NaCl               

 0.01 M    NaH2PO4.H2O   

 0.01 M    Na2HPO4.12H2O   

                     Απαιτείται αποστείρωση του διαλύματος 

  4.    10 mM 3,3 Ιωδιούχο διπροπυλο‐θειαδικαρβοκυανίνη (DiSC3(5)):  

        Διάλυση σε DMSO, αποθηκεύεται στο σκοτάδι στους – 20 °C 

Όλα  τα  σκεύη  που  χρησιμοποιήθηκαν  ήταν  αποστειρωμένα  στις 

προαναφερόμενες συνθήκες.  

 

 Διαδικασία 

Α) Απομόνωση μιτοχονδρίων 

1. Λήψη του νωπού βάρους του δείγματος, λειοτρίβηση με 5 mL ρυθμιστικού 

διαλύματος ομογενοποίησης και διήθηση υπό κενό. 

2. Φυγοκέντρηση του διηθήματος στις 3.000 rpm για 10 min στους 4οC.  

3. Απομάκρυνση του ιζήματος και φυγοκέντρηση του υπερκειμένου στις 10.000 

rpm για 10 min στους 4οC.  
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4. Επαναδιαλυτοποίηση ιζήματος σε ρυθμιστικό διάλυμα ομογενοποίησης και 

0.1% Triton X‐100 και επαναφυγοκέντρηση στις 10.000 rpm για 5 min στους 

4οC. 

5. Επαναδιαλυτοποίηση ιζήματος (μιτοχόνδρια) σε 3mL PBS.  

 

Β) Προσδιορισμός του μεμβρανικού δυναμικού μιτοχονδρίων 

• Απομόνωση μιτοχονδρίων όπως περιγράφεται παραπάνω 

• Προσθήκη 1 μL χρωστικής και παραμονή των δειγμάτων στο σκοτάδι 

για 15 min 

 Μέτρηση στο φθορισμόμετρο Jasco FP‐920 Fluorescence detector με μάρτυρα 

το διάλυμα PBS. Το φθορισμόμετρο ρυθμίστηκε όπως φαίνεται πιο κάτω:  

‐ Διέγερση : 651 nm 

‐ Απορρόφηση : 675 nm 

‐ Gain : 100 

‐ Slit : 18 

Στις  μετρήσεις  που  ελήφθησαν  έγινε  η  αναγωγή  ανά  g  νωπού  βάρους,  έτσι 

ώστε τα αποτελέσματα να είναι συγκρίσιμα. 

 

2.2.5 Προσδιορισμός κυτταροπλασματικού κυτοχρώματος C 

Για  τον  προσδιορισμό  του  κυτταροπλασματικού  κυτοχρώματος  C 

εφαρμόστηκε  το  ίδιο  πρωτόκολλο  απομόνωσης  μιτοχονδρίων.  Η  μόνη  διαφορά 

βρίσκεται στο βήμα 4 στης παραγράφου 2.2.4, καθώς το ίζημα απομακρύνεται και 

επαναφυγοκεντρείται το υπερκείμενο στις 35.000 rpm για 90 min (Braeckman et al. 

2002).  Η  ανάλυση  κυτοχρώματος  C  γίνεται  στο  υπερκείμενο  (Margoliash  and 

Walasek 1967). 

Τα  αντιδραστήρια  που  χρησιμοποιήθηκαν  για  τη  συγκεκριμένη  μέτρηση, 

καθώς και η σύστασή τους φαίνονται παρακάτω: 

1. 0.1  Μ  ρυθμιστικού  διαλύματος  φωσφορικών,  το  οποίο 

παρασκευάστηκε  αναμειγνείοντας  80.2 mL  K2HPO4  1M  με  19.8 mL 

KH2PO4 1M, pH=7.4 

2. Υποθεϊκό νάτριο (Na2S2O4),  το οποίο ανάγει το κυτόχρωμα C. 
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 Διαδικασία 

• Σε  0.2 mL  δείγματος  προστέθηκαν  1.8 mL  ρυθμιστικού  διαλύματος 

φωσφορικών και μερικοί κόκκοι Na2S2O4. 

• Η  μέτρηση  της  απορρόφησης  έγινε    με  φασματοφωτόμετρο  τύπου 

SHIMAZU‐160Α  στα  550  nm  με  μάρτυρα  το  ρυθμιστικό  διάλυμα 

φωσφορικών.  Η  συγκέντρωση  του  ανηγμένου  κυτοχρώματος  C 

υπολογίστηκε από τον τύπο των Beer‐Lambert: 

Α=εcl, 

Όπου ε = 21,000 Μ‐1 cm‐1 (Μοριακός συντελεστής κυτοχρώματος C). 

 

2.2.6 Δραστικότητα Κασπάσης‐3 

   Για την ανίχνευση της απόπτωσης χρησιμοποιήθηκε το kit EnzChek Caspase‐

3 Assay  της εταιρείας Molecular Probes. Η μέθοδος αυτή βασίζεται στην   μέτρηση 

της  δράσης  των  κασπασών  της  ομάδας  Caspase  ‐3  που  είναι  εξειδικευμένες 

πρωτεάσες  για  την  αμινοξική  ακολουθία  Asp‐Glu‐Val‐Asp  (DEVD).  Το  υπόστρωμα 

που είναι και το βασικό σημείο της συγκεκριμένης μεθόδου είναι η Ζ‐Asp‐Glu‐Val‐

Asp‐7‐άμινο‐4‐μεθυλοκουμαρίνη  (Z‐DEVD‐AMC,  τo  Z  συμβολίζει  μία 

βενζυλοξυκαρβονυλική  ομάδα)  που  εκπέμπει  φθορίζον  μπλε  χρώμα  στα  441  nm 

όταν  διεγερθεί  στα  342  nm.  Για  την  κατασκευή  πρότυπης  καμπύλης  αναφοράς 

χρησιμοποιήθηκε  έτοιμο  αντιδραστήριο  7‐άμινο‐4‐μεθυλοκουμαρίνης  (AMC)  ως 

πρότυπο  αναφοράς  σε  συγκεντρώσεις  από  10  μΜ  έως  120  μΜ.  Η  εξίσωση  της 

πρότυπης καμπύλης που προέκυψε με την μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων είναι 

η ακόλουθη: y = 1621.5x – 7700.4 (R2 = 0.9468), x = τιμή εκπομπής φθορισμού στα 

441 nm μετά από διέγερση στα 342 nm., y = συγκέντρωση AMC σε μΜ. 

Τα διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν για τη συγκεκριμένη μέτρηση, καθώς 

και η σύστασή τους φαίνονται παρακάτω: 

1. Διάλυμα ομογενοποίησης: 

 10 mM Tris, pH 7.5 

 100 mM  NaCl 

 1 mM EDTA 

 0.01% Triton X‐100 
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2. Διάλυμα αντίδρασης: 

 10 mM PIPES 

 2 mM EDTA 

 0.1% CHAPS, pH 7.4.  

 10 mM DTT 

3. Πυκνό διάλυμα υποστρώματος Ζ‐DEVD‐AMC (EnzChek Caspace‐3 Assay 

Kit  #1,  Molecular  Probes).  Για  να  φτιάξουμε  το  τελικό  διάλυμα  του 

υποστρώματος αραιώνουμε 1:500 σε διάλυμα αντίδρασης. 

 

 Διαδικασία 

• Μέτρηση  του  νωπού βάρους  του δείγματος,  ομογενοποίηση σε 3 mL 

διάλυμα  ομογενοποίησης,  φυγοκέντρηση  στις  12.000  rpm  για  5 min 

και λήψη του υπερκείμενου. 

• Προσθήκη  50  μL  τελικού  διαλύματος  υποστρώματος,  ανάδευση  και 

επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 30 min. 

• Μέτρηση  στο  φθορισμόμετρο  Jasco  FP‐920  Fluorescence  detector  με 

μάρτυρα  το  3 mL  διαλύματος  ομογενοποίησης  +  50  μL  διαλύματος 

υποστρώματος.  Το  φθορισμόμετρο  ρυθμίστηκε  όπως  φαίνεται  πιο 

κάτω: 

‐ Διέγερση : 342 nm 

‐ Απορρόφηση : 441 nm 

‐ Gain : 100 

‐ Slit : 18 

 

2.2.7 Μέτρηση σχετικής ενεργότητας SOD 

  Ο υπολογισμός της ενεργότητας της SOD, κατά την in vitro κυτταροδιαίρεση 

του S. polyrrhiza,  έγινε με μέτρηση της απορρόφησης της φορμαζάνης, καθώς αυτή 

σχηματίζεται από την αναγωγή του μπλε του νιτρο‐τετραζολίου (NBT) από το O2
−. Η 

παραγωγή  του O2
−  γίνεται  με  την  διάσπαση  της  ριβοφλαβίνης,  όταν  βρεθεί  κάτω 

από  έντονο  φωτισμό  (Yu  and  Rengel  1999).  Η  παρουσία,  λοιπόν,  της  SOD 

παρεμποδίζει την αναγωγή του ΝΒΤ από το παραγόμενο (από την ριβοφλαβίνη) O2
−, 
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καθώς το μετατρέπει σε Η2Ο2, οπότε παρατηρείται μείωση της απορρόφησης έναντι 

του τυφλού. 

 

Τα διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής: 

1. 50 mM Hepes, pH 7.6 

 50 mM Hepes  

 50 mM NaCO3  

 13 mM Μεθειονίνη 

 0.1 mM EDTA  

 0.025% Triton‐X100  

 20 μM Ριβοφλαβίνη 

Διατήρηση του διαλύματος στο σκοτάδι. 

2. 1 mM NBT 

Διάλυση  σε 0.05 Μ PBS, pH 7.4  και  διατήρηση  του  διαλύματος  στο 

σκοτάδι. 

3. 0.05 Μ PBS, pH 7.4 

 0.14 M   NaCl      

 0.05 M   NaH2PO4.H2O          

 0.05 M   Na2HPO4.12H2O  

                Απαιτείται αποστείρωση του διαλύματος. 

 

 Διαδικασία 

• Ομογενοποίηση με 5 mL Hepes 

• Διήθηση (στον πάγο) 

• Παραλαβή 2,5 mL δείγματος  

• Προσθήκη 0,1 mL NBT 

• Τοποθέτηση για 25 min κάτω από το φως (4000 Lux) 

• Μέτρηση στα 560 nm 

 

Σαν μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε Hepes 

 

Τυφλό: ‐ 2,5 mL Hepes 
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             ‐ 0,1 mL NBT 

             ‐ Μέτρηση μετά από 20 min κάτω από το φως στα 560 nm 

 

Πραγματική Απορ Δείγματος = Απορ Τυφλού ‐ Απορ Δείγματος 

  

Υπολογίστηκε η σχετική απορρόφηση του NBT. Στις μετρήσεις που ελήφθησαν έγινε 

η αναγωγή ανά g νωπού βάρους, έτσι ώστε τα αποτελέσματα να είναι συγκρίσιμα.  

