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Μια µικρή ιστορική αποτίµηση  
του Προέδρου της Ε.Ε.Β.Ε. Καθηγητή Θ. Παταργιά και του Καθηγητή Ι. 
Μπέη (εκ µέρους της Οργανωτικής Επιτροπής του 28ου Συνεδρίου)  

 
 
Αγαπητοί Σύνεδροι, 
 
Το 28ο ετήσιο Συνέδριο της Ελληνικής Εταιρείας Βιολογικών Επιστηµών 
διοργανώνεται φέτος στα Ιωάννινα από 18-20 Μαΐου 2006. 
Η επιλογή των Ιωαννίνων, όπου εδρεύει το οµώνυµο Πανεπιστήµιο, ως τόπου 
διεξαγωγής του Συνεδρίου, ήταν επιβεβληµένη αφού εκτός της Ιατρικής Σχολής 
υπάρχει και ένα νέο τµήµα εξειδικευµένης βιολογικής κατεύθυνσης.  
Είναι σηµαντικό ότι το Συνέδριο αποτελεί χώρο συνάντησης φοιτητών (προ- και 
µεταπτυχιακών) από όλα τα βιολογικά αλλά και συναφή γνωστικά αντικείµενα. Και 
φαίνεται ότι πραγµατικά υπάρχει ένα αυξανόµενο ενδιαφέρον των φοιτητών γιατί 
κάθε χρόνο ο αριθµός των συµµετεχόντων (µε ερευνητική δουλειά ή όχι) συνεχώς 
αυξάνεται.  
Οι φετινές συµµετοχές προφορικών και πόστερς έχουν φτάσει τον αριθµό 226, ο 
οποίος υπολείπεται ελάχιστα του παραγωγικότερου συνεδρίου του 1997 (που έγινε 
στην Θεσσαλονίκη όταν ήταν Πολιτιστική Πρωτεύουσα της Ευρώπης) 
Η µικρή αποτίµηση των όσων έχει πετύχει η ΕΕΒΕ, µε τα συνέδρια που έχει 
διοργανώσει µέχρι σήµερα, αποδεικνύει την αλµατώδη πρόοδο των Βιολογικών 
Επιστηµών στη χώρα µας. 
Τη δεκαετία του ’70 η ΕΕΒΕ διοργάνωσε ένα µόνο συνέδριο (1979) στο οποίο 
παρουσιάστηκαν µόλις 41 εργασίες. Στην επόµενη δεκαετία (1980-1989) ο αριθµός 
των εργασιών που παρουσιάστηκαν ήταν περίπου 630, µε ένα µέσο όρο 70 
εργασίες/έτος.  
Τη δεκαετία του ‘90 (1990-1999) στα δέκα συνέδρια παρουσιάστηκαν 1400 
εργασίες, δηλαδή ο µέσος όρος διπλασιάστηκε και έφτασε τις 140 εργασίες/έτος. 
Τέλος στη δεκαετία που διανύουµε, στα 6 συνέδρια που έχουν διοργανωθεί (2000-
2006), παρουσιάστηκαν περίπου 1300 εργασίες (συµπεριλαµβανοµένων και των 
226 φετινών που θα παρουσιαστούν στα Ιωάννινα), ήτοι ο µέσος όρος ξεπέρασε 
τις 185 εργασίες/έτος και η προοπτική είναι µε τα επόµενα 3 συνέδρια (2007-
2009) να φτάσει τις 200 εργασίες/έτος. 
Έτσι είµαστε υποχρεωµένοι να διατηρήσουµε αµείωτο το ενδιαφέρον συµµετοχής 
και είναι σίγουρο πως το νέο ∆.Σ. της ΕΕΒΕ θα προσπαθήσει µε όλες του τις 
δυνάµεις για το καλλίτερο δυνατό. 
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Το συνέδριο, ως συνήθως, διακρίνεται σε δύο ενότητες, τις προφορικές 
παρουσιάσεις (12 κύριες οµιλίες και 14 σύντοµες ανακοινώσεις) και τις 
αναρτώµενες εκθέσεις (posters) που ανέρχονται σε 200 (!). 
Στο περυσινό Συνέδριο του Ναυπλίου, µε πρωτοβουλία του Υπεύθυνου κατάρτισης 
του προγράµµατος Καθηγητή Ι. Μπέη, εγκαινιάστηκε µια νέα διαδικασία ως προς 
την υποστήριξη των Posters, που ήταν ένα πάγιο αίτηµα των συµµετεχόντων από 
τα πρώτα συνέδρια. ∆ηλαδή, να µην υπάρχει «απλή ανάρτηση» αλλά «πραγµατική 
παρουσίαση» όπως άλλωστε αρµόζει σε αυτή την κατηγορία ανακοινώσεων που 
λόγω έλλειψης χρόνου, σε κάθε συνέδριο, δεν µπορούν να είναι προφορικές. 
Έτσι, τα 200 Posters έχουν οµαδοποιηθεί σε 10 ενότητες. Η κάθε ενότητα θα 
παρουσιάζεται σε συγκεκριµένο χρόνο ανάλογα µε τον αριθµό των Posters. Σε 
κάθε ενότητα ηγείται ειδικός συντονιστής που έχει επιλεγεί από την Ο.Ε. Κάθε 
poster θα παρουσιαστεί προφορικά από τον συγγραφέα που έχει την ευθύνη της 
ανακοίνωσης, για τρία λεπτά, χρησιµοποιώντας τέσσερις διαφάνειες PowerPoint. Ο 
Συντονιστής θα διευθύνει τη συζήτηση και στο τέλος όποιος επιθυµεί θα µπορεί 
να παρατηρεί το poster από κοντά και να έχει συζήτηση µε τους συγγραφείς του.  
Σας ευχόµαστε καλή διαµονή στα Ιωάννινα και καλή επιτυχία σε όλους όσοι θα 
παρουσιάσουν τη δουλειά τους. 

 
ΑΘΗΝΑ 14 ΑΠΡΙΛΙΟΥ 2006 
 
Καθηγητής Θ. Παταργιάς  
Καθηγητής Ι. Μπέης 
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ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΤΩΝ JNKs ΚΑΙ p38-MAPK/MSK1 ΣΤΗ ΡΥΘΜΙΣΗ 
ΤΩΝ ΕΠΙΠΕ∆ΩΝ mRNA ΤΗΣ ΟΞΥΓΕΝΑΣΗΣ ΤΗΣ ΑΙΜΗΣ  

(HOX-1) ΣΕ H9c2 ΚΥΤΤΑΡΑ 
 

Αγγελή I.K., Γαϊτανάκη Αικ. και I. Μπέης 
 

Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων και Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, Ε. & Κ. Πανεπιστήµιο 
Αθηνών, Πανεπιστηµιόπολη Ιλίσσια, 157 84 Αθήνα 

 
Ένα από τα σηµαντικότερα στρεσογόνα ερεθίσµατα στα οποία εκτίθενται 
τα καρδιακά κύτταρα είναι η επίδραση ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) π.χ. 
στην ισχαιµία. Η οξυγενάση της αίµης (HOX-1) έχει βρεθεί ότι προστατεύει 
τα κύτταρα έναντι του οξειδωτικού στρες οπότε µελετήθηκαν τα 
σηµατοδοτικά µονοπάτια που εµπλέκονται στη µεταγραφική ρύθµιση του 
γονιδίου της σε καρδιακούς µυοβλάστες H9c2. Παρατηρήθηκε 
παρατεταµένη αύξηση των επιπέδων mRNA της HOX-1 (έως και 24 ώρες) 
µετά από επίδραση 200µΜ H2O2 που µεγιστοποιήθηκε στις 6 ώρες. 
Παρουσία αναστολέων των JNKs (SP600125), p38-MAPK (SB203580) και 
MSK1 (Η89), διαπιστώθηκε αναστολή της παραπάνω απόκρισης. 
Παράλληλα, βρέθηκε µέγιστη φωσφορυλίωση και των τριών υποοικογε-
νειών των MAPKs στα 5-15 λεπτά επίδρασης µε H2O2. Μέγιστη 
ενεργοποίηση της MSK1 παρατηρήθηκε επίσης στα 15 λεπτά, η οποία 
παρουσία του SB203580 ανεστάλει πλήρως. Εξετάζοντας πιθανά 
υποστρώµατα της MSK1, ανιχνεύθηκε µέγιστη φωσφορυλίωση των  ATF2 
και cJun στα 30 και 60 λεπτά αντίστοιχα, απόκριση στην οποία εµπλέκονται 
οι JNKs και MSK1. Ανιχνεύθηκε επίσης σύµπλοκο της φωσφορυλιωµένης 
MSK1 µε τις φωσφορυλιωµένες µορφές των ATF2 και cJun. Καθώς ATF2 
και cJun συνιστούν µέλη του ΑΡ1 και µε δεδοµένη την παρουσία θέσης 
πρόσδεσης του AP1 στον υποκινητή της HOX-1, µελετήθηκε (EMSA) η 
δραστικότητα του συγκεκριµένου µεταγραφικού παράγοντα. Μέγιστη 
προσδετική ικανότητα του AP1 παρατηρήθηκε στα 60 λεπτά, η οποία και 
ανεστάλει παρουσία των SP600125 και Η89. Τα αποτελέσµατά µας 
καταδεικνύουν για πρώτη φορά την εµπλοκή των JNKs και p38-
MAPK/MSK1 στη µεταγωγή του σήµατος του οξειδωτικού στρες στη 
HOX-1, προάγοντας πιθανά την κυτταρική επιβίωση και διασφαλίζοντας 
την οµοιόσταση. 
 

Η παρούσα έρευνα χρηµατοδοτήθηκε από το πρόγραµµα ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ 
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INVOLVEMENT OF JNKS AND P38-MAPK / MSK1 PATHWAYS 
IN H2O2-INDUCED UPREGULATION OF HEME OXYGENASE-1 

mRNA IN H9c2 CELLS 
 

Aggeli I.K., Gaitanaki C., and I. Beis 
 

Dept. of Animal and Human Physiology, School of Biology, University of Athens, 
Panepistimiopolis Ilissia, 157 84 Athens 

 
One of the most important challenges that cardiomyocytes experience is an 
increase in the levels of ROS i.e. during ischemia and in the failing 
myocardium. HOX-1 has been found to protect cells against oxidative 
damage, therefore we decided to study the signaling cascades involved in its 
transcriptional regulation. HOX-1 mRNA levels were maximally induced 
after 6h treatment of H9c2 cells with 200 µΜ H2O2 and remained elevated 
for at least 24h. Inhibition of JNKs (SP600125), p38-MAPK (SB203580) 
and MSK1 (H89) pathways reduced HOX-1 mRNA levels. In parallel, we 
observed that all 3 subfamilies of the MAPKs attained their maximal 
phosphorylation levels at 5-15min of H2O2 treatment, with MSK1 also being 
maximally phosphorylated at 15min. H2O2-induced MSK1 phosphorylation 
was completely abrogated in the presence of SB203580. In an effort to 
define possible substrates of MSK1 we found that ATF2 as well as cJun 
phosphorylation were equally induced after 30min and 60min, respectively, 
a response inhibited by SP600125 and H89, indicating the involvement of 
JNKs and MSK1 in the observed response. We also detected a potential 
signaling complex composed of either p-MSK1 and p-cJun or p-MSK1 and 
p-ATF2. ATF2 and cJun are known AP1 components. Given the presence of 
an AP-1 site in HOX-1 promoter region, the activity of AP1 transcription 
factor was examined. EMSA assays performed, showed a maximal 
upregulation of AP1 binding activity after 60min of H2O2 treatment which 
was significantly inhibited by SP600125 and H89. Our results show for the 
first time the potential role of JNKs, p38-MAPK, and MSK1 in the 
mechanism of transducing the oxidative stress-signal to HOX-1, possibly 
promoting cell survival and preserving homeostasis. 
 

This work was funded by PYTHAGORAS I grant (70/3/7399). 
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ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΠΡΟΤΥΠΟΥ ΚΑΤΑΝΟΜΗΣ ΤΩΝ ΙΣΟΜΟΡΦΩΝ 
ΤΗΣ ΣΥΝ∆ΕΤΙΚΗΣ ΙΣΤΟΝΗΣ Η1 ΚΑΤΑ ΤΗΝ ∆ΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΗ 
ΚΑΙ ΑΠΟ∆ΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΗ ΦΥΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΚΑΘΩΣ ΚΑΙ 

ΥΠΟ ΤΗΝ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΦΥΤΟΟΡΜΟΝΩΝ 
 

Αλατζάς Α. και A. Φουντούλη 
 

Εργαστήριο Βιολογίας Ανάπτυξης, Τοµέας Γενετικής, Ανάπτυξης και Μοριακής Βιολογίας, 
Τµήµα Βιολογίας Α.Π.Θ. 

 
Μελετήθηκαν οι ισοµορφές της συνδετικής ιστόνης Η1 στις τρείς αναπτυξιακές ζώνες 
(µεριστωµατική ζώνη, ζώνη επιµήκυνσης και ζώνη διαφοροποίησης) της ρίζας του φυτού Zea 
mays. Αποµονώθηκαν ιστόνες από κάθε αναπτυξιακή ζώνη ξεχωριστά, διαχωρίστηκαν µε 
δισδιάστατη ηλεκτροφόρηση AUT/AUC-PAGE και έγινε ανοσοανίχνευση της ολικής Η1, 
των κύριων ισοµορφών Η1Α και Η1Β και της ισοµορφής Η1ο.  Παράλληλα, αναλύθηκαν µε 
τον ίδιο τρόπο ιστόνες που αποµονώθηκαν από φυτά που αναπτύχθηκαν παρουσία αυξίνης 
και γιββεριλλίνης καθώς και ιστόνες που αποµονώθηκαν από καλλιέργειες κάλλων, οι οποίοι 
είχαν αναπτυχθεί από τµήµατα της ρίζας που αντιπροσώπευαν τις τρείς αναπτυξιακές ζώνες. Η 
ανάλυση των πηκτών έγινε µε τη βοήθεια Η/Υ και υπολογίστηκε η ποσοσταία συµµετοχή της 
κάθε ισοµορφής στην τάξη των συνδετικών ιστονών. Τέλος, έγινε ανοσοϊστοχηµική 
ανίχνευση των ισοµορφών της Η1 σε τοµές της ρίζας για να προσδιορισθούν οι ιστοί όπου 
εντοπίζεται η κάθε µια από αυτές. Η ανάλυση των πηκτών έδειξε ότι η ποσοστιαία συµµετοχή 
της ισοµορφής Η1ο αυξάνεται στη ζώνη διαφοροποίησης, ενώ κατά την αποδιαφοροποίηση 
των κυττάρων σε καλλιέργειες κάλλων, η ποσοστιαία συµµετοχή των ισοµορφών είναι 
παρόµοια µε αυτή της µεριστωµατικής ζώνης. Το πρότυπο κατανοµής των ισοµορφών της 
Η1 µεταβάλλεται ριζικά κατά την επίδραση αυξίνης, όπου παρατηρείται σηµαντική αύξηση 
της ποσοστιαίας συµµετοχής της Η10 και στις τρεις αναπτυξιακές ζώνες και λιγότερο κατά την 
επίδραση γιββεριλλίνης, όπου µεταβάλλεται η σχετική αναλογία µεταξύ των κύριων 
ισοµορφών της Η1. Οι παρατηρούµενες µεταβολές στη συµµετοχή των διαφόρων 
ισοµορφών της ιστόνης  Η1 πιθανόν να οφείλονται στη διαφορετική φυσιολογική κατάσταση 
των κυττάρων κάθε αναπτυξιακής ζώνης, τόσο στους µάρτυρες, όσο και κατά την επίδραση 
φυτοορµονών. Η αυξηµένη ποσοστιαία συµµετοχή της ισοµορφής Η10 στη ζώνη 
διαφοροποίησης καθώς και κατά την επίδραση αυξίνης, η οποία επάγει στη ρίζα φαινόµενα 
διαφοροποίησης,  υποδηλώνει τη σχέση της παραπάνω ισοµορφής µε τη διαφοροποίηση των 
κυττάρων, µία σχέση που έχει ήδη αποδειχθεί και σε άλλα βιολογικά συστήµατα. Αντίθετα, 
στα κύτταρα των κάλλων, η φυσιολογική κατάσταση των οποίων είναι παρόµοια µε αυτή των 
µεριστωµατικών κυττάρων, το πρότυπο κατανοµής των ισοµορφών της συνδετικής ιστόνης 
είναι παρόµοιο µε αυτό της µεριστωµατικής ζώνης.   
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DISTRIBUTION OF LINKER HISTONE H1 VARIANTS DURING 
PLANT CELL DIFFERENTIATION, DEDIFFERENTIATION AND 

PLANT HORMONE TREATMENT 
 

Alatzas A., and A. Foundouli 
 

Laboratory of Developmental Biology, Department of Genetics, Development & Molecular 
Biology, School of Biology, Aristotle University of Thessaloniki 

 
The developmental zones in the root of Zea mays (meristematic zone, 
elongation zone and differentiation zone) can be easily identified and 
isolated. Histones from each zone were isolated, separated by two-
dimensional AUT/AUC-PAGE and linker histones were immunodetected. 
Additionally, histones were isolated from roots treated either with auxin or 
gibberillin and from callus cultures, propagated from root segments of the 
three developmental zones and analyzed as mentioned above. Gels were 
scanned and analyzed by means of computer and each variant ratio was 
estimated within the linker histone class. Finally, immunohistochemical 
detection of H1 variants in root sections was used in order to determine the 
tissues containing each variant. According to gel analysis, the ratio of linker 
histone variant H10 is increased in samples derived from the differentiation 
zone, while in samples derived from callus cultures the linker histone 
variants distribution is similar to meristematic zone. The H1 variants 
distribution is altered dramatically in roots treated with auxin, where H10 
ratio is increased in samples derived from any of the three developmental 
zones, and in lesser extent in roots treated with gibberillin, where the main 
variants ratios are altered. The alterations of linker histone variants 
distribution which are observed in the developmental zones of maize root 
maybe correlated to the different physiological state of the plant cells. 
Increased ratio of H10 in differentiation zone and also in roots treated with 
auxin, which is known to promote root differentiation, may be associated 
with cell differentiation, a correlation that already has been established in 
various organisms. In callus culture, where cells behave like meristematic 
cells, linker histone variants distribution is similar to meristematic zone.     
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ΑΝΆΠΤΥΞΗ ΤΟΥ ΘΕΡΜΌΦΙΛΟΥ ΜΎΚΗΤΑ SPOROTRICHUM 
THERMOPHILE ΣΕ ΣΤΕΡΕΈΣ ΚΑΛΛΙΈΡΓΕΙΕΣ ΑΠΟΒΛΉΤΩΝ 

∆ΙΦΑΣΙΚΟΎ ΕΛΑΙΟΤΡΙΒΕΊΟΥ 
 

Ανασοντζής Γ.Ε., Ταλαµάγκας Α., Καραγκούνη Α., Χατζηνικολάου ∆.Γ.   
 

Οµάδα Μικροβιολογίας, Τοµέας Βοτανικής, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθήνας, 
Πανεπιστηµιούπολη, 157 81 Ζωγράφου, Αττική E-mail: xatzdim@biol.uoa.gr 

 
Τα απόβλητα της ελαιοπαραγωγικής διαδικασίας αποτελούν ένα σηµαντικό 
πρόβληµα για τις µεσογειακές χώρες. Με τα νέα συστήµατα εξαγωγής 
ελαιολάδου (διφασικά), βρισκόµαστε αντιµέτωποι µε ένα νέο είδος 
αποβλήτου, το ξηρό απόβλητο υψηλής υγρασίας (ΞΑΥΥ), για το οποίο οι 
υπάρχουσες µέθοδοι επεξεργασίας είναι ακατάλληλες ή ανεπαρκείς. Οι 
καλλιέργειες στερεάς κατάστασης προβάλουν ως µια πολλά υποσχόµενη 
λύση τόσο για την ελάττωση του ρυπαντικού φορτίου όσο και για την 
αξιοποίηση των ΞΑΥΥ των διφασικών ελαιουργείων. Παρατηρήσαµε ότι ο 
θερµόφιλος ασκοµύκητας Sporotrichum thermophile, και συγκεκριµένα το 
στέλεχος ATCC 28811, καθώς και ο µεσόφιλος µύκητας Penicillium 
chrysogenum, έχουν την ικανότητα να αναπτύσσονται µε ιδιαίτερα 
ικανοποιητικό βαθµό σε στερεές καλλιέργειες ΞΑΥΥ, γεγονός που τους 
καθιστά υποψήφιους για την περαιτέρω επεξεργασία και αξιοποίηση των εν 
λόγω αποβλήτων. Η ικανότητα δε του πρώτου να παράγει θερµοσταθερά 
ένζυµα τον κάνει ιδιαίτερα ελκυστικό από βιοτεχνολογική άποψη. Στην 
εργασία αυτή, παρουσιάζονται τα πρώτα αποτελέσµατα της έρευνάς µας 
σχετικά µε την αριστοποίηση των συνθηκών ανάπτυξης του S. thermophile 
σε στερεές καλλιέργειες ΞΑΥΥ. Ως παράµετρος εκτίµησης της αύξησης 
του µικροοργανισµού, επιλέχθηκε η µέτρηση της ενεργότητας των 
παραγόµενων εξωκυτταρικών υδρολυτικών ενζύµων. Καταβλήθηκε 
προσπάθεια ανίχνευσης ενός σηµαντικού αριθµού επιλεγµένων ενζυµικών 
ενεργοτήτων στα εκχυλίσµατα στερεών καλλιεργειών. Ανιχνεύτηκαν 
σηµαντικά επίπεδα ενδοξυλανάσης, ενδογλυκανάσης και αµυλάσης τα 
οποία συσχετίζονται µε το ρυθµό αύξησης του µύκητα. Με βάση τα 
παραπάνω, µελετήθηκε η επίδραση του pH, της θερµοκρασίας και της 
προσθήκης αλάτων στην αύξηση. 
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GROWTH STUDIES OF THE THERMOPHILIC FUNGUS 
SPOROTRICHUM THERMOPHILE IN SOLID STATE  
CULTURES OF BIPHASIC OLIVE-MILL WASTES 

 
Anasontzis G.Ε., Talamagas A., Karagouni A.D., Hatzinikolaou D.G. 

  
Microbiology Group, Sector of Botany, Department of Biology, University of Athens, 

University Campus, 157 81 Zografou, Greece E-mail: (xatzdim@biol.uoa.gr) 
 

The waste disposal from olive oil extraction processes has recently started to 
puzzle olive oil producing countries. Probably the most difficult to deal 
form of olive-mill wastes are the liquid ones. However, as new extraction 
processes are being developed, we have to cope with a totally new form of 
waste, the two-phase olive mill waste of high humidity (TPOMW) for 
which very few treatment processes have been developed and thoroughly 
evaluated. Within this framework, solid state fermentations appear to be a 
promising solution for the reduction of the polluting load as well for the 
biotechnological exploitation of TPOMW. We observed that the 
thermophilic fungus Sporotrichum thermophile, and specifically the strain 
ATCC 28811, as well as a strain of the mesophilic fungus Penicillium 
chrysogenum, have the ability to grow at satisfactory levels on solid state 
cultures of TPOMW, a fact that renders both strains very promising 
candidates for the treatment and utilization of this waste type. However, the 
ability of S. thermophile to additionally produce thermostable enzymes 
makes this microorganism a more attractive choice from a biotechnological 
viewpoint. In this study, we are presenting our initial experimental results 
concerning growth optimization studies in solid state cultures of S. 
thermophile on TPOMW. For the evaluation of microorganism’s growth we 
chose the determination of certain extracellular hydrolytic enzyme activities. 
We tried to detect a significant number of selected enzyme activities in the 
aqueous extracts of the above cultures. Significant levels of endoglucanase, 
endoxylanase and amylase were detected which were correlated with the 
microorganism’s growth rate. Based on these results, we studied the effects 
of culture temperature and initial pH as well as the effect of certain 
inorganic salts addition on the growth of the fungus.  
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ΑΝΑΣΤΟΛΗ ΤΗΣ HSP90 ΣΤΟΝ ΚΑΡΚΙΝΟ ΤΗΣ ΟΥΡΟ∆ΟΧΟΥ 
ΚΥΣΤΗΣ 

 
Αναστασίου ∆.1, Πρατσίνης Χ.1, Λιβαδάς Κ.2, Αλιβιζάτος Γ.2,  

Κλέτσας ∆.1 και Γ. Βουτσινάς1 
 

1Ινστιτούτο Βιολογίας, ΕΚΕΦΕ «∆ηµόκριτος», 2Β’ Ουρολογική Κλινική Παν. Αθηνών, Νοσ. 
Σισµανόγλειο, Αθήνα 

 
Ο καρκίνος της ουροδόχου κύστης είναι η πέµπτη συχνότερη κακοήθεια 
στους δυτικούς πληθυσµούς. Ένα σηµαντικό ζήτηµα στην διαχείριση του 
καρκινώµατος του µεταβατικού επιθηλίου είναι η χαµηλή ευαισθησία στη 
χηµειοθεραπεία και τα υψηλά ποσοστά υποτροπής µετά την διουρηθρική 
εκτοµή. Εποµένως, η µελέτη των µοριακών µηχανισµών της 
ανθεκτικότητας στη χηµειοθεραπεία είναι ιδιαίτερης σηµασίας. Είναι 
γνωστό ότι η µοριακή συνοδός Hsp90 παίζει βασικό ρόλο στη ρύθµιση 
σηµατοδοτικών µονοπατιών, όπως αυτό της  PI3K-Akt, το οποίο 
εµπλέκεται στην έναρξη και πρόοδο του καρκίνου. Η λειτουργικότητα της 
Hsp90 είναι αποφασιστικής σηµασίας για την σταθεροποίηση και τη 
λειτουργικότητα της Akt, µιας κινάσης σερίνης/ θρεονίνης που µεσολαβεί 
σε µια πληθώρα βιολογικών διαδικασιών που σχετίζονται µε τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασµό και την απόπτωση. Η geldanamycin (GA) είναι ένας 
ειδικός αναστολέας της Hsp90. Στην εργασία αυτή, µελετήθηκε η επίδραση 
της αναστολής αυτής της Hsp90 στην κυτταρική επιβίωση στις καρκινικές 
σειρές της ουροδόχου κύστης RT4, RT112 (βαθµός διαφοροποίησης I) και 
T24 (βαθ. διαφ. III). Η επέµβαση µε GA είχε ως αποτέλεσµα τον 
δοσοεξαρτώµενο κυτταρικό θάνατο σε όλες τις κυτταρικές σειρές, ενώ η 
επιπλέον προσθήκη IGF-I δεν είχε καµία επίδραση, γεγονός που αποτελεί 
ένδειξη ότι ο στόχος της αναστολής µέσω Hsp90 βρίσκεται καθοδικά του 
IGF-I. Ακολούθως, µελετήθηκε η επίδραση της αναστολής της Hsp90 στην 
έκφραση προ-αποπτωτικών και αντι-αποπτωτικών µορίων σε επίπεδο 
mRNA. Επέµβαση µε GA στις ίδιες κυτταρικές σειρές έδειξε ελάττωση της 
έκφρασης των αντι-αποπτωτικών µορίων survivin, XIAP και c-IAP1, ενώ 
δεν είχε καµία επίδραση στο αντι-αποπτωτικό µόριο FLIP ή στα προ-
αποπτωτικά µέλη της οικογενείας των κασπασών, κασπάση-8, -9 και -10. 
Τα νέα στοιχεία αυτά ενδέχεται να οδηγήσουν σε καλύτερη κατανόηση της 
ανθεκτικότητας στη χηµειοθεραπεία και σε εναλλακτικά πρωτόκολλα για 
την θεραπεία του καρκίνου της ουροδόχου κύστης. 
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INHIBITION OF HSP90 IN BLADDER CANCER 
 

Anastasiou D.1, Pratsinis H.1, Livadas K.2, Alivizatos G.2, Kletsas D.1, 
and G. Voutsinas1 

 

1Institute of Biology, NCSR “Demokritos”, 22nd Department of Urology, Medical School, 
University of Athens, Sismanoglio Hospital, Athens, Greece 

 
Bladder cancer is the fifth most prevalent malignancy in the western 
population. A major issue in the management of transitional cell carcinoma 
of the bladder is low sensitivity to chemotherapy and high percentage of 
recurrence after transurethral resection. Therefore, the study of molecular 
mechanisms of drug resistance is of major importance for this cancer type. 
Molecular chaperone Hsp90 is known to play an important role in the 
regulation of signal transduction pathways, such as the PI3K-Akt pathway, 
which is involved in cancer initiation and progression. Hsp90 functionality 
is crucial for stabilization and function of Akt, a serine/threonine kinase 
known to mediate a multitude of biological actions involved in cell 
proliferation and apoptosis.Geldanamycin (GA) is a specific inhibitor of 
Hsp90, known to interfere with Akt signaling. In this work, we have studied 
the effects of Hsp90 inhibition by GA on cell survival, using RT4 (grade I), 
RT112 (grade I) and T24 (grade III) bladder cancer cell lines. Treatment 
with GA resulted in dose-dependent cell death in all the cell lines used, 
whereas treatment with GA accompanied by an induction of the PI3K-Akt 
pathway by addition of IGF-I had no influence on the dose-dependent 
percentage of cell death in all the cell lines used, indicating that the target of 
Hsp90 inhibition is found downstream of IGF-I. Then, we have studied the 
effects of Hsp90 inhibition on the mRNA expression of specific pro-
apoptotic and anti-apoptotic molecules. Treatment of the same bladder 
cancer cell lines by GA has shown a decreased expression of the anti-
apoptotic molecules survivin, XIAP and c-IAP1 at the mRNA level, while it 
had no effect on the anti-apoptotic molecule FLIP or the pro-apoptotic 
members of the caspase family, caspase-8, caspase-9 and caspase-10. These 
results give further edges for investigation in this research area, which may 
lead to a better understanding of drug resistance as well as to new 
alternatives in the treatment of bladder cancer. 
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ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΑΝΩΤΕΡΩΝ ΟΡΙΩΝ ΑΝΟΧΗΣ ΣΤΗ 
ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ ΣΤΟ ΘΑΛΑΣΣΙO ∆ΙΘΥΡO MYTILUS 

GALLOPROVINCIALIS. ΒΙΟΧΗΜΙΚΕΣ ΚΑΙ ΜΕΤΑΒΟΛΙΚΕΣ 
ΑΠΟΚΡΙΣΕΙΣ 

 
 Ανέστης Α., Λάζου A. και Β. Μιχαηλίδης 

 
Εργαστήριο Φυσιολογίας Ζώων, Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Σχολή Θετικών 

Επιστηµών, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης 
 

Η θερµοκρασία του περιβάλλοντος επηρεάζει λειτουργίες σε κάθε επίπεδο 
βιολογικής οργάνωσης, όπως τη γονιδιακή έκφραση, τον τύπο του 
µεταβολισµού και ακόµα την ηθολογία και τη γεωγραφική κατανοµή των 
οργανισµών. Μία από τις κύριες αποκρίσεις των κυττάρων σε υψηλές 
θερµοκρασίες είναι η επιλεκτική ενίσχυση της έκφρασης των πρωτεϊνών 
θερµικού πλήγµατος (heat shock proteins, hsps). Σκοπός της παρούσας 
εργασίας είναι ο προσδιορισµός των ανώτερων ορίων ανοχής στη 
θερµοκρασία, πέρα από τα οποία επηρεάζεται αρνητικά η ικανότητα 
αερόβιας οξείδωσης του Mytilus galloprovincialis. Άτοµα του είδους M. 
galloprovincialis εγκλιµατίστηκαν σε ενυδρεία µε θαλασσινό νερό όπου η 
θερµοκρασία είχε ρυθµιστεί στους 20° C 24° C, 26° C, 28° C και 30° C 
αντίστοιχα για 30 ηµέρες. Κάθε 5 ηµέρες γινόταν λήψη των ιστών για τον 
προσδιορισµό της έκφρασης των hsps 70 και 90 kDa, της ενεργοποίησης 
των p38 ΜΑΡΚ και JNKs και της µέγιστης δραστικότητας των 
γλυκολυτικών ενζύµων κινάση του πυροσταφυλικού οξέος, αλδολάση και 
εξοκινάση σύµφωνα µε γνωστές µεθόδους. Τα αποτελέσµατα δείχνουν µια 
διαφοροποίηση στην έκφραση των hsps  και στην ικανότητα της αερόβιας 
παραγωγής του ΑΤΡ σε σχέση µε την θερµοκρασία εγκλιµατισµού. 
Συγκεκριµένα, οι hsps εκφράζονται ισχυρά µετά τους 26oC, ενώ η µείωση 
της αερόβιας οξείδωσης και η έναρξη της αναερόβιας παραγωγής ΑΤΡ 
αρχίζει ήδη µετά τους 22oC. Η έκφραση των hsps σχετίζεται µε 
σηµατοδοτικά µονοπάτια, στα οποία µπορεί να εµπλέκονται κινάσες της 
υπεροικογένειας των ΜΑΡ κινασών. Φαίνεται ότι οι ανώτερες 
θερµοκρασίες, µετά τις οποίες παρατηρούνται σηµαντικές µεταβολές στην 
φυσιολογία των θαλάσσιων δίθυρων, µπορούν να προσδιορισθούν όχι µόνο 
από την έκφραση των hsps, αλλά και από τις µεταβολές στο πρότυπο του 
µεταβολισµού.  
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DETERMINATION OF THE UPPER THERMAL LIMITS IN THE 
MARINE BIVALVE MYTILUS GALLOPROVINCIALIS.  

BIOCHEMICAL AND METABOLIC RESPONSES 
 

Anestis A., Lazou A., and B. Michaelidis 
 

Laboratory of Animal Physiology, Department of Zoology, School of Biology, Faculty of 
Science, Aristotle University of Thessaloniki 

 
Environmental temperature has a strong effect on ectothermic animals and 
affects functions at every level of biological organization, from gene 
expression and metabolic type to ethology and geographical distribution. 
One of the main cell responses to high temperatures is the differential 
induction of heat shock proteins (hsps). The aim of the present work was to 
determine the upper thermal limits, over which the aerobic capacity of 
marine bivalves is downregulated. Specifically, mussels were divided into 
five groups and they acclimated at aquariums at 20°C, 24°C, 26°C, 28°C 
and 30°C respectively for 30 days. Every 5 days, mussels were drawn out, 
tissues were dissected and the levels of hsp70 and hsp90, the activation of 
p38 MAPK and JNKs and the maximal activity of glycolytic enzymes 
Pyruvate Kinase, Aldolase and Hexokinase were determined according to 
known methods. Our results show a variation in the expression of hsps and 
aerobic ATP production in terms of acclimation temperature. Especially, 
hsps are strongly induced over 26oC, while the reduction of aerobic capacity 
and the increase of anaerobic ATP production starts already over 22oC. The 
expression of hsps is possibly associated to signal transduction pathways 
that implicate MAPKs. It seems that upper thermal limits, over which we 
can observe significal changes in the physiology of marine bivalves, can be 
determined not only by the expression of hsps but also by changes in the 
type of metabolism.  
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ΒΙΟΧΗΜΙΚΕΣ ΑΠΟΚΡΙΣΕΙΣ ΣΤΟ ΒΕΝΘΙΚΟ ∆ΙΘΥΡO MODIOLUS 
BARBATUS. ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΑΝΩΤΕΡΩΝ ΟΡΙΩΝ 

ΑΝΟΧΗΣ ΣΤΗ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ 
 

Ανέστης Α., Λάζου A. και Β. Μιχαηλίδης 
 

Εργαστήριο Φυσιολογίας Ζώων, Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Σχολή Θετικών 
Επιστηµών, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης 

 
Είναι γνωστό ότι η θερµοκρασία του περιβάλλοντος επηρεάζει λειτουργίες 
σε κάθε επίπεδο βιολογικής οργάνωσης, από τη γονιδιακή έκφραση και τον 
τύπο του µεταβολισµού, έως την ηθολογία των οργανισµών και τη 
γεωγραφική κατανοµή τους. Μία από τις κύριες αποκρίσεις των κυττάρων 
στο στρες υψηλής θερµοκρασίας είναι η επιλεκτική ενίσχυση της έκφρασης 
των πρωτεϊνών θερµικού πλήγµατος (heat shock proteins, hsps) καθώς και 
άλλων πρωτεϊνών που σχετίζονται µε την έκφρασή τους, όπως είναι οι ΜΑΡ 
κινάσες. Άτοµα µε διαφορετική γεωγραφική κατανοµή ενδεχοµένως 
διαφοροποιούνται όσον αφορά στις ελάχιστες θερµοκρασίες έκφρασης των 
hsps. Στην εργασία αυτή προσδιορίσθηκαν τα ανώτερα όρια της 
θερµοκρασίας, πέρα από τα οποία επάγεται η έκφραση των hsps στο 
βενθικό είδος. Συγκεκριµένα, άτοµα του είδους Modiolus barbatus 
εγκλιµατίστηκαν σε ενυδρεία, όπου η θερµοκρασία είχε ρυθµιστεί στους 
20° C 24° C, 26° C, 28° C και 30° C αντίστοιχα για 30 ηµέρες. Κάθε 5 
ηµέρες γινόταν λήψη των ιστών για τον προσδιορισµό της έκφρασης των 
hsps 70 και 90 kDa και της ενεργοποίησης των p38 ΜΑΡΚ και JNKs. 
Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, φαίνεται ότι η έκφραση των hsps και 
ιδιαίτερα αυτών της οικογένειας hsp70 στους ιστούς του M. barbatus 
αρχίζει µετά τους 20οC. Αντίθετα σε δίθυρα, όπως το Mytilus 
galloprovincialis που ζουν στην µεσοπαραλιακή ζώνη, όπου επικρατούν 
υψηλότερες θερµοκρασίες, η έκφραση των hsp70 αρχίζει µετά τους 26οC. Η 
διαφορετική αυτή έκφραση των hsps σε θαλάσσια είδη δίθυρων µε 
διαφορετική κατακόρυφη κατανοµή είναι αποτέλεσµα της γενετικής τους 
σύστασης και της εξελικτικής τους ιστορίας και αποκαλύπτει διαφορές 
µεταξύ των θαλάσσιων δίθυρων όσον αφορά τα ανώτερα όρια ανοχής στη 
θερµοκρασία του περιβάλλοντος. Στα πλαίσια της αύξησης της µέσης 
παγκόσµιας θερµοκρασίας αυτό σηµαίνει ότι είδη µε χαµηλότερα όρια 
ανοχής στη θερµοκρασία θα επηρεασθούν γρηγορότερα.   
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BIOCHEMICAL RESPONSES IN THE SUBLITTORAL BIVALVE 
MODIOLUS BARBATUS. DETERMINATION OF THE UPPER 

THERMAL LIMITS 
 

Anestis A., Lazou A., and B. Michaelidis 
 

Laboratory of Animal Physiology, Department of Zoology, School of Biology, Faculty of 
Science, Aristotle University of Thessaloniki 

 
Environmental temperature has a strong effect on ectothermic animals and 
affects functions at every level of biological organization, from gene 
expression and metabolic type to ethology and geographical distribution. 
One of the main cell responses to high temperatures is the differential 
induction of heat shock proteins (hsps), which is possibly associated to 
signal transduction pathways that implicate MAPKs. The aim of the present 
work was to determine the upper thermal limits, over which hsps are 
induced in the sublittoral bivalve Modiolus barbatus. Specifically, mussels 
were divided into five groups and they acclimated at aquariums at 20°C, 
24°C, 26°C, 28°C and 30°C respectively for 30 days. Every 5 days, mussels 
were drawn out, tissues were dissected and the levels of hsp70 and hsp90 
and the activation of p38 MAPK were determined according to known 
methods. According to our results, it seems that the expression of hsps and 
especially of hsp70 in tissues of M. barbatus starts over 20οC. On the 
contrary, in bivalves of the intertidal zone, like Mytilus galloprovincialis, 
which face higher temperatures, the expression of hsps starts over 26οC. The 
different expression of hsps in marine bivalves with different vertical 
distribution has a genetic basis and reveals differences in the upper thermal 
limits of these species. In terms of the increasing universal temperature, it 
can be predicted that species with lower thermal tolerance limits will be 
affected earlier than the others.  
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ΑΠΡΟΣ∆ΟΚΗΤΗ ΑΥΞΗΣΗ ΤΟΥ ΓΛΗΝΙΟΥ, Tinca tinca (Linnaeus, 
1758) ΜΕΤΑ ΤΗ ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΤΟΥ ΑΠΟ ΤΗΝ ΤΣΕΧΙΑ ΣΤΗΝ 

ΕΛΛΑ∆Α 
 

Αντωνοπούλου Ε.1, Τσίκληρας Α.1, Tσουµάνη Μ.2, Λεονάρδος Ι.2  
 

1Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης, Θ 134, 
541 24, Θεσσαλονίκη, Εmail: eantono@bio.auth.gr 

2Εργαστήριο Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογικών Εφαρµογών και Τεχνολογιών, Πανεπιστήµιο 
Ιωαννίνων, 45 110, Ιωάννινα 

 
Το γλήνι, Tinca tinca (Linnaeus, 1758), είναι ψάρι του γλυκού νερού που 
ζει στις λίµνες και τα ποτάµια της Ευρώπης και σε πολλές 
κεντροευρωπαϊκές χώρες καλλιεργείται εντατικά. Στην Ελλάδα η εξάπλωσή 
του τα τελευταία χρόνια είναι περιορισµένη. Στην εργασία αυτή ερευνήθηκε 
η αύξηση των νεαρών ατόµων του γληνιού στα ελληνικά νερά µετά τη 
µεταφορά τους από µονάδα καλλιεργειών του Πανεπιστηµίου του Vodnany 
της Τσεχίας. Τα άτοµα εκκολάφθηκαν τον Ιούνιο 2003 και µεταφέρθηκαν 
στην Ελλάδα τον Ιούνιο 2005, σε ηλικία 2 ετών. Πριν την εγκατάστασή 
τους σε χωµάτινες δεξαµενές της ∆ηµοτικής Επιχείρησης Λίµνης Ιωαννίνων 
που τροφοδοτούνται από τη λίµνη Παµβώτιδα, το µέσο βάρος των γληνιών 
ήταν 64.21±0.18 g και το µέσο ολικό µήκος τους 10.03±0.03 cm. Η 
µέτρηση της αύξησης έδειξε ότι, παρά τη µεγάλη ενδοπληθυσµιακή 
ποικιλοµορφία στο µέγεθος, το γλήνι στη λίµνη Παµβώτιδα επιτυγχάνει 
εµπορεύσιµο µέγεθος (ολικό µήκος: 23.2±0.41 cm) και βάρος (ολικό βάρος: 
173.1±9.5 g) µέσα σε 6 µήνες. Tο γλήνι στην Τσεχία υπολογίζεται ότι 
χρειάζεται περίπου δυο ακόµη έτη για να φτάσει σε εµπορεύσιµο µέγεθος. 
Οι παράµετροι σίτισης διατηρήθηκαν σταθερές και παρόµοιες µε αυτές πριν 
τη µεταφορά. Έτσι, η µεγάλη αυτή διαφορά στην αύξηση, που έχει µεγάλες 
οικονοµικές προεκτάσεις, πιθανώς οφείλεται στην υψηλότερη µέση µηνιαία 
θερµοκρασία των ελληνικών νερών (εύρος 3.1-25.95 oC) σε σύγκριση µε τα 
νερά της Τσεχίας που παραµένουν παγωµένα για 4-5 µήνες το χρόνο. Κατά 
τη διάρκεια της έρευνας, η θερµοκρασία, που παίζει σηµαντικό ρόλο στην  
αύξηση των ποικιλόθερµων οργανισµών, παρουσίασε πτώση από 24.88 oC 
(µέση τιµή Ιουνίου) σε 10.90 oC (µέση τιµή Νοεµβρίου).   
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UNEXPECTED GROWTH PERFORMANCE OF TENCH, Tinca tinca 
(Linnaeus, 1758) FOLLOWING ITS TRANSPORTATION FROM 

CZECH REPUBLIC TO GREECE 
 

Antonopoulou Ε.1, Tsikliras Α.1, Tsoumani M.2, Leonardos Ι.2   
 

1Department of Zoology, School of Biology, Aristotle University of Thessaloniki, UP Box 
134, 541 24, Thessaloniki Email: eantono@bio.auth.gr 

2Laboratory of Zoology, Department of Biological Applications and Technologies, 
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The tench, Tinca tinca (Linnaeus, 1758), is a freshwater fish species 
inhabiting the European lakes and rivers. In several central European 
countries tench is intensively cultured. Nowadays, its distribution in Greek 
freshwaters is limited to western Greece. In the present work, we studied the 
growth of juvenile tench that were transported to Greece from the hatchery 
of the University of Vodnany (Czech Republic). Juveniles were hatched in 
May 2003 and were transported to Greece in June 2005 at an age of 2 years. 
Prior to their establishment in a natural pond of DELI that receives water 
from Pamvotis Lake, the mean weight of the fish (±SE) was 64.21±0.08 g 
and the mean total length 10.03±0.03 cm. Growth analysis showed that, 
despite the high inter-population variability in size, the tench in Pamvotis 
lake achieves its commercial size (total length: 23.2±0.41 cm) and weight 
(total weight: 173.1±9.5 g g) within 6 months (June-November). In contrast, 
in Czech Republic, tench requires two more years to attain its commercial 
size.  The feeding conditions were kept identical before and after the 
transportation. Hence, the high difference in growth, which has important 
financial implications, is probably attributed to the higher mean temperature 
prevailing in the Greek freshwater systems (range: 3.1 and 25.95 oC) 
compared to those in the Czech Republic that remain frozen for 4-5 months 
per year. Along the course of the present work the temperature, which is an 
important regulator of the growth of poikilothermic animals, decreased from 
24.88 oC (mean temperature in June) to 10.90 oC (mean temperature in 
November).   
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ΤΗΣ ΑΝΑΣΚΑΦΗΣ Ι∆ΙΟΚΗΣΙΑΣ ΤΣΑΛΑ ΑΠΟ ΤΗΝ ΠΕΡΙΟΧΗ  

ΤΗΣ ΘΗΒΑΣ 
 
Αρβανιτάκη Ζ., ∆ηµόπουλος Εµ.Γ., Φουντουλάκης Γ.Ε., Κουντούρη Ε.* 

και Σ.Κ. Μανώλης 
 

Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων & Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας Πανεπιστήµιο Αθηνών 
Πανεπιστηµιούπολη 157 84 Αθήνα. E-Mail: smanol@biol.uoa.gr 

*Θ’ Εφορεία Προϊστορικών & Κλασικών Αρχαιοτήτων, Αρχαιολογικό Μουσείο Θήβας 
 
Η παλαιοδηµογραφική και παθολογική σκελετική ανάλυση ενός πληθυσµού 
σε συνάρτηση µε τα αρχαιολογικά ευρήµατα προσφέρει µια ολοκληρωµένη 
εικόνα του επιπέδου διαβίωσης αυτού. ∆ίνει απαντήσεις για την σύσταση 
του πληθυσµού, για το παλαιοδηµογραφικό του προφίλ και συσχετίζει την 
παρουσία ή όχι παθολογικών καταστάσεων µε τη γενικότερη υγεία και 
συµπεριφορά του. Στη συγκεκριµένη µελέτη, το πληθυσµιακό δείγµα 
αποτελείται από άτοµα των δύο φύλων και όλων των ηλικιακών οµάδων. Ο 
προσδιορισµός αυτός δεν κατέστη σε κάθε περίπτωση δυνατός, διότι η κακή 
κατάσταση του σκελετικού υλικού δυσχέρανε τον  προσδιορισµό του φύλου 
και την εκτίµηση της ηλικίας θανάτου στις περιπτώσεις των ενηλίκων 
ατόµων. Από τις εκφυλιστικές αλλοιώσεις που παρατηρήθηκαν στο 
σκελετικό υλικό  πιο συχνές ήταν αυτές της σπονδυλικής στήλης, υπό την 
µορφή οστεοφύτων και εκτεταµένης συνοστέωσης σπονδύλων. Επίσης 
εντοπίστηκε µια περίπτωση αναιµίας καθώς επίσης και αρκετά τραύµατα, 
όπως για παράδειγµα κατάγµατα. Το συγκεκριµένο νεκροταφείο αποτελεί 
χαρακτηριστικό παράδειγµα ταφής σε πίθους. Επίσης, στην περιοχή 
βρέθηκαν ίχνη καύσης καθώς και πολυάριθµα ζωικά οστά. 
 
Η εργασία χρηµατοδοτήθηκε από το Πρόγραµµα «Καποδίστριας» του Ειδικού Λογαριασµού 
Κονδυλίων Έρευνας (Επιτροπή Ερευνών, Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών) 
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BIOARCHAEOLOGICAL ANALYSIS OF THE HUMAN 
SKELETAL REMAINS FROM THE EXCAVATION OF  

TSALAS PROPERTY AT THEBES, BOEOTIA 
 

Arvanitaki Z., Dimopoulos E.G., Fountoulakis G.Ε., Kountouri E.*, 
and S.K. Manolis 

 
Department of Animal & Human Physiology, Faculty of Biology, National & Kapodistrian 

University of Athens, Panepistimiopolis 157 84 Athens, Greece 
* 9th Ephorate of Prehistoric & Classical Antiquities, Archaeological Museum 

of Thebes, Boeotia, Greece 
 
The paleodemographic and pathological skeletal analysis of a population, 
combined with the archaeological findings, concludes to a more sufficient 
aspect of its social structure and health status. This study provides a 
paleodemographic reconstruction as well as a complete estimation of 
population’s profile. In this skeletal collection, both sexes and all age groups 
are present. Assessment of sex and age–at–death was not achieved for every 
single individual due to bad condition of the population sample. Extensive 
skeletal lesions are common in ancient populations. Similarly to our case, 
numerous forms of trauma were observed such as osteophytosis, fracture 
and a severe case of anemia. This population represents a typical example of 
burials in pythoids. Animal bones and indications of fire on bones as well as 
at the burial site were found. 
 

This work is funded by the Programme “Kapodistrias” of the Special Research Account 
(National & Kapodistrian University of Athens) 
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ΕΠΙΤΡΕΠΟΜΕΝΟΥ ΜΕΓΕΘΟΥΣ ΓΙΑ ΕΜΠΟΡΙΚΑ ΕΙ∆Η ΨΑΡΙΩΝ 
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2Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης, Τµήµα Βιολογίας, Τοµέας Ζωολογίας, 
Εργαστήριο Ιχθυολογίας, Θ. 134, 541 24 Θεσσαλονίκη 

 
Στην εργασία αυτή υπολογίστηκε το ποσοστό των ατόµων µε µήκος 
µικρότερο από το Ελάχιστο Επιτρεπόµενο Μέγεθος (ΕΕΜ) και το µήκος 
της πρώτης γεννητικής τους ωρίµανσης (Lm) για 13 είδη εµπορικών 
ψαριών που αλιεύτηκαν µε διαφορετικά αλιευτικά εργαλεία. Οι 
δειγµατοληψίες έγιναν σε εποχική βάση (Ιούλιος 2004 - Ιούλιος 2005) µε 
µηχανότρατα, γρι-γρι, πεζότρατα, µανωµένα δίχτυα και παραγάδια στη 
θαλάσσια περιοχή της Ζακύνθου. Καταγράφηκε το ολικό µήκος σώµατος 
(σε cm) περισσότερων από 22000 ατόµων. Τα στοιχεία του ΕΕΜ για κάθε 
είδος ψαριού πάρθηκαν από τον κανονισµό EU 1626/1994, ενώ οι τιµές Lm 
από έρευνες στις Ελληνικές Θάλασσες και τη FishBase (www.fishbase.org). 
Από την ανάλυση των κατά µήκος συνθέσεων φαίνεται ότι γενικά σε 12 
είδη η πεζότρατα είχε το µεγαλύτερο ποσοστό ατόµων µε µέγεθος 
µικρότερο από το ΕΕΜ και το Lm, που κυµάνθηκε από 3,9% 
(Spondyliosma cantharus) έως 99,4% (Diplodus annularis), για το ΕΕΜ και 
από 72,5% (Serranus cabrilla) έως 100% σε τέσσερα είδη για το Lm. 
Αντίθετα, τα παραγάδια ήταν τα εργαλεία µε τα µικρότερα ποσοστά ατόµων 
µε µέγεθος µικρότερο από το ΕΕΜ, όπου µε εξαίρεση το D. annularis 
(93,5%), όλα τα υπόλοιπα είδη είχαν ποσοστά µικρότερα από 10,0%. 
Παρόλα αυτά το ποσοστό των ατόµων µε µέγεθος µικρότερο από το Lm 
ήταν σε όλα τα εργαλεία πολύ µεγαλύτερο από ότι το ΕΕΜ, µε τη 
µικρότερη τιµή (Serranus cabrilla: 18,4%) να εµφανίζεται στα παραγάδια. 
Γίνεται, λοιπόν, αντιληπτό ότι τα ισχύοντα µέτρα δεν είναι αποδοτικά και 
πρέπει να αναπροσαρµοστούν ή/και να συµπληρωθούν µε νέα µέτρα, όπως 
είναι η µετάβαση στα οικοσυστηµικά διαχειριστικά µοντέλα.  
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In this study we estimated the percentage of individuals with length smaller 
than the Minimum Landing Size (MLS) and the length at first maturity (Lm) 
for 13 commercial fish species. Sampling took place seasonally (July 2004 
to July 2005) using different gears (trawls, purse-seines, beach-seines, 
trammel nets and longlines) in the coastal waters off Zakynthos Island. We 
overall measured the total length (in cm) of more than 22000 individuals. 
The MLS values were taken from the EU Regulation 1626/1994 and Lm 
values were extracted either from previous studies in Greek waters or from 
FishBase (www.fishbase.org). Our results showed that for all species beach-
seines generally caught individuals with sizes smaller than MLS and Lm, 
with percentages ranging from 3.9% (Spondyliosma cantharus) to 99.4% 
(Diplodus annularis), and from 72.5% (Serranus cabrilla) to 100%, 
respectively. In addition, with the exception of D. annularis (93.5%), the 
percentage of individuals caught with sizes smaller than MLS, in longlines, 
ranged between 0-10%. However, the percentages of individuals with sizes 
smaller than Lm were for all gears higher than MLS, with the smallest 
percentage (Serranus cabrilla: 18,4%) corresponding to longlines. This 
indicates that the existing technical measures are inadequate for the 
sustainable use and fisheries management must be reconsidered under an 
ecosystem perspective. To that end, the National Marine Park of Zakynthos, 
together with the present findings, could be the main alternative in 
rebuilding highly pressured stocks. 
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Ιωάννινα 
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Στην εσωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων και στην κυτταρική µεµβράνη 
των βακτηρίων εντοπίζεται µια αντλία πρωτονίων, το σύστηµα της NADH : 
ουβικινόνης οξειδορεδουκτάσης, το οποίο καλείται και αναπνευστικό 
σύµπλοκο I. Λόγω πολυπλοκότητας των ανώτερων οργανισµών, σε αυτή 
την εργασία χρησιµοποιείται ως µοντέλο για τη µελέτη του αναπνευστικού 
συµπλόκου Ι το α-πρωτεοβακτήριο Zymomonas mobilis. Στην παρούσα 
εργασία επικεντρώσαµε την προσοχή µας στην ανίχνευση της 
δραστικότητας NAD(P)H-οξειδάσης του βακτηρίου και στην κλωνοποίηση 
των οµολόγων γονιδίων του συστήµατος. Τα βακτηριακά κύτταρα του 
Z.mobilis παρουσίασαν δραστικότητα NAD(P)H-οξειδάσης τόσο υπό 
αερόβιες όσο και υπό αναερόβιες συνθήκες ανάπτυξης. Η δραστικότητα 
NADH-οξειδάσης δεν παρουσιάζει διαφορά κάτω από οποιεσδήποτε 
συνθήκες, ενώ η NADPH-οξειδάση εµφανίζει µεγαλύτερη δραστικότητα σε 
αναερόβιες συνθήκες ανάπτυξης. Από την ανάλυση του γονιδιώµατος του 
Ζ. mobilis προβλέπεται ότι το αναπνευστικό σύµπλοκο Ι διαθέτει έξι 
υποµονάδες σε αντίθεση µε αυτά άλλων βακτηρίων που περιέχουν 14 
υποµονάδες. Τα οµόλογα γονίδια rnfE και rnfG που κωδικοποιούν τη 
σύνθεση των δραστικών υποµονάδων για NAD(P)H-οξειδάση του 
συπλόκου Ι, ενισχύθηκαν µε αντίδραση αλυσιδωτής πολυµεράσης, 
υποκλωνοποιήθηκαν και τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια µετασχηµατί-
στηκαν σε κύτταρα E.coli DH5a για να µελετηθεί η δραστικότητα 
NAD(P)H-οξειδάσης. Τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια που περιέχουν τα 
οµόλογα γονίδια  rnfE και rnfG µετασχηµατισµένα σε Ε.coli DH5a, 
εµφάνισαν µεγαλύτερη δραστικότητα NAD(P)H-οξειδάσης, ιδιαίτερα µετά 
την επίδραση χαοτροπικού αντιδραστηρίου. 
 

Πρόγραµµα Ελληνορουµανικής συνεργασίας 2003 (Νο.1416/04-02-2003). 
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The inner membrane of mitochondria and the cytoplasmic membrane of 
bacteria, contain a proton-pumping NADH : ubiquinone oxidoreductase, 
which is also called respiratory complex I. Complex I is a multisubunit 
complex catalyzing the electron transfer from NADH to quinone. Many 
human mitochondrial diseases involve structural and functional defects at 
the level of this enzyme complex, such as Leber’s hereditary optic 
neuropathy (LHON) and the drug-induced Parkisonism in rodents and 
humans. The Gram-negative α-proteobacterium Zymomonas mobilis can be 
used as an ideal model for the study of complex I, because of its extended 
similarities with mitochondria. This work focused on the detection of 
NAD(P)H-oxidase activity in Z. mobilis and cloning of the corresponding 
genes. The NADH-activity showed no differencies under any conditions, 
whereas the NADPH-oxidase appeared more active in cells growing 
anaerobically. The genome of Z. mobilis apparently contains only six 
putative genes, as compared to the 14 components of complex I in other 
bacteria. Two of them encoding products with NAD(P)H-oxidase activity 
were amplified, cloned and expressed in E. coli. It appeared that the 
recombinant NADH-oxidase, encoded by the rnfE homologue, is more 
active as a single component as compared to the NADPH-oxidase. On the 
other hand, the product of the rnfG homologue appears to solubilize after 
treatment with a chaotropic reagent, indicating its tighter association with 
membranes.  
 

Greek-Romanian bilateral collaboration Program 2003 (No. 1416/04-02-2003). 
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Τα κατάγµατα συναντώνται πολύ συχνά σε σκελετικό υλικό και παρέχουν 
πληροφορίες σχετικά µε τη συµπεριφορά του πληθυσµού, τον τρόπο ζωής, 
το φυσικό περιβάλλον, την κοινωνική πολυπλοκότητα, τη διαπροσωπική 
βία, κλπ. Κάνοντας συγκρίσεις µεταξύ των φύλων, τα αρσενικά άτοµα θα 
περιµέναµε να παρουσιάζουν υψηλότερα ποσοστά καταγµάτων, επειδή 
έχουν την τάση να εµπλέκονται σε πιο απαιτητικές, σωµατικά, και 
ριψοκίνδυνες δραστηριότητες από τα θηλυκά άτοµα. Η παρούσα µελέτη 
εστιάζει στις διαφορές µαταξύ των φύλων στη συχνότητα και την κατανοµή 
των καταγµάτων στον σκελετό, όπως αυτές διαφαίνονται στα στοιχεία που 
εξήχθησαν από τη µελέτη ενός δείγµατος από σύγχρονο σκελετικό 
πληθυσµό από την Αθήνα του 19ου-20ου αιώνα. Τα ποσοστά που 
παρουσιάζονται εδώ αντιπροσωπεύουν τον αριθµό των οστών µε κάταγµα 
σε σχέση µε τον συνολικό αριθµό οστών που υπήρχαν στο δείγµα. Τα τεστ 
ANOVA και Kruskal-Wallis εφαρµόστηκαν για να προσδιοριστούν οι 
στατιστικά σηµαντικές διακυµάνσεις στην παρουσία των καταγµάτων. Τα 
αποτελέσµατα έδειξαν ότι το συνολικό ποσοστό καταγµάτων ήταν 
µεγαλύτερο στα θηλυκά άτοµα, αλλά αυτό είναι κάπως παραπλανητικό. 
Αυτό που κάνει τα αρσενικά άτοµα να φαίνονται λιγότερο επιρρεπή στα 
κατάγµατα είναι η υψηλή συχνότητα παθολογικών καταγµάτων των 
σπονδύλων στις γυναίκες µεγαλύτερης ηλικίας. Στην πραγµατικότητα, οι 
άντρες φαίνεται ότι είχαν µεγαλύτερο αριθµό καταγµάτων στα περισσότερα 
σηµεία του σκελετού από τις γυναίκες. Η σπονδυλική στήλη ήταν το πιο 
σύνηθες σηµείο κακώσεων για τις γυναίκες και οι κλείδες για τους άντρες.  
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Fractures are very regularly reported in skeletal material and provide 
information on a variety of aspects of population behaviour, lifestyle, 
activity, physical environment, social complexity, interpersonal violence, 
etc. Comparing the sexes, male individuals are expected to exhibit higher 
overall frequencies of trauma because they tend to get involved in more 
physically demanding and risky activity than women. The present study 
focuses on the differences in the prevalence and the skeletal pattern of 
fractures between the sexes, as revealed by data drawn from an osteological 
population sample from 19th – 20th century Athens. The results presented 
here are preliminary and are based on the data drawn from the recording of 
100 skeletons that come from a total sample of 208 adults. The frequencies 
reflect the number of elements that display the fracture over the total 
number of the same element present and observable in the sample. ANOVA 
parametric and Kruskal-Wallis non-parametric tests were employed to 
determine statistically significant variations in the presence of fractures. The 
results showed that the overall frequency of fractures was higher for the 
female individuals, but this might be misleading; what makes the males 
appear less prone to fractures is the high frequency of pathological vertebral 
fractures in the older female group. In fact, males seem to have suffered 
more fractures in most parts of the skeleton than females. The vertebrae 
were the most common site of injury for the females and the clavicles for 
males. The most frequently affected population subgroup were the older 
females, followed by the older male individuals.  
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Η οστεοαρθρίτιδα είναι η πιο συχνή µορφή µετακρανιακής παθολογίας που 
συναντάται σε σκελετικό υλικό και συνδέεται µε την ηλικία, τη γενετική 
προδιάθεση, την παχυσαρκία, τους περιβαλλοντικούς παράγοντες, τις 
δραστηριότητες και το επάγγελµα. Είναι εποµένως ένας σηµαντικός δείκτης του 
επιπέδου υγείας και παρέχει πληροφορίες σχετικές µε τον τρόπο ζωής, τον υλικό 
πολιτισµό, το περιβάλλον, την οικονοµία και το κοινωνικό επίπεδο ενός πληθυσµού. 
Στην παρούσα µελέτη, η συχνότητα της οστεοαρθρίτιδας και στις αρθρικές 
διαρθρώσεις και στη σπονδυλική στήλη, υπολογίστηκε σε ένα δείγµα πληθυσµού 
από την Ελληνιστική (3ος-1ος αι. π.Χ.) ∆ηµητριάδα, στη Θεσσαλία, και η κατανοµή 
της στον πληθυσµό αλλά και στον σκελετό παρατηρήθηκε και σηµειώθηκε. Πιο 
συγκεκριµένα, η κάθε αρθρική επιφάνεια καταγράφηκε ως παρούσα ή απούσα και 
ύστερα ως παθολογική η µη-παθολογική. Για να αντιµετωπίσουµε το πρόβληµα της 
έλλειψης κάποιων επιφανειών, η συχνότητα της ασθένειας στον πληθυσµό 
υπολογίστηκε από το σύνολο των παθολογικών περιοχών σε σχέση µε τοv συνολικό 
αριθµό των αρθρικών περιοχών που υπήρχαν στο δείγµα. Τα αποτελέσµατα που 
παρουσιάζονται εδώ είναι προκαταρτικά και βασίζονται στα στοιχεία που 
εξήχθησαν από τη µελέτη 100 σκελετών από ένα συνολικό δείγµα περίπου 400 
ατόµων. Εφαρµόστηκαν οι έλεγχοι ANOVA και Kruskal-Wallis για να προσδιορι-
στούν οι στατιστικά σηµαντικές διακυµάνσεις στη παρουσία της οστεοαρθρίτιδας. 
Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η συχνότητα της πάθησης και στη σπονδυλική στήλη 
και στις υπόλοιπες αρθρώσεις, αυξανόταν σηµαντικά µε την ηλικία και ότι ήταν πιο 
συχνή στους άντρες, οι οποίοι, είναι πιο πιθανόν, να εµπλέκονταν σε πιο έντονη 
δραστηριότητα και σε ανύψωση βαρών. Στις µικρότερες ηλικίες (20-35χρονών), 
µόνο ένα µικρό ποσοστό σπονδύλων είχε προσβληθεί από οστεοαρθρίτιδα, ενώ σε 
µεγαλύτερες ηλικίες (35+ χρονών), οι πιο συχνά προσβαλλόµενες αρθρώσεις ήταν η 
στερνοκλειδική και η ακρωµιοκλειδική, ακολουθούµενες από αυτές µεταξύ των 
φαλαγγών των δακτύλων των χεριών.  
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Osteoarthritis is the most frequent type of postcranial pathology to be found 
in skeletal material and is associated with age, genetic predisposition, 
obesity, environmental factors, activity and occupation. It is therefore a 
significant health indicator and can provide information on the lifestyle, 
material culture, environment, economy and social status of a population. In 
the present study, the prevalence of both synovial-joint and vertebral 
osteoarthritis was measured in a population sample from Hellenistic 
Demetrias, Thessaly, and its distribution in the population studied as a 
whole and the pattern in the skeleton were noted. More specifically, each 
joint surface in each skeleton was recorded as being present or absent and 
then pathological or non-pathological and, in order to control the problem of 
differential preservation, the prevalence of the disease in the population was 
calculated by measuring the pathological surfaces out of the total number of 
the joint surfaces represented in the osteological assemblage. The results 
presented here are preliminary and are based on the data drawn from the 
recording of 100 skeletons that come from a total sample of approximately 
400 individuals. ANOVA parametric and Kruskal-Wallis non-parametric 
tests were employed to determine statistically significant variations in the 
presence of osteoarthritis. The result showed that osteoarthritis, both in the 
spine and the rest of the joints, increased with age and was more frequent in 
males, who, it is more likely to have been involved in heavy workload and 
strenuous activity than females. In the younger ages (20-35yrs), only the 
vertebrae were affected by the condition, whereas in the older ages (35+yrs), 
the sternoclavicular and acromioclavicular, followed by the hand phalanges, 
were the most frequently affected joints. 
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Γενετικοί πολυµορφισµοί στο γονίδιο της ενδοθηλιακής συνθετάσης του 
µονοξειδίου του αζώτου (ΕNOS) έχουν θεωρηθεί ως προδιαθεσικοί 
παράγοντες για την εµφάνιση στεφανιαίας νόσου (CAD) σε διάφορους 
πληθυσµούς. Στην παρούσα εργασία µελετήσαµε τους πολυµορφισµούς 
4VNTR και Glu298Asp του γονιδίου ENOS σε σχέση µε την εµφάνιση 
πρόωρης στεφανιαίας νόσου και την ύπαρξη επεισοδίων εµφράγµατος του 
µυοκαρδίου στον Ελληνικό πληθυσµό. Συνολικά µελετήθηκαν 370 άτοµα, 
209 CAD ασθενείς, ηλικίας έως 58 ετών, και 161 υγιή άτοµα του γενικού 
πληθυσµού. Οι συχνότητες για τους γονοτύπους  bb, ab, aa του πολυµορ-
φισµού 4VNTR ήταν 0.67, 0.29, 0.04, αντίστοιχα, για τους ασθενείς και  
0.73, 0.24, 0.03, αντίστοιχα, για την οµάδα ελέγχου. Οι συχνότητες για τους 
γονοτύποιυς GG (Glu/Glu), GT (Glu/Asp), TT (Asp/Asp) του 
πολυµορφισµού Glu298Asp ήταν 0.52, 0.41, 0.07, αντίστοιχα, για τους 
ασθενείς και 0.47, 0.46, 0.07, για την οµάδα ελέγχου. Η στατιστική 
επεξεργασία έδειξε ότι και για τους δύο πολυµορφισµούς δεν υπάρχει 
στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ των συχνοτήτων που παρατηρή-
θηκαν στους ασθενείς και στους υγιείς. Επίσης, η ταυτόχρονη ανάλυση των 
δύο πολυµορφισµών έδειξε ότι δεν υπάρχει συνεργιστική δράση των 
αλληλοµόρφων a και T των δύο πολυµορφισµών για την εµφάνιση 
στεφανιαίας νόσου. Αντίθετα από άλλα αποτελέσµατα, τα δικά µας δεν 
υποστηρίζουν συσχέτιση των πολυµορφισµών 4VNTR και Glu298Asp µε 
εµφάνιση στεφανιαίας  νόσου στον Ελληνικό πληθυσµό.  

 
Η παρούσα εργασία χρηµατοδοτήθηκε από τον Ειδικό Λογαριασµό Κονδυλίων Έρευνας του 

ΕΚΠΑ. 
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Genetic polymorphisms in the gene for endothelial nitric oxide synthase   
(ENOS) have been considered as potential risk factors for the development 
of coronary artery disease (CAD) in some populations. We studied two 
polymorphisms of the ENOS gene, the 4VNTR and the Glu298Asp, in 
relation to the existence of premature coronary artery disease (CAD) and the 
occurrence of myocardial infarction (MI) in a total number of 370 
individuals of the Greek population. The patient group consisted of 209 
subjects, aged less than 58 years. The frequencies for bb, ab and aa 
genotypes of 4VNTR polymorphism were 0.67, 0.29, 0.04, respectively, for 
the patient group and 0.73, 0.24, 0.03 for the control group. The frequencies 
for GG (Glu/Glu), GT (Glu/Asp), TT (Asp/Asp) of the Glu298Asp 
polymorphism were 0.52, 0.41, 0.07, respectively, in patients compared to 
0.47, 0.46, 0.07, in controls. The statistical analysis indicated that there are 
no significant differences in the frequencies of the genotypes between 
patients and controls for both polymorphisms.  In addition, the combined 
analysis of the two polymorphisms indicated no synergistic effect of the a 
and T alleles to CAD disease. Thus, in contrast to some earlier findings, we 
have found no evidence for association between the 4VNTR polymorphism 
or the Glu298Asp polymorphism and the risk for premature CAD. 

 
This work was supported by the Special Account for Research Grants of Athens University 



ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 
ΠΡΑΚΤΙΚΑ 28ου Επιστηµονικού Συνεδρίου, Ιωάννινα, Μάιος 2006 

 

 

27

ΑΡΡΕΝ ΨΕΥ∆ΟΕΡΜΑΦΡΟ∆ΙΤΙΣΜΟΣ: ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ∆ΥΟ 
ΠΕΡΙΠΤΩΣΕΩΝ 

 
Βασιλείου Γ.1, Σεκερλή Ε.1,  ∆ηµοπούλου Α.1, Τοπαλίδης Α.1, 
Σφαιρόπουλος Ν.2, Σύρρου Μ.3, Ρούσσο Ι.1, Βογιατζής Ν.1 

 

1Εργ. Κυτταρογενετικής Β΄ Παιδιατρικής Κλινικής Α.Π.Θ., Νοσ. Α.Χ.Ε.Π.Α., Θεσ/νίκη 
2Ορθοπαιδική Κλινική  Γ.Ν.Θ. “Γ.Γεννηµατάς”, Θεσσαλονίκη 

3Εργαστήριο Γενικής Βιολογίας, Ιατρικής Σχολής Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων 
 

Ο άρρεν ψευδοερµαφροδιτισµός χαρακτηρίζεται από φαινότυπο θήλεος και 
καρυότυπο άρρενος (46,ΧΥ). Οι άρρενες ψευδοερµαφρόδιτοι φέρουν 
πάντοτε  όρχεις ή υπολείµµατα αυτών, ενώ τόσο τα εξωτερικά όσο και τα 
εσωτερικά γεννητικά όργανα  εµφανίζουν ποικίλου βαθµού θηλεοποίηση. 
Στην εργασία αυτή παρουσιάζουµε δύο παραλλαγές του άρρενος 
ψευδοερµαφροδιτισµού. Η πρώτη περίπτωση αφορά ασθενή µε φαινότυπο 
θήλεος, ηλικίας 80 ετών, η οποία ελέγχθηκε κυτταρογενετικά  διότι 
εµφάνιζε   υπετροφική κλειτορίδα και τυφλό  υποπλαστικό κόλπο. Στο 
ιστορικό της αναφέρεται αµφοτερόπλευρη ορχεκτοµή σε νεαρή ηλικία. Η 
δεύτερη περίπτωση αφορά  γυναίκα ασθενή, ηλικίας 34 ετών, που 
παραπέφθηκε στο εργαστήριο κυτταρογενετικής για πρωτοπαθή 
αµµηνόροια. Έφερε έξω γεννητικά όργανα θήλεος, ενώ υπερηχο-γραφικά 
διαπιστώθηκαν υπολείµµατα όρχεων. Η µελέτη των χρωµατοσωµάτων  µε 
την τεχνική των ταινιών GTG έδειξε ότι ο καρυότυπος και στις δύο 
ασθενείς ήταν 46,ΧY. Ακολούθησε  µοριακή ανάλυση, η οποία 
επιβεβαίωσε την ύπαρξη του  Υ χρωµοσώµατος. Η περαιτέρω διερεύνηση 
των παραπάνω περιστατικών οδήγησε στα εξής συµπεράσµατα: Η πρώτη 
ασθενής εµφάνιζε πλήρη αντίσταση στα ανδρογόνα, κατάσταση που 
αναφέρεται ως σύνδροµο CAIS (complete androgen insensitivity 
syndrome), γνωστό παλαιότερα ως πλήρης  θηλεοποίηση των όρχεων 
(complete testicular feminization). Το σύνδροµο παρουσιάζει συχνότητα 
1:13158-40800 γεννήσεις ζώντων νεογνών. Συµβαίνει νωρίς κατά την 
ανάπτυξη του XY εµβρύου, όταν οι υποδοχείς των ανδρογόνων 
αποτυγχάνουν να λειτουργήσουν, συντελώντας µε αυτόν τον τρόπο στη 
γέννηση φαινοτυπικά θήλεος ατόµου. Η δεύτερη ασθενής έπασχε από το 
σύνδροµο Swyer, το οποίο οφείλεται σε καταστροφή των όρχεων κατά τις 
πρώτες 8 εβδοµάδες της εµβρυικής ζωής.  
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MALE PSEUDOHERMAFRODISM: REPORT OF TWO CASES 
 

Vassiliou G.1, Sekerli E.1, Dimopoulou A.1, Topalidis A.1,  
Sferopoulos N.2, Sirrou M.3, Rousso I.1, Voyiatzis N.1 

 

1Cytogenetics Lab., 2nd Dept. Pediatrics of Aristotle University, AHEPA Hospital, 
Thessaloniki 

2Department of Orthopedics, “G.Gennimatas” Hospital, Thessaloniki 
3Laboratory of General Biology, University of Ioannina 

 
Male pseudohermafrodism is characterized by female phenotype and 46,XY 
karyotype. Male pseudohermafrodites have gonads that are testes but the 
external and internal genitalia are not completely masculinised. Here we 
report two cases of male pseudohermafrodism. The first case refers to a 80-
year-old female patient, who presented clitoromegaly and short blind-ending 
vagina. The testes have been bilaterally surgically removed. The second 
case refers to a woman, 34 years old, who was sent to the cytogenetics 
laboratory because she presented primary amenorrhea. She presented female 
external genitalia and testicular remnants according to the ultrasonography. 
Chromosomes were studied using the GTG technique. In both cases the 
karyotype was 46,XY. The result was confirmed by molecular analysis of 
the Y chromosome. We concluded that the first patient suffered from 
complete androgen insensitivity syndrome (CAIS), which was known as 
complete testicular feminization. The estimated incidence of this condition 
is 1/13158-40800 livebirths. CAIS occurs early in XY fetal development 
when the androgen receptors completely fail to function, leading to the birth 
of a female infant. The second case suffered from Swyer syndrome, which 
results from the loss of testicular tissue in the first 8 weeks of fetal life. 
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ΣΤΑ∆ΙΟΕΙ∆ΙΚΗ ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΟΥ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΙΣΜΕΝΟΥ 
ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ ΘΑΝΑΤΟΥ ΚΑΤΑ ΤΗ ∆ΙΑΡΚΕΙΑ ΤΗΣ 
ΩΟΓΕΝΕΣΗΣ ΣΤΟ ∆ΙΠΤΕΡΟ ΕΝΤΟΜΟ Ceratitis capitata 

 
Βελέντζας Α.∆., Νέζης Ι.Π., Στραβοπόδης ∆.Ι., Παπασιδέρη Ι.Σ.  

και Λ.Χ. Μαργαρίτης 
 

Τοµέας Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής, Τµήµα Βιολογίας, ΕΚΠΑ, Πανεπιστηµιόπολη, 
Ζωγράφου 15784, Αθήνα. 

 
Στην παρούσα εργασία περιγράφονται τα χαρακτηριστικά του προγραµ-
µατισµένου κυτταρικού θανάτου των τροφοκυττάρων στα ωοθυλάκια της 
µεσογειακής µύγας Ceratitis capitata κατά τη διάρκεια της µέσης και της 
όψιµης ωογένεσης. Στη µέση ωογένεση τα σποραδικά εκφυλισµένα 
ωοθυλάκια παρουσιάζουν τα τυπικά µορφολογικά χαρακτηριστικά της 
απόπτωσης, δηλαδή, αποδιοργανωµένο κυτταροσκελετό ακτίνης, όπως 
φαίνεται µετά από ανοσοεντόπιση µε αντίσωµα ειδικό για τη φρακτίνη και 
θρυµµατισµένο DNA το οποίο είναι δυνατό να παρατηρηθεί µε τη 
δοκιµασία TUNEL. Τα ατρησικά ωοθυλάκια παρουσιάζουν υψηλή 
ενεργότητα κασπάσης όπως φαίνεται µετά από in vitro δοκιµασία για 
ανίχνευση ενεργής κασπάσης και περιέχουν αυτοφαγικά σωµάτια τα οποία 
είναι δυνατό να ανιχνευθούν µετά από χρώση µε ΜDC 
(monodansylcadaverine) και µέσω ηλεκτρονικής µικροσκοπίας διέλευσης. 
Στο τέλος της ωογένεσης, απόπτωση και αυτοφαγικός κυτταρικός θάνατος 
συνυπάρχουν, παρουσιάζοντας τα προαναφερθέντα µορφολογικά χαρακτη-
ριστικά, καθώς επίσης και την παρουσία µιας τροποποιηµένης µορφής του 
κυτοχρώµατος c στο κυτταρόπλασµα των τροφοκυττάρων. Συµπερασµα-
τικά προτείνουµε ότι κατά τη διάρκεια της ωογένεσης στη µεσογειακή µύγα 
Ceratitis capitata, η απόπτωση και ο αυτοφαγικός κυτταρικός θάνατος 
δρουν συνεργατικά µε σκοπό την πιο γρήγορη και απότελεσµατική 
απορρόφηση και εκκαθάριση των εκφυλισµένων τροφοκυττάρων. 

 
Η παρούσα µελέτη χρηµατοδοτήθηκε από Ερευνητικό Πρόγραµµα  «Ηράκλειτος» του 

ΥΠΕΠΘ (προς τους Λ.Χ.Μ και Α.∆.Β.). 
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STAGE - SPECIFIC REGULATION OF PROGRAMMED CELL 
DEATH DURING OOGENESIS IN THE MEDFLY Ceratitis capitata 

 
Velentzas A.D., Nezis I.P., Stravopodis D.J., Papassideri I.S., 

and L.H. Margaritis 
 

Faculty of Biology, Department of Cell Biology and Biophysics, University of Athens, 
Panepistimiopolis, 157 81 Athens, Greece 

 
In the present study, we describe novel features of the developing egg 
chambers programmed cell death occurring during mid- and late-oogenesis 
of the medfly Ceratitis capitata. During mid-oogenesis, the spontaneously 
degenerated egg chambers exhibit typical characteristics of apoptotic cell 
death. Their nurse cells contain fragmented DNA and fragmented actin 
cytoskeleton, as it is clearly revealed by a TUNEL assay and an (anti-
fractin) immunolabelling approach, respectively. In vitro (Red-VAD-FMK) 
caspase activity assays and (CM1) immunostaining reactions demonstrate 
that the atretic egg chambers acquire high levels of caspase activity. Distinct 
features of autophagic cell death are also observed during C. capitata mid-
oogenesis, as it is clearly divulged by the MDC staining approach and 
thorough ultrastructural examination performed through the usage of 
transmission electron microscopy. At the late stages of C. capitata 
oogenesis, apoptosis and autophagy function together, in a stage-specific 
fashion, manifesting miscellaneous cell death features that are identical to 
the ones mentioned above, being also chaperoned by the involvement of a 
significantly altered cytochrome c conformational display, or unmasking. 
We propose that apoptosis and autophagy operate synergistically during C. 
capitata oogenesis for a more efficient elimination and detoxification of the 
degenerated nurse cells and abnormal (atretic) egg chambers. 
 

This research was supported by “ΗRAKLEITOS” Research Grant to L.H.M. and A.D.V. 
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Η ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΡΟΛΩΝ ΣΤΗ ∆ΙΠΛΗ ΜΟΝΟΓΟΝΕΪΚΗ 
ΚΛΗΡΟΝΟΜΙΚΟΤΗΤΑ (∆ΜΚ): ΕΝΤΟΠΙΣΜΟΣ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ 
ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ mtDNA ΤΗΣ ΣΠΕΡΜΑΤΙΚΗΣ ΓΡΑΜΜΗΣ 

ΤΟΥ Mytilus galloprovincialis 
 

Βενέτης Κ.1, Zούρος Ε.2 και Γ.Κ. Ροδάκης1 
 

1Τοµέας Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό και Καποδιστριακό 
Πανεπιστήµιο Αθηνών,157 01 Αθήνα, 2Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Κρήτης, 714 09 

Ηράκλειο, Κρήτη 
 
Το φαινόµενο της διπλής µονογονεϊκής κληρονοµικότητας συνίσταται στην 
παρουσία ενός µητρικά κληρονοµούµενου (F) και ενός πατρικά κληρονο-
µούµενου (Μ) mtDNA. Με τον όρο “αντιστροφή ρόλων” εννοούµε τη 
θεωρητική πιθανότητα ένα µόριο τύπου F να µπορεί να µεταπηδήσει από τη 
µητρική στην πατρική γραµµή κληρονόµησης. Για τη διερεύνηση τέτοιων 
πιθανών περιπτώσεων “αρρενοποίησης” ενός µητρικού µορίου αναπτύξαµε 
και εφαρµόσαµε µεθόδους παραλαβής σπερµατοζωαρίων οι οποίες 
µηδενίζουν την πιθανότητα προσµίξεων από κύτταρα άλλων ιστών. Σε 
αντίθεση µε προηγούµενες µελέτες, η δυνατότητα εξέτασης καθαρού 
σπέρµατος µας επέτρεψε να  διαπιστώσουµε ότι η σπερµατική γραµµή 
περιέχει µόνο το πατρικό (Μ) µόριο. Στο σπέρµα ενός από τα 36 αρσενικά 
άτοµα που εξετάσαµε η αλληλουχία του mtDNA έµοιαζε περισσότερο µε το 
F παρά µε το Μ µόριο. Εντούτοις, η σύγκρισή του µε το mtDNA των 
σωµατικών ιστών του ατόµου αυτού έδειξε ότι το mtDNA του σπέρµατος 
είχε πατρική προέλευση. Ο προσδιορισµός της πλήρους πρωτοδιάταξης 
αυτού του µορίου αποκάλυψε ότι η κύρια ρυθµιστική περιοχή του (control 
region, CR) αποτελείται από µια συστοιχία επαναλαµβανόµενων 
ρυθµιστικών περιοχών τύπου Μ, η οποία έχει παρεµβληθεί σε ρυθµιστική 
περιοχή τύπου F. Προτείνεται ένας πιθανός µηχανισµός δηµιουργίας των  
ανακατατάξεων στην περιοχή αυτή και εξετάζεται η πιθανότητα ύπαρξης 
ειδικών αλληλουχιών του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος που να προσδίδουν 
στο µόριο τη δυνατότητα µεταβίβασης µέσω του σπέρµατος.  
 

Το βιολογικό υλικό παρείχε η εταιρία «Ποσειδών Ο.Ε. – Μύδια Νέας Περάµου». 
Η έρευνα αυτή χρηµατοδοτείται από τη Γ.Γ.Ε.Τ. (ΠΕΝΕ∆ 01Ε∆42). 
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ROLE REVERSAL IN DOUBLY UNIPARENTAL INHERITANCE 
(DUI): ANALYZING THE mtDNA CONTENT OF THE GERM LINE 

OF Mytilus galloprovincialis 
 

Venetis C.1, Zouros Ε.2, and G.C. Rodakis1 
 

1Department of Biochemistry and Molecular Biology, Faculty of Biology, University of 
Athens, 157 01 Athens, 2Department of Biology, University of Crete, 714 09, Heraklion, 

Crete 
 
The hypothesis of “Role reversal” in DUI suggests that an mtDNA molecule 
that is normally transmitted through the egg (an F type genome) may 
become sperm-transmitted, thus assuming the role of the paternal (M) 
genome. The detection of F genomes in male gonads in many previous 
studies implies that such events of “masculinization” may be common. We 
applied a method of sperm purification and found that when the possibility 
of sperm contamination by somatic cells is minimized, only the M genome 
can be detected in the sperm. Thus, the maternal genome does not enter the 
sperm. In one of the 36 males we examined, the sperm contained an mtDNA 
genome whose sequence was similar to the F genome. Examination of the 
mtDNA of the somatic tissues of that male showed that the F type-genome 
in the sperm was this male’s paternal genome. This genome was fully 
sequenced and found to contain a compound control region (CR), which 
contained tandem repeats of M-type CR inserted within an F-type CR. We 
propose a possible mechanism for the creation of this complex CR. 
Moreover we examine the possibility that there might be specific mtDNA 
sequences, which are responsible for the sperm-transmission mode of 
inheritance of the mitochondrial genome.  
 

The biological material has been provided by «Poseidon co. – Mussels of New Peramos» 
This research is funded by G.S.R.T. (PENED 01ED42) 
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ΕΥΡΕΣΗ  ΠΙΘΑΝΩΝ  ΠΕΡΙΟΧΩΝ  ΑΝΑ∆ΙΠΛΑΣΙΑΣΜΟΥ ΚΑΙ 
ΣΤΑΘΕΡΟΠΟΙΗΣΗΣ ΣΤΟ ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΟ pCP4.2 ΤΟΥ ΑΙΘΑΝΟ- 

ΛΟΠΑΡΑΓΩΓΟΥ ΒΑΚΤΗΡΙΟΥ Zymomonas mobilis 
 

Βίλλιας Γ. και Κ.Μ. Παππά 
 

Τοµέας Γενετικής και Βιοτεχνολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 
Πανεπιστηµιούπολη 15701, Αθήνα 

 
Το πλασµίδιο pCP4.2 (32,5 kb) του αιθανολοπαραγωγού α-πρωτεοβακτηρίου 
Zymomonas mobilis, βιοµηχανικού στελέχους CP4, είναι µέλος µιας οικογένειας 
πέντε διακριτών και παρόµοιων σε µεγέθος, κρυπτικών πλασµιδίων του 
οργανισµού. Η εύρεση της ολικής νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των 32.456 bp του 
πλασµιδίου pCP4.2 και η ανάλυση αυτής και των προβλεπόµενων ORFs µε χρήση 
προγραµµάτων ανάλυσης αλληλουχιών, οδήγησε στον εντοπισµό πιθανών γονιδίων 
και διαγονιδιακών περιοχών που σχετίζονται µε λειτουργίες πλασµιδιακού 
αναδιπλασιασµού (rep, replication) και σταθεροποίησης (par, partitioning). Το 
κύριο πιθανό γονίδιο αναδιπλα-σιασµού του πλασµιδίου pCP4.2, όπως 
χαρακτηρίστηκε µέσω οµολογιών σε επίπεδο υβριδισµών και πρωτοταγούς 
αλληλουχίας µε βακτηριακές ρεπλικάσες, ονοµάστηκε repA, κωδικοποιεί για πιθανή 
πρωτεΐνη 519 aa (58,5 kDa) σχετικά οµόλογη µε RepΑ πρωτεΐνες µεγαλοµοριακών 
πλασµιδίων των A. tumefaciens και B. subtilis, και φέρει διακριτό µοτίβο Η-Τ-Η 
πρόσδεσης στο DΝΑ. Ολόκληρο το πλασµίδιο pCP4.2 επί πλέον επιδεικνύει τρεις 
περιοχές µε υψηλή απόκλιση σε Α/Τ, που είναι υποψήφιες για σηµεία έναρξης 
αναδιπλασιασµού (oriRs, origins of replication). Η πιθανή περιοχή σταθεροποίησης 
του pCP4.2 είναι σύνθετη και περιλαµβάνει σε µια έκταση ~2,2 kb: α) γονίδια 
ενεργού πλασµιδιακού καταµερισµού (parA και parB), πιθανά οργανωµένα σε 
συνεργίωµα, που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες 22,6 kDa (ParA) και 8,1 kDa (ParB) 
οµόλογες µε αντίστοιχες πρωτεΐνες πλήθους βακτηριακών πλασµιδίων και 
χρωµοσωµάτων, και φέρουσες χαρακτηριστικά µοτίβα Walker-τύπου υδρόλυσης 
ΑΤΡ (ParA) και µοτίβο πρόσδεσης στο DNA (ParB), β) µία πρωτότυπη περιοχή 
πιθανού πλασµιδιακού κεντροµερίδιου (parS) καθοδικά των γονιδίων parAB, που 
περιλαµβάνει 7 ευθείες, συνεχόµενες επαναλήψεις 13 βάσεων µε εσωτερικές 
δυαδικές συµµετρίες, και τέλος, γ) γονίδιο συστήµατος πλασµιδιακού εθισµού σε 
ζεύγος τοξίνης/αντιτοξίνης (doc, death-on-curing), που κωδικοποιεί για πιθανή 
τοξίνη 14,4 kDa. Από τα παραπάνω rep και par γονίδια του πλασµιδίου pCP4.2, το 
γονίδιο repA, ιχνηθετηµένο, επέδειξε σε υβριδισµούς κατά Southern οµολογίες µε 
περιοχές τριών από τα τέσσερα άλλα πλασµίδια του στελέχους CP4, ενώ ιχνηθέτης 
βασιζόµενος στα γονίδια parAB δεν υβρίδισε µε τα υπόλοιπα πλασµίδια του CP4.  
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IDENTIFICATION OF PUTATIVE REPLICATION AND 
PARTITIONING REGIONS ON THE 32.5 kb PLASMID pCP4.2 OF 
THE ETHANOL-PRODUCING BACTERIUM Zymomonas mobilis 

 
Villias G., and K.M. Pappas 

 
Department of Genetics and Biotechnology, Faculty of Biology, University of Athens, 

Panepistimiopolis, Athens 15701, Greece 
 
The 32.5 kb plasmid pCP4.2 of the ethanol-producing α-proteobacterium 
Zymomonas mobilis, industrial strain CP4, belongs to a family of five distinct and 
similar in size, cryptic plasmids, residing in the organism. Sequencing of the total 
32,456 bp nucleotide content of plasmid pCP4.2, and analysis of both the derived 
sequence and probable extrapolated ORFs, led to the identification of genes and 
intergenic regions potentially involved in plasmid replication (rep) and partitioning 
(par). The most probable replicase-type gene of plasmid pCP4.2, denoted repA, was 
characterized as such via hybridization and sequence homologies with bacterial 
replicases, and codes for a putative 519 aa (58.5 kDa) protein mostly homologous to 
characterized RepA proteins from high molecular weight plasmids of A. tumefaciens 
and B. subtilis. The putative pCP4.2 replicase harbors a well-defined H-T-H DNA-
binding motif. Base-skew analysis of the total nucleotide sequence of plasmid 
pCP4.2 additionally led to the detection of three A/T-rich regions that might serve as 
putative origins of replication (oriRs). The most probable stabilization region of 
plasmid pCP4.2 encompasses in a ~2.2 kb region both active partitioning and 
plasmid addiction elements: i) active partitioning parA- and a parB-like genes, most 
likely transcriptionally linked, coding for putative 22,6 kDa (ParA) and 8,1 kDa 
(ParB) protein products highly homologous to Par proteins of various bacterial 
plasmids and chromosomes, and harboring distinct Walker-type ATPase motifs 
(ParA) and DNA binding motifs (ParB), ii) a centromere-like region (parS) 
immediately downstream of the parAB locus, comprised of seven 13-bp repeats with 
internal dyad symmetries, and lastly, iii) a plasmid addiction-type gene (doc, death-
on-curing), highly homologous to genes of plasmid toxin/antitoxin systems, coding 
for a putative toxin of 14.4 kDa. When genes of the rep and par regions of plasmid 
pCP4.2 where used as probes in Southern hybridizations against the total CP4 
plasmid content, the repA gene proved homologous to particular regions belonging 
to three of the remaining four plasmids of CP4, whereas the parAB genes did not 
hybridize with the rest of the CP4 plasmids. 
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Ο ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΩΝ ΣΥΝ-ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΤΩΝ 
ADA2b ΚΑΙ GCN5 ΣΤΗΝ ΑΥΞΗΣΗ ΤΗΣ ΡΙΖΑΣ ΚΑΙ ΤΗ 

ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΟΥ PS ΙΙ ΤΟΥ Arabidopsis thaliana  ΣΕ ΣΥΝΘΗΚΕΣ 
ΑΛΑΤΟΤΗΤΑΣ 

 
Βλαχονάσιος Κ.Ε, Νικολούδη Α., Πολυδώρου Χ. και Μ. Μουστάκας 

 
 Τοµέας Βοτανικής, Τµήµα Βιολογίας, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης, 54124 

Θεσσαλονίκη 
 
H πρωτεϊνη ADA2 είναι ένας µεταγραφικός συν-ενεργοποιητής, ο οποίος 
συνδέεται και λειτουργεί µε την ακετυλοτρανσφεράση των ιστονών GCN5 
στην ζύµη καθώς και σε πρότυπα ζωικά συστήµατα (Brown et al., 2000). 
Στο Arabidopsis thaliana, υπάρχει ένα γονίδιο που κωδικοποιεί την GCN5 
και δύο γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεϊνες που µοιάζουν µε την ADA2 
της ζύµης και έχουν περίπου 50% οµοιότητα στην αλληλουχία των 
αµινοξέων τους. Τ-DNA ενθέσεις στα γονίδια GCN5 και ADA2b 
προκαλούν σοβαρότατες επιδράσεις στην αύξηση και την ανάπτυξη των 
φυτών καθώς και στην έκφραση των γονιδίων όπως ελέχθηκαν 
χρησιµοποιώντας µικροσυστοιχίες ολιγονουκλεο-τιδίων. Τα gcn5 και ada2b 
µεταλλάγµατα εκδήλωσαν παρόµοιους αλλά και διαφορετικούς 
φαινότυπους, υποδηλώνοντας ότι αυτοί οι συν-εργοποιητές έχουν 
ταυτόχρονα κοινούς και διαφορετικούς βιολογικούς ρόλους και 
παρουσιάζουν διαφορετική ανθεκτικότερα σε θερµοκρασίες µικρότερες του 
0°C από τα φυτά άγριου τύπου (Vlachonasios et al., 2003). Στην εργασία 
αυτή µελετήθηκε ο ρόλος των γονιδίων ADA2b και GCN5 στην αύξηση των 
ριζών και τη λειτουργία του PS II σε συνθήκες αλατότητας. Στα πειράµατα 
ανθεκτικότητας στην αλατότητα (0, 50, 75 και 100mΜ NaCl), και τα δύο 
µεταλλάγµατα παρουσίασαν µειωµένη αύξηση της ρίζας σε σχέση µε τα 
φυτά άγριου τύπου. Το αποτέλεσµα αυτό υποδηλώνει ότι οι πρωτείνες 
ADA2b και GCN5 µπορεί να λειτουργούν ως θετικοί ρυθµιστές της 
αύξησης της ρίζας στην αλατότητα. Σε πειραµάτα µέτρησης του φθορισµού 
της χλωροφύλλης µετά από έκθεση των φυτών σε 100mM NaCl για δύο 
µέρες και τα δύο µεταλλάγµατα έδειξαν σηµαντική µείωση στη µη-
φωτοχηµική απόσβεση (NPQ), ενώ παρουσίασαν µεγαλύτερη ροή 
ηλεκτρονίων (ETR) και µεγαλύτερη απόδοση φωτονίων στη µεταφορά 
ηλεκτρονίων του PSII (ΦPSII) σε σχέση µε τα φυτά άγριου τύπου.  
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THE ROLE OF TRANSCRIPTIONAL COACTIVATORS ADA2b 
AND GCN5 IN ROOT GROWTH AND PSII FUNCTION OF 

Arabidopsis thaliana UNDER SALINITY  
 

Vlachonasios KE., Nikoloudi A., Polidorou C., and M. Moustakas 
 

Department of Botany, School of Biology, Aristotle University of Thessaloniki, 54124 
Thessaloniki 

 
ADA2 is a transcriptional coactivator that has been shown to associate and 
function with the histone acetyltransferase GCN5 in budding yeast as well 
as in model animal systems (Brown et al. 2000). In Arabidopsis, there is one 
gene encoding GCN5 and two genes encoding proteins that resemble yeast 
ADA2 and share approximately 50% amino acid sequence identity. T-DNA 
disruption of GCN5 or ADA2b resulted in severe effects on plant growth and 
development and on gene expression as monitored using DNA microarrays. 
The gcn5 and ada2b mutant plants display both similar and different 
phenotypes as well as respond different to freezing tolerance than wild-type 
plants, suggesting that these proteins have both common and distinct 
biological functions (Vlachonasios et al., 2003).  In the present study we 
explore the role of ADA2b and GCN5 genes on root growth and PSII 
function under salinity.  In the salt tolerance experiments (0, 50, 75, 100mΜ 
NaCl) both mutants display reduced root growth in comparison to the wild 
type plants.  This result suggests that ADA2b and GCN5 proteins may 
function as positive regulators of root growth under salt conditions. In the 
chlorophyll fluorescence measurements, after two days exposure to 100mM 
NaCl both mutants showed a significant reduction in the non-photochemical 
quenching (NPQ) formation whereas the electron transport rate (ETR) and 
the quantum yield of PSII electron transport (ΦPSII) increased compared to 
wild type plants. 
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ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΜΥΚΗΤΩΝ ΚΑΙ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ ΚΟΠΡΑΝΩ∆ΟΥΣ 
ΠΡΟΕΛΕΥΣΗΣ ΣΤΗΝ ΑΜΜΟ ΑΚΤΩΝ ΚΟΛΥΜΒΗΣΗΣ 
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Πανεπιστήµιο Αθηνών  
 
∆είγµατα άµµου συλλέχθηκαν από τρεις αµµώδεις παραλίες κολύµβησης 
της ανατολικής ακτής της νήσου Λέσβου κατά την κολυµβητική περίοδο 
του 2004 και εξετάσθηκαν για ολικά και κοπρανώδη κολοβακτηριοειδή 
(ΤC, FC), κοπρανώδεις στρεπτοκόκκους (FS) και εντεροκόκκους (Εnt) 
καθώς και µύκητες. Η άµµος, αδροµερής και µέσου µεγέθους, από 
µακροσκοπική παρατήρηση εκτιµήθηκε ότι αποτελείται από ασβεστίτη, 
µαρµαρυγία, σερπεντίνη και χαλαζία.  
Ύπαρξη βακτηρίων κοπρανώδους προέλευσης διαπιστώθηκε σε όλες τις 
παραλίες. Οι αριθµοί των TC και FC ήταν γενικά χαµηλοί  και 
αποµονώθηκαν από το 15% των δειγµάτων. Στο 85% των περιπτώσεων δεν 
ανιχνεύθηκε η παρουσία τους. Σε αντίθεση, η παρουσία FS και 
εντεροκόκκων ήταν σηµαντική τόσο σε ποσοστό θετικών δειγµάτων όσο 
και αριθµητικά. FS αποµονώθηκαν από το 93% των δειγµάτων που 
εξετάσθηκαν, εντερόκοκκοι από το 88% των δειγµάτων. Άφθονη ήταν, 
όπως αναµενόταν, η παρουσία µυκήτων στην άµµο. Τα είδη που 
ταυτοποιήθηκαν άνηκαν στα εξής γένη: Absidia, Alternaria, Aspergillus, 
Aureobasidium, Candida, Cladosporium, Cryptococcus, Emericella, 
Exophiala, Fusarium, Mucor, Paecillomyces, Penicillium, Phoma, 
Rhizopus, Trichoderma, Trichosporon, Verticillium. Πολλά από αυτά είναι 
ευκαιριακά παθογόνα για τον άνθρωπο. 
Ο µύκητας Candida albicans είναι από τους πλέον σοβαρούς ευκαιριακά 
παθογόνους µύκητες και είναι ο συχνότερα εµφανιζόµενος µύκητας σε 
ενδονοσοκοµειακές λοιµώξεις. Μεταδίδεται και µε επαφή, ως εκ τούτου η 
παρουσία του στην άµµο ενέχει κίνδυνο για την υγεία των λουοµένων. Από 
τη µελέτη δεν διαπιστώθηκε συσχέτιση της παρουσίας του στην άµµο µε 
αυξηµένους αριθµούς βακτηρίων κοπρανώδους προέλευσης. 
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DETECTION OF YEASTS AND FAECAL BACTERIA IN THE 
SAND OF BATHING BEACHES  
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Sand samples were collected from three bathing beaches on the eastern 
coast of the island of Lesbos, Greece, during the 2004 bathing season. The 
samples were examined for total coliforms (TC), faecal coliforms (FC), 
faecal streptococci (FS), enterococci (Ent) as well as yeasts and molds. 
Sand, coarse and medium sized, was macroscopically characterized a 
mixture of limestone, serpentine, mica and quartz. Feacal bacteria were 
isolated from all three beaches. Total and faecal coliforms as a rule were 
very low in numbers, and were only isolated from 15% of the samples. In 
85% of the samples they were not detected at all. In contrast, faecal 
streptococci and enterococci were isolated in considerable numbers, faecal 
streptococci from 93% of the samples, enterococi from 88% of samples. The 
presence of yeasts and molds was abutand in the sand, as expected. The 
isolates belonged to the following genera: Absidia, Alternaria, Aspergillus, 
Aureobasidium, Candida, Cladosporium, Cryptococcus, Emericella, 
Exophiala, Fusarium, Mucor, Paecillomyces, Penicillium, Phoma, 
Rhizopus, Trichoderma, Trichosporon, Verticillium. Many of these are 
opportunistic pathogens. Candida albicans is one of the most important 
opportunistic yeasts, the most frequently isolated in nosocomial infections. 
It can be transmitted by contact hence its presence in the sand indicates 
possibility of bathers’ infection. This project established no correlation 
between C.albican’s presence in the sand and faecal pollution indicator 
bacteria. 
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ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ ΠΟΛΥΑΜΙΝΩΝ ΣΤΗ ∆ΟΜΗ ΚΑΙ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΟΥ 
5S ΡΙΒΟΣΩΜΑΤΙΚΟΥ RNA 

 
Γερµπανάς Γ.Β., Ντίνος Γ. και ∆.Λ. Καλπαξής  

 
Εργαστήριο Βιολογικής Χηµείας, Τµήµα Ιατρικής, Πανεπιστήµιο Πατρών 

 
Στα βακτήρια, η µεγάλη ριβοσωµατική υποµονάδα αποτελείται από δύο 
είδη RNA, το 23S και το 5S rRNA, καθώς και 33 πρωτεΐνες. Ο 
σχηµατισµός του πεπτιδικού δεσµού και η απελευθέρωση της πεπτιδικής 
αλυσίδας επιτελούνται στη µεγάλη υποµονάδα, όπου εδράζεται το 
καταλυτικό κέντρο της πεπτιδυλοτρανσφεράσης (ΡΤase). Eκτός αυτού, η 
µεγάλη υποµονάδα περιλαµβάνει το κέντρο προσδέσεως των 
µεταφραστικών παραγόντων, το οποίο πυροδοτεί τη GTPase δραστικότητα 
των G-πρωτεϊνικών παραγόντων, που εµπλέκονται στη µετατόπιση των 
υποστρωµάτων και άλλες ριβοσωµατικές λειτουργίες. Έχει υποτεθεί ότι το 
5S rRNA παίζει ουσιώδη ρόλο στη συγκρότηση του κέντρου της ΡΤase και 
στη µετάδοση σηµάτων µεταξύ του καταλυτικού κέντρου και των 
ριβοσωµατικών συστατικών που διεκπεραιώνουν την µετατόπιση των 
υποστρωµάτων. Το ιοντικό περιβάλλον φαίνεται να επηρεάζει καθοριστικά 
τη διαµόρφωση του 5S rRNA. Για παράδειγµα, έχει βρεθεί ότι οι 
πολυαµίνες δεσµεύονται εκλεκτικά στο 5S rRNA και επηρεάζουν τη 
δραστικότητά του έναντι του διµεθυλο-θεϊκού, ενός αντιδραστηρίου-
ιχνηθέτη της τριτοταγούς δοµής του RNA. Με σκοπό να ελέγξουµε αν η 
πρόσδεση των πολυαµινών επηρεάζει τη λειτουργία του 5S rRNA, 70S 
ριβοσώµατα προγραµµατισµένα µε πολυ-ουριδυλικό σχηµατίσθηκαν από 
50S υποµονάδες, ολικά ή εκλεκτικά φωτοσηµασµένες µε ένα φωτοδραστικό 
ανάλογο της σπερµίνης, και από 30S ακατέργαστες υποµονάδες. Αυτά τα 
ριβοσώµατα είχαν την ικανότητα να δεσµεύουν AcPhe-tRNA εξ ίσου 
ισχυρά, όπως ριβοσώµατα συγκροτηµένα από φυσικά συστατικά, µη 
περιέχοντα πολυαµίνες. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η πρόσδεση 
πολυαµινών στο 5S rRNA δεν επηρεάζει τη λειτουργία του παράγοντα 
επιµήκυνσης–Τu. Συζευγµένα, όµως, τα εν λόγω ριβοσώµατα µε tRNAPhe 
στην Ε-θέση και AcPhe-tRNA στην Ρ-θέση, επέδειξαν ισχυρότερη 
καταλυτική δραστικότητα και αυξηµένη ικανότητα για µετατόπιση των 
υποστρωµάτων. Τα αποτελέσµατα αυτά εισηγούνται σηµαντική εµπλοκή 
των πολυαµινών στο λειτουργικό ρόλο του 5S rRNA κατά την κατάλυση 
και µετατόπιση των υποστρωµάτων.  
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ROLE OF POLYAMINES IN THE STRUCTURAL AND 
FUNCTIONAL INTEGRITY OF 5S RIBOSOMAL RNA 
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In bacteria, the large ribosomal subunit comprises two RNA species, 23S 
and 5S rRNA, and 33 proteins. Peptide bond formation and peptide release 
are catalysed by the large subunit, where the peptidyltransferase (PTase) 
center is located. In addition to this center, the large subunit includes a 
factor-binding center, which triggers the GTPase activities of G-protein 
factors involved in translocation and other ribosomal functions. It has been 
hypothesized that 5S rRNA plays essential role in assembling the PTase 
center and mediating signal transmissions between this center and the 
translocation machinery. Furthermore, the ionic environment seems to affect 
the conformation of 5S rRNA. For instance, polyamines have been found to 
bind specifically to 5S rRNA and influence the 5S rRNA reactivity towards 
dimethyl sulphate (DMS), a chemical probe of RNA tertiary structure. To 
test whether the binding of polyamines influence the function of 5S rRNA, 
poly(U)-programmed 70S ribosomes were reconstituted from 50S subunits, 
totally or specifically photolabeled in their 5S rRNA with a photoreactive 
analogue of spermine, and native 30S subunits. These ribosomes were found 
to enzymatically bind AcPhe-tRNA in a similar fashion to ribosomes 
reconstituted from native components. This means, that furnishing 5S rRNA 
with spermine does not influence the elongation factor-Tu function. 
However, equipped with tRNAPhe at the E-site and AcPhe-tRNA at the P-
site, these ribosomes exhibited higher catalytic activity and enhanced tRNA-
translocation efficiency. These results suggest an essential impact of 
polyamines on the functional role of 5S rRNA in catalysis and translocation 
of translation substrates. 
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IN VITRO ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ NK ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΑΠΟ 
ΥΠΕΡΚΕΙΜΕΝΑ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΩΝ ΜΟΝΟΠΥΡΗΝΩΝ & 

ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΗΣ ΑΝΤΙΚΑΡΚΙΝΙΚΗΣ ΤΟΥΣ ∆ΡΑΣΗΣ IN VIVO 
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3Τµήµα Φυσιολογικής Βιοχηµείας, Πανεπιστήµιο Tuebingen, Γερµανία 

 
Ενεργοποιηµένα Φυσικά Φονικά κύτταρα (ΝΚ cells) χρησιµοποιούνται 
ευρέως σε αντικαρκινικά ανοσοθεραπευτικά πρωτόκολλα. Κυτταροκίνες 
και συνδυασµοί τους εγείρουν την κυτταροτοξική τους δράση in vitro και in 
vivo. Ενεργοποιήσαµε για σύντοµο διάστηµα ανθρώπινα ΝΚ-92 κύτταρα ή 
αποµονωµένα ΝΚ κύτταρα απο σπλήνα ποντικών µε υπερκείµενο 
καλλιέργειας µονοπυρήνων που συλλέχθηκε ύστερα από τριήµερη επώαση 
ανθρώπινων µονοπυρήνων ή ποντικίσιων σπληνοκυττάρων παρουσία 
ακινητοποιηµένου anti-CD3 και ονοµάστηκε αντίστοιχα hMN-CM και 
mSC-CM. Ελέγξαµε την αντικαρκινική δράση, αυτών των 
ενεργοποιηµένων ΝΚ κυττάρων, σε τρία in vivo µοντέλα όγκου (α) σε 
ποντίκια Balb/C ενοφθαλµισµένα υποδορίως (s.c.) µε συγγενικά καρκινικά 
κύτταρα της σειράς CT-26 (καρκίνος εντέρου) (β) σε ανοσοανεπαρκή 
ποντίκια SCID ενοφθαλµισµένα s.c. µε κύτταρα της ανθρώπινης σειράς 
FM3 (µελάνωµα) και (γ) σε SCID ποντίκια ενοφθαλ-µισµένα s.c. µε 
κύτταρα της ανθρώπινης σειράς MCF-7 (καρκίνος µαστού). Τα 
ενεργοποιηµένα ποντικίσια NK ή NK-92 κύτταρα χορηγήθηκαν 0, 4 και 11 
µέρες µετά καρκινικά. Σε όλα τα µοντέλα, τα ποντίκια που δέχτηκαν τα 
ενεργοποιηµένα ΝΚ κύτταρα παρουσίασαν καθυστερηµένη ανάπτυξη 
όγκου και αυξηµένη συνολική επιβίωση, συγκρινόµενα µε τα ποντίκια 
µάρτυρες. Συνολικά, τα προκαταρκτικά αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι 
σύντοµη in vitro ευαισθητοποίηση µε υπερκείµενα, όπως το mSC-CM και 
hMN-CM, αντί-στοιχα, µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την επαρκή 
ενεργοποίηση ΝΚ κυττάρων ώστε, τα τελευταία, να φανούν χρήσιµα στην 
αντιµετώπιση διαφόρων τύπων καρκίνου in vivo.  

Χρηµατοδότηση: ΚΕΣΥ 
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IN VITRO ACTIVATION OF NK CELLS BY MONONUCLEAR 
CULTURE SUPERNATANTS & EVALUATION OF THEIR 

ANTITUMOR ACTIVITY IN VIVO 
 

Georgaki S.1, Skopeliti M.1, Tsiatas M.2, Voutsas J.F.1, Diapouli F.1, 
Katsila T.1, Katsoulas H.1, Voelter W.3, Bamias A.2, Tsitsilonis O.E.1 

 
1Department of Animal and Human Physiology, Faculty of Biology, University of Athens, 

2Department of Clinical Therapeutics, ‘‘Alexandra’’ Hospital, School of Medicine, 
University of Athens, 3Department of Physiological Biochemistry, University of Tuebingen 

 
Natural killer (NK) cells are extensively used, when appropriately activated, 
in cancer immunotherapeutic protocols. Cytokines or cytokine combinations 
have been reported to augment NK cell cytotoxic activity both in vitro and 
in vivo. NK cell activation was performed upon short-term exposure of 
human NK-92 or spleen-derived mouse NK cells to cytokine-rich, 
conditioned media. The latter were prepared by stimulating human 
peripheral blood mononuclear cells or murine spleen cells in flasks pre-
coated with anti-CD3 monoclonal antibody for 3-days and were accordingly 
termed human mononuclear cell-conditioned medium (hMN-CM) and 
murine spleen cell-conditioned medium (mSC-CM), respectively. The 
antitumor activity of thus activated NK cells was tested in three distinct 
murine tumor models: (a) in Balb/C mice, subcutaneously (s.c.) inoculated 
with syngeneic CT-26 colon carcinoma cells; (b) in severe combined 
immunodeficient (SCID) mice, s.c. inoculated with human FM3 melanoma 
cells, and (c) in SCID mice s.c. inoculated with human MCF-7 breast cancer 
cells. Mice received activated murine NK or NK-92 cells on days 0, 4 and 
11 after cancer cell administration, and tumor mass was recorded every 
other day. In all models, animals treated with activated NK cells exhibited 
delayed development of their solid tumors and prolonged overall survival, 
compared to control animals. Overall, our preliminary results show that 
short-term in vitro stimulation of murine and human NK cells with 
conditioned media, such as mSC-CM and hMN-CM, respectively, is an 
efficient approach for the induction of sufficient NK cell activation that may 
be proven useful in eliciting antitumor immune responses against various 
types of cancer in vivo.  

Funded: KESY 
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ΤΟ ΜΟΤΙΒΟ «ΥΠΟΓΡΑΦΗ» ΤΗΣ ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑΣ NAT/NCS2 
ΣΤΗΝ ΠΕΡΜΕΑΣΗ YGFO ΤΗΣ E. COLI: Ι. ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗ 

ΚΥΣΤΕΪΝΙΚΗΣ ΣΑΡΩΣΗΣ 
 

Γεωργοπούλου Α., Καρατζά Π., Πάνος Π. και Ε. Φριλίγγος 
 

Εργαστήριο Βιολογικής Χηµείας, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων Ιατρική Σχολή, Ιωάννινα 45110 
 

Το µοτίβο «υπογραφή» της οικογένειας NAT/NCS2 (NAT signature motif) είναι µία 
εξαιρετικά συντηρηµένη αλληλουχία 10 καταλοίπων των µεταφορέων νουκλεοτιδικών 
βάσεων – ασκορβικού (NAT), που έχει εµπλακεί στον καθορισµό της εξειδίκευσης 
υποστρωµάτων και της λειτουργίας της διόδου µεταφοράς πουρινών βάσει πειραµάτων µε 
τον µεταφορέα UapA του ασκοµύκητα A. nidulans. Για να αναλύσουµε συστηµατικότερα το 
µοτίβο αυτό, εφαρµόσαµε µεταλλαξιγένεση κυστεϊνικής σάρωσης του οµόλογου µεταφορέα 
YgfO της E. coli, ο οποίος είναι ειδικός και υψηλής συγγένειας συµµεταφορέας ξανθίνης:H+. 
Χρησιµοποιώντας µία πλήρως λειτουργική παραλλαγή του YgfO όπου οι 5 εγγενείς Cys 
είχαν αντικατασταθεί σε Ser (C-less), κατασκευάσαµε µία σειρά µεταλλαγµάτων µονής 
κυστεΐνης (single-Cys) στην αλληλουχία 315GSIPITTFAQNNGVIQMTGVASRYVG340 
που περιέχει το µοτίβο NAT (κατάλοιπα 324-333). Από τα 26 µεταλλάγµατα µονής Cys, 16 
έχουν υψηλή ενεργότητα µεταφοράς ξανθίνης, T320C, T321C, I329C και T332C 
παρουσιάζουν χαµηλή ενεργότητα (10-25% αυτής του C-less), F322C, N325C και N326C 
είναι οριακώς ενεργά (5-8% του C-less), ενώ P318C, Q324C και G340C είναι πλήρως 
ανενεργά. Όταν µεταφερθούν στο φυσικού τύπου υπόστρωµα, F322C(wt) και N326C(wt) 
εµφανίζουν υψηλή ενεργότητα, ενώ P318G(wt), Q324C(wt), N325C(wt) και G340C(wt) 
παραµένουν ανενεργά. Επιπροσθέτως, τα Q324N(wt) και N325Q(wt) έχουν πολύ χαµηλή 
ενεργότητα (25% του wt), ενώ το N326Q(wt) εµφανίζει πολύ υψηλή ενεργότητα και το 
G340A(wt) συσσωρεύει ξανθίνη σε επίπεδα έως 50% αυτών του wt. Η χαµηλή έως 
αµελητέα ενεργότητα των µεταλλαγµάτων στις θέσεις Pro318 ή Gly340 συσχετίζεται µε 
χαµηλά έως αµελητέα επίπεδα έκφρασης στη µεµβράνη, ενώ στις άλλες θέσεις δεν 
επηρεάζεται σηµαντικά η έκφραση. Πειράµατα αναστολής µε N-αιθυλµηλεϊµίδιο (NEM) 
δείχνουν ότι η ενεργότητα στις θέσεις 315-322 δεν επηρεάζεται από το NEM (IC50s ≥0.4 
mM), ενώ η ενεργότητα στις θέσεις 323-329 είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη (IC50s 15-80 µM), και 
οι θέσεις 330-340 ακολουθούν µία περιοδικότητα εναλλασσόµενης ευαισθησίας στο ΝΕΜ 
που υποδεικνύει διαµόρφωση α-έλικας. Από πειράµατα αλκυλίωσης, οι θέσεις της περιοχής 
330-340 φαίνεται ότι είναι προσβάσιµες και αντιδρούν µε το NEM. Εποµένως, η επιλεκτική 
ευαισθησία της µίας πλευράς α-έλικας σε απενεργοποίηση, όπως παρατηρήσαµε, φαίνεται 
να οφείλεται σε εµπλοκή του µηλεϊµιδικού προσδέµατος, στις θέσεις αυτές, µε παρεµπόδιση 
του µηχανισµού της µεταφοράς ξανθίνης.  
 
Η έρευνα αυτή χρηµατοδοτήθηκε από το πρόγραµµα «Ηράκλειτος» του Υπουργείου Εθνικής 

Παιδείας µέσω του 3ου Κοινοτικού Πλαισίου Στήριξης της Ευρωπαϊκής Ένωσης. 
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THE NAT/NCS2 SIGNATURE MOTIF IN THE YGFO PERMEASE 
OF E. COLI: Ι. CYSTEINE-SCANNING MUTAGENESIS 

Georgopoulou E., Karatza P., Panos P., and S. Frillingos 
Lab. of Biological Chemistry, Medical School, University of Ioannina Ioannina 45110 

 
The nucleobase-ascorbate transporter (NAT) signature motif is a conserved sequence 
motif of the ubiquitous NAT/NCS2 family, that has been implicated in defining the 
function and selectivity of purine translocation pathway in the fungal homologue 
UapA. To analyze the role of NAT motif more systematically, we have employed 
Cys-scanning mutagenesis of the E. coli purine-specific homologue YgfO. Using a 
functional mutant devoid of Cys residues (C-less), each amino acid residue in 
sequence  315GSIPITTFAQNNGVIQMTGVASRYVG340 including the NAT motif 
(key residues in underlined boldface) was replaced individually with Cys. Of the 26 
single-Cys mutants, 16 accumulate xanthine to >50% of the steady state observed 
with C-less, T320C, T321C, I329C and T332C exhibit low levels of accumulation 
(10-25% of C-less), F322C, N325C and N326C accumulate marginally (5-8% of C-
less), while P318C, Q324C and G340C are completely inactive. When transferred to 
wild-type, F322C(wt) and N326C(wt) are highly active, but P318G(wt), Q324C(wt), 
N325C(wt) and G340C(wt) are inactive. In addition, Q324N(wt) and N325Q(wt) 
accumulate to strikingly low levels (25% of wild-type), while N326Q(wt) displays 
very high activity and G340A(wt) accumulates to 50% of wild-type. Immunoblot 
analysis shows that low or negligible activity of mutants at Pro318 and Gly340 is due 
to low or negligible expression in the membrane. All other mutants are expressed to 
high or moderate levels. Inhibition analysis with N-ethylmaleimide (NEM) shows 
that the single-Cys mutants fall to three regions: single-Cys positions 315-322 are 
insensitive to NEM, with IC50s ≥0.4 mM, positions 323-329 are highly sensitive, 
with IC50s of 15-80 µM, and positions 330-340 follow a pattern indicative of an 
alpha-helical conformation, with mutants sensitive to alkylation clustering on one 
face of an alpha-helix. Sulfhydryl alkylation analysis of the single-Cys mutants using 
an engineered carboxyl-terminal His10 tag and Ni2+-IDA affinity chromatography 
reveals that most of the single-Cys mutants of region 330-340 are accessible to NEM 
and selective inactivation at the inhibition-sensitive positions should be attributed to 
severe blocking effects of the maleimidyl adduct that is associated with the 
conformational changes of turnover.  
 

This research was co-funded by the European Union in the framework of the program 
“Heraklitos” of the “Operational Program for Education and Initial Vocational Training” 
of the 3rd Community Support Framework of the Hellenic Ministry of Education, funded by 

25% from national sources and by 75% from the European Social Fund (ESF). 
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TRNA-ΕΞΑΡΤΩΜΕΝΗ ΣΥΝΘΕΣΗ TOY ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ 
ΤΟΙΧΩΜΑΤΟΣ ΤΟΥ STAPHYLOCOCCUS AUREUS -

ΠΡΟΚΑΤΑΡΚΤΙΚΕΣ ΜΕΛΈΤΕΣ 
 

Γιαννούλη Σ., Κυρίτσης Α., ∆ιοκµετζίδου Α., Ζάττας ∆. 
και Κ. Σταθόπουλος 

 
Τµήµα Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας, Πανεπιστήµιο Θεσσαλίας, Πλούτωνος 26, 412 21 

Λάρισα 
 

Τα µόρια tRNA, εκτός από το να µεταφέρουν αµινοξέα κατά τη διάρκεια 
της πρωτεϊνοσύνθεσης, συµµετέχουν και σε εναλλακτικές κυτταρικές 
διαδικασίες, όπως η βιοσύνθεση αµινοξέων και άλλων ενδιάµεσων µορίων 
του µεταβολισµού. Το κυτταρικό τοίχωµα του S. aureus αποτελείται κατά 
50% από ένα πολυµερές Ν-ακετυλογλυκοζαµίνης και Ν-
ακετυλοµουραµικού οξέος, τα οποία συνδέονται µεταξύ τους µε 
πενταπεπτίδια γλυκίνης. H γλυκίνη ενσωµατώνεται µέσω της δράσης των 
µη ριβοσωµικών πεπτιδυλτρανσφερασών FemX, FemA και FemB, και µε 
δότη γλυκίνης τα Gly-tRNAGly µόρια. Έχουν ανιχνευτεί τουλάχιστον 4 
ισοδεκτικά µόρια tRNAGly που εκτός από την πρωτεϊνοσύνθεση, 
εµπλέκονται και στη σύνθεση του κυτταρικού τοιχώµατος. Τα tRNA αυτά 
αµινοακυλιώνονται από την ίδια αµινοάκυλο-tRNA συνθετάση της 
γλυκίνης (GlyRS), αλλά ακολουθούν διαφορετικές πορείες ανάλογα µε τις 
κυτταρικές ανάγκες. Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η µελέτη 
παραγόντων που εµπλέκονται στην tRNA-εξαρτώµενη µεταφορά και 
ενσωµάτωση γλυκίνης στο κυτταρικό τοίχωµα και την αποσαφήνιση των 
σταδίων του µηχανισµού αυτού. Η κλωνοποίηση της GlyRS, τoυ FemX και 
των µορίων tRNAGly του S. aureus αποσκοπεί στη µελέτη των 
αλληλεπιδράσεων τόσο µεταξύ τους όσο και µε πιθανούς παράγοντες που 
µεσολαβούν στη µεταφορά γλυκίνης στο κυτταρικό τοίχωµα. ∆εδοµένης 
της µολυσµατικότητας του S. aureus καθώς και του γεγονότος ότι η 
ανθεκτικότητά του σε αντιβιοτικά εξαρτάται άµεσα από την ακεραιότητα 
των γεφυρών γλυκίνης, η ανίχνευση των παραγόντων που εµπλέκονται στην 
µεταφορά και ενσωµάτωση της γλυκίνης, θα αποκαλύψει σηµαντικούς 
µοριακούς στόχους νέων αντιβιοτικών φαρµάκων.      
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TRNA-DEPENDENT SYNTHESIS OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
CELL WALL – PRELIMINARY STUDIES 
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and C. Stathopoulos 
 

Department of Biochemistry and Biotechnology, University of Thessaly,  
26 Ploutonos str., 412 21 Larissa 

 
tRNA molecules, besides transferring amino acids during the protein 
synthesis, partcipate also in alternative cell processes, such as the 
biosynthesis of various amino acids and other metabolites. The S. aureus 
cell wall consists up to 50% of N-acetlglycosamine and N-acetylmuramic 
acid. These two macromolecules are cross-linked via characteristic 
pentaglycine bridges. Glycine is incorporated by the non-ribosomal 
peptidyltransferases FemX, FemA και FemB, and Gly-tRNAGly molecules 
serve as glycine donors. At least four isoacceptor tRNAGly molecules have 
been identified and, besides protein synthesis, they participate also in cell 
wall synthesis. All tRNAGly molecules are aminoacylated by a single glycyl-
tRNA synthetase (GlyRS), but they follow different pathways depending on 
cell necessities. Aim of the present project is to study mediator factors 
involved in the tRNA-dependent transfer and incorporation of glycine 
residues in the cell wall and the clarification of this mechanism. Cloning of 
the GlyRS, FemX and tRNAGly encoding genes from S. aureus will provide 
the substrates in order to elucidate possible interactions between these 
molecules and other potential factors involved in the glycine transfer to the 
cell wall. Given the pathogenity of S. aureus and its resistance to several 
antibiotics, which relies on the pentaglycine bridges integrity, the 
identification of factors participating in glycine transfer and incorporation 
will reveal significant molecular targets for new antibiotics. 
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ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΤΕΧΝΙΚΗΣ ΤΩΝ RAPDs ΣΤΗΝ ΑΝΑΛΥΣΗ 
ΠΛΗΘΥΣΜΩΝ ΤΗΣ ΑΓΡΙΑΣ ΠΕΣΤΡΟΦΑΣ (Salmo trutta L.) 

 
Γκέλια ∆. και Α.Π. Αποστολίδης 

 
Εργαστήριο Ιχθυοκοµίας & Αλιείας, Τοµέας Ζωικής Παραγωγής, Γεωπονική Σχολή, ΑΠΘ 

 
Πολυάριθµες έρευνες της γενετικής ποικιλότητας της άγριας πέστροφας 
(Salmo trutta L.) αποκάλυψαν την ύπαρξη εκτεταµένης γενετικής 
διαφοροποίησης ανάµεσα στους πληθυσµούς του είδους, καθώς και τη 
‘µοναδικότητα’ αρκετών από τους πληθυσµούς αυτούς. Οι έρευνες αυτές  
πραγµατοποιήθηκαν κυρίως µε τη βοήθεια της ισοενζυµικής ανάλυσης, των 
µικροδορυφορικών δεικτών και της ανάλυσης του µιτοχονδριακού DNA 
(mtDNA). Ιδιαίτερα, η ανάλυση του mtDNA σε δείγµατα από όλη την 
έκταση κατανοµής του είδους αποκάλυψε την ύπαρξη πέντε κύριων 
φυλογενετικών οµάδων ενώ αξιοσηµείωτο είναι ότι οι τέσσερις από αυτές 
τις οµάδες απαντώνται και στον Ελλαδικό χώρο. Στην εργασία αυτή 
εφαρµόστηκε η ανάλυση του τυχαίως ενισχυµένου πολυµορφικού DNA 
(µέθοδος RAPD), σε δείγµατα πέστροφας που προέρχονταν και από τις 
πέντε φυλογενετικές οµάδες, µε στόχο τη διερεύνηση της αποτελε-
σµατικότητας της µεθόδου αυτής στην αποκάλυψη της διαπληθυσµιακής 
και ενδο-πληθυσµιακής γενετικής ποικιλότητας. Για το σκοπό αυτό 
χρησιµοποιήθηκαν 24 τυχαίοι εκκινητές οι οποίοι αξιολογήθηκαν µε βάση 
την ένταση, την επαναληψιµότητα και την ανάλυση των ζωνών (δεικτών) 
τους που πολλαπλασιάστηκαν µε τη βοήθεια της αλυσιδωτής αντίδρασης 
της πολυµεράσης (PCR). Τα πρώτα αποτελέσµατα προτείνουν την 
ικανότητα των RAPDs στη διάκριση των πέντε φυλογενετικών οµάδων, 
καθότι βρέθηκαν διαγνωστικοί για την κάθε οµάδα δείκτες. Επιπλέον, 
διαγνωστικοί δείκτες βρέθηκαν και ανάµεσα σε διαφορετικούς πληθυσµούς 
της ίδιας φυλογενετικής οµάδας.     
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(Salmo trutta L.) POPULATIONS 
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Genetic variation in brown trout (Salmo trutta L.) populations from 
throughout Europe has been extensively studied. Collectively, these studies 
were based mainly on isozyme, microsatellite and mitochondrial DNA 
(mtDNA) analyses and revealed that brown trout is one of the most 
substructure fish species. Particularly, mtDNA analyses revealed the 
presence of five major evolutionary lineages that were identified throughout 
the distribution range of the species, whereas it is noticeable that four of 
them were found in Greece. In the present study the Random Amplified 
Polymorphic DNA (RAPD) technique was applied to samples of brown 
trout that came from all five major lineages. The aim of the study was the 
evaluation of the efficiency of the RAPDS in detecting genetic variation 
among and within brown trout populations. For this purpose, 24 randomly 
chosen primers were used. Primers were evaluated on the basis of intensity 
or resolution of bands, repeatability of markers and consistency within 
individuals. The first results showed that RAPDs are able to discriminate the 
five major lineages, as there were found diagnostic banding patterns for 
each lineage. Moreover, diagnostic banding patterns were also observed and 
among different populations of the same lineage.   
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ΤΟ ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΑΚΟ ΓΟΝΙ∆ΙΩΜΑ ΤΩΝ ΜΥΚΗΤΩΝ Beauveria 
bassiana ΚΑΙ Beauveria brongniartii: ∆ΙΑΤΗΡΗΣΗ ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗΣ 

ΣΕΙΡΑΣ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 
 

Γκίκας ∆.Β., Κουβέλης Β.Ν. και Μ.Α. Τύπας  
 

Τοµέας Γενετικής και Βιοτεχνολογίας, Τµήµα Βιολογίας, ΕΚΠΑ  
 

Η ανάγνωση της πρωτοταγούς αλληλουχίας περιοριστικών τµηµάτων από 
αποµονωµένο mtDNA σε κλίση χλωριούχου καισίου και προϊόντων 
αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) επέτρεψε τη κυκλική 
χαρτογράφηση του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος της Beauveria bassiana 
(32,2 Kb) και της Beauveria brongniartii (33,9 Kb). Η διαφορά στο µέγεθος 
οφείλεται στην ποικιλοµορφία των διαγονιδιακών τους περιοχών και στο 
διαφορετικό αριθµό εσωνίων που εδράζονται σε αρκετά γονίδια (rnl, cob, 
cox1, nad1 και cox2). Συνολικά, προσδιορίστηκαν δεκατέσσερα γονίδια που 
εµπλέκονται στην αναπνευστική αλυσίδα και την παραγωγή ATP, δύο 
rRNA και είκοσι πέντε tRNA γονίδια.. Συγκριτική µελέτη της γονιδιακής 
σειράς όλων των γνωστών µιτοχονδριακών γονιδιωµάτων στην τάξη 
Hypocreales, έδειξε ταυτόσηµη διάταξη. Εκτεταµένες περιοχές 
συντενικότητας αποκαλύφθηκαν όταν η ανάλυση επεκτάθηκε στα 
Pezizomycotina, προσφέροντας πολύτιµες πληροφορίες για την 
ανασύσταση της προγονικής µορφής. Η µελέτη των φυλογενετικών τους 
σχέσεων µε άλλους Ασκοµύκητες, χρησιµοποιώντας τα γονίδια που 
κωδικοποιούν πρωτεΐνες ως µία µονάδα, αποκάλυψε µε ισχυρή υποστήριξη 
την εξελικτική πορεία των Sordariomycetes και ανέδειξε το πλεονέκτηµα 
της µελέτης µικρών γονιδιωµάτων έναντι µεµονωµένων γονιδίων. In silico 
ανάλυση, υπέδειξε πιθανές περιοχές µε ρόλο υποκινητών στη µεταγραφή, 
καθώς και τα ενδεχόµενα παράγωγα πολυσιστρονικά µετάγραφα.. 
Υβριδισµοί κατά Northern και αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυµεράσης µε 
αντίστροφη µεταγραφάση (RT-PCR) επιβεβαίωσαν το λειτουργικό χάρτη, 
ενώ πειράµατα επέκτασης εναρκτήριου ολιγονουκλεοτιδίου (primer 
extension) έδωσαν σαφείς ενδείξεις για το καθορισµό του 5’ άκρου των 
µετάγραφων για τα γονίδια cob και cox1. 
 
Μέρος της έρευνας χρηµατοδοτήθηκε από το ΕυρωπαΙκό Πρόγραµµα QLK1-CT-2001-01391 

(RAFBCA). 
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THE COMPLETE MITOCHONDRIAL GENOMES OF Beauveria 
bassiana AND Beauveria brongniartii: GENE ORDER 

CONSERVATION AND PHYLOGENETIC ANALYSIS 
 

Ghikas D.V., Kouvelis V.N. and M.A. Typas 
 

Department of Genetics & Biotechnology, Faculty of Biology, NKUA 

 
Sequence analysis of restriction fragments from CsCl pure mtDNA and 
PCR-obtained amplicons allowed the isolation of the complete mt genomes 
of Beauveria bassiana and Beauveria brongniartii. Both mt genomes map 
circularly and have very similar sizes (32.2 Kb and 33.9 Kb respectively). 
The differences observed are attributed to the variation of intergenic regions 
and the different number of introns present in several genes (rnl, cob, cox1, 
nad1 and cox2). The mt genomes contained 14 protein coding-genes related 
to oxidative phosporylation and ATP production, two rRNA and a set of 25 
tRNA genes. Genome comparisons within the order of Hypocreales showed 
identical gene order and revealed long units of synteny when all complete 
mt genomes of Pezizomycotina were included, offering valuable 
information about a possible common ancestor. A phylogenetic study where 
all mitochondrial essential protein-coding genes were regarded as one unit 
strongly supported the common evolutionary course of Sordariomycetes and 
highlighted the advantages of analyzing small genomes (mtDNA) over 
single genes. In silico analysis revealed putative promoter regions and 
possible polycistronic transcripts. Reverse Transcriptase - PCR (RT-PCR) 
and Northern hybridizations confirmed the functional map, while the 5’end 
of the transcripts for genes cox1 and cob were determined with primer 
extension experiments. 

 
Part of this project was funded by EU Research Program QLK1-CT-2001-01391 

(RAFBCA). 
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ΚΑΤΑΝΟΜΉ ΤΗΣ ΘΑΛΑΣΣΙΑΣ ΑΝΕΜΩΝΗΣ Anemonia viridis 
(FORSKAL, 1775) ΣΤΗ ΧΑΛΚΙ∆ΙΚΉ (Β. ΑΙΓΑΙΟ) 

 
Γλαρόπουλος Α., Μαργαρίτης Μ., Αντωνιάδου Χ., Χιντήρογλου Χ. 

 
Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης, Gr-54124, 

Θεσσαλονίκη, e-mail: aglaropo@bio.auth.gr 
 
Η θαλάσσια ανεµώνη Anemonia viridis θεωρείται από τα πιο κοινά είδη του 
σκληρού υποστρώµατος της υποπαραλιακής ζώνης στη Μεσόγειο και 
ενδεχοµένως έναν καλό βιοτικό δείκτη της ποιότητας των παράκτιων 
υδάτων. Ωστόσο, η ανασκόπηση της σχετικής βιβλιογραφίας έδειξε πως οι 
πληροφορίες για την κατανοµή των πληθυσµών της στην ευρύτερη περιοχή 
του Β. Αιγαίου είναι πολύ περιορισµένες. Η εργασία αυτή έχει ως στόχο τη 
διερεύνηση της κατανοµής της αφθονίας των πληθυσµών του είδους αυτού 
στις ακτές της Χαλκιδικής. Πραγµατοποιήθηκαν δειγµατοληψίες σε 24 
τυχαίους σταθµούς στην χερσόνησο της Χαλκιδικής, εκτός του Αγ. Όρους, 
µε κατάδυση το χρονικό διάστηµα 07/05 – 12/05. Σε κάθε σταθµό 
εκτιµήθηκε η πληθυσµιακή πυκνότητα του Anemonia viridis βάσει 
κλίµακας σχετικής αφθονίας (1 = 1-50 άτοµα, 2 = 50-100 άτοµα, 3 =  
περισσότερα από 100 άτοµα). Η ανάλυση των δεδοµένων έδειξε ότι οι 
πληθυσµοί του Anemonia viridis εµφανίζουν σηµαντική διαφοροποίηση 
στην κατανοµή της αφθονίας τους στη Χαλκιδική. Οι διαφοροποιήσεις 
αυτές φαίνεται να σχετίζονται µε τη φυσιογνωµία του υποστρώµατος (π.χ. 
έκταση και συγκρότηση βραχώδους υποστρώµατος) και την έκθεση των 
σταθµών στην κυµατική δράση. Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε 
εκείνα άλλων διερευνήσεων στη ∆υτική Μεσόγειο. 
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DISTRIBUTION OF THE SEA ANEMONE Anemonia viridis 
(FORSKAL 1775) IN CHALKIDIKI (N. AEGEAN) 

 
Glaropoulos A., Margaritis M., Antoniadou Chr., Chintiroglou Ch. 

 
Department of Zoology, School of Biology, Aristotle University of Thessaloniki,   Gr-4124, 

Thessaloniki e-mail: aglaropo@bio.auth.gr 
 

The sea anemone Anemonia viridis is among the most common species in 
sublittoral hard substratum throughout the Mediterranean and possibly a 
good biotic indicator. Nevertheless, the review of the contemporary 
bibliography has shown that the information on the distribution of this 
species’ populations in the North Aegean Sea is limited. Therefore, this 
study aims to provide information on the distribution of A. viridis 
populations in Chalkidiki peninsula. Sampling was carried out at 24 
randomly selected stations along the coastline of Chalkidiki, except of 
Mount Athos, by diving, from July 2005 to December 2005. The population 
density of Anemonia viridis was estimated according to an index of relative 
abundance (1 = 1-50 individuals, 2 = 50-100 individuals, 3 = over 100 
individuals). Data analyses showed that the abundance of Anemonia viridis 
populations was differently distributed along the coastline of Chalkidiki 
peninsula. These differences were related to the physiognomic aspect of the 
substratum (spreading out and type of rocky bottom) and the degree of 
exposure. These results are in accordance with several reports from the 
Western Mediterranean.  
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ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟΙ ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΙ ΠΟΥ ∆ΙΕΠΟΥΝ ΤΗΝ 6-ΦΩΣΦΟ-
ΓΛΥΚΟΝΙΚΗ ΑΦΥ∆ΡΟΓΟΝΑΣΗ (6PGD) ΜΕ ΒΑΣΗ ΤΗΝ 

ΠΡΩΤΟΤΑΓΗ ΚΑΙ ΤΡΙΤΟΤΑΓΗ ∆ΟΜΗ ΤΗΣ 
 

Γουλιέλµος Γ.1, Κοσµίδης Ν.2, Λουκάς Μ.2, Ζούρος Ε.3  

και Η. Ηλιόπουλος2 
 

1Εργαστήριο Παθολογίας, Τµήµα Ιατρικής, Πανεπιστήµιο Κρήτης, Βούτες, 715 00 Ηράκλειο 
2Εργαστήριο Γενετικής, Τµήµα Γεωπονικής Βιοτεχνολογίας, Γεωπονικό Πανεπιστήµιο 

Αθηνών, Ιερά Οδός 75, 118 55 Αθήνα 
 3 Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Κρήτης, Βούτες, 714 09 Ηράκλειο 

 
Ο κύκλος των φωσφορικών πεντοζών θεωρείται ως µία κύρια πηγή NADPH 
και πεντόζης που απαιτούνται για την βιοσύνθεση πυρηνικών οξέων. Η 6-
φωσφογλυκονική αφυδρογονάση (6PGD), ένα ένζυµο που συµµετέχει στον 
βιοσυνθετικό κύκλο, καταλύει την οξειδωτική αποκαρβοξυλίωση της 6PGD 
σε 5-φωσφορική ριβουλόζη µε την σύγχρονη απελευθέρωση CO2 και την 
αναγωγή του NADP. Οι γονιδιωµατικές αλληλουχίες της 6PGD για δυο 
είδη εντόµων, B. oleae (∆άκος της ελιάς) και C. capitata (Μυίγα της 
Μεσογείου) προσδιορίστηκαν πειραµατικά και στη συνέχεια 
κατασκευάστηκαν τρισ-διάστατα πρότυπα, βασισµένα στην οµόλογη 
γνωστή δοµή του της 6PGD του προβάτου. Σε µια συγκριτική µελέτη 
αµινοξικών ακολουθιών από 37 είδη, όλες οι συντηρηµένες και οι 
µεταβλητές περιοχές του ενζύµου αναλύθηκαν, και στη συνέχεια 
προσδιορίστηκαν οι περιοχές υψηλής λειτουργικής σπουδαιότητας, οι 
οποίες σχετίζονται και µε το ρόλο που παίζει το ένζυµο σε ανθρώπινες 
ασθένειες. Πολλά αµινοξέα που σχετίζονται µε την εξειδίκευση του 
συνενζύµου βρέθηκαν να εµφανίζουν υψηλό βαθµό συντήρησης µεταξύ 
των ειδών που µελετήθηκαν. Η µεγαλύτερη ποικιλοµορφία παρουσιάζεται 
σε δύο αποµακρυσµένες από την περιοχή του ενεργού κέντρου δοµικές 
ενότητες. Οι περιοχές αυτές, υψηλής µεταλλακτικότητας, προβλέπονται 
αντιγονικές. Τα ένζυµα των δύο εντόµων που µελετήθηκαν έχουν υψηλή 
οµολογία και περαιτέρω εξέταση των µεταβλητών περιοχών, σε συνδυασµό 
µε το υψηλής συντήρησης ενεργό κέντρο, αποκάλυψε επιφανειακές 
περιοχές που σχετίζονται µε τον διµερισµό του ενζύµου, την λειτουργική 
εξειδίκευση και την αντιγονικότητα. Ο εντοπισµός των διαφορών στο 
τρισδιάστατο µοντέλο ανέδειξε πιθανές περιοχές που σχετίζονται µε τον 
αλλοενζυµικό πολυµορφισµό του ενζύµου (F,I,S) των δύο ειδών. 
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FUNCTIONAL CONSTRAINTS OF 6-PHOSPHOGLUCONATE 
DEHYDROGENASE (6-PGD) BASED ON SEQUENCE AND 

STRUCTURAL INFORMATION 
 

Goulielmos G.N.1, Kosmidis N.2, Loukas M.2, Zouros E.3  
and E. Eliopoulos2 

 

1Department of Internal Medicine, School of Health Sciences, University of Crete, Voutes, 
715 00 Heraklion. 

