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Δπραξηζηίεο 

Μέζα απφ απηά ηα ιφγηα ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ κηα ζεηξά απφ αλζξψπνπο πνπ κε βνήζεζαλ 

θαηά ηελ ελαζρφιεζή κνπ ζηνλ εξεπλεηηθφ ρψξν ηεο Βηνινγίαο. 

Αξρηθά έλα κεγάιν επραξηζηψ ζην Νεθηάξην Σαβεξλαξάθε. Με δέρηεθε ζην εξγαζηήξηφ ηνπ φληαο 

αθφκα πξνπηπρηαθφο θνηηεηήο γηα λα πξαγκαηνπνηήζσ ηελ πηπρηαθή κνπ εξγαζία θαη αθνινχζεζε κηα 

ζπλεξγαζία πνπ είρε σο απνθνξχθσκα ηελ επηηέιεζε ηεο κεηαπηπρηαθήο κνπ δηαηξηβήο. Πέξα απφ ηελ 

ζπκβνπιεπηηθή ηνπ ππνζηήξημε ζηα ζέκαηα ηεο δνπιεηάο θαη ηε βνήζεηά ηνπ, ζηάζεθε θαη ζαλ πξαγκαηηθφο 

άλζξσπνο απέλαληί κνπ. ε φιεο καο ηηο ζπδεηήζεηο θαη ηδηαίηεξα ζηηο ηειεπηαίεο κνχ ζηάζεθε πξαγκαηηθά 

ζαλ Άλζξσπνο ζηνπο πξνβιεκαηηζκνχο θαη ζηηο απνθάζεηο κνπ θαη ηνλ επραξηζηψ. Νεθηάξηε, εηιηθξηλά 

επραξηζηψ. 

Μέζα ζην εξγαζηήξην ζπλεξγάζηεθα κε αξθεηά άηνκα. Με κεξηθά κε ζπλδέεη θάηη παξαπάλσ απφ 

ηελ έλλνηα ηεο απιήο ζπλεξγαζίαο αιιά θαη ηεο ιέμεο θηιίαο. Γηα ηελ Αγγέια («πεζεξνχια») ηη λα πσ. 

Μνπ πξφζθεξε πάξα πνιιά θαη ε ιέμε επραξηζηψ ίζσο θαη λα είλαη ιίγε. Γηα ην Νίθν: Φίινο, αδεξθφο, κε 

βνήζεζε αξθεηά θαη ηνλ επραξηζηψ γηα φια. Όζνλ αθνξά ηελ Κσζηνχια, πξαγκαηηθνί θίινη. Όηαλ ηειείσλε 

ηα «δηθά» ηεο απφ ην εξγαζηήξην θνξηψζεθα εγψ ηα «ςπρνινγηθά» ηεο (φπσο ιέεη θη απηή….ηη 

ηξάβεμα….γέιηα….)…φηαλ ηειείσλα εγψ…αληηζηξάθεθαλ νη ξφινη (φρη πνπ ζα γιχησλε….). 

Μνηξαδφκαζηε πνιιά θαη δελ ρξεηάδεηαη λα κηιάσ εδψ γη’απηά. 

Δπραξηζηψ θαη ηα ππφινηπα παηδηά ηνπ εξγαζηεξίνπ, θαη κε ηα νπνία ζπλεξγάζηεθα θαη πέξαζα 

αξθεηέο ζηηγκέο εληφο θη εθηφο εξγαζηεξίνπ: ηε Γάθλε, ηε Μαξθέια, ηε Μαίξε, ηνλ Μatthias, ηελ Άξηεκη, 

ηελ Δπγελία, ηε Νάληηα, ηε Mandy, ηελ Καηεξίλα θαη φια ηα παηδηά (ζπγρσξέζηε κε αλ μερλάσ θαλέλα…). 

Σνλ κηθξφ μέραζα…Καιή ηχρε ηξεινκηθξέ, ζα παο ςειά ην μέξεηο (κφλν ην κπαιφ κεο ζην θεθάιη λα 

ρεηο..). 

Δθηφο απφ ηα άηνκα ηνπ εξγαζηεξίνπ, ραίξνκαη πνπ γλψξηζα αξθεηά άηνκα κέζα ζηνλ ρψξν ηνπ 

IMBB. Δπραξηζηψ ηνπο επηβιέπνληεο απηήο ηεο δηαηξηβήο ζεξκά. Ηδηαίηεξα επραξηζηψ ηελ Γέζπνηλα 

Αιεμαλδξάθε κε ηελ νπνία ζπλεξγάζηεθα αιιά θαη κνηξάζηεθα θάπνηα απφ ηα ζέκαηα πνπ κε 

απαζρνινχζαλ. Πέξαλ απφ ζπκθνηηεηέο κνπ κέζα ζην ρψξν κε ηνπο νπνίνπο είρα θαζεκεξηλή επαθή 

γλψξηζα θαη άηνκα πνπ κε ζπκβνχιεςαλ αξθεηά κέζα απφ ζπδεηήζεηο καο θαη κνπ μεδηάιπλαλ ην κπαιφ 

φηαλ ήηαλ θάπσο «ζνισκέλν» απφ πξνζσπηθέο ζθέςεηο: Μπάκπε, επραξηζηψ πνιχ. 

Σέινο γηα επίινγν ζα αθήζσ κεξηθέο πξνζσπηθέο κνπ ζθέςεηο: Όηαλ μεθηλάο κηα πνξεία, πνηέ δελ 

μέξεηο κέρξη πνπ ζα ζε νδεγήζεη ην ηαμίδη. Θεσξψ ηνλ εαπηφ κνπ ηπρεξφ πνπ αζρνιήζεθα κέρξη απηφ ην 

ζεκείν κε ην ρψξν ηεο Βηνινγίαο (ρσξίο λα απνθιείσ ηίπνηα γηα ην κέιινλ..). Γελ ζεσξψ ηνλ εαπηφ κνπ 

ρακέλν. Αληίζεηα, θεξδηζκέλν. Έκαζα πνιιά πνπ ηα ζπλαληάσ θάζε κέξα κπξνζηά κνπ. Απιά κεξηθέο 

θνξέο ην έλζηηθην κπνξεί λα ζε σζεί λα αθνινπζήζεηο θάηη άιιν. Κη έηζη ληψζσ…Μαθάξη λα κελ 

δηαςεπζηψ… 

ΔΤΥΑΡΗΣΩ ΣΟΤ ΓΟΝΔΗ ΜΟΤ ΠΑΝΩ ΑΠΟ ΟΛΑ…ΔΚΣΗΜΩ ΣΟ ΓΗΚΟ ΣΟΤ ΣΟ ΑΓΥΟ ΓΗΑ ΣΟ 

ΜΔΛΛΟΝ ΜΟΤ…ΚΑΗ ΔΤΥΑΡΗΣΩ ΠΟΤ ΜΔ ΣΖΡΗΕΟΤΝ…ΣΔΛΟ, Δ ΔΤΥΑΡΗΣΩ…ΠΟΤ ΔΗΑΗ ΓΗΠΛΑ 

ΜΟΤ….ΞΔΡΔΗ ΔΤ….  
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1. Πεξίιεςε 

 

H ειηθην-εμαξηψκελε θαηάπησζε ηεο πγείαο επηβαξχλεη κε κεγάιν θφζηνο ηελ θνηλσλία. 

Παξφιν πνπ έρεη ζεκεησζεί αξθεηή πξφνδνο ζηε δηάγλσζε θαη ζεξαπεία δηαηαξαρψλ πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηνπο ειηθησκέλνπο, νη γλψζεηο καο γχξσ απφ ηνπο βαζηθνχο κεραληζκνχο ηεο 

γήξαλζεο θαη ηεο ζπλεηζθνξάο ηνπο ζηελ αλάπηπμε θαη εμέιημε ειηθην-εμαξηψκελσλ 

δηαηαξαρψλ είλαη πνιχ ιίγεο. Αλάκεζα ζηηο πην ραξαθηεξηζηηθέο παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο 

πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε κεγάιε ειηθία είλαη αξθεηέο λεπξνεθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο (λφζνο 

Alzheimer’s, Parkinson’s θαη Huntington’s) πνπ καδί κε ηα εγθεθαιηθά επεηζφδηα, νδεγνχλ 

ζηελ απψιεηα λεπξηθψλ θπηηάξσλ θαη ζπκβάιινπλ ζηελ αθφκα κεγαιχηεξε εμαζζέλεζε θαη 

κείσζε ηεο δξαζηεξηφηεηαο ειηθησκέλσλ αηφκσλ. Μειέηεο ζε νξγαληζκνχο-κνληέια φπσο ν 

Caenorhabditis elegans θαη ε Drosophila melanogaster πνπ πξνζθέξνπλ ηε δπλαηφηεηα 

γελεηηθψλ πξνζεγγίζεσλ, έρνπλ απνθαιχςεη ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο γχξσ απφ ηνπο 

κνξηαθνχο κεραληζκνχο πνπ ππφθεηληαη ησλ θπζηνινγηθψλ δηαδηθαζηψλ ηεο γήξαλζεο θαη ηνπ 

λεπξνεθθπιηζκνχ. Απηέο νη εμειίμεηο είλαη αξθεηά ππνζρφκελεο φηη ν ζχλδεζκνο κεηαμχ ηεο 

γήξαλζεο θαη ηεο εθδήισζεο ησλ λεπξνεθθπιηζηηθψλ αζζελεηψλ ζα απνθαιπθζεί θαη ζα 

απαληεζνχλ εξσηήκαηα φπσο ηα παξαθάησ: i) Πψο ε γήξαλζε επάγεη ή ξπζκίδεη ηηο 

λεπξνεθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο πνπ επηθξαηνχλ κεηαμχ ησλ ειηθησκέλσλ αηφκσλ; ii) 

πλαληψληαη νη κνξηαθνί κεραληζκνί ηεο γήξαλζεο θαη ησλ λεπξνεθθπιηζηηθψλ αζζελεηψλ ζε 

θάπνην ζεκείν; iii) Πνηνη είλαη νη θνηλνί παξνλνκαζηέο-θαζνξηζηέο ησλ κεραληζκψλ; 

ε απηή ηε κειέηε πξνζπαζήζακε κέζσ δχν παξάιιεισλ πξνζεγγίζεσλ λα 

αλαδεηήζνπκε θνηλά κφξηα-θαζνξηζηέο κεηαμχ ηνπ λεπξνεθθπιηζκνχ θαη ηεο γήξαλζεο ζηνλ 

C. elegans. Ζ πξψηε πξνζέγγηζε πεξηιακβάλεη ηε δηεξεχλεζε ηνπ ξφινπ κεηαιιαγψλ πνπ 
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είλαη γλσζηφ φηη νδεγνχλ ζε αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο ηνπ C. elegans (θαη αθνξνχλ 3 

κνλνπάηηα ειέγρνπ ηεο γήξαλζεο: insulin/IGF κνλνπάηη, δηαηηεηηθφο πεξηνξηζκφο θαη 

πξσηετληθή ζχλζεζε) ζην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην. Παξάιιεια, ε δεχηεξε πξνζέγγηζε 

πεξηιακβάλεη ηε δηεξεχλεζε ηνπ ξφινπ κεηαιιαγψλ πνπ εκπιέθνληαη ζην κεραληζκφ ηνπ 

λεθξσηηθνχ θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ ζηνλ C. elegans, ζηε γήξαλζε ηνπ νξγαληζκνχ. 

Δπίζεο, ζε έλα άιιν ηκήκα ηεο εξεπλεηηθήο καο κειέηεο δηεξεπλήζακε αλ θαζνξηζηέο 

ηεο κηηνρνλδξηαθήο ιεηηνπξγίαο ζα κπνξνχζαλ λα απνηεινχλ ηκήκα ηνπ κεραληζκνχ 

λεπξνεθθπιηζκνχ πνπ επάγεηαη απφ ηελ α-ζπλνπθιεΐλε (έγθιεηζηεο δνκέο ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο 

είλαη έλα θνηλφ παζνινγηθφ ραξαθηεξηζηηθφ ηφζν ζπνξαδηθψλ φζν θαη νηθνγελψλ 

πεξηπηψζεσλ ηεο αζζέλεηαο ηνπ Parkinson). Γηα απηφ ην ιφγν εμεηάζηεθε ν ξφινο ηνπ 

νκφινγνπ ηεο ελδνλνπθιεάζεο G ζηε ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κχεο θαζψο 

θαη ζην λεπξνεθθπιηζκφ. Δπίζεο, δηεξεπλήζεθε αλ ε ζπεξκηδίλε κέζσ ηνπ γλσζηνχ ξφινπ 

ηεο ζηελ επαγσγή ηεο απηνθαγίαο (Eisenberg et al., 2009) κπνξεί λα θαηαζηείιεη ηε 

ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο. Δθηφο απφ απηφ, δηεξεπλήζεθε θαη ε επίδξαζή ηεο ζην 

λεπξνεθθπιηζκφ (πνπ επάγεηαη απφ ηελ α-ζπλνπθιεΐλε ζηνπο ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο).  
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2. Δηζαγσγή ζην 1ν ηκήκα ηεο εξεπλεηηθήο κειέηεο 

 

2.1 Ο νξγαληζκόο-κνληέιν Caenorhabditis elegans 

 

Ο νξγαληζκφο Caenorhabditis elegans είλαη έλα εξκαθξφδηην λεκαηψδεο ζθνπιήθη 

κήθνπο ~1mm ην νπνίν ζηε θχζε δεη ζην ρψκα θαη ηξέθεηαη θπξίσο κε βαθηήξηα. Ο Sydney 

Brenner ην 1974 αλαθάιπςε ηελ αμία ηνπ C. elegans σο εξεπλεηηθή πιαηθφξκα θαη απφ ηφηε 

ν νξγαληζκφο έρεη ρξεζζεί εξγαιείν εθηεηακέλεο βηνινγηθήο έξεπλαο (Brenner, 1974). Ο 

θχθινο δσήο ηνπ (ζε ζεξκνθξαζία 25νC) θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 1. Όπσο θαίλεηαη θαη απφ ηελ 

ζρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο εηθόλαο 1, θάησ απφ θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο ε αλάπηπμε μεθηλά 

απφ ην γνληκνπνηεκέλν απγφ θαη δηαδνρηθά κέζα απφ ηέζζεξα ζηάδηα πξνλχκθεο (larval 

stages L1, L2, L3 θαη L4) θζάλεη ζην ελήιηθν ζηάδην νπφηε θαη δεη γηα 2-3 εβδνκάδεο (Brenner, 

1974). Ο αλαπαξαγσγηθφο θχθινο κπνξεί λα νινθιεξσζεί ζε ρξνληθφ δηάζηεκα πνπ 

θπκαίλεηαη απφ 2.5 εκέξεο (25oC) έσο 4.5 (15νC) (ε ζεξκνθξαζία παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ 

ξχζκηζε ηεο δηάξθεηάο ηνπ). Ζ χπαξμε κε-επλντθψλ ζπλζεθψλ αλάπηπμεο (πείλα, αθξαίεο 

ζεξκνθξαζίεο, overcrowding) νδεγεί ηνλ νξγαληζκφ θαηά ην L2 πξνλπκθηθφ ζηάδην λα 

αθνινπζήζεη έλα ελαιιαθηηθφ κνλνπάηη (dauer stage) (Klass, 1976). ε απηή ηελ αλζεθηηθή 

κνξθή, ηα δψα επηδνχλ γηα εβδνκάδεο, αθφκα θαη κήλεο. Ζ απνθαηάζηαζε επλντθψλ 

πεξηβαιινληηθψλ ζπλζεθψλ κπνξεί λα ηνλ νδεγήζεη πάιη ζηελ ζπλέρηζε ηεο αλάπηπμήο ηνπ 

απφ ην L4 ζηάδην (Golden, 1984). 

Ζ κεηαιιαμφγελεζε εξκαθξφδηησλ γνλέσλ νδεγεί ζε νκφδπγνπο κεηαιιαγκέλνπο 

απνγφλνπο ρσξίο ηελ αλάγθε θάπνηαο γελεηηθήο δηαζηαχξσζεο. Σν γνληδίσκα ηνπ C. elegans 

έρεη αιιεινπρεζεί πιήξσο ελψ γηα ηε ραξηνγξάθεζε κεηαιιαγκέλσλ αιιεινκφξθσλ 

κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ηερληθέο θιαζζηθήο γελεηηθήο, πνπ δηεπθνιχλνληαη απφ ηελ 
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αλάπηπμε ελφο πιήξνπο ράξηε πνιππιεζψλ SNPs (Wicks et al., 2001). Δπηπιένλ, ηα 

ακεξφιεπηα γελεηηθά screens, νη ηερληθέο αληίζηξνθεο γελεηηθήο (φπσο ην RNAi) (Fire et al., 

1998; Maeda et al., 2001), ε εχθνιε θαη ηαρχηαηε δεκηνπξγία δηαγνληδηαθψλ δψσλ (κε κηθξν-

έλεζε ηνπ επηζπκεηνχ γελεηηθνχ πιηθνχ ζηελ γνλάδα ηνπ ελήιηθνπ αηφκνπ) (Mello, 1991) θαη ε 

ρξήζε γνληδηαθψλ ζπληήμεσλ κε θζνξίδνληεο κάξηπξεο (φπσο ζπληήμεηο κε ηελ GFP) γηα ηελ 

παξαηήξεζε θπηηάξσλ θαη ππνθπηηαξηθψλ δνκψλ, απνηεινχλ κεξηθέο απφ ηηο ηερληθέο ζηηο 

νπνίεο ππφθεηηαη ν νξγαληζκφο. Έλα βαζηθφ πιενλέθηεκα ηνπ νξγαληζκνχ είλαη ε δηαθάλεηά 

ηνπ (ζε φια ηα ζηάδηα ηεο δσήο ηνπ), θη έηζη αηνκηθνί ππξήλεο κπνξεί λα παξαηεξεζνχλ κε ηε 

ρξήζε κηθξνζθνπίαο αληίζεζεο δηαθνξηθήο ζπκβνιήο (differential interference contrast). Απηφ 

έρεη βνεζήζεη ζηελ παξαηήξεζε ηεο πιήξνπο αιιεινπρίαο ησλ ζσκαηηθψλ θπηηαξηθψλ 

δηαηξέζεσλ απφ ην γνληκνπνηεκέλν έκβξπν σο ηνλ ελήιηθν νξγαληζκφ (ησλ 959 θπηηάξσλ). 

Απηφο ν ράξηεο (lineage map) έρεη δψζεη πιεξνθνξίεο γηα ην πνηα θχηηαξα πεζαίλνπλ, θαη ην 

πφηε θαη πνπ πεζαίλνπλ.  