 

2.3 Στατιστική επεξεργασία αποτελεσμάτων 

Πραγματοποιήθηκε  επεξεργασία  και  συσχέτιση  των  μετρούμενων 

φυσιολογικών παραμέτρων χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα MS Excel. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1 Ρυθμός ανάπτυξης S. polyrrhiza 

  Παρατηρώντας  την  πορεία  ανάπτυξης  του  S.  polyrrhiza  βλέπουμε  μια 

εκθετική αύξηση (διάγραμμα 11). Μετά από μια φάση προσαρμογής κατά την 1η και 

2η ημέρα, τα μοναδιαία φυλλίδια άρχισαν να διαιρούνται περίπου κάθε 40 ώρες και 

τελικά  να φτάσουν  σε  έναν  μέσο  όρο  5,5±0,5  φυλλίδια  στο  τέλος  της  7ης  ημέρας 

καλλιέργειας. 
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Διάγραμμα 11: Πορεία αριθμού φυλλιδίων κατά την κυτταροδιαίρεση του S. polyrrhiza 

 

Μια  ανάλογη  πορεία  παρατηρήθηκε  και  στο  νωπό  βάρος,  το  οποίο  άρχισε  να 

αυξάνεται εκθετικά από την 4η ημέρα και μετά (διάγραμμα 12). 
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Διάγραμμα  12: Πορεία  νωπού  βάρους  φυλλιδίων  (mg)  κατά  την  κυτταροδιαίρεση  του  S. 

polyrrhiza 

 

3.2  Συγκέντρωση ελευθέρων ριζών κατά  την  κυτταροδιαίρεση  του  S. 

polyrrhiza 

Οι  ελεύθερες  ρίζες,  κατά  την  κυτταροδιαίρεση  του  S.  polyrrhiza, 

παρουσίασαν  μια  απότομη  πτώση  την  2η  και  3η  ημέρα  φτάνοντας  σε  τιμές 

μηδενικές. Από την 4η εώς και την 7η ημέρα εμφανίστηκε μια μικρή άνοδος, η οποία 

σε καμιά περίπτωση δεν έφτασε την τιμή της 1ης ημέρας (διάγραμμα 13). 
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Διάγραμμα 13:  Συγκέντρωση ελευθέρων ριζών  (σχετικός φθορισμό ανά g  νωπού βάρους) 

κατά την κυτταροδιαίρεση του S. polyrrhiza 
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3.3  Συγκέντρωση Ο2
‐  κατά  την  κυτταροδιαίρεση  του  S. polyrrhiza  με 

τον βιοαισθητήρα BERA 6ης γενιάς 

Παρατηρώντας  την πορεία συγκέντρωσης  του Ο2
‐  (διάγραμμα 14)  κατά  την 

κυτταροδιαίρεση του S. polyrrhiza, βλέπουμε μια απότομη πτώση από την 1η στη  2η 

ημέρα  και  μετά  μια  σταθεροποίηση  των  τιμών  του  Ο2
‐  μέχρι  την  4η  ημέρα 

καλλιέργειας. Από την 4η έως την 7η ημέρα παρατηρείται μια καθοδική πορεία της 

συγκέντρωσης Ο2
‐.  
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Διάγραμμα  14:  Συγκέντρωση Ο2
‐  (nM)  κατά  την  κυτταροδιαίρεση  του  S. polyrrhiza  ανά  g 

νωπού βάρους 

 

3.4 Μιτοχονδριακό μεμβρανικό δυναμικό  κατά  την  κυτταροδιαίρεση 

του S. polyrrhiza 

  Κατά  τις  δύο  πρώτες  ημέρες  παρατηρήθηκε  αυξημένη  αποπόλωση  των 

μεμβρανών  των  μιτοχονδρίων,  εκφρασμένη  σαν  θετική  αλγεβρική  αύξηση  του 

μεμβρανικού  δυναμικού  (διάγραμμα  15)  και  από  την  3η  ημέρα  και  μετά 

εμφανίστηκε  μια  σταδιακή  επαναπόλωση,  δηλαδή  το  μεμβρανικό  δυναμικό  των 

μιτοχονδρίων οδεύει προς τις φυσιολογικές τιμές του. 
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Διάγραμμα  15:  Μεμβρανικό  δυναμικό  μιτοχονδρίων  (σχετικός  φθορισμό  ανά  g  νωπού 

βάρους) κατά την κυτταροδιαίρεση του S. polyrrhiza 

 

3.5  Συγκέντρωση  κυτοχρώματος  C  κατά  την  κυτταροδιαίρεση  του  S. 

polyrrhiza 

  Η συγκέντρωση του κυτοχρώματος C παρουσιάζει μία αύξηση τη 2η ημέρα 

ενώ  από  την  3η  ημέρα  παρατηρείται  μια  μείωση  και  σταθεροποίηση  των  τιμών 

(διάγραμμα 16). 
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Διάγραμμα  16:  Συγκέντρωση    κυτοχρώματος  C  (mΜ)  κατά  την  κυτταροδιαίρεση  του  S. 

polyrrhiza ανά g νωπού βάρους 
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3.6  Δραστικότητα  Κασπάσης‐3  κατά  την  κυτταροδιαίρεση  του  S. 

polyrrhiza 

Ο βαθμός απόπτωσης υπολογίζεται με βάση τη συγκέντρωση της 7‐αμινο‐4‐

μεθυλοκουμαρίνης (AMC), η οποία αρχικά είναι υψηλή. Από την 1η ημέρα μειώνεται 

έντονα . Την 3η, 4η, 5η και 6η ημέρα παρατηρούνται μηδενικές τιμές. Όμως από την 

7η ημέρα παρατηρείται και πάλι άνοδος της συγκέντρωσης της AMC (διάγραμμα 17). 
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Διάγραμμα 17: Συγκέντρωση  AMC (μΜ) κατά την κυτταροδιαίρεση του S. polyrrhiza ανά g 

νωπού βάρους 

 

3.7  Σχετική  ενεργότητα  SOD  κατά  την  κυτταροδιαίρεση  του  S. 

polyrrhiza 

Η πορεία της σχετικής ενεργότητας της SOD κατά την κυτταροδιαίρεση του S. 

polyrrhiza παρουσιάζει μια μείωση κατά την 2η ημέρα, η οποία κατά την 3η ημέρα 

επανέρχεται στα επίπεδα  της 1ης ημέρας. Από  την 3η ημέρα και μετά εμφανίζεται 

μια σταδιακή μείωση της ενεργότητας της SOD η οποία σταθεροποιείται από την 5η 

έως την 7η ημέρα καλλιέργειας (διάγραμμα 18). 
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Διάγραμμα  18:  Πορεία  σχετικής  ενεργότητας  SOD  κατά  την  κυτταροδιαίρεση  του  S. 

polyrrhiza ανά g νωπού βάρους 

 

3.8  Συσχέτιση  των  μετρούμενων  παραμέτρων  κατά  την 

κυτταροδιαίρεση του S. polyrrhiza 

  Από  την  ανάλυση  που  πραγματοποιήθηκε  φάνηκε  η  θετική  υψηλή 

συσχέτιση  (α)  μεταξύ  του  αριθμού  των  φυλλιδίων,  του  νωπού  βάρους  και  του 

χρόνου, (β) της συγκέντρωσης των ελευθέρων ριζών με την συγκέντρωση Ο2
‐ και την 

δράση  της  κασπάσης‐3  (γ)  της  συγκέντρωσης  Ο2
‐  με  την  ενεργότητα  της  SOD,  τη 

δράση  της  κασπάσης‐3  και  με  το  μεμβρανικό  δυναμικό  μιτοχονδρίων  και  (δ)  του 

μεμβρανικού  δυναμικού  μιτοχονδρίων  με  τη  συγκέντρωση  κυτοχρώματος  C. 

Αντίθετα,  ο  χρόνος,  ο  αριθμός  των  φυλλιδίων  και  το  νωπό  βάρος  ήταν  αρνητικά 

συσχετισμένα  με  την  συγκέντρωση  του  Ο2
‐,  την  ενεργότητα  της  SOD  και  το 

μεμβρανικό  δυναμικό  μιτοχονδρίων  (πίνακας  5).  Ο  αναλυτικός  πίνακας  βρίσκεται 

στο παράρτημα. 
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  Χρόνος  Αρ.  

Φυτών 

Νωπό 

Βάρος 

Συγκ.  

Ο2
‐ 

Συγκ.  

ROS 

Μιτοχ. 

Δυνα‐

μικό 

Κυτοχ. 

C 

Συγκ. 

AMC 

Ενεργ. 

SOD 

Χρόνος                   

Αρ. Φυτών  +                 

Νωπό Βάρος  +  +               

Συγκ. Ο2
‐  ‐  ‐  ‐             

Συγκ.ROS        +           

Μιτοχονδρ. 

Δυναμικό  ‐  ‐ 

 

‐  +   

     

 

Κυτόχρωμα C            +       

Συγκ. AMC        +  +         

Ενεργ.SOD  ‐  ‐  ‐  +           

 

Πίνακας 5: Πίνακας συσχέτισης των μετρούμενων παραμέτρων κατά την κυτταροδιαίρεση 

του S. polyrrhiza 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

  Το S. polyrrhiza  έχει καθορισμένο πρότυπο ανάπτυξης και  το κάθε φυλλίδιο 

παράγει  6‐14  φυτά  και  μετά  πεθαίνει  (Kang  and  Cleland  1990).  Σύμφωνα  με  τη 

μελέτη των Lemon et al (2001) το S. polyrrhiza έχει μικρότερο χρόνο ζωής (12,1 ημέρες) 

και παράγει λιγότερα φυτά σε σχέση με άλλες «φακές του νερού», όπως είναι  το Lemna 

minor και το Wolffia borealis. Όμως αν τα φυλλίδια απομακρυνθούν από το μητρικό 

φυτό  (όπως  εφαρμόστηκε  στο  πείραμα)  τότε  ο  αριθμός  των  παραγόμενων 

θυγατρικών  φυτών  αλλά  και  ο  ρυθμός  παραγωγής  τους  αυξάνονται  (φυτά  ανά 

ημέρα), σχεδόν τετραπλασιάζεται. Παρόμοια παρατήρηση έκανε και ο McLay 1976 

(McLay  1976)  καθώς  φυτά  που  αποκολληθήκαν  από  το  μητρικό  αναπαράχθηκαν 

γρηγορότερα σε αντίθεση με  εκείνα που σχηματίστηκαν  και  παρέμειναν  ενωμένα 

κατά την ανάπτυξή τους, τόσο in vivo όσο και in vitro . 

  Μια  σημαντική  μείωση  των  ελευθέρων  ριζών  προηγείται  πριν  την  αύξηση 

του  ρυθμού  των  θυγατρικών  φυτών  και  η  πορεία  τους  παρουσίασε  μια  αρκετά 

θετική συσχέτιση (r2 = 0.79) με την συγκέντρωση του Ο2
‐ , καθώς και το Ο2

‐ μετά την 

1η  ημέρα  μειώθηκε  σημαντικά.  Προκειμένου  να  ερευνηθεί  η  σχέση  μεταξύ  της 

αρχικής  μείωσης  των  ελευθέρων  ριζών  με  την  επερχόμενη  κυτταρική  διαίρεση, 

έγινε  προσπάθεια  να  καθοριστεί  η  κυτταρική  ζημιά  από  τη  μεγάλη  συσσώρευση 

ελευθέρων ριζών. Αυτό έγινε μελετώντας διάφορους αποπτωτικούς δείκτες,  όπως 

είναι η απελευθέρωση του κυτοχρώματος C από τα μιτοχόνδρια, η αποπόλωση της 

μιτοχονδριακής μεμβράνης και η δραστικότητα της κασπάσης‐3.  

Η  οξειδωτική  ζημιά  συσχετίζεται  με  την  αύξηση  της  μιτοχονδριακής 

δυσλειτουργίας,  όπως  αυτή  εκφράζεται  από  την  αύξηση  της  συγκέντρωσης  του 

κυτοχρώματος  C  στο  κυτόπλασμα  και  την  αποπόλωση  της  μιτοχονδριακής 

μεμβράνης (Kunkel and Campbell 1952; Van den Bogert et al. 1988; Hancock 2005). 

Στη  συγκεκριμένη  εργασία  η  ζημιά  στα  μιτοχόνδρια  παρατηρήθηκε  κατά  τις  δύο 

πρώτες ημέρες καλλιέργειας καθώς υπήρξε αποπόλωση μιτοχονδρίων  και αύξηση 

της  συγκέντρωσης  του  κυτοχρώματος C  στο  κυτόπλασμα.  Όμως  η  λειτουργία  των 

μιτοχονδρίων αποκατεστάθη από την 3η ημέρα και μετά όπου και παρατηρήθηκε η 

πρώτη  διαίρεση.  Ίσως  αυτή  η  μιτοχονδριακή  δυσλειτουργία  των  δύο  πρώτων 

ημερών να συσχετίζεται με την αρχική συσσώρευση των ελευθέρων ριζών. Παρότι 
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την  2η  ημέρα  οι  ελεύθερες  ρίζες  παρουσίασαν  μηδενικές  τιμές  ενδεχομένως 

δευτερεύοντα ελευθέρα ριζικά προερχόμενα από τις μιτοχονδριακές μεμβράνες να 

οφείλονται  στην  παρατηρούμενη  οξειδωτική  ζημιά  της  2ης  ημέρας.  Είναι  πολύ 

πιθανό  να  εμπλέκονται  πιο  πολύπλοκοι  βιοχημικοί  μηχανισμοί,  οι  οποίοι  θα 

μπορούσαν  να  μελετηθούν  στο  μέλλον.  Σημαντικό  γεγονός  φαίνεται  να  είναι  η 

μεσολάβηση  του οξειδωμένου κυτοχρώματος C  προκειμένου  να ενεργοποιηθεί  το 

μονοπάτι των κασπασών, οι οποίες οδηγούν στην απόπτωση (Green and Reed 1998; 

Petrosillo et al. 2001).  