 2Department of Genetics, Agricultural University of Athens, Iera Odos 75, Votanikos, 
11855 Athens.  

3Department of Biology, University of Crete, Vasilika Vouton, 714 09 Heraklion 
 
The pentose phosphate cycle is considered as a major source of NADPH and pentose 
needed for nucleic acid biosynthesis. 6-Phosphogluconate dehydrog-enase (6PGD), 
an enzyme participating in this cycle, catalyzes the oxidative decarboxylation of 
6PGD to ribulose 5-phosphate with the subsequent release of CO2 and the reduction 
of NADP. We have determined the genomic sequences of 6PGD of two species of 
Tephritidae, the medfly Ceratitis capitata and olive fruit fly Bactrocera oleae, and 
constructed three-dimensional models of 6PGD of both Bactrocera oleae and C. 
capitata based on the homologous known sheep structure. In a comparative study of 
6PGD sequences from 37 species, all the conserved and variable sites of the enzyme 
were analyzed and the regions of functional importance were localized, an attempt 
promoted also by the direct involvement of the enzyme in various human diseases. 
The comparison revealed that all regions important for the catalytic activity, such as 
those forming the substrate and coenzyme binding sites, are highly conserved in all 
species examined. Moreover, several amino acid residues responsible for substrate 
and coenzyme specificity were also found to be identical in all species examined. 
The higher percentage of protein divergence is observed at two regions that 
accumulate mutations, located at the distant parts of the two domains of the enzyme 
with respect to their interface. These peripheral regions of non-functional importance 
are highly variable and are predicted as antigenic, thus reflecting possible regions for 
antibody recognition. The enzymes between the two species of Tephritidae have a 
very high homology and further examination of the variable positions with respect to 
the highly conserved binding site residues enabled their grouping in three distinct 
categories, with possible association to dimer formation, functional specificity, and 
antigenicity. Moreover, placement of sequence differences on the 3-D model 
suggests probable sites accommodating variations appearing at the allozymic 
variants (fast, intermediate, and slow) of both species. 
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ΕΠΟΧΙΑΚΕΣ ∆ΙΑΚΥΜΑΝΣΕΙΣ ΣΤΑ ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΙΚΑ 
ΜΟΝΟΠΑΤΙΑ ΑΠΟΚΡΙΣΗΣ ΣΤΟ ΘΕΡΜΙΚΟ ΣΤΡΕΣ ΤΟΥ 

Mytilus galloprovincialis  
 

Γουργού Ε., Γαϊτανάκη Αικ., Μπέης Ι. 
 

Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων και Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό και Καποδιστριακό 
Πανεπιστήµιο Αθηνών 

 
Σε προηγούµενες µελέτες του εργαστηρίου µας έχει δειχθεί η ενεργοποίηση 
των MAPKs στο M. galloprovincialis υπό διάφορες συνθήκες στρες, µεταξύ 
των οποίων και το θερµικό. Στην παρούσα εργασία διερευνάται η πιθανή 
διακύµανση των επιπέδων φωσφορυλίωσης της p38-MAPK στα βράγχια σε 
σχέση µε τις εποχιακές µεταβολές της θερµοκρασίας του περιβάλλοντος, 
καθώς έχει αναφερθεί ετήσια διακύµανση της θερµοκρασίας του 
θαλασσινού νερού έως και 10°C. Επίδραση υπερθερµίας (30°C) και 
υποθερµίας (4°C), σε διαφορετικές εποχές (φθινόπωρο και άνοιξη), έδειξε 
ότι τα φθινοπωρινά ζώα εµφανίζουν 5,5 φορές (σε σχέση µε το µάρτυρα) 
αύξηση των επιπέδων της φωσφορυλίωσης της p38-MAPK κατά την 
υπερθερµία και 14 φορές κατά την υποθερµία, ενώ τα ανοιξιάτικα 
εµφανίζουν 6,3 φορές αύξηση κατά την υπερθερµία και 2,5 φορές κατά την 
υποθερµία. Ταυτόχρονα, υπάρχει συνεργιστική δράση χαλκού και 
θερµοκρασίας, εντονότερη στην υπερθερµία (7,5 φορές σε σχέση µε το 
µάρτυρα), σε σχέση µε την υποθερµία (2,6 φορές). Η συσχέτιση των 
µονοπατιών της p38-MAPK και της HSP70 έχει ήδη δειχθεί, µε τη χρήση 
του ειδικού αναστολέα της p38-MAPK, SB203580. Στην παρούσα µελέτη, 
παρατηρείται αύξηση των επιπέδων της HSP70 σε σχέση µε το µάρτυρα, 
τόσο το φθινόπωρο, όσο και την άνοιξη. Και στις δύο εποχές, η χαµηλή 
θερµοκρασία φαίνεται να προκαλεί µεγαλύτερη αύξηση της HSP70 σε 
σχέση µε την υπερθερµία. Η συνδυασµένη επίδραση θερµικού στρες και 
χαλκού έχει συνεργιστικό αποτέλεσµα στην επαγωγή της HSP70 την 
άνοιξη, µε εντονότερες τις συνέπειες κατά την υποθερµία (19 φορές, έναντι 
4,8 για την υπερθερµία). Εποµένως, φαίνεται ότι η απόκριση στο θερµικό 
στρες µέσω p38-MAPK και HSP70 υπόκειται σε εποχιακές µεταβολές, 
σύµφωνα µε το πρόσφατο θερµικό παρελθόν του οργανισµού.  
 
Το έργο συγχρηµατοδοτείται από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο και Εθνικούς Πόρους 

(ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ) ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ ΙΙ. 
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SEASONAL THERMAL STRESS AFFECTING SIGNAL 
TRANSDUCTION PATHWAYS IN Mytilus galloprovincialis 

 
Gourgou E., Gaitanaki C., Beis I. 

 
Department of Animal & Human Physiology, Faculty of Biology, National & Kapodistrian 

University of Athens, Panepistimiopolis 157 84 Athens 
 

In previous studies of our laboratory it has been shown that thermal stress 
affects MAPK activation in Mytilus galloprovincialis. In this study, we are 
investigating the possible variation of the phosphorylation levels of p38-
MAPK in gills, referring to the seasonal fluctuation of the environmental 
temperature, since a variation of about 10°C in the temperature of sea water 
during the year has been reported. Hyperthermia (30°C) and hypothermia 
(4°C), during two different seasons (autumn and spring), showed that in the 
autumn animals a stronger activation of p38-MAPK is observed during 
hypothermia (14 fold relative to control) than during hyperthermia (5.5 
fold), while in the spring animals stronger p38-MAPK activation is 
observed during hyperthermia (6.3 fold) than in hypothermia (2.5 fold). At 
the same time, there is a synergistic effect of copper and thermal stress, 
greater being the effect of hyperthermia together with copper (7.5 fold) than 
hypothermia and copper (2.6 fold). The connection between the pathways of 
p38-MAPK and HSP70 has been shown, by the use of the specific p38-
MAPK inhibitor SB203580. Under these circumstances, an increase in 
HSP70 levels is observed, relative to control, in autumn as well as in spring. 
During both seasons, lower temperature seems to cause greater induction of 
HSP70 compared to hyperthermia. Combination of thermal stress and 
copper seems to have a synergistic effect on the HSP70 induction during 
spring, being stronger at hypothermia (19 fold compared to 4.8 fold at 
hyperthermia). Therefore, it seems that an increase in the phosphorylation 
levels of p38-MAPK is escorted by increase in the HSP70 levels and this 
response is subdued to seasonal variations, in accordance to the recent 
thermal past of the organism. 
 
The project is co-funded by the European Social Fund and National Resources (EPEAEK 

II) PYTHAGORAS II. 
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ΑΝΑΖΗΤΩΝΤΑΣ ΤΟ ΡΟΛΟ ΕΝΟΣ ΟΜΟΛΟΓΟΥ ΜΕΤΑΦΟΡΕΑ 
ΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΚΩΝ ΒΑΣΕΩΝ ΑΣΚΟΡΒΙΚΟΥ ΣΤΗ DROSOPHILA 

 
Γουρνάς Χ., Βλαντή Α., Πιτσούλη Χ., Αµίλλης Σ., ∆ελιδάκης Χ.  

και Γ. ∆ιαλλινάς 
 

Τµήµα Βιολογίας, Τοµέας Βοτανικής, Πανεπιστήµιο Αθηνών, Πανεπιστηµιούπολη 15781, 
Αθήνα 

 
Η οικογένεια µεταφορέων νουκλεοβάσεων-ασκορβικού, (NAT/NCS2) περι-
λαµβάνει µέλη υπεύθυνα για την πρόσληψη ουρακίλης, ξανθίνης ή ουρικού 
οξέος (µικρόβια και φυτά), ή βιταµίνης C (θηλαστικά). Η D. melanogaster 
διαθέτει ένα µοναδικό γονίδιο (CG6293) που κωδικοποιεί για µια υποθετική 
ΝΑΤ πρωτεΐνη, η οποία εκφράζεται κυρίως στα αυγά και τα ώριµα θηλυκά 
άτοµα. Το στέλεχος CG6293EP3731, το οποίο φέρει ένθεση µεταθετού 
στοιχείου, εµφανίζει θνησιµότητα στο στάδιο της πούπας σε οµόζυγη 
κατάσταση, ενώ σε ετερόζυγη, µειωµένη γονιµότητα και αυξηµένη ανθεκτι-
κότητα στην αλλοπουρινόλη. Μετρήσεις πρόσληψης ραδιοσηµασµένων 
πουρινών / ασκορβικού σε κύτταρα S2 έδειξαν ότι η D. melanogaster 
διαθέτει έναν µεταφορέα ουρικού-ξανθίνης-αλλοπουρινόλης, που πιθανώς 
αντιστοιχεί στο CG6293. Παράλληλα, χρησιµοποιήθηκε ο µύκητας A. 
nidulans ως πρότυπο σύστηµα για την έκφραση του CG6293-cDNA. 
Στελέχη µετασχηµατισµένα µε CG6293 ή CG6293-sgfp δεν εµφάνισαν 
ικανότητα µεταφοράς πουρινών ή ασκορβικού. Σε µικροσκόπιο φθορισµού 
παρατηρήθηκε ότι η πρωτεΐνη CG6293-GFP παραµένει εγκλωβισµένη στο 
Ενδοπλασµατικό ∆ίκτυο και σε άλλα τµήµατα του εκκριτικού µονοπατιού. 
Επιπλέον, πραγµατοποιήθηκαν κατασκευές χιµαιρικών πρωτεϊνών από 
τµήµατα των CG6293 και UapA (ΝΑΤ µεταφορέας ουρικού-ξανθίνης του 
Aspergillus), οι οποίες εµφάνιζαν επίσης ελαττωµατική τοπογένεση. Εν 
συνεχεία, χρησιµοποιήθηκαν µέθοδοι κλασσικής και αντίστροφης (high-
copy) γενετικής καταστολής της ελαττωµατικής τοπογένεσης της CG6293, 
προκειµένου να αποµονωθούν µεταλλαγές που θα επέτρεπαν την έκφρασή 
της στη µεµβράνη του Aspergillus. Στόχο αποτελεί µια πιο λεπτοµερής 
ανάλυση της επίδρασης του CG6293 knock-out αλληλίου Τέλος, θα 
επιχειρηθεί απενεργοποίηση µέσω RNAi και βιοχηµική ανάλυση του 
CG6293 σε κύτταρα S2. 
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A DROSOPHILA NUCLEOBASE-ASCORBATE TRANSPORTER 
HOMOLOGUE: IN SEARCH OF A ROLE 

 
Gournas C., Vlanti A., Pitsouli C., Amillis S., Delidakis C.,  

and G. Diallinas 
 

Department of Botany, Faculty of Biology, University of Athens, Panepistimioupolis 15781, 
Athens  

 
The Nucleobase-Ascorbate Transporter (NAT/NCS2) family includes 
carriers for the cellular uptake of uracil, xanthine or uric acid (microbes and 
plants) or vitamin C (mammals). D. melanogaster has a single gene 
(CG6293) encoding a putative NAT protein. The protein is mostly abundant 
in eggs and female adults. Initial analysis of CG6293EP3731, a transposon-
generated knock-out mutation, shows pupal lethality when homozygous, 
and reduced fertility and allopurinol resistance when heterozygous. 
Preliminary evidence from uptake measurements in S2 cell cultures also 
showed that D. melanogaster has a uric acid-xanthine-allopurinol 
transporter that might correspond to CG6293. In parallel, we used A. 
nidulans as a system to express a full-length CG6293-cDNA. Single-copy 
and multiple-copy, stable, transformants expressing, from an appropriate 
promoter, the CG6293 orf, either by itself or fused with gfp, were selected 
and analysed. None of these transformants displayed purine or ascorbate 
transport activity. Epifluorescence microscopy showed that the CG6293-
GFP chimeric protein was retained in the ER and other secretory 
compartments. Several chimeras constructed using CG6293 and parts of 
UapA, an Aspergillus NAT uric acid-xanthine transporter, were also 
defective in their topogenesis. Classical and reverse (high-copy) genetic 
suppression of the defective topogenesis of CG6293 was employed to 
isolate mutations that will permit expression of the Drosophila transporter 
in the plasma membrane of Aspergillus. On going results from this analysis 
will be discussed. Future plans include a detailed study of a CG6293 knock-
out allele in relation to purine metabolism, life span, oxidative stress, 
possible genetic interactions with ry, and expression profile by RT-PCR 
analysis. We will also look for characterisation of precise and imprecise 
excision of the CG6293EP3731 element. A kinetic analysis will be performed 
ex vivo in S2 cells and S2 in which the CG6293 will be knocked-out by 
RNAi or transfection. 
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ΜΕΛΕΤΗ ΥΠΕΡΜΕΘΥΛΙΩΣΗΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ ΤΗΣ  Ε-
ΚΑ∆ΕΡΙΝΗΣ (CDH1) ΣΕ ΣΧΕΣΗ ΜΕ ΤΗ ΜΙΚΡΟ∆ΟΡΥΦΟΡΙΚΗ 
ΚΑΙ ΤΗ ΧΡΩΜΟ-ΣΩΜΙΚΗ ΑΣΤΑΘΕΙΑ ΣΤΟΝ ΣΠΟΡΑ∆ΙΚΟ 

ΚΑΡΚΙΝΟ ΤΟΥ ΠΑΧΕΟΣ ΕΝΤΕΡΟΥ 
 

Γρίβας ∆., Γκιγκέλου Φ., Σαέττα A., Μιχαλόπουλος Ν., Σταµατέλλη Α., 
Πατσούρης Ε. 

 
Εργαστήριο Παθολογικής Ανατοµικής, Ιατρική Σχολή, Εθνικό και Καποδιστριακό 

Πανεπιστήµιο Αθηνών, Αθήνα 11527, Ελλάδα. 
 
Η διερεύνηση του ρόλου της υπερµεθυλίωσης του υποκινητή του γονιδίου της Ε-καδερίνης 
(CDH1) στα δυο µονοπάτια καρκινογένεσης του παχέος εντέρου, της µικροδορυφορικής 
(MSI) και της χρωµοσωµικής αστάθειας (CIN). Για το σκοπό αυτό έγινε µελέτη των 
επιγενετικών αλλαγών του υποκινητή του γονιδίου της Ε-καδερίνης καθώς και της έκφρασης 
του και συσχέτιση µε τις µεταλλαγές του γονιδίου B-raf, την µικροδορυφορική αστάθεια 
(MSI), τις επιγενετικές αλλαγές του γονιδίου hMLH1,  καθώς και µεταλλαγές στα γονίδια 
APC, K-ras και p53  που εµπλέκονται στα δυο παραπάνω µονοπάτια, αντίστοιχα. Επίσης 
έγινε συσχέτιση των αποτελεσµάτων µε τα κλινικο-παθολογοανατοµικά χαρακτηριστικά 
των ασθενών. Μελετήθηκαν 50 δείγµατα Ελλήνων ασθενών µε σποραδικό καρκίνο του 
παχέος εντέρου. Για την ανίχνευση της υπερµεθυλίωσης του υποκινητή των γονιδίων E-
καδερίνης και hMLH1 εφαρµόσθηκε η µέθοδος MS-PCR και για την ανίχνευση των 
µεταλλαγών των γονιδίων APC, B-raf, p53 και K-ras, οι µέθοδοι PCR-SSCP και ανάλυση 
της πρωτοδιάταξης του DNA. Η έκφραση της Ε–καδερίνης προσδιορίστηκε 
ανοσοιστοχηµικά. Για την εύρεση της µικροδορυφορικής αστάθειας χρησιµοποιήθηκε ο 
µονονουκλεοτιδικός δείκτη BAT26. Υπερµεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου της Ε-
καδερίνης διαπιστώθηκε σε ποσοστό 22% των δειγµάτων, σε 2 από τα 12 µε MSI και 8 από 
τα 33 MSS δείγµατα. Στις περιπτώσεις αυτές δεν παρατηρήθηκε έκφραση της Ε-καδερίνης.  
Στα δείγµατα µε επιγενετικές αλλαγές της Ε-καδερίνης παρατηρήθηκαν µεταλλαγές στο 
γονίδιο B-raf (exon 15) σε 2 περιπτώσεις από τις 11, υπερµεθυλίωση του υποκινητή του 
γονιδίου hMLH1 σε µια, ενώ δεν ανιχνεύθηκαν µεταλλαγές του γονιδίου APC σε αντίθεση 
µε το γονίδιο K-ras που ήταν µεταλλαγµένο µόνο σε µια περίπτωση. ∆εν ανιχνεύθηκε 
στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µεταξύ υπερµεθυλίωσης του γονιδίου της Ε-καδερίνης και 
των κλινικοπαθολογοανατοµικών χαρακτηριστικών των όγκων. Η υπερµεθυλίωση του 
γονιδίου της Ε-καδερίνης εµπλέκεται στη διαδικασία της καρκινογένεσης του παχέος 
εντέρου αλλά αποτελεί ένα γεγονός που εµφανίζεται µε µέση συχνότητα και στα δυο 
µονοπάτια τόσο της MSI όσο και της CIN. Ο σχετικά περιορισµένος αριθµός δειγµάτων µε 
MSI που µελετήθηκαν δεν διασφαλίζει την εξαγωγή στατιστικά σηµαντικών 
συµπερασµάτων. 

 
Η µελέτη χρηµατοδοτήθηκε από τον Ε.Λ.Κ.E. του Ε.Κ.Π.Α. στην Σ.Α. 
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HYPERMETHYLATION OF THE PROMOTER OF E-CADHERIN 
GENE (CDH1) IN ASSOCIATION WITH MICROSATELLITE AND 
CHROMOSOMAL INSTABILITY IN SPORADIC COLORECTAL 

CANCER 
 

Grivas D., Gigelou F., Saetta A., Michalopoulos N., Stamatelli A., Patsouris E. 
 

Dept of Pathology, Medical School, N. & K. University of Athens, Athens 11527, Greece  
 
To investigate the role of promoter hypermethylation of E-cadherin gene 
(CDH1) in two pathways of sporadic colorectal carcinogenesis, the 
microsatellite (MSI) and the chromosomal instability (CIN) one. We 
examined the epigenetic changes in the promoter of E-cadherin gene as well 
as its expression, in association with mutations in B-raf gene, microsatellite 
instability (MSI), epigenetic changes in the promoter of hMLH1 gene, as 
well as mutations in APC, K-ras and p53 genes which are involved in the 
two pathways respectively. The results were correlated with 
clinicopathological features of the patients. 50 specimens from Greek 
patients with sporadic colorectal cancer were studied. We applied 
Methylation Specific-PCR for the detection of promoter hypermethylation 
of E-cadherin and hMLH1 genes and PCR-SSCP and sequencing analysis 
for the detection of mutations of APC, B-raf, p53 and K-ras genes. The 
expression of E-cadherin was determined immunohistochemically and the 
MSI status was defined using the mononucleotide marker BAT26. In 2 out 
of 12 cases with MSI and 8 out of 33 MSS samples promoter 
hypermethylation of E-cadherin gene was detected (22% of the specimens). 
In these cases E-cadherin expression was absent. In the samples with 
epigenetic changes of E-cadherin promoter we observed mutations of B-raf 
gene (exon 15) in 2/11 cases, hypermethylation  of  the promoter of hMLH1 
gene in one sample, while mutations of APC gene were not detected in 
contrast to K-ras gene which was mutant in only one case. No statistical 
correlation was found between E-cadherin hypermethylation and the 
clinicopathological features of the tumors. Aberrant methylation of E-
cadherin promoter is involved in sporadic colorectal carcinogenesis as it 
observed at an intermediate frequency in both MSI and CIN pathways. Due 
to the relatively limited numbers of cases with MSI examined strict 
statistical conclusions cannot be drawn. 
 
The study was supported by the Special Account of Research Grants of the N.K.U.A. to S.A. 
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ΕΚΛΕΚΤΙΚΗ Α∆ΡΑΝΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ Χ ΧΡΩΜΟΣΩΜΑΤΟΣ ΚΑΙ 
ΣΥΝΕΧΕΙΣ ΑΥΤΟΜΑΤΕΣ ΑΠΟΒΟΛΕΣ 

 
∆ασούλα Α.1, Καλανταρίδου Σ.2, Σωτηριάδης Α.2, Παύλου Μ.2, Σύρρου Μ.1 

 
1Εργαστήριο Γενικής Βιολογίας, Ιατρική Σχολή Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων 

 2Τµήµα Αναπαραγωγικής Ενδοκρινολογίας, Τοµέας Γυναικολογίας  και Μαιευτικής, Ιατρική 
Σχολή Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων 

 
Οι συνεχείς αυτόµατες αποβολές (ΣΑΑ) αφορούν στο (1-2)% των 
ζευγαριών που προσπαθούν να τεκνοποιήσουν. Σε ποσοστό έως και 50% 
των περιπτώσεων δεν έχει αναφερθεί συγκεκριµένη αιτιολογία (ιδιοπαθείς 
ΣΑΑ). Εκλεκτική αδρανοποίηση του Χ χρωµοσώµατος ονοµάζεται η 
διαδικασία εκείνη κατά την οποία αδρανοποιείται µόνο το ένα από τα δύο Χ 
χρωµοσώµατα (µητρικό ή πατρικό). Τα τελευταία χρόνια η εκλεκτική 
αδρανοποίηση του Χ χρωµοσώµατος έχει συσχετισθεί µε τις «ιδιοπαθείς» 
ΣΑΑ. Μελετήσαµε το πρότυπο αδρανοποίηση του Χ χρωµοσώµατος σε 68 
Ελληνίδες γυναίκες µε «ιδιοπαθείς» ΣΑΑ και 82 γυναίκες- µάρτυρες από 
την Ήπειρο. Οι  γυναίκες- µάρτυρες έχουν δύο ή περισσότερες επιτυχείς 
κυήσεις. Η επιλογή των πληροφοριακών γυναικών έγινε αφού εξετάσαµε 
πρώτα ποιες από αυτές είναι  ετεροζυγώτες για την περιοχή του υποδοχέα 
ανδρογόνων (Human Androgen Receptor locus). H µέθοδος που 
ακολουθήσαµε στηρίζεται στην χρήση του ευαίσθητου στη µεθυλίωση 
περιοριστικού ενζύµου HpaII. Το ποσοστό ετεροζυγωτίας για τις γυναίκες 
µε ΣΑΑ βρέθηκε 76% (52/68), ενώ για τις γυναίκες- µάρτυρες 69% (57/82). 
Από τις 52 πληροφοριακές γυναίκες µε ΣΑΑ  6 (12%) έδειξαν πλήρη 
εκλεκτική αδρανοποίηση του ενός Χ χρωµοσώµατος (>90%) και 4 (8%) 
ήπια αδρανοποίηση (µεταξύ 70 και 90%). Από τις 56 πληροφοριακές 
γυναίκες- µάρτυρες  2 (4%) έδειξαν πλήρη εκλεκτική αδρανοποίηση του 
ενός Χ χρωµοσώµατος και 4 (7%) ήπια αδρανοποίηση. Yπάρχει συσχέτιση 
µεταξύ των ιδιοπαθών ΣΑΑ και της εκλεκτικής αδρανοποίησης του Χ 
χρωµοσώµατος στο δείγµα µας. 
 
Συγχρηµατοδοτήθηκε από την Ε.Ε. στα πλαίσια του προγράµµατος «ΗΡΑΚΛΕΙΤΟΣ» του 
ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ του 3ου ΚΠΣ του ΥΠ.Ε.Π.Θ., µε χρηµατοδότηση από εθνικούς πόρους και το 

ΕΚΤ. 
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X  INACTIVATION SKEWING AND RECURRENT 
SPONTANEOUS ABORTIONS IN A GREEK POPULATION 

 
Dasoula A.1, Kalantaridou S.2, Sotiriadis A.2, Pavlou M.2, Syrrou M.1 

 
1Genetics Unit, Laboratory of General Biology, Medical School, University of Ioannina, 

Greece 2 Division of Reproductive Endocrinology, Department of Obstetrics and 
Gynecology, Medical School, University of Ioannina, Greece 

 
Recurrent spontaneous abortion (RSA) affects (1-2) % of couples. In up to 
50% of the cases no etiology is identified (idiopathic RSA). Skewed X-
chromosome inactivation (XCI) is the preferential inactivation of the one 
(maternal or paternal) allele. Skewed XCI has been correlated with 
“idiopathic” RSA. We have studied 68 Greek women with idiopathic RSA 
and 82 controls for their X-chromosome inactivation pattern. Control 
women have two or more succesfull pregnancies. Firstly, selection of 
informative women (heterozigosity of HUMARA locus) was performed. 
Then, a methylation sensitive assay (HpaII digestion) was followed. The 
ratio of heterozygotes was 76% (52/68) in women with RSA and 69% 
(57/82) in control group. Of the 52 informative women with RSA, 6 (12%) 
showed extreme skewed XCI (> 90%) and 4(8%) moderate skewed XCI 
(between 70% and 90%). Of the 57 heterozygous controls, 2 (4%) showed 
extreme skewed XCI and 4 (7%) moderate skewed X inactivation. 
Frequency of extreme skewed X-inactivation between RSA women and 
controls was not significantly different (p=0.147). There is association 
between idiopathic RSA and skewed XCI. 
 
This research was co-funded by the EU in the framework of the program “HERAKLITOS” 

of the “Operational Program for Education and Initial Vocational Training” of the 3rd 
Community Support Framework of the Hellenic Ministry of Education, funded by national 

sources and the ESF. 
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ΑΝΟΣΟΪΣΤΟΧΗΜΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΗΣ ΚΑΘΕΨΙΝΗΣ Β ΣΤΟΝ 
ΚΑΡΚΙΝΟ ΤΟΥ ΕΝ∆ΟΜΗΤΡΙΟΥ 

 
∆εβετζή Μ.1, Γιώτη Ι.1,Tσιάµπας Ε.2, Βιλαράς Γ.2, Ταλιέρη Μ.1 

 
1Κέντρο Ογκολογικής Έρευνας «Γ. Παπανικολάου», A.O.N.A. «Ο Άγιος Σάββας», Αθήνα 

2Τµήµα Παθολογικής Ανατοµικής, Νοσοκοµείο Ν.Ι.Μ.Τ.Σ., Αθήνα. 
 

Ο καρκίνος του ενδοµητρίου αποτελεί µια από τις συχνότερες µορφές 
κακοήθειας του γεννητικού συστήµατος των γυναικών, έτσι κρίνεται 
απαραίτητη η καθιέρωση νέων βιολογικών δεικτών για τη διάγνωση του 
καρκίνου αυτού. Η λυσοσωµική κυστεϊνική πρωτεάση Kαθεψίνη Β 
εµπλέκεται στην ανάπτυξη διαφόρων ανθρώπινων καρκίνων, όπως ο 
καρκίνος του µαστού, των ωοθηκών και του παχέος εντέρου. Στην εργασία 
αυτή µελετήθηκαν 61 δείγµατα καρκινικού ιστού ενδοµητρίου. 
Εφαρµόστηκε η µέθοδος της έµµεσης ανοσοϊστοχηµείας για τη µελέτη της 
έκφρασης της Kαθεψίνης Β σε τοµές παραφίνης. Τα αποτελέσµατα 
συσχετίστηκαν µε τα κλινικοπαθολογικά χαρακτηριστικά των ασθενών. 
Υψηλή έκφραση της Kαθεψίνης Β βρέθηκε σε 25/61 (41%) των 
περιπτώσεων. Η στατιστική ανάλυση έδειξε ότι η υπερέκφραση της 
Kαθεψίνης Β ήταν συχνότερη σε όγκους αρνητικούς για τους ορµονικούς 
υποδοχείς οιστρογόνων και προγεστερόνης (p=0.02 και p=0.006 
αντίστοιχα), όπως επίσης και σε ασθενείς προχωρηµένου σταδίου 
(p=0.015). Τα αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι η Kαθεψίνη Β εµπλέκεται 
στην ανάπτυξη του καρκίνου του ενδοµητρίου και µπορεί να αποτελέσει 
ένα νέο δείκτη δυσµενούς πρόγνωσης για αυτόν τον καρκίνο.   
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IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS OF CATHEPSIN B IN 
ENDOMETRIAL CANCER 

 
Devetzi M.1, Yotis J.1, Tsiambas E.2, Vilaras G.2, Talieri M.1 

 
1“G. Papanikolaou” Research Center of Oncology, “Saint Savas” Hospital, Athens, 

Greece; 2Department of Pathology,  N.I.M.T.S. Hospital, Athens, Greece. 
 

New biological markers are needed for diagnosis of endometrial cancer. The 
lysosomal cysteine proteinase Cathepsin B has been implicated in the 
progression of various human tumors including breast, ovarian, brain and 
colorectal cancer. In this study 61 patients operated for endometrial 
carcinoma were included. The immunohistochemistry method was adopted 
for the detection of Cathepsin B using paraffin embedded specimens. 
Results were compared to clinicopathological data. Cathepsin B was highly 
expressed in 25/61 (41%) endometrial cancer tissues. Statistical analysis 
showed that Cathepsin B overexpression was more frequent in estrogen and 
progesterone receptor negative tumors (p=0.02 and p=0.006 respectively), 
as well as in patients of advanced stage (p=0.015). Our results suggest that 
Cathepsin B, is involved in cancer progression and may be characterised as 
a new marker of unfavourable prognosis for endometrial carcinoma.     
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ΙΣΟΖΥΓΙΣΜΕΝΗ ΜΕΤΑΘΕΣΗ ΣΕ ΑΓΟΡΙ ΜΕ ΥΠΟΤΟΝΙΑ, 
ΚΑΘΥΣΤΕΡΗΣΗ ΛΟΓΟΥ, ΝΟΗΤΙΚΗ ΥΣΤΕΡΗΣΗ ΚΑΙ 

ΣΙΕΛΟΡΡΟΙΑ 
 

∆ηµητριάδου Ε.1, Λάλου Η.1, Νάκου Ι.2, Τζούφη Μ.2, Μέρτζιου Θ.2, 
Σύρρου Μ.1 

 
1Μονάδα Γενετικής, Εργαστήριο Γενικής Βιολογίας, Ιατρική Σχολή Πανεπιστηµίου 

Ιωαννίνων, Ελλάδα 2Τοµέας Παιδιατρικής,  Ιατρική Σχολή Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων, 
Ελλάδα 

 
Παρουσιάζουµε ένα αγόρι 3,5 ετών µε de novo ισοζυγισµένη µετάθεση 
στην οποία εµπλέκεται ο κοντός βραχίονας του χρωµοσώµατος 5 και 
υποτονία, καθυστέρηση λόγου, νοητική υστέρηση και σιελόρροια. Ο 
καρυότυπος µε ζώνες G αποκάλυψε µία µετάθεση µεταξύ των 
χρωµοσωµάτων 5 και 7, καρυότυπος 46ΧΥ, t(5;7) (p14;q35). Οι µεταθέσεις 
προκύπτουν όταν λαµβάνει χώρα  µία αµφίδροµη ανταλλαγή υλικού µεταξύ 
δύο µη οµόλογων χρωµοσωµάτων. Μία θραύση πραγµατοποιείται στον ένα 
βραχίονα κάθε χρωµοσώµατος και το υλικό που βρίσκεται πέρα των 
σηµείων θραύσης ανταλλάσσει θέσεις. Φθορίζουσα in situ υβριδοποίηση 
(FISH) πραγµατο-ποιήθηκε προκειµένου να επιτευχθεί µία πιο ακριβής 
εκτίµηση της µετάθεσης, χρησιµοποιώντας δύο ανιχνευτές. Έναν 
σηµασµένο paint ανιχνευτή που αναγνωρίζει ολόκληρο το χρωµόσωµα 5 
και τον ειδικό για την κρίσιµη περιοχή του συνδρόµου cri-du-chat (cri-du-
chat (5p15.2) / 5q15.31 (D5S89)) (Qbiogene). Και οι δύο ανιχνευτές 
επιβεβαίωσαν την ύπαρξη της t(5;7) και επιπλέον ότι η περιοχή 5q15.2 
(κρίσιµη περιοχή για το cri-du-chat) µετατέθηκε στο χρωµόσωµα 7. 
Ισοζυγισµένες µεταθέσεις µπορεί, µερικές φορές, να οδηγήσουν σε µη 
φυσιολογικούς φαινοτύπους λόγω της θραύσης µέσα σε κάποιο γονίδιο. 
Εξετάσεις FISH δείχνουν επίσης ότι πολλά ελλείµµατα συνδυάζονται µε 
µικρούς διπλασιασµούς.  
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APPARENTLY BALANCED TRANSLOCATION IN A BOY 
WITH HYPOTONIA, SPEECH DELAY, MENTAL 

RETARDATION AND SIALORRHEA 
 

Dimitriadou E.1, Lalou I.1, Nakou I.2, Tzoufi M.2, Mertziou Th.2, Syrrou M.1 
 

1Genetics Unit, Laboratory of General Biology, Medical Scool, University of Ioannina, 
Greece 2Division of Pediatrics, Medical School, University of Ioannina, Greece 

 
We present a 3.5 year old boy with an apparently balanced de novo 
chromosomal translocation involving the short arm of chromosome 5 and 
hypotonia, speech delay, mental retardation and sialorrhea. G-banding 
karyotype revealed a translocation between chromosome 5 and 7, karyotype 
46, XY, t(5;7) (p14;q35). Translocations arise when a two-way exchange of 
material takes place between two non homologous chromosomes. A break 
occurs in one arm of each chromosome, and the chromosome material distal 
to the brak points switch positions. Fluorescent in situ hybridization (FISH) 
was performed for a more accurate assessment of the translocation, using 
two probes. A fluorescein labeled total chromosome 5 paint probe and the 
specific for the critical region of cri-du-chat syndrome probe (cri-du-chat 
(5p15.2) / 5p15.31 (D5S89)) (Qbiogene). Both probes confirmed the 
existence of a t (5;7) and, moreover, that the 5p15.2 region (cri-du-chat 
critical region) has been translocated to chromosome 7. Apparently 
balanced translocations may sometimes result in abnormal phenotype, due 
to gene disruption. FISH examinations also show that many deletions are 
combined with minimal duplications.  
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WEAVER-LIKE ΣΥΝ∆ΡΟΜΟ ΜΕ ΚΑΡΥΟΤΥΠΟ 46,ΧΧ 
t(1;4)(q22;p16): ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΠΕΡΙΠΤΩΣΗΣ 

 
∆ηµοπούλου Α., Σεκερλή Ε., Βασιλείου Γ.,  Τοπαλίδης Α., Παύλου Ε., 

Βογιατζής Ν. 
 

Εργ. Κυτταρογενετικής Β΄ Παιδιατρικής Κλινικής Α.Π.Θ., Νοσοκοµείο Α.Χ.Ε.Π.Α., 
Θεσσαλονίκη 

 
Το σύνδροµο Weaver περιγράφηκε για πρώτη φορά από τον Weaver το 1974 και 
χαρακτηρίζεται από ταχεία  σωµατική ανάπτυξη και προχωρηµένη οστική ηλικία. 
Επίσης το σύνδροµο παρουσιάζει µακροσωµία, κλινοδακτυλία,  ιδιάζων προσωπείο,  
καµπτοδακτυλία,  µακροκεφαλία. Πρόκειται για  ένα σπάνιο σύνδροµο, η 
πλειονότητα δε των περιπτώσεων που αναφέρονται στη διεθνή βιβλιογραφία είναι 
σποραδικές. Ωστόσο, σε µικρό ποσοστό περιγράφηκε οικογενής εµφάνιση του 
συνδρόµου, παρατήρηση η οποία οδήγησε στη σκέψη ότι κληρονοµείται. Ο τρόπος 
µεταβίβασής του είναι ο υπερέχων αυτοσωµικός, ενώ επιπλέον έρευνες έδειξαν ότι 
η υπεύθυνη µετάλλαξη εντοπίζεται στο γονίδιο NSD1 που εδράζει στα µακρά 
σκέλη του χρωµοσώµατος 5 (5q35.2-q35.3).  
Το 1992 ο Cole και συν. δηµοσίευσαν ένα φαινοτυπικά παρόµοιο σύνδροµο που 
παρουσίαζε και υποτονία και το ονόµασαν Weaver-like σύνδροµο.  Στην εργασία 
αυτή παρουσιάζεται η περίπτωση ενός κοριτσιού 5 ετών µε πολλαπλές σκελετικές 
ανωµαλίες όπως καµπτοδακτυλία άνω άκρων µε ωλένια απόκλιση δείκτου και 
µέσου δακτύλου αριστερής άκρας χειρός και του δείκτου της δεξιάς άκρας χείρας, 
κερκιδική απόκλιση παράµεσου και µικρού δακτύλου δεξιάς άκρας χειρός, πρόσθια 
κάµψη µέσου δακτύλου δεξιάς άκρας χειρός, εφίππευση µεγάλων δακτύλων άκρων 
ποδιών επί των δευτέρων και γενικευµένη υποτονία. Έγινε µελέτη των 
χρωµοσωµάτων µε την τεχνική των ταινιών GTG και ο καρυότυπος της ασθενούς 
ήταν 46,ΧΧ t(1;4)(q22;p16).. Η χρωµοσωµική αυτή ανωµαλία δε σχετίζεται µε το 
σύνδροµο, θεωρείται δε τυχαίο εύρηµα. Ο καρυότυπος των γονέων της βρέθηκε 
φυσιολογικός. ∆εν κατέστη δυνατή η µοριακή ανάλυση του γονιδίου NSD1 που 
θεωρείται κατά ένα ποσοστό  υπεύθυνο για το σύνδροµο. Επειδή ο φαινότυπος των 
γονέων και της µεγαλύτερης αδερφής ήταν φυσιολογικός θεωρούµε ότι η 
περίπτωσή µας έχει  σποραδική εµφάνιση. Λόγω δε και της συνυπάρχουσας 
υποτονίας, η ασθενής µας θα µπορούσε να καταταγεί στις περιπτώσεις του Weaver-
like συνδρόµου. Φέρνουµε στη δηµοσιότητα την περίπτωση αυτή αφενός µεν λόγω 
της σπανιότητάς της αφετέρου δε λόγω της παρουσίας της αµοιβαίας µετάθεσης 
µεταξύ των χρωµοσωµάτων 1;4.  
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WEAVER-LIKE SYNDROME WITH 46,XX t(1;4)(q22;p16) 
KARYOTYPE: A CASE REPORT 

 
Dimopoulou E, Sekerli E, Vassiliou G, Topalidis A, Pavlou E, Voyiatzis N. 

 
Cytogenetics Laboratory of the 2nd Dept. Pediatrics of Aristotle University, AHEPA 
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The weaver syndrome (WS) was described by Weaver in 1974 as a 
syndrome of accelerated growth and advanced skeletal maturation. The 
syndrome is associated with macrosomy, clinodactily, unusual craniofacial 
appearance, camptodactily and macrocephaly. The overall frequency of the 
syndrome is low. The majority of published cases of WS to date appear to 
have been sporadic, but there have been references about familial occurence. 
In these cases it appears to be inherited in an autosomal dominant fashion. 
NSD1 mutations have been described in some patients diagnosed as(WS).In 
this study we report a case of a 5–year old  girl with multiple skeletal 
malformations such as  camptodactily of the upper limps, ulnal deviation of 
left index and middle finger, ulnar deviation of right index, radial deviation 
of right ring and little finger and flexion of the right ring finger. Both big 
toes of lower limps override the second toes. There is also marked 
generalized hypotonia. Chromosomes were studied using the GTG – 
banding technique and the patient’s karyotype was 46,XX t(1;4)(q22;p16). 
The parents’ karyotype was normal. The molecular analysis of NSD1 gene 
was not possible. Our case is considered to be sporadic because the rest of 
the family had normal phenotype. Due to the coexistent hypotonia, our 
patient is diagnosed as Weaver-like syndrome.   
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ΤΟ ΣΥΝΘΕΤΙΚΟ ΠΕΠΤΙ∆ΙΟ P10, ΟΛΙΓΟΠΕΠΤΙ∆ΙΟ ΤΟΥ 
ΑΥΞΗΤΙΚΟΥ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑ HARP, ΕΧΕΙ ΠΙΘΑΝΗ 

ΑΝΤΙΝΕΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΗ ∆ΡΑΣΗ 
 

∆ιαµαντοπούλου Z.1, Πολυκράτης A.1, Μπίρµπας Χ.1, Courty J.2  
και Π. Κατσώρης1 

 
1Πανεπιστήµιο Πατρών, Τµήµα Βιολογίας, 2University Paris 12, Dept. of Biology, Paris, 

France 
 

Η HARP (Heparin Affin Regulator Peptide) είναι ένας αυξητικός 
παράγοντας µε 136 αµινοξέα και µοριακό βάρος 18 kDa (1). Ανιχνεύεται σε 
ποικιλία ιστών και οργάνων τόσο σε φυσιολογικές, όσο και σε παθολογικές 
καταστάσεις (2). Εµφανίζει ποικιλία βιολογικών δράσεων, µεταξύ των 
οποίων συγκαταλέγονται η επαγωγή του κυτταρικού πολλαπλασιασµού, η 
κυτταρική µετανάστευση και η in vivo επαγωγή της αγγειογένεσης, 
υποδηλώνοντας την πιθανή συµµετοχή στην ανάπτυξη καρκινικών όγκων. 
Πρόσφατα χαρακτηρίσαµε πεπτίδια της HARP που προκύπτουν από 
πρωτεόλυσή της και εµφανίζουν in vivo και in vitro παρεµφερείς ή και 
αντίθετες βιολογικές δράσεις (3). Στη συγκεκριµένη εργασία, µελετήσαµε 
τη βιολογική δράση του P10, ενός συνθετικού πεπτιδίου που αντιστοιχεί 
στα αµινοξέα 122-133 του καρβοξυτελικού άκρου της HARP, καθώς και 
του πεπτιδίου AAD που έχει την ίδια πρωτοδιάταξη µε το P10 και έχει 
συντεθεί µε D-αµινοξέα. Από τα αποτελέσµατά µας προκύπτει ότι in vitro, 
το P10 αναστέλλει τον πολλαπλασιασµό, την προσκόλληση και τη 
µετανάστευση των κυττάρων PC3 και DU-145, κυτταρικών σειρών που 
προέρχονται από επιθηλιακά κύτταρα ανθρώπινου προστάτη. Αναφορικά µε 
τον τρόπο δράσης του P10, γνωρίζουµε ότι δεσµεύεται στους 
διαµεµβρανικούς υποδοχείς ALK και RPTPβ/ζ και µε χρήση 
ανοσοστυπωµάτων βρέθηκε ότι οι κινάσες SRC, AKT και ERK1/2, καθώς 
και η φωσφατάση PTEN εµπλέκονται στη µεταγωγή σήµατος από το P10. 
Τέλος, το P10 έχει αντιαγγειογενετική δράση στο in vivo σύστηµα της 
χοριοαλλαντοϊδικής µεµβράνης εµβρύου όρνιθας. Συνοψίζοντας τα 
παραπάνω αποτελέσµατα, φαίνεται ότι το P10 εµφανίζει βιολογικές δράσεις 
που το καθιστούν υποψήφιο µόριο για αντινεοπλασµατική χρήση. 
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P10, A HARP DERIVED PEPTIDE THAT EXHIBITS ANTI 
TUMOR BIOLOGICAL ACTIONS 
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 2University Paris 12, Dept. of Biology, Paris, France 

 
HARP (Heparin Affin Regulator Peptide) is an 18 kDa growth factor (1) 
detected in various tissues and cell lines (2). HARP displays several 
biological actions, such as induction of cellular proliferation, migration and 
angiogenesis, indicating its possible involvement in carcinogenesis and 
tumor progression. Recently, we have identified and characterized several 
HARP’s proteolysis fragments with either similar or opposite HARP’s 
biological activities (3). 
In the present work, we investigated the biological activity of P10, a 
synthetic peptide that corresponds to the carboxyl terminal of the HARP 
(residues 122-131) and AAD which has identical sequence, but is 
synthesized with D-amino acids. 
Our results suggest that P10 inhibits the in vitro proliferation, adhesion, 
migration and anchorage independent cell growth of human prostatic tumor 
cells like PC3 and DU145 cells. Using Western blot analysis, we showed 
that SRC, AKT, ERK1/2 kinases and PTEN phosphatase are activated 
following a treatment with P10. In addition; studies of the mechanism of 
action indicated that P10 interfered with the binding of the receptor of 
HARP including ALΚ and RPTPβ/ζ. Furthermore, we have shown that P10 
inhibited in vivo angiogenesis on the chicken embryo CAM assay. Taken 
together these results indicated that P10 could constitute an interesting tool 
for tumor therapy strategy. 
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ΕΠΟΧΙΑΚΗ ∆ΙΑΚΥΜΑΝΣΗ ΤΗΣ ΚΑΤΑΝΟΜΗΣ ΒΙΟΜΑΖΑΣ ΚΑΙ 
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CALAMINTHA NEPETA (L) SAVI SUBSP. NEPETA ΣΤΗΝ 
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Μελετήθηκε η κατανοµή υπέργειας φυτικής βιοµάζας σε φύλλα, άνθη και βλαστούς 
και  η περιεκτικότητα σε  αιθέριο έλαιο αυτοφυών φυτών Calamintha nepeta (L) 
Savi subsp. nepeta που συλλέχθηκαν από την περιοχή των Λουτρών Αριδαίας του 
Νοµού Πέλλας. Η χρονική περίοδος των εργασιών πεδίου ήταν 3/10/2004-
21/11/2005. Τα φυτά είχαν υπέργεια τµήµατα από τον µήνα Μάρτιο µέχρι τον 
Νοέµβριο. Στα δείγµατα που συλλέχθηκαν (υπέργεια τµήµατα) µετρήθηκε το µήκος 
του βλαστού και ο αριθµός καλύκων ανά βλαστό. Το αποξηραµένο υλικό 
διαχωρίστηκε σε ταξιανθίες (άνθη και κάλυκες), φύλλα και βλαστούς. Ο µέγιστος 
µηνιαίος µέσος όρος του µήκους βλαστού καταγράφηκε το µήνα Αύγουστο (38,4 
cm). Υπήρχε διακύµανση της αναλογίας βιοµάζας των διαφόρων ιστών. Η αρχή της 
ανθοφορίας παρατηρήθηκε στις αρχές του Ιουλίου. Η βιοµάζα των βλαστών (65,6 
%) και ο αριθµός των καλύκων ανά µονάδα µήκους βλαστού (0,67 άνθη ανά cm) 
παρουσίασαν µέγιστες τιµές στις αρχές Νοεµβρίου. Η συµµετοχή των φύλλων (64,8 
%) και των ανθέων (6,53 %) στη συνολική βιοµάζα του κάθε δείγµατος ήταν 
µέγιστη το Μάρτιο και το Σεπτέµβριο, αντίστοιχα. Η εκατοστιαία περιεκτικότητα  
(%) των διαφορετικών υπέργειων τµηµάτων σε αιθέριο έλαιο προσδιορίστηκε µε 
υδροαπόσταξη σε  συσκευή τύπου Clevenger  για 2 ώρες και εκφράσθηκε ως ml 
100 g-1 ξηρού βάρους. Παρατηρήθηκαν  εποχιακές διακυµάνσεις στην 
περιεκτικότητα σε αιθέριο έλαιο τόσο στα φυτικά όργανα όσο και στο κάθε δείγµα. 
Η µεγαλύτερη τιµή περιεκτικότητας αιθερίου ελαίου σε επίπεδο ατόµου (0,94 %) 
παρατηρήθηκε τον µήνα Ιούνιο. Η περιεκτικότητα αιθερίου ελαίου  ήταν για τα 
άνθη 0,5-1,78 %,  για τα φύλλα  0,5-1,7 % και για τους βλαστούς 0,1-0,16 % µε τις 
µέγιστες τιµές στα φύλλα και τα άνθη το µήνα Σεπτέµβριο και στους βλαστούς το 
µήνα Μάρτιο. 
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Some morphological characteristics and the essential oil yield of 
Calamintha nepeta (L) Savi subsp. nepeta (Labiatae) plants from Loutra 
Aridaia, Prefecture of Pella were studied. Wild C. nepeta plant samples 
were collected during the period from 3/10/20004 to 21/11/2005. Above 
ground parts of plants were observed from March to November. Aerial parts 
of plants were cut at ground level and air-dried in the dark at room 
temperature. Stem height and the number of calyces per stem were 
measured.  The dried plant material was separated according to plant organ: 
inflorescences (flowers and calyces), leaves and stems, weighed and the 
relative biomass ratio was determined. The maximum mean monthly stem 
height occurred in August (38.4 cm). There was a variation in the biomass 
ratio of the plant organs between months, with the initiation of flowering in 
early July. The stem biomass (65.6 %) and the number of calyces per cm 
stem (0.67) were highest in early November. The contribution of the leaves 
(64.8 %) and inflorescences (6.53 %) to the total biomass was highest in 
March and September, respectively. The essential oil yield (%) of each plant 
organ was determined by hydrodistillation separately in a Clevenger-type 
apparatus for 2 h and was expressed as ml 100 g-1 DW. Seasonal variations 
in oil yield were observed both for plant organs and the whole plant. The 
highest oil yield (0.94 %) on a whole plant basis was observed in June. The 
oil yield ranged from 0.5-1.78 % for inflorescences, from 0.5-1.7 % for the 
leaves and from <0.1-0.16 % for the stems, with maximum yields occurring 
in September for the inflorescences and leaves and in March for the stems.  
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Ο ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ IRP1 KAI ΤΩΝ ΙΟΝΤΩΝ ΣΙ∆ΗΡΟΥ 
ΣΤΗΝ ΠΡΟΚΛΗΣΗ ΒΛΑΒΩΝ ΣΤΟ ΠΥΡΗΝΙΚΟ DNA ΜΕΤΑ ΑΠΟ 

ΕΚΘΕΣΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΣΕ Η2Ο2 
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Είναι γνωστό ότι η πρωτεΐνη IRP1 (iron regulatory protein 1) αποτελεί τον 
κύριο ρυθµιστή των επιπέδων του ενδοκυττάριου σιδήρου. Στην παρούσα 
εργασία χρησιµοποιήθηκαν καρκινικά κύτταρα του πνεύµονα (H1299) και 
του µαστού (MCF-7) τα οποία είχαν διαµολυνθεί µε κατάλληλα πλασµίδια 
και κάτω από ορισµένες συνθήκες (καλλιέργεια απουσία ή παρουσία 
τετρακυκλίνης) µπορούσαν να υπερεκφράζουν ή να µην υπερεκφράζουν µία 
µεταλλαγµένη µη λειτουργική IPR-1 (IRP1C437S). Παρατηρήθηκε ότι τα 
κύτταρα που υπερέκφραζαν την IRP1C437S ήταν πιο ευαίσθητα στο Η2Ο2, 
ενώ ταυτόχρονα στα ίδια κύτταρα ανιχνεύτηκαν αυξηµένα επίπεδα 
οξειδοαναγωγικά ενεργού σιδήρου. Προεπώαση των κυττάρων µε τον 
σιδηροδεσµευτικό παράγοντα δεσφεριοξαµίνη πριν από την έκθεση τους σε 
Η2Ο2 µείωσε τη βλάβη του DNA στα ίδια επίπεδα ανεξάρτητα της 
παρουσίας ή της απουσίας της IRP1C437S. Πρόσφατα πειράµατά µας, έχουν 
δείξει ότι η δεσφεριοξαµίνη προσλαµβάνεται από τα κύτταρα µε 
ενδοκύτωση «υγρής φάσης» και συσωρεύεται στα λυσοσωµάτια όπου 
δεσµεύει τα ιόντα σιδήρου (1, 2). Τα πειράµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η 
υπερέκφραση της µη λειτουργικής IRP1C437S διαταράσσει την ενδοκυττάρια 
οµοιοστασία των ιόντων σιδήρου και ως εκ τούτου κάνει τα κύτταρα πιο 
ευαίσθητα στο οξειδωτικό στρες και ειδικότερα στο Η2Ο2. 
 
Βιβλιογραφία 
1. Doulias et al, Free Radic. Biol. Med., 2003  
2. Tenopoulou et al, Biochem. J., 2005 
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1894. 
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THE ROLE OF IRP1 PROTEIN AND IRON IONS IN THE 
INDUCTION OF NUCLEAR DNA DAMAGE IN CELLS EXPOSED 

TO H2O2 
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It is well known that iron regulatory protein 1 (IRP1) is implicated in the 
regulation of intracellular iron levels. In the present study, lung (H1299) and 
breast (MCF-7) cancer cells were transfecetd with the proper plasmids in 
order to conditionally overexpress a single point mutated and non functional 
IRP1 protein (IRP1C437S). It was observed that cells overexpressing 
IRP1C437S were more sensitive to H2O2 and also exhibited higher levels of 
redox active iron. Treatment of the cells with the iron chelator 
desferioxamine before the exposure to H2O2, reduced DNA damage to the 
same levels independently of the presence or absence of IRP1C437S. Previous 
experiments in our laboratory have shown that desferioxamine is taken up 
by fluid phase endocytosis and accumulates into lysosomes where it 
chelates iron ions (1, 2). The results of this study indicate that 
overexpression of the non functional IRP1C437S disturbs iron homeostasis 
and sensitizes cells against H2O2-mediated DNA damage. 
 
References:  
1. Doulias et al, Free Radic. Biol. Chem., 2003 
2. Tenopoulou et al, Biochem. J., 2005 
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ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ ΤΩΝ ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΩΝ ΚΑΙ ΤΩΝ 
ΟΜΑ∆ΩΝ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΤΩΝ G ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

 
Ελευσινιώτη Α.Λ., Μπάγκος Π.Γ. και Σ.Ι. Χαµόδρακας 
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Οι G πρωτεΐνες είναι ετεροτριµερή αποτελούµενα από τις α, β και γ 
υποµονάδες.  Λειτουργούν ως «διακόπτες» για τη µεταγωγή µηνυµάτων 
από τον εξωκυττάριο χώρο στο εσωτερικό του κυττάρου µέσω της 
αλληλεπίδρασής τους µε τους αντίστοιχους υποδοχείς (GPCRs).  Το PRED-
GPROT είναι µια µέθοδος ικανή να προβλέπει µέσω της χρήσης profile 
HMMs (pHMMs) σε ποιά οικογένεια ανήκει µία G πρωτεΐνη αλλά και τη 
συµπεριφορά της όσον αφορά την αλληλεπίδραση µε τους GPCRs.  
Συγκεκριµένα, οι G πρωτεΐνες ταξινοµούνται σε τέσσερις οικογένειες βάσει 
της α υποµονάδας τους: Gs, Gi/o, Gq/11 και G12/13.  Τα µέλη κάθε 
οικογένειας ταξινοµούνται σε συγκεκριµένες οµάδες οι οποίες σχετίζονται 
µε τον τύπο αλληλεπίδρασης µε τους GPCRs.  Για τη δηµιουργία των 
pΗΜΜs χρησιµοποιήθηκαν καλά σχολιασµένες Gα υποµονάδες  
ευκαρυωτικών είδών από τη βάση δεδοµένων UNIPROT.  Το πρόγραµµα 
PSI-PRED χρησιµοποιήθηκε για προβλέψεις δευτεροταγούς δοµής, ενώ για 
την πολλαπλή στοίχιση χρησιµοποιήθηκε το ClustalX.  Εφόσον στόχος του 
PRED-GPROT είναι και η πρόβλεψη της ειδικότητας αλληλεπίδρασης των 
G πρωτεϊνών µε τους GPCRs, για τη δηµιουργία των pHMMs 
χρησιµοποιήθηκαν οι περιοχές των Gα υποµονάδων που θεωρούνται 
υπεύθυνες για την αλληλεπίδραση µε τους GPCRs.  ∆ηµιουργήθηκε τελικά 
µια βιβλιοθήκη pΗΜΜs που διαθέτει τρία pΗΜΜs για κάθε µία από τις 
τέσσερις οικογένειες.  Τα ποσοστά επιτυχίας στην περίπτωση των 
πρωτεϊνών του συνόλου ελέγχου για σωστή πρόβλεψη των οικογενειών 
στην οποία ανήκουν είναι: 100% για την Gio οικογένεια, 84.2% για Gq/11, 
100% για Gs και 100% για G12/13.  Τα ποσοστά επιτυχίας στην περίπτωση 
πρόγνωσης των οµάδων αλληλεπίδρασης είναι 100%  για την 
αλληλεπίδραση Gio/Gz, 100% για Gt, 100% για Gq/11, 66.7% για G14 ή 
15/16, 100% για Gs/Golf και 100% για G12/13.  Τα αποτελέσµατα αυτά 
δείχνουν  ότι µε το PRED-GPROT και τη χρήση συγκεκριµένων περιοχών 
της ακολουθίας µπορούν να προβλεφθούν µε επιτυχία η οικογένεια και η 
οµάδα αλληλεπίδρασης µιας δεδοµένης Gα υποµονάδας. 
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G proteins are heterotrimers composed of α, β and γ subunits, which act as 
switches for signal transduction from the extracellular space into the cell via 
their interaction with GPCRs.  The PRED-GPROT algorithm aims at 
predicting the family and the coupling specificity of G proteins by using 
profile HMMs (pHMMs).  In particular, G proteins are grouped in four 
families on the basis of their α subunit: Gs, Gi/o, Gq/11 and G12/13.  The 
members of each family are subdivided in specific groups concerning the 
type of interaction with GPCRs.  For the construction of pHMMs we used 
well-annotated Gα subunits from eukaryotic species derived from the 
UNIPROT database.  PSI-PRED was used for secondary structure 
prediction, while for constructing multiple alignments of the members of the 
same family we used ClustalX.  Provided that the aim of PRED-GPROT is 
not only the prediction of the family in which the query sequence belongs, 
but also the prediction of the coupling specificity with GPCRs, we used for 
the construction of pHMMs the regions of Gα proteins that are considered 
responsible for the interaction with GPCRs.  This resulted to the 
construction of a library of pHMMs with three pHMMS for each of the four 
G protein families.  For the proteins of the test set the prediction accuracy 
for the family classification is: 100% for Gio family, 84.2% for Gq/11, 
100% for Gs and 100% for G12/13. The accuracy in the case of coupling 
specificity prediction is: 100% for the Gio/Gz coupling specificity group, 
100%, for Gt, 100% for Gq/11, 66.7% for G14 or 15/16, 100% for Gs/Golf 
and 100% for G12/13.  These results indicate that certain segments of the 
sequence are responsible for coupling to GPCRs as well as the capability of 
PRED-GPROT to successfully predict the family and the coupling 
specificity of a given G protein. 
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H βιοπαρακολούθηση αφορά µε την ανάπτυξη τεχνικών µέτρησης της 
συγκέντρωσης των οργανικών και ανόργανων ρυπαντών σε ιστούς 
ζωντανών οργανισµών, αλλά και τεχνικών µε τις οποίες εκτιµώνται και 
καταγράφονται οι βιολογικές επιπτώσεις των ρυπαντών στους οργανι-
σµούς. Στην παρούσα εργασία προτείνεται η µέτρηση της οξείδωσης των 
πρωτεϊνών ως βιοµάρτυρας, σε µελέτες βιοπαρακολούθησης. Για το σκοπό 
αυτό, µύδια Mytilus galloprovincialis εκτέθηκαν για δώδεκα ηµέρες σε 
βαρέα µέταλλα ή οργανοχλωριωµένες ή οργανοφωσφορικές ενώσεις. Η 
επαγωγή της οξείδωσης των πρωτεϊνών µετρήθηκε µε τη χρήση του 
αντισώµατος anti-DNPH και προσδιορίστηκε ο αριθµός των καρβονυλικών 
οµάδων (-CO-) που σχηµατίζονται στα µόρια των πρωτεϊνών στα 
αιµοκύτταρα των ζώων. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι ύστερα από έκθεση 
των οργανισµών για δώδεκα ηµέρες σε ένα απαραίτητο µέταλλο, το 
ψευδάργυρο (Zn) συγκεντρώσεων 1, 10 και 100 µgr/lit και σε ένα µη 
απαραίτητο τοξικό µέταλλο, το κάδµιο (Cd) συγκεντρώσεων 1, 10 και 100 
µgr/lit επάγεται σηµαντικά ο σχηµατισµός των καρβονυλικών οµάδων στα 
µόρια των πρωτεϊνών στα αιµοκύτταρα. Επίσης, διαπιστώθηκε ότι η 
παραγωγή οξειδωµένων πρωτεϊνών αυξάνεται σηµαντικά ύστερα από 
έκθεση των µυδιών για τον ίδιο χρόνο σε λινδάνιο συγκέντρωσης 0,03 
mgr/lit και σε µίγµα οργανοφωσφορικών συγκέντρωσης 0,3 mgr/lit 
(ανθρακένιο, φαινανθρένιο και ναφθαλένιο, αναλογία 1:1:1). Από τα 
αποτελέσµατα συνάγεται το συµπέρασµα ότι τόσο τα βαρέα µέταλλα όσο 
και το λινδάνιο και οι οργανοφωσφορικές ενώσεις επάγουν την οξείδωση 
των πρωτεϊνών στα αιµοκύτταρα των µυδιών Mytilus galloprovincialis. 



HELLENIC SOCIETY FOR BIOLOGICAL SCIENCES 
Proceeding of 28th Scientific Conference, Ioannina, May 2006 

 

 

78

ΙNDUCTION OF SYNTHESIS OF OXIDIZED PROTEINS IN 
HEMOCYTES OF MUSSELS AFTER THEIR EXPOSURE TO 

POLLUTANTS 
 

Zannou A.1, Chrisikopoulou E.1, Hamidi Alambari D.2, Koliakos G.2, 
Dimitriadis V.3, Kaloyianni M.1 

 
1Laboratory of Animal Physiology, Department of Zoology, School of Biology, Aristotle 

University of Thessaloniki (AUTH), 54124 
2Department of Biological Chemistry, School of Medicine (AUTH) 

3Dept of Genetics, Development and Molecular Biology, School of Biology (AUTH) 
 

Biomonitoring concerns the development of techniques that estimate the 
organic and inorganic pollutants concentration in animal tissues as well as 
the development of techniques where the biological consequences of 
pollutants on the organisms are recorded. The present study suggests the 
induction of protein oxidation as a biomarker in biomonitoring studies. 
Mussels Mytilus galloprovincialis were exposed either to heavy metals or to 
organochlorinated or to organophosphoric compounds for twelve days. The 
oxidized proteins were measured by the use of an anti-DNPH antibody and 
the number of the carbonyl groups (-CO-) attached to the protein molecules 
was quantified. Our results showed that after the exposure of the whole 
organisms to an essential metal, zinc (Zn) at concentrations of 1, 10 and 100 
µgr/lit and to a non-essential metal, cadmium (Cd) at concentrations of 1, 10 
and 100 µgr/lit, the protein carbonyl content was significantly increased in 
hemocytes. Furthermore, our findings showed that the production of 
oxidized proteins was also significantly increased after exposure of mussels 
to lindane at concentration of 0.03 mgr/lit and to the mixture of 
organophosphoric compounds at concentration of 0.3 mgr/lit (anthracene, 
phenanthrene and naphthalene, 1:1:1) for the same period. From our results 
we could suggest that heavy metals as well as lindane and organophosphoric 
compounds induce synthesis of oxidized proteins in hemocytes of mussels 
Mytilus galloprovincialis. 
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∆ΥΝΑΜΙΚΗ ∆ΙΟΧΕΤΕΥΣΗ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ ΚΑΙ ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗ 
ΟΡΓΑΝΩΣΗ: ΕΝΑ ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΟΝΤΕΛΟ ΣΥΝ∆ΕΣΗΣ ΤΩΝ ∆ΥΟ 
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Η παροδική επαφή δύο ενζύµων που επιτρέπει την µεταφορά ενός 
µεταβολίτη,  προϊόντος του πρώτου και υποστρώµατος του δεύτερου, 
σηµαίνει και τον παροδικό σχηµατισµό ενός ετερόλογου ολιγοµερούς των 
δύο ενζύµων. Το ολιγοµερές, ως ογκωδέστερο θα παρουσιάζει µειωµένη 
κινητικότητα, ιδιαιτέρως λόγω συνωστισµού στο ενδοκυτ-τάριο 
περιβάλλον. Η δηµιουργία του συµπλόκου των δύο ενζύµων έχει αποδειχθεί 
σε αρκετές περιπτώσεις ότι συµβαίνει µόνο παρουσία του κοινού 
µεταβολίτη, οπότε και η δυναµική του σχηµατισµού του θα καθορίζεται από 
την παρουσία του τελευταίου. ∆εδοµένου ότι οι διοχετευόµενοι µεταβολίτες 
είναι συνήθως ασταθή µόρια και δεν βρίσκονται σε ελεύθερα διαχεόµενη 
µορφή – τουλάχιστο σε µεγάλο ποσοστό-, η παρουσία τους θα εξαρτάται 
από την παρουσία του αρχικού υποστρώµατος για το πρώτο ένζυµο. Κατά 
συνέπεια µια ανισότροπη εισαγωγή του αρχικού υποστρώµατος στο χώρο 
θα επάγει και µια τοπική αλλοίωση της κινητικότητας των δύο ενζύµων. Το 
τελικό αποτέλεσµα θα είναι η ανισοκατανοµή των ενζύµων στο χώρο, µε 
αύξηση της συγκέντρωσής τους τοπικά, προς το σηµείο εισαγωγής του 
αρχικού υποστρώµατος. Αριθµητικές προσοµοιώσεις, µε βάση κινητικές 
σταθερές από τη βιβλιογραφία, δείχνουν ότι, ακολουθώντας το παραπάνω 
µοντέλο, είναι δυνατό να έχουµε ένα σηµαντικό βαθµό δυναµικής 
οργάνωσης.  
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The transient contact of two enzymes permitting the transfer of a metabolite, 
product of the former and substrate for the latter, implies the formation of a 
heterologous oligomer of the two enzymes. This oligomer, being bulkier, 
will show diminished mobility, especially due to crowding inside 
intracellular environments. The formation of the complex of the two 
enzymes has been shown in many cases to occur only in the presence of the 
common metabolite, so the dynamic of its formation will be dictated by the 
presence of the latter. Since channeled metabolites are usually unstable and 
are not found in free diffusing state - at least in important amounts-, their 
presence shall depend on the presence of the initial substrate of the first 
enzyme. Consequently, a non-homogeneous introduction of the initial 
substrate in space will induce local bias of the mobility for the two enzymes. 
The final result will be a non-homogeneous distribution of the enzymes in 
space, being more concentrated towards the point of introduction of the 
initial substrate. Numerical simulations, based on kinetic constants found in 
the literature, show that, following the aforementioned model, it is possible 
to have a significant degree of dynamic organization.  
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∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ΡΟΣΙΓΛΙΤΑΖΟΝΗΣ ΚΑΙ ΤΟΥ ΚΑΡΙΠΟΡΙ∆ΙΟΥ ΣΤΗΝ 
ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΩΝ CD36 ΥΠΟ∆ΟΧΕΩΝ, ΣΤΗΝ ΠΡΟΣΚΟΛΛΗΣΗ ΚΑΙ ΤΗ 
ΜΕΤΑΝΑΣΤΕΥΣΗ ΤΩΝ ΜΟΝΟΚΥΤΤΑΡΩΝ ΣΕ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ 
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Τα µονοκύτταρα της κυκλοφορίας έχουν την ικανότητα να συνδέονται στο 
αγγειακό επιθήλιο, καθώς και σε µόρια της εξωκυττάριας ουσίας και να 
µεταναστεύουν προς τον υποενδοθηλιακό χώρο, µε δέσµευση και 
αποδέσµευση των µονοκυττάρων στα συστατικά της εξωκυττάριας ουσίας, 
όπως είναι η λαµινίνη. Στον υποενδοθηλιακό χώρο οι οξειδωµένες 
λιποπρωτεϊνες χαµηλής πυκνότητας, oxLDL, που προκύπτουν µε οξείδωση 
των LDL, φαγοκυτταρώνονται από τα µονοκύτταρα, τα οποία στη συνέχεια 
µετατρέπονται σε αφρώδη κύτταρα, τα οποία σχηµατίζουν το νεκρωτικό 
πυρήνα της αθηρωµατικής βλάβης. Η έκθεση των µονοκυττάρων σε oxLDL 
ενεργοποιεί τη µεταγραφή των πυρηνικών υποδοχέων ενεργοποίησης των 
περοξυσωµατίων τύπου γ (PPAR-γ), το σήµα για την ενεργοποίηση της 
µεταγραφής των οποίων αρχίζει µε την αναγνώριση και τη δέσµευση των 
oxLDL από τους CD36 υποδοχείς των µονοκυττάρων/µακροφάγων και τη 
φαγοκυττάρωσή τους. Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων µας έδειξαν ότι η 
ροσιγλιταζόνη έχει δράση παρόµοια µε αυτή της γλυκόζης και της 
ινσουλίνης, επάγοντας την προσκόλληση και τη µετανάστευση των 
µονοκυττάρων στα υποστρώµατα λαµινίνης και ενδοθηλιακών κυττάρων 
και σε µεγαλύτερο βαθµό την έκφραση των CD36 υποδοχέων. Η 
ταυτόχρονη χρήση καριποριδίου (αναστολέα του Νa+-H+ ανταλλάκτη, 
ΝΗΕ1) αναστέλλει την αθηρογόνο δράση της γλυκόζης, της ινσουλίνης και 
της ροσιγλιταζόνης και µειώνει την έκφραση των CD36 υποδοχέων, που 
υποδεικνύει τον σηµαντικό ρόλο του ΝΗΕ-1 στη διαδικασία σχηµατισµού 
αθηρωµατικής πλάκας.    
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Peripheral blood monocytes can bind to the vascular epithelium and to 
extracellular matrix molecules, like laminin and migrate to the 
subendothelium space. In the subendothelial space monocytes bind to 
oxidized low density lipoproteins (oxLDLs) and turn into foam cells by 
oxLDL phagocytosis. Foam cell formation is the first step towards 
atherosclerosis development. The monocyte exposure to oxLDL and oxLDL 
binding to CD36 scavenger receptors, activates Peroxisome Proliferator- 
Activated Receptors γ (PPAR-γ) transcription. Hormones related to 
diabetes, like insulin or glucose, activate atherosclerosis-related monocyte 
functions. Moreover, cariporide, a Na+/H+ exchanger (NHE-1) inhibitor, 
inhibits monocyte atherosclerosis-related functions. The results of our 
experiments showed that rosiglitazone, a PPAR-γ activator has similar 
action to glucose or insulin and activates monocyte adhesion and migration 
to laminin as well as to endothelial cells. Rosiglitazone also activates CD36 
expression in monocytes. The use of cariporide inhibits the effects of 
glucose, insulin and rosiglitazone, thus indicating the important role of 
NHE-1 in atherosclerosis development. 
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Ο δάκος της ελιάς αποτελεί το κυριότερο παράσιτο των ελαιοκαλλιεργιών. 
Η εξάπλωση του εντόµου ακολουθεί στενά την έκταση της καλλιέργειας της 
ελιάς. Η διάδοση της ελιάς  στην Καλιφόρνια άρχισε γύρω στα 1700 µε τη 
µεταφορά φυτών από ιεραποστόλους από το Μεξικό στο βόρειο τµήµα της 
πολιτείας. Η καλλιέργεια της ελιάς αποτελεί ένα σηµαντικό µέρος της 
αγροτικής οικονοµίας σ΄ αυτή την πολιτεία των Η.Π.Α., µε τάση µάλιστα 
περαιτέρω εξάπλωσής της. Η εισβολή του εντόµου στην περιοχή πρώτη 
φορά παρατηρήθηκε το 1998. Συνεπώς, είναι σηµαντικό να κατανοήσουµε 
τη διαδικασία εισβολής του. Για το λόγο αυτό χρειάζεται γενετική σύγκριση 
των πληθυσµών του δάκου της Καλιφόρνιας µε τους πληθυσµούς περιοχών 
όπου ο δάκος ενδηµεί. Η σύγκριση αυτή αποσκοπεί στην ανάδειξη  
ουδέτερων αλλά και σταθερών πολυµορφικών  διαγνωστικών δεικτών. Στα 
πλαίσια της παρούσας µελέτης γίνεται ανάλυση της DNA αλληλουχίας 
διαφορετικών γενετικών τόπων του mtDNA καθώς επίσης και περιοχών  
του εσωτερικού µεταγραφόµενου διαστήµατος του rRNA (ITS1 και IΤS2) 
από δείγµατα δάκων διαφορετικών περιοχών της Καλιφόρνιας. Οι 
αλληλουχίες αυτές θα συγκριθούν µε τις αντίστοιχες αλληλουχίες από 
δείγµατα δάκων της λεκάνης της Μεσογείου. Τα αποτελέσµατα αυτά θα 
συγκριθούν επίσης και µε εκείνα προϋπάρχουσας µελέτης των φυσικών 
πληθυσµών του δάκου της Μεσογείου βασισµένης σε µικροδορυφορικούς 
δείκτες. Μια τέτοιου είδους ανάλυση, αφενός θα συµβάλλει στην επιπλέον 
ανάπτυξη της γνώσης της οικολογίας του εντόµου και αφετέρου στην 
κατανόηση της δυναµικής της εισβολής στην Καλιφόρνια η οποία έχει 
επέλθει είτε µέσω διεθνούς εµπορίου είτε µέσω τουριστικών µετακινήσεων.  
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ANALYSIS OF OLIVE FRUIT FLY INVASION IN CALIFORNIA 
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Olive fruit fly constitutes the main parasite of olive cultivation. The spread 
of the insect follows closely the cultivation zone of the olive tree. Olive tree 
cultivation in California begun with plant transport by Catholic monks at 
about 1700 from Mexico. The olive tree cultivation represents an important 
part of the agricultural economy in this state of the U.S.A. with clear 
tendency to increase. Invasion of the olive fly was first observed in 1998. 
Therefore, it is very important to analyse the dynamics of this invasion. For 
this reason, we set out to perform genetic comparisons of Californian olive 
fly populations with populations where the insect is endemic. This kind of 
comparisons could possibly lead to the identification of stable and neutral 
polymorphic diagnostic markers. In the present study we analysed the DNA 
sequencing of different genetic loci of mtDNA as well as regions of the 
Internal Transcribed Spacers (ITS1 and ITS2) of rRNA from olive fly 
samples from different California counties. These DNA sequences are 
compared with the corresponding ones from olive fly samples of the 
Mediterranean. Results of this analysis will also be evaluated with respect to 
a previous analysis of olive fly populations of the Mediterranean basin that 
was based on microsatellite markers. This kind of analysis will on one hand 
shed light on the ecology of the insect and, on the other, will help in the 
understanding of the fly’s invasion dynamics in California that is possibly 
due either to international commerce or to tourism.  
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Το γονίδιο pescadillo αποµονώθηκε αρχικά ως µια εµβρυική µετάλλαξη του 
zebrafish. Στο ζυµοµήκυτα το µεταλλαγµένο αλληλόµορφο αναστέλλει την αύξηση 
ενώ στα θηλαστικά η απώλεια λειτουργίας του γονιδίου οδηγεί σε αναστολή της 
εµβρυικής ανάπτυξης. Ένας αριθµός εργασιών κατέδειξε ότι το pescadillo παίζει 
σηµαντικό ρόλο στην βιογένεση των ριβοσωµάτων, στη νεοπλασία και στον έλεγχο 
του κυτταρικού κύκλου. Στα φυτά η βιολογική λειτουργία του ορθόλογου γονιδίου 
PESCADILLO (PES) παραµένει άγνωστη. Κάνοντας χρήση της τεχνολογίας 
cDNA-AFLP στο πρότυπο σύστηµα της Zinnia, ένα από τα πλέον ενδιαφέροντα 
cDNA βρέθηκε να κωδικοποιεί την ορθόλογη φυτική PESCADILLO πρωτεΐνη. Η 
παρούσα µελέτη περιλαµβάνει τον µοριακό και κυτταρικό χαρακτηρισµό του 
AtPES, καθώς επίσης και το ρόλο που διαδραµατίζει κατά τη διάρκεια ανάπτυξης 
των φυτών. Πειράµατα ηµιποσοτικoύ RT-PCR έδειξαν ότι το γονίδιο εκφράζεται 
κυρίως σε διαιρούµενα ή/και διαφοροποιούµενα κύτταρα. Η ανάλυση 
διαγονιδιακών φυτών A. thaliana που φέρουν την κατασκευή PESprom::GUS έδειξε 
ότι η έκφραση του γονιδίου µάρτυρα περιορίζεται κυρίως στα ακραία µεριστώµατα 
του βλαστού και της ρίζας, στις καταβολές των πλάγιων ριζών και σε 
αναπαραγωγικούς ιστούς και κύτταρα όπως οι σπερµατικές βλάστες και οι 
γυρεόκοκκοι. Πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού σε σταθερά µετασχηµατι-
σµένα µε την κατασκευή PESprom::PES::YFP φυτά αποκάλυψε, ότι η πρωτεΐνη 
εντοπίζεται κυρίως στον πυρηνίσκο και σε µικρότερη έκταση στον πυρήνα των 
φυτικών κυττάρων. Επιπρόσθετα, η γενετική ανάλυση RNAi και T-DNA 
µεταλλαγµένων σειρών έδειξε ότι τα ολικής απώλειας λειτουργίας µεταλλάγµατα 
είναι θνησιγόνα, ενώ τα µερικής απώλειας λειτουργίας φυτά εµφανίζουν 
φαινοτύπους νανισµού µε αναπτυξιακές ανωµαλίες πρωτίστως στα ακραία 
µεριστώµατα. Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός ότι στα µεταλλαγµένα αυτά στελέχη 
η µεταγραφή των 28S rRNA είναι σηµαντικά µειωµένη. Τα παραπάνω δεδοµένα 
υποδεικνύουν ότι το γονίδιο PES εκφράζεται κυρίως σε αναπτυσσόµενους ιστούς, 
γεγονός που υποστηρίζει τη σχέση της πρωτεΐνης PES µε θεµελιώδεις µηχανισµούς 
όπως η βιογένεση των ριβοσωµατίων, η κυτταρική διαίρεση και ο έλεγχος του 
κυτταρικού κύκλου. 
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Pescadillo was isolated as a mutation affecting embryonic development in 
zebrafish, and a mutant allele of the yeast gene results in growth arrest. In 
mammals disruption of its function leads to inhibition of embryonic growth. A 
number of reports show that pescadillo plays also a major role in ribosome 
biogenesis, oncogenic transformation and tumour progression, while interrupting 
its function results in cell cycle arrest. However, the biological function of the 
plant orthologue of pescadillo (PESCADILLO) is yet unknown. By exploiting the 
model system of Zinnia a previously contacted cDNA-AFLP screen identified 
more than 600 cDNA fragments that show altered transcription at specific times 
during the 48 hr of cell commitment and differentiation. One of the most 
interesting cDNAs, found to be differentially expressed at developmentally 
significant time points, encodes the plant orthologue of the zebrafish pescadillo 
protein (named PESCADILLO). Utilizing Zinnia and Arabidopsis as model 
systems we conducted a series of experiments in order to investigate the 
molecular, cellular and biological function of PESCADILLO. Semi quantitative 
RT-PCR experiments show that the gene is mainly expressed in dividing and/or 
differentiating cells. Promoter analysis using transgenic Arabidopsis plants show 
that expression is predominantly confined in  the root and shoot apical meristems, 
the lateral root primordial and in reproductive  tissues and cells such as pollen 
grains and ovules. Subcellular localization experiments using transgenic plants 
harbouring the chimerical PESCADILLO-YFP fusion protein show that protein 
is primarily localized in the nucleolus of the cells and at a less extent in the 
nucleus. Furthermore, the genetic analysis of the RNAi and T-DNA knock-out 
lines show that the plants display a dwarf-like phenotype with developmental 
defects primarily localized at the meristems, while SALK T-DNA mutants show 
reduced levels of the 28S ribosomal bands. Taken together, our results indicate 
that PESCADILLO is predominantly expressed in developing tissues and 
differentiating cells, providing a definite support for the correlation between the 
PESCADILLO protein and fundamental mechanisms like ribosome biogenesis, 
DNA replication and cell proliferation (cell cycle) control. 
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Σωράνου του Εφεσίου 4, 11527 Αθήνα. 

Η νόσος Αlzheimer χαρακτηρίζεται από την παρουσία αµυλοειδών πλακών στους 
εγκεφάλους των ασθενών. Κύριο συστατικό των πλακών αυτών είναι τα Αβ πεπτίδια  
µήκους 40 ή 42 αµινοξέων που προκύπτουν από την πρωτεολυτική επεξεργασία της 
πρόδροµης πρωτεΐνης του αµυλοειδούς (ΑPP) µέσω της συνδυασµένης δράσης της β- 
και της γ- εκκριτάσης. Παρόλο που η εµπλοκή της ΑPP στην παθογένεση της νόσου 
Alzheimer είναι γνωστή εδώ και δεκαετίες, ο φυσιολογικός ρόλος της ΑPP παραµένει 
σ’ένα µεγάλο βαθµό άγνωστος. Η µεγάλη συντηρητικότητα της ΑΡΡ κατά τη διάρκεια 
της εξέλιξης αλλά και ο µεγάλος βαθµός οµολογίας της µε τα άλλα δυο µέλη της 
υπεροικογένειας της ΑΡΡ, την APLP-1 και APLP-2, υποδηλώνει τη σπουδαιότητα του 
φυσιολογικού της ρόλου. Η δοµή της APP αλλά και η οµοιότητα της µε τον υποδοχέα 
Notch όσον αφορά στη δοµή, στην πρωτεολυτική διάσπαση και στη µεταγωγή σήµατος 
στον πυρήνα, οδηγούν στην υπόθεση ότι η ΑΡΡ θα µπορούσε να λειτουργεί ως 
υποδοχέας, µε τρόπο παρόµοιο µε τον υποδοχέα Νotch. Αν ισχύει αυτό, τότε η 
αναγνώριση πιθανών προδετών του εξωκυττάριου τµήµατος της ΑΡΡ, όχι µόνο θα 
επιβεβαιώσει την παραπάνω υπόθεση, αλλά θα αποτελέσει και σηµαντική προσέγγιση 
στην κατανόηση του φυσιολογικού ρόλου της πρωτεΐνης. Για το σκοπό αυτό, αρχικά 
υποκλωνοποιήθηκε  το cDNA που κωδικοποιεί για το εξωκυττάριο τµήµα των 
ισοµορφών APP751 και APP695 στον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης pcDNA4 
myc/His A. Τα cDNAs της APP διαµολύνθηκαν σε HEK293 κύτταρα µε αποτέλεσµα 
την παραγωγή και έκκριση στο µέσο της καλλιέργειας των αντίστοιχων ισοµορφών της 
APP που φέρουν στο καβόξυτελικό τους άκρο τους αντιγονικούς επίτοπους myc και 
sixHis. Με χρωµατογραφία συγγενείας IMAC (Immobilized Metal Affinity 
Chromatography) από-µονώθηκε το εξωκυττάριο τµήµα της ΑΡΡ (APPecd) και 
επιβεβαιώθηκε η ορθότητα της αµινοξικής ακολουθίας µε MALDI-TOF. Η APPecd 
χρησιµοποηθήκε σε pull-down assays για την αποµόνωση πιθανών προσδετών της 
APPecd. Τα δείγµατα των πρωτεϊνών που κατακρατήθηκαν από την APPecd 
αναλύθηκαν µέσω ιονισµού µε ηλεκτροψεκασµό (ESI). Ανιχνεύτηκαν διάφορες 
πρωτεΐνες και η µελέτη συνεχίζεται για την ταυτοποίηση τους. 
Αυτή η έρευνα χρηµατοδοτήθηκε από τα προγράµµατα του υπουργείου Παιδείας «Πυθαγόρας 

Ι & ΙΙ», του Πανεπιστηµίου Αθηνών «Καποδίστριας» και της Ευρωπαϊκής ένωσης 
«APOPIS». 
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Alzheimer’s disease is characterized by the presence of amyloid plaques in 
the patients’ brain. Plaques consist mainly of 40 to 42 aminoacid long 
amyloid β (Aβ) peptides that derive from the proteolysis of Amyloid 
Precursor Protein (APP) by β- and γ-secretase. The physiological role of 
APP is unknown.  The high degree of conservation of APP during evolution 
and its high  homology with the other two members of the APP superfamily, 
APLP-1 and APLP-2, underlies the significance of its physiological role. 
The APP stucture and its similarity with Notch receptor in terms of stucture, 
proteolytic processing and intracellular signaling in the nucleus, lead to the 
hypothesis that APP could also act as a receptor, in a manner similar to that 
of Notch. If this is true, then the identification of protein-ligands of the 
extracellular domain of  APP will not just verify the above hypothesis, but it 
will also be a significant advancement for our understanding of the 
physiological role of this protein. 
For this purpose, we first subcloned the cDNA coding for the extracellular 
domain of APP751 and APP695 isoforms in the pcDNA myc/His A plasmid 
vector. These cDNAs were transfected in HEK293 cells resulting in the 
production and secretion to the cell medium of the coresponding proteins 
carrying the myc and sixHis epitopes in the carboxyl-terminal domain. The 
APP extracellular domain (APPecd) was isolated using IMAC (Immobilized 
Metal Afinity Chromatography)  and the aminoacid sequence was verified 
using MALDI-TOF. APPecd was then used in pull-down assays in order to 
isolate putative APP ligands. The protein samples that were retained by 
APPecd were analysed via Electrospray Ionisation (ESI). Various proteins 
were detected and research continues for their identification. 
 
This research is funded by the Greek Ministry of Education grants “Pythagoras I & II”, the 
University of Athens grant “Kapodistrias”, European Grant APOPIS co-ordinated by the  

Verum foundation. 
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ΜΕΛΕΤΕΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΩΝ ΜΕΤΑΞΥ G-ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΚΑΙ 
ΜΟΡΙΩΝ-ΕΚΤΕΛΕΣΤΩΝ 

 
Θεοδωροπούλου Μ.Κ., Ελευσινιώτη Α.Λ., Μπάγκος Π.Γ. και Σ.Ι. Χαµόδρακας 

 
Τοµέας Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών,  

Αθήνα 157 01 

Οι G-πρωτεΐνες δρουν ως «διακόπτες» µεταγωγής σήµατος από τον εξω-
κυττάριο χώρο στο εσωτερικό του κυττάρου.  Οι G-πρωτεΐνες ενεργοποιούνται 
αρχικά από την αλληλεπίδρασή τους µε τους αντίστοιχους υποδοχείς (GPCRs) 
και στη συνέχεια µεταφέρουν το µήνυµα σε µόρια-εκτελεστές.  Οι G-πρωτεΐνες 
είναι ετεροτριµερείς και αποτελούνται από τις Gα, Gβ και Gγ υποµονάδες.  Η 
ταξινόµηση των G-πρωτεϊνών σε τέσσερις οµάδες (Gαs, Gαi/o, Gαq, Gα12) 
γίνεται βάση της α-υποµονάδας τους ενώ κάθε τύπος G-πρωτεϊνών αλληλεπιδρά 
µε διαφορετικούς εκτελεστές.  Πολλές πρωτεΐνες δρουν ως µόρια-εκτελεστές, 
όπως για παράδειγµα τουµπουλίνες, αδενυλικές κυκλάσες, κανάλια ιόντων, 
µικρές πρωτεΐνες που προσδένουν GTP και φωσφολιπάσες.  Σε κάθε µονοπάτι 
µεταγωγής σήµατος υπάρχουν και κάποιες άλλες σηµαντικές οµάδες µορίων που 
παίρνουν µέρος, όπως οι ρυθµιστές σηµατοδότησης µέσω G-πρωτεϊνών (RGSs) 
και οι scaffold πρωτεΐνες.  Η ιδιαίτερη σηµασία των GPCRs αντικατοπτρίζεται 
στο γεγονός ότι το 50% των σηµερινών φαρµάκων έχουν ως στόχο τους 
συγκεκριµένους υποδοχείς.  Η κατανόηση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ όλων 
των µορίων που λαµβάνουν µέρος στη µεταγωγή σήµατος µπορεί να βοηθήσει 
στην κατανόηση τόσο της δράσης όσο και των παρενεργειών των φαρµάκων.  
Στη συγκεκριµένη µελέτη συγκεντρώνουµε στοιχεία για την αλληλεπίδραση 
µεταξύ G-πρωτεϊνων και µορίων εκτελεστών µέσα από εκτενή αναζήτηση στη 
βιβλιογραφία.  Επίσης συγκεντρώνουµε πληροφορίες για τις πρωτεϊνικές 
ακολουθίες των µορίων-εκτελεστών από τη δηµόσια βάση δεδοµένων 
UNIPROT.  Συγκεκριµένα ανασύρθηκαν 1791 πρωτεϊνικές ακολουθίες.  Σκόπος 
µας είναι να χρησιµοποιήσουµε την πληροφορία για να επεκτείνουµε την ήδη 
υπάρχουσα βάση δεδοµένων gpDB.  Κατατάσσουµε τα µόρια-εκτελεστές σε 
οικογένειες, υποοικογένειες και τύπους µε βάση τη λειτουργία τους, ενώ σκοπός 
µας είναι να συµπεριλάβουµε δεδοµένα για την αλληλεπίδραση µεταξύ των 
διαφόρων υποοικογενειών G-πρωτεϊνών και συγκεκριµένων τύπων µορίων-
εκτελεστών.  Τα δεδοµένα αυτά, αναµένεται να είναι ιδιαίτερα χρήσιµα στην 
προσπάθεια πρόγνωσης της αλληλεπίδρασης των G-πρωτεϊνών µε τους 
αντίστοιχους εκτελεστές.    
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G-proteins act as switches for signal transduction from extracellular space 
into the cell.  G-proteins are initially activated by their interaction with the 
G-protein coupled receptors (GPCRs) and transmit the signal to a wide 
range of effectors.  G-proteins form heterotrimers composed of Gα, Gβ and 
Gγ subunits and, based on their α-subunit, are grouped in four types (Gαs, 
Gαi/o, Gαq, Gα12).  Different types of G-proteins interact with different 
effectors.  Many proteins act as effectors, such as tubulins, adenylate 
cyclases, ion channels, small GTP-binding proteins, phospholipases and 
many more.  In each path of the signal transduction pathway there are some 
other important groups of molecules that take part, such as regulators of G-
protein signaling (RGSs) and scaffold proteins.  The great importance of 
GPCRs and the corresponding signal transduction pathways is indicated by 
the fact that almost 50% of the current prescription drugs target GPCRs.  
Understanding better the interactions between all the proteins that take part 
in signal transduction may help explain both actions and side effects of 
drugs.  In this study we collect information about the interaction between G-
proteins and their effectors by an extended literature search.  We also 
collected sequence information concerning the effectors from the publicly 
available database UNIPROT.  In particular 1791 sequences of effectors 
were retrieved from UNIPROT.  We use this information to extend the 
already existing database gpDB.  We also categorize the effectors into 
families, subfamilies and types based on their function.  Our goal is to 
include data about the interaction between the different subfamilies of G-
proteins and particular effector types.  The data collected here, will also help 
us to design predictive algorithms concerning the interaction of G-proteins 
with their effectors. 
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ΘΗΛΥΚΩΝ ΚΑΙ ΑΡΣΕΝΙΚΩΝ ΓΑΜΕΤΩΝ ΣΤΟ ΜΥ∆Ι Mytilus 
galloprovincialis 
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Πανεπιστήµιο Αθηνών, 15701 Αθήνα 

 
Τα θηλυκά µύδια της οικογένειας Mytilidae µεταβιβάζουν το µιτοχονδριακό 
τους DNA (τύπος F) στους θηλυκούς και στους αρσενικούς απογόνους 
τους. Tα αρσενικά άτοµα κληρονοµούν έναν επιπλέον τύπο mtDNA από 
τον πατέρα τους (τύπος Μ), τον οποίο µεταβιβάζουν µόνο στους 
αρσενικούς απογόνους τους (∆ΜΚ: ∆ιπλή Μονογονεϊκή Κληρονόµηση). 
Ορισµένα αρσενικά δεν περιέχουν γονιδίωµα τύπου Μ και χαρακτηρίζονται 
ως «µη-τυπικά». Στην παρούσα µελέτη εξετάσαµε διάφορα µη-τυπικά 
αρσενικά και διαπιστώσαµε ότι στη γονάδα τους απαντά ένα F-τύπου 
mtDΝΑ, του οποίου η κύρια ρυθµιστική περιοχή (control region, CR) 
περιέχει επαναλαµβανόµενα στοιχεία Μ τύπου εντεθειµένα στην τυπική F 
αλληλουχία. Το µόριο αυτό το ονοµάσαµε C (compound), σε αντιδιαστολή 
µε το τυπικό F και το τυπικό Μ µόριο. Πέρα από τη ρυθµιστική περιοχή, το 
µόριο C διαφέρει από το F µόριο των σωµατικών ιστών και στις πέντε 
κωδικές περιοχές που ελέγξαµε (Cytb, COIII, COI, ND5 and 16sRNA). 
∆εδοµένου ότι το σωµατικό mtDNA είναι µητρικής προέλευσης, η 
διαπίστωση ότι το C µόριο κυριαρχεί στη γονάδα ενώ στο σώµα κυριαρχεί 
το τυπικό F, οδηγεί στο συµπέρασµα ότι τα µη-τυπικά αρσενικά 
κληρονοµούν ένα τυπικό F µόριο από τη µητέρα τους και ένα C µόριο από 
τον πατέρα τους. Επανέλεγχος ενός δείγµατος ατόµων από πληθυσµούς της 
Μεσογείου και της Μαύρης Θάλασσας έδειξε ότι το µόριο C απαντάται και 
σε θηλυκά άτοµα καθώς και στους σωµατικούς ιστούς τυπικών αρσενικών 
(τα οποία φέρουν στη γονάδα τους το µόριο Μ), υποκαθιστώντας το 
µητρικής προέλευσης F µόριο. Η παρατήρηση αυτή υποδεικνύει ότι το 
γονιδίωµα C µεταβιβάζεται τόσο µέσω του σπέρµατος, όσο και µέσω των 
αυγών. 

 
Η παρούσα έρευνα χρηµατοδοτήθηκε από τη Γ.Γ.Ε.Τ. (ΠΕΝΕ∆ 01Ε∆42) και το Marine 

Genomics Europe Network of Excellence. 
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Female mussels of the family Mytilidae transmit their mitochondrial DNA 
(type F) to both male and female progeny. Males receive a second mtDNA 
type from their father (type M), which they transmit only to male progeny 
(DUI: Doubly Uniparental Inheritance). Some males appear to be “atypical” 
because they lack the M genome. In the present study, we examined several 
atypical males and found that in their gonad they contain an mtDNA 
molecule whose control region (CR) is made of tandemly repeated M-type 
elements inserted into the typical F sequence. We called this molecule C 
(compound) to distinguish it from the typical M and the typical F molecule. 
Apart from the control region, the C molecule differs from the somatic F 
molecule in all five coding regions examined (Cytb, COIII, COI, ND5 and 
16sRNA). Given the maternal origin of the somatic mtDNA, the observation 
that the C molecule dominates the gonad, whereas the typical F dominates 
the somatic tissues, leads to the conclusion that the atypical males inherit 
one typical F molecule from their mother and one C molecule from their 
father. Reexamination of a sample of individuals from populations of the 
Mediterranean and the Black Sea reveals that the C genome is also found in 
females and in the somatic tissues of typical males (that contain the M 
genome in their gonads).  These findings indicate that the C genome is 
transmitted both through the sperm and the eggs. 
 
This research was funded by G.S.R.T. (PENED 01ED42) and the Marine Genomics Europe 

Network of Excellence. 
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ΑΝΑΛΥΣΗ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ BCL2L12 
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Πειραµατικά δεδοµένα έχουν δείξει ότι καρκινικές κυτταρικές σειρές υποβαλλόµενες στη δράση 
αντικαρκινικών φαρµάκων εµφανίζουν µεταβολές στα επίπεδα έκφρασης γονιδίων, σχετιζόµενων 
µε την πορεία απόπτωσης. Σχετικά πρόσφατα, ανακαλύφθηκε και κλωνοποιήθηκε το γονίδιο 
BCL2L12 (Scorilas et al. Genomics 72: 217-221, 2001), που αποτελεί ένα νέο µέλος της BCL2 
οικογένειας των αποπτωτικών γονιδίων. To BCL2L12 χαρτογραφήθηκε στο γενετικό τόπο 19q13.3, 
πλησίον του ογκογονιδίου RRAS. Πρόσφατες µελέτες µας έδειξαν ότι τα επίπεδα έκφρασης του 
BCL2L12 διαφέρουν στους διάφορους κυτταρικούς τύπους, ενώ το γονίδιο βρέθηκε να 
υπερεκφράζεται, σε επίπεδο mRNA, σε όγκους µαστού και ωοθήκης. Στόχο της παρούσας 
εργασίας αποτελεί η µελέτη έκφρασης, σε επίπεδο mRNA, του γονιδίου BCL2L12 σε συνδυασµό 
µε άλλα γονίδια που σχετίζονται µε την απόπτωση (BAX, BCL2, FAS, Caspase-3), σε  καρκινικές 
κυτταρικές σειρές µαστού, ωοθήκης και λευχαιµίας  µετά από έκθεσή τους  σε χηµειοθεραπευτικά 
φάρµακα όπως το etoposide, cisplatin, carboplatin και doxorubicin. Κυτταρικές σειρές προερχόµενες 
από διαφορετικούς τύπους καρκίνου αναπτύχθηκαν σε κατάλληλα καλλιεργητικά υλικά, παρουσία 
συγκεκριµένων συγκεντρώσεων αντικαρκινικών φαρµάκων. Η διερεύνηση της ζωτικότητας των 
κυττάρων έγινε µε τη µέθοδο MTT και Trypan blue. Η φάση εκτέλεσης της αποπτωτικής 
διαδικασίας προσδιορίστηκε µε την τεχνική ανίχνευσης της ενδονουκλεοσωµικής τµήσης του DNA 
(DNA laddering). Ολικό mRNA αποµονώθηκε από τα κύτταρα και παρασκευάσθηκε cDNA µε 
την τεχνική της αντίστροφης µεταγραφής (RT). Η έκφραση του BCL2L12 καθώς και άλλων 
αποπτωτικών γονιδίων που µελετήθηκαν, σε επίπεδο mRNA, προσδιορίστηκε µε συµβατική PCR 
χρησιµοποιώντας εξειδικευµένους εκκινητές για το συγκεκριµένο γονίδιο, που είχαν σχεδιαστεί για 
το σκοπό αυτό. Ωs γονίδιο αναφοράς χρησιµοποιήθηκε το γονίδιο που κωδικοποιεί τη β-ακτίνη. Τα 
αποτελέσµατα έδειξαν σηµαντικές µεταβολές, σε επίπεδο mRNA, του γονιδίου BCL2L12, ως 
απόκριση των διάφορων κυτταρικών σειρών σε χηµειοθεραπευτικά φάρµακα, οι οποίες ήταν 
εξαρτώµενες τόσο από το φάρµακο όσο και από το επαγόµενο αποπτωτικό µονοπάτι. Τα 
πειραµατικά µας δεδοµένα συνηγορούν στο ότι το γονίδιο BCL2L12 µπορεί εν δυνάµει να 
χρησιµοποιηθεί ως νέος βιολογικός δείκτης ανταπόκρισης καρκινικών κυττάρων στη 
χηµειοθεραπεία.  
 

Ευχαριστίες: Η παρούσα έρευνα χρηµατοδοτήθηκε από το πρόγραµµα ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ στα 
πλαίσια του Έργου «Πυθαγόρας – Ενίσχυση ερευνητικών οµάδων στα Πανεπιστήµια» µε 

χρηµατοδότηση 75% από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο και 25% από Εθνικούς Πόρους. 
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Experimental data have shown that cancer cell lines, after treatment with 
anticancer drugs, exhibit modulations in the mRNA expression levels of 
apoptosis-related genes. Recently, a new member of the BCL2 family of the 
apoptosis related genes, BCL2L12, was discovered and cloned (Scorilas et 
al. Genomics 72: 217-221, 2001). It maps to chromosome 19q13.3 and is 
localized close to RRAS oncogene. Our preliminary studies have shown that 
the expression levels of the BCL2L12 gene differ among different cell types. 
In addition it is overexpressed, at mRNA level, in breast and ovarian cancer 
tissues. The aim of the present study was to investigate the mRNA 
expression levels of BCL2L12 in comparison with other apoptosis-related 
genes (BAX, BCL2, FAS, Caspase-3), in breast, ovarian and leukemic cancer 
cell lines after treatment with anticancer drugs, such as etoposide, cisplatin, 
carboplatin and doxorubicin. Cell lines derived from distinct cancer types 
were treated with specific anticancer drugs. The kinetics of cell toxicity 
were evaluated by the MTT and Trypan blue staining assays, whereas the 
execution phase of apoptosis induction was assessed by DNA laddering. 
Total RNA was extracted from cancer cells, two micrograms of which were 
reverse-transcribed into first-strand cDNA (RT). The expression levels of 
BCL2L12 and other apoptosis-related genes, at mRNA level, were analysed 
by regular PCR, using gene specific primers. β-Actin was used as a 
reference gene. The results showed important modulations of BCL2L12, at 
the mRNA level, as a response of distinct cancer cell lines to 
chemotherapeutic drugs, which were dependent on both the drug used and 
the apoptosis pathway induced. Our experimental data show that BCL2L12 
may serve as a new potential molecular biomarker for predicting 
chemotherapy outcome in cancer. 
Acknowledgements: The present research was supported by an "EPEAEK II" grant under 
the act “PYTHAGORAS – SUPPORT OF UNIVERSITY RESEARCH GROUPS”, with co-

funding of 75% from the European Social Fund and 25% from National Funds. 
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AΝΙΧΝΕΥΣΗ ΕΛΛΕΙΨΕΩΝ ΣΤΟ mtDNA ΣΠΕΡΜΑΤΟΣ 
ΥΠΟΓΟΝΙΜΩΝ ΑΝ∆ΡΩΝ: ΠΟΣΟ ΑΞΙΟΠΙΣΤΟ ∆ΙΑΓΝΩΣΤΙΚΟ 

ΕΡΓΑΛΕΙΟ ΕΙΝΑΙ Η ΜΕΘΟ∆ΟΣ PCR;  
 

Ιερεµιάδου Φ.1, Μαργαρίτης Λ.Χ.1, Ζούρος Ε.2 και Γ.Κ. Ροδάκης1 
 

1Τµήµα Βιολογίας, ΕΚΠΑ, 2Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Κρήτης 
 

Μεταλλαγές στο mtDNA σχετίζονται µε παθολογικές καταστάσεις και 
πλήττουν κυρίως ιστούς µε αυξηµένες ενεργειακές απαιτήσεις. Η σχέση της 
µειωµένης κινητικότητας των σπερµατοζωαρίων, ένα από τα βασικότερα 
αίτια της ανδρικής υπογονιµότητας, µε ελλείψεις στο mtDNA, αποτελεί 
αντικείµενο έρευνας. Η παρούσα µελέτη επιδιώκει τον έλεγχο της παρουσίας 
µιας έλλειψης µεγέθους 4977 bp, µε αυξηµένη συχνότητα σε παθολογικές 
καταστάσεις και σε διάφορους ιστούς, στο σπέρµα υπογόνιµων και 
φυσιολογικών ανδρών. Η εφαρµογή της µεθόδου PCR µε εκκινητές που 
σχεδιάστηκαν από εµάς αλλά και εκκινητές που αναφέρονται στις σχετικές 
µελέτες απέδειξε ότι: (α) τα ποσοστά ανίχνευσης της έλλειψης εµφανίζουν 
σηµαντικές διαφορές ανάλογα µε το χρησιµοποιούµενο ζεύγος εκκινητών, 
και (β) προϊόντα, που θα µπορούσε να εκληφθούν ως δείκτες παρουσίας 
ελλείψεων, είναι αποτέλεσµα µη ειδικής πρόσδεσης των εκκινητών σε 
πυρηνικές αλληλουχίες. Εφόσον οι διαφορές στα ποσοστά ανίχνευσης της 
έλλειψης δεν µπορούν να αποδοθούν σε πληθυσµιακούς παράγοντες, αλλά 
στο χρησιµοποιούµενο ζεύγος εκκινητών, υποθέτουµε ότι µπορεί να 
οφείλονται σε σφάλµατα της PCR. Για τη διερεύνηση αυτής της υπόθεσης, 
κατασκευάσαµε ανασυνδυασµένο πλασµίδιο που φέρει την υπό µελέτη 
περιοχή ενός µορίου mtDNA χωρίς την έλλειψη. Η εφαρµογή σ’ αυτό της 
διαγνωστικής PCR, οδήγησε στην ψευδή ανίχνευση ελλείψεων. 
Προτείνονται συγκεκριµένοι µοριακοί µηχανισµοί υπεύθυνοι για τη 
δηµιουργία ελλείψεων in vitro. Η έρευνά µας αµφισβητεί την ορθότητα της 
διαγνωστικής PCR σε περιπτώσεις ελλείψεων mtDNA, µε συνέπεια την 
ανάγκη αναθεώρησης, ορισµένων, τουλάχιστον, βιβλιογραφικών δεδοµένων 
σχετικά µε τη συχνότητα εµφάνισης ελλείψεων, όχι µόνο σε mtDNA 
σπέρµατος αλλά γενικότερα σε περιπτώσεις παθολογικών καταστάσεων που 
αποδίδονται σ’ αυτές. 

Ευχαριστούµε την  εταιρία «Ιατρική έρευνα» για  την εξασφάλιση βιολογικού υλικού. 
Η έρευνα αυτή χρηµατοδοτείται από τη Γ.Γ.Ε.Τ (ΠΕΝΕ∆ 01Ε∆42) 
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DETECTION OF mtDNA DELETIONS IN SPERM OF SUB-
FERTILE MEN: HOW ACCURATE DIAGNOSTIC PCR IS? 

 
Ieremiadou F.1, Margaritis L. H.1, Zouros Ε.2 και G.C. Rodakis1 

 

1Faculty of Biology, University of Athens, 2Department of Biology, University of Crete 
 

Several mtDNA mutations, identified in the past few years, have proved to 
be associated with human diseases, including diminished fertility in men. In 
the present study we have investigated the presence of the “common” 4977 
bp deletion in the sperm of 78 sub-fertile men using diagnostic PCR. The 
use of different primer sets (constructed by us or previously described in the 
literature) revealed (1) quantitative differences in the proportion of the 
“common” deletion and (2) the presence of by-products resulting from miss-
annealing of the primers to nuclear DNA. Further more, the use of 
diagnostic PCR in an artificial plasmid DNA containing an undeleted 7 kb 
mtDNA sequence, resulted in the false detection of the “common” deletion. 
Our results raise questions about the accuracy of diagnostic PCR used for 
the detection of deletions in pathological conditions and highlights the need 
for revision of some literature data.  
 

The biological material has been provided by «Iatriki Erevna» 
This research is funded by G.S.R.T. (PENED 01ED42) 
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∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΗΣ ΓΕΝΩΜΙΚΗΣ ΚΑΙ ΜΗ ΓΕΝΩΜΙΚΗΣ ∆ΡΑΣΗΣ 
ΤΗΣ ΘΥΡΕΟΕΙ∆ΟΥΣ ΟΡΜΟΝΗΣ ΣΕ ΚΑΡ∆ΙΟΜΥΟΚΥΤΤΑΡΑ 

ΕΝΗΛΙΚΟΥ ΑΡΟΥΡΑΙΟΥ 
 

Ιορδανίδου Α.1, Μαυροµατίδης Β.1, Αγγελίδου Ε.1, Λάζου Α.2, 
Χατζοπούλου- Κλαδαρά Μ.1 

 
1Τοµέας Γενετικής, Ανάπτυξης και Μοριακής Βιολογίας και 2Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα 

Βιολογίας, Α.Π.Θ. 
 

Η θυρεοειδής ορµόνη (Τ3) έχει πολλαπλές επιδράσεις στη φυσιολογία και 
παθοφυσιολογία της καρδιάς. Εκτός από την καλά χαρακτηρισµένη 
γενωµική δράση της, µέσω των πυρηνικών υποδοχέων, πρόσφατες ενδείξεις 
υποστηρίζουν την ύπαρξη µη γενωµικής δράσης, η οποία µπορεί να 
επιτυγχάνεται µέσω σηµατοδοτικών οδών.  Στη παρούσα εργασία 
διερευνάται αφενός η επίδραση της Τ3 σε σηµατοδοτικές οδούς κινασών 
και αφετέρου η µεταγραφική δραστηριότητα των ισοµορφών TRα1 και 
TRβ1 των θυρεοειδικών υποδοχέων παρουσία θυρεοειδικών αναλόγων µε 
σκοπό την αναγνώριση ειδικών αναστολέων. Μετά από έκθεση 
καρδιοµυοκυττάρων σε Τ3 σε διαφορετικούς χρόνους, παρατηρήθηκε 
ενεργοποίηση των p38 MAPK, JNKs και PDK1 κινασών µε µέγιστο στα 
20΄ και των ERKs µε µέγιστο στα 5΄. Προσθήκη triac και tetrac (10-7 Μ), 
παράγοντες που εµποδίζουν την είσοδο της Τ3 στα κύτταρα, ανέστειλε την 
παραπάνω ενεργοποίηση. Προτείνεται ότι η βραχυπρόθεσµη δράση της Τ3 
σε καρδιοµυοκύτταρα ενεργοποιεί διαφορετικά σηµατοδοτικά µονοπάτια 
κινασών, πιθανόν µέσω ενός µη αναγνωρισµένου µεβρανικού υποδοχέα. 
Παράλληλα, µελετήθηκε η µεταγραφική δραστηριότητα των ισοµορφών 
TRα1 και TRβ1 των θυρεοειδικών υποδοχέων, µετά από παροδική 
επιµόλυνση σε κυτταρικές σειρές HeLa και CV-1 και ταυτόχρονη επίδραση 
µε Τ3 και τα θυρεοειδικά ανάλογα δεσαιθυλαµιοδαρόνη (DEA) και 
ντεµπουτυλδρονεδαρόνη (DBD). Παρατηρήθηκε ότι η παρουσία της Τ3 
προκαλεί αύξηση της µεταγραφικής δραστηριότητας τόσο του TRα1, όσο 
και του TRβ1 υποδοχέων. Αντίθετα, παρουσία του DEA παρατηρείται 
µείωση της δράσης και των δυο TR υποδοχέων. H παρουσία του DBD 
αναστέλλει επιλεκτικά τη δράση του TRα1, υποδεικνύοντας ότι δρα ως ειδικός 
αναστολέας. 
 

Η έρευνα χρηµατοδοτείται από το πρόγραµµα ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ 
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STUDY OF GENOMIC AND NON-GENOMIC ACTION OF 
THYROID HORMONE IN ADULT RAT CARDIOMYOCYTES 

 
Iordanidou A.1, Mavromatidis V.1, Aggelidou E.1, Lazou A.2, 

Hadzopoulou-Cladaras M.1 
 

Department of Genetics, Development and Molecular Biology1 and Department of 
Zoology2, School of Biology, Aristotle University of Thessaloniki 

 
Thyroid hormone (T3) has multiple effects on physiology and 
pathophysiology of the heart. Apart of the well known genomic action of 
T3, mediated by nuclear receptors, recent evidence indicates that T3 can 
have a non-genomic action through the activation of signal transduction 
pathways. The aim of the study is to investigate the effect of T3 on kinase 
signaling cascades and on the other hand to examine the transcriptional 
activity of thyroid hormone receptors in the presence of thyroid hormone 
analogs, in order to recognize specific inhibitors. After exposure of 
cardiomyocytes to T3 at different time points, we observed activation of p38 
MAPK, JNKs and PDK1 kinases with a peak at 20 min and activation of 
ERKs, with a peak at 5 min. Addition of triac and tetrac (10-7 M), agents 
that prevent T3 from entering the cells, blocked this activation. It is 
suggested that short-term action of T3 in cardiomyocytes activates different 
kinase cascades, possibly mediated through an unidentified membrane 
receptor. In parallel, we examined the transcriptional activity of TRα1 and 
TRβ1 isoforms, after transient transfection in HeLa and CV-1 cell lines and 
treatment with T3 and its analogs desethylamiodarone (DEA) and 
debutyldronedarone (DBD). We observed that T3 causes an increase in 
transcriptional activity of both TRα1 and TRβ1 receptors, whereas addition 
of DEA caused reduction. DBD selectively inhibits transcriptional activity 
of TRα1, suggesting that this analog can be a specific inhibitor for this 
isoform. 
 

The research is supported by PYTHAGORAS programme. 
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ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΤΗΣ ΡΥΠΑΝΣΗΣ ΧΕΡΣΑΙΩΝ ΟΙΚΟΣΥΣΤΗΜΑΤΩΝ 
ΜΕ ΤΗΝ ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΒΙΟΜΑΡΤΥΡΩΝ ΣΕ 

ΙΣΤΟΥΣ ΤΟΥ ΣΑΛΙΓΚΑΡΙΟΥ Eobania vermiculata 
 

Ίτζιου Α., Ραφτοπούλου Ε., ∆ηµητριάδης Β.Κ. 
 

Τοµέας Γενετικής, Ανάπτυξης και Μοριακής Βιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Αριστοτέλειο 
Πανεπιστήµιο, 54124 Θεσσαλονίκη 

 
Με σκοπό τη διερεύνηση της εφαρµογής βιοµαρτύρων ρύπανσης σε 
χερσαία οικοσυστήµατα, εκτιµήθηκαν τα επίπεδα ρύπανσης στην περιοχή 
της Θεσσαλονίκης µε τη χρήση συγκεκριµένων κυτταρικών παραµέτρων 
στον πεπτικό αδένα και την αιµόλεµφο του σαλιγκαριού Eobania 
vermiculata. Τα σαλιγκάρια συλλέχθηκαν από διαβαθµισµένες αποστάσεις 
από το εργοστάσιο φωσφορικών λιπασµάτων πλησίον του διυλιστηρίου 
ΕΚΟ Θεσσαλονίκης (20m, 700m) και από την οδική αρτηρία Αγίου 
∆ηµητρίου (5m, 20m, 150m), τον Οκτώβριο του 2005. Ως σταθµός ελέγχου 
επιλέχθηκε µία περιοχή της Έδεσσας στο νοµό Πέλλης. Οι κυτταρικοί 
βιοµάρτυρες που εξετάστηκαν ήταν α) η ‘σταθερότητα της λυσοσωµικής  
µεµβράνης’ (LMS) β) η ‘µέθοδος κατακράτησης της χρωστικής neutral red’ 
(NRR) γ) η ‘συγκέντρωση των µεταλλοθειονινών’ (MTs) δ) η 
‘δραστικότητα  της ακετυλ-χοληνεστεράσης’ (AChE) και ε) η πυκνότητα 
όγκου (VDLP) και η αριθµητική πυκνότητα (NDLP) των ουδέτερων 
λιπιδίων. Τα αποτελέσµατα της µελέτης έδειξαν αυξηµένα επίπεδα 
ρύπανσης στην οδική αρτηρία Αγίου ∆ηµητρίου (µε µέγιστο στα 5m), 
καθώς επίσης και στο εργοστάσιο φωσφορικών λιπασµάτων (µε αυξηµένα 
επίπεδα ρύπανσης και στους δύο σταθµούς δειγµατοληψίας), σε σχέση µε 
την περιοχή ελέγχου. Τα προηγούµενα αποτελέσµατα εκφράστηκαν µε 
στατιστικά σηµαντική αύξηση των επιπέδων των ΜΤs και της VDLP, 
αναστολή της δραστικότητας της AChE, καθώς επίσης και µείωση των 
τιµών NRR και LMS. Τα αποτελέσµατα της µελέτης, που πρέπει να 
θεωρηθούν ως προκαταρκτικά, δείχνουν ότι τόσο τα σαλιγκάρια όσο και οι 
παραπάνω βιοµάρτυρες θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν µε επιτυχία σε 
µελέτες βιοπαρακολούθησης της χερσαίας ρύπανσης.   
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EVALUATION OF POLLUTION IN TERRESTRIAL ECOSYSTEMS 
BY THE APPLICATION OF CELLULAR BIOMARKERS ON 

TISSUES OF THE SNAIL Eobania vermiculata 
 

Itziou A., Raftopoulou E., Dimitriadis V.K. 
 

Department of Genetics, Development and Molecular Biology, School of Biology, Aristotle 
University, 54124 Thessaloniki 

 
In order to investigate the application of pollution biomarkers in terrestrial 
ecosystems, the pollution levels of areas close to Thessaloniki city were 
estimated by examining certain cellular parameters in the digestive gland 
and the haemolymph of the snails Eobania vermiculata. The snails were 
collected from an industrial area (plant of phosphoric fertilizers near EKO) 
at distances 20m and 700m, as well as from an area close to a major road 
(Agiou Dimitriou) at distances 5m, 20m and 150m, in October 2005. Snails 
from Edessa (Northern Greece) were used as controls. The biomarkers 
applied were: a) the “lysosomal membrane stability test” (LMS) b) the 
“neutral red retention assay” (NRR) c) the content of metallothioneins 
(MTs) d) the activity of acetyl-cholinesterase (AChE) and e) the volume 
density (VDLP) and the numerical density (NDLP) of neutral lipids. The 
results showed increased pollution levels close to the road Agiou Dimitriou 
(maximum at 5m) and at the industrial area (increased pollution levels at 
both sampling stations), in contrast to the reference site. The increased 
pollution levels were expressed as statistically significant increase of MTs 
levels and VDLP, inhibition of AChE activity, as well as significant 
decrease of NRR and LMS. The results of the study, that should be 
considered preliminary, strengthen the use of snails, as well as the use of the 
previous biomarkers in biomonitoring studies of terrestrial pollution.   
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ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΤΗΣ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΒΑΡΕΩΝ ΜΕΤΑΛΛΩΝ ΚΑΙ ΟΡΓΑ-
ΝΙΚΩΝ ΡΥΠΑΝΤΩΝ ΣΕ ΙΣΤΟΥΣ ΤΟΥ ΣΑΛΙΓΚΑΡΙΟΥ Eobania 

vermiculata, ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΒΙΟΜΑΡΤΥΡΩΝ 
ΡΥΠΑΝΣΗΣ 

 
Ίτζιου Α., Ραφτοπούλου Ε., ∆ηµητριάδης Β.Κ. 

 
Τοµέας Γενετικής Ανάπτυξης και Μοριακής Βιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Αριστοτέλειο 

Πανεπιστήµιο, 54124 Θεσσαλονίκη 
 

Με σκοπό τη διερεύνηση της εφαρµογής βιοµαρτύρων ρύπανσης σε 
χερσαία οικοσυστήµατα, σαλιγκάρια Eobania vermiculata µελετήθηκαν 
στο εργαστήριο. Εξετάστηκε η απόκριση κυτταρικών βιοµαρτύρων 
ρύπανσης (ΜΤs: µεταλλοθειονίνες, AChE: ακετυλχολινεστεράση, NRR: 
κατακράτηση της χρωστικής neutral red, VDLP: πυκνότητα όγκου των 
ουδέτερων λιπιδίων, NDLP: αριθµητική πυκνότητα των ουδέτερων 
λιπιδίων) στον πεπτικό αδένα και την αιµόλεµφο των σαλιγκαριών µετά 
από έκθεση των ζώων στα βαρέα µέταλλα Cd ή Pb, αλλά και σε µίγµα 
οργανικών ρυπαντών (ανθρακενίου, ναφθαλενίου και φαινανθρενίου). Τα 
αποτελέσµατα από τη µελέτη των ατόµων που εκτέθηκαν στους 
προηγούµενους τύπους  ρυπαντών έδειξαν στατιστικά σηµαντική αύξηση 
των επιπέδων των ΜΤs, κυρίως ύστερα από την επίδραση των βαρέων 
µετάλλων, αύξηση της VDLP και της NDLP, σηµαντική αναστολή της 
δραστικότητας της AChE, κυρίως ύστερα από την επίδραση του µίγµατος 
οργανικών ρυπαντών, καθώς επίσης και σηµαντική µείωση των τιµών NRR 
σε όλες τις περιπτώσεις. Τα προηγούµενα αποτελέσµατα, τα οποία δείχνουν 
ότι οι βιοµάρτυρες που εξετάστηκαν αποκρίθηκαν στην επίδραση των 
ρυπαντών στο εργαστήριο, ενισχύουν την προοπτική χρήσης των 
σαλιγκαριών σε προγράµµατα βιοπαρακολούθησης της χερσαίας ρύπανσης.  
 



HELLENIC SOCIETY FOR BIOLOGICAL SCIENCES 
Proceeding of 28th Scientific Conference, Ioannina, May 2006 

 

 

102

EVALUATION OF THE EFFECT OF HEAVY METALS AND 
ORGANIC POLLUTANTS ON TISSUES OF THE SNAIL EOBANIA 
VERMICULATA, USING CELLULAR POLLUTION BIOMARKERS 

 
Itziou A., Raftopoulou E., Dimitriadis V.K. 

 
Department of Genetics, Development and Molecular Biology, School of Biology, Aristotle 

University, 54124 Thessaloniki 
 
In order to investigate the use of pollution biomarkers in terrestrial 
ecosystems, snails Eobania vermiculata have been studied in the laboratory. 
The exposure of the snails to Cd or Pb, as well as to a mixture of organic 
pollutants (anthracene, napthalin and phenanthrene) was examined by 
estimating cellular pollution biomarkers (MTs: metallothioneins; AChE: 
acetylcholinesterase; NRR: neutral red retention assay; VDLP: volume 
density of neutral lipids; NDLP: numerical density of neutral lipids) in the 
digestive gland and the haemolymph of the snails Eobania vermiculata. The 
results showed statistically significant increase of MTs levels, primarily 
after the exposure to heavy metals, increase of VDLP and NDLP, significant 
inhibition of AChE, mainly after the exposure to organic pollutants, as well 
as a decrease of NRR in all cases. The results reveal that the examined 
biomarkers responded to the influence of pollutants in laboratory studies 
and thus enhance the perspective of the use of snails in terrestrial pollution 
biomonitoring programmes.        
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ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ  ΕΝΟΣ ΝΕΟΥ 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟΥ ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ ΤΟΥ ΓΕΝΟΥΣ Arthrobacter sp. 

 
Καβακιώτης Κ., Καλλιµάνης Α., Περυσινάκης Α., ∆ραΐνας Κ. 

και Α.Ε. Κούκκου 
 

Τοµέας Οργανικής Χηµείας και Βιοχηµείας, Χηµικό Τµήµα Παν/µίου Ιωαννίνων, 45110 
Ιωάννινα. E-mail: akukku@cc.uoi.gr 

 
Σκοπός της εργασίας αυτής είναι η αποµόνωση µικροοργανισµών µε την 
ικανότητα να αποδοµούν PAHs, καθώς και η βιοχηµική µελέτη ενζύµων της 
καταβολικής πορείας του φαινανθρενίου. Από περιοχή ρυπασµένη µε 
κρεοζωτέλαιο, αποµονώθηκε ένα νέο βακτηριακό στέλεχος, το Sphe3, µε 
µοναδική πηγή άνθρακα και ενέργειας, φαινανθρένιο. Το Sphe3 
χαρακτηρίστηκε ως Arthrobacter sp. µε βάση την ανάλυση του 16S rDNA, 
βιοχηµικές δοκιµασίες, ποσοστό G+C % και λιπιδιακή ανάλυση. Η 
αποδόµηση του φαινανθρενίου προχωρά µέσω της πορείας του o-φθαλικού. 
Με χρωµατογραφικές µεθόδους έγινε µερικός καθαρισµός του ενζύµου της 
διοξυγονάσης του 1-υδροξυ-2-ναφθοϊκού οξέος (1-H-2-N). Το ένζυµο αυτό 
παρουσίασε in vitro εξειδίκευση ως προς το υπόστρωµα, δεν απαιτούσε Fe 
(II) ή Fe(III) για την εµφάνιση δραστικότητας και παρέµενε σταθερό (4 oC) 
για τουλάχιστον µία εβδοµάδα. Οι κινητικές παράµετροι του ενζύµου ήταν: 
1) βέλτιστη θερµοκρασία: 45 οC, 2) βέλτιστο pH: 9,0 και 3) ΚM (mM): 0,35. 
Είναι σε εξέλιξη πειράµατα αποµόνωσης και καθαρισµού µέχρι 
οµοιογένειας του ενζύµου αυτού, µε σκοπό την εύρεση της αµινοξικής του 
αλληλουχίας.  
 

Η εργασία αυτή συγχρηµατοδοτήθηκε από την Ευρωπαϊκή Ένωση, στα πλαίσια του 
προγράµµατος µε τίτλο «ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ ΙΙ», του προγράµµατος ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ του 3ου 

Κοινοτικού Πλαισίου Στήριξης του ΥΠ.Ε.Π.Θ., µε χρηµατοδότηση κατά 25% από εθνικούς 
πόρους και κατά 75% από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο (ΕΚΤ). 
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ISOLATION AND BIOCHEMICAL STUDIES OF A NEW 
BACTERIAL STRAIN OF THE GENUS Arthrobacter sp. 

 
Kavakiotis K., Kallimanis A., Perysinakis A., Drainas C., and A.I. Koukkou 

 
Section of Organic Chemistry and Biochemistry, Department of Chemistry, University of 

Ioannina, 45110 Ioannina. E-mail: akukku@cc.uoi.gr 
 
The aim of this research is the isolation of PAH degrading microorganisms 
and the biochemical studies of phenanthrene catabolic enzymes. A new 
PAH degrading bacterial strain Sphe3 was isolated from a creosote 
contaminated area using phenanthrene as sole source of carbon and energy. 
Sphe3 was characterised as Arthrobacter sp. based on 16S rDNA analysis, 
biochemical assays G+C % content and lipid analysis. Phenanthrene is 
degraded via o-phthalate. 1-hydroxy-2-naphthoate (1-H-2-N) dioxygenase 
was partially purified by chromatographic methods. It indicated in vitro 
specialization for the substrate, Fe(II) or Fe(III) was not required for its 
activity and it was stable (4 oC) for at least one week. The kinetic 
parameters of this enzyme were: 1) optimal temperature: 45 οC, 2) optimal 
pH: 9,0 and 3) ΚM (mM): 0,35. Experiments for isolation and purification of 
this enzyme are in progress, in order to find its amino acid sequence. 
 

This research was co-funded by European Union in the framework of the program  
“PYTHAGORAS II” of the :Operational Program for Education and Initial Vocational 

Training” of  the 3rd Community Support Framework of the Hellenic Ministry of Education, 
funded by 25% from national sources and by 75% from the European Social Fund (ESF). 
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ΟΡΓΑΝΩΣΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΟΥ ΤΟΠΟΥ ΤΗΣ ΑΚΕΤΥΛΟ-
ΧΟΛΙΝΕΣΤΕΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΣΗΜΑΝΤΙΚΟΤΕΡΟΥ ΠΑΡΑΣΙΤΟΥ 

 ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ, ΤΟΥ ∆ΑΚΟΥ Bactrocera oleae 
 

Κακάνη Ε. και Κ. Ματθιόπουλος  
 

Τµήµα Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας, Παν/µιο Θεσσαλίας, Λάρισα 
 
Ο δάκος της ελιάς, Bactrocera oleae, θεωρείται ένα από τα πιο 
καταστρεπτικά γεωργικά έντοµα, δεδοµένου ότι προκαλεί την πιο 
διαδεδοµένη οικονοµική ζηµιά στην ελαιοπαραγωγή. Ο έλεγχος των 
πληθυσµών του δάκου στηρίζεται κυρίως στα χηµικά εντοµοκτόνα. Η επί 
δεκαετιών όµως αλόγιστη και συνεχής χρήση τους είχε ως αποτέλεσµα τη 
δηµιουργία και εξάπλωση της ανθεκτικότητας των εντόµων σε αυτά. Οι πιο 
σηµαντικοί µηχανισµοί ανθεκτικότητας αφορούν κυρίως είτε την αυξηµένη 
ικανότητα των εντόµων να αποικοδοµούνν τα εντοµοκτόνα είτε τη δοµική 
µεταβολή των στόχων όπου δρουν τα εντοµοκτόνα µέσα στο έντοµο. Ο 
περισσότερο µελετηµένος µηχανισµός ανθεκτικότητας αφορά τη δοµική 
µεταβολή του µορίου της ακετυλοχολινεστεράσης (AchE), η οποία αποτελεί 
στόχο δράσης της οµάδας των οργανοφωσφορικών. Η µεταβολή αυτή 
εκτιµάται ότι οφείλεται σε µεταλλάξεις που αλλάζουν το ενεργό κέντρο του 
ενζύµου. Μέχρι στιγµής έχουν ανιχνευτεί δύο µεταλλάξεις που επηρεάζουν 
το ενεργό κέντρο του ενζύµου στο δάκο. Οι µεταλλάξεις αυτές ανιχνεύονται 
σε όλους σχεδόν του φυσικούς πληθυσµούς του δάκου, ανεξάρτητα από τα 
επίπεδα ανθεκτικότητας που εµφανίζουν σε βιοδοκιµές. Το γεγονός αυτό 
προκαλεί την υποψία ύπαρξης και άλλων µεταλλάξεων είτε στο γονίδιο της 
ακετυλοχολινεστεράσης είτε σε άλλους γονιδιακούς τόπους που ενέχονται 
στην ανθεκτικότητα στα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα. Με τη βοήθεια 
δηµοσιευµένων αλληλουχιών του γονιδίου της ακετυλοχολινεστεράσης 
αποµονώσαµε µια σειρά φαγικών κλώνων γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης 
δάκου µε σκοπό να διερευνήσουµε την οργάνωση του τόπου. Η µέχρι τώρα 
ανάλυση αποδεικνύει µια οργάνωση αντίστοιχη µε εκείνη της Drosophila 
melanogaster, δηλαδή 10 εξόνια τα οποία παρεµβάλλονται από 9 ιντρόνια, 
µε θέσεις µατίσµατος και σχετικά µεγέθη ανάλογα στα δύο έντοµα. Το 
γεγονός αυτό καταδεικνύει τη µεγάλη συντήρηση του γονιδιακού αυτού 
τόπου. 
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ORGANIZATION OF THE ACETYLCHOLINESTERASE LOCUS 
OF THE MOST IMPORTANT OLIVE FRUIT PEST, THE OLIVE 

FLY Bactrocera oleae 
 

Kakani E., and K. Mathiopoulos 
 

Department of Biochemistry and Biotechnology, University of Thessaly, Larissa 
 
The olive fruit fly, Bactrocera oleae, is among the most important 
agricultural pests, since it causes the most serious economic damage in olive 
cultivation. Control of the insect is based mainly on chemical insecticides. 
The continuous and non-prudent use, however, has resulted in the 
development and spread of insecticide resistance. The most important 
resistance mechanisms involve either an increased capability of 
detoxification or the structural change of the insecticide target within the 
insect. The most well studied mechanism of resistance regards the structural 
change of acetylcholinesterase (AchE), which is the target of most 
organophosphate insecticides. This change is due to mutations that alter the 
active site of the enzyme. Till now, two such mutations have been identified 
in the olive fly. These mutations are detected in all natural populations, 
irrespective of their status of resistance, as this is measured by classical 
bioassays. This suggests either the presence of other mutations in the same 
locus or the involvement of a separate locus in the resistance. With the aid 
of published sequences of acetylcholinesterase we isolated a series of 
lambda phage clones from a genomic B. oleae library, in order to investigate 
the organization of this locus. The analysis to date has revealed an 
organization that is very similar to that of Drosophila melanogaster, that is, 
10 exons that are intervened by 9 introns, with corresponding splicing sites 
and relative lengths in the two insects. This demonstrates the high degree of 
conservation of this genetic locus. 
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ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ COUP-TF ΣΤΟ ΕΜΒΡΥΟ ΤΟΥ 
ΑΧΙΝΟΥ 

 
Καλαµπόκη Λ., Παπαδηµητρίου Σ., Πανουτσόπουλος Α. 

και Κ. Φλυτζάνης 
 

Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Πατρών, Ρίο 26500 
 
Οι COUP-TFs (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter-Transcription 
Factors) είναι µεταγραφικοί παράγοντες που ανήκουν στην υπεροικογένεια 
των υποδοχέων των στεροειδών/θυρεοειδών ορµονών. Μελέτες των COUP-
TFs διαφόρων ειδών απέδειξαν ότι πρόκειται για εξαιρετικά συντηρηµένα 
γονίδια που εκφράζονται κυρίως στο νευρικό σύστηµα. Οι COUP-TFs 
παίζουν σπουδαίο ρόλο στη ρύθµιση της οργανογένεσης, της νευρογένεσης 
και της κυτταρικής διαφοροποίησης κατά την εµβρυική ανάπτυξη των 
οργανισµών. Για τη µελέτη της ρύθµισης του γονιδίου αυτού στον αχινό 
αποµονώθηκε και αλληλουχήθηκε ανοδική περιοχή µεγέθους ~2000 
bp.Ακολούθησε ο καθορισµός του σηµείου έναρξης της µεταγραφής 
χρησιµοποιώντας 5’ RACE. Προκειµένου να ελεγχθεί ο τρόπος ρύθµισης 
του γονιδίου COUP-TF, η ανοδική περιοχή κλωνοποιήθηκε σε φορέα που 
φέρει ως γονίδιο αναφοράς αυτό της GFP, που κωδικοποεί την πράσινη 
φθορίζουσα πρωτείνη, ανοδικά της οποίας υπάρχει ένας ασθενής 
υποκινητής ο Endo16 και ο οποίος από µόνος του δεν επηρεάζει την 
έκφραση της GFP. Ως εκ τούτου η έκφραση της GFP στα έµβρυα 
καθορίζεται από την παρουσία ιστοειδικών και χρονοειδικών ρυθµιστικών 
στοιχείων της ανοδικής περιοχής του COUP-TF. Επιπλέον, 
πραγµατοποιήθηκαν ελλείµµατα της ανοδικής περιοχής που περιέχουν 
συνδυασµούς αλλά και αποµονωµένα τµήµατα τα οποία κλωνοποιήθηκαν 
επίσης ανοδικά του ασθενούς υποκινητή Endo16 και του γονιδίου 
αναφοράς GFP. Τα ελλείµµατα αυτά εννίονται σε αυγά αχινού και η 
εκάστοτε έκφραση του γονιδίου αναφοράς GFP ανιχνεύεται σε διαφορετικά 
στάδια της ανάπτυξης των διαγονιδιακών εµβρύων. Βάσει των 
αποτελεσµάτων κατασκευάσαµε ένα πρώτο µοντέλο ρύθµισης του γονιδίου 
COUP-TF. Η επάρκεια της ανοδικής αυτής περιοχής ελέγχεται µε τη 
χρησιµοποίηση µεγαλύτερων ανοδικών τµηµάτων (πέραν των 2kb) για την 
πιθανή ύπαρξη επιπλέον στοιχείων. 
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TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF THE COUP-TF GENE IN 
THE SEA URCHIN  

 
Kalaboki L., Papadimitriou S., Panoutsopoulos A., and C.N. Flytzanis 

 
Department of Biology, University of Patras 

 
COUP-TFs are transcription factors, which belong to the steroid-thyroid-
retinoic acid receptor superfamily. Studies in a plethora of species have 
shown that COUP-TFs are extremely conserved genes preferentially 
expressed in the developing nervous system. They also play an important 
role in organogenesis, homeostasis and cellular differentiation in embryonic 
development. To study the transcriptional regulation of the sea urchin 
COUP-TF gene we cloned and sequenced a 2000bp upstream region and 
determined the transcription initiation site. This upstream region was 
inserted in a vector containing the reference green fluorescence protein gene 
(GFP) and the basal promoter of the sea urchin gene Endo16. The Endo16 
promoter is unable to drive expression of the GFP gene without the presence 
of additional regulatory elements. Thus, GFP expression from the 
constructed vector depends on the regulatory sequences of the COUP-TF 
gene. In addition to this vector, a series of upstream deletions were also 
constructed, as well as insertions of isolated small fragments from the 
upstream region in front of the Endo16/GFP reference gene. All the various 
constructs were micro-injected in fertilized P.lividus eggs and resulting 
transgenic embryos were let developed to gastrula and pluteus stage. The 
results of this analysis will be presented in an initial regulatory model. 
Furthermore, to test whether there are more upstream cis-acting elements 
necessary for COUP-TF regulation, longer fragments (up to 6kb upstream) 
are inserted and tested into the Endo16/GFP vector. 
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ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ∆ΙΑΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΗΣ ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗΣ RNA 
ΣΙΓΗΣΗΣ ΣΤΑ ΦΥΤΑ 

 
Καλαντίδης Κ.1,2* 

 
1Ινστιτούτο Μορ. Βιολ. και Βιοτ/γιας, ΙΤΕ, Ηράκλειο, Κρήτη 

2Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Κρήτης, Ηράκλειο, Κρήτη 
 

Την τελευταία δεκαετία µια σειρά από σηµαντικές ανακαλύψεις στον χώρο 
της βιολογίας του RNA έφεραν στο φώς έναν µέχρι τώρα άγνωστο 
µηχανισµό άµυνας αλλά και γονιδιακής ρύθµισης των ευκαρυωτικών 
οργανισµών.  Ο µηχανισµός αυτός, γνωστός και ως RNA σίγηση, 
χαρακτηρίζεται από τον κεντρικό ρόλο που έχουν µικρά (21-25ντ), µέχρι 
τώρα άγνωστα, RNA µόρια. Ο µηχανισµός αυτός ενεργοποιείται σε όλα τα 
ευκαρυωτικά κύτταρα από δίκλωνο RNA. Στα φυτά ο µηχανισµός αυτός 
αρκεί να επαχθεί σε ένα η λίγα µόνο κύτταρα για να ενεργοποιηθεί ο 
µηχανισµός εξειδικευµένης ως προς την αλληλουχία καταστολής, 
διασυστηµατικά, σε όλο τον οργανισµό. Οι παράγοντες που ρυθµίζουν και 
τελικά καθορίζουν την διασυστηµατική σίγηση είναι µέχρι τώρα πολύ λίγο 
µελετηµένοι. Με την βοήθεια διαγονιδιακών σειρών φυτών που 
υπερεκφράζουν την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP, µπορέσαµε να 
µελετήσουµε τις συνθήκες επαγωγής της διασυστηµατικής σίγησης αλλά 
και παράγοντες που επηρεάζουν την µεταφορά του σιγητικού σήµατος. 
∆ηµιουργήσαµε διαγονιδιακές σειρές που «αυθόρµητα» εκκινούν τον 
µηχανισµό της σίγησης διασυστηµατικά αλλά και άλλες που αδυνατούν να 
µεταφέρουν το σιγητικό σήµα πέρα από λίγα γειτονικά κύτταρα. Τα 
αποτελέσµατα τις έρευνας αυτής αλλά και άλλων πτυχών της RNA σίγησης 
θα παρουσιαστούν σε αυτή την εργασία. 
 

 

                                                 
* Προσκεκληµένος οµιλητής 
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 UNDERSTANDING SYSTEMIC SPREAD OF RNA SILENCING IN 
PLANTS (Title 2: The brave new world of RNA silencing) 

 
Kalantidis K1,2* 

 
1Inst. of Mol. Biol. & Biotech, FoRTH, Heraklion, Greece 

2Department of Biology, University of Crete, Heraklion, Greece 
 

During the last decade there has been a rapid advancement of knowledge in 
the field of RNA biology. An RNA-mediated defence and regulatory 
mechanism that remained unknown in large, has been elucidated in most 
eucaryots.  This mechanism termed RNA silencing, is characterised by the 
central role played by short (21-25nt) RNA molecules. It is now clear that 
this mechanism is efficiently induced by the introduction in the eukaryotic 
cell of double stranded RNA. In plants induction of RNA silencing in one or 
a few cells is enough to initiate a systemic spread of  sequence-specific 
silencing of a gene throughout the organism. Factors influencing and 
eventually regulating systemic silencing are poorly understood. Using 
transgenic plants overexpressing the Green fluorescent Protein (GFP), we 
were able to study the conditions for systemic silencing induction and also 
factors influencing systemic spread. We generated transgenic lines that 
spontaneously initiate systemic silencing spread but also lines which were 
unable to spread silencing further than a dozen of neighbouring cells. 
Results of this research program and other aspects of RNA silencing are 
going to be presented and discussed. 