Απφ ηα 959 θχηηαξα ηνπ εξκαθξφδηηνπ αηφκνπ, ηα 302 απνηεινχλ λεπξηθά θχηηαξα, θη 

έρεη ραξαθηεξηζηεί πιήξσο ην ζχλνιν ησλ ζπλαπηηθψλ ζπλδέζεσλ φισλ ησλ λεπξηθψλ 

θπηηάξσλ κεηαμχ ηνπο (White, 1976; White, 1986). Σέινο, ε χπαξμε ελφο κεγάινπ αξηζκνχ 

γνληδίσλ ηνπ C. elegans πνπ έρνπλ νκφινγά ηνπο ζηνλ άλζξσπν θαη ε ζπληήξεζε αξθεηψλ 

ζεκαηνδνηηθψλ κνλνπαηηψλ απμάλνπλ ηελ πεηξακαηηθή αμία ηνπ C. elegans. 
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Δηθόλα 1. Ο θύθινο δσήο ηνπ C. elegans (ζηνπο 25
o
C) (Kourtis and Tavernarakis, 2007) 

 

2.2  Μεραληζκνί θπηηαξηθνύ ζαλάηνπ ζηνλ C. elegans 

 

Όπσο πξναλαθέξζεθε, ν C. elegans έρεη παίμεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηε κειέηε ηεο 

δηαδηθαζίαο ηνπ θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ. Πην ζπγθεθξηκέλα, ν λεκαηψδεο έρεη απνδεηρηεί 

ρξήζηκνο θαη θαζνξηζηηθφο ζηελ απνθξππηνγξάθεζε αξθεηψλ πιεξνθνξηψλ γχξσ απφ ηνπο 

κνξηαθνχο κεραληζκνχο ηνπ απνπησηηθνχ θαζψο θαη ηχπσλ κε-απνπησηηθνχ ζαλάηνπ (Lettre 

and Hengartner, 2006; Rolland and Conradt, 2006; Vlachos and Tavernarakis, 2010). Έρεη 

πξαγκαηνπνηεζεί ε ηαπηνπνίεζε πνιιψλ κεηαιιαγκάησλ κε πξνβιήκαηα ηφζν ζηνλ 

απνπησηηθφ φζν θαη ζηνλ κε-απνπησηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην. Σα κεηαιιάγκαηα απηά 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηε κειέηε θαη ηελ απνθάιπςε ησλ κνξηαθψλ κεραληζκψλ πνπ 

εκπιέθνληαη ζηνπο δχν ηχπνπο ζαλάηνπ. Γεδνκέλνπ φηη πνιιέο απφ ηηο πξσηεΐλεο πνπ 

ιακβάλνπλ κέξνο ζηνπο κνξηαθνχο κεραληζκνχο ησλ δχν ηχπσλ ζαλάηνπ, θαίλεηαη λα είλαη 

ζπληεξεκέλεο, ε ζηξαηεγηθή απηή κπνξεί λα νδεγήζεη ζηελ εχξεζε λέσλ ζεξαπεπηηθψλ  

ζηφρσλ ζηνλ άλζξσπν. 

 



Μεταπτυχιακή διατριβή Βλάχου Εμμανουήλ 

- 10 - 

2.2.1  Η απόπησζε ζηνλ C. elegans 

 

Ζ απφπησζε ζηνλ C. elegans είλαη ζηελά ζπλδεκέλε κε ηελ αλάπηπμή ηνπ, αθνχ θαηά 

ηελ κεηάβαζε ηνπ νξγαληζκνχ απφ ην έκβξπν ζην ελήιηθν άηνκν, απφ ηα 1090 θχηηαξα πνπ 

ζα ζπγθξνηνχζαλ ην ελήιηθν εξκαθξφδηην άηνκν, ηα 131 είλαη πξνγξακκαηηζκέλα λα 

πεζάλνπλ (ζηελ πιεηνλφηεηά ηνπο είλαη λεπξηθά θαη ζε ιηγφηεξα πνζνζηφ κπτθά, ππνδεξκηθά 

θαη θαξπγγηθά). 131 ζσκαηηθά θχηηαξα πεζαίλνπλ πξνγξακκαηηζκέλα θαηά ηελ δηάξθεηα 

εκβξπτθψλ, θαη 18 θαηά ηελ δηάξθεηα κεηα-εκβξπτθψλ ζηαδίσλ (Sulston and Horvitz, 1977; 

Sulston et al., 1983). Δπηπξφζζεηα απηψλ ησλ δχν θπκάησλ πξνγξακκαηηζκέλνπ 

αλαπηπμηαθνχ θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ, ππάξρεη έλα ηξίην θχκα θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ πνπ 

ζπκβαίλεη εληφο ηεο γακεηηθήο ζεηξάο ηνπ ελήιηθνπ εξκαθξφδηηνπ αηφκνπ θαη νδεγεί ζην 

ζάλαην ηνπ ~50% ησλ γακεηηθψλ θπηηάξσλ (Gumienny et al., 1999). Με εμαίξεζε ηνλ ζάλαην 

ηνπ ζπλδεηηθνχ θπηηάξνπ (πνπ αθνινπζεί έλα μερσξηζηφ πξφηππν ζαλάηνπ), φια απηά ηα 

ζπκβάληα ζαλάηνπ είλαη απνπησηηθά (Lettre and Hengartner, 2006; Blum et al., 2008). Δθηφο 

απφ ηε ζπζρέηηζε ηνπ απνπησηηθνχ ζαλάηνπ κε ηελ αλάπηπμε, ππάξρνπλ θαη πεξηπηψζεηο 

φπνπ εμσγελείο παξάγνληεο κπνξνχλ λα επάγνπλ απνπησηηθά ραξαθηεξηζηηθά ζαλάηνπ 

λεπξηθψλ θπηηάξσλ ζηνλ C. elegans ρσξίο σζηφζν κεξηθέο θνξέο λα εκπιέθεηαη θάπνην απφ 

ηα θαζνξηζηηθά γνλίδηα (απηά πνπ θσδηθνπνηνχλ θαζπάζεο) ηνπ κνλνπαηηνχ ηεο απφπησζεο 

ζην κεραληζκφ ζαλάηνπ. Σα πην ζεκαληηθά κνξθνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ απνπησηηθψλ 

θπηηάξσλ απνηεινχλ ε ζπκπαγήο, πςειά αλαθιψκελε κνξθή θνπκπηνχ, ε ππξεληθή 

ζπκπχθλσζε, ν ρξσκαηηληθφο θαηαθεξκαηηζκφο θαη ε θπζηνινγηθή εκθάληζε ησλ 

θπηηαξνπιαζκαηηθψλ νξγαληδίσλ (Sulston and Horvitz, 1977) (εηθόλα 2).  

Οη κνξηαθνί κεραληζκνί θαη ηα δηάθνξα ζηάδηα ηεο απφπησζεο ζηνλ C. elegans, θαζψο 

θαη νη νκνηφηεηέο ηνπο κε ηα ζειαζηηθά θαίλνληαη ζηηο εηθόλεο 3 θαη 4. 
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Δηθόλα 3. Τα ζηάδηα ηνπ απνπησηηθνύ θπηηαξηθνύ ζαλάηνπ (Lettre and Hengartner, 2006). H επαγσγή 

ηεο κεηαγξαθήο ηνπ γνληδίνπ egl-1 πνπ θσδηθνπνηεί κηα BH3-only πξσηεΐλε, είηε κέζσ αλαπηπμηαθψλ 

ζηνηρείσλ ή εμσηεξηθψλ εξεζηζκάησλ, είλαη θιεηδί ζηελ απφθαζε ελφο θπηηάξνπ λα αθνινπζήζεη ην 

απνπησηηθφ κνλνπάηη ζηνλ C. elegans. To ced-9 γνλίδην (πνπ θσδηθνπνηεί πξσηεΐλε φκνηα κε ηελ 

αλζξψπηλε BCL-2) θάησ απφ θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο κπινθάξεη ηελ απφπησζε κέζσ αλαζηνιήο ηεο 

ελεξγφηεηαο ηνπ ced-4. Ωζηφζν φηαλ ελεξγνπνηεζεί ην egl-1, αλαζηέιιεη ην αληη-απνπησηηθφ γνλίδην ced-9, 

επηηξέπνληαο ζηα γνλίδηα ced-4 (θσδηθνπνηεί πξσηεΐλε φκνηα κε ηνλ αλζξψπηλν ελεξγνπνηεηηθφ παξάγνληα 

ησλ απνπησηηθψλ πξσηεαζψλ Apaf-1) θαη ced-3 (θσδηθνπνηεί κηα θαζπάζε) λα αιιειεπηδξάζνπλ θαη λα 

νδεγήζνπλ ζε θπηηαξηθφ ζάλαην. Έπεηηα αθνινπζεί ε αλαγλψξηζε θαη εγθφιπσζε ηνπ λεθξνχ θπηηάξνπ απφ 

έλα γεηηνληθφ θχηηαξν θαη ε απνηθνδφκεζε ηνπ λεθξνχ θπηηάξνπ εληφο ηνπ γεηηνληθνχ ηνπ. Σα θχξηα γνλίδηα 

πνπ παίδνπλ ξφιν ζε φια ηα ζηάδηα ηεο δηαδηθαζίαο ηνπ θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ θαίλνληαη ζηελ εηθφλα. 
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Ο απνπησηηθφο θπηηαξηθφο ζάλαηνο έρεη βξεζεί φηη δελ είλαη απαξαίηεηνο γηα ηελ 

επηβίσζε ηνπ C. elegans.  ηειέρε νκφδπγα γηα κεηαιιαγέο απψιεηαο ιεηηνπξγίαο ζηα 

θεληξηθά γνλίδηα ηνπ κνλνπαηηνχ ηεο απφπησζεο (egl-1, ced-4, ced-3) παξνπζηάδνπλ 

θπζηνινγηθή θηλεηηθφηεηα θαη κέγεζνο ζψκαηνο ελψ ηα θχηηαξα πνπ πξνζηαηεχνληαη απφ ηνλ 

ζάλαην ζε απηά ηα άηνκα έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα δηαθνξνπνίεζεο θαη ιεηηνπξγίαο (Metzstein et 

 

Δηθόλα 4. Οκνηόηεηα ησλ κνλνπαηηώλ επαγσγήο ηεο απόπησζεο κεηαμύ ζειαζηηθώλ θαη C. elegans 

(Rolland and Conradt, 2006). a. C. elegans: ηα πγηή θχηηαξα, ε πξσηεΐλε CED-9 κπινθάξεη ηελ ηθαλφηεηα 

ηνπ CED-4 λα ζπγθξνηεζεί ζε έλα ελεξγφ απνπηψζσκα θαη λα πξνσζήζεη ηελ επεμεξγαζία ηεο πξν-

θαζπάζεο CED-3 θαη ηελ ελεξγνπνίεζή ηεο. ε απφθξηζε απνπησηηθψλ εξεζηζκάησλ, ε πξσηεΐλε EGL-1 

πξνζδέλεηαη ζην ζχκπινθν ησλ CED-9 - CED-4, απειεπζεξψλεη ηνλ CED-4, βνεζάεη ζηελ ζπγθξφηεζε ηνπ 

απνπησζψκαηνο, θαη ζε θάπνηα ελεξγνπνίεζε ηνπ CED-3 (άκεζν κνλνπάηη). Ζ πξφζδεζε ηνπ EGL-1 ζηνλ 

CED-9 επάγεη επίζεο κηα δνκηθή θαη ιεηηνπξγηθή αιιαγή ζηνλ CED-9, νδεγψληαο πηζαλφηεηα ζηνλ DRP-1-

κεζνιαβνχκελν κηηνρνλδξηαθφ θαηαθεξκαηηζκφ πνπ πξνσζεί ηελ επαγσγή ηεο απφπησζεο κέζσ ελίζρπζεο 

ηεο ελεξγφηεηαο ηνπ απνπησζψκαηνο ή ηεο CED-3, ε κέζσ δξάζεο παξάιιειεο κε ην απνπηψζσκα θαη 

ηελ CED-3 (έκκεζν κνλνπάηη). Απνκέλεη λα δηειεπθαλζεί αλ ε πξν-απνπησηηθή ελεξγφηεηα ηεο DRP-1 

ζρεηίδεηαη κε ηνλ ξφιν ηεο ζηε κηηνρνλδξηαθή ζράζε. b. Θειαζηηθά: ηα πγηή θχηηαξα, ε Bcl-2 κπινθάξεη ηελ 

δξάζε ηνπ Bax. ε απφθξηζε ζε απνπησηηθά εξεζίζκαηα, BH3-only πξσηεΐλεο πξνζδέλνληαη ζηελ Bcl-2, 

νδεγψληαο ζηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ Bax, ηελ κεηαηφπηζή ηνπ ζηνλ εμσηεξηθφ κηηνρνλδξηαθφ ρψξν, ηελ  

απειεπζέξσζε ηνπ θπηνρξψκαηνο c, ηελ ζπγθξφηεζε ηνπ απνπησζψκαηνο θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ 

θαζπαζψλ. Ζ ελεξγνπνίεζε ηνπ Bax επίζεο νδεγεί ζηνλ κηηνρνλδξηαθφ θαηαθεξκαηηζκφ. Ο κηηνρνλδξηαθφο 

θαηαθεξκαηηζκφο πξνσζεί ηελ επαγσγή ηεο απφπησζεο κέζσ δηεπθφιπλζεο ηεο απειεπζέξσζεο ηνπ 

θπηνρξψκαηνο c. Απνκέλεη λα δηειεπθαλζεί αλ ε πξν-απνπησηηθή ελεξγφηεηα ησλ Drp1 θαη Fis1 θαη ε αληη-

απνπησηηθή ελεξγφηεηα ησλ Opa1, Mfn1 θαη Mfn2 ζρεηίδεηαη κε ηνλ ξφιν ηνπο ζηε κηηνρνλδξηαθή ζράζε θαη 

ζχληεμε. 
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al., 1998).  Απφ ηελ άιιε πιεπξά, κεηαιιαγέο απψιεηαο ιεηηνπξγίαο ηνπ αληη-απνπησηηθνχ 

παξάγνληα CED-9 είλαη ηθαλέο λα νδεγήζνπλ ζε πξφσξν ζάλαην.  

 

2.2.2 Η λέθξσζε ζηνλ C. elegans 

 

Δθηφο απφ ηελ απφπησζε, o C. elegans έρεη παίμεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηε κειέηε θαη 

απνθξππηνγξάθεζε πιεξνθνξηψλ γχξσ θη απφ ηχπνπο κε-απνπησηηθνχ ζαλάηνπ. Ζ 

λέθξσζε απνηειεί ηνλ ζεκαληηθφηεξν ηχπν κε-απνπησηηθνχ ζαλάηνπ πνπ έρεη απνθαιπθζεί 

θαη κειεηεζεί εθηελψο ζηνλ C. elegans.  

H λέθξσζε είλαη έλαο ηχπνο θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ πνπ επάγεηαη απφ αθξαίεο 

πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο ή γελεηηθνχο παξάγνληεο (Walker et al., 1988). ηνπο αλζξψπνπο, 

αιιαγέο ζε θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο (φπσο ε νμεία ελεξγεηαθή έιιεηςε, ε ππνμία, ε ηζραηκία, ε 

έθζεζε ζε ηνμίλεο, νη ελεξγνί κεηαβνιίηεο νμπγφλνπ ή νη αθξαίεο αιιαγέο ζηελ ζεξκνθξαζία) 

κπνξνχλ λα επάγνπλ ηε λέθξσζε (Walker et al., 1988; Nicotera et al., 1999). Ζ λέθξσζε είλαη 

ν ηχπνο ζαλάηνπ πνπ ππφθεηηαη πνιιψλ αλζξψπηλσλ παζνινγηθψλ θαηαζηάζεσλ θαη 

λεπξνεθθπιηζηηθψλ αζζελεηψλ (Syntichaki and Tavernarakis, 2003). 

Παξά ηηο αξρηθέο πεπνηζήζεηο φηη ε λέθξσζε είλαη κηα ρανηηθή θαη αλεμέιεγθηε 

δηαδηθαζία, πξφζθαηεο κειέηεο πξνηείλνπλ φηη ζπληεξεκέλνη θαη θαιά ειεγρφκελνη κεραληζκνί 

ππφθεηληαη ηεο θπηηαξηθήο θαηαζηξνθήο θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ λεθξσηηθνχ ζαλάηνπ (Syntichaki 

and Tavernarakis, 2002). 

Πνιιά παξαδείγκαηα λεθξσηηθνχ ζαλάηνπ έρνπλ αλαγλσξηζηεί θαη ραξαθηεξηζηεί ζηνλ 

C. elegans. Gain-of-function κεηαιιαγέο ζε γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνχλ θαλάιηα ηφλησλ ηεο 

ππεξνηθνγέλεηαο DEG/ENaC (πξνέιεπζε νλφκαηνο απφ ηα θαλάιηα degenerins ζηνλ C. 



Μεταπτυχιακή διατριβή Βλάχου Εμμανουήλ 

- 14 - 

elegans θαη απφ ηα επηζειηαθά θαλάιηα ηφλησλ λαηξίνπ ζηα ζειαζηηθά) νδεγνχλ ζε λεθξσηηθφ 

ζάλαην ηα θχηηαξα ζηα νπνία εθθξάδνληαη (Syntichaki and Tavernarakis, 2003). 

Γηα παξάδεηγκα, επηθξαηή αιιειφκνξθα (d απφ ην dominant) δχν γνληδίσλ πνπ 

θσδηθνπνηνχλ degenerins 

(deg-1(d) θαη mec-4(d)) 

επάγνπλ εθθπιηζκφ 

ζπγθεθξηκέλσλ ελδηάκεζσλ 

λεπξψλσλ ηνπ νπίζζηνπ 

θπθιψκαηνο αίζζεζεο αθήο 

θαη 6 λεπξψλσλ πνπ 

απαηηνχληαη γηα ηελ αίζζεζε 

ειαθξψλ κεραληθψλ 

εξεζηζκάησλ αληίζηνηρα 

(Chalfie and Wolinsky, 1990; 

Driscoll and Chalfie, 1991). 

Πην ζπγθεθξηκέλα, ην 

αιιειφκνξθν mec-4(d) πξνθαιεί ην λεθξσηηθφ ζάλαην ησλ λεπξψλσλ ALML/R, AVM, 

PLML/R, θαη PVM. Σν αιιειφκνξθν deg-3(d) νδεγεί ζηελ έθθξαζε ελφο ππεξελεξγνχ 

θαλαιηνχ ηφλησλ αζβεζηίνπ (ληθνηηληθφο ππνδνρέαο αθεηπινρνιίλεο) θπξίσο ζε ελδηάκεζνπο 

(ΡVCs θαη AVG) θαη αηζζεηηθνχο (ALMs, PLMs, PVDs θαη IL1s) λεπξψλεο (Chalfie and 

Wolinsky, 1990; Treinin and Chalfie, 1995). Σν αιιειφκνξθν αs(gf) θσδηθνπνηεί ηξηκεξείο G-

πξσηεΐλεο κε ζπζηαηηθά ελεξγή ππνκνλάδα α, κε απνηέιεζκα ηε λέθξσζε νξηζκέλσλ 

ελδηάκεζσλ (AVΑ, AVΒ, AVD, AVΔ θαη ΡVC) θαη θηλεηηθψλ λεπξψλσλ (Maricq et al., 1995; 

Korswagen et al., 1997; Berger et al., 1998). Οη ζπγθεθξηκέλεο επηθξαηείο κεηαιιαγέο 

 

Δηθόλα 5. Ζ κεηαιιαγή Ala713->Val713 νδεγεί ζε έλα ππεξελεξγφ 

θαλάιη φπνπ εηζέξρνληαη ζπλερψο, κέζσ απηνχ, ηφληα Na
+
 θαη Ca

2+
 ζην 

θπηηαξφπιαζκα νδεγψληαο ζε λεθξσηηθφ ζάλαην (Syntichaki and 

Tavernarakis, 2004). 
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αθνξνχλ αληηθαηάζηαζε ελφο ακηλνμένο πνπ θαηαιακβάλεη κηθξφ ρψξν ζην εμσθπηηαξηθφ 

ηκήκα ηεο πξσηεΐλεο (θαη θνληά ζηελ δηακεκβξαληθή πεξηνρή πνπ ζπκκεηέρεη ζην ζρεκαηηζκφ 

ηεο δνκήο ηνπ πφξνπ) απφ έλα άιιν ακηλνμχ πνπ θαηαιακβάλεη κεγαιχηεξν ρψξν. Απηφ 

νδεγεί ζηελ παξεκπφδηζε θιεηζίκαηνο ηνπ πφξνπ θαη ζηελ απμεκέλε είζνδν ηφλησλ ζην 

θπηηαξφπιαζκα ηνπ λεπξψλα. Όζνλ αθνξά ην mec-4(d), ε επηθξαηήο κεηαιιαγή νδεγεί ζηελ 

αληηθαηάζηαζε κηαο Ala ζηνλ πφξν ηνπ θαλαιηνχ απφ κηα Val, νδεγψληαο ζηελ αλεμέιεγθηε 

είζνδν Na+ θαη Ca2+ (Bianchi et al., 2004) (εηθόλα 5). 