Η μιτοχονδριακή αποπόλωση κατά τη διάρκεια των δύο πρώτων ημερών της 

καλλιέργειας θα μπορούσε να οδηγήσει στη μείωση της παραγωγής του ΑΤΡ  (Van 

den  Bogert  et  al.  1988)  και  ακολούθως  στον  κυτταρικό  θάνατο  (Xin  et  al.  2003), 

αλλά υπήρξε σημαντική μείωση της οξειδωτικής ζημιάς από την 2η ημέρα και μετά 

(διάγραμματα  15&16).  Πράγματι  η  πορεία  της  μιτοχονδριακής  αποπόλωσης  ήταν 

υψηλά  αρνητικά  συσχετισμένη  με  την  ανάπτυξη  και  πολλαπλασιασμό  των 

θυγατρικών φυτών (r2 = ‐0.89). Επίσης η αύξηση του οξειδωμένου κυτοχρώματος C 

και/ή  μιτοχονδριακή  αποπόλωση  μπορεί  να    ευθύνονται  για  την  αύξηση  της 

δραστηριότητας  της  κασπάσης‐3,  όπως  αυτή  εκφράζεται  μέσω  της  συγκέντρωσης 

της AMC  κατά  την 1η  ημέρα  καλλιέργειας  (διάγραμμα 17).  Η  στατιστική  ανάλυση 

έδειξε υψηλή θετική συσχέτιση  της συσσώρευσης  των  ελευθέρων ριζών αλλά  και 

του Ο2
‐  με  την  δραστικότητα  της  κασπάσης‐3  (r2 = 0.90  και 0.77,    αντιστοίχως).  Η 

δραστικότητα της κασπάσης‐3 αυξάνεται ελαφρώς την 7η και τελευταία ημέρα της 

πειραματικής περιόδου.  Ίσως αυτό το γεγονός θα συνδέεται με την ωρίμανση του 

μητρικού  φυτού,  καθώς  σε  αυτό  το  στάδιο  τα  θυγατρικά  φυτά  είναι  πλήρως 

ανεπτυγμένα  και  ήδη  ξεκινούν  τον  δικό  τους  πολλαπλασιασμό  και  ανάπτυξη  των 

θυγατρικών  τους  φυτών,  ενώ  το  μητρικό  τους  φυτό  βρίσκεται  στο  στάδιο  της 

γήρανσης  (Lemon et al. 2001; Stomp 2005).  Επίσης η επαναδραστηριοποίηση  των 

κασπασών    μπορεί  να  συνδέεται  με  την  σταδιακή  αύξηση  των  ελευθέρων  ριζών 

μετά την 4η ημέρα. 

Τόσο  στα  φυτά  όσο  και  στα  ζώα  οι  ελεύθερες  ρίζες  συχνά  όχι  μόνο 

εμπλέκονται στην πυροδότηση της απόπτωσης (Kroemer et al. 1997) αλλά μπορούν 

επίσης να παίξουν (σε λογικές συγκεντρώσεις) έναν σημαντικό ρόλο, σα ρυθμιστές, 

στη μεταγωγή σημάτων κατά τη κυτταρική διαίρεση (Droge 2002; Guo et al. 2003). 
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Οι Burdon et al.1993  (Burdon et al. 1993)  πρότειναν ότι  ο θάνατος  των  κυττάρων 

BHK‐21,  καλλιεργούμενα  σε  μικρό  πληθυσμό,  μπορεί  να  οφείλεται  στην  ασθενή 

παρουσία «οξειδωτικού σήματος ζωής»! Συνέχισαν λέγοντας ότι η ικανότητα αυτών 

των  οξειδωτικών  παραγόντων,  υπεύθυνων  για  την  διαμόρφωση  της 

οξειδοαναγωγικής  κατάστασης  των  κυττάρων,  θα μπορούσε  να παρέχει  ένα είδος 

αυστηρού  ελέγχου  που  θα  μπορούσε  να  καθορίσει  τη  γενικότερη 

αποτελεσματικότητα  της  μεταγωγής  σημάτων  κατά  την  ανάπτυξη  διαφορετικών 

τύπων κυττάρων. Βέβαια, το αντάλλαγμα είναι ο κίνδυνος της οξειδωτικής ζημιάς η 

οποία και μπορεί να προκληθεί στα κύτταρα αν υπάρξει υπερβολική παραγωγή. Οι 

Li et al.  (1997)  αναφέρθηκαν στις μιτωτικές  ιδιότητες  του Ο2
‐  στα αγγειακά μυϊκά 

κύτταρα  (Li  et  al.  1997).  Επίσης  τα  μετασχηματισμένα  3Τ3  κύτταρα  τα  οποία 

παρήγαγαν  παρεμποδισμένη  οξειδάση  Μox1,  αύξησαν  σημαντικά  το  ρυθμό 

πολλαπλασιασμού (Suh et al. 1999). Στα φυτικά κύτταρα έχει αναφερθεί ότι το Η2Ο2 

λειτουργεί  σαν  μεσάζων  για  την  ενεργοποίηση  της  γουανυλυλ‐κυκλάσης  και  της 

φωσφολιπάσης D (Neill et al. 2002). Τέλος, η ρύθμιση της ανάπτυξης των ριζών έχει 

αποδοθεί  τόσο  στο Ο2
‐  όσο  και  στο  Η2Ο2  (Very  and Davies  2000; Rodriguez et  al. 

2002; Carol et al. 2005). Μελετώντας τις rhd2 μεταλλάξεις του Arabidopsis thaliana, 

με προβληματική  της παραγωγή  ελευθέρων  ριζών,  φάνηκε ότι  οι  ελεύθερες  ρίζες 

απαιτούνται  για  την  εκροή  ασβεστίου  κατά  την  επιμήκυνση  και  επέκταση  των 

κυττάρων (Foreman et al. 2003).  

Τα  αποτελέσματα  της  παρούσας  μελέτης  μας  παρέχουν  επιπρόσθετες 

πληροφορίες  σχετικά  με  τη  λειτουργία  των  ελευθέρων  ριζών  σαν  ρυθμιστές 

κυτταρικής ανάπτυξης στα φυτά. Όπως ήδη αναφέρθηκε η δραστηριοποίηση    της 

κυτταρικής ανάπτυξης από τις ελεύθερες ρίζες  ίσως γίνεται μέσω  της δημιουργίας 

οξειδωτικών  προϊόντων  όπως  είναι  η  απελευθέρωση  μικρών  συγκεντρώσεων 

κυτοχρώματος  C.  Προκειμένου  να  αποδειχτεί  αυτή  η  υπόθεση  πρέπει  να 

ξεκαθαριστεί  η  φύση  της  αλληλεπίδρασης  μεταξύ  κυτταρικής  διαίρεσης, 

οξειδωαναγωγικής  κατάστασης  και  μιτοχονδριακής  λειτουργίας,  με  την  πιθανή 

συμμετοχή  μεταγραφικών  παραγόντων  (Demple  and  Amabile‐Cuevas  1991; 

Xanthoudakis et al. 1992; Gapper and Dolan 2006). 
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Γ3. ΤΡΙΤΗ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΕΝΟΤΗΤΑ: 

ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΟΥ ΒΙΟΑΙΣΘΗΤΗΡΑ ΣΤΗ 

ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ IN VITRO 

ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΗΣ ΖΩΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Οι ελεύθερες ρίζες αποτελούν ένα φυσιολογικό υποπροϊόν της λειτουργίας 

των  μιτοχονδρίων  και,  συγκεκριμένα,  της  διαφυγής  ηλεκτρονίων  μεταξύ  της 

εξωτερικής  και  της  εσωτερικής  μεμβράνης  σε  ποσοστό  έως  και  25%  αυτών  που 

χρησιμοποιούνται για σύνθεση ΑΤΡ (Maxwell et al. 1999).  

Αρκετοί ερευνητές, με πρώτους τους Burdon et al. (1993, 1995) και Pennell 

and  Lamb  (1997)  έχουν  διαπιστώσει  ότι  τα  ελεύθερα  ριζικά  αποτελούν  ένα  είδος 

σημάτων ανάμεσα σε κύτταρα  (τουλάχιστον όσον αφορά κύτταρα καλλιεργούμενα 

in  vitro)  (Burdon  et  al.  1993;  Burdon  1995;  Pennell  and  Lamb  1997).  Το  γενικό 

συμπέρασμα  των  ερευνών  τους  είναι  ότι  η  παρουσία  ελευθέρων  ριζών  σε  μικρές 

συγκεντρώσεις  στο  υπόστρωμα  καλλιέργειας  είναι  απαραίτητη  για  τη  διατήρηση 

της  κυτταροδιαίρεσης  ή/και  της  κυτταρικής  διαφοροποίησης  in  vitro,  χωρίς  να 

εμφανίζονται  αρνητικές  (τοξικές)  επιδράσεις  στα  κύτταρα.  Η  θεωρία  αυτή 

ενισχύεται και από την άρση της θετικής επίδρασης των ελευθέρων ριζών μετά την 

προσθήκη  κάποιου  αντιοξειδωτικού  (Su et  al. 2001; Huh et  al. 2006; Moon et  al. 

2012).  

Ειδικότερα όσον αφορά καρκινικές κυτταρικές σειρές, έχει παρατηρηθεί ότι 

μία αύξηση του επιπέδου των ελευθέρων ριζών, πέραν ενός ορισμένου ελαχίστου 

ορίου,  συχνά  οδηγεί  σε  διακοπή  μεν  της  κυτταροδιαίρεσης,  προώθηση  δε  της 

κυτταρικής  διαφοροποίησης  ρυθμίζοντας  διάφορα  μεταβολικά  μονοπάτια 

(Schwamborn et al. 2004; Lee et al. 2005; Huh et al. 2006; Kemmerling et al. 2007; 

Valko et al. 2007; Wu et al. 2009; Bocchino et al. 2010; Wang et al. 2011). Ανάλογα 

φαινόμενα  έχουν  παρατηρηθεί  σε  πειράματα  σχετικά  με  καλλιέργεια 

ακινητοποιημένων  νευρικών  κυττάρων,  όπως  προγονικών  κυττάρων  και 

αστροκυττάρων (O'Connor et al. 2000) και νευροβλαστώματος (Kintzios et al. 2007). 

Οι  νευροβλάστες  είναι  άωρα  κύτταρα  που  υπάρχουν  φυσιολογικά  στην 

εμβρυϊκή  ζωή.  Μετά  τη  γέννηση  υπάρχει  φυσιολογικά  ένα  ποσοστό  άωρων 

νευροβλαστών  που  ωριμάζουν  προοδευτικά  και  εξαφανίζονται  στο  τέλος  του 

πρώτου  έτους  της  ζωής.  Νευροβλάστωμα  είναι  η  άθροιση  άωρων  νευροβλαστών 

και η ανεξέλεγκτη αύξησή τους και αποτελεί  τον πιο συχνό εξωκρανιακό όγκο της 

παιδικής  ηλικίας  (Hildebrandt  and  Traunecker  2005).  Σε  καλλιέργεια  οι 
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νευροβλάστες  πολλαπλασιάζονται  εξαιρετικά  εύκολα  και  γρήγορα.  Τα  κύτταρα 

νευροβλαστώματος  Ν2α  έχουν  χρησιμοποιηθεί  σε  πολλές  έρευνες  με  σκοπό  τη 

μελέτη της νευρικής ανάπτυξης και διαφοροποίησης, η οποία και έχει επιτευχθεί με 

τη  χρήση διαφόρων παραγόντων  (Flaskos et al. 1998; Mackler et al. 2003; Shinjyo 

and Kita 2007). 

Η  συσχέτιση  της  συγκέντρωσης  του  Ο2
‐  με  φαινόμενα  κυτταρικής 

διαφοροποίησης  αποτελεί  μία  ιδιαίτερη  πρόκληση,  καθώς  η  μέτρηση  του  σε 

βιολογικά  συστήματα  είναι  ένα  αναλυτικό  πρόβλημα.  Οι  φυσιολογικές 

συγκεντρώσεις  του  Ο2
‐  είναι  της  τάξης  των  10‐10  Μ  (Cadenas  and  Davies  2000), 

οπότε η ανάγκη για μία αρκετά ευαίσθητη ανίχνευση Ο2
‐ της τάξης των picomoles, 

είναι μεγάλη. Επίσης είναι επιθυμητό η μέτρηση του Ο2
‐ να γίνεται με έναν γρήγορο 

και  μη  επεμβατικό  τρόπο,  έτσι  ώστε  να  αντικατροπτίζονται  οι  πραγματικές 

κυτταρικές διαδικασίες με τον καλύτερο επιθυμητό τρόπο.  