 

                                                 
* Invited speaker 
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Ο ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΑΝΤΙΜΕΤΑΦΟΡΕΑ  Na+/Η+ ΣΤΗΝ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ 
ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΗΣΗ 

Καλογιάννη Μ.* 
Εργαστήριο Φυσιολογίας Ζώων, Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Σχολή Θετικών 

Επιστηµών,  Θεσσαλονίκη 54124, ΑΠΘ 

H oικογένεια των ανταλλακτών Νa+/H+ (ΝΗΕ) περιλαµβάνει 7 ισοµορφές 
και λειτουργεί µε ηλεκτρικά ουδέτερη ανταλλαγή του  ενδοκυτταρικού Η+ 
µε το εξωκυτταρικό Νa+. Η µοναδική ισοµορφή που  εκφράζεται σε όλους 
τους κυτταρικούς τύπους είναι η ΝΗΕ1, που εδράζεται στην πλασµατική 
µεµβράνη, όπου παίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση του ενδοκυτταρικού 
pH (pΗi) και στην οµοιόσταση του κυτταρικού όγκου.  Η παρούσα 
ανακοίνωση αναφέρεται σε αποτελέσµατα που προέρχονται από  πειράµατα 
σε µονοκύτταρα και ερυθροκύτταρα ανθρώπου, κύτταρα του µυδιού, σε 
ερυθροκύτταρα  βατράχου καθώς και σε κυτταρική σειρά  ΗEp-2. 
Eξωκυτταρικά σήµατα (όπως οι ορµόνες αδρεναλίνη, νοραδρεναλίνη, 
ινσουλίνη, λεπτίνη και 17-β οιστραδιόλη, βαρέα µέταλλα, γλυκόζη και 
οσµωτικό stress) που µεσολαβούν µέσω ποικίλων επιφανειακών 
υποδοχέων, ρυθµίζουν τη δράση της ΝΗΕ1 µέσω δικτύων σήµανσης. 
Μερικά µόρια που συµµετέχουν σε αυτά τα σηµατοδοτικά µονοπάτια είναι 
εκτός από τη ΝΗΕ, η πρωτεϊνική κινάση C (PKC), το cAMP, οι ελεύθερες 
ρίζες (ROS), η ΜΑΡΚ p42/44.  Επώαση κυττάρων µυδιού µε βαρέα 
µέταλλα οδήγησε σε σηµαντική αύξηση των επιπέδων των ROS καθώς και 
την καταστροφή του DNA, µε συµµετοχή της ΝΗΕ και της PKC. Eπιπλέον, 
κατεργασία των κυττάρων ώστε να διατηρούνται σε υψηλή συγκέντρωση οι 
ROS, προκάλεσε αύξηση του pHi, ενώ η παρουσία αντιοξειδωτικών ουσιών 
προκάλεσε µείωση του pHi, που οφειλόταν στη µεσολάβηση της NHE. 
Επίσης  αναστολή της ΝΗΕ σε καρκινικά κύτταρα οδήγησε σε απόπτωση 
µε ενεργοποίηση της κασπάσης-3, θραυσµατοποίηση του DNA και 
αναστολή της φωσφατιδυλοσερίνης. Τα αποτελέσµατά µας δείχνουν τον 
σηµαντικό ρόλο της ΝΗΕ στο σηµατoδοτικό µονοπάτι που επάγεται από 
ορµόνες και βαρέα µέταλλα. Μέσω της επίδρασης της ΝΗΕ στην 
οµοιόσταση του  pHi και του κυτταρικού  όγκου  καθώς και στον 
κυτταροσκελετό, η ΝΗΕ ρυθµίζει ένα αριθµό από κυτταρικές  
συµπεριφορές, συµπεριλαµβανοµένων της κυτταρικής προσκόλλησης, της 
µετανάστευσης, της έκφρασης του CD36, της σύνθεση του DNA και της 
απόπτωσης. 
                                                 
* Προσκεκληµένη οµιλήτρια 
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Na+/H+ EXCHANGER ROLE IN CELL SIGNALING 
 

Kaloyianni Μ.* 
 

Laboratory of Animal Physiology, Zoology Department, School of Biology,  Faculty of 
Science, Aristotle University of Thessaloniki, Thessaloniki, 54124 

 
The Na+/H+ family of ion exchangers includes seven isoforms that function 
in an electroneutral exchange of intracellular H+ for extracellular Na+. The 
only ubiquitously expressed isoform is NHE1, which is located at the 
plasma membrane, where it plays a critical role in intracellular pH (pHi) and 
cell volume homeostasis.  The present review is referred on results obtained 
from experiments conducted on human monocytes and erythrocytes, frog 
erythrocytes, mussel cells as well as on HEp-2 cell line. Extracellular 
signals (as the hormones adrenaline, noradrenaline, insulin, leptin, 17-β 
estradiol, heavy metals, glucose and osmotic stress) mediated by diverse 
classes of cell-surface receptors, regulate NHE1 activity through distinct 
signaling networks. Molecules that are involved in these signaling pathways 
are, apart from NHE, protein kinase C (PKC), cAMP, reactive oxygen 
species (ROS), MAPK p42/44. In particular, incubation of mussel cells in 
the presence of heavy metals caused a significant increase in ROS levels as 
well as DNA damage, with the involvement of NHE and PKC. Furthermore, 
cell treatment to maintain high ROS levels, resulted in pHi increase, while 
the presence of antioxidants caused a decrease in pHi, which was due to 
NHE. In addition, inhibition of NHE in HEp-2 cells resulted in apoptosis 
through activation of caspase-3, DNA fragmentation and inhibition of 
phosphatidylserine. Our results show the key role of NHE in the signaling 
pathway induced by hormones and heavy metals. Through NHE effects on 
pHi and cellular volume homeostasis as well as on cytoskeleton, NHE 
regulates a number of cell behaviors, including adhesion, migration, CD36 
expression, DNA synthesis and apoptosis.  

                                                 
* Invited speaker 
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ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΟΥ CoCl2  ΣΤΗ ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΗΣΗ ΤΗΣ p38- ΜΑΡΚ 
ΣΤΗΝ ΚΑΡ∆ΙΑ ΤΟΥ ΑΜΦΙΒΙΟΥ Rana Ribunda 

 
Καλπαxίδου Θ., Αγγελή Ι.Κ., Γαϊτανάκη Κ. και Ι. Μπέης 

 
Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων και Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, ΕΚΠΑ, Πανεπιστιµιούπολη,  

157 84 Αθήνα 
 
Το µονοπάτι σηµατοδότησης της οικογένειας των ενεργοποιούµενων από 
µιτογόνα πρωτεϊνικών κινασών (ΜΑΡΚs) αποτελεί ένα από τα πιο 
σηµαντικά  µονοπάτια ενδοκυτταρικής µεταγωγής σήµατος. Ειδικότερα, η 
υποοικογένεια της p38 ΜΑΡΚ έχει βρεθεί ότι ενεργοποιείται στην καρδιά 
των αµφιβίων από διάφορες στρεσογόνες συνθήκες, µεταξύ των οποίων το 
οξειδωτικό και το µηχανικό στρες. Το χλωριούχο κοβάλτιο (CoCl2) έχει 
βρεθεί ότι προσοµοιάζει υποξικές συνθήκες και προκαλεί την παραγωγή 
ελεύθερων ριζών (ROS) σε ποικίλες κυτταρικές σειρές. Στην παρούσα 
εργασία µελετήθηκε η επίδραση του CoCl2 στη σηµατοδότηση των MAPKs, 
σε εµποτισµένη αποµονωµένη καρδιά του αµφιβίου Rana ridibunda. Με 
ανοσοδοκιµασία κατά Western ειδικά για τη φωσφορυλιωµένη µορφή της 
p38-MAPK προσδιορίστηκε η µέγιστη ενεργοποίησή της στα 500µM 
συγκέντρωσης CoCl2. Παράλληλα, στην ίδια συγκέντρωση, παρατηρήθηκε 
µέγιστη ενεργοποίηση της MAPKAPK2 και της Hsp27, που αποτελούν 
αντίστοιχα, άµεσο και έµµεσο υπόστρωµα της p38-MAPK. Στις ίδιες 
συνθήκες βρέθηκε επίσης ότι ενεργοποιούνται τα µονοπάτια των ERKs και 
των JNKs. Μέγιστη ενεργοποίηση της p38-MAPK ανιχνεύθηκε στα 15 
λεπτά επίδρασης µε 500µΜ CoCl2. Αντίστοιχο ήταν και το χρονικό 
πρότυπο φωσφoρυλίωσης της Hsp27. Παρουσία των αντιοξειδωτικών 
ενώσεων Trolox ή/και λιποϊκού οξέος παρατηρήθηκε µείωση της 
ενεργοποίησης της p38-MAPK µετά από επίδραση µε CoCl2 (500µΜ για 15 
λεπτά). Παρόµοια αποτελέσµατα βρέθηκαν για την MAPKAPK2 και την 
Hsp27. Μελετήθηκαν τέλος τα επίπεδα mRNA (RT-PCR) του γονιδίου του 
ANF, η µεταγραφική ρύθµιση του οποίου έχει βρεθεί ότι συνδέεται µε το 
µονοπάτι της p38-MAPK. Επίδραση µε CoCl2 προκάλεσε αύξηση των 
επιπέδων mRNA του ANF, ενώ παρουσία των αντιοξειδωτικών ενώσεων, 
τα µετάγραφα µειώθηκαν περίπου στο επίπεδο του µάρτυρα.  
 

Η εργασία αυτή χρηµατοδοτήθηκε από ερευνητικά προγράµµατα του ΕΛΚΕ 
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EFFECTS OF CoCl2 ON P38-MAPK SIGNALING PATHWAY IN 
THE PERFUSED AMPHIBIAN (Rana ridibunda) HEART 

 
Kalpachidou Th., Aggeli I.K., Gaitanaki C., and I. Beis 

 
Department of Animal & Human Physiology, Faculty of Biology, National & Kapodistrian 

University of Athens, Panepistimioupolis, 157 84- Athens 
 

Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs) constitute one of the most 
important intracellular signaling pathways. In particular, the p38-MAPK 
subfamily is known to be activated under various stress conditions, such as 
mechanical or oxidative stress. On the other hand, cobalt chloride (CoCl2) 
has been shown to mimic hypoxic responses in various cell lines and cause 
overproduction of reactive oxygen species (ROS). In the current study we 
investigated the effect of CoCl2 on MAPKs signaling pathways (focusing 
mostly on p38-MAPK) in the perfused Rana ridibunda heart. Western 
immunoblot analysis of the phosphorylated thus activated form of p38-
MAPK revealed that maximum phosphorylation was attained at 500 µΜ of 
CoCl2. A similar profile was observed for MAPKAPK2 and Hsp27 
phosphorylation levels (direct and indirect p38-MAPK substrates, 
respectively). In addition, CoCl2 induced a strong activation of the ERKs 
and JNKs pathways. Analysis of p38-MAPK phosphorylation time course 
showed that the kinase reached its peak within 15 minutes of treatment with 
500 µΜ of CoCl2. Similar results were obtained for Hsp27 phosphorylation. 
In the presence of the antioxidants Trolox or/and Lipoic acid, p38-MAPK 
CoCl2-induced phosphorylation was attenuated (500µM CoCl2 for 15 
minutes). Compliant results were obtained for Hsp27 and MAPKAPK2 
phosphorylation profiles. Furthermore, mRNA levels of the ANF gene, a 
hormone whose transcriptional regulation has been shown to be related to 
the activated p38-MAPK cascade, were examined (RT-PCR). CoCl2 
treatment significantly increased ANF mRNA levels, whereas, in the 
presence of antioxidants, the transcripts returned to basal levels. 
 

This work was funded by ELKE grants. 
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ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ΕΛΛΕΙΨΗΣ Ε∆ΑΦΙΚΗΣ ΥΓΡΑΣΙΑΣ ΣΤΗΝ 
ΑΥΞΗΣΗ ΚΑΙ ΣΤΙΣ ΑΠΟ∆ΟΣΕΙΣ ΣΕ ΒΙΟΜΑΖΑ ΓΛΥΚΟΥ 

ΣΟΡΓΟΥ [Sorghum bicolor (L.) Moench] 
 

Καµπράνης Α., Πιστίκη Α., Θεοδωρακοπούλου  Α., Κούβελας Α., 
Aγγελόπουλος Κ. 

 
Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Πατρών, Πανεπιστηµιούπολης Ρίον 26500 

 
Μελετήθηκε η επίδραση τριών επιπέδων εδαφικής υγρασίας σε 
παραµέτρους αύξησης και στις αποδόσεις καλλιέργειας γλυκού σόργου 
[Sorghum bicolor (L.) Moench]. Οργανώθηκε ένα πλήρως τυχαιοποιηµένο 
πείραµα πεδίου 3Χ3 στο Πανεπιστήµιο της Πάτρας το 2005. Το πείραµα 
περιελάµβανε τρία επίπεδα άρδευσης Ψ1: 512 mm, Ψ2: 306 mm, Ψ3: 232) 
µε 3 επαναλήψεις για κάθε χειρισµό. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η 
µείωση της ποσότητας άρδευσης είχε ως συνέπεια τη µείωση της εδαφικής 
υγρασίας σε ένα βάθος από 0-30 εκατοστά στο χώρο της ριζόσφαιρας. Αυτό 
είχε περαιτέρω ως συνέπεια τη µείωση των αποδόσεων της ολικής βιοµάζας 
της καλλιέργειας. Η αποδόσεις για το πρώτο επίπεδο  άρδευσης ήταν Βψ1: 
10,67±0,097 κιλά/m2, για το δεύτερο Βψ2: 9,57±0,16 κιλά/m2 και το τρίτο 
Βψ3: 3,99±0,42 κιλά/m2. Η έλλειψη εδαφικής υγρασίας επηρέασε την 
παραγωγικότητα της ολικής βιοµάζας κατά τη διάρκεια ανάπτυξης των 
φυτών της καλλιέργειας. Επίσης η έλλειψη υγρασίας στο έδαφος λόγω της 
µειωµένης άρδευσης επηρέασε και το δείκτη φυλλικής επιφάνειας (LAI). Οι 
αντίστοιχες τιµές του LAI για τα τρία επίπεδα άρδευσης 110 ηµέρες µετά τη 
σπορά ήταν L1: 3,6, L2: 2,34 L3: 2,4.  
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THE EFFECT OF SOIL MOISTURE DEFICIENCY ON GROWTH 
AND YIELDS IN SWEET SORGHUM BIOMASS Sorghum bicolor 

(L.) Moench 
 

Kampranis Α., Pistiki E., Theodorakopoylou  Α., Kouvelas Α., 
Aggelopoulos Κ. 

 
Department of biology, University of Patras, Panepistimioupolis Rion 26500 

 
The effect of 3 irrigation levels on soil moisture, sweet sorghum [Sorghum 
bicolor (L.) Moench] growth and biomass yields was investigated. A field 
experiment in a complete randomized design conducted at the University of 
Patras agricultural experiment station in 2005. The 3 irrigation levels were 
Ψ1: 512 mm, Ψ2: 306 mm, Ψ3: 232 mm.  3 replications per treatment were 
applied. The results shown that decreasing the irrigation water resulted a 
decline in soil moisture in soil depth 0-30 cm of the rizosphere. The 
decrease in soil moisture resulted a decline in crop biomass yields. The crop 
biomass yields found out Βψ1: 10,67±0,097 κιλά/m2,  Βψ2: 9,57±0,16 
κιλά/m2 and Βψ3: 3,99±0,42 κιλά/m2  respectively. Biomass productivity 
during the crop development was also affected by soil moisture deficiency. 
The decrease in soil moisture also affected crop leaf area index (LAI). 110 
days after sown the values of LAI, found out L1: 3,6, L2: 2,34 and L3: 2,4 
respectively for the three irrigation levels.  
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ΑΝΤΙΜΥΚΗΤΙΑΚΗ ∆ΡΑΣΗ ΕΝ∆ΟΓΕΝΩΝ ΣΤΕΛΕΧΩΝ ΣΤΡΕΠΤΟ-
ΜΥΚΗΤΩΝ ΕΝΑΝΤΙ ΤΟΥ Rhizoctonia solani ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ 

ΧΗΜΙΚΗΣ ΦΥΣΗΣ ΤΩΝ ΠΑΡΑΓΟΜΕΝΩΝ ΒΙΟΕΝΕΡΓΩΝ 
ΕΝΩΣΕΩΝ 

 
Κανινή Γ.Σ.1, Ράµφου Σ.1, Ρούσσης Β.2, Χατζηνικολάου ∆.1,  

Κατσίφας Ε.Α.1 και Α.∆. Καραγκούνη1 
 

1Τοµέας Βοτανικής, Αθήνα Τµήµα Βιολογίας,  Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο 
Αθηνών, Πανεπιστηµιόπολη 15781 Αθήνα 

2Τοµέας  Φαρµακογνωσίας και Χηµείας Φυσικών Προϊόντων, Τµήµα Φαρµακευτικής, 
Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών, Πανεπιστηµιόπολη 15781 Αθήνα 

 
Η σηµασία της χρήσης µικροοργανισµών ως παράγοντες βιοελέγχου είναι 
µελετηµένη και αποδεδειγµένη. ∆ύο µικροβιακά στελέχη, αποµονωµένα 
από δύο διαφορετικά ελληνικά ενδιαιτήµατα και χαρακτηρισµένα µέσω της 
ανάλυσης της αλληλουχίας του 16s rDNA ως αντιπροσώποοι του γένους 
Streptomycetes, επιλέχθηκαν εξαιτίας της ικανότητας τους να αναστέλλουν 
την ανάπτυξη του παθογόνου µύκητα Rhizoctonia solani. Η επιλογή έγινε 
µέσω in vitro δοκιµασίας ανταγωνισµού. Επιπρόσθετα, η αντιµυκητιακή 
δραστικότητα των δύο επιλεγµένων Στρεπτοµυκήτων εξετάστηκε in vivo 
και αποδείχτηκε ότι διατηρούν την αντιµυκητιακή τους δράση προωθώντας 
την ανάπτυξη φυτών φασολιάς σε µολυσµένο από Rhizoctonia solani χώµα. 
Επιπλέον, διερευνήθηκε η χηµική φύση των αντιµυκητιακών παραγόντων 
που παράγονται από τους επιλεγµένους Στρεπτοµύκητες. Προέκυψε ότι τα 
βιοενεργά συστατικά είναι σταθερά δεδοµένου ότι µπορούν να διατηρούν 
τον αντιµυκητιακό χαρακτήρα τους για µεγάλο χρονικό διάστηµα µετά την 
παραγωγή τους. Επίσης αποδείχθηκε ότι οι επιλεγµένοι µικροοργανισµοί 
δεν απαιτούν την παρουσία µύκητα-στόχου στο περιβάλλον τους για να 
παράγουν τους αντιµυκητιακούς παράγοντες. ∆ηλαδή η ανασταλτική 
ικανότητά τους δεν είναι επαγόµενη. Τα παραπάνω αποτελέσµατα 
ενθαρρύνουν προσπάθειες για συστηµατική χρήση των επιλεγµένων 
Στρεπτοµυκήτων σε καλλιέργειες για τον έλεγχο των συµπτωµάτων 
‘’damping-off’’ εναλλακτικά της χρήσης χηµικών µέσων. 
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INVESTIGATION OF THE ANTAGONISTIC RELATIONSHIP 
BETWEEN INDIGENOUS Streptomyces ISOLATES AND Rhizoctonia 

solani AND CHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE BIO-
ACTIVE SUBSTANCES 

 
Kanini G.S.1, Ramfou S.1, Roussis V.2, Xatzinikolaou D.1,  

Katsifas E.A.1, and A.D. Karagouni1 
 

1 Microbiology Lab, Department of Botany, Faculty of Biology, University of Athens, 
Panepistimiopolois 157 81 Athens, Greece 

2 Division of Pharmacognosy and Chemistry of Natural Products, Department of 
Pharmacy, University of Athens, Panepistimiopolois 157 81 Athens, Greece 

 
The importance of using microorganisms as biocontrol agents is well 
understood. Two microbial strains, isolated from two different Greek 
habitats and characterized by 16s rDNA analysis as Streptomyces sp, were 
selected according to their ability to inhibit the soil pathogen Rhizoctonia 
solani. The selection was done by in vitro antagonism bioassay. These 
experiments showed the antifungal ability of the tested microbes as well as 
the strength of their activity. Additionally, the antifungal activity of the two 
selected Streptomyces stains was examined in vivo; data demonstrated that 
they could preserve their strong antifungal action by promoting the growth 
of bean plants in Rhizoctonia solani affected soil. Further experiments were 
done in order to investigate the chemical nature of the antifungal diffusible 
agents which are produced from the selected Streptomyces isolates. These 
experiments showed that the bioactive substances are stable as they can 
keep their antifungal character for a long time after their production. 
Furthermore, it was proved that the selected bacteria didn’t need the 
presence of the fungi-target in their environment in order to produce the 
antifungal substances. All these provide the chemical stability and the non-
induced production of the Streptomycetes’ bioactive substances. The above 
results encourage the attempts of the systematic use of the selected 
Streptomyces strains in crops for the control of “damping–off” symptoms 
alternatively to the use of chemical media. 
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ΣΚΕΛΕΤΙΚΗ ΚΑΙ ∆ΙΑΤΡΟΦΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΥΕ 
ΝΕΚΡΟΤΑΦΕΙΟΥ ΤΩΝ ΤΡΙΑΝΤΑ ΡΟ∆ΟΥ 

 
Καούρης Χ., Πετρουτσά Ε.Ι., Μαρκέτου Τ.*, και Σ.Κ. Μανώλης 

 
Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων & Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό & Καποδιστριακό 

Πανεπιστήµιο Αθηνών 
* Εφορεία Προϊστορικών & Κλασσικών Αρχαιοτήτων, Αρχαιολογικό Μουσείο Ρόδου 

 
Η θέση Τριάντα Ρόδου υπήρξε πολύ σηµαντική σε ολόκληρη την εποχή 
Χαλκού. Αρχαιολογικά χαρακτηριστικά της θέσης ανά περίοδο, έδωσαν 
σηµαντικές πληροφορίες για την περίοδο γενικά και ειδικά για την γένεση, 
την ακµή και το τέλος του Κυκλαδικού πολιτισµού. 
Στην εργασία αυτή παρουσιάζεται η σκελετική µελέτη του νεκροταφείου 
που χρονολογείται στην Ύστερη εποχή Χαλκού (ΥΕ), µε σκοπό την 
συµπλήρωση των αρχαιολογικών δεδοµένων, µέσω της Ανθρωπολογικής 
έρευνας. Η δηµογραφία της θέσης, η κατανοµή των δύο φύλων και των 
ανηλίκων και οι παθολογικές περιπτώσεις, θα φωτίσουν πολιτιστικές, 
κοινωνικές και πολιτισµικές πτυχές της συγκεκριµένης κοινωνίας. 
Παράλληλα, η ανάλυση σταθερών ισοτόπων Άνθρακα και Αζώτου, για τη 
µελέτη της διατροφής θα εµβαθύνει στα παραπάνω ζητήµατα και πιθανόν 
να δώσει επιπλέον στοιχεία που αφορούν, τυχόν διαφορές µεταξύ των 
ατόµων, των δύο φύλων και ίσως την αιτιολογία κάποιων παθολογικών 
περιπτώσεων.  
 
Η παρούσα µελέτη χρηµατοδοτήθηκε από Ερευνητικό Πρόγραµµα  «Καποδίστριας» της 

Επιτροπής Ερευνών του ΕΚΠΑ (προς τον Σ.Κ.Μ) 
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SKELETAL AND DIETARY STUDY OF THE LATE BRONZE AGE 
CEMETERY, TRIADA AT RHODES ISLAND, GREECE 

 
Κaouris C., Petroutsa E., Marketou T.*, and S.K. Manolis 

 
Department of Animal & Human Physiology, Faculty of Biology, National & Kapodistrian 

University of Athens, Panepistimiopolis 15784 Athens, Greece 

* Ephorate of Prehistoric & Classical Antiquities, Archeological Museum of Rhodes  
 
The site Triada at Rhodes Island became very important during Greek 
Bronze Age, since the archaeological of studies of the site, in its sub-period, 
provided information valuable for the generation, the prosperity and the end 
of the Aegean civilization. In this study we present the skeletal material of 
the cemetery that is dated and belong to Late Bronze Age, in order to give 
complementary elements to those provided from the Archaeological one. 
The demography of the site, the distribution of males and females, as such 
of adults and sub-adults and the pathological cases will enlighten the 
cultural and social structure of the specific society. Additionally, Stable 
Carbon and Nitrogen Isotope analysis will be presented with a view to 
reconstruct the dietary habits of the population. These results will also be 
used for the investigation of possible differences between gender and of the 
etiology pathological cases based on nutrient deficiencies. 
 
 

This research was funded by “Kapodistrias” Research Project of theSpecial Research 
Account (N.K.U.A.) (to S.K.M.) 
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ΘΗΡΕΥΣΗ ΕΠΙ ΤΩΝ ∆ΕΚΑΠΟ∆ΩΝ ΚΑΡΚΙΝΟΕΙ∆ΩΝ ΤΩΝ 
ΚΟΚΚΙΝΩΝ ΓΑΡΙ∆ΩΝ ΤΩΝ ΒΑΘΙΩΝ ΝΕΡΩΝ Aristaeomorpha  

foliacea (RISSO, 1827) ΚΑΙ Aristeus antennatus (RISSO, 1816) 
 

Καπίρης Κ. 
 

Ελληνικό Κέντρο Θαλασσίων Ερευνών, Ινστιτούτο Θαλάσσιων Βιολογικών Πόρων, Αγ. 
Κοσµάς, Ελληνικό – 167 77, Αθήνα. 

 
Οι βιολογικοί πόροι των βαθιών νερών της Ελλάδας άρχισαν να ερευνώνται 
πρόσφατα. Μια πληθώρα επιστηµονικής γνώσης έχει ήδη συλλεχθεί όσον 
αφορά, τουλάχιστον, τη λεκάνη του Ιονίου, πάνω στα βαθιά νερά. Τα δύο 
είδη των κόκκινων γαρίδων των βαθιών νερών (Aristaeomorpha foliacea, 
Aristeus antennatus) (400-800 µ) εµφανίζονται σε όλο το Ιόνιο πέλαγος σε 
σηµαντικές ποσότητες. Το γεγονός αυτό µας επιτρέπει να διατυπώσουµε 
την ελπίδα της ανάπτυξης µιας Ελληνικής αλιείας στα βαθιά νερά, 
λαµβάνοντας υπόψη τη γνώση της συµπεριφοράς αυτών στην αλιευτική 
πίεση και τις κοινωνικο-οικονοµικές παράµετρες που συσχετίζονται µε την 
αλιεία αυτή. Η παρούσα µελέτη εξετάζει τη συµµετοχή των δεκαπόδων 
Καρκινοειδών στη δίαιτα των κόκκινων γαρίδων. Τα δείγµατα συλλέχθηκαν 
στο ΒΑ. Ιόνιο Πέλαγος, σε 12 µηνιαίες δειγµατοληψίες (1996-1997) και 
εξετάστηκαν 703 στοµάχια αρσενικών και 621 θηλυκών ατόµων A. foliacea 
και 150 στοµάχια αρσενικών και 477 θηλυκών ατόµων A. antennatus. Ο 
προσδιορισµός τους βασίστηκε κύρια σε υπολείµµατα των γναθικών, 
βαδιστικών και κολυµβητικών εξαρτηµάτων τους. Συνολικά, προσδιορί-
στηκαν 22 ταξινοµικές οµάδες δεκαπόδων στα στοµάχια των γαρίδων που 
εξετάστηκαν. Τα δεκάποδα κατείχαν το 1,41% και το 2,52% της σχετικής 
αφθονίας των αρσενικών και θηλυκών ατόµων της A. foliacea και το 3,97% 
και 1,72% της σχετικής αφθονίας των αρσενικών και θηλυκών ατόµων της 
A. antennatus. Μελετάται η εποχιακή κατανοµή των δεκαπόδων στα 
στοµάχια των δύο ειδών, ανά φύλο και ανά µέγεθος γαρίδας. Τα είδη που 
αναγνωρίστηκαν είναι χαρακτηριστικά των µεσαίων ζωνών βάθους (500-
700 m) και τα πλέον άφθονα ήταν τα γένη των γαρίδων Plesionika sp., 
Pasiphaea sp. και καβούρια της οικ. Gragonidae.  
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PREDATION ON CRUSTACEAN DECAPODS OF DEEP  
WATER RED SHRIMPS Aristaeomorpha foliacea (RISSO, 1827) 

AND Aristeus antennatus (RISSO, 1816) 
 

Kapiris K. 
 

Hellenic Centre for Marine Research, Institute of Marine Biological Resources, Ag. 
Kosmas, Hellinikon, 167 77, Athens 

 
The biological resources of Greek deep waters have recently begun to study. 
A lot of scientific knowledge already has been collected regarding these 
waters, at least, for the Greek part of the Ionian Sea. The two species of red 
shrimps (Aristaeomorpha foliacea, Aristeus antennatus) are abundant in the 
whole Ionian Sea in important quantities. Recently, an unexploited and 
potentially exploitable stock was reported off the Greek coast of the Ionian 
Sea, which make allows us to formulate the hope of growth of a Greek 
fishery in deep waters, taking into consideration the knowledge of behavior 
of these in the fishing pressure and the socio-economic parameters that are 
connected with this fishery. The present study examines the attendance of 
Crustacean decapods in the diet of both red shrimps. The samples were 
collected in the NE Ionian Sea, in 12 monthly samplings (1996-1997). In 
totally, 703 stomachs of males and 621 of females’ individuals of A. 
foliacea and 150 stomachs of males and 477 of females individuals of A. 
antennatus were examined. Their identification was mainly based on 
mandible’s remains coming from the mandible, the pereiopods and the 
pleiopods of the decapods. Globally, were determined 22 taxa of decapods 
in the shrimps’ stomachs These possessed the 1,41% and the 2,52% of 
relative abundance of male and female individuals of A. foliacea and 3,97% 
and 1,72% of relative abundance of male and female individuals of A. 
antennatus. The seasonal distribution of decapods in the shrimps’ stomachs 
per sex and per individual’s size was studied. The identified decapods found 
are characteristic taxa of the intermediate depths (500-700 m) in the area 
and the most abundant were the shrimps Plesionika sp., Pasiphaea sp. and 
the family Gragonidae (crabs).  
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ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΕΝΟΣ ΝΕΟΥ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑ ΣΧΕΤΙΖΟΜΕΝΟΥ 
ΜΕ ΤΗ ΜΙΤΩΣΗ 

 
Karakose E.1,2, Σεραφειµίδης I.1, ∆ιαλλινάς Γ.1, και U.Tazebay2 

 
1Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, Πανεπιστηµιούπολη, Aθήνα 

2Bilkent University, Faculty of Science, 06800 Ankara, Turkey 
 

Εντοπίσαµε µια νέα πρωτεΐνη, την MiAP (Mitosis Associated Protein), η 
οποία πιστεύουµε οτι εµπλέκεται στη ρύθµιση της µίτωσης. Το γονίδιο που 
κωδικοποιεί την MiΑP εντοπίστηκε αρχικά σε κύτταρα θηλαστικών, σε µη-
συσχετιζόµενη µελέτη γειτονικού γονιδίου. Η MiAP είναι εξαιρετικά 
συντηρηµένη στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς και παρ’όλο που δεν 
παρουσιάζει κάποιο µοτίβο αναγνωρισµένης λειτουργίας, έχει οµοιότητες 
µε πρωτεΐνες που σχετίζονται µε χρωµατίνη. Επιπλέον, η πρωτεΐνη MiAP 
έχει ιδιαίτερα υψηλό βασικό χαρακτήρα, έχει αλληλουχίες πυρηνικής 
τοπολογίας (NLS) και πιθανόν να υπόκειται σε µετα-µεταφραστικές 
τροποποιήσεις όπως φωσφορυλίωση. Πειράµατα σε κύτταρα µαστικού 
αδένα (MCF -7) έδειξαν οτι η τοπολογία της πρωτεΐνης MiAP σε µη-
µιτωτικά κύτταρα είναι κυτταροπλασµατική, ενώ κατά τη διάρκεια της 
µίτωσης αυτή συµπίπτει µε συµπυκνωµένα µεταφασικά χρωµοσώµατα. Τα 
επόµενα πειράµατα εκτελέστηκαν στο οµόλογο του MiAP στον οργανισµό 
Aspergillus nidulans, ο οποίος αποτελεί πρότυπο γενετικό σύστηµα για 
µελέτες κυτταρικού κύκλου. Μελετήσαµε την τοπολογία της χιµαιρικής 
MiAP -GFP πρωτεΐνης και παράλληλη χρώση πυρηνών µε DAPI. 
Εντοπίσαµε την MiAP κυρίως στο κυτταρόπλασµα και περιπυρηνικά.. 
Αρχικές παρατηρήσεις έδειξαν οτι η υπερέκφραση της MiAP, µέσω ισχυρού 
υποκινητή, επιταχύνει τον ρυθµό αύξησης του οργανισµού και επηρεάζει τη 
µορφολογία των πυρήνων. Προτεραιότητα αποτελεί η κατασκευή και ο 
χαρακτηρισµός µη λειτουργικού ως προς την πρωτεΐνη MiAP στελέχους 
Aspergillus. Προκαταρκτικές ενδείξεις πιθανολογούν πως το miaP είναι 
γονίδιο ζωτικής σηµασίας. Εναλλακτικές µέθοδοι “ελεγχόµενης 
απενεργοποίησης” του γονιδίου είναι σε εξέλιξη. Το knock-out στέλεχος θα 
χρησιµοποιηθεί για τη µελέτη γενετικών και µοριακών αλληλεπιδράσεων σε 
στελέχη φυσικού τύπου ή µεταλλαγµένα ως προς γονίδια «κλειδιά» 
κυτταρικού κύκλου (nimA5, bimE7, sudD7). 
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CHARACTERISATION OF A NOVEL MITOSIS ASSOCIATED 
PROTEIN IN A MODEL FUNGAL SYSTEM 

 
Karakose E.1,2, Serafimidis I.1, Diallinas G.1, and U. Tazebay2 

 
1Faculty of Biology, Department of Botany, University of Athens, Panepistimioupolis, 

15781, Athens, 2Bilkent University, Faculty of Science, 06800 Ankara, Turkey 
 

We have identified a new protein, MiAP (Mitosis Associated Protein), 
which we believe is involved in mitotic regulation. The gene encoding MIiP 
was first discovered in mammalian cells, in an unrelated study of cis-acting 
transcriptional elements of a neighbouring gene. MiAP is extremely 
conserved in eukaryotes from mammals through to fungi, and although it 
bears no clearly recognizable domains, it similarities to chromatin-
associated proteins. Moreover, MiAP is very basic, it appears to have a 
Nuclear Localisation Signal (NLS) and it is also predicted to go through 
post-translational modifications that may include Ser/Thr or Tyr 
phosphorylation. Initial experiments on mammary gland cells (MCF-7) 
revealed that MiAP is cytoplasmic in non-mitotic cells, whereas it 
colocalizes with condensed chromosomes during mitosis. Subsequent 
experiments were performed on the homologue of MiAP in Aspergillus 
nidulans, an acclaimed genetic model organism for cell-cycle studies. We 
investigated the localization of MiAP-GFP and parallel staining nuclei with 
DAPI. In wild-type cells and several cell-cycle mutants indicated that MiAP 
is mostly cytoplasmic and often perinuclear. Preliminary observations 
suggest that over-expression of the protein leads to faster growth rates and 
elongated and irregularly shaped nuclei. We are currently attempting to 
knock out MiAP in Aspergillus. Preliminary evidence suggests that MiAP 
might be essential gene. Alternative methods for conditional “silencing” of 
MiAP will be discussed. Once a knock-out strain is available, this will be 
used to investigate its genetic and molecular interactions in wild-type and 
“key” cell division mutants (nimA5, bimE7, sudD7). 
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ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΑΣΒΕΣΤΙΟΥ ΣΕ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΥΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ 
ΕΠΙΒΙΩΣΗΣ 

 
Καρακώστα Λ.*, Κλεόπα Μ.*, Μαυροφρύδη Ό.*  

και Π. Παπαζαφείρη 
 

Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων και Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό και Καποδιστριακό 
Πανεπιστήµιο Αθηνών 

 
Η κυτταρική επιβίωση και η απόπτωση διαµεσολαβούνται εν µέρει από το 
σηµατοδοτικό µονοπάτι PI3K-Akt ενώ, συχνά, οι αλλοιώσεις της [Ca2+]i 
αντιπροσωπεύουν απόκριση πρώτου βαθµού στην υποξία και διαδραµατίζουν 
σηµαντικό ρόλο σε µετέπειτα γεγονότα όπως, τροποποίηση των σηµατοδοτικών 
µηχανισµών και της γονιδιακής έκφρασης. Στη παρούσα µελέτη διερευνήθηκε η 
επίδραση του ασβεστίου στην ενεργοποίηση της Akt και του HIF1α σε τρία 
κυτταρικά συστήµατα : 1)Β103 ή Β35, τα οποία εκφράζουν λειτουργικούς 
υποδοχείς GABAA και εποµένως, µπορούν να λειτουργήσουν σαν αποδέκτες των 
ευεργετικών επιδράσεων των νευροστεροειδών 2) Α431 και 3) MCF7 κύτταρα, τα 
οποία παρουσιάζουν χαµηλό ποσοστό επιβίωσης παρουσία αιθερικών 
φωσφολιπιδίων και εκφράζουν τον µεταγραφικό παράγοντα HIF1α. Όταν 
διερευνήθηκαν οι επιδράσεις των νευροστεροειδών στα κύτταρα Β103 ή Β35 σε 
συνθήκες υποξίας ή παρουσία του κυτταροτοξικού Α-β πεπτιδίου, η 
ενεργοποιηµένη Akt ανιχνεύθηκε σε µικρές ποσότητες, χωρίς διαφορές µεταξύ των 
δειγµάτων. Αντίθετα, η έκφραση των υποδοχέων GABAA αυξήθηκε, γεγονός που 
υποδηλώνει µεγαλύτερη δυνατότητα ελέγχου της εισροής Ca2+. Εποµένως, τα 
κύτταρα αυτά φαίνεται ότι δεν στηρίζονται στην ενεργοποίηση της Akt κατά την 
επαγωγή της επιβίωσης. Όσον αφορά στα άλλα συστήµατα µελέτης, ο HIF1α 
παρουσιάζει ένα πρότυπο έκφρασης που εξαρτάται από τη συγκέντρωση και τη 
διάρκεια επώασης µε τους προς µελέτη παράγοντες. Σε όλες πάντως τις 
περιπτώσεις, τα αιθερικά φωσφολιπίδια προκαλούν µαζική και παρατεταµένη 
εισροή ιόντων ασβεστίου και καταστρέφουν τη δυνατότητα των ενδοκυττάριων 
αποθηκών ασβεστίου να συµµετέχουν στη κυτταρική σηµατοδότηση. Η επίδραση 
αυτή συνοδεύεται από µείωση της ενεργοποιηµένης Akt και αναστρέφεται πλήρως 
παρουσία EGTA. Εποµένως, φαίνεται ότι η ενεργοποίηση της Akt συνδέεται 
άµεσα µε την είσοδο ασβεστίου ενώ εξαρτάται και από το τρόπο µε τον οποίο 
επιτυγχάνεται αυτή η είσοδος. 
 

• *Ισότιµη συµµετοχή 
• Χρηµατοδοτήθηκε από τη ΓΓΕΤ, Κοινοπραξίες Επαν, έργα ΦΠ5 και ΥΒ39 
• Ευχαριστούµε τη Μαρία Ξυλούρη για τη συµµετοχή της σε µερικά πειράµατα 
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THE EFFECT OF CALCIUM ON CELL SURVIVAL MECHANISMS 
 

Karacosta L.*, Kleopa M.*, Mavrofridi O.*, and P. Papazafiri 
 

Department of Animal and Human Physiology, School of Biology, Faculty of Sciences, 
National and Kapodistrian University of Athens 

 
The elevation of cytoplasmic calcium concentration ([Ca2+]i) is related to cell 
damage induced by stress conditions. Cellular functions, related to cell survival and 
apoptosis, are partially mediated by the PI3K-Akt signalling pathway. On the other 
hand, changes in [Ca2+]i , usually, represent the first degree response of many cell 
types to hypoxia and play an important role to downstream events, like modulation 
of signal trasduction mechanisms and gene expression. Finally, it seems that the 
activation of Akt induces the stabilization and accumulation of the transcription 
factor, HIF-1a, which is induced under hypoxic conditions. In the present study we 
investigated the effect of calcium on Akt and HIF-1a activation in three cellular 
systems: 1) neuroblastoma cells B103 or B35, that express functional GABAA 
receptors that can be modulated by neurosteroids, which are closely related with 
the inhibition of calcium ions influx, 2) A431 and 3) MCF7 human cells which 
show a decreased rate of cell survival in the presence of ether phospholipids (anti-
cancer compounds) and express the transcription factor HIF-1a. When we 
examined the possitive effects of the neurosteroids on neuroblastoma cells under 
hypoxic conditions or in the presence of the cytotoxic A-beta peptide, small 
amounts of the activated form of Akt kinase were detected with no significant 
differences among the treatments. In contrast, neurosteroid treatment increases the 
expression of α1 and β2 subunits of the GABAA receptors, indicating a greater 
potential for Ca2+ influx regulation. Thus, B103 and B35 cells seem not to depend 
on Akt activation during conditions of survival induction. In the A431 and MCF7 
cellular systems we found that HIF-1a displays a time and dose dependent 
expression pattern in the presence of the test compounds. In all cases, ether 
phospholipids cause a massive and long term Ca2+ influx and also abolish the 
potential of intracellular calcium stores in cell signaling. This effect is 
accompanied by a decrease in Akt phosphorylation. EGTA, an extracellular 
calcium chelator was found to completely reverse the negative effect on Akt 
activation. These findings strongly suggest that Akt activation is directly associated 
with Ca2+ influx and depends on the the influx pathway which leads to intracellular 
calcium elevation. 
 

• *Equal contribution. 
• Funded by GSRT, Κοινοπραξίες Επαν, έργα ΦΠ5 και ΥΒ39. 
• The contribution of Maria Xilouri is kindly acknowledged. 
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ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΑΚΙΝΗΤΟΠΟΙΗΣΗ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΩΝ 
PSEUDOMONAS sp. ΓΙΑ ΤΗΝ ΒΙΟΕΞΥΓΙΑΝΣΗ ΡΥΠΑΣΜΕΝΩΝ 
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Καραµπίκα Ε.1, Ντάντος Α.1, Καλλιµάνης Α.1, Πηλίδης Γ.2,  
∆ραϊνας Κ.1, Κούκκου Α.Ε.1 
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2Τµήµα Βιολογικών Εφαρµογών και Τεχνολογιών, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, 
 45110 Ιωάννινα, E-mail: akukku@cc.uoi.gr 

 
Ένας από τους πιο αποτελεσµατικούς τρόπους αποκατάστασης εδαφών 
ρυπασµένων µε πετρελαιοειδή είναι η βιοαποδόµηση κατά την οποία 
µικροοργανισµοί χρησιµοποιούν τους ρυπαντές ως θρεπτικά υποστρώµατα. 
Σκοπός της εργασίας είναι η µελέτη αποδόµησης πετρελαίου σε υγρές 
καλλιέργειες και έδαφος από ελεύθερα και ακινητοποιηµένα κύτταρα 
Pseudomonas sp. Για την αποµόνωση µικροοργανισµών που αποδοµούν 
πετρέλαιο,  µε την µέθοδο του εµπλουτισµού, δείγµατα εδάφους (10 g), από 
περιοχή ρυπασµένη µε πετρελαιοειδή, επαναιωρήθηκαν σε ελάχιστο 
θρεπτικό υλικό (ΜΜ) Μ9 (100 ml) και πετρέλαιο (1000 ppm). 
Αποµονώθηκε ένα βακτηριακό στέλεχος (Spet), το οποίο µε βάση την 
ανάλυση της αλληλουχίας 16S rDNA και των µεθυλεστέρων των λιπαρών 
οξέων (FAME) χαρακτηρίσθηκε ως Pseudomonas (99%) µε πλησιέστερο 
ανάλογο το P. aeruginosa. Για την ακινητοποίηση, κύτταρα Spet 
αναµείχθηκαν µε µίγµα 2% αλγινικού νατρίου – 2% αµύλου και το µίγµα 
µεταφέρθηκε στάγδην σε CaCl2  0.1 Μ. Τα σφαιρίδια  εκπλύθηκαν  µε 
διάλυµα NaCl 0.9% - γλυκερόλης 5%  και  αποθηκεύτηκαν  στους 4 oC.  Η 
βιοαποδόµηση του πετρελαίου σε υγρές καλλιέργειες  και έδαφος  
χρησιµοποιώντας ελεύθερα και ακινητοποιηµένα κύτταρα µελετήθηκε 
αεριοχρωµατογραφικά και είχε ως αποτέλεσµα την κατά 86%, 83%, 81% 
και 75% αποµάκρυνσή του αντίστοιχα. Τα κύτταρα εντός των σφαιριδίων 
διατηρούν τη βιωσιµότητα τους και την ικανότητα αποδόµησης 
τουλάχιστον για δέκα µήνες. Ελεύθερα και ακινητοποιηµένα κύτταρα του 
στελέχους Spet καταβολίζουν πετρέλαιο αποτελεσµατικά και εποµένως 
µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την αποκατάσταση ρυπασµένων µε 
πετρελαιοειδή εδαφών.   

 
Χρηµατοδότηση: ΠΕΝΕ∆ 2001 (ΓΓΕΤ) 
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One of the best approaches to restoring contaminated soils is to make use of 
microorganisms able to degrade toxic compounds in a bioremediation 
process. The objective of this study was the investigation of the 
biodegradation of petrol by free and entrapped cells of Pseudomonas sp. in 
liquid cultures and in soil. The entrapment of cells is an efficient way to 
protect microorganisms against harsh environmental conditions. Bacteria 
able to grow on petrol were isolated from a petrol contaminated soil by 
enrichment cultures in M9 MM  (100 ml) supplemented with trace elements 
(1000 µl/100ml) in which petrol (1000 ppm) was added as a sole carbon and 
energy source. A bacterial strain, Spet, capable of growing on petrol as sole 
carbon and energy source was isolated and it was identified as closest to 
Pseudomonas aeruginosa based on 16S rDNA sequence and fatty acids 
analysis. Cells grown on petrol were mixed with solution 2% alginate 
sodium –2% starch and the mixture was dropped into CaCl2 solution 0.1 M 
using a pipette. The mixture was allowed to stand at room temperature for 
one hour, the beads were collected by gentle centrifuge, washed with NaCl 
0.9% and glycerol 5% and stored at 4 oC. The biodegradation of petrol in 
liquid cultures and soil was monitored using free and entrapped cells by GC 
and resulted in 86%, 83 %, 81% and 75% degradation after 16 and 20 days 
respectively. Cells in gel beads maintained their viability and degrading 
ability for at least ten months. The bacterial strain Spet appears to be a 
promising candidate for environmental restorations both as free and 
entrapped cells. 
  

This work was supported financially by PENED 2001 (GSRT) 
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Μακροασπόνδυλοι οργανισµοί που αποικούν εποχικά λιµνία ζουν σε πολύ 
απρόβλεπτα, ευαίσθητα και ασταθή οικοσυστήµατα. Τα εποχικά λιµνία 
πληµ-µυρίζουν µε ακανόνιστη περιοδικότητα τον χειµώνα και ξηραίνονται 
το καλοκαίρι έχοντας σαν επακόλουθο την θνησιµότητα των ειδών που 
κατοικούν σε αυτά. Οι τρεις κύριες στρατηγικές που οι οργανισµοί 
αναπτύσσουν για να επιβιώνουν σε τέτοιες συνθήκες είναι η ανθεκτικότητα, 
η αλλαγή του βιολογικού τους κύκλου και η µετανάστευση. Τα Μεσογειακά 
Εποχικά Λιµνία (ΜΕΛ) ανήκουν στους προστατευόµενους οικοτόπους 
προτεραιότητας (3170*,  NATURA), έχουν τα παραπάνω χαρακτηριστικά 
και συναντιούνται κυρίως στις Μεσογειακές χώρες. Αυτή η µελέτη έχει ως 
σκοπό να εξετάσει τις µακροασπόνδυλες κοινωνίες που αποικούν τα ΜΕΛ 
τις ∆υτικής Κρήτης, όπου έχουν καταγραφεί τα περισσότερα από κάθε άλλη 
περιοχή της χώρας (17%). Μακροασπόνδυλοι οργανισµοί συλλέχθηκαν από 
τρεις περιοχές ΜΕΛ: Ελαφονήσι (2 λιµνία), Φαλάσαρνα (2 λιµνία) και 
Οµαλό (1 λιµνίο). Η συλλογή έγινε την χειµερινή περίοδο χρησιµοποιώντας 
απόχη µε πλαίσιο σε σχήµα παραλληλόγραµµου µε διαστάσεις 0.25 x 0.25 
εκ. και µε δίκτυ µεγέθους 500 µm. Συνολικά συλλέχθηκαν 16 διαφορετικά 
είδη που ανήκουν στις οικογένειες των Κολεοπτέρων (Hydrophilidae, 
Dytiscidae, Geotrupidae και Staphylinidae), Καρκινοειδών (Ostracoda), 
Τριχοπτέρων (Limnephilidae), Γαστερόποδων (Planorbidae), ∆ιπτέρων 
(Chironomidae, Psychodidae, Tipulidae), Ετερο-πτέρων (Corixidae) και 
Κολλεµβόλων (Poduridae). ∆ιαφορετικές βενθικές κοινωνίες βρέθηκαν σε 
όλα τα λιµνία των εξεταζόµενων περιοχών ΜΕΛ ακόµα και σε αυτά µε 
πανοµοιότυπα χαρακτηριστικά (π.χ. φυτικές κοινωνίες, ενδιαιτήµατα κ.α). 
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Macroinvertebrate species inhabiting temporary ponds live in highly 
fragmented and unpredictable habitats. Temporary ponds are irregularly 
flooded in winter by rainwater and dry out in summer resulting to mortality 
of species. The three main evolved strategies by which invertebrates survive 
in temporary ponds are physiological tolerance, life history modification 
and migration. Mediterranean Temporary Ponds (MTPs) are a priority 
freshwater habitat type (3170*, NATURA 2000), that have the 
aforementioned characteristics and are mostly encountered in Mediterranean 
countries. The aim of this study is to examine the macroinvertebrate 
communities inhabiting the MTPs of Western Crete Island, which has the 
highest presence of MTPs from any other region of the country (17%). 
Macroinvertebrates were collected from three MTP sites namely Elafonisi 
(2 ponds), Falasarna (2 ponds) and Omalos (1 pond). Sampling was carried 
out during the winter season using a rectangular hand net of 0.25 m x 0.25 
m with a mesh size of 500-µm nytex screen. Overall, 16 species were 
collected belonging to the families of the Coleoptera order (Hydrophilidae, 
Dytiscidae, Geotrupidae and Staphylinidae), Crustacea (Ostracoda), 
Trichoptera (Limnephilidae), Gastropoda (Planorbidae), Diptera 
(Chironomidae, Psychodidae, Tipulidae), Heteroptera (Corixidae) and 
Collembola (Poduridae). All ponds within the assessed MTP sites 
comprised of distinct macroinvertebrate communities even those with 
similar habitat composition (e.g. plant communities, substrate etc.).   
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ΚΑΤΑΛΟΙΠΩΝ Q324, N325, G327, T332, G333 
 

Καρατζά Π. και Ε. Φριλίγγος 
 

Εργαστήριο Βιολογικής Χηµείας, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων Ιατρική Σχολή, Ιωάννινα 45110 
 

Η περµεάση YgfO, ένας ειδικός και υψηλής συγγένειας συµµεταφορέας ξανθίνης:H+ της E. 
coli, αδυνατεί να µεταφέρει ουρικό οξύ, υποξανθίνη, άλλες πουρίνες ή ουρακίλη και αδυνατεί 
να αναγνωρίσει ανάλογα ξανθίνης µε ογκώδεις υποκαταστάτες στις θέσεις 7 ή 8 του 
ιµιδαζολικού δακτυλίου όπως 7- ή 8-µεθυλοξανθίνη. Άλλες οµόλογες περµεάσες πουρινών 
της οικογένειας NAT/NCS2, από Gram-θετικά βακτήρια ή από τον ασκοµύκητα Aspergillus 
nidulans και άλλους µύκητες, έχει δειχθεί ότι εµφανίζουν λεπτές διαφορές στην εξειδίκευση 
αναγνώρισης προσδετών και υποστρωµάτων, εµπίπτοντας γενικά σε τρεις κατηγορίες: (α) 
περµεάσες που µεταφέρουν µόνο ουρικό οξύ (όπως η PucJ του B. subtilis), (β) περµεάσες που 
µεταφέρουν τόσο ουρικό όσο και ξανθίνη και δεν έχουν αυστηρούς περιορισµούς ως προς 
τους υποκαταστάτες στη θέση 8 του ιµιδαζολικού δακτυλίου (όπως η UapA του A. nidulans) 
και (γ) περµεάσες που µεταφέρουν µόνο ξανθίνη και όχι ουρικό και δεν αναγνωρίζουν 
ανάλογα µε υποκαταστάτες στη θέση 8 (όπως η YgfO της E. coli). Βάσει πειραµάτων στο 
σύστηµα του A. nidulans, για τον καθορισµό της εξειδίκευσης υποστρωµάτων και της 
λειτουργίας της διόδου µεταφοράς πουρινών φαίνεται ότι είναι σηµαντική µία εξαιρετικά 
συντηρηµένη αλληλουχία 10 καταλοίπων (θέσεις 324-333 στην YgfO), που ονοµάσθηκε 
µοτίβο «υπογραφή» της οικογένειας NAT/NCS2 (NAT signature motif). Για να 
κατανοήσουµε τον ρόλο των συντηρηµένων καταλοίπων του µοτίβου «υπογραφή» στον 
µηχανισµό µεταφοράς και εξειδίκευσης υποστρωµάτων της YgfO, εφαρµόσαµε εκτενή 
σηµειακή µεταλλαξιγένεση, αντικαθιστώντας την Gln324 µε Asn, Glu, Pro, Ala ή Cys, την 
Asn325 µε Asp, Gln, Ser, Thr, Cys ή Ala, την Gly327 µε Ala, Pro ή Cys, την Thr332 µε Asn, 
Ala, Asp ή Cys και την Gly333 µε Cys, Arg ή Lys. Τα µεταλλάγµατα αυτά αναλύθηκαν ως 
προς την ενεργότητα µεταφοράς [3H]ξανθίνης και τον ανταγωνισµό της πρόσληψης ξανθίνης 
από µία σειρά άλλων πουρινών και συνθετικών αναλόγων τους. Οι αναλύσεις µας δείχνουν 
ότι η Gln324 είναι απαραίτητη για την υψηλή συγγένεια δέσµευσης και µεταφοράς ξανθίνης, 
η Asn325 είναι αναντικατάσταση στον µηχανισµό της ενεργού µεταφοράς, η Gly327 δεν είναι 
ουσιαστικής σηµασίας για την ενεργό µεταφορά ή τον καθορισµό της εξειδίκευσης, ενώ οι 
Thr332 και Gly333 αποτελούν σηµαντικούς καθοριστές του ιδιαίτερου προφίλ αναγνώρισης 
προσδετών της YgfO. 

 
Η έρευνα αυτή χρηµατοδοτήθηκε από το πρόγραµµα «Ηράκλειτος» του Υπουργείου Εθνικής 

Παιδείας µέσω του 3ου Κοινοτικού Πλαισίου Στήριξης της Ευρωπαϊκής Ένωσης. 
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YgfO permease is a specific, high-affinity, xanthine: H+ symporter from E. coli, 
that cannot transport uric acid, hypoxanthine, uracil or recognize any xanthine 
analogue with bulky substituents at position 7 or 8 of the imidazol ring. 
Characterized, purine-specific members of the ubiquitous NAT/NCS2 transporter 
family fall into three categories: (a) uric-acid specific transporters (like PucJ of B. 
subtilis), (b) uric-acid transporters that can also transport xanthine and recognize 
xanthine substituents at imidazol position 8 (like UapA of A. nidulans) and (c) 
xanthine-specific transporters that do not recognize position-8 analogues (like 
YgfO of E. coli). Experiments with UapA in the ascomycote transporter system 
have shown that the nucleobase-ascorbate transporter (NAT) signature motif, a 
conserved 10-residue sequence of NAT/NCS2 transporters, is important to define 
function and selectivity of the purine translocation pathway. To understand the 
contribution of the key conserved residues of the NAT motif to the mechanism and 
ligand recognition profile of YgfO, positions Gln324, Asn325, Gly327, Thr332 
and Gly333 were subjected to extensive site-directed mutagenesis and mutants 
were analyzed for active transport, kinetics and inhibition of [3H] xanthine uptake 
by a series of purines and synthetic analogues. Our mutant library included 
individual replacements of Gln324 with Asn, Glu, Pro, Ala or Cys, of Asn325 with 
Asp, Gln, Ser, Thr, Cys or Ala, of Gly327 with Ala, Pro or Cys, of Thr332 with 
Asn, Ala, Asp or Cys, and of Gly333 with Cys, Arg or Lys. Analysis of these 
mutants indicates that Gln324 is critical for high affinity uptake and ligand 
recognition, Asn325 is fully irreplaceable with respect to active xanthine transport, 
Gly327 is not essential for either active xanthine transport or specificity, while 
Thr332 and Gly333 are important determinants of the ligand specificity profile. 
  
This research was co-funded by the European Union in the framework of the program 
“Heraklitos” of the “Operational Program for Education and Initial Vocational Training” 
of the 3rd Community Support Framework of the Hellenic Ministry of Education, funded by 
25% from national sources and by 75% from the European Social Fund (ESF). 
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Ο CTLA–4 (Cytotoxic T lymphocyte–associated antigen 4, CD152) είναι 
µια διαµεµβρανική πρωτεΐνη, µέλος της υπεροικογένειας των 
ανοσοσφαιρινών, η οποία διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη φυσιολογική 
οµοιόσταση, ως εναλλακτικό πρόσδεµα των µορίων Β7-1 και 2, δρώντας ως 
ανασταλτικός παράγοντας και µειορυθµίζοντας τη λειτουργία των Τ-
λεµφοκυττάρων.  Ορισµένοι πολυµορφισµοί του CTLA–4 έχουν κατά 
καιρούς συσχετιστεί µε διάφορα αυτοάνοσα νοσήµατα, µεταξύ των οποίων 
είναι η σκλήρυνση κατά πλάκας. Πρόκειται για µια αποµυελινωτική νόσο 
που εµφανίζεται µε πλάκες στη λευκή ουσία του Κεντρικού Νευρικού 
Συστήµατος, µερικές φορές δε, επεκτείνεται και στη φαιά ουσία.  Σε µια 
προσπάθεια συνεκτίµησης όλων των δεδοµένων που έχουν παρουσιαστεί 
από τις επιµέρους µελέτες που συσχετίζουν το CTLA–4 µε την εµφάνιση 
της σκλήρυνσης κατά πλάκας, προχωρήσαµε σε µια µετα-ανάλυση των 
επιδηµιολογικών µελετών.  Στη µελέτη µας συµπεριλήφθηκαν 18 έρευνες οι 
οποίες συγκέντρωναν πληροφορίες για συνολικά 3375 ασθενείς και 2930 
υγιή άτοµα (µάρτυρες).  Οι πολυµορφισµοί που µας απασχόλησαν ήταν ο 
+49 Α/G στο εξώνιο 1, που αφορά αντικατάσταση της θρεονίνης από 
αλανίνη στην 17η θέση του προδρόµου πρωτεϊνικού µορίου (18 µελέτες) και 
ο –318 C/T στον υποκινητή που πιθανολογείται ότι σχετίζεται µε διαφορική 
έκφραση της πρωτεΐνης (10 µελέτες).  Η µεγάλη ετερογένεια των 
αποτελεσµάτων µας οδήγησε στη χρήση µοντέλων τυχαίων επιδράσεων 
(random effects models).  Τα αποτελέσµατα µας, έδειξαν ότι δεν υπάρχει 
καµία συσχέτιση των συγκεκριµένων πολυµορφισµών του CTLA–4 και της 
ασθένειας.  Επιπροσθέτως, βρέθηκε  ότι τα πρώτα αποτελέσµατα τα οποία 
έδειξαν µια θετική συσχέτιση του γονοτύπου µε την ασθένεια, προκάλεσαν 
την επακόλουθη αύξηση των µελετών για το επίµαχο αυτό ζήτηµα. 
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CTLA– 4 (Cytotoxic T lymphocyte–associated antigen 4, CD152) is a 
single–spanning membrane protein, member of the immunoglobulin 
superfamily and plays an important role in homeostasis, transmitting an 
inhibitory signal to T cells.  Whereas the antigen-specific signal in T-cell 
activation is mediated through the HLA class II and T-cell receptor (TCR) 
interaction, the cytotoxic antigen 4 CTLA-4 is an important co-stimulatory 
receptor molecule, interacting with the B7-1 and B7-2 molecules of the 
antigen-presenting cell and down–regulating T–cell function.  Various 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the CTLA–4 gene have been 
implicated in susceptibility to autoimmune diseases, such as Multiple 
Sclerosis.  Multiple Sclerosis is an inflammatory disease of the central 
nervous system thought to be mediated in part by an autoimmune response 
of T cells to protein components of the myelin sheath.  In order to quantify 
all the results extracted from previous studies, we conducted a meta–
analysis to evaluate the association of CTLA–4 variants with Multiple 
Sclerosis.  We identified 18 eligible studies, which included 3375 MS cases 
and 2930 healthy controls.  Two polymorphisms were the major target of 
our meta–analysis: the exon 1, +A49G polymorphism which is responsible 
for a substitution of Threonine by Alanine in the 17th position of the 
precursor protein, and the promoter –C318T polymorphism, which currently 
is speculated to be responsible for differential expression of the protein.  
Significant between studies heterogeneity was found, thus a random effect 
model was used.  The results indicate a non–significant association of the 
two polymorphisms with the risk of Multiple Sclerosis.  A major finding of 
the study is the conclusion, that the first published study that indicated a 
significant association of the genotype with the disease triggered the 
subsequent appearance of studies involving the above-mentioned 
association 
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∆ΟΜΙΚΕΣ ΚΑΙ ΘΕΩΡΗΤΙΚΕΣ ΜΕΛΕΤΕΣ ΠΡΟΤΥΠΩΝ ΑΝΑΣΤΟ-
ΛΕΩΝ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ ∆ΙΥ∆ΡΟΦΟΛΙΚΗ ΑΝΑΓΩΓΑΣΗ (DHFR) 

ΚΑΘΩΣ ΚΑΙ ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ ΤΟΥΣ ΜΕ ΤΟ ΕΝΖΥΜΟ 
 

Καστρίτης Π.Λ., Παπανδρέου Ν.X. και Σ.Ι. Χαµόδρακας 
 

Τµήµα Βιολογίας, Τοµέας Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής, Πανεπιστήµιο Αθηνών,  
Πανεπιστηµιόπολη 157 01 Αθήνα 

 
Η ∆ιυδροφολική Αναγωγάση (DHFR E.C. 1.5.1.3) είναι το ένζυµο που 
καταλύει την αναγωγή του 7,8-διυδροφολικού οξέος σε τετραϋδροφολικό 
οξύ, χρησιµοποιώντας ως συνένζυµο το NADPH.  Η DHFR συµµετέχει 
στη διαδικασία βιοσύνθεσης των πουρινών, της µονοφωσφορικής 
δεοξυθυµιδίνης καθώς και ορισµένων αµινοξέων.  Λόγω της στρατηγικής 
σηµασίας της στο µεταβολισµό, η DHFR αποτελεί κατάλληλο υποψήφιο 
στόχο για την καταπολέµηση ασθενειών όπως ο καρκίνος.  Ανάµεσα στις 
ενώσεις για τις οποίες έχει διαπιστωθεί η ικανότητα αναστολής της 
δράσης της DHFR περιλαµβάνονται και οι σπειρο-s-τριαζίνες.  Για µια 
σειρά ενώσεων που ανήκουν στην κατηγορία των 4,6-διαµινο-σπειρο-
τριαζινών διεξήχθησαν θεωρητικές µελέτες προκειµένου να διαπιστωθεί 
αν είναι δυνατή η δράση τους ως αναστολείς του ενζύµου.  Οι µελέτες 
αυτές περιλαµβάνουν δοκιµές αγκυροβόλησης (docking), ενεργειακούς 
υπολογισµούς και προσοµοιώσεις µοριακής δυναµικής της DHFR ως 
σύµπλοκου µε τις ενώσεις αυτές.  Από τις µελέτες προκύπτει το 
συµπέρασµα ότι µέλη της σειράς των 4,6-διαµινο-σπειρο-τριαζινών είναι 
πιθανοί αναστολείς του ενζύµου, εξειδικευµένοι στις DHFRs των 
σπονδυλωτών, δίνοντας το έναυσµα για περαιτέρω ερευνητικές 
προσπάθειες και πιθανόν τελικά κλινική εφαρµογή τους.  Τα παραπάνω 
συµπεράσµατα έρχονται σε συµφωνία και µε βιοχηµικά πειράµατα, 
ενισχύοντας έτσι τη διαπίστωση ότι οι συγκεκριµένες χηµικές ενώσεις 
έχουν βιολογική δράση.  
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STRUCTURAL AND THEORETICAL STUDIES OF NOVEL 
INHIBITORS OF DIHYDROFOLATE REDUCTASE (DHFR) AND 

THEIR COMPLEXES WITH THE ENZYME 
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Department of Cell Biology and Biophysics, Faculty of Biology, University of Athens, 
Panepistimiopolis Athens 157 01 

 
Dihydrofolate Reductase (DHFR E.C. 1.5.1.3) is the enzyme that catalyzes 
the reduction of 7,8-dihydrofolic acid to tetrahydrofolic acid utilizing 
NADPH as cofactor.  DHFR participates in a metabolic pathway that leads 
to the formation of purines, monophosphate deoxythymidine and certain 
amino acids.  Due to the strategic role of the enzyme in metabolism, DHFR 
is a suitable candidate target for the treatment of diseases such as cancer.  
Among the groups of chemical compounds that have been identified as 
possible inhibitors of DHFR, spiro-s-triazines are included.  Theoretical 
studies for a number of compounds, which belong to the class of 4,6-
diamino-spiro-triazines were performed, in order to identify whether these 
compounds have the ability to act as inhibitors of DHFR.  These studies 
include docking experiments, energy calculations and molecular dynamics 
simulations of DHFR as a complex with these chemical compounds.  The 
results lead us to the conclusion that members of the 4,6-diamino-spiro-
triazine series may successfully act as selective inhibitors of the vertebrate 
DHFRs, providing the necessary stimulus to continue research that may 
conclude to clinical trials.  The above mentioned results are in agreement 
with biochemical experiments, supporting the case that these compounds 
exhibit biological activity. 
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ΠΡΩΤΕΟΜΙΚΉ ΜΕΛΈΤΗ ΜΕΜΒΡΑΝΙΚΏΝ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΏΝ 
ΣΥΜΠΛΌΚΩΝ ΑΠΌ ΘΥΛΑΚΟΕΙ∆ΕΊΣ ΜΕΜΒΡΆΝΕΣ ΤΟΥ 
ΜΟΝΟΚΎΤΤΑΡΟΥ ΧΛΩΡΟΦΎΚΟΥΣ Scenedesmus obliquus 

 
Καντζιλάκης Κ.1,2, Κωτάκης Χ.1,2, Τσιώτης Γ.1 και Κ. Κοτζαµπάσης2 

 
1Τµήµα Χηµείας, Πανεπιστήµιο Κρήτης, Τ.Θ. 2208, 71409 Ηράκλειο Κρήτης, Ελλάδα 

2Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Κρήτης, Τ.Θ. 2208, 71409 Ηράκλειο Κρήτης, Ελλάδα 
 
Η οξυγονική φωτοσύνθεση λαµβάνει χώρα στις µεµβράνες των θυλακοειδών των 
κυανοβακτηρίων, των πράσινων φυκών και των ανώτερων φυτών, όπου σύµπλοκα 
πρωτεϊνών/χρωστικών (φωτοσύστηµα ΙΙ, κυτόχρωµα b6f, φωτοσύστηµα Ι και  ΑΤP 
συνθετάση) µετατρέπουν την ηλιακή ενέργεια σε χηµική [1]. Η πρωτεοµική ανάλυση 
των φωτοσυνθετικών αυτών πρωτεϊνικών συµπλόκων σε λειτουργική µορφή 
αποτελεί µία πειραµατική   προσέγγιση η οποία επιτρέπει τόσο δοµική ταυτοποίηση 
όσο και λειτουργική ιχνηλάτηση σχετικά µε την πλαστικότητα της µοριακής δοµής 
και λειτουργίας του φωτοσυνθετικού µηχανισµού [2]. Στόχος της παρούσας εργασίας 
είναι η λειτουργική ανάλυση καθώς και ο  δοµικός χαρακτηρισµός του 
φωτοσυνθετικού πρωτεόµατoς του µονοκύτταρου χλωροφύκους Scenedesmus 
obliquus, µε τη χρήση δισδιάστατης ηλεκτροφορητικής ανάλυσης (Βlue-Native 
PAGE/SDS-Tricine PAGE). Αρχικά, έγιναν προσπάθειες διαλυτοποίησης των 
µεµβρανικών πρωτεϊνικών συµπλόκων µε τη χρήση του µη ιοντικού απορρυπαντικού 
dodecyl-β-D-maltoside. Παράλληλα, έγιναν µελέτες όσον αφορά τόσο την απόδοση 
της διαλυτοποίησης τους όσο και την λειτουργική και δοµική ακεραιότητα των 
διαλυτοποιηµένων συµπλόκων, µε χρήση φασµατοσκοπίας ορατού, µη 
αποδιατακτικής Blue-Native PAGE ηλεκτροφόρησης (1D/πρώτη διάσταση) [3] και 
αποδιατακτικής SDS-Tricine PAGE ηλεκτροφόρησης. Η πρωτεϊνική σύσταση των 
φωτοσυνθετικών συµπλόκων αναλύθηκε µε αποδιατακτική SDS-Tricine PAGE 
ηλεκτροφόρηση (2D/δεύτερη διάσταση). Τέλος, green native πηκτώµατα 
συγκρίθηκαν µε αντίστοιχα blue native ως προς τη διαχωριστική τους ικανότητα. 
Aναφορές:  
[1]: Friso, G., Giacomelli, L., Ytterberg, A.J., Peltier, J.B., Rudella. A., Sun, Q., and Wijk, K.J. (2004) In-
depth analysis of the thylakoid membrane proteome of Arabidopsis thaliana chloroplasts: new proteins, 
new functions, and a plastid proteome database. Plant Cell, 16(2), 478-499. 
[2]: Heinemeyer, J., Eubel, H., Wehmheoner, D., Jeansch, L., and Braun, H.P. (2004) Proteomic 
approach to characterize the supramolecular organization of photosystems in higher plants. 
Phytochemistry, 65, 1683–1692. 
[3]: Schagger, H., and von Jagow, G. (1991) Blue native electrophoresis for isolation of membrane 
protein complexes in enzymatically active form. Anal. Biochem., 199(2), 223-231.  
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The oxygenic photosynthesis takes place in the thylacoid membranes of cyanobacteria, 
green algae and higher plants, where protein/pigments complexes (photosystem II, 
cytochrome b6f, photosystem I, and ATP synthase) convert the light energy into 
chemical energy [1]. The proteomic analysis of photosynthetic protein complexes 
constitutes an experimental approach which allows not only structural identification but 
also functional tracer with regard to the plasticity of molecular structure and function of 
photosynthetic apparatus [2]. The aim of the present study is the functional analysis as 
well as the structural characterization of the unicellular green alga Scenedesmus obliquus 
photosynthetic proteome, by applying two-dimensional electrophoretic analysis (Blue-
Native PAGE/SDS-Tricine PAGE). Firstly, attempts to solubilize the membrane protein 
complexes using the non-ionic detergent dodecyl-β-D-maltoside were performed. These 
essays were evaluated, taking into consideration the efficiency of their solubilization and 
the functional/structural integrity of solubilized complexes. Therefore, visible 
spectroscopy measurements, non-denaturing Blue-Native PAGE electrophoresis 
(1D/first dimension) [3], and denaturing SDS-Tricine PAGE electrophoresis were 
realised, concerned to solubilized and non solubilized protein complexes. In parallel, the 
protein composition of photosynthetic complexes was investigated by denaturing SDS-
Tricine PAGE electrophoresis (2D/second dimension).  Finally, green native gels  were 
compared with the corresponding blue native ones, relatively to their separative capacity. 
References: 
[1]: Friso, G., Giacomelli, L., Ytterberg, A.J., Peltier, J.B., Rudella. A., Sun, Q., and Wijk, K.J. (2004) In-
depth analysis of the thylakoid membrane proteome of Arabidopsis thaliana chloroplasts: new proteins, 
new functions, and a plastid proteome database. Plant Cell, 16(2), 478-499. 
[2]: Heinemeyer, J., Eubel, H., Wehmheoner, D., Jeansch, L., and Braun, H.P. (2004) Proteomic 
approach to characterize the supramolecular organization of photosystems in higher plants. 
Phytochemistry, 65, 1683–1692. 
[3]: Schagger, H., and von Jagow, G. (1991) Blue native electrophoresis for isolation of membrane 
protein complexes in enzymatically active form. Anal. Biochem., 199(2), 223-231.  
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ΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΚΥΤΟΚΙΝΗΤΙΚΟΥ ∆ΙΑΦΡΑΓΜΑΤΟΣ ΣΤΑ 
ΦΑΙΟΦΥΚΗ: ΥΠΟΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΚΉ ΜΕΛΈΤΗ ΜΕΤΆ ΑΠΌ 

ΚΡΥΟΣΤΕΡΕΩΣΗ ΚΑΙ ΚΡΥΟΑΝΤΙΚΑΤΆΣΤΑΣΗ 
 

Κατσαρός Χ.1, Motomura T.2, Καρυοφύλλης ∆.1, Nagasato C.2  
και Β. Γαλάτης1  

 
1Τµήµα Βιολογίας, Τοµέας Βοτανικής, ΕΚΠΑ, Πανεπιστηµιόπολη 15781, Αθήνα 
2 Field Science Center for Northern Biosphere, Hokkaido University Muroran  

Marine Station, Japan 
 
Στην παρούσα εργασία διερευνάται ο σχηµατισµός κυτοκινητικού διαφράγ-
µατος σε αντιπροσώπους φαιοφυκών µε νηµατοειδές (Sphacelaria rigidula, 
Haloptreris sp.) και φυλλοειδές (Dictyota dichotoma) πρότυπο αύξησης του 
θαλλού. Η µελέτη έγινε σε σειρές τοµών µε το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο, 
µετά από κρυοστερέωση και κρυοαντικατάσταση, τεχνική που αποκαλύπτει 
λεπτοµέρειες της λεπτής δοµής, που δεν διατηρούνται µε την κλασική 
τεχνική της χηµικής στερέωσης. Αποκαλύφθηκε ότι αρχικά στο 
κυτοκινητικό επίπεδο συσσωρεύονται µεγάλα κυστίδια που µοιάζουν µε 
χυµοτόπια. Στη συνέχεια, στο επίπεδο αυτό αναπτύσσεται µια κυτο-
πλασµατική λωρίδα στην οποία παρατηρούνται ενεργά δικτυοσωµάτια και 
µεµβράνες ενδοπλασµατικού δικτύου. Μικρά κυστίδια αποκόπτονται από 
το ενδοπλασµατικό δίκτυο και ενσωµατώνονται στη cis περιοχή των 
δικτυοσωµατίων, ενώ από trans περιοχή αποκόπτονται σφαιρικά κυστίδια 
και πεπλατυσµένα σακκίδια. Στη συνέχεια, κυστίδια και ιδιόµορφα, λεπτά, 
πεπλατυσµένα σακκίδια, πιθανώς προερχόµενα από δικτυοσωµάτια, δια-
τάσσονται κατά µήκος του επιπέδου διαίρεσης. Η προέλευση των κυστιδίων 
και ιδιαίτερα των σακκιδίων διερευνάται. Παρόµοιες δοµές και ενεργά 
δικτυοσωµάτια έχουν παρατηρηθεί επίσης κοντά σε νεαρά, αναπτυσσόµενα 
κυτταρικά τοιχώµατα. Σύντηξη των παραπάνω κυστιδίων και σακκιδίων, 
χωρίς κάποιο σαφές πρότυπο, οδηγεί στο σχηµατισµό ενός διάτρητου 
µεµβρανώδους διαφράγµατος. Σε αυτό το στάδιο ανάπτυξης εµφανίζονται 
πρόδροµες δοµές που αντιστοιχούν στις πλασµοδέσµες. Μετά την 
ολοκλήρωση της ανάπτυξης του διαφράγµατος σε όλο το επίπεδο 
διαίρεσης, εµφανίζεται η λεπτή γραµµή της έναρξης απόθεσης του 
κυτταρικού τοιχώµατος ανάµεσα στις µεµβράνες.    
 
Το έργο αυτό ενισχύθηκε οικονοµικά από το Υπουργείο Παιδείας και τη Ευρωπαϊκή Ένωση 

(πρόγραµµα Πυθαγόρας Ι) και το ΕΚΠΑ (πρόγραµµα Καποδίστριας). 
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In the present study the formation of the cytokinetic diaphragm in 
filamenttous (Sphacelaria rigidula, Haloptreris sp.) and ribbon-like 
(Dictyota dichotoma) brown algal species. The study was made in serial thin 
sections after cryofixation and freeze-substitution, a technique that reveals 
fine structural details which are not preserved with the conventional 
chemical fixation. It was revealed that initially, large vacuole-like vesicles 
are gathered in the space between the daughter nuclei, along the cytokinetic 
plane. A cytoplasmic strand is then formed at this plane, in which active 
dictyosomes and endoplasmic reticulum (ER) membranes are observed. 
Small vesicles, pinched off from the ER are incorporated in the cis region of 
the dictyosomes, whereas other vesicles and whole cisternae are liberated 
from the trans Golgi region.  Vesicles and particularly thin, flattened 
cisternae, probably of dictyosomal origin, are arranged parallel to the 
cytokinetic plane. The origin of these vesicles and particularly of the 
cisternae is examined. Similar structures have been observed parallel to 
young, developing cell walls. Fusion of these structures without a definite 
pattern leads to the formation of a patch-like diaphragm showing irregular 
gaps. At this developmental stage structures similar to preliminary 
plasmodesmata are formed. After the completion of the diaphragm 
formation, the new cell wall material appears as a thin dark line between the 
two plasma membranes.  
 

This work was financed by grants from the Hellenic Ministry of National Education and 
Religions Affairs and the EU (project ‘‘Pythagoras’’) and the University of Athens (project 

‘‘Kapodistrias’’). 
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ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΚΑΙ ΑΡΧΙΚΟΣ ΑΝΟΣΟΒΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ 
DNA - ΕΜΒΟΛΙΟΥ, ΒΑΣΙΣΜΕΝΟΥ ΣΤΗΝ ΓΛΥΚΟΠΡΩΤΕΪΝΗ Β ΤΟΥ 

ΙΟΥ ΕΡΠΗΤΑ ΑΠΛΟΥ ΤΥΠΟΥ 1 (HSV-1) 
 

Κατσικάρη Α., Αρσενάκης Μ. και Μ. Γιάγκου 
 
Εργαστήριο Γενικής Μικροβιολογίας, Τοµέας Γενετικής, Ανάπτυξης και Μοριακής Βιολογίας, 
Τµήµα Βιολογίας, Σχολή Θετικών Επιστηµών, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης, 

Θεσσαλονίκη 54124. 
 

Στόχος της παρούσης µελέτης είναι η παρασκευή DNA εµβολίου ενάντια 
στον ιό HSV-1. Το συγκεκριµένο εµβόλιο βασίστηκε στον πλασµιδιακό 
φορέα pRc/CMV-HBs(S). Το τµήµα του πλασµιδίου που κωδικοποιεί την 
HB(s)S περιοχή αντικαταστάθηκε από το τµήµα s858 (858bp) του γονιδίου 
της gB του HSV-1. Το τµήµα αυτό κωδικοποιεί 286aa του αµινοτελικού 
άκρου και περιλαµβάνει υδρόφιλες, εξωκυττάριες περιοχές της gB. Ο 
ανασυνδυασµένος φορέας που προέκυψε, ps858, δοκιµάστηκε για την 
αποτελεσµατικότητα έκφρασής του in vitro σε κυτταροκαλλιέργειες 
(ΗΕΚ293Τ), έπειτα από διαµόλυνση, µε τις τεχνικές του western blotting και 
του ανοσοφθορισµού. Η in vivo ικανότητα έκφρασης του ps858 ελέγχθηκε 
µε ενδοµυϊκό εµβολιασµό στον τετρακέφαλο µυ ποντικών της φυλής 
BALB/c και ανοσοϊστοχηµεία. Τέλος, εξετάστηκε η προστασία που παρέχει 
το υποψήφιο DNA εµβόλιο στο µοντέλο ραχιαίας µόλυνσης µε τον ιό HSV-
1, strain S. Τα σηµαντικότερα ευρήµατα από την εφαρµογή των παραπάνω 
µοριακών τεχνικών είναι τα εξής: 1)Το πλασµίδιο ps858 εκφράζεται 
παροδικά επιτυχώς στα ευκαρυωτικά κύτταρα ΗΕΚ293Τ. 2) Το πεπτίδιο της 
gB εντοπίστηκε στο κυτταρόπλασµα των διαµολυσµένων κυττάρων. 3) In 
vivo, η ενδοµυϊκή χορήγηση του ps858 οδηγεί σε έκφραση του πεπτιδίου της 
gB στους µυς. 4) Τα ανοσοποιηµένα ποντίκια διέφυγαν της µόλυνσης σε 
αντίθεση µε τα µη ανοσοποιηµένα της οµάδας ελέγχου. Συµπερασµατικά, 
στα πλαίσια της παρούσης µελέτης επιτεύχθηκε η έκφραση και η 
ενδοκυτταρική παραγωγή τµήµατος της γλυκοπρωτεΐνης B του HSV-1. Σε in 
vitro και in vivo πειράµατα το συγκεκριµένο εµβόλιο επάγει κυτταρο-
µεσολαβητική ανοσία και ανοσοβιολογική µνήµη. 
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We report on the construction of a DNA vaccine against HSV -1. The 
vaccine was based on the plasmid vector pRc/CMV-HBs(S). The HB(s)S 
region of the vector was replaced by the s858 region (858bp) of the gB gene 
of HSV-1. This region codes 286aa of the aminoterminal end and includes 
hydrophilic, extra - cellular regions of gB. The resultant recombinant 
plasmid, ps858, was tested for in vitro expression of the gB sequences in cell 
cultures, after transfection of ΗΕΚ293Τ cells, by western blotting and 
immuno-fluorescence. The in vivo expressing ability of ps858 was checked 
by intramuscular vaccination in the quadricipital muscle of BALB/c mice and 
immuno-histochemistry. Finally, the ability of the candidate DNA vaccine to 
afford protection against HSV-1 infection, was examined in the model of 
epidermal dorsal abrasion infection with HSV-1, strain S. 
The salient results of this study are: 1) Plasmid ps858 is transiently expressed 
successfully in eucaryotic ΗΕΚ293Τ cells. 2) The gB peptide is located in the 
cytoplasm of transfected cells. 3) In vivo, the intramuscular administration of 
ps858 leads to expression in muscles. 4) The immunized mice were protected 
against HSV-1 infection relative to the non-immunized control group. 
In conclusion, in the present study we achieved the expression and the 
intracellular production of a specific region of glycoprotein B of HSV -1. In 
in vitro and in vivo experiments the vaccine provides cell-mediated 
immunity and immunological memory. 
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Η προθυµοσίνη α (προΤα) είναι ένα ισχυρά όξινο πολυπεπτίδιο, που αρχικά 
αποµονώθηκε από το θύµο αδένα, έχει µήκος 109 αµινοξέα και έντονες 
ανοσοενισχυντικές ιδιότητες. Μέχρι σήµερα, η µελέτη της δράσης της 
προΤα έχει επικεντρωθεί στην επαγωγή ανοσολογικών απαντήσεων από τα 
λεµφοκύτταρα, που αποτελούν συστατικά της ειδικής ανοσίας. Στην 
παρούσα µελέτη, εξετάσαµε τη δράση της προΤα στα ουδετερόφιλα, τα 
οποία ανήκουν στο σκέλος της φυσικής ανοσίας. Αναλυτικότερα, 
ουδετερόφιλα αποµονώθηκαν από περιφερικό αίµα υγιών δοτών, µε 
φυγοκέντρηση σε κλίση Ficoll και επακόλουθη λύση των ερυθρών 
αιµοσφαιρίων. Τα ουδετερόφιλα επωάστηκαν τόσο µε την προΤα, όσο και 
µε την προΤα συνεργιστικά µε χαµηλές δόσεις του βακτηριακού πεπτιδίου 
fMLP (formyl Met-Lys-Phe), το οποίο επάγει τις αντιµικροβιακές ιδιότητες 
των ουδετερόφιλων. Παρατηρήσαµε ότι η προΤα αυξάνει κατά περίπου 3 
φορές την ικανότητα φαγοκυττάρωσης σωµατιδίων zymosan  από τα 
ουδετερόφιλα. Όσον αφορά στην ενδοκυτταρική παραγωγή υπεροξειδικού 
ανιόντος (η οποία ελέγχθηκε µέσω της δοκιµασίας αναγωγής του ΝΒΤ), η 
προΤα φάνηκε να επάγει την παραγωγή του κατά περίπου 4 φορές 
περισσότερο σε σχέση µε τον αντίστοιχο µάρτυρα, ενώ σε συνδυασµό µε 
χαµηλή συγκέντρωση fMLP (0,01 µΜ), η αύξηση της παραγωγής του 
δεκαπλασιάστηκε. Συµπερασµατικά, φαίνεται ότι η προΤα αυξάνει την 
αντιµικροβιακή δράση των ουδετερόφιλων. Μελλοντικός στόχος αποτελεί η 
διερεύνηση αντίστοιχης δράσης της προΤα σε ουδετερόφιλα ασθενών µε 
καρκίνο.  
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Prothymosin α (proTα) is a highly acidic polypeptide, initially isolated from 
the thymus gland, consisting of 109 amino acid residues, and presenting 
distinct immunoenhancing properties. So far, proTα research studies have 
focused on the induction of lymphocyte immune responses, i.e., of cells 
belonging to adaptive immunity. In this study, we investigated the effect of 
proTα on neutrophils which are cells of the innate arm of immunity. In more 
detail, neutrophils were isolated from peripheral blood of healthy donors 
over Ficoll gradient and upon subsequent lysis of red blood cells. 
Neutrophils were incubated with either proTα or proTα synergistically with 
low doses of the bacterial peptide fMLP (formyl Met-Lys-Phe), the latter 
known to promote the antimicrobial properties of neutrophils. We observed 
that proTα increases by 3-fold the phagocytosis of zymosan particles by 
neutrophils. As for the intracellular production of super oxide anion (which 
was tested using the NBT reduction test), proTα was shown to augment its 
production by 4-fold compared to the relevant control sample, whereas the 
combination of proTα and low concentration of fMLP (0.01 µM) increased 
super oxide anion release by 10-fold. We conclude that proTα seems to 
enhance the antimicrobial activity of neutrophils. Our future directions refer 
to the investigation of proTα’s effect on neutrophils from patients with 
cancer.   
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Η σταδιακή µείωση της πολλαπλασιαστικής ικανότητας των ανθρώπινων πρωτογενών 
κυττάρων ονοµάζεται αναδιπλασιαστική γήρανση in vitro. Τα γηρασµένα κύτταρα, αν και 
είναι ζωντανά και λειτουργικά, παρουσιάζουν ορισµένα χαρακτηριστικά, που τα 
διαφοροποιούν από τα αντίστοιχα νεαρά κύτταρα. Στα γηρασµένα κύτταρα, το 
πρωτεόσωµα–ο βασικός πρωτεολυτικός µηχανισµός του κυττάρου–έχει δειχθεί ότι 
υπολειτουργεί. Συγκεκριµένα, κατά τη γήρανση µειώνονται τόσο οι ενεργότητες όσο και τα 
επίπεδα έκφρασης των καταλυτικών υποµονάδων του πρωτεοσώµατος, µε συνέπεια τη 
µείωση της λειτουργικότητάς του. Αυτό έχει ως αντίκτυπο τη µειωµένη απόκριση του 
κυττάρου σε διάφορους οξειδωτικούς παράγοντες, καθώς ο δευτερογενής αντιοξειδωτικός 
µηχανισµός του κυττάρου υπολειτουργεί. Εκτός από τους ενδογενείς µηχανισµούς, 
αντιοξειδωτική δράση εµφανίζουν ακόµα διάφορες φυτικές ουσίες. Ορισµένες από αυτές 
δρουν µέσω ενεργοποίησης του µεταγραφικού παράγοντα Νrf2, ο οποίος προσδένεται σε 
αλληλουχίες ARE (Antioxidant Response Element) που υπάρχουν στους υποκινητές 
ορισµένων γονιδίων, συµπεριλαµβανοµένων και ορισµένων υποµονάδων (α και β) του 
πρωτεοσώµατος και ο οποίος είναι υπεύθυνος για την προστασία των κυττάρων έναντι του 
οξειδωτικού στρες από διάφορα χηµικά. Στην παρούσα εργασία, µελετήθηκαν 2 καθαρές 
ουσίες και τα αντίστοιχα εκχυλίσµατα από τα οποία προήλθαν. Τα εκχυλίσµατα αυτά 
προέρχονταν από φυτά της ελληνικής χλωρίδας και συσχετίστηκαν µε το φαινόµενο της 
γήρανσης και τη λειτουργία του πρωτεοσώµατος. Ανθρώπινοι εµβρυϊκοί ινοβλάστες 
(IMR90 και WI38) που καλλιεργήθηκαν παρουσία των εκχυλισµάτων και των καθαρών 
ουσιών παρουσίασαν αύξηση του προσδόκιµου ζωής κατά 15% περίπου. Επίσης εµφάνισαν 
µειωµένα επίπεδα ελευθέρων ριζών οξυγόνου και λιγότερες οξειδωµένες πρωτεΐνες. 
Επίδραση µε την ουσία Α σε πρωτογενείς ινοβλάστες οδήγησε σε αύξηση των ενεργοτήτων 
και των επιπέδων RNA και πρωτεϊνών των καταλυτικών υποµονάδων του πρωτεοσώµατος. 
Η αύξηση στα επίπεδα των υποµονάδων φαίνεται να προάγεται µέσω της δράσης του Νrf2. 
Αντίθετα, η ουσία Β δεν εµφάνισε ανάλογη επίδραση στις υποµονάδες του πρωτεοσώµατος 
σε πρωτογενείς ινοβλάστες. Ωστόσο, η ουσία αυτή βρέθηκε να προκαλεί αύξηση των 
πρωτεοσωµικών ενεργοτήτων σε in vitro συνθήκες, που φαίνεται να σχετίζεται µε την 
τροποποίηση της δοµής των εξωτερικών δακτυλίων των α-υποµονάδων του πρωτεοσώµατος 
κατά αναλογία µε τη δράση άλλων ουσιών που έχει δειχθεί ότι δρουν έτσι. Συµπερασµατικά, 
οι φυσικές ουσίες που µελετήθηκαν καθυστερούν τη γήρανση και οδηγούν σε άµεση ή 
έµµεση ενεργοποίηση του πρωτεοσώµατος. 
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Primary human fibroblasts exhibit a limited proliferative capacity in vitro, a process 
known as replicative senescence. Although senescent cells are viable and fully 
functional, they have several different properties and characteristics as compared to 
their young counterparts. The proteasome, the main proteolytic machinery of the cell, 
does not function properly in senescent cells as compared to young ones. 
Specifically, during replicative senescence we have found a decline of activities 
along with diminished expression levels of β-catalytic subunits. Given the fact that 
proteasome represents a secondary antioxidant mechanism, the diminished 
antioxidant response during replicative senescence is inevitable. However, apart from 
the intrinsic mechanisms, antioxidant properties have been attributed to several 
natural compounds. Some of these compounds act through activation of the Nrf2 
transcription factor that binds to Antioxidant Response Element (ARE) sequences in 
the promoter region of genes involved in the mechanism of protection against 
chemically induced oxidative stress. Some proteasome subunits (α and β) genes 
possess ARE sequences to their promoters. In this study, 2 pure substances and the 
relative extracts were studied. These substances were derived from plants of the 
greek flora in order to find a correlation of their biological activities with replicative 
senescence and proteasome function. Normal human fibroblasts (IMR90 και WI38) 
treated with the extracts and pure substances exhibited an extension of their lifespan 
of approximately 15%. They, also, exhibited lower levels of reactive oxygen species 
and accumulated less oxidized proteins. Treatment of human fibroblasts with 
substance A resulted to an increase in proteasome activities and higher RNA and 
protein expression levels of β-catalytic subunits. This increase was possibly due to 
Nrf2 activation. Substance B didn’t have the same effect on proteasome subunits in 
primary fibroblasts. However, substance B increased proteasome activities in vitro 
by possibly inducing conformational changes to α-gated channels of the proteasome 
similarly to other agents that act in this way. Conclusively, all the extracts and pure 
substances studied delay ageing and lead to direct or indirect activation of the 
proteasome. 
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Η προθυµοσίνη α (προΤα) είναι ένα ισχυρά όξινο πολυπεπτίδιο µήκους 109 
αµινοξέων µε συντηρητική αλληλουχία µεταξύ των θηλαστικών και 
διακριτή ανοσοενισχυτική δράση in vivo και in vitro. Στην παρούσα µελέτη 
διερευνάται η επίδραση της προΤα στις ανοσολογικές απαντήσεις 
λεµφοκυττάρων αποµονωµένων από ασκιτικό υγρό ασθενών µε καρκίνο 
των ωοθηκών. Για το σκοπό αυτό, τα εν λόγω λεµφοκύτταρα επωάστηκαν 
µε προΤα, αλλά και το συνθετικό καρβοξυτελικό της πεπτίδιο (100-109), 
συνεργιστικά µε χαµηλές δόσεις ιντερλευκίνης-2 (20 IU/mL), ώστε να 
εξεταστεί η επαγωγή της κυτταροτοξικότητάς τους. Πιο συγκεκριµένα, η 
κυτταροτοξικότητα των ΝΚ κυττάρων ελέγχθηκε έναντι Κ562 (ευαίσθητα 
σε ΝΚ λύση), ενώ αυτή των CD8+ Τ-λεµφοκυττάρων έναντι αυτόλογων 
καρκινικών κυττάρων-στόχων. Επιπρόσθετα, µε κυτταροµετρία ροής 
προσδιορίστηκε η επίδραση της προΤα στον ανοσοφαινότυπο των 
λεµφοκυττάρων. Στο σύνολό τους, τα µέχρι τώρα πειραµατικά 
αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι η προΤα και το καρβοξυτελικό της 
πεπτίδιο (100-109) ενισχύουν σηµαντικά την ΝΚ κυτταροτοξικότητα των 
λεµφοκυττάρων των υπό µελέτη ασθενών, µέσω της σηµαντικής αύξησης 
του % ποσοστού των ΝΚ και ΝΚΤ κυττάρων. Η µελέτη αυτή παρουσιάζει 
για πρώτη φορά την ανοσοενισχυτική δράση της προΤα σε λεµφοκύτταρα 
ασκιτικού υγρού ασθενών µε καρκίνο των ωοθηκών, στα οποία η αυξηµένη 
ΝΚ κυτταροτοξικότητα, σε συνδυασµό µε την ενδογενή ειδικότητά τους για 
τα καρκινικά κύτταρα στο περιβάλλον του ασκίτη, προτείνει ισχυρά την 
εφαρµογή της προΤα σε κλινικά πρωτόκολλα ανοσοθεραπείας του 
καρκίνου.   
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Prothymosin alpha (ProTα) is a very acidic polypeptide of 109 amino acids, 
which presents a conservative primary structure among mammals and 
exhibits distinct immunoenhancing activity in vivo and in vitro. Herein, we 
investigated the effect of ProTα on the immune responses of lymphocytes 
isolated from the ascitic fluid of patients with ovarian cancer. These 
lymphocytes were incubated with either ProTα or the synthetic carboxy-
terminal peptide of ProTα (100-109) synergistically with low doses of 
interleukin-2 (20 IU/mL) in order to determine their cytotoxicity. The 
cytotoxic effect of NK cells and CD8+ T cells were tested against K562 (an 
NK-sensitive cell line) and autologous tumor targets, respectively. 
Furthermore, using flow cytometry we investigated the effect of ProTα on 
the immunophenotype of these lymphocytes. So far, our data imply the 
potential of ProTα and its carboxy-terminal peptide to enhance NK 
cytotoxicity of lymphocytes deriving from the ascitic fluid of patients with 
ovarian cancer via increasing considerably the % percentage of both NK and 
NKT cells. It should be noted that this is the first report showing the 
immunoenhancing activity of ProTα on lymphocytes isolated from ascitic 
fluids of patients with ovarian cancer. Most importantly, the enhanced NK 
cytotoxicity as well as the endogenous specificity of these lymphocytes for 
autologous cancer cells concomitantly present in the ascitic fluid suggest the 
potential use of ProTα in clinical protocols of cancer immunotherapy. 
 

Funded: EPEAK II, PYTHAGORAS II (TDY 045) 



ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 
ΠΡΑΚΤΙΚΑ 28ου Επιστηµονικού Συνεδρίου, Ιωάννινα, Μάιος 2006 

 

 

149

ΛΙΜΝΟΛΟΓΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΤΕΧΝΗΤΗΣ ΛΙΜΝΗΣ 
ΤΑΥΡΩΠΟΥ (Ν. ΚΑΡ∆ΙΤΣΑΣ) 

 
Καφούρης Σ. και ∆.Β. ∆ανιηλίδης 

 
Τοµέας Οικολογίας και Ταξινοµικής, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθήνας, 

Πανεπιστηµιόπολη Αθήνα 15784 
 

Η λίµνη Ν. Πλαστήρα βρίσκεται στην κεντρική Ελλάδα, 25 km δυτικά  της 
πόλης Καρδίτσας σε υψόµετρο 792 µέτρων.  Πρόκειται για τεχνητή λίµνη 
ηλικίας περίπου 45 ετών τα νερά της οποίας χρησιµοποιούνται για 
οικιστικούς και αρδευτικούς σκοπούς. Μελετήθηκαν τα φυσικά και χηµικά 
χαρακτηριστικά της λίµνης και περιγράφεται η δοµή της κοινωνίας του 
φυτοπλαγκτού στη διάρκεια του χρόνου. Από τα αποτελέσµατα προκύπτει 
ότι πρόκειται για µια θερµή µονοµικτική λίµνη µε έντονη εποχιακή 
διαφοροποίηση ως προς τον χηµισµό και την ποιοτική και ποσοτική 
σύνθεση του φυτοπλαγκτού. Σύγκριση µε δεδοµένα προηγουµένων 
δεκαετιών απέδειξε ότι η λίµνη έχει µια σχετική σταθερότητα ως προς τις 
περιβαλλοντικές συνθήκες ενώ οι ποικίλες δραστηριότητες στην ευρύτερη 
περιοχή (τουρισµός, ιχθυοκαλλιέργειες) δεν φαίνεται να έχουν αλλοιώσει 
σηµαντικά την ποιότητα των υδάτων της.   
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The Tavropos reservoir is located in central Greece, 25 Km west of the town 
of Karditsa at an elevation of 792 meters. The impoundment is 
approximately 45 years old and its water has an extensive agricultural and 
domestic use. The physical and chemical environment as well as the 
structure and dynamics of the phytoplankton community were studied on a 
yearly basis. Results showed that Tavropos reservoir is a warm monomictic 
lake with considerable seasonal fluctuations of physical and chemical 
parameters as well as in the qualitative and quantitative composition of the 
phytoplankton. Comparison to available data from earlier decades shows 
that the various activities (fish farming, touristic development) have not 
altered considerably the water quality up to now.  
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Καχρίλας Σ.1, Λιβαδάς Κ.2, Αλιβιζάτος Γ.2 και Γ. Βουτσινάς1 
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Ο καρκίνος της ουροδόχου κύστης είναι ο συχνότερος καρκίνος του 
ουροποιητικού συστήµατος, αντιπροσωπεύοντας το 4,5% του συνόλου των 
κακοηθειών και το 1.9% των θανάτων από καρκίνο. Η χαµηλή ευαισθησία 
στη χηµειοθεραπεία και τα υψηλά ποσοστά υποτροπής οδηγούν σε φτωχά 
ποσοστά 5-ετούς επιβίωσης και κάνουν ιδιαίτερα σηµαντική τη µελέτη των 
εµπλεκόµενων µοριακών µηχανισµών για τη σωστότερη πρόβλεψη της 
έκβασης της νόσου και την επιλογή της καταλληλότερης θεραπείας. Η 
φωσφατιδυλινοσιτολ-3-κινάση (PI3K) είναι µια λιπιδική κινάση, που 
εµπλέκεται στην καρκινογένεση λόγω του ρυθµιστικού της ρόλου στον 
κυτταρικό πολλαπλασιασµό, την διεισδυτικότητα, την απόπτωση και την 
ανθεκτικότητα στη χηµειοθεραπεία. Η απορύθµιση του µονοπατιού της 
PI3K είναι σηµαντικό και συχνό γεγονός στην καρκινογενετική διαδικασία. 
Στην εργασία αυτή διερευνήθηκε το ενδεχόµενο της ύπαρξης µεταλλάξεων 
στα εξόνια 9 και 20 του γονίδιου PIK3CA, στο οποίο κωδικοποιείται η 
καταλυτική υποµονάδα p110α της PI3K, χρησιµοποιώντας άµεση 
αλληλούχιση. Σε 30 δείγµατα καρκινικού ιστού από διουρηθρική εκτοµή 
όγκου κύστης ή από ριζική κυστεκτοµή βρέθηκε µια µετάλλαξη στο εξόνιο 
9. Ακολούθως, µελετήθηκαν η έκφραση του γονιδίου PIK3CA σε επίπεδο 
mRNA µε τη χρήση RT-PCR. Σε RNA από 20 δείγµατα καρκινικού ιστού 
δεν παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης του PIK3CA, γεγονός που 
σηµαίνει ότι η παρατηρούµενη ενεργοποίηση του µονοπατιού της PI3K/Akt 
στον καρκίνο της ουροδόχου κύστης οφείλεται σε άλλους παράγοντες, όπως 
αυξηµένη ενεργοποίηση της PI3K, απενεργοποίηση του PTEN ή αυξηµένη 
ενεργοποίηση άλλων µορίων ανοδικά ή καθοδικά της PI3K. Η σε βάθος 
κατανόηση της εµπλοκής του µορίου αυτού στους µοριακούς µηχανισµούς 
που ρυθµίζουν την διεισδυτικότητα των όγκων της ουροδόχου κύστης είναι 
καθοριστικής σηµασίας για την έγκυρη πρόγνωση και την έγκαιρη επιλογή 
της σωστότερης θεραπευτικής προσέγγισης. 
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Urinary bladder cancer is the most frequent cancer type of the genitourinary 
system, representing 4.5% of the total number of malignancies and 1.9% of 
cancer deaths. Low sensitivity to chemotherapy and a high percentage of 
recurrence leads to a poor 5-year survival, making the study of the 
implicated molecular mechanisms particularly important for better 
prognosis and choice of the appropriate therapeutic procedure. 
Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) is a lipid kinase, implicated in 
carcinogenesis due to its regulatory role in cell proliferation, invasion, 
apoptosis and resistance to chemotherapy. The deregulation of the PI3K 
pathway is an important and frequent event in the carcinogenic process. In 
this work, we have looked for mutations in exons 9 and 20 of the PIK3CA 
gene, which codes for the catalytic subunit p110α of PI3K, using direct 
sequencing. In 30 tumor tissue samples from transurethral bladder tumor 
resection or after radical cystectomy, one mutation in exon 9 has been 
found. Subsequently, we have studied the expression of PIK3CA at the 
mRNA level, using RT-PCR. In 20 tumor tissue samples we have observed 
no PIK3CA overexpression, which means that the observed activation of the 
PI3K/Akt pathway in bladder cancer is due to other factors, such as 
overactivation of PI3K, inactivation of PTEN or overactivation of other 
molecules upstream or downstream of PI3K. In depth understanding of 
PI3K implication in the molecular mechanisms that regulate the invasion of 
urinary bladder tumors is of major importance for valid prognosis and the 
choice of the appropriate therapy. 
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ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ ∆ΟΜΙΚΩΝ ΠΑΡΑΜΕΤΡΩΝ ΠΡΟΣ∆ΕΣΗΣ ΣΤΟ 
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Οι πρωτεΐνες HU ανήκουν στην οικογένεια των “histone-like” βακτηριακών πρωτεϊνών. 
Πρόκειται για µικρού µοριακού βάρους, οµοδιµερείς, άφθονες, βασικές, θερµοσταθερές, 
συντηρηµένες εξελικτικά πρωτεΐνες µε την ιδιότητα να προσδένονται µη ειδικά στο DNA και 
να προκαλούν κάµψη της νουκλεοτιδικής αλυσίδας, διευκολύνοντας ειδικές αλληλεπιδράσεις 
DNA-πρωτεϊνών. Το µονοµερές µόριο των HU µπορεί να χωριστεί σε τρεις δοµικά και 
λειτουργικά διακριτές περιοχές: την περιοχή πρόσδεσης στο DNA (DBD), το σήµα 
διµερισµού (DS) και την περιοχή HTH µε δοµικά στοιχεία α-έλικας και β-πτυχωτής 
επιφάνειας που αποτελεί το κυρίως σώµα του µορίου. Οι ευρύτεροι στόχοι της εργασίας 
περιλαµβάνουν τη µελέτη της συµµετοχής του κυρίως σώµατος του πρωτεϊνικού µορίου 
(περιοχές ΗΤΗ και DS) στην αλληλεπίδραση µε το DNA και τη θερµοσταθερότητα του 
µορίου. Για το σκοπό αυτό κατασκευάσθηκε µεταλλαγµένη ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη 
HUBst που φέρει έλλειψη της περιοχής DΒD. Αρχικά χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της in 
vitro κατευθυνόµενης  µεταλλαξιγένεσης του γονιδίου hubst µε τη χρήση PCR, µε στόχο την 
αντικατάσταση των αµινοξικών καταλοίπων της HUBst που αποτελούν το προεξέχον 
ευλύγιστο άκρο του µονοµερούς µε τη συνδετική αλληλουχία NGGV. Το µεταλλαγµένο 
γονίδιο που παράχθηκε hubst(∆160-228)(ΩNGGV) και κωδικοποιεί την µεταλλαγµένη 
πρωτεΐνη HUBst(-arms), κλωνοποιήθηκε σε φορέα έκφρασης pET-3a και µετασχηµατίσθηκε 
σε κυτταρική σειρά BLR(DE3)pLysS. Ακολούθησε η επαγωγή της παραγωγής της 
ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης µε την προσθήκη του επαγωγέα IPTG 0,5mM και επώαση 
στους 32οC για 3 ώρες. Για την αποµόνωση και καθαρισµό της πρωτεΐνης από το διαλυτό 
εκχύλισµα των κυττάρων χρησιµοποιήθηκε χρωµατογραφία συγγένειας και κατιοντο-
ανταλλακτική χρωµατογραφία. Η µεταλλαγµένη πρωτεΐνη HUBst(-arms) που κατά-
σκευάσθηκε αποτελεί πολύτιµο εργαλείο στην πορεία µελέτης των θεµάτων που τέθηκαν 
παραπάνω. Τα αποτελέσµατα µας αποδεικνύουν τη δυνατότητα πρόσδεσης της HUBst(-
arms) στο DNA παρά την έλλειψη της περιοχής DBD, αλλά και τον διαφορετικό τρόπο 
αλληλεπίδρασης. Μελλοντικά θα ακολουθήσει πλήρης βιοφυσικός χαρακτηρισµός και 
θερµοδυναµική ανάλυση της ανασυνδυασµένης µεταλλαγµένης πρωτεΐνης. 
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HU proteins belong to the “histone-like” family of bacterial proteins. 
They are small, homodimeric, abundant, basic, thermostable, 
evolutionary conserved proteins, capable of non-specific DNA binding 
and bending, and regulation of gene expression. The monomer of the HU 
molecule can be divided into three structurally and functionally distinct 
domains: the DNA-binding domain (DBD), the dimerization signall (DS) 
and the HTH domain, which is comprised by a-helices and β-sheets, and 
constitutes the main body of the protein. Aim of our study is to determine 
the participation of the main body of the molecule in the thermostability 
and DNA interaction. For this purpose we constructed a recombinant 
HUBst protein carrying a deletion of the DBD domain. Firstly we 
performed in vitro site-directed mutagenesis using PCR of the hubst 
gene, resulting in the substitution of the flexible DNA-binding arm of 
each monomer with the linker sequence NGGV. The produced mutant 
gene hubst(∆160-228)(ΩNGGV) which encodes the mutant protein 
HUBst(-arms), was cloned in the expression vector pET-3a and 
transformed into BLR(DE3)pLysS host cells. Production of the 
recombinant protein was induced after addition of IPTG 0,5mM and 
incubation at 32οC for 3 hours. For the isolation and purification of the 
protein from the soluble bacterial extract we used affinity and cation-
exchange chromatography. The mutant protein can be a valuable tool for 
the investigation of the above issues. Our results prove the DNA-binding 
capability of the HUBst(-arms)  protein despite the absence of the DNA-
binding arms, together with a different mode of interaction. Future plans 
include a complete biophysical characterization and thermodynamic 
analysis of the mutant HUBst protein. 
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ΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΟΥ ΣΤΡΕΣ ΣΕ ΣΚΕΛΕΤΙΚΟΥΣ ΜΥΟΒΛΑΣΤΕΣ 
 

Κεφαλογιάννη Ε., Γαϊτανάκη Κ. και Ι. Μπέης 
 

Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων και Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, ΕΚΠΑ 
 
Ο σκελετικός µυς έχει προσαρµοστεί να αποκρίνεται αποτελεσµατικά στο 
οξειδωτικό στρες, καθώς υφίσταται την αυξηµένη παραγωγή ενεργών 
µορφών οξυγόνου (ROS) κατά την έντονη άσκηση. Παρόλ’ αυτά, το 
οξειδωτικό στρες εµπλέκεται σε διάφορες ασθένειες του µυός. Στην 
εργασία αυτή µελετήθηκε η συµµετοχή των σηµατοδοτικών µονοπατιών 
των MAPKs και του NF-κΒ στην απόκριση των σκελετικών µυοβλαστών 
στο οξειδωτικό στρες και η πιθανή αλληλεπίδραση µεταξύ των παραπάνω 
µονοπατιών. Το H2O2 προκάλεσε ισχυρή ενεργοποίηση των ERKs, των 
JNKs και της p38-MAPK µε χρονο- και δοσο-εξαρτώµενο τρόπο. Η 
ενεργοποίηση των ERKs και των JNKs, αλλά όχι αυτή της p38-MAPK, από 
το H2O2 ήταν εξαρτώµενη από την κινάση Src και, τουλάχιστον µερικώς, 
από τον υποδοχέα του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα (EGFR). Το 
H2O2, επίσης, οδήγησε στη µετατόπιση του NF-κB στον πυρήνα, καθώς και 
στη φωσφορυλίωση (Ser32/36) του ενδογενούς κυτταροπλασµατικού του 
αναστολέα, IκB, χωρίς όµως σηµαντική µείωση στα συνολικά επίπεδα του 
IκB. Επιπρόσθετα, το οξειδωτικό στρες είχε ως αποτέλεσµα την ισχυρή 
φωσφορυλίωση της p65 υποµονάδας του NF-κB στη Ser536 και τη Ser276. 
Η αναστολή των µονοπατιών των MAPKs, µε τη χρήση ειδικών 
αναστολέων, δεν φάνηκε να επηρεάζει τη επαγόµενη από το H2O2 
µετατόπιση του NF-κB στον πυρήνα, ούτε τη φωσφορυλίωση του IκB. 
Αντίθετα, η φωσφορυλίωση της p65 στη σερίνη 276 βρέθηκε ότι εξαρτάται 
από την MSK1, που αποτελεί υπόστρωµα τόσο των ERK όσο και της p38-
MAPK. Συµπερασµατικά, φαίνεται ότι, κατά το οξειδωτικό στρες, η 
πυρηνική µετατόπιση του NF-κB δε σχετίζεται µε την ενεργοποίηση των 
MAPKs, ενώ οι φωσφορυλιώσεις της p65 εξαρτώνται, εν µέρει, από τα 
µονοπάτια των MAPKs, πιθανώς καθορίζοντας την ειδικότητα του 
σήµατος. 

Η έρευνα αυτή χρηµατοδοτήθηκε από τη Γ.Γ.Ε.Τ. (ΠΕΝΕ∆ 01Ε∆5) 
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Skeletal muscle is adapted to respond to oxidative stress since it is 
continuously subjected to an increased production of reactive oxygen 
species (ROS) during intense exercise. However, oxidative stress has been 
associated with various muscle disorders. In this study, we examined 
whether MAPK and NF-κΒ are implicated in the response of skeletal 
myoblasts to oxidative stress and whether there is a cross-talk between these 
pathways. H2O2 induced a strong activation of ERKs, JNKs and p38-MAPK 
in a time- and dose-dependent pattern. ERK and JNK activation by H2O2, 
but not that of p38-MAPK, was mediated by Src kinase and, at least in part, 
by EGFR. H2O2 also stimulated the translocation of NF-κB into the nucleus 
and the phosphorylation (Ser32/36) of its cytoplasmic inhibitor, IκB, 
without, though, a significant decrease in IκB total levels. Moreover, 
oxidative stress induced a strong phosphorylation of NF-κB p65 subunit at 
Ser536 and Ser276. Inhibition of MAPK pathways by selective inhibitors 
did not appear to affect H2O2-induced nuclear translocation of NF-κB, or the 
phosphorylation of IκB. On the other hand, phosphorylation of p65 at 
Ser276 was found to be mediated by MSK1, a substrate of both, ERKs and 
p38-MAPK. In conclusion, it seems that during oxidative stress, NF-κB 
translocation in to the nucleus is most likely not related with the MAPK 
activation, while p65 phosphorylations are in part mediated by MAPKs 
pathways, probably modifying signal specificity. 
 

This study was funded by GSRT (PENED 01ED5) 
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Τα τελευταία χρόνια ένα σηµαντικό κοµµάτι της διεθνούς έρευνας έχει 
προσανατολιστεί στην αντικαρκινική δράση που παρουσιάζουν ορισµένα 
από τα ισοφλαβονοειδή, όπως η νταϊντζεΐνη (DAID), η γενιστεΐνη (GEN) 
και η εκουόλη (EQ).Τα ισοφλαβονοειδή αυτά είναι πολυφαινόλες που 
αποµονώνονται από τη σόγια και χαρακτηρίζονται ως φυτικές ορµόνες. Η 
φαινοξοδιόλη (PXD) είναι ένα συνθετικό ανάλογο της DAID, που επάγει 
απόπτωση σε ορισµένους τύπους καρκινικών κυττάρων in vitro, ενώ η 
θεραπευτική της δράση διερευνάται σε κλινικές δοκιµές φάσης Ι και ΙΙ, σε 
ασθενείς µε χηµειοανθεκτικές µορφές καρκίνου των ωοθηκών. Στη µελέτη 
αυτή διερευνήσαµε την ανοσολογική δράση της PXD in vivo σε ένα 
θεραπευτικό µοντέλο όγκου σε ποντίκια της φυλής Balb/C. Στο 
πρωτόκολλο που εφαρµόσαµε, τα ζώα ενέθηκαν υποδόρια µε 0,5x106 
κύτταρα της συγγενικής σειράς καρκίνου του εντέρου CT26 και 
χωρίστηκαν σε τρεις οµάδες. Στην πρώτη οµάδα χορηγήθηκε φυσιολογικός 
ορός (οµάδα µάρτυρα), στη δεύτερη PXD σε δόση 20 mg/kg βάρους ζώου 
και στην τρίτη PXD σε δόση 10 mg/kg βάρους ζώου. Η ανάπτυξη του 
όγκου και η συνολική επιβίωση των πειραµατοζώων αξιολογήθηκαν για 
συνολικό διάστηµα 50 ηµερών. Από την πιο πάνω µελέτη φάνηκε η 
ικανότητα της PXD να µειώνει in vivo το ρυθµό ανάπτυξης του όγκου και 
να παρατείνει την βιωσιµότητα των πειραµατόζωων. Η δράση της αυτή 
φαίνεται να ασκείται καλύτερα στη συγκέντρωση των 10 mg/kg ποντικού. 
Συµπερασµατικά η PXD φαίνεται να δρα θεραπευτικά σε in vivo µοντέλα 
όγκου ποντικών, ενώ µελλοντικό µας στόχο αποτελεί η εφαρµογή του πιο 
πάνω πρωτοκόλλου, θεραπευτικά και προστατευτικά σε διάφορα µοντέλα 
καρκίνου. 
 

Χρηµατοδότηση από τη Γενική Γραµµατεία Έρευνας και Τεχνολογίας 
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PRELIMINARY IN VIVO IMMUNOLOGICAL STUDY OF 
PHENOXODIOL 

 
Kitromelidou C.1, Georgaki S.1, Constantinou Α.2, Husband Α.3, 

Τsitsilonis Ο.Ε.1 
 

1Department of Animal & Human Physiology, Faculty of Biology, University of Athens, 
2Department of Biological Sciences, University of Cyprus, Cyprus, 3Novogen Limited, 140 

Wicks Road, North Ryde, 2113, NSW 2113, Australia 
 

Recently, several international research studies have focused on the 
anticancer properties of isoflavones, particularly of daidzein (DAID), 
genistein (GEN) and equol (EQ). These isoflavones are polyphenols isolated 
from soybeans and are refered to as plant hormones. Phenoxodiol (PXD) is 
a synthetic analogue of DAID, known to induce apoptosis in cancer cells of 
various types in vitro, and its therapeutic efficacy currently being tested in 
phase I and II clinical trials in patients with chemoresistant ovarian tumors. 
In this study; we investigated the immunological action of PXD in vivo, in a 
therapeutic animal tumor model in Balb/C mice. According to our protocol, 
the experimental animals were subcutaneously inoculated with 0,5x106 
CT26 syngeneic colon cancer cells and were devided into three groups. The 
first group (control group) was injected therapeutically with normal saline, 
the second group, was administered PXD at 20 mg/kg of animal weight and 
the third group PXD at 10 mg/kg of animal weight. All animals were 
evaluated over a period of 50 days for tumor growth and overall survival. 
According to our results, PXD can suppress tumor growth and prolong the 
survival of cancer-bearing mice in vivo. This activity is best exerted at the 
concentration of 10 mg/kg of animal weight. In conclusion, PXD acts 
therapeutically in in vivo murine tumor models. In the near future we intend 
to apply similar in vivo protocols both protectively and therapeutically, in 
various cancer models. 
 

Funded by General Secretariat of Research and Technology 
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ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΡΟΛΟΥ ΤΩΝ ∆ΥΟ COUP-TF  ΙΣΟΜΟΡΦΩΝ ΣΤΗΝ 
ΕΜΒΡΥΪΚΗ ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΤΟΥ ΑΧΙΝΟΥ 

 
Κοζάου Ζ., Κουµή Κ., Νταή Αικ. και Κ.Ν. Φλυτζάνης 

 
Τµήµα Bιολογίας, Πανεπιστήµιο Πατρών 

 
Οι COUP-TFs, είναι µεταγραφικοί παράγοντες τηs οικογένειας των 
ορφανών πυρηνικών υποδοχέων που εµφανίζονται συντηρηµένοι σε όλα τα 
µετάζωα και  εκφράζονται κατά προτίµηση στο νευρικό σύστηµα. Εκτός 
της συντηρηµένης αλληλουχίας τους επίσης συντηρηµένες είναι οι θέσεις 
των εσωνίων τους στους διάφορους οργανισµούς, ενώ δεν έχει παρατηρηθεί 
εναλλακτικό µάτισµα. Σε τρία διαφορετικά είδη αχινού όµως, 
παρατηρήσαµε δύο µετάγραφα αποτέλεσµα εναλλακτικού µατίσµατος ενός 
µικρού εξωνίου 63 bp. Τα δύο mRNAs παράγουν δύο πρωτεΐνες, η 
µεγαλύτερη εκ των οποίων περιέχει 21 επιπρόσθετα  αµινοξέα στην 
καρβοξυτελική επέκταση της περιοχής πρόσδεσης στο DNA (DBD). Για να 
εξακριβωθούν τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά πρόσδεσης στο DNA, που 
πιθανώς να προσδίδονται από µια τέτοια αλλαγή, πραγµατοποιήθηκε 
κλωνοποίηση των δύο cDNAs που κωδικοποιούν  τις δύο πρωτεΐνες. 
Κατόπιν παράχθηκαν RNAs in vitro στα οποία έγινε µετάφραση σε δύο 
διαφορετικά in vitro συστήµατα. Οι προκύπτουσες πρωτεΐνες 
χρησιµοποιήθηκαν σε EMSAs (electrophoretic mobility shift assay) µε το 
C1R στοιχείο απόκρισης του COUP-TF. Παράλληλα, και προκειµένου να 
γίνει αναγνώριση των δύο πρωτεϊνών in vivo και in vitro, κατασκευάστηκε 
ένα νέο αντίσωµα ειδικό για το πεπτίδιο των 21 αµινοξέων. Το ειδικό αυτό 
αντίσωµα αξιοποιήθηκε  σε πειράµατα ανάλυσης πρωτεϊνών (Western 
blots),  όπου και διαπιστώθηκε η σταθερή παρουσία µιας πρωτεΐνης 25kDa, 
σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια των αχινών P.lividus και S.granularis. Για 
µια διεξοδικότερη ανάλυση της πρωτεΐνης αυτής επιδιώχθηκε 
ανοσοκατακρήµνισή της από έµβρυα αχινού και κατόπιν πρωτεοµική 
ανάλυσή της. Με τη χρήση του ειδικού αντισώµατος  σε πειράµατα 
ανοσοφθορισµού επιδιώκεται, τέλος, η εύρεση ενδεχόµενης τοπολογικής  
διαφοροποίησης ή όχι, στην έκφραση των δύο πρωτεϊνών, για τα διάφορα 
αναπτυξιακά στάδια του αχινού που θα προσδώσει µια επιπλέον 
πληροφορία στην προσπάθειά µας να προσεγγίσουµε τον πιθανό ρόλο των 
δύο ισοµορφών.       
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STUDY OF TWO COUP-TF ISOFORMS DURING EMBRYONIC 
DEVELOPMENT OF THE SEA URCHIN  
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COUP-TFs are transcription factors members of the orphan nuclear 
receptors, showing extensive conservation within all metazoans and 
expression preference in the developing nervous system. In addition to 
their sequence conservation, the positions of intron-exon boundaries in the 
COUP-TF genes are also conserved and alternative splicing has not been 
previously reported. In three different sea urchin species though, we 
observed two COUP-TF embryonic transcripts the result of an alternative 
spliced 63bp small exon. The translation products of these two mRNAs 
should be two proteins differing by 21 amino acids, since the additional 
exon is inserted in frame with the rest of the amino acid sequence. The 
insertion takes place in the c-terminal extension of the DNA binding 
domain of the protein. We set out to determine if this insertion alters the 
DNA binding characteristics of the transcription factor. Thus, we cloned 
the entire coding regions of the two cDNAs following RT-PCR and 
produced the two mRNAs in vitro. The two proteins were also produced in 
vitro using rabbit reticulocyte and wheat germ extracts and used in EMSA 
experiments with the response element CIR (a DR2 COUP-TF binding 
site). To identify the two proteins in vitro and in vivo, in addition to the 
previously characterized COUP-TF antibodies, we produced a new 
antibody specific for the 21 aa peptide (Ab Z). Western analysis with the 
AbZ shows the presence of a 25kDa protein (considerably smaller than the 
sea urchin COUP-TF) in all embryonic stages of the sea urchins P.lividus 
and S.granularis. The identity of this protein is tested using proteomic 
analysis, after immunoprecipitation assays with the specific antibodies. We 
are also studying the in vivo embryonic distribution and subcellular 
localization of the 25kDa protein using immunofluorescence experiments 
with the sea urchin embryos from different stages.   
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Η ΦΩΣΦΟΛΙΠΑΣΗ D ΣΥΜΜΕΤΕΧΕΙ ΣΤΟ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟ 
ΡΥΘΜΙΣΗΣ ΤΟΥ ΟΓΚΟΥ ΤΟΥ ΠΡΩΤΟΠΛΑΣΤΗ ΠΛΑΣΜΟ-

ΛΥΜΕΝΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΤΗΣ ΡΙΖΑΣ ΤΟΥ ΦΥΤΟΥ  
Triticum turgidum 

 
Κόµης Γ.1, Quader H.2, Γαλάτης Β.1, Αποστολάκος Π.1 

 
1Τµήµα Βιολογίας, Τοµέας Βοτανικής, ΕΚΠΑ, Αθήνα. 2Biocenter Klein Flottbek, D-22609 

Hamburg, Germany 
 

Τα πλασµολυµένα κύτταρα της ρίζας του φυτού Triticum turgidum έχουν 
αναπτύξει µηχανισµούς ογκορρύθµισης, βασικά στοιχεία των οποίων είναι 
συστήµατα µακροσωληνίσκων σωληνίνης (Plant Cell Physiol 8, 911-922, 
2002) και η συσσώρευση µιας φωσφορυλιωµένης MAPK (phospho-p46 
MAPK, FEBS Lett 573, 168-174, 2004). Επίσης είναι γνωστό ότι η 
υπερωσµωτική καταπόνηση ενεργοποιεί το ένζυµο φωσφολιπάση D (PLD), 
που επάγει τη σύνθεση φωσφατιδικού οξέος (PA). Στην εργασία αυτή 
διερευνάται εάν το σύστηµα PLD/PA συµµετέχει στον παραπάνω 
µηχανισµό ογκορρύθµισης, µελετώντας τις επιπτώσεις στα πλασµολυµένα 
κύτταρα της επίδρασης των ουσιών βουτανόλη-1 και Ν-ακυλαιθανολαµίνη 
(ΝΑΕ). Η πρώτη τροποποιεί, ενώ η δεύτερη αναστέλλει τη δραστηριότητα 
της PLD αναστέλλοντας τη σύνθεση PA. Βρέθηκε ότι τα µειωµένα επίπεδα 
PA στις πλασµολυµένες ρίζες προκαλούν: α) µείωση του όγκου των 
πλασµολυµένων πρωτοπλαστών, β) ανάσχεση της δηµιουργίας 
µακροσωληνίσκων, γ) ανάσχεση της συσσώρευσης της phospho-p46 
MAPK και δ) εκδήλωση νεκρωτικών φαινοµένων. Τα παραπάνω δεδοµένα 
υποστηρίζουν ότι το σύστηµα PLD/PA συµµετέχει στο µηχανισµό 
µεταγωγής του υπερωσµωτικού ερεθίσµατος εµπλεκόµενο στη διαδικασία 
φωσφορυλίωσης της p46 MAPK, η οποία επάγει τη δηµιουργία 
µακροσωληνίσκων και την ενεργοποίηση του µηχανισµού ογκορρύθµισης. 
Η άποψη αυτή ενισχύεται από το γεγονός ότι εξωγενώς παρεχόµενο PA 
εξουδετερώνει σε µεγάλο βαθµό τις επιπτώσεις της βουτανόλης-1 και της 
ΝΑΕ στα πλασµολυµένα κύτταρα. 
 
Το έργο αυτό ενισχύθηκε οικονοµικά από: το ΙΚΥ και την DAAD (πρόγραµµα IKYDA 2002), 
το Υπουργείο Παιδείας και την Ευρωπαϊκή Ένωση (πρόγραµµα Πυθαγόρας Ι) και το ΕΚΠΑ 

(πρόγραµµα Καποδίστριας). 
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INVOLVEMENT OF PHOSPHOLIPASE D IN PROTOPLAST 
VOLUME REGULATION OF PLASMOLYZED CELLS OF 

Triticum turgidum 
 

Komis G.1, Quader H.2, Galatis B.1, Apostolakos P.1 
 

1 Department of Botany, Faculty of Biology, National & Kapodistrian University of Athens, 
Panepistimiopolis, Athens, 157 81 Greece 

2Biocenter Klein Flottbek, University of Hamburg, D-22609 Hamburg, Germany 
 

The probable involvement of phospholipase D (PLD)/phosphatidic acid 
(PA) signalling in the hyperosmotic stress response of Triticum turgidum 
root cells was investigated by examining the effects of butanol-1, N-
acylethanolamine (NAE) and PA, on the hyperosmotic response, the 
organization of the tubulin cytoskeleton and the accumulation of a 
phosphorylated p38-like MAP kinase (phospho-p46) in plasmolyzed root 
cells. The effects of all the treatments were assessed by DIC microscopy of 
living cells, tubulin immunofluorescence, conventional TEM, tubulin 
immunogold localization, protoplast volume measurements and western blot 
analysis. Butanol-1 and NAE, compromised the viability of plasmolyzed 
cells, induced a marked reduction in the plasmolyzed protoplast volume, 
inhibited the hyperosmotically-induced tubulin macrotubule formation and 
the accumulation of phospho-p46. Exogenous PA reinforced the 
hyperosmotic response of T. turgidum root cells and positively affected 
tubulin macrotubule formation. Additionally PA alleviated the butanol-1 
induced defects in plasmolyzed cells. The data combined, suggest that PLD-
mediated PA synthesis occurs upstream of the accumulation of phospho-p46 
to regulate the hyperosmotically-induced macrotubule formation in 
plasmolyzed T. turgidum root cells. 
 
This work was financed by grants from the State Scholarship Foundation of Greece and the 

DAAD (project ‘‘IKYDA-2002’’), the Hellenic Ministry of National Education and 
Religions Affairs and the EU (project ‘‘Pythagoras’’) and the University of Athens (project 

‘‘Kapodistrias’’). 
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ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΕΥΑΙΣΘΗΤΩΝ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΒΙΟ-∆ΕΙΚΤΩΝ 
ΓΙΑ ΤΗΝ ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΤΗΣ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΗΣ 
∆ΕΥΤΕΡΟΒΑΘΜΙΑΣ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑΣ ΑΣΤΙΚΩΝ ΛΥΜΑΤΩΝ 

 
Κοντάνα Α.1, Παπαδηµητρίου Χ.2, Σαµαράς Π.3 και M. Γιάγκου1 

 
1Τοµέας Γενετ., Ανάπ. και Μορ. Βιολ., Τµήµα Βιολογίας, ΑΠΘ 

2Εργ. Περιβαλ. και Ενερ. ∆ιεργ., Τεχνολογικό Πάρκο-Θεσσαλονίκη 
3Τµήµα Τεχνολογίας Αντιρύπανσης ΤΕΙ ∆υτικής Μακεδονίας 

 
Η βιοπαρακολούθηση της απόδοσης του βιολογικού καθαρισµού αστικών 
λυµάτων µε τη χρησιµοποίηση ανώτερων οργανισµών είναι ελάχιστα 
µελετηµένη. Οι ανώτεροι οργανισµοί διαθέτουν µηχανισµούς άµυνας που 
έχουν ως στόχο την επαναφορά του οργανισµού στην αρχική οµοιόσταση. 
Οι πρωτεΐνες οξείας φάσης (APPs) και οι θερµοεπαγώµενες πρωτεΐνες 
(HSPs) είναι τα προϊόντα δύο ξεχωριστών οικογενειών γονιδίων stress που 
επάγονται ως απόκριση σε διάφορα φυσικά ή χηµικά περιβαλλοντικά 
ερεθίσµατα. Τα επίπεδα των APPs α1-όξινη γλυκοπρωτεΐνη (AGP)  και C-
Αντιδρώσα πρωτεΐνη (CRP) καθώς και της αρνητικής-APP αλβουµίνη, 
βρέθηκαν αυξηµένα στον ορό αρουραίων που έπιναν νερό εκροής.. 
Αντίθετα, τα επίπεδα της APP α1-αντιτρυψίνη (ΑΤ) στον ορό των 
παραπάνω αρουραίων ήταν σταθερά. Το νερό που προερχόταν από τις 
Εγκαταστάσεις Επεξεργασίας Λυµάτων της ΕΥΑΘ (Σίνδος-Μηχανιώνα) 
είχε φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά που βρισκόταν µέσα στα επιτρεπτά 
όρια. Επίσης, στο εκχύλισµα λευκοκυττάρων του αίµατος των παραπάνω 
αρουραίων υπάρχουν αυξηµένα επίπεδα της γλυκοσυλιωµένης AGP (50 
KDa), ενώ δε  µεταβάλλονται τα επίπεδα της θερµοεπαγώµενης πρωτεΐνης 
70 (Hsp 70). Η κροκίδωση του νερού εκροής µε άνυδρο τριχλωριούχο 
σίδηρο προκαλεί σηµαντική µείωση στα αυξηµένα επίπεδα των APPs στον 
ορό και τα κυτταρικά εκχυλίσµατα. Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν 
ότι η AGP, η CRP και πιθανά η αλβουµίνη θα µπορούσαν να 
χρησιµοποιηθούν ως ευαίσθητοι βιοδείκτες για την αξιολόγηση της 
ποιότητας ανακτηµένων λυµάτων. Επίσης, φαίνεται ότι ένα επιπλέον στάδιο 
επεξεργασίας των αστικών λυµάτων, µε  κροκίδωση, θα µπορούσε να 
βελτιώσει αισθητά την αποτελεσµατικότητα του βιολογικού καθαρισµού.   
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DETERMINATION OF MOLECULAR BIOMARKERS TO 
EVALUATE THE EFFECTIVENESS OF DOMESTIC 

WASTEWATER TREATMENT 
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2Chem. Proc. Eng. Res. Inst., Centre Res. & Technology-Thessaloniki 

3Sch. Technology, TEI West Macedonia 
 

In response to several physical or chemical stress stimuli eukaryotes possess 
natural defence mechanisms by which restorative processes are initiated. 
Acute phase protein genes belong to a distinct family of genes that responds 
to inflammatory agents, infections, heavy metals and heat shock. Several 
stress proteins have been suggested as biomarkers for biomonotoring 
domestic wastewater plant outflow. In this study we determined the levels 
of the α1-acid glycoprotein (AGP), α1-antitrypsin (AT), C Reactive Protein 
(CRP) and Albumin (ALB) in the serum of rats that were drinking 
secondary treated domestic wastewater.  Our data showed increase of AGP, 
CRP and ALB while AT levels were unaffected. Additionally, intracellular 
AGP levels, isolated from blood leucocytes, were increased significantly, 
while Hsp 70 levels remained unaffected. Furthermore, ferric chloride 
coagulation of secondary treated wastewater resulted in significant 
reduction of serum and intracellular AGP levels. The above data indicate 
that AGP, CRP and ALB may serve as sensitive molecular biomarkers to 
evaluate the effectiveness of wastewater treatment.   
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Ο ΠΙΘΑΝΟΣ ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ HSP70 ΣΤΟΥΣ ΠΥΡΗΝΙΣΚΟΥΣ: ΜΙΑ 
ΝΕΑ ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΜΕΛΕΤΗΣ ΤΗΣ ΠΥΡΗΝΙΚΗΣ ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ 
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Ιατρική Σχολή Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων. 

 
Για πολλά χρόνια δεν ήταν ξεκάθαρος ο ρόλος της µετακίνησης της Hsp70 
(πρωτεΐνη θερµικού σοκ 70) στους πυρηνίσκους κατά την διάρκεια έκθεσης 
των κυττάρων σε στρες.  Στην παρούσα εργασία, προτείνουµε ότι η Hsp70 
µεταναστεύει στον πυρήνα και στους πυρηνίσκους µε σκοπό την προστασία 
του πυρηνικού DNA και του πυρηνισκικού rDNA (ριβοσωµικό DNA)  από 
τα σπασίµατα. Για να εξετάσουµε αυτήν την υπόθεση τροποποιήσαµε δύο 
µεθόδους, µία για την αποµόνωση πυρηνίσκων και µία δεύτερη για την 
ανίχνευση σπασιµάτων των πυρηνισκικών rDNAs. Χρησιµοποιώντας αυτήν 
την µεθοδολογία καταφέραµε να µελετήσουµε τις διαφορές στα σπασίµατα 
του πυρηνισκικού DNA (rDNA) κάτω από φυσιολογικές ή στρες συνθήκες. 
Συγκεκριµένα, το πυρηνισκικό “comet assay” (NCA: Nucleolar Comet 
Assay)  φανέρωσε ότι το rDNA υφίσταται σπασίµατα, πιθανόν κατά 
προτεραιότητα συγκρινόµενο µε αυτό του πυρηνικού DNA, κατά την 
διάρκεια έκθεσης των κυττάρων σε υψηλή θερµοκρασία ή GO (Glucose 
Oxidase). Επιπλέον, αποδείξαµε ότι η συσσώρευση της Hsp70 στους 
πυρηνίσκους κατά την διάρκεια του στρες είναι απαραίτητη και έχει σαν 
στόχο την ακεραιότητα του rDNA. Η απουσία της Hsp70 στα HeLa 
κύτταρα, µέσω γονιδιακής αποσιώπησης µε siRNA (Hsp70-knockdown), 
έδειξε τον σηµαντικό ρόλο της Hsp70 στην προστασία του rDNA. Ετσι, 
HeLa-siRNA-Hsp70 κύτταρα (-Hsp70) ήταν πολύ ευαίσθητα σε επίδραση 
υψηλής θερµοκρασίας ή GO και τα DNA-σπασίµατα ήταν αυξηµένα 
συγκρινόµενα µε αυτά των µαρτύρων HeLa κυττάρων. Λαµβάνοντας 
υπόψη όλα τα παραπάνω, µπορούµε να υποθέσουµε ότι τα σπασίµατα του 
rDNA συνιστούν ένα νέο στάδιο, σε αυτό που αποκαλούµε πυρηνική 
απόπτωση, τα οποία και πιθανόν να είναι η αιτία για την Hsp70 
πυρηνισκική µεταφορά, κατά την διάρκεια των αποπτωτικών στρες. 
 
Αυτή η ερευνητική πρόταση συγχρηµατοδοτήθηκε από την Ευρωπαϊκή Ενωση/Ελληνικό 
Υπουργείο Παιδείας/Ηeraklitos Κωδικός υποέργου: #1784#. Επίσης, αυτή η πρόταση 
χρηµατοδοτήθηκε µερικώς µε πρόγραµµα από το Εµπειρίκιο Ιδρυµα (11-7-2000). 
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THE POSSIBLE ROLE OF HSP70 IN NUCLEOLUS: A NEW 
METHOD FOR STUDYING NUCLEAR APOPTOSIS 

 
Kotoglou P.1, Vezyraki P.3, Doulias P-T.2, Galaris D.2, Bozidis P.1, 

Tzavaras T.1, and C. Angelidis1 
 

1Laboratory of General Biology, 2Laboratory of Biological Chemistry 
3Laboratory of Physiology, University of Ioannina, Medical School, Ioannina 45110 

 
For many years it was not clear the target of hsp70 translocation to the 
nucleoli during cells’ stress exposure. In this report, we propose that hsp70 
translocates to the nucleus and to nucleoli in order to protect the nuclear 
DNA and the nucleolar rDNA (ribosomal DNA) from the breaks. To 
examine this hypothesis, we modified two methods, one for nucleoli 
isolation and a second one for rDNA breaks identification. Using this 
methodology we managed to study the differences in rDNA-breaks under 
control or stress condition. Concretively, the “Nucleolus’s Comet Assay” 
(NCA) revealed that rDNA undergoes DNA-breaks, possible on priority 
compared to that of nuclear DNA, during exposure of cells to heat or GO 
(Glucose Oxidase) treatment. Furthermore, we demonstrated that the hsp70 
accumulation in the nucleoli during stress is indispensable in order to have 
less breaks in the rDNA. The hsp70 absence in HeLa cells, via hsp70 gene 
silencing (knockdown) indicated the essential role of hsp70 in rDNA 
protection. Therefore, HeLa-siRNA-hsp70 cells (-hsp70) were very 
sensitive in both heat or GO treatment and their rDNA breaks were 
increased comparing to that of control HeLa cells. Taking all together, we 
suggested that rDNA strand breaks constitute a new step in what we usually 
name as nuclear apoptosis, which is maybe the reason for hsp70 nucleoli 
translocation during apoptotic stresses.  
 

This research was co-funded by the European Union in the framework of the program 
“Heraklitos” of the “Operational Program for Education and Initial Vocational Training” 
of the 3rd Community Support Framework of the Hellenic Ministry of Education, funded by 

25% from national sources and by 75% from the European Social Fund (ESF). Code 
No#1784#. 