Ζ εθθίλεζε ηνπ λεπξνεθθπιηζκνχ ζρεηίδεηαη κε ηελ εθθίλεζε έθθξαζεο ηεο degenerin, 

θαη ε ζνβαξφηεηα ησλ επηπηψζεσλ εμαξηάηαη απφ ηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ θαλαιηνχ (Hall et 

al., 1997). Καη άιια γνλίδηα degenerins κπνξνχλ λα επάγνπλ λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην 

(φηαλ θέξνπλ αλάινγεο κεηαιιαγέο κε ηηο παξαπάλσ) θαη είλαη ηα mec-10, unc-8 θαη unc-105 

(Syntichaki and Tavernarakis, 2004). Ο λεθξσηηθφο θπηηαξηθφο ζάλαηνο πνπ επάγεηαη απφ 

ππεξελεξγά θαλάιηα degenerins ζηα ζθνπιήθηα παξνπζηάδεη κεραληζηηθέο θαη κνξθνινγηθέο 

νκνηφηεηεο κε ηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην απφ ππεξβνιηθή δηέγεξζε ζηα ζειαζηηθά (Choi, 1992).  
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ε θπηηαξηθφ επίπεδν, ην θχξην κνξθνινγηθφ ραξαθηεξηζηηθφ ηεο λέθξσζεο είλαη ε 

εκθάληζε αλαδηπιψζεσλ πεξηνρψλ ηεο πιαζκαηηθήο κεκβξάλεο νη νπνίεο εζσηεξηθεχνληαη θη 

κνηάδνπλ λα ζπγρσλεχνληαη ζε ειεθηξνληαθά -ππθλέο κεκβξαληθέο ζπείξεο (Hall et al., 1997). 

Απηέο νη ζπείξεο είλαη παξφκνηεο 

κε αλάινγεο κεκβξαληθέο δνκέο 

πνπ παξαηεξνχληαη ζε κνληέια 

πνληηθψλ ηεο ζθιήξπλζεο θαηά 

πιάθαο (amyotrophic lateral 

sclerosis) (Blondet et al., 2002) 

θαη ηεο λεπξηθήο θεξνεηδνχο 

ιηπνθνπζίλσζεο (neuronal ceroid 

lipofuscinosis) (Cooper et al., 

1999). Παξαηεξνχληαη επίζεο ε 

παξακφξθσζε ηνπ ππξήλα θαη ε 

ζπκπχθλσζε ηεο ρξσκαηίλεο. 

Καηά ηελ δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζίαο 

ηνπ ζαλάηνπ, ην θχηηαξν 

δηνγθψλεηαη αξθεηέο θνξέο πάλσ 

απφ ηελ θπζηνινγηθή ηνπ 

δηάκεηξν (εηθόλα 2). Μεηά ηελ απνηθνδφκεζε ησλ εζσηεξηθψλ πεξηερνκέλσλ ηνπ θπηηάξνπ, 

ην θπηηαξηθφ πηψκα απνκαθξχλεηαη κέζσ εγθφιπσζεο απφ γεηηνληθά θχηηαξα. Απηή ε 

δηαδηθαζία ξπζκίδεηαη απφ γνλίδηα ηα νπνία είλαη θνηλά κε ηα αληίζηνηρα ηεο ίδηαο δηαδηθαζίαο 

ζηελ απφπησζε (ced-2, ced-5 θαη ced-10) (Chung et al., 2000). 

 

Δηθόλα 2. Μνξθνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά ηνπ θπηηαξηθνύ 

ζαλάηνπ ζηνλ C. elegans. A. Νεθξσηηθφο ζάλαηνο λεπξηθνχ 

θπηηάξνπ (βέινο) ηνπ λεκαηψδνπο σο απνηέιεζκα έθθξαζεο 

ελφο ππεξελεξγνχ θαλαιηνχ ηφλησλ ηεο νηθνγέλεηαο ησλ 

degenerins. Σν εθθπιηδφκελν θχηηαξν δηνγθψλεηαη ελψ ν 

ππξήλαο παξνπζηάδεη παξακνξθσκέλε θαη «θνπζθσκέλε» 

εηθφλα (κηθξνζθνπία αληίζεζεο δηαθνξηθήο ζπκβνιήο). Β. 

Απνπησηηθφο ζάλαηνο λεπξηθνχ θπηηάξνπ. Ζ κνξθή ηνπ 

θπηηάξνπ είλαη ραξαθηεξηζηηθή, δηαζιαζηηθή, ζπκπαγήο ζε 

κέγεζνο, θαη κνηάδεη κε θνπκπί. C. Γηαθξηηέο, ειεθηξνληαθά-

ππθλέο πεξηειίμεηο (βέιε) πνπ ζπλνδεχνπλ ην λεθξσηηθφ 

θπηηαξηθφ ζάλαην (ειεθηξνληθή κηθξνζθνπία). 
 



Μεταπτυχιακή διατριβή Βλάχου Εμμανουήλ 

- 17 - 

Gain-of-function κεηαιιαγέο θαη ζε άιια γνλίδηα εθηφο απηψλ πνπ θσδηθνπνηνχλ 

degenerins κπνξνχλ επίζεο λα πξνθαιέζνπλ λέθξσζε ζπγθεθξηκέλσλ λεπξψλσλ. Σέηνηα 

αθνξνχλ επηθξαηή αιιειφκνξθα ηνπ γνληδίνπ deg-3 πνπ θσδηθνπνηεί ηελ α-ππνκνλάδα ηνπ 

ληθνηηληθνχ ππνδνρέα αθεηπινρνιίλεο θαζψο θαη γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ 

ππεξελεξγνπνηεκέλεο α-ππνκνλάδεο G πξσηετλψλ (Treinin and Chalfie, 1995; Korswagen et 

al., 1997; Berger et al., 1998; Korswagen et al., 1998). 

Μέζσ γελεηηθψλ screens θαη θαξκαθνινγηθψλ ρεηξηζκψλ έρνπλ ηαπηνπνηεζεί αξθεηά 

γνλίδηα πνπ απαηηνχληαη γηα ην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην πνπ επάγεηαη απφ ππεξελεξγά 

θαλάιηα ηφλησλ. Ο θξίζηκνο ξφινο ησλ ηφλησλ Ca2+ θαη ηεο νκνηφζηαζήο ηνπο έρεη δεηρζεί 

κέζα απφ πνιιέο κειέηεο. Μεηαιιαγέο ζε γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνχλ ξπζκηζηέο ησλ 

ελδνθπηηαξηθψλ επηπέδσλ Ca2+ θαη θαξκαθνινγηθνί ρεηξηζκνί πνπ ξπζκίδνπλ ηελ 

απειεπζέξσζε Ca2+ απφ ελδνθπηηαξηθέο απνζήθεο επεξεάδνπλ δξακαηηθά ηελ εθθίλεζε θαη 

εμέιημε ηεο λεθξσηηθήο δηαδηθαζίαο (Xu et al., 2001). H ππέξκεηξε αχμεζε ησλ 

θπηηαξνπιαζκαηηθψλ Ca2+ ζπλνδεχεηαη απφ ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ Ca2+-εμαξηψκελσλ 

θαιπατλψλ (πξσηεαζψλ) πνπ νδεγεί ζε θαηαζηξνθή ή ξήμε ηεο ιπζνζσκηθήο κεκβξάλεο θαη 

νδεγεί ζηελ απειεπζέξσζε ησλ φμηλσλ πεξηερνκέλσλ ησλ ιπζνζσκάησλ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη ησλ θαζεςηλψλ πξσηεαζψλ. Γχν ζπγθεθξηκέλεο θαιπαΐλεο (TRA-

3 θαη CLP-1) θαη δχν θαζεςίλεο (ASP-3 θαη ASP-4) απαηηνχληαη γηα ην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ 

ζάλαην πνπ επάγεηαη απφ κηα πιεηάδα εξεζηζκάησλ ζηνλ C. elegans (Syntichaki et al., 2002).  
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Δηθόλα 6. Μεραληζκνί λεθξσηηθνύ ζαλάηνπ ζηνλ C. elegans. Γηάθνξα εξεζίζκαηα (είηε 

γελεηηθά είηε πεξηβαιινληηθά) νδεγνχλ ζε απμεκέλε ελδνθπηηαξηθή ζπγθέληξσζε [Ca
2+

]. Ζ 

επαθφινπζε ελεξγνπνίεζε ησλ θαιπατλψλ (πξσηεαζψλ) πξνθαιεί ηε ξήμε ηεο ιπζνζσκηθήο 

κεκβξάλεο θαη ηελ απειεπζέξσζε ησλ ιπζνζσκηθψλ πεξηερνκέλσλ ζην θπηηαξφπιαζκα. Ζ 

ζπλεπαθφινπζε απειεπζέξσζε ησλ ιπζνζσκηθψλ πξσηενιπηηθψλ ελδχκσλ, ζε ζπλδπαζκφ 

κε ηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή νμίληζε δηακεζνιαβεί ηελ θπηηαξηθή θαηαζηξνθή. Ζ ζεηηθή ξχζκηζε 

ηεο απηνθαγίαο (είηε άκεζα κεηά ηελ επαγσγή ηεο λέθξσζεο είηε κέζσ ηεο ελεξγνπνίεζεο 

ησλ θαιπατλψλ) κπνξεί λα ζπλεξγαζηεί κε ηα ιπζνζσκηθά πξσηενιπηηθά έλδπκα θαη λα 

δηεπθνιχλεη ηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην. Έλα βαζηθφ κνλνπάηη απφθξηζεο ζην ζηξεο, ξπζκηδφκελν 

απφ ηνλ αλαζηνιέα πεπηηδαζψλ SRP-6, επεξεάδεη ηε λέθξσζε πνπ επάγεηαη απφ δηάθνξα 

εξεζίζκαηα. Ζ θχξηα δξάζε ηνπ SRP-6 είλαη ε πξνζηαζία απφ θπηηαξηθή βιάβε, 

επεξεάδνληαο ηε ιπζνζσκηθή ξήμε θαη ηηο ζπλέπεηέο ηεο. Ζ θπηηαξνηνμηθφηεηα σο 

απνηέιεζκα ππεξδηέγεξζεο απφ ην Glu θαίλεηαη λα πεξηιακβάλεη παξφκνηνπο κεραληζκνχο. 

Ζ έθθξαζε πξσηετλψλ ζρεηηθψλ κε αλζξψπηλεο αζζέλεηεο δηαηαξάζζεη επίζεο θπηηαξηθνχο 

νκνηνζηαηηθνχο κεραληζκνχο θαη επάγεη ζηξεο, πνπ κεηά απφ έλα φξην κπνξεί λα απνδεηρηεί 

θαηαζηξνθηθφ γηα ην θχηηαξν. [Ca
2+

]i, ελδνθπηηαξηθή ζπγθέληξσζε αζβεζηίνπ; ER, 

ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν; InsP3R, ππνδνρέαο ηξηθσζθνξηθήο ηλνζηηφιεο; RyR, ππνδνρέαο 

ξπαλνδίλεο; SERCA, Ca
2+

-ΑTPάζε ζαξθν-ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ; V-ATPase, θπζηηδηαθή 

Ζ
+
-ATPάζε; SRP-6, αλαζηνιέαο ζεξηλνπξσηεαζψλ; AMPA, ππνδνρέαο a-ακηλν-3-πδξνμπ-5-

κεζπι-4-ηζνμαδνι—πξνπηνληθνχ νμένο. 
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Ζ ελδνθπηηαξηθή νκνηφζηαζε ηνπ pH καδί κε ηε ιπζνζσκηθή βηνγέλεζε θαη ιεηηνπξγία 

παίδνπλ επίζεο ζεκαληηθφ ξφιν ζηε λέθξσζε (Syntichaki et al., 2005; Artal-Sanz et al., 

2006). Ζ ελεξγφηεηα ησλ θαζεςηλψλ απμάλεηαη ζεκαληηθά ππφ φμηλεο ζπλζήθεο  (Ishidoh and 

Kominami, 2002; Goll et al., 2003). Σέηνηεο φμηλεο ζπλζήθεο παξνπζηάδνληαη εληφο ησλ 

ιπζνζσκάησλ φπνπ δξνπλ ηέηνηα έλδπκα. Τπεχζπλεο πξσηεΐλεο γηα ηελ νμίληζε ησλ 

ιπζνζσκάησλ (θαζψο θαη ησλ ελδνζσκάησλ θαη ησλ ζπλαπηηθψλ θπζηηδίσλ) είλαη ε αληιία 

πξσηνλίσλ, V-ATPase (vacuolar ATPase). Ο ξφινο ηνπο αθνξά ζηε κεηαθνξά πξσηνλίσλ 

αληίζεηα απφ ηελ θιίζε ζπγθέληξσζήο ηνπο (ζην εζσηεξηθφ ησλ παξαπάλσ νξγαληδίσλ), 

θαηαλαιψλνληαο ελέξγεηα (ππφ κνξθή ATP). Καηά ηε δηάξθεηα ηεο λέθξσζεο ε V-ATPase 

ζπκβάιιεη ζηελ νμίληζε ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο πνπ δηεπθνιχλεη ηε δξάζε ησλ ιπζνζσκηθψλ 

ελδχκσλ πνπ έρνπλ απειεπζεξσζεί κεηά ηε ιχζε ησλ θπηηαξηθψλ νξγαληδίσλ. Ζ δνκή ηεο V-

ATPase ζα πεξηγξαθεί παξαθάησ πην εθηελψο. Μεηαιιαγέο ή θαξκαθνινγηθνί ρεηξηζκνί πνπ 

παξεκπνδίδνπλ ηε ιπζνζσκηθή βηνγέλεζε ή νμίληζε θαηαζηέιινπλ ηε λέθξσζε, ελψ 

κεηαιιαγέο πνπ απμάλνπλ ηνλ αξηζκφ ησλ ιπζνζσκάησλ εληζρχνπλ ηελ θπηηαξηθή 

θαηαζηξνθή. Ο κεραληζκφο απηφο είλαη φκνηνο κε κειέηεο ζε Πξψηηζηα φπνπ έλαο αλάινγνο 

άμνλαο θαιπατλψλ-θαζεςηλψλ εκπιέθεηαη ζηελ εθηέιεζε ηεο λέθξσζεο πνπ ζπλνδεχεη 

ηζραηκηθά επεηζφδηα θαη εγθεθαιηθά (Yamashima, 2000; Yamashima, 2004). 

Πξφζθαηεο κειέηεο εκπιέθνπλ ηελ απηνθαγία (ηελ θχξηα δηαδηθαζία γηα αλαθχθισζε 

πξσηετλψλ θαη νξγαληδίσλ) ζηε λέθξσζε ζηνλ C. elegans (Toth et al., 2007; Vellai et al., 

2007; Samara et al., 2008). Τπέξκεηξε αχμεζε απηνθαγνζσκάησλ παξαηεξείηαη λσξίο θαηά 

ηε λέθξσζε θαη ειαηηψλεηαη ζε κεηέπεηηα ζηάδηα ηεο θπηηαξηθήο θαηαζηξνθήο. 

Απελεξγνπνίεζε γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ απηνθαγηθή δηαδηθαζία ή θαξκαθνινγηθή 

παξεκπφδηζή ηεο θαηαζηέιιεη κεξηθψο ηε λέθξσζε πνπ επάγεηαη απφ ππεξελεξγά θαλάιηα 

ηφλησλ ή απφ ππεξελεξγνπνηεκέλεο α-ππνκνλάδεο G πξσηετλψλ. Ζ απηνθαγηθή δηαδηθαζία 
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ζπλεξγάδεηαη κε ηα ιπζνζσκηθά πξσηενιπηηθά κνλνπάηηα γηα λα δηεπθνιχλεη ηε λεθξσηηθή 

δηαδηθαζία φπσο θαίλεηαη θαη ζηελ εηθόλα 6. Ζ λέθξσζε εληζρχεηαη θάησ απφ ζπλζήθεο 

αχμεζεο ηεο απηνθαγίαο (θαηαζηνιή ηνπ αξλεηηθνχ ξπζκηζηή ηεο – θηλάζε TOR- , ή θάησ απφ 

ζπλζήθεο έιιεηςεο ηξνθήο).  

Ζ απνηθνδφκεζε ζπζηαηηθψλ ηνπ ζπκπιφθνπ ηνπ ππξεληθνχ πφξνπ (NPC) θαη νη 

ζπλεπαθφινπζεο αιιαγέο ζηελ ππξεληθή δηαπεξαηφηεηα έρνπλ παξαηεξεζεί ζην λεθξσηηθφ 

ζάλαην πνπ πξνθαιείηαη απφ επηθξαηή αιιειφκνξθα ηνπ γνληδίνπ deg-3 θαζψο θαη απφ 

πςειέο ζπλαπηηθέο ζπγθεληξψζεηο Glu ζε έλα κνληέιν ππεξδηέγεξζεο ζηνλ C. elegans (Bano 

et al., 2009). Οη αιιαγέο ζηελ ππξεληθή δηαπεξαηφηεηα πξνθαινχληαη απφ ηελ ππέξκεηξε 

αχμεζε ησλ θπηηαξνπιαζκαηηθψλ Ca2+ θαη ηηο Ca2+-εμαξηψκελεο θαιπαΐλεο ζηνπο 

εθθπιηδφκελνπο λεπξψλεο, θαη επηηξέπνπλ ηε κε θπζηνινγηθή δηαπεξαηφηεηα πξσηετλψλ απφ 

ηελ εθάζηνηε πιεπξά (θπηηαξφπιαζκα ή ππξήλαο) πξνο ηελ άιιε. Απηφ κπνξεί λα ρξεζηκεχεη 

σο έλαο κεραληζκφο πνιιαπιαζηαζκνχ ηνπ ζήκαηνο ζαλάηνπ νδεγψληαο ζηελ θπηηαξηθή 

απνδφκεζε. 