Λαμβάνοντας  υπ’όψην  τα  παραπάνω  δεδομένα,  ο  σκοπός  του  πειράματος 

που  περιγράφεται  στην  παρούσα  ενότητα  ήταν  η  μελέτη  και  αξιολόγηση  της 

αποτελεσματικότητας του βιοαισθητήρα BERA 6ης γενιάς για τον προσδιορισμό O2
−, 

σε ένα γνωστό μοντέλο πολύπλοκου κυτταρικού συστήματος  in vitro όπως είναι η 

κυτταρική διαφοροποίηση των νευρικών κυττάρων (νευροβλαστώμα Ν2α), υπό την 

επίδραση παραγόντων διαφοροποίησης.  
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2. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

2.1 Σήμανση διαφοροποιημένων Ν2α κυττάρων 

 

Προκειμένου  να  σημανθούν  τα  διαφοροποιημένα  κύτταρα  Ν2α 

εφαρμόστηκε  η  μέθοδος  της  χρώσης  με  coomassie  brilliant  blue  (Flaskos  et  al. 

1998).  Έτσι  τοποθετήθηκαν 100.000  κύτταρα ανά πηγάδι δίσκου καλλιέργειας  (έξι 

πηγαδιών) και την επόμενη μέρα εφαρμόστηκαν οι χειρισμοί 10 μΜ φορσκολίνη και 

0.3  mM  db‐cAMP,  χωρίς  ορό  εμβρύου  μόσχου  με  στόχο  την  πρόκληση 

διαφοροποίησης  στα  κύτταρα.  Μετά  από  48  ώρες  καλλιέργειας  εφαρμόστηκε  η 

τεχνική.  Ένα  κύτταρο  θεωρείται  διαφοροποιημένο  όταν  έχει  αναπτύξει  άξονες 

μεγαλύτερους κατά 1,5 φορά το σώμα του.  

Τα διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν φαίνονται παρακάτω: 

1. Διάλυμα μονιμοποίησης: 

 90% (v/v) μεθανόλη   

 10% PBS 

2. Διάλυμα χρωστικής: 

 1.25% (w/v) coomasie brilliant blue R‐250 

 40% (v/v) μεθανόλη   

 20% (v/v) οξικό οξύ 

 

 Διαδικασία 

• Απομάκρυνση του υλικού καλλιέργειας 

• Προσθήκη  2  σταγόνων  διαλύματος  μονιμοποίησης  και  τοποθέτηση  για  20 

min στους ‐20οC 

• Απομάκρυνση  του  διαλύματος  καθήλωσης  και  προσθήκη  2  σταγόνων 

διαλύματος χρωστικής 

• Απομάκρυνση του διαλύματος χρωστικής και πλύσιμο με PBS 

• Τέλος  προστίθενται  μερικές  σταγόνες  PBS  και  γίνεται  παρατήρηση  και 

φωτογράφηση στο ανάστροφο μικροσκόπιο MBL 3200 KRUSS Γερμανίας. 
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2.2 Κυτταρομετρία ροής 

  Η  μέθοδος  της  κυτταρομετρίας  ροής  εφαρμόστηκε  στην  περίπτωση  της 

μελέτης  των  ελευθέρων  ριζών  και  του  μιτοχονδριακού  Ο2
‐  κατά  την  πρώτη  και 

δεύτερη ημέρα  της διαφοροποίησης  χρησιμοποιώντας  τις  χρωστικές H2DCFDA  και 

MitoSOX (Invitrogen), αντίστοιχα . Έτσι 50.000 κύτταρα τοποθετήθηκαν ανά πηγάδι 

δίσκου  καλλιέργειας  (12  πηγαδιών),  και  την  επόμενη  ημέρα  εφαρμόστηκαν  οι 

χειρισμοί  10  μΜ  φορσκολίνη  και  0,3 mM  db‐cAMP.  Μετά  από  24  και  48  ώρες 

καλλιέργειας έγιναν οι αναλύσεις στο μηχάνημα FACSCalibur II (BD Biosciences). 

  Τα διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν για τις συγκεκριμένες μετρήσεις: 

1. 10 mM H2DCFDA (Invitrogen) σε DMSO  

2. 5 mM MitoSOX (Invitrogen) σε DMSO  

3. PBS 

4. Θρεπτικό υλικό 

 

 Διαδικασία 

• Αφαίρεση υλικού καλλιέργειας  

• Προσθήκη χρωστικών στα κύτταρα: 10 μΜ H2DCFDA, 5 μΜ MitoSOX, τελικές 

συγκεντρώσεις  σε  θρεπτικό  υλικό  καλλιέργειας.  Να  σημειωθεί  ότι  η  κάθε 

χρωστική εφαρμόστηκε σε διαφορετικά πηγάδια 

• Επώαση  45  min  για  τη  χρωστική  H2DCFDA  και  30  min  για  τη  χρωστική 

MitoSOX, στους 37οC 

• Ξέπλυμα δύο φορές με PBS 

• Αποκόλληση των κυττάρων από τα πηγάδια με 250 μL PBS 

• Μέτρηση στα παρακάτω μήκη διέγερσης και εκπομπής ανάλογα με την κάθε 

χρωστική: 

- H2DCFDA: λδιέγερσης = 488 nm,  λεκπομπής = 526 nm  

- MitoSOX: λδιέγερσης = 492 nm,  λεκπομπής = 520 nm 

Από  το  κάθε  δείγμα  μετρήθηκαν  20.000  κύτταρα  και  για  τα  τελικά 

αποτελέσματα  χρησιμοποιήθηκε  ο  μέσος  όρος  έντασης  φθορισμού 

χρησιμοποιώντας  το  σχετικό  πρόγραμμα  ανάλυσης  FlowJo 

(http://www.flowjo.com/index.php). 
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2.3 Μέτρηση O2
− με κυτταρικό βιοαισθητήρα BERA 6ης γενιάς 

Ο υπολογισμός του O2
−, κατά την in vitro διαφοροποίηση των Ν2α κυττάρων 

νευροβλαστώματος με την εφαρμογή φορσκολίνης και db‐cAMP, έγινε με την χρήση 

κυτταρικού βιοαισθητήρα BERA 6ης γενιάς. Μετά από 24 και 48 ώρες καλλιέργειας 

εμβαπτίστηκαν  τα  ηλεκτρόδια  με  τον  βιοαισθητήρα  και  έγινε  καταγραφή  της 

διαφοράς  δυναμικού  όπως  περιγράφεται  στην  παράγραφο  2.8  Της  πρώτης 

πειραματικής ενότητας. 

 

2.4 Στατιστική επεξεργασία αποτελεσμάτων 

Η  στατιστική  επεξεργασία  των  αποτελεσμάτων  πραγματοποιήθηκε 

χρησιμοποιώντας  one‐way  ANOVA  με  post  hoc  ανάλυση  Newman‐Keuls  για  τη 

στατιστική  επεξεργασία  των  αποτελεσμάτων  μέσω  του  προγράμματος  GraphPad 

Prism version 4.00 (www.graphpad.com). Τα αποτελέσματα θεωρήθηκαν στατιστικά 

σημαντικά όταν p<0.05. 

 



 

114 
 



 

115 
 

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1 Διαφοροποίηση Ν2α κυττάρων με Φορσκολίνη και db‐cAMP 

  Όπως φαίνεται στην εικόνα 7, η φορσκολίνη και το db‐cAMP διαφοροποιούν 

τα  κύτταρα νευροβλαστώματος Ν2α μετά από 48 ώρες  καλλιέργειας.  Το ποσοστό 

διαφοροποίησης αγγίζει  το 50‐55%  (κοινές πειραματικές μετρήσεις με  Διδακτορική 

Διατριβή Teresa Valero). 

 

 

 
Εικόνα 7: Σημασμένα κύτταρα Ν2α με  τη  χρωστική  coomassie brilliant blue,  μετά από 48 

ώρες  καλλιέργειας,  με  10  μΜ  φορσκολίνη  και  0.3  mM  db‐cAMP.  Η  διαφοροποίηση 

χαρακτηρίζεται από τον αυξημένο αριθμό των αξονικών προεκβολών  (κοινές πειραματικές 

μετρήσεις με Διδακτορική Διατριβή Teresa Valero). 

 

3.2 Μέτρηση επιπέδων ελεύθερων ριζών με κυτταρομετρία ροής στα 

διαφοροποιημένα κύτταρα 

  Οι  ελεύθερες  ρίζες  στα  διαφοροποιημένα  κύτταρα  παρουσίασαν  μια 

ανοδική πορεία κατά τη διαφοροποίηση των κυττάρων τόσο στις 24 όσο και στις 48 

ώρες  (εικόνα  6).  Η  διαφορά  από  τον  μάρτυρα  και  για  τους  δύο  χειρισμούς  ήταν 

στατιστικά  σημαντική,  αλλά  επίσης  σημαντική  ήταν  η  αύξηση  από  τη  μία  ημέρα 

στην  άλλη.  Τα  αποτελέσματα  της  κυτταρομετρίας  ροής  είναι  σχετικές  μονάδες 

φθορισμού σε λογαριθμική κλίμακα και αφού μετατράπηκαν σε γραμμική κλίμακα, 

υπολογίζοντας τον λογάριθμο του φθορισμού, εκφράστηκαν κανονικοποιώντας ως 

προς το μάρτυρα (διάγραμμα 19). 

 

Μάρτυρας Φορσκολίνη db-cAMP 
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Εικόνα  6:  Αντιπροσωπευτικές  καμπύλες  φθορισμού  της  χρωστικής  H2DCFDA  σε 

διαφοροποιημένα  και  μη  κύτταρα  στις  24  (a)  και  48  (b)  ώρες,  όπως  φαίνονται  κατά  τη 

μέτρηση  χρησιμοποιώντας  το  κυτταρόμετρο  ροής  (κοινές  πειραματικές  μετρήσεις  με 

Διδακτορική Διατριβή Teresa Valero). 
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Διάγραμμα  19:  Συγκέντρωση  ελευθέρων  ριζών  κυττάρων  Ν2α  μετά  από  24  και  48  ώρες 

καλλιέργειας, με 10 μΜ φορσκολίνη και 0.3 mM db‐cAMP, κανονικοποιώντας ως προς τον 

μάρτυρα.  ***p < 0.001,  στατιστικά  σημαντική  διαφορά  από  τον  μάρτυρα  στις  24  και  48 

ώρες.  ###  p < 0.001,  στατιστικά  σημαντική  διαφορά  μεταξύ  των  δύο  ημερών  (κοινές 

πειραματικές μετρήσεις με Διδακτορική Διατριβή Teresa Valero). 

a b
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3.3 Μέτρηση  επιπέδων    μιτοχονδριακού O2
−  με  κυτταρομετρία  ροής 

στα διαφοροποιημένα κύτταρα 

  Το μιτοχονδριακό O2
− αυξήθηκε το ίδιο όταν τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν με 

φορσκολίνη και με db‐cAMP  κατά τις πρώτες 24 ώρες και  έμεινε σταθερή στις 48 

ώρες  καλλιέργειας  (εικόνα  7).  Η  διαφορά  από  τον  μάρτυρα  και  για  τους  δύο 

χειρισμούς ήταν στατιστικά σημαντική. Τα αποτελέσματα της κυτταρομετρίας ροής 

είναι σχετικές μονάδες φθορισμού σε λογαριθμική κλίμακα και αφού μετατράπηκαν 

σε γραμμική κλίμακα, υπολογίζοντας τον λογάριθμο του φθορισμού, εκφράστηκαν 

κανονικοποιώντας ως προς το μάρτυρα (διάγραμμα 20). 

 

Εικόνα  7:  Αντιπροσωπευτικές  καμπύλες  φθορισμού  της  χρωστικής  MiotSOX  σε 

διαφοροποιημένα  και  μη  κύτταρα  στις  24  (a)  και  48  (b)  ώρες,  όπως  φαίνονται  κατά  τη 

μέτρηση  χρησιμοποιώντας  το  κυτταρόμετρο  ροής  (κοινές  πειραματικές  μετρήσεις  με 

Διδακτορική Διατριβή Teresa Valero). 

a b
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Διάγραμμα 20: Συγκέντρωση μιτοχονδριακού O2

− κυττάρων Ν2α μετά από 24 και 48 ώρες 

καλλιέργειας, με 10 μΜ φορσκολίνη και 0.3 mM db‐cAMP, κανονικοποιώντας ως προς τον 

μάρτυρα.  ***p < 0.001,  στατιστικά  σημαντική  διαφορά  από  τον  μάρτυρα  στις  24  και  48 

ώρες (κοινές πειραματικές μετρήσεις με Διδακτορική Διατριβή Teresa Valero). 