Also, this work was partial supported by grant from Empeirikio Institution (11-7-2000). 
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ΣΥΝΘΕΣΗ ΚΑΙ ΒΙΟΛΟΓΙΚΗ ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΕΝΟΣ 
3-ΠΟΛΥΑΜΙΝΙΚΟΥ ΠΑΡΑΓΩΓΟΥ ΤΗΣ ΧΛΩΡΑΜΦΑΙΝΙΚΟΛΗΣ 

 
Κούβελα Α.X.1, Γκαρνέλης Θ.2, Παπαϊωάννου ∆.2 και ∆.Λ. Καλπαξής1 

 
1Εργαστήριο Βιολογικής Χηµείας, Τµήµα Ιατρικής, Παν/µιο Πατρών 
2Εργαστήριο Οργανικής Χηµείας, Τµήµα Χηµείας, Παν/µιο Πατρών 

 
Η χλωραµφαινικόλη (CAM) αναστέλλει την πρωτεϊνική σύνθεση στους 
προκαρυωτικούς οργανισµούς, αλληλεπιδρώντας µε τη µεγάλη ριβοσω-
µατική υποµονάδα. Προηγούµενη µελέτη στο εργαστήριό µας έχει δείξει ότι 
η σπερµίνη (SPM), δεσµευόµενη πλησίον της θέσης πρόσδεσης της CAM, 
διευκολύνει την αλληλεπίδραση αυτού του αντιβιοτικού µε το ριβόσωµα, 
πιθανώς δρώντας απ’ ευθείας ή µεταβάλλοντας την τοπική δια-µόρφωση 
του ριβοσώµατος. Μεταξύ των µορίων της SPM που εµπλέ-κονται σ’ αυτή 
την αλληλεπίδραση, εκείνο που προσδένεται στη θέση U2506 του 23S 
rRNA βρέθηκε να παίζει κεντρικό ρόλο, µε το να διαµε-σολαβεί στη 
σύνδεση της θέσης U2506 µε τη 3-ΟΗ οµάδα της CAM. Οι παρατηρήσεις 
αυτές µας ώθησαν να συνθέσουµε ένα ανάλογο της CAM που είχε 
οµοιοπολικά συνδεδεµένο στη θέση 3 ένα µόριο SPM και να ελέγξουµε την 
ικανότητά του να αναστέλλει την πρωτεϊνική σύνθεση και ανάπτυξη 
κυττάρων της Εscherichia coli. Η δραστικότητα του αναλόγου CAM-SPM, 
ως αναστολέα της πρωτεϊνικής σύνθεσης, ελέγχθηκε σε in vitro σύστηµα 
της Ε. coli. Η εισαγωγή της SPM στο µόριο της CAM δεν µετέβαλε το τύπο 
της αναστολής. ∆ηλ. το ανάλογο CAM-SPM βρέθηκε να αλληλεπιδρά µε το 
ριβόσωµα µέσω µηχανισµού δύο σταδίων, συµπεριφερόµενο ως 
αναστολέας βραδείας δεσµεύσεως. Ωστόσο, η ανασταλτική του δράση 
βρέθηκε σχετικά ελαττωµένη, συγκρινόµενη µε εκείνη της CAM (Ki = 5,6 
µΜ έναντι 3,1 µΜ). In vivo πειράµατα απεκάλυψαν ότι η τιµή MIC της 
CAM ήταν 8 µg/ml, ενώ η τιµή MIC του αναλόγου CAM-SPM ήταν 
σηµαντικά υψηλότερη, ίση µε 300 µg/ml. Επειδή φαινόµενα στερεοχηµικής 
παρεµπόδισης δεν φαίνεται να επηρεάζουν σηµαντικά τη συγγένεια του 
ριβοσώµατος για το αντιβιοτικό, µπορούµε να συµπεράνουµε ότι η 
περιορισµένη αντιβακτηριακή δραστικότητα του αναλόγου οφείλεται 
µάλλον σε ελαττωση της ικανότητας για ενδοκυττάρωση, πιθανώς 
προκαλούµενη από το αυξηµένο µέγεθος του αναλόγου και την εισαγωγή 
µιας πολικής οµάδας.   
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SYNTHESIS AND BIOLOGICAL POTENCY OF A 3-POLYAMINE 
TETHERED DERIVATIVE OF CHLORAMPHENICOL 

 
Kouvela E.C.1, Garnelis T.2, Papaioannou D.2, and D.L. Kalpaxis1 

 
1Laboratory of Biochemistry, School of Medicine, University of Patras 

2 Laboratory of Organic Chemistry, School of Chemistry, University of Patras 
 
Chloramphenicol (CAM) inhibits protein synthesis in prokaryotes, 
interacting with the large ribosomal subunit. Previous work in our 
laboratory has demonstrated that spermine bound at the vicinity of CAM 
binding pocket facilitates the interaction of CAM with ribosomes, either 
directly or by changing the local conformation of ribosomes. Among the 
spermine molecules implicated in this interaction, one anchoring at U2506 
of 23S rRNA was realized to possess central role by bridging this position 
with the 3-OH group of CAM. These observations prompted us to 
synthesize an analogue of CAM harboring one spermine (SPM) unit 
covalently linked to its 3-OH position and to test its ability to inhibit protein 
synthesis and growth of Escherichia coli cells. Activity of the CAM-SPM 
conjugate as protein synthesis inhibitor was tested in an E. coli cell-free 
system in which a peptide bond is formed between puromycin and AcPhe-
tRNA bound at the P-site of poly(U)-programmed ribosomes. The insertion 
of spermine in the CAM molecule did not alter the type of inhibition; CAM-
SPM was found again to interact with ribosomes via a two-step mechanism, 
behaving as a slow binding inhibitor of peptide bond formation. 
Nevertheless, the inhibitory activity of CAM-SPM was found somewhat 
reduced, compared to that of CAM (Ki = 5.6 µΜ vs 3.1 µΜ). In vivo 
experiments revealed that the minimal inhibitory concentration (MIC) of 
CAM was 8 µg/ml, whereas the MIC of CAM-SPM was significantly 
higher, that is 300 µg/ml. Since steric effects do not appear to play a 
substantial role in the ribosome affinity for CAM-SPM, we can conclude 
that the reduced antibacterial activity of CAM-SPM may be attributed to its 
decreased uptake by the cells, possibly due to the increased molecular 
weight and basicity of the analogue. 
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ΑΝΘΙΣΤΑΜΕΝΟ ΣΤΗΝ 1,8-ΚΙΝΕΟΛΗ ΣΤΕΛΕΧΟΣ Ε.coli 
 

Κουρτζέλης Ι. και Α. Σιβροπούλου 
 

Εργαστήριο Γ. Μικροβιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο, 54124 
Θεσσαλονίκη 

 
Η 1,8-κινεόλη, ένα µονοτερπένιο, είναι το κύριο συστατικό πολλών 
αιθερίων ελαίων (Eucalyptus ssp, Salvia fructicosa κ.α.). Προηγούµενες 
µελέτες µας έδειξαν ότι η 1,8-κινεόλη εµφανίζει  αντιµικροβιακή δράση 
ενάντια σε Gram θετικά και Gram αρνητικά βακτήρια. Σε µια προσπάθεια 
προσέγγισης του µηχανισµού αντιµικροβιακής δράσης της ένωσης αυτής, 
αποµονώθηκε µετά από διαδοχικούς κύκλους επιλογής στην παρουσία της 
1,8-κινεόλης, το ανθιστάµενο στέλεχος E.coli 8879A το οποίο ήταν λιγότερο 
ευαίσθητο στην 1,8-κινεόλη από ότι το πατρικό στέλεχος Ε.coli 8879. 
Σύγκριση της κινητικής ανάπτυξης των δύο στελεχών στην απουσία ή 
παρουσία της 1,8-κινεόλης σε αραίωση 1/500, έδειξε τα ακόλουθα: (α) η 
παρουσία της 1,8-κινεόλης οδήγησε σε σηµαντική αύξηση του βακτηριακού 
πληθυσµού του ανθιστάµενου στελέχους E.coli 8879A συγκριτικά µε την 
ανάπτυξη του στην απουσία της ένωσης και (β) στην απουσία της 1,8-
κινεόλης η κινητική ανάπτυξης των δύο στελεχών ήταν σχεδόν ισοδύναµες, 
ενώ η παρουσία της 1,8-κινεόλης προκάλεσε σχεδόν πλήρη αναστολή της 
ανάπτυξης του πατρικού στελέχους. Σύγκριση του πολυπεπτιδικού 
προτύπου των δύο στελεχών έδειξε ότι αυτά διαφέρουν ως προς την 
έκφραση ενός πολυπεπτιδίου µεγέθους 43 kDa. Το 43 kDa πολυπεπτίδιο 
αποµονώθηκε από SDS-PAGE και χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοποίηση 
ποντικιών. O πολυκλωνικός ορός που παράχθηκε αναγνώρισε το αντιγόνο 
(Western immunoblotting) στα δύο στελέχη. Η πρωτεΐνη αυτή επάγεται 
µετά από θερµικό πλήγµα στο E.coli 8879 ή µετά από ανάπτυξη στην 
παρουσία 1,8- κινεόλης στο  E.coli 8879A. Μελέτες ανοσοφθορισµού 
έδειξαν ότι η πρωτεΐνη εντοπίζεται σε συγκεκριµένα σηµεία στις εξωτερικές 
µεµβράνες του E.coli 8879A που αναπτύχθηκε στην παρουσία της 1,8-
κινεόλης και στο πατρικό στέλεχος που είχε υποστεί θερµικό πλήγµα. 
Αντίθετα, ο εντοπισµός της πρωτεΐνης διέφερε όταν το πατρικό στέλεχος 
δεν είχε υποστεί θερµικό πλήγµα και σε αυτήν την περίπτωση η πρωτεΐνη 
ήταν διάχυτη στο εσωτερικό του κυττάρου.     
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E. coli STRAIN RESISTANT TO 1,8-CINEOLE  
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1,8-cineole, a monoterpene, is the major component of many essential oils 
(Eucalyptus spp, Salvia fructicosa). Previously we reported the 
antimicrobial properties of 1,8-cineole against Gram positive and Gram 
negative bacteria.  In an effort to approach the mechanism of antimicrobial 
action of 1,8-cineole, we isolated after repeated rounds of selection in the 
presence of 1,8-cineole the resistant strain E.coli 8879A, that was less 
sensitive to 1,8-cineole than the parental E.coli 8879 strain. Comparison of 
the growth kinetics of the resistant and the parental strains in the absence or 
in the presence of 1/500 dilution of 1,8-cineole showed the following: (i) the 
growth of the resistant strain E.coli 8879A in the presence of 1,8-cineole led 
to considerable increase of bacterial population, compared to its growth in 
the absence of 1,8-cineole, and (ii) in the absence of 1,8-cineole the growth 
kinetics of both strains were almost equivalent, while the presence of 1,8-
cineole almost abrogated the growth of the parental strain. The polypeptide 
profile of these strains showed that it differs in the expression of a 43 kDa 
polypeptide. The 43 kDa polypeptide was isolated from SDS-PAGE and 
used to immunize mice. The derived polyclonal antibodies recognized 
(Western immunoblotting) the antigen in both strains. This protein was 
induced after heat shock treatment in E. coli 8879 or after growth in the 
presence of 1,8-cineole in E.coli 8879A. Studies of immunofluorescence 
showed that the protein is localized in particular points on the external 
membranes of E.coli 8879A that has been grown in the presence of 1,8-
cineole and in heat shock-treated parental strain. In contrast, the protein 
localization was different in untreated E.coli 8879 cells, and in this case the 
protein was diffuse in the interior of the cell.  
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∆ΙΑΧΩΡΙΣΜΌΣ ΤΩΝ ΣΤΕΝΑ ΣΥΓΓΕΝΙΚΩΝ ΠΛΗΘΥΣΜΩΝ ΤΩΝ 
ΠΑΡΑΣΙΤΟΕΙ∆ΩΝ Aphidius colemani  ΚΑΙ A. transcaspicus 

(HYMENOPTERA: BRACINIDAE) ΜΕΣΩ ΤΩΝ ΡΙΒΟΣΩΜΙΚΩΝ ITS2 
DNA ΑΚΟΛΟΥΘΙΩΝ 

Κούρτη Α., Γαραντωνάκης Ν. και Θ. Γκουβίτσας 
Τµήµα Γεωπονικής Βιοτεχνολογίας Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών 

Ιερά Οδός 75, 11855, Αθήνα 
 

∆ιάφορα γονίδια έχουν χρησιµοποιηθεί για να υπολογίσουν τη γενετική απόκλιση 
στενά συγγενικών ειδών ή πληθυσµών εντόµων. Το ταξινοµικό επίπεδο στο οποίο 
τα κατάλληλα γονίδια ή οι νουκλεοτιδικές περιοχές είναι χρήσιµα, ποικίλει µεταξύ 
των διαφόρων ταξινοµικών οµάδων. Τα τµήµατα του ITS2, που βρίσκονται µεταξύ 
του 5.8 S και  28S ριβοσωµικών DNAs, χρησιµοποιούνται ως κατάλληλοι 
µάρτυρες, επειδή εµφανίζουν υψηλή επαναληπτικότητα και σχετική απόκλιση 
ακολουθιών µεταξύ στενά συγγενικών πληθυσµών.  Αποτελούν έτσι χρήσιµη πηγή 
πληροφοριών για συγκρίσεις στενά συγγενικών ειδών, υποειδών ή πληθυσµών 
εντόµων. Το γένος της σφήκας Aphidius, είναι µια οµάδα που περιέχει µεγάλο 
αριθµό ειδών, εκ των οποίων όλα προσβάλλουν αφίδες και χρησιµοποιούνται ως 
φυσικός  (βιολογικός) τρόπος καταπολέµησης  των αφίδων σε κήπους και  πάρκα 
και καλλιέργειες. Κλωνοποιήσαµε και αλληλουχίσαµε τη ριβοσωµική DNA 
ακολουθία του ITS2, για τα στενά συγγενικά είδη Aphidius colemani (από 
προσβολή σε Aphis gossypii) and A. transcaspicus (από προσβολή σε Hyalopterus 
pruni). Σχεδιάσαµε εξειδικευµένους εκκινητές βασιζόµενοι στις ITS2 ακολουθίες. Η 
ενίσχυση µε PCR σε DNA από Aphidius, µετά από ηλεκτροφόρηση σε  gel 
αγαρόζης, διέκρινε επιτυχώς τα A. colemani και A. transcaspicus από άλλα. 
Αλληλουχίσαµε ένα  τµήµα  νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 750 βάσεων για το A. 
colemani και 680 βάσεων  για το A. transcaspicus, ενώ δεν πήραµε παρόµοια 
τµήµατα από άλλα είδη Aphidius. Η  ITS2 αλληλουχία των A. colemani και A. 
transcaspicus εµφανίζει Α/Τ 75% και 73% αναλογικά και νουκλεοτιδικές διαφορές 
της τάξεως του  0.13%. Η ποικιλοµορφία και το µέγεθος της αλληλουχίας της 
περιοχής ITS2 σ  ́αυτούς τους δύο πληθυσµούς Aphidius προτείνει ότι συνολικά η 
εξελικτικοί µηχανισµοί δεν έχουν οµογενοποιήσει όλα τα rDNA αντίγραφα για τη 
φυλογενετική πληροφοριακή και το ορισµό των δύο πληθυσµών. Τα δεδοµένα από 
την ανάλυση του ITS2 δηλώνουν ότι υπάρχει κάποιος διαχωρισµός µεταξύ των δύο 
πληθυσµών, αλλά δεν συγκλίνουν σε διαφορές ειδών ή υποειδών. Αυτά τα 
προκαταρκτικά δεδοµένα προτείνουν ότι οι πληθυσµοί του A. colemani και A. 
transcaspicus δεν αποτελούν ξεχωριστά είδη ή υποείδη. 
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EVALUATION OF THE RIBOSOMAL ITS2 DNA SEQUENCES IN 
SEPARATING CLOSELY RELATED POPULATIONS OF THE 

PARASITOID Aphidius colemani AND A. transcaspicus    
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Kourti Α., Garantonakis Ν., and T. Gkouvitsas 
Department of Agricultural Biotechnology, Agricultural University of Athens, Iera Odos 

75, 11855, Athens 
 

Different genes have been used to evaluate the genetic divergence of closely 
related species or populations of insects. The taxonomic level at which 
specific genes or nucleotide regions are useful varies across taxa. Fragments 
of ITS2, located between the 5.8 S and 28S ribosomal DNAs, are good 
candidates for markers. They have highly repetitive and relatively divergent 
sequences among closely related populations, and have proven useful for 
comparison of closely related insect species, subspecies, or populations. The 
wasp genus Aphidius is a large group containing numerous species, all of 
which attack aphids and provide natural control of aphids in backyard 
gardens, commercial fields, and urban landscapes. Ribosomal DNA 
sequences for the internal transcribed spacer 2 (ITS2) were first cloned and 
sequenced from Aphidius colemani (from Aphis gossypii) and A. 
transcaspicus (from Hyalopterus pruni). We designed specific primers 
based on the ITS2 sequences. Polymerase chain reaction (PCR) 
amplification of aphid DNA using these primers, followed by agarose gel 
electrophoresis, successfully distinguishes Aphidius colemani and A. 
transcaspicus from other Aphidius species. A 750-bp nucleotide fragment 
and a 680-bp fragment were amplified only from Aphidius colemani and A. 
transcaspicus, respectively, and no such fragments were amplified from any 
other wasp species. The ITS2 sequence of Aphidius colemani and A. 
transcaspicus has A/T bias 75% and 73% and the nucleotide differences are 
0.13%. The variation in sequence and length of the ITS2 region in Aphidius 
populations suggests that concerted evolution has not homogenized all 
rDNA copies within phylogenetically informative and defined the two 
populations. The data from ITS2 indicate that there may be some separation 
between populations, but it is not congruent with host-plant differences. 
These preliminary data suggest that the Aphidius colemani population is not 
a distinct species or subspecies from the A. transcaspicus populations  
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ΓΕΝΝΗΤΙΚΗ ΩΡΙΜΟΤΗΤΑ ΚΑΙ ΓΟΝΙΜΟΤΗΤΑ ΤΟΥ ΕΙ∆ΟΥΣ 
Galeus melastomus ΣΤΟΝ ΕΥΒΟΪΚΟ ΚΟΛΠΟ 

 
Κουστένη Β., Μετόχης Χρ., Μεγαλοφώνου Π. 

 
Τοµέας Ζωολογίας-Θαλάσσιας Βιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό & Καποδιστριακό 

Πανεπιστήµιο Αθηνών,  Πανεπιστηµιούπολη, 15784 Αθήνα 
 
Ο µελανόστοµος καρχαρίας (Galeus melastomus Rafinesque, 1810) της 
οικογένειας Scyliorhinidae, είναι είδος βαθύβιο, περιορισµένης 
εµπορικότητας που απαντάται στην ηπειρωτική υφαλοκρηπίδα και στην 
ανώτερη ηπειρωτική κατωφέρεια της Μεσογείου και του Ανατολικού 
Ατλαντικού σε βάθη µεταξύ 55 και 1200 µέτρων.  Στην παρούσα εργασία 
µελετήθηκαν ορισµένα βασικά χαρακτηριστικά της βιολογίας 
αναπαραγωγής του είδους στον Ευβοϊκό κόλπο. Οι δειγµατοληψίες 
πραγµατοποιήθηκαν κατά την άνοιξη και το καλοκαίρι του έτους 2005 µε 
αλιευτικά σκάφη παράκτιας αλιείας. Συνολικά εξετάστηκαν τα 
µορφοµετρικά στοιχεία και το στάδιο γεννητικής ωριµότητας σε 85 άτοµα 
των οποίων το ολικό µήκος κυµαινόταν από 359 έως 550 mm. Η αναλογία 
φύλων ήταν περίπου 1:1 µε τα θηλυκά να είναι σηµαντικά µεγαλύτερα των 
αρσενικών. Για την µελέτη της γεννητικής ωριµότητας µε µακροσκοπική 
παρατήρηση των γονάδων χρησιµοποιήθηκε η κλίµακα Stehmann. Επίσης, 
χρησιµοποιήθηκαν ιστολογικά κριτήρια και υπολογίστηκε ο 
γοναδοσωµατικός δείκτης. Τόσο η µακροσκοπική όσο και η µικροσκοπική 
παρατήρηση των γονάδων έδειξε ότι περισσότερα του 70% των ατόµων που 
εξετάστηκαν ήταν ώριµα γεννητικά.  Ανάλογα µε το στάδιο γεννητικής τους 
ωριµότητας όλα τα άτοµα κατατάχτηκαν σε ανώριµα και ώριµα και µε βάση 
το µοντέλο της σιγµοειδούς καµπύλης εκτιµήθηκε το µήκος πρώτης 
γεννητικής ωριµότητας L50 και στα δύο φύλα. ∆ιαπιστώθηκε ότι τα 
αρσενικά ωριµάζουν σε µικρότερο µέγεθος σε σχέση µε τα θηλυκά. Με τη 
παρατήρηση και καταµέτρηση των ωρίµων ωοκυττάρων στις ωοθήκες 
καθώς επίσης µε την αρίθµηση των αυγών στους διευρυµένους ωαγωγούς 
υπολογίστηκε η γονιµότητα. Ο αριθµός των αυγών σε κάθε  ωαγωγό 
κυµάνθηκε από ένα  έως επτά. 
 
Η εργασία αυτή χρηµατοδοτήθηκε στα πλαίσια του έργου ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ ΙΙ – ΕΠΕΑΕΚ, που 
συγχρηµατοδοτήθηκε κατά 75% από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο και κατά 25% από 

εθνικούς πόρους. 
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SEXUAL MATURITY AND FECUNDITY OF THE BLACKMOUTH 
CATSHARK, Galeus melastomus, IN THE EVOIKOS GULF 

 
Kousteni V., Metochis Chr., Megalofonou P. 

 
Department of Zoology Marine Biology, Faculty of Biology, National & Kapodistrian 

University of Athens, Panepistimiopolis, 15784 Athens 
 

The blackmouth catshark (Galeus melastomus, Rafinesque, 1810) belongs 
to the family Scyliorhinidae and is a deepwater bottom-dwelling shark, not 
of a high commercial value. It is found on the outer continental selves and 
upper slopes in depths that range between 55 and 1200 m, in the 
Mediterranean Sea and the eastern Atlantic Ocean. In the present study, 
some basic characteristics of the reproductive biology of the species were 
studied in the Evoikos Gulf. Sampling was carried out during the spring and 
summer months in 2005 by fishing vessels of the coastal small-scale fishery. 
In a total of 85 specimens ranging in total length from 359 to 550 mm the 
morphometric measurements and stages of sexual maturity were 
investigated. The sex ratio was 1:1, with females being larger than males. 
Sexual maturity was determined by macroscopic observation following the 
scale described by Stehmann. Moreover, histological criteria and 
gonadosomatic indices were also used. Both microscopic and macroscopic 
observations showed that more than 70% of the specimens were mature. 
Once all individuals were classified, size-at-first-maturity L50 was 
determined by fitting maturity ogives using the logistic curve. Males were 
found to be mature in a smaller size than females. Fecundity was assessed 
numbering both the ripe oocytes in the ovaries and the egg capsules in the 
oviducts. The number of egg capsules ranged from one to seven in each 
oviduct. 
The present study was funded through the Operational Programme for Education & Initial 
Vocational Training (O.P. “Education”) in the framework of the project “Pythagoras II – 
support of University Research Groups with 75% from European Social Funds and 25% 

from national funds. 
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Ο ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΣ ΤΟΥ MHC ΤΗΣ ΚΛΑΣΗΣ II ΤΟΥ 
ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ DQA ΣΤΟΝ ΕΥΡΩΠΑΪΚΟ ΛΑΓΟ (LEPUS EUROPAEUS) 

ΚΑΙ ΤΟΝ ΟΡΕΙΝΟ ΛΑΓΟ (LEPUS TIMIDUS) ΣΤΗΝ ΕΛΒΕΤΙΑ 
 

Κουτσογιαννούλη Ε.1, Πυροβέτση Α.1, Σταµάτης Κ.1, Suchentrunk F.2, 
Μαµούρης Ζ.1 

 
1Τµήµα Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας, Πανεπιστήµιο Θεσσαλίας  2Research Institute of 

Wildlife Ecology, Vienna, Austria 
 

Το µείζον σύµπλεγµα ιστοσυµβατότητας (Major Histocompatibility 
Complex, MHC) είναι µια γονιδιωµατική περιοχή, που εµπλέκεται στην 
ανοσολογική απόκριση. Ο συνήθης υψηλός πολυµορφισµός που βρέθηκε 
στα γονίδια της κλάσης ΙΙ του MHC, επικεντρώνεται κυρίως στο εξώνιο 2. 
Μεταξύ των θηλαστικών έχουν χαρακτηριστεί διάφορα γονίδια της κλάσης 
ΙΙ (DRA, DRB, DQA, DQB). Μελέτες ανάλυσης αλληλουχιών σε διάφορα 
είδη θηλαστικών έδειξαν σηµαντική διακύµανση του πολυµορφισµού. Τα 
επίπεδα του πολυµορφισµού συχνά έρχονται σε αντίθεση µε προβλέψεις 
που βασίζονται στη γνωστή δηµογραφική ιστορία των ειδών και κάνουν 
δύσκολη την εξαγωγή γενικών συµπερασµάτων ως προς τους µηχανισµούς 
εξέλιξης του MHC. Κοινωνικοί και οικολογικοί παράγοντες όπως το 
σύστηµα ζευγαρώµατος, η κοινωνική δοµή και η οικοθέση παίζουν 
υποθετικά σηµαντικό ρόλο στην εξέλιξη του ανοσολογικού συστήµατος. 
Στην παρούσα µελέτη διερευνούµε µε τη µέθοδο SSCP, σε συνδυασµό µε 
άµεση αλληλούχιση, τα επίπεδα πολυµορφισµού του γονιδίου DQA σε 56 
άτοµα L. timidus και 84 άτοµα L. europaeus στην Ελβετία, όπου τα δύο είδη 
συνυπάρχουν. Η ανάλυση έδειξε δυο καλά διαχωρισµένα είδη µε τελείως 
διαφορετικά πρότυπα SSCP. Παρατηρήθηκε µεγαλύτερος πολυµορφισµός 
για το L. europaeus (11 πρότυπα, 13%) σε σχέση µε το L. timidus (5 
πρότυπα, 8,9%), σε αντίθεση µε αυτόν που καταγράφηκε για το mtDNA σε 
προηγούµενη µελέτη για τους ίδιους πληθυσµούς. Τέλος υπάρχουν σαφείς 
ενδείξεις για εισδοχικό υβριδισµό µεταξύ των δύο φυλογενετικά καλά 
διαχωρισµένων ειδών.  
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POLYMORPHISM OF THE MHC CLASS II DQA GENE IN BROWN 
HARES (LEPUS EUROPAEUS) AND MOUNTAIN HARES (LEPUS 

TIMIDUS) FROM SWITZERLAND 
 

Koutsogiannouli E.1, Pyrovetsi A.1, Stamatis C.1, Suchentrunk F.2, 
Mamuris Z.1 

 
1Department of Biochemistry and Biotechnology, 26 Ploutonos Street, GR-41221, Larissa 

University of Thessaly 
2Research Institute of Wildlife Ecology, Vienna Veterinary University, Savoyenstrasse 1, A-

1160 Vienna, Austria 
 

The major histocompatibility complex (MHC) is a genomic region involved 
in the immune response. The usually high polymorphism found in MHC 
class II genes is generally confined to exon 2. Among different mammals 
species various MHC class II genes (DRA, DRB, DQA and DQB) have 
been characterised. Sequence variation studies in several species have found 
a range of variability, often conflicting with predictions based on known 
demographic history, making it difficult to draw general conclusion on the 
role of selection in MHC evolution in these taxa. Social and ecological 
parameters such as mating system, social structure, and habitat are 
hypothesised to play an important role in the evolution of the immune 
system. In this study we investigate, using the SSCP method, in 
combination with nucleotide sequence analysis, the levels of polymorphism 
of the DQA gene in 56 L. timidus individuals and 84 L. europaeus 
individuals from Switzerland, where the two species coexist. Data analysis 
showed two well-defined species with completely different SSCP profiles. 
Higher level of polymorphism was observed for L. europaeus (11 profiles, 
13%) compared with L. timidus (5 profiles 8,9%), in contrast to the pattern 
of polymorphism observed for the mitochondrial DNA in a previous study 
on the same populations. Finally, there was clear indication of bi-directional 
nuclear introgression among these two species.  
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ΜΕΜΒΡΑΝΗ ΕΡΥΘΡΟΚΥΤΤΑΡΩΝ ΚΑΤΑ ΤΗΝ ΑΠΟΘΗΚΕΥΣΗ 
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Κριεµπάρδης Α.1,2, Αντωνέλου Μ.1, Σταµούλης Κ.2, Οικονόµου-
Petersen Ε.2, Μαργαρίτης Λ.Χ.1, Παπασιδέρη Ι.1 

 
1Πανεπιστήµιο Αθηνών, Τµήµα Βιολογίας, Τοµέας Βιολογίας Κυττάρου & Βιοφυσικής, 

2Εθνικό Κέντρο Αιµοδοσίας, Αθήνα 
 

Κατά την αποθήκευση συµπυκνωµένων ερυθρών προς µετάγγιση σε 
διαλύµατα συντήρησης, οι µεµβρανικές πρωτεΐνες υφίστανται προοδευτικές 
παθολογικές µεταβολές. Σκοπός της µελέτης αυτής είναι ο προσδιορισµός 
τυχόν οξειδωτικών τροποποιήσεων της αιµοσφαιρίνης που προσδένεται στη 
µεµβράνη και η πιθανή συσχέτισή της µε τους σκελετούς. Μελετήθηκαν έξι 
ασκοί ερυθρών αιµοσφαιρίων σε CPDA σε τακτά χρονικά διαστήµατα της 
µεταγγίσιµης περιόδου. Μεµβράνες και σκελετοί αναλύθηκαν 
ηλεκτροφορητικά και ανιχνεύτηκε η αιµοσφαιρίνη σε ανοσοστυπώµατα. 
Βρέθηκε, ότι κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης αυξάνεται η πρόσδεση της 
αιµοσφαιρίνης στη µεµβράνη και µάλιστα µε τη µορφή πιθανά οξειδωµένων ή 
αποδιαταγµένων συµπλεγµάτων (αιµοχρώµατα). Παράλληλα παρατηρήθηκε 
προοδευτική συσσώρευση αιµοσφαιρίνης και αιµοχρωµάτων στους σκελετούς 
σε ποσότητες που ήταν ανάλογες του χρόνου αποθήκευσης. Συµπεραίνεται ότι 
η αλληλεπίδραση της οξειδωµένης αιµοσφαιρίνης µε τη µεµβράνη και το 
σκελετό, όπως συµβαίνει στα σύνδροµα της Μεσογειακής αναιµίας και στην 
ερυθροκυτταρική γήρανση, πιθανώς συνιστά µια νέα παράµετρο της 
παθοφυσιολογίας της αποθήκευσης. Επιβεβαιώνεται επίσης η ύπαρξη 
οξειδωτικών βλαβών στις ερυθροκυτταρικές πρωτεΐνες κατά την αποθήκευση 
και προτείνεται η πιθανή χρήση αντιοξειδωτικών στους ασκούς των ερυθρών 
που προορίζονται για µετάγγιση.  
 

Η µελέτη χρηµατοδοτήθηκε από το “Eµπειρίκειο Ίδρυµα” και τον Ειδικό Λογαριασµό 
Κονδυλίων Έρευνας του Παν/µίου Αθηνών προς την Ι. Παπασιδέρη.Ο Υποψήφιος 
∆ιδάκτορας Α. Κριεµπάρδης είναι υπότροφος του Ιδρύµατος Κρατικών Υποτροφιών. 
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CELL MEMBRANE AND CYTOSKELETON 
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During storage in anticoagulant media, red cell (RBC) membrane proteins 
undergo progressive alterations such as pathological interactions, oxidation 
and crosslinking. The aims of the present study were to determine whether 
the storage-induced membrane bound of Hb is in denatured/oxidized form 
and whether this Hb-accumulation defect concerns the skeletal proteins as 
well. RBC concentrates in CPDA were followed up during the storage 
period of 35 days and shortly afterwards. Membrane ghosts and 
cytoskeletons were analyzed by SDS-PAGE and immunoblotted for human 
Hb. As expected, the Hb was increasingly associated with the membrane in 
proportion to the duration of storage. A considerable proportion of the 
membrane-bound globin species consists of crosslinkings of probably 
oxidized/denatured hemoglobin or hemichromes. The immunoblotting 
analysis of the cytoskeletons, revealed a progressive accumulation of Hb 
and crosslinked multimers to them in amounts proportionate to the age of 
storage. In conclusion, these data add new insights in the pathophysiology 
of RBC storage lesion as an oxidized Hb- and cytoskeleton-associated 
pathology. Similar findings in severe thalassemia and in senescent RBCs are 
dictated by increased oxidative stress and are positively correlated with 
increased cell density and membrane rigidity that are also evident in RBC 
storage. These data corroborate the evidence for the occurrence of oxidative 
damage in membrane proteins of stored RBCs and suggest the possible use 
of antioxidants in the RBC stored units intended for transfusion.  
 

This study was supported by the “Empirikion Foundation” and the Special Account for 
Research Grants of the University of Athens to I. S. Papassideri. PhD student A. 

Kriebardis, MSc also thanks the “Hellenic State Scholarship Foundation” for the award of 
PhD fellowship. 
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Η αποθήκευση του αίµατος επιφέρει διάφορες βιοχηµικές και µηχανικές 
αλλαγές στα ερυθροκύτταρα που αποδίδονται µε τον όρο “αποθηκευτική 
βλάβη ερυθρών”. Πολλές από τις αρνητικές επιπτώσεις των µεταγγίσεων 
σχετίζονται µε αυτές τις αλλαγές. Σκοπός της παρούσας µελέτης είναι η 
ανίχνευση τυχόν οξειδωτικών τροποποιήσεων της µεµβράνης και του 
κυτταροσκελετού κατά την αποθήκευση ερυθρών για µετάγγιση. 
Αναλύθηκαν έξι ασκοί ερυθρών σε διάλυµα CPDA σε τακτά διαστήµατα 
κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης. Οι µεµβράνες και οι σκελετοί 
αναλύθηκαν µε τεχνικές ηλεκτροφόρησης και ανοσοστυπώµατος για 
διάφορα ερυθροκυτταρικά αντιγόνα. Η καρβονυλίωση υπολογίστηκε µετά 
από επίδραση δινιτροφαινυλυδραζίνης (DNPH) και ανίχνευση του 
επαγόµενου µορίου DNP µε ειδικό αντίσωµα. Βρέθηκε ότι οι µεµβράνες και 
οι κυτταροσκελετοί των αποθηκευµένων για διαφορετικά χρονικά 
διαστήµατα ερυθρών έχουν σηµαντικές διαφορές στα ποσοστά της 
καρβονυλίωσης. Καθώς προάγεται ο χρόνος αποθήκευσης αυξάνεται η 
ένταση και ο αριθµός των καρβονυλιωµένων πρωτεϊνών µοριακού βάρους 
240-15 kDa, ενώ δεν παρατηρείται σηµαντική πρωτεόλυση σκελετικών 
συστατικών. Η επαγόµενη αυξηµένη καρβονυλίωση των πρωτεϊνών της 
ερυθροκυτταρικής µεµβράνης και του κυτταροσκελετού σχετίζεται µε τη 
µείωση των αντιοξειδωτικών µηχανισµών των ερυθροκυττάρων κατά την 
αποθήκευση. Τα δεδοµένα υποστηρίζουν προηγούµενα έµµεσα ευρήµατα 
σχετικά µε την πρωτεϊνική οξείδωση ως παράγοντα της αποθηκευτικής 
βλάβης και προτείνουν νέες βελτιωµένες συνθήκες αποθήκευσης ερυθρών 
που προορίζονται για µετάγγιση.  
 

Η µελέτη χρηµατοδοτήθηκε από το “Eµπειρίκειο Ίδρυµα” και τον Ειδικό Λογαριασµό 
Κονδυλίων Έρευνας του Παν/µίου Αθηνών προς την Ι. Παπασιδέρη. Ο Υποψήφιος 
∆ιδάκτορας Α. Κριεµπάρδης είναι υπότροφος του Ιδρύµατος Κρατικών Υποτροφιών. 
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Ex vivo storage of blood causes a number of biochemical and mechanical 
changes to the red cells (RBCs) and accumulation of bioactive substances in 
storage medium, collectively referred to as “storage lesion”. Some of the 
negative effects of RBC transfusion are associated with the storage lesion. 
The aim of the present study was to determine the possible storage-induced 
membrane and cytoskeleton protein oxidation in CPDA-preserved RBCs. 
Ghosts and skeletons from six RBC concentrates were analyzed by SDS-
PAGE and immunoblotted against a variety of erythroid-specific antibodies. 
Carbonylated protein content was determined following 2,4-
dinitrophenylhydrazine derivatization and SDS-PAGE coupled with 
Western blotting. Immunoblotting with DNP-specific antibody revealed 
increased RBC membrane and cytoskeleton protein carbonyls with 
prolonged storage in blood bags. A quantitative and statistical important 
difference in carbonylation was detected in membrane and cytoskeleton 
proteins stored for different time periods. There was an evident increase in 
the number and the intensity of the carbonylated protein bands appearing in 
the immunostained gel, ranging from MW 240 kDa to 15 kDa. We conclude 
that the protein carbonylation is increased probably in association with the 
diminution in total antioxidant activity of RBCs. The specific carbonylation 
of a set of RBC membrane and cytoskeleton proteins with prolonged storage 
in CPDA supports the concept of protein oxidation as a part of storage 
lession. These data could give additional, useful information in valuating 
improved conditions for storage of RBCs intended for transfusion. 
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Το βακτηριακό χρωµόσωµα αποτελείται απο ένα πλήθος προσδενόµενες 
στο DNA πρωτεΐνες σχηµατίζοντας µια δοµή που ονοµάζεται βακτηριακό 
νουκλεοειδές. Η κυριότερη οικογένεια αυτών των πρωτεϊνών είναι οι HU 
πρωτεΐνες. Η HU πρωτεΐνη προσδένεται µη ειδικά στο DNA και προκαλεί 
κάµψη και υπερελίκωση του µορίου. Εµπλέκεται επίσης στις διαδικασίες 
της αντιγραφής, µετάφρασης, επιδιόρθωσης και γονιδιακής ρύθµισης. Είναι 
διµερές µόριο και µπορεί να βρίσκεται είτε ως ετεροδιµερές (HUaβ) είτε ως 
οµοδιµερές . ∆οµικά η HU συνίσταται από µια συµπαγή δοµή και δύο 
εύκαµπτες περιοχές που τυλίγουν το µόριο του DNA. Οι πρωτεΐνες HU 
έχουν χρησιµοποιηθεί ως µοντέλα για τη µελέτη της θερµοσταθερότητας. 
Κυρίως έχουν αποµονωθεί και µελετηθεί οι πρωτεΐνες HUBsu, HUBst και 
HUTmar που είναι µεσόφιλες και θερµόφιλες. Μελετήσαµε την HUSh που 
προέρχεται από το ψυχρόφιλο βακτήριο Shewanella putrefaciens Αρχικά 
έγινε αποµόνωση του γονιδίου huSh (270bp)  από τη Sh. putrefaciens και 
πολλλαπλασιασµός αυτού µε τη χρήση της τεχνικής  PCR. Ακολούθησε 
κλωνοποίηση του γονιδίου σε  φορέα pGEM-HUSh. Μετά από πέψη µε τα 
περιοριστικά ένζυµα NdeI και BamHI, έγινε κλωνοποίηση του γονιδίου στο 
φορέα έκφρασης pET-11a και µετασχηµατισµός των κυττάρων έκφρασης 
BLR(DE3). Ακολούθησε επαγωγή της παραγωγής της πρωτεΐνης µε 
προσθήκη του επαγωγέα IPTG (0,5mM) σε υγρή καλλιέργεια,στους 18οC 
για 3h. Για τον καθαρισµό και την αποµόνωσή της χρησιµοποιήθηκαν δύο 
στήλες Heparin-Sepharose CL-6B,  αφού προηγήθηκε εκχύλιση των 
κυττάρων µε υπερήχους και εκλεκτική καταβύθιση της πρωτείνης µε θειικό 
αµµώνιο. Σκοπός της εργασίας είναι η παραγωγή µεγάλων ποσοτήτων 
καθαρής HUSh για περαιτέρω βιοχηµική, δοµική και θερµοδυναµική 
µελέτη καθώς επίσης και σύγκρισής της µε τις υπόλοιπες πρωτεΐνες της HU 
οικογένειας.             
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The bacterial chromosome contains a number of DNA binding proteins 
creating a structure called bacterial nucleoid. The few hundrends HU 
proteins comprise the HU-histone-like protein family. HU protein binds 
DNA, non-specifically, causes DNA bending and negative supercoiling. It 
also participates in DNA replication, protein translation, DNA repairing and 
gene regulation. HU exists as a heterodimer (HUaβ) or homodimer. The 
structure of HU-dimer consists of a compact main body with high a-helical 
content and two flexible DNA binding arms. HU proteins have been used as 
a model system for thermostability studies. HU proteins that have been 
mostly studied are HUBsu, HUBst and HUTmar, which are mesophilic, 
thermophilic and hyperthermophilic, respectively. We have studied the 
HUSh protein which is psychrophilic since it was isolated from the 
psychrophilic bacterium Shewanella putrefatiens. At the first step, we 
isolated the gene (270bp) from Sh. putrefatiens using PCR reaction and 
cloned the gene in the pGEM vector for sequencing. The pGEM-HUSh 
plasmid was digested with the restriction enzymes NdeI and BamHI and the 
hush gene was ligated to pET-11a expression vector. The pET-11a-hush 
plasmid was transformed into the host cells E.coli BLR(DE3). The HUSh 
protein was overproduced upon induction with IPTG at 18 oC for 3h at the 
mid-log growth phase of the cells. The purification of HUSh was completed 
successfully after two steps: (a) ammonium sulfate fractionation and (b) 
affinity chromatography using a Heparin-Sepharose CL-6B column. The 
main purpose of this study is the production of large amounts of purified 
HUSh protein for further biochemichal, structural and thermodynamic 
studies, in order to compare this new psychrophilic protein with the other 
mesophilic and thermophilic ones. This is the first study untertaken in such 
level. 
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Η κυτταροτοξικότητα και κυρίως στο ήπαρ, είναι από τις σηµαντικότερες 
παρενέργειες των φαρµάκων. Παρόλα αυτά δεν έχει αναπτυχθεί ακόµη µία 
απλή µέθοδος για την εκτίµηση τέτοιων βλαβερών επιδράσεων. Στην 
εργασία αυτή διερευνήθηκε η επίδραση της doxorubicin (DOX), ενός 
χηµειο-θεραπευτικού παράγοντα, στην απόπτωση σε κύτταρα HepG2 µε 
σκοπό αφενός να αποσαφηνιστούν οι µηχανισµοί που οδηγούν στον 
κυτταρικό θάνατο και αφετέρου να αναγνωριστούν µοριακοί δείκτες της 
κυττατοτοξικής της δράσης.  
Μετά από επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων DOX (0.5µΜ, 1µΜ, 
2.5µΜ και 5 µΜ) για 3, 24 και 48 ώρες, προσδιορίστηκε  η βιωσιµότητα 
(ΜΤΤ) και ο βαθµός απόπτωσης (APOPercentage, χρώση µε Ηoechst, 
θράυση DNA) των κυττάρων. Επίσης προσδιορίστηκε η ενεργοποίηση της 
κασπάσης 3, η πρωτεόλυση της PARP (Poly ADP-ribose polymerase) 
καθώς και τα επίπεδα των πρωτεϊνών της οικογένειας Βcl-2, Bad και Bcl-
xL. Σηµαντικός βαθµός απόπτωσης των κυττάρων  παρατηρήθηκε µετά από 
24 και 48 ώρες από την επίδραση µε την DOX. Ταυτόχρονα, παρατηρήθηκε 
ενεργοποίηση της κασπάσης 3 και πρωτεόλυση της PARP. Η κασπάση 3 
ενεργοποιήθηκε µετά τις 16 ώρες ενώ στις 48 ώρες επανήλθε στα αρχικά 
της επίπεδα. Ο βαθµός απόπτωσης των κυττάρων καθώς και η 
δραστικότητα της κασπάσης 3 εξαρτώταν ανάλογα από την συγκέντρωση 
της DOX. Επιπλέον, παρατηρήθηκε µείωση στα επίπεδα της Bcl-xL, η 
οποία επίσης εξαρτώταν από την συγκέντρωση της DOX. Αντίθετα,  η  
DOX προκάλεσε αύξηση των επιπέδων της Bad. Συµπερασµατικά, η 
επαγωγή της απόπτωσης και οι µηχανισµοί που ενεργοποιούνται στα 
HepG2 κύτταρα, εξαρτώνται από την συγκέντρωση της DOX. Το σύστηµα 
αυτό µπορεί να αποτέλεσει ένα in vitro εργαλείο για την εκτίµηση της 
κυτταροτοξικότητας διαφόρων φαρµακολογικών παραγόντων.  
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While drug toxicity, especially hepatotoxicity, is the most frequent reason 
cited for withdrawal of an approved drug, no simple solution exists to 
adequately predict such adverse events. In this study, we investigated the 
effect of Doxorubicin (DOX), a commonly used chemotherapeutic agent, on 
apoptosis of HepG2 cells, in order to elucidate the mechanisms leading to 
cell death and to identify molecular markers of cell toxicity. After treatment 
of the cells with various concentrations of DOX (0.5µΜ, 1µΜ, 2.5µΜ και 5 
µΜ) for different times (3, 24 and 48 h), cell viability and the degree of 
apoptosis were determined. In addition, we determined activation of caspace 
3, PARP cleavage as well as expression of the Bcl-2 family proteins, Bad 
and Bcl-xL. Apoptosis was evident after 24 and 48 hours of treatment with 
DOX. Caspace 3 was activated after 16 h while at 48 h, the activity returned 
to basal levels. PARP was also cleaved at 24 h of treatment. DOX induced a 
reduction in Bcl-xL levels after 24 h of treatment whereas Bad levels were 
increased. In conclusion, the effects of DOX in HepG2 cells were dose-
dependent. This cell system can be used as an in vitro tool to assess drug 
toxicity. 
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ΛΕΤΟΥΡΓΙΚΗ ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ΜΙΚΡΗΣ  GTP-ΑΣΗΣ, RHOD ΚΑΤΑ 
ΤΗ ∆ΙΑΡΚΕΙΑ ΤΟΥ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥ ΚΥΚΛΟΥ 

Κύρκου Α., Φώτσης Θ. και C. Murphy  
Ίδρυµα Τεχνολογίας και Έρευνας / Ινστιτούτο Βιοϊατρικών Ερευνών»  (ΙΤΕ-ΙΒΕ) 

Οι πρωτεΐνες της οικογένειας των µικρών GTPασών Rho συµµετέχουν στην αναδιαµόρ-
φωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης και η ρύθµιση αυτή εξαρτάται από τη µετατροπή 
των µορίων αυτών από την ανενεργή GDP µορφή τους, στην ενεργή GTP κατάσταση. Τα 
πιο µελετηµένα µέλη της οικογένειας είναι οι Rho A, B και C και η λειτουργική τους 
δράση επιτυγχάνεται µέσω της αλληλεπίδρασης µε καθοδικούς, στο µοριακό τους 
µονοπάτι, τελεστές. Οι Diaphanous-related formins (Drfs) αποτελούν µέλη της 
συντηρηµένης οικογένειας των Formin homology (FH) πρωτεϊνών και θεωρούνται 
βασικοί τελεστές των µικρών GTPασών. Οι Drfs χαρακτηρίζονται από µια σειρά κοινών 
περιοχών (domains), µεταξύ των οποίων οι περιοχές Formin homology-1 (FH1) και FH2 
που διαδραµατίζουν ενεργό ρόλο στον πολυµερισµό της ακτίνης. Στην Ν-τελική περιοχή 
τους υπάρχει  η περιοχή πρόσδεσης των GTPασών (GBD), ενώ στην C- τελική περιοχή 
διαθέτουν την υψηλά συντηρηµένη περιοχή αυτορύθµισης  ή αλλιώς Dia-autoregulatory 
domain (DAD).Η ενεργοποίηση των Drfs πραγµατοποιείται µόνο εφόσον κάποια 
ενεργοποιηµένη Rho (στην GTP µορφή της) αλληλεπιδράσει µε την GBD διακόπτοντας 
την αυτοπεριοριστική δράση της DAD. Η πρόσφατα µελετηµένη RhoD έχει αναφερθεί να 
παρεµβαίνει όχι µόνο στην οµοτυπική σύντηξη των πρώιµων ενδοσωµάτων, αλλά και 
στην κυτταροκίνηση. Η κυτταροκίνηση πραγµατοποιείται µέσω της σύσπασης του 
δακτυλίου περίσφιξης, µιάς δέσµης ακτοµυοσίνης τοποθετηµένη στο ισηµερινό επίπεδο 
µεταξύ δύο διαιρεµένων πυρήνων που καταλήγει στο σχηµατισµό δύο θυγατρικών 
κυττάρων. Τα ευρήµατά µας υποστηρίζουν την ύπαρξη µηχανισµού δράσης της RhoD 
κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, µέσω αλληλεπίδρασης µε το µέλος της 
οικογένειας Drf, mDia1. Η mDia1 απαντάται και στους τρεις τύπους των µικρο-
σωληνίσκων της ατράκτου που απαιτούνται για τη φυσιολογική κυτταρική διαίρεση, 
δηλαδή τους µικροσωληνίσκους του κινητοχώρου, τους µη-κινητοχωρικούς µικροσωλη-
νίσκους που διαµορφώνουν την κεντική άτρακτο και τους αστρικούς µικροσωληνίσκους. 
Τα µέχρι στιγµής αποτελέσµατα του εργαστηρίου µας καταδεικνύουν µια ισχυρή 
παρεµβολή της RhoD κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου σε επίπεδο τόσο 
καρυοκίνησης (διαχωρισµός αδελφών χρωµατίδων), όσο και κυτταροκίνησης (ισότιµος 
κυτταροπλασµατικός διαχωρισµός και σχηµατισµός θυγατρικών κυττάρων). Η επικρατώς 
ενεργή µορφή της RhoD ανεξαρτήτως τρόπου επιµόλυνσης και κυτταρικού τύπου, οδηγεί 
στη δηµιουργία έντονα κατακερµατισµένων πυρήνων σε κύτταρα που περνούν το στάδιο 
της µίτωσης, όσο και το σχηµατισµό πολυπυρηνικών κυττάρων. Στόχος µας είναι να 
διερευνήσουµε τόσο τον υποκυτταρικό εντοπισµό της RhoD κατά τη διάρκεια του 
κυτταρικού κύκλου όσο και οι µοριακές αλληλεπιδράσεις κατά τα στάδια της µίτωσης που 
επηρεάζονται από την ενεργοποίησή της. 
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Rho small GTPases regulate actin cytoskeleton by shuttling between the GDP-bound 
inactive form and the GTP-bound active conformation (Narumiya et al, 1997; Hall et 
al, 1998). Several members of the Rho family have been identified, but the most 
actively studied members of the family are Rho A, B and C (reviewed by Jaffe and 
Hall, 2005) and these molecules perform their cellular functions by binding to 
downstream effectors. The Diaphanous-related formins (Drfs) constitute a conserved 
subfamily of Formin homology (FH) proteins (Wasserman et al, 1998) that act as 
critical effectors for small GTPases (Evangelista et al, 1997; Watanabe et al, 1997; 
Fujiwara et al,1998). Drfs are characterized by a variety of common domains, 
including the Formin homology-1 (FH1) and FH2 domains identified by Castrillon 
and Wasserman (1994, 1997), which are involved in actin rearrangement. Drfs also 
have N- terminal GTPase binding domain (GBD) and highly conserved Dia-
autoregulatory domain (DAD) in the C-terminus (Watanabe et al, 1997; Alberts et al; 
1998). Drfs are activated when GTP-bound Rho binds to the GBD and disrupts its 
autoinhibitory interaction with DAD (Watanabe et al, 1999). RhoD (Murphy et al, 
1996; Narumyia et al, 1997) has been shown to regulate endosome motility (Murphy 
et al, 1996) and has also been implicated in cytokinesis as well (Tsubakimoto et al, 
1999). Cytokinesis occurs by contraction of the contractile ring, an actomyosin 
bundle anchored to the equatorial cell cortex between two divided nuclei, which 
results in production of two daughter cells (Rappaport, 1996; Robinson and 
Spudich,2000). Our findings support an effect of RhoD activation during cell 
division, through its interaction to mammalian diaphanous mDia1. mDia1 localizes 
to all of three types of spindle microtubules (Mastronarde et al, 1993; Kato et al, 
2000), that is the kinetochore microtubules, the nonkinetochore microtubules 
comprising the central spindle in the anaphase, and the astral microtubules and is 
required for normal cell division (Watanabe et al, 1997; Kato et al, 2001). Ongoing 
work, in our lab, has shown strong interference of RhoD during cell division in terms 
of both karyokinesis (division of sister chromatids) and cytokinesis (cytoplasmic 
division of daughter cells). The activated form of RhoD causes intense nuclear 
fragmentation, plus formation of multinucleated cells. Our aim is to identify the 
molecular mechanism by which RhoD exerts its effect on cell division. 
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Πανεπιστιµιόπολις, 15784, Αθήνα, Ελλάδα 
 

Κατά τη διάρκεια του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου τα κύτταρα 
υφίστανται χαρακτηριστικές µορφολογικές τροποποιήσεις, όπως η 
συµπύκνωση της χρωµατίνης, ο θρυµµατισµός του DNA και η 
αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης. Θεµελιώδη συστατικά 
του κυτταροσκελετικού δικτύου του αναπτυσσόµενου ωοθυλακίου 
αποτελούν η αγκυρίνη, οι σπεκτρίνες, η (φρ)ακτίνη και η πρωτεΐνη hu-li tai 
shao (hts). Εφαρµόζοντας τις τεχνικές ανάλυσης στυπώµατος Western και 
ανοσοεντόπισης µε χρήση µικροσκοπίας φθορισµού µελετήθηκαν οι 
παραπάνω πρωτεΐνες σε αναπτυσσόµενα ωοθυλάκια διαφορετικών σταδίων 
του εντόµου Ceratitis capitata. Η αγκυρίνη εντοπίζεται στην πλασµατική 
µεµβράνη τόσο των θυλακοκυττάρων όσο και των τροφοκυττάρων κατά τη 
διάρκεια της όψιµης ωογένεσης, ενώ το αποκτώµενο σήµα εµφανίζεται 
ελαφρώς ισχυρότερο στα µικρότερα στάδια. Η α-σπεκτρίνη ανιχνεύεται 
στην πλευρική και κορυφαία µεµβράνη των τροφοκυττάρων, των 
θυλακοκυττάρων και του ωοκυττάρου, ενώ το σήµα είναι σηµαντικά 
ισχυρότερο στα ωοθυλάκια των µικρότερων σταδίων. Η β-σπεκτρίνη 
εντοπίζεται κυρίως στην πλευρική µεµβράνη των θυλακο-κυττάρων, ενώ η 
παρουσία της είναι εµφανής τόσο στα τροφοκύτταρα όσο και στο 
ωοκύτταρο. Η φρακτίνη, ένα ακρωτηριασµένο θραύσµα της ακτίνης, 
ανιχνεύεται εκλεκτικά σε ανώµαλα (ατρησικά) ωοθυλάκια µέσων αναπτυ-
ξιακών σταδίων (7-8) και σε ωοθυλάκια µεγαλύτερων αναπτυξιακών 
σταδίων 13 και 14 στη διάρκεια της όψιµης ωογένεσης. Τα παραπάνω 
αποτελέσµατα συµφωνούν µε προηγούµενες µελέτες και προτείνουν ότι η 
δραστική αναδιορ-γάνωση των πρωτεϊνών του κυτταροσκελετικού δικτύου 
και ο θρυµµατισµός του DNA αντιπροσωπεύουν δύο διακριτά και 
ανεξάρτητα γεγονότα. 
 

Η παρούσα µελέτη πραγµατοποιήθηκε στο πλαίσιο του ερευνητικού προγράµµατος 
Πυθαγόρας Ι, το οποίο συγχρηµατοδοτείται από το ΕΠΕΑΕΚ και τη ΓΓΕΤ. 
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Apoptosis, an essential pattern of programmed cell death, constitutes an 
evolutionary conserved, active and genetically determined process. During 
apoptosis, cells that are no longer needed are self-destructed through an 
internal suicide program, manifesting characteristic morphological 
alterations, such as nuclear chromatin condensation, genomic DNA 
fragmentation and actin cytoskeleton severe reorganization. The most 
essential structural components of the cytoskeleton network are the ankyrin, 
the spectrins, the (fr)actin and the hu-li tai shao (hts) proteins, whose study 
represents the major goal of this work. The above mentioned cytoskeletal 
proteins were studied in the developing follicles of Ceratitis capitata, by 
applying Western blotting analysis and immunolocalization techniques. 
Ankyrin is localized in the cytoplasmic membranes of the follicle and nurse 
cells during late oogenesis, while the obtained immunostaining signal is 
slightly stronger in the follicles of earlier stages. The α-spectrin protein is 
detected in the apical and lateral membrane of the follicle cells, as well as in 
the nurse cells and the oocyte. Fractin, a truncated actin fragment, is 
selectively detected in abnormal (atretic) follicles of mid-oogenesis 
developmental stages (7-8) and in late developmental stages 13 and 14. The 
above results are in absolute agreement with previously reported 
observations and they strongly suggest that the cytoskeleton network severe 
reorganization and genomic DNA fragmentation represent two distinct and 
independent processes. 
 
The present study was financially supported by the Research Grant Pythagoras I, which is 

co-funded by EPEAEK and GSRT. 
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Επιστηµών, Α.Π.Θ., Θεσσαλονίκη 54124 
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Η ορµόνη λεπτίνη παράγεται από τον λιπώδη ιστό και συµβάλλει στη 
ρύθµιση της λήψης και κατανάλωσης ενέργειας από τον οργανισµό. 
Συµµετέχει στην εκκίνηση µονοπατιών µεταγωγής σήµατος σε διάφορους 
κυτταρικούς τύπους που φέρουν τους κατάλληλους υποδοχείς, µεταξύ των 
οποίων και τα µονοκύτταρα. Αυτά είναι κύτταρα του ανοσοβιολογικού 
συστήµατος που έλκονται χηµειοτακτικά προς τις πιθανές εστίες µόλυνσης. 
Τα µονοκύτταρα συµµετέχουν σε αθηρωµατικά γεγονότα, κυρίως µέσω της 
ικανότητάς τους να φαγοκυτταρώνουν οξειδωµένες λιποπρωτεΐνες χαµηλής 
πυκνότητας (oxLDLs) και να µετατρέπονται εν τέλει σε αφρώδη κύτταρα, 
βασικά συστατικά των αθηρωµατικών πλακών.  Στην παρούσα εργασία 
βρέθηκε ότι η επίδραση λεπτίνης (100nM) αυξάνει στατιστικά σηµαντικά 
(p<0.05) τόσο την ικανότητα προσκόλλησης και µετανάστευσης των 
µονοκυττάρων σε υπόστρωµα λαµινίνης-1, όσο και την έκφραση 
υποδοχέων CD36 (των κύριων υποδοχέων για την εσωτερίκευση των 
oxLDL). Με ταυτόχρονη χρήση λεπτίνης και κατάλληλων αναστολέων της 
PI3K (50nM wortmannin), του αντιµεταφορέα Na+-H+ (20nM cariporide) 
και του πολυµερισµού της ακτίνης (2µM cytochalasin D), διαπιστώθηκε 
στατιστικά σηµαντική αναστολή (p<0.05) των προαναφερθέντων δράσεων 
της λεπτίνης υποδηλώνοντας τη συµµετοχή των παραπάνω πρωτεϊνών στα 
µονοπάτια µεταγωγής σήµατος που εκκινούν από τον ενεργοποιηµένο 
υποδοχέα της λεπτίνης και οδηγούν σε φαινόµενα αθηρογένεσης. 
Επιπρόσθετα, µε τη χρήση των αναστολέων GF109203X (10µΜ) και 
Gö6976 (500nM) διαπιστώθηκε η συµµετοχή και της ζ- ή/και ι- ισοµορφής 
της πρωτεϊνικής κινάσης C στην όλη διαδικασία. Τα αποτελέσµατά µας 
φανερώνουν την πολυπλοκότητα του µηχανισµού µέσω του οποίου η 
λεπτίνη ενισχύει τις αθηρογόνες ιδιότητες των µονοκυττάρων.   
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Leptin is an adipose tissue-derived hormone whose main function is the 
regulation of energy intake and consumption. It exerts its effects on a wide 
array of cell types utilizing a number of signal transduction pathways. 
Monocytes are amongst these cell types, as they express functional leptin 
receptors on their surface. They are cells of the immune system and have the 
ability to migrate in a chemotactic manner towards potential sites of 
infection. Their ability to phagocytose oxidized low density lipoproteins 
(oxLDLs) can result in their transformation into foam cells, which are 
amongst the primary elements of atheromatous plaques. In the present study 
it was found that leptin (100nM) causes a statistically significant increase 
(p<0.05) in the ability of monocytes to adhere and migrate on laminin-1, as 
well as an increase in their expression of CD36 receptors (the main 
receptors responsible for oxLDL uptake). Incubation with both leptin and 
potent inhibitors of PI3K (50nM wortmannin), the Na+-H+ exchanger (20nM 
cariporide) and of actin polymerization (2µM cytochalasin D), led to a 
statistically significant inhibition (p<0.05) of the previously described 
effects of leptin. These results indicate that the aforementioned proteins 
have roles to play in the signal transduction pathways which originate from 
the activated leptin receptor on the cell surface and lead to the manifestation 
of atherogenic phenomena. Additionally, through the use of the inhibitors 
GF109203X (10µΜ) and Gö6976 (500nM) it was determined that the ζ- 
(zeta) and/or ι- (iota) isoform of protein kinase C is also involved in some 
way in the whole atherogenic process. Our results demonstrate the 
complexity of the mechanism through which leptin augments the 
atherogenic properties of monocytes.   
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Πατρών, 261 10 Πάτρα 

 
Μεταλλάξεις στο 18S rRNA της ζύµης επηρεάζουν τη λειτουργία του 
ριβοσωµατικού κέντρου αποκωδικοποίησης, που ανήκει στην 40S υποµονάδα. 
Συγκεκριµένα, η µεταστροφή C1054A (rdn1A) στην έλικα 34 αύξησε τα 
µεταφραστικά λάθη, ενώ η µετάπτωση C1054U (rdn1T) προκάλεσε υπερακρίβεια. 
Οµοίως, η µετάλλαξη G517A (rdn2) στην έλικα 18 και η διπλή µετάλλαξη U912C 
G888A (rdn4rdn6) στην έλικα 27 του18S rRNA προκάλεσαν υψηλή 
υπερακρίβεια. Εξετάσαµε την συσχέτιση της µεταφραστικής ακρίβειας προς την 
οξειδωτική κατάσταση του κυττάρου. ∆είκτες οξειδωτικού στρες προσδιορί-
στηκαν σε εκχυλίσµατα στελεχών που φέρουν µια εκ των ως άνω µεταλλάξεων 
που επηρεάζουν τη µεταφραστική ακρίβεια. Η επιρρεπής σε λάθη µετάλλαξη 
rdn1A επέδειξε χαµηλότερο οξειδωτικό στρες υποδεικνυόµενο από µείωση των 
µη πρωτεϊνικών/ πρωτεϊνικών δισουλφιδίων και της υπεροξείδωσης των λιπιδίων. 
Επίσης, οι πρωτεϊνικές θειόλες, ένας δείκτης χαµηλού οξειδωτικού στρες, 
αυξήθηκαν. Αντίθετα, οι περιοριστικές των λαθών µεταλλάξεις rdn1T, rdn2 και 
rdn4rdn6 παρουσίασαν αύξηση του οξειδωτικού στρες υποδεικνυόµενο από 
αύξηση των µη πρωτεϊνικών/πρωτεϊνικών δισουλφιδίων και της υπεροξείδωσης 
των λιπιδίων αλλά και από ελάττωση των πρωτεϊνικών θειολών. Αν ευσταθεί η 
υπόθεση ότι τα αυξηµένα µεταφραστικά λάθη σχετίζονται µε ελάττωση των 
οξειδωτικών τροποποιήσεων, τότε η προσθήκη ενός επαγωγέα λαθών όπως η 
παροµοµυκίνη θα βελτίωνε την οξειδωτική κατάσταση των κυττάρων 
ελαττώνοντας το οξειδωτικό στρες και ενισχύοντας την αντιοξειδωτική άµυνα.  
Όντως, η παροµοµυκίνη αύξησε τα λάθη και ελάττωσε το οξειδωτικό στρες σε 
όλα τα στελέχη. Προτείνουµε ότι η υπερακρίβεια απαιτεί αυξηµένη δαπάνη 
ενέργειας, γεγονός που καθιστά το κύτταρο πιο ευάλωτο στις οξειδωτικές 
τροποποιήσεις. 
 

Ευχαριστούµε το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο (ΕΚΤ), το Επιχειρησιακό Πρόγραµµα 
Εκπαιδευτικής και Επαγγελµατικής Κατάρτισης ΙΙ (ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ) και ειδικά το πρόγραµµα 

ΗΡΑΚΛΕΙΤΟΣ για την ενίσχυση του έργου.  
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We have shown previously that several mutations in 18S rRNA of yeast 
affect the function of the decoding center of the ribosome, which belongs to 
the 40S subunit. Specifically, transversion C1054A (rdn1A) in helix 34 
increased translational errors, while transition C1054U (rdn1T) caused 
hyperaccuracy. Likewise, mutation G517A (rdn2) in helix 18 and a double 
mutation U912C G888A (rdn4rdn6) in helix 27 of 18S rRNA caused also 
strong hyperaccuracy. In the present study we examined the possible 
interference of the level of translational accuracy with the cell’s oxidative 
status. Several oxidative stress markers were determined in extracts derived 
from strains each carrying one of the aforementioned translational accuracy 
mutations. The error-prone mutation rdn1A exhibited less pronounced 
oxidative stress indicated by decreased nonprotein/protein disulfides and 
lipid peroxidation levels. Additionally, protein thiols, an indicator of low 
oxidative stress, were increased. On the contrary, error-restrictive mutations 
rdn1T, rdn2 and the double mutant rdn4rdn6 demonstrated increased 
oxidative stress indicated by elevated levels of nonprotein/protein disulfides 
and lipid peroxidation as well as by depressed levels of protein thiols. If the 
hypothesis holds that increased translational errors are related with 
decreased oxidative modifications, then the addition of an error-inducing 
agent such as paromomycin would improve the cell’s oxidative status by 
lowering the oxidative stress markers and enhancing the antioxidant defense 
system. Indeed, paromomycin increased translational errors in vitro and 
decreased oxidative stress in all strains under examination. We propose that 
hyperaccuracy is related to higher energy expenditure and this fact makes 
the cell more susceptible to oxidative modifications. 

 
We thank the European Social Fund (ESF), the Operational Program for Educational and 

Vocational Training II (EPEAEK II), and particularly the program HERAKLEITOS for 
 funding the above work. 
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ΜΕΘΟ∆ΟΥ ∆Ι∆ΑΣΚΑΛΙΑΣ ΣΤΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ 

Κωσταρίδης Π. 
Τοµέας Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών, 

Πανεπιστηµιόπολη, 15784 Αθήνα. 

Οι µαθητές, οι εκπαιδευτικοί και τα περιβάλλοντα στα οποία παρέχεται εκπαίδευση αποτελούν 
δυναµικά σύνολα που βρίσκονται σε άµεση σχέση, εξάρτηση και αλληλεπίδραση µε την 
κοινωνία και τις δοµές της. Η σύγχρονη παιδαγωγική βλέπει την τροποποίηση της 
συµπεριφοράς ως συνάρτηση όλων των παραγόντων που εµπλέκονται στη διαδικασία της 
εκπαίδευσης, δηλ. του µαθητή, του παιδαγωγού και του περιβάλλοντος. Η πρότασή µας 
εστιάζεται στη Βιωµατική διδασκαλία. Μια εκπαιδευτική µέθοδο διδασκαλίας που επιτρέπει 
στον εκπαιδευόµενο να αποκτήσει προσωπική εµπειρία του θέµατος που αναπτύσσεται, 
συµµετέχοντας σε ειδικές ατοµικές εκπαιδευτικές δραστηριότητες, καθώς και σε οµαδικές 
διεργασίες επικοινωνίας και δηµιουργικότητας. Κατά την αξιολόγηση εκτιµούνται και 
δεξιότητες όπως η ικανότητα των µαθητών για επικοινωνία, ανάληψη πρωτοβουλιών, 
εύρεσης λύσεων για την αντιµετώπιση προβληµάτων, αλληλεγγύης προς τους συµµαθητές 
τους κ.α. O µαθητής (µε τη βοήθεια του δασκάλου) κατακτά µόνος του τη γνώση και βιώνει 
τη διαδικασία της ανάπτυξης των ατοµικών και ιδιαίτερων δεξιοτήτων του µέσα από ατοµικές 
και κοινωνικές δραστηριότητες. Η Βιωµατική διδασκαλία, µε διάφορες µορφές, έχει ήδη βρει 
εφαρµογή µε µεγάλη επιτυχία σε προγράµµατα Περιβαλλοντικής Εκπαίδευσης και Αγωγής 
Υγείας. Τις περισσότερες όµως φορές η εφαρµογή γίνεται ή σε πολύ µικρές ηλικίες ή σε 
θέµατα εκτός Αναλυτικού Προγράµµατος. Στην εργασία µας προτείνουµε την εφαρµογή της 
Βιωµατικής διδασκαλίας σε θέµατα Βιολογίας µε τρόπο ώστε να υπάρχει απόλυτη συµφωνία 
µε τους στόχους του Αναλυτικού Προγράµµατος, να επιτυγχάνονται όλοι οι στόχοι που έχουν 
καθοριστεί από το Παιδαγωγικό Ινστιτούτο, αλλά και να επιτρέπει στο µαθητή να «καρπωθεί» 
όλα τα πλεονεκτήµατα που προσφέρει ο βιωµατικός τρόπος µάθησης. Παρουσιάζουµε µε 
βιωµατικό τρόπο το 2ο κεφάλαιο της Βιολογίας της Γ  ́Γυµνασίου (Αµυντικοί µηχανισµοί). Το 
θέµα που χρησιµοποιούµε ως αρχικό «εργαλείο» για να προσπελάσουµε τους στόχους µας 
είναι το AIDS. Η πορεία θα περάσει από όλα τα στάδια µιας Βιωµατικής διδασκαλίας:. Στο 
τέλος ότι παραχθεί θα είναι προσωπική κατάκτηση του µαθητή διαφορετική από το πλήθος 
των γνώσεων, διηγήσεων και «αληθειών» από τους άλλους. Η πρότασή µας πιστεύουµε ότι 
είναι εφικτή και πραγµατοποιήσιµη. 
Η εργασία αυτή αποτελεί τµήµα διπλωµατικής εργασίας για το Μ∆Ε «Σύγχρονες τάσεις 
διδακτικής των βιολογικών µαθηµάτων και νέες Τεχνολογίες». Ευχαριστούµε τον επ. 
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Kostaridis P.  

 
Department of Cell Biology & Biophysics, Faculty of Biology, National & Kapodistrian 

University of Athens, Panepistimiopoli, 15784, Athens, Greece 
 

The students, the teachers and the environments in which education is provided, 
constitute dynamic parts that are in direct relation, dependence and interaction with 
the society and its structures. The modern pedagogy considers the modification of 
behaviour as interrelation of all factors that are involved in the process of education, 
that is to say the student, the educator and the environment. Our proposal is focused 
in the Empirical-Communikative teaching. An educational method of teaching that 
allows students to acquire personal experience and participate in special individual 
educational activities, as well as in activities of communication and creativity. ¶The 
teacher evaluates skills as the faculty of students for communication, the undertaking 
of initiatives, the finding of problems solutions, the solidarity to their schoolmates 
etc. The students (with the teachers help) achieve the knowledge and develop their 
skills through individual and social activities. The Empirical-Com-munikative 
teaching, with different forms, has already applied with great success in programs of 
Environmental Education and Education of Health  However, these applications in 
most times undertaking in very young pupils and on issues except Analytic Program. 
In our work we propose the application of Empirical-Communikative teaching on 
biological issues in a way that exists absolute agreement with the Analytic Program 
and the students enjoy all the benefits that offers this way of learning. We present 
with empirical way the 2nd chapter of Biology of third year of education in a Greek 
secondary school. (Defence mechanisms). The subject that we use as initial "tool" in 
order to achive our objectives is the AIDS. The course will pass from all the stages of 
the Empirical-Communikative teaching: Search-reflection, planning of activities, 
conduct of activities, evaluation. In the end the result will be personal conquest of 
student and different from the crowd of knowledge, narrations and "truths" from the 
other people.  We believe that our proposal is feasible. The action in the class will 
confirm us or it will help us to re-define our approach.  
 
This work is a part of the Master Degree diploma “New processes in teaching of biological 
lessons by using modern technology” We thank the supervisor prof. T. Katsorchis and the 
members of the committee I Papassideri and E. Moutzouri as well as M. Gkouvra for their 

 help, guidance and supervision in all the stages of the work.  
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ΟΞΕΙ∆ΩΣΗ ΛΑΜΙΝΙΝΗΣ ΑΠΟ ΤΑ ΜΟΝΟΚΥΤΤΑΡΑ ΠΑΡΟΥΣΙΑ 
ΓΛΥΚΟΖΗΣ ΚΑΙ ΙΝΣΟΥΛΙΝΗΣ 

 
Κωστίδου Ε.1, Κολιάκος Γ.2, Καλογιάννη Μ.1 

 
1Εργαστήριο Φυσιολογίας Ζώων, Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογίας, ΑΠΘ, 2Εργαστήριο 

Βιολογικής χηµείας, Τµήµα Ιατρικής, ΑΠΘ, Θεσσαλονίκη 54124 
 

Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η ικανότητα των µονοκυττάρων να 
οξειδώνουν τη λαµινίνη, την κυριότερη πρωτεΐνη των βασικών µεµβρανών, 
παρουσία γλυκόζης και ινσουλίνης. Παράλληλα προσδιορίστηκε η επαγωγή 
παραγωγής  των ανιόντων σουπεροξειδίου  από τη γλυκόζη και την 
ινσουλίνη. Ο βαθµός οξείδωσης της λαµινίνης βρέθηκε ότι είναι 
µεγαλύτερος στην περίπτωση που τα µονοκύτταρα επωάζονταν µε γλυκόζη 
(p=0.0068) και ινσουλίνη (p=0.0010) σε σχέση µε τα κύτταρα ελέγχου. 
Αντίθετα, η ταυτόχρονη παρουσία των αναστολέων του αντιµεταφορέα 
Na+/H+ (ΝΗΕ-1), της πρωτεϊνικής κινάσης C (PKC), της NADPH 
οξειδάσης και της 3-κινάσης του φωσφοϊνοσιτιδίου (ΡΙ3Κ) µε τη γλυκόζη, 
είτε µε την ινσουλίνη, ανέστειλε την αυξηµένη οξείδωση της λαµινίνης. 
Παράλληλα βρέθηκε ότι παρουσία του ενεργοποιητή της PKC, ΡΜΑ, τα 
µονοκύτταρα οξειδώνουν περισσότερο τη λαµινίνη σε σχέση µε τα κύτταρα 
ελέγχου. Επίσης διαπιστώθηκε ότι παρουσία γλυκόζης και ινσουλίνης τα 
µονοκύτταρα παράγουν αυξηµένα ποσά ανιόντων σουπεροξειδίου, τα οποία 
µειώνονται παρουσία του αναστολέα του  αντιµεταφορέα ΝΗΕ-1, 
καριπορίδιο. Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι τόσο η γλυκόζη όσο και η 
ινσουλίνη αυξάνουν το βαθµό οξείδωσης της λαµινίνης από τα 
µονοκύτταρα µέσω ενεργοποίησης της PKC, της αντλίας NHE-1, της 
ΝADPH οξειδάσης και της PI3K, και επίσης επηρεάζουν την παραγωγή 
ανιόντων σουπεροξειδίου, πιθανότατα µε τη συµµετοχή του αντιµεταφορέα 
ΝΗΕ-1. Τα ακριβή µονοπάτια που ενεργοποιούνται µένει να 
διευκρινιστούν.  
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MONOCYTE LAMININ OXIDATION IN THE PRESENCE OF 
GLUCOSE AND INSULIN 
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In the present study we evaluated the ability of monocytes to oxidize 
laminin, the main basement membrane protein, in the presence of either 
glucose or insulin.  Moreover, superoxide anion production levels in the 
presence of glucose and insulin were estimated. The level of laminin 
oxidation was higher when monocytes were incubated in the presence of 
glucose (p=0.0068) and insulin (p=0.0010) than in controls. On the contrary, 
the presence of the inhibitors of the Na+/H+ exchanger, protein kinase C 
(PKC), NADPH oxidase and phosphoinositide 3-kinase (PI3K), together 
with either glucose or insulin counteracted the increase in laminin oxidation. 
Furthermore, the presence of the activator of PKC, PMA showed higher 
laminin oxidation in relation to controls. It was also observed that in the 
presence of glucose and insulin, monocytes produced increased levels of 
superoxide anions in relation to controls, which were inhibited after 
treatment with inhibitor of the Na+/H+ exchanger, cariporide. Our results 
indicate that both glucose and insulin affect monocyte-induced laminin 
oxidation through activation of PKC,  Na+/H+ exchanger,  NADPH oxidase 
and PI3K as well as the production of superoxide anions possibly through 
the  involvement of the Na+/H+ exchanger. The exact pathways that are 
activated remain to be investigated.  
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ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ΑΛΒΟΥΜΙΝΗΣ ΣΤΟ ΣΥΣΤΗΜΑ 
ΕΝ∆ΟΘΗΛΙΝΗΣ-ΜΟΝΟΞΕΙ∆ΙΟΥ ΤΟΥ ΑΖΩΤΟΥ ΣΕ in vitro 

ΚΑΛΛΙΕΡΓΟΥΜΕΝΑ HK-2 ΚΥΤΤΑΡΑ 
 

Κωτσαντής Π.1, Παπαχρήστου Ε.2, Μπίτα Θ.2, Παπαδηµητρόπουλος Α.1, 
∆ρακόπουλος A.2, Βλαχογιάννης Ι.2 και Π. Κατσώρης1 

 
1Τµήµα Βιολογίας, 2 Τµήµα Ιατρικής, Πανεπιστήµιο Πατρών 

 
Ενας από τους κύριους παράγοντες πρόκλησης οξείας νεφρικής ανεπάρ-
κειας είναι η πρωτεϊνουρία, Στην παθολογική αυτή κατάσταση, σηµαντικό 
ρόλο διαδραµατίζουν τα νεφρικά σωληναριακά κύτταρα, που απαντούν 
στην επίδραση µιας πλειάδας µεσολαβητών της νεφρικής βλάβης (όπως η 
λευκωµατουρία), αλλάζοντας το φαινότυπό τους και επάγοντας την ίνωση. 
Σκοπός της συγκεκριµένης εργασίας ήταν η διερεύνηση του τρόπου δράσης 
της αλβουµίνης που περιέχεται στο διήθηµα ασθενών µε πρωτεϊνουρία, 
στην πρόκληση νεφρικής ίνωσης. Στα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν, 
χρησιµοποιήθηκε η κυτταρική σειρά ΗΚ-2 (ανθρώπινα σωληναριακά 
κύτταρα). Τα κύτταρα επωάστηκαν παρουσία διαφορετικών 
συγκεντρώσεων αλβουµίνης για διαφορετικές χρονικές περιόδους. Με 
ανοσοστύπωµα και RT-PCR ποσοτικοποιήθηκε η παρουσία των υποδοχέων 
της ενδοθηλίνης ETR-A και ETR-B, των συνθετασών του ΝΟ (iNOS και 
eNOS) και της τουµπουλίνης. Επίσης µελετήθηκε η επίδραση της 
αλβουµίνης στον πολλαπλασιασµό, την προσκόληση και στη µετανάστευση 
των HK-2 κυττάρων, καθώς και στην παραγωγή ΝΟ. Παρατηρήθηκε ότι η 
αλβουµίνη τροποποιεί µε δοσο-εξαρτώµενο τρόπο την έκφραση των 
γονιδίων της ΕΤ-1 και των υποδοχέων της, των συνθετασών του ΝΟ, τη 
συσσώρευση των αντίστοιχων πρωτεϊνών, καθώς και το παραγόµενο NO. 
Επίσης, προκαλεί αποδιάταξη του κυτταρο-σκελετού, µειώνοντας της 
συσσώρευσης της τουµπουλίνης. Τέλος, επάγει τον πολλαπλασιασµό, ενώ 
εµποδίζει την προσκόλληση και τη µετανάστευση των HK-2 κυττάρων. 
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EFFECT OF ALBUMIN IN THE NITRIC OXIDE/ENDOTHELIN-1 
SYSTEM IN CULTURED PROXIMAL TUBULAR EPITHELIAL 

CELLS 
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Drakopoulos A.2, Vlachojannis J.2, and P. Katsoris1 

 
1Department of Biology, 2Internal Medicine-Nephrology, University of Patras 

 
Proteinuria is the main feature of renal disease. Filtered proteins reach the 
proximal tubular cells leading to phenotypic alteration, and development of 
fibrosis. Experiments were carried out using HK-2 cells, a cell line of 
proximal tubular epithelial cells. Cells were cultured in the presence of 
various concentrations of albumin and for different incubation time periods. 
Total proteins or RNA were isolated and detection of eNOS, iNOS, ETR-A, 
ETR-B and ET-1 was performed by western blot analysis or RT-PCR. 
Migration of HK-2 cells was studied using the wound healing test, while 
proliferation was measured with the MTT assay. The presence of NO was 
measured in the supernatant of the cultured cells using the Griess method. 
We concluded that incubation of HK-2 cells with albumin induces mRNA 
as well as protein accumulation of iNOS, eNOS, ETR-A ETR-B and ET-1 
in a concentration and incubation time manner. The NO production shows a 
linear increase reaching a 5 fold maximum. Albumin induces the HK-2 
proliferationn and inhibits the HK-2 migration and adhesion. Finally, it 
appears to disassociate the cytoskeleton via a concentration dependant 
reduction of tubulin.  
 
References 
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Η ∆ΥΝΑΜΙΚΗ ΤΟΠΟΛΟΓΙΑ ΤΗΣ ΟΞΕΙ∆ΑΣΗΣ ΤΟΥ 
ΟΥΡΙΚOY ΟΞΕΟΣ 

 
Λαγγούσης Γ., Γκουντέλα Σ. και Γ. ∆ιαλλινάς 

 
Τµήµα Βιολογίας, Τοµέας Βοτανικής, Πανεπιστήµιο Αθηνών, Πανεπιστηµιούπολη 15781, 

Αθήνα 
 

Στον Aspergillus nidulans το µονοπάτι καταβολισµού πουρινών έχει 
χαρακτηριστεί πλήρως, τόσο µε γενετικές και φυσιολογικές όσο και 
µοριακές µελέτες. Η οξειδάση του ουρικού οξέος (UaZ) ή ουρικάση, ένα 
από τα βασικά ένζυµα του παραπάνω µονοπατιού, καταλύει την οξείδωση 
του πουρινικού δακτυλίου του ουρικού οξέος σε αλλαντοΐνη. Βιοχηµικές 
µέθοδοι αλλά και ανάλυση της αλληλουχίας των περισσότερων γονιδίων 
που κωδικοποιούν ουρικάση, υποδεικνύουν ότι η κυτταρική τοπολογία του 
ενζύµου εντοπίζεται στα υπεροξυσώµατα. Στην παρούσα µελέτη 
ερευνήσαµε in vivo την τοπολογία της UaZ στον A. nidulans 
χρησιµοποιώντας την τεχνολογία GFP/RFP. Η χιµαιρική UaZ-GFP 
πρωτεΐνη, εκφραζόµενη από το φυσικό της υποκινητή, σε στελέχη µονής 
ενσωµάτωσης, εντοπίζεται κυρίως κυτταροπλασµατικά. Παρουσία 
προσδετών, που δρουν επίσης ως επαγωγείς της έκφρασης του uaZ (ουρικό 
οξύ, 2-θειοξανθίνη), η UaZ-GFP φάνηκε να εντοπίζεται και σε κοκκιώδη 
στίγµατα, πιθανότατα υπεροξυσώµατα. Σε στέλεχος πολλαπλής ενσωµά-
τωσης, απουσία προσδετών, η UaZ-GFP εντοπίζεται κυτταροπλασµατικά 
αλλά και στα πιθανά υπεροξυσώµατα. Παρουσία προσδετών (ουρικό οξύ, 
2-θειοξανθίνη, 8-αζαξανθίνη) η UaZ-GFP εντοπίζεται αποκλειστικά σε 
υπεροξυσώµατα. Η αλλαγή της τοπολογίας της UaZ-GFP παρουσία 8-
αζαξανθίνης, προσδέτη ο οποίος δεν επάγει την αύξηση της πρωτεΐνης, 
πιθανότατα οφείλεται σε φαινόµενα αλλοστερισµού. Η επιβεβαίωση της 
ταυτότητας των υπεροξυσωµάτων έγινε µε εξειδικευµένη στόχευση της 
RFP. Από όσο γνωρίζουµε, αυτή είναι η πρώτη φορά που η τοπολογία και η 
λειτουργία ενός ενζύµου ρυθµίζεται, τόσο ποσοτικά όσο και αλλοστερικά, 
από την παρουσία των προσδετών.  
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In Aspergillus nidulans, the purine degradation pathway has been 
thoroughly characterized by genetic, physiological and molecular studies.  
Uric acid oxidase (UaZ) or uricase, a key enzyme in this pathway, catalyzes 
the oxidation of the purine ring of uric acid to yield allantoin. The cellular 
topology of most uricases is predicted, or biochemically shown, to be the 
peroxisomes. However, no formal proof exists for this assumption. In this 
work we investigated the in vivo dynamic topology of UaZ in A. nidulans 
using the GFP/RFP methodology. A chimeric UaZ-GFP expressed from its 
native promoter was shown to complement a uaZ- mutant. Several single or 
high-copy transformants were selected for Epifluorescence analysis. Our 
results show that the cellular topology of UaZ changes according to the 
level of protein expression and the presence of specific ligands. In single-
copy transformant, UaZ-GFP is mostly cytoplasmic. The addition of ligands 
that are also inducers of protein expression (uric acid, 2-thioxanthine), UaZ 
can also be seen in small discrete granules, possibly peroxisomes. In a 
multicopy transformant, grown in absence of ligands, UaZ is found to be 
both cytoplasmic and in discrete granules. In the presence of ligands (uric 
acid, 2-thioxanthine, 8-azaxanthine) UaZ is found exclusively in the 
peroxisomal structures. The fact that 8-azaxanthine is a ligand not altering 
UaZ protein levels, suggests that alteration in topology should be due 
ligand-promoted allostery. To confirm that the observed discrete granules 
are peroxisomes, we developed a molecular tool to label these organelles 
using the RFP marker. To our knowledge, this is the first time that the 
cellular topology and function of en enzyme is finely regulated, both 
quantitavely and allosterically, by its ligands. 
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ΤΑ  ΓΟΝΙ∆ΙΑ ΦΥΛΟΚΑΘΟΡΙΣΜΟΥ ΣΤΟ ΕΝΤΟΜΟ Bactrocera oleae 
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Η αποµόνωση των φυλοκαθοριστικών γονιδίων Sxl (sex-lethal), tra (transformer), 
tra2 (transformer-2) και dsx (doublesex) στο έντοµο B. oleae (∆άκος της ελιάς), 
πραγµατοποιήθηκε µε την τεχνική RT-PCR και τη σάρωση µίας γενωµικής και 
cDNA βιβλιοθηκών ενήλικων ατόµων. Το γονίδιο Sxl παράγει ένα κοινό µετάγραφο 
και στα δύο φύλα το οποίο κωδικοποιεί την πρωτεΐνη ΒοSXL339, και δεν έχει το 
ρυθµιστικό ρόλο που είχε στη ∆ροσόφιλα. Το γονίδιο tra2 καταλαµβάνει µία 
χρωµοσωµική περιοχή 4.3 kb και οργανώνεται σε 7 εξώνια - 6 εσώνια. Η έκφραση 
του ρυθµίζεται ανάλογα µε το φύλο. Παράγει ένα κοινό και στα δύο φύλα 
µετάγραφο που κωδικοποιεί για την ισοµορφή ΒοΤΡΑ2251, καθώς επίσης και δύο 
αρρενοειδικά µετάγραφα, αποτέλεσµα της απαραίτητης για τη γονιµότητα των 
αρσενικών αυτορύθµισης του γονιδίου. Το γονίδιο dsx καταλαµβάνει µία 
χρωµοσωµική περιοχή 55 kb. Οργανώνεται σε 6 εξώνια - 5 εσώνια και παράγει 
διαφορετικά µετάγραφα που κωδικοποιούν για τους µεταγραφικούς παράγοντες 
DSXF και DSXΜ, που ρυθµίζουν την έκφραση περαιτέρω θηλεοειδικών και 
αρρενοειδικών γονιδίων αντίστοιχα. Το γονίδιο tra εντοπίστηκε σε γονιδιωµατικό 
κλώνο δίπλα στο πολύ συντηρηµένο γονίδιο Βοl(3)73Ah. Kαταλαµβάνει µία 
χρωµοσωµική περιοχή 3.6 kb και οργανώνεται σε 3 εξώνια – 2 εσώνια. Το γονίδιο 
παράγει φυλοειδικά µετάγραφα, εκ των οποίων το θηλεοειδικό κωδικοποιεί την 
πρωτεΐνη BoTRA422, ενώ τα αρρενοειδικά µετάγραφα οδηγούν σε µη λειτουργικά 
προϊόντα. Η ανάλυση της λειτουργίας του γονιδίου έγινε µε πειράµατα καταστολής 
του µε την τεχνική RNA interference. ∆ιαπιστώθηκε ότι πρόκειται για το κύριο 
γονίδιο φυλοκαθορισµού στο ∆άκο, καθώς η σίγαση του προκάλεσε την µετατροπή 
ατόµων µε καρυότυπο ΧΧ σε γόνιµα αρσενικά, σε πολύ υψηλό ποσοστό 87 %. 
Μελέτη της έκφρασης των γονιδίων tra και dsx στα άτοµα αυτά έδειξε ότι η 
παρουσία δίκλωνου Botra RNA είχε ως αποτέλεσµα την µόνιµη καθιέρωση του 
αρρενοειδικού προτύπου µατίσµατος των συγκεκριµένων γονιδίων. Τα λειτουργικά 
χαρακτηριστικά του γονιδίου το καθιστούν ιδανικό υποψήφιο για την  κατασκευή 
διαγονιδιακών στελεχών επιλογής φύλου και τη βελτίωση της µεθόδου στείρωσης 
εντόµων για τον έλεγχο του πληθυσµού του ∆άκου. 
 
Το έργο συγχρηµατοδοτείται από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο και Εθνικούς Πόρους 

(ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ) ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ ΙΙ και τον ΕΛΚΕ. 
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THE GENES OF THE SEX-DETERMINING CASCADE IN THE 
INSECT BACTROCERA OLEAE 

 
Lagos D.1, Savvakis C.2, and K. Komitopoulou1 

 
1Div. of Genetics and Biotechnology, Dep. of Biology, University of Athens. 2Institute of 

Molecular Biology and Biotechnology, FORTH, Heraklion 
 
The sex-determining genes Sxl (Sex-lethal), tra (transformer), tra-2 
(transformer-2) and dsx (doublesex) in the insect B. oleae were isolated by 
RT-PCR and screening of a genomic and cDNA libraries from male and 
female adult flies. BoSxl produces the same functional polypeptide 
BoSXL339  in both male and female flies and therefore has lost the master 
sex-determining role that had in D. melanogaster. Botra-2 holds a region of 
4.3kb and is organized in 8 exons -7 introns. It expresses sex-specific 
transcripts: a common one present in both sexes that encodes for the isoform 
BoTRA2251 and two additional male-specific transcripts that predict an 
autoregulatory mechanism that serves to ensure male germline fertility. 
Bodsx expands in a chromosomal region of 55kb, is organized in 6 exons - 5 
introns and produces different sex-specific mRNAs. These mRNAs code for 
the female and male specific transcription factors DSXF and DSXM that 
regulate expression of other downstream sex-specific genes. The Botra 
homologue is syntenic to the very conserved Bol(3)73Ah gene that was 
isolated by RT-PCR. It expands in a chromosomal region of 3.6 kb and is 
organized in 6 exons–5 introns. It produces sex-specific transcripts of which 
the female-specific codes for the protein BoTRA422, while the male-specific 
transcripts produce non-functional polypeptides. Botra functional analysis 
was performed by the RNA interference technique. Our findings showed 
that tra is the master sex-determining gene in B.oleae, since tra silencing 
resulted in an 87 % sex-reversal of karyotypically XX flies, into normal 
male fertile flies. Expression analysis by RT-PCR in these flies showed that 
the presence of Botra dsRNA resulted in the permanent establishment of the 
male-specific splicing pattern for the genes tra and dsx. These results 
suggest that Botra is a useful candidate for the construction of transgenic 
sexing strains that would improve SIT (Sterile Insect Technique) and the 
Bactrocera control. 
 
The project is co-funded by the European Social Fund and National Resources-(EPEAEK 

II) PYTHAGORAS II and ELKE 
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ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ∆ΙΑΤΡΟΦΗΣ ΜΕ ΣΗΣΑΜΙ ΣΤΗΝ ΕΚΦΡΑΣΗ 
ΤΩΝ ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ ΤΟΥ  ΕΝΖΥΜΟΥ ΤΗΣ  ΦΑΣΗΣ ΙΙ 

ΑΠΟΤΟΞΙΝΩΣΗΣ ΤΡΑΝΣΦΕΡΑΣΗ ΤΗΣ ΓΛΟΥΤΑΘΕΙΟΝΗΣ 
 

Λαζάρου ∆., Μπουκουβάλα Ε., Παπαδόπουλος Α.Ι. 
 

Εργαστήριο Φυσιολογίας Ζώων, Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Σχολή Θετικών 
Επιστηµών, ΑΡΙΣΤΟΤΕΛΕΙΟ ΠΑΝ/ΜΙΟ ΘΕΣ/ΝΙΚΗΣ 

 
Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η επίδραση της διατροφής µε σησάµι 
στην γονιδιακή έκφραση των ισοενζυµικών µορφών GST-A2, GST-M2, 
GST-Pi καθώς επίσης και στην µικροσωµική ισοµορφή GST-Mic της 
ενζυµικής οικογένειας αποτοξίνωσης GST µε τη µέθοδο Northern blotting. 
Για το σκοπό αυτό σε τέσσερις διαφορετικές οµάδες πειραµατόζωων 
αρουραίων Wistar ηλικίας 4 εβδοµάδων χορηγήθηκε επί οκτώ εβδοµάδες σε 
ποσοστό 20% επί της κανονικής τροφής σησάµι υπό µορφή αποφλοιωµένου 
στη µία οµάδα, µη αποφλοιωµένου στη δεύτερη, στην τρίτη χορηγήθηκε 
µίγµα πολυφαινολών από αιθανολικό εκχύλισµα περισπερµίου σε ποσοστό 
0,015% (w/w) και στην τέταρτη µίγµα πολυφαινολών σε ποσοστό 0,03% 
(w/w). Πειραµατόζωα της ίδιας ηλικίας στα οποία χορηγήθηκε κανονική 
τροφή χρησιµοποιήθηκαν ως οµάδα αναφοράς. Ολικό RNA αποµονώθηκε 
από το ήπαρ των ατόµων κάθε οµάδας, µε τη µέθοδο «ενός βήµατος» της 
γουανιδίνης. Ολικό RNA που αποµονώθηκε από το ήπαρ ατόµου της 
οµάδας αναφοράς µεταγράφηκε αντίστροφα (Expand Reverse 
Transcriptase). Χρησιµοποιώντας ως µήτρα το παραγόµενο cDNA και 
εξειδικευµένους εκκινητές για κάθε ισοµορφή της GST, ενισχύθηκαν τα 
cDNAs των τεσσάρων ισοµορφών. Με «εσωτερικά» (nested) PCRs 
ενισχύθηκαν τµήµατα 380-480bp που χρησιµοποιήθηκαν ως ανιχνευτές 
Northern blotting. Στους αρουραίους που χορηγήθηκε αποφλοιωµένο και µη 
αποφλοιωµένο σησάµι παρατηρήθηκε αύξηση στην έκφραση και των 
τεσσάρων ισοµορφών της GST που µελετήσαµε, και ιδιαίτερα στην οµάδα 
των πειραµατόζωων που τους χορηγήθηκε αποφλοιωµένο σησάµι σε σχέση 
µε την οµάδα αναφοράς. Αντίθετα η χορήγηση αιθανολικού εκχυλίσµατος 
πολυφαινολών από περισπέρµιο σησαµιού οδήγησε σε µείωση των 
επιπέδων των mRNA και των τριών ισοµορφών GST-A2, GST-M2 και 
GST-Pi, και αντίθετα αύξηση στα επίπεδα mRNA της µικροσωµικής GST.  
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EFFECT OF SESAME NUTRITION OF THE GENE EXPRESSION 
OF THE PHASE II DETOXIFICATION ENZYME GST 

 
Lazarou D., Boukouvala E., Papadopoulos A.I. 

 
Laboratory of Animal Physiology, Dept. of Zoology, School of Biology, Faculty of Science, 

ARISTOTLE UNIVERSITY OF THESSALONIKI 
 

In this study it was investigated the effect of sesame nutrition on the mRNA 
levels of isoforms of hepatic glutathione S-transfease (GST), GST-A2, 
GST-M2, GST-Pi, and GST-Mic, by using Northern blotting method. For 
this purpose four groups of 4-weeks old Wistar rats were fed for a period of 
8 weeks with standard chow diet containing for the first group 20% (w/w) 
hulled sesame seeds, for the second 20% (w/w) shelled sesame seeds and for 
the third 0,015% (w/w) ethanolic extract from sesame seed perisperm, rich 
in polyphenols and the forth 0,03% of the same extract. Normally fed male 
rats of the same age were used as control group. Hepatic total RΝΑ from 
each group of rats was isolated using guanidine “single step” method. Total 
RNA from liver of control group was subjected to reverse transcription 
(Expand Reverse Transcriptase). The cDNA of each GST isoform was 
amplified with RT-PCR using specific primers. Fragments of 380-480bp of 
each GST isoform were isolated with nested PCRs and used as the probes 
for Northern blotting. An increase in the expression of all four isoforms of 
GST that we investigated was observed in rats consuming unshelled seeds 
and even higher levels were observed is rats consuming hulled sesame 
seeds. In rats fed with polyphenolic extract from the perisperm of sesame 
seed, the levels of most of the hepatic GST isoforms were declining, except 
from the microsomal GST isoform, the mRNA levels of which were 
elevated. 
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ΜΗ ΕΠΕΜΒΑΤΙΚΗ ΠΡΟΓΕΝΝΗΤΙΚΗ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΟΥ 
ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ HB LEPORE ΣΕ ΑΡΡΕΝ ΕΜΒΡΥΟ ΤΗΝ 7Η ΕΒ∆ΟΜΑ∆Α 

ΤΗΣ ΚΥΗΣΗΣ 
 

Λάζαρος Λ., Χατζή Ε., Μπούµπα Ι., Πλαχούρας Ν., Παρασκευαΐδης Ε., 
Γεωργίου Ι. 

 
Εργαστήριο Γενετικής της Ανθρώπινης Αναπαραγωγής, Τοµέας Μαιευτικής και 

Γυναικολογίας, Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, Ιωάννινα. 
 

Η παρουσία του ελεύθερου εµβρυϊκού DNA στη µητρική κυκλοφορία κατά 
τη διάρκεια της κύησης δηµιούργησε νέες προοπτικές στη µη επεµβατική 
προγεννητική διάγνωση. Περιγράψαµε την αξιόπιστη µη επεµβατική 
προγεννητική ανίχνευση του ανασυνδυασµένου γονιδίου που προκαλεί την 
παθολογική αιµοσφαιρίνη Lepore, πατρικής προέλευσης, και την 
ταυτοποίηση του φύλου του εµβρύου στο πρώτο τρίµηνο της κύησης. 
Αναλύθηκε το ελεύθερο εµβρυϊκό DNA, καθώς και το πατρικό και µητρικό 
DNA. Ειδικοί γενετικοί εκκινητές για το φυσιολογικό και το µεταλλαγµένο 
χρωµόσωµα Lepore καθώς και ειδικές γενετικές αλληλουχίες του Υ 
χρωµοσώµατος χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση. Τα αποτελέσµατα της 
ανάλυσης πιστοποιήθηκαν µε τη λήψη χοριακών λαχνών (CVS) τη 12η 
εβδοµάδα της κύησης. Η αιµοσφαιρίνη Lepore, πατρικής προέλευσης, και οι 
ειδικές γενετικές αλληλουχίες DYS14 και DYZ1 του Υ χρωµοσώµατος 
ανιχνεύθηκαν στο δείγµα του µητρικού ορού εγκύου γυναίκας την 7η 
εβδοµάδα της κύησης. Καµία από τις ανωτέρω αλληλουχίες δεν ανιχνεύθηκε 
στο µητρικό DNA. Η ανάλυση του µητρικού ορού µε τη µέθοδο της 
αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) µπορεί να χρησιµοποιηθεί για 
τη µη επεµβατική προγεννητική ανίχνευση του φύλου του εµβρύου και της 
πατρικής αιµοσφαιρίνης Lepore τόσο νωρίς όσο η 7η εβδοµάδα της κύησης. 
Σε περιπτώσεις γονέων που είναι φορείς διαφορετικών µεταλλάξεων, η 
παρουσία της πατρικής µετάλλαξης στη µητρική κυκλοφορία αυξάνει την 
πιθανότητα του εµβρύου να πάσχει στο 50%. Η απουσία της πατρικής 
µετάλλαξης στη µητρική κυκλοφορία µπορεί να µειώσει την πιθανότητα 
αυτή στο 0%, αποτελώντας µία ισχυρή ένδειξη ότι το έµβρυο είναι ελεύθερο 
νόσου και µάλιστα στα µέσα του πρώτου τριµήνου της κύησης. 
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NON INVASIVE PRENATAL DETECTION OF PATERNAL 
ORIGIN HB LEPORE IN A MALE FETUS AT THE 7TH WEEK 

OF GESTATION 
 

Lazaros L.,  Hatzi E.,  Bouba I.,  Plahouras N., Paraskevaidis E., Georgiou I. 
 

Laboratory of Human Reproductive Genetics, Department of Obstetrics and Gynaecology, 
Medical School, University of  Ioannina, Ioannina. 

 
The presence of cell-free fetal DNA in maternal circulation during 
pregnancy created new opportunities in non invasive prenatal diagnosis. We 
described a reliable non invasive prenatal detection of the Hb Lepore 
paternal mutation and the fetal gender determination in the first trimester of 
pregnancy. We analyzed the cell-free fetal DNA and the parental DNA. 
Hb Lepore specific, mutant and normal, primers as well as Y-chromosome-
specific sequences were used to carry out the analysis. PCR results were 
verified by chorionic villous sampling (CVS) at the 12th week of the 
pregnancy. Paternal Hb Lepore and the DYS14 and DYZ1 Y chromosome-
specific sequences were detected in the serum sample obtained at the 7th 
week of pregnancy. None of the above sequences was detectable in the 
maternal peripheral blood DNA. Conventional PCR analysis of cell-free 
fetal DNA can be used to determine fetal gender and paternal Hb Lepore as 
early as the 7th week of pregnancy. When the parents are carriers of different 
mutations or polymorphisms linked to mutations, the absence or the 
presence of the paternal mutation determines the probability of the fetus to 
be affected by the disorder. If the paternal mutation is present in the 
maternal serum then the probability of the fetus to have thalassemia is 50%, 
as high as in the dominant disorders. In these cases the invasive procedures 
such as CVS or amniocentesis are necessary. Consequently, the absence of 
the paternal mutation may reduce this probability to 0%, given that the assay 
for the detection of the paternal contribution is reliable and linked to the 
mutation polymorphic markers have been used, as well, to verify this 
absence.  
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ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΑΛΟΦΙΛΩΝ 
ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΩΝ ΑΠΟ ΛΕΚΑΝΕΣ ΚΡΥΣΤΑΛΛΩΣΗΣ 

ΑΛΑΤΟΣ ΤΩΝ ΑΛΥΚΩΝ ΜΕΣΟΛΟΓΓΙΟΥ 
 

Λαζούρα Π., Καλλιµάνης Α., Περυσινάκης Α., ∆ραΐνας Κ.  
και Α.Ε. Κούκκου 

 
Τοµέας Οργανικής Χηµείας και Βιοχηµείας, Τµήµα Χηµείας, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, 

45110 Ιωάννινα. E-mail: akukku@cc.uoi.gr 
 

Αλόφιλα Βακτήρια και Αρχαία είναι οι κυρίαρχοι µικροοργανισµοί που 
έχουν αναπτύξει τους µηχανισµούς για να επιβιώνουν σε υπεραλατούχα 
περιβάλλοντα. Στην παρούσα εργασία, από δειγµατοληψία στις λεκάνες 
κρυστάλλωσης άλατος των αλυκών Μεσολογγίου, αποµονώθηκαν και 
χαρακτηρίστηκαν αλόφιλοι προκαρυωτικοί µικροοργανισµοί µε σκοπό την 
καταγραφή της µικροβιακής χλωρίδας της περιοχής και εκτίµηση πιθανών 
βιοτεχνολογικών εφαρµογών τους. Με τη µέθοδο του εµπλουτισµού, 
χρησιµοποιώντας θρεπτικό µέσο SW αποµονώθηκαν τα στελέχη: HSC3, 
HSC4b, LSC2 και LSC3. Συγκεκριµένα πραγµατοποιήθηκαν βιοχηµικές 
δοκιµασίες, ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών, λιπιδιακή ανάλυση, προσδιορισµός  
ποσοστού G+C %, παραγωγή PHB και ανάλυση 16S rDNA. Ανάλυση της 
αλληλουχίας 16S rDNA έδειξε για το HSC3 οµολογία 99 % µε 
Halobacterium salinarum, για το HSC4b οµολογία 99 % µε Haloferax 
volcanii και για το LSC3 99 % οµολογία µε Haloferax mediterranei. Το 
στέλεχος LSC2, εµφανίζει 96% οµολογία µε Pseudomonas halophila και 
Halovibrio denitrificans. Παρόλα αυτά σηµαντικές διαφορές όπως το 
µέγεθος ( 0,2 x 0,4 µm), η σύσταση των λιπαρών οξέων (10-Me 18:0), οι 
βιοχηµικές δοκιµασίες και η απαίτηση σε αλάτι που δεν συµπίπτουν µε 
αυτά της Pseudomonas halophila, το κατατάσσουν στο γένος Halovibrio 
και προτείνεται γι’ αυτό  η ονοµασία Halovibrio mesolongii. Η παρούσα 
ανάλυση αποδεικνύει µικροβιακή ποικιλία τόσο Βακτηρίων (Halovibrio) 
όσο κυρίως Αρχαίων (Halobacterium και Haloferax) στις αλυκές 
Μεσολογγίου που µπορούν να αποτελέσουν πηγή χρήσιµων βιοτεχνολο-
γικών προϊόντων. 
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Halophilic bacteria and Archaea are the dominant microorganisms that have 
developed the mechanisms in order to survive in hypersaline environments. 
In the present study, from samples from the solar salterns of Mesolongi, 
halophilic microorganisms have been isolated with a view to record the 
microbial flora of the area and to estimate possible biotechnological 
applications. By enrichment methods, using SW medium 4 strains were 
chosen for further characterization: HSC3, HSC4b, LSC2 and LSC3. In 
particular there have been performed biochemical tests, protein 
electrophoresis, lipid analysis, G+C % content, PHB production and 16S 
rDNA analysis. Strain HSC3 was characterised as Halobacterium salinarum 
with 99 % similarity, strain HSC4b as Haloferax volcanii with 99 % 
similarity and LSC3 as Haloferax mediterranei with 99 % similarity. Strain 
LSC2 shows 96% similarity with Pseudomonas halophila and Halovibrio 
denitrificans. However distinct characteristics such as size (0,2 x 0,4 µm), 
fatty acid methyl esters composition (10-Me 18:0), biochemical tests and 
salt requirement that do not coincide with Pseudomonas halophila, justify it 
as a new species within the genus Halovibrio for which the name 
Halovibrio mesolongii is proposed. The present study reveals microbial 
diversity of bacteria (Halovibrio) and mostly Archaea (Halobacterium and 
Haloferax) at the solar salterns of Mesologi that can be used as useful 
sources of biotechnological products. 
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Λάµπρου Ε., Καραγιάννης Φ., Λαµπροπούλου Μ., Μαρµάρας Β.I. 

 
Εργαστήριο Βιολογίας - Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Πατρών 

 
Στα πολυµορφοπύρηνα και στα µακροφάγα κύτταρα των θηλαστικών η 
κυτταροφαγία συνοδεύεται από σηµαντική αναδιοργάνωση του κυτταρο-
σκελετού της ακτίνης και της τουµπουλίνης. Για την πρόσληψη E. coli και 
σφαιριδίων latex, από τα αιµοκύτταρα της C. capitata, απαιτείται 
αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, αλλά όχι για τον LPS. 
Το σηµατοδοτικό µονοπάτι ιντεγκρίνες-Ras-FAK-Src εµπλέκεται στη 
κυτταροφαγία LPS/E.coli/latex. Με αυτά τα δεδοµένα, ερευνήσαµε, 
περαιτέρω, τη συµµετοχή των ινιδίων της ακτίνης και των 
µικροσωληνίσκων στην πρόσληψη των LPS/ E.coli/σφαιρίδια latex. 
Εναιωρήµατα αιµοκυττάρων προεπωάσθηκαν µε αναστολείς του 
πολυµερισµού της ακτίνης, κυτταρο-χαλασίνη B και D και λατρουνκουλίνη 
Α, καθώς και µε αναστολείς του πολυµερισµού της τουµπουλίνης, 
νοκοταζόλη και δεµεκολσίνη. Τα αποτελέσµατα µε κυτταροµετρία ροής  
έδειξαν σε όλες τις περιπτώσεις σηµαντική µείωση της κυτταροφαγίας της 
E. coli και των σφαιριδίων latex και καµία επίδραση στην ενδοκυττάρωση 
του LPS. Με δεδοµένη την ενεργοποίηση των MAP κινασών από 
LPS/E.coli/σφαιρίδια latex και την εµπλοκή τους στη κυτταροφαγία, 
διερευνήθηκε µε western ανάλυση και χρήση αντισωµάτων έναντι 
φωσφορυλιωµένων MAP κινασών, η θέση τους στη µεταγωγή του 
µηνύµατος που οδηγεί σε  κυτταροφαγία, σε σχέση µε τον κυτταροσκελετό 
της ακτίνης και της τουµπουλίνης. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι ο 
κυτταροσκελετός της ακτίνης δρα µετά από τη JNK και την ΕRK και πιο 
µπροστά από τη p38, ενώ ο κυτταροσκελετός της τουµπουλίνης δρα µετά 
και από τις τρεις MAP κινάσες. 
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INVOLVEMENT OF THE ACTIN FILAMENTS AND MICRO-
TUBULES IN PHAGOCYTOSIS BY MEDFLY HEMOCYTES 

 
Lamprou E., Karagiannis F., Lampropoulou M., Marmaras V. J. 

 
Laboratory of Biology – Department of Biology University of Patras 

 
Phagocytosis in mammalian polymorphonuclears and macrophages is 
followed by a significant reorganization of the actin and tubulin 
cytoskeleton. The E. coli and latex beads uptake by medfly hemocytes 
require the reorganization of the actin cytoskeleton, a process that does not 
take place in LPS uptake. The implication of the signalling pathway 
integrins-Ras-FAK-Src in the LPS/ E.coli/latex beads phagocytosis has also 
been demonstrated. Based on these results the participation of the actin and 
tubulin cytoskeleton in the LPS/ E.coli/latex uptake was investigated in 
detail. Hemocytes in suspension were preincubated with inhibitors of actin 
polymerization, cytochalasin B and D and latrunculin A, and inhibitors of 
tubulin polymerization, nocodazole and demecolcine. Flow cytometry 
analysis showed a significant reduction in the phagocytosis of E.coli/latex 
beads and no effect on the endocytosis of LPS. Given that the MAP kinases 
are phosphorylated by LPS/E.coli/latex beads and implicated in 
phagocytosis, we explored the order of the MAP kinases in the signaling 
pathway of phagocytosis regarding the actin and tubulin cytoskeleton with 
immunoblot analysis using antibodies against phosphorylated MAP kinases. 
The obtained results showed that the actin filaments function downstream of 
JNK and ERK and upstream of p38, while the microtubules function 
downstream all three MAP kinases.     
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Η FAK/SRC ΡΥΘΜΙΖΕΙ ΤΗΝ ΠΡΟΣΛΗΨΗ ΤΟΥ S. aureus ΑΠΟ ΤΑ 
ΑΙΜΟΚΥΤΤΑΡΑ ΤΗΣ C. capitata 

 
Λάµπρου Ε., Λιλής Γ., Λαµπροπούλου Μ., Μαρµάρας Β.I. 

 
Εργαστήριο Βιολογίας - Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Πατρών 

 
Tα αιµοκύτταρα της µύγας της Μεσογείου προσλαµβάνουν την ενδοτοξίνη 
LPS, την E. coli και τα σφαιρίδια latex µε διαφορετικούς µηχανισµούς. Για 
την πρόσληψη των LPS και  E. coli απαιτείται έκκριση από τα 
αιµοκύττάρα, ενώ για τα σφαιρίδια latex όχι. Ακόµη, η πρόσληψή τους 
ρυθµίζεται από τις MAP κινάσες. Στην κυτταροφαγία της E. coli 
συµµετέχουν οι  β υποµονάδες των ιντεγκρινών, που ενεργοποιούν το 
σύµπλοκο  FAK/Src. Η παρούσα εργασία διερευνά τα σηµατοδοτικά 
µονοπάτια που εµπλέκονται στην  πρόσληψη του Gram (+) βακτηρίου S. 
aureus, από τα αιµοκύτταρα. C. capitata. Mε κυτταροµετρία ροής και 
µικροσκοπία φθορισµού, διαπιστώθηκε η κυτταρο-φαγία του S. aureus από 
τα αιµοκύτταρα της C. capitata. Με ανάλυση κατά Western διαπιστώθηκε 
ότι το βακτήριο ενεργοποιεί  τη FAK, στη θέση Y397, τη Src και τις τρεις 
MAP κινάσες. Στη συνέχεια διερευνήθηκε εάν η πρόσληψή του από τα 
αιµοκύτταρα γίνεται µέσω των ιντεγκρινών. ∆ιαπιστώθηκε ότι παρουσία 
του τριπεπτιδίου RGD και της φιµπρονεκτίνης, αυξάνουν την πρόσληψη 
του S. aureus. Η παρουσία αντισωµάτων έναντι των β1 µειώνει την 
κυτταροφαγία ενώ η παρουσία των αντισωµάτων έναντι της β3 δεν έχει 
καµία επίδραση. Τα δεδοµένα αυτά δείχνουν ότι το RGD και η 
φιµπρονεκτίνη, διευκολύνουν τη δέσµευση του S. aureus στις β1 υπο-
µονάδες των ιντεγκρινών και έτσι αυξάνουν την κυτταροφαγία του, όπως 
στα θηλαστικά. Με τη χρήση του pp2, αναστολέα ενεργοποίησης της Src 
και dsRNA έναντι της FAK,  διερευνήθηκε η εµπλοκή του συµπλόκου 
FAK/Src  στη  κυτταροφαγία του S. aureus. Τα αποτελέσµατα έδειξαν 
µείωση της κυτταροφαγίας παρουσία του pp2 και του dsRNA έναντι της 
FAK. Συµπερασµατικά, ο S. aureus δεσµεύεται στη β1 υποµονάδα των 
ιντεγκρινών στην επιφάνεια των αιµοκυττάρων µε αποτέλεσµα την 
ενεργοποίηση  του συµπλόκου FAK/Src, που οδηγεί στην κυτταροφαγία 
του βακτηρίου.  
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FAK/SRC REGULATES THE UPTAKE OF S. aureus FROM C. 
capitata HEMOCYTES 

Lamprou E., Lilis J., Lampropoulou M., Marmaras V.J. 
 

Laboratory of Biology – Department of Biology, University of Patras 
 
Medfly hemocytes uptake endotoxin LPS, E. coli and latex beads with 
distinct mechanisms. Haemocyte secretion is required for E. coli and LPS 
uptake, but not for latex beads. In addition, the uptake of the above agents is 
regulated by the MAP kinases. Integrin β subunits participate in E. coli 
phagocytosis and activate the FAK/Src complex. The present study explores 
the signalling pathways implicated in the uptake of the Gram(+) bacterium 
S. aureus from C. capitata hemocytes. Flow cytometry analysis and 
fluorescence microscopy showed the uptake of S. aureus by the C. capitata 
hemocytes, via integrins. Western blot analysis showed that S. aureus 
phosphorylates FAK, at the Y397, Src and the three MAP kinases. 
Furthermore, it was demonstrated that when the tripeptide RGD or 
fibronectin are present, the phagocytosis of S. aureus increases, whereas, 
anti-β1 antibodies reduce phagocytosis. On the contrary, anti-β3 has no 
effect on S. aureus uptake. These results show that RGD and fibronectin 
facilitate the binding of S. aureus to the β1 subunit of integrins, thus, 
promoting its phagocytosis, similarly to mammals. In addition, we 
investigated the implication of the FAK/Src complex in the phagocytosis of 
S. aureus using pp2, a Src inhibitor, and FAK dsRNA. The results clearly 
showed a decrease of phagocytosis in the presence of pp2 and FAK dsRNA. 
S. aureus binds onto the β1 integrin subunit of the hemocyte surface, hence 
resulting to the activation of the FAK/Src complex, which leads to the 
phagocytosis of the bacteria. 
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∆ΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΕΛΛΗΝΙΚΟΥ ΠΟΛΥΜΕΤΡΙΚΟΥ ∆ΕΙΚΤΗ 
ΒΕΝΘΙΚΩΝ ΜΑΚΡΟΑΣΠΟΝ∆ΥΛΩΝ (Π∆ΒΜ) ΓΙΑ ΤΗΝ 

ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΤΗΣ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ ΤΩΝ ΡΕΟΝΤΩΝ Υ∆ΑΤΩΝ 
 

Λέκκα Ε. και Μ. Λαζαρίδου 
 

Εργαστήριο Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Α.Π.Θ., 54006 Θεσσαλονίκη,  
e-mail : mlazarid@bio.auth.gr 

 
Για τη δηµιουργία του Π∆ΒΜ χρησιµοποιήθηκαν 274 δείγµατα 
βενθοπανίδας από 5 ποτάµια συστήµατα της Ελλάδας, χρησιµοποιώντας 
δείγµατα βενθικών µακροασπονδύλων προσδιορισµένα σε επίπεδο 
οικογένειας. Για τη δηµιουργία του ακολουθήθηκαν 4 βήµατα: α) επιλογή 
και κατηγοριοποίηση των σταθµών σε 3 κατηγορίες (καθαροί, ενδιάµεσοι 
και ρυπασµένοι), χρησιµοποιώντας παραµέτρους όπως οι χρήσεις γης, 
βιολογικούς και χηµικούς δείκτες, β) συγκέντρωση των παραµέτρων: 
χρησιµοποιήθηκαν 26 παράµετροι που σχετίζονταν µε την αφθονία των 
ταξινοµικών οµάδων, τη σχετική τους αφθονία και την ανθεκτικότητά τους 
στη ρύπανση, γ) αξιολόγηση και επιλογή των παραµέτρων: 
χρησιµοποιήθηκαν 3 κριτήρια, η απόκριση – ευαισθησία της παραµέτρου 
σε συνθήκες ρύπανσης, η ποικιλότητά της στους σταθµούς αναφοράς 
(Ενδοτεταρτηµοριακός συντελεστής, CIQ) και η συσχέτιση µεταξύ τους 
(Συντελεστής Συσχέτισης). Τελικά, επιλέχθηκαν 4 παράµετροι: ο συνολικός 
αριθµός taxa, ο αριθµός taxa Εφηµεροπτέρων, Πλεκοπτέρων και 
Τριχοπτέρων (EPT), ο αριθµός taxa Τριχοπτέρων και ο αριθµός των 
ευαίσθητων στη ρύπανση taxa. δ) δηµιουργία-αξιολόγηση του δείκτη: η 
τελική τιµή του Π∆ΒΜ για κάθε σταθµό υπολογίσθηκε µε το άθροισµα των 
τιµών των 4 παραµέτρων. Οι κατηγορίες ποιότητας των νερών 
καθορίστηκαν χρησιµοποιώντας την ελάχιστη, τη µέγιστη και την 
ενδιάµεση τιµή των παραµέτρων και αυτές που αντιστοιχούν στο 25% και 
95% των µετρήσεων σε όλους τους σταθµούς. Ο Π∆ΒΜ εφαρµόστηκε σε 
137 δείγµατα σταθµών µε ποσοστό πρόβλεψης (Discriminant analysis) 
89,2% (100% στους καθαρούς σταθµούς). Οι τιµές του Π∆ΒΜ δεν 
επηρεάστηκαν από τη σχετική αφθονία και την εποχή, ενώ αντίθετα 
επηρεάστηκαν από το υπόστρωµα στην περίπτωση των ενδιάµεσων και των 
ρυπασµένων σταθµών. Η σύγκρισή του Π∆ΒΜ µε άλλα scores π.χ. BMWP’ 
έδειξε ότι αποτελεί ένα αξιόπιστο και εύκολα υπολογίσιµο score της 
ποιότητας των ρεόντων υδάτων στην Ελλάδα. 
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CREATION OF THE MACROINVERTEBRATE MULTIMETRIC 
INDEX (MMI) AS A COST-EFFECTIVE METHOD FOR THE 

EVALUATION OF THE WATER QUALITY STATUS 
 

Lekka E., and M. Lazaridou 
 

Department of Zoology, School of Biology, Faculty of Sciences, Aristotle University of 
Thessaloniki, 54006, Thessaloniki, Hellas. E-mail: mlazarid@bio.auth.gr 

 
For the creation of the MMI 274 samples were used from 5 riverine systems 
in Hellas. The development process consisted of 4 steps: selection and 
classification of the sites in three categories (reference, impaired and 
moderately polluted sites) using criteria such as human activities, physico-
chemical data and biological quality indices. b) selection of the metrics to be 
used in MMI: we examined 26 metrics connected to composition of 
macrofauna, richness of taxa, and tolerance/intolerance to pollution 
measures c) evaluation and final selection of metrics: the criteria for the 
final selection were the metric response to stress, metric variability 
(according to Interquartile Coefficient CIQ), and redundancy of metrics 
(according to Correlation Coefficient). Four (4) metrics were finally used 
for the MMI (Total number of taxa, EPT taxa, Trichoptera taxa and 
Intolerant taxa). d) Calculation of the MMI: the final score of each site was 
calculated as the sum of the 4 selected metrics. The metric values for each 
category of water quality were determined by quadrisection of the 
distribution of the metric value in all sites, using the minimum, the 
maximum and the median value and the 95th and 25th percentile of each 
metric. MMI was applied into 137 sites and classsified 89,2% of them into 
the category expected according to their macorinvertebrate fauna 
(Discriminant analysis) (100% succesful classification for the reference 
sites). The scores of MMI was not affected by the richness of taxa and the 
seasonal variation, contrary to the substrate type which affected the 
classification of the impaired and moderate polluted sites. MMI proved to 
be a reliable and easy to calculate score compared to other scores such as 
BMWP’, because it uses macroinvertebrate data identified to family level. 
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ΑΝΟΣΟΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΚΑΙ ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΩΝ ΜΕΤΑΦΟΡΕΩΝ 
ΠΟΥΡΙΝΩΝ ΣΤΟΝ ASPERGILLUS NIDULANS 

 
Lemuh N.D., Πανταζοπούλου Α., ∆ιαλλινάς Γ. και ∆.Γ. Χατζηνικολάου 

 
Τµήµα Βιολογίας, Τοµέας Βοτανικής, Πανεπιστήµιο Αθηνών, Πανεπιστηµιούπολη, 15781 

 
Ο Aspergillus nidulans διαθέτει δυο βασικούς µεταφορείς πουρινών, τον 
UapA και τον AzgA. O UapA εµφανίζει εξειδίκευση για το ουρικό οξύ και 
τη ξανθίνη, ενώ ο AzgA για την αδενίνη, τη γουανίνη και την υποξανθίνη. 
Και οι δυο µεταφορείς έχουν µελετηθεί µέσω γενετικών και µοριακών 
προσεγγίσεων. Έχουµε ξεκινήσει να µελετάµε τη ρύθµιση της έκφρασής 
τους στο επίπεδο του υποκυτταρικού εντοπισµού. Στην παρούσα µελέτη, 
παρουσιάζεται για η ανοσοχηµική ανίχνευση των δυο µεταφορέων και η 
µελέτη της µετα-µεταγραφικής ρύθµισης της έκφρασής τους. Με τεχνικές 
γενετικής µηχανικής κατασκευάστηκαν ανασυνδυασµένα πρωτεϊνικά µόρια 
µε επίτοπο ιστιδίνης στο C-τερµατικό άκρο της πρωτεΐνης του UapA και 
του πεπτιδίου της GFP και στους δυο µεταφορείς. Οι δυο σηµασµένοι 
µεταφορείς εκφράστηκαν υπό τον έλεγχό τόσο του φυσικού τους όσο και 
ενός ισχυρού υποκινητή (alcA). Οι πρωτεΐνες UapA-His, UapA-GFP και 
AzgA-GFP ανιχνεύτηκαν στο µεµβρανικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα µε 
Western χρησιµοποιώντας τα κατάλληλα αντισώµατα. Επιτεύχθηκαν υψηλά 
επίπεδα έκφρασης του UapA-His µεταφορέα µέσω του υποκινητή alcA 
γεγονός που αναµένεται να διευκολύνει την επιτυχή αποµόνωση του 
µεταφορέα µε την εφαρµογή µεθόδων υγρής χρωµατογραφίας. Η έκφραση 
των δυο µεταφορέων, υπό τον έλεγχο του φυσικού υποκινητή τους, φάνηκε 
να αντικατοπτρίζει την µεταγραφική ρύθµιση ως αποτέλεσµα της επαγωγής 
από πουρίνες και της καταστολής από την αµµωνία. Ωστόσο, ο UapA, σε 
επίπεδο πρωτεΐνης, εµφανίστηκε ιδιαίτερα ευαίσθητος στην 
απενεργοποίηση παρουσία αµµωνίας καθώς παρατηρήθηκε γρήγορη 
εξαφάνισή του από το µεµβρανικό κλάσµα. Τα αποτελέσµατα αυτά 
συµφωνούν απόλυτα µε προηγούµενα αποτελέσµατα που αφορούν στην 
κυτταρική έκφραση των δυο µεταφορέων µε την χρήση µικροσκοπίας 
επιφθορισµού. 
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IMMUNODETECTION AND REGULATION OF PURINE 
TRANSPORTERS IN ASPERGILLUS NIDULANS 

 
Lemuh N.D., Pantazopoulou A., Diallinas G., and D. Hatzinikolaou 

 
Department of Botany, Faculty of Biology, University of Athens, Panepistimioupolis, 

Athens 15781, Greece. 
 

The fungus Aspergillus nidulans possesses two major purine transporters, 
UapA and AzgA. UapA is specific for uric acid and xanthine, and AzgA for 
adenine, guanine and hypoxanthine. UapA and AzgA have been widely 
studied using various facets of genetic and molecular approaches. Both 
UapA and AzgA are regulated primarily at the level of transcription and 
recently we addressed the regulation of expression at the level of subcellular 
sorting and protein stability. Due to difficulties inherent in transmembrane 
protein isolation, no study has so far addressed the proteomics of these two 
major purine transporters of Aspergillus nidulans. In this study we present 
the first immunological detection of these two transporters and their post-
translational regulation of expression. We engineered a His-tag to the C-
terminus of UapA for detection and eventual purification and the GFP 
marker on both transporter genes for detection and subcellular sorting. We 
expressed these tagged transporters both from their native and a strong 
(alcA) promoter. The His-tagged recombinant protein was revealed in total 
membrane protein extract by direct immunodetection method on western 
blot using anti-histidine antibody conjugate (chemiluminescent method) 
whereas the sGFP-tagged fusion protein was immunodetected using two 
mouse monoclonal antibodies. The result showed very strong expression 
from the alcA promoter, opening as such the gateway for their eventual 
purification and further study. Expression of UapA and AzgA from the 
native promoters in response to purine induction and ammonia repression 
directly reflected regulation at the level of transcription. UapA was very 
sensitive to ammonia repression as the protein is seen to disappear from the 
membrane fraction after two hours of repression. AzgA shows slight 
sensitivity to ammonia repression within the experimental period of study. 
These results of the post-translational regulation of UapA and AzgA 
concord well with previous results on the cellular expression of the two 
transporters using epifluorescence microscopy. 
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ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ UPOGEBIA PUSILLA ΣΤΙΣ ΒΕΝΘΙΚΕΣ ΡΟΕΣ ΚΑΙ 
ΤΟ ΝΕΡΟ ΤΩΝ ΠΟΡΩΝ ΣΕ ΙΖΗΜΑΤΑ ΕΠΙΒΑΡΗΜΕΝΑ ΜΕ 

ΜΕΤΑΛΛΕΥΤΙΚΗ ΣΚΩΡΙΑ ΚΑΙ ΟΡΓΑΝΙΚΟ ΥΛΙΚΟ: 
ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΗ 

 
Λιακόπουλος Η., Βελέντζα Μ., Παπασπύρου Σ., Θεσσαλού-Λεγάκη Μ. 

 
Τοµέας Ζωολογίας-Θαλάσσιας Βιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 

Πανεπιστηµιόπολις 157 84, Αθήνα 
 

Μελετήθηκε η επίδραση της ενδοβενθικής αιωρηµατοφάγου γαρίδας 
Upogebia pusilla σε ιζήµατα επιβαρηµένα µε οργανικό υλικό (θρύµµατα 
Ulva lactuca) και/ή µεταλλευτική σκωρία για µια περίοδο 90 ηµερών. Για 
το σκοπό αυτό δηµιουργήθηκαν οκτώ πειραµατικοί συνδυασµοί των 
παραπάνω παραγόντων (παρουσία/απουσία ζώων, σκωρίας, Ulva, και 
µάρτυρας) σε εργαστηριακούς µικρόκοσµους, και ακολουθήθηκε η εξέλιξη 
των βενθικών ροών (O2, Fe2+, NH4

+) και του νερού των πόρων (CO2, Fe2+, 
NH4

+). Παρουσία ζώων και οργανικού υλικού, η είσοδος Ο2 στο ίζηµα 
αυξήθηκε. Η προσθήκη της σκωρίας δεν φάνηκε να επηρεάζει την ολική 
ανοργανοποίηση, αλλά µόνο τον καταµερισµό της στις διαφορετικές 
µεταβολικές οδούς. Όσον αφορά στο διαλυµένο στο νερό των πόρων Fe2+, η 
παρουσία των ζώων προκάλεσε µια σηµαντική αύξηση –µε µέγιστο σε 
βάθος 2 cm- σε όλους τους αντίστοιχους συνδυασµούς, πιθανότατα λόγω 
της αποµάκρυνσης του H2S που δεσµεύει το Fe2+ µέσω άρδευσης. Η 
επίδραση αυτή ήταν πολύ µεγαλύτερη ακόµα και από εκείνη που 
προκαλείται από τη προσθήκη σκωρίας σε ιζήµατα χωρίς ζώα. Τέλος, η 
παρουσία οργανικού υλικού φάνηκε ότι µειώνει το µέγιστο του Fe2+ µόνο 
στις περιπτώσεις που δεν είχε προστεθεί σκωρία. Τα αποτελέσµατα 
συζητούνται σε σχέση µε τη δυναµική των διεργασιών που λαµβάνουν 
χώρα στο ίζηµα.   

 
Το έργο συγχρηµατοδοτείται από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο και Εθνικούς Πόρους 

(ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ) ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ II. 
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EFFECT OF UPOGEBIA PUSILLA ON BENTHIC FLUXES AND 
POREWATER SOLUTES IN SEDIMENTS AMENDED WITH ORE 

SLAG AND ORGANIC MATTER: AN EXPERIMENTAL 
APPROACH 

 
Liakopoulos I., Velentza M., Papaspyrou S., Thessalou-Legaki M. 

 
Department of Zoology-Marine Biology, Faculty of Biology, University of Athens, 

Panepistimiopolis 157 84, Athens 
 

The effect of the burrowing, suspensivor shrimp Upogebia pusilla on 
benthic fluxes and porewater solute concentrations was studied 
experimentally in sediments amended with ore slag and/or organic matter. 
The eight different combinations (presence/absence of animals, ore slag, 
Ulva lactuca detritus, and control) were installed in laboratory microcosms. 
The temporal evolution of benthic fluxes (O2, Fe2+, NH4

+) and pore water 
solutes (CO2, Fe2+, NH4

+) was followed for a period of 90 days. The influx 
of O2 was increased in microcosms with animals and organic matter. 
Enrichment with ore slag did not appear to effect total carbon 
mineralisation, but only the relative importance of its metabolic pathways. 
Regarding porewater Fe2+, the presence of animals resulted to a significant 
increase –with a peak at 2 cm depth- in corresponding combinations studied, 
possibly due to H2S removal by irrigation. This effect was even larger than 
that produced by slag amendment in defaunated microcosms. Finally, 
organic matter enrichment decreased Fe2+ peak only in microcosms without 
slag. The results are discussed in relation to the metabolic processes 
occurring in the sediments.  

 
The project is co-funded by the European Social Fund and National Resources – (EPEAEK 

II) PYTHAGORAS II. 
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ΣΤΕΡΕΟ∆ΙΑΤΑΞΙΚΟΙ ‘∆ΙΑΚΟΠΤΕΣ’: Η ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΑ ΠΟΥ 
ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΕΙ ΤΟ ΛΑΘΟΣ ∆ΙΠΛΩΜΑ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΠΟΥ 

ΣΧΕΤΙΖΟΝΤΑΙ ΜΕ ΑΜΥΛΟΕΙ∆ΩΣΕΙΣ 
 

Λιάππα Χ.Θ., Οικονοµίδου Β.Α. και Σ.Ι. Χαµόδρακας 
 

Τοµέας Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 
Αθήνα 157 01 

 
Ένας µεγάλος αριθµός νόσων που ονοµάζονται αµυλοειδώσεις οφείλονται 
σε πρωτεΐνες που από τη φυσιολογική διαλυτή τους κατάσταση 
διπλώνονται κατά ένα µη φυσιολογικό τρόπο και  αυτοσυγκροτούνται σε 
αδιάλυτες ινιδιακές δοµές.  Τα αµυλοειδή ινίδια που δηµιουργούνται και 
εναποτίθενται σε όργανα και ιστούς, δηµιουργώντας συσσωµατώµατα, 
πιθανότατα, αποτελούν την κύρια αιτία αυτών των παθολογικών 
καταστάσεων. Τα ινίδια έχουν πάχος ~100 Å, ακαθόριστο µήκος, είναι 
ευθύγραµµα και αδιακλάδιστα, δεσµεύουν τη χρωστική Congo red και, αν 
και προέρχονται από πρωτεΐνες µε διαφορετική δοµή και λειτουργία, 
υιοθετούν έναν κοινό, ειδικό, τύπο β-πτυχωτών επιφανειών, την ‘cross-β’ 
δοµή (οι β-κλώνοι είναι κάθετοι στον µακρύ άξονα των ινιδίων).  Στόχος 
της παρούσας µελέτης είναι η ανάλυση της αµινοξικής ακολουθίας των 
πρωτεΐνών που σχηµατίζουν αµυλοειδή ινίδια και η αναζήτηση µέσα σ’ 
αυτή, της κρυµµένης πληροφορίας που σηµατοδοτεί το λανθασµένο 
δίπλωµα τους, προκαλώντας τη δηµιουργία των ινιδίων. Αναζητείται, 
εποµένως, στην ακολουθία, η ύπαρξη πιθανών στερεοδιαταξικών 
‘διακοπτών’, επιτρέποντας, σε κατάλληλες συνθήκες, τη µετάπτωσή τους 
από τη µια δοµική κατάσταση στην άλλη. Συνολικά µελετήθηκαν δεκαπέντε 
διαφορετικές αµυλοειδογενείς πρωτεΐνες, µε τη βοήθεια του προγράµµατος 
πρόγνωσης δευτεροταγούς δοµής, SecStr (Hamodrakas, 1988).  
Ακολούθησε σύγκριση των αποτελεσµάτων µε την πειραµατικά προς-
διορισµένη δοµή των πρωτεΐνών που έχει κατατεθεί στην βάση δεδοµένων 
PDB και κατόπιν, ένα χαρακτηριστικό µοτίβο (εξαπεπτίδιο) που 
πειραµατικά έχει βρεθεί ότι ευνοεί τη δηµιουργία αµυλοειδών ινιδίων 
αναζητήθηκε και βρέθηκε κατά µήκος των ακολουθιών τους. 
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CONFORMATIONAL ‘SWITCHES’: THE INFORMATION THAT 
TRIGGERS THE MISFOLDING OF PROTEINS THAT ARE 

RELATED TO AMYLOIDOSES 
 

Liappa C.T., Iconomidou V.A., and S.J. Hamodrakas 
 

Department of Cell Biology and Biophysics, Faculty of Biology, University of Athens, 
Athens 157 01 

 
A great number of human diseases commonly referred to as amyloidoses are 
due to proteins that, from their natural soluble form, following a misfolding 
pathway, self-assemble into insoluble fibrils. The amyloid fibrils that 
accumulate in a variety of organs and tissues by forming aggregates are, 
most probably, the leading cause of these clinical disorders.  The fibrils are 
100 Å in diameter, have indeterminate length, are straight and unbranched, 
bind Congo red and despite that they derive from different proteins, they 
share a common structure of β-pleated sheet, the ‘cross-β’ structure, in 
which continuous β-sheets are formed by β-strands running perpendicular to 
the long axis of the fibrils. The main purpose of this project was the analysis 
of these proteins by searching for  hidden information in their amino acid 
sequence that triggers misfolding and the formation of amyloid fibrils. More 
specifically, we were looking for the existence of specific conformational 
‘switches’, leading to the switch from the natural to the misfolding state 
under certain conditions. The secondary structure of fifteen different 
proteins was predicted by using the software SecStr (Hamodrakas, 1988). 
The results were compared with the experimentally determined structure of 
these proteins found in the Protein Data Bank and finally their amino acid 
sequences were scanned for the existence of a characteristic hexapeptide 
pattern-switch experimentally found to be related to the formation of 
amyloid fibrils. This pattern-switch was found to exist in all fifteen proteins 
examined.     
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ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΩΝ ΠΑΡΑΛΟΓΩΝ 
ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ ΠΟΥ ΚΩ∆ΙΚΟΠΟΙΟΥΝ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΕΣ  
α-ΕΛΙΚΟΕΙ∆ΕΙΣ ∆ΙΑΜΕΜΒΡΑΝΙΚΕΣ ΠΡΩΤΕΙΝΕΣ 

 
Λιµήτσιου Ο.Κ.1, Προµπονάς Β.Ι.1,2 

 
1Τοµέας Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών,  

Αθήνα 157 01 
2Τµήµα Βιολογικών Επιστηµών, Πανεπιστήµιο Κύπρου, 1678 Λευκωσία, Κύπρος 

 
Γεγονότα γονιδιακών διπλασιασµών είναι γνωστό ότι οδηγούν στη 
δηµιουργία οικογενειών παράλογων γονιδίων. Με δεδοµένο ότι τα γονίδια 
τέτοιων πολυγονιδιακών οικογενειών µπορούν στη συνέχεια να 
εξελίσσονται ανεξάρτητα, ο µηχανισµός αυτός αποτελεί σηµαντικό 
εξελικτικό µηχανισµό επινόησης νέων κυτταρικών λειτουργιών. 
Μελετήσαµε τις οικογένειες παράλογων α-διαµεµβρανικών πρωτεϊνών που 
κωδικοποιούνται από το πλήρως προσδιορισµένο γονιδίωµα του βακτηρίου 
Escherichia coli σε συσχέτιση µε τις ορθόλογές τους (γονίδια που 
προήλθαν από διαδικασίες ειδογένεσης) στη Chlamydia trachomatis.  Πέρα 
από την προφανή προσπάθεια για την εξακρίβωση των παράλογων 
οικογενειών, στοχεύσαµε παράλληλα και στην προτυποποίηση µιας 
διαδικασίας επιτυχούς διαχωρισµού των πραγµατικών ορθολόγων γονιδίων 
σε περιπτώσεις περισσότερο αποµακρυ-σµένων οργανισµών. Η επιλογή 
των οικογενειών των α-ελικοειδών δια-µεµβρανικών πρωτεϊνών έγινε 
αφενός γιατί σε µεγάλο βαθµό αντικατο-πτρίζουν τις διαφορετικές 
λειτουργικές ανάγκες οι οποίες δηµιουργήθηκαν εξελικτικά στα βακτήρια 
για την ενσωµάτωσή τους σε διαφορετικά περιβάλλοντα, αφετέρου διότι 
συχνά οι πληροφορίες σχετικά µε τη δοµή και τη λειτουργία τους είναι 
περιορισµένες.  Για τον εντοπισµό των παράλογων γονιδίων και των 
ορθόλογών τους βασιστήκαµε σε µια τοπική εγκατάσταση του λογισµικού 
BLAST.  Χρησιµοποιήσαµε διαφορετικά κατώφλια e-value για την επιλογή 
των στατιστικά σηµαντικών οµοιοτήτων και τον καθορισµό 123 
παράλογων οικογενειών στην E. coli (340 πρωτεΐνες µε µέσο ποσοστό 
ταυτόσηµων καταλοίπων 41.25%) και 10 στη C. trachomatis αντίστοιχα 
(33 πρωτεΐνες, 35.14% ταυτόσηµα κατάλοιπα). Σηµαντικό ενδιαφέρον 
παρουσιάζει το γεγονός ότι οι αντίστοιχες ορθόλογες πρωτεΐνες 
παρουσίαζαν κατά µέσο όρο 36.39% ταυτόσηµα κατάλοιπα. 
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COMPUTATIONAL IDENTIFICATION AND ANALYSIS OF 

PARALOGOUS GENE FAMILIES ENCODING FOR BACTERIAL 
α-HELICAL TRANSMEMBRANE PROTEINS 

 
Limitsiou O.K.1, Promponas V.J.1,2 

 
1Department of Cell Biology and Biophysics, Faculty of Biology, University of Athens,  

Athens 157 01 
2Faculty of Biological Sciences, University of Cyprus, 1678 Leukosia, Cyprus 

 
Gene duplication events are responsible for the creation of paralogous gene 
families.  Since the genes of these families are under different selective 
pressure they may have evolved separately, this being a major evolutionary 
mechanism for the invention of novel cellular functions. We have initially 
identified paralogous gene families encoding for α-helical transmembrane 
(α-ΤΜ) proteins from the completely annotated genome of Eschericia coli 
in combination with their orthologs (genes which resulted from 
evolutionary procedures) in Chlamydia trachomatis. Besides the apparent 
goal for the ascertainment of common and diverse functions in these two 
parasitic bacteria we also aimed to standardize the process of successfully 
separating real ortholog genes for more distantly related organisms. The 
selection of the family of α-helical transmembrane proteins for this study 
was due to the fact that they illustrate the different functional needs, which 
have evolutionary been established in bacteria for their growth in different 
environments.  In addition, experimental data regarding their function and 
structure are limited.  A local installation of the BLAST suit of programmes 
served for paralog and ortholog identification, using different e-value 
cutoffs to assess the statistical significance of detected similarities. Our 
results show that 340 α-helical integral membrane proteins encoded in the 
E. coli genome may be grouped in 123 paralogous families with an average 
of 41.25% pairwise (within family) identities.  The same figures for the C. 
trachomatis genome were 33 proteins, 10 paralogous families and 35.14% 
identities. It is worth noting that the detected orthologous α-TM proteins 
exhibit an average of 36.39% identities. 
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ΕΠΙ∆ΡΑΣH ΤΗΣ ΠΟΣΗΣ ΑΦΕΨΗΜΑΤΟΣ ΤΟΥ ΦΥΤΟΥ Sideritis 
clandestina subsp. peloponnesiaca ΣΤΗΝ ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ 

ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ ΕΓΚΕΦΑΛΙΚΩΝ ΠΕΡΙΟΧΩΝ ΕΝΗΛΙΚΩΝ ΜΥΩΝ 
 

Λιναρδάκη Ζ.1, Παπανδρέου Μ.1, Κωνσταντίνου Κ.1, Ζιαβρά ∆.1*, 
Ζαµπίρα Ι.1, Παπαθανασίου Ε.1, Ιατρού Γρ.1, Λάµαρη Φ.Ν. 2,  

και M. Μαργαρίτη1 
 

1Τµήµα Βιολογίας, 2Τµήµα Φαρµακευτικής, Παν/µιο Πατρών 
* Παρούσα διεύθυνση : Τµήµα Ιατρικής, Παν/µιο Πατρών 

 
Στόχος της παρούσας µελέτης ήταν να διερευνηθεί η επίδραση της πόσης 
του αφεψήµατος (4% κ.β.) του είδους Sideritis clandestina sbsp. 
peloponnesiaca για 40 ηµέρες στην αντιοξειδωτική ικανότητα των 
κεντρικών ηµισφαιρίων, της παρεγκεφαλίδας και του µεσεγκεφάλου 
ενηλίκων µυών. Για τη µελέτη της αντιοξειδωτικής ικανότητας 
εφαρµόστηκαν η µέθοδος προσδιορισµού της ικανότητας αναγωγής του 
σιδηρι-κατιόντος (FRAP) και της ικανότητας δέσµευσης ελευθέρων ριζών 
ισοδύναµης µε το trolox (TEAC), ένα υδατοδιαλυτό παράγωγο της 
βιταµίνης Ε. Αρχικά, µελετήθηκαν οι αντιοξειδωτικές ιδιότητες του 
αφεψήµατος διαφορετικών ειδών του γένους Sideritis και τα αποτελέσµατα 
έδειξαν ότι το αφέψηµα του S. clandestina sbsp. peloponnesiaca 
παρουσίασε την ισχυρότερη αντιοξειδωτική δράση. Τα πειραµατόζωα που 
κατανάλωναν το αφέψηµα του S. clandestina sbsp. peloponnesiaca 
εµφάνισαν στατιστικώς σηµαντική µείωση του βάρους τους και αύξηση 
τόσο της ηµερήσιας κατανάλωσης τροφής όσο και της κατανάλωσης υγρών. 
Η αντιοξειδωτική ικανότητα µεταξύ των εγκεφαλικών περιοχών στα ζώα-
µάρτυρες παρουσίασε διαφορές (κεντρικά ηµισφαίρια> παρεγκεφαλίδα> 
µεσεγκέφαλος). Επίσης, η αντιοξειδωτική ικανότητα όλων των 
εγκεφαλικών περιοχών ήταν αυξηµένη µετά την κατανάλωση του 
αφεψήµατος, ακολουθώντας διαφορετικές ποσοστιαίες αλλαγές (11%-
50%). Τα αποτελέσµατα της µελέτης µας δείχνουν ότι το είδος S. 
clandestina sbsp. peloponnesiaca µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως πηγή 
φυσικών αντιοξειδωτικών, ενώ είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα η περαιτέρω 
µελέτη της διαφορετικής επίδρασης στις εγκεφαλικές περιοχές. 
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EFFECT OF CONSUMPTION OF TEA OF Sideritis clandestina subsp. 
peloponnesiaca ON THE ANTIOXIDANT PROPERTIES OF ADULT 

MICE BRAIN REGIONS 
 

Linardaki Z.1, Papandreou M.Α.1, Constantinou C.1, Ziavra D.1*,  
Zampira I.1, Papathanasiou E.1, Iatrou G.1, Lamari F.N.2, 

and M. Margarity1 
 

1Department of Biology, 2Department of Pharmacy, University of Patras 
*Present address: Department of Medicine, University of Patras 

 
Aim of the present study was to examine the effect of drinking a herbal tea 
(4% w/v) from Sideritis clandestina subsp. peloponnesiaca for 40 days on 
the antioxidant properties of the cerebral hemispheres, cerebellum and 
midbrain of adult mice. Antioxidant activity was determined using the 
assays of ferric-reducing antioxidant power (FRAP) and the trolox-
equivalent antioxidant capacity (TEAC) to scavenge free radicals. Study of 
the in vitro antioxidant properties of the hot water extracts of various 
Sideritis species showed that S. clandestina subsp. peloponnesiaca hot water 
extract displayed the strongest antioxidant activity in vitro. The 
experimental animals exhibited a statistically significant decrease of their 
body weight and increase in their daily consumption of food and liquids, in 
comparison to the control animals. The antioxidant activity of the brain 
areas of the control animals differed (cerebral hemispheres> 
cerebellum>midbrain). In addition, the antioxidant activity of all the brain 
areas of the treated animals was elevated at different percentages (11%-
50%). Our findings indicate that S. clandestina subsp. peloponnesiaca could 
be used as a source of natural food antioxidants, whereas further 
investigation of its differential effects on the antioxidant properties of the 
brain regions is extremely interesting. 
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ΑΥΤΟΜΕΤΑΛΛΟΓΡΑΦΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ∆ΙΑΣΠΟΡΑΣ 
Υ∆ΡΑΡΓΥΡΟΥ ΣΤΟ ΕΝΤΕΡΟ ΤΟΥ ΒΑΤΡΑΧΟΥ Rana ridibunda 

 
Λουµπουρδής Ν.Σ. 