Έλα κνληέιν ππεξδηέγεξζεο κεηαζπλαπηηθψλ λεπξψλσλ απφ ππεξβνιηθέο ζπλαπηηθέο 

ζπγθεληξψζεηο Glu πνπ νδεγεί ζην λεθξσηηθφ ηνπο ζάλαην έρεη πεξηγξαθεί ζηνλ C. elegans 

(Mano and Driscoll, 2009). Μεηαιιαγέο ζην γνλίδην glt-3 πνπ θσδηθνπνηεί έλα κεηαθνξέα Glu, 

ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ ζπζηαηηθή έθθξαζε ηεο α-ππνκνλάδαο κηαο G-πξσηεΐλεο, πξνθαινχλ 

εθηεηακέλν λεθξσηηθφ ζάλαην θεθαιηθψλ ελδηάκεζσλ λεπξψλσλ. Οη λεθξσηηθέο επηδξάζεηο 

κεζνιαβνχληαη κέζσ ηνπ Ca2+-πξνζπειάζηκνπ AMPA-ππνδνρέα Glu. 

Δθηφο απφ ηελ επαγσγή ηεο λέθξσζεο απφ γελεηηθά εξεζίζκαηα, ππάξρεη θαη κηα 

πιεηάδα πεξηβαιινληηθψλ εξεζηζκάησλ πνπ κπνξνχλ λα νδεγήζνπλ ζε λεθξσηηθφ ζάλαην 

ζηνλ C. elegans. Σέηνηα πεξηβαιινληηθά εξεζίζκαηα απνηεινχλ νη ζπλζήθεο ππνμίαο 

(λέθξσζε θαξπγγηθψλ, κπηθψλ, λεπξηθψλ, γακεηηθψλ θπηηάξσλ θαη ηειηθά ζάλαηνο νιφθιεξνπ 
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ηνπ νξγαληζκνχ) (Scott et al., 2002; Anderson et al., 2009), νη ζπλζήθεο αλνμίαο (λέθξσζε ζε 

φινπο ηνπο ηζηνχο) (Menuz et al., 2009), ε κφιπλζε κε βαθηεξηαθά παζνγφλα (λέθξσζε ζε 

εληεξηθά, επηδεξκηθά θαη γακεηηθά θχηηαξα) (Wong et al., 2007), θαζψο θαη ην ππνηνληθφ ζνθ 

(Luke et al., 2007). Μεηαιιαγκέλα ζηειέρε πνπ δελ δηαζέηνπλ ην srp-6 γνλίδην (θσδηθνπνηεί 

έλα ελδνθπηηαξηθφ αλαζηνιέα πξσηεαζψλ ζεξίλεο) θάησ απφ ζπλζήθεο ππνηνληθνχ ζνθ, 

πεζαίλνπλ ξαγδαία θαη παξνπζηάδνπλ αμηνζεκείσηε αχμεζε ηεο λέθξσζεο ζην εληεξηθφ 

επηζήιην. Δπηπξφζζεηα ηνπ ππνηνληθνχ ζνθ, ηα srp-6 κεηαιιάγκαηα είλαη επάισηα θαη ζε 

άιια εξεζίζκαηα φπσο ην ζεξκηθφ θαη ην νμεηδσηηθφ ζηξεο, ε ππνμία θαη ε ππεξελεξγφηεηα 

θαλαιηψλ (παξνπζηάδνληαο απμεκέλα πνζνζηά λέθξσζεο). 

 

2.3 Μεραληζκνί γήξαλζεο ζην λεκαηώδε C. elegans 

 

Ζ γήξαλζε απνηειεί έλα νηθνπκεληθφ θαηλφκελν πνπ επεξεάδεη ζρεδφλ φινπο ηνπο 

νξγαληζκνχο. Απνηειεί κηα θπζηνινγηθή δηαδηθαζία απνδφκεζεο, πνπ έρεη δξακαηηθέο 

επηπηψζεηο πάλσ ζηελ πνηφηεηα ηεο αλζξψπηλεο δσήο αθνχ ζρεηίδεηαη κε ρακειή λνεηηθή, 

θπζηθή θαη ζπλαηζζεκαηηθή ιεηηνπξγηθφηεηα (Kirkwood and Austad, 2000). Ζ δηαδηθαζία ηεο 

γήξαλζεο αλαθέξεηαη ζηε θζνξά θαη ηελ ζηαδηαθή κείσζε ηεο γνληκφηεηαο κε ην πέξαζκα 

ηνπ ρξφλνπ ζε έλα νξγαληζκφ θαη πξνθαιείηαη απφ βιάβεο ζηα βηνινγηθά καθξνκφξηα ησλ 

θπηηάξσλ (π.ρ  ππεξνμείδσζε ιηπηδίσλ, θαξβνλπιίσζε πξσηετλψλ, ηξνπνπνηήζεηο ζην DNA 

θ.α.). Οη βιάβεο απηέο έρνπλ γεληθφηεξεο επηπηψζεηο ζε θχξηεο ιεηηνπξγίεο νξγαληδίσλ, φπσο 

ηα κηηνρφλδξηα, νδεγψληαο ζηε δπζιεηηνπξγία ηνπο. Δπίζεο, κπνξνχλ λα νδεγήζνπλ αθφκα 

θαη ζε θπηηαξηθφ ζάλαην –είηε λεθξσηηθφ είηε απνπησηηθφ- πξνθαιψληαο πξνβιήκαηα ζηε 

γεληθφηεξε ιεηηνπξγία δηαθφξσλ ηζηψλ. Ζ γήξαλζε δελ είλαη πξνγξακκαηηζκέλε δηαδηθαζία, 

κε ηελ έλλνηα φηη δελ ππάξρνπλ γνλίδηα πνπ έρνπλ εμειηρζεί εηδηθά γηα λα πξνθαινχλ βιάβεο 
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ζηα θχηηαξα. Οη κνξηαθνί κεραληζκνί πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε δηαδηθαζία ηεο γήξαλζεο είλαη 

θπζηνινγηθνί κεραληζκνί πνπ ξπζκίδνπλ ηελ αλάπηπμε θαη ην κεηαβνιηζκφ ησλ θπηηάξσλ θαη 

φπσο έρεη δεηρζεί είλαη ζπληεξεκέλνη κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ.  

Απφ βηνταηξηθήο πιεπξάο, ε γήξαλζε ζπρλά ζρεηίδεηαη κε πςειή πηζαλφηεηα ειηθηαθά-

εμαξηψκελσλ αζζελεηψλ θαη αληθαλνηήησλ, ρακειή θπζηθή θαη λνεηηθή ιεηηνπξγηθή ηθαλφηεηα 

θαη απμεκέλε πηζαλφηεηα ζαλάηνπ. Πην ζπγθεθξηκέλα, ε γήξαλζε ηνπ λεπξηθνχ ζπζηήκαηνο 

πηζηεχεηαη φηη ζπλδέεηαη κε λεπξνεθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο (Alzheimer’s, Parkinson’s θαη 

Huntington’s) πνπ ζπλνδεχνληαη απφ θηλεηηθέο θαη γλσζηηθέο δηαηαξαρέο σο απνηέιεζκα 

εθθπιηζκνχ ησλ ππεχζπλσλ λεπξηθψλ θπθισκάησλ πνπ ειέγρνπλ ηε δηαδηθαζία ηεο θίλεζεο 

θαη ηεο κλήκεο (Morrison and Hof, 1997; Burke and Barnes, 2006). 

Ζ γελεηηθή ηεο γήξαλζεο είλαη έλα ζπλαξπαζηηθφ πεδίν έξεπλαο θαη νη πξνζπάζεηεο γηα 

θαηαλφεζε ησλ κνξηαθψλ κεραληζκψλ πνπ εκπιέθνληαη ζε απηήλ πξνέξρνληαη απφ κειέηεο 

ζε απινχο νξγαληζκνχο φπσο ε Drosophila melanogaster, o Saccharomyces cerevisiae θαη ν 

Caenorhabditis elegans (Bishop and Guarente, 2007).  

Ο C. elegans εκθαλίδεη επδηάθξηηα ζεκάδηα γήξαλζεο, γεγνλφο πνπ θαζηζηά επθνιφηεξε 

ηε δηάθξηζε ησλ γεξαζκέλσλ αηφκσλ απφ ηνλ ππφινηπν πιεζπζκφ. Δπεηδή φκσο ηα άηνκα 

απηά απνηεινχλ έλα πνιχ κηθξφ πνζνζηφ ηνπ πιεζπζκνχ ζε ζπλεζηζκέλεο κεηθηέο 

θαιιηέξγεηεο ζθνπιεθηψλ, ρξεζηκνπνηνχληαη ζπγρξνληζκέλεο θαιιηέξγεηεο θαηά ηελ 

πεηξακαηηθή κειέηε. 

Οη θπξηφηεξεο παξαηεξήζεηο γηα ηα γεξαζκέλα άηνκα αθνξνχλ ηελ ειαηησκέλε 

θηλεηηθφηεηα θαη ηνπο κεησκέλνπο ξπζκνχο αθφδεπζεο θαη θαξπγγηθψλ παικψλ (άληιεζε 

ηξνθήο) ζε ζχγθξηζε κε ηα λεαξά δψα. Με ηελ γήξαλζε, ην κπτθφ ζχζηεκα ηνπ νξγαληζκνχ 

θαηαξξέεη θαη ε δνκή ηνπ εμαζζελεί (δηαηάξαμε κπτθψλ ηλψλ θαη κνξθνινγίαο ππξήλσλ ζηα 
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κπτθά θχηηαξα) (Antebi, 2007). Πξνο ην ηέινο ηεο δσήο ηνπο, ηα ζθνπιήθηα παξνπζηάδνπλ 

έληνλα ζεκάδηα σρξφηεηαο ηεο εκθάληζήο ηνπο, πιαδαξφηεηαο θαη κηαο γεληθήο εμαζζέλεζεο. 

Παξαθάησ ζα αλαθεξζνχλ ιεπηνκέξεηεο γχξσ απφ ηα 3 θεληξηθφηεξα κνλνπάηηα πνπ 

απμάλνπλ ηε δηάξθεηα δσήο ζηνλ C. elegans θαη ηα γνλίδηα πνπ έρνπλ αλαθαιπθζεί λα 

ζπκκεηέρνπλ ζ’απηά: α) Σν ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ηεο ηλζνπιίλεο/IGF-1, β) Ο δηαηηεηηθφο 

πεξηνξηζκφο, θαη γ) ε ξχζκηζε ηεο πξσηετληθήο ζχλζεζεο. 

 

2.3.1 Τν ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη ηεο ηλζνπιίλεο/IGF-1 

 

Σν insulin/IGF-1 ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη απνηειεί ην πην δεκνθηιέο θαη κειεηεκέλν 

κνλνπάηη, ην νπνίν θαίλεηαη λα επεξεάδεη ηε γήξαλζε πιεζψξαο νξγαληζκψλ, φπσο ησλ 

ζειαζηηθψλ, ησλ εληφκσλ θαη ησλ λεκαησδψλ (Tatar et al., 2003) (εηθόλα 7). Αξρηθά 

αλαθαιχθζεθε ιφγσ ηνπ ξφινπ ηνπ ζηνλ ζρεκαηηζκφ ηνπ ελαιιαθηηθνχ ζηαδίνπ dauer ζηνλ 

C. elegans. Σν ζπγθεθξηκέλν ελαιιαθηηθφ ζηάδην αθνξά κηα κνξθή πνπ κπνξνχλ λα 

εηζέιζνπλ πξνλχκθεο ηνπ L2 ζηαδίνπ φηαλ ζπλαληήζνπλ αληίμνεο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο 

(πςειή ζεξκνθξαζία, πείλα ή ππεξπιεζπζκηαθέο ζπλζήθεο θαιιηέξγεηαο). Σν θχξην 

ραξαθηεξηζηηθφ απηήο ηεο αλζεθηηθήο κνξθήο είλαη φηη ηα ζθνπιήθηα δελ ηξέθνληαη παξφιν 

πνπ παξνπζηάδνπλ θπζηνινγηθά πξφηππα θηλεηηθφηεηαο. Ζ ρξνληθή δηάξθεηα δσήο αηφκσλ 

απηνχ ηνπ ζηαδίνπ κπνξεί λα θπκαλζεί απφ εβδνκάδεο έσο θαη κήλεο (πνιχ πεξηζζφηεξν 

απφ ηε θπζηνινγηθή δηάξθεηα δσήο ησλ ζθνπιεθηψλ) (Klass, 1976). Με ηελ απνθαηάζηαζε 

επλντθψλ ζπλζεθψλ ηα άηνκα εηζέξρνληαη θπζηνινγηθά ζην L4 ζηάδην νινθιεξψλνληαο 

θαλνληθά ηνλ αλαπαξαγσγηθφ ηνπο θχθιν θαη ζπλερίδνληαο θπζηνινγηθά ηε δσή ηνπο.  
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Δηθόλα 7. Τα θεληξηθά κόξηα ηνπ insulin/IGF-1 κνλνπαηηνύ ζηνλ C. elegans, τη D. 

melanogaster θαη ηα θηλαστικά (Russell and Kahn, 2007). 

 

Ζ ζχλδεζε απηνχ ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ κε ηε γήξαλζε πξαγκαηνπνηήζεθε 

φηαλ δηάθνξα κεηαιιάγκαηα ηνπ γνληδίνπ daf-2 (abnormal dauer formation) αλαθαιχθζεθαλ 

φηη δηπιαζηάδνπλ ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ C. elegans (Kenyon et al., 1993). Σν γνλίδην daf-2 

θσδηθνπνηεί ηνλ νξζφινγν δηακεκβξαληθφ ππνδνρέα ηλζνπιίλεο ζηνλ C. elegans (δξάζε 

θηλάζεο ηπξνζίλεο).  

Μεηά ηελ πξφζδεζε πεπηηδίσλ φκνησλ κε ηελ ηλζνπιίλε ζηνλ DAF-2, απηφο 

θσζθνξπιηψλεη θαη ελεξγνπνηεί έλα θαηαξξάθηε αληηδξάζεσλ. Αξρηθά ελεξγνπνηείηαη ε 

θηλάζε AGE-1 (phosphatidyl-inositol 3-kinase). Δλ ζπλερεία, ε θηλάζε απηή νδεγεί ζηελ 

παξαγσγή 3-θσζθν-τλνζηηηδίσλ (PtdIns-3,4-P2 θαη PtdIns-3,4,5-P3) πνπ παίδνπλ ην ξφιν 

δεπηεξνγελψλ κελπκαηνθφξσλ κνξίσλ θαη νδεγνχλ ζηελ ελεξγνπνίεζε θαη άιισλ θηλαζψλ 

ζεξίλεο-ζξενλίλεο (PDK-1, AKT-1 θαη AKT-2). Απηέο νδεγνχλ ζηε ξχζκηζε ηεο κεηαγξαθήο 

ηνπ FOXO-κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα DAF-16. Ζ θσζθνξπιίσζε απηνχ ηνπ παξάγνληα απφ 
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ηηο θηλάζεο απηέο νδεγεί ζηελ παξακνλή ηνπ ζην θπηηαξφπιαζκα (φπνπ βξίζθεηαη ζε 

αλελεξγή κνξθή). Ο παξάγνληαο απηφο αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ FOXO-κεηαγξαθηθψλ 

παξαγφλησλ θαη φηαλ θσζθνξπιησζεί εληνπίδεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα φπνπ θαη παξακέλεη 

αλελεξγφο θάησ απφ θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο. Κάησ απφ ζπλζήθεο ζηξεο (άλνδνο 

ζεξκνθξαζίαο, έιιεηςε ηξνθήο, ππεξπιεζπζκηαθέο ζπλζήθεο) ή απνπζίαο πεπηηδίσλ φκνησλ 

κε ηελ ηλζνπιίλε (δελ ελεξγνπνηνχληαη νη θηλάζεο), ν DAF-16 (φληαο κε-θσζθνξπιησκέλνο) 

εηζέξρεηαη ζηνλ ππξήλα θαη επηηειεί ηε κεηαγξαθή γνλίδησλ πνπ ζρεηίδνληαη κε δηάθνξεο 

θπζηνινγηθέο δηαδηθαζίεο θαη ζπλεξγάδνληαη γηα λα ξπζκίζνπλ ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ 

νξγαληζκνχ (Houthoofd and Vanfleteren, 2007). Οη θχξηεο δηαδηθαζίεο πνπ εκπιέθνληαη απηά 

ηα γνληδηαθά πξντφληα αθνξνχλ ηελ άκπλα απέλαληη ζην ζηξεο, ην κεηαβνιηζκφ, ηελ 

παξαγσγή ελέξγεηαο, ηελ έκθπηε αλνζία θ.α (Murphy et al., 2003; Antebi, 2007). 

Καζίζηαηαη ινηπφλ θαηαλνεηφ φηη ν DAF-16 θαη ε δξάζε ηνπ σο κεηαγξαθηθφο 

παξάγνληαο κηαο πιεηάδαο γνληδίσλ είλαη θαζνξηζηηθά γηα ηελ αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο ηνπ 

νξγαληζκνχ. Ηζρπξέο κεηαιιαγέο ζην γνλίδην age-1 θαη ζε άιια πνπ ξπζκίδνληαη ζεηηθά απφ 

ην daf-2 νδεγνχλ ζε είζνδν ζην dauer ζηάδην. Μεηαιιαγέο πνπ νδεγνχλ ζε επηφηεξε κείσζε 

ζηε ζεκαηνδφηεζε κέζσ ηνπ κνλνπαηηνχ νδεγνχλ ζε αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο. Όηαλ ηα 

επαίζζεηα ζηε ζεξκνθξαζία κεηαιιάγκαηα daf-2 θαη age-1 κεγαιψζνπλ ζηελ επηηξεπηή 

ζεξκνθξαζία κέρξηο φηνπ πεξάζνπλ ην ζεκείν απφ ην νπνίν κπνξνχλ λα κεηαπέζνπλ ζην 

dauer ζηάδην θαη κεηά κεηαθεξζνχλ ζε πςειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο, ηφηε παξνπζηάδνπλ 

ζεκαληηθή αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο ηνπο πνπ εμαξηάηαη απφ ηνλ παξάγνληα DAF-16.  

Γχν πξσηεΐλεο πνπ απαηηνχληαη γηα ηελ επέθηαζε ηεο δηάξθεηαο δσήο ησλ daf-2 

κεηαιιαγκάησλ (παξάιιεια κε ηνλ DAF-16) είλαη ν HSF-1 (Heat Shock Factor) (Hsu et al., 

2003; Morley and Morimoto, 2004) θαη ε ΑΑΚ-2 (θαηαιπηηθή ππνκνλάδα θηλάζεο 

ελεξγνπνηνχκελεο απφ AMP) (Kenyon, 2005).  
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2.3.2 Γηαηηεηηθόο πεξηνξηζκόο θαη γήξαλζε  

 

Ο δηαηηεηηθφο πεξηνξηζκφο (dietary or caloric restriction), σο έλλνηα, αλαθέξεηαη ζηε 

κείσζε πξφζιεςεο ηξνθήο ρσξίο φκσο λα θηάλεη ζηα φξηα ηνπ ππνζηηηζκνχ. Ζ δηαδηθαζία 

απηή έρεη βξεζεί φηη νδεγεί ζε αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο δηαθφξσλ νξγαληζκψλ (S. 

cerevisiae έσο ζειαζηηθά) νδεγψληαο ζηελ πεπνίζεζε πεξί εμειηθηηθά ζπληεξεκέλσλ 

κεραληζκψλ πνπ ηελ ειέγρνπλ. 