 

3.4 Μέτρηση επιπέδων O2
− με βιοαισθητήρα BERA 6ης γενιάς 

  Προκειμένου να επιβεβαιώσουμε αν ο βιοαισθητήρας BERA 6ης γενιάς είναι 

ικανός να μετρήσει τις διαφορές της συγκέντρωσης του O2
− στα διαφοροποιημένα 

κύτταρα  Ν2α,  πραγματοποιήθηκαν  παράλληλα  πειράματα  με  εκείνα  της 

κυτταρομετρίας  ροής  και  συγκρίθηκαν.  Η  άμεση  μέτρηση  του  O2
−  με  τον 

βιοαισθητήρα  BERA  6ης  γενιάς  κατά  τη  διάρκεια  της  διαφοροποίησης  των  Ν2α 

κυττάρων με φορσκολίνη και db‐cAMP έδειξε αύξηση του κατά τη διάρκεια των 24 

και 48 ωρών και για τις δύο ουσίες (διάγραμμα 21). Η διαφορά σε σχέση με τα μη 

διαφοροποιημένα κύτταρα ήταν στατιστικά σημαντική.  Για να είναι συγκρίσιμα τα 

αποτελέσματα του βιοαισθητήρα με εκείνα της κυτταρομετρίας ροής, εκφράστηκαν 

κανονικοποιώντας  την  απόκριση  του  αισθητήρα  ως  προς  την  απόκριση  των  μη 

διαφοροποιημένων κυττάρων. 
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Διάγραμμα 21: Απόκριση κυττάρων Ν2α στο O2
−, κανονικοποιώντας ως προς τον μάρτυρα, 

μετά  από  24  και  48  ώρες  καλλιέργειας,  με  10  μΜ  φορσκολίνη  και  0.3  mM  db‐cAMP. 

*p < 0.05, στατιστικά σημαντική διαφορά από τον μάρτυρα στις 24 και 48 ώρες. 

 

3.5  Συσχέτιση  των  μετρούμενων  παραμέτρων  κατά  την 

κυτταροδιαίρεση των κυττάρων Ν2α 

Από  την  ανάλυση  που  πραγματοποιήθηκε  χρησιμοποιώντας  το  MS  Excel 

φάνηκε η θετική υψηλή συσχέτιση των αποτελεσμάτων του βιοαισθητήρα BERA 6ης 

γενιάς για την ανίχνευση O2
− με τα αποτελέσματα της κυτταρομετρίας ροής για την 

μέτρηση  του  μιτοχονδριακού  O2
−.  Ο  συντελεστής  συσχέτισης  στις  24  ώρες  ήταν 

ελαφρώς πιο χαμηλός (r2 = 0.93) από εκείνον των 48 ωρών (r2 = 0.999) μεταξύ του 

βιοαισθητήρα και της κλασικής μεθόδου της κυτταρομετρίας ροής.  
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24 h  ROS  O2
− Κυττ.Ροής  O2

− Βιοαισθητήρα 

ROS  1

O2
− Κυττ.Ροής  0,997548  1   

O2
− Βιοαισθητήρα  0,958789  0,936552538  1 

48 h  ROS  O2
− Κυττ.Ροής  O2

− Βιοαισθητήρα 

ROS  1

O2
− Κυττ.Ροής  0,99866  1   

O2
− Βιοαισθητήρα  0,99972  0,999602327  1 

 

Πίνακας 6: Πίνακας συσχέτισης των μετρούμενων παραμέτρων κατά την κυτταροδιαίρεση 

των κυττάρων Ν2α 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

  Το  πρώτο  τμήμα  από  το  τελευταίο  σκέλος  της  παρούσας  διδακτορικής 

μελέτης  αφορούσε  πάλι  τη  εφαρμογή  και  την  αξιολόγησης  της 

αποτελεσματικότητας  του  βιοαισθητήρα  BERA  6ης  γενιάς  για  την  μέτρηση  Ο2
‐  σε 

ζωϊκά  κύτταρα,  δηλαδή  σε  πιο  πολύπλοκα  συστήματα,  όπως  είναι  η  νευρική 

διαφοροποίηση,  συγκρίνοντας  τον  με  κλασσικές  μεθόδους.  Στηριζόμενοι  στη 

διδακτορική  διατριβή  της  Teresa  Valero  και  σε  άλλες  μελέτες  στις  οποίες  έχει 

αποδεικτεί  ότι  το  Ο2
‐  μαζί  με  άλλες  ελεύθερες  ρίζες  σχετίζονται  με  την  νευρική 

διαφοροποίηση σε αρκετά in vitro μοντέλα (Schwamborn et al. 2004; Kemmerling et 

al. 2007; Wu et al. 2009; Vieira et al. 2011; Wang et al. 2011; Διδ. Διατριβή Valero). 

Κύτταρα  νευροβλαστώματος  Ν2α  διαφοροποιήθηκαν  με  διάφορους  παράγοντες 

όπως ήταν NGF, ρετινοϊκό οξύ,  φορσκολίνη και db‐cAMP και τελικά επιλέχτηκαν η 

φορσκολίνη  και  το  db‐cAMP  ως  οι  δύο  καλύτερες  ουσίες  για  τη  διαφοροποίησή 

τους. Το ποσοστό διαφοροποίησης άγγιξε και στις δύο περιπτώσεις το 50‐55% (Διδ. 

Διατριβή Valero). Τα κύτταρα νευροβλαστώματος Ν2α διαφοροποιήθηκαν μέσα σε 

48 ώρες και σε αυτό το διάστημα παρατηρήθηκε αύξηση των ελευθέρων ριζών και 

πιο συγκεκριμένα του Ο2
‐ (Διδ. Διατριβή Valero), γεγονός που επίσης καταγράφηκε 

και από  τον βιοαισθητήρα BERA 6ης  γενιάς.  Τα αποτελέσματα  της κυτταρομετρίας 

για  το  μιτοχονδριακό  Ο2
‐  και  του  βιοαισθητήρα  γενικά  για  το  Ο2

‐,  έδειξαν  πλήρη 

συμφωνία.  

Ο βιοαισθητήρας μετράει το Ο2
‐ που φτάνει ως τα ακινητοποιημένα κύτταρα 

μετά  την  αλληλεπίδραση  του  με  την  ηλεκτροεισαχθείσα  SOD  στις  κυτταρικές 

μεμβράνες. Με την κυτταρομετρία ροής μετράμε το μιτοχονδριακό Ο2
‐. Πώς γίνεται 

να φτάνει το Ο2
‐ από το μιτοχόνδριο στον αισθητήρα όντας ένα βραχύβιο μόριο? 

Το Ο2
‐ ως γνωστόν παράγεται στη μήτρα των μιτοχονδρίων από τα σύμπλοκα Ι και ΙΙΙ 

(Raha and Robinson 2000) της αναπνευστικής αλυσίδας και δεν είναι περατό από τις 

μεμβράνες  όπως  είναι  το  H2O2  (Kinnula  and  Crapo  2003).  Όμως  υπάρχουν 

μηχανισμοί διάχυσης του Ο2
‐ όπως είναι η πρωτονίωση του Ο2

‐ για να μετατραπεί 

σε  ΗΟ2
.,  το  οποίο  είναι  πιο  ουδέτερο  μόριο  και  περατό  από  τις  μεμβράνες  με 

αποτέλεσμα μετά τη διάχυσή του να ξανασυνθέτει Ο2
‐ εξωκυτταρικά (Haines 1983; 
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Liu  1999;  De  Grey  2002;  Zuo  et  al.  2003).  Άλλος  μηχανισμός  είναι  είναι  οι 

ουμπισεμικινόνες  (εσωτερική  μιτοχονδριακή  μεμβράνη),  οι  οποίες  με  την 

αυτοξειδώσή  τους  απελευθερώνουν  Ο2
‐  στον  ενδομεμβρανικό  χώρο  του 

μιτοχονδρίου και έπειτα ιοντικά κανάλια (voltage‐dependent anion channels, VDAC) 

μεταφέρουν  το Ο2
‐  από  τον  ενδομεμβρανικό  χώρο στο  κυτόπλασμα  (Schultz et al. 

1996; Han et al. 2003; Zuo et al. 2003). Εχει αποδειχτεί σε ερυθροκύτταρα ο ρόλος 

των ιοντικών καναλιών στην απελευθέρωση του Ο2
‐ απο ενδοκυτταρικές πηγές, τα 

οποία  είναι  πολυπετπίδια  (Lynch  and  Fridovich  1978)  και  πιστέυεται  ότι  παίζουν 

σημαντικό  ρόλο  στη  μεταφορά  του  μιτοχονδριακού Ο2
‐  .  Έχουν  βρεθεί  τόσο  στην 

εσωτερική  όσο  και  στην  εξωτερική  μιτοχονδριακή  μεμβράνη  (Vanden Hoek  et  al. 

1998; Han et al. 2003). Βέβαια το Ο2
‐ παράγεται και εξωκυτταρικά από την δράση 

του  ενζύμου  NADPH  οξειδάση,  η  οποία  βρίσκεται  στην  κυτταρική  μεμβράνη  και 

παράγει  Ο2
‐  μεταφέροντας  ηλεκτρόνια  από  το  NADPH  στο  κύτταρο  μέσω  της 

μεμβράνης  χρησιμοποιώντας  το  μοριακό  οξυγόνο.  Το  ένζυμο  αυτό  βρίσκεται  και 

στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων παράγοντας Ο2
‐ στον ενδομεμβρανικό 

χώρο των μιτοχονδρίων.  

  Εώς  σήμερα  έχουν  γίνει  προσπάθειες  για  την  in  vitro  καταγραφή  της 

παραγωγής Ο2
‐ σε απομωνομένα μιτοχόνδρια είτε ηλεκτροχημικά βασιζόμενος στην 

αναγωγή  του  κυτοχρώματος  C  (Henderson  et  al.  2009),  είτε  οπτικά 

χρησιμοποιώντας  τον  φθορισμομετρικό  δείκτη  δι‐υδρο‐αιθυδίνης  (DHE)  και  τη 

μέθοδο  της  χημειοφωταύγειας  (Degli  Esposti  2002).  Επιπλέον  έχουν  αναπτυχθεί 

ηλεκτροχημικοί  αισθητήρες  για  την  in  vitro  καταγραφή  της  παραγωγής  Ο2
‐  σε 

κύτταρα και ιστούς (Manning et al. 1998; Read et al. 1999; Campanella et al. 2000; 

Endo et al. 2002; Chang et al. 2005; Aitken et al. 2007) και οπτικοί με τη χρήση δι‐

υδρο‐ροδαμίνη (DHR) (Henderson and Chappell 1993). Εώς τώρα όλοι οι αισθητήρες 

ανιχνεύουν εμμέσως το Ο2
‐ και δεν αναφέρονται σαν ιδιαίτερα ευαίσθητοι, καθώς 

δεν  αναφέρονται  σε  όρια  ανίχνευσης,  εξαίρεση  αποτελεί  ο  ηλεκτροχημικός 

βιοαισθητήρας για ανίχνευση Ο2
‐ σε καρκινικά κύτταρα, με όριο ανίχνευσης 2.4 nM 

(Li et al. 2011) όπου και πάλι το όριο ανίχνευσης δεν πλησιάζει αυτό του κυτταρικού 

μας βιοαισθητήρα (1 pM).  

Το  πλεονέκτημα  της  μεθόδου  ανίχνευσης  του  O2
−  με  τον  κυτταρικό 

βιοαισθητήρα BERA 6ης γενιάς είναι το γεγονός ότι της άμεσης μέτρησης του in vitro 
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και  είναι  ιδιαίτερα  ευαίσθητος.  Επίσης  θεωρούμε  ότι  είναι  μια  γρήγορη  και  μη 

επεμβατική μέθοδος καθώς δεν χρειάζεται ούτε ο χρόνος προετοιμασίας δείγματος 

αλλά  ούτε  «αναστάτωνουμε»  τα  κύτταρα,  σημαίνοντάς  τα  με  κάποια  χρωστική  ή 

αποκολλώντας  τα  από  το  δοχείο  καλλιέργειας,  ώστε  η  ανίχνευση  να  γίνει 

χρησιμοποιώντας μια άλλη συσκευή, όπως είναι το κυτταρόμετρο ροής. Όπως έχει 

αποδεικτεί πολλές φορές οι φθορίζουσες χρωστικές μπορούν να αλληλεπιδρασουν 

με τις μετρούμενες παραμέτρους και να επιρρεάσουν τα αποτελέσματα  (Dixit and 

Cyr  2003),  πράγμα  που  δεν  συμβαίνει  με  τον  βιοαισθητήρα  μας.
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Γ4. ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΣΤΗΝ ΚΛΙΝΙΚΗ ΙΑΤΡΙΚΗ 
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Άλλο ένα πολύπλοκο σύστημα που θελήσαμε να δοκιμάσουμε τον κυτταρικό 

βιοαισθητήρα BERA 6ης γενιάς για Ο2
‐ είναι το αίμα με σκοπό την εφαρμογή του και 

στον  τομέα  της  κλινικής  ιατρικής.  Εν  συντομία  το  αίμα  αποτελείται  από  τέσσερα 

κύρια συστατικά : 

 ερυθρά αιμοσφαίρια, τα οποία αποτελούν το 38‐48% του αίματος. Ο ρόλος 

τους  είναι  να  μεταφέρουν  O2  από  τους  πνεύμονες  στους  περιφερικούς 

ιστούς και τα όργανα του σώματος. Τα ερυθρά αιμοσφαίρια παράγουν την 

αιμοσφαιρίνη,  μεταλλοπρωτεΐνη  με  σίδηρο  στην  οποία  εγκλωβίζεται  το 

οξυγόνο για να το μεταφέρουν απο τους πνεύμονες και το μεταφέρει στους 

ιστούς  και  τα  όργανα  του  σώματος.  Ο  αριθμός  των  κυκλοφορούντων 

ερυθρών ρυθμίζεται από την απαιτούμενη μεταφορά ποσότητα O2  και από 

το  ρυθμό  παραγωγής  ερυθροκυττάρων  που  εξαρτάται  από  ρυθμό 

απομάκρυνσης από τα φαγοκύτταρα. 