 
Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογιας, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης, 

Θεσσαλονίκη, ΤΚ 54124 
 

Ο υδράργυρος είναι ένα πολύ δραστικό µόριο, που έχει πολύ ισχυρά τοξικά 
αποτελέσµατα. Είναι ένας πολύ διαδεδοµένος περιβαλλοντικός και 
βιοµηχανικός ρυπαντής. Στο περιβάλλον απαντά υπό τρεις µορφές, ως 
ατοµικός (Hg0 ), ως ανόργανος (Hg2+) και ως οργανικός. Η γαστρεντερική 
απορρόφηση του υδραργύρου δεν φαίνεται να απαιτεί κάποιο ειδικό 
σύστηµα µεταφοράς. Ο ανόργανος υδράργυρος δεν φαίνεται να διαπερνά 
εύκολα το επιθήλιο του γαστραγγειακού σωλήνα, τον διαπερνά όµως 
εύκολα µε τη µορφή οργανικού υδραργύρου, που σχηµατίζεται µε τη δράση 
κυρίως αναεροβίων βακτηρίων. Ο ιστοχηµικός εντοπισµός του υδραργύρου 
γίνεται µε την τεχνική της αυτοµεταλλογραφίας, κατά την οποία οι κόκκοι 
του υδραργύρου εγκλείονται από ένα στρώµα αργύρου. Στο στόµαχο 
εντοπίσθηκε η µικρότερη συγκέντρωση κόκκων υδραργύρου, κυρίως στο 
κορυφαίο τµήµα των επιθηλιακών κυττάρων. Στο λεπτό έντερο 
παρατηρήθηκε µεγαλύτερη συγκέντρωση υδραργύρου, σε σύγκριση µε το 
στόµαχο. Υψηλές συγκεντρώσεις παρατηρήθηκαν στο γλυκοκάλυκα, µια 
ένδειξη ότι ο υδράργυρος συνδέεται µε µεταλλοθειονεϊνες. Το πολύ 
ενδιαφέρον στοιχείο αυτής της έρευνας είναι η µεγάλη συγκέντρωση 
υδραργύρου σε έναν ειδικό τύπο κυττάρου, πιθανόν νευροενδοκρινούς 
τύπου. Πιθανόν ο υδράργυρος να συνδέεται µε κάποιο αµινοξύ, 
ολιγοπεπτίδιο, κάποια πρωτεϊνη ή ένζυµο. Πιθανόν αυτή να είναι µια άλλη 
οδός αποτοξίνωσης. Ένας µεγάλος αριθµός κόκκων υδραργύρου 
παρατηρήθηκε κάτω από τη βασική µεµβράνη, µια ένδειξη ότι η βασική 
µεµβράνη άρχισε να καταστρέφεται. Η µέγιστη συγκέντρωση κόκκων 
υδραργύρου παρατηρήθηκε στο παχύ έντερο. Ενδιαφέρουσα είναι και η 
παρατήρηση ότι κόκκοι υδραργύρου δεν παρατηρήθηκαν στο τελικό πλέγµα 
(terminal web).   
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Mercury (Hg) is a highly reactive molecule that produces toxic effects. It is 
widely distributed as an environmental and industrial pollutant. Three forms 
of mercury are found in the environment. Elemental mercury (Hg0), 
inorganic (Hg2+) mercury and organic mercury. Gastrointestinal absorption 
of mercury does not appear to require specific transport process. But it is 
transformed in marine and freshwater sediments as a result of the action of 
anaerobic bacteria to methylmercury, which readily crosses the 
gastrointestinal epithelium. Histochemical detection of mercury is 
performed by the autometallographical technique, where the mercury 
sulphide/selenide grains are encapsulated into a shell of silver. The lowest 
concentration of mercury grains in the gut were detected in the stomach, 
and, especially in the apical part of epithelial cells. Fewer grains were 
detected in the deeper parts of the crypts. As in the stomach, the higher 
concentration of mercury grains in the small intestine were observed in the 
apical parts of the absorptive epithelial cells and in the apical glycocalyx, an 
indication that this mercury is bound to metallothioneins. Very interesting is 
the observation that high concentrations of mercury were detected in a 
special cell type, most probably of neuroendocrine origin. Probably, 
mercury is bound to an aminoacid, oligopeptide, protein or enzyme. This 
might be another route of detoxification. Of importance is also the 
observation that mercury is concentrated under the basement membrane, an 
indication that this membrane was disorganized. Destruction of basement 
membrane may result in the diffusion of mercury into the internal organs, 
finally, by the blood vessels to the kidney.  The highest mercury 
concentration was detected in the large intestine. Of interest is the 
observation that no mercury grains were observed in the terminal web.  
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ΠΙΘΑΝΕΣ ΠΡΟΚΑΡΚΙΝΙΚΕΣ ΑΛΛΟΙΩΣΕΙΣ ΣΤΟ ΗΠΑΡ ΤΟΥ 
ΒΑΤΡΑΧΟΥ Rana ridibunda ΑΠΟ ΤΟ ΠΟΤΑΜΙ ΤΑΦΡΟΣ 66 

 
Λουµπουρδής Ν.Σ. 

 
Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογιας Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης 

Θεσσαλονίκη, ΤΚ 54124 
 

Τα τελευταία χρόνια πολλοί πληθυσµοί αµφιβίων ελαττώνονται σε 
αριθµούς, µερικοί δε πληθυσµοί έχουν εκλείψει τελείως. Αυτό, κυρίως, 
είναι συνέπεια του ότι οι πληθυσµοί είναι ευαίσθητοι στους διάφορους 
περιβαλλοντικούς ρυπαντές. Η ευαισθησία αυτή είναι συνέπεια κυρίως της 
µη ύπαρξης προστατευτικής µεµβράνης στα αυγά τους και της υψηλής 
διαπερατότητας του δέρµατός τους. Τα πρώιµα στάδια καρκινογένεσης 
εµφανίζονται µε διάφορες µορφές, όπως προ-νεοπλαστικές εστίες που 
αποτελούνται από χαρακτηρι-στικούς κυτταρικούς φαινότυπους. Ο 
πλεοµορφισµός των ηπατικών κυττάρων είναι µια άλλη µορφή προ-
νεοπλασίας, όπως επίσης η εµφάνιση σε µεγάλους αριθµούς µικρών 
χοληφόρων αγωγών και η ύπαρξη PAS θετικής ύλης µέσα σε χοληφόρους 
αγωγούς. Στη µελέτη αυτή εντοπίσθηκαν χοληφόροι αγωγοί µε PAS θετική 
ύλη, µικροί χοληφόροι αγωγοί µέσα σε στρώµα συνδετικού ιστού και 
πλεοµορφικοί ηπατικοί πυρήνες. Παρατηρήθηκε έντονη ίνωση γύρω από τα 
ηπατοκύτταρα και τους µεγάλους χοληφόρους αγωγούς. Πολύ 
χαρακτηριστική ήταν η ύπαρξη τριών διαφορετικών κυτταρικών εστιών µε 
διαφοροποιηµένα ηπατοκύτταρα. Η ύπαρξη εκτεταµένης ινώδους περιοχής 
µε µικρούς χοληφόρους αγωγούς πιθανόν να είναι ένα πρώιµο στάδιο 
χολαγγειοϊνωσης, προδρόµου χολαγγειοκαρκινώµατος. Η περιοχή του 
ποταµού Τάφρος 66 βρέθηκε να είναι επιβαρυµένη µε βαρέα µέταλλα, 
κυρίως χαλκό, µόλυβδο και ψευδάργυρο. Λαµβανοµένου υπ όψιν ότι τα 
µεταλλα αυτά πιθανόν να συµβάλλουν στην παρεµπόδιση ανακατασκευής 
του DNA, όλα αυτά τα στοιχεία πιθανόν να είναι µέχρι ενός βαθµού 
υπεύθυνα για την εµφάνιση αυτών των πρώιµων προ-νεοπλασιών. Πολλοί 
όµως άλλοι, άγνωστοι µέχρι τώρα παράγοντες, µπορεί να συµµετέχουν σε 
αυτή τη διαδικασία.  
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Over the last few years, many amphibian populations are declining 
dramatically and extinction has occurred in a few populations. This is 
mainly the result of the fact that the populations are vulnerable in the 
various environmental pollutants. This vulnerability is mainly the 
expression of the lack of a protective membrane of their eggs and the high 
permeability of their skin. The early stages of carcinogenesis appear in 
various forms, such as pre-neoplastic foci, which comprise characteristic 
cellular phenotypes. Pleomorphism of hepatocytes, as well as the 
development of many small bile ductuli and the presence of PAS positive 
material into the lumen of larger bile ducts are another forms of pre-
neoplasia. Extensive fibrosis was also present around hepatocytes and 
around larger bile ducts. Very characteristic was also the presence of three 
different hepatocyte foci with strongly differentiated hepatocytes. The first 
one was a classic basophilic focus, the second with no regular hepatocytes 
was a necrotic focus and the third was a focus consisted of hepatic nodules 
with a plenty of fibrotic material, suggesting hepatocyte regeneration. The 
presence of foci of hepatocellular alterations may represent progenitor 
lesions from which hepatocellular neoplasia may arise. The strong PAS 
positive material filling some lumens of bile ducts may be early signs of 
holangiofibroma. The existence of an extensive fibrous area with duct-like 
structures in the liver, similarly may indicate an early holangiofibroma. All 
the histopathological alterations observed in this study indicate that the 
animals are under intense environmental stress. Considering the extremely 
high concentrations of copper, zinc and chromium in the liver of frogs and 
the fact that these metals may inhibit the repair of DNA damage, they heavy 
metals together with other unknown factors may contribute to such 
histopathological lesions. 
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Η αποµόνωση εντεροκόκκων από περιβαλλοντικά δείγµατα νερού αποτελεί 
σύνηθες φαινόµενο, µε τα είδη Enterococcus faecalis και E. faecium να 
αποτελούν τα πλέον παθογόνα. ∆εδοµένου ότι οι εντερόκοκκοι φαίνεται να 
συσχετίζονται καλύτερα µε συµβάντα γαστροεντερικών ασθενειών, κυρίως 
σε νερά αναψυχής (π.χ. πισίνες), έχει προταθεί ότι αποτελούν καλύτερους 
δείκτες της κοπρανώδους µόλυνσης στο νερό από την E. coli ή άλλα 
κολίµορφα βακτήρια και ως εκ τούτου χρησιµοποιούνται ευρέως για την 
εκτίµηση  του µικροβιακού φορτίου σε αυτό. Από την άλλη, το γένος 
Salmonella περιλαµβάνει περισσότερους από 2500 ορότυπους και αν και οι 
περισσότεροι από αυτούς µπορούν να προσβάλλουν τον άνθρωπο, µόνο 
ένας περιορισµένος αριθµός αυτών φαίνεται να επικρατεί στα 
περιβαλλοντικά δείγµατα. Επιπλέον υπάρχουν αρκετά προβλήµατα όσον 
αφορά στην ανίχνευση της Salmonella στο νερό, όπως οι σχετικά χαµηλοί 
αριθµοί µε τους οποίους απαντάται, καθώς και η περιοδική παρουσία της, η 
οποία σχετίζεται µε αντίστοιχους υψηλούς αριθµούς των µικροοργανισµών 
δεικτών. Στην παρούσα µελέτη, οι αριθµοί των εντεροκόκκων εκτιµήθηκαν 
παράλληλα µε την παρουσία της Salmonella σε πέντε θέσεις 
δειγµατοληψίας της λίµνης του Μαραθώνα, η οποία αποτελεί τη δεξαµενή 
παροχής πόσιµου νερού της πόλης των Αθηνών. Οι µικροοργανισµοί 
αποµονώθηκαν σε εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώµατα και διαχωρίστηκαν 
βάσει των διαφορετικών προτύπων που έδωσαν σε αντίδραση rep-PCR. Τα 
διαφορετικά στελέχη ταυτοποιήθηκαν ως εντερόκοκκοι ή  Salmonella µε 
PCR και χρήση εξειδικευµένων µορίων εκκινητών, καθώς και µε 
αλληλούχιση των 16S προϊόντων της PCR. Τέλος, απευθείας ενίσχυση των 
µικροοργανισµών έλαβε χώρα τόσο σε ακατέργαστα δείγµατα νερού, όσο 
και σε δείγµατα τα οποία επιµολύνθηκαν µε γνωστές συγκεντρώσεις των 
υπό εξέταση µικροοργανισµών. 
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Enterococci are frequently isolated from environmental waters, with 
Enterococcus faecalis and E. faecium being the two major pathogenic 
species. Since they correlate better with the incidence of gastrointestinal 
illnesses in recreational bathers, it has been suggested to be a superior 
indicator of fecal contamination and they are widely used for microbial 
source tracking. On the other hand, the genus Salmonella includes more 
than 2500 serovars and although all of them are considered as potential 
human pathogens, only a limited number of serovars seem to prevail within 
environmental isolates. On the other hand, there are several problems 
concerning the detection of Salmonella in water, such as their low numbers 
and sometimes intermittent presence. There is general agreement that 
Salmonella is present at high densities of indicator organisms. In this study, 
enterococci were estimated in parallel with the prevalence of Salmonella 
spp. in five distinct sampling sites of the Marathonas lake the drinking water 
supply of Athens. Enteroccoci and Salmonella strains were isolated on 
selective media and they were distinguished with the rep-PCR DNA 
fingerprinting technique. Genus specific primers were used for the 
identification of the strains, as well as 16S rDNA PCR products sequence 
analysis. Direct PCR amplification of enterococci and salmonellae from 
untreated and spiked water samples also took place. 
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ΣΤΗΝ ΕΠΑΓΟΜΕΝΗ ΑΠΟ ΤΗΝ ΠΡΟΘΥΜΟΣΙΝΗ α ΝΚ 
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Εθνικό Κέντρο Ιστοσυµβατότητας, Γ.Ν.Α. «Γ. Γεννηµατάς» 
 

Η κυτταροµετρία ροής είναι µία σύγχρονη µέθοδος η οποία επιτυγχάνει 
ανάλυση των χαρακτηριστικών µεγάλου αριθµού κυττάρων, µε ταχύτητα, 
ακρίβεια και ευαισθησία, και µπορεί να υποκαταστήσει ραδιοµετρικές 
µεθόδους µέτρησης της κυτταροτοξικότητας. Σκοπός µας ήταν η εκτίµηση 
της ΝΚ κυτταροτοξικότητας, µε την πρότυπη δοκιµασία απελευθέρωσης 
χρωµίου (51Cr) και µε την κυτταροµετρία ροής και η αξιολόγηση των δύο 
µεθόδων. Γι αυτό, εξετάσαµε την ενίσχυση της ΝΚ κυτταροτοξικότητας 
από την προθυµοσίνη α (προTα) και το συνθετικό θραύσµα του 
καρβοξυτελικού της άκρου, προTα100-109. Η προTα είναι ένα συντηρητικό 
πολυπεπτίδιο 109 αµινοξέων, µε ασυνήθιστη δοµή και επαγωγικό ρόλο 
στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, ενώ εµφανίζει ανοσοενισχυτική δράση, η 
οποία, σύµφωνα µε µελέτες της ερευνητικής µας οµάδας, εντοπίζεται στο 
καρβοξυτελικό άκρο της. Αναλυτικά, µονοπύρηνα κύτταρα περιφερικού 
αίµατος (PBMC) υγιών δοτών αποµονώθηκαν µετά από φυγοκέντρηση σε 
Ficoll-Histopaque και επωάστηκαν για 3 ηµέρες µε την προTα ή το πεπτίδιο 
προTα100-109 συνεργιστικά µε χαµηλή δόση ιντερλευκίνης 2. Στη 
συνέχεια, τα PBMC επωάστηκαν για 4 h µε καρκινικά κύτταρα-στόχους της 
ανθρώπινης ερυθρολευχαιµικής σειράς Κ562 (ευαίσθητα σε λύση απο ΝΚ 
κύτταρα) που είχαν σηµανθεί µε τη φθορίζουσα χρωστική καλσεΐνη ή µε 
51Cr και προσδιορίστηκε η κυτταροτοξική τους δραστικότητα µε 
κυτταροµετρία ροής και δοκιµασία απελευθέρωσης 51Cr. Συγκρίνοντας τα 
αποτελέσµατα της κυτταροτοξικότητας των δύο µεθόδων, διαπιστώθηκε ότι 
συσχετίζονται και µάλιστα, τόσο η προTα όσο και το πεπτίδιο προΤα100-
109, ακόµη και σε χαµηλή αναλογία κυττάρων-τελεστών προς κύτταρα-
στόχους, βρέθηκαν να ενισχύουν την κυτταροτοξική δράση των ΝΚ 
κυττάρων. 
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Flow cytometry is a contemporary technique, which achieves analysis of 
large cell populations, with high speed, accuracy and sensitivity and it can 
substitute radiometric cytotoxicity assays. Our aim was the determination of 
NK cytotoxicity by standard chromium (51Cr) release assay (CRA) and flow 
cytometry and the subsequent evaluation of both methods. In this respect, 
we investigated the enhancement of NK cytotoxicity by prothymosin α 
(proTα) and the synthetic fragment of its carboxy-terminus, proTα100-109. 
ProTα is a conservative polypeptide of 109 aminoacids with unusual 
structure, presenting a modulatory role in cell proliferation and an 
immunoenhancing acticity in general. According to recent studies from our 
research group, the immunologically active site of proTα is located at the 
carboxy-terminus of the molecule. Specifically, peripheral blood 
mononuclear cells (PBMC) from healthy donors were isolated by 
centrifugation on Ficoll-Histopaque and were incubated for 3 days with 
proTα or the peptide proTα100-109 synergistically with low dose 
interleukin 2. PBMC were further co-incubated for 4 h with human 
erythroleukemic K562 cells (sensitive to lysis by NK cells), labeled with the 
fluorescent dye calcein or with 51Cr and their cytotoxic activity was assessed 
by flow cytometry and CRA, respectively. Comparison of the cytotoxicity 
results from the 2 methods revealed a significant correlation between them. 
Moreover, both proTα and the peptide proTα100-109 were found to enhance 
the cytotoxic activity of NK cells, even at low effector to target cells ratios. 
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Η ανθρώπινη γονιδιακή οικογένεια των ιστικών καλλικρεϊνών κωδικοποιεί 
για µια οµάδα 15 πρωτεασών σερίνης, οι οποίες έχει δειχθεί ότι παίζουν 
ρόλο σε κακοήθεις διεργασίες. Το γονίδιο KLK6 είναι ένα καινούργιο µέλος 
της ανθρώπινης γονιδιακής οικογένειας των καλλικρεϊνών και κωδικοποιεί 
για µια εκκρινόµενη πρωτεάση, την ανθρώπινη καλλικρεΐνη 6 (hk6). Στόχος 
µας ήταν να διερευνήσουµε την έκφραση της hk6 σε ενδοµητρικούς 
καρκινικούς ιστούς µέσω της ανοσοϊστοχηµείας και να εξετάσουµε το ρόλο 
της ως πιθανoύ βιολογικού δείκτη, µέσα από τον συσχετισµό της έκφρασης 
της µε κλινικοπαθολογικές παραµέτρους και την επιβίωση των ασθενών. 
Αναλύσαµε 61 όγκους ενδοµητρίου σε τοµές παραφίνης που προήλθαν από 
61 γυναίκες µε καρκίνο του ενδοµητρίου. Για να εντοπίσουµε την hk6, 
χρησιµοποιήσαµε πολυκλωνικό αντίσωµα ειδικό για την hk6, το οποίο είχε 
παραχθεί σε κουνέλι, καθώς και το σύµπλοκο αβιδίνης-βιοτίνης-
υπεροξειδάσης. Η έκφραση της πρωτεΐνης ήταν κυτοπλασµατική. 
Αυξηµένη έκφραση βρέθηκε να είναι πιο συχνή σε αδενοκαρκινώµατα 
(ενδοµητριώδους ιστολογικού τύπου), σε όγκους µε βαθµό διαφοροποίησης 
Ι, στάδιο νόσου Ι και σε όγκους µε θετική έκφραση ορµονικών υποδοχέων. 
Επιπλέον αυξηµένη έκφραση βρέθηκε σε όγκους µε εισβολή στο στρώµα 
του ενδοµητρίου. Η ανάλυση επιβίωσης έδειξε ότι η αυξηµένη έκφραση της 
hk6 σχετίζεται µε υψηλό χρόνο ελεύθερο νόσου(DFS)(p=0.002). Τα 
αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι η hk6 αντιπροσωπεύει πιθανόν έναν νέο 
βιολογικό δείκτη για τον καρκίνο του ενδοµητρίου, ο οποίος µελλοντικά 
µπορεί να χρησιµεύσει ως διαγνωστικό και προγνωστικό εργαλείο. Ωστόσο, 
επιπλέον µελέτες και εκτενής βιοστατιστική ανάλυση είναι αναγκαία για να 
εδραιώσουν την κλινική χρησιµότητα της hk6.  
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EXPRESSION ANALYSIS OF HUMAN KALLIKREIN 6 (hK6) IN 
ENDOMETRIAL CARCINOMA 

 
Maistrou V.1, Gioti I.1, Vilaras G.2, Κarameris A.2, Talieri M.1 

 
1“G. Papanicolaou” Research Center of Oncology “Saint Savvas” Hospital, Athens, 

2Department of Pathology, N.I.M.T.S. Hospital, Athens 
 

The human tissue KLK gene family encodes a group of 15 serine proteases 
many of which have been shown to play a role in malignant processes.  The 
KLK6 gene is a new member of the human kallikrein gene family and 
encodes for a secreted serine protease, human kallikrein 6 (hk6). Our 
purpose was to examine the expression of hk6 in endometrial cancer tissues 
using immunohistochemistry and to investigate its role as a new potential 
biomarker through the association of hK6 with various clinicopathologic 
variables and patient survival. We analysed 61 samples. In order to localize 
hk6, we employed an hK6 specific polyclonal rabbit antibody and avidin-
biotin-HRP complex. The expression of hk6 was cytoplasmatic. Increased 
hk6 expression was found to be more frequent in adenocarcinomas 
(endometrioid histotype), in grade I, stage I tumors and tumors expressing 
hormone receptors. Furhtermore, increased expression of hk6 was found in 
tumors with stromal invasion. Survival analysis showed that increased 
KLK6 expression is associated to increased disease free survival (DFS) of 
patients. Our results suggest that hk6 probably represents a new biomarker 
for endometrial carcinoma, which might prove to be of potential utility as a 
diagnostic and prognostic tool. However, further studies and extended 
biostatistic analysis will establish the clinical usefulness of hk6 as a new 
biomarker for endometrial cancer.   
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ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ Ρ0 ΠΡΩΤΕΙΝΗΣ ΤΟΥ 
ΡΙΒΟΣΩΜΙΚΟΥ ΜΙΣΧΟΥ ΣΤΟΝ ΑΝΘΡΩΠΟ KAI ΣΤΟ  

ΜΥ∆Ι M. galloprovincialis 
 

Μακαρώνα Μ.,  Τασιγιώργος Σ. και Σ. Κουγιανού–Κουτσούκου 
 

Τοµέας Γενετικής και Βιοτεχνολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 
Πανεπιστηµιόπολη, Αθήνα 15701 

 
Ο µίσχος της 60S ριβοσωµικής υποµονάδoς αποτελείται από ένα 
πρωτεϊνικό πενταµερές, Ρ0(Ρ1/Ρ2)2, που αλληλεπιδρά  µε τους  παράγοντες 
επιµήκυνσης και επηρεάζει την ριβοσωµική ενεργότητα κατά την 
πρωτεϊνοσύνθεση. Η  πρωτεΐνη P0 εµπλέκεται σε διάφορα αυτοάνοσα 
νοσήµατα, ενώ  υπερεκφράζεται σε συνθήκες στρες  σε διάφορους 
ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Στην παρούσα έρευνα  µελετήθηκε   η 
λειτουργία της πρωτείνης Ρ0 στον άνθρωπο - σε διάφορα αυτοάνοσα 
νοσήµατα-, και στο µύδι M. galloprovincialis, -σε συνθήκες 
περιβαλλοντικού stress-. Για το σκοπό αυτό, το γονίδιο της ανθρώπινης 
ριβοσωµικής πρωτείνης Ρ0 υποκλωνοποιήθηκε  σε φορέα έκφρασης pT7, 
εκφράσθηκε σε κύτταρα  Escherichia coli BL21  και η  ανασυνδυασµένη 
πρωτείνη αποµονώθηκε και ταυτοποιήθηκε µε ειδικό µονοκλωνικό αντί-
σωµα 3HB5. Η καθαρισµένη ανθρώπινη Ρ0 πρωτείνη χρησιµοποιήθηκε  ως 
αντιγόνο για την ανίχνευση αυτo-αντισωµάτων στον ορό ασθενών µε 
αυτοάνοσα νοσήµατα, όπως αρθρίτιδα και Συστηµατικός Ερυθρωµατώδης 
Λύκος. Στο µεσογειακό µύδι M. galloprovincialis,  το cDNA της πρωτείνης 
MgP0 αποµονώθηκε µε σάρωση µιας  cDNA βιβλιοθήκης µε χρήση 
οµόλογου ανιχνευτή που κατασκευάσθηκε µε την τεχνική PCR. 
Προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής και της προβλεπόµενης αµινοξικής του 
αλληλουχίας έδειξε  αξιοσηµείωτη οµολογία µε το Ρ0 γονίδιο άλλων  
ευκαρυωτικών οργανισµών. Εκθεση µυδιών σε συνθήκες στρες κι ανάλυση 
κυτταρικών εκχυλισµάτων από µανδύα ή βράγχια µε  SDS ηλεκτροφόρηση 
και ανοσοµεταφορά κατά Western  µε ειδικό µονοκλωνικό αντίσωµα έδειξε 
υπερέκφραση της πρωτείνης Ρ0. Το αποµονωµένο cDNA µόριο πρόκειται 
να χησιµοποιηθεί για ανάλυση κατά Nothern, για να διαπιστωθεί αν η  
υπερέκφραση της  Ρ0 πρωτείνης του µυδιού ρυθµίζεται µεταγραφικά. 
 
To πρόγραµµα αυτό χρηµατοδοτήθηκε από τον Ειδικό Λογαριασµό Κονδυλίων Ερευνας του 

Πανεπιστηµίου Αθηνών (EΛΚΕ, 70 / 4 / 7803 στην Σ.Κ). 
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FUNCTIONAL STUDY OF THE RIBOSOMAL STALK P0 PROTEIN 
IN HUMAN AND IN THE MUSSEL M. galloprovincialis 

 
Makarona M., Tasigiorgos S., and S. Kouyanou-Koutsoukou 

 
Department of Genetics and Biotechnology, Faculty of Biology, University of Athens, 

Panepistimiopolis, Athens 15701 
 

Τhe stalk of the 60S ribosomal subunit consists of a protein pentamer, 
Ρ0(Ρ1/Ρ2)2, that reacts with the elongation factors, affecting the ribosomal 
activity during protein synthesis. P0 protein is involved in auto-immune 
diseases, while it is over expressed at stress conditions in several eucaryotiic 
species. We present here a study of the ribosomal P0 function in human 
auto-immune diseases and in the mussel M. galloprovincialis, -at 
environmental stress conditions. To this direction, the cDNA of the human 
P0 protein was subcloned in the expression vector pT7 and was 
subsequently expressed in Escherichia coli BL21 cells. The recombinant 
protein was isolated and identified with the specific monoclonal antibody 
3HB5. The purified human P0 protein was then used an antigen for the 
detection of auto-antibodies in the serum of patients with auto-immune 
diseases, like arthritis and Systemic Lupus Erythromatosus. In the 
Mediterranean mussel M. galloprovincialis, the cDNA of the MgP0 protein 
was isolated by screening a cDNA library with the use of a homologue 
probe prepared by PCR. Study of the nucleotide and predicted amino acid 
sequence showed remarkable homology with other eukaryotic organisms. 
When mussels were exposed at stress conditions, analysis of cell extracts 
from mantle of gills with SDS-PAGE and immunoblotting with a specific 
monoclonal antibody showed over expression of the MgP0 protein. The 
isolated mussel P0 cDNA will be used for Northern blot analysis, to verify 
if the P0 protein expression is trancriptionally regulated.  
 

This project has been supported by the Special Αcount for Research Grants of Athens 
University (SARG, 70 / 4 / 7803 to SKK). 
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Η FΑΚ ΡΥΘΜΙΖΕΙ ΤΗΝ ΑΝΑΠΤΥΞΙΑΚΑ ΕΠΑΓΟΜΕΝΗ 
ΑΠΟΠΤΩΣΗ ΣΤΑ ΑΙΜΟΚΥΤΤΑΡΑ ΤΗΣ ΜΥΓΑΣ ΤΗΣ 

ΜΕΣΟΓΕΙΟΥ 
 

Μάµαλη Ε., Tάταρη Μ., Καποδίστρια Κ., Λαµπροπούλου Μ., Μαρµάρας Β. I. 
 

Εργαστήριο Βιολογίας - Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Πατρών 
 

Η FAK και τα σηµατοδοτικά µόρια που ρυθµίζονται από αυτήν εµπλέκο-
νται στην απόπτωση που προκαλείται από διάφορα εξωτερικά ερεθίσµατα, 
σε διάφορα συστήµατα στα θηλαστικά. Στην παρούσα εργασία εξετάσαµε 
αν η FAK και τα σηµατοδοτικά µόρια που επηρεάζει, ρυθµίζουν την 
απόπτωση των αιµοκυττάρων που γίνεται φυσιολογικά κατά τη 
νυµφοποίηση της µύγας της µεσογείου. Με ανάλυση κατά western, ELISA 
και κυτταροµετρία ροής, διαπιστώθηκε πως όταν παρεµποδίζεται η 
έκφραση της FAK µε FAK dsRNA, η απόπτωση των αιµοκυττάρων 
διπλασιάζεται. Η µεταγωγή του σήµατος γίνεται µέσω των Src, MEK/ERK, 
και PI-3K/Akt σηµατοδοτικών µονοπατιών. Η έκφραση-φωσφορυλίωση 
των FAK, Src, ERK, PI-3K και Akt φαίνεται να εξαρτάται από τα στάδια 
ανάπτυξης. Το µέγιστο της έκφρασης-φωσφορυλίωσής τους απαντάται στο 
στάδιο της λευκής νύµφης. Το σηµαντικό στοιχείο της εργασίας αυτής είναι 
ότι τα αιµοκύτταρα προσπαθούν να καταστείλουν την αναπτυξιακά 
ρυθµιζόµενη απόπτωση µε αύξηση της έκφρασης-φωσφορυλίωσης της FAK 
και των σηµατοδοτικών µορίων Src, ERK, PI-3K και Akt, που ρυθµίζονται 
από αυτήν. Σηµειώνεται ακόµα, ότι τα σηµατοδοτικά µονοπάτια επιβίωσης 
στα έντοµα και στα θηλαστικά, φαίνεται να παραµένουν αναλλοίωτα κατά 
την εξέλιξη.    
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FAK REGULATES THE DEVELOPMENTALLY INDUCED 
APOPTOSIS IN MEDFLY HAEMOCYTES 

 
Mamali I., Tatari M., Kapodistria K., Lampropoulou Μ., Marmaras V.J. 

 
Laboratory of Biology - Department of Biology, University of Patras 

 
Focal adhesion kinase (FAK) and its downstream signaling targets are 
implicated in the process of apoptosis induced by external stimuli, in several 
mammalian systems. In this report, we tested the hypothesis that FAK and 
its downstream targets regulate apoptosis, during development, in normal 
insect hemocytes. It was demonstrated by western blot, ELISA and flow 
cytometry analysis that FAK expression silencing, in transfected by FAK 
dsRNA hemocytes, enhances about twofold hemocyte apoptosis, by 
signalling via Src, MEK/ERK, and PI-3K/Akt signaling pathways. The 
expression and phosphorylation of FAK, Src, PI-3K, Akt and ERK signaling 
molecules appear to be dependent upon developmental stages. The 
maximum of expression and phosphorylation was achieved just after the 
white pupal stage. The novel aspect of this report is that hemocytes attempt 
to suppress the developmentally-regulated apoptosis, by increasing the 
expression/phosphorylation of FAK and, hense its downstream targets 
signalling molecules Src, ERK, PI-3k and Akt. Evidently, the basic survival 
pathways among insects and mammals appear to remain unchanged, during 
evolution. 
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ANAΣΤΑΛΤΙΚΗ ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΠΡΟΒΙΟΤΙΚΩΝ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ 
Bacillus subtilis ΚΑΙ Lactococcus lactis ΣΤΗΝ ΑΝΑΠΤΥΞΗ 

ΣΤΕΛΕΧΩΝ ∆ΙΑΦΟΡΩΝ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΩΝ  

Μαµάρα Α., Τουλούπη Κ., Τουράκη Μ., Καραµανλίδου Χ. 
Τοµέας Γενετ., Αναπτ. Και Μορ. Βιολ., Τµήµα Βιολογίας, Α.Π.Θ. 

 
Ως προβιοτικά ορίζονται τα ζωντανά µικροβιακά διατροφικά συµπλη-ρώµατα, τα 
οποία επηρεάζουν ευεργετικά το ζώο – ξενιστή βελτιώνοντας τη µικροβιακή 
ισορροπία του εντερικού του συστήµατος.  Τα προβιοτικά βακτήρια παράγουν 
ουσίες που επιδρούν στην ανάπτυξη παθογόνων και µη µικροοργανισµών και 
µπορούν πιθανόν να χρησιµοποιηθούν αντί των συνθετικών αντιβιοτικών.  Με τον 
τρόπο αυτό µπορεί να αποφευχθεί η εκδήλωση ανθεκτικότητας των βακτηρίων στα 
αντιβιοτικά αλλά και η ρύπανση του περιβάλλοντος λόγω της χρήσης χηµικών 
ουσιών, φαινόµενα των οποίων η ύπαρξη έχει αναφερθεί στην περιοχή µονάδων 
υδατοκαλλιέργειας του εξωτερικού.  Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η επίδραση 
των εξωτοξινών που παράγονται κατά τον µεταβολισµό των προβιοτικών 
βακτηρίων  Bacillus subtilis και  Lactococcus lactis στην αναπτυξιακή πορεία 
διαφόρων µικροοργανισµών.  Από υγρή καλλιέργεια των παραπάνω προβιοτικών, 
συλλέγονταν δείγµατα κάθε 12 ώρες, φυγοκεντρούνταν και ακολουθούσε 
αποµόνωση και αποστείρωση των υπερκειµένων που ενδεχοµένως περιείχαν τις 
δραστικές εξωτοξίνες.  Στα υπερκείµενα αυτά πραγµατοποιήθηκε καλλιέργεια των 
µικροοργανισµών   Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp, 
Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis και Lactococcus lactis. Παρατηρήθηκε 
αναστολή της ανάπτυξης των προαναφερθέντων βακτηρίων σε σύγκριση µε την 
ανάπτυξη σε µάρτυρα που περιείχε καθαρό θρεπτικό υλικό της ιδίας σύστασης και 
µε την ίδια ποσότητα µικροοργανισµών.  Μέγιστη αναστολή παρατηρήθηκε στο 
υπερκείµενο που αποµονώθηκε από καλλιέργεια 72 ωρών του Bacillus subtilis, 
γεγονός που πιθανόν να συνάδει µε την διαδικασία σχηµατισµού σπορίων.  Για το 
Lactococcus lactis µέγιστη αναστολή παρατηρείται στο υπερκείµενο που 
αποµονώθηκε από καλλιέργεια 24 ωρών, µε ακόλουθη σταδιακή µείωση της 
παρατηρούµενης ανασταλτικής δράσης. Η ανασταλτική δράση του Lactococcus 
lactis είναι πιθανόν να συνδέεται µε τη µέγιστη µείωση του pH της καλλιέργειας, η 
οποία επίσης παρατηρείται στις 24 ώρες.  Συµπερασµατικά, οι εξωτοξίνες των 
Bacillus subtilis και Lactococcus lactis παρεµποδίζουν την ανάπτυξη των υπό 
µελέτη µικροοργανισµών, και συνεπώς θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν ως 
παράγοντες προστασίας αντί των αντιβιοτικών.  
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FUNCTIONAL INHIBITORY EFFECT OF PROBIOTICS Bacillus 
subtilis AND Lactococcus lactis ON THE GROWTH OF VARIOUS 

STRAINS OF MICROORGANISMS 
 

Mamara A., Touloupi K., Touraki M., Karamanlidou G. 
 

Dept of Genet., Develop. & Mol. Biol., Sch. Biol., Aristotle University of Thessaloniki  
  
Probiotics are defined as viable microorganisms that suppport a beneficial 
balance of the autochthonous microbial population of the gastro – intestinal 
tract (GIT).  Probiotics produce specific substances that produce a profound 
negative effect on the growth of pathogens and non – pathogens, and for this 
reason they can potentially be used instead of chemically synthesized 
antibiotics.  Thus through their use, adaptation and resistance of bacteria 
that usually appears towards common antibiotics can be avoided.  The aim 
of this study is to investigate the effect of exotoxins that are produced 
during the metabolic processes of Bacillus subtilis and Lactococcus lactis, 
on the growth of other microorganisms.  The culture of the above probiotics 
was performed in liquid media from which samples were collected every 12 
hours and centrifuged.  The next step was to isolate and sterilize the 
supernatants that might contain the exotoxin.  The microorganisms 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp, Lactobacillus 
plantarum, Bacillus subtilis and Lactococcus lactis  were suspended into 
those supernatants in order to study the inhibition of their growth, in 
comparison with a control, which contained the suitable broth of the same 
composition with the supernatant and an equal quantity of microorganisms.  
The supernatant of Bacillus subtilis, that was isolated from the cullture after 
72 hours, presented maximum inhibition. This fact is in accordance with the 
sporulation data on these bacteria. The maximum inhibition due to 
Lactococcus lactis was seen at the supernatant that was isolated from the 
culture after 24 hours of incubation. This might be related to the maximum 
reduction of culture’s pH that also appears at 24 hours. In conclusion, 
exotoxins of Bacillus subtilis and Lactococcus lactis inhibit the growth of 
the under study microorganisms, and therefore they could potentially be 
used as protective agents instead of antibiotics.  
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ΚΑ∆ΜΙΟ ΚΑΙ ΕΝ∆ΟΚΡΙΝΗΣ ∆ΙΑΤΑΡΑΧΗ 
 

Μανέ Φ.1, Βεζυράκη Π.1, Στεφάνου ∆.2, Φωτόπουλος A.3, Λεονάρδος I.4,  
Κάγκαλου I.4, Νάτσης Λ.5, Καλφακάκου Β.1 

 

1Μονάδα Περιβαλλοντικής Φυσιολογίας, Εργαστήριο Πειραµατικής Φυσιολογίας, Ιατρική 
Σχολή,.2Εργαστήριο Παθολογοανατοµίας, Ιατρική Σχολή, .3Εργαστήριο Πυρηνικής Ιατρικής, 
Ιατρική Σχολή,.4Εργαστήριο Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογικών Εφαρµογών και Τεχνολογιών, 
Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, 45110 Ιωάννινα. 5Eργαστήριο Υδατ. Οικοσυστηµάτων, Τµήµα 
Ιχθυοκοµίας-Αλιείας, Τεχνολογικό Εκπαιδευτικό Ίδρυµα Ηπείρου, 46100 Ηγουµενίτσα. 

ΛΕΞΕΙΣ-ΚΛΕΙ∆ΙΑ: Κάδµιο, ενδοκρινής διαταραχή, αναπαραγωγή ιχθύων.  

Τα βαρέα µέταλλα επηρεάζουν την νευροενδοκρινική λειτουργία µεταβάλ-λοντας 
το ευαίσθητο περιβάλλον των βιολογικών σταδίων της διαφοροποίησης των 
γονάδων και της αναπαραγωγής. Στην παρούσα µελέτη ερευνάται κατά πόσο το 
κάδµιο αποτελεί έναν ενδοκρινή διαταράκτη της αναπαραγωγικής λειτουργίας του 
χρυσόψαρου. Θηλυκά χρυσόψαρα (Carassius auratus) εκτέθηκαν σε 1 και 5µg/l Cd 
και παρακολουθήθηκαν επί 4 µήνες: 
1) οι συγκεντρώσεις του καδµίου στις γονάδες και το ήπαρ µε 

Φασµατοφωτοµετρία Ατοµικής Απορρόφησης (AAS)  
2) τα επίπεδα της 17-β οιστραδιόλης (E2) στον ορό µε ραδιοανοσοµετρία (RIA) 
3) η σταδιοποίηση της ωρίµανσης των γονάδων ιστολογικά 
4) η εξέλιξη του γοναδοσωµατικού (GSI) και ηπατοσωµατικού (HSI) δείκτη µε 

µακροµορφολογικές µετρήσεις. 
Τα χρυσόψαρα που εκτέθηκαν σε Cd εµφάνισαν σηµαντικά αυξηµένα επίπεδα 
καδµίου στο ήπαρ µετά 60 ηµέρες έκθεσης. Στις γονάδες των χρυσόψαρων που 
εκτέθηκαν σε 5µg/l Cd εµφανίζονταν σηµαντικά αυξηµένα επίπεδα καδµίου µετά 
120 ηµέρες έκθεσης. Ο Γοναδοσωµατικός ∆είκτης (GSI) και τα επίπεδα 
οιστραδιόλης (E2) των ιχθύων που εκτέθηκαν στην υψηλότερη συγκέντρωση των 
5µg/l Cd αυξήθηκαν µετά 120 ηµέρες έκθεσης ενώ στους ιχθύες που εκτέθηκαν στη 
χαµηλότερη συγκέντρωση του 1µg/l Cd και οι δύο παράµετροι µειώθηκαν την ίδια 
χρονική περίοδο. Η ιστολογική ανάλυση των γονάδων αποκάλυψε βιτελλογενικά 
ωοκύτταρα στους ιχθύες που εκτέθηκαν σε 5µg/l Cd επί 120 ηµέρες ενώ η οµάδα 
του 1µg/l Cd εµφάνιζε τόσο ώριµα όσο και ανώριµα ωοκύτταρα. Φαίνεται ότι το 
κάδµιο έχει έναν µάλλον παράδοξο ρόλο ως ορµονικός διαταράκτης καθώς επίπεδα 
του µετάλλου της τάξης του 1µg/l στο νερό προκαλούν σοβαρότερες διαταραχές 
στο ενδοκρινικό σύστηµα και την ωρίµανση των ωοκυττάρων από ότι υψηλότερες 
συγκεντρώσεις, ένα εύρηµα που πιθανώς να σχετίζεται µε την επαγωγή των 
µεταλλοθειονινών και την απάντηση στο περιβαλλοντικό stress.  
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CADMIUM AND HORMONE DISRUPTION 
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KEY WORDS: Cadmium, endocrine disruptor, reproduction, goldfish. 

Heavy metals interfere with the neuroendocrine pathways altering the 
sensitive life stages’ environment of gonad differentiation and reproduction. 
Τhe present study investigates whether cadmium acts as an endocrine 
disruptor in relation to goldfish reproductive functions. Female goldfish 
(Carassius auratus) were exposed to 1 and 5µg/l Cd and for 4 months the 
following were registered: 

1) Cadmium levels of gonads and livers by means of Atomic 
Absorbance Spectrophotometry (AAS)  

2) Serum 17-β estradiol (E2) by radioimmunoassay (RIA ) 
3) Gonad maturation staging by histological methods 
4) Gonadosomatic (GSI) and hepatosomatic (HSI) indices evolution by 

macromorphological measurements. 
Significantly increased Cd levels in the fish liver were found after 60 days 
of exposure and in the gonads of fish exposed to 5µg/l Cd after 120 days. 
GSI and E2 of fish exposed to the higher concentration of 5µg/l Cd 
increased after 120 days of exposure whereas in fish exposed to the lower 
concentration of 1µg/l Cd both parameters decreased at the same period. 
Gonads’ histological analysis revealed vitellogenic oocytes in fish exposed 
to 5µg/l Cd after 120 days of exposure while the 1µg/l Cd exposed fish 
group presented immature together with mature oocytes. It seems that Cd 
has a rather peculiar role as a hormone disruptor since water levels of 1µg/l 
Cd produce heavier endocrine and oocyte maturation disruption in relation 
to higher Cd concentrations probably due to metallothionein induction and 
environmental stress response. 
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Tα αρθρόποδα είναι τα πιο επιτυχηµένα ζώα του πλανήτη.  Αυτό το 
οφείλουν κυρίως στον εξωσκελετό/δερµάτιό τους, µια ιδιαίτερα σκληρή, 
συχνά ελαστική κατασκευή, που συνίσταται από ινίδια χιτίνης βυθισµένα σε 
µιά πρωτεϊνική µήτρα.  Κατά τη µελέτη πρωτεϊνών του δερµατίου, που 
εµφανίζουν διαφορές ανά αναπτυξιακό στάδιο, αλλά και ανά περιοχή του 
σώµατος των εντόµων, εστιαστήκαµε στην ανάλυση µιας νέας οικογένειας 
17 πρωτεϊνικών ακολουθιών που απαντά σε 6 διαφορετικά ειδη εντόµων (A. 
mellifera, A. gambiae, D. melanogaster, L. migratoria, T. molitor, A. 
pernyi), οι οποίες, µετά από στοίχιση, διαπιστώθηκε ότι µοιράζονται µια 
κοινή ακολουθία ‘συναίνεσης’, 51 αµινοξικών καταλοίπων, στην C-τελική 
τους περιοχή: 
x(6)Ax(9)RSxGx(4)VSxYxKx(2)Dx(3)SSVxKxDxRx(2)Nx(3). 
Με τη βοήθεια του υπολογιστικού προγράµµατος πρόγνωσης 
δευτεροταγούς δοµής SecStr (Hamodrakas,1988) προβλέφθηκαν 5 περιοχές 
β-κλώνων που εναλλάσονται µε 4 περιοχές β-στροφών.  Αυτή η πρόγνωση 
εµφανίζει οµοιότητα µε την αντίστοιχη για την περιοχή της εκτεταµένης 
ακολουθίας ‘συναίνεσης’ RR1 και RR2 των πρωτεϊνών του ‘σκληρού’ και 
‘µαλακού’ δερµατίου (Iconomidou et al., 1999), όπου είχε φανεί η 
κυριαρχία β-πτυχωτών επιφανειών και η απουσία α-έλικας, η οποία είναι 
γνωστό ότι δεσµεύει χιτίνη, υποδεικνύοντας ότι και αυτή η περιοχή είναι 
πιθανή περιοχή πρόσδεσης µε χιτίνη.  Εκατέρωθεν της ακολουθίας 
‘συναίνεσης’ παρατηρήσαµε πολλαπλές επαναλήψεις µοτίβων, όπως τα: 
AAP(A/V), AAP(I/L), GYLG, GGY, GLLG, µε σηµαντικότερο το 
AAP(A/V).  Μετά από ανάλυση 329 πρωτεϊνών της PDB, που φέρουν το 
AAP(A/V) στην ακολουθία τους, το µοτίβο ΑΑP(A/V) δεν φάνηκε να 
αποκτά µία συγκεκριµένη δευτεροταγή δοµή.  Ωστόσο, ενδέχεται να παίζει 
το ρόλο συνδέτη µεταξύ δοµικών αυτοτελών περιοχών σε πρωτεΐνες µε 
πολλαπλές αυτοτελείς δοµικές περιοχές.   
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The arthropods are the most successful animals on earth.  This is attributed 
mainly to their special exoskeleton or cuticle, a hard, light but often flexible 
construction, composed of chitin filaments embedded in a protein matrix, 
which protects them from environmental hazards. During the study of 
cuticular proteins, which exhibit differences per developmental stage, as 
well as per segment, we focused on the analysis of a new family of 17 
cuticular protein sequences from 6 different species (A. mellifera, A. 
gambiae, D. melanogaster, L. migratoria, T. molitor, A. pernyi), which, 
after alignment, appear to share a common consensus of 51 amino acid 
residues in their C-terminal region, that is:  
x(6)Ax(9)RSxGx(4)VSxYxKx(2)Dx(3)SSVxKxDxRx(2)Nx(3). 
Utilizing the secondary structure prediction package SecStr, (Hamodrakas, 
1998) we predicted for this consensus, 5 β-strands alternating with 4 β-turns.  
This prediction shows similarity with that of the ‘extended RR consensus’ 
of the ‘hard’ and ‘soft’ cuticular proteins (Iconomidou et al.,1999), a chitin 
binding motif, which indicates that the 51 a.a.r motif might comprise a 
chitin binding domain as well.  On both sides of the consensus, multiple 
repeats of specific motifs are observed, such as: AA(P/V), AAP(I/L), 
GYLG, GGY, GLLG, with the AAP(A/V) motif being the most abundant.  
After analysis of 329 proteins from PDB, which contain the AAP(A/V) 
motif, it was found that the motif AAP(A/V) does not seem to adopt a 
specific secondary structure.  However, it is known from the literature and 
from analysis of the 329 structures that this motif might be playing the role 
of a linker between domains in multi-domain proteins. 
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Η µελέτη της χωροδιάταξης των πληθυσµών συµβάλει στη 
βιοπαρακολούθηση των παράκτιων θαλάσσιων οικοσυστηµάτων, εφόσον 
υπάρχουν επαρκή στοιχεία της βιολογίας των ειδών. Για το Anemonia 
viridis, το οποίο συγκαταλέγεται στους πιο κοινούς κάτοικους των σκληρών 
υποστρωµάτων της υποπαραλιακής ζώνης στο Βόρειο Αιγαίο, η 
βιβλιογραφική ανασκόπηση έδειξε ότι οι σχετικές πληροφορίες είναι πολύ 
περιορισµένες. Η παρούσα εργασία στοχεύει στη διερεύνηση της 
χωροδιάταξης των πληθυσµών του A. viridis σε περιοχές της Χαλκιδικής, 
προκειµένου να συγκροτηθεί βάση δεδοµένων. Από ένα σύνολο 24 
σταθµών επισκόπησης στη Χαλκιδική επιλέχθηκαν εφτά (7) όπου η 
πληθυσµιακή πυκνότητα του είδους ήταν σηµαντική. Οι δειγµατο-ληψίες 
πραγµατοποιήθηκαν το καλοκαίρι του 2005 µε κατάδυση. Σε κάθε σταθµό 
δειγµατοληψίας, καταγράφηκαν τα άτοµα του A. viridis µέσα σε 10 τυχαία 
τοποθετηµένα πλαίσια-δείγµατα επιφάνειας 1 m2. Η χωροδιάταξη των 
πληθυσµών εκτιµήθηκε µε τον δείκτη του Morisita (I’), ενώ η απόκλισης 
της τιµής του Ι’ από την τυχαία κατανοµή έγινε µε τη δοκιµασία χ2. Τα 
αποτελέσµατα έδειξαν πως η χωροδιάταξη των πληθυσµών του A. viridis 
είναι συσσωµατική και στους 7 σταθµούς (η τιµή Ι κυµάνθηκε από1,095 -
1,621 ). Το πρότυπο αυτό αποδόθηκε στο συνδυασµό βιοτικών και 
αβιοτικών παραγόντων (π.χ. τροφοληπτική συµπεριφορά, βαθµός έκθεσης 
των σταθµών) και όχι σε ανθρωπογενείς επιδράσεις. Τα αποτελέσµατα αυτά 
δεν διαφοροποιούνται από αντίστοιχες ερευνητικές προσπάθειες, παρά το 
γεγονός ότι σε ορισµένες περιπτώσεις (π.χ. κόλπος Θεσσαλονίκης) έχει 
παρατηρηθεί και η τυχαία κατανοµή των πληθυσµών, που αποδόθηκε όµως 
σε ανθρωπογενείς επιδράσεις.  
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The pattern of spatial dispersion is frequently used in biomonitoring; 
however this prerequisite data on the biology of the species. Although, 
Anemonia viridis is among the commonest inhabitants in sublittoral hard 
bottoms of the North Aegean Sea, the available information on its spatial 
dispersion is scarce. Considering the above, the aim of the present work is to 
study the spatial dispersion of A. viridis populations in Chalkidiki, as well as 
to create a data base. Preliminary sampling involved the survey of a large 
number of sites (24). Overall, 7 sampling stations were selected, in which 
the population density of Anemonia viridis was found increased. Field 
sampling was carried out by diving, in summer 2005. At every station the 
number of individuals contained in 10 frame samples, 1m2 each, was 
recorded. From these data Morisita’s index of dispersion (I) was calculated 
to estimate spatial dispersion, whereas a chi-square test was used to 
determine the significance of deviation from random. Results showed that 
the dispersion of Anemonia viridis populations was aggregated at all seven 
sampling stations (I values ranged from1.095 to 1.621). This pattern was 
attributed to a combination of biotic and abiotic factors (e.g. feeding 
behaviour, degree of exposure of the sampling stations). These results 
generally agree with relevant reports, besides the reported random pattern of 
A. viridis populations in some cases (Thessaloniki Bay), attributed to human 
interference. 
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Η κληρονοµική σφαιροκυττάρωση (ΚΣ) συνιστά µια ετερογενή οµάδα 
ασθενειών µε παθολογική µορφολογία ερυθρών που οφείλεται σε 
ανεπάρκεια/δυσλειτουργία πρωτεϊνών, όπως σπεκτρίνης, αγκυρίνης, ζώνης-
3 και παλλιδίνης. Προηγούµενες µελέτες in vitro έδειξαν αυξηµένη 
ευαισθησία των σφαιροκυττάρων σε οξειδωτικούς παράγοντες. Σκοπός της 
εργασίας αυτής είναι ο προσδιορισµός πιθανών οξειδωτικών αλλοιώσεων 
των πρωτεϊνών της µεµβράνης και του οξειδωτικού δείκτη της µεµβράνης 
και του σκελετού σε ασθενείς µε ΚΣ. Εξετάστηκαν 12 ασθενείς µε 
ανεπάρκεια σπεκτρίνης, αγκυρίνης ή ζώνης 3. Οι ερυθροκυτταρικές 
µεµβράνες και οι σκελετοί αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και ανοσοστύπωµα 
έναντι αιµοσφαιρίνης, IgG’s, διάφορα µεµβρανικά συστατικά και DNP 
ύστερα από επίδραση δινιτροφαινυλυδραζίνης (DNPH). Η πλειονότητα των 
µεµβρανών των ασθενών παρουσιάζουν πρωτεϊνική αποικοδόµηση, 
συσσωµατώµατα υψηλού ΜΒ και αυξηµένη περιεκτικότητα σε 
αιµοσφαιρίνη, αιµοχρώµατα, ζώνη 8 και IgG’s. Στο 30% των σκελετών 
ανιχνεύτηκαν παθολογικά υψηλά ποσά αιµοσφαιρίνης και αιµοχρωµάτων, 
ενώ στην  πλειονότητα των δειγµάτων ο οξειδωτικός δείκτης έδειξε ότι 
αυξάνεται. Συµπερασµατικά, τα ερυθροκύτταρα στην ΚΣ χαρακτηρίζονται 
από οξειδωτικές αλλοιώσεις µεµβρανικών πρωτεϊνών και αιµοσφαιρίνης 
και υψηλό οξειδωτικό δείκτη µεµβρανών και σκελετών. Παρόµοια 
ευρήµατα στα σύνδροµα της Μεσογειακής αναιµίας και στη γήρανση 
συσχετίζονται θετικά µε λειτουργικές διαταραχές της µεµβράνης. Αυτά τα 
δεδοµένα επιβεβαιώνουν τις in vitro µελέτες στην ΚΣ και προσθέτουν νέα 
στοιχεία στην παθοφυσυσιολογία της νόσου.  

 
Η µελέτη χρηµατοδοτήθηκε από το “Eµπειρίκειο Ίδρυµα” και τον Ειδικό Λογαριασµό 

Κονδυλίων Έρευνας του Παν/µίου Αθηνών προς την Ι. Παπασιδέρη. 
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Hereditary spherocytosis (HS) is a heterogeneous group of disorders. The 
abnormal red cell morphology (resulting in shortened cell survival) is due to 
a deficiency/dysfunction in, spectrin, ankyrin, band 3 or pallidin. Previous 
in vitro studies suggested that the spherocytes are sensitive to the action of 
oxidative agents. The aim of this study was to determine the possible 
oxidation-related protein alterations and the oxidative index of the 
membrane ghosts and cytoskeletons in clinically diagnosed cases of HS. For 
this purpose, 12 patients with clinical and laboratory diagnosis of mild to 
moderate HS (due to deficiencies in ankyrin, spectrin, band 3) were 
examined. Total ghosts and cytoskeletons were analyzed by SDS-PAGE and 
probed for hemoglobin, human IgG’s, various membrane proteins and DNP 
moiety after 2,4-dinitrophenylhydrazine derivatization. Protein degradation, 
formation of high molecular weight aggregates and increased Hb, band 8 
and IgG’s binding to the membrane were found in the majority of the HS 
patients examined. The membrane-associated globin was in the form of 
probably oxidized/denatured Hb or hemichromes. Pathologically increased 
amounts of skeleton-associated Hb and aggregates were revealed in 30% of 
the samples, while increased protein carbonyls were evident in the majority 
of the HS patients. In conclusion, the red cells in HS in vivo are 
characterized by oxidative alterations in Hb and increased protein 
carbonylation levels. Similar defects in thalassemia, ex-vivo stored and 
senescent RBCs are dictated by increased oxidative stress and are positively 
correlated with perturbations in membrane properties. These data 
corroborate the evidence for the occurrence of oxidative damage in 
membrane proteins in HS and add some new insight in the field of HS 
pathophysiology. 

 
This study was supported by the “Empirikion Foundation” and the Special Account for 

Research Grants of the University of Athens to I. S. Papassideri. 
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Η vitronectin, µια γλυκοπρωτεΐνη του πλάσµατος και της εξωκυττάριας 
ύλης, είναι γνωστή και µε τα ονόµατα :  serum spreading factor, 
somatomedin B, complement S-protein. Ενέχεται σε ποικίλες φυσιολογικές 
διεργασίες όπως είναι η ρύθµιση της αιµόστασης και του συστήµατος του 
Συµπληρώµατος, η κυτταρική προσκόλληση και µετανάστευση ,η 
µετάσταση καρκινικών κυττάρων και η ανάπλαση ιστών. Όσον αφορά τη 
ρύθµιση του συστήµατος του Συµπληρώµατος, η vitronectin αναστέλλει τη 
δηµιουργία του τελικού λυτικού συµπλόκου MAC, µέσω πρόσδεσής της 
στο διαλυτό σύµπλοκο C5b-7, εµποδίζοντας έτσι την κυτταρική λύση. 
Προκειµένου να µελετηθεί η εξέλιξη του µορίου αποµονώθηκε ένας κλώνος 
της vitronectin από cDNA βιβλιοθήκη ήπατος ιριδίζουσας πέστροφας 
(Oncorhynchus mykiss). Η πέστροφα, ένας ηµιτετραπλοειδής οστεϊχθύς, 
εµφανίζει ένα πλήρες ανεπτυγµένο σύστηµα Συµπληρώµατος. Επιπλέον 
φαίνεται να επεκτείνει µοναδικά τη φυσική ανοσία µέσω διπλασιασµού των 
γονιδίων του Συµπληρώµατος και λειτουργικής διαφοροποίησής τους, 
καθιστώντας τον οργανισµό αυτό σηµαντικό µοντέλο µελέτης. Στην 
παρούσα εργασία θα παρουσιαστεί η πλήρης cDNA και αµινοξική 
αλληλουχία, η γονιδιακή οργάνωση (εξόνια- εσόνια) του γονιδίου καθώς 
και Southern blot, RT-PCR και φυλογενετική ανάλυση του γονιδίου της 
vitronectin στην ιριδίζουσα πέστροφα. 
 
* Υποστηρίζεται από το ΕΜΠΕΙΡΙΚΕΙΟ Ι∆ΡΥΜΑ 
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MOLECULAR CLONING AND CHARACTERIZATION OF 
VITRONECTIN IN RAINBOW TROUT* 

 
Marioli D.I., Chondrou M.P., and I.K. Zarkadis 

 
Department of Biology, School of Medicine, University of Patras, 26500 Patras, Greece 

 
Vitronectin, also known as serum spreading factor, somatomedin B, 
complement S-protein, is a glycoprotein found in plasma and ECM. It 
mediates various physiological processes, including blood coagulation and 
complement system regulation, cell adhesion and migration, tumor 
metastasis and tissue remodeling. As far as the complement system is 
concerned, vitronectin inhibits the formation of lytic MAC complex by 
binding to the soluble complex C5b-7. Thus, it prevents cytolysis. In order 
to elucidate the evolution of this molecule we have isolated the full-length 
cDNA clone of vitronectin from a trout liver cDNA library. Rainbow trout 
(Oncorhynchus mykiss) is a quasi-tetraploid bony fish which represents a 
significant research model as it possesses a well developed complement 
system which has evolved through gene duplication and functional 
diversity. In this report, we will present the full-length cDNA nucleotide and 
amino acid sequence, the exon-intron organization, as well as Southern blot, 
RT-PCR and phylogenetic analysis of the trout vitronectin gene. 
 
*Supported by EMPEIRIKEIO FOUNDATION 
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ΤΟ ΟΓΚΟΓΟΝΟ Ha-Ras ΕΠΑΓΕΙ ΤΗΝ ΑΠΟΠΤΩΣΗ 
ΑΝΘΡΩΠΙΝΩΝ ΙΝΟΒΛΑΣΤΩΝ 

 
Μαρκοπούλου Σ. και Ε. Κωλέττας 

 
Μονάδα Κυτταρικής & Μοριακής Φυσιολογίας, Εργαστήριο Φυσιολογίας, Ιατρική Σχολή, 

Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων 
 

Φυσιολογικά κύτταρα έχουν αµυντικούς µηχανισµούς, για να ελαχιστο-
ποιήσουν τα καταστροφικά αποτελέσµατα µεταλλάξεων, που εξαλείφονται 
κατά την καρκινογένεση. Οι προστατευτικοί µηχανισµοί εµφανίζονται ως 
αντί-πολλαπλασιαστικές αποκρίσεις - διακοπή της αύξησης ή πρόωρη 
γήρανση και απόπτωση - σε υπερβολικά µιτογόνα µηνύµατα ή σε ογκογόνο 
στρες. Μελέτες έδειξαν ότι το Ha-RasV12 προάγει την πρόωρη γήρανση 
πρωτογενών ινοβλαστών. Στην παρούσα µελέτη κατασκευάστηκαν ινο-
βλάστες MRC-5 που έφεραν την τελοµεράση (TERT) ή/και το ογκογόνο 
Ha-RasV12, προκειµένου να διερευνηθούν οι επιδράσεις του στην 
απόπτωση φυσιολογικών και τελοµερισµένων ινοβλαστών. Η TERT 
οδήγησε στην επιµήκυνση του χρόνου ζωής των MRC-5 (PDL~55) ή την 
αθανατοποίηση τους αφού έχουν ανακαλλιεργηθεί >220 διαιρέσεις. To Ha-
RasV12 µείωσε το ρυθµό αύξησης τους και επήγαγε την απόπτωση των 
MRC-5 και MRC-5TERT. Η αφαίρεση του ορού επηρέασε την έκβαση της 
απόπτωσης, που διερευνήθηκε µε ανάλυση του DNA, και µε την έκφραση 
πρωτεϊνών που εµπλέκονται στη ρύθµιση της αύξησης και απόπτωσης, 
όπως p53, p21, p16, µέλη της οικογένειας της Bcl-2 και PARP.  Εποµένως 
το Ha-RasV12, ενώ επάγει την πρόωρη γήρανση ορισµένων στελεχών 
ανθρωπίνων ινοβλαστών, επάγει την απόπτωση άλλων, σαν αποτέλεσµα 
του ογκογόνου στρες σε συνάρτηση µε υπερβολικά µιτογόνα µηνύµατα. Η 
TERT µολονότι αθανατοποιεί τις ινοβλάστες δεν είναι ικανή να διασώσει 
τα κύτταρα από την απόπτωση που επάγεται από το Ha-RasV12. 
 
Συγχρηµατοδοτήθηκε από την ΕΕ στα πλαίσια του προγράµµατος «ΗΡΑΚΛΕΙΤΟΣ» του ΕΠΕΑΕΚ 

ΙΙ του 3ου ΚΠΣ του ΥΠ.Ε.Π.Θ., µε χρηµατοδότηση από εθνικούς πόρους και το ΕΚΤ 
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Ha-RasV12 INDUCES APOPTOSIS OF HUMAN FIBROBLASTS 
 

Markopoulou S., and Ε. Kolettas 

 
Cell and Molecular Physiology Unit, Laboratory of Physiology, University of Ioannina 

Medical School, 45110 Ioannina, Greece 
 

Normal cells possess natural defenses that minimize the deleterious 
consequences of mutations, and these safeguards are often disrupted during 
multistep carcinogenesis. One such safeguard involves antiproliferative 
responses, growth arrest or premature senescence and apoptosis, to excess 
mitogenic signaling or oncogenic stress. Oncogenic Ras promotes 
uncontrolled mitogenesis but when expressed in primary cells including 
normal human diploid fibroblasts provokes a permanent cell cycle arrest 
with senescence features, in the absence of telomere shortening. In the 
present study MRC5 fibroblasts carrying TERT and/or oncogenic Ha-
RasV12 were constructed, in order to investigate the effects of HaRasV12 on 
the apoptosis of normal and telomerised fibroblasts. Expression of TERT 
resulted in the extension of MRC5’s life span (PDL ~55) or their 
immortalization, since they have been subcultured for >220 doublings. 
HaRasV12 reduced MRC5’s growth rate and induced apoptosis of MRC5 
and MRC5-TERT cells. Serum withdrawal affected apoptosis and that effect 
was investigated with DNA analysis and expression of proteins implicated 
in growth regulation and apoptosis such as p53, p21, p16, members of the 
Bcl-2 family and PARP. It appears that HaRasV12 induces early senescence 
in certain strains of human fibroblasts while in others it induces apoptosis in 
response to oncogenic stress and excessive mitogenic signals. Expression of 
TERT immortalizes fibroblasts but is not sufficient for rescuing them from 
HaRasV12-induced apoptosis. 

 
Acknowledgements: Supported by a GSRT research grant, in the framework of a Bilateral 

Agreement between Greece and Cyprus. 
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Η ΦΑΙΝΥΛΕΦΡΙΝΗ ΕΠΑΓΕΙ ΤΟΝ c-Jun ΜΕΣΩ ΤΩΝ ΣΗΜΑΤΟ∆Ο- 
ΤΙΚΏΝ Ο∆ΩΝ ΤΩΝ  JNKs ΚΑΙ MSK1 ΣΤΑ ΚΑΡ∆ΙΟΜΥΟΚΥΤΤΑΡΑ 

ΕΝΗΛΙΚΟΥ ΑΡΟΥΡΑΙΟΥ 
 

Μάρκου Θ.1, Γαϊτανάκη Α.2, Λάζου Α.1 

 
1Εργαστήριο Φυσιολογίας Ζώων, Τµήµα Βιολογίας, Α.Π.Θ. 

2Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων και Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, Ε.Κ.Π.Α. 
 
Το πρωτο-ογκογονίδιο c-Jun είναι ένα από τα συστατικά του µεταγραφικού 
παράγοντα AP-1, ο οποίος παίζει σηµαντικό ρόλο σε καίριες βιολογικές 
διαδικασίες όπως ο κυτταρικός πολλαπλασιασµός, η απόπτωση και η 
υπερτροφία. Σκοπός της εργασίας είναι η διερεύνηση της επίδρασης της 
φαινυλεφρίνης (PE), ενός παράγοντα που προκαλεί υπερτροφία στα 
καρδιακά µυοκύτταρα, στο c-Jun και η αποσαφήνιση των σηµατοδοτικών 
οδών που εµπλέκονται σε αυτήν την απόκριση. Τα επίπεδα του mRNA του 
c-Jun βρέθηκαν αυξηµένα 30 min µετά τη διέγερση των 
καρδιοµυοκυττάρων µε 100 µM PE και διατηρήθηκαν µέχρι 1 h. Αναστολή 
των κινασών ERKs, p38 MAPK, JNKs and MSK1 µε ειδικούς αναστολείς 
προκάλεσε τη µείωση των επιπέδων του mRNA του c-Jun. Τα 
αποτελέσµατα ήταν παρόµοια µετά από προσδιορισµό των επιπέδων 
φωσφορυλίωσης του c-Jun. Για να διερευνηθούν περαιτέρω οι κινάσες που 
εµπλέκονται σε αυτήν την απόκριση, εξετάστηκε η επίδραση της ΡΕ στις 
JNKs. Η PE προκάλεσε φωσφορυλίωση των JNKs µε µέγιστο στα 5-15 min 
µετά την διέγερση. Ο ειδικός αναστολέας των JNKs, SP600125, µείωσε 
αυτή τη φωσφορυλίωση ενώ ο Ro318220, αναστολέας της MSK1, δεν είχε 
καµµία επίδραση. Επίσης, ο SP600125 δεν µείωσε την επαγόµενη από την 
PE φωσφορυλίωση της MSK1 δείχνοντας ότι η ενεργοποίηση της κινάσης 
αυτής είναι ανεξάρτητη από αυτήν των JNKs. Από τα αποτελέσµατα 
φαίνεται ότι η ΡΕ επάγει την έκφραση και την φωσφορυλίωση του c-Jun 
µέσω των σηµατοδοτικών οδών των JNKs και της MSK1 στα 
καρδιοµυοκύτταρα.  
 

Η έρευνα χρηµατοδοτήθηκε από το Εµπειρίκειον Ιδρυµα 
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PHENYLEPHRINE UPREGULATES c-Jun THROUGH JNKs AND 
MSK1 SIGNALLING PATHWAYS IN ADULT RAT 

CARDIOMYOCYTES 
 

Markou T.1, Gaitanaki A.2, Lazou A.1 
 

1Lab of Animal Physiology, Sch of Biology Aristotle University of Thessaloniki 
2Dept of Human and Animal Physiology, Sch of Biology, University of Athens 

 
The protooncogene c-Jun is one of the components of Activator Protein-1 
(AP-1), a transcription factor complex involved in fundamental biological 
processes such as proliferation, apoptosis, tumor angiogenesis and 
hypertrophy. This study was undertaken to investigate the effect of the 
hypertrophic agonist phenylephrine (PE) on c-Jun and to elucidate the 
signalling pathways involved in this response, in adult rat cardiomyocytes. 
c-Jun mRNA levels were found to be maximally induced within 30 min of 
treatment with 100 µM PE and remained elevated for 1 h. Inhibition of 
ERKs, p38 MAPK, JNKs and MSK1 pathways by pharmacological 
inhibitors reduced c-Jun mRNA levels in PE- treated cardiomyocytes. 
Similar results were obtained when the phosphorylation status of c-Jun was 
assessed by immunoblotting. To further investigate the kinases involved in 
this response, we examined the effect of PE on JNKs. PE induced 
phosphorylation of JNKs with maximal levels observed at 5-15 min after 
stimulation. The specific JNK inhibitor SP600125 reduced the PE-induced 
phosphorylation of JNKs whereas Ro318220, a potent inhibitor of MSK1 
had no effect. We have previously shown that PE stimulates ERKs and p38 
MAPK pathways in adult rat cardiomyocytes, which in turn activate MSK1. 
In this study we examined the role of JNKs in MSK1 activation using the 
JNK inhibitor SP600125. PE-induced phosphorylation of MSK1 was not 
inhibited by SP600125 suggesting that the activation of JNKs and MSK1 by 
PE are independent events. These results demonstrate that PE stimulates c-
Jun expression and phosphorylation in adult rat cardiomyocytes through 
JNKs and MSK1 pathways.   
 

The work was supported by Empirikion Foundation. 
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ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΗΣ ΚΥΤΤΑΡΟΦΑΓΙΑΣ ΚΑΙ ΤΗΣ ΑΠΟΠΤΩΣΗΣ ΣΤΑ 
ΑΙΜΟΚΥΤΤΑΡΑ ΤΗΣ ΜΥΓΑΣ ΤΗΣ ΜΕΣΟΓΕΙΟΥ 

 
Μαρµάρας Β.Ι.* 

 
Εργαστήριο Βιολογίας - Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Πατρών  

 
Τα κύτταρα δέχονται διάφορα εξωτερικά ερεθίσµατα χρησιµοποιώντας ένα 
περιορισµένο αριθµό υποδοχέων της κυτταρικής επιφάνειας και των 
σηµατοδοτικών µονοπατιών, που ενεργοποιούνται από αυτούς. Η απόκριση 
των κυττάρων στα πολυάριθµα και διαφορετικά εξωτερικά ερεθίσµατα, 
είναι εξειδικευµένη. Πως όµως επιτυγχάνει το κύτταρο την εξειδίκευση στα 
ερεθίσµατα; Φαίνεται ότι η αποκωδικοποίηση των ερεθισµάτων οφείλεται 
στη χωροταξική και χρονική δυναµική των σηµατοδοτικών µονοπατιών 
του κυττάρου, τα οποία αλληλοσυνδέονται και σχηµατίζουν δίκτυα. Στόχος 
µας τα τελευταία χρόνια είναι η µελέτη των  σηµατοδοτικών µονοπατιών 
που ρυθµίζουν την κυτταροφαγία και την απόπτωση στα έντοµα. Η 
κυτταροφαγία είναι ένας αµυντικός µηχανισµός και η απόπτωση είναι ένας 
αναπτυξιακός και αµυντικός µηχανισµός. Κι αυτό γιατί εξαλείφει κύτταρα 
µολυσµένα µε ιούς και κύτταρα µε ανεπιθύµητες µεταλλαγές. Πρέπει να 
σηµειωθεί, ότι τα αιµοκύτταρα έχουν πολλά κοινά γνωρίσµατα µε τα λευκά 
αιµοσφαίρια των θηλαστικών. Τα µέχρι τώρα αποτελέσµατα δείχνουν 
µεγάλες οµοιότητες των σηµατοδοτικών µονοπατιών, που ρυθµίζουν την 
κυτταροφαγία και την απόπτωση, µεταξύ των αιµοκυττάρων των εντόµων 
και των λευκοκυττάρων των θηλαστικών. Υπάρχουν όµως και βασικές 
διαφορές. Η κυτταροφαγία στα αιµοκύτταρα χρειάζεται απαραίτητα την 
εξειδικευµένη έκκριση τουλάχιστον ορισµένων ειδικών πρωτεασών 
σερίνης, που ενεργοποιούν το σύστηµα της προφαινολο-ξειδάσης, µε 
επακόλουθο το σχηµατισµό µελανίνης και την απελευθέ-ρωση από τα 
παράγωγα των κινονών, ενεργών ριζών, όπως Ο2

-, Η2Ο2, ΝΟ, που δρουν 
τοξικά για τα παθογόνα. 

                                                 
* Προσκεκληµένος οµιλητής 
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REGULATION OF PHAGOCYTOSIS AND APOPTOSIS IN 
MEDFLY HEMOCYTES 

 
Μarmaras V.J.* 

 
Laboratory of Biology – Department of Biology, University of Patras  

 
Cells respond to external stimuli using a limited number of cell surface 
receptors and a number of signaling pathways that are activated, by plasma 
membrane receptors. The specificity of cellular responses to external stimuli 
is encoded by the spatial and temporal dynamics of downstream signaling 
networks. Our goal is to explore the signaling pathways that regulate 
phagocytosis and apoptosis processes in insect hemocytes. Phagocytosis is 
the main cell-mediated defense mechanism and apoptosis is a 
developmental and defense process, as it is of central importance for the 
elimination of unwanted cells, such as, virally infected cells or cells with 
potentially harmful genomic mutations. The existed data clearly show many 
similarities between signaling pathways regulating phagocytosis and 
apoptosis in insects and mammals. However, there are also distinct 
differences. Phagocytosis by hemocytes requires the secretion of certain 
serine proteases that activate the prophenoloxidase cascade. 
Prophenoloxidase cascade activation leads to the formation of melanin and 
the release of reactive oxygen and nitrogen intermediates that are toxic to 
pathogens. 
 

                                                 
* Invited speaker 
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ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ELISA ΜΕ ∆ΥΝΑΤΟΤΗΤΑ ∆ΙΑΚΡΙΣΗΣ 
ΟΡΟΤΥΠΩΝ ΤΩΝ ΙΩΝ COXSACKIE 

 
Μαυρούλη Μ., Σπανάκης Ν., Λεγάκης Ν., Ρούτσιας Ι. 

 
Εργαστήριο Μικροβιολογίας, Τµήµα Ιατρικής Σχολής, ΕΚΠΑ 

 
Οι ιοί Coxsackie (CV) προκαλούν λοιµώξεις, που κυµαίνονται από απλή 
λοίµωξη του αναπνευστικού συστήµατος έως άσηπτη µηνιγγίτιδα και 
µυοπερι-καρδίτιδα. Στη χώρα µας, κατά το παρελθόν, έχει αναφερθεί 
σποραδική συνάθροιση επεισοδίων θανατηφόρου µυοκαρδίτιδας από ιό 
Coxsackie. Σήµερα, η τυποποίηση των ιών γίνεται µε επίπονες τεχνικές, 
όπως καλλιέργεια/ αποµόνωση του ιού και ταυτοποίησή του µε 
εξουδετερωτικά αντισώµατα. Η τεχνική ELISA έχει εφαρµοστεί στην 
ορολογική διάγνωση, όµως η χρήση της περιορίζεται λόγω συχνών 
διασταυρούµενων αντιδράσεων µε άλλους εντεροϊούς. Σκοπός της εργασίας 
αυτής, είναι η ανάπτυξη ανοσοδιαγνωστικής τεχνικής (ELISA) µε 
δυνατότητα διάκρισης διαφόρων οροτύπων των ιών Coxsackie. 
Συλλέχθησαν 258 οροί φυσιολογικών αιµοδοτών από όλη την Ελλάδα. Η 
παρουσία αντισωµάτων τάξεως IgG και IgM έναντι Coxsackie B ελέγχθηκε 
µε ELISA µε τρία διαφορετικά αντιγόνα: την πρωτεΐνη VP1 των CVB1 και 
CVB5, συνθετικό πεπτίδιο που αντιστοιχεί στο NH2 άκρο της πρωτεΐνης 
VP1 του CV B3 (pepCVB3) και συνθετικό πεπτίδιο που αντιστοιχεί στο 
NH2 άκρο της πρωτεΐνης VP1 του CV Β4 (pepCVB4).  Αντισώµατα IgG 
έναντι των Coxsackie B1/B5, B3 και B4 ανιχνεύθηκαν στο 15, 17 και 13 %, 
αντίστοιχα, των ορών, ενώ αντισώµατα IgM ανιχνεύθηκαν στο 5, 3 και 1 % 
των δειγµάτων. Παρατηρήθηκε συσχέτιση της αντι-CVB4 µε την αντι-
CVB1/CVB5 δραστικότητα. Η ειδικότητα αναγνώρισης των πεπτιδίων 
επιβεβαιώθηκε µε πειράµατα αναστολής. Η προεπώαση ορών µε αντι-
CVB3 ή αντι-CVB4 δραστικότητα µε τα πεπτίδια pepCVB3 ή pepCVB4 
οδήγησε σε αναστολή 78 % και 65 %, αντίστοιχα. Συµπερασµατικά, η 
ELISA µε κατάλληλα επιλεγµένα πεπτίδια της VP1 περιοχής µπορεί να 
αποτελέσει εναλλακτική µέθοδο για την ανίχνευση αντισωµάτων έναντι 
συγκεκριµένων οροτύπων των ιών Coxsackie.  
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Coxsackieviruses (CV) cause human diseases, ranging from mild upper 
respiratory infections to severe conditions like aseptic meningitis and 
myopericarditis. In our country, a sporadic cluster of cases of fatal 
myocarditis caused by Coxsackieviruses has been previously reported. 
Nowadays, virus identification is depended on laborious techniques, such as 
virus cultivation and identification with neutralization test. ELISA is used in 
serologic diagnosis but its application is limited due to the occurrence of 
crossreactions between antibodies recognizing Coxsackievirus and other 
enteroviruses. In this study, we indented to develop α serodiagnostic method 
(ELISA) with the ability to discriminate between different serotypes of 
Coxsackieviruses. Sera were obtained from 258 healthy blood donors from 
different Greek hospitals. The presence of IgG and IgM antibodies was 
tested using ELISA assays with different antigenic specificity: (i) the VP1 
protein of heat-denaturated Coxsackie type B1 and B5 virions, (ii) a 
synthetic peptide of the NH2-terminus of the VP1 protein of CV B3 
(pepCVB3) and (iii) a synthetic peptide of the NH2-terminus of the VP1 
protein of CV B4 (pepCVB4). IgG antibodies against Coxsackie B1/B5, B3 
and B4 were detected in 15%, 17% and 13 %, respectively, of sera tested, 
while IgM antibodies were found in 5%, 3% and 1% of the samples. A 
correlation between anti-CVB4 and anti-CVB1/CVB5 reactivities was 
demonstrated, most probably reflecting the antigenic similarity of CVB4 
and CVB1. The specificity of the recognition of the peptides was confirmed 
with inhibition experiments. Preincubation of anti-CVB3 or anti-CVB4 
positive serums with the pepCVB3 or pepCVB4 peptides led to inhibition of 
about 78 % and 65 %, respectively. Conclusively, ELISA assay utilizing 
properly selected peptides of VP1 region may be an alternative diagnostic 
method for the detection of antibodies with specificity against different 
Coxsackievirus serotypes. 
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Τα εµβρυοειδικά σωµατίδια (embryoid bodies, EBs) αποτελούν τρισδιάστατα συσσωµατώµατα 
διαφόρων κυτταρικών τύπων, προερχόµενων και από τα τρία εµβρυικά στρώµατα (ενδόδερµα, 
µεσόδερµα, εξώδερµα), τα οποία προκύπτουν απο την in vitro διαφοροποίηση των πολυδύναµων 
(pluripotent) εµβρυικών βλαστικών κυττάρων (embryonic stem cells, ES cells). Τα ΕΒs 
χαρακτηρίζονται απο µια ιεραρχία και χρονική ακολουθία στην διαφοροποίηση αντίστοιχης µε 
αυτην που παρατηρείται κατα την πρώιµη εµβρυογένεση in vivo. Κατά συνέπεια αποτελούν ένα 
εξαιρετικά χρήσιµο σύστηµα διερεύνησης αναπτυξιακών διεργασιών στα θηλαστικά, όπως η 
κυτταρική διαφοροποίηση και οργανογένεση. Στην παρούσα εργασία το σύστηµα των EΒs 
χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη της διαφοροποίησης  του ενδοθηλιακού ιστού, ο οποίος 
δηµιουργείται απο κύτταρα του µεσοδέρµατος στις αιµατικές νησίδες του λεκιθικού σάκκου, κατά 
το φαινόµενο της vasculogenesis, δηλαδή της de novo δηµιουργίας του πρόδροµου τριχοειδούς 
πλέγµατος (primordial vascular plexus), που πραγµατοποιείται την 7.5  ηµέρα της εµβρυογένεσης 
του ποντικού. ES κύτταρα ποντικού οδηγήθηκαν προς διαφοροποίηση σε EΒs παρουσία αυξητικών 
παραγόντων και κυτοκινών (VEGF, FGF-b, Erythropoietin, Intereukin-6) που επάγουν τη 
δηµιουργία των ιστών µε µεσοδερµική προέλευση. Για την χρονική ταυτοποίηση της 
διαφοροποίησης σε ΕΒ µελετήθηκε η έκφραση δεικτών διαφοροποίησης που αντιστοιχούν στα τρία 
εµβρυικά στρώµατα: Bmp2, Fgf-5, Bmp4, Brachyoury, GATA-1, Runx1, Scl, beta-H1, beta globin 
major, Flk1, Flt1, VE-cadherin, SM22α και MyoG. Ο χωροχρονικός εντοπισµός των ενδοθηλιακών 
κυττάρων επιτεύχθηκε µε τη δηµιουργία EΒs που εκφράζουν την πρωτείνη EGFP (Enhanced Green 
Fluorescent Protein) υπό τον έλεγχο τµήµατος του υποκινητή της Vascular Endothelial Cadherin 
(PveC/EGFP-EBs) ειδικό για ενδοθηλιακή εκφραση. Σε συµφωνία µε δηµοσιευµένες µελέτες 
παρατηρήθηκε έναρξη έκφρασης της πρωτείνης EGFP στα EΒs κατά την ηµέρα 5 της in vitro 
διαφοροποίησης που αντιστοιχεί στην ηµέρα 7.5 της εµβρυογένεσης του ποντικου. Η χρονική 
στιγµή έκφρασης συµπίπτει µε αυτήν της VE-Cadherin (VE-C) στα EΒs αγρίου τύπου. Επίσης, 
επιβεβαιώθηκε  µε whole-mount ανοσοιστοχηµεία στα PveC/EGFP-EBs, οτι η ενεργότητα του PveC 
περιορίζεται στα κύτταρα που εκφράζουν VE-C. Η ανάπτυξη του προαναφερθέντος συστήµατος 
επιτρέπει την περαιτέρω διερεύνηση του ρόλου πληθώρας µορίων στη διάρκεια της ενδοθηλιακής 
διαφοροποίησης. Πιο συγκεκριµένα, αυτό περιλαµβάνει την κλωνοποίηση µεταλλαγµένων µορφών 
των υπό εξέταση µορίων σε εξωχρωµοσωµικούς, επισωµατικούς φορείς έκφρασης υπό τον έλεγχο 
του  PveC, διαµόλυνση  ES κυττάρων, θετική επιλογή ES κλώνων, διαφοροποίηση αυτών µέσω EΒs 
και φαινοτυπική ανάλυση των  µεταλλαγµένων EΒs µε µεθόδους όπως ανοσοιστοχηµεία, western 
blot, RT-PCR και microarray analysis. Θετικό µάρτυρα αυτών των πειραµάτων θα αποτελούν τα 
PveC/EGFP-Ebs. Με βάση το σύστηµα που περιγράφεται εδώ εξετάζουµε τον ρόλο µορίων που 
συµµετέχουν στις συνδέσεις προσδεσης (adherens junctions) και στο Wnt σηµατοδοτικό µονοπάτι, 
(VE-Cadherin και β-catenin) στην πορεία της κυτταρικής διαφοροποίησης κατά την vasculogenesis. 
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Embryoid bodies (Ebs) are 3-D aggregates, comprised of various cell types, derived 
from all three germ layers (endoderm, mesoderm, exoderm). They form through in 
vitro differentiation of pluripotent embryonic stem cells (ES cells). Differentiation in 
EBs is thought to recapitulate early embryogenesis events. Therefore, EB formation 
is a very useful system to elucidate developmental processes in mammals, like early 
lineage determination and organogenesis. In this work this system was used to study 
the differentiation of endothelium, derived from mesodermal cells. This process 
takes place in the blood islands of the yolk sac during vasculogenesis at day 7.5 d.p.c. 
of mouse embryogenesis. Mouse ES cells differentiated towards EBs in the presence 
of growth factors and cytokines (VEGF, FGF-b, Erythropoietin, Interleukin-6), 
which induce formation of mesodermal origin cell types. The expression of the 
following developmemental marker genes was analysed during EB differentiation: 
Bmp2, Fgf-5, Bmp4, Brachyoury, GATA-1, Runx1, Scl, beta-H1, beta globin major, 
Flk1, Flt1, VE-cadherin, SM22α και MyoG. The onset of endothelial phenotype and 
localization was achieved in EBs expressing EGFP (Enhanced Green Fluorescent 
Protein), under the control of an endothelial-specific VE-Cadherin promoter 
fragment (PveC/EGFP-EBs). The onset of EGFP expression was observed at day 5 
in EBs differentiation, a time-point corresponding to day 7.5 d.p.c. of mouse 
embryogenesis. This timing correlates to VE-Cadherin’s (VE-C) expression in wild-
type EBs in accordance to previous studies. Furthermore, whole-mount 
immunocytochemistry showed that PveC activity is specific to VE-Cadherin-
expressing cells. The system described here is suitable for elucidation of the 
functional role of a plethora of molecules during endothelial differentiation. 
Specifically, this can be achieved by cloning mutants of interest in episomal vectors 
under the control of PveC followed by transfection and positive selection of ES cells. 
Stably transfected ES cells can then differentiate and mutant EBs can be analyzed by 
immunocytochemistry, western blot, RT-PCR and microarray analysis. The 
PveC/EGFP-EBs serves as positive control for these experiments. Based on this 
system, we study the potential regulatory role of VE-Cadherin and β-catenin, 
molecules involved in endothelial adherens junctions and Wnt signalling in 
vasculogenesis. 
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1Τµήµα Βιολογίας Ε.Κ.Π.Α. 2Τµήµα Χηµικών Μηχανικών Ε.Μ.Π. 

 
Στην παρούσα µελέτη διερευνήθηκε η επίδραση ηλεκτροµαγνητικού πεδίου 
έντασης 125 Gauss, φάσµατος συχνοτήτων 0.3-250 MHz, παλµικής 
εκποµπής 50 µsec σε ανθρώπινα ερυθρά αιµοσφαίρια κατά την διάρκεια 
αποθήκευσης σε ασκούς αιµοδοσίας. Χρησιµοποιήθηκε αίµα υγιούς δότη µε 
CPD. Τα ερυθρά, µετά από συµπύκνωσή τους, ισοδιανεµήθηκαν σε δύο 
ασκούς και φυλάσσονταν στους 4°C. Ο ένας χρησιµοποιήθηκε ως 
µάρτυρας, ενώ ο δεύτερος υποβάλλονταν στην επίδραση του πεδίου επί 10 
λεπτά ανά τακτά χρονικά διαστήµατα καθ’όλη τη διάρκεια της µεταγγίσιµης 
περιόδου (28 ηµέρες) και για επιπλέον 78 ηµέρες. Η δειγµατοληψία γινόταν 
δύο φορές την εβδοµάδα. Με την κυτταροµετρία ροής δεν παρατηρήθηκε 
διαφορά στην βιωσιµότητα των ερυθρών στους δύο ασκούς. Επίσης, µε τη 
χρήση ιοντοανταλλακτικών ηλεκτροδίων διαπιστώθηκε ότι η πορεία 
µεταβολής της εξωκυττάριας συγκέντρωσης Na+-K+ συναρτήσει του χρόνου 
ήταν η ίδια και για τους δύο ασκούς. Μετά από µικροσκοπική εξέταση των 
ερυθροκυττάρων παρατηρήθηκε επίδραση του πεδίου επί των 
µορφολογικών αλλαγών των αποθηκευµένων ερυθρών σε σχέση µε το 
χρόνο. Στα ερυθρά του µάρτυρα επιβεβαιώθηκαν οι µορφές που 
αναφέρονται στην βιβλιογραφία, δηλαδή δισκοειδή ερυθροκύτταρα, 
σφαιροκύτταρα, ακανθοκύτταρα, ενώ στα ερυθρά  του ακτινοβοληθέντος 
ασκού τα µορφολογικά στάδια ήταν τα ακόλουθα: δισκοειδή 
ερυθροκύτταρα, ελλειψοειδή, ατρακτοειδή, ακανθοκύτταρα. Η δηµιουργία 
σφαιρικού σχήµατος στα αποθηκευµένα ερυθρά έχει σχετιστεί µε 
οξειδωτικές βλάβες της σπεκτρίνης του υποµεµβρανικού σκελετού. Η 
απουσία σφαιροκυττάρων από τον ακτινοβοληθέντα ασκό και η παρουσία 
ελλειψοειδών και ατρακτοειδών µορφών ίσως οφείλεται σε µία πιθανή 
ιδιότητα του ηλεκτροµαγνητικού πεδίου να  τροποποιεί τις οξειδωτικές 
βλάβες της σπεκτρίνης, µε αποτέλεσµα την µετατροπή του υποµεµβρανικού 
σκελετού.  

 
Ευχαριστούµε τον Καθηγητή Π. Παππά για την παραχώρηση της συσκευής. 
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In the present study was examined the influence of an electromagnetic field 
in the frequency range 0.3-250 MHz, with an intensity of 125 Gauss, on 
human red blood cells (RBC) during their storage in blood bank bags. Blood 
of a healthy donor with CPD was used. RBCs were condensed, equally 
divided into two blood bags and stored at 4°C. The first bag was used as a 
control, while the second was exposed to the electromagnetic field for 10 
minutes in regular time periods during the expected transfusion period (28 
days) and for 78 more days. Samples were taken twice a week. Flow 
cyttometry demonstrated no differences in RBCs viability between the two 
bags. Also, with the use of ion-exchange electrodes it was observed that the 
behavior of the extracellular Na+-K+ concentrations versus time was the 
same for both bags. Microscopic examination of the RBCs showed an effect 
of the field on the morphological changes of the stored RBCs with storage 
time. For the control RBCs were confirmed the forms listed in the 
bibliography, that is disc shape red blood cells, spherocytes, echinocytes, 
while the RBCs of the exposed blood bank bag underwent the following 
morphological stages: disc shape red blood cells, ovalocytes, fusocytes, 
echinocytes. The appearance of spherocytes during storage of RBCs has 
been correlated to the oxidant damage of spectrin, a submembrane 
framework protein. The absence of spherocytes from the exposed tissue may 
be due to a possible property of electromagnetic fields to modify spectrine’s 
oxidant damage, having as a result a change in the submembrane 
framework. 
 

The present study was supported by the Special Account for Research Grants of Athens 
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Στην παρούσα µελέτη διερευνήθηκε η επίδραση ηλεκτροµαγνητικού πεδίου 
ευρυτάτου φάσµατος συγκεκριµένης διαµόρφωσης διπλής αντίθετα 
πολωµένης εκποµπής στην ανάπλαση επιδερµικού ιστού ποντικών. 
Χρησιµοποιήθηκαν αρσενικοί ποντικοί του είδους Swiss alpino swr ηλικίας 
τεσσάρων εβδοµάδων. Αφαιρέθηκε τµήµα δέρµατος από την πλάτη 
εµβαδού 4 cm2 και στην περιοχή της κοιλιάς προκλήθηκε ουλή µήκους 2cm. 
Τα πειραµατόζωα χωρίστηκαν σε δύο οµάδες. H πρώτη οµάδας αποτέλεσε 
τους µάρτυρες (C), ενώ η δεύτερη υποβαλλόταν σε συνεχή έκθεση στο 
ηλεκτροµαγνητικό πεδίο (P). Η έκθεση στο πεδίο άρχισε αµέσως µετά την 
πρόκληση βλάβης. Στα µέλη των δύο οµάδων  δεν χορηγήθηκε καµιά 
φαρµακευτική αγωγή. Ανά τρεις ηµέρες λαµβανόταν δείγµα από τον 
αναγεννώµενο ιστό µελών και των δύο οµάδων. Συνολικά έγιναν πέντε 
δειγµατοληψίες. Τα δείγµατα αυτά χρησιµοποιήθηκαν για ιστολογική 
επεξεργασία και παρατήρηση στο Φωτονικό Μικροσκόπιο. Στους ιστούς 
που πάρθηκαν από ακτινοβοληµένα πειραµατόζωα παρατηρούνται έντονες 
µιτωτικές διαιρέσεις από την πρώτη µέρα της έκθεσης στο πεδίο και έντονη 
αύξηση της βλαστικής στιβάδας. Η επούλωση του τραύµατος και η 
ανάπλαση του δέρµατος έγινε µε σαφέστατα ταχύτερους ρυθµούς στα 
ποντίκια που εκτέθηκαν στο πεδίο. Συγκεκριµένα, η εικόνα που 
παρουσιάζει ιστός από την πλάτη από ακτινοβοληµένο ποντίκι κατά την 6η 
ηµέρα είναι όµοια µε την εικόνα που παρουσιάζει ιστός από µάρτυρα κατά 
την 12η ηµέρα του πειράµατος. Στην 12η ηµέρα στο ποντίκι που εκτέθηκε 
στο πεδίο παρατηρούµε φύτρες τριχών να κάνουν την εµφάνιση τους, ενώ 
στον µάρτυρα όχι. Η ουλή στην κοιλιά ενός µάρτυρα κατά την 6η ηµέρα 
παρουσιάζει την ίδια εικόνα από ιστολογικό δείγµα ενός ακτινοβοληµένου 
κατά την 3η όµως ηµέρα.   
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In the present study was examined the influence of a broad-band 
electromagnetic field with a specific modulation of a double opposite 
polarized emission on rat skin repair. Male mice of the species Swiss albino 
swr four weeks old were used. There was removed a segment of skin sized 
4cm2 from the back and a 2 cm long scar was inflicted on the abdominal 
area. The mice were separated into two groups. The first group (C) was used 
as control, while the second group (P) was continually exposed to the 
influence of the electromagnetic field. The exposure to the field started 
immediately after the damage was inflicted. The mice did not receive any 
pharmaceutical treatment. Every three days samples were taken from the 
regenerative skin of both groups. These samples were used for histological 
preparation and observation in the photonic microscope. Five samplings 
were conducted. In the tissue taken from exposed mice were observed 
intense mitotic divisions from the very first day of the exposure to the 
electromagnetic field and an intense increase of the germinative layer. It 
was established that for the individuals that were exposed to the influence of 
the field the wound healed faster than the control. Specifically, the image of 
the tissue from the back of exposed individuals on the 6th day resembled the 
image of the skin from witnesses on the 12th day. On the 12th day the wound 
exposed to the field showed evidence of hair growth, while the witness did 
not. The image of the mouse skin from the abdominal area exposed to the 
field on the 3rd day resembled the image of the skin from witnesses on the 
6th day.  
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Μεσσήνη Ν.1, Κωστή Α.2, Φιλιππέτης Α.2 

 
1Τµήµα Βιολογίας Ε.Κ.Π.Α., 2Τµήµα Φυσικής Ε.Κ.Π.Α. 

 
Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η επίδραση ηλεκτροµαγνητικού πεδίου 
στην διάρκεια ζωής της D. Melanogaster, στον συνολικό αριθµό απογόνων 
της πατρικής γενεάς (P), καθώς και η αναπαραγωγική ικανότητα τεσσάρων 
διαδοχικών γενεών. Για τον σκοπό αυτό σε κάθε δοχείο καλλιέργειας 
τοποθετήθηκαν 10 ζέύγη νεοεκκολαφθέντων εντόµων (0-2 ωρών). Οι µισές 
καλλιέργειες Τ υποβάλλονταν καθηµερινά επί 10 λεπτά σε επίδραση πεδίου 
έντασης 125 Gauss, φάσµατος συχνοτήτων 0.3-250 MHz, παλµικής 
εκποµπής 50 µsec. Οι άλλες µισές (C)  χρησίµευαν ως µάρτυρες. Κάθε µία 
έως δύο ηµέρες τα έντοµα των καλλιεργειών Τ και C µεταφέρονταν σε νέα 
δοχεία. Η διαδικασία µεταφοράς των εντόµων της Ρ γενεάς διαρκούσε µέχρι 
το θάνατο των εντόµων. Με νεοεκκολαφθέντα έντοµα κατά την 9η-11η 
ηµέρα της F1 γενεάς Τ και C ετοιµάζονταν νέες καλλιέργειες και 
ακολουθούσε η ίδια πορεία όπως και στην Ρ γενεά µε την διαφορά ότι η όλη 
διαδικασία διαρκούσε 12 ηµέρες. Με τον ίδιο τρόπο ετοιµάσθηκαν 4 
διαδοχικές γενεές. Σε όλες τις περιπτώσεις µετά την µεταφορά των εντόµων 
σε νέα δοχεία τα παλαιά δοχεία διατηρούνταν στον θάλαµο καλλιεργειών 
µέχρι την εκκόλαψη όλων των εντόµων από τα αυγά που είχαν γεννηθεί σε 
αυτά. Όλα τα εκκολαπτόµενα έντοµα παρατηρούνταν στο µικροσκόπιο και 
γινόταν καταµέτρηση τόσου του συνολικού αριθµού τους όσο και χωριστά 
αρσενικών και θηλυκών. Από την στατιστική ανάλυση που έγινε στα 
αριθµητικά δεδοµένα δεν παρατηρήθηκε καµµία στατιστικά σηµαντική 
διαφορά στον συνολικό αριθµό και στην διανοµή των φύλων µεταξύ 
απογόνων Τ και C. Επίσης η διάρκεια ζωής της Ρ γενεάς δεν παρουσίασε 
στατιστικά σηµαντική διαφορά παρ’όλο που σε όλα τα πειράµατα 
εµφανιζόταν µια ελαφρά τάση αύξησης του χρόνου ζωής στα έντοµα που 
εξετίθονταν στο πεδίο. Επιπλέον, δεν παρατηρήθηκαν µικροσκοπικές 
διαφορές στην εµφάνιση των εντόµων ούτε στο ποσοστό θνησιµότητάς 
τους.  
 

Ευχαριστούµε τον Καθηγητή Π. Παππά για την παραχώρηση της συσκευής. 
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In the present study was examined the influence of an electromagnetic field 
on the lifetime of D. Melanogaster, on the total number of descendants of 
the parental generation (P), as well as on the reproductive ability of four 
consecutive generations. For this purpose there were placed 10 couples of 
newly-hatched insects (0-2 hours) in every culture vial. Half of the cultures 
(T) were exposed daily for 10 min to an electromagnetic field with an 
intensity of 125 Gauss, in the frequency range 0.3-250 MHz. The other half 
(C) served as control. Every one to two days the insects of the T and C 
cultures were moved to new vials. The procedure of moving the insects of 
the P generation lasted until the insects’ death. With newly-hatched insects 
during the 9th-11th day of the F1 generation of T and C new cultures were 
prepared and the same procedure as for the P generation was followed the 
only difference lying in the fact that the whole procedure lasted 12 days. In 
exactly the same way four consecutive generations were prepared. In all 
cases after the insects’ transport to new vials, the old vials were preserved in 
the culture room until all eggs hatched. All the hatched insects were 
observed in the microscope and their total number was counted, as well as 
the population numbers of males and females separately. After statistically 
processing all the numerical data no statistically significant difference was 
noted neither in the total number nor in the sexual distribution between T 
and C descendants. Also, no microscopical differences were observed in the 
appearance of the insects or in their mortality percentage. 
 

We would like to thank Professor Pappas for the gratuitous supply of the magnetic field 
device. 
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ΜΟΡΙΑΚΗ  ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΗΣ ΠΛΗΡΟΥΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ ΤΩΝ 
ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΑΚΩΝ  ΓΟΝΙ∆ΙΩΜΑΤΩΝ F ΚΑΙ Μ ΤΟΥ Mytilus 

galloprovincialis: ΣΥΜΒΟΛΗ  ΣΤΗ ∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ  ΤΟΥ ΦΑΙΝΟ- 
ΜΕΝΟΥ  ΤΗΣ  ∆ΙΠΛΗΣ  ΜΟΝΟΓΟΝΕΪΚΗΣ  ΚΛΗΡΟΝΟΜΙΚΟ- 

ΤΗΤΑΣ (∆ΜΚ) 
 

Μίζη Α.1, Zούρος Ε.2 και Γ.Κ. Ροδάκης1 
 

1Τοµέας Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, ΕΚΠΑ, 15701 Αθήνα 
2Τµήµα Βιολογίας, ΠΚ, 71409 Ηράκλειο, Κρήτη 

 
Ο προσδιορισµός και η ανάλυση της πλήρους αλληλουχίας του µητρικά 
(τύπος F) και του πατρικά (τύπος Μ) κληρονοµούµενου µιτοχονδριακού 
γονιδιώµατος του Mytilus galloprovincialis, έδειξε ότι αν και διαφέρουν 
σηµαντικά σε επίπεδο νουκλεοτιδίων, έχουν ίδια γονιδιακή οργάνωση, 
νουκλεοτιδική σύσταση και προτίµηση χρήσης κωδικών. Εντοπίστηκαν τα 
ιδιαίτερα δοµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά κάθε τύπου, ανάµεσά τους 
και µια παρεµβολή στο µόριο τύπου Μ, που αποδίδεται σε πολλαπλά 
γενετικά γεγονότα. Η διατήρηση του µήκους και της οργάνωσης του 
γονιδιώµατος, παρά τα συχνά γεγονότα ανακατατάξεων, είναι πιθανότατα 
αποτέλεσµα επιλεκτικής πίεσης. Εντοπίστηκαν τα πιθανά σηµεία έναρξης της 
αντιγραφής της βαριάς και της ελαφριάς αλυσίδας και, υπό την παραδοχή του 
ασύµµετρου τρόπου αντιγραφής του mtDNA, διερευνήθηκε η συσχέτιση του 
νουκλεοτιδικού περιεχοµένου σε διακριτές λειτουργικές περιοχές, µε το 
χρόνο παραµονής της βαριάς αλυσίδας σε µονόκλωνη κατάσταση κατά το 
διπλασιασµό. Τρεις τύποι νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων φαίνεται να 
παίζουν σηµαντικό ρόλο στη διαµόρφωση του νουκλεοτιδικού περιεχοµένου 
των µορίων. Από τη συγκριτική ανάλυση των γονιδιωµάτων του Mytilus µε 
τα αντίστοιχα άλλων οργανισµών που παρουσιάζουν το φαινόµενο της ∆ΜΚ, 
προέκυψαν συµπεράσµατα σχετικά µε την εµφάνιση του ιδιόµορφου αυτού 
χαρακτήρα. Συζητείται η οµαδοποίηση των διακριτών τύπων ανάλογα µε τον 
οργανισµό ή τον τρόπο µεταβίβασης, η παρουσία ειδικών αλληλουχιών µε 
καθοριστικό ρόλο στον τρόπο µεταβίβασης του mtDNA, η υπόθεση του 
αυξηµένου ρυθµού µεταλλακτικότητας του τύπου Μ, καθώς και η σηµασία 
του φαινοµένου της «αντιστροφής ρόλων» στη διαφοροποίηση των δύο 
τύπων. 
 

Η έρευνα αυτή χρηµατοδοτείται από τη Γ.Γ.Ε.Τ (ΠΕΝΕ∆ 01Ε∆42) 



HELLENIC SOCIETY FOR BIOLOGICAL SCIENCES 
Proceeding of 28th Scientific Conference, Ioannina, May 2006 

 

268

THE COMPLETE MATERNAL AND PATERNAL 
MITOCHONDRIAL GENOMES OF Mytilus galloprovincialis: 

IMPLICATIONS FOR THE DOUBLY UNIPARENTAL 
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The complete sequencing of the maternal (F type) and paternal (M type) 
mitochondrial genomes of Mytilus galloprovincialis showed that they 
retained identical gene content and gene arrangement and similar nucleotide 
composition and codon usage bias, even though they have diverged by 
about 20% in nucleotide sequence. Here we present the structural and 
functional features of the various domains of the genomes. We trace the 
molecular mechanism that might have produced an insertion in the 
examined M and conclude that selection acts to conserve the standard gene 
order and size in spite of frequent evens of insertions and rearrangements. 
The detection of the putative origins of replication of the mtDNA heavy and 
light strand allowed the examination of possible correlations between 
nucleotide content and relative time of exposure to single-strand state of the 
heavy strand during replication, under the assumption of the asymmetrical 
replication model. Three types of non-enzymatic damage of single-stranded 
DNA have been recognized as possible causes of strand asymmetry and 
intra-strand variation in nucleotide content. Several features of DUI 
emerged from the comparison of F and M genomes from different bivalves. 
We obtained the phylogenetic clustering of molecules according to species 
origin rather than to their mode of transmission. We discuss the possible 
presence of “transmission-specific” sequences in the two types, the 
hypothesis that the M genome evolves faster than the F, and the implication 
of the phenomenon of “role-reversal” in the differentiation of mitochondrial 
genomes in species with DUI. 
 

This research is funded by G.S.R.T. (PENED 01ED42) 
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1Τµήµα ∆ιατροφής και ∆ιαιτολογίας, Αλεξάνδρειο ΤΕΙ Θεσσαλονίκης, 2Τµήµα Ιατρικής, 
Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης, 3Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογίας, 

Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης 
 

Η σωµατική σύσταση και ο ∆είκτης Σωµατικής Μάζας (∆ΣΜ-βάρος/ύψος2) 
χρησιµοποιούνται ως δείκτες του επιπέδου θρέψης και γενικότερα του επιπέδου 
υγείας σε όλες τις ηλικίες. Οι µεταβολές στη σωµατική σύσταση µε την ηλικία και η 
σηµασία τους για την υγεία δεν έχουν µελετηθεί εκτενώς, ιδιαίτερα στον ελληνικό 
πληθυσµό, όπου τα στοιχεία που υπάρχουν αφορούν κυρίως το ∆ΣΜ. Σκοπός της 
παρούσας εργασίας είναι να περιγράψει τη σωµατική σύσταση και τη σχέση της µε 
το ∆ΣΜ σε Έλληνες υπερήλικες. Στη µελέτη, που πραγµατοποιήθηκε µε  cross-
sectional σχεδιασµό, συµπεριλήφθηκαν 31 άντρες και 196 γυναίκες ηλικίας άνω των 
60 ετών που επισκέφθηκαν τα εξωτερικά ιατρεία του Γηριατρικού Τµήµατος της Β’ 
Παθολογικής Κλινικής του Ιπποκρατείου Γενικού Νοσοκοµείου Θεσσαλονίκης 
κατά την περίοδο 2004-2005. Οι µέθοδοι που χρησιµοποιήθηκαν περιλαµβάνουν 
ανθρωποµετρικές µετρήσεις βάρους, ύψους, πάχους δερµατοπτυχής σε διάφορες 
περιοχές του σώµατος, περιµέτρου κνήµης, µέσης και ισχίου καθώς και 
υπολογισµούς δεικτών θρέψης όπως ∆ΣΜ, δείκτες υποδόριου σωµατικού λίπους, 
δείκτες µυικής µάζας και δείκτη κοιλιακού λίπους. Τα αποτελέσµατα της µελέτης 
έδειξαν ότι οι µεταβολές στη σωµατική σύσταση ήταν διαφορετικές στα δυο φύλα. 
Ο ∆ΣΜ στις ηλικίες 60-69 έτη, και στα δυο φύλα, είχε στατιστικά σηµαντική 
συσχέτιση µε όλους τους δείκτες λιπώδους και µυικής µάζας, συµπεριλαµ-
βανοµένου και του κοιλιακού λίπους, αλλά, σε πιο προχωρηµένες ηλικίες, η 
συσχέτιση µε το κοιλιακό λίπος δεν ήταν στατιστικά σηµαντική. Στους άντρες άνω 
των 80 ετών δεν υπήρχε σηµαντική συσχέτιση ούτε µε τους δείκτες µυικής µάζας. 
Από τα παραπάνω φαίνεται ότι ο ∆ΣΜ, που χρησιµοποιείται συχνά ως δείκτης 
υγείας και µακροβιότητας, µπορεί να έχει διαφορετική σηµασία στα δυο φύλα, όπως 
επίσης  και σε διαφορετικές ηλικίες· µετά την ηλικία των 70 ετών δεν φαίνεται να 
σχετίζεται µε το κοιλιακό λίπος ούτε σε άντρες ούτε σε γυναίκες, ενώ µετά την 
ηλικία των 80 ετών στους άντρες φαίνεται να µην σχετίζεται ούτε µε την µυική 
µάζα. Σε προχωρηµένες ηλικίες, µπορεί να µην έχει την ίδια σχέση µε την υγεία που 
έχει σε νεότερα άτοµα. 

 
Η εργασία έγινε στα πλαίσια του  ΕΠΕΑΕΚ II, 2.2.6 Αρχιµήδης I  
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Body composition and Body Mass Index (BMI; weight/height2) are used as 
indicators of nutritional status and health status in general, in all ages. 
Changes in body composition with age and their significance for health have 
not been studied extensively, especially in Greek populations, where the 
only data available refer to BMI.The aim of the present study is to describe 
body composition and its relation to BMI in a Greek elderly population. The 
sample of the cross-sectional designed study included 31 men and 196 
women, aged above 60 years, recruited from the outpatients’ clinic of the 
Geriatric Department of Ippokration Hospital of Thessaloniki during the 
time period 2004-2005. The methods used included anthropometric 
measurements of weight, height, thickness of skinfolds, calf, waist and hip 
circumferences, and calculations of indices of nutritional status such as 
BMI, subcutaneous fat indices, abdominal fat index and muscle mass 
indices. According to the results of the study, the changes in body 
composition are different in the two genders. BMI was correlated with all 
indices of muscle and fat mass, including abdominal fat, in ages 60-69 
years, in both genders, but in more advanced ages the correlation with 
abdominal fat was not significant. In males above 80 years there was not a 
statistically significant correlation of BMI with the indices of muscle mass 
studied. Thus, BMI which often is used as an indicator of health and 
longevity might have a different meaning in the two genders and in different 
ages. It might not be related with abdominal fat in any of the two genders 
after 70 years of age, and also it might not be related with muscle mass in 
males above 80 years of age. Therefore, in advanced ages it might not have 
the same relation with health that it has in younger ages.  
 

The study was supported by EPEAEK II, 2.2.6 ARCHIMIDES I 
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Πανεπιστήµιο Αθηνών, Πανεπιστηµιόπολη 157 81 Αθήνα 
 

Η ποικιλοµορφία των κρανιακών επιγενετικών χαρακτηριστικών, µετρικών 
και µη-µετρήσιµων, χρησιµοποιείται στις ανθρωπολογικές µελέτες για τη 
σύγκριση µεταξύ πληθυσµών. Στην παρούσα εργασία αναλύθηκε η 
κρανιακή ποικιλοµορφία διαφόρων αρχαίων Ελληνικών πληθυσµών, 
χρησιµοποιώντας είκοσι επιγενετικά µη µετρήσιµα χαρακτηριστικά. Τα 
επιγενετικά χαρακτηριστικά που καταγράφηκαν είναι: βρεγµατικό οστό, 
στεφανιαίο οστάριο, οστάριο στο λάµδα, λαµβδοειδή οστάρια, οστάριο στο 
αστέριο, ινιακό-µαστοειδές οστάριο, βρεγµατικό οδοντωτό οστό, επιπτερικό 
οστό, βρεγµατικό τρήµα, µετωπισµός, υποκογχικά τρήµατα, ζυγωµατικό-
προσωπικό τρήµα, υπερόφρυα εγκοπή, υπερόφρυο τρήµα, µαστοειδές 
τρήµα, εξόστωση ακουστικού πόρου, µυλοϋοειδής γέφυρα, γενειακό τρήµα, 
κονδυλικός πόρος, inca bone. Η καταγραφή αφορά στην αµφίπλευρη 
παρουσία ή απουσία του χαρακτηριστικού (µε εξαίρεση τον µετωπισµό, τα 
οστάρια της βρεγµατικής ραφής και το οστάριο στο λάµδα). Παράλληλα 
έγινε συσχέτιση της έκφρασης των χαρακτηριστικών µεταξύ των δύο 
φύλων. Τα πληθυσµιακά δείγµατα προέρχονται από πέντε αρχαιολογικές 
θέσεις του νοµού Κορινθίας (Ιδιοκτησία Ρώτα, Ιδιοκτησία Σούκουλη, 
Ιδιοκτησία ∆ελή, Κρητικά, Αλµυρή) που χρονολογούνται σε διαφορετικές 
ιστορικές περιόδους. Συγκρίθηκαν και αξιολογήθηκαν οι κατανοµές των 
χαρακτηριστικών αυτών για κάθε πληθυσµό. Επειδή τα µη µετρήσιµα 
χαρακτηριστικά έχουν ισχυρή γενετική συνιστώσα, η παρατηρούµενη 
ποικιλοµορφία θα µπορούσε να εξηγηθεί ως αποτέλεσµα γενετικής 
παρέκκλισης αλλά και ροής γενετικού υλικού στον χώρο και τον χρόνο.  

 
Η εργασία χρηµατοδοτήθηκε από το Πρόγραµµα «Καποδίστριας» του Ειδικού Λογαριασµού 
Κονδυλίων Έρευνας (Επιτροπή Ερευνών, Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών) 
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COMPARATIVE ANALYSIS OF NON-METRIC TRAITS FROM 
FIVE BURIAL SITES OF ANCIENT CORINTH 

 
Michalitsi E., Kapouralou D., Malouchou-Grimba V., and S.K. Manolis  

 
Department of Animal & Human Physiology, Faculty of Biology, National & Kapodistrian 

University of Athens, Panepistimiopolis 157 84 Athens, Greece 
 

In this study, twenty non-metric traits were recorded in order to analyze the 
biodiversity of several Greek populations. These traits are the following: 
bregmatic bone, coronal ossicle, apical bone, lambdoid ossicles, asterionic 
bone, ossicle  in occipito–mastoid suture, parietal notch bone, epipteric 
bone, parietal foramen, metopic suture, multiple infraorbital foramina, 
zygomatico-facial foramen, supraorbital notch, supraorbital foramen, 
mastoid foramen sutural, auditory exostosis, mylohyoid bridge, mental 
foramen, condylar canal, inca bone. The bilateral presence or absence of the 
traits was documented with the exception of metopic suture, bregmatic bone 
and apical bone. Further more, we analyzed the correlation of these traits 
between sexes. The five burial sites are located in a region near Corinth 
(Rota, Soukouli, Deli, Almyri, and Kritika) and represent different 
chronological periods. The distributions of these traits were compared and 
evaluated for each population. Because non-metric traits have powerful 
genetic component, the observed diversity could be explained as result of 
genetic drift but also of genetic flow, spatially and temporally.   
 

This work is funded by the Programme “Kapodistrias” of the Special Research Account 
(National & Kapodistrian University of Athens) 
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MEΛETH THΣ ΓENETIKHΣ ΣYΣTAΣHΣ TOY ΠΛHΘYΣMOY ΤΗΣ 
ΠETAΛOY∆AΣ Carassius gibelio (BLOCH, 1782) (CYPRINIDAE) THΣ 

ΛIMNHΣ ΠAMBΩTI∆AΣ ME TH XPHΣH MIKPO∆OPYΦOPIKOY DNA 
 

Mουτσάκη Π.1, Tριανταφυλλίδης Α.2, Λιάσκο Ρ.1, Παπαλουκάς Κ.1, 
Kάγκαλου Ι.1, Aµπατζόπουλος Θ.2, Λεονάρδος Ι.1 

 
1 Tµήµα Bιολογικών Eφαρµογών και Tεχνολογιών, Παν/µιο Iωαννίνων, Iωάννινα 

2  Tµήµα Bιολογίας, Aριστοτέλειο Παν/µιο Θεσσαλονίκης, Θεσσαλονίκη 
 

H εισαγωγή του αλλόχθονου είδους Carassius gibelio (Bloch, 1782) στα 
ευρωπαϊκά λιµναία οικοσυστήµατα, συµπεριλαµβανοµένων και των 
ελληνικών, οδήγησε στη διατάραξη της οικολογικής ισορροπίας των εν 
λόγω συστηµάτων. Αυτό οφείλεται τόσο στην αναπαραγωγική συµπερι-
φορά του είδους, όσο και στην εξαιρετική αντοχή του σε αντίξοες περιβαλ-
λοντικά συνθήκες. Tο είδος αυτό είναι πιθανότατα ασιατικής προέλευσης 
και περιλαµβάνεται µεταξύ των λίγων που παρουσιάζουν γυνογενετική 
αναπαραγωγική συµπεριφορά, χρησιµοποιεί δηλαδή για την γονιµοποίησή 
του το σπέρµα άλλων ειδών. Με βάση γενετικές αναλύσεις που 
πραγµατοποιήθηκαν σε ασιατικούς και βορειοευρωπαϊκούς πληθυσµούς 
πεταλούδας, φαίνεται ότι τα άτοµα του είδους µπορούν να διακριθούν σε 
κλώνους. ∆εν υπάρχει αντίστοιχη πληροφορία όσον αφορά τους 
πληθυσµούς της νοτίου Ευρώπης. Στην παρούσα µελέτη διερευνάται η 
γενετική σύσταση του πληθυσµού Carassius gibelio της λίµνης 
Παµβώτιδας εστιάζοντας στην πιθανότητα παρουσίας διακριτών κλώνων. 
Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της ανάλυσης 
µικροδορυφορικού DNA και µελετήθηκαν τρεις γονιδιακοί τόποι. H 
γενετική ανάλυση πραγµατοποιήθηκε σε 100 άτοµα και τα αποτελέσµατα 
υποδεικνύουν ότι ο πληθυσµός πεταλούδας της λίµνης αποτελείται από 
τρεις κλωνικές γενεές. Oι γενετικοί δείκτες που προέκυψαν θα 
χρησιµοποιηθούν στην περαιτέρω µελέτη της γενετικής σύστασης 
πληθυσµών πεταλούδας σε άλλες λίµνες της Eλλάδας. 
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STUDY OF THE GENETIC COMPOSITION OF THE PRUSSIAN 
CARP Carassius gibelio (BLOCH, 1782) (CYPRINIDAE) POPU-

LATION IN LAKE PAMVOTIS USING MICROSATELLITE DNA 
 

Moutsaki P.1, Triantafyllidis A.2, Liasko R.1, Papaloukas K.1, 
Kagalou I.1, Abatzopoulos Th.2, Leonardos I.1 

 
1Department of Biological Applications and Technology, University of Ioannina, Ioannina 

2Department of Genetics, Development and Molecular Biology, School of Biology, Aristotle 
University of Thessaloniki, Thessaloniki 

 
The introduction of the alien species Carassius gibelio (Bloch, 1782) in 
European lakes, including Greece, has caused ecological disturbance. This 
is due to the reproductive behavior of the species and to its extensive 
tolerance to environmentally adverse conditions. The species is most likely 
of Asian origin and is included amongst the few that exhibit gynogenetic 
reproductive behavior; which means that it uses sperm from other species to 
fertilise its eggs. Based on genetic analysis conducted on Asian and northern 
European Prussian carp populations, it appears that the individuals of this 
species can be assigned to different clones. Information concerning 
Southern European populations does not exist. In the present study, we 
explore the genetic composition of the Carassius gibelio population in Lake 
Pamvotis. For this purpose, three microsatellite DNA loci were studied. 
Genetic analysis was carried out in 100 individuals and the results suggest 
that the Prussian carp population of the lake consists of three clonal 
lineages. The genetic markers developed will be further used in the study of 
the genetic composition of the Prussian carp populations in other Greek 
lakes. 
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ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΙΣΜΕΝΟΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΘΑΝΑΤΟΣ ΣΤΑ 
ΤΡΟΦΟΚΥΤΤΑΡΑ ΚΑΤΑ ΤΗΝ ΩΟΓΕΝΕΣΗ ΤΟΥ ΕΝΤΟΜΟΥ 

Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae). 
 

Μπάκου Β.Ε., Νέζης Ι.Π., Στραβοπόδης ∆.Ι., Μαργαρίτης Λ.Χ. 
και Ι.Σ. Παπασιδέρη 

 
Τοµέας Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής, Τµήµα Βιολογίας, ΕΚΠΑ, Πανεπιστηµιούπολις, 

Ζωγράφου 15784, Αθήνα. 
 

Στην παρούσα µελέτη περιγράφουµε τα χαρακτηριστικά του προγραµ-
µατισµένου κυτταρικού θανάτου των τροφοκυττάρων στα ωοθυλάκια του 
µεταξοσκώληκα Bombyx mori κατά τη διάρκεια της βιτελλογένεσης. Στο 
αναπτυξιακό στάδιο 5, τα τροφοκύτταρα καταλαµβάνουν το µισό όγκο του 
ωοθυλακίου και οι πυρήνες τους παρουσιάζουν εντυπωσιακά µεγάλους 
λοβούς. Στο αναπτυξιακό στάδιο 6, ο όγκος των τροφοκυττάρων µειώνεται 
και το σχήµα τους γίνεται ελλειπτικό. Οι πυρήνες τους παραµένουν 
λοβωτοί, µε τους εκτεταµένους λοβούς να συγκρατούν τον πυρήνα στο 
κέντρο του τροφοκυττάρου κατά τη διάρκεια της απόθεσης του 
τροφοκυτταρικού κυτταροπλάσµατος στο αναπτυσσόµενο ωοκύτταρο. Στο 
αναπτυξιακό στάδιο 7, στο κυτταρόπλασµα των τροφοκυττάρων 
εµφανίζονται αυτοφαγικά κυστίδια, όπως αποδεικνύεται µετά από χρώση µε 
ΜDC (monodansylcadaverine), καθώς και µέσω ηλεκτρονικής µικρο-
σκοπίας διέλευσης. Η ενεργοποίηση των κασπασών είναι εµφανής στο 
κυτταρόπλασµα των τροφοκυττάρων σε ωοθυλάκια σταδίου 7, όπως 
αποδεικνύεται µετά από επώαση µε το ειδικό υπόστρωµα Red-VAD-FMK. 
Στα στάδια 8 και 9 οι πυρήνες των τροφοκυττάρων περιέχουν 
συµπυκνωµένη χρωµατίνη και θρυµµατισµένο DNA, ενώ στο στάδιο 10 τα 
υπολείµµατα των τροφοκυττάρων αποµακρύνονται µέσω φαγοκύτωσης από 
τα γειτονικά θυλακοκύτταρα. Συµπερασµατικά, προτείνουµε ότι κατά τη 
διάρκεια της βιτελλογένεσης στο µεταξοσκώληκα Bombyx mori, η 
απόπτωση και ο αυτοφαγικός κυτταρικός θάνατος δρουν συνεργατικά µε 
σκοπό την πιο γρήγορη και αποτελεσµατική απορρόφηση και εκκαθάριση 
των εκφυλισµένων τροφοκυττάρων. 

 
Η παρούσα µελέτη χρηµατοδοτήθηκε από το Ίδρυµα Κρατικών Υποτροφιών ( ΙΚΥ). 
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PROGRAMMED CELL DEATH OF THE OVARIAN NURSE CELLS 
DURING OOGENESIS IN Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae). 

 
Bakou V.E, Nezis I.P., Stravopodis D.J., Margaritis L.H.,  

and I.S. Papassideri 
 

Department of Cell Biology and Biophysics, Faculty of Biology, University of Athens, 
Panepistimiopolis, Athens, Greece. 

 
In the present study, we thoroughly describe the features of programmed 
cell death of the ovarian nurse cells occurring during vitellogenesis of the 
silkmoth Bombyx mori. At developmental stage 5, the nurse cells occupy 
one half of the follicular volume and obtain a rather spherical shape, while 
the nurse cell nuclei appear large, elongated, forming impressive 
projections. At the following stage 6, the nurse cells decrease in size and 
their shape becomes elliptic. The nuclei remain elongated, being also 
characterized by large lobes. The lobes of the ramified nurse cell nuclei 
seem to retain the nucleus in the center of the cell during the dumping of the 
nurse cell cytoplasm into the growing oocyte. At stage 7, membrane 
enclosed large vacuoles can be easily detected into the nurse cell cluster 
cytoplasm. Ultrastructural analysis of these vacuoles combined with the 
mono-dansyl-cadaverine staining approach reveal that they virtually 
represent autophagic vacuoles. Caspase activity is unambiguously detected 
during stage 7, as it is demonstrated by using the Red-VAD-FMK staining 
reagent. At developmental stages 8 and 9, the nurse cells exhibit chromatin 
condensation, DNA fragmentation and caspase activity. Finally, during the 
following stage 10, the nuclear remnants are assembled into apoptotic 
vesicles, which, after being phagocytosed, are observed in the cytoplasm of 
adjacent follicle cells. We propose that apoptosis and autophagy operate 
synergistically during vitellogenesis of B. mori, in order to achieve an 
efficient and rapid clearance of the degenerated nurse cell cluster. 
 

This research was supported by the Hellenic State Scholarship Foundation “ΙΚΥ”. 
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ΥΠΕΡΟΞΕΙ∆ΙΟ ΤΟΥ Υ∆ΡΟΓΟΝΟΥ ΚΑΙ ΑΠΟΠΤΩΣΗ: ΜΟΡΙΑΚΟΙ 
ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ 

 
Μπαρµπούτη Α., Αµοργιαννιώτης Χρ. και ∆. Γαλάρης 

 
Εργαστήριο Βιολογικής Χηµείας, Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων 

 
Το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), αποτελεί ένα από τα πιο γνωστά 
αποπτωτικά ερεθίσµατα. Παρόλα αυτά, σε µελέτες του εργαστηρίου µας 
παρατηρήθηκε ότι το Η2Ο2, µπορεί να αναστείλει αποπτωτικά µονοπάτια 
όταν παράγεται συνεχώς στην καλλιέργεια. Σκοπός αυτής της µελέτης ήταν 
να διευκρινιστούν οι µηχανισµοί της ανασταλτικής δράσης και της 
πρόκλησης κυτταρικού θανάτου από τη συνεχή δράση του Η2Ο2. Μετά από 
προσεκτική ανάλυση, παρατηρήθηκε ότι το Η2Ο2 δρα στα µιτοχόνδρια 
προκαλώντας την απελευθέρωση του κυτοχρώµατος c στο κυτταρόπλασµα. 
Έχει αναφερθεί, ότι το γεγονός αυτό προκαλεί τον ολιγοµερισµό του 
παράγοντα Apaf-1, τη στρατολόγηση της προκασπάσης-9 και την 
αυτοενεργοποίησή της. Στην περίπτωση της συνεχούς παρουσίας του Η2Ο2, 
λαµβάνουν χώρα όλα αυτά τα γεγονότα, εκτός από την ενεργοποίηση της 
προκασπάσης-9. Κατ’ επέκταση, αναστέλλεται ο καταρράκτης των 
κασπασών και όλα τα επακόλουθα γεγονότα. Μια πιθανή εκδοχή που 
µελετάται αυτή τη στιγµή, είναι η οξείδωση ενός καταλοίπου κυστεΐνης της 
προκασπάσης-9, γεγονός που θα οδηγούσε και στην παρατηρούµενη 
αναστολή του ενζύµου. Είναι σηµαντικό πάντως, ότι η αναστολή του 
καταρράκτη των κασπασών, δεν είναι ικανή να προστατέψει από τον 
κυτταρικό θάνατο, ο οποίος λαµβάνει χώρα µέσω µιας πορείας που 
µεσολαβείτε από τη µετατόπιση του µιτοχονδριακού παράγοντα πρόκλησης 
της απόπτωσης (AIF) στον πυρήνα, γεγονός που συνοδεύεται από 
συµπύκνωση και κατακερµατισµό της χρωµατίνης. Συµπερασµατικά, από 
τη µελέτη αυτή προκύπτει ότι η συνεχής παρουσία του Η2Ο2 κατά τη 
διάρκεια της εκτέλεσης της απόπτωσης, αναστέλλει την κασπάσης-9, 
προκαλώντας κυτταρικό θάνατο µέσω µιας πορείας που είναι ανεξάρτητη 
των κασπασών, αλλά εξαρτάται από τον παράγοντα AIF.   

 
Η µελέτη αυτή χρηµατοδοτήθηκε από το πρόγραµµα «ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ Ι» του Υπουργείου 

Παιδείας και Θρησκευµάτων 
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HYDROGEN PEROXIDE AND APOPTOSIS: MOLECULAR 
MECHANISMS 

 
Barbouti A., Amorgianiotis C., and D. Galaris 

 
Laboratory of Biological Chemistry, Medical School, University of Ioannina 

 
Hydrogen peroxide (H2O2) is a well known inducer of apoptosis in a variety 
of cell types. However, we have previously shown that continuously 
generated H2O2 is able to inhibit caspase activation and internucleosomal 
DNA fragmentation. The main purpose of the present investigation was to 
elucidate the molecular mechanism(s) of this inhibitory action of H2O2 and 
to define the ultimate fate of the cells under these conditions. The results 
presented indicate that outer mitochondrial membrane permeabilization, 
release of cytochrome c from mitochondria, oligomerization of Apaf-1, and 
recruitment of procaspase-9 onto apoptosomes are all taking place normally, 
but further advancement toward activation of the execution caspases is 
interrupted when H2O2 is continuously present during the apoptotic process. 
The oxidation of a sensitive cystein residue of procaspase-9, which can 
prevent its auto-activation, and consequently the downstream activation of 
execution caspases emerges as the most probable explanation of the above 
results. In addition, although the presence of H2O2 could effectively inhibit 
the activation of caspases, it could not prevent the ultimate cell death. 
Translocation of apoptosis inducing factor (AIF) from mitochondria to 
nucleus and chromatin condensation were detected under these conditions, 
indicating a caspase-independent type of cell death. In summary, the data 
presented in this investigation show that the presence of H2O2 during the 
execution of apoptotic process interrupts the cascade of caspase activation 
just at the point of procaspase-9 auto-activation and diverts the death type 
from caspase-dependent to caspase-independent apoptosis. 
  

This research was funded by the program “Pythagoras I” of the Hellenic Ministry of 
Education. 
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ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΗΣ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΞΥΛΑΝΑΣΗΣ ΣΕ 
ΘΕΡΜΟΦΙΛΑ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ ΣΤΕΛΕΧΗ ΤΟΥ ΗΦΑΙΣΤΕΙΑΚΟΥ 

ΣΥΜΠΛΕΓΜΑΤΟΣ ΤΗΣ ΣΑΝΤΟΡΙΝΗΣ 
 

Μπατίλα Γ.,  Μεϊντάνης Χ., Χάλκου Κ.Ι., Χατζηνικολάου ∆.Γ. 
και Καραγκούνη Α.∆. 

 
Τοµέας Βοτανικής, Οµάδα Μικροβιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό & Καποδιστριακό 

Πανεπιστήµιο Αθηνών, Τ.Κ. 15781, Αθήνα. E-mail: akar@biol.uoa.gr 
 

Η παρουσία και έκφραση του θερµοσταθερού ενζύµου ξυλανάση σε 
θερµόφιλα βακτηριακά στελέχη παρουσιάζει εξαιρετικό βιοτεχνολογικό 
ενδιαφέρον λόγω της δυνατότητας χρήσης των θερµοσταθερών ξυλανασών 
στη βιοµηχανία χαρτιού. Οι θερµόφιλοι µικροοργανισµοί παρουσιάζουν 
υψηλότερο ρυθµό ανάπτυξης σε σχέση µε τους µεσόφιλους και είναι 
ανθεκτικότεροι στις συνθήκες που επικρατούν κατά τις βιοµηχανικές 
διαδικασίες. Για το λόγο αυτό τις τελευταίες δεκατίες γίνονται συνεχώς 
προσπάθειες αποµόνωσης θερµόφιλων µικροοργανισµών και παραγωγής 
από αυτούς θερµοσταθερών ενζύµων µε σκοπό την εκµετάλλευσή τους σε 
βιοµηχανικό επίπεδο. Στην παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε η 
ανίχνευση του γονιδίου που κωδικοποιεί για θερµόφιλη ξυλανάση σε 200 
θερµόφιλα βακτηριακά στελέχη τα οποία αποµονώθηκαν από διαφορετικές 
οικοθέσεις του συµπλέγµατος της Σαντορίνης. Το γονίδιο  αυτό κωδικοποιεί 
το ένζυµο ξυλανάση, ένα υδρολυτικό ένζυµο που διασπά τους δεσµούς της 
ξυλάνης, κυρίαρχο συστατικό των ηµικυτταρινών του τοιχώµατος των 
φυτικών κυττάρων. Το γονίδιο που κωδικοποιεί τη ξυλανάση εντοπίστηκε 
σε 166 θερµόφιλα βακτηριακά στελέχη τα οποία βρέθηκαν µετά από 
ανάλυση της  αλληλουχίας του γονιδίου 16s rRNA να παρουσιάζουν 
φυλογενετική συγγένεια µε στελέχη που ανήκουν στα είδη Bacillus και 
Geobacillus. Από το σύνολο των στελεχών που φέρουν το γονίδιο που 
κωδικοποιεί τη θερµόφιλη ξυλανάση, 29 είχαν την ικανότητα να 
αυξάνονται σε στερεό υπόστρωµα µε µόνη πηγή άνθρακα και ενέργειας 
ξυλάνη. Τα αποτελέσµατα υποδηλώνουν ένα ιδιαίτερα σηµαντικό ρόλο για 
τα θερµόφιλα βακτηριακά στελέχη µε ικανότητα αποικοδόµησης ξυλάνης, 
αφού υπάρχει η δυνατότητα χρησιµοποίησής τους στην αποµάκρυνση 
λιγνίνης στα διάφορα στάδια λεύκανσης του χαρτοπολτού. Το γεγονός αυτό 
συµβάλει στη µείωση χρήσης χλωρίνης για την παραπάνω διαδικασία και 
κατά συνέπεια στην µείωση της ρύπανσης του περιβάλλοντος που 
προκύπτει κατά τη χρήση οργανικών ουσιών στη χαρτοβιοµηχανία 
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DETECTION OF XYLANASE ACTIVITY AMONG THERMOPHILIC 
BACTERIAL STRAINS FROM A VOLCANO ISLAND 

 
Batila G., Meintanis C., Chalkou K.I., Hatzinikolaou D.G.,  

and A.D. Karagouni 
 

Department of Botany, Microbiology Group, Faculty of Biology, National & Kapodestrian 
University of Athens, P.C. 15781, Athens. E-mail: akar@biol.uoa.gr. 

 
Presence and expression of the thermostable enzyme xylanase in 
thermophilic bacteria is of special biotechnological interest as they can be 
used in applications of the paper industry. It is recognised that enzymes 
from thermophiles withstand physical and chemical denaturation. This fact 
compined with faster growth rates exhibited by thermophiles compared to 
growth rates of mesophiles has directed research, over the past decades, to 
the isolation of thermophiles and the production of thermostable enzymes 
by these microorganisms. In this study, 200 thermophilic bacteria isolated 
from different volcanic habitats were screened for detection of the xylanase 
gene. This gene encodes for a hydrolytic enzyme, xylanase which catalyse 
the endohydrolysis of linkages in xylan. Xylan is the dominating component 
of hemicelluloses in plant cells and one of the most abundant organic 
substances on earth with great application in the paper industry. Xylanase 
gene was detected in 166 bacterial isolates, using PCR. Strain typing 
perfomed  by sequencing of a region of the 16s rRNA gene, identified the 
isolates carrying the xylanase gene as Bacillus and Geobacillus strains. 
Isolates found to be carrying the xylanase gene were further examined for 
their ability to metabolize xylan. It was found that 29 of the total isolates 
could grow on xylan as the sole carbon and energy source. Results indicated 
that thermophilic bacteria which could grow on xylan are of special 
significance as they could be used in lignin removal in  various stages of 
bleaching offering a major step in the  reduction  of chlorine consumption, 
lowering this way enviromental pollution caused by organic halogens. 
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Η Bcl-2 ΚΑΤΕΣΤΕΙΛΕ ΤΗΝ ΑΠΟΠΤΩΣΗ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ Jurkat 
ΠΟΥ ΕΠΑΓΕΤΑΙ ΑΠΟ ΤΟ H2O2 ΚΑΙ ΤΟ ΡΟΣΜΑΡΙΝΙΚΟ ΟΞΥ 

 
Μπάτση Χ.1, Λενέτη Ε.2, Μάνος Γ.2 και Ε. Κωλέττας1 

 
1Εργαστήριο Φυσιολογίας, Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, 2Σ.ΤΕ.Γ., Τ.Ε.Ι. 

Ηπείρου 
 

Το ροσµαρινικό οξύ (RosA) που συχνά απαντάται ως δευτερεύων µετα-
βολίτης σε βότανα και φαρµακευτικά φυτά, φαίνεται να έχει αντιοξειδωτική 
και αντιφλεγµονώδη δράση. Έχει δειχτεί ότι το ροσµαρινικό οξύ (RosA) 
αναστέλλει τον πολλαπλασιασµό και επάγει την απόπτωση των ανθρώπινων 
καρκινικών Τ-λεµφοκυττάρων Jurkat άλλα ο µηχανισµός δράσης του στην 
απόπτωση παραµένει εν πολλοίς άγνωστος. Το ροσµαρινικό οξύ (RosA) 
ανέστειλε τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων Jurkat κατά ένα δοσο-
εξαρτώµενο τρόπο µειορρυθµίζοντας την έκφραση της κυκλίνης D3 και της 
p21Cip/Waf1 και επάγοντας την έκφραση της p27Kip1. Το ροσµαρινικό οξύ 
(RosA) επήγαγε την απόπτωση των κυττάρων Jurkat κατά ένα δοσο-
εξαρτώµενο τρόπο και δεν προστάτευσε τα Jurkat από την επαγόµενη από 
το H2Ο2 απόπτωση. Η επαγόµενη απόπτωση από το RosA συσχετίζονταν µε 
την καταστολή της αντί-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-2 αλλά όχι των προ-
αποπτωτικών µελών της οικογένειας Bcl-2, Bak και PUMAα. Η 
υπερέκφραση της Bcl-2 προστάτευσε τα κύτταρα Jurkat από την απόπτωση 
που επάγεται από το RosA και το H2O2 µεταβάλλοντας τον λόγο των προ-
:αντι-αποπτωτικών µελών της οικογένειας Bcl-2. Συµπερασµατικά, το 
ροσµαρινικό οξύ ανέστειλε τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων Jurkat 
µεταβάλλοντας την έκφραση των κυκλινών και των αναστολέων των 
κυκλινο-εξαρτώµενων κινασών. Επιπλέον, το RosA δεν φαίνεται να δρα ως 
αντί-οξειδωτικό αλλά επήγαγε την απόπτωση των κυττάρων Jurkat 
διαµέσου της ενεργοποίησης της µιτοχονδριακής πορείας απόπτωσης, η 
οποία αναστάλθηκε από τη Bcl-2. 
 
Συγχρηµατοδοτήθηκε από την ΕΕ στα πλαίσια του προγράµµατος «ΑΡΧΙΜΗ∆ΗΣ I» του 
ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ του 3ου ΚΠΣ του ΥΠ.Ε.Π.Θ., µε χρηµατοδότηση από εθνικούς πόρους και το 

ΕΚΤ 
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Bcl-2 SUPPRESSED H2O2- AND ROSMARINIC ACID-MEDIATED 
APOPTOSIS OF Jurkat CELLS 

 
Batsi Chr.1, Leneti E.2, Manos G.2, and E. Kolettas1  

 
1Laboratory of Physiology, University of Ioannina Medical School, 45110 Ioannina, 

Greece and 2School of Agricultural Technology, T.E.I. of Epirus, Greece 
 

Rosmarinic acid (RosA), frequently found as a secondary metabolite in 
herbs and medicinal plants, has exhibited antioxidant and anti-inflammatory 
activities. RosA was shown to inhibit the proliferation and induce apoptosis 
of Jurkat T cells but the mechanism of action of RosA in apoptosis remains 
elusive. RosA inhibited the proliferation of Jurkat cells in a dose-dependent 
manner by suppressing the expression of cyclin D3 and p21Cip1/Waf1 and up-
regulating p27Kip1. RosA induced apoptosis of Jurkat cells in a dose-
dependent manner and failed to protect them from hydrogen peroxide 
(H2O2)-mediated apoptosis. Induction of apoptosis by RosA correlated with 
suppression of Bcl-2 but no changes in the expression of the pro-apoptotic 
members of the Bcl-2 family, Bak or PUMAα were detected. Over-
expression of Bcl-2 protected Jurkat cells from both H2O2- and RosA-
induced apoptosis by altering the ratio of anti- to pro-apoptotic members of 
the Bcl-2 family. In conclusion, RosA inhibited Jurkat cell proliferation by 
altering the expression of cyclins and cyclin-dependent kinase inhibitors and 
induced apoptosis most likely acting through the mitochondrial pathway and 
possessed no anti-oxidant properties. 
 