Ζ επίηεπμε ηνπ δηαηηεηηθνχ πεξηνξηζκνχ κπνξεί λα επηηεπρζεί κε δηάθνξνπο ηξφπνπο 

ζηνλ C. elegans: α) κέζσ κείσζεο ηεο πνζφηεηαο βαθηεξίσλ ζε πγξή θαιιηέξγεηα (Klass, 

1976), β) κέζσ πγξήο ζπλζεηηθήο θαιιηέξγεηαο ρσξίο E. coli (axenic media) (Houthoofd et al., 

2003), γ) κέζσ κεηαθνξάο ελήιηθσλ δψσλ ζε πηάηα κε άγαξ ρσξίο θαζφινπ βαθηήξηα 

(Kaeberlein et al., 2006), δ) ή κέζσ πεξηνξηζκέλεο πξφζιεςεο ηξνθήο ζε ηξνθηθά 

κεηαιιάγκαηα (Eat: κε θπζηνινγηθφ θαξπγγηθφ pumping) (Lakowski and Hekimi, 1998). 

Μεηαιιαγέο ζην γνλίδην eat-2 (θσδηθνπνηεί ππνκνλάδα ηνπ ληθνηηληθνχ ππνδνρέα 

αθεηπινρνιίλεο) έρεη σο ζπλέπεηα ηε κείσζε ηνπ ξπζκνχ άληιεζεο ηεο ηξνθήο ιφγσ κείσζεο 

ηνπ ξπζκνχ κε ηνλ νπνίν πάιιεηαη ν θάξπγγαο. 

Γηα ην πψο ν δηαηηεηηθφο πεξηνξηζκφο ζηνλ C. elegans πξνθαιεί αχμεζε ηεο δηάξθεηαο 

δσήο έρνπλ πξνηαζεί δηάθνξεο ζεσξίεο. Ζ αξρηθή πεπνίζεζε ήηαλ φηη ν δηαηηεηηθφο 

πεξηνξηζκφο πξνθαιεί κείσζε ηνπ επηπέδνπ θαη ησλ ξπζκψλ κεηαβνιηζκνχ πνπ είρε σο 

ζπλέπεηα ηε κείσζε ηεο παξαγσγήο ησλ ελεξγψλ ξηδψλ νμπγφλνπ (Lakowski and Hekimi, 

1998; Houthoofd et al., 2002a; Houthoofd et al., 2002b). Όκσο κέζσ πεηξακαηηθψλ 

κεηξήζεσλ ηνπ ξπζκνχ θαηαλάισζεο νμπγφλνπ ηα πεηξακαηηθά δεδνκέλα δελ ππνζηήξηδαλ 

απηή ηελ ππφζεζε (Houthoofd et al., 2002a; Houthoofd et al., 2002b) 
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Όζνλ αθνξά θάπνηα δεδνκέλα γχξσ απφ ηνλ κνξηαθφ κεραληζκφ κε ηνλ νπνίν ν 

δηαηηεηηθφο πεξηνξηζκφο απμάλεη ηε δηάξθεηα δσήο ζηνλ C. elegans απηά παξαηίζεληαη 

παξαθάησ. Ο κεηαγξαθηθφο παξάγνληαο DAF-16 δελ απαηηείηαη γηα ηελ αχμεζε ηεο δηάξθεηαο 

δσήο κέζσ ηνπ δηαηηεηηθνχ πεξηνξηζκνχ (Lakowski and Hekimi, 1998; Kaeberlein et al., 2006; 

Lee et al., 2006; Panowski et al., 2007) δείρλνληαο φηη ην insulin/IGF-1 κνλνπάηη είλαη 

αλεμάξηεην απφ ην κνλνπάηη ηνπ δηαηηεηηθνχ πεξηνξηζκνχ φζνλ αθνξά ηελ αχμεζε ηεο 

δηάξθεηαο δσήο. Δπίζεο, νη κεηαιιάμεηο ζην γνλίδην daf-2 δξνπλ ζπλεξγαηηθά κε ην δηαηηεηηθφ 

πεξηνξηζκφ ζηελ αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο (Lakowski and Hekimi, 1998; Houthoofd et al., 

2003; Houthoofd et al., 2004a; Houthoofd et al., 2004b; Houthoofd et al., 2005a; Houthoofd et 

al., 2005b; Houthoofd et al., 2005c). Οη κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο PHA-4/FOXA1 θαη SKN-

1/NRF είλαη απαξαίηεηνη γηα ηελ αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο κέζσ ηνπ δηαηηεηηθνχ 

πεξηνξηζκνχ (Bishop and Guarente, 2007; Panowski et al., 2007). 

 

2.3.3 Διαρηζηνπνίεζε πξσηεΐληθήο ζύλζεζεο (απελεξγνπνίεζε IFE-2) ζηα ζσκαηηθά 

θύηηαξα θαη γήξαλζε 

 

Ζ νκνηφζηαζε θαη ζσζηή ιεηηνπξγία ησλ θπηηάξσλ απαηηεί ηε δηαξθή θαη αθξηβή 

ζχλζεζε θαη απνηθνδφκεζε ησλ πξσηετλψλ. Ζ πξσηετληθή ζχλζεζε απνηειεί κηα πνιχ 

θαζνξηζηηθή δηαδηθαζία γηα ην ζχλνιν ησλ βηνινγηθψλ ιεηηνπξγηψλ ηνπ νξγαληζκνχ θαη 

θαίλεηαη λα ζπζρεηίδεηαη θαη λα επεξεάδεηαη απφ ηε δηαδηθαζία ηεο γήξαλζεο. Οη κεραληζκνί 

ξχζκηζεο ηεο πξσηετληθήο ζχλζεζεο είλαη ε κεηαγξαθή θαη ε κεηάθξαζε. Ζ δηαδηθαζία ηεο 

γήξαλζεο ζε πνιινχο νξγαληζκνχο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη ησλ αλζξψπσλ, ζπλνδεχεηαη 

απφ αμηνζεκείσηεο αιιαγέο ζηελ ζχλζεζε ηφζν γεληθψλ φζν θαη εηδηθψλ πξσηετλψλ (Ward, 

2000).  
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Έρεη δεηρηεί φηη κείσζε ηεο ελεξγφηεηαο ηνπ γνληδίνπ ife-2 (κε ηελ ηερληθή ηνπ RNAi), 

πξνθαιεί αμηνζεκείσηε αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο ηνπ C. elegans (Syntichaki et al., 2007). 

Σν γνλίδην ife-2 θσδηθνπνηεί γηα κηα ηζνκνξθή ηνπ επθαξπσηηθνχ παξάγνληα έλαξμεο ηεο 

κεηάθξαζεο eIF4E ζηνλ C. elegans. O IFE-2 απνηειεί θχξην ξπζκηζηή ηεο πξσηετληθήο 

ζχλζεζεο ιφγσ ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ πνπ απνηειεί ε αλαγλψξηζε θαη πξφζδεζε ηνπ 

θαιχκκαηνο (cap) ηνπ 5΄ άθξνπ ησλ πεξηζζνηέξσλ κνξίσλ mRNA κέζα ζην θχηηαξν, 

ζηξαηνινγψληαο ηε 40S ξηβνζσκηθή ππνκνλάδα λα αλαδεηήζεη γηα ην θσδηθφλην έλαξμεο 

(Gingras et al., 1999). Έρεη βξεζεί φηη ην γνληδίσκα ηνπ Caenorhabditis elegans θσδηθνπνηεί 5 

δηαθνξεηηθέο ηζνκνξθέο ηνπ παξάγνληα eIF4E (IFE-1 - IFE-5) (Keiper et al., 2000) (εηθόλα 8). 

Οη παξάγνληεο IFE-1, IFE-3 θαη IFE-5 εθθξάδνληαη ζηα γακεηηθά θχηηαξα ηνπ νξγαληζκνχ, 

ελψ νη παξάγνληεο IFE-2 θαη IFE-4 εθθξάδνληαη κφλν ζηα ζσκαηηθά θχηηαξα. Οη IFE-3 θαη 

IFE-4 παξάγνληεο αλαγλσξίδνπλ θαη δεζκεχνπλ κφλν κνλνκεζπιησκέλα (7-monomethyl 

guanosine) θαιχκκαηα ελψ νη IFE-1, IFE-2 θαη IFE-5 κπνξνχλ λα αλαγλσξίδνπλ θαη λα 

δεζκεχνπλ κνλνκεζπιησκέλα (7-monomethyl guanosine) αιιά θαη ηξηκεζπιησκέλα (2,2,7- 

trimethyl guanosine) θαιχκκαηα (Jankowska-Anyszka et al., 1998). ην λεκαηψδε σζηφζν, ε 

πιεηνλφηεηα ησλ mRNAs απνθηνχλ ηξηκεζπιησκέλα θαιχκκαηα κέζσ ηεο δηαδηθαζίαο ηνπ 

trans-splicing (Van Doren and Hirsh, 1990). 
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Δηθόλα 8. Οη δηάθνξεο ηζνκνξθέο ηνπ eIF4E ζηνλ C. elegans θαη βαζηθέο πιεξνθνξίεο γχξσ απφ ηελ θάζε 

κία. 

 

Μείσζε ηεο ελεξγφηεηαο ησλ ππνινίπσλ ηζνκνξθψλ δελ πξνθαιεί αχμεζε ηεο 

δηάξθεηαο δσήο (Syntichaki et al., 2007). Ζ ειαρηζηνπνίεζε ηεο πξσηετληθήο ζχλζεζεο ζηα 

ζσκαηηθά θχηηαξα επζχλεηαη γηα ηελ εκθάληζε ηεο καθξνδσίαο. Ζ πξνεγνχκελε ππφζεζε 

ππνζηεξίδεηαη απφ ηελ παξαηήξεζε φηη ζε κεηαιιάγκαηα πνπ ζηεξνχληαη γακεηηθά θχηηαξα, ε 

απελεξγνπνίεζε ηνπ ife-2 εμαθνινπζεί λα πξνθαιεί αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο (Syntichaki et 

al., 2007). Σν κνλνπάηη επηκήθπλζεο ηεο δηάξθεηαο ηεο δσήο κέζσ κείσζεο ηεο ελεξγφηεηαο 

ηνπ IFE-2 είλαη αλεμάξηεην απφ ην insulin/IGF-1 κνλνπάηη, αθνχ κεηαιιάμεηο ζε γνλίδηα ηνπ 

insulin/IGF-1 κνλνπαηηνχ (age-1 θαη daf-2) δξνπλ ζπλεξγαηηθά κε ηηο κεηαιιαγέο ζην γνλίδην 

ife-2. Δπηπιένλ, ν κεηαγξαθηθφο παξάγνληαο DAF-16 δελ είλαη απαξαίηεηνο γηα ηελ επέθηαζε 

δηάξθεηαο δσήο πνπ πξνθαιεί ε απελεξγνπνίεζε ηνπ ife-2 γνληδίνπ. Δπηπξφζζεηα, ην 



Μεταπτυχιακή διατριβή Βλάχου Εμμανουήλ 

- 30 - 

κνλνπάηη πνπ ζπκκεηέρεη ν IFE-2, είλαη αλεμάξηεην απφ ην κνλνπάηη ηεο TOR θηλάζεο, ην 

κηηνρνλδξηαθφ κνλνπάηη (clk κεηαιιαγέο) θαζψο θαη απφ ηνλ δηαηηεηηθφ πεξηνξηζκφ. 

 

3. Απνηειέζκαηα 1νπ ηκήκαηνο εξεπλεηηθήο κειέηεο 

 

3.1. Αλάιπζε ησλ επηδξάζεσλ κεηαιιαγώλ πνπ απμάλνπλ ηε δηάξθεηα δσήο, ζηε 

λέθξσζε ζηνλ C. elegans 

 

Όπσο πξναλαθέξζεθε, ε πξψηε πξνζέγγηζε αθνξνχζε ηε δηεξεχλεζε ηνπ ξφινπ 

κεηαιιαγψλ πνπ είλαη γλσζηφ φηη νδεγνχλ ζε αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο ηνπ C. elegans, ζην 

λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην. Πην ζπγθεθξηκέλα, επηιέρηεθαλ κεηαιιαγέο πνπ νδεγνχλ ζε 

αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο ζηνλ C. elegans κέζσ ησλ 3 θχξησλ κνλνπαηηψλ πνπ 

πεξηγξάθεθαλ παξαπάλσ (insulin/IGF ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη, δηαηηεηηθφο πεξηνξηζκφο θαη 

πξσηετληθή ζχλζεζε). Οη κεηαιιαγέο πνπ επηιέρηεθαλ πξνθαινχζαλ ηε κεγαιχηεξε αχμεζε 

ηεο δηάξθεηαο δσήο κεηαμχ ησλ κεηαιιαγψλ πνπ εμεηάζζεθαλ ζηηο αξρηθέο πεηξακαηηθέο 

κειέηεο. Οη επηδξάζεηο ηνπο αλαιχζεθαλ ζην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην πνπ επάγεηαη απφ 

ππεξελεξγά θαλάιηα ηφλησλ (degenerins). Ζ αξρηθή καο ππφζεζε ήηαλ φηη κεηαιιαγέο πνπ 

επεθηείλνπλ ηε δηάξθεηα δσήο ζηνλ C. elegans ζα κπνξνχζαλ λα πξνζηαηεχζνπλ απφ ην 

λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην πνπ απνηειεί ηνλ ηχπν ζαλάηνπ πνπ ππφθεηηαη 

λεπξνεθθπιηζηηθψλ αζζελεηψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δηαδηθαζία ηεο γήξαλζεο. 

Όζνλ αθνξά ην insulin/IGF ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη, επηιέρζεθαλ δχν δηαθνξεηηθά 

αιιειφκνξθα ηνπ daf-2 γνληδίνπ: ην e1370 θαη ην e1368 (Kenyon et al., 1993; Tissenbaum 

and Ruvkun, 1998). Σν e1370 αιιειφκνξθν αθνξά κηα missense κεηαιιαγή (P1465S) ζην 
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domain ηεο θηλάζεο, ελψ ην αιιειφκνξθν e1368 αθνξά κηα missense κεηαιιαγή (S573L) 

ζην domain πξφζδεζεο ηνπ ligand-κνξίνπ. Καη νη δχν κεηαιιαγέο επεθηείλνπλ ζεκαληηθά ηε 

δηάξθεηα δσήο ηνπ λεκαηψδνπο. 

Όζνλ αθνξά κεηαιιαγέο πνπ έρνπλ ζρέζε κε ην δηαηηεηηθφ πεξηνξηζκφ, επηιέρζεθε ην 

αιιειφκνξθν ad465 ηνπ γνληδίνπ eat-2 (Lakowski and Hekimi, 1998; Walker et al., 2005). Σν 

γνλίδην eat-2 θσδηθνπνηεί κηα ππνκνλάδα ελφο ligand-gated θαλαιηνχ ηφλησλ πνπ είλαη πνιχ 

ζηελά ζρεηηδφκελν κε ηηο κε-άιθα ππνκνλάδεο ησλ ληθνηηληθψλ ππνδνρέσλ αθεηπινρνιίλεο. 

Σν ζπγθεθξηκέλν αιιειφκνξθν αθνξά κηα κεδεληθή κεηαιιαγή πνπ νδεγεί ζε κεξηθή πείλα 

ηνλ νξγαληζκφ κέζσ παξεκβνιήο κε ηελ ιεηηνπξγία ηνπ θάξπγγα (απνηειεί ην θχξην φξγαλν 

ζξέςεο). Ζ κεηαιιαγή απηή κεηαμχ ελφο screen πνπ νδήγεζε ζηελ απνθάιπςε παξφκνησλ 

 

Δηθόλα 9. Α. Τν πξόηππν έθθξαζεο ηεο πιαζκηδηαθήο θαηαζθεπήο pmec-4::GFP. Γηαθξίλνληαη ηα 

θπηηαξηθά ζψκαηα (κε βέιε) ησλ 6 αηζζεηήξησλ λεπξψλσλ αθήο (touch receptor neurons) ((ALML/R, AVM, 

PLML/R, θαη PVM) πνπ ε ηνπνινγία ηνπο ζην ζψκα ηνπ νξγαληζκνχ παξνπζηάδεηαη ζην B. 
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κεηαιιαγψλ, είλαη απφ ηηο δχν απνηειεζκαηηθφηεξεο φζνλ αθνξά ηελ επέθηαζε ηεο δηάξθεηαο 

δσήο. 

 ρεηηθά κε ην κνλνπάηη ηεο πξσηετληθήο ζχλζεζεο, ην αιιειφκνξθν πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε είλαη ην οκ306 ηνπ γνληδίνπ ife-2 πνπ θσδηθνπνηεί ηελ ππνκνλάδα 

πξφζδεζεο ηνπ θαιχκκαηνο (ηνπ 5’ mRNA) ηνπ ελαξθηήξηνπ παξάγνληα ηεο κεηάθξαζεο 

eIF4E (Syntichaki et al., 2007). Ζ ζπγθεθξηκέλε κεηαιιαγή είλαη κηα knock-out κεηαιιαγή ηεο 

ηζνκνξθήο ηνπ eIF4E ζηνλ C. elegans νδεγεί ζηελ ειαρηζηνπνίεζε ηεο ελεξγφηεηαο ηνπ 

παξάγνληα έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο ζηα ζσκαηηθά θχηηαξα ηνπ νξγαληζκνχ. Ζ κείσζε ηεο 

πξσηεΐληθήο ζχλζεζεο ζηα ζσκαηηθά θχηηαξα νδεγεί ζε ζεκαληηθή επέθηαζε ηεο δηάξθεηαο 

δσήο ηνπ C. elegans.  

ηειέρε ηνπ C. elegans πνπ έθεξαλ ηηο παξαπάλσ κεηαιιαγέο δηαζηαπξψζεθαλ κε ην 

ζηέιερνο πνπ θέξεη ην αιιειφκνξθν u231 (ή dominant ιφγσ ηνπ επηθξαηνχο ραξαθηήξα ηεο 

κεηαιιαγήο) ζην γνλίδην mec-4 πνπ θσδηθνπνηεί γηα ην MEC-4 θαλάιη ηφλησλ (θαη νδεγεί ζε 

λεθξσηηθφ ζάλαην ησλ 6 αηζζεηήξησλ λεπξψλσλ αθήο ηνπ C. elegans) (εηθόλα 9). Έπεηηα, 

πξνζδηνξίζηεθαλ ηα πνζνζηά λέθξσζεο ησλ δηπιψλ κεηαιιαγκάησλ ζε ζχγθξηζε κε ηα 

αληίζηνηρα απιά κεηαιιαγκέλα ζηειέρε πνπ θέξνπλ ην αιιειφκνξθν mec-4(d), πξνθεηκέλνπ 

λα πξνζδηνξηζηνχλ νη πηζαλέο επηδξάζεηο ησλ κεηαιιαγψλ ζην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην. 