 λευκά  αιμοσφαίρια,  έχουν  αμυντικό  ρόλο  και  με  τη  λειτουργία 

φαγοκυττάρωσης  συμμετέχουν  στην  απομάκρυνση  νεκρωμένων  ή 

κατεστραμμένων ιστών. Παράγονται στον μυελό οστών μεταφέρονται με το 

αίμα στις κύριες θέσεις λειτουργίας τους. Υπάρχουν πέντε τύποι: 

• ουδετερόφιλα 40 ‐ 75 %, είναι υπεύθυνα για φαγοκύττωση. 

• ηωσινόφιλα 5 %. 

• βασίφιλα 0,5 %. 

•  λεμφοκύτταρα  20  ‐  50 %,  παράγουν  τα  αντισώματα  για  αυτό  και  στις 

λοιμώξεις  αυξάνεται  ο  αριθμός  τους.  Υπάρχουν  δύο  τύποι  B  και  T  – 

λεμφοκύτταρα. 

• μονοκύτταρα 1 ‐ 5 %. 

 αιμοπετάλια,  αποτελούν άμυνα σε αγγεία με βλάβη,  διότι  προσκολλώνται 

σε σημεία διακοπής και συμμετέχουν στη πήξη του αίματος. 

 πλάσμα  αποτελεί  το  55%  και  αποτελείται  κατά  90%  από  νερό.  Είναι 

πρωτεϊνικό διάλυμα που μεταφέρει στις διάφορες περιοχές του οργανισμού 

θρεπτικά συστατικά, μεταβολίτες, ορμόνες, βιταμίνες και άλλα μόρια. (Moini 

2005; Sherwood 2010). 

 



 

128 
 

Η  αύξηση  των  ελευθέρων  ριζών  εμπλέκεται  σε  περισσότερες  από  100 

παθολογικές περιπτώσεις  (Favier et al. 1995). Η εκτίμησή των ελευθέρων ριζών  in 

vivo είναι πρόκληση λόγω της βραχύβιας φύσης τους. 

Οι  κύριες  τεχνικές  που  χρησιμοποιούνται  είναι  εκείνες  που  εξετάζουν  τις 

χημικές  αλλαγές  όταν  ελεύθερες  ρίζες  προκληθούν  από  την  αλληλεπίδραση  με 

λιπίδια,  πρωτεϊνες,  DNA,  καθώς  εκτιμούνται  τα  τελικά  προϊόντα  της  λιπιδιακής 

οξείδωσης, καρβονύλια πρωτεϊνών και 8‐υδροξυ‐γουανίνη, αντιστοίχως. Μια άλλη 

στρατηγική  για  την  in vivo  καταγραφή  των  ελευθέρων ριζών  είναι  η  εκτίμηση  της 

αντιοξειδωτικής άμυνας στο πλάσμα αίματος, ερυθρά αιμοσφαίρια και ιστούς. Ένα 

παράδειγμα  είναι  η  βιταμίνη  Ε  (α‐τοκοφερόλη),  η  οποία  προστατεύει  τα 

μεμβρανικά  λιπίδια  από  οξειδωτική  ζημιά.  Οι  προσπάθειες  που  γίνονται  για  την 

άμεση ανίχνευση του σχηματισμού ελευθέρων ριζών σε βιολογικά δείγματα, όπως 

είναι  το  αίμα  ή  το  πλάσμα,  χρησιμοποιώντας  τεχνικές  όπως  είναι  αρωματική 

υδροξυλίωση  και  η  μέθοδος  συντονισμού  του  spin  των  ηλεκτρονίων  (ESR),  σαν 

μέθοδοι  παγίδευσης.  Στην  ESR  χρησιμοποιούνται  κάποιοι  παράγοντες  οι  οποίοι 

αυξάνουν  τη  διάρκεια  των  ελευθέρων  ριζών  και  τα  κάνουν  πιο  σταθερά ώστε  να 

μπορούν  να  ανιχνευτούν  και  να  ποσοτικοποιηθούν.  Αυτοί  οι  παράγοντες  δεν 

μπορούν να δωθούν στους ασθενείς, για αυτό κατά την αιμοληψία υπάρχουν μέσα 

στις σύριγγες έτσι ώστε να πραγματοποιηθεί ex vivo αντίδραση (Favier et al. 1995). 

Πολλές ασθένειες συσχετίζονται με την NADPH οξειδάση, η οποία είναι ένα 

ενζυμικό  σύμπλοκο  προσδεδεμένο  στην  κυτταρική  μεμβράνη  και  παράγει  Ο2
‐ 

μεταφέροντας  ηλεκτρόνια  από  το  NADPH  στο  κύτταρο  μέσω  της  μεμβράνης 

χρησιμοποιώντας το μοριακό οξυγόνο. Αποτελείται από μεμβρανικώς συνδεδεμένη 

υπομονάδα κυτόχρωμα b558 (gp91phox και p22phox) και αρκετές κυταροπλασματικές 

πρωτεϊνες (p47phox, p67phox και p40phox) και Rac G‐πρωτεϊνη, οι οποίες μεταφέρονται 

στην μεμβράνη για την ενεργοποίηση της  (Babior 2004; Sun et al. 2010). H NADPH 

οξειδάση  ενεργοποιείται  όταν  οι  κυτταροπλασματικές  υπομονάδες  ειναι 

φωσφορυλιωμένες  και  η  Rac  είναι  ενεργοποιημένη  στο  κυτταρόπλασμα  και  την 

τελική  τους  απόθεση  στη  μεμβράνη  για  την  τελική  ενεργοποίηση  του  ενζύμου 

(Block 2008). H NADPH οξειδάση αρχικά ανακαλύφτηκε στα ουδετερόφιλα τα οποία 

κατά τη φαγοκύτωση παράγουν μεγάλες ποσότητες Ο2
‐ που μπορεί να φτάσει και 

τα mmoles (Babior et al. 2002; Li and Shah 2003). 
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H NADPH  οξειδάση  είναι  ένα  από  τα  κύρια  ένζυμα  που  εμπλέκονται  στην  

αρτηριοσκλήρωση. Παρεμποδιστές της NADPH οξειδάσης  μπορούν να ελέγχουν την 

δράση της και έτσι να αντιμετωπιστεί η ασθένεια. Η αρτηριοσκληρώση προκαλείται 

όταν συσωρεύονται μακροφάγα, τα οποία περιέχουν χοληστερόλη,  στα τοιχώματα 

των αρτηριών και η NADPH οξειδάση παράγει ROS. Αυτές οι ROS ενεργοποιούν ένα 

ένζυμο  το  οποίο  κάνει  τα  μακροφάγα  να  προσκολούνται  στα  τοιχώματα  των 

αρτηριών,  πολυμερίζοντας  τις  ίνες  ακτίνης.  In  vitro  μελέτες  έχουν  δείξει  ότι 

παρεμποδιστές της NADPH οξειδάσης, όπως είναι η αποκυκίνη και αντιοξειδωτικά, 

όπως είναι η N‐ακετυλ‐κυστεϊνη και η ρεσβερατρόλη, αποπολυμερίζουν την ακτίνη 

και  έτσι  τα μακροφάγα αποκολλώνται από  τα  τοιχώματα  των αρτηριών.  Επίσης η 

NADPH οξειδάση  μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν στόχος για την αντιμετώπιση των 

ασθενειών  Αλτσχάιμερ  και  Πάρκισον  (Anantharam  et  al.  2007;  Block  2008). 

Αντιθέτως  η  χρόνια  κοκκιωματώδης  νόσος  οφείλεται  στο  γεγονός  ότι  τα 

ουδετερόφιλα δεν παράγουν την απαρραίτητη ποσότητα ελευθέρων ριζών για την 

καταπολέμηση των παθογόνων (Yamazaki et al. 2011). 

Άλλη  αιτία  παθήσεων  οφειλόμενων  στις  ελέυθερες  ρίζες  είναι  η 

ανισορροπία στα επίπεδα έκφρασης των διάφορων ισοενζύμων της SOD. Η μείωση 

της  έκφρασης  της MnSOD  έχει  συσχετιστεί  με  την  εμφάνιση  διαφόρων  μορφών 

καρκίνου.  Η  υπερέκφραση  της  CuZnSOD  έχει  συσχετιστεί  με  το  σύνδρομο Down, 

ενώ μεταλλάξεις της οδηγούν στον νευρικό κυτταρικό θάνατο και την αμυοτροφική 

πλευρική σκλήρυνση, η οποία είναι μια νευροεκφυλιστική ασθένεια. Στο αγγειακό 

σύστημα είναι πολύ σημαντική η  ισορροπία του Ο2
‐ με το ΝΟ. Μείωση της ecSOD 

προκαλεί αύξηση της συγκέντρωσης Ο2
‐  το οποίο και αντιδρά με το ΝΟ και τελικά 

συσσωρεύεται  το  υπεροξυνιτρώδες  το  οποίο  εμπλέκεται  στις  καρδιοαγγεικές 

παθήσεις.  Οπότε  σύγχρονες  μελέτες  χρησιμοποιούν  την  αποκατάσταση  της 

ισορροπίας της SOD ως θεραπευτική προσέγγιση (Valacchi and Davis 2008). 

 

Σε  συνεργασία    με  το  στρατιωτικό  νοσοκομείο  ΝΙΜΙΤΣ  και  εφαρμογή  του 

νέου βιοαισθητήρα πραγματοποιήθηκαν ορισμένα πειράματα για την ανίχνευση Ο2
‐ 

σε αίμα ασθενών βρισκόμενοι σε μετεγχειριτικό στάδιο και υγιών ανθρώπων. Έχει 

προταθεί  ότι  το  οξειδωτικό  στρες  πιθανός  εμλεκόμενος  παράγοντας  του 

μετεγχειριτικού στρες και της σήψης. Έχει αποδεικτεί η ζημιά των ελεύθερων ριζών 
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κατά το μετεγχειριτικό στρες (Yukioka et al. 1996; Anup et al. 1999). Ο σκοπός ήταν 

να  δούμε πως  κυμαίνεται  το Ο2
‐,  ιδιαίτερα στους  ασθενείς,  καθώς αποτελεί  έναν 

πολύ  σημαντικό  δείκτη  οξειδωτικού  στρες.  Πραγματοποιήθηκε  αιμοληψία  και 

άμεση  μέτρηση  με  τον  βιοαισθητήρα  χρησιμοποιώντας  100  μL  αίματος.  Τα 

αποτελέσματα,  αν  και  πρώϊμα,  λόγω  του  μικρού  ακόμα  μεγέθους  δείγματος, 

έδειξαν ότι τα επίπεδα του Ο2
‐ ήταν πιο αυξημένα στους (εγχειρισμένους) ασθενείς. 

Βέβαια,  παρουσιάστηκε  στατιστικά  σημαντική  διαφορά  μεταξύ  των  δύο  ασθενών 

καθώς ο ασθενής 1 είχε καλύτερη μετεγχειρητική πορεία σε σχέση με τον ασθενή 2 

(Διάγραμμα 22). Η μέτρηση του Ο2
‐ μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν έγκαιρος δείκτης 

της μετεγχειρητικής πορείας και  της γενικότερης ανάρρωσης ενός  καταπονημένου 

οργανισμού  ακόμα  και  αρκετές  εβδομάδες  πριν  την  εμφάνιση  κλινικής 

συμπτωματολογίας.  
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Διάγραμμα  22:  Απόκριση  αισθητήρα  στο  O2
−,  σε  υγιείς  και  ασθενείς  σε  μετεγχειριτική 

κατάσταση.  *p < 0.05,  στατιστικά  σημαντική  διαφορά  από  τον  μάρτυρα  (υγιές  άτομο). 