This research was co-funded by the EU in the framework of the program “ARCHIMEDES 
I” of the “Operational Program for Education and Initial Vocational Training” of the 3rd 
Community Support Framework of the Hellenic Ministry of Education, funded by national 

sources and the ESF. 
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ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΤΗΣ ΑΓΓΕΙΟΓΕΝΕΣΗΣ: ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗ 
ΡΥΘΜΙΣΗ ΑΠΟ ΤΟΝ ΑΓΓΕΙΟΓΕΝΕΤΙΚΟ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑ VEGF 

ΣΤΑ ΕΝ∆ΟΘΗΛΙΑΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ 
 

Μπέλλου Σ.1, Μπαγκλή Ε.1, Καραλή Ε.1, Murphy C.2 και Θ. Φώτσης1 
 

1Εργαστήριο Βιολογικής Χηµείας, Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, 45110 
Ιωάννινα, Ελλάδα 

2Ίδρυµα Τεχνολογίας και Έρευνας / Ινστιτούτο Βιοϊατρικών Ερευνών» (ΙΤΕ-ΙΒΕ), 45110 
Ιωάννινα, Ελλάδα 

 
Αγγειογένεση είναι ο σχηµατισµός νέων τριχοειδών αγγείων από προϋπάρ-
χοντα, και αποτελεί µία αυστηρά ρυθµιζόµενη και αυτοπεριοριζόµενη 
φυσιολογική διαδικασία. Όµως σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις η 
αγγειογένεση ενεργοποιείται και χάνει την ικανότητά της να αυτό-
περιορίζεται. Μια από τις πιο σηµαντικές εκδηλώσεις της παθολογικής 
αγγειογένεσης είναι αυτή που προκαλείται από συµπαγείς όγκους. Ένας από 
τους περισσότερο σηµαντικούς ρυθµιστικούς παράγοντες της αγγειογένεσης 
είναι ο αγγειοενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας (Vascular Endothelial 
Growth Factor, VEGF). H υπερέκφρασή του VEGF παίζει σηµαντικό ρόλο 
στην δηµιουργία παθολογικής αγγειογένεσης ανατρέποντας την ισορροπία 
διεγερτών και αναστολέων της αγγειογένεσης. Eιδικότερα στους καρκίνους, 
ο VEGF υπερεκφράζεται σαν αποτέλεσµα της υποξίας ή των γενετικών 
αλλαγών του νεοπλασµατων. Μέχρι σήµερα γνωρίζουµε πολύ λίγα για τα 
γονίδια που ρυθµίζονται από τον VEGF. Η διασύνδεση των εναλλακτικών 
µονοπατιών µεταγωγής του σήµατος του VEGF (ισοµορφή-υποδoχέας-
διαµεσολαβητές-γονίδια) µε τις αγγειογενετικές ανταποκρίσεις των 
ενδοθηλιακών κυττάρων (πολλαπλασιασµός, επιβίωση, µετακίνηση, διαφο-
ροποίηση) σαφώς χρήζει παραπέρα µελέτης. Στα πλαίσια της παρούσας 
εργασίας ελέγχθηκε η έκφραση 22.000 γονιδίων µετά από επαγωγή από 
VEGF για διάφορα χρονικά διαστήµατα. (3-22 ώρες) χρησιµοποιώντας την 
τεχνολογία των µικροσυστοιχιών DNA. Από τα γονίδια, των οποίων η 
έκφραση ρυθµίζεται από τον VEGF, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η 
οµάδα των φωσφατασών διπλής εξειδίκευσης, DUSPs, καθώς αποτελούν 
πιθανοί ρυθµιστές της µεταγωγής του σήµατος του VEGF στα ενδοθηλιακά 
κύτταρα. Στην παρούσα εργασία πραγµατοποιείται η διασύνδεση της 
DUSP5 µε συγκεκριµένο µεταγωγικό µονοπάτι του VEGF καθώς και ο 
καθορισµός του ρόλου της DUSP5 στις βασικές αποκρίσεις των 
ενδοθηλιακών κυττάρων. 
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Angiogenesis, the formation of new vessels from pre-existing ones, is a 
strictly regulated and self-restricted physiological process. A growing 
number of diseases derive from excessive, deregulated angiogenesis. 
However, the most important manifestation of pathological angiogenesis is 
that seen in the vicinity of solid tumors. One of the most important factors 
regulating angiogenesis is Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF. 
Indeed, VEGF is over-expressed in most cancers following hypoxia and/or 
as a consequence of the genetic changes of cancer, such as mutations of 
oncogenes and tumor suppressor genes. However, very little is known about 
VEGF-regulated genes linking signalling cascades of VEGF with 
angiogenic responses of endothelial cells. We have examined the expression 
of 22.000 genes after induction of VEGF in different time points (3-24h). 
Among the genes that are regulated by VEGF, a cluster of Dual Specificity 
Phosphatases displays particular interest, since these enzymes are 
fundamental components of VEGF-signal transduction pathways. In the 
present study, the crucial role of DUSP5 during basic endothelial responses 
(proliferation, survival, migration & differentiation) has been established 
along with its contribution in the level of MAPK activation by VEGF.   
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Μπερέτσος Π.1, Κουσουλάκος Σ.1, Μαργαρίτης Λ.Χ.1, Στεφανίδης Κ.2, 

Βλάχου A.1, Μπλέτσα Ρ.2, Λουτράδης ∆.2, Αντσακλής Α.2 
 

1Τµήµα Βιολογίας, 2Ιατρική Σχολή, Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών 
 
H ωκυτοκίνη και ο υποδοχέας της διαδραµατίζουν σηµαντικούς ρόλους σε σχετικές 
µε την αναπαραγωγή διαδικασίες. Σκοπός αυτής της µελέτης ήταν η διαλεύκανση 
του ρόλου της ωκυτοκίνης στην εµφύτευση του προ-εµβρύου του ποντικού, καθώς 
και στην in vitro ανάπτυξη του. Προς επίτευξη αυτού του στόχου µελετήθηκε 
ανοσοϊστοχηµικά και µε RT-PCR η τοπολογία της έκφρασης του υποδοχέα της και 
του mRNA του, αντίστοιχα, καθώς και οι επιδράσεις ποικίλων συγκεντρώσεων 
ωκυτοκίνης και αναστολέως της στην ανάπτυξη του προ-εµβρύου. Ενώ ο 
υποδοχέας της ωκυτοκίνης εκφράζεται κανονικά στο ενδοµήτριο των ποντικών, 
µειωρυθµίζεται κατά την ωορρηξία και την εκκριτική φάση. Κατά τη διάρκεια της 
κύησης ο υποδοχέας ανιχνεύεται µόνο στους αδένες του ενδοµητρίου και στα 
κύτταρα του εµβρύου, ενώ απουσιάζει από τα κύτταρα της περι-εµφυτευτικής 
περιοχής. Η παρουσία mRNA του υποδοχέα της ωκυτοκίνης στα κύτταρα της 
βλαστοκύστης επιβεβαιώνεται και µε RT-PCR, ενώ, µετά τη διείσδυση του προ-
εµβρύου παρατηρείται αύξηση της έκφρασης του υποδοχέα στην περιοχή 
σχηµατισµού του πλακούντα. Σε έµβρυα «καλλιεργούµενα» παρουσία ωκυτοκίνης, 
ο αριθµός των αναπτυσσόµενων εµβρύων όσο και η «ποιότητα» αυτών µάλλον δεν 
επηρεάζονται από την παρουσία της ορµόνης (p>0.05). Αντίθετα, παρουσία 
υψηλών συγκεντρώσεων (10-4 M) αναστολέως παρατηρείται διακοπή της 
ανάπτυξης του προ-εµβρύου στο στάδιο των τεσσάρων κυττάρων (n>200), χωρίς 
όµως να σηµειωθεί εκφυλισµός του εµβρύου, ενώ παρουσία 10-5 M αναστολέα 
διακόπτεται η ανάπτυξη µόνο στο 40% περίπου των εµβρύων (p<0.01 σε σχέση µε 
την οµάδα ελέγχου). Συνάγεται ότι, η εµφύτευση του προεµβρύου συνοδεύεται 
πιθανόν από ελεγχόµενη µείωση ή/και αναστολή της έκφρασης του υποδοχέα της 
ωκυτοκίνης στο ενδοµήτριο του ποντικού. Οι παρατηρήσεις µας επιβεβαιώνουν την 
έκφραση του mRNA του υποδοχέα της ωκυτοκίνης στη βλαστοκύστη του 
ποντικού, ενώ φαίνεται η δράση της να είναι απαραίτητη προκειµένου να 
επιτευχθούν τα πρώτα στάδια εµβρυϊκής ανάπτυξης. 
Η εργασία χρηµατοδοτήθηκε από το Πρόγραµµα «Καποδίστριας» του Ειδικού Λογαριασµού 
Κονδυλίων Έρευνας (Επιτροπή Ερευνών, Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών) 
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Oxytocin (OT) and its receptor (OTR) appear to play an important 
physiological role in a variety of reproductive functions. The aim of this 
study was to elucidate the role of ΟΤ in the implantation and early 
embryonic development of mouse pre-embryos. Therefore, the expression 
and localization patterns of OTR and its mRNA were studied 
immunohistochemically and by RT-PCR respectively, as well as the effects 
of OT and its antagonist in early embryonic in vitro development of mouse 
pre-embryos. Although OTR is physiologically expressed in the mouse 
endometrium, it appeared to be down-regulated during ovulation and the 
secretory phase of the cycle. During early pregnancy OTR was detected 
only in the epithelial cells of the endometrial glands of the uterus and the 
embryonic cells of the attaching embryo, but not in the cells of the peri-
implantation area. The expression of OTR mRNA was verified by RT-PCR, 
while early placentation was accompanied by an up-regulation of OTR at 
the area of placental development. In cultured embryos, both blastocyst 
development and quality did not appear to be influenced by the presence of 
OT (p>0.05). On the other hand, high concentrations of its antagonist (10-4 
M) appeared to completely inhibit embryo development at the 4-cell stage 
(n>200), without affecting embryo quality, while 10-5 M of antagonist 
blocked development in only 40% of the embryos (p<0.01). According to 
our observations it appears that embryonic implantation in the mouse is 
probably accompanied by a controlled down-regulation or/and inhibition of 
OTR expression in the endometrium. This process seems to be part of the 
normal mouse reproductive cycle. We have verified the expression of OTR 
and its mRNA in the mouse embryonic cells and have concludes that the 
actions of oxytocin appear to be important for the normal development of 
the early embryo. 

 
This work is funded by the Programme “Kapodistrias” of the Special Research Account 

(National & Kapodistrian University of Athens) 
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Ζωγράφου 15784, Αθήνα 
 

Ο προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος αποτελεί ένα πολύ σηµαντικό 
γεγονός κατά τη διάρκεια της ωογένεσης σε διάφορους οργανισµούς. Στη 
∆ροσόφιλα (Drosophila melanogaster), διαδραµατίζει εξέχοντα ρόλο στη 
διαδικασία της ωρίµανσης του ωοθυλακίου. Στην παρούσα εργασία 
µελετήθηκε η επίδραση διαφόρων ενεργοποιητών και αναστολέων του 
προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου κατά τη διάρκεια των τελευταίων 
αναπτυξιακών σταδίων της ωογένεσης, χρησιµοποιώντας ένα in vitro 
σύστηµα ανάπτυξης των ωοθυλακίων σε θρεπτικό µέσο Schneider’s. 
Επίδραση στα ωοθυλάκια µε ετοποσίδιο και σταυροσπορίνη, διακόπτει την 
περαιτέρω ανάπτυξή τους και επάγει τη συµπύκνωση της χρωµατίνης αλλά 
όχι την αποδόµηση του DNA, στα τροφοκύτταρα και στα θυλακοκύτταρα, 
όπως φαίνεται µετά από χρώση µε ιωδιούχο προπίδιο και ΤUNEL. 
Επιπλέον επώαση των ωοθυλακίων µε τον αναστολέα της κασπάσης 3, Z-
DEVD-FMK, προκαλεί σηµαντική καθυστέρηση στην ωρίµανση των 
ωοθυλακίων, αποτρέπει την αποδόµηση του DNA, αλλά όχι και τη 
συµπύκνωση της χρωµατίνης των τροφοκυττάρων και των 
θυλακοκυττάρων. Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν για πρώτη φορά 
ότι η συµπύκνωση της χρωµατίνης των τροφοκυττάρων και των 
θυλακοκυττάρων στα ωοθυλάκια της ∆ροσόφιλα είναι µια διαδικασία 
ανεξάρτητη από την κασπάση 3 και ρυθµίζεται αυτόνοµα από την 
αποδόµηση του DNA. 
 
Η παρούσα έρευνα χρηµατοδοτήθηκε από το πρόγραµµα ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ στα πλαίσια του έργου 

«ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ ΙΙ-ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΩΝ ΟΜΑ∆ΩΝ ΣΤΑ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΑ» 
(70/3/7928) µε συγχρηµατοδότηση 75% από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο και 25% από 

Εθνικούς Πόρους. 
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CHROMATIN CONDENSATION OF OVARIAN NURSE AND 
FOLLICLE CELLS IS CONTROLLED INDEPENDENTLY FROM 
DNA FRAGMENTATION DURING Drosophila melanogaster LATE 

OOGENESIS 
 

Nezis I.P., Stravopodis D.J., Margaritis L.H. and I.S. Papassideri  
 

Department of Cell Biology and Biophysics, Faculty of Biology, University of Athens, 
Panepistimiopolis, 157 84 Athens, Greece 

 
Programmed cell death constitutes a common fundamental incident 
occurring during oogenesis in a variety of different organisms. In 
Drosophila melanogaster, it plays a significant role in the maturation 
process of the egg chamber. In the present study, we have used an in vitro 
development system for studying the effects of inducers and inhibitors of 
programmed cell death during the late stages of oogenesis. Treatment of the 
developing egg chambers with two widely used inducers of cell death, 
etoposide and staurosporine, blocks further development and induces 
chromatin condensation but not DNA fragmentation in nurse and follicle 
cells, as revealed by propidium iodide staining and TUNEL assay. 
Moreover, incubation of the developing egg chambers with the caspase-3 
inhibitor Z-DEVD-FMK significantly delays development, prevents DNA 
fragmentation, but does not affect chromatin condensation. The above 
results demonstrate, for the first time, that chromatin condensation in 
Drosophila ovarian nurse and follicle cells is a caspase-3-like independent 
process and is regulated independently from DNA fragmentation. 
 

The present study was co-funded by the European Social Fund and National Resources 
(EPEAEK II-PYTHAGORAS II 70/3/7928) to I. S. Papassideri. 
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ΚΑΡΚΙΝΩΜΑ ΤΗΣ ΩΟΘΗΚΗΣ 

 
Νίκας Β.1, Πρατσίνης Χ.1, Βλάχος Γ.2, Αντσακλής Α.2, Κλέτσας ∆.1 

και Γ. Βουτσινάς1 

 
1Ινστιτούτο Βιολογίας, ΕΚΕΦΕ ∆ΗΜΟΚΡΙΤΟΣ, 2Α’ Μαιευτική-Γυναικολογική Κλινική Παν. 

Αθηνών, Νοσ. Αλεξάνδρα, Αθήνα 
 

Ο επιθηλιακός καρκίνος της ωοθήκης αποτελεί την πρώτη αιτία θανάτου 
από γυναικολογικούς καρκίνους. Λόγω της αρχικής διάγνωσης σε 
προχωρηµένο στάδιο της νόσου καθώς και της συχνής ανάπτυξης 
ανθεκτικότητας στα συνήθη χηµειοθεραπευτικά η 5ετής επιβίωση δεν 
υπερβαίνει το 30-40%. Η πειραµατική έρευνα λοιπόν αναζητά νέα φάρµακα 
που να στοχεύουν σε συγκεκριµένα µόρια-στόχους µε ρόλο-κλειδί στη 
διαδικασία της καρκινογένεσης, µέσω ελέγχου του κυτταρικού 
πολλαπλασιασµού και της απόπτωσης. Τα φάρµακα αυτά δοκιµάζονται σε 
καρκινικές κυτταρικές σειρές, καθώς αυτές διατηρούν αρκετές από τις 
µοριακές βλάβες που οδήγησαν στην ογκογένεση, ενώ η in vitro µελέτη της 
δράσης τους προσοµοιάζει σε σηµαντικό βαθµό την in vivo κατάσταση. 
Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η δράση αναστολέων φαρνεσυλίωσης 
και  αναστολέων της Hsp90 σε κυτταρικές σειρές επιθηλιακού καρκίνου 
ωοθήκης. Ο αναστολέας φαρνεσυλίωσης FTI-277, όπως φαίνεται από 
πειράµατα προσδιορισµού επίδρασης στην κυτταρική επιβίωση (ΜΤΤ, PI-
FACS) σε συγκέντρωση µέχρι 100µΜ δεν αναστέλλει τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασµό τόσο στην  ανθεκτική κυτταρική σειρά SKOV-3 όσο και 
στην ευαίσθητη κυτταρική σειρά Α2780. Αντίθετα ο αναστολέας της Hsp90 
geldanamycin (GA) προκαλεί µείωση της κυτταρικής επιβίωσης µε 
δοσοεξαρτώµενο τρόπο τόσο στην κυτταρική σειρά SKOV-3 (65% 
επιβίωση σε συγκέντρωση 10µΜ) όσο και στην Α2780 (28% επιβίωση σε 
συγκέντρωση 10µΜ). Με βάση τα αποτελέσµατα πειραµάτων PI-FACS για 
τη µελέτη του κυτταρικού κύκλου στα κύτταρα SKOV-3, η επίδραση της 
GA στην κυτταρική επιβίωση φαίνεται να οφείλεται στην παρατηρούµενη 
αναστολή του κυτταρικού κύκλου στη φάση G2 και τελικά σε αυξηµένα 
ποσοστά απόπτωσης. Τα παραπάνω ευρήµατα συµφωνούν µε τα 
αποτελέσµατα πειραµάτων ενσωµάτωσης ραδιενεργού θυµιδίνης για τη 
µελέτη του νεοσυντιθέµενου DNA. Τα αποτελέσµατα αυτά αναµένεται να 
συνεισφέρουν στην ανάπτυξη εναλλακτικών πρωτοκόλλων στοχευµένης 
χηµειοθεραπείας στο επιθηλιακό καρκίνωµα της ωοθήκης. 
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TARGETED CHEMOTHERAPY IN OVARIAN EPITHELIAL 
CANCER 

 
Nikas V.1, Pratsinis H.1, Vlahos G.2, Antsaklis A.2, Kletsas D.1, 

and G. Voutsinas1 

 
1Institute of Biology, NCSR “Demokritos”, 2First Department of Obstetrics and 

Gynaecology, Medical School, University of Athens, Alexandra Hospital, Athens, Greece 
 

Ovarian cancer constitutes the most common cause of death from 
gynaecologic malignancies. As diagnosis is usually made in an advanced 
stage and resistance in chemotherapy usually occurs, 5-year survival does 
not exceed 30-40%. Therefore, experimental research is looking for new 
drugs that target specific molecules inhibiting their activity. The target-
molecules are ones that play an important role in the process of malignant 
transformation participating in the control of cell proliferation, 
differentiation and apoptosis. The above drugs are initially tested in cancer 
cell lines that maintain many of the molecular aberrations leading to 
tumorigenesis, while the response to these drugs in vitro correlates well with 
their in vivo effect. In the present work we have studied the effect of a 
farnesyltransferase inhibitor and an Hsp90 inhibitor on two ovarian 
epithelial cancer cell lines. In experiments studying cell survival (MTT, PI-
FACS) farnesyltransferase inhibitor FTI-277 at a concentration of up to 
100µM had no effect on survival of the sensitive A2780 or the resistant cell 
line SKOV-3. In contrast Hsp90 inhibitor geldanamycin (GA) was shown to 
suppress survival in a dose dependent manner in both SKOV-3 (65% 
survival at 10µM) as well as A2780 cell lines (28% survival at 10µM). 
Based on results from PI-FACS experiments for the study of the cell cycle 
in SKOV-3 cells, the effect of GA on cell survival must be due to the 
observed inhibition of cell cycle in phase G2 and finally to an increased 
percentage of apoptosis. The above findings agree with the results from 
radioactive thymidine incorporation experiments into newly synthesized 
DNA. These results are expected to contribute to the development of 
alternative protocols of targeted chemotherapy in ovarian epithelial 
carcinoma. 
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Η ΡΕΤΡΟΜΕΤΑΘΕΣΗ ΤΩΝ ΣΤΟΙΧΕΙΩΝ VL30 ΕΠΑΓΕΙ 
ΚΥΤΤΑΡΙΚΟ ΘΑΝΑΤΟ ΕΞΑΡΤΩΜΕΝΟ ΑΠΟ p53 ΚΑΙ 

ΑΝΕΞΑΡΤΗΤΟ ΚΑΣΠΑΣΩΝ 
 

Νουτσόπουλος ∆.1, Ντόβα Λ.2, Βαρθολοµάτος Γ.2, Μαρκόπουλος Γ.1, 
Κωλέττας Ε.3 και Θ. Τζαβάρας1 

 
Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, Ιατρική Σχολή, Εργαστήρια: 1Γενικής Βιολογίας & 3 Φυσιολογίας. 

2 Αιµατολογικό Εργαστήριο, Μονάδα Μοριακής Βιολογίας, ΠΠΝΙ, Ιωάννινα. 
 

Τα στοιχεία VL30 είναι µη αυτόνοµα LTR-ρετροτρανσποζόνια στο γένωµα 
του επίµυος και έχουµε αποδείξει ότι ρετροµετατίθενται σε κύτταρα 
επίµυος SVTT1 µετασχηµατισµένα από τον ιό SV40. Η ρετροµετάθεση 
προκαλεί βλάβες στο DNA, ωστόσο το αποτέλεσµα πολλαπλών γεγονότων 
ρετροµετάθεσης στη ζωή του κυττάρου και η απόκρισή του σε αυτή την 
ενδογενή πηγή βλάβης παραµένουν ασαφή. ∆ιαµόλυνση κυττάρων SVTT1 
µε ένα ανασυνδυασµένο VL30, είχε ως αποτέλεσµα τη σηµαντική µείωση 
παραγωγής κλώνων. Ανάλυσή τους µε FACS έδειξε επαγωγή γεγονότων 
ρετροµετάθεσης, αλλά και κυτταρικού θανάτου και το ποσοστό των νεκρών 
κυττάρων συσχετίσθηκε άµεσα µε τη συχνότητα ρετροµετάθεσης. Ο 
κυτταρικός θάνατος συνοδεύθηκε από χαρακτηριστικά απόπτωσης όπως 
πυρηνική συµπύκνωση και κατατεµαχισµό του DNA, αλλά και αυτοφαγίας 
µε ανίχνευση κενοτοπίων στο κυτταρόπλασµα. Ανάλυση µε ανοσο-
αποτύπωση έδειξε µη ενεργοποίηση κασπασών που επιβεβαιώθηκε µε 
φθορισµοµετρία και ανοσοφθορισµό. Μετά από ρετροµετάθεση η έκφραση 
της p53 αυξήθηκε, ενώ το σύµπλοκο p53/µεγάλου Τ αντιγόνου 
διασπάσθηκε. Ανάλυση της έκφρασης γονιδίων καθοδικά της p53, έδειξε 
αύξηση της έκφρασης της PUMAα και καταστολή της Bcl-2. Αντίθετα, 
εκτοπική έκφραση της Bcl-2, κατέστειλλε τον κυτταρικό θάνατο, όχι όµως 
τη ρετροµετάθεση, δείχνοντας την εµπλοκή της µιτοχονδριακής πορείας 
θανάτου. Τα αποτελέσµατά µας απέδειξαν ότι η ρετροµετάθεση των 
στοιχείων VL30 επάγει κυτταρικό θάνατο εξαρτώµενο από την p53 και 
ανεξάρτητο από κασπάσες. Συνεπώς, η ρετροµετάθεση των VL30 φαίνεται 
να είναι ένα εναρκτήριο σήµα επαγωγής βλαβών στον πυρήνα που οδηγεί 
στην ενεργοποίηση της µιτοχονδριακής πορείας θανάτου. 
 

* Συγχρηµατοδοτήθηκε από την ΕΕ στα πλαίσια του προγράµµατος «Ηράκλειτος» του 
ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ του 3ου ΚΠΣ του ΥΠΕΠΘ, µε χρηµατοδότηση από εθνικούς πόρους και το ΕΚΤ. 
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DEPENDENT AND CASPASE-INDEPENDENT MANNER 

 
Noutsopoulos D.1, Dova L.2, Vartholomatos G.2, Markopoulos G.1, 

Kolettas E.3, and Th. Tzavaras1 
 

University of Ioannina, Medical School, Laboratories: 1GeneralBiology & 3Physiology. 
2Hematology Laboratory, Unit of MolecularBiology, University Hospital of Ioannina. 

 
VL30 elements are non-autonomous LTR-retrotransposons present in the 
mouse genome. We have previously shown that VL30s are 
retrotransposition-competent in SV40-transformed mouse cells, SVTT1. 
Retrotransposition contributes to DNA damage, however the impact of 
retrotransposition on cell fate and cellular response to this endogenous 
source of DNA damage remains unclear. Transfecting SVTT1 cells with a 
recombinant VL30 element a significantly reduced clone number was 
obtained. FACS analysis showed induction of VL30 retrotransposition, as 
well as cell death and the fraction of dead cells was directly associated to 
retrotransposition frequency. Retrotransposition-induced cell death was 
accompanied by hallmarks of apoptosis, such as nuclear condensation and 
DNA fragmentation, but also by autophagy, such as cytoplasmic 
vacuolization. Western blot analysis revealed no caspase activation 
confirmed by fluorometric assay and immunofluorescence. Upon 
retrotransposition, increased levels of p53 were detected and the complex 
p53/large T antigen was disrupted. Analysis of p53 downstream genes 
revealed an increase of PUMAα expression and down-regulation of Bcl-2. 
In contrast, following ectopic expression of Bcl-2 retrotransposition-
induced cell death was suppressed, but not retrotransposition, suggesting 
the involvement of the mitochondrial death pathway. Our data demonstrates 
that VL30 retrotransposition induces cell death in a p53-dependent and 
caspase-independent manner. Thus, VL30 retrotransposition appears to be 
an initiation signal in nucleus leading to the activation of the mitochondrial 
death pathway. 
  
*This research was co-funded by the EU in the framework of the program “HERAKLITOS” of the 

“Operational Program of Education and Initial Vocational Training” of the 3rd Community Support 
Framework of the Hellenic Ministry of Education, funded by national sources and the ESF. 
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Ντούλκα Ε. και Γ. Κεχαγιάς 

 
Τµήµα ∆ιαχείρισης Περιβάλλοντος & Φυσικών Πόρων, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, Σεφέρη 2, 

30 100, Αγρίνιο. E-mail: gkechagi@cc.uoi.gr 
 

Στα πλαίσια της µελέτης του ζωοπλαγκτού της λίµνης Τριχωνίδας, 
πραγµατοποιήθηκε µία 24ωρη δειγµατοληψία σε έναν πελαγικό σταθµό στη 
λίµνη το Μάιο του 2005. ∆είγµατα ζωοπλαγκτού συλλέχθηκαν µε 
κατακόρυφες σύρσεις ενός πλαγκτικού διχτυού µε µήκος 1m, διάµετρο 
στοµίου 40 cm και “µάτι” γάζας 50 µm, σε διαστήµατα βάθους 5 m, από 
την επιφάνεια έως και τα 45 m. Βρέθηκαν συνολικά 28 είδη ζωοπλαγκτικών 
ασπονδύλων (19 τροχόζωα, 3 κωπήποδα, 5 κλαδόκερα και την προνύµφη 
του διθύρου µαλακίου Dreissena polymorpha). Η αφθονότερη οµάδα του 
ζωοπλαγκτού ήταν τα κωπήποδα (44.2 %) και από αυτά κυρίαρχο ήταν το 
είδος Eudiaptomus drieschi (97.4 %). Για το σύνολο του ζωοπλαγκτού δεν 
ήταν εµφανές ένα πρότυπο ηµερονύκτιας κατακόρυφης µετανάστευσης 
(ΗΚΜ). Αντίθετα, τα κωπήποδα και ιδιαίτερα οι κωπηποδίτες του είδους Ε. 
drieschi (που ήταν και οι αφθονότεροι στον πληθυσµό του) έδειξαν να 
ακολουθούν ένα πρότυπο µετανάστευσης γνωστό ως “µετανάστευση του 
λυκόφωτος” (twilight migration). Οι κωπηποδίτες βρισκόταν σε µεγάλο 
ποσοστό στην επιφάνεια (0-5 m) το πρωί (09:00), ενώ το µεσηµέρι (13:00) 
κατέβαιναν φτάνοντας το κατώτερο όριο του θερµοκλινούς, το οποίο 
αναπτύσσεται σε βάθος 8-24 m. Το απόγευµα (17:00) άρχιζε η άνοδός τους 
προς την επιφάνεια όπου έφταναν το βράδυ (21:00). Στις πρώτες πρωινές 
ώρες (01:00) κατανέµονταν σε µεγαλύτερα βάθη, ενώ ανέβαιναν ξανά στην 
επιφάνεια το χάραµα (05:00). Τα αρσενικά και θηλυκά άτοµα του είδους 
αυτού δεν εµφάνισαν ξεκάθαρο πρότυπο ΗΚΜ, ενώ οι ναύπλιοι παρέµεναν 
καθ’ όλη τη διάρκεια της ηµέρας στο επιλίµνιο. Από τα κλαδόκερα 
κυριάρχησε το γένος Diaphanosoma sp., το οποίο βρισκόταν συνεχώς στο 
επιλίµνιο, ενώ αντίθετατο γένος Daphnia sp. εµφάνισε το πρότυπο της 
“µετανάστευσης του λυκόφωτος”. Από τα τροχόζωα κανένα είδος δεν 
έδειξε κάποιο πρότυπο ΗΚΜ, ενώ κυρίαρχο ήταν το είδος Kellicotia 
longispina (75%) που βρέθηκε στα όρια του θερµοκλινούς.  
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During the study of the zooplankton of Lake Trichonis, a 24hour sampling 
was conducted in a pelagic station in May 2005. Zooplankton samples were 
taken every 4 h with vertical hauls in 5 m depth intervals from the surface to 
45 m, using one closing plankton net (1 m in length, 40 cm in diameter, 50 
µm mesh size). The zooplankton community consisted of 28 planktonic 
invertebrates (19 rotifera, 3 copepoda, 5 cladocera, and the mollusk larvae 
of Dreissena polymorpha). Copepoda were the most abundant zooplankton 
group (44.2%) and among them Eudiaptomus drieschi was dominant (97.4 
%). The total zooplankton did not show any clear pattern of diel vertical 
migration (DVM). However, copepoda, and especially the copepodites of E. 
drieschi (which were the most abundant in the species population), showed 
a pattern of vertical migration known as “twilight migration”. Following this 
pattern, the copepodites were found in higher percentages in the surface 0-5 
m layer in the morning (09:00), in noon (13:00) they descended in deeper 
layers, reaching the deepest limit of the thermocline, which was formed in 
the 8-24 m depth layer. In the afternoon (17:00) the animals started to 
migrate upwards, reaching the surface in the night (21:00). During the first 
hours after midnight (01:00) they were distributed in deeper layers, while in 
dawn (05:00) they returned to the surface. No clear pattern of DVM was 
found for the males and females of E. drieschi, while the nauplii of this 
species stayed in the epilimnion throughout the 24h period. Diaphanosoma 
sp. dominated the cladoceran community. This species was not found to 
migrate and was always present in the epilimnion, while Daphnia sp. 
showed the characteristic pattern of the “twilight migration”. None of the 
rotifer species showed any migration pattern, while Kellicotia longispina, 
which was the dominant species (75%), was found into the layer of the 
thermocline during the entire 24h period.         
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Τα νευροστεροειδή, είναι ισχυροί αλλοστερικοί τροποποιητές της λειτουργίας του 
GABAA υποδοχέα, µέσω της άµεσης, µη γενωµικής αλληλεπίδρασής τους µε 
συγκεκριµένες υποµονάδες του υποδοχέα. Επιπρόσθετα, σε µερικά συστήµατα έχει 
δειχθεί ότι οι µεταβολές της συγκέντρωσης της προγεστερόνης και ειδικότερα της 
αλλοπρεγνανολόνης, µεταβάλλουν τη γονιδιακή έκφραση υποµονάδων του 
GABAA υποδοχέα, επηρεάζοντας τη λειτουργία του. Στην παρούσα µελέτη, 
χρησιµοποιήθηκαν Ρ19 πολυδύναµα εµβρυϊκά καρκινικά κύτταρα, τα οποία 
µπορούν να διαφοροποιηθούν σε πλήρως µετα-µιτωτικούς νευρώνες (Ρ19-Ν) που 
εκφράζουν νευρωνικούς δείκτες, συµπεριλαµβανοµένων των GABAA και NMDA 
υποδοχέων. Η ενεργοποίηση των NMDA υποδοχέων σε Ρ19-νευρώνες, οδήγησε σε 
αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο, που συνοδεύτηκε από αναστολή της φωσφορυ-
λίωσης της κινάσης PKB/Akt που προάγει την κυτταρική επιβίωση, µε αποτέλεσµα 
την απελευθέρωση του κυτοχρώµατος c στο κυτταρόπλασµα και τη µετατόπιση της 
προ-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bax, στα µιτοχόνδρια. Η παρουσία των νευρο-
στεροειδών αλλοπρεγνανο-λόνη και δεϋδροεπιανδροστερόνη (DHEA), ανέστειλε 
την απόπτωση, µέσω επαγωγής της φωσφορυλίωσης της κινάσης Akt και 
διατήρησης του κυτοχρώµατος c και της πρωτεΐνης Bax στα µιτοχόνδρια και το 
κυτταρόπλασµα, αντίστοιχα. Η εξειδίκευση της νευροπροστατευτικής δράσης των 
παραπάνω νευροστεροειδών, επιβεβαιώθηκε παρουσία wortmanin, του ειδικού 
αναστολέα της κινάσης της τριφωσφορικής ινοσιτόλης (PI3-K). Επιπρόσθετα, 
µικρής διάρκειας επίδραση (1–20 µM, 24 ώρες) της αλλοπρεγνανολόνης ή του 
DHEA στους Ρ19-νευρώνες οδήγησε σε αύξηση της έκφρασης των α1 και β2 
υποµονάδων του GABAA υποδοχέα, ενώ τα επίπεδα της NR1 υποµονάδας του 
NMDA υποδοχέα παρέµειναν αµετάβλητα. Τα αποτελέσµατα αυτά υποδεικνύουν 
ότι τα νευροστεροειδή µπορούν να δρουν σαν παράγοντες επιβίωσης για τα νευρικά 
κύτταρα, µέσω της ενεργοποίησης του PI3-K/Akt µονοπατιού και της παρέµβασης 
στο ενδογενές αποπτωτικό µονοπάτι, ενώ ταυτόχρονα συµβάλλουν στην πλαστικό-
τητα του GABAA υποδοχέα, µεταβάλλοντας την έκφραση των υποµονάδων του. 
Η εργασία αυτή χρηµατοδοτείται από την Γενική Γραµµατεία Έρευνας και Τεχνολογίας 

(ΠΕΝΕ∆ 2001) 
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Progesterone and its metabolites are potent allosteric modulators of GABAA 
receptor function, through a direct, non-genomic interaction with specific 
receptor subtypes. In addition, fluctuations in the concentration of 
progesterone, and allopregnanolone in particular, have been shown to 
modulate GABAA receptor gene expression and activity. In the present 
study, mouse P19 cells were induced to differentiate into post-mitotic 
neurons expressing specific neuronal markers, including GABAA and N-
methyl-D-aspartate (NMDA) receptors. Activation of NMDA receptors in 
P19-neurons caused apoptotic cell death, which involved suppression of the 
phosphorylation of the survival kinase PKB/Akt, release of the pro-
apoptotic factor cytochrome c to the cytoplasm and translocation of the pro-
apoptotic protein Bax to the mitochondria. Allopregnanolone and DHEA, at 
10µΜ protected P19 neurons from apoptosis, promoting the 
phosphorylation of the Akt kinase and maintaining cyt c and Bax proteins, 
to the mitochondria and the cytoplasm respectively. The specificity of the 
neuroprotective effects of the above neurosteroids was further confirmed by 
wortmanin, the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) inhibitor. In addition, 
short-term exposure (1–20 µM, 24 h) of P19-derived neurons to 
allopregnanolone or DHEA, significantly increased the levels of α1 and β2 
subunit mRNAs of GABAA receptor, while the levels of NR1 subunit 
mRNA of NMDA receptor, were not altered. These results suggest that 
neurosteroids are able to act as survival factors in neuronal cells, promoting 
the activation of the PI3-K/Akt pathway and interfering with the 
mitochondrial apoptotic pathway, while they contribute to GABAA receptor 
plasticity modulating the expression of its subunits. 
 

This work is funded by the General Secreteriat of Research and Technology, Athens, 
Greece (PENED, 2001) 
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Το Galeus melastomus είναι ένα είδος καρχαρία που κατανέµεται στον 
ανατολικό Ατλαντικό ωκεανό, από τη Νορβηγία έως τη Σενεγάλη, και σε 
όλη τη Μεσόγειο Θάλασσα.  Εµφανίζει ευρεία βαθυµετρική κλίµακα στη 
Μεσόγειο, στην οποία έχει εντοπιστεί σε βάθη από 55 µέχρι 1750 µέτρα.  
Ανήκει στην Οικογένεια Scyliorhinidae και είναι ωοτόκο είδος το οποίο 
αναπαράγεται καθ’όλη τη διάρκεια του χρόνου µε αυξηµένη δραστηριότητα 
την άνοιξη και το καλοκαίρι.  Γεννά δεκατρία αυγά τη φορά τα οποία 
αφήνει να µεγαλώσουν χωρίς γονική προστασία.  Το αναπτυσσόµενο 
έµβρυο προστατεύεται από µία ωοειδή, επιµήκη, δερµατώδη ωοθήκη 
(eggcase) διαστάσεων 4 επί 2 εκατοστά.  Η ωοθήκη είναι µια δοµή που 
συνδυάζει µηχανική αντοχή και σκληρότητα όπως και υψηλή 
διαπερατότητα σε µικρού µοριακού βάρους µόρια και ιόντα.  Η ωοθήκη 
εκκρίνεται από τη ζώνη D του ωοθηκικού αδένα.  Πειράµατα περίθλασης 
ακτίνων-Χ, φασµατοσκοπίας υπερερύθρου και αµινοξικής ανάλυσης σε 
δείγµατα ωοθηκών του είδους Scyliorhinus canicula, της ίδιας οικογένειας, 
παρείχαν, στο παρελθόν, ισχυρές ενδείξεις ότι η ωοθήκη περιέχει κολλα-
γόνο το οποίο παρουσιάζει οµοιότητες, σε µοριακό επίπεδο, µε τα κολλα-
γόνα τύπου IV, VI και Χ των θηλαστικών. Σε αυτή τη µελέτη, χρησιµο-
ποιήθηκε φασµατοσκοπία ATR FT-IR και φασµατοσκοπία FT-Raman, σε 
δύο δείγµατα ωοθήκης διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων του Galeus 
melastomus, προκειµένου να εντοπίσουµε τυχόν οµοιότητες/ διαφορές µε 
την αντίστοιχη του Scyliorhinus canicula, από τη µελέτη της δευτεροταγούς 
δοµής των πρωτεϊνικών του συστατικών. Οι πρώτες ενδείξεις από τα 
πειραµατικά µας δεδοµένα οδηγούν στο συµπέρασµα ότι και η ωοθήκη του 
Galeus melastomus αποτελείται από κολλαγόνο τύπου ΙV. 
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Galeus melastomus is a species, the so-called Blackmouth catshark, 
distributed in the eastern Atlantic Οcean, from Norway to Senegal, and in 
the whole Mediterranean Sea.  It shows a wide bathymetric range 
throughout the Mediterranean, in which it has been captured from depths of 
55 to 1750 metres.  It belongs to the Family Scyliorhinidae and it is an 
oviparous species, spawning all the year in the Mediterranean with a peak of 
activity in spring and summer.  It gives birth to thirteen eggs at a time, 
which are left growing without parental protection.  The developing embryo 
is protected by an ovoid, elongate, leathery eggcase, measuring 4 by 2 cm.  
The eggcase is a remarkable structure that combines mechanical tensile 
strength and toughness with high permeability to small molecules and ions.  
The eggcase is secreted by the D-zone of the oviducal gland.  Some years 
ago, experiments involving X-ray diffraction, infrared spectroscopy and 
amino acid analysis in specimens of the eggcase of the species Scyliorhinus 
canicula, which is classified under the same family, provided strong 
evidence that the eggcase presents similarities with the mammalian collagen 
types IV, VI and X, on the basis of similarities at molecular level.  In this 
study, we applied ATR-FT-IR spectroscopy and FT-Raman spectroscopy 
into two specimens of Galeus melastomus at different developmental stages, 
in order to detect similarities/differences with the corresponding eggcase of 
Scyliorhinus canicula, by studying the secondary structure of its protein 
components.  The first indications from our experimental data strongly 
support that the eggcase of Galeus melastomus consists of collagen type IV. 
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Η µεσογειακή µύγα αποτελεί το κύριο παράσιτο πολλών καλλιεργούµενων 
φρούτων προκαλώντας ετησίως µεγάλες καταστροφές σε γεωργικές 
καλλιέργειες. Η µελέτη του εντόµου τόσο σε γενετικό όσο και σε 
πληθυσµιακό επίπεδο µπορεί να συµβάλλει σηµαντικά στην ανάπτυξη ή και 
τη βελτίωση αποτελεσµατικών και φιλικών προς το περιβάλλον µεθόδων 
ελέγχου. Οι µικροδορυφόροι είναι απλές επαναλήψεις ενός νουκλεοτιδικού 
µοτίβου που αποτελείται 1-6 ζεύγη βάσεων. Αποτελούν πολύ χρήσιµους 
γενετικούς δείκτες διότι είναι άφθονοι και διάσπαρτοι στο γονιδίωµα των 
ευκαρυωτκών οργανισµών. Επιπλέον είναι υψηλά πολυµορφικοί, 
κληρονοµούνται ως συνυπερέχοντες Μεντελικοί δείκτες και αναλύονται 
εύκολα µέσω PCR, χαρακτηριστικά που τους καθιστούν πολύτιµα εργαλεία 
για πληθυσµιακές και εξελικτικές µελέτες. Από τους µικροδορυφορικούς 
δείκτες που αναπτύχθηκαν στο εργαστήριό µας, επιλέχθηκαν 10 µε βάση το 
βαθµό πολυµορφισµού που έδειξαν σε εργαστηριακά στελέχη. Οι δείκτες 
αυτοί χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση 481 ενηλίκων ατόµων που 
προέρχονταν από 19 διαφορετικά δείγµατα φρούτων που συλλέχθηκαν από 
εννέα διαφορετικές περιοχές της ∆υτικής Ελλάδας και της Βόρειας 
Πελλοπονήσου. Η γενοτυπική ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε ηλεκτροφό-
ρηση των προϊόντων της PCR για κάθε γενετικό δείκτη σε πήκτωµα 
πολυακρυλαµιδίου και επακόλουθη αυτοραδιογραφία. Η στατιστική επεξερ-
γασία των αποτελεσµάτων µας, βρίσκεται σε εξέλιξη. Οι πρώτες ενδείξεις 
από την ανάλυση δείχνουν µια τάση για οµαδοποίηση των δειγµάτων τόσο 
σε σχέση µε τη γεωγραφική προέλευση όσο και µε τον ξενιστή. 
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C. capitata is the main pest of many cultivated fruits and responsible for a 
significant loss in annual products, resulting in great economic damage. 
Studies on the genetic and population analysis will make a contribution 
towards the development or the improvement of environmental friendly 
control methods. Microsatellites are tandem simple sequence repeats of 
short (1-6) nucleotide motifs. They are very important genetic markers 
because they are dispersed and abundant in most eukaryotic genomes. They 
are highly polymorphic, inherited as co-dominant Mendelian markers and 
easily scored by PCR. Consequently, they have become one of the most 
popular molecular markers with application in many studies, including 
analysis of natural populations and evolutionary studies. Ten of the 
microsatellite markers generated in our laboratory, were selected for this 
study, based on the degree of polymorphism in laboratory strains. A total of 
481 adult flies, collected from nineteen different samples of fruits from nine 
different areas of west Greece and north Peloponnesus were screened. 
Genotyping was performed by polyacrylamide gel electrophoresis of the 
PCR products for each genetic marker, followed by autoradiography. The 
statistic analysis of our results is in progress. Preliminary data analysis 
shows a tendency for grouping of samples according to both geographic and 
host origin.  
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Η παρούσα µελέτη εντάσσεται σε ένα γενικότερο πλαίσιο ελέγχου της 
ανασυνδυαστικής και της µεταλλαξιγόνου δράσης διαφόρων ευρέως χρησι-
µοποιούµενων ουσιών. Η εντοµοκτόνος ουσία Spinosad χρησιµοποιείται 
για τη καταπολέµηση  ενός µεγάλου αριθµού εντόµων µεγάλης οικονοµικής 
σηµασίας. Θεωρείται φιλικό προς το περιβάλλον εντοµοκτόνο, δεδοµένου 
ότι είναι παράγωγο της αερόβιας ζύµωσης του βακτηρίου εδάφους 
Saccharopolyspora spinosa. Για τον καθορισµό της τοξικότητας του, 
χρησιµοποιήθηκε το έντοµο Drosophila melanogaster και προσδιορίστηκε 
η τιµή LD50 (Lethal Dose 50%), η οποία αποτελεί την κρίσιµη συγκέντρωση 
κάθε ουσίας, που προκαλεί το θάνατο στο 50% των ατόµων. Πραγµατο-
ποιήθηκαν χρόνιες επιδράσεις µε διάφορες συγκεντρώσεις του εντοµοκτό-
νου (από 0,1 ppm έως 0,5 ppm) σε προνύµφες και ενήλικα άτοµα D. 
melanogaster. Για τον έλεγχο της γενοτοξικής δράσης του Spinosad 
εφαρµόστηκε η δοκιµή SMART (Somatic Mutation And Recombination 
Test). Στην µέθοδο αυτή χρησιµοποιείται ως πειραµατόζωο το έντοµο D. 
melanogaster, που θεωρείται ως ένα από τους  ιδανικότερους οργανισµούς-
µοντέλα για τον καθορισµό της τοξικότητας διαφόρων ουσιών. Γίνεται 
χρήση δύο γενετικών δεικτών (mwh και flr), που κάνουν  δυνατή την 
αναγνώριση µεταλλάξεων ή ανασυνδυασµών σε άτοµα trans-ετερόζυγα ως 
προς τους δυο αυτούς δείκτες. Στην παρούσα µελέτη έγινε χρόνια επίδραση 
µε διάφορες  συγκεντρώσεις του εντοµοκτόνου spinosad σε προνύµφες από 
την διασταύρωση θηλυκών ατόµων του στελέχους flr µε αρσενικά άτοµα 
του στελέχους  mwh. Ο ποσοτικός προσδιορισµός της µεταλλαξιγόνου και 
ανασυνδυαστικής δράσης της ουσίας έγινε µε την καταγραφή του αριθµού 
των κηλίδων στα φτερά των εντόµων, σύγκριση τους µε τον αντίστοιχο 
µάρτυρα και στατιστική ανάλυση των δεδοµένων.  
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The present study is a part of a general project of screening the toxic and 
genotoxic activity of substances widely used as insecticides. Spinosad is a 
pesticide used for the control of a great number of insects of great 
economical importance. It is an aerobic fermentation product of the soil 
bacterium Saccharopolyspora spinosa. In order to test both the toxic and the 
genotoxic activities of Spinosad, Drosophila melanogaster, one of the best 
model-organisms was used. Its toxicity was estimated by calculating the 
LD50 value (Lethal Dose 50%), which is the crucial dose of each individual 
compound that causes death to 50% of the tested larvae or adults. In the 
present study we used concentrations from 0.1ppm to 0.5ppm of Spinosad. 
For screening the genotoxic activity of the tested compound, the wing 
Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) was applied. The 
wing spot test makes use of the two recessive markers mwh and flr of D. 
melanogaster. The relative frequencies of events such as the induction of 
mitotic recombination, point mutations, deletions, and others, depend on the 
nature of the primary damage on DNA. They give rise to clones of mutant 
cells showing up as mosaic spots on the wings of the adult flies. The 
statistical analysis of the mosaic spots gives the answer about the mutagenic 
and/or recombinogenic effects of the tested agent. 
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ΠΡΩΤΕΩΜΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΜΕΤΑΓΩΓΗΣ ΣΗΜΑΤΩΝ ΑΠΟ 
ΑΥΞΗΤΙΚΟΥΣ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ 

 
Παναγιώτου Γ.* 

 
Ερευνητικό Κέντρο Βιοϊατρικών Επιστηµών “Αλέξανδρος Φλέµιγκ” 

Αλ. Φλέµιγκ 34, Βάρη 16672 
 

Οι αυξητικοί παράγοντες αλληλεπιδρούν µε ειδικούς υποδοχείς της 
κυτταρικής µεµβράνης, οι οποίοι εµφανίζουν ενεργότητα πρωτεϊνικής 
κινάσης της τυροσίνης και επάγουν σήµατα που καταλήγουν στην 
κυτταρική αύξηση. Έχει γίνει φανερό ότι οι παραδοσιακές προσεγγίσεις που 
εστιάζουν στη µελέτη µεµονωµένων µορίων είναι ανεπαρκείς για την πλήρη 
κατανόηση αυτών των πολύπλοκων διαδικασιών και συνεπώς οι καινοτόµες 
µεθοδολογίες  της «βιολογίας συστηµάτων» έχουν ήδη αρχίσει να 
εφαρµόζονται σε αυτό το ερευνητικό πεδίο. Η τεχνολογία της πρωτεωµικής 
µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την ανίχνευση  των µεταβολών που 
υφίστανται οι πρωτεΐνες ενός κυττάρου  ή ιστού, µετά από επαγωγή των 
σηµατοδοτικών µονοπατιών,  τόσο σε ποιοτικό όσο και σε ποσοτικό 
επίπεδο. Στο εργαστήριο µας µελετώνται διάφορα συστήµατα επιδεκτικά 
στη πρωτεωµική ανάλυση. Τα βιολογικά ερωτήµατα που απευθύνονται 
µέσω αυτών των προσεγγίσεων αφορούν στις διαδικασίες ενεργοποίησης 
και αναστολής της κυτταρικής αύξησης, τη κυτταρική διαφοροποίηση και 
τον καρκινικό µετασχηµατισµό. Η εφαρµογή δισδιάστατης ηλεκτροφό-
ρησης και η επακόλουθη ανάλυση µε χρήση φασµατογράφου µαζών, έχει 
οδηγήσει στην αναγνώριση ενός αριθµού πρωτεϊνών, αρκετές εκ των 
οποίων δεν είχαν συσχετιστεί στο παρελθόν µε τα σηµατοδοτικά µονοπάτια 
που ενεργοποιούνται από τους υποδοχείς. Κατέστη επίσης δυνατή η 
αναγνώριση µεταβολών που αποδίδονται στην παρουσία συγκεκριµένων 
µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων αλλά και στην ενδοκυτταρική 
µετατόπιση των πρωτεϊνών. Τέλος, εφαρµόστηκαν δύο διαφορετικές 
µεθοδολογίες χρωµατογραφίας συγγένειας για την αποµόνωση πρωτεϊνικών 
συµπλόκων που εµπεριέχουν σηµατοδοτικά µόρια και την αναγνώριση των 
αλληλεπιδρώντων συστατικών µέσω φασµατογραφίας µαζών. Οι καινο-
τόµες αυτές προσεγγίσεις µπορούν να µας προσφέρουν µια πληρέστερη 
εικόνα της κυτταρικής απόκρισης σε εξωκυτταρικά ερεθίσµατα.  

                                                 
* Προσκεκληµένος οµιλητής 
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PROTEOMIC ANALYSIS OF GROWTH FACTOR SIGNALLING 
PATHWAYS 

 
Panayotou G.* 

 
Biomedical Sciences Research Center “Alexander Fleming” 

34 Fleming St., Vari 16672 
 

Growth factors interact with specific cell-surface receptors, which have 
intrinsic protein tyrosine-kinase activity and elicit cascades of intracellular 
signaling events, culminating in cellular growth. In order to understand 
these complex processes, traditional approaches that focus on isolated 
components are not sufficient. It is increasingly becoming apparent that 
global approaches to analyze the complex networks of cellular signaling are 
required and therefore the modern methodologies of systems biology are 
beginning to be applied to this research area. Proteomic technology can be 
used for the detection of qualitative and quantitative changes of proteins that 
occur upon activation of these signaling pathways. We have established 
several systems that are amenable to proteomic analysis, including the 
comparison of growth-factor stimulated and resting cells, the over-
expression of oncogenic receptors and the use of transgenic mice in which 
specific signaling components have been altered. The issues addressed 
include activation and inhibition of cell growth, cellular differentiation and 
oncogenic transformation. Using two-dimensional electrophoresis followed 
by mass spectrometric analysis we have identified a number of proteins, 
several of which had not been implicated previously in the pathways 
activated by receptor-tyrosine kinases.  In additions to changes in expression 
levels, we have also identified post-translational modifications as well as 
intracellular protein translocations. Finally, we have employed two distinct 
affinity purification strategies for the isolation of protein complexes 
involving signaling molecules, followed by the identification of the 
interacting components using mass spectrometry. These novel approaches 
can offer us a better picture of the complex machinery that regulates cellular 
responses to extracellular stimuli and help us understand the specificity 
inherent in these processes.  

                                                 
* Invited speaker 
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Ο ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΠΡΩΤΟΥ ∆ΙΑΜΕΜΒΡΑΝΙΚΟΥ ΤΜΗΜΑΤΟΣ 
(TMS1) ΤΟΥ ΜΕΤΑΦΟΡΕΑ OΥΡΙΚΟΥ-ΞΑΝΘΙΝΗΣ UAPA 

 
Πανταζοπούλου Α. και Γ. ∆ιαλλινάς 

 
Τοµέας Βοτανικής, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών, 

Πανεπιστηµιούπολη 15781, Αθήνα 
 

Στην παρούσα εργασία µελετάµε το ρόλο της πρώτης διαµεµβρανικής 
περιοχής (TMS1) του µεταφορέα UapA του Aspergillus nidulans. Μέσω 
µιας µοριακής γενετικής ανάλυσης εξετάσαµε αρχικά τον ρόλο του µοτίβου 
Q85H86, το οποίο είναι συντηρηµένο στην οικογένεια NAT. Τα 
µεταλλαγµένα ως προς το Q85 στελέχη ήταν κρυοευαίσθητα µε µειωµένη 
(Q85L, Q85N, Q85E) ή εκµηδενισµένη (Q85T) ικανότητα µεταφοράς 
πουρινών, χωρίς επίδραση στη φυσιολογική δέσµευση του υποστρώµατος ή 
στη στόχευση του µεταφορέα στην πλασµατική µεµβράνη. Όλα τα 
µεταλλαγµένα ως προς το H86 στελέχη είχαν σχεδόν φυσιολογική 
συγγένεια δέσµευσης των υποστρωµάτων, αλλά τα περισσότερα (H86A, 
H86K, H86D) παρουσίασαν κρυοευαισθησία, φαινότυπος που φάνηκε ότι 
σχετίζεται µε µερική «παγίδευση» στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και/ή µε 
στόχευση του UapA σε µικρά χυµοτόπια. Μόνο το µετάλλαγµα H86N 
έδειξε λειτουργία παρόµοια µε την αγρίου τύπου πρωτεϊνη, υποδεικνύοντας 
πως τα κατάλοιπα ιστιδίνης ή ασπαραγίνης µπορεί να δρουν ως δότες 
ιόντων υδρογόνου σε αλληλεπιδράσεις που επηρεάζουν την τοπολογία του 
UapA. Συµπερασµατικά, τα κατάλοιπα Q85 και H86 πιθανώς επηρεάζουν 
την πλαστικότητα του UapA, µε έναν τρόπο που επιδρά είτε στην κατάλυση 
της µεταφοράς αυτής καθαυτής (Q85), είτε στην έκφραση στην πλασµατική 
µεµβράνη (H86). Στη συνέχεια, εξετάσαµε το ρόλο ενός διαµεµβρανικού 
µοτίβου επανάληψης λευκινών (LR), που συναντάται στο  TMS1 του UapA 
αλλά όχι στα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας NAT. Μεταλλαγές 
αντικατάστασης των λευκινών µε κατάλοιπα αλανίνης επηρέασαν 
διαφορικά τη συγγένεια δέσµευσης ξανθίνης και ουρικού οξέος, φαινόµενο 
που ήταν θερµοεξαρτώµενο. Το αποτέλεσµα αυτό υποδεικνύει πως η 
παρουσία των L77, L84 και L91 επηρεάζει την πλαστικότητα του ενεργού 
κέντρου δέσµευσης υποστρωµάτων του UapA, µε τρόπο που είναι 
απαραίτητος για την υψηλή συγγένεια του µεταφορέα ως προς το ουρικό 
οξύ. Τέλος, σχολιάζεται ένας πιθανός ρόλος του LR µοτίβου σε 
ενδοµοριακές αλληλεπιδράσεις ή σε πιθανό διµερισµό του  UapA. 
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ON THE ROLE OF THE FIRST TRANSMEMBRANE SEGMENT 
OF THE UAPA URIC ACID-XANTHINE TRANSPORTER 

 
Pantazopoulou Α., and G. Diallinas 

 
Department of Botany, Faculty of Biology, University of Athens, Panepistimioupolis 15781, 

Athens 
 

UapA, a member of the NAT/NCS2 family, is a high affinity, high capacity, 
uric acid-xanthine/H+ symporter in Aspergillus nidulans. Determinants 
critical for substrate binding and transport lie in a highly conserved 
signature motif downstream from TMS8 and within TMS12. Here we 
examine the role of TMS1 in UapA biogenesis and function. First, using a 
mutational analysis, we studied the role of a short motif (Q85H86), conserved 
in all NATs. Q85 mutants were cryosensitive, decreasing (Q85L, Q85N, 
Q85E) or abolishing (Q85T) the capacity for purine transport, without 
affecting physiological substrate binding or expression in the plasma 
membrane. All H86 mutants showed nearly normal substrate binding 
affinities but most (H86A, H86K, H86D) were cryosensitive, a phenotype 
associated with partial ER retention and/or targeting of UapA in small 
vacuoles. Only mutant H86N showed nearly wild-type function, suggesting 
that His or Asn residues might act as H donors in interactions affecting 
UapA topology. Thus, residues Q85 and H86 seem to affect the flexibility 
of UapA, in a way that affects either transport catalysis per se (Q85), or 
expression in the plasma membrane (H86). We then examined the role of a 
transmembrane Leu Repeat (LR) motif present in TMS1 of UapA, but not in 
other NATs. Mutations replacing Leu with Ala residues altered 
differentially the binding affinities of xanthine and uric acid, in a 
temperature-sensitive manner. This result strongly suggested that the 
presence of L77, L84 and L91 affects the flexibility of UapA substrate binding 
site, in a way that is necessary for high affinity uric acid transport. A 
possible role of the LR motif in intramolecular interactions or in UapA 
dimerization is discussed. 
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ΑΣΥΜΜΕΤΡΗ ΟΡΓΑΝΩΣΗ ΤΟΥ ΚΥΤΤΑΡΟΣΚΕΛΕΤΟΥ ΣΤΑ 
ΠΡΟΦΑΣΙΚΑ ΜΗΤΡΙΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΤΩΝ ΠΑΡΑΣΤΟΜΑΤΙΚΩΝ 

ΤΟΥ ΦΥΤΟΥ Zea mays 
 

Παντερής Ε., Αποστολάκος Π., Γαλάτης Β. 
 

Τοµέας Βοτανικής, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών, 
Πανεπιστηµιόπολη, 157 81 Αθήνα 

 
Στα αναπτυσσόµενα στοµατικά σύµπλοκα των αγρωστωδών, τα µητρικά 
κύτταρα των καταφρακτικών (ΜΚ) εκπέµπουν επαγωγικά ερεθίσµατα που 
καθιερώνουν πολικότητα στα µητρικά κύτταρα των παραστοµατικών (ΜΠ), 
τα οποία διαιρούνται ασύµµετρα δηµιουργώντας τα παραστοµατικά 
κύτταρα. Κατά την καθιέρωση πολικότητας, ο πυρήνας των ΜΠ 
µεταναστέυει και εγκαθίσταται στο περιφερειακό κυτόπλασµα γειτονικά µε 
το επάγον ΜΚ.  Κατά την πρόφαση, δηµιουργείται µια µονοπολική 
προφασική άτρακτος µικροσωληνίσκων (ΜΣ), η οποία συνδέεται µε τη 
προπροφασική ζώνη ΜΣ, δηµιουργώντας ένα κώνο ΜΣ που καλύπτει την 
επιφάνεια του πυρήνα που βρίσκεται µακριά από το επάγον ΜΚ. Η 
επιφάνεια του πυρήνα  που γειτονεύει µε το ΜΚ επενδύεται από 
µικρονηµάτια ακτίνης (ΜΑ) προερχόµενα από το σύστηµα ΜΑ που 
επενδύει το τοίχωµα του ΜΠ που συνορεύει µε το ΜΚ. ∆ηλαδή ο 
προφασικός πυρήνας του ΜΠ περιβάλλεται κατά το ένα ήµισυ από 
προφασική άτρακτο ΜΣ και κατά το άλλο ήµισυ από ΜΑ, φαινόµενο που 
παρατηρήθηκε για πρώτη φορά. Αποδιοργάνωση των ΜΣ µε ορυζαλίνη είχε 
ως αποτέλεσµα τη σταδιακή αποµάκρυνση του προφασικού πυρήνα από την 
πολική θέση. Αντίθετα, αποδιοργάνωση των ΜΑ µε κυτοχαλασίνη Β 
ανέστειλε τη µετανάστευση του πυρήνα των ΜΠ στην πολική θέση, µη 
επηρεάζοντας όµως όσους πυρήνες βρίσκονταν ήδη εκεί. Επίσης, απουσία 
ΜΑ διαταρασσόταν ο προσανατολισµός του άξονα της µιτωτικής ατράκτου. 
Τα παραπάνω δεδοµένα υποστηρίζουν οτι οι ΜΣ σχετίζονται µε την 
αγκυροβόληση του προφασικού πυρήνα του ΜΠ στην πολική θέση, ενώ τα 
ΜΑ µε τη µετανάστευσή του εκεί, καθώς και µε τη σταθεροποίηση του ενός 
πόλου της ατράκτου γειτονικά µε το επάγον ΜΚ. 
 
Το έργο αυτό ενισχύθηκε οικονοµικά από το Υπουργείο Παιδείας και τη Ευρωπαϊκή Ένωση 

(πρόγραµµα Πυθαγόρας Ι) και το ΕΚΠΑ (πρόγραµµα Καποδίστριας). 
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CYTOSKELETAL ASYMMETRY IN PROPHASE SUBSIDIARY 
CELL MOTHER CELLS OF Zea mays 

 
Panteris E., Apostolakos P., Galatis B. 

 
Department of Botany, Faculty of Biology, University of Athens, Panepistimiopolis, Athens, 

157 81 Greece 
 

In developing stomatal complexes of grasses, guard cell mother cells 
(GMCs) induce polarization of subsidiary cell mother cells (SMCs), which 
divide asymmetrically to produce the subsidiary cells. By establishment of 
porarity, the SMC nucleus migrates and settles at the cortical cytoplasm 
adjacent to the inducing GMC. At prophase, a monopolar prophase 
microtubule (MT) spindle is organized that is connected with the 
preprophase MT band, forming thus a cone of MTs, which surrounds the 
nuclear surface distal to the inducing GMC. The nuclear surface proximal to 
the inducing GMC is surrounded by actin filaments (AFs) originating from 
the AF patch that lines the SMC wall adjacent to the inducing GMC. 
Consequently, one hemisphere of the SMC prophase nucleus is surrounded 
by the monopolar MT spindle, while the other hemisphere by AFs, which is 
observed for the first time. Disruption of the MTs with oryzalin resulted to a 
gradual escape of the prophase nucleus from the polar site. Contrarily, AF 
disruption by cytochalasin B inhibited the migration of SMC nuclei to the 
polar site but did not affect those already settled there. In addition, in the 
absence of AFs, the axis of the mitotic spindle was disturbed. According to 
the above, it seems that anchoring of the SMC prophase nucleus to the polar 
site is MT-dependent, while AFs contribute to the migration of the nucleus 
there, as well as to the stabilization of one spindle pole proximal to the 
inducing GMC. 
 

This work was financed by grants from the Hellenic Ministry of National Education and 
Religions Affairs and the EU (project ‘‘Pythagoras’’) and the University of Athens (project 

‘‘Kapodistrias’’). 
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ΟΙΚΟΛΟΓΙΑ ΤΟΠΙΟΥ: Η ΧΡΗΣΗ ΤΩΝ ΜΕΤΡΙΚΩΝ ΤΟΠΙΟΥ 
ΣΤΗΝ ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ, ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΚΑΙ ∆ΙΑΧΕΙΡΙΣΗ ΤΩΝ 

ΠΕΡΙΟΧΩΝ NATURA2000 
 

Παντής Ι.∆.* 
 

Τοµέας Οικολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Α.Π.Θ. 
 
Η οικολογία τοπίου, ένας ραγδαία αναπτυσσόµενος κλάδος της οικολογίας, µελετά 
την επίδραση της δοµής του τοπίου στις οικολογικές διεργασίες, που καθορίζουν 
την αφθονία και διανοµή των οργανισµών στο χώρο. Η δοµή του τοπίου αναφέρεται 
συνδυαστικά τόσο στην αφθονία των διαφορετικών ενδιαιτηµάτων όσο και στη 
χωρική κατανοµή τους. Για την περιγραφή της δοµής του τοπίου έχουν αναπτυχθεί 
εξειδικευµένοι δείκτες-µετρικές που αναφέρονται σε ολόκληρο το τοπίο, στα 
επιµέρους ενδιαιτήµατα που το συνθέτουν, και στα επιµέρους κατατµήµατα 
(patches) του κάθε ενδιαιτή-µατος. Οι 70 αυτές µετρικές µπορούν να διακριθούν σε 
επτά κατηγορίες ανάλογα µε το χαρακτηριστικό που περιγράφουν. Με τη χρήση 
των µετρικών τοπίου, στην περιοχή του Εθνικού ∆ρυµού Βίκου-Αώου, µελετήσαµε 
τις αλλαγές στο χωρικό πρότυπο της βλάστησης από το 1945 έως 1995. 
Παρατηρήθηκε ραγδαία αύξηση της δασοκάλυψης, µείωση του κατακερµατισµού 
και της ισοκατανοµής, και αύξηση της διαθέσιµης επιφάνειας πυρήνα των 
ενδιαιτηµάτων. Ερευνήσαµε την επίδραση της αγροτικής δραστηριότητας στην 
ποικιλότητα ενδιαιτηµάτων σε όλες τις περιοχές του δικτύου Natura2000. 
Παρατηρήσαµε ότι η έκταση των καλλιεργειών επηρέασε µόνο την ισοκατανοµή 
των ενδιαιτηµάτων και όχι την αφθονία τους. Οµαδοποιήσαµε τους υγρότοπους της 
σύµβασης Ramsar µε βάση τις µετρικές τοπίου, και η ανάλυση ανέδειξε τη σηµασία 
της ανθρώπινης παρέµβασης και των µικροπεριβαλλοντικών χαρακτηριστικών στη 
διαµόρφωση του χωρικού προτύπου του κάθε υγροτόπου. Κατασκευά-σαµε 
στατιστικά µοντέλα πρόβλεψης της ποικιλότητας φυτικών ειδών σε συγκεκριµένους 
τύπους οικοτόπων. Τα µοντέλα που βασίστηκαν στα χωρικά πρότυπα των 
ενδιαιτηµάτων απέδωσαν µεγαλύτερο ποσοστό της διακύµανσης της βιοποικι-
λότητας συγκριτικά µε εκείνα που βασίστηκαν στα γεωγραφικά και τοπογραφικά 
χαρακτηριστικά της κάθε περιοχής. Συµπερασµατικά, η θεωρία της οικολογίας 
τοπίου και η µεθοδολογία των µετρικών τοπίου διαµορφώνουν µία νέα προσέγγιση 
στην οικολογική έρευνα. Η προσέγγιση αυτή παρέχει πρόσθετες πληροφορίες για 
την περιγραφή και αξιολόγηση των προστατευόµενων περιοχών του δικτύου Natura 
2000, βελτιώνοντας και εξειδικεύοντας τα µέτρα διαχείρισης τους. 
                                                 
* Προσκεκληµένος οµιλητής 
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LANDSCAPE ECOLOGY: THE USE OF LANDSCAPE METRICS 
FOR THE DESCRIPTION, EVALUATION AND MANAGEMENT  

OF THE NATURA2000 NETWORK 
 

Pantis J.D.* 
 

Department of Ecology, School of Biology, A.U.TH. 
 
Landscape ecology, a growing subdiscipline of ecology, is the study of how 
landscape structure affects the ecological processes that determine the 
abundance and spatial distribution of organisms. Landscape structure 
implies spatial heterogeneity and refers to both amounts of different habitat 
types and their spatial arrangement. For the description of landscape 
structure, special metrics-indices have developed for the entire landscape, 
the distinct habitat classes as well as for the patches. These 70 metrics can 
be distinguished into seven groups according to the characteristic they 
describe. With the application of landscape metrics, we investigated the 
dynamics of vegetation spatial pattern in the Vikos-Aoos National Reserve 
for the period 1945-1995. We recorded remarkable increase of forest cover, 
and core areas, as well as a significant decline of fragmentation and edge 
density. We studied the effect of agricultural land use on habitat diversity of 
all Natura 2000 sites. We found that the amount of cultivated land affected 
the dominance of the landscape but not habitat richness. We clustered the 
Ramsar wetlands of Greece based on landscape metrics. The results 
highlighted the importance of human activities and microenvironmental 
factors for the spatial configuration of the wetlands. We built statistical 
prediction models for the plant species diversity for specific habitat types. 
The models based on the spatial pattern of habitats accounted for a higher 
proportion of the biodiversity variance than the ones based on geographical 
and topographical features of the sites. The theory of landscape ecology and 
the methodology of landscape metrics form a new approach to ecological 
research. This approach offers additional information for the description and 
evaluation of the Natura 2000 protected areas network, and thus improves 
and specializes the management measures employed.  

                                                 
* Invited speaker 
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ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΕΝΟΣ ΜΕΤΑΦΟΡΕΑ 
ΠΟΥΡΙΝΩΝ ΤΟΥ TRYPANOSOME ΣΤΟ S. CEREVISIAE 

 
Παπαγεωργίου I.1,2, Σωτηριάδου Κ.1 και Γ. ∆ιαλλινάς2 

 

1Eργαστήριο Μοριακής Παρασιτολογίας, Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ, 11521, Αθήνα  

2Τµήµα Βιολογίας, Τοµέας Βοτανικής, Πανεπιστήµιο Αθηνών, Πανεπιστηµιούπολη 15781 
 

Οι µεταφορείς πουρινών των πρωτοζώων παρουσιάζουν ενδιαφέρον καθώς 
παίζουν ρόλο στην πρόσληψη απαραίτητων θρεπτικών συστατικών και 
χηµειοθεραπευτικών παραγόντων. Πρόσφατα κλωνοποιήθηκε ένας 
µεταφορέας νουκλεοτιδικών βάσεων του T. brucei (TbNBΤ1), ο οποίος 
παρουσιάζει υψηλή συγγένεια για τις: αδενίνη, υποξανθίνη, ξανθίνη, 
γουανίνη, γουανοσίνη και αλλοπουρινόλη και µικρότερη για την ινοσίνη. 
Παρά τη σηµασία των µεταφορέων νουκλεοσιδίων και νουκλεοτιδικών 
βάσεων, δεν υπάρχουν πολλές πληροφορίες για τα αµινοξικά κατάλοιπα 
που είναι υπεύθυνα για την αναγνώριση των υποστρωµάτων τους. Στην 
παρούσα µελέτη χρησιµοποιήσαµε τυχαία και κατευθυνόµενη µεταλλαξι-
γένεση για να διαλευκάνουµε σχέσεις δοµής-λειτουργίας του µεταφορέα 
TbNBΤ1 όσον αφορά στη διαδικασία της µεταφοράς του υποστρώµατος. 
Στην πρώτη περίπτωση, η έκφραση της µεµβρανικής πρωτεΐνης σε στέλεχος 
ζύµης που δεν εκφράζει τον ενδογενή µεταφορέα πουρινών, επέτρεψε την 
επιλογή µεταλλαγών οι οποίες προσδίδουν ανθεκτικότητα στην 8-
αζαγουανίνη. Μοριακή και βιοχηµική ανάλυση έδειξε ότι οι τυχαίες αυτές 
µεταλλαγές οδηγούν σε απώλειας λειτουργικότητας του TbNBΤ1 και 
εντοπίζονται στα διαµεµβρανικά τµήµατα 5, 7 και 8 καθώς και στις 
ενδιάµεσες διαµεµβρανικές περιοχές. Αντίθετα, οι κατευθυνόµενες 
µεταλλαγές που σχεδιάστηκαν οδηγούν σε µείωση της συγγένειας του 
µεταφορέα για συγκεκριµένα υποστρώµατα όπως: αδενίνη, ινοσίνη και 2, 6-
διαµινοπουρίνη, στοιχείο που φανερώνει την πιθανή συµµετοχή της 7ης 
διαµεµβρανικής περιοχής στην αναγνώριση του υποστρώµατος. Η ταυτο-
ποίηση συγκεκριµένων αµινοξικών καταλοίπων που σχετίζονται µε τη 
δέσµευση του υποστρώµατος θα αποκαλύψει τις διαµεµβρανικές περιοχές 
που σχηµατίζουν το κανάλι διέλευσης του υποστρώµατος και θα επιτρέψει 
τον κατευθυνόµενο σχεδιασµό εξειδικευµένων αντιπαρασιτικών 
παραγόντων. 
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GENETIC ANALYSIS OF A TRYPANOSOME PURINE 
TRANSPORTER IN S. CEREVISIAE 

 
Papageorgiou I.1,2, Soteriadou K.P.1, and G. Diallinas2 

 

 

1Laboratory of Molecular Parasitology, Hellenic Pasteur Institute, Athens  2Faculty of 
Biology, Department of Botany, University of Athens, Panepistimioupolis 15781, Athens 

 

Purine transporters of protozoan parasites have attracted much attention 
because of their role in the salvage of essential nutrients and the 
accumulation of chemotherapeutic agents within the parasite. Recently, a 
high affinity nucleobase transporter (TbNBT1), from T. brucei was cloned. 
The respective protein shows high-affinity transport activity for adenine, 
hypoxanthine, xanthine, guanine, guanosine and allopurinol and moderate 
affinity for inosine. Despite the importance of nucleobase and nucleoside 
transporters in cellular nutrition, little is known about the amino acid 
residues involved in binding of their substrates. In the present study we used 
random mutagenesis with hydroxylamine and site-directed mutagenesis of 
the TbNBT1 to further elucidate the role of specific residues in the transport 
process. In the first case, expression of TbNBT1 in a S. cerevisiae strain 
lacking an endogenous purine transporter allowed the isolation of mutants 
conferring 8-azaguanine resistance. The biochemical and molecular 
characterization of these mutants showed that the respective mutations led 
to loss-of-function and map within the transmembrane domains 5, 7 and 8, 
as well as in the loops between these transmembrane segments of TbNBT1. 
The site-directed mutations designed are located in transmembrane segment 
7 and show a loss of the transporter affinity for adenine. The biochemical 
characterization of the site-directed mutations, which are located in 
transmembrane segment 7 (TM7), show a reduced affinity for adenine, 
inosine and 2, 6-diaminopurine. Therefore it is plausible that these residues 
lie within the permeation pathway of TbNBT1. The identification of specific 
amino acid residues involved in substrate binding will reveal the 
transmembrane segments that are responsible for the formation of the 
substrate permeation pathway. 
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ΑΡΧΑΙΟΖΩΟΛΟΓΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΟΣΤΕΟΛΟΓΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ 
ΑΠΟ ΤΗΝ ΑΝΑΣΚΑΦΗ ΤΟΥ ΟΙΚΙΣΜΟΥ ΝΕΟΛΙΘΙΚΗΣ ΕΠΟΧΗΣ 

«ΆΓΙΟΣ ΒΛΑΣΗΣ» (ΑΤΑΛΑΝΤΗ, ΦΘΙΩΤΙ∆Α) 
 

Παπαδοπούλου Α., Ψαθή Ε. και Σ. Κ. Μανώλης 
 

Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων & Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό & Καποδιστριακό 
Πανεπιστήµιο Αθηνών, Πανεπιστηµιόπολη 157 84 Αθήνα 

 
Αρχαιοζωολογία είναι η µελέτη των ζωικών καταλοίπων από αρχαιολογικές 
θέσεις. Τα κατάλοιπα αποτελούνται κυρίως από τα σκληρά µέρη του 
σώµατος όπως οστά, δόντια, κελύφη ή κέρατα. Αυτού του είδους η µελέτη 
βοηθά τους αρχαιολόγους στην ανασύσταση του ανθρώπινου διαιτολογίου 
καθώς και στην κατανόηση των αλληλεπιδράσεων του ανθρώπου µε τα ζώα 
και το ευρύτερο περιβάλλον του συµπληρώνοντας έτσι την εικόνα µας για 
τη µορφή των τότε κατοικούµενων περιοχών. Η παρούσα εργασία αφορά 
στην αρχαιοζωολογική µελέτη του οστεολογικού υλικού του Νεολιθικού 
οικισµού της θέσης «Άγιος Βλάσης» στην Αταλάντη. Στη διάρκεια της 
Νεολιθικής περιόδου εµφανίζονται, αρχικά στη Μέση Ανατολή, οι πρώτοι 
µόνιµοι ή ηµιµόνιµοι οικισµοί. Ταυτόχρονα συντελείται το πέρασµα από το 
τροφοσυλεκτικό στάδιο στο παραγωγικό στάδιο τροφής. Εµφανίζονται η 
γεωργία και η κτηνοτροφία ενώ περιορίζεται το κυνήγι των µεγάλων 
θηραµάτων. Τα ζωικά είδη τα οποία εκτρέφονταν στον Άγιο Βλάση ήταν τα 
αιγοπρόβατα, οι χοίροι και τα βοοειδή µε τα πρώτα να υπερτερούν 
αριθµητικά έναντι των άλλων. Επίσης φαίνεται ότι οι κάτοικοι της θέσης 
αυτής είχαν και κυνηγετική δραστηριότητα εξαιτίας των δειγµάτων αγρίων 
ειδών ελαφιών και ζαρκαδιών. Ακόµη φαίνεται ότι ήταν συχνή και η 
προσφορά των υπολειµµάτων της ανθρώπινης κατεργασίας ως τροφή στα 
εξηµερωµένα σαρκοφάγα ζώα που συνυπήρχαν µαζί τους. 
 
Η εργασία χρηµατοδοτήθηκε από το Πρόγραµµα «Καποδίστριας» του Ειδικού Λογαριασµού 
Κονδυλίων Έρευνας (Επιτροπή Ερευνών, Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών) 
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ARCHAEOZOOLOGICAL STUDY OF FAUNAL REMAINS 
FROM THE NEOLITHIC SETTLEMENT “AGIOS VLASIS” 

(ATALANTI, FTHIOTIDA, GREECE) 
 

Papadopoulou A., Psathi E. & S.K. Manolis 
 

Department of Animal & Human Physiology, Faculty of Biology, National & Kapodistrian 
University of Athens, Panepistimiopolis 15784 Athens, Greece 

 
Archaeozoology is the study of animal remains from archaeological sites. 
The remains consist primarily of the hard parts of the body such as bones, 
teeth, shells and horns. This kind of study  helps archaeologists to 
reconstruct past human nutririon habbits and to understand the 
interrelationships between people, animals, and the environment completing 
our picture of the kind of enviromments humans have inhabited. This 
project is about the archaeozoological study of the bone material of the 
Neolithic settlement “Agios Vlasis”, Atalanti. During the Neolithic period 
the first permanent or semi-permanent settlements appear, at first at the 
Middle East. Simultaneously the transformation from the gathering to the 
productive way of feeding occurs. Agriculture and herding appear, whilst 
the hunting of large game is limited. The animal species that were bred in 
Agios Vlasis were sheep, goats and cattle, the first two being predominant 
in number. It is also obvious that the inhabitants of this site had some 
hunting activity as well, because of the wild species of deer and roe deer. 
Frequent enough was to dispose the remains of human processing as food 
for the domesticated carnivores that co-existed with them.  

 
This work is funded by the Programme “Kapodistrias” of the Special Research Account 

(National & Kapodistrian University of Athens) 



ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 
ΠΡΑΚΤΙΚΑ 28ου Επιστηµονικού Συνεδρίου, Ιωάννινα, Μάιος 2006 

 

315 

ΒΙΟΧΗΜΙΚΕΣ ΠΡΟΣΑΡΜΟΓΕΣ ΤΟΥ ΒΑΤΡΑΧΟΥ Rana ridibunda 
ΚΑΤΑ ΤΗ ∆ΙΑΡΚΕΙΑ ΤΗΣ ΧΕΙΜΕΡΙΑΣ ΝΑΡΚΗΣ 

 
Παπαθανασίου Ι., Κυριακοπούλου-Σκλαβούνου Π., Μιχαηλίδης Β. 

 
Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Σχολή Θετικών Επιστηµών, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο 

Θεσσαλονίκης, ΤΚ 541 24 Θεσσαλονίκη E-mail: Kyriakop@bio.auth.gr 
 

Η κυριότερη αντίδραση των βατράχων των εύκρατων περιοχών κατά τις 
περιόδους χαµηλών θερµοκρασιών περιβάλλοντος είναι η είσοδός τους σε 
χειµέρια νάρκη η οποία χαρακτηρίζεται από µειωµένη δραστηριότητα των 
ζώων και σηµαντική µείωση του µεταβολικού τους ρυθµού. Σκοπός της 
εργασίας αυτής ήταν να µελετηθούν οι βιοχηµικές προσαρµογές του 
βατράχου Rana ridibunda κατά τη διαχείµαση. Για το λόγο αυτόν 
υπολογίστηκαν οι µέγιστες δραστικότητες των γλυκολυτικών ενζύµων 
εξωκινάση HK), αλδολάση (ALD), κινάση του πυροσταφυλικού οξέος (PK) 
και αφυδρογονάση του γαλακτικού οξέος (LDH) στην καρδιά και στο 
γαστροκνήµιο µυ των βατράχων. Επιπλέον, προσδιορίστηκαν τα επίπεδα 
του γαλακτικού οξέος στους ίδιους ιστούς. Τα ζώα διατηρήθηκαν σε 
θαλάµους που τοποθετήθηκαν έξω από το εργαστήριο για χρονικό διάστηµα 
πέντε µηνών (Οκτώβριος 2004–Μάρτιος 2005). Κάθε εβδοµάδα τα ζώα 
αποµακρύνονταν και συλλέγονταν οι ιστοί τους οι οποίοι αποθηκεύονταν 
στους -80οC µέχρι τον προσδιορισµό των δραστικοτήτων των παραπάνω 
ενζύµων και της συγκέντρωσης του γαλακτικού οξέος σύµφωνα µε γνωστές 
µεθόδους. Επίσης άτοµα εγκλιµατίστηκαν για 15 µέρες στους 5ºC 
(πειραµατικές συνθήκες) προκειµένου να εξετασθεί µόνο η επίδραση της 
θερµοκρασίας στον µεταβολικό τους ρυθµό. Στην περίπτωση αυτή, οι ιστοί 
συλλέγονταν κάθε 5 ηµέρες και ακολουθούσαν οι µετρήσεις όπως 
περιγράφονται παραπάνω. Κατά τη διάρκεια της διαχείµασης παρατηρή-
θηκε αύξηση των δραστικοτήτων των γλυκολυτικών ενζύµων εκτός της L-
LDH. Οι µεταβολές της δραστικότητας της L-LDH σε σχέση µε τις αλλαγές 
της θερµοκρασίας του περιβάλλοντος δείχνουν την ισχυρή επίδραση της 
θερµοκρασίας στην ενζυµική δραστικότητα, κάτι που υποστηρίζεται από τα 
αποτελέσµατα της δεύτερης σειράς πειραµάτων. Η αύξηση της δραστι-
κότητας των υπολοίπων γλυκολυτικών ενζύµων ίσως δείχνει µια αντίδραση 
αντιστάθµισης του µεταβολικού ρυθµού στις χαµηλές θερµοκρασίες, όπως 
αναφέρεται και για άλλα εξώθερµα ζώα.  
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BIOCHEMICAL RESPONSES OF THE FROG Rana ridibunda 
DURING HIBERNATION 

 
Papathanasiou I., Kyriakopoulou-Sklavounou P., Michaelidis B. 

 
Department of Zoology, Faculty of Biology, School of Science, Aristotle University of 

Thessaloniki,  GR-541 24 Thessaloniki 
 

Physiological processes of ectothermic animals are strongly affected by 
ambient temperature. Frogs inhabiting temperate zone tolerate low winter 
temperatures by entering hibernation. This adaptive response is 
characterized by reduced activity of animals and a decrease in their 
metabolic rate. The aim of the present study was to investigate the 
biochemical responses and mechanisms that contribute in depressing 
metabolic rate in the frog Rana ridibunda during hibernation. So, the 
maximum activities of the glycolytic enzymes, hexokinase (HK), aldolase 
(ALD), pyruvate kinase (PK) and L-lactate dehydrogenase (L-LDH) were 
determined in heart and gastrocnemius muscle of frogs. Also, the levels of 
anaerobic end-product lactic acid were determined in the same tissues. 
Frogs immediately after their field collection were placed in terrariums and 
kept outdoors for a period of 5 months (October 2004-March 2005). 
Individuals were drawn out every week and tissues were dissected and 
stored at-800C until the determination of enzymatic activities and the levels 
of lactic acid.  In a second series of experiments frogs were maintained at 
5ºC for 15 days in order to examine only the effects of low temperature on 
the enzyme activities. In the latter case animals were sacrificed every 5 days 
and the tissues were treated as reported above. Hibernation caused a 
significant increase in the activities of all glycolytic enzymes examined 
except for L-LDH. The activity of L-LDH decreased in the tissues 
indicating a strong impact of hibernation on the glycolytic rate. The pattern 
of ambient temperature changes and that of L-LDH activity indicate a strong 
influence of temperature on the enzymatic activity. The latter is supported 
by the results obtained in the second series of experiments. The observed 
increases in the activities of rest examined enzymes may indicate a 
compensation for low ambient temperature as reported for many other 
ectotherms. 
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XΡΩΜΑΤΙΝΙΚΕΣ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΠΟΥ ΠΕΡΙΕΧΟΥΝ ΠΟΛΥΟΞΙΝΕΣ 
ΠΕΡΙΟΧΕΣ: ΡΟΛΟΣ ΣΤΗ ∆ΟΜΗ ΚΑΙ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΗΣ 

ΧΡΩΜΑΤΙΝΗΣ 
 

Παπαµαρκάκη Θ.* 
 

Εργαστήριο Βιολογικής Χηµείας, Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων 
 
Τα τελευταία χρόνια, έχει µελετηθεί εκτενώς ο ρόλος της δοµής της 
χρωµατίνης στη ρύθµιση της µεταγραφής. Οι συνδετικές ιστόνες H1 
συνδέονται δυναµικά στα νουκλεοσώµατα στο σηµείο εισόδου/εξόδου του 
DNA και επάγουν το σχηµατισµό δοµών χρωµατίνης ανώτερης τάξης (1). 
Κατά συνέπεια, η ρύθµιση της σύνδεσης/αποσύνδεσης αυτών των 
πρωτεϊνών καθορίζει τη δυνατότητα πρόσβασης του νουκλεοσωµικού DNA 
σε µεταγραφικούς παράγοντες. Πυρηνικές πρωτεϊνες που περιέχουν 
πολυγλουταµικές περιοχές (πολυΕ-πρωτεϊνες ) συνδέονται µε την ιστόνη 
H1 και επηρεάζουν την αλληλεπίδραση της H1 µε τη χρωµατίνη (3, 4). Η 
υπερέκφραση αυτών των πρωτεϊνών στα κύτταρα αυξάνει τη δυνατότητα 
πρόσβασης της χρωµατίνης σε πέψη µε µικροκκοκική νουκλεάση και 
προκαλεί αποσυµπύκνωση της χρωµατίνης. Τα αποτελέσµατά µας 
προτείνουν έναν ρόλο των πολυ-Ε πρωτεϊνών στη ρύθµιση της δοµής 
χρωµατίνης και της γονιδιακής έκφρασης (5). 
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CHROMATIN PROTEINS CONTAINING POLYACIDIC 
STRETCHES: INVOLVEMENT IN THE REGULATION OF 

STRUCTURE AND FUNCTION OF CHROMATIN 
 
                                            Papamarcaki Th.** 
 

Laboratory of Biological Chemistry, Medical School, University of Ioannina, 451 10 
Ioannina, Greece. 

 
In recent years, the connection between chromatin structure and its 
transcriptional activity has attracted considerable experimental effort. H1 
linker histones bind to nucleosomes in a dynamic fashion and prevent the 
unpeeling of DNA from the histone surface at the point of entry of the DNA 
into the nucleosome (1). Thus, controllable binding/displacement of these 
proteins to the nucleosome entry/exit point determines the accessibility of 
the nucleosomal DNA to the transcriptional machinery and creates 
‘windows of opportunity’ for either ‘opening’ or ‘closing’ factors to bind. 
Nuclear proteins containing long polyglutamic stretches (poly-E proteins) 
bind to histone H1 and modulate the interaction of H1 with chromatin (3, 4). 
Overexpression of these proteins in HeLa cells increases the accessibility of 
chromatin to micrococcal nuclease digestion and induces global chromatin 
decondensation. Measurement of the polyE-proteins mobility by 
fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) indicates that they 
move very rapidly throughout the cell nucleus (4). Our data propose a role 
of poly-E proteins in the regulation of higher-order chromatin structure and 
point to their involvement in gene regulation (5). 
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ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ ΑΚΙΝΗΤΟΠΟΙΗΣΗΣ ΒΙΟΚΑΤΑΛΥΤΩΝ 
ΓΙΑ ΤΗΝ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΚΑΥΣΙΜΗΣ ΚΑΙ ΒΙΟΜΗΧΑΝΙΚΗΣ 

ΑΛΚΟΟΛΗΣ ΣΕ ΒΙΟΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΑ ∆ΙΑΛΕΙΠΟΝΤΟΣ ΕΡΓΟΥ 
  

Παπανικολάου Β., Καλιάφας Α. 
 

Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Πατρών, 26500, Ρίο Πατρών 
 
Η βιοαιθανόλη παράγεται από την αλκοολική ζύµωση σακχαρούχων, 
αµυλούχων και κυτταρινούχων πρώτων υλών. Η χρήση της ως εναλλακτικό 
καύσιµο (βιοκαύσιµο), µπορεί να συµβάλει σηµαντικά στην µείωση της 
ατµοσφαιρικής ρύπανσης. Στην βιοτεχνολογική παραγωγή αιθανόλης έχει 
µελετηθεί εκτεταµένα η χρήση ακινητοποιηµένων κυττάρων, ως µέσο για 
τη αύξηση της παραγωγικότητας των ζυµώσεων. Στην παρούσα εργασία 
µελετήθηκε η προοπτική αξιοποίησης ενός φυσικού υλικού, ως φορέα 
ακινητοποίησης των κυττάρων της ζύµης για την παραγωγή βιοαιθανόλης. 
Ο φορέας αυτός (ελίφη) αποτελεί το εσωτερικό του αποξηραµένου καρπού 
του φυτού Luffa cylindrica και συνιστά ένα ινώδες πλέγµα. Σε όλα τα 
πειράµατα µε βιοαντιδραστήρες διαλείποντος έργου, παρουσία της ελίφης η 
παραγωγικότητα σε αιθανόλη αυξήθηκε σηµαντικά και µάλιστα σε 
ορισµένες περιπτώσεις διπλασιάστηκε σε σχέση µε τις αντίστοιχες ζυµώσεις 
απουσία του φορέα. Η βελτίωση είναι ιδιαίτερα σηµαντική σε διαλύµατα 
υψηλής αρχικής πυκνότητας σακχάρων (> 18 oBe), στα οποία τα κύτταρα 
της Saccharomyces cerevisiae, απουσία του φορέα αδυνατούν να 
αξιοποιήσουν το µεγαλύτερο ποσοστό των διαθέσιµων σακχάρων. Η θετική 
επίδραση της ελίφης, παρουσίασε σταθερότητα κατά την χρήση του ίδιου 
φορέα σε διαδοχικές ζυµώσεις, γεγονός που αποτελεί ένα επιπλέον θετικό 
στοιχείο που αφορά στη διαχρονική χρήση του. Η ακινητοποίηση των 
κυττάρων στον φορέα, µελετήθηκε µε παρατήρηση σε ηλεκτρονικό 
µικροσκόπιο σάρωσης (SEM). Επιβεβαιώθηκε πώς η επιφάνεια του φορέα 
καλύφθηκε από ένα εκτεταµένο βιολογικό υµένιο βιοκαταλύτη, το οποίο 
αυξάνει σηµαντικά και µε µικρό κόστος την παραγωγικότητα του 
βιοαντιδραστήρα. Συµπερασµατικά, η ελίφη φαίνεται ότι συγκεντρώνει 
σηµαντικά πλεονεκτήµατα για να αποτελέσει η χρήση της µια ουσιαστική 
πρόταση για βελτίωση της τεχνολογίας παραγωγής βιοαιθανόλης. 
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CELL IMMOBILIZATION SUPPORTS AND METHODS FOR 
APPLICATION IN FUEL AND INDUSTRIAL ALCOHOL 

PRODUCTION 
 

Papanikolaou V., Kaliafas A. 
 

Department of Biology, University of Patras, 26500, Rio, Patras 
 
Bioethanol is produced by the alcoholic fermentation process of sugar-
containing, starchy and cellulosic raw materials. Its use as an alternative fuel 
(biofuel) could significantly contribute in air pollution reduction. 
Considerable amount of research has been carried out to develop new, 
highly efficient fermentation processes. One such area that has received 
great attention has been the use of immobilized cell systems. In the present 
study, we investigated the perspective to use a new natural material as a 
carrier for yeast cell immobilization. This material is Loofa sponge, 
consisting of a fibrous network and obtained from the matured dried fruit of 
Luffa cylindrica. All batch fermentations that carried out in the presence of 
loofa sponge, had enhanced productivities (even 100% increase related to 
the fermentations without the carrier). This was more intense at high sugar 
densities (18 oBe). The positive effect of loofa sponge showed significant 
viability, when the same carrier was used in repeated batch fermentations. 
Cell immobilization on the carrier, was confirmed after observation in 
Scanning Electron Microscope. Carrier’s surface was covered by layers of 
biocatalyst (biofilm). Consequently, it was demonstrated that loofa sponge 
assembles enough advantages in order to constitute an effective suggestion, 
to improve the alcohol production technology. 
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ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΜΕΜΒΡΑΝΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΣΤΑ ΓΟΝΙ∆ΙΩΜΑΤΑ 
ΤΩΝ ΘΕΤΙΚΩΝ ΚΑΙ ΑΡΝΗΤΙΚΩΝ ΚΑΤΑ GRAM ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ 

 
Παπανικολοπούλου Β.Π., Τσιρίγος Κ.∆., Μπάγκος Π.Γ. 

και Σ.Ι. Χαµόδρακας 
 

Τοµέας Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 
Πανεπιστηµιόπολη Αθήνα 157 01 

 
Οι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες, αποτελούν περίπου το 25-30% όλων των 
πλήρως προσδιορισµένων γονιδιωµάτων και επιτελούν µια σειρά από 
βιολογικά σηµαντικές λειτουργίες.  Η πολυπληθέστερη οµάδα αυτών, είναι 
οι α-ελικοειδείς διαµεµβρανικές πρωτεΐνες, οι οποίες διαπερνούν τη 
λιπιδική διπλοστιβάδα µε τη µορφή υδρόφοβων α-ελίκων. Για την 
πρόγνωση της δοµής και της τοπολογίας των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών 
έχουν αναπτυχθεί µια σειρά από υπολογιστικές τεχνικές, των οποίων η 
λειτουργία βασίζεται σε Νευρωνικά ∆ίκτυα, σε στατιστικές αναλύσεις, ή σε  
Hidden Markov Μodels. Αντικείµενο µελέτης µας αποτέλεσαν οι 
διαµεµβρανικές πρωτεΐνες της εσωτερικής (κυτταρικής) µεµβράνης των 
αρνητικών αλλά και των θετικών κατά Gram βακτηρίων.  Στην παρούσα 
ανάλυση χρησιµοποιήθηκαν οι αλγόριθµοι πρόγνωσης: PRED-CLASS, 
MEMSAT, HMMTOP και PrediSi. Από την ανάλυση 194 πλήρως 
προσδιορισµένων βακτηριακών γονιδιωµάτων (129 αρνητικών, 65 θετικών 
κατά Gram), ένα σηµαντικό εύρηµα είναι ο εντοπισµός µιας σηµαντικής 
διαφοράς στην κατανοµή των πρωτεϊνών µε διαφορετικό αριθµό 
διαµεµβρανικών τµηµάτων. Συγκεκριµένα, βρέθηκε ότι στα θετικά κατά 
Gram βακτήρια, οι πρωτεΐνες µε 6 διαµεµβρανικά τµήµατα είναι σηµαντικά 
περισσότερες από ότι στα αρνητικά κατά Gram. Το γεγονός αυτό πρέπει να 
διερευνηθεί καθώς 6 διαµεµβρανικά τµήµατα απαντώνται σε διάφορες 
οικογένειες διαµεµβρανικών µεταφορέων οι οποίες σχετίζονται µε 
πρόσληψη ουσιών από τα βακτήρια. Γενικότερες διαφορές σε άλλες 
παραµέτρους (µήκη διαµεµβρανικών τµηµάτων, κατανοµές αµινοξέων κλπ) 
δεν παρατηρήθηκαν.  Παρατηρήθηκε τέλος, µια διαφορετική συσχέτιση του 
λόγου των αµινοξέων (V+A)/(F+I) στα διαµεµβρανικά τµήµατα, µε το λόγο 
των νουκλεοτιδίων (G+C)/(A+T) σε ολόκληρο το γονιδίωµα.  Οι διαφορές 
αυτές πρέπει να ερευνηθούν περαιτέρω, αλλά πιθανόν να οφείλονται στη 
διαφορετική σύσταση των µεµβρανών σε λιπίδια και κατ’ επέκταση σε 
διαφορές στην υδροφοβικότητα της µεµβράνης. 
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COMPARISON OF MEMBRANE PROTEINS IN THE COMPLETE 
GENOMES OF GRAM-POSITIVE AND GRAM-NEGATIVE 

BACTERIA 

 

Papanikolopoulou V.P., Tsirigos K.D., Bagos P.G.,  
and S.J. Hamodrakas  

 
Department of Cell Biology and Biophysics, Faculty of Biology, University of Athens, 

Athens 157 01 
 
Transmembrane proteins constitute roughly 25-30% of all completely 
sequenced genomes and are responsible for a wide range of biologically 
important functions. The majority of these are the α-helical transmembrane 
proteins that span the lipid bilayer with segments formed by hydrophobic 
helices (isolated or in the form of a bundle). For the prediction of the 
structure and topology of transmembrane proteins, a series of computational 
methods have been developed, based on Neural Networks, statistical 
analyses, or Hidden Markov Models.  The aim of this work was to perform 
a computational study of the transmembrane proteins located at the inner 
(cellular) membrane of the Gram-negative as well as the Gram-positive 
bacteria. In the present analysis we used the following prediction 
algorithms: PRED-CLASS, MEMSAT, HMMTOP and PrediSi.  From the 
analysis of 194 completely sequenced genomes (129 of Gram-negative and 
65 of Gram-positive bacteria), an important finding is the discovery of 
significant differences in the distribution of proteins with certain number of 
transmembrane segments. In particular, it was found that in the Gram-
positive bacteria, the proteins with 6 transmembrane segments are 
significantly more abundant that in the Gram-negative ones. This is 
something that should be investigated further since various families of 
transmembrane carriers that are related with the import of substances into 
the bacterial cells, are known to possess 6 transmembrane segments.  
Significant differences in other studied parameters (length of trans-
membrane segments, distribution of amino-acids etc) were not observed.  
Finally, a difference in the correlation of the amino-acids ratio (V+A)/(F+I) 
in the transmembrane segments, with the nucleotide ratio (G+C)/(A+T) in 
the entire genome was observed.  These differences should be investigated 
further, but they are likely due to the different composition of membranes in 
lipids and subsequently to differences in the membrane hydrophobicity.  



ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 
ΠΡΑΚΤΙΚΑ 28ου Επιστηµονικού Συνεδρίου, Ιωάννινα, Μάιος 2006 

 

323 

ΟΙ ‘ΑΡΧΙΤΕΚΤΟΝΙΚΟΙ’ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ BmHMGA ΚΑΙ BmCHD1 
ΑΝΑΓΝΩΡΙΖΟΥΝ ΕΙ∆ΙΚΑ ΚΑΙ ΠΡΟΣ∆ΕΝΟΝΤΑΙ ΙΣΧΥΡΑ ΣΕ CIS-
ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΤΩΝ ΥΠΟΚΙΝΗΤΩΝ ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ ΤΟΥ ΧΟΡΙΟΥ ΤΟΥ 

ΜΕΤΑΞΟΣΚΩΛΗΚΑ 
 

Παπαντώνης Α., Κωνσταντινίδης Ν. και Ρ. Λεκανίδου  
 

Τοµέας Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό και Καποδιστριακό 
Πανεπιστήµιο Αθηνών,15701 Αθήνα 

 
Τα γονίδια που κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες του χορίου στο µεταξοσκώληκα 
Bombyx mori εµφανίζουν αυστηρή εξειδίκευση σε ότι αφορά στον ιστό και 
το χρόνο έκφρασής τους. Εκφράζονται κατ’ αποκλειστικότητα στα 
επιθηλιακά κύτταρα που περιβάλλουν το αναπτυσσόµενο ωοθυλάκιο και η 
διαδοχή της µεταγραφικής τους ενεργοποίησης ακολουθεί ένα καλά 
καθορισµένο αναπτυξιακό πρότυπο. Ο µοριακός µηχανισµός που ελέγχει τη 
συγκεκριµένη αλληλουχία γεγονότων φαίνεται πως εξαρτάται από τη δράση 
γενικών µεταγραφικών παραγόντων και σκοπός της παρούσας εργασίας 
είναι να µελετήσει τη συµµετοχή επιπλέον πρωτεϊνικών µορίων. Οι 
παράγοντες BmHMGA και BmCHD1 εµφανίζουν υψηλή οµολογία µε 
πρωτεΐνες ‘αρχιτεκτονικού’ και ‘ρυθµιστικού’ χαρακτήρα. Πρόκειται για 
µόρια µε δυνατότητες αναδόµησης χρωµατινικών δοµών και επαγωγής 
αλλαγών στη διαµόρφωση του δίκλωνου DNA µέσω κάµψης. Οι εν λόγω 
πρωτεΐνες εκφράστηκαν ως προϊόντα σύντηξης σε ετερόλογο βακτηριακό 
σύστηµα και υπέστησαν µερικό καθαρισµό. Ακολούθησαν πειράµατα 
αλληλεπίδρασης DNA-πρωτεϊνών in vitro, όπου παρατηρήθηκε ισχυρή και 
ειδική αλληλεπίδρασή τους µε τµήµατα υποκινητών των γονιδίων του 
χορίου. Σηµειώνεται δε η δυνατότητά τους να προσδένονται συνεργατικά σε 
θέσεις των υποκινητών, ισχυροποιώντας περαιτέρω την αλληλεπίδραση. Τα 
πειραµατικά αυτά δεδοµένα, σε συνδυασµό µε τα πρότυπα έκφρασης των 
δύο παραγόντων, συνιστούν ισχυρές ενδείξεις για τη συµµετοχή τους στους 
µοριακούς µηχανισµούς ρύθµισης της έκφρασης των γονιδίων του χορίου 
και επιβάλλουν τη διευκρίνιση του ρόλου τους. 
 
Η ερευνητική προσπάθεια υποστηρίζεται από το πρόγραµµα ΠΕΝΕ∆ 2003 (03Ε∆ 124). 
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‘ARCHITECTURAL’ PROTEINS BmHMGA AND BmCHD1 
RECOGNIZE SPECIFICALLY AND BIND STONGLY TO 

SILKMOTH CHORION GENE PROMOTER CIS-ELEMENTS 
 

Papantonis A., Constandinides N., and R. Lecanidou  
 

Dept. of Biochemistry and Mol. Biology, Faculty of Biology, National and Kapodistrian 
University of Athens, 15701 Greece 

 
Genes that code for silkmoth Bombyx mori chorion proteins demonstrate 
strict specificity as regards their tissue and temporal expression. Being 
expressed solely in the follicular cells surrounding the developing oocyte, 
their transcriptional activation is consistent with a developmentally defined 
profile. The molecular mechanisms that underlie this sequence of events 
implicate specific general transcription factors and this study aims at the 
identification of additional proteins involved in this process. The BmHMGA 
and BmCHD1 factors are highly homologous to proteins of both 
‘architectural’ and ‘regulatory’ nature, that are capable of remodeling 
chromatin structure and inducing bending to double-stranded DNA. These 
two silkmoth factors were expressed as fusion products in a heterologous 
bacterial system and affinity purified. Consequently, they were used in 
DNA-protein interaction assays in vitro, where specific and high affinity 
binding to chorion gene promoter fragments was observed. Synergistic 
binding of even higher affinity should be noted. The above data, in 
correlation to their expression patterns, comprise strong evidence for their 
implication in the chorion gene regulation cascade. 
 

This study is supported by a PENED 2003 grant (03ED 124) 
 
 



ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 
ΠΡΑΚΤΙΚΑ 28ου Επιστηµονικού Συνεδρίου, Ιωάννινα, Μάιος 2006 

 

325 

Η ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΤΟΥ ΓΟΝΟΤΥΠΟΥ VN1R1 1a/1a ΣΤΟΝ ΑΝΘΡΩΠΟ 
ΣΧΕΤΙΖΕΤΑΙ ΜΕ ΤΟ ΦΥΛΟ ΣΤΟΝ ΕΛΛΗΝΙΚΟ ΠΛΗΘΥΣΜΟ 

 
Παπαχατζοπούλου Α.1, Μητρόπουλος Κ.2, Κολονέλου Χ.1,  

Μενούνος Π.Γ.3, Πατρινός Γ.Π.2,4 
 

1Πανεπιστήµιο Πατρών, Ιατρικό Τµήµα, Εργαστήριο Γενικής Βιολογίας, Πάτρα,  2 Asclepion 
Genetics, Lausanne, Ελβετία. 3 Σχολή Αξιωµατικών Νοσηλευτικής, Ερευνητικό Εργαστήριο, 

Βύρωνας, Αθήνα, 4 Erasmus MC, Faculty of Medicine and Health Sciences, MGC-
Department of Cell Biology and Genetics, Rotterdam, Ολλανδία 

 
Οι φερορµόνες είναι χηµικές ουσίες, οι οποίες εκπέµπονται από τους 
ζωντανούς οργανισµούς και λειτουργούν ως σήµατα µεταξύ ατόµων του 
ιδίου είδους. Στα έντοµα και στα θηλαστικά έχουν βρεθεί πολλά γονίδια για 
τους υποδοχείς τους, ενώ στον άνθρωπο έχει βρεθεί µόνον ένα τέτοιο 
λειτουργικό γονίδιο. Το γονίδιο αυτό είναι το VN1R1, που κωδικοποιεί, 
θεωρητικά, µία διαµεµβρανική πρωτεΐνη µε επτά έλικες. Το µετάγραφο του 
VN1R1 ανιχνεύεται σε οσφρητικά-νευροενδοκρινή κύτταρα, που 
εδράζονται στη βάση των εσωτερικών ρινικών κοιλοτήτων και µεταφέρουν 
µηνύµατα, µέσω του άξονα τους από το βλεννώδες επιθήλιο στον ινιο-
οσφρητικό βολβό. Για να µελετήσουµε εάν υπάρχουν διαφορές µεταξύ των 
δύο αλληλοµόρφων (1a, 1b) του VN1R1 γονιδίου, και αν αυτές οι διαφορές 
σχετίζονται µε το φύλο, πραγµατοποιήσαµε µία µελέτη, η οποία 
περιελάµβανε 77 άτοµα από τον Ελληνικό πληθυσµό. Στη παρούσα µελέτη 
βρέθηκε, ότι αν και τα δύο αλληλόµορφα VN1R1 1a /1b προσδιορίστηκαν 
στα χρωµοσώµατα ανδρών και γυναικών σε συχνότητες 31,3/27,0% και 
68,7/73,0% αντίστοιχα, ο γονότυπος 1a/1a δεν παρατηρήθηκε ποτέ στις 
γυναίκες. Αντίθετα ο γονότυπος 1a/1a  βρέθηκε στους άνδρες σε παρόµοια 
αναλογία αναµενοµένων /παρατηρηθέντων ατόµων, µε βάση την ισορροπία 
Hardy–Weinberg. Με δεδοµένη την ισοκατανοµή των συχνοτήτων των δύο 
αλληλοµόρφων, στους άνδρες και στις γυναίκες και την υποθέση ότι οι 
λειτουργικές ιδιότητες των δύο τύπων των αλληλοµόρφων που παράγουν 
την VN1R1 πρωτεΐνη είναι διαφορετικές, και µε βάση την προσοµοίωση 
της διαµόρφωσης της πρωτεΐνης µε το λογισµικό ΤΜΗΜΜ, η απουσία 
οµόζυγων 1a/1a γυναικών, είναι πιθανόν να σχετίζεται µε ξεχωριστή, 
εξαρτώµενη από το φύλο, συµπεριφορά. 
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GENDER-SPECIFIC ASSOCIATION OF HUMAN VN1R1 1a/1a 
GENOTYPE IN THE HELLENIC POPULATION 

 
 Papachatzopoulou A.1, Mitropoulos C.2, Kolonelou Chr.1,  

Menounos P.G.3, Patrinos G.P.2,4 

 
1University of Patras, School of Medicine, Department of General Biology, Patras, Greece, 
2Asclepion Genetics, Lausanne, Switzerland, 3Nursing Military Academy, Laboratory of 
Research, Vironas, Athens, Greece, 4Erasmus MC, Faculty of Medicine and Health 
Sciences, MGC-Department of Cell Biology and Genetics, Rotterdam, The Netherlands 

 
Pheromones are water-soluble chemicals used as signals that provide 
information about gender, dominance and reproduction within individuals of 
the same species, while they elicit profound neuroendocrine and 
physiological changes. Although multiple functional pheromone receptor 
genes are present in insects and mammals, there is only one such gene found 
to be functional in humans, namely the VN1R1 gene, encoding for a putative 
seven-transmembrane protein and whose transcripts are found in the human 
olfactory mucosa. We have undertaken a large mutation screening approach 
in 77 (40 males and 37 females) adult individuals from the Hellenic 
population to investigate whether the allelic differences, present in the 
VN1R1 gene, are gender-specific. We found that, although both VN1R1 1a 
and 1b alleles are found in chromosomes of male and female subjects at a 
(male/female) frequency of 31.3/27.0% respectively, the 1a/1a genotype has 
never been observed in our female group, contrary to what is expected. On 
the other hand, the number of observed male subjects, bearing the VN1R1 
1a/1a genotype, was similar to the one expected, as calculated by Hardy–
Weinberg equilibrium. Those allelic differences potentially cause minor 
changes in the protein conformation and its transmembrane domains, as 
simulated by the TMHMM software. Given the more or less equal of 1a and 
1b allelic frequencies in both male and female subjects and assuming that 
the functional properties of the two allelic forms of the VN1R1 protein are 
different, based on the protein conformation simulation, our data suggest 
that the absence of female subjects in the Hellenic population, bearing the 
1a/1a   genotype, may correlate with distinct gender-specific behaviour.  
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ΕΛΕΓΧΟΣ ΤΟΥ ΑΡΙΘΜΟΥ ΑΝΤΙΓΡΑΦΩΝ ΤΟΥ ΟΓΚΟΓΟΝΟΥ 
ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΟΥ Ti ΤΟΥ Agrobacterium tumefaciens ΑΠΟ ΠΛΑΣΜΙ-
∆ΙΑΚΟΥΣ ΚΑΤΑΣΤΟΛΕΙΣ ΚΑΙ ΕΞΩΚΥΤΤΑΡΙΑ ΣΗΜΑΤΑ 

Παππά K.M.* 
Τοµέας Γενετικής και Βιοτεχνολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 

Πανεπιστηµιούπολη 15701, Αθήνα 

To πλασµίδιο Ti του A. tumefaciens ευθύνεται για την ογκογένεση στα φυτά µέσω µεταφοράς 
DNA, ενώ πολλά από τα µοριακά συστατικά του µηχανισµού αυτού χρησιµοποιούνται ευρύτατα 
στη σύγχρονη φυτική βιοτεχνολογία. Το Ti σε κανονικές συνθήκες βρίσκεται σε ένα αντίγραφο 
ανά κύτταρο, ενώ στον αυστηρό έλεγχο των αντιγράφων του βρέθηκε να παίζουν βασικό 
ρυθµιστικό ρόλο οι δύο πρώτες πρωτεΐνες, RepA και RepB, του repABC συνεργιώµατος 
αναδιπλασιασµού και καταµερισµού του πλασµιδίου. Οι RepA και RepB είναι µέλη οικογένειας 
πρωτεϊνών που συνεργάζονται για τον ακριβή καταµερισµό πλασµιδίων, φάγων και 
χρωµοσωµάτων στα διαιρούµενα βακτηριακά κύτταρα, η πρώτη ως αυτoκαταστολέας και 
ATPάση, και η δεύτερη προσδενόµενη σε περιοχές κεντροµεριδιακής φύσεως. Tο γονίδιο repC 
του repABC συνεργιώµατος εκφράζει τη ρεπλικάση του Ti πλασµιδίου και η ρύθµιση αυτής, 
όπως και όλου του συνεργιώµατος, φάνηκε να εξαρτάται από καταστολή από τη RepA in cis και 
από συνδυασµό δράσης των RepA και RepB in trans. Εξίσου, η πρόσδεση της RepA σε DNA in 
vitro αποδείχτηκε να αυξάνεται παρουσία τόσο της RepB όσο και δι- ή τρι-φωσφορικής 
αδενοσίνης και καλύπτει περιοχή τουλάχιστον 70 βάσεων καθοδικά του κύριου υποκινητή του 
repABC συνεργιώµατος. Ο τελευταίος, σε αντιδιαστολή από την καταστολή που υπόκειται από 
τις RepA/RepB πρωτεΐνες, βρέθηκε να ενεργοποιείται από δύο συστήµατα µετάδοσης σήµατος: 
α) από σύστηµα quorum sensing (qs), που σε υψηλές πυκνότητες βακτηριακών κυττάρων οδηγεί 
σε ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα TraR, και β) από το δυαδικό σύστηµα µεταγωγής 
σήµατος VirA/VirG, που ανταποκρίνεται στην παρουσία ακετοσυριγκόνης ή άλλων φαινολικών 
ουσιών, εκλυόµενων από τραυµατισµένα φυτά, οι οποίες επάγουν τελικά την ογκογένεση. Σε 
συνθήκες ενεργοποίησης ο µεταγραφικός παράγοντας VirG φωσφορυλιώνεται από την κινάση 
VirA, προσδένεται σε vir-box που προηγείται του κύριου repABC υποκινητή και ενεργοποιεί τη 
µεταγραφή. Αντίστοιχα, µετά από qs-επαγωγή σε πυκνούς πληθυσµούς βακτηρίων, ο 
µεταγραφικός ενεργοποιητής TraR, σε σύµπλοκο µε τη φεροµόνη 3-οξο-οκτανόϋλ-λακτόνη της 
οµοσερίνης, καταδείχτηκε να προσδένεται σε δύο tra-boxes ανοδικά του κύριου repABC 
υποκινητή και να ενεργοποιεί τρεις καινούργιους υποκινητές επιπρόσθετα του κύριου repABC 
υποκινητή. H µεταγραφική ενεργοποιήση από το vir ή το qs σύστηµα αποδείχτηκε αναλογικά 
εντονότερη παρουσία των RepA/RepB καταστολέων και τελικά καταλήγει σε αύξηση του 
αριθµού των αντιγράφων του Ti πλασµιδίου κατά 4 φορές (vir-ενεργοποίηση) ή κατά 8 φορές 
(qs-ενεργοποίηση), µε επακόλουθη αύξηση της ογκογένεσης σε ανώτερα φυτά. 

                                                 
* Προσκεκληµένη οµιλήτρια 
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COPY NUMBER CONTROL OF THE ONCOGENIC Ti PLASMID 
OF Agrobacterium tumefaciens BY PLASMID REPRESSORS AND 

EXTRACELLULAR SIGNALS 

Pappas K.M.* 
Department of Genetics and Biotechnology, Faculty of Biology, University of Athens, 

Panepistimiopolis, Athens 15701, Greece 
 

The Ti plasmid of A. tumefaciens is known to mediate DNA transfer and cause tumors in 
higher plants, whereas components of this mechanism are widely exploited nowadays in plant 
biotechnology. Under normal growth conditions, Ti is found in one copy per bacterial cell and 
this strict copy number control was proven to be exerted by the first two proteins, RepA and 
RepB, of the repABC replication and partitioning operon of the plasmid. RepA and RepB are 
members of a wide family of proteins collaborating in the proper partitioning of plasmids, 
phages and chromosomes in bacterial daughter cells, with RepA mostly acting as an 
autorepressor and an ATPase, and RepB as a centromere-binding protein. The repC gene of 
the repABC operon codes for the Ti replicase and its expression proved dependent on 
predominantly the RepA repressor in cis and both RepA and RepB in trans. RepA binding to 
DNA in vitro was found to increase in the presence of either RepB or adenosine di- and tri-
phosphates, and led to protection of a 70-bp operator region downstream of the immediate 
repABC promoter. The latter, contrary to undergoing repression by RepA/RepB, was proven 
activated by two separate signaling systems: i) a quorum sensing (qs) high-cell density-
dependent system which leads to activation of the transcriptional regulator TraR, and ii) a two 
component signal-transduction system mediated by the VirA/VirG phosphorelay proteins, 
known to respond to phenolic compounds such as acetosyringone, present in wounded plant 
exudates and inducing oncogenesis. Upon activation, the VirG transcriptional regulator 
undergoes phosphorylation by the VirA signal kinase, and VirG-P was shown to bind to a 
designated vir-box lying prior to the immediate repABC promoter and activate transcription. 
Likewise, at high-cell density (qs) conditions, TraR gets activated by its cognate inducing 
pheromone, 3-oxo-C8 HSL (OOHL), and the TraR(OOHL) complex proved to bind to two 
separate tra-boxes further upstream of the main repABC promoter and activate three new 
promoters and evidently the immediate repABC promoter, itself. The described 
transcriptional activation by the vir or qs system was more pronounced in the presence of the 
RepA/RepB repressors and resulted in Ti copy number increase of either 4-fold (vir-
activation) or 8-fold (qs-activation). The last ultimately leads to an increase in oncogenesis, as 
monitored with the use of plant-substrate assays. 

                                                 
* Invited speaker 
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ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΤΩΝ ΟΜΟΛΟΓΩΝ ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ TOY C/EBP ΚΑΙ 
ΤΗΣ ΒΙΤΕΛΛΟΓΕΝΙΝΗΣ 1 ΣΤΟ ∆ΙΠΤΕΡΟ BACTROCERA OLEAE 

 
Παππάς Β.1, Ντίνη Ε.2, Λεκανίδου Ρ.2, Κοµητοπούλου Κ.1 

 
1Τοµέας Γενετικής και Βιοτεχνολογίας, 2Τοµέας Βιοχηµείας και Μοριακής Βιολογίας, Τµήµα 

Βιολογίας, ΕΚΠΑ, Πανεπιστηµιόπολη 157 81 Αθήνα 
 

Η οικογένεια των CCAAT/Enhancer Binding Proteins (C/EBP) περιλαµ-
βάνει µεταγραφικούς παράγοντες µε δοµή φερµουάρ λευκίνης, οι οποίοι 
εµπλέκονται σε διάφορες κυτταρικές λειτουργίες, από τα σπονδυλωτά ως τα 
έντοµα. Στα  έντοµα, έχουν χαρακτηριστεί δύο οµόλογα των C/EBP, ένα 
στο γένος Drosophila και ένα στον µεταξοσκώληκα Bombyx mori. Στην  
Drosophila, το οµόλογο C/EBP καλείται slbo (slow border cells) και 
εµπλέκεται στην ωογένεση (βιτελλογένεση και µετανάστευση οριακών 
κυττάρων) και την βιωσιµότητα των εµβρύων. Στο Bombyx mori, το 
οµόλογο C/EBP παίζει ρόλο κατά την χοριογένεση. Στην παρούσα εργασία 
επιτελέστηκαν: α) η αποµόνωση του οµολόγου C/EBP παράγοντα από το 
δίπτερο Bactrocera oleae (∆άκος της ελιάς), µετά από σάρωση γενωµικής 
βιβλιοθήκης ∆άκου, β) η έκφρασή του σε ετερόλογο βακτηριακό σύστηµα 
και ο έλεγχος της παραχθείσας πρωτεΐνης µε πολυκλωνικό αντίσωµα για 
την SLBO πρωτεΐνη και γ) η αποµόνωση και χαρακτηρισµός ενός οµολόγου 
γονιδίου των βιτελλογενινών στο Bactrocera oleae, µέσω σάρωσης της 
αντίστοιχης γενωµικής βιβλιοθήκης. Από τα παραπάνω προέκυψε ότι το 
BoC/EBP, κωδικοποιεί ένα πολυπεπτίδιο µήκους 457 αµινοξέων που, στην 
συντηρηµένη βασική περιοχή, εµφανίζει οµολογία 88% µε την αντίστοιχη 
της Drosophila και 78% µε εκείνη του Bombyx mori. Το πολυπεπτίδιο που 
προέκυψε κατά την ετερόλογη έκφραση έχει ΜΒ 65 kDa. Τέλος, 
αποµονώθηκε το οµόλογο γονίδιο της βιτελ-λογενίνης 1 στο Bactrocera 
oleae, τόσο η κωδική αλληλουχία, όσο και ο υποκινητής, όπου βρέθηκαν 
πιθανές θέσεις πρόσδεσης του C/EBP. Η λειτουργική µελέτη του 
παράγοντα C/EBP πρόκειται, αφ’ ενός, να συνεισφέρει στην διαλεύκανση 
των µηχανισµών της ωογένεσης στα έντοµα, και αφ΄ετέρου, στην 
βιοτεχνολογική εκµετάλλευση της στειρότητας που ενδέχεται να προκύψει 
από καταστολή του γονιδίου C/EBP, στο οικονοµικής σηµασίας έντοµο 
Bactrocera oleae. 
 
Το έργο συγχρηµατοδοτείται από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο και Εθνικούς Πόρους 

(ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ) ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ ΙΙ και τον ΕΛΚΕ. 
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ISOLATION OF THE C/EBP AND VITELLOGENIN 1 HOMOLOGUES IN 
THE DIPTERAN SPECIES BACTROCERA OLEAE 

 
Pappas V.1, Ntini E.2, Lecanidou R.2, Komitopoulou K.1 

 
1Department of Genetics and Biotechnology, 2Department of Biochemistry and Molecular 

Biology, University of Athens. Panepistimiopolis 15784 Athens 
 

 The CCAAT/Enhancer Binding Proteins (C/EBP) family includes 
transcription factors that have the basic region/leucine zipper structure and 
are implicated in various cellular processes, from vertebrates to insects. In 
insects, two C/EBP homologues have been characterized, one in Drosophila 
and the other in the silkmoth Bombyx mori. In Drosophila, the C/EBP 
homologue is called slbo (slow border cells) and is implicated in oogenesis 
and embryonic lethality. In Bombyx mori, a role in choriogenesis has been 
attributed to the C/EBP homologue.  In this study are presented: a) isolation 
of a Bactrocera oleae C/EBP homologue, after a Bactrocera oleae genomic 
library screening, b) its expression in a heterologous bacterial system and 
confirmation of the produced polypeptide by Western blotting with a 
polyclonal anti-SLBO Drosophila antibody c) the isolation and 
characterization of a Bactrocera oleae vitellogenin homologue, after 
screening of the genomic library. The functional analysis of the C/EBP 
factor is expected to result in further elucidation of the insect oogenesis 
mechanisms, as well as in the biotechnological exploitation of the sterility 
that may arise, due to gene silencing, in the economical importance insect 
Bactrocera oleae.  

 
The project is co-funded by the European Social Fund and National Resources-(EPEAEK 

II) PYTHAGORAS II and ELKE 
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ΠΡΩΤΕΟΜΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΝΕΩΝ ΟΙΝΟΠΟΙΗΤΙΚΩΝ ΣΤΕΛΕΧΩΝ 
ΖΥΜΟΜΥΚΗΤΩΝ ΑΠΟ ΖΥΜΟΥΜΕΝΟ ΓΛΕΥΚΟΣ 

 
Παραπούλη Μ.1, Περυσινάκης Α.1, Χατζηλουκάς Ε.1, Φράγκος-
Λιβάνιος Λ.2, Σαµιωτάκη Μ.2, Παναγιώτου Γ.2, ∆ραΐνας Κ.1 

 
1Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, 45 110 Ιωάννινα, 2Ινστιτούτο Βιοιατρικών Ερευνών 

«Αλέξανδρος Φλέµινγκ », 16 672 Αθήνα E-mail:me00762@cc.uoi.gr 
 

Η διαρκώς αυξανόµενη κατανάλωση καθώς και η απαίτηση των 
καταναλωτών για οίνους υψηλής ποιότητας δηµιουργεί την ανάγκη για 
βελτιστοποίηση των βιοµηχανικών διεργασιών οινοποίησης µε στόχο 
πάντοτε την αρίστευση και σταθερότητα της ποιότητας. Για την επίτευξη 
αυτού του στόχου απαιτείται βελτίωση και συστηµατοποίηση της 
καλλιέργειας των αµπέλων αφ’ ενός αλλά και διαθεσιµότητα κατάλληλων, 
αποδοτικών και προσαρµοσµένων στελεχών οινοποιητικών ζυµοµυκήτων 
αφ’ ετέρου για τη βελτίωση των παραµέτρων της οινοποίησης. Παράλληλα, 
απαιτείται µελέτη µηχανισµών που ελέγχουν το άρωµα και τη γεύση του 
οίνου και παραµένουν ακόµα σε µεγάλο βαθµό άγνωστοι. Τα 
χαρακτηριστικά αυτά είναι θεµελιώδους σηµασίας τόσο για την ποιότητα 
του προϊόντος όσο και την ανταγωνιστικότητα των βιοµηχανιών 
οινοποίησης. Με βάση τα παραπάνω, οι στόχοι αυτής της εργασίας ήταν η 
αποµόνωση και η µοριακή ταυτοποίηση γηγενών στελεχών ζυµοµυκήτων 
καθώς και η ολοκληρωµένη πρωτεοµική ανάλυση της ζύµωσης του 
γλεύκους. Έχουν ταυτοποιηθεί πέντε γηγενή οινοποιητικά στελέχη που 
ανήκουν στο είδος Saccharomyces cerevisiae. Από αυτά το Ζ622 δίνει οίνο 
µε το πλουσιότερο αρωµατικό δυναµικό ακόµα και σε σύγκριση µε 
εµπορικό µίγµα οινοποίησης όπως αποδεικνύει η ανάλυση µε αέρια 
χρωµατογραφία. Επίσης έχουν αποµονωθεί και ταυτοποιηθεί, µε βάση τις  
ITS1-5.8S-ITS2 και D1/D2-26S rDNA αλληλουχίες, στελέχη µε β-
γλυκοζιτική δράση που ανήκουν στα είδη: Hanseniaspora gulliermondii, 
Pichia anomala, Rhodotorula mecilaginosa καθώς και ένα νέο στέλεχος του 
γένους Metschnikowia. Επιπλέον, έχει ολοκληρωθεί η πρωτεϊνική 
χαρτογράφηση της ζύµωσης µε Ζ622 και έχουν εντοπιστεί η δεοξυγονάση 
της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης, η ενολάση-2 και η σουλφυδρυλάση της 
Ο-ακετυλο-σερίνης/Ο-ακετυλο-οµοσερίνης,   πρωτεΐνες  που επάγονται 
µόνο στο αρχικό στάδιο της ζύµωσης του γλεύκους.  
 

(Χρηµατοδότηση: ΠΕΝΕ∆ 2003-ΓΓΕΤ) 
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The quality of wines depends on two major parameters: must quality and 
variety of microbial communities. Must quality is a result of vine 
cultivation, physiology and weather conditions. Microbial populations are 
diverse mixtures of prokaryotic and lower eukaryotic microorganisms, the 
population of which varies every year, it is influenced also by the same 
parameters and it is mostly uncontrollable. Baring in mind that the final 
product of must fermentations is a result of microbial transformations of 
chemical precursors present in the must, we realize that all quality 
parameters of wine depend on in essence on microbial activities during 
fermentation and maturation. Modern wine industries world wide have 
focused on the development of starter cultures from wild wine yeast, used to 
speed up fermentation and reduce dominance of undesired microbes that 
could degrade quality. In these frames, the objectives of this work were the 
genetic screening, typing and collection of indigenous wine yeast strains and 
the complete analysis of proteins expressed during must fermentations. Five 
yeast strains were isolated, belonging to Saccharomyces cerevisiae species. 
One of them, Z622, produced wine with the richest aromatic bouquet, even 
in comparison with commercially available yeast inocula. In addition, yeast 
strains with β-glucosidase activity were isolated and identified on the basis 
of ITS1-5.8S-ITS2 and 26S rRNA nucleotide sequences, as Hanseniaspora 
gulliermondii, Pichia anomala, Rhodotorula mecilaginosa and a new strain 
of Metschnicowia sp. Proteomic analysis of Z622 during must fermentation 
indicated that proteins with catalytic activity of glyceraldehydes-3-
phosphate dehydrogenase, enolase-2 and O-acetylserine/ O-
acatylhomoserine sulfhydrylase are induced at early stages of fermentation. 
 

This work was supported financially by PENED 2003 (GSRT). 
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ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΠΟΙΚΙΛΟΤΗΤΑΣ ΚΑΙ ΑΝΤΙΜΙΚΡΟΒΙΑΚΗΣ 
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Τα Ακτινοβακτήρια αποτελούν αντικείµενο έντονου ερευνητικού ενδια-
φέροντος, λόγω της ικανότητάς τους να παράγουν µία µεγάλη ποικιλία 
βιοτεχνολογικά σηµαντικών δευτερογενών µεταβολιτών. Το γένος των 
Στρεπτοµυκήτων επικρατεί µεταξύ των ακτονοβακτηρίων και παράγει το 80 
% των γνωστών φαρµάκων. Ενώ η ποικιλότητα των ακτινοβακτηρίων στα 
εδαφικά οικοσυστήµατα έχει µελετηθεί ευρύτατα, ελάχιστη είναι η 
πληροφόρηση για την ποικιλότητα τους στα υδάτινα ιζήµατα. Επιπλέον, αν 
και οι Στρεπτοµύκητες εξακολουθούν να αποτελούν µία ανεξάντλητη πηγή 
βιοενεργών ουσιών,  απαιτούνται συµπληρωµατικές τεχνικές αποµόνωσης 
ακτινοβακτηρίων, προκειµένου να ανακτηθούν από τα περιβαλλοντικά 
δείγµατα νέα στελέχη ακτινοβακτηρίων. Σκοπός της παρούσας µελέτης 
ήταν η αποµόνωση ακτινοβακτηρίων µε βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον από 
ιζήµατα δεξαµενών πόσιµου νερού και ο έλεγχος της αντιµικροβιακής 
δράσης των αποµονωθέντων στελεχών έναντι ευρέως χρησιµοποιούµενων 
µικροβιακών δεικτών. Εκλεκτικά και εµπειρικά θρεπτικά υποστρώµατα σε 
συνδυασµό µε ένα ευρύ φάσµα θερµοκρασιών επώασης και κατεργασίας 
του περιβαλλοντικού δείγµατος χρησιµοποιήθηκαν, ώστε να επιτευχθεί η 
ανάκτηση του µεγαλύτερου δυνατού αριθµού ακτινοβακτηρίων. Τα 
αποµονωθέντα στελέχη ταυτοποιήθηκαν ως ακτινοβακτήρια µε εφαρµογή 
της µεθόδου PCR και χρήση εξειδικευµένων µορίων εκκινητών για την 
ενίσχυση περιοχής του γονιδίου 16S rDNA των ακτινοβακτηρίων. Τα 
διαφορετικά στελέχη, όπως προέκυψαν µε βάση τα διαφορετικά πρότυπα 
που έδωσαν µε αντίδραση BOX PCR, ελέγχθηκαν ως προς την ικανότητα 
αναστολής της αύξησης παθογόνων µικροβιακών δεικτών.  
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STUDY OF THE DIVERSITY AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY 
OF ACTINOBACTERIA ISOLATED FROM FRESHWATER 

RESERVOIR SEDIMENTS 
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and A.D. Karagouni 
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The class of Actinobacteria is a major group of scientific research interest 
because of its ability to produce a vast range of biotechnologically important 
secondary metabolites. In fact, the genus Streptomyces alone accounts for a 
remarkable 80 % of the actinomycete natural products reported to date. 
However, while the diversity of actinobacteria in terrestrial environments 
has been extensively studied, little is known about their diversity in aquatic 
sediments. Furthermore, although Steptomyces continue to provide new 
bioactive products, techniques for the isolation of rare and novel 
actinomycete and the reduction of the re-isolation of strains producing 
known bioactive compounds are in demand. The aim of this study was the 
isolation of biotechnologically important actinobacteria from freshwater 
reservoir sediments and the screening of their antimicrobial activity against 
a number of widely used microbial indicators. Selective media combined 
with a wide range of incubation and treatment temperatures of the 
environmental samples were used, in order to increase the number of the 
recovered actinobacteria. The isolates were identified as actinobacteria with 
polymerase chain reaction (PCR) and the use of actinobacteria – specific 
primers for the amplification of a region of their 16S rDNA gene. All 
isolates were differentiated based on the fingerprinting patterns given in the 
BOX-PCR. Finally, the different identified strains were tested for their 
ability to inhibit the growth of the microbial indicators used.  
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ΟΙ ΠΡΩΤΕΙΝΕΣ HOMER ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΟΥΝ ΜΕ ΤΗΝ ΠΡΟ∆ΡΟΜΗ 
ΠΡΩΤΕΙΝΗ ΤΟΥ ΑΜΥΛΟΕΙ∆ΟΥΣ ΚΑΙ ΡΥΘΜΙΖΟΥΝ ΤΗΝ ΩΡΙΜΑΝΣΗ 

ΤΗΣ ΚΑΙ ΤΟΝ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟ ΤΗΣ 
 

Παρισιάδου Λ., Κρούστη Π., Ευθυµιόπουλος Σ. 
 

Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων & Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 157 84 
Πανεπιστηµιούπολης, Ιλίσια, Ελλάδα 

 
Η νόσος Alzheimer είναι µια προοδευτική νευροεκφυλιστική ασθένεια που 
χαρακτηρίζεται από την παρουσία στον εγκέφαλο νευροΐνιδιακών δεµατίων και 
αµυλοειδικών πλακών.  Το κύριο πρωτεϊνικό συστατικό των αµυλοειδικών πλακών 
είναι το Αβ πεπτίδιο (40 ή 42 αµινοξέων) το οποίο προκύπτει από την πρωτεολυτική 
επεξεργασία της πρόδροµης πρωτεΐνης του αµυλοειδούς (APP) από την β- και την 
γ-εκκριτάση (αµυλοειδογενές µονοπάτι). Αντίθετα µε την δράση των α- και γ- 
εκκριτασών δεν έχουµε παραγωγή του Αβ πεπτιδίου (µη αµυλοειδογενές µονοπάτι).  
Έχει δειχθεί ότι η πρωτεολυτική επεξεργασία της APP ρυθµίζεται µέσω της 
αλληλεπίδρασής της µε κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες.  Η APP φέρει στην 
κυτταροπλασµατική της ακολουθία το συντηρηµένο µοτίβο GYENPTY µέσω του 
οποίου πραγµατοποιείται η αλληλεπίδρασή της µε πρωτεΐνες που φέρουν 
ακολουθίες που αλληλεπιδρούν µε φωσφορική τυροσίνη (phosphor-tyrosine binding 
domain, PTB). Οι πρωτεΐνες Homer φέρουν στο άµινοτελικό τους άκρο την EVH1 
περιοχή που δοµικά ανήκει στην υπεροικογένεια των PTB  ακολουθιών. Η δοµική 
αυτή οµοιότητα µας ώθησε να ερευνήσουµε αν υπάρχει αλληλεπίδραση µεταξύ 
Homer και APP.  Τα αποτελέσµατα µας δείχνουν ότι οι Homer αλληλεπιδρούν µε 
την APP µέσω της EVH1 περιοχής. Έλλειψη του µεγαλύτερου µέρους της 
κυτταροπλασµατικής ακολουθίας της APP που συµπεριλαµβάνει το µοτίβο 
GYENPTY δεν επηρέασε την αλληλεπίδραση της µε τις πρωτεΐνες Homer.  Τα 
αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η αλληλεπίδραση µεταξύ APP και Homer 
µπορεί να είναι έµµεση. Η έκφραση των πρωτεϊνών Homer είχε σαν αποτέλεσµα 
την αναστολή της ωρίµανσης της APP και την µείωση της έκφρασης της στην 
κυτταρική επιφάνεια.  Παράλληλα, µειώθηκε σηµαντικά η έκκριση του πεπτιδίου 
Αβ και των λοιπών πρωτεολυτικών παραγωγών της ΑΡΡ. Η ρύθµιση της 
αλληλεπίδρασης της APP µε τις Homer µπορεί να αποτελέσει στόχο θεραπευτικών 
στρατηγικών που στοχεύουν στην µείωση της παραγωγής της Aβ. 
 
Αυτή η έρευνα χρηµατοδοτήθηκε από τα προγράµµατα του υπουργείου Παιδείας «Πυθαγόρας 

Ι & ΙΙ», του Πανεπιστηµίου Αθηνών «Καποδίστριας» και της Ευρωπαϊκής ένωσης 
«APOPIS». 
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Alzheimer’s disease is a progressive neurodegenerative disorder that is 
characterized by the presence of neurofibrillary tangles and amyloid plaques 
in the brain. Amyloid plaques consist primarily of Aβ peptides (40 or 42 
amino acid residues), which are produced by the sequential proteolysis of 
amyloid precursor protein (APP) by β –and γ- secretases (amyloidogenic 
processing). Alternatively, cleavage of APP by α- and γ- secretases prevents 
production of Aβ (non amyloidogenic processing).  A number of studies 
show that cytoplasmic proteins that possess the phosphotyrosine binding 
domain (PTB domain) interact with the conserved –GYENPTY- domain in 
the cytoplasmic tail of APP and modify its processing. Homer proteins 
possess an EVH1 domain in their N-terminus, which is structurally similar 
to the PTB domain. This similarity prompted us to examine whether there is 
interaction between Homer and APP. Our data shows that Homer and APP 
interact through the EVH1 domain. Deletion of a large part of the 
cytoplasmic tail of APP, including the GYENPTY motif, has no effect on 
the interaction with Homer proteins. This data shows that the interaction of 
APP and Homer could be indirect. Co-expression of Homers and APP 
results in inhibition of APP maturation and in reduction of its expression at 
the plasma membrane. In addition, generation of the Aβ peptide and of the 
other proteolytic products of APP was reduced. Regulation of the Homer-
APP interaction could be a target for therapeutic strategies aiming at 
reducing production of Aβ peptide. 
 
This research is funded by the Greek Ministry of Education grants “Pythagoras I & II”, the 
University of Athens grant “Kapodistrias”, European Grant APOPIS co-ordinated by the 

Verum foundation. 
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Ο ΡΟΛΟΣ ΤΩΝ BMPs ΣΤΗΝ ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΤΟΥ ΘΥΜΟΥ Α∆ΕΝΑ 
 

Πασσά Ο., Τσάλαβος Σ., Graf D. 
 