Σα απνηειέζκαηα θαίλνληαη ζηηο παξαθάησ εηθφλεο. 

 



Μεταπτυχιακή διατριβή Βλάχου Εμμανουήλ 

- 33 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 10. Μεηαιιαγέο ζηνλ νξζόινγν ππνδνρέα 

(DAF-2) ηεο ηλζνπιίλεο/IGF-1 (πνπ απμάλνπλ ηε 

δσή ζηνλ C. elegans) δελ επεξεάδνπλ ην 

λεθξσηηθό θπηηαξηθό ζάλαην. Αξηζκφο λεθξσηηθψλ 

λεπξψλσλ ζην πξνλπκθηθφ ζηάδην L1, αλά 100 δψα, 

πνπ θέξνπλ ηελ ηνμηθή κεηαιιαγή mec-4(d) ζε 

ζπλδπαζκφ κε κεηαιιαγή ζην γνλίδην daf-2 (e1370 θαη 

e1368 αιιειφκνξθα). Με ηνλ φξν isolate αλαθέξνληαη 

δηπιά κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηα νπνία έρνπλ 

απνκνλσζεί αλεμάξηεηα κεηαμχ ηνπο απφ ηε 

δηαδηθαζία ηεο δηαζηαχξσζεο. Οη γξακκέο ζθάικαηνο 

ζπκβνιίδνπλ ηνλ SEM ελψ γηα ηελ αλάιπζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο 1way 

ANOVA (P<0.05). 
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Δηθόλα 11. Μεηαιιαγέο ζε γνλίδηα πνπ 

νδεγνύλ ζην θαηλόηππν Eat θαη πνπ 

απμάλνπλ ηε δσή ζηνλ C. elegans 

θαηαζηέιινπλ νξηαθά ην λεθξσηηθό θπηηαξηθό 

ζάλαην. Αξηζκφο λεθξσηηθψλ λεπξψλσλ ζην 

πξνλπκθηθφ ζηάδην L1, αλά 100 δψα, πνπ 

θέξνπλ ηελ ηνμηθή κεηαιιαγή mec-4(d) ζε 

ζπλδπαζκφ κε κεηαιιαγή ζην γνλίδην eat-2 

(ad465 αιιειφκνξθν). Με ηνλ φξν isolate 

αλαθέξνληαη δηπιά κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηα 

νπνία έρνπλ απνκνλσζεί αλεμάξηεηα κεηαμχ 

ηνπο απφ ηελ δηαδηθαζία ηεο δηαζηαχξσζεο. Οη 

γξακκέο ζθάικαηνο ζπκβνιίδνπλ ηνλ SEM ελψ 

γηα ηελ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο 1way ANOVA 

(P<0.05). 

 

     

 

     

 

Δηθόλα 12. Μεηαιιαγέο ζε γνλίδηα πνπ 

θσδηθνπνηνύλ ηνλ επθαξπσηηθό παξάγνληα 

έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο eIF4E (IFE-2) θαη 

απμάλνπλ ηε δσή ζηνλ C. elegans δελ 

επεξεάδνπλ ην λεθξσηηθό θπηηαξηθό ζάλαην. 

Αξηζκφο λεθξσηηθψλ λεπξψλσλ ζην πξνλπκθηθφ 

ζηάδην L1, αλά 100 δψα, πνπ θέξνπλ ηελ ηνμηθή 

κεηαιιαγή mec-4(d) ζε ζπλδπαζκφ κε κεηαιιαγή 

ζην γνλίδην ife-2 (ok306 αιιειφκνξθν). Με ηνλ 

φξν isolate αλαθέξνληαη δηπιά κεηαιιαγκέλα 

ζηειέρε ηα νπνία έρνπλ απνκνλσζεί αλεμάξηεηα 

κεηαμχ ηνπο απφ ηελ δηαδηθαζία ηεο 

δηαζηαχξσζεο. Οη γξακκέο ζθάικαηνο 

ζπκβνιίδνπλ ηνλ SEM ελψ γηα ηελ αλάιπζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο 

1way ANOVA (P<0.05). 
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Όπσο θαίλεηαη απφ ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα, νη κεηαιιαγέο (θαη ηα 2 αιιειφκνξθα) 

ζηνλ DAF-2 ππνδνρέα πνπ επεθηείλνπλ ηε δηάξθεηα δσήο δελ πξνζηαηεχνπλ απφ ην 

λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην ζε γελεηηθφ ππφβαζξν mec-4(d) (εηθόλα 10). Δθηφο απφ ην 

ζπγθεθξηκέλν γελεηηθφ ππφβαζξν, θαηαζθεπάζηεθε δηπιφ κεηάιιαγκα πνπ έθεξε ην 

αιιειφκνξθν e1370 ηνπ γνληδίνπ daf-2 ζε γελεηηθφ ππφβαζξν deg-3(u662) (ή dominant ιφγσ 

ηνπ επηθξαηνχο ραξαθηήξα ηεο κεηαιιαγήο), φκσο θαη ζε απηή ηελ πεξίπησζε δελ 

παξαηεξήζεθε θακηά αμηνζεκείσηε πξνζηαηεπηηθή επίδξαζε ζηε λέθξσζε [deg-3(d): 182.47 

± 12, daf-2(e1370); deg-3(d): 200 ± 10]. 

Δπίζεο, ε έιιεηςε ηεο ηζνκνξθήο (IFE-2) ηνπ παξάγνληα έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο πνπ 

είλαη γλσζηφ φηη επεθηείλεη ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ C. elegans δελ πξνζηαηεχεη απφ ην 

λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην ζε γελεηηθφ ππφβαζξν mec-4(d) (εηθόλα 11). 

Όζνλ αθνξά ηνλ δηαηηεηηθφ πεξηνξηζκφ θαη ηηο κεηαιιαγέο eat πνπ πξνθαινχλ 

πεξηνξηζκέλε πξφζιεςε ηξνθήο ιφγσ παξεκπφδηζεο ζσζηήο ιεηηνπξγίαο ηνπ θάξπγγα, 

απηέο θαίλεηαη λα πξνζηαηεχνπλ νξηαθά απφ ην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην ζε γελεηηθφ 

ππφβαζξν mec-4(d), φπσο θάλεθε απφ δηπιά κεηαιιάγκαηα πνπ θέξνπλ ην αιιειφκνξθν 

ad465 ζην γνλίδην eat-2 (εηθόλα 12). Ο πξνζηαηεπηηθφο ξφινο ησλ κεηαιιαγψλ Eat ζηε 

λέθξσζε κπνξεί λα εμεγεζεί απφ ην γεγνλφο φηη ε παξεκπφδηζε ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ θάξπγγα 

κπνξεί λα νδεγήζεη ζε κεξηθή θαηάζηαζε πείλαο ηα δψα. Οη ζπλζήθεο πείλαο έρεη δεηρηεί φηη 

πξνζηαηεχνπλ απφ ηε λέθξσζε (ζε απφγνλνπο πεηλαζκέλσλ δψσλ) θαζψο θάησ απφ απηέο 

ηηο ζπλζήθεο ε ελεξγφηεηα ησλ θαζεςηλψλ έρεη δεηρηεί φηη ειαηηψλεηαη θαηά 5-10% ζε ζρέζε 

κε ηελ αληίζηνηρε ησλ θαιά ηξεθφκελσλ λεκαησδψλ (Hawdon et al., 1989; Syntichaki et al., 

2002). 
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3.2 Αλάιπζε ησλ επηδξάζεσλ κεηαιιαγώλ πνπ ειέγρνπλ ην κεραληζκό ηεο λέθξσζεο, 

ζηε γήξαλζε ζηνλ C. elegans 

 

Ζ δεχηεξε πξνζέγγηζε αθνξνχζε ηε δηεξεχλεζε ηνπ ξφινπ ηεο απελεξγνπνίεζεο 

γνληδίσλ θαζψο θαη κεηαιιαγψλ πνπ είλαη γλσζηφ φηη πξνζηαηεχνπλ απφ ην λεθξσηηθφ 

θπηηαξηθφ ζάλαην, ζηε γήξαλζε ζηνλ C. elegans. Πην ζπγθεθξηκέλα, επηιέρζεθαλ γνλίδηα πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηε ιπζνζσκηθή βηνγέλεζε θαη ιεηηνπξγία θαη έρεη δεηρζεί φηη κεηαιιαγέο ζε απηά 

ή απελεξγνπνίεζή ηνπο κε ηελ ηερληθή ηνπ RNAi κπνξεί λα πξνζηαηεχζεη απφ ηε λέθξσζε (ή 

ζηελ πεξίπησζε ηνπ γνληδίνπ cup-5 λα απμήζεη ηα πνζνζηά λεθξσηηθνχ ζαλάηνπ). 

Σν ζχζηεκα ησλ ιπζνζσκάησλ πεξηιακβάλεη έλα ζχλνιν φμηλσλ ελδνθπηηαξηθψλ 

νξγαληδίσλ (ψξηκα ελδνζψκαηα, ιπζνζψκαηα θαη θπζηίδηα πνπ πξνέξρνληαη απφ ην ζχζηεκα 

Golgi). Οη ελδν-νξγαληδηαθέο ζπλζήθεο είλαη φμηλεο θαη επηηπγράλνληαη κέζσ ξχζκηζεο ηεο 

ππθλφηεηαο θαη ηεο ελεξγφηεηαο ησλ V-ΑΣΡαζψλ, πνπ ππάξρνπλ ζηηο κεκβξάλεο ηνπο 

(Stevens and Forgac, 1997). Σν 1949 ν Christian De Duve αλαθάιπςε θάπνηα θπηηαξηθά 

ζψκαηα ζηα νπνία πξαγκαηνπνηείηαη πέςε θαη ηα απνθάιεζε ιπζνζψκαηα, επεηδή πεξηείραλ 

κείγκαηα ιπηηθψλ ελδχκσλ.  

Ζ απνηθνδνκεηηθή ηνπο δξάζε είλαη επξεία αθνχ πεξηιακβάλνπλ φμηλεο θσζθαηάζεο, 

πξσηεάζεο, πεπηηδάζεο, ιηπάζεο, λνπθιεάζεο, γιπθνζηδάζεο θαη ζνπιθαηάζεο (Kroemer and 

Jaattela, 2005). ηα πεξηζζφηεξα ζειαζηηθά, ε πιεηνλφηεηα απηψλ ησλ πδξνιπηηθψλ ελδχκσλ 

κεηαθέξεηαη ζηα ιπζνζψκαηα κέζσ ηνπ άκεζνπ κνλνπαηηνχ ηεο θσζθνξηθήο καλλφδεο, ελψ 

νη πεξηζζφηεξεο ιπζνζσκηθέο κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο ρξεζηκνπνηνχλ θαη ην άκεζν αιιά θαη 

ην έκκεζν κνλνπάηη (κέζσ ηεο πιαζκαηηθήο κεκβξάλεο) γηα λα κεηαθεξζνχλ ζηα 

ιπζνζψκαηα. Απφ ην ζχλνιν ησλ πδξνιπηηθψλ ελδχκσλ, ηα πην θαιά κειεηεκέλα είλαη νη 

θαζεςίλεο (πξσηεάζεο αζπαξηηθνχ) πνπ εκθαλίδνπλ κέγηζηα επίπεδα ελεξγφηεηαο ζε φμηλν 
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pH (~4 – 5) ελψ κπνξνχλ λα δξάζνπλ θαη ζε κεγαιχηεξν pH (θαη εθηφο ιπζνζσκάησλ) αιιά 

κε κηθξφηεξε ελεξγφηεηα θαη δηαθνξεηηθή εηδηθφηεηα. 

ην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην, ε αχμεζε ησλ ελδνθπηηαξηθψλ επηπέδσλ Ca2+ νδεγεί 

ζηελ ελεξγνπνίεζε ησλ θπηηαξνπιαζκαηηθψλ Ca2+-εμαξηψκελσλ πξσηεαζψλ πνπ 

νλνκάδνληαη θαιπαΐλεο. Οη θαιπαΐλεο ζηνρεχνπλ ηελ ιπζνζσκηθή κεκβξάλε θαη ηε 

δηαξξεγλχνπλ (Yamashima, 2004) γεγνλφο πνπ νδεγεί ζηελ απειεπζέξσζε ησλ πδξνιπηηθψλ 

ελδχκσλ ησλ ιπζνζσκάησλ, θαη πην ζπγθεθξηκέλα ζηελ απειεπζέξσζε ησλ θαζεςηλψλ. Οη 

θαζεςίλεο D θαη E έρεη δεηρηεί φηη 

επηηεινχλ ηελ θαηαζηξνθή θπηηαξηθψλ 

ζπζηαηηθψλ θαη νξγαληδίσλ 

ζπκκεηέρνληαο ζην κεραληζκφ 

εθηέιεζεο ηνπ λεθξσηηθνχ ζαλάηνπ 

(Syntichaki et al., 2002). 

Καηά ηελ δηάξθεηα ηνπ 

λεθξσηηθνχ ζαλάηνπ ε V-ATPase 

ζπκβάιιεη ζηελ νμίληζε ηνπ 

θπηηαξνπιάζκαηνο πνπ δηεπθνιχλεη 

ηελ δξάζε ησλ ιπζνζσκηθψλ ελδχκσλ 

πνπ έρνπλ απειεπζεξσζεί κεηά ηε 

ιπζνζσκηθή ιχζε (Syntichaki et al., 

2005; Artal-Sanz et al., 2006). Ζ V-

ATPase απνηειεί κηα αληιία ε νπνία κεηαθέξεη πξσηφληα αληίζεηα απφ ηελ θιίζε ηεο 

ζπγθέληξσζήο ηνπο, θαηαλαιψλνληαο ελέξγεηα (ππφ ηε κνξθή ATP). ηα ιπζνζψκαηα, 

εληνπίδεηαη ζηελ κεκβξάλε ηνπο, θαη ζπκβάιιεη ζηε δηαηήξεζε φμηλσλ ζπλζεθψλ ζε απηά, 

 

 

Δηθόλα 13. Η δνκή ηεο V-ATPάζεο (Forgac, 2007). 
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πνπ είλαη απαξαίηεηεο γηα ηε ιεηηνπξγία ησλ ελδχκσλ πνπ πεξηέρνπλ. Ζ θχξηα δνκή ηεο 

αληιίαο πεξηιακβάλεη κηα θπηηαξνπιαζκαηηθή πεξηνρή (V1) ζηελ νπνία επηηειείηαη ε 

πδξφιπζε ηνπ ATP, θαη κηα δηακεκβξαληθή πεξηνρή (V0) κέζσ ηεο νπνίαο επηηειείηαη ε 

κεηαθνξά ησλ πξσηνλίσλ (Forgac, 2007) (εηθόλα 13). ηνλ C. elegans έρνπλ αληρλεπζεί 17 

γνλίδηα, πνπ θσδηθνπνηνχλ ππνκνλάδεο ηεο V-ATPase (Oka et al., 1997; Oka et al., 1998; 

Oka et al., 2001; Pujol et al., 2001). Σα πεξηζζφηεξα απφ απηά ηα γνλίδηα είλαη απαξαίηεηα γηα 

ηελ αλάπηπμε ηνπ νξγαληζκνχ, θαη κεηαιιαγέο πνπ νδεγνχλ ζε δπζιεηηνπξγία ησλ 

ππνκνλάδσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ, κπνξνχλ λα νδεγήζνπλ ζε ζλεζηκφηεηα ζε εκβξπτθφ ή 

πξνλπκθηθφ ζηάδην.  

Υνξήγεζε ησλ αληηβηνηηθψλ bafilomycin A1 ή filomycin, πνπ αλαζηέιινπλ εηδηθά ηε 

ιεηηνπξγία ηεο V-ΑΣΡάζεο (Bowman et al., 1988; Oka and Futai, 2000), πξνζηαηεχεη απφ ηε 

λέθξσζε ζε γελεηηθφ ππφβαζξν mec-4(d) (Syntichaki et al., 2005). Μεηαιιαγέο ζηα γνλίδηα 

spe-5 θαη vha-12, ηα νπνία θσδηθνπνηνχλ δηαθνξεηηθέο ηζνκνξθέο ηεο ππνκνλάδαο Β, ή ζην 

unc-32, πνπ θσδηθνπνηεί ηελ ππνκνλάδα a ηεο V-ΑΣΡάζεο, πξνζηαηεχνπλ απφ ηε λέθξσζε 

ζε γελεηηθφ ππφβαζξν mec-4(d). Καηαζηνιή ησλ επηπέδσλ ηεο λέθξσζεο παξαηεξήζεθε 

επίζεο θαη θαηά ηελ απελεξγνπνίεζε ηεο ελεξγφηεηαο ησλ γνληδίσλ vha-2, vha-10 θαη vha-12 

κε ηελ ηερληθή ηνπ RNAi. Σν γνλίδην vha-2 θσδηθνπνηεί κία ηζνκνξθή ηεο ππνκνλάδαο c, ελψ 

ην γνλίδην vha-10 θσδηθνπνηεί ηελ ππνκνλάδα G ηεο V-ΑΣΡάζεο. Σα επίπεδα θαηαζηνιήο δελ 

ήηαλ νινθιεξσηηθά αιιά κεξηθά ιφγσ πηζαλφηαηα ηεο αηεινχο απελεξγνπνίεζεο ησλ 

γνληδίσλ (ε πιήξεο απελεξγνπνίεζε νδεγεί ζε ζλεζηκφηεηα ή ζηεηξφηεηα ιφγσ ηεο 

απαξαίηεηεο γηα ηελ αλάπηπμε ελεξγφηεηαο ησλ γνληδίσλ). Μεηαιιαγέο ζηα γνλίδηα unc-32 

θαη vha-12 πξνζηάηεπζαλ απφ ηε λέθξσζε ζε ζηειέρε deg-3(d) θαη αs(gf) θαζψο θαη απφ 

ππνμηθφ ζάλαην (επαγσγή κε ηε ρξήζε NaN3). Ζ δεκηνπξγία φμηλσλ ζπλζεθψλ ζην 

θπηηαξφπιαζκα κέζσ ηεο δξαζηεξηφηεηαο ησλ V-ΑΣΡαζψλ ζπκβάιιεη πηζαλά ζηε 
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δεκηνπξγία ζπλζεθψλ πην ηδαληθψλ γηα ηελ απνηθνδνκεηηθή δξάζε πδξνιπηηθψλ ελδχκσλ πνπ 

απειεπζεξψλνληαη απφ ηα ιπζνζψκαηα θαηά ηε λέθξσζε. 