#p < 0.05, στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των δύο ασθενών 
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Από  τις  πρώτες  προσπάθειες  που  έγιναν  για  την  ανίχνευση  Ο2
‐  σε  αίμα 

ασθενών  (πασχόντων από πνευμονία)  ήταν με  τη φωτομετρική μέθοδο αναγωγής 

του κυτοχρώματος c, ο οποίος είναι ένας έμμεσος τρόπος ανίχνευσης (Umeki et al. 

1987). Η μέθοδος  του  spin  των ηλεκτρονίων  (ESR)  έχει  χρησιμοποιηθεί  για  in vivo 

μέτρηση Ο2
‐, αλλά λόγω του μεταβολισμού των ιστών, της έλλειψης ειδικότητας και 

σταθερότητας  των  υλικών  παγίδευσης  spin  και  του  κόστους  των 

φασματοφωτομέτρων  κάνει  τη  μέθοδο  δύσχρηστη. Μια  οπτική  μέθοδος  που  έχει 

χρησιμοποιηθεί  είναι η οξείδωση  της δι‐υδρο‐αιθυδίνης  (DHE)(Tarpey et al. 2004; 

Dai et al. 2006),  η  οποία  είναι  περατή από  την  κυτταρική  μεμβράνη,  οξειδώνεται 

από το Ο2
‐ σε αιθύδιο,  το οποίο και προσδένεται στο DNA. Όμως δεν οξειδώνεται 

μόνο από το Ο2
‐, αλλά και από το κυτόχρωμα c, το Η2Ο2 και άλλες ουσίες (Georgiou 

et al. 2005). Επιλέον άλλη μια οπτική μέθοδος είναι η χημειοφωταύγεια με τη χρήση 

της  λουσιγενίνης ανιχνεύοντας Ο2
‐ σε ιστούς (Zanetti et al. 2005). Έχει αναπτυχθεί 

ένας ευαίσθητος χημειοφωταυγής αισθητήρας χρησιμοποιώντας μόνο 1 μL αίματος, 

και  βασίζεται  στο  σύστημα  Διογένης  με  λουμινόλη  (Yamazaki  et  al.  2011). 

Εφαρμόστηκε σε πάσχοντες από χρόνια κοκκιωματώδη νόσο. Το μειονέκτημα έναντι 

του  βιοαισθητήρα  μας,  ο  οποίος  δεν  αλληλεπιδρά  με  τις  μετρούμενες 

παραμέτρους,  είναι  ότι  πρέπει  να  σημάνουμε  τα  κύτταρα,  οπότε  κατά  κάποιον 

τρόπο  επεμβαίνουμε  στη  φυσιολογία  τους  και  είναι  ελαφρώς  πιο  χρονοβόρα  η 

διαδικασία. Αντιθέτως το πλεονέκτημά του είναι ο πολύ μικρός όγκος δείγματος. 

Από  την άλλη μεριά η  μέτρηση Ο2
‐  σε πραγματικό  χρόνο  in  vivo  είναι  ήδη 

εφικτή  με  αμπερομετρικό  αισθητήρα  που  αναπτύχθηκε  ανιχνεύοντας  Ο2
‐  σε 

αρουραίους και  in vitro σε ανθρώπινο αίμα, αλλά το σύστημα πάσχει σε σχέση με 

το κυτταρικό βιοαισθητήρα BERA 6ης γενιάς, καθώς έχει σαν περιορισμό τη συνεχή 

ροή έτσι ώστε να παραμένει το Ο2
‐ σε επαφή με το ηλεκτρόδιο μέτρησης (Fujita et 

al. 2009).  
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Δ. ΤΕΛΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

  Η μεμβρανική μηχανική είναι μια πρόσφατη προσέγγιση για την κατασκευή 

κυτταρικών  βιοαισθητήρων,  με  σχεδιασμένη  την  εκλεκτική  απόκριση  έναντι 

διάφορων  αναλυτών.  Αν,  λοιπόν,  βασιστούμε  στα  αποτελέσματα  της  παρούσας 

μελέτης, μπορούμε να εξάγουμε τα πρώτα συμπεράσματα σχετικά με τις ιδιότητες 

των  ηλεκτροεισαχθέντων  μορίων  SOD  και  τις  καταλυτικές  ιδιότητες  του  O2
−  στα 

μεμβρανικώς τροποποιημένα κύτταρα, ως ακολούθως: 

1. Σύμφωνα και με προηγούμενη εργασία (Moschopoulou and Kintzios 2006), τα 

μεμβρανικώς  τροποποιημένα  κύτταρα  δρουν  σαν  καταλυτικές  μονάδες, 

ικανές  να  μετατρέψουν  το  O2
−  σε  Η2Ο2.  Επιπλέον,  τα  ηλεκτροεισαχθέντα 

μόρια  της  SOD  διατηρούν  τις  χαρακτηριστικές  τους  ιδιότητες,  όπως 

αποδείχτηκε  από  την  εκλεκτική  παρεμπόδιση  της  SOD.  Οπότε  εκ  των 

πραγμάτων, η παρούσα εργασία παρέχει για πρώτη φορά σημαντική γνώση 

για τη λειτουργικότητα των ηλεκτροεισαχθέντων μορίων της SOD. 

2. Η μετατροπή του O2
− προκαλεί αλλαγές στο κυτταρικό μεμβρανικό δυναμικό, 

όπως αποδείχτηκε από την κατανομή της φθορίζουσας χρωστικής DiSC3(5). 

Η  διαπίστωση  αυτή  συμφωνεί  με  προηγούμενες  αναφερθείσες  μετρήσεις 

χρησιμοποιώντας  κατάλληλα  μικροηλεκτρόδια,  σύμφωνα  με  τη  μέθοδο 

βιοηλεκτρικής αναγνώρισης (BERA). 

3. Η αύξηση του ενδοκυτταρικού ασβεστίου μετά τη μετατροπή του O2
−, από τα 

μεμβρανικώς  τροποποιημένα  κύτταρα,  οφείλεται  κυρίως  στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο, το οποίο συνεισφέρει στην περαιτέρω διευκρίνηση 

της  αρχής  λειτουργίας  της  μοριακής  αναγνώρισης  μέσω  της  μεμβρανικής 

μηχανικής. 

4.  Οι  καταλυτικές  ιδιότητες  των  μεμβρανικώς  τροποποιημένων  κυττάρων 

αυξάνουν με την αύξηση των ηλεκτροεισαχθέντων μορίων. 

5.  Η  ευαισθησία  του  αισθητήρα  αυξάνεται  εξαρτώμενη  από  τις  συνθήκες 

ηλεκτροεισαγωγής αλλά αυξάνοντας και τον αριθμό των ακινητοποιημένων 
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κυττάρων.  Η  ευαισθησία  έναντι  του O2
−  έφτασε  το  1  pM,  100  φορές  πιο 

κάτω από την προηγούμενη εργασία όπου το όριο ανίχνευσης ήταν 100 pM 

(Moschopoulou and Kintzios 2006). 

Επιπλέον,  χρειάζονται  να  ερευνηθούν  και  να  βελτιωθούν  διάφοροι 

παράμετροι κατά τη διαδικασία της ηλεκτροεισαγωγής. Για παράδειγμα πειράματα 

ηλεκτροπόρωσης έχουν δείξει ότι η έκθεση των κυττάρων Vero σε ηλεκτρικά πεδία 

συσχετίζεται με την αύξηση του μεμβρανικού πορώδους, όπως επίσης και μείωση 

της  ζωτικότητας  (Bahnson  and  Boggs  1990;  Baron  et  al.  2000).  Η  έκθεση  των 

κυτταρικών  μεμβρανών  σε  ηλεκτρικά  πεδία  μπορεί  να  προκαλέσει  λιπιδιακή 

«επαναρρύθμιση»  ως  αποτέλεσμα  της  δημιουργίας  αγώγιμων  μεμβρανικών 

μονοπατιών,  γνωστών  ως  «υδροφιλικούς»  ή  «αγώγιμους»  πόρους  (E  Neumann 

1982; Pliquett et al. 2007). Ο σχηματισμός των πόρων θα μπορούσε να εξηγήσει την 

ενσωμάτωση  των υδρόφιλων μορίων  SOD  (η SOD  διαλύεται  σε  υδατικό  διάλυμα) 

στις μεμβράνες  των κυττάρων Vero.  Κατά  την ηλεκτροεισαγωγή ένα ποσοστό  των 

μορίων  SOD  δεν  ενσωματώνεται  στις  κυτταρικές  μεμβράνες  αλλά  παραμένει  στο 

διάλυμα, όπως αποδείχτηκε με ενζυματικές μεθόδους  (Moschopoulou et al. 2006). 

Επίσης, λογικά υποθέτουμε ότι ένα ποσοστό των μορίων SOD θα μπει στα κύτταρα 

και ένα άλλο ίσως μικρότερο θα παραμείνει εγκλωβισμένο στις μεμβράνες. Τελικά 

είναι  άγνωστο  εάν  όλα  τα  ηλεκτροεισαχθέντα  μόρια  ενσωματώνονται  στην 

κυτταρική μεμβράνη με τον σωστό προσανατολισμό, δηλαδή εάν έχουν το ενεργό 

τους  σημείο  στραμμένο  προς  την  εξωτερική  πλευρά  των  κυττάρων.  Όλα  αυτά  τα 

θέματα  αξίζουν  περαιτέρω  έρευνα,  και  αρκετά  από  αυτά  βρίσκονται  ήδη  υπό 

διερεύνηση στο εργαστήριο μας. 

 

Σε επίπεδο εφαρμογής, μελετήθηκε η πρακτική χρήση του βιοαισθητήρα για 

τη  μέτρηση  της  συγκέντρωσης  του  Ο2
‐  σε  διάφορα  βιολογικά  συστήματα  και  της 

συσχέτισης  του  με  συγκεκριμμένα  βιολογικά  φαινόμενα. Με  σκοπό  τη  μετάβαση 

από  ένα  απλό  σύστημα,  όπως  είναι  η  εφαρμογή  πρότυπων  διαλυμάτων 

σουπεροξειδίου,  σε  πιο  πολύπλοκα  συστήματα,  όπως  είναι  οι  φυτικοί  και  ζωϊκοί 

ιστοί. 
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  Όσον  αφορά  φυτικούς  οργανισμούς,  ερευνήθηκε  η  πιθανή  σχέση  μεταξύ 

των ελευθέρων ριζών και της δραστηριοποίησης της διαίρεσης των φυλλιδίων του 

υδρόβιου φυτού Spirodela polyrrhiza  κατά  τη διάρκεια 7ήμερης καλλιέργειας. Πιο 

συγκεκριμένα  καταγράφηκε  η  συγκέντρωση  του  Ο2
‐  χρησιμοποιώντας  τον 

βιοαισθητήρα  BERA  6ης  γενιάς  και  παρατηρήθηκε  μια  σημαντική  μείωση  των 

ελευθέρων  ριζών  και  του  Ο2
‐  κατά  τη  διάρκεια  των  δύο  πρώτων  ημερών,  ενώ  η 

καλλιέργεια  των  φυλλιδίων  βρισκόταν  λίγο  πριν  μπει  στην  εκθετική  φάση 

ανάπτυξης.  Επιπλέον, αποπτωτικοί δείκτες,  όπως η κυτοπλασματική οξειδάση του 

κυτοχρώματος C, αποπόλωση  των μιτοχονδριακών μεμβρανών και δραστηριότητα 

της κασπάσης‐ 3  είχαν επιβραδυμένους ρυθμούς ανάπτυξης κατά  τη διάρκεια της 

καλλιέργειας και τουλάχιστον πριν την ωρίμανση των φυλλιδίων. Θα μπορούσαμε 

να  προτείνουμε  ότι  η  διαίρεση  των φυλλιδίων  του  S. polyrrhiza  είναι  πιθανόν  να 

δραστηριοποιείται  από  την  παρατηρούμενη  μείωση  των  ελευθέρων  ριζών  και 

συσχετισμένη αποφυγή κυτταρικών αποπτωτικών μονοπατιών στα καλλιεργούμενα 

φυτά.  Με  άλλα  λόγια,  η  κυτταροδιαίρεση  στο  συγκεκριμμένο  είδος  μπορεί  να 

λειτουργεί  και  σαν  ένας  τρόπος  αποφυγής  συσσώρευσης  κυτταρικών  βλαβών, 

σύμφωνα με όσα αναλύονται στη συνέχεια.  