Ινστιτούτο Ανοσολογίας, Ερευνητικό Κέντρο Βιοïατρικών Επιστηµών ‘Αλ. Φλέµινγκ’, 166 72 
Βάρη 

 
Οι Οστικές Μορφογενετικές Πρωτεΐνες (BMPs) είναι φυλογενετικά συντηρηµένα 
µόρια µεταγωγής σήµατος  τα οποία ανήκουν στην υπεροικογένεια του αυξητικού 
παράγοντα µετασχηµατισµού β (TGF-β) και εµπλέκονται στις διαδικασίες 
ανάπτυξης και µορφογένεσης. Υπάρχουν σηµαντικές ενδείξεις ότι τα 
πυροδοτούµενα από τα BMPs µονοπάτια µεταγωγής σήµατος εµπλέκονται επίσης 
στην ανάπτυξη του θύµου καθώς και στη διαφοροποίηση των θυµοκυττάρων. 
Συγκεκριµένα, in vitro πειράµατα υποστηρίζουν ότι η BMP-4 και οι ανταγωνιστές 
της Chordin/Twisted Gastrulation (Tsg) ρυθµίζουν τη µετάβαση των θυµοκυττάρων 
από το DN2 στο DN3 στάδιο και από το DN4 στο διπλά θετικό στάδιο. Ωστόσο, 
ελάχιστα στοιχεία είναι γνωστά από in vivo πειράµατα. Προκειµένου να 
επιβεβαιώσουµε τα έως τώρα γνωστά από in vitro µελέτες αλλά και να 
διερευνήσουµε περαιτέρω τη λειτουργία των BMPs µοριακών σηµάτων στο θύµο, 
ακολουθούµε µια διττή προσέγγιση. Αρχικά, οριοθετούµε την έκφραση των BMPs 
και των ανταγωνιστών τους σε όλο το φάσµα του θύµου αδένα χρησιµοποιώντας 
ποντίκια µάρτυρες που εκφράζουν το lacZ στη θέση του ενδιαφερόµενου γονιδίου. 
Εν συνεχεία συνδιάζουµε αυτή την ανάλυση µε τεχνικές ανοσοϊστοχηµείας οι 
οποίες µας επιτρέπουν να αναγνωρίσουµε την προέλευση των κυττάρων καθώς και 
τους κυτταρικούς στόχους του σήµατος των BMPs. Τα στοιχεία µας επιβεβαιώνουν 
την έκφραση των BMPs στο θύµο και µάλιστα µε µια διαφορική κατανοµή 
ανάµεσα στο µυελό και το φλοιό του θύµου αδένα. Έπειτα, η έρευνα µας 
επικεντρώθηκε στους ανταγωνιστές των BMPs, όπως η Tsg, η Gremlin και η 
Noggin, η έκφραση των οποίων χαρτογραφήθηκε µε παρόµοιο τρόπο. Η ανάλυση 
µεµονωµένων υποπληθυσµών θυµοκυττάρων αποκάλυψε διακριτά πρότυπα 
έκφρασης στις διάφορες υπο-οµάδες. Επιπροσθέτως, σχεδιάζουµε να 
χρησιµοποιήσουµε προσεγγίσεις λειτουργικής γονιδιωµατικής για να 
προσδιορίσουµε τη λειτουργία αυτών των µορίων in vivo. Σε αυτό το σηµείο τα 
αποτελέσµατα µας υποδεικνύουν ότι τα ποντίκια στα οποία έχει απαλοιφεί το 
γονίδιο Tsg, παρουσιάζουν µερικό φραγµό ανάµεσα στα στάδια DN2/DN3 και 
DN4/SP, τα οποία επιβεβαιώνουν τα εώς τώρα in vitro πειράµατα. Η ανάλυση της 
έκφρασης των BMPs υποδηλώνει ότι τα συγκεκριµένα σήµατα πιθανότατα 
ρυθµίζουν τη φυσιολογία του θύµου πέραν των ήδη γνωστών και έιναι πλέον 
δυνατόν να τη διερευνήσουµε µε την ελεγχόµενη απαλοιφή γονιδίου.  
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Bone morphogenetic proteins (BMPs) are phylogenetically conserved 
signaling molecules that belong to the transforming growth factor (TGF)-β 
superfamily, and are involved in the cascades of body patterning and 
morphogenesis. There is good evidence that BMP signaling is also involved 
in thymopoiesis and thymocyte development, although in vivo data is 
largely missing. In vitro experiments have shown that BMP-4 and the 
antagonist pair Chordin/Twisted Gastrulation (tsg) regulate the transition of 
thymocytes from the DN2 to the DN3 stage and from the DN4 to the double 
positive stage. To confirm these data and probe for the wider function of 
BMP signals in the thymus we are using a two-pronged approach. On the 
one hand we delineate expression of various BMPs and their antagonists in 
the context of the whole thymus using gene reporter mice that express lacZ 
in lieu of the gene of interest. We combine this analysis with 
immunohistochemistry that allows us to identify cellular sources as well as 
cellular targets of BMP signaling. We find that various BMPs are expressed 
in the thymus with distinct distribution between medulla and cortex. 
Similarly, expression of BMP antagonists such as Twisted Gastrulation 
(Tsg), Gremlin and Noggin was also tested and their topological expression 
was uncovered. Analysis on sorted thymocytes sub-populations revealed 
distinct expression between various subsets. Additionally, we plan to use 
functional genomic approaches to delineate the function of these molecules 
in vivo. To this end we find that tsg knock-out mice display a partial block 
between the DN2/DN3 and the DN4/SP stages, which is in line with the 
results from in vitro experiments. Our expression analysis indicates that 
BMP signals must be regulating aspects of thymus biology beyond the ones 
described which we can now address using conditional gene targeting. 
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∆ΙΑ-ΕΙ∆ΙΚΗ ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΜΙΚΡΟ∆ΟΡΥΦΟΡΙΚΩΝ ∆ΕΙΚΤΩΝ ΤΗΣ 
ΜΕΣΟΓΕΙΑΚΗΣ ΜΥΓΑΣ Ceratitis capitata ΣΕ ΕΙ∆Η ΤΗΣ 
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Η οικογένεια Tephritidae των ∆ιπτέρων εντόµων περιλαµβάνει είδη µε 
µεγάλη οικονοµική σηµασία. Τα περισσότερα αποτελούν σηµαντικά 
παράσιτα γεωργικών καλλιεργειών προκαλώντας µεγάλες καταστροφές 
στην παραγωγή φρούτων και λαχανικών παγκοσµίως. Τα σηµαντικότερα 
παράσιτα ανήκουν στα γένη Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis, Dacus και 
Rhagoletis. Η µελέτη των ειδών αυτών στο επίπεδο της γενετικής και της 
µοριακής βιολογίας θα µπορούσε να συµβάλλει σηµαντικά στην ανάπτυξη 
µεθόδων βιολογικού ελέγχου των πληθυσµών τους. Με εξαίρεση τη 
Μεσογειακή µύγα, Ceratitis capitata, που θεωρείται ο καλύτερα 
µελετηµένος οργανισµός της οικογένειας, η πληροφορία για άλλα είδη είναι 
πολύ περιορισµένη. Στη παρούσα µελέτη εξετάσθηκε η πιθανότητα δια-
ειδικής ενίσχυσης µικροδορυφορικών δεικτών που αναπτύχθηκαν στο 
εργαστήριό µας για τη Μεσογειακή µύγα σε είδη των γενών Anastrephα, 
Bactrocera και Rhagoletis µε κύριο στόχο την ανάπτυξη κατάλληλων 
γενετικών δεικτών που θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν σε γενετικές ή 
και πληθυσµιακές µελέτες των ειδών αυτών. Από τους 108 
µικροδορυφορικούς δείκτες που αναλύθηκαν µέσω της PCR, οι 30 (27,7%) 
έδωσαν δια-ειδική ενίσχυση σε τουλάχιστον ένα από τα εξεταζόµενα είδη. 
Το µέγεθος των προϊόντων αυτών ήταν παρόµοιο ή και ταυτόσηµο µε το 
αναµενόµενο στη Μεσογειακή µύγα. Τα πρώτα αποτελέσµατα από την 
αλληλούχιση των προϊόντων PCR και τη σύγκριση τους είναι ενθαρρυντικά. 
Η δοµή των µικροδορυφορικών µοτίβων αλλά και των µοναδικών περιοχών 
που τους περιβάλλουν φαίνεται να διατηρείται στη πλειοψηφία των 
περιπτώσεων. Η συγκριτική ανάλυση των αλληλουχιών αυτών µπορεί να 
προσφέρει πολύτιµους γενετικούς δείκτες για τα είδη αυτά αλλά και 
πληροφορίες για τις φυλογενετικές τους σχέσεις. 
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CROSS-SPECIES AMPLIFICATION OF Ceratitis capitata MICRO-
SATELLITE MARKERS IN OTHER TEPHITIDAE SPECIES 
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Tephritidae family of Diptera includes species of great economical 
importance. Most of them are significant parasites of agriculture causing 
severe damages by attacking fruits and vegetables world wide.The most 
important pests belong to the genera Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis, 
Dacus and Rhagoletis. Studies of these species on genetic and molecular 
level could contribute significantly to the development of methods for their 
biological control. Except for the Mediterranean fruit fly, Ceratitis capitata, 
which is the best understood fruit fly pest at the genetic/molecular level, 
limited information exists for other species. In the present work we 
examined the possibility of cross-species amplification of microsatellite 
markers that were developed in our laboratory for C. capitata. Cross-species 
analyses were performed on species belonging to the genera Anastrepha, 
Bactrocera and Rhagoletis, aiming at the development of suitable markers 
that could be used in genetic and/or population studies of these species. A 
total of 108 microsatellites markers were examined through PCR. Thirty of 
them (27.7%) showed cross-species amplification in at least one of the 
analyzed species. The majority of the products were similar or identical in 
size to those expected in C. capitata. Preliminary sequencing analyses of the 
PCR products are encouraging when compared to the Medfly markers. The 
structures of the repeat motifs and their flanking sequences are maintained 
in most studied cases. This analysis can provide not only useful genetic 
markers for the analyzed species but also information for their phylogenetic 
relationships.  
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Η ΑΥΤΟΤΟΜΙΑ ΤΗΣ ΟΥΡΑΣ ΣΕ ΝΕΑΡΑ ΑΤΟΜΑ ΣΑΥΡΩΝ ΤΗΣ 
ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑΣ LACERTIDAE 

 
Παφίλης Π., Αδαµόπουλος Χ., Σκέλλα Α., Σίµου Χ. και Ε.∆. Βαλάκος 

 
Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων και Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό και Καποδιστριακό 

Πανεπιστήµιο Αθηνών, Πανεπιστηµιούπολη, 157-84 Αθήνα 
 

Η αυτοτοµία θεωρείται εξαιρετικά αποτελεσµατικός αντιθηρευτικός 
µηχανισµός και απαντάται σε αρκετές ζωικές οµάδες. Στις σαύρες έχει 
ευρεία εφαρµογή και συνίσταται στην αποκοπή της ουράς η οποία κινείται 
για παρατεταµένο χρονικό διάστηµα προκειµένου να προσελκύσει την 
προσοχή του θηρευτή µέχρι το ζώο να αποδράσει. Η κίνηση του τµήµατος 
συντηρείται από αναερόβιο µεταβολισµό κατά τη διάρκεια του οποίου 
παράγεται γαλακτικό οξύ ενώ ταυτόχρονα τα αποθέµατα σε γλυκογόνο 
ελαττώνονται δραµατικά. Ο χαρακτήρας φαίνεται ότι είναι συντηρητικός, 
τουλάχιστον ανάµεσα στα µέλη της οικογένειας Lacertidae. Σε πολλές 
περιπτώσεις η αυτοτοµία µπορεί να χαθεί δευτερογενώς ενώ έχουν 
αναφερθεί περιπτώσεις όπου η απόδοση της ιδιότητας µεταβάλλεται 
ανάλογα µε την ηλικία του ζώου. Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η 
κατάσταση των µεταβολιτών κατά τον αναερόβιο µεταβολισµό 
αποκλειστικά σε νεαρά άτοµα 6 ειδών (Lacerta graeca, Podarcis erhardii, 
P. peloponnesiaca, P. gaigeae, P. muralis και P. milensis) ώστε να 
διαπιστωθούν πιθανές διαφοροποιήσεις σε σχέση µε τα ενήλικα άτοµα. Η 
αποθήκευση λιπιδίων και η συγκέντρωση πρωτεϊνών στους ιστούς της 
ουράς δεν διαφέρουν από τα αντίστοιχα µεγέθη στα ενήλικα άτοµα. 
Αποκλίσεις δεν παρατηρούνται ούτε στην περίπτωση της παραγωγής 
γαλακτικούς οξέος ή του χρόνου κίνησης. Φαίνεται λοιπόν ότι ο 
µηχανισµός είναι κοινός και δεν τροποποιείται στον κύκλο ζωής των 
συγκεκριµένων ειδών.   
 
Το έργο συγχρηµατοδοτείται από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο και Εθνικούς Πόρους 

(ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ) ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ II 
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CAUDAL AUTOTOMY IN YOUNG LIZARDS BELONGING TO 
THE FAMILY LACERTIDAE 

 
Pafilis P., Adamopoulos C., Skella A., Simou C., and E.D. Valakos 
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Panepistimioupolis, 157-84 Athens 
 

Autotomy is considered a rather effective antipredator mechanism in various 
animal groups and it is widespread among lizards. Tail shed is thrashing 
vigorously for prolonged time period in order to distract predator and hence 
to facilitate lizard’s escape. This movement is fueled by anaerobic 
metabolism and the main product is lactic acid while glycogen reserves are 
vastly reducing. It seems that the character is conservative, at least among 
lacertids. Autotomy may have been lost in several phylogentic lines when 
costs exceed its benefits while a substantial reduction may be observed in 
different ages as a derived feature. In the present study we examine 
metabolites` levels involved to anaerobic metabolism in six species young 
individuals (Lacerta graeca, Podarcis erhardii, P. peloponnesiaca, P. 
gaigeae, P. muralis and P. milensis). Our aim was to detect any possible 
differences in comparison to adults. We failed to find any significant 
difference in lipid store and proteins concentration in the tissues of the tail 
between young and adults individuals. No alterations were detected in the 
case of lactate production or in the duration of the movement. Thus it seems 
that the mechanism is common and does not alter during the life circle of 
the specific species.  
 
The project is co-funded by the European Social Fund and National Resources – (EPEAEK 

II) PYTHAGORAS II 
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ΑΝΟΣΟΒΙΟΛΟΓΙΚΕΣ ΠΑΡΑΜΕΤΡΟΙ ΚΑΤΑ ΤΗΝ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ 
ΙΣΧΑΙΜΙΑ-ΕΠΑΝΑΙΜΑΤΩΣΗ. ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ NSAID 

 
Περούλης Ν., Κουρουνάκη Α. 1, Γιάγκου Μ., Χατζηπέτρου Λ. 

 
Τοµέας Γενετικής, Ανάπτυξης   και Μοριακής Βιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Σχολή θετικών 
επιστηµών, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης, 54124. 1Τοµέας Φαρµακευτικής 

Χηµείας, Τµήµα Φαρµακευτικής Πανεπιστήµιο Αθηνών, 15771. 
 

Η βλάβη που παρατηρείται κατά την ισχαιµία-επαναιµάτωση σχετίζεται µε 
µία φλεγµονώδη αντίδραση καθώς και µε την απόπτωση στην πληγείσα 
περιοχή. Η αντίδραση φλεγµονής χαρακτηρίζεται, µεταξύ άλλων, από 
αυξηµένη παραγωγή διαφόρων κυτοκινών, ενώ οι κασπεάσες µετέχουν στον 
έλεγχο της απόπτωσης. Στην παρούσα εργασία αποπειραθήκαµε να 
προσδιορίσουµε αλλαγές στα επίπεδα φλεγµονωδών και αποπτωτικών 
παραγόντων σε εγκεφάλους αρουραίων µετά από εγκεφαλική ισχαιµία-
επαναιµάτωση και να εκτιµήσουµε την επίδραση ενός µη-στεροειδούς 
αντιφλεγµονώδους παραγώγου (N- (2-θειολεθυλ)-2-{2-[N'- (2,6-
διχλωροφενυλ) αµινο] φενυλ} ακεταµίδη) σε αυτούς τους παράγοντες. 
Χρησιµοποιήσαµε ένα µοντέλο εγκεφαλικής ισχαιµίας-επαναιµάτωσης 
τρωκτικού για να ερευνήσουµε, µέσω ανοσοϊστοχηµικών και 
χρωµατοµετρικών τεχνικών, την παρουσία στον εγκέφαλο (και στον 
σπλήνα) των ενζύµων φλεγµονής COX-1 και COX-2, των κυτοκινών 
ιντερλευκίνη (IL)-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-18, TNF-α και IFN-γ καθώς 
επίσης και της ενεργού µορφής της κασπεάσης-3, σε πειραµατόζωα που 
υπέστησαν ή όχι αγωγή. Η εγκεφαλική ισχαιµία-επαναιµάτωση είχε ώς 
αποτέλεσµα αυξηµένα επίπεδα στον εγκέφαλο των αρουραίων όλων των 
υπό εξέταση κυτοκινών και ενζύµων στις 1, 3 και 5 ηµέρες µετά την 
ισχαιµία. Η αγωγή µε το αντιφλεγµονώδες παράγωγο µείωσε την αύξηση, 
εξαιτίας της ισχαιµίας, των επιπέδων της IFN-γ, TNF-α, IL-1β IL-6, IL-18 
και της κασπεάσης-3 στις 3 ηµέρες µετά την ισχαιµία, ενώ αύξησε τα 
επίπεδα της IL-10. ∆είχνουµε ότι οι αυξηµένες συγκεντρώσεις ενός 
µεγάλου εύρους κυτοκινών που µετέχουν στην αντίδραση φλεγµονής 
προκαλώντας εγκεφαλική βλάβη µετά την ισχαιµία-επαναιµάτωση µπορεί 
µερικώς να αντιστραφεί από το αντιφλεγµονώδες παράγωγο που 
χρησιµοποιήσαµε στην µελέτη µας. 
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Ischaemia-reperfusion injury is associated with an inflammatory response as 
well as apoptosis in the affected area. Inflammatory responses are 
characterized, among others, by an increased production of several 
cytokines, while caspeases are implicated in the control of apoptosis. In the 
present work we sought to determine changes in the levels of inflammatory 
and apoptotic indices in the rat brain after cerebral ischaemia-reperfusion 
and evaluated the effect of a non-steroidal anti-inflammatory compound (N-
(2-Thiolethyl)-2-{2-[N'-[2,6-dichlorophenyl) amino] phenyl} acetamide) on 
these indices. We used a cerebral ischaemia-reperfusion rodent model to 
investigate, via immunohistochemical and colorimetric techniques, the 
presence in the brain (and spleen) of inflammatory enzymes cycloxygenases 
COX-1 and COX-2, cytokines interleukin (IL)-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-18, 
TNF-α and IFN-γ as well as the activated form of caspease-3, in treated and 
untreated animals. Cerebral ischaemia-reperfusion caused elevated levels in 
the rat brain of all enzymes and cytokines included in this study, at 1, 3 and 
5 days post-ischaemia. Treatment with the anti-inflammatory derivative 
reduced the elevation, caused by ischaemia, of IFN-γ, TNF-α, IL-1β IL-6, 
IL-18 and caspease-3 levels at 3 days post-ischaemia, while increased the 
levels of IL-10. We show that the increased concentrations of a wide range 
of cytokines involved in the inflammatory reaction causing brain damage 
after ischaemia-reperfusion can be partially reversed by the anti-
inflammatory derivative used in our study. 
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ΠΑΛΑΙΟ∆ΗΜΟΓΡΑΦΙΚΗ  ΚΑΙ  ΠΑΛΑΙΟΠΑΘΟΛΟΓΙΚΗ 
ΜΕΛΈΤΗ ΤΟΥ ΣΚΕΛΕΤΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ ΑΠΟ ΤΗΝ ΑΝΑΣΚΑΦΗ 

ΤΗΣ Ι∆ΙΟΚΤΗΣΙΑΣ ΡΩΤΑ, ΑΡΧΑΙΑ ΚΟΡΙΝΘΟΣ 
 

Πετρουτσά Ε.Ι., Φουντουλάκης Γ.Μ., Μαλούχου-Γκρίµπα Β.  
και Σ.Κ. Μανώλης 

 
Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων & Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας Πανεπιστήµιο Αθηνών, 

Πανεπιστήµιοπολη 157 84 Αθήνα 
 

Η πτώση των πολιτισµών της Εποχής του Χαλκού στην Ελλάδα στο τέλος 
το δέκατου τρίτου και τον δωδέκατο αιώνα π.Χ., οδήγησαν στην έναρξη 
µιας περιόδου περίπου 400 χρόνων, που συχνά ονοµάζεται ως Greek Dark 
Ages. Ο πιο ουδέτερος όρος που χρησιµοποιείται για αυτή την περίοδο είναι 
Εποχή του Σιδήρου και αυτό γιατί υπήρξαν κάποιας µορφής εξελίξεις στην 
Ελλάδα, λόγω επαφών που αναπτύχθηκαν µε την Εγγύς Ανατολή και την 
υπόλοιπη Ευρώπη. Τα πρώτα βασικά συµβάντα ήταν δύο κύµατα 
µεταναστεύσεων στη λεκάνη του Αιγαίου, µε πρώτο την εισβολή των 
∆ωριέων, τον οποίων η επικράτηση φαίνεται κυρίως από την επικράτηση 
της γλώσσας τους στην Νότια Ελλάδα. Παράλληλα, κατά τον ενδέκατο 
αιώνα π.Χ. µετανάστευσαν και οι Έλληνες κατά µήκος των ακτών της 
Ανατολίας. Η ανασκαφή που έγινε στην ιδιοκτησία Ρώτα, στη διάρκεια της 
διάνοιξης της γραµµής του προαστιακού σιδηροδρόµου κοντά στην Αρχαία 
Κόρινθο, έφερε στο φως ένα αριθµό ταφών, οι οποίοι χρονολογούνται στην 
Εποχή του Σιδήρου. Λόγω απουσίας έγγραφων µαρτυριών της εποχής, η 
µελέτη του ανθρώπινου σκελετικού υλικού θα προσθέσει πολύτιµες 
πληροφορίες, στις ήδη υπάρχουσες που έχουν προέλθει από τις πρόσφατες 
αρχαιολογικές µελέτες. Η Παλαιοδηµογραφική και παλαιοπαθολογική 
µελέτη του σκελετικού υλικού επιτεύχθηκε µε σκοπό την κατανόηση της 
κοινωνικής και πολιτιστικής κατάστασης της Αρχαίας Κορίνθου, για την 
εποχή αυτή, καθώς και για τη διερεύνηση πιθανών αλλαγών που οφείλονταν 
στην εισβολή των ∆ωριέων. 
 
Η εργασία χρηµατοδοτήθηκε από το Πρόγραµµα «Καποδίστριας» του Ειδικού Λογαριασµού 
Κονδυλίων Έρευνας (Επιτροπή Ερευνών, Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών) 
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The collapse of the Bronze Age cultures of Greece in the late thirteenth and 
twelfth centuries BC initiated a period of some 400 years often called the 
Greek Dark Ages. “Iron Age Greece” is a more neutral term, in that it brings 
developments in Greece in line with the Near East and the rest of Europe. 
The first key events are two roughly contemporary waves of migrations 
within the Aegean basin. The first is the so-called Dorian Invasion and their 
dialect was predominated southern Greece: the Peloponnesus, the islands of 
the south Aegean and the south coast of Aegean Anatolia. The second round 
of early migrations concerns the Greek migration eastwards across the 
Aegean to the shores of Anatolia. The excavation conducted in Rota 
property, during the railroad works near Ancient Corinth brought to light a 
number of burials that are dated to the Iron Age. In the absence of 
contemporary documents for the specific period, the anthropological study 
of the skeletal material will provide valuable information, added to those 
from the modern archaeological studies. Palaeodemographical and palaeo-
pathological study of the skeletal material was conducted in order to 
understand the social and cultural state of Ancient Corinth and investigate 
changes based on the Dorian invasion. 
 

This work is funded by the Programme “Kapodistrias” of the Special Research Account 
(National & Kapodistrian University of Athens) 
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2Θ΄ Εφορεία Προϊστορικών και Κλασικών Αρχαιοτήτων, Αρχαιολογικό Μουσείο Θήβας 
 

Στο οικόπεδο ιδιοκτησίας Αικ. και ∆ηµ. Μαρίνου, που βρίσκεται επί της 
οδού Κάδµου 1, στο νοτιοδυτικό άκρο της Καδµείας ακρόπολης της Θήβας 
ήρθαν στο φως το 2003, 14 τάφοι λακκοειδείς και κιβωτιόσχηµοι. Η µελέτη 
των λιγοστών κτερισµάτων που συνόδευαν τους νεκρούς έδειξε ότι το 
νεκροταφείο είχα διάρκεια χρήσης από το τέλος των Μεσοελλαδικών έως 
τους ΥΕ ΙΙ χρόνους.  
Η ανθρωπολογική µελέτη του υλικού που προήλθε από την παραπάνω 
ανασκαφή κρίνεται ως ιδιαίτερα σηµαντική, όχι µόνο γιατί είναι η πρώτη 
που πραγµατοποιείται σε ανάλογο υλικό από τη µυκηναϊκή Θήβα, αλλά και 
γιατί καλείται να συµπληρώσει την εικόνα που διαµορφώνουν οι 
αρχαιολογικές µαρτυρίες.    
Τα σκελετικά υπολείµµατα αφορούν µονωµένες ταφές, που ανήκουν κυρίως 
σε ενήλικα άτοµα, µε σχετικά καλή υγεία, εκτός από την περίπτωση ενός 
ανήλικου που εµφανίζει Cribra Orbitalia, που είναι χαρακτηριστικό 
αναιµίας.  
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The Marinou plot is located at Kadmou 1 street, at the south-west end of the 
Kadmeia acropolis in Thebes. The excavation took place in 2003 and 
revealed 14 pit and cist graves. The few grave artefacts revealed that the 
cemetery was in use from the Late phase of Middle Helladic period to Late 
Helladic II period. 
The anthropological study of this site is very important, firstly because it’s 
the first one conducted in Myceanaean Thebes and secondly because it 
supplements the evidences coming from the archaeological study. The 
skeletal study concerns individual burials that belong to mainly adults, in 
rather good health status. There is only one subadult case indicating Cribra 
Orbitalia, which is a feature of anaimia. 
 



ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 
ΠΡΑΚΤΙΚΑ 28ου Επιστηµονικού Συνεδρίου, Ιωάννινα, Μάιος 2006 

 

349 

∆ΙΑΦΟΡΙΚΗ ΕΠΑΓΩΓΗ ΤΟΥ ΜΟΝΟΠΑΤΙΟΥ JNK1/2 ΚΑΙ ΤΟΥ 
ΑΠΟΠΤΩΤΙΚΟΥ ΦΑΙΝΟΤΥΠΟΥ ΣΕ ΚAΡ∆ΙΑΚΟΥΣ 
ΜΥΟΒΛΑΣΤΕΣ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΟ ΣΤΡΕΣ  

 
Πεχτελίδου Α., Γαϊτανάκη Κ. και Μπέης Ι. 

 
Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων και Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 

Πανεπιστηµιόπολη, 157 84 Αθήνα 
 

Σε προηγούµενη µελέτη σε καρδιακούς µυοβλάστες αρουραίου (σειρά 
H9c2) είδαµε ότι παροδική ή συνεχής επίδραση οξειδωτικού στρες (H2O2) 
οδηγεί σε διαφορικό πρότυπο ενεργοποίησης των JNK1/2, µε αντίστοιχες 
διαφορές στη βιωσιµότητα και τον κυτταρικό φαινότυπο. Στην παρούσα 
µελέτη διερευνήθηκε το πρότυπο ενεργοποίησης του µονοπατιού JNK1/2 
κάτω από τις δύο αυτές συνθήκες οξειδωτικού στρες. Συγκεκριµένα, 
βρέθηκε ότι κατά τη συνεχή επίδραση H2O2 τα επίπεδα των 
ενεργοποιηµένων κινασών και c-Jun παρέµειναν υψηλά για 6 ώρες, ενώ 
µετά από σύντοµο οξειδωτικό επεισόδιο η ενεργοποίηση ήταν παροδική. 
Με χρήση του αναστολέα των JNKs, SP600125, παρατηρήσαµε πλήρη 
καταστολή της ενεργότητας των κινασών. Πειράµατα συγκατακρήµνισης 
επιβεβαίωσαν την αλληλεπίδραση των JNKs και του c-Jun. Μελέτη των 
πυρήνων µε χρώση Hoechst έδειξε ότι κατά το συνεχές στρες υπάρχει 
αποπτωτικός φαινότυπος µε έντονη συµπύκνωση της χρωµατίνης, ενώ στην 
παροδική επίδραση τα κύτταρα παρουσίασαν φυσιολογική µορφολογία. Το 
αποτέλεσµα αυτό συµφωνεί µε προηγούµενα πειράµατα βιωσιµότητας από 
τα οποία, σε συνδυασµό µε µικροσκοπική παρατήρηση, προέκυψε ότι η 
συνεχής επίδραση H2O2,  σε αντίθεση µε την παροδική, µειώνει σηµαντικά 
το ποσοστό ζωντανών κυττάρων. Στο ίδιο συνηγορούν και προκαταρκτικά 
πειράµατα κυτταροµετρίας ροής, όπου µόνο το παρατεταµένο οξειδωτικό 
στρες οδηγεί σε προχωρηµένο αποπτωτικό φαινότυπο περίπου για το 50% 
των ζωντανών κυττάρων, αντίθετα µε το παροδικό στρες που επάγει 
πρόωρο αποπτωτικό φαινότυπο. Τα αποτελέσµατά µας ενισχύονται από 
δεδοµένα ότι το ίδιο µονοπάτι µπορεί να λειτουργεί προ- ή αντι-αποπτωτικά 
ανάλογα µε τον τύπο και την ένταση του ερεθίσµατος. Με βάση τα 
αποτελέσµατα της µελέτης, συµπεραίνουµε ότι στα κύτταρα H9c2 το 
µονοπάτι των JNK1/2 εµπλέκεται στη διαφορική αποπτωτική απόκριση που 
επάγεται µετά από συνεχές ή παροδικό οξειδωτικό στρες.  
Η µελέτη χρηµατοδοτήθηκε από πόρους του EΠΕΑΕΚ2/2003 που επιδοτεί το Μ∆Ε: «Κλινική 

Βιοχηµεία-Μοριακή ∆ιαγνωστική». 
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DIFFERENTIAL INDUCTION OF JNK1/2 SIGNALING PATHWAY 
AND APOPTOTIC PHENOTYPE IN CARDIAC MYOBLASTS 

AFTER OXIDATIVE STRESS 
 

Pechtelidou Α., Gaitanaki C., and Ι. Beis 

 
Department of Animal and Human Physiology, Faculty of Biology, University of Athens, 

Panepistimopolis 157 84 Athens, Greece 
 

In previous studies on rat cardiac myoblasts (H9c2 cell line) we showed that 
sustained or transient oxidative stress (H2O2) causes differential activation 
of JNK1/2 kinases, with respective differences in viability and cellular 
phenotype. In the present study we investigated the activation profile of 
JNK1/2 pathway under the previously mentioned oxidative conditions. 
Namely, during sustained H2O2 stimulation the levels of activated kinases 
and c-Jun remained high for 6 hours, while the activation was transient 
during the short-term oxidative episode. Using JNK inhibitor II, SP600125, 
abrogation of kinase activity was demonstrated. Co-immunoprecipitation 
experiments confirmed JNK~ c-Jun interaction. Fluorescence experiments 
using Hoechst staining showed that during sustained H2O2 exposure cells 
display an intense apoptotic phenotype with increased chromatin 
condensation, in contrast with transient stress which causes no nuclear 
alterations. This result is in line with previous viability assays, which- in 
combination with morphological examination- demonstrated that sustained 
stimulation significantly decreased cell viability, by contrast to transient 
H2O2 exposure. Preliminary flow cytometry experiments also support this 
notion, since only sustained oxidative stress was found to cause late 
apoptotic phenotype, for about 50% of viable cells. On the other hand, 
transient oxidative stimulation induced early apoptotic phenotype. Our 
results are corroborated by data supporting that the same pathway may act 
in a pro- or anti-apoptotic way depending on the cellular context and the 
type and duration of the stimulus. Based on the present results, we conclude 
that in H9c2 cells the JNK1/2 pathway may be involved in the differential 
apoptotic response induced by sustained and transient oxidative stress.  
 

This study was funded by EPEAEK2/2003 which supports the Postgraduate Program: 
“Clinical Biochemistry & Molecular Diagnostics” 
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ΕΝ∆ΟΓΕΝΕΙΣ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ ΓΙΑ ΤΗ ΒΕΛΤΙΩΣΗ ΤΟΥ 
ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΥ ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΥ ΒΙΟΜΗΧΑΝΙΚΗΣ ΜΟΝΑ∆ΑΣ  

ΖΥΘΟΠΟΙΕΙΑΣ 
 

Πιταράκης Γ., Γωγάκος Σ., Σιβροπούλου Α. 
 

Εργαστήριο Γ. Μικροβιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο, 54124 
Θεσσαλονίκη 

 
O στόχος της παρούσας µελέτης ήταν η βελτίωση του βιολογικού 
καθαρισµού µε τον χειρισµό των ενδογενών µικροοργανισµών σε απόβλητα 
ζυθοποιείας.  Για αυτό, κατασκευάστηκε σε µακέτα η διαδικασία 
επεξεργασίας των αποβλήτων που εφαρµόζεται στην  ζυθοποιεία, ώστε  να 
γίνει προσοµοίωση της επεξεργασίας των αποβλήτων στο εργαστήριο. 
Αρχικά µεγάλος αριθµός δειγµάτων αποβλήτων µεταφέρθηκε από τη 
ζυθοποιεία και υποβλήθηκε σε επεξεργασία σε εργαστηριακές συνθήκες. 
Κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας µελετήθηκαν οι ποιοτικές και ποσοτικές 
αλλαγές του πληθυσµού των µικροοργανισµών σε σχέση µε τον χρόνο. Στα 
αρχικά στάδια της διαδικασίας παρατηρήθηκε ότι ο πληθυσµός τριών 
µικροοργανισµών ήταν υψηλός και διαδοχικά αυξήθηκε µέχρι ποσοστού 
77-100%, σε σχέση µε τον συνολικό πληθυσµό των µικροοργανισµών  στο 
δείγµα αποβλήτων. Επειδή οι µικροοργανισµοί αυτοί ενδεχοµένως 
συµµετέχουν στη διαδικασία επεξεργασίας, αποµονώθηκαν και 
ταυτοποιήθηκαν. Κάθε ένας από αυτούς τους µικροοργανισµούς 
αναπτύχθηκε σε κατάλληλες συνθήκες και συλλέχθηκε µε φυγοκέντριση. Η 
προσθήκη των µικροοργανισµών αυτών ξεχωριστά σε πυκνότητα 106 

CFU/ml στο δείγµα των αποβλήτων, οδήγησε σε 25% ελάττωση των τιµών 
COB και BOD συγκριτικά µε τον µάρτυρα (µη προσθήκη µικρο-
οργανισµών). Τα παραπάνω προκαταρτικά αποτελέσµατα υποδηλώνουν ότι 
επιπρόσθετη έρευνα σχετικά µε τον κατάλληλο χειρισµό των ενδογενών 
µικροοργανισµών θα βελτιώσει ακόµη περισσότερο την αποτελεσµατι-
κότητα του βιολογικού καθαρισµού.  
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ENDOGENOUS MICROORGANISMS FOR THE IMPROVEMENT 
OF BIOLOGICAL TREATMENT OF BREWERY PLANT 

WASTEWATER 
 

Pitarakis G., Gogakos S., Sivropoulou A. 
 

Εργαστήριο Γ. Μικροβιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο, 54124 
Θεσσαλονίκη 

 
The purpose of the present study was the manipulation of endogenous 
microorganisms in outcast water of brewery installations in order to 
improve the effectiveness of biological treatment. Accordingly, a small 
scale reproduction of the wastewater treatment process applied by the 
brewery plant was constructed, so as to simulate in the laboratory the 
treatment in the brewery plant.  Initially numerous samples of wastewater 
were transferred from the brewery installations and were treated under 
laboratory conditions. During this process the time-dependent qualitative 
and quantitative changes of microbial populations was studied.  At the 
initial stages of the process it was observed that the population of three 
microorganisms was high and gradually increased up to 77-100% of the 
total microbial population of the samples. Since these microorganisms may 
participate in the treatment process, they were isolated and identified.  Each 
of the three isolates was propagated under the appropriate conditions, and 
harvested by centrifugation. Addition of these microorganisms separately, at 
a density of 106CFU/ml to wastewater samples, led to a 25% reduction of 
BOD and COD compared to the controls (no addition of microorganisms).  
The above preliminary results suggest that additional research on the 
appropriate handling of endogenous microorganisms in outcast water will 
further improve the effectiveness of biological treatment.  
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ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΩΝ ΜΗΧΑΝΙΣΜΩΝ ΣΤΗΝ ΚΑΡ∆ΙΑ ΤΟΥ 
ΑΜΦΙΒΙΟΥ Rana ridibunda 

 
Πλιάτσκα Μ., Σταθοπούλου Κ., Γαϊτανάκη Κ. και Ι. Μπέης 

 
Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων και Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό και Καποδιστριακό 

Πανεπιστήµιο Αθηνών, Πανεπιστηµιούπολη, 157 84, Αθήνα 
 

Οι ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS) πυροδοτούν ποικιλία ενδοκυτταρικών 
οδών µεταγωγής µηνυµάτων, ανάµεσα στις οποίες είναι και αυτή της p38-
MAPK. Στην παρούσα µελέτη, διερευνήθηκε η ενεργοποίηση του 
µονοπατιού αυτής της κινάσης από έµµεσο οξειδωτικό στρες, όπως αυτό 
προκλήθηκε από την επίδραση CuCl2, στην αποµονωµένη εµποτισµένη 
καρδιά του αµφιβίου Rana ridibunda. ∆ιαπιστώθηκε ότι η επαγωγή της 
φωσφορυλίωσης της p38-ΜΑΡΚ εξαρτάται από τη συγκέντρωση αυτού του 
παράγοντα, µε µέγιστη ενεργοποίηση µετά από επίδραση 500 µΜ CuCl2 για 
15 min, ενώ πειράµατα επανεµποτισµού µε φυσιολογικό ρυθµιστικό 
διάλυµα, έδειξαν ότι η ενεργοποίηση αυτή παραµένει σε υψηλά επίπεδα, 
ακόµα και 60 min µετά την αποµάκρυνση του παράγοντα. Η ενεργοποίηση 
της p38-MAPK από το CuCl2 φαίνεται να συνδέεται µε προστατευτικούς 
κυτταρικούς µηχανισµούς, αφού στις ίδιες συνθήκες παρατηρήθηκε 
παρόµοια αύξηση της φωσφορυλίωσης της HSP27, ενός έµµεσου 
υποστρώµατος της p38-MAPK. Επίσης, εµποτισµοί µε 500 µΜ CuCl2 
παρουσία 100µΜ L-ασκορβικού οξέος ή 150 U/ml καταλάσης έδειξαν ότι 
οι αντιοξειδωτικοί αυτοί παράγοντες δεν αναστέλλουν την επαγωγή της 
p38-MAPK, υποδηλώνοντας ότι τα παραγόµενα ROS δεν αποτελούν άµεσο 
στόχο τους. Σε πειράµατα ταυτόχρονης επίδρασης CuCl2 και υπερθερµίας 
(42οC), που επίσης σχετίζεται µε την δηµιουργία ROS, παρατηρήθηκε 
αθροιστική ενεργοποίηση της p38-MAPK, η οποία οδήγησε σε έντονη 
φωσφορυλίωση της HSP27. Την ενεργοποίηση της p38-MAPK από τη 
συνδυασµένη δράση CuCl2 και υπερθερµίας ανέστειλε µερικώς η 
καταλάση, υποδεικνύοντας ότι η υπερθερµία επάγει την κινάση µέσω της 
παραγωγής H2O2. Όλα τα παραπάνω αποτελέσµατα συνηγορούν στον 
πιθανό προστατευτικό ρόλο της p38-MAPK στην καρδιά του αµφιβίου 
Rana ridibunda, µετά από την επίδραση οξειδωτικού στρες, µέσω της 
µικρής πρωτεΐνης του θερµικού σοκ, HSP27. 
 

Η έρευνα αυτή χρηµατοδοτήθηκε από τον ΕΛΚΕ του ΕΚΠΑ. 



HELLENIC SOCIETY FOR BIOLOGICAL SCIENCES 
Proceeding of 28th Scientific Conference, Ioannina, May 2006 

 

354

ΕFFECT OF OXIDATIVE MECHANISMS IN THE HEART OF THE 
AMPHIBIAN Rana ridibunda 

 
Pliatska M., Stathopoulou K., Gaitanaki C., and I. Beis 

 
Dept. of Animal & Human Physiology, Faculty of Biology, National and Kapodistrian 

University of Athens, Panepistimioupolis,  157 84, Athens 
 

Reactive oxygen species (ROS) are known to trigger a variety of 
intracellular signalling pathways, among which is that of p38-MAPK. In the 
present study, we investigated the activation of this pathway by indirect 
oxidative stress, as it was exemplified with the use of CuCl2, in the isolated 
perfused heart of the amphibian Rana ridibunda. It was found that the 
induction of p38-MAPK phosphorylation depends on the concentration of 
this agent, with maximum activation after treatment with 500 µΜ CuCl2 for 
15 min, while reperfusion experiments with normal bicarbonate buffer 
showed that this activation sustained even after 60 min after the removal of 
the agent. The CuCl2-induced p38-MAPK activation seems to be related 
with protective cellular mechanisms, since a similar increase under the same 
conditions was also detected in the phosphorylation of HSP27, an indirect 
p38-MAPK substrate. Furthermore, perfusions with 500 µΜ CuCl2 in the 
presence of 100 µΜ L-ascorbic acid or 150 U/ml catalase revealed that these 
antioxidant factors did not attenuate the p38-MAPK activation, implying 
that the ROS produced are not their direct targets. In experiments using 
simultaneously CuCl2 and hyperthermia (42oC), which is also related to the 
production of ROS, an additive activation of p38-MAPK was also observed 
and this caused the intense phosphorylation of HSP27, as well. The p38-
MAPK phosphorylation induced by the combined action of CuCl2 and 
hyperthermia was partially inhibited by catalase, indicating that 
hyperthermia activates the kinase through the production of H2O2.  All the 
above-mentioned results suggest that, in the heart of the amphibian Rana 
ridibunda, p38-MAPK has a possible protective role, after the effect of 
oxidative stress, through the small heat shock protein HSP27,  
 

This study was funded by the Special Research Account of the University of Athens. 
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ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΟΙ ΥΠΟΤΟΜΕΙΣ ΠΟΥ ΕΝΕΧΟΝΤΑΙ ΣΤΗΝ 
ΑΝΑ∆ΙΟΡΓΑΝΩΣΗ ΤΗΣ ΧΡΩΜΑΤΙΝΗΣ: ∆ΟΜΗ ΚΑΙ 
ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΙΣ ΜΕ ΧΡΩΜΑΤΙΝΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ 

 
Πολίτου Α.Σ.* 

 
Εργαστήριο Βιολογικής Χηµείας, Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, Ιωάννινα 45110 

 
Η αναδιάταξη της χρωµατινικής δοµής που απαιτείται για διαδικασίες όπως 
η αντιγραφή και η µεταγραφή του γενετικού υλικού στα ευκαρυωτικά 
κύτταρα, διαµεσολαβείται από πρωτεϊνικά σύµπλοκα γνωστά ως 
αναδιαµορφωτές  χρωµατίνης. Πολλές από τις πρωτεΐνες που συµµετέχουν 
στο σχηµατισµό αυτών των ενζυµικών µηχανών περιέχουν συντηρηµένα 
πρωτεϊνικά µοτίβα, κυρίως από τις οικογένειες των bromo-, chromo- και 
tudor domains. Τα  µοτίβα αυτά  αλληλεπιδρούν ειδικά µε χρωµατινικά 
στοιχεία, αναγνωρίζοντας κατά κύριο λόγο συγκεκριµένες χηµικές 
τροποποιήσεις των ιστονών. Συνδυασµοί τέτοιων τροποποιήσεων (κυρίως 
ακετυλίωσης, φωσφορυλίωσης και µεθυλίωσης) πιστεύεται ότι οδηγούν στη 
δηµιουργία ενός  επιγενετικού κώδικα, του «κώδικα ιστονών»,  που 
καθοδηγεί τη διαδικασία αναδιαµόρφωσης της χρωµατινικής δοµής και, 
τελικά, τη  χρονο- και τοπο-ειδική ρύθµιση γονιδίων. Έχει πρόσφατα 
προταθεί ότι η αναγνώριση συγκεκριµένων τροποποιήσεων από 
αντίστοιχους χρωµατινικούς  αναδιαµορφωτές (και από τα πρωτεϊνικά 
µοτίβα που αυτοί περιέχουν) παίζει πρωτεύοντα ρόλο στην   
αποκρυπτογράφηση του «κώδικα ιστονών»  και συνδέεται µονοσήµαντα µε 
την τελική έκβαση διεργασιών όπως η µεταγραφή που προϋποθέτουν 
αναδιοργάνωση της χρωµατίνης. Στο πλαίσιο αυτό προσδιορίσαµε µε NMR 
την τριτοταγή δοµή και µελετήσαµε τις αλληλεπιδράσεις 
αντιπροσωπευτικών πρωτεϊνικών µοτίβων  που περιέχονται σε γνωστούς 
χρωµατινικούς αναδιαµορφωτές. Μελετήσαµε επίσης in silico και in vitro 
συνδυασµούς ιστονικών τροποποιήσεων που εµφανίζονται στη µίτωση. Με 
βάση τα αποτελέσµατα της µελέτης αυτής και πρόσφατες αναφορές στη 
διεθνή βιβλιογραφία θα συζητηθούν βασικά χαρακτηριστικά της  υπόθεσης 
του «κώδικα ιστονών» και της διαδικασίας αποκρυπτογράφησής του.  

                                                 
* Προσκεκληµένη οµιλήτρια 
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PROTEIN MODULES INVOLVED IN CHROMATIN 
REMODELING: STRUCTURES AND INTERACTIONS 

WITH CHROMATIN COMPONENTS 
 

Politou A.S.* 
 

Laboratory of Biological Chemistry, Medical School, University of Ioannina, Ioannina 
45110, Greece 

 
Many protein components of large enzymatic assemblies involved in 
chromatin remodeling contain specialized protein modules, such as chromo, 
bromo and tudor domains. It is thought that each one of these domains 
interacts with a specific chromatin component having, ultimately, a distinct 
effect on chromatin remodeling. Most of these interactions involve specific 
histone modifications. Combinatorial patterns of post-translational histone 
modifications are believed to provide specific readouts utilized in DNA 
transactions or chromatin state transitions and to constitute an epigenetic 
information code, the “histone code”. It has been suggested that recognition 
of even single-site histone modifications by protein modules of several 
classes could mediate the decoding of the “histone code” and determine, in a 
linear fashion, the specific outcome of chromatin remodeling-dependent 
processes, such as transcription. In this context, we solved the structures and 
studied the binding preferences of representative chromatin-associated 
domains. We also studied in silico and in vitro novel experimentally verified 
histone modification patterns peculiar to the mitotic state. Based on our 
results and on data amassed from several other groups we will discuss the 
“one domain-one partner-one modification-one transcriptional output” 
concept that is central to the “histone code” hypothesis and its ramifications.   

                                                 
* Invited speaker 
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  ΠΑΡΑΓΩΓΗ Ο2
-, Η2Ο2 KAI ΝΟ ΣΤΑ ΑΙΜΟΚΥΤΤΑΡΑ ΤΗΣ 

C. capitata, ΚΑΤΑ ΤΗΝ ΚΥΤΤΑΡΟΦΑΓΙΑ. 
∆ΙΑΦΟΡΙΚΗ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗ ΤΩΝ ΜΑΡ ΚΙΝΑΣΩΝ 

 
Πουλιλιού Σ., Τσάκας Σ., Λαµπροπούλου Μ., Μαρµάρας Β.Ι. 

 
Εργαστήριο Βιολογίας - Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Πατρών  

 
Τα πολυµορφοπύρηνα κύτταρα του αίµατος, στον άνθρωπο, ως µέρος της 
άµυνας του οργανισµού, όταν έλθουν σε επαφή µε µικροβιακούς 
οργανισµούς, παράγουν ΝΟ και ενεργές ρίζες οξυγόνου (Ο2

-), οι οποίες 
µετατρέπονται σε Η2Ο2. Στην εργασία αυτή µελετήθηκε η παραγωγή των 
διαφόρων µορφών ενεργού οξυγόνου, στα αιµοκύτταρα του εντόµου C. 
capitata κατά την κυτταροφαγία, µε κυτταροµετρία ροής. Για το σκοπό 
αυτό χρησιµοποιήθηκαν εξειδικευµένα φθορίζοντα µόρια, όπως η 
διχλωροφλουοροσείνη (DCFH) για ΝΟ και Η2Ο2, η διυδροροδαµίνη 
(DHR) για το Η2Ο2 και το υδροαιθιδίνη (HE) για το Ο2

-. Τα πειράµατα 
έδειξαν ότι κατά την κυτταροφαγία τόσο της E. coli (- gram) όσο και του S. 
αureus (+ gram) παράγεται Ο2

- που το περισσότερο µετατρέπεται σε Η2Ο2 
και πολύ λίγο ΝΟ. H παραγωγή των µορίων αυτών ελέγχθηκε µε 
εξειδικευµένους αναστολείς των ενζύµων σύνθεσής τους, NEM για τη 
NADPH οξειδάση, NaN3 για την καταλάση και L-NAME για τη 
συνθετάση του ΝΟ. Για την κυτταροφαγία και των δύο ειδών βακτηρίων, 
συµµετέχουν οι ΜΑΡ κινάσες και η παρουσία των παραπάνω αναστολέων 
έδειξε ότι η φωσφορυλίωση της ERK εξαρτάται κυρίως  από Η2Ο2 και ΝΟ 
και καθόλου από το Ο2

-. Η φωσφορυλίωση τόσο της JNK όσο και της p38 
εξαρτώνται από Ο2

- και Η2Ο2 και καθόλου από ΝΟ. Σε ανάλογα 
πειράµατα, η παρουσία αναστολέων της φωσφορυλίωσης των ERK και p38 
δεν προκάλεσαν καµία αλλαγή στην παραγωγή Ο2

-, Η2Ο2 και ΝΟ. 
Αντίθετα, η παρουσία αναστολέα της φωσφορυλίωσης της JNK προκάλεσε 
αύξηση της παραγωγής και των τριών ριζών Ο2 αλλά και ταυτόχρονα, 
αύξηση της κυτταροφαγίας. Φαίνεται ότι οι µηχανισµοί πρόσληψης των E. 
coli και S. aureus σχετίζονται µε την παραγωγή Ο2

-, Η2Ο2 και ΝΟ. Η 
παραγωγή των µορίων αυτών οδηγεί και στη διαφορική φωσφορυλίωση 
ΜΑΡ κινασών απαραίτητων για την ολοκλήρωση της κυτταροφαγίας. 
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HEMOCYTIC PRODUCTION OF Ο2
-, Η2Ο2 AND ΝΟ IN  

C. capitata, DURING PHAGOCYTOSIS. 
DIFFERENTIAL PHOSPHORYLATION OF ΜΑΡ ΚΙΝΑSES 

 
Pouliliou S., Τsakas S., Lampropoulou M., Μarmaras V.J. 

 
Laboratory of Biology – Department of Biology, University of Patras  

 
The human polymorphonuclear blood cells destroy microbial organisms by 
producing superoxide anions (Ο2

-) (which are then dismuted in Η2Ο2) and 
NO. This production is part of normal host defense against infectious 
diseases. In the present work, the production of these reactive oxygen 
species (ROS) was studied in the hemocytes of C. capitata, during 
phagocytosis, with flow cytometry. For this purpose, three specific 
fluorescent probes, dichlorofluoroscein (DCFH) for ΝΟ and Η2Ο2, 
dihydrorhodamine (DHR) for Η2Ο2 and hydroethidine (HE) for Ο2

- were 
used. Results showed that during phagocytosis of E. coli (gram -) as well as 
S. αureus (gram +), Ο2

- is the main reactive oxygen species which is 
produced and dismuted in Η2Ο2, while NO is produced in only small 
amounts. The production of these species was investigated with specific 
inhibitors of their synthesis enzymes, such as NEM for NADPH oxydase, 
NaN3 for katalase and L-NAME for ΝΟ synthase. MAP kinases are 
involved in the phagocytosis of the above bacteria and the presence of ROS 
production inhibitors showed that the phosphorylation of ERK depends 
only on Η2Ο2 and ΝΟ and not at all on Ο2

-. The phosphorylation of JNK 
and p38, as well, depends on Ο2

- and Η2Ο2 and not on ΝΟ. In parallel 
experiments the presence of p-ERK and p-p38 inhibitors did not cause any 
change on the production of Ο2

-, Η2Ο2 and NO. On the contrary, the 
presence of p-JNK inhibitor induced the production of all reactive oxygen 
species but also increased phagocytosis. Thus, it reveals that the 
mechanisms, for E. coli and S. aureus uptake, are related with the 
production of Ο2

-, Η2Ο2 and NO. The production of these species leads to 
the differential phosphorylation of MAP kinases which are necessary for 
phagocytosis. 
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ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΗ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ΙΣΤΟΝΗΣ Η2ΑΧ ΜΕ ΤΟ 
ΠΥΡΗΝΙΚΟ ΣΚΕΛΕΤΟ 

 
Ρογκάκου Έ.Π.* 

 
Ερευνητικό Κέντρο Βιοιατρικών Επιστηµών «Αλέξανδρος Φλέµιγκ» Ινστιτούτο Μοριακής 

Βιολογίας και Γενετικής, Φλέµιγκ 34, Βάρη, Αττική. 
 

Η ιστόνη Η2ΑΧ είναι ένα µέλος της οικογένειας των Η2Α ιστονών που 
διαφέρει από τα υπόλοιπα µέλη κατά ένα συντηρηµένο SQ µοτίβο στο 
καρβόξυ-τελικό άκρο.  Η σερίνη στη θέση 139 φωσφορυλιώνεται γρήγορα 
(επονοµαζόµενη ως γΗ2ΑΧ) όταν προκαλούνται διπλά σπασίµατα στο 
DNA κυττάρων ή πειραµατόζωων, είτε από φυσικούς ή χηµικούς 
παράγοντες, είτε σε φυσιολογικές κυτταρικές διεργασίες. Κατά την 
απόπτωση όµως, ο γ-επίτοπος είναι επικαλυµµένος. Η υπόθεση-ελέγχου  
που διατυπώνουµε είναι ότι ο παράγοντας επικάλυψης είναι µία πρωτείνη η 
οποία βρίσκεται σε φυσική αλληλεπίδραση µε την γΗ2ΑΧ. Προκειµένου να 
προσεγγίσουµε πειραµατικά αυτή την υπόθεση, αναπτύξαµε ένα 
πρωτόκολλο  εκχύλισης µε βάση το οποίο αποκαλύψαµε τον επίτοπο της 
γΗ2ΑΧ κατά την απόπτωση. Κύτταρα υποβλήθηκαν σε ένα καινούργιο 
πρωτόκολλο εκχύλισης ήπιας υδροφοβικότητας (MiHE) και το εκχύλισµα 
υποβλήθηκε σε ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων, και στη συνέχεια 
ακολουθήθηκε από φασµατοσκοπία µάζας. Μέχρι τώρα, περίπου 200 
πρωτεϊνικά στίγµατα έχουν χαρακτηρισθεί. Ανάλυση οµαδοποίησης στις 
ταυτοποιηµένες  πρωτείνες αποκαλύπτει ότι µία κύρια κατηγορία 
αποτελούν οι  πρωτείνες του πυρηνικού σκελετού. Στη συνέχεια, 
χρησιµοποιήσαµε ένα σύστηµα  επιλογής πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε 
την γΗ2ΑΧ. Το σύστηµα αυτό αποτελείται από φωσφορυλιωµένα και µη-
φωσφορυλιωµένα βιοτινυλιοµένα καρβοξυτελικά πεπτίδια της Η2ΑΧ, τα 
οποία είναι προσδεδεµένα σε παραµαγνητικά σφαιρίδια  στρεπταβιδίνης. Τα 
µέχρι στιγµής αποτελέσµατα µας υποδεικνύουν ότι η  γΗ2ΑΧ αλληλεπιδρά 
µε πρωτείνες του πυρηνικού σκελετού για να οργανώσει τις γΗ2ΑΧ εστίες 
σε καθορισµένα τοπολογικά κέντρα, προκειµένου να διευθετηθούν και να 
εναρµονιστούν οι πρωτείνες που παίζουν ρόλο στην κυτταρική 
σηµατοδότηση που ξεκινά από την χρωµατίνη.     

                                                 
* Προσκεκληµένη οµιλήτρια 
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BIOLOGICAL SIGNIFICANCE OF H2AX MASKING IN 
APOPTOSIS 

 
Rogakou E.* 

 
BSRC “Al. Fleming” Institute of Molecular Biology and Genetics, Fleming 34, 166 72, 

Vari, Attiki. 
 
Histone H2AX is a ubiquitous member of the H2A histone family that 
differs from the other H2A histones by the presence of an evolutionarily 
conserved C-terminal motif. The serine-139 residue in this motif becomes 
rapidly phosphorylated (known as γΗ2ΑΧ) in cells and animals when 
double-strand breaks are introduced into their chromatin by various 
physical, and chemical means. In apoptosis though, the γ-epitope is masked. 
Our working hypothesis is that the “masking” factor in apoptosis is a protein 
that physically interacts with γH2AX. To approach this hypothesis, we 
developed a extraction procedure to unmask the apoptotic γH2AX. Cells 
were subjected to a novel Mild Hydrophobic Extraction (MiHE) procedure, 
and the extract was subjected to characterization by 2D gel electrophoresis 
and mass-spectroscopy analysis. Up to now, about 200 spots have been 
resolved on 2D gels. Clustering analysis on identified proteins reveals that 
one main category represents proteins of the nuclear skeleton. Further, we 
have set up a system to screen for γH2AX interactors that are present in the 
MiHExtract. The system we utilize is beads conjugated to the 
unphosphorylated and the phosphorylated C-terminal H2AX peptide. Up to 
now, we have identified several structural proteins that interact with the C-
terminal H2AX peptide. Our results point to the direction that γH2AX 
interacts with nuclear skeleton proteins in order to organize γH2AX-foci 
into DNA repair machinery centers to accommodate and orchestrate 
chromatin-based signal transduction responses. 

 

                                                 
* Invited speaker 
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ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΙΚΟΥ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΥ ΠΟΥ ΕΠΑΓΕΙ  
Η ΑΓΓΕΙΟΤΑΣΙΝΗ ΙΙ ΣΕ ΜΟΝΟΚΥΤΤΑΡΑ 

 
Σάιλερ Ξ.1, Κολιάκος Γ.2, Καλογιάννη Μ.1 

 
1 Εργαστήριο Φυσιολογίας Ζώων, Τοµέας Ζωολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Σχολή Θετικών 

Επιστηµών, Α.Π.Θ., Θεσσαλονίκη 54124 
2 Τοµέας Βιολογικής Χηµείας, Τµήµα Ιατρικής, Α.Π.Θ., Θεσσαλονίκη 54124 

 
Η αγγειοτασίνη ΙΙ είναι ισχυρό αγγειοσυσταλτικό πεπτίδιο µε πολλαπλές 
επιδράσεις στο καρδιαγγειακό και νεφρικό σύστηµα. Οι σηµατοδοτικοί 
µηχανισµοί τους οποίους η αγγειοτασίνη ΙΙ εκκινεί δεν είναι απόλυτα 
γνωστοί. Στόχος της παρούσας εργασίας ήταν η µελέτη του µονοπατιού 
µεταγωγής σήµατος που επάγεται από την αγγειοτασίνη ΙΙ και στο οποίο 
συµµετέχουν ο αντιµεταφορέας Na+/H+ (NHE1), ισοµορφές της PKC και  
οξειδωτικές ρίζες. Στη συγκεκριµένη εργασία µετρήθηκε το ενδοκυτταρικό 
pΗ (pHi) µονοκυττάρων παρουσία αγγειοτασίνης ΙΙ (1ng/ml και 5ng/ml). 
∆ιαπιστώθηκε ότι η αγγειοτασίνη ΙΙ αυξάνει σηµαντικά το pHi. Με την 
προσθήκη ξεχωριστά, του αναστολέα της ΝΗΕ1, cariporide (20nM), του 
αναστολέα της NADPH οξειδάσης, DPI (10µΜ) και του αναστολέα της 
ΝΟ-συνθάσης L-NΑΜΕ (10µΜ), το pHi επανήλθε στα επίπεδα των 
κυττάρων ελέγχου. Επιπρόσθετα, µε χρήση των αναστολέων GF109203X 
(10µΜ) και  Gö6976 (500nM) φάνηκε η συµµετοχή και των ζ- ή/και ι- 
ισοµορφών της PKC στο µηχανισµό αύξησης του pHi που προκαλείται από 
την αγγειοτασίνη ΙΙ. Ακόµη, µετρήθηκαν τα επίπεδα της ελεύθερης ρίζας 
Ο2

- και βρέθηκε πως η αγγειοτασίνη ΙΙ τα αυξάνει σε σχέση µε τα επίπεδα 
των κυττάρων ελέγχου, ενώ ταυτόχρονη χρήση cariporide (20nM) 
ανέστειλε αυτό το φαινόµενο. Επίσης, η ικανότητα προσκόλλησης των 
µονοκυττάρων σε υπόστρωµα λαµινίνης-1 εµφανίστηκε αυξηµένη 
παρουσία αγγειοτασίνης ΙΙ (5ng/ml). Χρήση του cariporide (20nM) 
απέτρεψε αυτή την αύξηση. Εποµένως, η αγγειοτασίνη ΙΙ ενεργοποιεί την 
NHE1 µέσω µονοπατιών των PKC µε συµµετοχή των ριζών Ο2

-. 
Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατά µας αποτελούν ένδειξη της συµµετοχής 
της αγγειοτασίνης ΙΙ και της ΝΗΕ1 στις αθηρογόνες ιδιότητες των 
µονοκυττάρων. 
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STUDY OF THE SIGNALING MECHANISMS INDUCED BY 
ANGIOTENSIN II IN HUMAN MONOCYTES 

 
Sailer X.1, Koliakos G.2, Kaloyianni M.1 

 
1Laboratory of Animal Physiology, Department of Zoology, School of Biology, Aristotle of 

University of Thessaloniki (AUTH), 54124 
2Department of Biological Chemistry, School of Medicine, Aristotle University of 

Thessaloniki (AUTH), 54124 
 

Angiotensin II is a powerful vasoconstrictive peptide with multiple effects 
on the cardiovascular and renal system. Signaling mechanisms, which are 
triggered by angiotensin II, have not been fully elucidated. The purpose of 
this study was to investigate the signal transduction pathway induced by 
angiotensin II, in which the Na+/H+ exchanger (NHE1), isoforms of PKC 
and reactive oxygen species take part. The intracellular pH (pHi) of 
monocytes was measured in the presence of angiotensin II (1ng/ml and 
5ng/ml). It was found that angiotensin II increases pHi significantly. 
Addition of the NHE1 inhibitor, cariporide (20nM), the inhibitor of NADPH 
oxidase, DPI (10µΜ) and the inhibitor of NO-synthase L-NAME (10µΜ), 
separately, caused an inhibition of pHi increase. Moreover, using the 
inhibitors GF109203X (10µΜ) and Gö6976 (500nM), the participation of ζ 
(zeta) and/or i– (iota) isoforms of PKC was observed in the pathway 
induced by angiotensin II. Furthermore, it was shown that angiotensin II 
caused an increase in superoxide ion (O2

-) levels in relation to the control 
sample. The use of cariporide inhibited this effect. The ability of adhesion 
of monocytes to laminin-1 was increased in the presence of angiotensin II 
(5ng/ml). Cariporide counteracted this increase. Consequently, angiotensin 
II activates NHE1 through pathways involving PKCs with the participation 
of O2 

–. In conclusion, our results demonstrate a connection between 
angiotensin II and the atherogenic properties of monocytes with the 
involvement of NHE1. 
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ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΟΝΟΚΛΩΝΙΚΩΝ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΩΝ ΕΝΑΝΤΙ 
ΕΠΙΤΟΠΩΝ ΤΗΣ ΑΝΘΡΩΠΙΝΗΣ ΘΥΡΕΟΣΦΑΙΡΙΝΗΣ 

 
Σαλή Α., Ηλιάδης Π., Παπασιδέρη Ι.1, Μαργαρίτης Λ.Χ.1, 

Λυµπέρη Π. 
 

Εργαστήριο Ανοσολογίας, Τµήµα Βιοχηµείας, Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ, 
Βασ. Σοφίας 127, Τ.Κ.115 21 Αθήνα 

1Τοµέας Βιολογίας Κυττάρου & Βιοφυσικής, Τµήµα Βιολογίας, Εθνικό και Καποδιστριακό 
Πανεπιστήµιο Αθηνών, Τ.Κ.157 84 

 
Η ανθρώπινη θυρεοσφαιρίνη (hTg) είναι µια µεγάλου µεγέθους (660 kDa, 
οµοδιµερής), ιωδογλυκοπρωτεΐνη. Συντίθεται στον θυρεοειδή αδένα, 
συµµετέχει στη σύνθεση των ορµονών, θυροξίνη (Τ4), τριιωδοθυρονίνη (Τ3) 
και αποτελεί ένα από τα κύρια αυτοαντιγόνα του αδένα. Στόχος της 
παρούσας εργασίας ήταν η παραγωγή, αποµόνωση και καθα-ρισµός 
µονοκλωνικών αντισωµάτων (mAbs) ποντικού ειδικών για την hTg, και 
παράλληλα η διερεύνηση για την παραγωγή µονοκλωνικών φυσικών 
αυτοαντισωµάτων (ΦΑΑ) (χαρακτηρίζονται συχνά από πολυειδικότητα), 
µετά από υπερανοσοποίηση ποντικών µε hTg. ∆ύο ποντίκια BALB/c 
ενέθηκαν ενδοπεριτοναϊκά µε 50 µg hTg σε πλήρες ανοσοενισχυτικό του 
Freund (CFA) και 15 µέρες µετά, χορηγήθηκε αναµνηστική δόση σε ατελές 
FA. Έγινε σύντηξη των σπληνοκυττάρων µε τη µυελωµατική σειρά NSO µε 
χρήση PEG-1500, αφού προηγήθηκε έλεγχος του τίτλου των Abs στον 
αντιορό. Ο έλεγχος αντιορών και mAbs έγινε µε ELISA. Συνολικά 
παρήχθησαν 26 mAbs τάξης IgG, 14 ειδικά για την hTg και 12 έναντι τριών 
άλλων αυτοαντιγόνων: ακτίνης ποντικού, ανθρώπινης µυοσίνης και τρι-
νιτροφαινόλης, που επιβεβαιώνουν την ύπαρξη ΦΑΑ κατά την υπερανο-
σοποίηση µε ένα αντιγόνο και την παραγωγή µονοειδικών Abs υψηλής 
συγγένειας. Ασκιτικό υγρό παρήχθη για 10/14 αντί-Tg κλώνους και 
µελετήθηκε η ειδικότητά τους έναντι hTg, T3 και Τ4. Εφτά είχαν υψηλή 
ειδικότητα για την hTg, ενώ κανένα δεν αναγνώριζε τις T3 και Τ4. Έξι 
αναγνώριζαν την Τg από 4 άλλα είδη (χοίρου, βοδιού, αρουραίου, 
κουνελιού), λόγω των εξελικτικά συντηρηµένων περιοχών. MAbs 
αποµονώθηκαν από 2/7 ασκίτες µε χρωµατογραφία σε στήλη πρωτεΐνης Α-
Sepharose και διατηρούσαν την αντι-hTg δραστικότητα τους. Τα αντί-hTg 
mAbs, αποτελούν ένα σηµαντικό διαγνωστικό µέσο για την ανίχνευση της 
κυκλοφορούσας hΤg σε παθολογικούς ορούς, και ταυτόχρονα ένα 
σηµαντικό εργαλείο για την µελέτη των διαφόρων Β επιτόπων στο µόριο 
της hTg, καθώς και διάφορων µηχανισµών ανοσορρύθµισης. 
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1Department of Cell Biology & Biophysics, Faculty of Biology, National and Kapodistrian 
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Human Thyroglobulin (hTg) is a large (660 kDa, homodimeric) iodinated 
glycoprotein. It is produced in the thyroid gland where it participates in the 
synthesis of thyroxine (Τ4) and triiodothyronine (Τ3) and constitutes one of 
the main autoantigens of the gland. This study aims at the production, 
isolation and purification of mouse monoclonal antibodies (mAbs) against 
hTg, as well as at the investigation of the presence of naturally-occurring 
monoclonal autoantibodies (NAbs) (fre-quenttly characterized by 
polyspecificity), after hyperimmunization of mice with hTg. Two BALB/c 
mice were injected intraperitoneally with 50 µg of hTg in Complete 
Freund’s Adjuvant (CFA) and 15 days later were boosted with the same 
dose of antigen in Incomplete FA (IFA). Splenocytes were fused with NSO 
myeloma cells by means of PEG-1500, after testing the Abs titre in the 
antiserum. Antisera and mAbs were tested by ELISA. A total of 26 IgG 
mAbs was produced, 14 to hTg and 12 to three other autoantigens: murine 
actin, human myosin and trini-trophenyl, thus confirming the theory of 
NAbs, present during hyper-immunization with an antigen leading to 
monospecific Abs of high affinity. Ten out of 14 anti-Tg clones were tested 
against hTg, T3 and Τ4 after the production of ascitic fluid. Seven 
recognised hTg but none T3 and Τ4. Six were found to recognise Τg from 
four other species (porcine, bovine, rat, rabbit), due to the evolutionary 
conserved Tg sequences. MAbs were purified from 2/7 ascites with 
chromatography on a protein-A Sepharose column and their anti-hTg 
activity was retained. Anti-hTg mAbs are useful diagnostic tools (i.e. in the 
measurement of circulating hΤg) and are exploited in basic research for the 
study of numerous B-cell epitopes on hTg as well as of immunoregulatory 
mechanisms. 
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ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ ΤΟΥ 
ΑΣΚΟΜΥΚΗΤΑ A.oryzae (ΙΜΙ: 283876), ΠΑΡΑΓΩΓΗ  
ΒΙΟΜΑΖΑΣ ΚΑΙ ΧΡΗΣΗ ΤΗΣ ΩΣ ΙΧΘΥΟΤΡΟΦΗΣ 

 
Σανούσσι Φ.Σ., Καλιάφας Α. 

 
Εργαστήριο Μικροβιολογίας, Τοµέας Γενετικής Βιολογίας Κυττάρου και Ανάπτυξης, Τµήµα 

Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Πατρών, Ρίο,26500. 
 

Στην παρούσα έρευνα µελετήθηκαν τα µορφολογικά χαρακτηριστικά και η δράση 
περιβαλλοντικών παραγόντων στην ανάπτυξη των στελεχών των µυκηλιακών 
µυκήτων A. oryzae και Fusarium equiseti. Κατά την διάρκεια της έρευνας 
εντοπίστηκαν οι καλύτερες συνθήκες καλλιέργειας των εξεταζόµενων µυκήτων και 
επιλέχθηκε το στέλεχος του A. oryzae ως πλέον κατάλληλο για την συνέχιση της 
εργασίας. Επίσης εξετάστηκαν διάφορα συνθετικά και αγροτοβιοµηχανικά θρεπτικά 
υποστρώµατα ανάπτυξης του µύκητα και προσδιορίστηκε το οικονοµικότερο και 
αποδοτικότερο για µαζική παραγωγή µυκηλίων. Κύριος στόχος της έρευνας ήταν να 
µελετηθεί η δυνατότητα χρήσης µυκηλιακής πρωτεΐνης A. oryzae ως αποκλειστικής 
ιχθυοτροφής σε πειραµατόζωα του είδους C.auratus. Για το σκοπό αυτό η 
µυκηλιακή πρωτεΐνη παράχθηκε υπό µορφή σφαιριδίων (πελλετών) και έγινε άµεσα 
αποδεκτή από τους ιχθείς. Παρατηρήθηκε, επίσης, ότι οι τρεφόµενοι αποκλειστικά 
µε µυκηλιακή πρωτεΐνη ιχθύες επεβίωσαν για χρονικό διάστηµα περίπου 150 
ηµερών, αλλά διαπιστώθηκε µείωση του βάρους τwν ιχθύων κατά 15%. Μελέτη 
ελένχου των αντανακλαστικών τους µε οπτικοκινητικές δοκιµασίες, έδηξαν ότι οι 
εξεταζόµενοι ιχθύες παρουσίασαν ποσοστό αποτυχίας υπερδιπλάσιο των 
πειραµατόζωων ελέγχου. Στην συνεχεία διεξήχθη µορφολογική και ανατοµική 
µελέτη των τρεφόµενων αποκλειστικά µε µυκήλιa ιχθύων, η οποία αποκάλυψε την 
παρουσία, εξωτερικά και εσωτερικά, πλήθους φαιόχρωµων κηλίδων που συνήθως 
προκαλούνται από τροφική καταπόνηση η περιβαλλοντική πίεση. Λεπτοµερής 
ιστολογική µελέτη του πεπτικού και µυϊκού συστήµατος των πειραµατόζωων 
εντόπισε πιθανά σηµεία εισβολής του µύκητα µέσω του βλεννογόνου του 
οπισθεντέρου αλλά και σαφή αποδόµηση του µυϊκού ιστού από τη διείσδυση των 
µυκηλιακών υφών. Συµπερασµατικά, η χρήση της µικροβιακής πρωτεΐνης υπό 
µορφή ζωντανών µυκηλιακών σφαιριδίων, ως ιχθυοτροφής, αποδείχτηκε 
ακατάλληλη καθώς φαίνεται ότι ο µύκητας αναπτύσσεται εις βάρος των ιστών του 
ψαριού. Το γεγονός είναι πιθανών να αντιµετωπισθεί µε την χρήση 
αδρανοποιηµένηs βιοµάζας A. oryzae ως τροφής, πρόταση που αποτελεί την 
συνεχεία τις ερευνητικής εργασίας. 
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Laboratory of Microbiology, Section of Genetics, Cell and Developmental Biology, 

Department of Biology, University of Patras, Rion, 26500 
 

In the present study, the morphological characteristics and the effect of 
environmental factors on the growth of A. oryzae and Fusarium equiseti 
strains, were investigated. During the study, the optimal conditions for the 
culture and growth of A. oryzae and Fusarium equiseti were examined and 
the strain of A. oryzae was selected as most suitable for the continuation of 
the investigation. In addition, various synthetic and agro-industrial 
substrates were examined as culture media and the most economic and 
efficient for mass production of mycelia was determined. Another aim of 
the project, was the study of possible utilization, of microbial protein 
produced from A. oryzae as exclusive fish food for the C.auratus species. 
For this reason, the microbial protein was produced in spherical form 
(pellets) and became immediately accepted from the fish. It was also 
observed that the fish, which were exclusively fed with microbial protein, 
survived for roughly 150 days, and that there was a reduction of 15% of 
their weight.With regard to studies concerning their reflexes in optical and 
motion tests, it was observed that the microbial protein fed fish presented a 
rate of failure, that was more than double the one of the control group. The 
anatomical and morphological studies of the fish, fed with the microbial 
protein, revealed the presence, externally and internally, of numerous blots 
which are characteristic of trophic stress or environmental pressure. 
Furthermore, the histological study, of the peptic and muscular system of 
the fed fish, has presented likely points of invasion of the mycete via the 
intestinal mucus and explicit deconstruction of muscular tissue from the 
infiltration of microbes. Therefore, the use of microbial protein in the form 
of active microbial spherules, as fish food, has proved in appropriate, as it 
appears that the mycete is developing causing great destruction to the tissues 
of the fish. It is possible to overcome this problem by using a non-active 
form of the biomass produced from A. oryzae as fish food, a proposal which 
requires further scientific research. 
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ΤΩΝ ΠΡΟΜΙΣΧΙΚΏΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΤΥΠΟΥ Α ΣΤΟ DICTYOSTELIUM 

 
Σεραφειµίδης Ι.1, Nuñez-Corcuera B.2, Kay R.R.1 και T. Suárez2 

 
1MRC-Laboratory of Molecular Biology, CB2-2QH, Cambridge (UK) 

2Centro de Investigaciones Biológicas (C.S.I.C.), 28040, Madrid (Spain) 
 

Σε συνθήκες έλλειψης τροφής, βλαστικές αµοιβάδες του οργανισµού 
Dictyostelium συναθροίζονται για να σχηµατίσουν το καρπόσωµα. 
Αποµονώσαµε µε µέθοδο τυχαίας µεταλλαξιγένεσης στέλεχος που 
παρουσιάζει αργή ανάπτυξη µε αραιά, µικρά και αδιαφοροποίητα 
καρποσώµατα. Εντοπίσαµε το µεταλλαγµένο γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί 
πρωτεΐνη άγνωστης λειτουργίας και χωρίς πιθανά οµόλογα σε άλλους 
ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Περαιτέρω µελέτες έδειξαν πως το γονίδιο 
αυτό (padA) είναι ζωτικής σηµασίας και πως το padA στέλεχος είναι 
θερµοευαίσθητο στην αύξηση αλλά και στην ανάπτυξη του οργανισµού. 
Στους 27ºC το padA στέλεχος χρειάζεται 24 ώρες για την συνάθροιση και 
άλλες 24 ώρες για να δώσει ψευδοπλασµόδια. Αυτά έπειτα επιχειρούν να 
αναστυλωθούν αλλά είναι λεπτά, µε τραχυά επιφάνεια και ανίκανα να 
διαφοροποιηθούν περαιτέρω. Η έκφραση του προµισχικού µάρτυρα ecmA, 
ο οποίος καθορίζει την prestalk-A (pstA) περιοχή, εξαφανίζεται στους 27ºC 
ενώ είναι ιδιαίτερα ελαττωµένη στους 22ºC. Επίσης, το padA στέλεχος δεν 
διαθέτει τον χαρακτηριστικό προµισχικό σωλήνα κατά το πρώιµο στάδιο 
καρποσώµατος, όπως καθορίζεται από τον µάρτυρα car2. Όταν το padA 
στέλεχος αναπτύσσεται σε συνεργασία µε µικρό ποσοστό κυττάρων 
φυσικού τύπου, η ανάπτυξη προχωρά και κορυφώνεται φυσιολογικά. 
Ιχνηλατώντας µε GFP κύτταρα φυσικού τύπου σε χιµαιρικά 
ψευδοπλασµόδια αποδείχθηκε πως το padA στέλεχος δεν καταλαµβάνει 
θέσεις στο εµπρόσθιο τµήµα (padA ζώνη) αλλά αντικαθίσταται 
αποκλειστικά από κύτταρα φυσικού τύπου τα οποία αναπόφευκτα 
διαφοροποιούνται σε προµισχικά κύτταρα. Η συµπεριφορά “εξαπάτησης” 
του στελέχους padA στα ψευδοπλασµόδια επιτρέπει φαινοµενικά στο 
µεταλλαγµένο αυτό στέλεχος να πολλαπλασιάζεται ως σπόρια και να 
κερδίζει έδαφος έναντι του φυσικού στελέχους, παρέχοντας στον οργανισµό 
εξελικτικό µειονέκτηµα. Αυτό όµως τελικά αποτρέπεται. Πιθανοί 
µηχανισµοί που χρησιµοποιούνται για να αποφευχθεί η εξαπάτηση στη 
φύση θα συζητηθούν. 
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Dictyostelium cells live as solitary amoebae, however upon starvation 
thousands of them aggregate together to form a fruiting body, a structure 
consisting of a cellular stalk supporting a mass of spores. We have isolated 
by random mutagenesis a mutant showing delayed development and sparse, 
small and abnormal fruiting bodies. Identification of the disrupted gene led 
to the discovery of a protein of unknown function and with no obvious 
homologues. Further studies showed that the gene (now named padA) is 
essential for growth and that the recapitulated padA mutant is thermo-
sensitive for growth and development. At 27ºC, it takes 24 hrs for the 
mutant to reach the mound stage and another 24hrs to make slugs. These 
then attempt to rise but appear short, thin and rough, and are unable to 
differentiate any further. Expression of the prestalk marker ecmA, which 
defines the prestalk-A (pstA) region, is abolished at 27ºC and significantly 
diminished at 22ºC. At the restrictive temperature, the mutant also lacks the 
characteristic prestalk tube defined by the car2 marker. Other prestalk 
(ecmO, ecmB) and prespore (pspA) markers tested remained unchanged at 
both temperatures. When padA cells are co-developed with a small 
percentage of wild-type AX2 cells, development is rescued and culmination 
proceeds normally. GFP-tracking of wild-type cells in chimeric slugs 
however revealed that the mutant is excluded from the tip (pstA zone) and is 
replaced by wild-type cells, which unavoidably become prestalk cells. The 
“cheating” behaviour of padA in slugs would potentially allow the mutant to 
propagate as spores and win over wild-type cells, giving the organism an 
evolutionary disadvantage. Interestingly this does not happen and possible 
mechanisms employed to avoid cheating in nature will be discussed. Mature 
stalk cells are a heterogeneous population in the Dictyostelium fruiting body 
and consequently there is a great diversity of prestalk cell types probably 
arising through specific regulatory pathways. We believe we have identified 
a new gene involved in pstA cell differentiation that can be classified as a 
cheater in chimeras with wild-type cells.  
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Η ΣΥΜΜΕΤΟΧΉ ΤΗΣ ΑΠΟΚΑΡΒΟΞΥΛΑΣΗΣ ΤΗΣ DOPA ΣΤΗΝ 
ΚΥΤΤΑΡΟΦΑΓΙΑ ΤΗΣ E. coli ΑΠΟ ΤΑ ΑΙΜΟΚΥΤΤΑΡΑ ΤΗΣ ΜΕΣΟ-
ΓΕΙΑΚΗΣ ΜΥΓΑΣ. ΣΥΣΧΕΤΙΣΗ ΤΟΥ ΕΝΖΥΜΟΥ ΜΕ Ο2

- ΚΑΙ Η2Ο2. 
 

Σίδερη Μ., Τσάκας Σ., Λαµπροπούλου Μ., Μαρµάρας Β.Ι. 
 

Εργαστήριο Βιολογίας - Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Πατρών  
 

Η αποκαρβοξυλάση της Dopa (Dopa Decarboxylase - DDC) δρα σε πρώιµο 
στάδιο της µελανογένεσης, καταλύοντας τη µετατροπή της Dopa σε 
Dopamine. Περαιτέρω οξείδωση της Dopamine καταλήγει στην παραγωγή 
µελανίνης. Στα έντοµα η Dopa βρίσκεται στo επιδερµίδιο, στα νευρικά 
κύτταρα και στα κύτταρα των ωοθηκών. Συµµετέχει δε στην ανάπτυξη του 
εµβρύου και στη σκλήρυνση του επιδερµιδίου. Στην εργασία αυτή 
µελετήθηκε η συµµετοχή της DDC στην κυτταροφαγία του βακτηρίου 
E.coli από τα αιµοκύτταρα της µύγας της Μεσογείου. Επίσης, 
συσχετίστηκε η δράση της DDC µε την παραγωγή διαφόρων µορφών 
ενεργού οξυγόνου, όπως, Ο2

- και Η2Ο2. Με τη χρήση αντισωµάτων έναντι 
DDC, πιστοποιήθηκε η παρουσία του ενζύµου, µε κυτταροµετρία ροής και 
ανοσοφθορισµό, στην επιφάνεια των αιµοκυττάρων. Η DDC είναι παρούσα 
στα αιµοκύτταρα κατά το τέλος του προνυµφικού σταδίου µέχρι και τις 
πρώτες ώρες του νυµφικού και είναι σταθερά συνδεδεµένη στη µεµβράνη 
των αιµοκυττάρων. Πειράµατα παρουσία των αναστολέων της DDC, 
Benzerazide και Carbidopa, έδειξαν ότι µειώνεται σηµαντικά τόσο η 
κυτταροφαγία της E. coli, όσο και η παραγωγή Η2Ο2 (µόριο που είναι 
επίσης απαραίτητο για την είσοδο του βακτηρίου στα αιµοκύτταρα). Η 
κυτταροφαγία της E.coli σε ισότονο αλατούχο διάλυµα Ringer’s, γίνεται σε 
µικρότερο βαθµό, σε σύγκριση µε ανάλογο πείραµα σε θρεπτικό µέσο 
Grace’s, ενώ η προσθήκη τυροσίνης, Dopa ή Dopamine στο διάλυµα 
Ringer’s αυξάνει την κυτταροφαγία, στα επίπεδα του Grace’s. Φαίνεται ότι 
η DDC συµµετέχει στην κυτταροφαγία ως µέρος της αλληλουχίας 
αντιδράσεων µε εκκινητή το σύστηµα φαινολοξειδάσης, ρυθµίζοντας 
επιπλέον και την παραγωγή Η2Ο2. 
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THE INVOLVEMENT OF DOPA DECARBOXYLASE IN THE 
PHAGOCYTOSIS OF E. coli BY THE HEMOCYTES OF MEDFLY C. 
Capitata. CORRELATION OF THE ENZYME WITH Ο2

- AND Η2Ο2. 
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Laboratory of Biology – Department of Biology, University of Patras  
 

Dopa Decarboxylase (DDC) acts at the early stages of melanogenesis, by 
converting Dopa to Dopamine. Further oxidation of Dopamine leads to the 
production of melanin. In insects, Dopa is found in the cuticle, the neural 
cells and the ovarian cells. DDC is involved in the embryonic development 
and the cuticle sclerotization. In the present work, the role of DDC in the 
phagocytosis of E.coli, by the hemocytes of medfly, was investigated. The 
action of DDC was also correlated with the production of the reactive 
oxygen species Ο2

- and Η2Ο2. Flow cytometry analysis and immuno-
fluorescence, using anti-DDC antibodies, revealed that DDC was located 
on the surface of medfly hemocytes. It was found that DDC was present on 
the surface of hemocytes, during the last hour of larval stage (non feeding 
stage) and the first hours of pupal stage and that is stable connected with 
the cell membrane. The presence of DDC inhibitors, Benzerazide and 
Carbidopa, reduced significantly E. coli phagocytosis and it also decreased 
the production of Η2Ο2 (a reactive oxygen species necessary for the uptake 
of basteria by the hemocytes). Phagocytosis of E.coli in an isotonic 
Ringer’s buffered solution occurs in a lesser degree, compared with 
phagocytosis in Grace’s cultured medium. The addition of tyrosine, Dopa 
or Dopamine in the Ringer’s solution enhanced phagocytosis, at levels, 
same as in Grace’s cultured medium. It appears that DDC is involved in 
phagocytosis as part of the phenoloxidase reaction sequence and also 
regulates the production of Η2Ο2. 



ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 
ΠΡΑΚΤΙΚΑ 28ου Επιστηµονικού Συνεδρίου, Ιωάννινα, Μάιος 2006 

 

371 

∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΗΣ ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΗΣ ∆ΡΑΣΗΣ ΤΗΣ 
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Αθήνα 

 
H προθυµοσίνη α (πρoΤα) είναι όξινο πολυπεπτίδιο 109 αµινοξέων που 
παρουσιάζει διακριτή ανοσοενισχυτική δράση στην ενίσχυση του Τ-
κυτταρικού πολλαπλασιασµού και της ΝΚ κυτταροτοξικότητας, ενώ ο 
ακριβής ανοσολογικός µηχανισµός δράσης της παραµένει αδιευκρίνιστος. 
Σε κυτταρικό επίπεδο η δράση της προΤα εκδηλώνεται, µετά από τριήµερη 
επώαση, µέσω των µονοκυττάρων και σε συνέργια µε άλλους ανοσο-
τροποποιητές, πχ. η ιντερλευκίνη (IL)-2. Για να ανακαλύψουµε πιθανά 
εµπλεκόµενα σηµατοδοτικά µονοπάτια και/ή µόρια στην δράση της προΤα, 
αναλύσαµε πρωτεϊνικά µοτίβα µονοπύρηνων του περιφερικού αίµατος 
(PBMC) από φυσιολογικούς δότες και ασθενείς µε καρκίνο των ωοθηκών 
που επωάστηκαν για 1-3 ηµέρες µε προΤα. Τα κυτταροπλασµατικά 
πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αποµονώθηκαν και αναλύθηκαν σε 2D-PAGE. 
Πρωτεϊνικές κηλίδες µε διαφορές στην έκφραση αναλύθηκαν για πεπτιδικό 
τους αποτύπωµα σε φασµατοµετρία µάζας τύπου MALDI-TOF. Συνολικά, 
περίπου 40 πρωτεϊνικές κηλίδες ταυτοποιήθηκαν, οι οποίες κατηγοριο-
ποιoύνται σε 4 κύριες οµάδες: (α) κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες (πχ. 
vinculin); (β) ένζυµα του µεταβολισµού (πχ. hexokinase); (γ) σηµατο-
δοτικά µόρια (πχ. IL-1 receptor kinase) και (δ) διαλυτούς παράγοντες (πχ. οι 
IL-1β, HSP-90, MX-2). Από τα αποτελέσµατα µας, προτείνουµε ότι η 
προΤα, την πρώτη ηµέρα της επώασης, διεγείρει τα µονοκύτταρα, τα οποία 
παράγουν αυξηµένα ποσά HSP-90, και σταθεροποιεί την ανοσολογική τους 
σύναψη µε τα Τ λεµφοκύτταρα; τη δεύτερη ηµέρα, επάγει την ενδοκυτ-
ταρική παραγωγή προφλεγµονωδών κυτταροκινών (όπως η IL-1); ενώ την 
τρίτη ηµέρα έχει καθιερώσει κυτταρικές αλληλεπιδράσεις και τη σηµατοδό-
τηση καταρροϊκά µορίων των ιντεγκρινών.  

Χρηµατοδοτήθηκε από το ΙΚΥ (ΙΚΥDA 2003) και το Εµπειρίκειον Ίδρυµα Αθηνών 
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Prothymosin α (proΤα) is an acidic polypeptide of 109 amino acids, which 
presents distinct immunomodulatory properties, in enhancing normal donor 
and cancer patient-derived T cell proliferation and NK cell cytotoxicity, 
with its mode of action remaining elusive until today. At cellular level, it is 
established that proTa acts via a monocyte-dependent pathway, in synergy 
with other immunoregulators such as low dose interleukin (IL)-2 and upon a 
3-day stimulation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC). In order 
to reveal possibly implicated cell signalling pathways and/or molecules in 
proTα’s activity, we analysed intracellular protein profiles of normal donor 
and ovarian cancer-patient derived PBMC stimulated with proTα, for 1, 2 
and 3 days with 2-D PAGE. Protein spots presenting differential expression 
were excised and analyzed for their peptide-mass fingerprint by MALDI-
TOF mass spectrometry. In total, 40 protein spots were identified, which 
can be classified into 4 main categories: (a) cytoskeletal proteins (eg. 
vinculin); (b) metabolic enzymes (eg. hexokinase); (c) cell signaling 
molecules (eg. IL-1 receptor kinase) and (d) soluble mediators (eg. IL-1β, 
HSP-90, MX-2). Based on our results, we propose that proTα exerts a 
stepwise immunoenhancing effect on PBMC; on day-1, it stimulates 
monocyte activation, which accordingly produce increased amounts of HSP-
90, and stabilizes monocyte-T cell immune synapses; on day 2, it promotes 
intracellular proinflammatory cytokine (eg IL-1) expression; and on day-3 it 
most likely participates in the mediation and downstream signaling of 
integrin-molecule cell interactions.  
 

Funded by IKY (IKYDA 2003) and by the Empeirikion Foundation of Athens 
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∆ΟΜΙΚΑ ΑΥΤΟΤΕΛΗ ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΜΕ ΤΗ ΦΑΣΜΑΤΙΚΉ ΜΈΘΟ∆Ο 

 
Σκορίλα Ε.∆., Μπάγκος Π.Γ. και Σ.Ι. Χαµόδρακας 
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Αθήνα 157 01 
 
Οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις παίζουν ιδιαίτερο ρόλο στο σχηµατισµό 
πρωτεϊνικών συγκροτηµάτων τα οποία ευθύνονται για την επιτέλεση 
βιολογικών λειτουργιών. Μια σηµαντική κατηγορία πρωτεϊνικών αλληλεπι-
δράσεων είναι αυτές που εµφανίζονται µεταξύ δοµικών αυτοτελών 
στοιχείων (domains) που ανήκουν στην ίδια πολυπεπτιδική αλυσίδα.  Με 
τον όρο δοµικά αυτοτελή στοιχεία, αναφερόµαστε σε τµήµατα της 
πολυπεπτιδικής αλυσίδας τα οποία διπλώνουν ανεξάρτητα και σχηµατίζουν 
ένα ή περισσότερα διάκριτα σφαιρικά συγκροτήµατα. Τα δοµικά αυτοτελή 
στοιχεία ενώνονται µεταξύ τους µε τµήµατα της ακολουθίας τα οποία 
ονοµάζονται συνδετικά τµήµατα  ή συνδέτες (linkers).  Μελέτες έχουν 
δείξει ότι οι συνδέτες παίζουν σηµαντικό ρόλο στις αλληλεπιδράσεις 
µεταξύ των δοµικών στοιχείων καθώς καθορίζουν την απόσταση και τις 
αλληλεπιδράσεις µεταξύ δοµικών αυτοτελών στοιχείων.  Στην εργασία 
αναπτύχθηκε µια νέα µέθοδος αναγνώρισης των συνδετικών τµηµάτων σε 
λυµένες κρυσταλλογραφικά δοµές µε δύο δοµικά αυτοτελή στοιχεία του 
οργανισµού Saccharomyces cerevisiae.  Αρχικά δηµιουργήθηκε ένα µη-
οµόλογο σύνολο δοµών και οι συνδέτες προσδιορίστηκαν οπτικά µε τη 
χρήση προγραµµάτων µοριακών γραφικών.  Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε 
µια µαθηµατική µέθοδος αναγνώρισης γεωµετρικών δοµών που βασίζεται 
στη φασµατική ανάλυση πινάκων (ιδιοτιµές και ιδιοανύσµατα).  Η µέθοδος 
χρησιµοποιεί τις συντεταγµένες των ατόµων και δηµιουργεί έναν πίνακα 
που παρουσιάζει τις µεταξύ τους αποστάσεις.  Ο πίνακας αναλύεται και τα 
συστατικά του στοιχεία (ιδιοτιµές και ιδιοανύσµατα) που προκύπτουν 
αναπαριστούν γεωµετρικά δοµικά στοιχεία της πρωτεΐνης.  Με τη χρήση 
των διαγραµµάτων αναπαράστασης των ιδιοανυσµάτων, διακρίνεται το 
συνδετικό τµήµα/συνδέτης των δύο αυτοτελών δοµικών στοιχείων.  Στην 
περίπτωση που τα δοµικά αυτοτελή στοιχεία είναι σαφώς διακεκριµένα η 
µέθοδος έχει απόλυτη επιτυχία στη διάκρισή τους.  Όταν τα στοιχεία δεν 
είναι απόλυτα διακριτά, η µέθοδος είναι πιθανόν να αποτυγχάνει και ίσως 
απαιτούνται πιο προχωρηµένες τεχνικές. 
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Protein interactions play an important role in the formation of protein 
clusters, which are responsible for specific biological functions.  An 
important category of protein interactions involves those, which are built up 
between domains that belong to the same polypeptide chain.  The term 
domain is referred to polypeptide chain segments, which fold independently 
and adopt one or more discrete globular structures.  Domains are connected 
by segments of the sequence called linkers.  It has been shown by previous 
studies that linkers play an important role to domain interaction since they 
determine the inter-domain distance.  In this study a new linker 
identification method was developed.  This method was applied to all 
experimentally determined proteins with two domains of the organism 
Saccharomyces cerevisiae.  In the beginning, a non-redundant set of 
proteins that satisfy the above-mentioned criteria was created and all the 
linkers were determined by visual inspection utilizing molecular graphics 
software.  The next step involves the application of the spectral 
identification method, which is based on matrices eigenvalues and 
eigenvectors calculations.  The method constructs an inter-distance matrix, 
which is calculated by the protein atoms coordinates.  The derived matrix is 
spectrally analyzed resulting to its eigenvalue and eigenvector matrix 
components, which represent the protein geometry characteristics.  
Eigenvector representation diagrams illustrate the linking region between 
the two domains.  When two domains are clearly discrete, the method is 
fully successful in identifying the two regions and the linker.  In cases 
where the distance between two domains is close enough, the method 
sometimes fails, and more advanced techniques may be required. 
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Το στέλεχος BTL του µύκητα Aspergillus niger έχει την ικανότητα 
παραγωγής σηµαντικών επιπέδων οξειδάσης της γλυκόζης (ΟΞΓ) και 
καταλάσης (ΚΑΤ). Οι δυο αυτές οξειδοαναγωγάσες τυγχάνουν µεγάλης 
κλίµακας τεχνολογική και εµπορική αξιοποίηση. Αποτελούν ένα πολύ 
αποτελεσµατικό ενζυµικό σύστηµα για την αποµάκρυνση από διάφορα 
τρόφιµα, του οξυγόνου ή/και της γλυκόζης. Η πιο σηµαντική βιοµηχανική 
«εφαρµογή» της ΟΞΓ αφορά στην παραγωγή γλυκονικού οξέος από 
αγροτικά παραπροϊόντα υψηλής περιεκτικότητας σε υδατάνθρακες. Η 
καταλάση βρίσκει επίσης σηµαντικό αριθµό αυτοτελών εφαρµογών είτε για 
αποµάκρυνση του Η2Ο2 είτε για παραγωγή Ο2. Στην παρούσα εργασία 
µελετήθηκε η επίδραση του αερισµού στην παραγωγή ΟΞΓ και ΚΑΤ από το 
µύκητα  Aspergillus niger BTL σε κλειστό σύστηµα βιοαντιδραστήρα. Ως 
πηγές άνθρακα και αζώτου χρησιµοποιήθηκαν σακχαρόζη και NaNO3, 
αντίστοιχα. Η επιλογή της τελευταίας, καθώς και o προσδιορισµός της 
άριστης συγκέντρωσής της στο θρεπτικό µέσο ανάπτυξης, πραγµατοποιή-
θηκαν µετά από αριστοποίηση σε καλλιέργειες φιαλών Erlenmeyer. Τα 
επίπεδα αερισµού στο βιοαντιδραστήρα,  διαµορφώθηκαν µε τη µεταβολή 
της παροχής αποστειρωµένου ατµοσφαιρικού αέρα ενώ ο ρυθµός 
ανάδευσης παρέµεινε σταθερός σε χαµηλά επίπεδα, για προστασία του 
µυκηλίου από τις διατµητικές τάσεις. Προσδιορίστηκε πως η αύξηση του 
βαθµού οξυγόνωσης της καλλιέργειας έχει ως αποτέλεσµα την ταχύτερη 
ανάπτυξη του µικροοργανισµού και αυξηµένα επίπεδα ενζυµικής 
παραγωγής. Οι τελικές όµως συγκεντρώσεις γλυκονικού οξέος δεν 
επηρεάζονται από τον αερισµό. Επίσης διαπιστώθηκε πως ο µηχανισµός 
ελεγχόµενης έκκρισης της ΟΞΓ στο µέσο καλλιέργειας αναστέλλεται από 
την αύξηση των επιπέδων αερισµού της καλλιέργειας. 
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The Aspergillus niger strain BTL produces elevated levels of glucose 
oxidase (GOX) and catalase (CAT). Both oxido-reductases exhibit large 
scale technological and commercial exploitation. They represent a very 
efficient enzyme system for the removal of either oxygen or glucose from 
various food products. The most important industrial application for GOX is 
the gluconic acid production using agroindustrial byproducts of high 
carbohydrate content. Catalase is also used in a number of independent 
applications concerning either the removal of H2O2 or the production of O2 
in various systems. In the present work, we studied the effect of aeration 
conditions in the production of glucose oxidase and catalase by the fungus 
A. niger BTL in a batch bioreactor system. Saccharose and NaNO3 were 
used as carbon and nitrogen sources, respectively. The latter, as well as its 
concentration in the culture medium, was selected following optimization 
studies in Erlenmeyer flasks cultures. Bioreactor aeration levels were 
controlled through the manipulation of sterilized air flowrate, while 
agitation speed was maintained at low levels in order to protect the 
mycelium from shear distress. It was found, that increased culture aeration 
levels resulted in faster microorganism growth and increased enzyme 
production. The final gluconate concentrations though, did not seem to be 
affected by the levels of culture oxygenation. It was also verified, that the 
controlled secretion mechanism of glucose oxidase is probably repressed by 
increased aeration.       
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Ο προγραµµατισµένος κυτταρικός θάνατος και οι µορφολογικές και βιοχηµικές 
διαδικασίες που τον χαρακτηρίζουν και είναι γνωστές ως απόπτωση είναι µία 
φυσιολογική λειτουργία, η οποία παίζει σηµαντικό ρόλο κατά την ανάπτυξη ενός 
οργανισµού.  Εξ άλλου απόπτωση κυττάρων µπορεί να προκληθεί από δυσµενείς 
συνθήκες περιβάλλοντος, να είναι αποτέλεσµα δυσλειτουργίας του επιδιορθωτικού 
µηχανισµού του DNA ή να επαχθεί από ουσίες που έχουν αντικαρκινική δράση. Η 
σηµατοδότηση για την επαγωγή της απόπτωσης είναι προφανώς περίπλοκη και 
εξαρτάται τόσο από το αποπτωτικό ερέθισµα όσο και από τον τύπο των κυττάρων. 
Εφόσον η απόπτωση είναι µια προγραµµατισµένη διαδικασία, χρειάζονται αλλαγές 
στην ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης συγκεκριµένων γονιδίων. Μεταξύ των 
ουσιών που επάγουν απόπτωση είναι και αναστολείς των απόακετυλασών των 
ιστονών, οι οποίοι οδηγούν σε ακετυλίωση των ουρών των ιστονών.  Μια από τις 
πιο δραστικές και καλά µελετηµένες ουσίες αυτής της κατηγορίας είναι η 
τριχοστατίνη Α, η οποία χρησιµοποιείται  και ως αντικαρκινικό µέσο. Πρόσφατα 
έχει βρεθεί ότι εκτός από τις ιστόνες, ακετυλιώνονται και άλλες µη ιστονικές 
πρωτείνες, όπως παράγοντες µεταγραφής αλλά και η πρωτείνη των 
µικροσωληνίσκων, τουµπουλίνη.. ∆εδοµένου ότι οι µικροσωληνίσκοι  εµπλέκονται 
σε µορφολογικές αλλαγές καθώς επίσης και  στην απόπτωση ενδιαφέρον 
παρουσιάζει η µελέτη της επίδρασης της TSA επί της ακετυλίωσης της 
τουµπουλίνης σε συνδυασµό µε την ακετυλίωση των ιστονών και την απόπτωση. Η 
παρούσα µελέτη εστιάζεται στην ανάλυση των τριών αυτών παραµέτρων µετά από 
την επίδραση του αναστολέα TSA σε έξη ανθρώπινες λευχαιµικές κυτταρικές 
σειρές και σε φυσιολογικά λεµφοκύτταρα περιφερικού αίµατος ανθρώπου. 
Παρουσιάζονται κινητικές συγκεντρώσεων του αναστολέα και χρόνου επώασης 
των κυττάρων µε TSA. Τα αποτελέσµατα έδειξαν πως υπάρχει µια διαφορική 
επίδραση της TSA ως προς τα επίπεδα ακετυλίωσης, τόσο της ιστόνης Η4 όσο και 
της τουµπουλίνης, τα οποία διαφέρουν ανάλογα µε το υπό µελέτη κυτταρικό 
σύστηµα και ότι τα επίπεδα ακετυλίωσης σχετίζονται µε τον επαγόµενο βαθµό 
απόπτωσης. Η παρούσα µελέτη προσθέτει πληροφορία για τους στόχους της TSA, 
καθώς και για τα ενδεχόµενα µονοπάτια σηµατοδότησης στην πορεία της επαγωγής 
της απόπτωσης. 
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Programmed cell death or apoptosis has distinct morphological and 
biochemical characteristics and is part of a physiological cellular process 
that plays a significant role during organismal development. However, 
cellular apoptosis can also be induced under unfavorable environmental 
conditions, or as a result of dysfunction of the DNA repair machinery or can 
also be induced by anticancer agents.  The molecular signaling pathways for 
the induction of apoptosis are clearly complicated and are dependent not 
only on the apoptotic stimuli but also on the specific cell type.  Since 
apoptosis is a programmed event, changes in the expression of certain genes 
are necessary. Amongst the list of agents that can induce apoptosis are also 
inhibitors of histone deacetylases, substances that lead to the accumulation 
of acetylation on the N-terminal tails of nucleosomal core histones. One of 
the most effective and well-studied histone deacetylase inhibitor is 
trichostatin A. This agent is also used in anticancer regimens. Recently, it 
has been shown that aside from histones, other nonhistone proteins, such as 
transcription factors, as well as the microtubule protein, tubulin, are also 
acetylated.  In light of the fact that microtubules are involved in various 
morphological changes as well as in apoptosis, the study of the effect of 
trichostatin A on tubulin acetylation in relation to histone acetylation may 
be of unique interest.  In this respect, the present study has focused on these 
three parameters, tubulin and histone acetylation and induction of apoptosis 
after treatment with trichostatin A in six leukemic cell lines as well as in 
physiological human peripheral blood lymphocytes. To this end, with 
respect to the above, the effect of different concentrations and incubation 
times with this agent were analyzed. The results showed that trichostatin A 
has a differential effect on the levels of histone H4 and tubulin acetylation in 
the different cellular systems analyzed and more importantly, that these 
levels are related to the levels of induced apoptosis. The present study adds 
pertinent information on the cellular targets of trichostatin A, as well as on 
the possible signaling pathways during the course of apoptosis induction.     
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ΕΝ∆ΟΚΥΤΤΑΡΙΑ ΕΝΤΟΠΙΣΗ ΤΟΥ ΚΥΣΤΙ∆ΙΚΟΥ ΜΕΤΑΦΟΡΕΑ 
ΜΟΝΟΑΜΙΝΩΝ (VMAT2) ΣΤΗΝ ΜΕΛΑΙΝΑ ΟΥΣΙΑ ΚΑΙ ΣΤΟΝ 

ΥΠΟΜΕΛΑΝΑ ΤΟΠΟ ΤΟΥ ΑΝΘΡΩΠΙΝΟΥ ΕΓΚΕΦΑΛΟΥ 
 

Σπηλιόπουλος Π.2, Χρυσάνθου-Πιτερού Μ.1,2, Ισιδωρίδου Μ.Ρ.1,2 
 

1Ερευνητική Μονάδα Ιστοχηµείας και Ηλεκτρονικής Μικροσκοπίας, Ψυχιατρική Κλινική 
Παν/µίου Αθηνών, Αιγινήτειο Νοσοκοµείο, 2Ινστιτούτο Νευροβιολογικών Ερευνών, Ίδρυµα 

Θ. Θ. Κότσικα 
 

Ο VMAT2 είναι δείκτης ενδοκυττάριων περιοχών αποθήκευσης µονο-
αµινών στους ντοπαµινικούς νευρώνες της µέλαινας ουσίας (SN) και στους 
νοραδρενεργικούς νευρώνες του υποµέλανα τόπου (LC). Κυρίως πειραµα-
τόζωα χρησιµοποιήθηκαν για την ανοσοκυτταροχηµική εντόπιση του 
VMAT2 σε όλα τα περιοχές των µονοαµινικών νευρώνων. Βιοχηµικές και 
φαρµακολογικές µελέτες έχουν αποδείξει ότι η πρόσληψη και η 
αποθήκευση µονοαµινικών νευροδιαβιβαστών επιτυγχάνεται µέσω τέτοιων 
ειδικών κυστιδικών µονοαµινικών µεταφορέων (VMATs). Στους 
ανθρώπινους κατεχολαµινικούς νευρώνες, οι µελέτες µας έχουν 
ταυτοποιήσει µεγάλα σφαιρικά πρωτεϊνικά σωµάτια (PB) τα οποία είναι 
δοµές αποθήκευσης του νευροδιαβιβαστή στo περικάρυo και στους 
δενδρίτες. Με σκοπό να αποδείξουµε, σε ανθρώπινο νεκροτοµικό υλικό, 
την ταυτότητα των PB ως κυστιδίων αποθήκευσης κατεχολαµινών, 
χρησιµοποιήσαµε πολυκλωνικό αντίσωµα για την ανοσοεντόπιση του 
VMAT2 στην SN και LC φυσιολογικών και παρκινσονικών ατόµων, σε 
τοµές παραφίνης. Γειτονικές τοµές χρώστηκαν µε Rhodamine B, για την 
εντόπιση του ειδικού δείκτη (σφιγγοµυελίνης) των µεµονωµένων κυστιδίων 
(PB). Τα αποτελέσµατα έδειξαν, στους φυσιολογικούς µάρτυρες, την 
ταυτόχρονη παρουσία διάχυτης και κοκκώδους ανοσοαντίδρασης µε 
ποικιλία έντασης στο περικάρυο και στους δενδρίτες των νευρώνων της SΝ 
και LC, ενώ σε παρκινσονικούς, που ως γνωστόν έχουν µειωµένη 
ντοπαµίνη, παρατηρήθηκε κυρίως ελάχιστη κοκκώδης αντίδραση στο 
κυτταρόπλασµα, στους δενδρίτες και στα σωµατια Lewy. Η εντόπιση και η 
κατανοµή του VMAT2 πράγµατι σχετίζεται στενά µε την κατανοµή των 
PBs που θεωρούνται δοµές αποθήκευσης κατεχολαµινών, κάτι που  
υποστηρίζεται και από την ελάττωσή τους στην Πάρκινσον. 
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SUBCELLULAR LOCALIZATION OF THE VESICULAR 
MONOAMINE TRANSPORTER (VMAT2) IN SUBSTANTIA  

NIGRA AND LOCUS COERULEUS OF THE HUMAN BRAIN 
 

Spiliopoulos P.2, Chrysanthou-Piterou M.1,2, Issidorides M.R.1,2, 
 

1Department of Psychiatry, Medical School, University of Athens, Eginition Hospital, 
Greece, and 2Neurobiology Research Institute, Theodor Theohari Cozzika Foundation, 

Athens, Greece 
 

VMAT2 is a novel marker for sites of intracellular monoamine storage 
within dopaminergic neurons in the substantia nigra (SN) and noradrenergic 
neurons in the locus coeruleus (LC). Experimental animals have been 
mostly used for the immunocytochemical demonstration of VMAT2 in all 
parts of monoamine neurons. Biochemical and pharmacological evidence 
has shown that uptake and storage of monoamine neurotransmitters is 
mediated by these specific vesicular monoamine transporters (VMATs). In 
human catecholamine neurons our studies have identified, large spherical 
protein bodies (PB) which are storage sites of the neurotransmitter in the 
perikarya and dendrites. In order to prove, in postmortem human brain, the 
identity of the PB as catecholamine storage sites, we used a polyclonal 
antibody for the immunolocalization of the VMAT2 in the SN and LC of 
both controls and parkinsonian subjects. Adjacent sections stained with 
Rhodamine B for the localization of a specific market (sphingomyelin) of 
the isolated granules (PB) revealed the specific localization of the individual 
PB. Our results showed in the controls the presence of both diffuse and 
granular immunoreactivity of various intensities in the perikarya and 
dendrites of the SN and LC neurons, while In Parkinsonians a variety of 
immunostaining patterns was observed, but mostly minimal granular 
reactivity in the cytoplasm, dendrites and around Lewy bodies. Our results 
indicate that VMAT2 localization and distribution is indeed corelated 
closely with the distribution of PBs, known storage sites of catecholamines, 
and this is also supported by their reduction in Parkinsonism. 
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Η ΑΛΚΑΛΩΣΗ ΕΠΑΓΕΙ ΑΝΤΙ-ΑΠΟΠΤΩΤΙΚΑ ΓΕΓΟΝΟΤΑ 
∆ΙΑΜΕΣΟΥ ΤΩΝ MAP ΚΙΝΑΣΩΝ ΣΤΑ Η9c2 ΚΥΤΤΑΡΑ  

 
Σταθοπούλου Κ.*, Γαϊτανάκη Κ. και Ι. Μπέης 

 
Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων και Ανθρώπου, Τµήµα Βιολογίας, ΕΚΠΑ, Πανεπιστηµιούπολη 

157 84, Αθήνα 
 

Η οξεοβασική ισορροπία είναι µια από τις βασικότερες φυσιολογικές 
παραµέτρους, που επηρεάζουν τη λειτουργία των κυττάρων. Στην παρούσα 
µελέτη διερευνήθηκε η επίδραση της αλκάλωσης στα σηµατοδοτικά 
µονοπάτια των ERKs και των JNKs, στους H9c2 καρδιακούς µυοβλάστες. 
Επώαση µε αλκαλικό µέσο (pH 8,5) προκάλεσε την παρατεταµένη 
φωσφορυλίωση των ERKs και των JNKs, που στην πρώτη περίπτωση ήταν 
ήπια και στη δεύτερη ισχυρή. Οι αναστολείς της αντλίας Na+/H+, 
αµιλορίδη και HOE642 (προσφορά της Aventis Pharma Deutschland), 
προκάλεσαν µερική αναστολή αυτών των ενεργοποιήσεων, υποδεικνύ-
οντας την εµπλοκή της αντλίας σε αυτά τα σηµατοδοτικά µονοπάτια. 
Επιπλέον, η αλκάλωση αύξησε τη φωσφορυλίωση του c-Jun µε έναν τρόπο 
εξαρτώµενο από τις JNKs, όπως έδειξαν πειράµατα µε τον αναστολέα 
SP600125. Το αποτέλεσµα αυτό συµβαδίζει µε δεδοµένα πειραµάτων 
ΕΜSA, όπου η αλκάλωση ενίσχυσε την ικανότητα πρόσδεσης σε 
ολιγονουκλεοτίδια που έφεραν τη συναινετική αλληλουχία του µεταγρα-
φικού παράγοντα AP1, κάτι που επίσης ανέστειλε ο SP600125. 
Προκειµένου να διαπιστωθεί αν αυτή η ενεργοποίηση των JNKs είναι 
προστατευτική για το κύτταρο, µελετήθηκε η φωσφορυλίωση της Bcl-2, 
ενός υποστρώµατος των JNKs µε αντι-αποπτωτική δράση. Έτσι, τόσο η 
σύντοµη όσο και η παρατεταµένη  αλκάλωση αύξησε τη φωσφορυλίωση 
της Bcl-2, ενώ πειράµατα µέτρησης της κυτταρικής βιωσιµότητας έδειξαν 
ότι η επίδραση αυτή προκαλεί αυξηµένη επιβίωση των κυττάρων. Τα 
παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι η αλκάλωση επάγει 
σηµατοδοτικά µονοπάτια που εµπλέκονται στην κυτταρική προστασία, 
πιθανόν µέσω της Bcl-2. 

 
Η έρευνα αυτή χρηµατοδοτήθηκε από τον ΕΛΚΕ του ΕΚΠΑ και το πρόγραµµα Πυθαγόρας Ι 

(70/3/7399). * Η κ. Σταθοπούλου είναι υπότροφος του Ι.Κ.Υ. 
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ALKALOSIS INDUCES ANTI-APOPTOTIC EVENTS VIA THE 
MAPK SIGNALLING PATHWAYS IN THE H9c2 CELLS 

 
Stathopoulou Κ.*, Gaitanaki Κ., and Ι. Beis 

 
Department of Animal and Human Physiology, School of Biology, University of Athens, 

Panepistimioupolis 157 84 
 
The acid-base balance is one of the most important physiological 
parameters, affecting the cell function. In the present study we examined 
the effect of alkalosis on the signalling pathways of ERKs and JNK in the 
H9c2 cardiac myoblasts. Treatment with alkaline medium (pH 8.5) induced 
a prolonged activation of ERKs and JNKs, which was moderate in the first 
case and strong in the second. Τhe Na+/H+ exchanger inhibitors, amiloride 
or HOE642 (a kind gift from Aventis Pharma Deutschland) partially 
attenuated these activations, suggesting thatis exchanger is implicated in 
these signalling pathways. Also, alkalosis increased the c-Jun 
phosphorylation in a JNK dependent manner, as shown with experiments 
using the inhibitor SP600125. This result correlated well with EMSA 
experiments in which alkalosis enhanced the binding at oligonucleotides 
containing the AP1 consensus sequence and this enhancement was also 
abrogated by SP600125. In order to determine whether this JNK activation 
is protective for the cell, we studied the phosphorylation of Bcl-2, a JNK 
substrate with anti-apoptotic function. Both short- and long-term alkalosis 
increased Bcl-2 phosphorylation, while cell viability experiments showed 
that this stimulus caused enhanced cell survival. The above-mentioned 
results suggest that alkalosis induces signal transduction pathways that are 
implicated in cell survival, possibly via Bcl-2. 
 
This study was funded by the Special Research Account of the University of Athens and the 

Pythagoras I grant (70/3/7399). 
* Ms Stathopoulou is a recipient of a State Scholarships Foundation fellowship. 
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ΒΙΟΣΥΝΘΕΣΗ ΚAI ΕΝΤΟΠΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΛΙΠΑΣΗΣ ΑΠΟ ΤΟ 
ΘΕΡΜΟΦΙΛΟ ΜΥΚΗΤΑ Sporotrichum thermophile 
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Ο θερµόφιλος ασκοµύκητας Sporotrichum thermophile παράγει ποικιλία 
θερµοσταθερών ενζύµων µε σηµαντικές εµπορικές εφαρµογές. Έως σήµερα 
δεν έχει αναφερθεί αποµόνωση λιπασών από το µικροοργανισµό. Τα ένζυµα 
αυτά, καταλύουν τόσο την υδρόλυση (παρουσία νερού) όσο και τη σύνθεση 
(απουσία νερού) των εστέρων µεταξύ γλυκερόλης και µακράς αλυσίδας 
λιπαρών οξέων και χρησιµοποιούνται ευρέως στις βιοµηχανίες απορρυπα-
ντικών, τροφίµων κι επεξεργασίας χάρτου. Στην εργασία αυτή ανιχνεύτηκε 
λιπάση κατά την ανάπτυξη του S. thermophile σε καλλιέργειες οι οποίες 
περιείχαν λιπίδια µακράς αλυσίδας ως πηγή άνθρακα και ενέργειας. 
Μελετήθηκε ο εντοπισµός του ενζύµου σε βιοαντιδραστήρα µε τη χρήση 
ελαιολάδου ως πηγή άνθρακα.. Ελήφθησαν δείγµατα καθ’ όλη τη διάρκεια 
του κλειστού κύκλου αύξησης και πραγµατοποιήθηκε κλασµάτωση των 
εσωκυτταρικών εκχυλισµάτων µε επιφανειοδραστικές ουσίες. Στα αρχικά 
στάδια της καλλιέργειας το µεγαλύτερο ποσοστό της παραγόµενης λιπάσης 
εκκρίνεται εξωκυτταρικά ενώ στη συνέχεια το ένζυµο παραµένει ασθενώς 
προσδεµένο στις µεµβράνες. Επίσης, παρατηρήθηκε συσσώρευση 
γλυκερόλης στην καλλιέργεια, γεγονός που καταδεικνύει πως ο µύκητας 
καταναλώνει µόνο τα λιπαρά οξέα που παράγονται κατά τη διάσπαση της 
πηγής άνθρακα από τη λιπάση. Ακολούθησε µελέτη της επίδρασης 
σηµαντικού αριθµού διαφορετικών πηγών άνθρακα καθώς και του pH της 
καλλιέργειας στην ενζυµική παραγωγή. Μέγιστη παραγωγή λιπάσης 
επιτεύχθηκε µε τη χρήση κόκκων σπάδικα καλαµποκιού (corn cob) ως πηγή 
άνθρακα, αποτέλεσµα µε πολύ θετική επίδραση στην οικονοµικότητα της 
συνολικής διεργασίας. Καταβλήθηκε, τέλος, προσπάθεια καθαρισµού του 
ενζύµου από το εξωκυτταρικό υγρό των καλλιεργειών. Η διαδικασία 
περιελάµβανε καταβύθιση µε (ΝΗ4)2SO4 και χρωµατογραφικές τεχνικές 
(εναλλαγή ιόντων, υδρόφοβη χρωµατογραφία και µοριακή διήθηση).  
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The thermophilic fungus Sporotrichum thermophile produces a variety of 
enzymes with considerable industrial importance. Yet till today, there have 
been no reports concerning the isolation and characterization of lipases from 
this particular microorganism. These enzymes catalyze the hydrolysis (in 
the presence of water) as well as the synthesis (in the absence of water) of 
the esters between glycerol an long chain fatty acids, and find a large 
number of biotechnological applications especially in the detergent, food 
and paper pulp industries. In this work, we initially verified the production 
if lipase during growth of S. thermophile in the presence of long-chain lipids 
as a sole carbon and energy source. We studied the localization of the 
enzyme in bioreactor cultures with olive oil as carbon source. Samples were 
withdrawn during the entire growth cycle and the intracellular extracts were 
fractionated with surfactants. It was verified, that at the early stages of 
growth, lipase is rapidly released into the extracellular medium, while it 
remained loosely bound on the membranes at the later stages. In addition, 
glycerol accumulation was observed, a fact that clearly shows that the 
microorganism consumes only the fatty acids released during hydrolysis of 
the carbon source. The effect of various carbon sources as well as initial 
culture pH on enzyme production in a series of Erlenmeyer flasks cultures 
was studied next. Maximum lipase production was achieved not with the 
use of lipids but with corn cob as a sole carbon source, a result with 
significant economical impact on the production process, since this material 
is a very low cost agro-industrial byproduct. Finally we attempted to purify 
the enzyme from the culture supernatant using ammonium sulfate 
precipitation followed by a series of FPLC steps (ion exchange, 
hydrophobic interaction, gel filtration).  
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∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΣΥΣΤΗΜΑΤΟΣ QUORUM SENSING 
(ΕΠΙΚΟΙΝΩΝΙΑΣ ΣΕ ΠΥΚΝΟΥΣ ΠΛΗΘΥΣΜΟΥΣ) ΣΤΟ 
ΑΙΘΑΝΟΛΟΠΑΡΑΓΩΓΟ ΒΑΚΤΗΡΙΟ Zymomonas mobilis 

Σταύρου Ε.Ε. και Κ.Μ. Παππά 
Τοµέας Γενετικής και Βιοτεχνολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 

Πανεπιστηµιούπολη 15701, Αθήνα 
 

Το βακτήριο Ζymomonas mobilis θεωρείται υποψήφιος οργανισµός για µεγάλης κλίµακας 
παραγωγή αιθανόλης, µόνος ή σε συνεργασία µε βακτήρια και µύκητες, ενώ έχει επί πλέον 
αναφερθεί ότι παράγει τοξική ένωση απέναντι στο βακτήριο E. coli. Στο πλαίσιο της 
διερεύνησης των σχέσεων του Z. mobilis µε άλλους οργανισµούς, επιδιώχθηκε η µελέτη της 
έκλυσης ουσιών ή ύπαρξης γονιδίων στο βιοµηχανικό στέλεχος CP4, που σχετίζονται µε 
συστήµατα βακτηριακής επικοινωνίας σε υψηλές συγκεντρώσεις πληθυσµών κυττάρων 
(quorum sensing, QS). Συστήµατα QS επάγουν στα βακτήρια πολλαπλές λειτουργίες όπως 
παθογένεια, έκκριση τοξινών, δηµιουργία βιοφίλµ, κυτταρική διαφοροποίηση και διαίρεση 
κ.ά., ενώ συνήθως εξαρτώνται από παραγωγή και ανταπόκριση σε φεροµόνες τύπου είτε 
ακυλιωµένων λακτονών οµοσερίνης (AHLs), είτε υποκατεστηµένων φουρανονών (ενώσεις 
τύπου AI-2). Η παραγωγή και έκλυση εν λόγω ουσιών από το Z. mobilis µελετήθηκε µε τη 
χρήση ειδικών στελεχών A. tumefaciens, E. coli, C. violaceum και V. harveyi  που 
χρησιµοποιούνται ως βιοαισθητήρες QS ουσιών (biosensors). Στις δοκιµασίες αυτές φάνηκε 
ότι το Z. mobilis παράγει ουσία, πιθανόν AHL-τύπου, που δρα ανταγωνιστικά ως προς τις 
συγγενείς AHLs που επάγουν τους A. tumefaciens και C. violaceum βιοαισθητήρες, ενώ δεν 
φάνηκε να παράγει ένωση ΑΙ-2 τύπου. Εξέταση του δηµοσιευµένου γονιδιώµατος του Z. 
mobilis στελέχους ΖΜ4 (συγγενικού ως προς το CP4), ενίσχυσε το τελευταίο, καθώς ο 
οργανισµός δεν φάνηκε να φέρει γονίδιο ανάλογο συνθετασών AI-2, ενώ αντίθετα φέρει 
ένζυµα καταβολισµού προδρόµων µορίων αυτού. Επί πλέον στο γονιδίωµα του Z. mobilis, 
µετά από ανάλυση 1.489 χαρακτηρισµένων ή δοµικά συντηρηµένων ORFs και αναζήτηση 
οµολογιών ως προς 60 γονίδια QS-τύπου, αναγνωρίστηκαν γονίδια οµόλογα µε: τη 
συνθετάση HdtS του P. aeruginosa για την AHL 3-ΟΗ-7-cis-C14-λακτόνη οµοσερίνης 
(ΥΡ_161817), τη συνθετάση RpfB του X. campestris για τη φεροµόνη cis-11-µεθυλ-2-
δωδεκενοϊκού οξέως (ΥΡ_162439), το µεταγραφικó παράγοντα PhcB του R. solanacearum 
που ανταποκρίνεται στη φεροµόνη 3-ΟΗ-παλµιτικό µεθυλεστέρα (ΥΡ_163592, ΥΡ_162941) 
και τις AHL-υδρολάσες AiiA και ΑttΜ των B. subtilis και A. tumefaciens (ΥΡ_162512, 
ΥΡ_162494). Από τα γονίδια αυτά, το οµόλογο µε την HdtS συνθετάση της 3-ΟΗ-7-cis-C14 
HSL είναι άκρως ενδιαφέρον για περαιτέρω µελέτη, καθώς η συγκεκριµένη ένωση έχει 
αποδειχτεί ότι εκτός από σινιάλο QS-τύπου, λειτουργεί ως βακτηριοσίνη έναντι σε στελέχη 
Rhizobium, στο δε παρόν εργαστήριο το Z. mobilis αποδείχτηκε ιδιαίτερα τοξικό απέναντι στο 
αγροβακτήριο (οικ. Rhiozbiaceae), µε τοξικότητα επαγόµενη σε υψηλή πυκνότητα κυττάρων. 
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Zymomonas mobilis is an α-proteobacterium considered important for large-scale ethanol 
production, on its own or in the presence of other bacteria or fungi, whereas it has been reported 
that it produces a toxin-like substance against E. coli. To address the issue of Z. mobilis 
behaviour against other organisms, it was thought pertinent to enquire on high-cell density 
dependent behaviour exhibited by the bacterium, currently known as quorum sensing (QS). QS 
mechanisms induce multiple functions in bacteria, from pathogenicity and toxin secretion to 
cellular differentiation and division, and are usually dependent on release and perception of 
signalling pheromones of usually two molecular classes: acylated homoserine lactones (AHLs) 
and furanone derivatives (AI-2 type compounds). Production and release of relevant 
pheromones by the Z. mobilis industrial strain CP4 was bioassayed with the use of biosensor A. 
tumefaciens, C. violaceum, E. coli and V. harveyi strains. In such assays it appeared that Z. 
mobilis produces a putative AHL-type compound, most likely antagonistic against cognate 
AHL compounds able to induce the A. tumefaciens and C. violaceum biosensors, whereas the 
bacterium does not seem to release an AI-2 type compound. Gene-search in the Z. mobilis strain 
ZM4 (kin to CP4) published genome reinforced the latter, since no homologous AI-2 type 
synthases were found in the annotated and non-annotated genomic content, whereas alternative 
AI-2 precursor breakdown pathway genes were readily detected. Additionally, search amidst a 
total of 1,489 genomic annotated or conserved-domain harbouring ORFs and genome 
BLASTing with 60 well characterized QS-related genes from various organisms, led to 
identification of genes homologous to: the P. aeruginosa HdtS AHL synthase of 3-OH-7-cis-
C14 homoserine lactone (YP_161817), the X. campestris RpfB synthase of pheromone cis-11-
methyl-2-dodecenoic acid (YP_162439),  the R. solanacearum PhcB transcriptional regulator 
responding to the pheromone 3-OH-palmitic methylester (YP-163592, YP_162941) and the A. 
tumefaciens and B. subtilis AttM and AiiA AHL hydrolases (YP_162512, YP_162494). Of 
these, the HdtS-homolog to the synthase of compound 3-OH-7-cis-C14 HSL is highly 
interesting for further study, since the particular pheromone is known to act as a bacteriocin 
against rhizobial isolates, whereas Z. mobilis is found in the present lab to behave especially 
toxic against Agrobacterium (member of the Rhizobiaceae) and the observed toxicity seems to 
be high-cell density dependent. 
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Η χιτίνη είναι ένα βιοπολυµερές που αποτελείται από γραµµικά επαναλαµβανόµενες µονάδες 
Ν-ακετυλογλυκοζαµίνης και αποτελεί το δεύτερο µετά την κυτταρίνη, φυσικό βιοπολυµερές. 
Στο υδάτινο περιβάλλον υπολογίζεται οτι ανακυκλώνονται ετησίως περισσότεροι από 1011 
µετρικοί τόνοι χιτίνης. Αν και το περιβάλλον του βυθού των υδάτινων οικοσυστηµάτων 
χαρακτηρίζεται από υψηλές πιέσεις και χαµηλές θερµοκρασίες, η µικροβιακή κοινότητα που 
αναπτύσσεται ευθύνεται σε σηµαντικό βαθµό για την αποικοδόµηση της χιτίνης. Εποµένως, οι 
χιτινάσες που παράγονται από τα παραπάνω βακτήρια, εκδηλώνουν υψηλή καταλυτική 
ενεργότητα σε χαµηλές θερµοκρασίες. Στην προσπάθειά µας να αποµονώσουµε το γονίδιο 
που κωδικοποιεί για χιτινάση από το βακτήριο M. marina, ακολουθήσαµε την παρακάτω 
διαδικασία. Xρωµοσωµικό gDNA από το M. marina θρυµµατίστηκε µε το ένζυµο EcoRI. Τα 
τµήµατα DNA  από την πέψη συνδέθηκαν µε τα άκρα τµηµάτων µήκους 50bp, που 
αναγνωρίζονται από την EcoRI (EcoRI Cassette). Συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια σχεδιάστηκαν 
βασιζόµενα σε οµόλογες περιοχές γνωστών χιτινασών. Αντιδράσεις PCR πραγµατο-
ποιήθηκαν µε τη χρήση ειδικών εκκινητών, για την αλληλουχία της EcoRI Cassette και των 
εκκινητών που σχεδιάστηκαν όπως παραπάνω, καθώς και µε υπόστρωµα το µίγµα gDNA και 
EcoRI Cassette που περιγράφτηκε αρχικά. Η διαδικασία αυτή οδήγησε στην αποµόνωση 
αρκετών αλληλουχιών από το γονίδιο της χιτινάσης του M. marina. Βάση αυτών  των 
αλληλουχιών, σχεδιάσαµε ένα ζεύγος εκκινητών, το οποίο χρησιµοποιήθηκε σε αντιδράσεις 
PCR µε υπόστρωµα το χρωµοσωµικό DNA του M. marina. Το αποτέλεσµα ήταν η 
αποµόνωση ενός τµήµατος DNA µήκους 1653bp, το οποίο αντιστοιχεί στο γονίδιο της 
χιτινάσης, που ονοµάσαµε chi-60Mm. Η πρωτείνη Chi-60Mm αποτελείται απο 550 αµινοξέα, 
έχει θεωρητικό ισοηλεκτρικό σηµείο-pI  4,27 και έχει ένα πεπτίδιο έκκρισης µήκους 22 
αµινοξέων.  Η Chi-60Mm εκφράστηκε σε κύτταρα (E. coli) BLR(DE3), σε διαλυτή µορφή 
και σε υψηλά επίπεδα. Ο καθαρισµός της Chi-60Mm ολοκληρώθηκε επιτυχώς σε τρία 
βήµατα: Κλασµάτωση µε θειικό αµµώνιο, χρωµατογραφία υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων σε 
στήλη Phenyl Sepharose CL-6B και ανιοανταλλακτική χρωµατογραφία σε στήλη Q-
Sepharose FF. Η βιοχηµική ανάλυση της Chi-60Mm έδειξε οτι η χιτινάση έχει εξειδίκευση σε 
υπoστρώµατα χιτίνης, είναι θερµοευαίσθητη και δεν επηρεάζεται από µέταλλα. Η 
θερµοδυναµική ανάλυση της Chi-60Mm έδειξε οτι η πρωτείνη αποδιατάσσεται αντιστρεπτά 
ακόµα και µετά από επώαση στους 60 oC, γεγονός που περιγράφεται για πρώτη φορά σε 
ένζυµα της οικογένειας των υδρολασών. 
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Chitin, a carbohydrate polymer composed of alternating beta-1,4-linked N-acetylglucosamine 
residues, is the second most abundant organic compound in nature. In the aquatic biosphere 
alone, it is estimated, that more than 1011 metric tons of chitin are produced annually. Although 
the deep-sea marine environment is characterized by high hydrostatic pressures and low 
temperatures, there seems to be a highly active microbial community that is able to decompose 
chitin. Consequently, the chitinases, produced from the bacteria above, and are responsible for 
the degradation of the chitin should have high catalytic activities under these low-temperature 
conditions compared with those of mesophilic and thermophilic species. In our attempts to 
isolate the gene for the chitinase of Moritella marina we carried out the following procedure. 
Chromosomal DNA from M. marina was totally digested with restriction enzyme EcoRI. The 
fragments from the digested chromosomal DNA were ligated to a EcoRI Cassette. Synthetic 
oligonucleotides for PCR were designed, based on the homology region of known chitinases. 
PCR reactions were performed using synthenic primers, which anneal on the cassette sequence 
and the mixture of the digested gDNA and the cassettes, as a template. According to that 
procedure we isolated several sequences from the chitinase gene of M. marina. Based on the 
DNA sequence of this chitinase, we designed a pair of primers in terms to isolate and clone the 
entire gene. Performing PCR reactions using the chromosomal DNA of M. marina, as a 
template and the primers above, we resulted to a DNA fragment of 1653bp, which is the gene 
of the chitinase, called chi-60Mm. The protein Chi-60Mm is consisting of 550 amino acids and 
has a theoretical pI of 4,27. Chi-60Mm contains a signal peptide of 22 amino acids, responsible 
for secretion. The chitinase Chi-60Mm was expressed in (E. coli) BLR(DE3). The protein was 
soluble and produced at high levels. The purification of Chi-60Mm was completed succefully 
after three steps: Ammonium sulfate fractionation, hydrophobic chromatography using the 
column Phenyl Sepharose CL-6B and anionexchange chromatography using the column Q-
Sepharose FF. The biochemical analysis of Chi-60Mm has shown that the chitinase is very 
specific for chitin substrates, very sensitive to temperatures above 40oC and is unaffected of the 
presence of metal ions. Thermothydamic analysis of Chi-60Mm clearly shown that the protein 
unfolds reversibly even after heating at 60 oC, a very valuable result described for the first time in 
the glycosyl-hydrolase family. 
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Η ωκυτοκίνη (ΟΤ) είναι µια µικρή, πεπτιδική ορµόνη, η οποία διαδραµατίζει 
πρωτεύοντα φυσιολογικό ρόλο σε διαδικασίες αναπαραγωγής, όπως είναι ο τοκετός, 
η έκκριση γάλατος, η µητρική συµπεριφορά, κ.α. Η δράση της διαµεσολαβείται από 
τον υποδοχέα της (ΟΤR), o οπoίος µε ενεργοποίηση της φωσφορικής λιπάσης C 
αυξάνει τη συγκέντρωση του κυτταροπλασµατικού ασβεστίου και επάγει µυϊκές 
συσπάσεις. Ωστόσο, πρόσφατα διαπιστώθηκε και εµπλοκή του συστήµατος 
ΟΤ/OTR σε διαφοροποίηση εµβρυϊκών βλαστοκυττάρων ποντικού, η δε 
διαφοροποίηση ρυθµίζεται από το ρετινοϊκό οξύ. Σκοπός της παρούσας µελέτης 
ήταν η διαπίστωση της καθολικότητας ύπαρξης του OTR και σε άλλες σειρές 
εµβρυϊκών βλαστοκυττάρων ποντικού. Εµβρυϊκά βλαστοκύτταρα ποντικού (ATCC, 
SCRC-1003, ES-D3 GL) καλλιεργήθηκαν επί εµβρυϊκών ινοβλαστών ποντικού 
(ATCC, CRL-1503, STO) σε καλλιεργητικό µέσο DMEM/10% FBS/IGF-1. 
Ύστερα από 10 έως 20 ηµέρες καλλιέργειας σχηµατίσθηκαν αρκετά «εµβρυοειδή» 
σωµάτια βλαστοκυττάρων, η πολυδύναµη φύση των οποίων επιβεβαιώθηκε από 
την παρουσία των ειδικών δεικτών Oct-3/4 και DAZL. Σε αυτά τα κύτταρα 
ανιχνεύθηκε ανοσοϊστοχηµικά η παρουσία OTR. Στη συνέχεια, από τα 
καλλιεργηµένα αυτά κύτταρα αποµονώθηκε mRNA και επιβεβαιώθηκε µε RT-PCR 
η έκφραση του OTR-mRNA. Η παρουσία στα κύτταρά µας δύο ειδικών για 
εµβρυϊκά κύτταρα δεικτών (Oct-3/4 και DAZL), σε συνδυασµό µε την ταυτόχρονη 
έκφραση του ΟΤR αποτελεί ένα ισχυρό κίνητρο περαιτέρω µελετών προς 
επιβεβαίωση/διαλεύκανση του ρόλου της οκυτοκίνης στη διαφοροποίηση 
αδιαφοροποίητων, εµβρυϊκών κυττάρων. 
 
Η εργασία χρηµατοδοτήθηκε από το Πρόγραµµα «Καποδίστριας» του Ειδικού Λογαριασµού 
Κονδυλίων Έρευνας (Επιτροπή Ερευνών, Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών) 
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Oxytocin (OT) is a small nonapeptide hormone that holds a crucial role in 
various reproductive functions, such as the induction of labor, milk ejection 
and maternal behaviour. Its actions are mediated through oxytocin receptor 
(OTR) that increases the intracellular Ca2+ and induces muscle contraction, 
through the activation of phospholipase C. Nevertheless, the OT/OTR 
system has recently been found to be implicated in mouse embryonic stem 
cell differentiation. The aim of this study was the investigation of the 
abundance of OTR expression in mouse embryonic stem cells. Mouse 
embryonic stem cells (ATCC, SCRC-1003, ES-D3 GL) were cultured in the 
presence of mouse embryonic fibroblasts (ATCC, CRL-1503, STO) in 
DMEM/10% FBS/IGF-1. Well-defined embryonic bodies were formed after 
10-20 days of culture and were assessed for Oct-3/4 and DAZL expression 
(stem cell markers). The expression of OTR was detected through 
immunofluorescence and the expression of OTR mRNA was verified by 
RT-PCR. The presence of the two molecular markers (Oct-3/4 and DAZL), 
in combination with the expression of OTR, in the studied stem cells opens 
new perspectives in the study of the role of OT in the differentiation of 
embryonic stem cells. 

 
This work is funded by the Programme “Kapodistrias” of the Special Research Account 

(National & Kapodistrian University of Athens) 
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Τα νέα στοιχεία που προκύπτουν από ερωτήµατα στη µελέτη των παθολογικών 
αλλοιώσεων των οστών στις προϊστορικές κοινωνίες του Ελλαδικού χώρου 
επιβάλλουν την αναθεώρηση της επικρατούσας µεθοδολογίας και εισηγούνται 
την υιοθέτηση νέων πεδίων τεχνογνωσίας. Μέσα σε αυτό το πλαίσιο των νέων 
τάσεων της έρευνας ένα πιλοτικό πρόγραµµα βρίσκεται σε εξέλιξη µε εφαρµογή 
εναλλακτικών εργαστηριακών αναλύσεων. Στόχος της µελέτης είναι η 
εγκαθίδρυση παλαιο-επιδηµιολογικών µοντέλων στην προϊστορία µέσα από µία 
σειρά αναλύσεων που παρέχουν αξιόπιστα δεδοµένα όσον αφορά στην 
διαφορική διάγνωση του παθολογικού προφίλ προς ανάλυση. Σε συνδυασµό µε 
τη µακροσκοπική και ακτινολογική εξέταση, εφαρµόσθηκαν νέες αναλύσεις,  η 
ενδοσκόπηση, η σάρωση ηλεκτρονικού µικροσκοπίου και η µικροσκοπική 
εξέταση των οστικών λύσεων. Τα πρώτα αποτελέσµατα σε δείγµατα της 
πρώιµης και ύστερης προϊστορίας από διαφορετικές αρχαιολογικές θέσεις και 
γεωµορφολογικά µικρο-περιβάλλοντα επαναπροσδιορίζουν τα υπάρχοντα 
δεδοµένα και αµφισβητούν τα επιδηµιολογικά µοντέλα που έχουν υποστηριχθεί 
στη βιβλιογραφία. Η καµπύλη της συχνότητας των αναιµιών στη Νεολιθική 
περίοδο, ως επιδηµιολογικής έκρηξης, λόγω της δριµείας αλλαγής διατροφικών 
και κοινωνικών αλλαγών, ένα σχήµα που επικρατεί στη βιβλιογραφία, δεν 
τεκµηριώνεται στην παρούσα εργασία. Αντίθετα, σε όλο το φάσµα της 
προϊστορίας η κατανοµή συχνότητας της νόσου φαίνεται απρόβλεπτη, ενώ 
σηµαντική είναι η επικράτηση µολυσµατικών νοσηµάτων που προέρχονται από 
φλεγµονές της σκληρά µήνιγγας. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η στατιστικά 
ασήµαντη συχνότητα αναιµικών επεισοδίων, σκορβούτου και ραχίτιδας. Είναι 
αναµενόµενο ότι απαιτούνται περαιτέρω «πληθυσµιακά» δεδοµένα για την 
εκτίµηση της υγείας των κοινωνιών, µε σκοπό την δηµιουργία τράπεζας 
δεδοµένων, τη βιογεωγραφική εξέλιξη των ασθενειών και κυρίως τις 
διακυµάνσεις ποικιλοµορφίας και ιδιοπάθειας της νόσου ανά περιβάλλον. 
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New evidence and the consequent implications from the analysis of disease in the 
prehistoric societies in Greece demand the re-evaluation of the prevailing 
methodology and suggest the need for introducing new laboratory techniques. Under 
that perspective, a pilot study has been initiated and is being in progress. The 
project’s aims to build up the epidemiological models in Greek prehistoric societies, 
applying a series of analytical methods in order to provide reliable data and pursue 
the differential diagnosis of the pathology. In comparison with the routine 
investigation, the macroscopic and radiological analyses, new techniques are tested, 
the endoscopy, scanning electron microscopy (SEM) and the microscopic 
examination of the pathological bone. The first results from the study of samples in 
Greek sites of varying environmental and geomorphologic setting dated in the early 
and late prehistory, thus, Mesolithic, Neolithic and Bronze period, put in dispute the 
epidemiological models supported and point to further review. The prevalence of the 
anemic episodes in the Neolithic, as a consequence of diet shifts and socio-cultural 
changes, is not documented under the current research. Adversely, there is evidence 
that the profile of the pathology, which is considered as the epidemic event in 
Neolithic, identified as iron-deficiency anemia, is actually unpredictable and 
idiopathic per site. Interestingly enough, the prevalence of the inflammatory 
disorders is significant even in sites where anemic events are expected. It is 
remarkable that the diseases such as scurvy and rickets, attributable to a diet 
deficiency as well, expose low frequency through time and across space in 
prehistory. Without eliminating the diet and the social variables as possible co-factors 
of the etiology of disease in prehistory, it is proposed that the overall scenario of the 
health decline in the Neolithic is overemphasized. Before any paleo-epidemiological 
model is to be established, conclusive evidence for the clinical profile of the 
pathologies, testing more reliable techniques, has to be primarily provided.  
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TGF-β: SARA-ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΩΣΕΣ ΠΡΩΤΕΙΝΕΣ 
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1Εργ.  Βιολογικής Χηµείας, Ιατρική Σχολή, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, 45110 Ιωάννινα. 

2Ιδρυµα Έρευνας &Τεχνολογίας-Ελλάδας, Ινστιτ. Βιοιατρικής Έρευνας, 45110 Ιωάννινα. 
 