Όζνλ αθνξά ην ξφιν ησλ ιπζνζσκάησλ ζηε λέθξσζε, δηεξεπλήζεθαλ νη επηδξάζεηο 

κεηαιιαγψλ ζε γνλίδηα, ηα νπνία ζπκκεηέρνπλ ζηε βηνγέλεζή ηνπο. Σν γνλίδην cup-5 ζηνλ C. 

elegans είλαη νκφινγν κε ην γνλίδην ηνπ αλζξψπνπ πνπ θσδηθνπνηεί ηελ πξσηεΐλε Mucolipin-

1 (Fares and Greenwald, 2001). Ζ πξσηεΐλε Mucolipin-1 θσδηθνπνηεί έλα κε-εηδηθφ θαλάιη 

θαηηφλησλ θαη έρεη ζπζρεηηζζεί κε ηελ αζζέλεηα Mucolipidosis ηχπνπ ΗV. Ζ ελεξγφηεηα ηνπ 

γνληδίνπ cup-5 απαηηείηαη γηα ηελ νκαιή βηνγέλεζε ησλ ιπζνζσκάησλ ζηνλ C. elegans 

(Schaheen et al., 2006). ηειέρε κε ην ππνκνξθηθφ αιιειφκνξθν ar465 ηνπ γνληδίνπ cup-5 

παξνπζηάδνπλ αχμεζε ζηνλ αξηζκφ θαη ην κέγεζνο ησλ ιπζνζσκάησλ (Fares and Greenwald, 

2001). ηειέρε πνπ έθεξαλ ην ππνκνξθηθφ αιιειφκνξθν ηνπ γνληδίνπ cup-5 ζε γελεηηθφ 

ππφβαζξν mec-4(d) (θαζψο θαη deg-3(d)) παξνπζίαδαλ απμεκέλα πνζνζηά λέθξσζεο (Artal-

Sanz et al., 2006). Δπίζεο, ήηαλ πην επαίζζεηα ζε ππνμηθφ ζάλαην (επαγσγή κε ηε ρξήζε 

ΝaΝ3). Μείσζε ηεο ελεξγφηεηαο ηνπ γνληδίνπ cup-5 κε RNAi έδσζε απνηειέζκαηα αληίζηνηρα 

κε απηά ησλ κεηαιιαγψλ ζε γελεηηθφ ππφβαζξν mec-4(d). Μείσζε ηεο δξάζεο ηεο V-ATPase 

(κέζσ κείσζεο ηεο ελεξγφηεηαο ηνπ vha-2 γνληδίνπ κε RNAi) πξνζηάηεπζε απφ ηε λέθξσζε 

ηα δηπιά κεηαιιάγκαηα cup-5(ar465); mec-4(d). Δθηφο απφ ην γνλίδην cup-5, δηεξεπλήζεθαλ 

ηα πνζνζηά ηεο λέθξσζεο ζε ζηειέρε πνπ έθεξαλ κεηαιιαγέο ζην γνλίδην glo-1 (Artal-Sanz 

et al., 2006). Σν γνλίδην glo-1 θσδηθνπνηεί κία Rab GTPάζε, ε ιεηηνπξγία ηεο νπνίαο είλαη 

απαξαίηεηε γηα ηε βηνγέλεζε νξγαληδίσλ ζρεηηθψλ κε ιπζνζψκαηα ζην έληεξν (Hermann et 

al., 2005). Μεηαιιαγέο πνπ νδεγνχλ ζε απψιεηα ελεξγφηεηαο ηνπ γνληδίνπ glo-1 

(αιιειφκνξθα zu391, kx92 θαη zu437) πξνζηαηεχνπλ απφ ηε λέθξσζε ζε γελεηηθφ ππφβαζξν 

mec-4(d).  
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Πίλαθαο 1. Σν ζχλνιν ησλ γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε ιπζνζσκηθή βηνγέλεζε θαη ιεηηνπξγία (εκπιέθνληαη 

ζηνπο κεραληζκνχο ηνπ λεθξσηηθνχ θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ ζε λεπξηθά θχηηαξα) θαη εμεηάζηεθαλ γηα ην ξφιν ηνπο 

ζηε γήξαλζε ζηνλ C. elegans. 

 

Σν ζχλνιν ησλ γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε ιπζνζσκηθή βηνγέλεζε θαη ιεηηνπξγία 

(θαη παίδνπλ ξφιν ζηνπο κεραληζκνχο ηεο λέθξσζεο ζηνλ C. elegans) θαη εμεηάζηεθαλ γηα ην 

ξφιν ηνπο ζηε γήξαλζε ηνπ C. elegans απεηθνλίδνληαη ζηνλ πίλαθα 1. Πξαγκαηνπνηήζεθε 

κηα ζεηξά απφ πεηξάκαηα γήξαλζεο ζε δηάθνξεο ζπλζήθεο πνπ αλαγξάθνληαη πάλσ απφ ην 

θάζε γξάθεκα. 
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EXP1. Ζ απελεξγνπνίεζε ηνπ 

γνληδίνπ vha-12 κε RNAi κεηψλεη ηε 

δηάξθεηα δσήο ηνπ Ν2 ζηειέρνπο. H 

απελεξγνπνίεζε ησλ γνληδίσλ vha-2 

θαη cup-5 κε RNAi δελ επεξεάδεη ηε 

δηάξθεηα δσήο ηνπ Ν2 ζηειέρνπο. Σν 

πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 

20
ν
C. 

 

 

 

 

 

 

EXP2. Ζ απελεξγνπνίεζε ηνπ 

γνληδίνπ vha-12 κε RNAi κεηψλεη ηε 

δηάξθεηα δσήο ηνπ Ν2 ζηειέρνπο. H 

απελεξγνπνίεζε ησλ γνληδίσλ vha-2 

θαη cup-5 κε RNAi δελ επεξεάδεη ηε 

δηάξθεηα δσήο ηνπ Ν2 ζηειέρνπο. Σν 

πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 

20
ν
C. 

 



Μεταπτυχιακή διατριβή Βλάχου Εμμανουήλ 

- 42 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EXP3. Ζ απελεξγνπνίεζε ηνπ 

γνληδίνπ vha-12 κε RNAi κεηψλεη ηε 

δηάξθεηα δσήο ηνπ Ν2 ζηειέρνπο. H 

απελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ cup-5 

κε RNAi δελ επεξεάδεη ηε δηάξθεηα 

δσήο ηνπ Ν2 ζηειέρνπο. Σν πείξακα 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 20
ν
C. 

 

 

 

 

 

EXP4. Ζ απελεξγνπνίεζε ησλ 

γνληδίσλ vha-10 θαη vha-12 κε RNAi 

κεηψλεη ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ Ν2 

ζηειέρνπο. H απελεξγνπνίεζε ησλ 

γνληδίσλ vha-2 θαη cup-5 κε RNAi δελ 

επεξεάδεη ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ Ν2 

ζηειέρνπο. Σν πείξακα 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 20
ν
C. 
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EXP5. Ζ απελεξγνπνίεζε ησλ 

γνληδίσλ vha-10 θαη vha-12 κε RNAi 

κεηψλεη ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ Ν2 

ζηειέρνπο. H απελεξγνπνίεζε ησλ 

γνληδίσλ vha-2 θαη cup-5 κε RNAi δελ 

επεξεάδεη ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ Ν2 

ζηειέρνπο. Σν πείξακα 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 20
ν
C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

EXP6. Ζ απελεξγνπνίεζε ηνπ 

γνληδίνπ vha-10 κεηψλεη ηε δηάξθεηα 

δσήο ηνπ Ν2 ζηειέρνπο. H 

απελεξγνπνίεζε ησλ γνληδίσλ cup-5, 

asp-3, asp-4 θαη clp-1 κε RNAi δελ 

επεξεάδεη ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ Ν2 

ζηειέρνπο. Σν πείξακα 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 20
ν
C. 

 

 

 

 

 



Μεταπτυχιακή διατριβή Βλάχου Εμμανουήλ 

- 44 - 

 

 

 

 

 

 

EXP7. Ζ απελεξγνπνίεζε ηνπ 

γνληδίνπ vha-10 κεηψλεη ηε δηάξθεηα 

δσήο ηνπ Ν2 ζηειέρνπο. Ζ 

απελεξγνπνίεζε ησλ γνληδίσλ cup-5, 

asp-3, asp-4 θαη clp-1 κε RNAi δελ 

επεξεάδεη ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ Ν2 

ζηειέρνπο. Σν πείξακα 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 20
ν
C. 

 

 

 

 

 

 

 

EXP8. Μεηαιιαγέο ζην γνλίδην unc-

32 (e189 αιιειφκνξθν) δελ 

επεξεάδνπλ ηελ δηάξθεηα δσήο (ζε 

γελεηηθφ background ηνμηθψλ 

κεηαιιαγψλ ηνπ mec-4 γνληδίνπ). Σν 

πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 

20
ν
C (θαη ε έλαξμε κέηξεζεο ηεο 

δηάξθεηαο δσήο ήηαλ ζην L4 ζηάδην). 
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EXP9. Γηάξθεηα δσήο ζηειερψλ πνπ 

θέξνπλ κεηαιιαγέο ζην γνλίδην glo-1 

(ειαηησκαηηθά ζηε βηνγέλεζε 

αλάινγσλ κε ιπζνζψκαηα εληεξηθψλ 

θνθθίσλ) (αιιειφκνξθα zu437, kx92, 

zu391). Σν πείξακα 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 20
ν
C (θαη ε 

έλαξμε κέηξεζεο ηεο δηάξθεηαο δσήο 

ήηαλ ζην L4 ζηάδην). 

 

 

 

 

 

 

 

EXP10. Γηάξθεηα δσήο ζηειερψλ πνπ 

θέξνπλ κεηαιιαγέο ζην γνλίδην glo-1 

(ειαηησκαηηθά ζηελ βηνγέλεζε 

αλάινγσλ κε ιπζνζψκαηα εληεξηθψλ 

θνθθίσλ) (αιιειφκνξθα zu437, kx92, 

zu391). Σν πείξακα 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνπο 20
ν
C (θαη ε 

έλαξμε κέηξεζεο ηεο δηάξθεηαο δσήο 

ήηαλ ζην L4 ζηάδην). 

 

 

Απφ ηα παξαπάλσ πεηξάκαηα γίλεηαη αληηιεπηφ φηη ε κείσζε ηεο ελεξγφηεηαο ησλ 

γνληδίσλ vha-10 θαη vha-12 κέζσ RNAi επεξεάδεη αξλεηηθά ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ C. elegans 

(κείσζε) ελψ ε κείσζε ηεο ελεξγφηεηαο ησλ γνληδίσλ vha-2, cup-5, asp-3, asp-4 θαη clp-1 δελ 

επεξεάδεη ζεκαληηθά ηε δσή ηνπ C. elegans φζνλ αθνξά ηε δηάξθεηά ηεο. Ζ κείσζε ηεο 
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ελεξγφηεηαο ησλ γνληδίσλ μεθίλεζε απφ ην L4 ζηάδην ιφγσ ηνπ φηη ηα πεξηζζφηεξα απφ ηα 

γνλίδηα πνπ εμεηάζηεθαλ είλαη απαξαίηεηα γηα ηελ αλάπηπμε ηνπ νξγαληζκνχ (ε 

απελεξγνπνίεζή ηνπο απφ ην ηειεπηαίν πξνλπκθηθφ ζηάδην επηηξέπεη ηελ νινθιήξσζε ηεο 

αλάπηπμεο ηνπ νξγαληζκνχ θπζηνινγηθά, θαη ηελ εμέηαζε ηεο δηάξθεηαο ηεο δσήο ηνπ 

νξγαληζκνχ ρσξίο πηζαλέο αξλεηηθέο αλαπηπμηαθέο επηξξνέο ιφγσ ηεο απελεξγνπνίεζεο ησλ 

γνληδίσλ). ε κεηέπεηηα πεηξάκαηα (EXP4-7) εμεηάζηεθε ν ξφινο ησλ γνληδίσλ απηψλ κέζσ 

απελεξγνπνίεζήο ηνπο απφ ηελ αξρή ηεο ελειηθίσζεο πξνθεηκέλνπ λα απνθιεηζηεί ε 

πηζαλφηεηα ηπρφλ αλαπηπμηαθέο επηξξνέο ιφγσ ηεο κείσζεο ηεο ελεξγφηεηάο ηνπο λα 

επεξεάδνπλ αξλεηηθά ηελ δηάξθεηα δσήο. Δθηφο απφ ην ζηάδην δσήο απφ ην νπνίν μεθίλεζε ην 

RNAi, κηα άιιε παξάκεηξνο πνπ άιιαμε ήηαλ ε ζπγθέληξσζε ηνπ IPTG κε ην νπνίν επάγεηαη 

ε T7 RNA πνιπκεξάζε γηα ηελ παξαγσγή ηνπ dsRNA. Έρεη δεηρηεί φηη αιιαγή ηεο 

ζπγθέληξσζεο ηεο θαιιηέξγεηαο ηνπ πιαζκηδηαθνχ θνξέα πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ 

παξαγσγή ηνπ dsRNA (Rea et al., 2007) ή αιιαγή ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ IPTG πνπ κπνξεί 

λα νδεγήζεη ζε ήπηα, κέηξηα θαη ηζρπξή απελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ κπνξεί λα έρεη εληειψο 

αληίζεηεο επηδξάζεηο σο πξνο ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ νξγαληζκνχ. Έηζη ζειήζακε λα δνχκε θαη 

αλ νη αξλεηηθέο επηδξάζεηο ηεο απελεξγνπνίεζεο νξηζκέλσλ γνληδίσλ ζα κπνξνχζαλ λα 

αληηζηξαθνχλ κεηά απφ επηφηεξε απελεξγνπνίεζε ηνπο κε ην RNAi. Αλεμαξηήησο ηεο 

αιιαγήο απηψλ ησλ παξακέηξσλ ην απνηέιεζκα φζνλ αθνξά ηα γνλίδηα vha-10 θαη vha-12 

ήηαλ ην ίδην: Ζ απελεξγνπνίεζε ηνπο κέζσ RNAi επεξεάδεη αξλεηηθά ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ C. 

elegans, ελψ ηα ππφινηπα γνλίδηα δελ θάλεθε λα επεξεάδνπλ ζεκαληηθά ηελ δηάξθεηα δσήο 

ηνπ C. elegans νχηε θαη κε ηηο δηαθνξνπνηεκέλεο παξακέηξνπο. Σν ίδην ζπκπέξαζκα βγαίλεη 

θαη απφ ηα κεηαιιάγκαηα γηα ηα γνλίδηα unc-32 θαη glo-1: δελ θαίλεηαη λα επεξεάδνπλ 

ζεκαληηθά ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ C. elegans. Όζνλ αθνξά ην αιιειφκνξθν kx92 ηνπ γνληδίνπ 

glo-1 ζην πείξακα 9 θαίλεηαη λα επεξεάδεη αξλεηηθά ηε δηάξθεηα δσήο ελψ ζην πείξακα 10 
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δελ θαίλεηαη θάηη αληίζηνηρν. Πηζαλφηαηα λα νθείιεηαη ε δηαθνξά απηή ζηελ δηαθνξεηηθφηεηα 

κεηαμχ ησλ αηφκσλ φζνλ αθνξά ηε κνξθνγέλεζή ηνπο, πνπ πξνθαιείηαη απφ ην 

κεηαιιαγκέλν αιιειφκνξθν (κεγαιφζσκα δψα δνχζαλ ιηγφηεξν, ελψ θνληφρνληξα ελήιηθα 

δψα δνχζαλ πεξηζζφηεξν θαηά ηελ παξαηήξεζε ηνπο ζηα πηάηα θαηά ηελ επηηέιεζε ηνπ 

πεηξάκαηνο). 
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4. Δηζαγσγή ζην 2ν ηκήκα ηεο εξεπλεηηθήο κειέηεο 

 

4.1 Μνληεινπνίεζε ηεο αζζέλεηαο ηνπ Parkinson ζηνλ C. elegans 

 

Ζ αζζέλεηα ηνπ Parkinson είλαη κηα αξθεηά δηαδεδνκέλε λεπξνεθθπιηζηηθή αζζέλεηα 

παγθνζκίσο. Σν θχξην ραξαθηεξηζηηθφ ηεο απνηειεί ε ζηαδηαθή απψιεηα ησλ 

ληνπακηλεξγηθψλ λεπξψλσλ ζε κηα πεξηνρή ηεο θεθαιήο πνπ απνθαιείηαη Substantia Nigra 

pars compacta. Σα θχξηα ραξαθηεξηζηηθά ησλ αζζελψλ πνπ πάζρνπλ απφ ηελ αζζέλεηα ηνπ 

Parkinson πεξηιακβάλνπλ ξίγνο (ζε θαηάζηαζε εξεκίαο), ζπαζηηθφηεηα θαη αληθαλφηεηα 

έλαξμεο θίλεζεο. Ο εθθπιηζκφο ησλ ληνπακηλεξγηθψλ λεπξψλσλ ραξαθηεξίδεηαη απφ ηελ 

ζπζζψξεπζε πξσηετλψλ ζε έγθιεηζηεο δνκέο πνπ απνθαινχληαη ζψκαηα Lewy θαη 

παξαηεξνχληαη ηφζν ζε ζπνξαδηθέο φζν θαη ζε νηθνγελείο πεξηπηψζεηο ηεο αζζέλεηαο. Οη 

γελεηηθέο κνξθέο ηεο λφζνπ θαηαιακβάλνπλ πνζνζηφ 5-10% φισλ ησλ γλσζηψλ 

πεξηπηψζεσλ. Δλψ ζηηο ζπνξαδηθέο πεξηπηψζεηο πνιινί πεξηβαιινληηθνί παξάγνληεο 

θαίλεηαη λα παίδνπλ θαζνξηζηηθφ ξφιν, ζηηο νηθνγελείο πεξηπηψζεηο έρνπλ αλαθαιπθζεί 

αξθεηά γνλίδηα (θπξίσο εκπιέθνληαη ζηε ξχζκηζε ηεο πξσηετληθήο απνηθνδφκεζεο θαη ηνπ 

νμεηδσηηθνχ ζηξεο) ηα νπνία ζπλδένληαη κε ηνπο κεραληζκνχο ηεο λφζνπ (Dawson and 

Dawson, 2003). 
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4.1.1 Τν ζύζηεκα ληνπακίλεο ζηνλ C. elegans 

 

 

Όπσο πξναλαθέξζεθε, ην θχξην ραξαθηεξηζηηθφ ηεο αζζέλεηαο ηνπ Parkinson είλαη ν 

εθθπιηζκφο ησλ ληνπακηλεξγηθψλ 

λεπξψλσλ ζηελ πεξηνρή Substantia 

Nigra pars Compacta ηνπ 

εγθεθάινπ.  

ην εξκαθξφδηην άηνκν 

ππάξρνπλ ζπλνιηθά 8 λεπξψλεο πνπ 

ζπλζέηνπλ ληνπακίλε ελψ ζην 

αξζεληθφ 14 (Sulston, 1975). ην 

εξκαθξφδηην άηνκν νη 6 απφ ηνπο 8 

λεπξψλεο εληνπίδνληαη ζην πξφζζην 

ηκήκα ηνπ δψνπ (ζηελ πεξηνρή ηεο 

θεθαιήο) (εηθόλα 14) θαη ρσξίδνληαη ζε 2 ηάμεηο : α) ηνπο CEPs (έλα δεχγνο ξαρηαίσλ 

 
 

Δηθόλα 15. Τα βηνζπλζεηηθά κνλνπάηηα ησλ βηνγεληθώλ 

ακηλώλ. Ζ  ιεηηνπξγία πνπ επηηεινχλ ηα πξντφληα ησλ 

γνληδίσλ cat-2, cat-4 θαη bas-1 θαίλεηαη ζην ζρήκα θαη 

πεξηγξάθεηαη. Σα έλδπκα ηα νπνία έρνπλ ζεκεησζεί κε 

αζηεξίζθν, γηα λα ιεηηνπξγήζνπλ απαηηνχλ έλα ζπκπαξάγνληα 

ηνπ νπνίνπ ε ζχλζεζε απαηηεί ηελ GTP θπθιν-υδξνιάζε Η πνπ 

θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην cat-4 (Chase, 2007) .  