  Ο  έλεγχος  του  κυτταρικού  κύκλου  στα  φυτά  είναι  ένα  πεδίο  στο  οποίο 

απαιτείται  πολλή  έρευνα  και  ήδη  ένας  μεγάλος  αριθμός  κυκλινών  έχουν 

κλωνοποιηθεί  από διάφορα  είδη  όπως  είναι  το  καρότο,  η  σόγια,  η  μηδική  και  το 

Arabidopsis  (Doerner 1994; Riou‐Khamlichi et al. 1999;  Inze and De Veylder 2006).  

Οι Toussaint et al.  (1991)  ανέπτυξαν  τη  θεωρία  της «λανθασμένης  καταστροφής» 

κατά την γήρανση, προτείνοντας ότι η κυτταρική διαίρεση είναι το θεμελιώδες όπλο 

του κυττάρου εναντίον της αναπόφευκτης αύξησης των λαθών, τα οποία μπορούν 

να  συσσωρευτούν  και  να  προκαλέσουν  αύξηση  της  εσωτερικής  εντροπίας  και 

μείωση  της  παραγωγής  ΑΤΡ  (Toussaint  et  al.  1991).  Αυτοί  οι  λανθασμένοι 

παράγοντες θα μπορούσαν να συμπεριλαμβάνουν, πέρα από άλλους υποψήφιους, 

τις ελεύθερες ρίζες, όπως είναι το Ο2
‐, το οξυγόνο στην πρώτη κατάσταση διέγερσης 

απλότητας (1Ο2), το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) και τη ρίζα του υδροξυλίου 

(ΟΗ.)  (Harman  1956;  Harman  1972).  Οι  ελεύθερες  ρίζες  παράγονται  από  τα 

μιτοχόνδρια,  τους  χλωροπλάστες  και  τα  υπεροξεισώματα  σαν  υποπροϊόντα  του 

φυσιολογικού  κυτταρικού  μεταβολισμού  και  θεωρούνται  τοξικά  λόγω  της 
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ικανότητάς  τους  να  προκαλούν  την  έναρξη  εκείνων  των  αντιδράσεων  που  θα 

προκαλέσουν  πρωτεϊνική  και  νουκλεοτιδική  ζημιά,  λιπιδιακή  οξείδωση  και  τελικά 

τον  θάνατο  (Green  and  Reed  1998;  Kranner  et  al.  2002).  Επίσης  ένας  μεγάλος 

αριθμός  δεδομένων δείχνει  ότι  οι  ελεύθερες  ρίζες  εμπλέκονται  στην  ρύθμιση  της 

κυτταρικής ανάπτυξης του φυτού  (Rodriguez et al. 2002; Carol et al. 2005; Gapper 

and Dolan 2006)  και  ότι αυτή η  λειτουργία  έχει  συσχετιστεί  με  την  ενεργοποίηση 

καναλιών ασβεστίου στην κυτταρική μεμβράνη  (Very and Davies 2000; Foreman et 

al. 2003). Ωστόσο η ακριβής μέτρηση της συσσώρευσης ελευθέρων ριζών, ιδιαίτερα 

του  Ο2
‐,  είναι  εξαιρετικά  δυσχερής.  Επομένως  η  ανάπτυξη  του  καινοτόμου 

βιοαισθητήρα ανοίγει νέες μεθοδολογικές προοπτικές προς αυτή την κατεύθυνση. 

 

Εώς  σήμερα  οι  βιοαισθητήρες  BERA  είχαν  χρησιμοποιηθεί  κυρίως  για 

εφαρμογές  στη  Γεωπονία,  όπως  είναι  η  ανίχνευση  φυτοφαρμάκων  σε  φρούτα, 

λαχανικά  και  γενικότερα  σε  διάφορα  γεωργικά  προϊόντα,  για  ανίχνευση  φυτικών 

και  ζωϊκών  ιών.  Όμως  η  μελέτη  φαινομένων  σε  κύτταρα  θηλαστικών, 

χρησιμοποιώντας αυτούς τους βιοαισθητήρες ποτέ δεν είχε μελετηθεί. Για αυτό και 

βασιζόμενοι  στη  διδακτορική  διατριβή  της Teresa Valero,  σε  νευρικά  κύτταρα  και 

πιο  συγκεκριμένα  κύτταρα  νευροβλαστώματος  Ν2α  μας  φάνηκε  ενδιαφέρουσα  η 

επιβεβαίωση της ικανότητας του βιοαισθητήρα BERA 6ης γενιάς, για την ανίχνευση 

Ο2
‐  σε  αυτό  το  μοντέλο.  Είναι  γνωστό  από  την  βιβλιογραφία  ότι  τα  κύτταρα 

νευροβλαστώματος  Ν2α  διαφοροποιούνται  με  διάφορους  χημικούς  παράγοντες 

όπως είναι το α‐λιποϊκό οξύ, το db‐cAMP, η φορσκολίνη, το ρετινοϊκό οξύ (Mackler 

et al. 2003; Shinjyo and Kita 2007; Radio and Mundy 2008; Wang et al. 2011). Επίσης 

είναι  γνωστό  ότι  κατά  τη  διαφοροποίηση  τα  κύτταρα  παράγουν  σε  αυξημένο 

επίπεδο ελευθέρες ρίζες (Schwamborn et al. 2004; Kemmerling et al. 2007; Shinjyo 

and Kita 2007; Wu et al. 2009; Vieira et al. 2011; Wang et al. 2011). Στη διδακτορική 

διατριβή  της  Teresa  Valero  περιλαμβάνεται  η  πλήρης  μελέτη  της  κυτταρικής 

διαφοροποίησης των κυττάρων Ν2α και του ρόλου των ελεύθερων ριζικών και πιο 

συγκεκριμένα του Ο2
‐, παραγόμενου από τα μιτοχόνδρια, σαν μεταγωγοί σημάτων 

για την διαφοροποίηση των νευρώνων.  

Σε  αυτή  τη  μελέτη  παρατηρήθηκε  αύξηση  των  ελευθέρων  ριζών  και  του 

μιτοχονδριακού  Ο2
‐  κατά  τη  νευρική  διαφοροποίηση  (Διδ.  Διατριβή  Valero).  Για 
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αυτό  το  λόγο  φάνηκε  ενδιαφέρον  να  μελετήσουμε  την  αποτελεσματικότητα  του 

βιοαισθητήρα BERA 6ης  γενιάς  στην  μέτρηση  του Ο2
‐  σε  ένα  πολύπλοκο  σύστημα 

όπως είναι τα νευρικά κύτταρα και να συγκρίνουμε τα αποτελέσματα με κλασικές 

μεθόδους, όπως είναι η κυτταρομετρία ροής. Τα αποτελέσματα του βιοαισθητήρα 

αλλά και της κυτταρομετρίας ροής ήταν απόλυτα συνυφασμένα μεταξύ τους. Και οι 

δύο μέθοδοι έδειξαν αύξηση του O2
− κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης, όπως 

εξάλλου έδειξαν και τα αποτελέσματα των ελευθέρων ριζών με την κυτταρομετρία 

ροής.  Οπότε  ο  βιοαισθητήρας  BERA  6ης  γενιάς  για  την  ανίχνευση  Ο2
‐  φαίνεται 

αξιόπιστος και το πλεονέκτημά του έναντι της κυτταρομετρίας ροής αλλά και άλλων 

ηλεκτροχημικών  (Manning  et  al.  1998;  Campanella  et  al.  2000;  Endo  et  al.  2002; 

Chang et al. 2005; Aitken et al. 2007; Henderson et al. 2009) ή οπτικών αισθητήρων 

(Henderson  and  Chappell  1993;  Degli  Esposti  2002)    είναι  ότι  μπορούμε  να 

καταγράψουμε  in  vitro  και  σε  πραγματικό  χρόνο  την  παραγωγή  Ο2
‐,  χωρίς  να 

επεμβούμε  στη  φυσιολογία  των  κυττάρων.  Η  χρήση  του  βιοαισθητήρα  BERA  6ης 

γενιάς αποτελεί μια γρήγορη, άμεση και ευαίσθητη μέθοδο ανίχνευσης Ο2
‐. 

 

Επίσης  σα  συνέχεια  της  εφαρμογής  του  βιοαισθητήρα  σε  πιο  πολύπλοκα 

βιολογικά συστήματα και ενδεχόμενη εφαρμογή του σα προγνωσική μέθοδο στην 

κλινική  ιατρική  δοκιμάστηκε  σε  ασθενείς  με  μετεγχειρητικό  στρες.  Σε  κλινικό 

επίπεδο έχει αποδειχτεί η συσχέτιση μεταξύ περίσσειας συγκέντρωσης του Ο2
‐ στο 

αίμα  και  μεταχειρουργικής  κατάστασης,  εγκεφαλικού  τραυματισμού  και 

σακχαρώδους  διαβήτη  (Crimi  et  al.  2006; Maiese  et  al.  2007).  Πιστεύεται  ότι  η 

πρόωρη  ανίχνευση  στις  αλλαγές  της  συσσώρευσης  του  Ο2
‐  μπορεί  να 

χρησιμοποιηθεί  για  την  πρόγνωση  της  πορείας  του  ασθενή.  Τα  τελευταία  χρόνια 

έχουν  αναπτυχθεί  κυρίως  οπτικοί  αισθητήρες  (Tarpey  et  al.  2004;  Zanetti  et  al. 

2005; Dai et al. 2006; Yamazaki et al. 2011), αλλά και ηλεκτροχημικοί  (Fujita et al. 

2009)  για  την  ανίχνευση  O2
‐  σε  ασθενείς.  Όμως  παρουσιάζουν  διάφορα 

μειονεκτήματα  όπως  είναι  ο  έμμεσος  τρόπος  ανίχνευσης  του  Ο2
‐,  η  μειωμένη 

ευαισθησία του συστήματος και ο  επεμβατικός  τρόπος εφαρμογή τους,  καθώς θα 

πρέπει  να σημανθεί  το δείγμα. Αντιθέτως με  τη χρήση του βιοαισθητήρα μας δεν 

επεμβαίνουμε  στη  φυσιολογία,  μετράμε  αμέσως  μετά  την  αιμοληψία  το 

παραγώμενο  Ο2
‐,  χωρίς  να  απαιτείται  κάποια  προεργασία.  Είναι  ένα  ιδιαίτερα 
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ευαίσθητο  και  γρήγορο  σύστημα.    Έχοντας  υπόψη  ότι  πρόσφατα  έγινε  εφικτό  η 

σάρωση σε μεγάλη κλίμακα αισθητήρων ΒΕRA για 96 δοκιμές σε περίπου 70 λεπτά 

(Perdikaris et al. 2011), εμφανίζεται η ευκαιρία της εφαρμογής του συστήματος στα 

σημεία άμεσης ανάγκης π.χ. νοσοκομεία για καθημερινή και γρήγορη χρήση. 

 

Εν  κατακλείδι,  η  παρούσα  μελέτη  αποτελεί  την  πρώτη  προσπάθεια  για  τη 

συστηματική  έρευνα  της  καινοτόμου  τεχνολογίας  της  μεμβρανικής  μηχανικής  με 

στόχο  την  κατασκευή  κυτταρικών  βιοαισθητήρων  εκλεκτικών ως  προς  ένα  μόριο‐

στόχο. Τρέχουσα έρευνα που πραγματοποιείται στο εργαστήριό μας εστιάζει στην 

διερεύνηση  του  μηχανισμού που «κρύβεται»  πίσω από  την  ηλεκτροεισαγωγή  της 

SOD  στους  αγώγιμους  πόρους  των  μεμβρανών  μέσω  προηγμένων 

ηλεκτροφυσιολογικών μεθόδων,  όπως επίσης και στη βελτίωση της ενσωμάτωσης 

της  SOD  στη  δομή  της  κυτταρικής  μεμβράνης  μέσω  χημικών  τροποποιήσεων  της 

πρωτεΐνης. Πιστεύουμε ότι αν και η εφαρμογή της μεμβρανικής μηχανικής για την 

κατασκευή  κυτταρικών  βιοαισθητήρων  βρίσκεται  σε  πρώιμο  στάδιο,  η  έως  τώρα 

απόδοση  και  συγκεκριμένα  η  ευαισθησία  του  αισθητήρα  αποτελούν  αρκετά 

ενθαρρυντικά στοιχεία για τη συγκεκριμένη τεχνολογία.  
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