Τα µέλη της οικογένειας και οι διαµεσολαβητές της µεταγωγής του σήµατος 
από τον TGF-β είναι σηµαντικοί ρυθµιστές πολλών αναπτυξιακών και 
οµοιοστατικών διεργασιών του ευκαρυωτικού κυττάρου, ενώ η 
δυσλειτουργία τους εµπλέκεται σε ποικίλες ανθρώπινες ασθένειες από τον 
καρκίνο ως την χονδροδυσπλασία και την πνευµονική υπέρταση (Mehra 
and Wrana, Biochem Cell Biol, 2002). Η SARA, µια πρωτεΐνη µε τοµέα 
FYVE έχει καθοριστικό ρόλο σε αυτό το µονοπάτι στρατολογώντας τις µη-
φωσφορυλιωµένες µορφές των SMAD πρωτεϊνών στο σύµπλοκο του 
υποδοχέα για φωσφορυλίωση (Tsukazaki et al., Cell, 1998). Πρόσφατα, 
αποδείχθηκε ότι η SARA εντοπίζεται στο πρώιµο ενδόσωµα και ότι η 
εσωτερικοποίηση των υποδοχέων του TGF- β είναι απαραίτητη 
προκειµένου να φθάσουν τις συνδεδεµένες στην SARA SMAD πρωτεΐνες 
(Panopoulou et al.,  J Biol Chem, 2002).  
Επειδή το σύµπλοκο TGF-βRII/ALK5/SARA/SMAD2/SMAD3 εντοπίζεται 
στις µεµβράνες των πρώιµων ενδοσωµάτων, αναλάβαµε τον στόχο για την 
ανεύρεση των  υπόλοιπων πρωτεϊνών του συµπλόκου στο πρώιµο 
ενδόσωµα που πιθανόν επηρεάζουν τη µεταγωγή του σήµατος από τον 
TGF-β. Κατά συνέπεια, ερευνήσαµε τις SARA-αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες 
χρησιµοποιώντας δύο διαφορετικές προσεγγίσεις: 1) τη µοριακή βιολογική 
προσέγγιση (σύστηµα των δύο υβριδίων) και 2) τη βιοχηµική προσέγγιση 
(ανοσοκατακρήµνιση και ταυτοποίηση µε φασµατοµετρία µάζας). 
Χρησιµοποιώντας το σύστηµα των δύο υβριδίων (LEXA), προσδιορίσαµε 
32 SARA-αλληλεπιδρώσες πρωτεΐνες, ενώ 8 πρωτεΐνες προσδιορίστηκαν 
χρησιµοποιώντας φασµατοµετρία µάζας.  
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Transforming growth factor beta (TGF-β) superfamily members are 
important regulators of many diverse developmental and homeostatic 
processes and disruption of their activity has been implicated in a variety of 
human diseases ranging from cancer to chondrodysplasias and pulmonary 
hypertension  (Mehra and Wrana, Biochem Cell Biol, 2002). SARA, a 
FYVE finger protein plays a leading role in this pathway by recruiting non-
phosphorylated SMAD proteins to the receptor complex for phosphorylation 
(Tsukazaki et al., Cell, 1998). Recently, it was shown that SARA is 
localized to the early endosome and internalization of TGF-β receptors is 
required to reach the SARA-bound SMAD substrate ((Panopoulou et al., J 
Biol Chem, 2002).  
Because the TGF-β/TβRII/ALK5/SARA/SMAD2/SMAD3 complex occurs 
on the membranes of early endosomes, we have undertaken the task of 
identifying additional proteins interacting with this complex and possibly 
affecting TGF-β signaling. As a consequence, we have searched for SARA-
interacting proteins using two different approaches: 1) a molecular 
biological approach (two-hybrid system) and 2) a biochemical approach (co-
immunoprecipitation and proteomics). Using the two-hybrid system 
(LEXA), we have identified 32 SARA-interacting proteins, whereas 8 
proteins have been identified using mass spectrometry. 
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Σπυροπούλου Κ.1 
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Τα φυτά έχουν αναπτύξει ποικιλία στρατηγικών άµυνας προκειµένου να 
αντιδράσουν σε µια µικροβιακή επίθεση. Οι φυτοαλεξίνες είναι ουσίες 
µικρού µοριακού βάρους οι οποίες συσσωρεύονται στα φυτά ως απόκριση 
σε επαγωγείς, βιοτικούς ή αβιοτικούς. Η επαγωγή της σύνθεσης 
φυτοαλεξίνης µετά από µόλυνση φυτών τριγωνίσκου (ποτισµένων και 
απότιστων) από το βακτήριο Pseudomonas syringae var tomato (Pst) 
εκτιµήθηκε µε RP-HPLC ανάλυση. Επιπρόσθετα, τα επίπεδα των 
µετάγραφων της αναγωγάσης της βεστιτόνης (VR), ενός ενζύµου που 
καταλύει το προτελευταίο βήµα της βιοσύνθεσης της µεντικαρπίνης, 
εκτιµήθηκαν χρησιµοποιώντας ηµιποσοτική RT-PCR. Μόλυνση µε Pst του 
πρώτου φύλλου ποτισµένων φυτών προκάλεσε επαγωγή της παραγωγής 
µεντικαρπίνης στον ιστό αυτόν. Η µεντικαρπίνη αυξήθηκε τις πρώτες 24 
ώρες µετά την µόλυνση και µετά µειώθηκε. Όταν υδατικά καταπονηµένα 
φυτά µολύνθηκαν µε Pst η σύνθεση της µεντικαρπίνης µειώθηκε. Τα 
επίπεδα των µετάγραφων της VR στα φύλλα των φυτών (φυσιολογικών και 
υδατικά καταπονηµένων) συµφωνούσαν µε τα αυξηµένα επίπεδα της 
µεντικαρπίνης στα φύλλα, υπονοώντας ότι το Pst επάγει τη σύνθεση της 
µεντικαρπίνης. Παρόλα αυτά δεν ήταν ξεκάθαρο εάν επρόκειτο για de novo 
σύνθεση ή αν η µεντικαρπίνη προήλθε από τη µετατροπή πρόδροµων 
ουσιών που ανήκουν στα φαινυλπροπανοειδή και οι οποίες προϋπήρχαν. 
Για το λόγο αυτό εξετάζεται και η έκφραση του γονιδίου της συνθάσης της 
ισοφλαβόνης (IFS). Είναι ενδιαφέρον ότι µόλυνση του φύλλου από το Pst 
προκάλεσε επαγωγή της έκφρασης της VR στις κοτυληδόνες, χωρίς όµως 
συνακόλουθη σηµαντική αύξηση της µεντικαρπίνης. Θα ήταν δελεαστικό 
να υποθέσουµε ότι η µεντικαρπίνη που συντέθηκε στις κοτυληδόνες, 
εξαιτίας µακρινού σήµατος από το φύλλο, µεταφέρθηκε στο φύλλο.  
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Plants have developed a series of defense strategies to respond to microbial 
attack. Phytoalexins are low molecular weight compounds that accumulate 
in plants in response to elicitors, biotic or abiotic. Induction of phytoalexin 
formation upon infection with the bacteria Pseudomonas syringae var 
tomato (Pst) of watered or water-stressed fenugreek plants was assessed by 
RP-HPLC analysis. In addition, the transcript level of vestitone reductase 
(VR) which catalyzes the penultimate step of medicarpin biosynthesis was 
assayed using semi-quantitative RT-PCR. Pst infection of the first leaflet of 
watered plants induced the production of medicarpin in this tissue, which 
increased until 24 h post infection and then decreased. When water-stressed 
plants were infected with Pst medicarpin production was decreased. The 
transcript levels of VR in leaves of normal and water-stressed plants were in 
accordance with the increased levels of medicarpin in this organ, suggesting 
that Pst induces the synthesis of medicarpin. However, it was not clear 
whether its synthesis was from phenylpropanoid precursors or de novo. For 
this reason, the expression of isoflavone synthase (IFS) gene is currently 
investigated. Interestingly leaflet infection with Pst induced the expression 
of VR in cotyledons without a concomitant significant increase of 
medicarpin. It is tempting to speculate that medicarpin synthesized in 
cotyledons, due to a remote signal from the leaflet, was transported to the 
infected leaflet.  
 

The project is co-financed within Op. Education by the ESF (European Social Fund) and 
National Resources 
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Η περµεάση µελιβιόζης του Enterobacter cloacae (MelY) και η περµεάση λακτόζης της 
Escherichia coli (LacY) ανήκουν στην οικογένεια OHS της υπεροικογένειας MFS. Τα 
κατάλοιπα της LacY που συµµετέχουν στη δέσµευση υποστρώµατος συντηρούνται και στην 
MelY ενώ το µεθυλ-1- θειο-β -D-γαλακτοσίδιο (TMG), ένα από τα γνωστά υποστρώµατα της 
LacY, δεσµεύεται µε υψηλή συγγένεια αλλά δεν µπορεί να προσληφθεί από την MelY, 
γεγονός που αποτελεί την µόνη ουσιαστική διαφοροποίηση µεταξύ των δύο µεταφορέων. Τα 
δεδοµένα µας υποστηρίζουν την υπόθεση ότι η δέσµευση του TMG από την MelY αποδίδει 
αµελητέα ενεργότητα πρόσληψης διότι δεν µπορούν να επαχθούν οι αλλαγές διαµόρφωσης 
που απαιτούνται για τον κύκλο κατάλυσης (turnover). Από την οµάδα των 43 θέσεων της 
LacY που είχαν υποδειχθεί ως σηµαντικές για τις αλλαγές διαµόρφωσης βάσει πειραµάτων 
Cys-scanning mutagenesis και Scanning Cysteine Accessibility Methods (SCAM), επιλέξαµε 
ως στόχους περαιτέρω µεταλλαξιγένεσης τις 6 όπου η MelY διαφέρει της LacY. Τα 
πειράµατα απεκάλυψαν ότι δύο µεταλλάγµατα της LacY, V367A και V367A/C355Q  (έλικα 
XI), οδηγούν σε φαινότυπο όµοιο µε αυτόν της MelY, δηλ. αµελητέα επίπεδα πρόσληψης 
TMG χωρίς να αναστέλλεται η ενεργότητα πρόσληψης των άλλων υποστρωµάτων. Oι 
αντίστροφες µεταλλαγές στο υπόστρωµα της MelY δεν οδηγούν σε αντιστροφή του 
φαινοτύπου. Μελέτη µίας σειράς χιµαιρικών κατασκευών που ανταλλάσσουν συγκεκριµένες 
διαµεµβρανικές έλικες µεταξύ των δύο µεταφορέων έδειξε ότι η αντικατάσταση µόνο του 
τοµέα N6 ή µόνο του τοµέα C6 της LacY µε αυτόν της MelY επίσης οδηγεί σε αναστολή της 
µεταφοράς TMG. Εισαγωγή της A367V ή A367V/Q355C (έλικα XI) στο υπόστρωµα της 
χίµαιρας N6(LacY)-C6(MelY) αντιστρέφει πλήρως τον φαινότυπο οδηγώντας σε υψηλή 
ενεργότητα πρόσληψης TMG και εξειδίκευση υποστρωµάτων όµοια µε αυτήν της LacY. 
Συµπεραίνεται ότι για την αποτελεσµατική διεκπεραίωση των αλλαγών διαµόρφωσης που 
οδηγούν στην µεταφορά TMG απαιτείται αυστηρός συντονισµός µεταξύ του τοµέα N6 και 
της έλικας XI, ο οποίος δεν φαίνεται να είναι απαραίτητος για άλλα υποστρώµατα, όπως 
µελιβιόζη ή λακτόζη.  
Αρχικά στάδια της έρευνας χρηµατοδοτήθηκαν από το Ίδρυµα Fulbright (Ε.Φ.) και από ερευνητικά προγράµµατα του 
NIH (H.R.K.). Ευχαριστούµε τους M. Sahin-Toth, Π. Πάνο, Α. Μπόµπορη και Π. Καρατζά για την αρωγή τους σε 
ορισµένα πειράµατα, τις K. Stempel και D. Hardy για σύνθεση ολιγονουκλεοτιδίων και αλληλούχιση DNA σε αρχικά 
στάδια του προγράµµατος, τον Tomofusa Tsuchiya για την παραχώρηση του πλασµιδίου pNOEC73 που έφερε 
κλωνοποιηµένο το γονίδιο melY και τον Gerard Leblanc για την γενναιόδωρη παραχώρηση 2 mCi [3H]µελιβιόζης.    
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Enterobacter cloacae melibiose permease (MelY) and Escherichia coli 
lactose permease (LacY) belong to the OHS family, a member of the MFS 
superfamily. The LacY residues known to bind substrate are conserved in 
MelY and evidence is available by us that methyl-1-thio-β-D-galactoside 
(TMG), an efficient substrate in LacY, binds with high affinity but is not 
transported by MelY to any significant extent. Our data imply that binding 
of TMG in MelY may specifically impair the conformational changes of 
turnover. From a set of 43 alkylation-sensitive LacY positions identified 
previously by us as confomationally important, we selected the 6 where 
MelY differs from LacY as mutagenesis targets. Site-directed mutagenesis 
revealed that V367A or V367A/C355Q, where amino acids at one face of 
helix XI of LacY have been changed with the corresponding ones of MelY, 
resulted in a MelY-like phenotype, with impaired TMG transport. The 
mirror-image replacements on MelY background did not result in reversion 
of the transport phenotype. We engineered several cross-homologue 
chimeras and showed that a MelY phenotype with impaired TMG transport 
is also achieved by replacing domain N6 or domain C6 of LacY with the 
corresponding domain of MelY. Introduction of A367V or A367V/Q355C 
(helix XI) on the background of N6(LacY)-C6(MelY) chimera completely 
reverses phenotype to yield a LacY-like pattern with highly significant 
TMG uptake. It is concluded that fine-tuned coordination between the N6 
domain and helix XI is needed for the OHS transporter to complete 
conformational movements of turnover for uptake of TMG, while the 
lactose or melibiose transport cycle is not dependent on such coordination. 
 
Initial phases of this research were funded by a Fulbright Senior Research Fellowship to 
S.F. and by a NIH grant to H.R.K. We thank M. Sahin-Toth, P. Panos, A. Bobori and P. 
Karatza for help with certain experiments. We thank K. Stempel and D. Hardy for 
assistance with oligonucleotide synthesis and DNA sequencing in initial phases of the 
project. We are indebted to Tomofusa Tsuchiya for providing us with plasmid pNOEC73 
(expressing MelY) and to Gerard Leblanc for his generous gift of 2 mCi of [3H]melibiose.    
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Εργαστήριο Γενικής Μικροβιολογίας, Τοµέας Γενετικής, Ανάπτυξης και Μοριακής 
Βιολογίας, Τµήµα Βιολογίας, Αριστοτέλειο Πανεπιστήµιο Θεσσαλονίκης,  

Θεσσαλονίκη 54124 
 

Oι πρωτεΐνες ΤRAF συµµετέχουν στη µεταγωγή σήµατος από τους 
υποδοχείς της υπεροικογένειας TNFR. Με την τεχνική των δύο υβριδίων 
στο σακχαροµύκητα, αποµονώθηκε από βιβλιοθήκες cDNA του ανθρώπου, 
µία πρωτεΐνη που παρουσιάζει οµολογία µε τα ένζυµα αποουβικιτίνωσης 
(USP31, ubiquitin specific protease 31) και αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη 
TRAF2. Αναγνωρίστηκαν 2 τουλάχιστον cDNA που σχετίζονται µε την 
πρωτεΐνη USP31. Το ένα cDNA κωδικοποιεί µία πρωτεΐνη 1035 αµινοξέων 
(USP31, µεγάλη ισοµορφή), ενώ το δεύτερο κωδικοποιεί µία πρωτεΐνη 485 
αµινοξέων (USP31S1, µικρή ισοµορφή). Οι δύο ισοµορφές έχουν κοινή 
αµινοτελική περιοχή, η οποία παρουσιάζει οµολογία µε την καταλυτική 
περιοχή γνωστών ενζύµων αποουβικιτίνωσης. Η µελέτη της ενζυµικής 
δράσης έδειξε ότι µόνο η µεγάλη ισοµορφή USP31 και όχι η µικρή 
ισοµορφή USP31S1, διαθέτει ενζυµική δράση αποουβικιτινάσης. 
Επιπρόσθετα, αποδείχτηκε ότι η πρωτεΐνη USP31 παρουσιάζει υψηλότερη 
δραστικότητα απέναντι σε αλυσίδες πολυουβικιτίνης που συνδέονται µέσω 
της λυσίνης-63, συγκριτικά µε αλυσίδες πολυουβικιτίνης που συνδέονται 
µέσω της λυσίνης 48. Η υπερέκφραση της πρωτεΐνης USP31 σε ανθρώπινα 
νεφρικά εµβρυϊκά κύτταρα HEK293T παρεµπόδισε την ενεργοποίηση του 
µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ που επάγεται από τον TNFα, τον 
υποδοχέα CD40, την πρωτεΐνη LMP1, τις πρωτεΐνες ΤRAF2 και TRAF6 και 
τις κινάσες ΙΚΚα και ΙΚΚβ. Επιπρόσθετα, και οι δύο ισοµορφές της 
πρωτεΐνης USP31 αλληλεπιδρούν µε την πρωτεΐνη p65/RelA. Τα 
αποτελέσµατά µας υποστηρίζουν ένα πιθανό ρόλο της πρωτεΐνης USP31 
στην ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα NF-κΒ, που επάγεται από 
διάφορα µέλη της υπεροικογένειας TNFR. 
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HUMAN UBIQUITIN SPECIFIC PROTEASE 31 IS A 
DEUBIQUITINATING ENZYME IMPLICATED IN ACTIVATION 

OF NUCLEAR FACTOR-KAPPAB 
 

Tzimas Chr., Arsenakis M., Mosialos G., and E. Hatzivassiliou 
 

Laboratory of General Microbiology, Division of Genetics, Development and Molecular 
Biology, Department of Biology, Aristotle University of Thessaloniki, Thessaloniki 54124 

 
TRAFs constitute a family of proteins that participate in signal transduction 
by members of the TNF receptor superfamily. A yeast two-hybrid screen of 
a human cDNA library identified a ubiquitin specific protease homologue 
(USP31) as a TRAF2-interacting protein. Two cDNAs encoding for USP31 
were identified. One cDNA encodes a 1035-amino-acid-long isoform of 
USP31 (USP31, long isoform) and the other a 485-amino-acid-long isoform 
of USP31 (USP31S1, short isoform). USP31 and USP31S1 share a common 
amino terminal region with homology to the catalytic region of known 
deubiquitinating enzymes. Enzymatic assays demonstrated that USP31, but 
not USP31S1, possess deubiquitinating activity. Furthermore, it was shown 
that USP31 has a higher activity towards lysine-63-linked, as compared to 
lysine-48-linked polyubiquitin chains. Overexpression of USP31 in HEK 
293T cells inhibited TNFα, CD40, LMP1, TRAF2, TRAF6, IKKα and 
IKKβ-mediated NF-κB activation, In addition, both USP31 isoforms 
interact with p65/RelA. Our data support a role for USP31 in the regulation 
of NF-κΒ activation by members of the TNF receptor superfamily. 
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ΠΡΟΚΛΗΣΕΙΣ ΚΑΙ ΥΠΟΣΧΕΣΕΙΣ: Ο ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ 
ΑΠΟΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΗΣ J/ΚΛΑΣΤΕΡΙΝΗΣ ΣΤΗΝ 
ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ ΚΑΙ ΘΕΡΑΠΕΙΑ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ 

 
Τρουγκάκος Ι.Π.* 

 
Εθνικό Ίδρυµα Ερευνών (Ε.Ι.Ε), Ινστιτούτο Βιολογικών Ερευνών & Βιοτεχνολογίας, 
Εργαστήριο Μοριακής & Κυτταρικής Γήρανσης, Βασ. Κωνσταντίνου 48, 116 35, Αθήνα 

 
Η πρωτεΐνη Απολιποπρωτεΐνη J/Κλαστερίνη (CLU) είναι µια ετεροδιµερής 
εκκρινόµενη γλυκοπρωτεΐνη που αποτελεί βιοδείκτη in vitro και in vivo 
γήρανσης. Επιπλέον έχει δειχθεί ότι εµπλέκεται στην καρκινική εξαλλαγή 
και στην ανάπτυξη αντοχής των καρκινικών κυττάρων σε διάφορους 
χηµειοθεραπευτικούς παράγοντες. Πρόσφατες µελέτες δεικνύουν ότι η CLU 
θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί ως στόχος για την ανάπτυξη 
αντικαρκινικών θεραπειών. Στην κατεύθυνση αυτή, χρησιµοποιούµε την 
τεχνολογία της αποσιώπησης RNA µέσω ολιγονουκλεοτιδίων παρεµβολής 
RNA (small interference RNA), για την µείωση των επιπέδων της CLU σε 
U2 OS οστεοσαρκωµατικά καρκινικά κύτταρα. Η παρέµβαση αυτή έχει σαν 
αποτέλεσµα την αναστολή αύξησης των κυττάρων στη φάση G1/S του 
κυτταρικού κύκλου και την επαγωγή κασπασο-εξαρτώµενου κυτταρικού 
θανάτου. Περαιτέρω µοριακή ανάλυση έδειξε ότι η επαγωγή του 
κυτταρικού θανάτου οφείλεται στην µείωση έκφρασης των αντι-
αποπτωτικών πρωτεϊνών bcl-2 and bcl-XL και στη ενεργοποίηση του p53 
και του bax. Τα αποτέλεσµατα αυτά επιβεβαιώθηκαν στην κυτταρική σειρά 
Sa OS στην οποία έχει διαγραφεί το γονίδιο p53. Η µείωση των επιπέδων 
της CLU επάγει την ενεργοποίηση της κασπάσης-9 είτε µέσω 
ενεργοποίησης της κασπάσης-8 και του bid είτε µέσω απευθείας 
µετακίνησης του bax στα µιτοχόνδρια. Η επίδραση των µειωµένων 
επιπέδων της CLU στην επαγωγή κυτταρικού θανάτου αυξάνεται 
δραµατικά αν συνδυαστεί µε παράλληλη έκθεση των κυττάρων σε 
χηµειοθεραπευτικούς παράγοντες. Προτείνουµε ότι τα ειδικά για το γονίδιο 
της CLU siRNA ολιγονουκλεοτίδια που αναπτύχθηκαν, θα µπορούσαν να 
αποτελέσουν σηµαντικά θεραπευτικά εργαλεία τόσο σε διάφορους τύπους 
καρκίνου όσο και σε άλλες νόσους όπου εµπλέκεται η CLU. 

                                                 
* Προσκεκληµένος οµιλητής 
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CHALLENGE AND PROMISE: ROLES FOR APOLIPOPROTEIN 
J/ CLUSTERIN IN PATHOGENESIS AND THERAPY OF 

CANCER 
 

Trougakos I.P.* 
 

Laboratory of Molecular & Cellular Aging, Institute of Biological Research & 
Biotechnology, National Hellenic Research Foundation, 48 Vas. Constantinou Ave., 

Athens 11635, Greece 
 
Apolipoprotein J/clusterin (CLU) has been implicated in various cell 
functions including senescence and in vivo tumor progression. CLU 
expression has been associated with tumorigenesis of various malignancies 
and with the acquisition and maintenance of cancer cells resistance to 
chemotherapeutic drugs. Preliminary results indicate that therapeutic 
modalities targeting CLU may be effective in cancer treatment. We have 
been using the technology of small-interference-RNA (siRNA) to knock 
down CLU in human cancer cells. Effective and sustained CLU depletion 
from the U2 OS osteosarcoma cancer cells by siRNA induces late 
morphological alterations, growth arrest at the G1/S checkpoint and caspase-
dependent apoptosis. Apoptosis initiation is promoted via down regulation 
of the BH pro-survival (bcl-2 and bcl-XL) proteins and activation of p53 and 
its downstream target, namely bax. Parallel investigation of the CLU knock 
down effects in the Sa OS p53-null cellular context revealed the induction 
of mild apoptosis, via bcl-2 and bcl-XL down-regulation, but no effect on 
cellular growth indicating that although p53 is essential for the growth 
inhibitory effect it acts as an enhancer of the apoptotic outcome. CLU 
depletion activates caspase-9 and the mitochondrial axis of apoptosis either 
by caspase-8 activation and bid cleavage or by immediate bax translocation 
to mitochondria. All these effects are dramatically enhanced after 
combining CLU knock down with cancer cell exposure to chemotherapeutic 
drugs. We suggest that the CLU-specific siRNA oligonucleotides used, may 
prove valuable agents during anti-tumor therapy or at other pathological 
conditions where CLU has been implicated. 

                                                 
* Invited speaker 
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ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ, ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ  ΚΑΙ ΚΑΤΑΨΥΞΗ  ΒΛΑΣΤΙΚΩΝ 
ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΑΠΟ ΤΟ ΑΙΜΑ ΤΟΥ ΟΜΦΑΛΙΟΥ ΛΩΡΟΥ ΚΑΙ ΑΠΟ 

ΠΕΡΙΦΕΡΙΚΟ  ΑΙΜΑ ΕΝΗΛΙΚΑ 
 

Τσάγιας  Ν.1, Κουζή-Κολιάκου Κ.2, Καραγιάννης Β.3, Ιωαννίδου Ε.4, 
Κολιάκος Γ.1 

 

1Εργαστήριο Βιολογικής Χηµείας, 2Εργαστήριο Ιστολογίας Εµβρυολογίας, 3Γ΄ 
Γυναικολογική- Μαιευτική  Κλινική, 4Β΄ Παθολογική Κλινική Ιατρική Σχολή, Α.Π.Θ. 

 
Στο αίµα του οµφάλιου λώρου και στο περιφερικό αίµα ενηλίκων υπάρχουν 
πολυδύναµα βλαστικά κύτταρα, που µπορούν να καλλιεργηθούν και να 
διαφοροποιηθούν σε απογόνους που ανήκουν και στα τρία βλαστικά 
δέρµατα. Σκοπός  της εργασίας είναι η συγκριτική µελέτη της αποµόνωσης, 
καλλιέργειας και κατάψυξης αρχέγονων πολυδύναµων κυττάρων από το 
αίµα του οµφάλιου λώρου και από το περιφερικό αίµα ενήλικα. Το αίµα 
συλλέγονταν από τον οµφάλιο λώρο στο τέλος του τοκετού σε ειδικό ασκό 
συλλογής, ενώ το περιφερικό αίµα ενηλίκων συλλέγονταν σε ασκούς 
αιµοδοσίας. Και στις δυο περιπτώσεις ο µονοκυτταρικός πληθυσµός 
αποµονωνόταν φυγοκεντρικά µε βαθµίδωση φικόλης. Μέρος του  
πληθυσµού αυτού καλλιεργούνταν άµεσα  και το υπόλοιπο καταψύχονταν 
βαθµιαία και συντηρούνταν σε υγρό άζωτο. Στη συνέχεια τα κύτταρα 
αποψύχονταν και καλλιεργούνταν. Η βιωσιµότητα των κυττάρων 
ελέγχονταν µε χρώση κυανού του τρυπανίου και φωτοµετρικά µε τη χρήση  
resazurin-resorufin. Ο οµφάλιος λώρος περιέχει τριπλάσιο αριθµό κυττάρων 
συγκριτικά µε το περιφερικό αίµα ενηλίκων. Η βιωσιµότητα των κυττάρων  
µειώνονταν κατά 10-15 % µετά από την απόψυξη. Τα κύτταρα που 
αποµονώνονταν από το περιφερικό αίµα ήταν µικρότερα σε µέγεθος και  
πολλαπλασιάζονταν µε βραδύτερο βαθµό σε σχέση µε τα αντίστοιχα 
προερχόµενο από το αίµα του  οµφάλιου λώρου. Τα κύτταρα αυτά τελικά 
στις καλλιέργειες δηµιουργούσαν ανεξάρτητες αποικίες  και εµφάνιζαν 
µορφολογικές οµοιότητες µε ινοβλάστες.  Η µορφολογία των κυττάρων που 
αποµονώθηκαν και καλλιεργήθηκαν είναι παρόµοια µε αυτή που 
αναφέρεται από άλλους ερευνητές για τα κύτταρα προερχόµενα από αίµα 
του οµφάλιου λώρου. Παραµένει η αντιγονική ταυτοποίηση  και ο έλεγχος 
της διαφοροποίησης. 
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It is estimated that in umbilical cord blood (UBC) and in peripheral blood 
exist stem cells with pluripotent differentiation potential. The aim of the 
present work is the comparative study of the isolation, expansion and 
cryopreservation of pluripotent stem cells from the UBC and peripheral 
blood. Blood was collected from the umbilical cord vein and the peripheral 
blood was kept in specific blood bags. In both cases the mononuclear cell 
fraction was obtained by ficoll. Part of the cells was cultivated immediately, 
while others were cryopreserved gradually and preserved in liquid nitrogen. 
After cryopreservation procedures, cells were thawed and cultivated. The 
cell viability was measured by trypan blue and a spectrophotometric cell 
assay using resazurin-resorufin. Cord blood contains three-fold number of 
cells as compared to the peripheral blood. The cell viability was decreased 
10-15 % after thawing. Peripheral blood cells were smaller and multiplied 
with lower rate as compared to those collected from umbilical cord blood. 
The cultivated cells formed independent columns and appeared fibroblastic 
morphology. The morphology of the isolated and cultured cells was similar 
to that referred from other researchers for stem cells collected from 
umbilical cord blood. The immunophenotyping identification and the 
differentiation capacity of the cells remain to be estimated. 
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Η ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΟΥ ΒΜΡ ΑΝΤΑΓΩΝΙΣΤΗ TWISTED GASTRULATION 
ΣΤΟΥΣ ΠΕΡΙΦΕΡΙΚΟΥΣ ΛΕΜΦΙΚΟΥΣ ΙΣΤΟΥΣ ΥΠΟ∆ΕΙΚΝΥΕΙ 
∆ΡΑΣΗ ΜΕΤΑ∆ΟΣΗΣ ΣΗΜΑΤΟΣ ΤΩΝ ΒΜΡ ΣΤΗ ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΗΣ 

ΕΠΙΚΤΗΤΗΣ ΑΝΟΣΙΑΣ 

Τσάλαβος Σ.1, Πασσά Ο.1, Οικονοµίδης Α.Ν.2, Graf D.1 
1Ινστιτούτο Ανοσολογίας, Ερευνητικό Κεντρο Βιοϊατρικών Επιστηµών «Αλ. Φλέµιγκ» 166 72 

Βάρη 2Regeneron Pharmaceuticals, Inc. Tarrytown , NY 
 

Οι ΒΜP (Bone Morphogenetic Proteins- Μορφογενετικές πρωτεΐνες των οστών) είναι 
εκκρινόµενες πρωτεΐνες που ανήκουν στην υπεροικογένεια των σηµατοδοτικών µορίων του 
TGF-β. Οι ΒΜP µαζί µε ΒΜΡ αγωνιστές/ανταγωνιστές σχηµατίζουν ένα εξωκυττάριο 
σηµατοδοτικό δίκτυο το οποίο ρυθµίζει τη δραστηριότητα των ΒΜΡ σε επίπεδο προ-υποδοχέα. 
Η σηµασία αυτού του δικτύου στη ρύθµιση της εµβρυικής ανάπτυξης έχει αναλυθεί και 
τεκµηριωθεί ικανοποιητικά σε πολλά είδη, ωστόσο σχετικά λίγα είναι γνωστά όσον αφορά τους 
ρόλους τους σε ενήλικους ιστούς. Αυτό θα µπορούσε να αποδοθεί στο γεγονός ότι ανεπάρκεια ως 
προς τις περισσότερες ΒΜΡ πρωτείνες ή ΒΜΡ ανταγωνιστές αποβαίνει θανατηφόρα σε 
εµβρυικό ή νεογνικό επίπεδο. Πλην όµως, έχει υπονοηθεί κάποιος ρόλος για τις ΒΜΡ στο 
ανοσοποιητικό σύστηµα µέσα από µια σειρά in vitro µελετών καθώς και από το συσχετισµό 
κάποιων ΒΜΡ µε αιµοποιητικές διαταραχές. Συνεπώς, θα µπορούσε να θεωρηθεί ότι η ΒΜΡ 
σηµατοδότηση δύναται να παίζει έναν εξίσου σπουδαίο ρόλο στη ρύθµιση του ενηλίκου 
ανοσοποιητικού συστήµατος µε το αρχέτυπο αυτής της υπεροικογένειας, ήτοι τον παράγοντα 
ΤGF-β. Για να προσεγγίσουµε αυτό το ζήτηµα δηµιουργήσαµε ένα σύστηµα για την 
µακροσκοπική περιγραφή περιοχών ΒΜΡ σηµατοδότησης. Χρησιµοποιούµε διάφορα ποντίκια-
αναφορείς ως προς κάποιο γονίδιο (gene reporter mice), όπου το γονίδιο lacZ εκφράζεται αντί του 
γονιδίου που µας ενδιαφέρει. Συνδυάζοντας το παραπάνω σύστηµα µε ανοσοϊστοχηµεία 
µπορούµε να προσδιορίσουµε περιοχές και πηγές έκφρασης των ΒΜΡ/ΒΜΡ ανταγωνιστών  
καθώς και κυτταρικούς στόχους της δράσης τους. Υιοθετήσαµε αυτή την προσέγγιση για να 
παρακολουθήσουµε την έκφραση του ΒΜΡ ανταγωνιστή, Twisted Gastrulation (tsg), στο 
σπλήνα και στους λεµφαδένες κατά την εξέλιξη µιας ανοσολογικής αντίδρασης. Εντοπίζουµε ότι 
το tsg εκφράζεται σε περιοχές του σπλήνα εντός και εκτός των θυλακίων και ιδιαιτέρως σε Β και 
Τ λεµφοκύτταρα καθώς και σε υποσύνολα Β κυττάρων που σχετίζονται µε Βλαστικά Κέντρα 
(Germinal Centers) (GCs). Στο GC, η Τsg βρίσκεται πρωτίστως στη σκούρα ζώνη του GC 
υποδεικνύοντας ένα πιθανό ρόλο στην ωρίµανση του GC. Η χρώση για τον εντοπισµό 
φωσφορυλιωµένων SMAD 1/5/8 (οι άµεσοι καθοδικοί διαµεσολαβητές της ΒΜΡ 
σηµατοδότησης) ήταν θετική για τους θύλακες της σπλήνας συνιστώντας ενεργή ΒΜΡ 
σηµατοδότηση, γεγονός που υποδεικνύει ότι πιθανώς οι ΒΜΡ ρυθµίζουν ενεργά κάποιες πλευρές 
των διαδικασιών της ανοσιακής απόκρισης. Βάσει αυτής της δουλειάς είµαστε τώρα σε θέση να 
διερευνήσουµε λεπτοµερώς το δίκτυο της BMP σηµατοδότησης αναφορικά µε τη ρύθµιση της 
επίκτητης ανοσίας µε τη χρήση κατά συνθήκην στοχευµένων ποντικών.  
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1Institute of Immunology, Biomedical Sciences Research Centre “Al. Fleming” 166 72 Vari 
2Regeneron Pharmaceuticals, Inc. Tarrytown , NY 

 
Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) are secreted proteins that belong to the TGF-
β superfamily of signaling molecules. BMP together with BMP agonists/antagonists 
form an extracellular signaling network regulating BMP activity at the pre-receptor 
level. The importance of this network for the regulation of embryonic development is 
well documented in many species, but comparatively little is known about their roles 
in adult tissues. This can be attributed to the fact that deficiency for most BMP/BMP 
antagonists is embryonic or neonatal lethal. Nevertheless, a role for BMPs in the 
immune system has been implicated through a series of in vitro studies and through 
the association of some BMPs with hematopoietic malignancies. It is therefore 
feasible that BMP signals play a similarly important role in the regulation of the adult 
immune system as the prototype of this superfamily, TGF- β. To approach this we 
set up a system to visually describe sites of BMP signaling. We are using a 
combination of gene reporter mice, where lacZ is expressed in lieu of the gene of 
interest, and combine it with immunohistochemistry. This way we can identify sites 
and source of BMP/BMP antagonist expression as well as cellular targets of their 
action. Examples for this will be presented. We applied this approach to follow 
expression of the BMP antagonists, Twisted Gastrulation (tsg), in spleen and lymph 
nodes throughout the course of an immune response. We find that tsg is expressed in 
intrafollicular and extrafollicular areas of the spleen and in particular in B and T 
lymphocytes as well as in Germinal Centre (GC) B cell subsets. In the Germinal 
centre, tsg is predominantly found in the dark zone of the GC indicating a possible 
role in the maturation of the GC. Staining for phosphorylated SMAD 1/5/8 (the 
direct downstream mediators of BMP signaling) was positive in the splenic follicles 
suggesting active BMP signaling, indicating that BMPs might actively regulate 
aspects of immune response processes.Based on this work we can now functionally 
dissect the BMP signaling network in the regulation of adaptive immunity using 
conditional knock-out mice. 
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ΣΥΜΒΟΛΗ ΤΩΝ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΩΝ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΣΤΗΝ 
ΠΡΟΓΝΩΣΗ ΤΗΣ ΤΟΠΟΛΟΓΙΑΣ ∆ΙΑΜΕΜΒΡΑΝΙΚΩΝ 

ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 
 

Τσαούσης Γ.Ν., Μπάγκος Π.Γ. και Σ.Ι. Χαµόδρακας  
 

Τοµέας Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 
Αθήνα 157 01 

 
Το 20-30% των γνωστών πρωτεωµάτων είναι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες οι 
οποίες αντιπροσωπεύουν µία ιδιαίτερα σηµαντική κατηγορία πρωτεϊνών 
καθώς λαµβάνουν µέρος σε πολλές κυτταρικές δραστηριότητες.  Για να 
κατανοήσουµε την λειτουργία τους πρέπει να µελετήσουµε την δοµή και 
την τοπολογία τους στην µεµβράνη.  ∆εδοµένης όµως της δυσκολίας να 
µελετηθεί η δοµή των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών µε κρυσταλλογραφία 
ακτίνων-Χ, έχουν αναπτυχθεί τόσο υπολογιστικές µέθοδοι πρόγνωσης 
δοµής και τοπολογίας όσο και πειραµατικές τεχνικές.  Τέτοιες είναι οι 
τεχνικές συντήξης γονιδίων (gene fusion) µε ένζυµα όπως η αλκαλική 
φωσφατάση, η β-γαλακτοσιδάση, η β-λακταµάση και διάφορες φθορίζουσες 
πρωτεΐνες, τεχνικές που στηρίζονται στην ανίχνευση µετα-µεταφραστικών 
τροποποιήσεων όπως η γλυκοζυλίωση, η φοσφωρυλίωση και η 
βιοτινυλίωση, τεχνικές εισαγωγής καταλοίπων κυστεΐνης, µέθοδοι 
πρωτεόλυσης και τεχνικές χαρτογράφησης αντιγονικών επιτόπων.  Ύστερα 
από εκτενή αναζήτηση στην διεθνή βιβλιογραφία (έως τον Ιούνιο του 2005) 
συλλέχθησαν συνολικά 900 επιστηµονικά άρθρα για 1538 διαµεµβρανικές 
πρωτεΐνες.  Συγκεκριµένα, συγκεντρώθηκαν 326 άρθρα µε συντήξεις 
γονιδίων, 110 µε τεχνικές γλυκοζυλίωσης, 7 µε τεχνικές φοσφωρυλίωσης, 
10 µε τεχνικές βιοτινυλίωσης, 78 µε τεχνικές εισαγωγής καταλοίπων 
κυστεΐνης, 204 µε τεχνικές χαρτογράφησης αντιγονικών επιτόπων, και 103 
µε µεθόδους πρωτεόλυσης.  Οι πληροφορίες που εξάγονται για την 
τοπολογία των πρωτεϊνών είναι ιδιαίτερα σηµαντικές καθώς έχει δειχθεί ότι 
η ενσωµάτωση πειραµατικής πληροφορίας στην πρόγνωση, την καθιστά 
περισσότερο αξιόπιστη.  Σκοπός µας είναι η στατιστική αξιολόγηση των 
δεδοµένων αυτών αλλά και η δηµιουργία µιας βάσης δεδοµένων που θα 
εµπεριέχει την πειραµατική αυτή πληροφορία και θα συνεισφέρει στην 
βελτίωση των υπαρχόντων αλγορίθµων πρόγνωσης τοπολογίας 
διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. 
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INCORPORATION OF EXPERIMENTAL TECHNIQUES FOR 
TOPOLOGY PREDICTION OF TRANSMEMBRANE PROTEINS 

 
Tsaousis G.N., Bagos P.G., and S.J. Hamodrakas 

 
Department of Cell Biology and Biophysics, Faculty of Biology, University of Athens, 

Athens 157 01 
 
Transmembrane proteins are approximately 20 to 30% of fully sequenced 
proteomes and constitute an important class of proteins, as they are crucial 
for a wide variety of cellular functions.  In order to understand their function 
we must acquire knowledge about their structure and topology across the 
membrane. However, due to the difficulty of obtaining crystals of 
transmembrane proteins suitable for crystallographic analyses, biochemical 
and prediction methods are routinely used to determine the topology of 
transmembrane proteins.  Biochemical methods include: techniques of gene 
fusions, using enzymes such as alkaline phosphatase, β-galactosidase, β-
lactamase, and various fluorescent proteins, detection of post-translational 
modifications such as glycosylation, phosphorylation and biotinylation, 
cysteine-scanning mutagenesis, proteolysis methods and epitope mapping 
techniques. After an extended literature search (until June 2005), we 
collected 900 articles regarding 1538 transmembrane proteins.  Specifically, 
326 articles refer to gene fusions of various reporter proteins, 110 refer to 
glycosylation scanning, 7 refer to phosphorylation scanning, 10 refer to 
biotinylation scanning, 78 refer to cysteine scanning, 204 refer to epitope 
mapping and 103 refer to proteolysis experiments. The information we 
acquire regarding the proteins’ topology is of great importance as it has 
been shown that one way to improve the prediction performance is to 
incorporate experimental information into the prediction algorithms. Our 
goal is to evaluate these data statistically and construct a database 
containing the experimental information in order to improve the prediction 
performance of topology prediction algorithms. 
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Η ΑΝΑΠΤΥΞΗ ∆ΙΣΟΥΛΦΙ∆ΙΚΩΝ ∆ΕΣΜΩΝ ΜΕΤΑΞΥ ΑΜΙΝΟΞΕΩΝ 
ΚΥΣΤΕΙΝΗΣ ΣΥΜΒΑΛΛΕΙ ΣΤΟΝ ΟΜΟ∆ΙΜΕΡΙΣΜΟ ΤΗΣ 

ΠΡΩΤΕΙΝΗΣ BRI2 
 

Τσαχάκη M., Μελαχροινού K., Ghiso J.1, Ευθυµιόπουλος Σ. 
 

Τµήµα Βιολογίας, Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων & Ανθρώπου, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 157 84 
Πανεπιστήµιοπολης, Ιλίσια, Ελλάδα 

1Departments of Pathology and Psychiatry, New York University School of Medicine, 550 
First Avenue, TH-432, New York, NY 10016, USA 

 
Οι οικογενείς άνοιες Βρετανικού και ∆ανέζικου τύπου είναι δύο σπάνιες νευροεκφυλιστικές 
νόσοι που σχετίζονται µε δύο διαφορετικές µεταλλαγές της πρωτεΐνης BRI2. Πρωτεόλυση 
της ΒRI2 που φέρει αυτές τις µεταλλάξεις έχει σαν αποτέλεσµα την απελευθέρωση των 
πεπτιδίων ABri και  ADan, τα οποία δηµιουργούν αµυλοειδείς αποθέσεις στους εγκεφάλους 
ασθενών µε Βρετανική και ∆ανέζικη άνοια αντίστοιχα. Η BRI2 είναι µια τύπου ΙΙ 
διαµεµβρανική πρωτεΐνη µε άγνωστη λειτουργία.  Πολλές πρωτεΐνες και ιδιαίτερα 
διαµεµβρανικοί υποδοχείς εκδηλώνουν την λειτουργία τους µέσω οµοδιµερισµού ή ακόµα 
και πολυµερισµού τους.  Με πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης διαφορετικά επιτοπικά 
σηµασµένων BRI2 πρωτεΐνών βρέθηκε ότι αυτές οµοδιµερίζονται. Οµοδιµερή της BRI2 
εντοπίστηκαν και στην κυτταρική επιφάνεια.  Χρησιµοποιώντας ελλείψεις της πρωτεΐνης 
BRI2 διαπιστώθηκε ότι η διαµεµβρανική ακολουθία και ένα κοµµάτι της εξωκυτταρο-
πλασµατικής περιοχής εµπλέκονται στον οµοδιµερισµό της. Η διαµεµβρανική ακολουθία 
της BRI2 περιλαµβάνει µοτίβα GXXXG αλλά και τρία αµινοξέα κυστεΐνης ενώ η 
εξωκυτταροπλασµατική ακολουθία περιλαµβάνει µια ελεύθερη κυστεΐνη. Τα µοτίβα 
GXXXG και τα αµινοξέα κυστεΐνης θα µπορούσαν να εµπλέκονται στον οµοδιµερισµό της 
BRI2.  Για να µελετήσουµε κατά πόσο το µοτίβο GXXXG εµπλέκεται στον οµοδιµερισµό 
της BRI2 τα συντηρηµένα αµινοξέα γλυκίνης (G) µεταλλάχθηκαν σε λευκίνες.  Η ανίχνευση 
οµοδιµερών της BRI2 παρά την παρουσία των µεταλλάξεων δείχνει ότι το µοτίβο GXXXG 
δεν εµπλέκεται στον οµοδιµερισµό της.  Για να εξεταστεί κατά πόσο  αµινοξέα κυστεΐνης 
εµπλέκονται στον οµοδιµερισό της BRI2 κυτταρικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν σε πήκτωµα 
ακρυλαµίδης σε αναγωγικές και µη αναγωγικές συνθήκες. Παρατηρήσαµε µονοµερή, 
οµοδιµερή και ολιγοµερή της BRI2 σε µη αναγωγικές συνθήκες (απουσία β-
µερκαπτοαιθανόλης) και µονοµερή της σε αναγωγικές συνθήκες. Τα αποτελέσµατα αυτά 
δείχνουν ότι τα οµοδιµερή της BRI2 συγκρατούνται µέσω δισουλφιδικών δεσµών που 
αναπτύσσονται µεταξύ κυστεϊνών. Από τα παραπάνω, λοιπόν, συµπεραίνουµε ότι η BRI2 
υπάρχει µε τη µορφή οµοδιµερών, τα οποία εµφανίζονται και στην κυτταρική επιφάνεια, και 
ότι αυτά τα οµοδιµερή είναι δυνατόν εκτός των άλλων να συγκρατώνται και από 
δισουλφιδικούς δεσµούς.   
Αυτή η έρευνα χρηµατοδοτήθηκε από τα προγράµµατα του υπουργείου Παιδείας «Πυθαγόρας Ι & ΙΙ», του 

Πανεπιστηµίου Αθηνών «Καποδίστριας» και της Ευρωπαϊκής ένωσης «APOPIS». 
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First Avenue, TH-432, New York, NY 10016, USA 

 
Familial British and Danish dementias are two rare neurodegenerative diseases that 
are linked to two different mutations in BRI2 protein. Proteolysis of mutant ΒRI2 
results in the release of ABri and ADan peptides that form amyloid deposits in the 
brains of patients. BRI2 is a type II transmembrane protein with unknown function.  
Many proteins and especially membrane receptors function via homodimerization 
or even polymerization. By immunoprecipitation of differently tagged BRI2 
proteins, it was found that these are homodimerized. Homodimers of BRI2 were 
detected also at the cell surface.  Using deletion mutants of BRI2 it was found that 
the transmembrane sequence and a small piece of the extracellular domain are 
involved in the homodimerization of BRI2. The transmembrane sequence of BRI2 
includes GXXXG motifs and three cysteins while the extracellular domain 
includes one free cystein. The GXXXG motifs and/or the cysteins could be 
involved in the homodimerization of BRI2.  In order to study whether the GXXXG 
motif is involved in the homodimerization of BRI2 the conserved glycines were 
mutated to leucines.  The detection of BRI2 homodimers despite the presence of 
the mutations indicates that the motif GXXXG is not involved in its 
homodimerization. To examine whether the cysteins are involved in the 
homodimerization of BRI2, cell extracts were analyzed by polyacrylamide gel 
electrophoresis under reducing and non-reducing conditions. Monomers, dimmers 
and oligomers of BRI2 were observed under non-reducing conditions and only 
monomers under reducing conditions. These results indicate that the BRI2 
homodimers are held together via disulfide bonds formed between cysteins. We 
conclude that BRI2 exists in the form of homodimers that are expressed at the cell 
surface and that disulfide bonds contribute to the formation of these homodimers.  
 
This research is funded by the Greek Ministry of Education grants “Pythagoras I & II”, the 
University of Athens grant “Kapodistrias”, European Grant APOPIS co-ordinated by the 

Verum foundation. 
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ΜΙΑ ΜΕΤΑΛΛΑΞΗ ΣΤΟ ΚΕΝΤΡΟ ΑΠΟΚΩ∆ΙΚΟΠΟΙΗΣΗΣ ΤΟΥ 
18S rRNA THΣ ΖΥΜΗΣ ΕΠΗΡΕΑΖΕΙ ΤΗΝ ΜΕΤΑΦΡΑΣΗ ΚΑΙ 

ΠΡΟΣ∆Ι∆ΕΙ ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ ΕΝΑΝΤΙ ΑΜΙΝΟΓΛΥΚΟΖΙΤΩΝ 
 

Τσελίκα Σ., Κωνσταντινίδης Θ.Χ. και ∆. Συνετός 
 

Εργαστήριο Βιοχηµείας, Τµήµα Ιατρικής, Πανεπιστήµιο Πατρών, 26110 Πάτρα  
 
Η µετάλλαξη U1495C αποµονώθηκε αρχικά στην Tetrahymena thermophila 
ως µια ανθεκτική στην υγροµυκίνη µετάλλαξη. Μελετήσαµε την επίδραση 
της µετάλλαξης αυτής στην Α θέση του 18S rRNA του Saccharomyces 
cerevisiae επί της πρωτεϊνοσύνθεσης και επί της δράσης των 
αµινογλυκοζιτών παροµοµυκίνης και τοµπραµυκίνης. Ριβοσώµατα ζύµης 
που φέρουν την µετάλλαξη U1495C (rdnhyg1) παρουσίασαν αυξηµένη 
συχνότητα λάθους ίση προς 0,0081, δηλαδή 81 λανθασµένες ενσωµατώσεις 
αµινοξέων ανά 10.000 κωδίκια, έναντι 0,0048 για το αγρίου τύπου (rdnwt) 
στέλεχος. Άλλες παράµετροι της πρωτεϊνοσύνθεσης, όπως η πρόσδεση των 
υποστρωµάτων στο ριβόσωµα και η ενεργότητα της πεπτιδυλο-
τρανσφεράσης δεν επηρεάστηκαν. Η µετάλλαξη αυτή δεν επέδρασε στον 
σχηµατισµό των 80S ριβοσωµάτων, σε αντίθεση µε την αντίστοιχη 
µετάλλαξη στο προκαρυωτικό ριβόσωµα. Αντίθετα, επέδρασε αρνητικά 
στην µετατόπιση, καθώς το 50% της µετατόπισης επιτεύχθηκε στα 0,042 
mg/ml µερικώς καθαρού πρωτεϊνικού κλάσµατος περιέχοντος eEF2 για το 
rdnwt έναντι 0,080 mg/ml για το rdnhyg1. Τα αµινογλυκοζιτικά αντιβιοτικά 
προσδένονται στο κέντρο αποκωδικοποίησης της 40S υποµονάδας και 
προκαλούν µεταφραστικά λάθη. Έτσι, παρουσία 50µΜ παροµοµυκίνης η 
συχνότητα λάθους στα rdnwt ριβοσώµατα αυξήθηκε από 0,0048 σε 0,0270 
και παρουσία 50µΜ τοµπραµυκίνης σε 0,0267. Αντίθετα, η  rdnhyg1 ήταν 
ανθεκτική και στους δύο αµινογλυκοζίτες in vitro. Έτσι, παρουσία 50µΜ 
παροµοµυκίνης η συχνότητα λάθους του rdnhyg1 αυξήθηκε σε µικρότερο 
βαθµό, από 0,0081 σε 0,0234, ενώ παρουσία 50µM τοµπραµυκίνης 
αυξήθηκε µόνο σε 0,0125. ‘Oπως αναµενόταν, η παροµοµυκίνη ανέστειλε 
την κυτταρική ανάπτυξη, ενώ η τοµπραµυκίνη ήταν αναποτελεσµατική, 
πιθανώς λόγω αδυναµίας να προσεγγίσει την θέση πρόσδεσής της. 
 

Χρηµατοδοτήθηκε από την Γενική Γραµµατεία Έρευνας και Τεχνολογίας, Υπουργείο 
Ανάπτυξης (624/ΠΕΝΕ∆01) 
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A MUTATION IN THE DECODING REGION OF YEAST 18S rRNA 
AFFECTS TRANSLATION AND CONFERS RESISTANCE TO 

AMINOGLYCOSIDE ANTIBIOTICS 
 

Tselika S, Konstantinidis Th.C., and D. Synetos 
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Mutation U1495C was initially isolated as a hygromycin resistance mutation 
in Tetrahymena thermophila. We examined the effects of this mutation in 
the A site of the 18S rRNA of the yeast Saccharomyces cerevisiae on 
various aspects of protein synthesis, as well as on the binding of the 
aminoglycoside antibiotics paromomycin and tobramycin. Yeast ribosomes 
carrying the U1495C (rdnhyg1) mutation possessed an increased error 
frequency of 0.0081, i.e 81 aminoacid misincorporations per 10,000 codons, 
compared to 0.0048 for the wild type (rdnwt). Other aspects of translation, 
such as substrate binding to the ribosome and peptidyltransferase activity 
were not influenced. This mutation did not affect ribosomal subunit 
association, unlike the corresponding mutation in the prokaryotic ribosome. 
However, this mutation impaired the process of translocation, since 50% of 
translocation was achieved at 0.042 mg/ml of crude eEF2 for rdnwt 
compared to 0.080 for rdnhyg1. Aminoglycoside antibiotics bind to the 
decoding region of the 40S subunit and induce translational errors. Thus, in 
the presence of 50µΜ paromomycin, the error frequency of the rdnwt 
ribosomes was increased from 0.0048 to 0.0270 and in the presence of 
50µΜ tobramycin to 0.0267. However, mutation rdnhyg1 was resistant 
towards both aminoglycosides in vitro. Specifically, in the presence of 
50µM paromomycin the error frequency of rdnhyg1 ribosomes was 
increased to a lesser degree, from 0.0081 to 0.0234, while in the presence of 
50µM tobramycin the error frequency was increased to only 0.0125. As 
expected, paromomycin inhibited yeast cell growth, whereas tobramycin 
was ineffective, presumably due to an inability to reach its eukaryotic 
binding site. 
 

Supported in part by a grant from the General Secretariat of Research and Technology, 
Ministry of Development of Greece (624/PENED01). 
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Η ΒΕΝΘΙΚΗ ΒΙΟΚΟΙΝΩΝΙΑ ΣΤΗ ΛΙΜΝΟΘΑΛΑΣΣΑ ΜΑΖΩΜΑ 
ΤΟΥ ΑΜΒΡΑΚΙΚΟΥ ΚΟΛΠΟΥ 
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Πανεπιστήµιο Αθηνών, Πανεπιστηµιόπολη, Αθήνα 15784 
 

Το Μάζωµα είναι µια υφάλµυρη λιµνοθάλασσα έκτασης 3km2 και βάθους 
που δεν ξεπερνά το 1.5m, και επικοινωνεί µέσω δύο στοµίων µε τον 
Αµβρακικό κόλπο. Πραγµατοποιήθηκαν δειγµατοληψίες βένθους και 
µετρήσεις φυσικών και χηµικών παραµέτρων νερού και ιζήµατος σε 10 
επιλεγµένους σταθµούς ανά δίµηνο στη διάρκεια ενός έτους. Ο βυθός ήταν 
ιλυώδης και στο ανατολικό του τµήµα καλυπτόταν από το θαλάσσιο 
αγγειόσπερµο Zostera noltii και από το χλωροφύκος Chaetomorpha sp. Τα 
φυσικά και χηµικά χαρακτηριστικά του νερού και του ιζήµατος 
(θερµοκρασία, αλατότητα, διαλυµένο οξυγόνο, οργανικός άνθρακας) δε 
διέφεραν µεταξύ των σταθµών αλλά παρουσίασαν τις αναµενόµενες 
εποχικές διακυµάνσεις. Η βενθική πανίδα ήταν χαρακτηριστική των 
λιµνοθαλασσών της Μεσογείου, µε επικρατέστερα είδη τα Abra ovata, 
Hediste diversicolor και Mytilaster minimus. Η πολυπαραµετρική ανάλυση 
MDS έδειξε ότι υπάρχει διαφοροποίηση µεταξύ των σταθµών από το δυτικό 
προς το ανατολικό τµήµα της λιµνοθάλασσας, οφειλόµενη κυρίως στην 
παρουσία των θαλάσσιων φυτών. Αντίθετα, δεν παρατηρήθηκε εποχική 
διαφοροποίηση της βιοκοινωνίας, γεγονός το οποίο µπορεί να οφείλεται στη 
συνεχή αναπαραγωγή πολλών ειδών. Ο δείκτης ποικιλότητας Shannon-
Wiener κι ο δείκτης οµοιοµορφίας Pielou δεν έδειξαν στατιστικά σηµαντική 
διαφορά µεταξύ των σταθµών. Τέλος, υπήρξαν ενδείξεις για την ύπαρξη 
ανταγωνισµού µεταξύ συγγενικών ειδών, όπως για παράδειγµα των 
Πολυχαίτων της οικογένειας Nereidae Hediste diversicolor και Platynereis 
dumerili. 
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Mazoma is a 3km2 brackish water lagoon with a maximum depth of 1.5m, 
which communicates with the Amvrakikos Gulf through two openings. 
Benthic samples and physical and chemical measurements of water and 
sediment were carried out at 10 stations, bimonthly for one year. The 
bottom was muddy and in the east part of the lagoon it was covered by the 
seagrass Zostera noltii and the green alga Chaetomorpha sp. Physical and 
chemical conditions of water and sediment (temperature, salinity, dissolved 
oxygen, organic carbon) did not vary among stations, However, they 
presented seasonal fluctuations. Benthic fauna was typical of Mediterranean 
lagoons, the most dominant species being Abra ovata, Hediste diversicolor 
and Mytilaster minimus. The Multi Dimensional Scaling (MDS) revealed a 
diversification of the biological community from the west to the east part of 
the lagoon, which was due to the presence of marine plants. On the other 
hand, there was no obvious seasonal variability of the biological 
community, probably because of the constant reproduction of many species. 
The Shannon-Wiener diversity index and the Pielou Evenness index did not 
present statistically important differences among the stations. Finally, there 
were indications of competition between related species, for example 
between the two nereid polychaete species Hediste diversicolor and 
Platynereis dumerili. 
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Τσίρη ∆.1, Χήνου Ι.2, Χαραλαµπίδης Κ.1, Γκανή-Σπυροπούλου Κ.1 
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Φαρµακευτική Σχολή, Παν. Αθηνών 
 

Η µεντικαρπίνη είναι ισοφλαβονοειδής φυτοαλεξίνη που παράγεται κυρίως 
από φυτά της οικογένειας Leguminosae, ως απόκριση βιοτικών και 
αβιοτικών παραγόντων και προέρχεται από υδρόλυση των γλυκοζιτών ή 
γλυκοζιλικών εστέρων της. Στη ανακοίνωση αυτή αναφέρεται η παραγωγή 
ισοβλαβονοειδών κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης αρτίβλαστων 
τριγωνίσκου (Trigonella foenum-greaecum L.) σε φυσιολογικές συνθήκες ή 
µετά από επίδραση CuCl2. Η ταυτοποίηση των ισοφλαβονοειδών που 
αποµονώθηκαν έγινε µε φασµατοσκοπική ανάλυση (NMR, MS), ενώ ο 
ποσοτικός προσδιορισµός τους στις ρίζες και τα υπέργεια όργανα έγινε µε 
RP-HPLC των εκχυλισµάτων τους. Σπέρµατα τριγωνίσκου αναπτύχθηκαν 
για 4, 6, 8 και 11 ηµέρες. Το κυριότερο ισοφλαβονοειδές των ριζών ήταν ο 
3-Ο-γλυκοσίδης της µεντικαρπίνης (MG) ο οποίος αυξάνόνταν σταδιακά, 
ενώ µετά από 11 ηµέρες προσδιορίστηκε και µικρή ποσότητα µεντικαρπίνης 
(Μ). Αντίθετα τα υπέργεια όργανα δεν περιείχαν Μ ενώ η ποσότητα του 
MG ήταν πολύ µικρή. Επίδραση των ριζών αρτιβλάστων 6 ηµερών µε 0.5 
mM CuCl2 για 6, 12 και 24 h αλλά και µε διαφορετικές συγκεντρώσεις (0.1 
mM, 0.5 mM, 1.0 mM) CuCl2 για 24 h, προκάλεσε σηµαντική µείωση της 
συγκέντρωσης του MG στις ρίζες µε ταυτόχρονη αύξηση της M τόσο στις 
ρίζες όσο και στα υπέργεια τµήµατα, ενώ παρατηρήθηκε µεγάλη ποσότητα 
µεντικαρπίνης και στο µέσο καλλιέργειας των φυτών. Παράλληλα 
παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης των γονιδίων που εµπλέκονται στην 
παραγωγή των ισοφλαβονοειδών, της ισοφλαβονικής συνθάσης (IFS) και 
της αναγωγάσης της βεστιτόνης (VR), επιβεβαιώνοντας την de novo 
σύνθεση της µεντικαρπίνης. 
 
Το έργο συγχρηµατοδοτείται στα πλαίσια του ΕΠΕΑΕΚ (πρόγραµµα «ΗΡΑΚΛΕΙΤΟΣ») από 

το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο και Εθνικούς πόρους. 
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Medicarpin is an isoflavonoid phytoalexin produced mainly by plants of the 
Leguminosae family in response to biotic and abiotic elicitors from the 
hydrolysis products of the constitutive glucose and malonyl glucose 
conjugates. Here we report on the isoflavonoid production by fenugreek 
(Trigonella foenum-graecum L.) seedlings during the course of growth and 
in response to CuCl2. Isoflavonoid identification was performed by the 
NMR and MS of the purified compounds, while the quantitative 
determination was performed by RP-HPLC of the root or aerial part 
extracts. Fenugreek seeds were grown under aseptic conditions for 4, 6, 8 
and 11 d in light. The major isoflavonoid in fenugreek roots was medicarpin 
3-O-glucoside (MG) which increased during the course of seedling growth, 
while roots of 11-d-old seedling contained also small amount of free 
medicarpin (M). In contrast, the aerial parts did not contain any M, while 
the amount of MG was considerably lower than in the roots. Treatment of 6-
d-old seedlings with 0.5 mM CuCl2

 for 6, 12 and 24 h or with different 
CuCl2 concentrations (0.1, 0.5 and 1.0 mM) for 24 h, caused considerable 
decrease of MG in the roots and in parallel increase of M levels in the roots 
and aerial parts, while part of M was released in the seedling growth 
medium. The study of isoflavone synthase (IFS) and vestitone reductase 
(VR) expression, enzymes which catalyse the entry point to the isoflavonoid 
pathway and the penultimate step of medicarpin synthesis, respectively, by 
semi-quantitative RT-PCR, showed a significant increase of their 
transcripts, after 2 h of CuCl2 treatment, confirming the de novo synthesis of 
medicarpin.  
 

The project is co-financed within Op. Education by the ESF (European Social Fund) and 
National Resources 

 



ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 
ΠΡΑΚΤΙΚΑ 28ου Επιστηµονικού Συνεδρίου, Ιωάννινα, Μάιος 2006 

 

417 

ΒΕΛΤΙΩΣΗ ΤΗΣ ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ ∆ΟΜΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΜΕ ΕΚ 
ΤΩΝ ΥΣΤΕΡΩΝ ΕΝΣΩΜΑΤΩΣΗ ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΑΣ ΑΠΟ 

ΠΟΛΛΑΠΛΕΣ ΣΤΟΙΧΙΣΕΙΣ ΑΚΟΛΟΥΘΙΩΝ 
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15701 Αθήνα 
 

Από τις διαθέσιµες κρυσταλλογραφικά προσδιορισµένες τρισδιάστατες πρωτεϊνικές 
δοµές, είναι εµφανές ότι η πρωτεϊνική δοµή είναι περισσότερο συντηρηµένη από 
την ακολουθία. Αυτή η παρατήρηση οδήγησε σε σηµαντική ώθηση στο πεδίο της 
πρόβλεψης (δευτεροταγούς) δοµής πρωτεϊνών, µε την ενσωµάτωση εξελικτικής 
πληροφορίας (όπως εµπεριέχεται σε πολλαπλές στοιχίσεις πρωτεϊνικών 
ακολουθιών) στα δεδοµένα εισόδου αρκετών προγνωστικών µεθόδων.  Στην 
εργασία αυτή, δείχνουµε ότι η εξελικτική πληροφορία είναι δυνατόν να 
χρησιµοποιηθεί και εκ των υστέρων µε επιτυχία για τη βελτίωση των προγνώσεων. 
Μελετήσαµε πρωτεϊνικές οικογένειες που ανήκουν στη σηµαντική κατηγορία των 
πρωτεϊνών της εξωτερικής µεµβράνης των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων 
(OMP), που διαπερνούν την εξωτερική µεµβράνη µε β-βαρέλια, και για τις οποίες 
είναι διαθέσιµα ελάχιστα δοµικά δεδοµένα σε ατοµική διακριτικότητα.  
Χρησιµοποιήσαµε τη µέθοδο PRED-TMBB, η οποία πρόσφατα αναπτύχθηκε από 
την οµάδα µας, και προβλέπει µε υψηλή ακρίβεια την τοπολογία των OMPs.  ∆ύο 
πρωτεϊνικές οικογένειες, συγκεκριµένα οι πορίνες και οι βακτηριακοί µεταφορείς 
λιπαρών οξέων, µε τουλάχιστον έναν αντιπρόσωπο µε προσδιορισµένη δοµή, 
βοήθησαν στην αξιολόγηση της µεθόδου. Ειδικότερα, χρησιµοποιήσαµε µόνο τις 
ακολουθίες οι οποίες συµπεριλαµβάνονται στις ηµι-αυτόµατα κατασκευασµένες 
στοιχίσεις της PFAM (18 και 23 ακολουθίες αντίστοιχα).  ∆είχνουµε ότι ορισµένα 
κοινά προβλήµατα των προγνωστικών µεθόδων µπορούν να ξεπεραστούν 
χρησιµοποιώντας την κατά θέση συντήρηση και την κατανοµή των κενών από 
πολλαπλές στοιχίσεις.  Επιπλέον, δείχνουµε ότι ακόµη και όταν γίνει χρήση µιας 
πλήρως αυτοµατοποιηµένης στοίχισης τα αποτελέσµατα είναι συγκρίσιµα.  

 
Το έργο συγχρηµατοδοτείται από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο και Εθνικούς Πόρους 

(ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ) ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ Ι. 
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From studies of experimentally solved protein structures, it is apparent that 
protein structure is much more conserved than the sequences themselves. 
This observation led towards a major boost in protein (secondary) structure 
prediction methods, with the incorporation of evolutionary information (as 
encoded in protein multiple sequence alignments) in the input of several 
prediction methods.  In this work we demonstrate that evolutionary 
information may be successfully applied to post-process the results of 
prediction methods based on single sequence information in order to 
enhance their performance.  We studied protein families belonging to the 
class of β-barrel outer membrane proteins (OMP) of Gram-negative 
bacteria, this class having just a few experimentally derived high-resolution 
three-dimensional structures available.  We have also used PRED-TMBB, a 
well known method for topology prediction of β-barrel OMPs recently 
developed by our group. Two families of OMPs, namely the porins and the 
bacterial fatty acid transporters, with at least one of their members having a 
solved three-dimensional structure, have been used to establish and validate 
our methodology.  In particular, we have only used those sequences present 
in the semi-automatically created PFAM seed alignments for the 
corresponding families, comprising 18 and 23 sequences respectively.  We 
show that some common pitfalls of prediction methods may be resolved by 
using the positional conservation and gap distribution of multiple sequence 
alignments.  Furthermore, we demonstrate that even when a fully automatic 
(CLUSTALW) multiple sequence alignment is used the results are 
comparable.  
 

The project is co-funded by the European Social Fund and National Resources – 
 (EPEAEK II) PYTHAGORAS I. 
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Εργαστήριο Βιοχηµείας3, Τµήµα Χηµείας, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων 
 
Η ριβονουκλεάση Ρ (RNase P) είναι ένα πανταχού παρών ένζυµο, το οποίο είναι 
υπεύθυνο για την ενδονουκλεολυτική θραύση των πρόδροµων µεταγράφων tRNA 
προκειµένου να παραχθούν τα 5’ ώριµα άκρα τους. Οι περισσότερες µορφές του 
ένζύµου είναι ριβονουκλεοπρωτεΐνες. ∆ραστικότητα RNase P έχει αποµονωθεί από 
βακτήρια, αρχαία,  ευκαρυωτικά, καθώς και από υποκυτταρικά οργανίδια. Η RNA 
υποµονάδα των βακτηρίων καθώς και η αντίστοιχη υποµονάδα από ορισµένα 
αρχαία παρουσιάζουν ενζυµική δραστικότητα in vitro, απουσία πρωτεΐνης σε 
υψηλές ιοντικές συνθήκες.  Στην παρούσα εργασία παρουσιάζεται για πρώτη φορά 
ο µερικός καθαρισµός και χαρακτηρισµός της ριβονουκλεάσης Ρ από το 
αιθανολοπαραγωγό βακτήριο Zymomonas mobilis. Το ένζυµο καθαρίστηκε µε 
ανιοντοανταλλακτική χρωµατογραφία και ο προσδιορισµός της ενζυµικής δραστι-
κότητας έγινε παρουσία σηµασµένου µε 32Ρ προδρόµου µεταγραφήµατος in vitro 
µορίου tRNA (ptRNA) του γονιδίου supS1 του Schizosaccharomyces pombe. Το 
βέλτιστο pH και η βέλτιστη θερµοκρασία είναι 8 και 37οC αντίστοιχα. Επίσης το 
ένζυµο δείχνει βέλτιστη δραστικότητα παρουσία 100 mM NH4Cl και 25 mM 
MgCl2. Πειράµατα απενεργοποίησης µε µικροκοκκική νουκλεάση και πρωτεΐνάση 
Κ έδειξαν ότι το ένζυµο για να δράσει απαιτεί την παρουσία πρωτεΐνης και RNA. 
Μετά από εκτεταµένη ανάλυση in silico εντοπίστηκαν δύο αλληλουχίες µεγέθους 
500 nts και 462 nts, οι οποίες παρουσιάζουν οµολογία µε την RNA και την 
πρωτεϊνική υποµονάδα της RNase P από το Eschaerichia coli αντίστοιχα. Τέλος 
µελετήθηκε η επίδραση αναστολέων της πρωτεϊνικής σύνθεσης όπως η νεοµυκίνη, 
η πουροµυκίνη, η σπιραµυκίνη και το φουσιδικό οξύ, τα οποία επιλέχθηκαν λόγω 
της ικανότητάς τους να προσδένονται στο RNA. Μεταξύ των προαναφερθέντων 
αντιβιοτικών που µελετήθηκαν η σπιραµυκίνη και το φουσιδικό οξύ έδειξαν ότι 
ενεργοποιούν την ενζυµική δραστικότητα της RNase P από το Zymomonas mobilis, 
αντίθετα η νεοµυκίνη και η πουροµυκίνη την αναστέλλουν.  
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Ribonuclease P (RNase P) is an ubiquitous enzyme that endonucleolytically 
cleaves all precursor tRNA transcripts to produce the mature 5΄ ends. Most 
forms of RNase P enzymes are ribonucleoproteins. RNase P activity has 
been identified in bacteria, archaea, and eucarya and in subcellular organels. 
In vitro, the RNA subunit of the bacteria as well as the relevant subunit of 
some archaea is catalytically active in the absence of protein at high ionic 
conditions. Here we report for the first time, the partial purification and 
characterisation of RNase P from the ethanologenic bacterium Zymomonas 
mobilis. The enzyme was purified with anion exchange chromatography. 
The substrate for RNase P assays was an in vitro 32P labeled transcript of the 
Schizosaccharomyces pombe tRNASer gene supS1. pH and temperature 
optima for the enzyme activity are 8 nad 37oC respectively. The enzyme 
shows optimal activity in the presence of 100 mM NH4Cl and 25 mM 
MgCl2. Inhibition of Zymomonas mobilis RNase P by proteinase K and 
micrococcal nuclease strongly indicates that the activity requires both 
protein and RNA components. Extensive in silico analysis revealed two 
sequences 500 nts and 462 nts, which cluster with the RNA and the protein 
subunit of RNase P from Eschaerich coli respectively. Furthermore, we 
have studied the effect of some protein synthesis inhibitors such as 
neomycin, puromycin, spiromycin and fucidic acid, which were selected 
due to their ability to bind to RNA. Among the aforementioned antibiotics 
spiramycin and fucidic acid activated the RNase P activity from Zymomonas 
mobilis on the contrary the enzyme is inhibited by neomycin and 
puromycin. 
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3Τµήµα ∆ιαχείρισης Περιβάλλοντος και Φυσικών Πόρων, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, Αγρίνιο 
 

Ο δάκος της ελιάς, Bactrocera oleae, θεωρείται το πιο επιβλαβές έντοµο των ελαιοκαλ-
λιεργειών. Ο έλεγχος του παρασίτου περιορίζεται στη χρήση χηµικών εντοµοκτόνων. Η 
εξερεύνηση εναλλακτικών τεχνικών καταπολέµησής του δυσχεραίνεται από την απουσία 
βασικών µοριακών και γενετικών δεδοµένων. Η ανίχνευση του φυλοκαθορισµού στο 
δάκο, µπορεί να συνεισφέρει στη βελτιστοποίηση των µεθόδων βιολογικού ελέγχου του 
εντόµου που βασίζονται στην απελευθέρωση στείρων αρσενικών ατόµων. Ο 
φυλοκαθορισµός στα Tephritidae οφείλεται στο Υ χρωµόσωµα. Η αποµόνωση και 
ανάλυση Υ-ειδικών κλώνων θα µπορούσε να δώσει σηµαντικές πληροφορίες σχετικά µε 
τη δοµή και την οργάνωση του Υ χρωµοσώµατος καθώς και να αποκαλύψει τον 
παράγοντα γονιµότητας που βρίσκεται στο χρωµόσωµα αυτό. Οι ίδιοι οι κλώνοι επίσης 
θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν για την µοριακή διάγνωση του φύλου του δάκου ή ως 
Y-ειδικοί δείκτες σε πληθυσµιακές αναλύσεις. Το µικρό, συγκριτικά, µέγεθος του Υ 
χρωµοσώµατος και η µεγάλη του διαφορά από τα υπόλοιπα χρωµοσώµατα του εντόµου 
έδωσε τη δυνατότητα διαχωρισµού του σε ηλεκτροφόρηση παλµικού πεδίου (PFGE). Το 
αποµονωµένο από το gel ηλεκτροφόρησης Υ-DNA αποτέλεσε πρώτη ύλη για την 
κατασκευή Υ-ειδικών βιβλιοθηκών. Στη συνέχεια, έγινε παράλληλη διαλογή των 
βιβλιοθηκών αυτών µε ανιχνευτές γενωµικό DNA από θηλυκά και αρσενικά άτοµα ώστε 
να αποµονωθούν κλώνοι που υβριδοποιούνταν κατά προτίµηση µε ανιχνευτή το DNA 
αρσενικών ατόµων.  Ο κλώνος που εµφάνισε τη µεγαλύτερη διαφορά έντασης σήµατος 
στην υβριδοποίηση επιλέχθηκε για περαιτέρω ανάλυση. Ο προσδιορισµός της DNA 
αλληλουχίας του έδειξε ότι υπάρχει ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο µε µεγάλη οµοιότητα 
µε τις τρανσποζάσες gag των ρετροµεταθετών στοιχείων της οικογένειας BEL-Pao, 
καθώς και ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο ανοδικά της gag µε χαρακτηριστικές περιοχές 
δακτύλων ψευδαργύρου. Το δυνητικό αυτό ρετροµεταθετό στοιχείο το ονοµάσαµε 
Achilles. Αξίζει να σηµειωθεί ότι o Achilles εµφανίζει στατιστικά σηµαντική οµοιότητα 
και µε το ρετροµεταθετό στοιχείο MAX της Drosophila melanogaster που ανακαλύφτηκε 
πρόσφατα. Το στοιχείο αυτό εντοπίζεται στις ετεροχρωµατινικές περιοχές των 
αυτοσωµάτων ενώ είναι διάσπαρτο στο Υ χρωµόσωµα. 
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The olive fruit fly, Bactrocera oleae, is the single most important pest of the 
olive fruit. Its control is based on the use of chemical pesticides. The search 
for new methods of biological control for the fly is limited by the lack of 
basic molecular and genetic data. Understanding the basis of sex 
determination in this insect could contribute to control methods that are 
based on the release of sterilized male insects. Sex determination in 
Tephritidae depends on the presence of the Y chromosome. The isolation 
and analysis of Y-specific clones could provide useful information on the 
structure and organization of the chromosome, as it could disclose the 
maleness factor that lies on it. Such clones could also be used in molecular 
diagnosis of sex or as male-specific markers in population analyses. The 
relatively small size of the Y chromosome and its large difference from the 
other chromosomes of the insect gave us the opportunity to isolate it in a 
pulsed field gel electrophoresis (PFGE). Subsequently, Y-enriched DNA 
from the PFGE was used as starting material in order to construct partial Y-
specific libraries. Screening of these libraries with male and female genomic 
DNA as probes, yielded several clones with differential preference towards 
the male DNA. The clone with the largest such difference was chosen for 
further study. Sequencing analysis showed the presence of a gag-like ORF 
with significant similarity to the BEL-Pao family of retrotransposons, as 
well as an ORF upstream of the gag gene, which possessed characteristic 
zinc fingers. This putative retrotransposon we named Achilles. It is worth 
mentioning that Achilles shows significant similarity to the MAX 
retrotransposon of Drosophila melanogaster that was recently discovered. 
MAX is localized in the heterochromatin of all autosomes and is abundant 
on the Y chromosome.  
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ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΑΥΞΗΣΗΣ ΤΟΥ Carassius gibelio (Bloch, 1782) ΣΕ 
ΣΧΕΣΗ ΜΕ ΤΗΝ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΟΥ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΟΣ ΣΕ 12 

ΛΙΜΝΕΣ ΤΗΣ ΕΛΛΑ∆ΟΣ 
 

Τσουµάνη M.1, Λιάσκο Ρ.1, Μουτσάκη Π.1, Κάγκαλου Ι.1,  
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Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, 45 500 Ιωάννινα 
 

Στην παρούσα µελέτη διερευνάται η επίδραση του τροφικού χαρακτήρα των 
λιµνών στην αύξηση του παµφάγου, αλλόχθονου κυπρινοειδούς Carassius 
gibelio (πεταλούδα). Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης δείχνουν ότι οι 
σχέσεις αυτές συνδέονται µεταξύ τους µε γραµµική παλινδρόµηση και η 
παράµετρος b αυτών κυµαίνεται από 2,33 έως 3,38. Οι τιµές του b είναι 
υψηλότερες στις ολιγότροφες και µεσότροφες λίµνες και κυµαίνονται από 
3,25 έως 3,28. Στις εύτροφες κυµαίνονται από 2,72 έως 3,06 ενώ στις 
µικρές και ρηχές εύτροφες έως υπερεύτροφες λίµνες που συχνά 
παρατηρούνται φαινόµενα µαζικών θανάτων, οι τιµές του b κυµαίνονται 
από 2,33 έως 2,58. Οι τιµές του b που προέκυψαν από τις εξισώσεις 
µήκους-βάρους για κάθε λίµνη συσχετίστηκαν στην συνέχεια µε τις µέσες 
ετήσιες συγκεντρώσεις των ορθοφωσφορικών (ΡO4-P), οι οποίες είναι 
ενδεικτικές της τροφικής κατάστασης των λιµνών. Η σχέση που τις συνδέει 
είναι λογαριθµική και εκφράζεται από την εξίσωση b=1,37-0,13log (ΡO4-P) 
(r2>0,44, P=0.02). Από τη σχέση αυτή προκύπτει ότι οι τιµές της 
παραµέτρου b µειώνονται όσο αυξάνεται η τροφική κατάσταση των λιµνών. 
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In the present study, the influence of the trophic state of the lakes in the 
growth of the omnivore alien cyprinidae Carassius gibelio (Prussian carp) 
was examined. The length-weight relationship was studied in 12 Greek 
lakes. The relationship was found to be linear and b value ranged from 2.33 
to 3.38. The b values were higher in oligotrophic to mesotrophic lakes and 
ranged from 3.25 to 3.28. In eutrophic lakes, b value ranged from 2.72 to 
3.06 while in small and shallow eutrophic to hypertrophic lakes, where fish 
death phenomenon is common, b values ranged from 2.33 to 2.58. The b 
values, estimated from the length-weight equations for each lake, were 
subsequently correlated with the annual average concentrations of ΡO4-P for 
each lake; these values being indicative of the trophic state of a lake. The 
relationship was logarithmic and was expressed by the equation b=1,37-
0,13log (ΡO4-P) (r2>0,44, P=0.02). This relationship suggests that the lower 
the b value is the more eutrophic is the state of a lake. 
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Η διερεύνηση και αποτίµηση της υγείας καθώς και η σχέση της µε τη 
θνησιµότητα έχει απασχολήσει κατ’ επανάληψη τους ανθρωπολόγους σε 
µελέτες παρελθόντων πληθυσµών. Οι δείκτες του συστηµατικού στρες, 
όπως αυτοί αποτυπώνονται πάνω στα οστά, αποτελούν µια σηµαντικότατη 
πηγή πληροφοριών η οποία οδηγεί στην αναπαράσταση της υγείας των 
παλαιότερων πληθυσµών. Ο όρος στρες έχει αποδοθεί στην στερεοτυπική 
απόκριση της φυσιολογία ενός οργανισµού απέναντι στις δυσµενείς 
περιβαλλοντικές επιδράσεις. Ωστόσο τόσο η επίδραση των βλαπτικών 
αιτιών όσο και η απόκριση αυτή είναι µη ειδικές. Για το λόγο αυτό, ολοένα 
και µεγαλύτερη προσπάθεια γίνεται για την επιστηµονική µελέτη και 
καταγραφή αυτών των µη ειδικών δεικτών ύπαρξης στρες στους 
πληθυσµούς. Ένας τέτοιος δείκτης είναι και οι υποπλασίες αδαµαντίνης. Τα 
µετρικά χαρακτηριστικά των δοντιών καθορίζονται σε µεγάλο βαθµό από 
γενετικούς παράγοντες και επηρεάζονται από τις επιδράσεις του περιβάλ-
λοντος. Για το λόγο αυτό δίνουν πληθώρα στοιχείων για την κατανόηση 
πιθανών σχέσεων και διαφορών µεταξύ των πληθυσµών. Στην παρούσα 
εργασία µελετήθηκαν τα µετρικά χαρακτηριστικών των δοντιών καθώς και 
οι υποπλασίες της αδαµαντίνης ώστε να γίνει δυνατή η ανασύσταση των 
επιπτώσεων του περιβαλλοντικού στρες, σε ένα πληθυσµό της αρχαίας 
Κορίνθου, (νεκροταφείο ιδιοκτησίας Σούκουλη), καθώς και η σύγκρισή του 
µε άλλα πληθυσµιακά σύνολα. 
 
 Η εργασία χρηµατοδοτήθηκε από το Πρόγραµµα «Καποδίστριας» του Ειδικού Λογαριασµού 
Κονδυλίων Έρευνας (Επιτροπή Ερευνών, Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήµιο Αθηνών) 
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The evaluation of the health status of ancient populations has long been of major concern to 
biological anthropologists. Indicators of general metabolic stress represent 
an important source of data for the reconstruction of ancient health status. 
Stress has been defined as a stereotypic physiological reaction to 
environmental insult. One result of severe stress is growth disruption. 
However, the influence of pathogens and individuals responses to them is 
often unspecific. Thus, more and more scientific research has recently 
focused on the analysis of non specific stress indicators, especially on the 
epidemiology of enamel hypoplasias. Tooth crown measurements are traits 
induced in major extend by genetic factors modulated by environmental 
influences. Thus, are widely used in numerous studies comparing 
similarities and differences among populations. The study consists of 
recording metric dental traits and enamel hypoplasia frequencies which 
gives us the opportunity to evaluate the health status of the ancient 
Corinthian population, (Soukouli’s property), while dental metric data 
contribute to the comparison with other population samples.   
 

This work is funded by the Programme “Kapodistrias” of the Special Research Account 
(National & Kapodistrian University of Athens) 
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Η πειραµατική αυτοάνοση θυρεοειδίτιδα (ΕΑΤ) µιµείται τη θυρεοει-δίτιδα 
Hashimoto στον άνθρωπο (µια οργανοειδική αυτοάνοση νόσο) και επάγεται 
µετά από ανοσοποίηση πειραµατοζώων είτε µε ολόκληρο το µόριο της 
θυρεοσφαιρίνης (Tg), είτε µε πεπτίδιά της, τα οποία φέρουν Τ-επιτόπους. 
Σε προηγούµενες µελέτες του εργαστηρίου έχει βρεθεί ότι το 20πεπτίδιο της 
ανθρώπινης Τg (hΤg) p2340 (αα2340-2359), µε τα άκρα του δεσµευµένα µε 
µια ακετυλοµάδα και µια αµινοµάδα, είναι παθογονικό στη φυλή AKR/J 
ποντικών (απλοτύπου H-2k), ύστερα από ανοσοποίηση των ποντικών µε 200 
ή 100 nmol πεπτιδίου. Στόχος της παρούσας µελέτης ήταν η διερεύνηση 
των παθογονικών ιδιοτήτων του πεπτιδίου, µε τα άκρα του είτε δεσµευµένα 
είτε ελεύθερα, σε χαµηλότερη δόση (50 nmol). Για τον σκοπό αυτό έγινε 
προσπάθεια εύρεσης των άριστων συνθηκών για την παρασκευή ιστολογι-
κών τοµών θυρεοειδούς αδένα ποντικών. Έξι ποντίκια AKR/J ανοσοποιή-
θηκαν υποδορίως µε 50  nmol p2340 -µε ελεύθερα άκρα- σε πλήρες 
ανοσοενισχυτικό έκδοχο του Freund (CFA) και 4 ποντίκια της ίδιας φυλής 
µε 50 nmol πεπτιδίου -µε δεσµευµένα άκρα- σε CFA. Τρεις εβδοµάδες 
αργότερα έγινε αναµνηστική χορήγηση µε τη µισή δόση σε ατελές FA και 
σε 2 εβδοµάδες έγινε λήψη των αδένων. Για την ιστολογική µελέτη τους και 
τον προσδιορισµό του βαθµού διήθησης εφαρµόστηκε µια σειρά από 
πρωτόκολλα, όπως έγκλειση των ιστών σε OCT και παραφίνη και τοµές σε 
κρυοτόµο και µικροτόµο αντίστοιχα, µε τη δεύτερη να δίνει καλύτερη 
εικόνα της δοµής και της συνοχής των θυλακίων του αδένα. Τα 
αποτελέσµατα έδειξαν ότι το πεπτίδιο p2340 είναι επίσης παθογονικό στην 
ποσότητα των 50 nmol, τόσο µε δεσµευµένα άκρα (3/6 ποντίκια 
παρουσίασαν διήθηση του αδένα), όσο και µε ελεύθερα (1/4 ποντίκια). 
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Experimental Autoimmune Thyroiditis (EAT) resembles Hashimoto’s 
thyroiditis (HT) in humans (an organ-specific autoimmune disease) and is 
induced in animals by immunization with thyroglobulin (Tg) or Tg-peptides 
bearing T-cell epitopes. In previous studies of our laboratory it has been 
found that the human Tg (hTg) 20mer peptide p2340 (aa 2340-2359) with 
its terminal ends blocked (with an amino and an acetyl group), is pathogenic 
to the AKR/J strain of mice (H-2k haplotype), after administration of 200 or 
100 nmol of peptide. The present study aimed at the investigation of the 
pathogenicity of p2340, with its terminal ends either blocked or unblocked, 
at a lower dose (50 nmol). For the achievement of this goal, many protocols 
were applied, in order to determine the optimal conditions for the 
preparation of histological sections of mouse thyroid gland. Six AKR/J mice 
were immunized with 50 nmol of p2340, unblocked, and four mice with 50 
nmol of p2340, blocked, in Complete Freund’s Adjuvant (CFA). Three 
weeks later, mice were boosted with half the immunizing dose in 
incomplete FA. Two weeks later, thyroids were removed. The infiltration 
index was estimated via the application of various protocols, such as OCT 
and paraffin embedding of the tissue and dissection at cryostat and 
microtome respectively, with the second technique being more precise as far 
as the structure and the cohesion of the thyroid follicles is concerned. The 
results indicate that p2340 peptide is pathogenic at the concentration of 50 
nmol, either in its blocked (3/ 6 mice showed thyroid infiltration), or in its 
unblocked form (1/ 4 mice). 
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ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΗ ΤΗΣ ΝΟΣΟΥ ΣΤΟΝ ΚΡΗΤΙΚΟ 

ΠΛΗΘΥΣΜΟ 

Φραγκούλη Ε.1, Ηλιόπουλος Η.2, Γαλανάκης Ε.3, Κρητικός Η.4, Σιδηρόπουλος 
Π.4, Aksentijevich Ι.5, Μπούµπας ∆.Τ. 1,4 και Γ. Ν. Γουλιέλµος1 

 
1 Εργαστήριο Παθολογίας, Τµήµα Ιατρικής, Πανεπιστήµιο Κρήτης, 715 00 Ηράκλειο, 
2Εργαστήριο Γενετικής, Τοµέας Γεωπονικής Βιοτεχνολογίας, Γεωπονικό Πανεπιστήµιο 
Αθηνών, 3Κλινική Παιδιατρικής, Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο Ηρακλείου, 4 Κλινική 
Ρευµατολογίας, Κλινικής Ανοσολογίας και Αλλεργιολογίας, Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο 
Ηρακλείου, 5 Genetics Section, Arthritis and Rheumatism Branch, National Institute of 
Arthritis and Musculoskeletal and Skin Diseases, Bethesda, USA 

Ο οικογενής µεσογειακός πυρετός αποτελεί το πρότυπο νόσηµα µιας κατηγορίας νοσηµάτων 
που αναφέρονται ως κληρονοµούµενοι υποτροπιάζοντες πυρετοί ή αυτοφλεγµονώδη 
νοσήµατα. Μεταβιβάζεται σύµφωνα µε το αυτοσωµικό υπολειπόµενο πρότυπο 
κληρονόµησης. Το υπεύθυνο για τη νόσο γονίδιο ονοµάζεται MEFV και κωδικοποιεί την 
πυρίνη, µια πρωτείνη 781 αµινοξέων. Ο οικογενής µεσογειακός πυρετός προσβάλλει µε 
αυξηµένη συχνότητα εθνικές οµάδες όπως είναι οι Non Ashkenazi Εβραίοι, οι Αρµένιοι, οι 
Άραβες και οι Τούρκοι, µε τις µεταλλαγές M694V, V726A, M694I, M680I and E148Q να 
ανευρίσκονται στο 74% των ασθενών. Αν και δεν είναι γνωστός ο επιπολασµός της νόσου, ο 
ελληνικός πληθυσµός θεωρείται «ενδιάµεσου κινδύνου», µε τις πλέον διαδεδοµένες 
µεταλλαγές να εδράζονται στα εξόνια 2 και 10. Προκαταρκτικά   δεδοµένα έχουν δείξει ότι η 
επίπτωση της νόσου είναι αυξηµένη στην Κρήτη. Μελετήθηκε το φάσµα των µεταλλαγών 
του γονιδίου MEFV  σε 34 ασθενείς από την Κρήτη, εστιάζοντας στις πλέον συχνές από αυτές. Σε 29 
ασθενείς εντοπίστηκε τουλάχιστο µια µεταλλαγή, ενώ 5 από αυτούς δεν έφεραν καµία από τις 12 
µεταλλαγές που ελέγχθηκαν. Οι µεταλλαγές που ανιχνεύθηκαν ήταν αυτές που χαρακτηρίζονται 
ως οι πλέον συνήθεις σε πληθυσµούς υψηλού κινδύνου, µε την µεταλλαγή  M694V να 
εµφανίζει τον υψηλότερο βαθµό διεισδυτικότητας. Επίσης, αποκαλύφθηκε η ύπαρξη τόσον 
απλών όσο και σύνθετων ετεροζυγωτών. Σε µια προσπάθεια να ερµηνευτεί η συσχέτιση που 
παρατηρήθηκε µεταξύ γονοτύπων των ασθενών και κλινικών εκδηλώσεων της νόσου, 
κατασκευάστηκε ένα τρισδιάστατο µοντέλο της δοµικής περιοχής PRYSPRY της πυρίνης. 
Ως γνωστό, οι περισσότερες από τις γνωστές µεταλλαγές του MEFV βρίσκονται σ’ αυτή την 
περιοχή. Ακολούθησε ταξινόµηση των µεταλλαγών ανάλογα µε τη βαρύτητα της νόσου και 
τοποθέτηση αυτών πάνω στο τρισδιάστατο µοντέλο.  Ακόµα, µια νέα πιθανή µεταλλαγή που 
βρέθηκε για πρώτη φορά σε έναν ασθενή, η S702C, τοποθετήθηκε επίσης πάνω στο µοντέλο 
αυτό. Η PRYSPRY δοµική ενότητα της πυρίνης σχηµατίζεται από δυο β-πτυχωτές επιφάνειες 
και περιέχει µια επιµήκη υδρόφοβη εσοχή. Οι µεταλλαγές που συνδέονται µε σοβαρά 
συµπτώµατα είναι διάσπαρτες στο χείλος της εσοχής ενώ αυτές που δεν συσχετίστηκαν µε 
σοβαρή  κλινική εικόνα εδράζονται σε β-βρόχους µακριά από το κύριο σηµείο αναγνώρισης. 
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FMF is a prototype of a group of diseases referred to as hereditary recurrent fevers or 
autoinflammatory diseases. It is inherited in an autosomic recessive manner. The gene 
responsible for the FMF is MEFV and encodes for the pyrin protein. FMF is common among 
Non Ashkenazi Jewish, Armenians, Arabs and Turks, where 5 mutations, M694V, V726A, 
M694I, M680I and E148Q, account for the 74% of FMF chromosomes. In not at risk 
populations, individual mutations are preferentially identified. Although the exact prevalence is 
not yet known, Greeks are considered to be at “intermediate risk” with the most prevalent 
mutations localized in exons 2 and 10. The incidence of FMF in Greece seems to be higher in 
the island of Crete. The spectrum of MEFV gene mutations in 34 patients from Crete was 
studied by performing a molecular analysis focused on the most frequent mutations identified so 
far. Among these FMF patients, 29 had at least one mutation. No mutations were detected in 5 
patients. Common mutations were found in patients under examination as in high risk 
populations, with the M694V being the most penetrant.  Heterozygotes, unexpectedly, appear 
with severe clinical manifestations and, moreover, complex genotypes also seem to exist. 
Aiming to correlate specific genotypes and clinical manifestations of the disease, from the 
structural point of view, we constructed a three-dimensional model (3-D model) of the 
PRYSPRY domain of pyrin. The majority of the known MEFV mutations located on this 
domain have been classified, according to the disease severity caused, and localized on this 3-D 
model. One novel putative missense mutation, S702C, was identified in exon 10 of the MEFV 
gene and located on the constructed 3-D model. The PRYSPRY pyrin globular domain is 
formed by a beta sandwich and contains an elongated hydrophobic cavity. Mutations causing 
severe effects are spread on the rim of the cavity while mutations with no severe effects are 
localized on loops away from the major recognition site. 
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∆ΙΑΜΕΜΒΡΑΝΙΚΟ ΤΜΗΜΑ 
 

Φρούσιος Κ.Κ., Λίτου Ζ.I. και Σ.Ι. Χαµόδρακας 
 

Τοµέας Κυτταρικής Βιολογίας και Βιοφυσικής, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 
Αθήνα 157 01 

 
Οι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες που διαπερνούν τη µεµβράνη µόνο µια φορά, 
αποτελούνται συνήθως και από µια αµινο- ή καρβοξυ-τελική ουρά (ή και 
τις δύο) µε σηµαντικό µήκος. ∆ιακρίνονται δύο βασικοί τύποι διαµεµβρα-
νικών πρωτεϊνών µε βάση τη διαµεµβρανική περιοχή σε σχέση µε τη 
µεµβράνη στην οποία βρίσκονται:  Ως τύπου Ι αναφέρονται οι πρωτεΐνες 
που έχουν το αµινοτελικό τους τµήµα στον αυλό του ενδοπλασµατικού 
δικτύου (Ε∆) του κυττάρου ή στον εξωκυτταρικό χώρο και το 
καρβοξυτελικό τους τµήµα εντός του κυτταροπλάσµατος, ενώ οι πρωτεΐνες 
τύπου ΙΙ έχουν τον ακριβώς αντίθετο προσανατολισµό, µε το αµινοτελικό 
τους τµήµα εντός του κυτταροπλάσµατος και  το καρβοξυλικό τους τµήµα 
στον εξωκυτταρικό χώρο ή τον αυλό του Ε∆. Αυτοτελή δοµικά και 
λειτουργικά τµήµατα (structural and functional domains) εντοπίζονται 
κυρίως στις υδατοδιαλυτές ουρές, αν και τα διαµεµβρανικά τµήµατα 
συµµετέχουν στον σχηµατισµό ορισµένων domain.  Μερικά domains των 
διαµεµβρανικών πρωτεϊνών µε ένα διαµεµβρανικό τµήµα είναι ειδικά για 
αυτή την οµάδα πρωτεϊνών, ενώ άλλα είναι κοινά µε τις σφαιρικές 
πρωτεΐνες. Σκοπός της εργασίας µας είναι η ανάλυση της αρχιτεκτονικής 
αυτών των domains διαµεµβρανικών πρωτεϊνών µε ένα διαµεµβρανικό 
τµήµα σε τρία επίπεδα:  Πρώτος στόχος µας είναι η ανεύρεση πιθανών 
διαφορών µεταξύ των πρωτεϊνών τύπου Ι και τύπου ΙΙ, µε ενδεχόµενη 
χρήση της πληροφορίας στην πρόγνωση των πρωτεϊνικών τύπων.  ∆εύτερος 
στόχος είναι η ανεύρεση domains που εντοπίζονται σταθερά στη µία εκ των 
δύο πλευρών της µεµβράνης, κάτι που θα µπορούσε να αξιοποιηθεί στην 
πρόγνωση της τοπολογίας διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. Τέλος, συγκρίνουµε 
τα domains των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών µε ένα διαµεµβρανικό τµήµα 
µε αυτά των σφαιρικών πρωτεϊνών. Αυτό θα µπορούσε να βοηθήσει στη 
βελτίωση των αλγορίθµων πρόγνωσης, ώστε να διαχωρίζουν σαφέστερα τις 
σφαιρικές από τις διαµεµβρανικές πρωτεΐνες. 
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Single-spanning transmembrane proteins consist of one transmembrane 
region and usually a N-terminal or C-terminal tail (or both) of considerable 
length.  There are two types of single-spanning proteins, based on their 
orientation with respect to the membrane in which they are embedded:  
Type I refers to proteins with their N-terminal in the lumen or extracellular 
space and their C-terminal in the cytosol, whereas type II proteins have the 
opposite orientation, ie.with their N-terminal into cytosol and their C-
terminal in the lumen or extracellular space. Structural or functional 
domains usually reside mainly on the soluble tails, although the membrane-
spanning regions also take part in the formation of certain domains.  Some 
of them are exclusively found on single-spanning proteins, while others are 
common between single-spanning membrane proteins and soluble proteins. 
In our study, we attempt to analyze the similarities and differences in 
domain architecture of single-spanning membrane proteins for three 
reasons:  The first goal is to find possible differences between the domains 
found on type I and type II proteins, with potential use of this information in 
the prediction of protein types. Secondly, we aim at finding domains that are 
consistently and exclusively found on either side of the membrane, which 
could be used for the prediction of membrane protein topology.  Finally, the 
domains of single-spanning proteins are compared with domains found on 
soluble proteins. This could be used for further improvement of prediction 
algorithms, in order to report correctly single-spanning and soluble proteins. 
 



ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΕΤΑΙΡΕΙΑ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 
ΠΡΑΚΤΙΚΑ 28ου Επιστηµονικού Συνεδρίου, Ιωάννινα, Μάιος 2006 

 

433 

Η ΠΡΩΤΕΙΝΗ BRI2 ΡΥΘΜΙΖΕΙ ΤΟ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟ ΤΗΣ APP 
ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΩΝΤΑΣ ΚΑΙ ΑΠΟΣΤΑΘΕΡΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΤΗΝ BACE1 

Φωτεινοπούλου A., Τσαχάκη Μ., Βλαβάκη Μ., Μαρούλη Ε., Rostagno 
Α.1, Frangione B.1, Ghiso J.1, Ευθυµιόπουλος Σ. 

Τµήµα Βιολογίας, Τοµέας Φυσιολογίας Ζώων & Ανθρώπου, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 157 84 
Πανεπιστήµιοπολης, Ιλίσια, Ελλάδα 1Departments of Pathology and Psychiatry, New York 

University School of Medicine, 550 First Avenue, TH-432, New York, NY 10016, USA 
 

Οι οικογενείς άνοιες τύπου Βρετανίας (Familial British, FBD) και ∆ανίας (Danish, FDD) 
είναι δύο αυτοσωµικές κυρίαρχες νευροεκφυλιστικές ασθένειες που σχετίζονται µε 
µεταλλάξεις στο γονίδιο της BRI2. Αυτές οι µεταλλάξεις είναι µια σηµειακή µετάλλαξη στο 
κωδικόνιο λήξης και ένας διπλασιασµός πριν από το κωδικόνιο λήξης που οδηγούν σε µια 
πρωτεΐνη µε δέκα επιπλέον αµινοξέα και στην απελευθέρωση µετά από πρωτεόλυση των 
αµυλοειδογενικών πεπτιδίων ABri και ADan, αντίστοιχα. Η νόσος Alzheimer (Alzheimer’s 
disease, AD) είναι η πιο κοινή µορφή αµυλοείδοσης στους ανθρώπους και η κύρια αιτία 
άνοιας. Οι αµυλοειδικές πλάκες και η εναπόθεση του αµυλοειδούς στα τοιχώµατα των 
αγγείων του εγκεφάλου στην AD αποτελούνται κυρίως από αµυλοειδική β πρωτεΐνη (Aβ).  
Έχει προταθεί ότι η εναπόθεση των αµυλοειδογενικών πεπτιδίων ADan, ABri ή Αβ στον 
εγκέφαλο οδηγεί στην νευρωνική βλάβη που παρατηρείται στις FDD, FBD ή AD. 
Υπάρχουν σηµαντικές νευροπαθολογικές οµοιότητες µεταξύ της νόσου Alzheimer και των 
FBD/FDD.  Αυτές συµπεριλαµβάνουν αµυλοειδικές πλάκες στο παρέγχυµα του εγκεφάλου 
και εναπόθεση αµυλοειδούς στα τοιχώµατα των αγγείων καθώς επίσης και προ-αµυλοειδικές 
βλάβες που συνοδεύονται από ενεργοποίηση των αστροκυττάρων. Επιπλέον, τα 
νευροϊνιδιακά δεµάτια στην AD είναι ακριβώς όµοια µε αυτά που παρατηρούνται στις 
FBD/FDD. Είναι αξιοσηµείωτο ότι στους ασθενείς µε FDD, Αβ µερικές φορές συν-
εναποτίθεται µε το πεπτίδιο ADan, γεγονός που δεν παρατηρείται στην FBD. Οι 
νευροπαθολογικές οµοιότητες µεταξύ της νόσου Alzheimer και FBD ή FDD µας οδήγησε 
στο να ερευνήσουµε κατά πόσο η BRI2 αλληλεπιδρά µε πρωτεΐνες που εµπλέκονται στην 
νόσο Alzheimer. Αποκτήσαµε δεδοµένα που δείχνουν ότι υπάρχει ειδική αλληλεπίδραση 
µεταξύ της BRI2 και της πρόδροµης πρωτεΐνης του αµυλοειδούς (Amyloid Precursor 
Protein,  APP) ή την BACE 1 (β-εκκριτάση που εµπλέκεται στην πρωτεόλυση της APP).  
Επίσης βρήκαµε ότι η BRI2 ρυθµίζει τον µεταβολισµό της APP, ειδικά αυξάνοντας τα 
κυτταρικά επίπεδα της APP και διαµεµβρανικών καρβοξυτελικών τµήµατων της.  Βρήκαµε 
επίσης ότι η έκφραση της BRI2 αναστέλλει έντονα την έκκριση της APP και των πεπτιδίων 
Aβ που συσσωρεύονται στους εγκεφάλους των ασθενών µε νόσο Azheimer. Ο καθορισµός 
των µοριακών µονοπατιών που επηρεάζονται από την ειδική αλληλεπίδραση µεταξύ BRI2 
και APP ή BACE 1 µπορεί να οδηγήσει στην αναγνώριση κοινών θεραπευτικών στόχων για 
αυτές τις νευροεκφυλιστικές ασθένειες.  
 
Αυτή η έρευνα χρηµατοδοτήθηκε από τα προγράµµατα του υπουργείου Παιδείας «Πυθαγόρας Ι & ΙΙ», του 

Πανεπιστηµίου Αθηνών «Καποδίστριας» και της Ευρωπαϊκής ένωσης «APOPIS». 



HELLENIC SOCIETY FOR BIOLOGICAL SCIENCES 
Proceeding of 28th Scientific Conference, Ioannina, May 2006 

 

434

BRI2 REGULATES APP PROCESSING BY INTERACTING AND 
DESTABILIZING BACE1 

 
Fotinopoulou A., Tsachaki M., Vlavaki M., Rostagno A.1, Frangione 

B.1, Ghiso J.1, Efthimiopoulos S. 
 

Department of Biology, Division of Animal and Human Physiology, University of Athens, 
157 84 Panepistimiopolis, Ilisia, Greece 1Departments of Pathology and Psychiatry, New 

York University School of Medicine, 550 First Avenue, TH-432, New York, NY 10016, USA 
 

Familial British (FBD) and Danish (FDD) dementias are two autosomal dominant 
neurodegenerative disorders associated with mutations of the BRI2 gene. These 
mutations are a stop codon mutation and a decamer duplication resulting in an 
extended precursor protein and the release of the amyloidogenic fragments ABri and 
ADan, respectively. Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of 
amyloidosis in humans and the leading cause of dementia. Senile plaques and 
cerebrovascular amyloid deposits in AD are mainly composed of amyloid β (Aβ).  It 
has been proposed that deposition of the amyloidogenic ADan, ABri or Αβ peptides 
in the brain results in the neuronal damage leading to FDD, FBD or AD. There are 
stricking neuropathological similarities between AD and FBD/FDD.  These include 
vascular and parenchymal amyloid plaques and pre-amyloid lesions that are 
accompanied by a prominent astrocytic response. Furthermore, the neurofibrillary 
tangles observed in AD are identical to that observed in FBD/FDD. Importantly, in 
FDD patients, Αβ sometimes co-deposits with ADan, a feature not observed in FBD. 
The neuropathological similarities between Alzheimer’s disease and FBD or FDD 
stimulated us to investigate whether BRI2 interacts with proteins involved in AD. 
We obtained data indicating that there is specific interaction between BRI2 and the 
Amyloid Precursor Protein (APP) or BACE 1 (β-secretase involved in APP 
processing).  We also found that the presence of BRI2 had a modulatory effect on 
APP processing, specifically increasing the levels of cellular APP and 
transmembrane C-terminal fragments of APP.  Importantly, we found that 
expression of BRI2 resulted in a strong inhibition of the secretion of APP and Aβ 
peptides that accumulate in the brains of Alzheimer’s disease patients. Determining 
the precise molecular pathways affected by the specific binding between BRI2 and 
APP or BACE 1 could result in the identification of common therapeutic targets for 
these neurodegenerative disorders. 
This research is funded by the Greek Ministry of Education grants “Pythagoras I & II”, the University 

of Athens grant “Kapodistrias”, European Grant APOPIS co-ordinated by the Verum foundation. 
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ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΤΗΣ ∆ΗΜΙΟΥΡΓΙΑΣ ΝΕΩΝ ΑΓΓΕΙΩΝ 
 

Φώτσης Θ.* 
 

Εργαστήριο Βιολογικής Χηµείας, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, Ιατρική Σχολή & Ιδρυµα 
Τεχνολογίας και Ερευνας / Ινστιτούτο Βιοιατρικής Έρευνας, Ιωάννινα, Ελλάδα 

 
Η αγγειακή διαφοροποίηση και η αγγειογένεση είναι σηµαντικές 
διαδικασίες της φυσιολογικής ανάπτυξης και λειτουργίας του ανθρώπου. 
Υπό φυσιολογικές συνθήκες, οι διαδικασίες αυτές υπόκεινται σε αυστηρούς 
µηχανισµούς ρύθµισης, τόσο αναφορικά µε την τοπολογία τους όσο και σε 
σχέση µε τη χρονική διάρκειά τους. Οµως, σε µερικές παθολογικές 
καταστάσεις, η αγγειογένεση επάγεται δραµατικά και χάνει την ικανότητα 
αυτορύθµισης. Η ανεξέλεκτη αυτή δηµιουργία νέων τριχοειδών οδηγεί σε 
καταστροφή ιστών και αλλοίωση της αρχιτεκτονικής τους. Τέτοια 
ανεξέλεκτη δηµιουργία αγγείων απαντάται σε σειρά νοσηµάτων, όπως οι 
νεοπλασίες, η ρευµατοειδής αρθρίτιδα, η διαβητική αµφιβληστρο-
ειδοπάθεια, η ψωρίαση, και άλλες νόσους. Αν και οι µηχανισµοί, οι οποίοι 
οδηγούν σε παθολογική αγγειογένεση, δεν είναι οι ίδιοι σε κάθε 
αγγειογενετική νόσο, πρόσφατα δεδοµένα υποδεικνύουν ότι υπάρχει 
ανατροπή της ισορροπίας µεταξύ ενεργοποπιτηών, όπως ο VEGF και ο 
FGF-2, και αναστολέων της αγγειογένεσης. Κατά τη διάρκεια της 
αγγειογένεσης τα ενδοθηλιακά κύτταρα αποδοµούν τοπικά την βασική 
µεµβράνη των αγγείων και µεταναστέυουν στον εξωκυττάριο χώρο όπου 
σηµιουργούν µικρές εκβλαστήσεις, οι οποίες εισβάλλουν στον περιαγγειακό 
συνδετικό ιστό. Καθώς οι εκβλαστήσεις αυτές επιµηκύνονται, µε 
µετανάστευση ενδοθηλιακών κυττάρων στη κορυφή και πολλαπλασιασµό 
στην βάση, αρχίζει βαθµιαία να δηµιουργείται αυλός. Ο VEGF είναι ένας 
από τους βασικούς ενεργοποιητές της αγγειογένεσης, ο οποίος µπορεί να 
ρυθµίζει όλα σχεδον τα παραπάνω βήµατα της αγγειακής ανάπλασης. Αλλα 
µόρια, όπως η αγειοποιητίνη και µέλη της οικογένειας του TGF-β, 
ρυθµίζουν την προσέλκυση περικυττάρων και λείων µυϊκών κυττάρων από 
τους γειτονικούς ιστούς, γεγονός το οποίο έχει µεγάλη επίδραση στην 
στεγανότητα και συσπαστικότητα του νέου αγγείου. Στην παρουσίαση αυτή 
θα αναπτυχθούν βασικοί µοριακοί µηχανισµοί, οι οποίοι συµµετέχουν στην 
δηµιουργία νέων αγγείων.  

                                                 
* Προσκεκληµένος οµιλητής 
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MOLECULAR MECHANISMS OF VESSEL FORMATION 
 

Fotsis Th.* 
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Vasculogenesis and angiogenesis are important processes for normal 
development and function in humans. Under physiological conditions, these 
processes are spatially and temporally restricted. However, in certain 
pathological conditions, angiogenesis is dramatically enhanced and loses its 
self-limiting capacity and the deregulated formation of new capillaries 
results in destruction of normal tissue function and architecture. Thus, 
uncontrolled production of vessels is seen during the development and 
progression of solid tumors, rheumatoid arthritis, psoriasis, and diabetic 
retinopathy. Though the mechanisms leading to persistent angiogenesis are 
unclear and certainly not the same in each angiogenic disease, recent 
evidence indicates that they all lead to an imbalance between angiogenic 
factors, such as FGF-2 and VEGF, and inhibitors. During angiogenesis 
endothelial cells focally degrade the basement membrane and migrate to the 
extracellular space where they form tiny sprouts, which invade the 
perivascular connective tissue. As these sprouts elongate, by migration of 
endothelial cells at their tip and proliferation of endothelial cells below the 
tip, a lumen is gradually formed. VEGF is probably the most important 
factor regulating several partial steps of vascular remodeling i.e.; it induces 
endothelial cells to digest the underlying basement membrane, to migrate 
and invade adjacent tissues, and to proliferate. Other molecules, such as 
angiopoietin 1 and members of TGF-β superfamily, regulate recruitment of 
pericytes and vascular smooth muscle cells from adjacent tissue, which has 
major impact on vessel wall integrity and contractility. However, there is a 
vast gap in the literature regarding the molecules and mechanisms by which 
coordinated changes occur in endothelial cells during the transition between 
quiescence and angiogenesis. In this presentation, basic molecular 
mechanisms of vessel formation will be reviewed.  

 
 

                                                 
* Invited speaker 
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 Η ∆ΡΑΣΗ ΤΟΥ ΦΟΡΒΟΛΙΚΟΥ ΕΣΤΕΡΑ PMA ΣΕ ΠΡΩΤΟΓΕΝΕΙΣ 
ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ ΚΑΡΚΙΝΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΜΑΣΤΟΥ: 

ΑΝΟΣΤΟΪΣΤΟΧΗΜΙΚΟΣ ΗΜΙΠΟΣΟΤΙΚΟΣ ΕΝΤΟΠΙΣΜΟΣ ΤΗΣ 
ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΗΣ ΚΙΝΑΣΗΣ C-α (PKCα) 

 
Χαβάκη Σ.1, ∆ρόσος Γ.2 , Amawi Κ.1, Γεωργούλης Αν.1, Μαρίνου Χ.1, 
Γούτας Ν.3, Βλαχοδηµητρόπουλος ∆.3, Βασίλαρος Στ.4, Μπαλτατζή Ε.5, 
Αλεπόρου-Μαρίνου Β.2, Παταργιάς Θ.2, Κίττας Χ.1, Κουλούκουσα Μ.1, 

Μαρίνος Ε.1 
 

1Πανεπιστήµιο Αθηνών, Ιατρική Σχολή, Εργαστήριο Ιστολογίας και Εµβρυολογίας, 
2Πανεπιστήµιο Αθηνών, Τµήµα Βιολογίας, Τοµέας Γενετικής και Βιοτεχνολογίας, 
3Πανεπιστήµιο Αθηνών, Ιατρική Σχολή, Εργαστήριο Ιατροδικαστικής και Τοξικολογίας, 
4Ιατρικό Κέντρο ∆ιάγνωσης και Παρακολούθησης «Πρόληψη», 5Αντικαρκινικό Νοσοκοµείο 
‘‘Άγιος Σάββας’’, Ερευνητικό Κέντρο Ογκολογίας ‘‘Γ. Παπανικολάου’’, Τµήµα 
Ηλεκτρονικού Μικροσκοπίου και Κυτταρικής Βιολογίας 
 
Η πρωτεϊνική κινάση C (PKC) αποτελεί οικογένεια ισοενζύµων που 
ενεργοποιούνται από διάφορους ενδογενείς παράγοντες, όπως η διακυλ-
γλυκερόλη (DAG) και οι οποίοι παίζουν ρόλο στην µεταγωγή σήµατος κατά 
την ανάπτυξη και διαφοροποίηση. Στον καρκίνο του µαστού τα αυξηµένα 
επίπεδα της PKCα σχετίζονται µε αυξηµένη µεταστατικότητα των 
καρκινικών κυττάρων. Βιβλιογραφικά προκύπτει ότι η παρατεταµένη δράση 
του PMA στον καρκίνο του µαστού προκαλεί ελάττωση της κακοήθειας. 
Στην παρούσα εργασία εξετάζεται ο ρόλος του PMA ως υποστρώµατος της 
PKCα αντί της DAG. Πρωτογενείς καλλιέργειες καρκίνου του µαστού 
διαφόρων βαθµών κακοήθειας, που  αποτελούνται από κύτταρα που 
εκφράζουν τον αυθεντικό φαινότυπο (in situ) σε σύγκριση µε τις κυτταρικές 
σειρές, επωάζονται µε PMA για 1 έως 5h. Ακολουθεί ηµιποσοτική 
ανοσοϊστοχηµική εντόπιση της PKCα. Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι 
έκθεση στο PMA για 1h προκαλεί ενεργοποίηση του κυτταροπλασµατικού 
κλάσµατος της PKCα, ενώ έκθεση για 5h προκαλεί τη µειορρύθµισή του. 

 
"Το έργο συγχρηµατοδοτείται από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο και Εθνικούς Πόρους 

(ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ) ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ (Κ.Α.: 70/3/7916). 
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THE EFFECT OF PHORBOL ESTER PMA IN PRIMARY BREST 
CANCER CELL CULTURES: SEMI-QUANTITATIVE IMMUNO-
HISTOCHEMICAL LOCALIZATION OF THE PROTEIN KINASE 

C ALPHA (PKCα) 
 

Havaki S.1, Drosos Y.2, Amawi Κ.1, Georgoulis An.1, Marinou Ch.1, 
Goutas Ν.3, Vlachodimitropoulos V.3, Vassilaros St.4, Voloudakis-
Baltatzis I.5, Aleporou-Marinou V.2, Pataryas Th.2, Kittas Chr.1, 

Kouloukousa M.1, Marinos E.1 
 

1Lab of Histology and Embryology, Medical School, University of Athens, Greece, 2Dept. of 
Genetics and Biotechnology, School of Biology, University of Athens, Greece, 3Lab of 
Forensic Medicine and Toxicology, Medical School, University of Athens, Greece, 
4“Prolipsis” Breast Diagnostic Center, Athens, Greece, 5Dept. of Electron Microscopy and 
Cell Biology, Research Center of Oncology “G. Papanikolaou”, Saint Savas Anticancer 
Hospital, Athens, Greece 
 
Protein kinase C (PKC) is a family of isoenzymes that can be activated by 
several endogenous factors, such as diacylglycerol (DAG), playing a critical 
role in signal transduction during cell development and differentiation. In 
breast cancer the increased levels of PKCα are correlated with increased 
metastatic activity of these cells. It is evident from literature that prolonged 
PMA treatment of breast cancer cell lines causes reduction of oncogenicity. 
In the present work the role of PMA is examined as PKCα substrate instead 
of DAG. Primary breast cancer cell cultures of various malignancy grades 
are treated with PMA for 1 h and 5 h. These cell cultures are-from several 
aspects of view-superior to cell lines, since they normally express the 
authentic cell phenotype they originate from. In the present work a semi-
quantitative immunohistochemical localization of PKCα is performed. The 
results indicate that PMA treatment for 1 h activates the cytosolic fraction of 
PKCα, whereas treatment for 5 h causes its down regulation.        
 

"Το έργο συγχρηµατοδοτείται από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταµείο και Εθνικούς Πόρους 
(ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ) ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ (Κ.Α.: 70/3/7916). 
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ΠΡΟΓΝΩΣΗ ∆ΟΜΗΣ ΚΑΙ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ ΜΕΜΒΡΑΝΙΚΩΝ 
ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ 

 
Χαµόδρακας Σ.Ι.* 

 
Τοµέας Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Αθηνών, 

Πανεπιστηµιόπολη 157 01 Αθήνα 
 

H πρόγνωση της δοµής και λειτουργίας πρωτεϊνών από την αλληλουχία 
τους και µόνο είναι ένα από τα σηµαντικότερα προβλήµατα της ∆οµικής 
Μοριακής Βιολογίας.  Πολλές προσπάθειες έγιναν και γίνονται ειδικά για 
διαµεµβρανικές πρωτεΐνες γιατί: α) αποτελούν το 25-30% των 
προσδιορισµένων πρωτεοµάτων β) επιτελούν πολλές και σηµαντικές 
βιολογικές λειτουργίες και γ) η δοµή τους είναι δύσκολο να προσδιοριστεί 
σε ατοµική διακριτικότητα µε µεθόδους κρυσταλλογραφίας ακτίνων-Χ ή 
φασµατοσκοπίας NMR.  Γι’ αυτή την κατηγορία πρωτεϊνών είναι πλέον 
επιτακτική η ανάγκη για την ανάπτυξη µεθόδων πρόγνωσης δοµής και 
λειτουργίας, παρά για την περίπτωση των σφαιρικών υδατοδιαλυτών 
πρωτεϊνών. 
Θα παρουσιάσω τις προσπάθειες της οµάδας µας, κατά την τελευταία 
δεκαετία περίπου, σ’ αυτή την κατεύθυνση.  Οι προγνωστικοί αλγόριθµοι, 
τα εργαλεία και οι βάσεις δεδοµένων που αναπτύχθηκαν, παρουσιάζονται 
λεπτοµερώς στη δικτυακή διεύθυνση: http://biophysics.biol.uoa.gr  και είναι 
ελεύθερα διαθέσιµοι για χρήση στην ακαδηµαϊκή κοινότητα. 
 

                                                 
* Προσκεκληµένος οµιλητής 
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The prediction of protein structure is still an open problem in structural 
molecular biology.  Efforts were especially devoted to transmembrane 
proteins, because they constitute 25-30% of determined proteomes, they are 
involved in a broad range of important biological processes and functions 
and, unfortunately, it is very difficult to solve their three-dimensional 
structure by X-ray crystallography or NMR.  For this class of proteins, 
structure and function prediction methods are needed more urgently than for 
globular water-soluble proteins. 

I shall present the efforts of our lab, during the last decade or so, towards 
this direction.  All prediction algorithms, tools and databases developed, are 
presented in detail at http://biophysics.biol.uoa.gr and are freely available to 
the academic community. 

                                                 
* Invited speaker 
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ΣΥΜΜΕΤΟΧΗ ΜΙΑΣ ΜΙΚΡΗΣ GTPΑΣΗΣ ΤΗΣ RAS 
ΥΠΕΡΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑΣ ΣΤΟ TGF–β ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΙΚΟ ΜΟΝΟΠΑΤΙ 

 
Χήρα Π.1, Ψιχάρη Ε.2, Φώτσης Θ.1,3, Chavrier P.2 και C. Murphy1,3 

 
1Εργαστήριο Βιολογικής Χηµείας, Πανεπιστήµιο Ιωαννίνων, Ιατρική Σχολή, 45110 

Ιωάννινα, Ελλάδα 2Ινστιτούτο Κιουρί, CNRS-UMR144, 75248 Παρίσι, Γαλλία 3Ίδρυµα 
Έρευνας και Τεχνολογίας-Ελλάδας, Ινστιτούτο Βιοιατρικής Έρευνας, 45110 Ιωάννινα,  

 
Η Ras υπεροικογένεια αποτελείται από µια ποικιλία GTPασών συµπεριλαµ-
βανοµένων των αδενοσύνο-διφώσφο παραγόντων ριβοζυλίωσης (γνωστών 
ως ARFs). Η δράση των ARF GTPασών συνίσταται στα εξής: 1) 
στρατολογούν στη µεµβράνη κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες κυστιδικού 
καλύµµατος ώστε να διευκολύνουν τη διαλογή και τον σχηµατισµό 
κυστιδίων, 2) ενεργοποιούν ένζυµα τροποποίησης µεµβρανικών λιπιδίων, 3) 
διαµορφώνουν τις δοµές της ακτίνης. Πρόσφατα πειραµατικά δεδοµένα 
ενισχύουν την άποψη ότι η ARF6 συµµετέχει σε µονοπάτια µεταγωγής του 
σήµατος. Συγκεκριµένα, η ARF6 ενισχύει την διείσδυση των µελανο-
κυττάρων ρυθµίζοντας την ενεργοποίηση της ERK (Tague SE et al., PNAS, 
2004). Επιπλεόν, υπερέκφραση της µόνιµα ανενεργής µορφής της ARF6 
(ARF6T27N) εµποδίζει σχεδόν ολοκληρωτικά την ενεργοποίηση της Rac1 
από VEGF και την αυτοφωσφορυλίωση του υποδοχέα VEGF τύπου ΙΙ στα 
ενδοθηλιακά κύτταρα (Ikeda S. et al., Circ Res, 2005). Με βάση τα 
παραπάνω, βρήκαµε ότι η ARF6 αλληλεπιδρά µε την  SMAD4 σηµαντικό 
συστατικό του σηµατοδοτικού µονοπατιού των ΤGF-β/Ακτιβίνης. Η 
αλληλεπίδραση αυτή παρατηρήθηκε αρχικά µε το σύστηµα του διπλού 
υβριδίου και επιβεβαιώθηκε µε µεταγραφικές και βιοχηµικές προσεγγίσεις 
όπως πρωτεϊνική καταβύθιση και ανοσοκαταβύθιση. Περαιτέρω πειράµατα 
θα εστιαστούν στις δοµικές απαιτήσεις αυτής της αλληλεπίδρασης καθώς 
και στις λειτουργικές συνέπειές  της στο µονοπάτι των ΤGF-β/ακτιβίνης.    
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INVOLVEMENT OF SMALL GTPASES OF RAS SUPERFAMILY 
IN TGF-β SIGNALLING 

 
Chira P.1, Psichari E.2, Fotsis T.1,3, Chavrier P.2, and C. Murphy1,3 
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3Foundation for Research and Technology-Hellas, Biomedical Research Institute, 45110 

Ioannina, Greece 
 

Ras superfamily comprises of a variety of GTPases including adenosine 
diphosphate-ribosylation factors (ARFs).The ADP-ribosylation factors 
(ARFs) are low molecular weight (~20kD) GTP-binding proteins that are 
expressed in all eukaryotes. There are six mammalian Arfs and many Arf-
like proteins. Arfs are thought to act through 1) the recruitment of cytosolic 
coat proteins onto membranes to facilitate sorting and vesicle formation, 2) 
the activation of lipid modifying enzymes, and 3) the modulation of actin 
structures. Recent data strongly support the notion that Arf6 is involved in 
signalling pathways. ARF6-enhanced melanoma cell invasion depends on 
the activation of the extracellular signal regulated kinase (ERK), which in 
turn depends on the ARF6 GTPase cycle (Tague SE et al., PNAS,2004). 
Overexpression of dominant-negative ARF6 (ARF6T27N) almost 
completely inhibits VEGF-induced Rac1 activation and VEGFR2 
autophosphorylation in endothelial cells (Ikeda S et al., Circ Res, 2005). In 
this context, we have recently found that ARF6, a known membrane 
trafficking modulator, interacts with SMAD4, a critical downstream 
component of TGF-β/activin signalling. There is strong evidence that ARF6 
interacts with the effector protein and tumor supressor SMAD4 known to 
mediate TGF-β/activin signalling responses. The ARF6/SMAD4 interaction 
has been initially observed using a two-hybrid system but also has been 
confirmed with transcriptional and biochemical approaches such as pull 
down assays and immunoprecipitation. Further work will focus on the 
structural requirements of this interaction and its functional consequences 
on TGF-β/activin signalling.  
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1Εργαστήριο Γενικής Βιολογίας, τµήµα Ιατρικής, Πανεπιστήµιο Πατρών, 26500 Ρίο, Πάτρα. 

2Τοµέας Παθολογίας και Εργαστηριακής Ιατρικής, Ιατρική σχολή, Πανεπιστήµιο 
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Η προπερδίνη, µια γλυκοπρωτεΐνη του ορού µε µοριακό βάρος 50kDa, 
αποτελεί το µοναδικό θετικό ρυθµιστή του συστήµατος του 
Συµπληρώµατος. Συµµετέχει τόσο στο σχηµατισµό, όσο και στη 
σταθεροποίηση ενός ενζυµικού συµπλόκου, της κοµβερτάσης του C3,  
κοµβικό σηµείο της αλληλουχίας των γεγονότων ενεργοποίησης του 
συστήµατος. Προκειµένου να µελετηθεί η εξέλιξη του Συµπληρώµατος, 
παρουσιάζεται στην παρούσα εργασία η κλωνοποίηση και ο χαρακτηρισµός 
του γονιδίου της προπερδίνης στην ιριδίζουσα πέστροφα (Oncorhynchus 
mykiss). Η πέστροφα, ένας ηµιτετραπλοειδής οστεϊχθύς, εµφανίζει ένα 
πλήρως αναπτυγµένο σύστηµα του συµπληρώµατος. Επιπλέον, φαίνεται να 
επεκτείνει µοναδικά τη φυσική του ανοσία, µέσω διπλασιασµού των 
γονιδίων του Συµπληρώµατος και λειτουργικής διαφοροποίησής τους, 
καθιστώντας τον, έτσι, πρότυπο µοντέλο µελέτης του συστήµατος. Το 
γονίδιο της προπερδίνης αποτελεί χαρακτηριστικό παράδειγµα 
διπλασιασµού. Πιο συγκεκριµένα, αποµονώθηκαν δύο πλήρεις cDNA 
κλώνοι για την προπερδίνη, από βιβλιοθήκη ήπατος πέστροφας. Οι 
συναγόµενες αµινοξικές αλληλουχίες των εµφανίζουν 86% ταυτοσηµία 
µεταξύ τους και 43% µε την αντίστοιχη ανθρώπινη ορθόλογη πρωτεΐνη, 
παρουσιάζοντας επιπλέον και την ίδια δοµική αρχιτεκτονική (έξι 
επαναλήψεις της δοµικής περιοχής TSP1). Η αποµόνωση και αλληλούχηση 
γονιδιακών κλώνων, καθώς και η ανάλυση κατά Southern δείχνουν ότι στην 
πέστροφα υπάρχουν τουλάχιστον δύο γονίδια για την προπερδίνη, µε 
οµολογία πάνω από 85%, σε αντίθεση µε ό,τι έχει δειχθεί για τα θηλαστικά 
και τα αµφίβια. Τα δύο γονίδια εµφανίζουν τόσο διαφορετική οργάνωση 
εξονίων-ιντρονίων όσο και διαφορική εικόνα ιστικής έκφρασης, σε επίπεδο 
mRNA. Τέλος, θα παρουσιαστεί φυλογενετική ανάλυση του γονιδίου της 
προπερδίνης. 
 

*Υποστηρίζεται από πρόγραµµα ΠΥΘΑΓΟΡΑΣ ΙΙ. 
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Properdin, a serum glycoprotein of 50kDa, is the only positive regulator of 
complement system. It participates at the C3 convertase formation and 
stabilization, an enzyme complex of the alternative and lectin pathway, 
activating by subsequent proteolysis following steps of the complement 
system. In order to study complement evolution we present here the 
molecular cloning and characterization of properdin gene in rainbow trout 
(Oncorhynchus mykiss). Rainbow trout, a quasi-tetraploid bony fish, 
possesses a fully extended and well developed complement system, that 
have been established through gene duplication and functional diversity, 
representing a significant research model. As far as properdin is concerned, 
two full cDNA clones were isolated, from a trout liver cDNA library. The 
deduced amino acid sequences of trout properdin  exhibit 86% identity each 
other and 43% to the human ortholog, presenting the same modular 
architecture, consisted by six TSP1 motifs. Isolation of genomic clones, as 
well as Southern blot analysis indicate the presence of two distinct 
properdin genes in the trout genome, in contrast to the presence of a single 
copy in the mammalian and amphibian genomes. The two genes show 
differences in intron-exon organization, as well as in mRNA tissue 
expression. Finally, phylogenetic analysis of trout properdin will be 
presented. 
 

*Supported by PYTHAGORAS II. 
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Ιωαννίνων, 45 110, Ιωάννινα 
 

Η αύξηση της παραγωγής των προϊόντων υδατοκαλλιεργειών σε συνδυασµό 
µε την αύξηση του κόστους των ιχθυοτροφών καθιστά απαραίτητη την 
ανάπτυξη επιστηµονικά τεκµηριωµένων συστηµάτων σίτισης που να 
συντελούν στην αύξηση των ιχθυδίων. Η επιτυχία ενός ολοκληρωµένου 
συστήµατος σίτισης έγκειται στον προσδιορισµό της βέλτιστης συχνότητας 
της τροφής. Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η επίδραση της συχνότητας 
σίτισης στις παραµέτρους που σχετίζονται µε το ρυθµό αύξησης και το 
δείκτη ευρωστίας του κορήγονου (Coregonus lavaretus) σε ανοιχτό 
σύστηµα εκτροφής. Η ποσότητα της χορηγηθείσας βιοµηχανικής τροφής 
(48% πρωτεΐνη / 20% λιπίδια) υπολογίστηκε στο 2,4% της συνολικής 
βιοµάζας, ισοκατανεµηµένη σε 3 ή 6 ισοθερµικά γεύµατα ανά ηµέρα µε 
χρήση ταΐστρας. Παράλληλα µετρήθηκε η συγκέντρωση των θρεπτικών 
αλάτων (νιτρικά, νιτρώδη, αµµωνία και φωσφορικά) σε κάθε δεξαµενή. 
Μετά από ένα µήνα, δεν παρατηρήθηκε σηµαντική διαφορά στο ρυθµό 
αύξησης στις διαφορετικές συχνότητες σίτισης. Τα άτοµα (n=290) που 
τρέφονταν 3 φορές την ηµέρα αύξησαν το αρχικό µέσο βάρος τους (g) από 
12,42±0,21 σε 16,58±0,27 (P<0,001). Επίσης, τα άτοµα (n=288) που 
σιτίζονταν 6 φορές την ηµέρα αύξησαν το αρχικό µέσο βάρος τους από 
11,56±0,21 σε 15,60±0,28 (P<0,001). Από τις τιµές των νιτρικών, νιτρωδών 
και φωσφορικών του νερού δεν προέκυψαν σηµαντικές διαφοροποιήσεις 
ανάλογα µε την συχνότητα σίτισης ενώ διαπιστώθηκε τάση αύξησης της 
συγκέντρωσης της αµµωνίας.  
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The increase in aquaculture and the increasing cost of fish diets requires 
well planned feeding systems that will increase the fish growth at lower 
costs. The success of the integrated feeding system depends on determining 
the optimal feeding frequency. In the present work, we studied the effect of 
feeding frequency on the growth and condition related parameters of the 
whitefish (Coregonus lavaretus) kept in an open flow system. The fish were 
fed with industrial dry feed (48% protein / 20% lipids) at 2.4% of the total 
biomass, divided in three or six isothermical meals per day using a belt 
feeder. The nutrient concentration (nitrate, nitrite, ammonium and 
phosphate) in each tank was also measured. The growth rate of the fish was 
not statistically different between the two treatments within the first 30 days 
of the experiment. An increase in the mean body weight from 12.42±0.21 g 
to 16.58±0.27 was recorded for the fish fed 3 times a day (n=290). The fish 
fed 6 times a day (n=288) increased their mean body weight from 
11.56±0.21 to 15.60±0.28 g. No significant changes were observed in ΝΟ3, 
ΝΟ2, PO4 concentrations while NH4 appears to be increased with the 
feeding frequency. 
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Η ΕΝ∆ΟΘΗΛΙΝΗ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΕΙ ΤΟΝ ΑΝΤΙΜΕΤΑΦΟΡΕΑ Νa+-H+ 
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Η ενδοθηλίνη είναι ένα πεπτίδιο 21 αµινοξέων που παράγεται από τα 
ενδοθηλιακά κύτταρα. ∆ιαθέτει ισχυρή αγγειοσυσταλτική και µιτογόνο 
δράση. Κάποιοι από τους πιο σηµαντικούς βιολογικούς της ρόλους αφορούν 
στη ρύθµιση του αγγειακού τόνου και στην απορρόφηση νερού και αλάτων. 
Σε προηγούµενη εργασία µας δείχτηκε ότι η ενδοθηλίνη (10pg/ml) αυξάνει 
τη δραστηριότητα του αντιµεταφορέα Na+-H+ (NHE-1) σε ερυθρά 
αιµοσφαίρια ανθρώπου. Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η µελέτη του 
µονοπατιού µεταβίβασης σήµατος που επάγεται από την ενδοθηλίνη µε τη 
συµµετοχή του αντιµεταφορέα Na+-H+ σε ερυθρά αιµοσφαίρια ανθρώπου. 
Η πειραµατική διαδικασία αφορούσε την εκτίµηση της δραστηριότητας του 
αντιµεταφορέα Na+-H+ µε τη µέτρηση της αλλαγής του ενδοκυτταρικού pH 
(pHi), καθώς και της αλλαγής στη συγκέντρωση του ενδοκυτταρικού 
νατρίου που επιφέρει η ενδοθηλίνη (10pg/ml) µε ταυτόχρονη χρήση ειδικών 
αναστολέων. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν οι ουσίες PD 98059 
(50µM), αναστολέας της ΜΕΚ1 (κινάση που ενεργοποιεί τη MAPKp42/44), 
GF-109203X (10µM), αναστολέας όλων των ισοµορφών της πρωτεϊνικής 
κινάσης C (PKC), Gö6976 (500nM), ειδικός αναστολέας όλων των 
ισοµορφών της PKC πλην των ζ- και ι- και wortmannin (50nM), 
αναστολέας της PI3K (κινάση της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης). Τα 
αποτελέσµατα των πειραµάτων υποδηλώνουν ότι η ενδοθηλίνη επάγει την 
ενεργοποίηση του αντιµεταφορέα Na+-H+ µε τη συµµετοχή των πρωτεϊνών 
MAPKp42/44, ισοµορφών της PKC, καθώς και της PI3K (κινάση της 
φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης). 
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Endothelin is a 21 amino-acid peptide that is produced by endothelial cells. 
It is a potent vasoconstrictive and mitogenic peptide. Endothelin participates 
in vessel tone regulation, as well as water and salt absorption. In a previous 
study we showed that endothelin (10pg/ml) increases the activity of the Na+-
H+ exchanger (NHE-1) in human red blood cells. The aim of the present 
study was to investigate the signal transduction pathway induced by 
endothelin with the involvement of the Na+-H+ exchanger. The experimental 
procedure included the measurement of the changes caused by endothelin 
(10pg/ml), alone or together with specific inhibitors, in both the intracellular 
pH (pHi) value and the intracellular Na+ concentration of human red blood 
cells. The inhibitor of MEK1 (a kinase which activates MAPKp42/44) 
PD98059 (50µM), an inhibitor of all protein kinase C (PKC) isoforms, GF-
109203X (10µM), an inhibitor of all PKCs except the ζ- (zeta) and ι- (iota) 
isoforms, Gö6976 (500nM) and finally, a PI3K inhibitor, wortmannin 
(50nM) were used. Our results indicate that endothelin indues a signal 
transduction pathway with the involvement of MAPKp42/44, specific 
isoforms of PKC and PI3K, where the Na+-H+ exchanger plays an important 
role. 
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Η θρυψίνη και η χυµοθρυψίνη είναι ενδοπεπτιδάσες της οικογένειας των πρωτεασών της 
σερίνης, που συντίθενται στο πάγκρεας και εκκρίνονται στον εντερικό αυλό ως ανενεργά 
ζυµογόνα. ∆εδοµένου του κεντρικού ρόλου που κατέχουν στην πέψη των πρωτεϊνών και τη 
διάθεσή τους για αύξηση, είναι πιθανόν να τελούν υπό τον έλεγχο του άξονα GH-IGFI. 
Σκοπός αυτής της εργασίας ήταν η κλωνοποίηση των ισοµορφών θρυψινογόνου και 
χυµοθρυψινογόνου από την τσιπούρα και η µελέτη του πρότυπου έκφρασης τους σε 
διαφορετικούς ιστούς καθώς και της πιθανής ρύθµισής τους από την αυξητική ορµόνη. ∆ύο 
διαφορετικοί κλώνοι χυµοθρυψινογόνου (CHTRI, CHTRII) και ένας θρυψινογόνου (TRPII) 
αποµονώθηκαν από µία ηπατική cDNA βιβλιοθήκη. Τόσο τα χυµοθρυψινογόνα όσο και το 
θρυψινογόνο διατηρούν τα αµινοξικά κατάλοιπα, απαραίτητα για την καταλυτική τους δράση 
και τη στερεοχηµική τους διαµόρφωση: τα αµινοξέα Ser195, His57 και Asp102 που 
σχηµατίζουν την καταλυτική τριάδα και οκτώ κυστεϊνες που σχηµατίζουν τις κυστεϊνικές 
γέφυρες. Ανάλυση κατά Northern έδειξε ότι η έκφραση όλων των ζυµογόνων είναι µέγιστη 
στο ήπαρ. Όπως αναµενόταν, µετάγραφα όλων των ζυµογόνων ανιχνεύτηκαν και στα 
τµήµατα του πεπτικού σωλήνα (στοµάχι, πυλωρικά τυφλά, πρόσθιο και οπίσθιο έντερο), µε 
την µεγαλύτερη έκφραση να εντοπίζεται στα πυλωρικά τυφλά. Αξιοσηµείωτο είναι ότι δεν 
ανιχνεύτηκε έκφραση του CHTRI στο πρόσθιο έντερο. Προκειµένου να διερευνηθεί η 
επίδραση της αυξητικής ορµόνης (GH) στην έκφραση των ζυµογόνων και την ενζυµική τους 
δραστικότητα, σε τρεις οµάδες νεαρών ατόµων τσιπούρας χορηγήθηκε 0.1 µg/g BW, 1 µg/g 
BW ή 10 µg/g BW oGH. Στην οµάδα µάρτυρα χορηγήθηκε διάλυµα χλωριούχου νατρίου. 
∆είγµατα ιστών συλλέχθηκαν τις ηµέρες 1, 2, 4 και 7 µετά τη χορήγηση της GH. Ανάλυση 
κατά Northern και πυκνοµετρία έδειξε ότι η GH δεν είχε σηµαντική επίδραση στα επίπεδα 
έκφρασης των ζυµογόνων στο ήπαρ ή στα πυλωρικά τυφλά. Οι ενζυµικές δραστικότητες 
επηρεάστηκαν σηµαντικά (P<0.05) τις ηµέρες 1 και 2. Ωστόσο, δε διαπιστώθηκε σηµαντική 
συσχέτιση µεταξύ της δραστικότητας των ολικών αλκαλικών πρωτεασών και της 
δραστικότητας της χυµοθρυψίνης ή της θρυψίνης σε κανένα τµήµα του πεπτικού σωλήνα.  

Η παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε στα πλαίσια διδακτορικής διατριβής που 
χρηµατοδοτείται από το πρόγραµµα ΗΡΑΚΛΕΙΤΟΣ στα πλαίσια του ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ. 
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Trypsin and chymotrypsin are endopeptidases of the serine protease family, which are 
synthesized in the pancreas and are secreted into the intestinal lumen as inactive zymogens. 
Given their central role in the digestion and availability of dietary proteins for growth, they might 
be under the regulation of GH-IGFI axis. The aim of this study was the molecular cloning of 
trypsinogen and chymotrypsinogen isoforms of gilthead sea bream and the study of their 
expression pattern in different tissues and their possible regulation by growth hormone. Two 
different clones of chymotrypsinogen (CHTRI, CHTRII) and one clone of trypsinogen (TRPII) 
were retrieved from a liver cDNA library. Both chymotrypsinogens and trypsinogen retain 
common conserved amino acid residues, essential for their catalytic activity and conformational 
maintenance; the residues Ser195, His57 and Asp102 forming the catalytic triad and at least 
eight cysteine residues forming the cysteine bridges. Northern-blot analysis revealed that the 
liver was the major transcription site for all zymogens. As expected, all zymogen transcripts 
were detected in parts of the digestive tract (stomach, pyloric caeca, anterior and posterior 
intestine), with pyloric caeca presenting the most intense expression. Interestingly, no CHTRI 
expression was detected in the anterior intestine. In order to investigate the short term effects of 
growth hormone (GH) on zymogen expression and enzyme specific activity, three groups of S. 
aurata juveniles were injected with 0.1 µg/g BW, 1 µg/g BW and 10 µg/g BW of oGH, 
respectively. Control group was injected with saline. Tissue samples were collected at days 1, 2, 
4 and 7 after administration. Northern blot followed by densitometry showed that GH had no 
significant effect on the chymotrypsinogen and trypsinogen expression levels in the liver or the 
pyloric caeca. Enzyme activites were significantly affected (P<0.05) on days 1 and 2. In the 
pyloric caeca, total alkaline protease activity was significantly elevated according to GH dose on 
day 2. However, no significant correlations were observed between total alkaline protease 
activity and chymotrypsin or trypsin activities in any of the intestinal segments. Tryspin activity 
remained unaffected by GH administration, whereas chymotrypsin was significantly elevated 
according to GH dose only in the posterior intestine on day 1.  
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