 

 

 

Δηθόλα 14. Οη ηξεηο ηάμεηο ληνπακηλεξγηθώλ λεπξώλσλ ηνπ C. elegans ζην εξκαθξόδηην άηνκν 

(www.wormatlas.org). 
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ακθίπιεπξα ζπκκεηξηθψλ –CEPDL/R - θαη έλα δεχγνο θνηιηαθψλ ακθίπιεπξα ζπκκεηξηθψλ – 

CEPVL/R) θαη β) ηνπο ADEs (έλα δεχγνο ακθίπιεπξα ζπκκεηξηθψλ –ADEL/R). Σν δεχγνο ησλ 

δχν ελαπνκεηλάλησλ λεπξψλσλ ηνπ εξκαθξφδηηνπ εληνπίδεηαη ζην κέζν ηνπ ζψκαηνο θαη 

απνηειεί ηελ ηάμε ησλ PDEs (έλα δεχγνο ακθίπιεπξα ζπκκεηξηθψλ λεπξψλσλ). ην αξζεληθφ 

νη επηπιένλ έμη λεπξψλεο εληνπίδνληαη ζηελ πεξηνρή ηεο νπξάο (ξφινο ζηε ζχδεπμε). 

 

4.1.2 Βηνζύλζεζε θαη ζεκαηνδόηεζε κέζσ ληνπακίλεο ζηνλ C. elegans 

 

Σν κνλνπάηη βηνζχλζεζεο ηεο ληνπακίλεο ζηνλ C. elegans θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 15 

(θαίλνληαη θαη ηα βηνζπλζεηηθά κνλνπάηηα ησλ άιισλ βηνγεληθψλ ακηλψλ). To γνλίδην cat-2 

θσδηθνπνηεί κηα πδξνμπιάζε ηπξνζίλεο πνπ ξπζκίδεη ηε βηνζχλζεζε ηεο ληνπακίλεο (Lints, 

1999). Σν γνλίδην bas-1 θσδηθνπνηεί κηα απνθαξβνμπιάζε αξσκαηηθψλ ακηλνμέσλ πνπ 

εκπιέθεηαη ζηα βηνζπλζεηηθά κνλνπάηηα ηφζν ηεο ζεξνηνλίλεο φζν θαη ηεο ληνπακίλεο (Loer, 

1993) ελψ ην γνλίδην cat-4 (Sulston, 1975; Loer, 1993) θσδηθνπνηεί κηα GTP θπθινυδξνιάζε Η 

πνπ εκπιέθεηαη ζηε ζχλζεζε ελφο ζπκπαξάγνληα ν νπνίνο ξπζκίδεη ηα βηνζπλζεηηθά 

κνλνπάηηα ηεο ληνπακίλεο θαη ηεο ζεξνηνλίλεο (θαη κηαο άιιεο βηνγεληθήο ακίλεο, ηεο 

νθηνπακίλεο). 

Μηα γεληθή πεξηγξαθή ηεο πνξείαο ηεο ληνπακίλεο κεηά ηελ ζχλζεζή ηεο αθνξά ην 

θφξησκά ηεο ζηα ζπλαπηηθά θπζηίδηα κέζσ ηνπ κεηαθνξέα CAT-1 (φρη απνθιεηζηηθφο ξφινο 

γηα ηελ ληνπακίλε, αιιά κεηαθέξεη επίζεο θαη ζεξνηνλίλε) (Duerr, 1999). Απαξαίηεηε 

πξνυπφζεζε απηήο ηεο δηαδηθαζίαο είλαη ε χπαξμε κηαο δηαβάζκηζεο πξσηνλίσλ πνπ 

δεκηνπξγείηαη απφ ηε δξάζε ηεο V-ATPάζεο (εληνπηζκφο ζηελ κεκβξάλε ησλ ζπλαπηηθψλ 

θπζηηδίσλ) (Pujol, 2001). 
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Καηά ηε λεπξνδηαβίβαζε ηα ζπλαπηηθά θπζηίδηα ζπληήθνληαη κε ηε κεκβξάλε ηεο 

πξνζπλαπηηθήο πεξηνρήο θαη απειεπζεξψλεηαη ν λεπξνδηαβηβαζηήο. Ο λεπξνδηαβηβαζηήο 

έπεηηα είηε α) απνηθνδνκείηαη ζηνλ εμσθπηηάξην ρψξν (πξνο νκνβαιηληθφ νμχ) (Wintle R.F. , 

2001), είηε β) επαλαθηάηαη ζηνλ πξνζπλαπηηθφ λεπξψλα κέζσ ηνπ κεηαθνξέα DAT-1 (Nass, 

2005), είηε γ) πξνζδέλεηαη ζε κεηαζπλαπηηθνχο ππνδνρείο ηνπ ξπζκίδνληαο ηα επίπεδα ηνπ 

θπθιηθνχ cAMP εκκέζσο κέζσ ξχζκηζεο ηεο αδελπιηθήο θπθιάζεο (ε ξχζκηζε απηή ξπζκίδεη 

πεξαηηέξσ downstream κφξηα πνπ επεξεάδνπλ ηελ ελεξγφηεηα ηνπ κεηαζπλαπηηθνχ 

λεπξψλα) (Perez, 2006). ηνλ C. elegans απηνί νη ππνδνρείο είλαη νη DOP-1, DOP-2, DOP-3 

θαη DOP-4. Οη ζπγθεθξηκέλνη ππνδνρείο αλήθνπλ, φπσο θαη φινη νη ππνδνρείο ληνπακίλεο 

(Missale, 1998), ζηελ νηθνγέλεηα ησλ ππνδνρέσλ πνπ είλαη ζπδεπγκέλνη κε G-πξσηεΐλεο (G-

protein coupled receptors) θαη εκθαλίδνπλ κεγάιε ζπγγέλεηα γηα ηελ ληνπακίλε. O DOP-1 

εκθαλίδεη κεγάιε νκνηφηεηα κε ηνπο D1-like ππνδνρείο ησλ ζειαζηηθψλ, θαη νη DOP-2, DOP-3 

κε ηνπο D2-like αληίζηνηρα(Suo, 2002; Suo, 2003). 

 

4.1.3 Μνληέια επαγσγήο εθθπιηζκνύ ληνπακηλεξγηθώλ λεπξώλσλ ζηνλ C. elegans  

 

ηνλ C. elegans έρνπλ εγθαζηδξπζεί θαη κνληεινπνηεζεί δηάθνξεο πηπρέο ηεο αζζέλεηαο 

ηνπ Parkinson. Ζ έθζεζε ζηηο επηδξάζεηο λεπξνηνμηλψλ φπσο ε 6-OHDA (6-πδξνμπ-

ληνπακίλε) νδεγεί ζε εηδηθφ εθθπιηζκφ ησλ ληνπακηλεξγηθψλ λεπξψλσλ (Nass et al., 2002). 

Οη εθθπιηδφκελνη λεπξψλεο παξνπζηάδνπλ ζηηθηέο (blebbed) δηαδηθαζίεο, ζηξνγγπιεκέλα 

θπηηαξηθά ζψκαηα θαη πνιινί απφ απηνχο κπνξνχλ αθφκα θαη λα εμαθαληζηνχλ κεηά απφ 

παξαηεηακέλε έθζεζε. Παξαηήξεζε ησλ εθθπιηδφκελσλ θπηηάξσλ κε ειεθηξνληθή 

κηθξνζθνπία δείρλεη φηη δελ παξνπζηάδνπλ ραξαθηεξηζηηθά λεθξσηηθνχ ζαλάηνπ (κεκβξαληθέο 

ζπείξεο, δηνγθσκέλα νξγαλίδηα ή ζψκαηα) αιιά παξνπζηάδνπλ ζθνχξα θαη ζηξνγγπιεκέλα 
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ζψκαηα, ζθνχξνπο ππξήλεο, ρξσκαηηληθή ζπκπχθλσζε θαη δελδξηηηθέο δηαδηθαζίεο πνπ 

πεξηέρνπλ θελνηφπηα ή απνπζηάδνπλ ηειείσο. Οη κνξηαθνί κεραληζκνί ηνπ θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ 

είλαη αλεμάξηεηνη απφ ηα θχξηα κφξηα ηεο απφπησζεο (CED-3, CED-4) αιιά εμαξηψληαη απφ 

ηνλ πξνζπλαπηηθφ κεηαθνξέα ληνπακίλεο DAT-1 (κεζνιάβεζε ζηε ζπζζψξεπζε ηεο 

λεπξνηνμίλεο ζην λεπξψλα). Ζ ρξήζε απηνχ ηνπ κνληέινπ έρεη ρξεζηκεχζεη ζηελ εχξεζε 

πνιιψλ κνξίσλ πνπ παίδνπλ ξφιν ζην λεπξνεθθπιηζκφ φπσο ε ΑΑΑ+ ATPase Torsin A 

(κέζσ αξλεηηθήο ξχζκηζεο ηεο ελεξγφηεηαο ηνπ DAT-1) (Cao et al., 2005), ρεκηθψλ νπζηψλ 

(φπσο ην acetaminophen) πνπ πξνζηαηεχνπλ απφ ην λεπξνεθθπιηζκφ (Locke et al., 2008) θαη 

δχν αγσληζηψλ ησλ D2-ηχπνπ ππνδνρέσλ (Marvanova and Nichols, 2007). 

Δθηφο απφ ηελ 6-OHDA, θαη ην MPP+ έρεη ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ επαγσγή ηνπ 

εθθπιηζκνχ ησλ ληνπακηλεξγηθψλ λεπξψλσλ ζηνλ C. elegans (Braungart et al., 2004). Σν 

MPP+ είλαη έλα κεηαβνιηθφ πξντφλ ηεο έλσζεο MPTP (1-κεζπι-4-θαηλπι-1, 2, 3, 6-

ηεηξαυδξνππξηδίλε). Έθζεζε ζηελ MPTP ή ζην MPP+ πξνθαιεί κεησκέλε θηλεηηθφηεηα, 

απμεκέλε ζλεζηκφηεηα θαη ηνλ εηδηθφ εθθπιηζκφ ησλ ληνπακηλεξγηθψλ λεπξψλσλ (δελδξηηηθή 

ή/θαη ζσκαηηθή απψιεηα, ζηηθηέο δηαδηθαζίεο). Ο εθθπιηζκφο είλαη αλεμάξηεηνο απφ κφξηα 

πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηελ απφπησζε (CED-4 θαη CED-13), εμαξηάηαη απφ ηελ ελεξγφηεηα ηνπ 

DAT-1 θαη ηελ ελεξγφηεηα ηνπ vha-12 γνληδίνπ (πνπ θσδηθνπνηεί γηα κηα ππνκνλάδα ηεο V-

ATPase θαη απαηηείηαη γηα ηε λέθξσζε) (Pu and Le, 2008). 

Έλαο απφ ηνπο κεραληζκνχο πνπ εκπιέθνληαη ζηελ αζζέλεηα ηνπ Parkinson είλαη ε 

κηηνρνλδξηαθή δπζιεηηνπξγία (Schapira, 2008). Απηνζσκηθά επηθξαηείο κεηαιιαγέο ζηελ 

LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2) έρνπλ ζπζρεηηζηεί ηφζν κε νηθνγελείο φζν θαη κε 

ζπνξαδηθέο πεξηπηψζεηο ηεο αζζέλεηαο. Ζ έθθξαζε ηεο αλζξψπηλεο κεηαιιαγκέλεο κνξθήο 

ηεο LRRK2 ζηνλ C. elegans νδεγεί ζε εθθπιηζκφ ησλ ληνπακηλεξγηθψλ λεπξψλσλ (Saha et 

al., 2009). Ζ έθθξαζε ηεο αγξίνπ ηχπνπ κνξθήο έρεη επηφηεξεο επηπηψζεηο ζηνλ εθθπιηζκφ. 
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Δπίζεο, κεηαιιαγέο ζην γνλίδην lrk-1 πνπ θσδηθνπνηεί ηελ νξζφινγε πξσηεΐλε ηεο 

αλζξψπηλεο LRRK2, επαηζζεηνπνηεί επίζεο ηνπο ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο ζην 

κηηνρνλδξηαθφ ζηξεο θαη νδεγεί ζε λεπξνεθθπιηζκφ.  

 

4.1.4 Ο ξόινο ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνλ εθθπιηζκό ησλ ληνπακηλεξγηθώλ λεπξώλσλ 

ζηνλ C. elegans 

 

Έγθιεηζηεο δνκέο ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο είλαη έλα θνηλφ παζνινγηθφ ραξαθηεξηζηηθφ ηφζν 

ζπνξαδηθψλ φζν θαη νηθνγελψλ πεξηπηψζεσλ ηεο αζζέλεηαο ηνπ Parkinson. H α-ζπλνπθιεΐλε 

είλαη έλα θχξην ζπζηαηηθφ ησλ ζσκάησλ Lewy πνπ εληνπίδνληαη ζηνπο εθθπιηδφκελνπο 

ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο (Spillantini et al., 1997). Μεηαιιαγέο ζην γνλίδην ηεο α-

ζπλνπθιεΐλεο ή πνιιαπιαζηαζκνί ηνπ γνληδηαθνχ ηφπνπ ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο έρνπλ επίζεο 

ζπζρεηηζηεί κε θάπνηεο απηνζσκηθά επηθξαηείο νηθνγελείο πεξηπηψζεηο ηεο αζζέλεηαο 

(Polymeropoulos et al., 1997; Singleton et al., 2003; Chartier-Harlin et al., 2004). ηνλ C. 

elegans έρνπλ εγθαζηδξπζεί κνληέια ππεξέθθξαζεο ηφζν ηεο αγξίνπ ηχπνπ φζν θαη ηεο 

κεηαιιαγκέλεο κνξθήο ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο, ζε φιν ην λεπξηθφ ζχζηεκα ή εηδηθά ζηνπο 

ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο (Lakso et al., 2003; Cao et al., 2005; Cooper et al., 2006; 

Kuwahara et al., 2006; Qiao et al., 2008). 

Ζ ππεξέθθξαζε ηεο αλζξψπηλεο α-ζπλνπθιεΐλεο (αγξίνπ ηχπνπ ε κεηαιιαγκέλεο) είηε 

ζε φινπο ηνπο λεπξψλεο ή ζε ζπγθεθξηκέλνπο θηλεηήξηνπο λεπξψλεο, πξνθαιεί θηλεηηθά 

πξνβιήκαηα  (Lakso et al., 2003). Έγθιεηζηα ζσκάηηα ή ζπζζσκαηψκαηα ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο 

δελ παξαηεξνχληαη, ελψ ελδνθπηηαξηθά έγθιεηζηα παξαηεξνχληαη ζπάληα ζε απηά ηα 

δηαγνληδηαθά δψα. Ζ ππεξέθθξαζε ηεο αλζξψπηλεο α-ζπλνπθιεΐλεο  (αγξίνπ ηχπνπ ή 

κεηαιιαγκέλεο) εηδηθά ζηνπο ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο πξνθαιεί ηνλ εθθπιηζκφ ηνπο πνπ 
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γίλεηαη πην έληνλνο κε ηελ πάξνδν ηνπ ρξφλνπ (γήξαλζε ησλ δψσλ) (Cao et al., 2005; Cooper 

et al., 2006; Kuwahara et al., 2006). 

Ζ κηηνρνλδξηαθή δπζιεηηνπξγία, δηάθνξεο βιάβεο ζην ζχζηεκα νπβηθνπτηίλεο- 

πξσηεαζψκαηνο, ε παξαγσγή ελεξγψλ ξηδψλ νμπγφλνπ θαη ην ζηξεο ζην ελδνπιαζκαηηθφ 

δίθηπν έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε ηελ παζνγέλεζε ηεο αζζέλεηαο ηνπ Parkinson (Dauer and 

Przedborski, 2003). Ζ ζπζζψξεπζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο κπινθάξεη ηε δηαδηθαζία κεηαθνξάο 

απφ ην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν (ER) ζην ζχκπιεγκα Golgi ζηνλ S. cerevisiae. Ζ 

ππεξέθθξαζε ζπγθεθξηκέλσλ Rab GTPαζψλ πνπ μεπεξλνχλ ην κπινθάξηζκα θαη πξνσζνχλ 

ηελ δηαδηθαζία κεηαθνξάο απφ ην ER ζην Golgi έρεη δεηρηεί φηη πξνζηαηεχνπλ απφ εθθπιηζκφ 

ηνπο ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο ζε δηάθνξνπο νξγαληζκνχο, θαη ζηνλ C. elegans (Cooper et 

al., 2006; Gitler et al., 2008). 

Σα κνληέια επαγσγήο εθθπιηζκνχ ησλ ληνπακηλεξγηθψλ λεπξψλσλ απφ ηελ α-

ζπλνπθιεΐλε έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ εχξεζε θαηαζηνιέσλ ηνπ εθθπιηζκνχ. Αλάκεζα 

ζηα κφξηα πνπ έρνπλ βξεζεί είλαη ε ΑΑΑ+ ATPase Torsin A (Cao et al., 2005), ε ιπζνζσκηθή 

θαζεςίλε D (Qiao et al., 2008) θαζψο θαη κηα πιεηάδα κνξίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ 

απηνθαγία, ηε ιπζνζσκηθή ιεηηνπξγία, ηε δηαδηθαζία κεηαθνξάο θαη ηε ζεκαηνδφηεζε κέζσ 

G-πξσηετλψλ (Hamamichi et al., 2008). 

 

4.2 Η ελδνλνπθιεάζε G θαη ε ιεηηνπξγία ηεο ζηνλ C. elegans 

 

ηα ζειαζηηθά, ηα κηηνρφλδξηα παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηε ξχζκηζε ηνπ θπηηαξηθνχ 

ζαλάηνπ. Πην ζπγθεθξηκέλα, ζην εζσηεξηθφ κηηνρνλδξηαθφ απνπησηηθφ κνλνπάηη, νη ελεξγέο 

κνξθέο ησλ Bax θαη Bak παξαγφλησλ πξνζδέλνληαη ζηελ εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε 

θαη επάγνπλ ηελ αχμεζε ηεο δηαπεξαηφηεηάο ηεο. Απνηέιεζκα απηήο ηεο δηαδηθαζίαο είλαη ε 
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απειεπζέξσζε κηαο νκάδαο πξν-απνπησηηθψλ παξαγφλησλ ζην θπηηαξφπιαζκα. Ο πην 

γλσζηφο παξάγνληαο είλαη ην θπηφρξσκα c πνπ πξνζδέλεηαη ζηνλ Apaf-1 (Apoptotic 

Protease-Activating Factor) θαη καδί κε ηελ θαζπάζε-9 ζρεκαηίδνπλ ην απνπηψζσκα (Li et 

al., 1997). 

ηνλ C. elegans, ζεηξά δεδνκέλσλ ζπλεγνξεί θαηά ηνπ ξφινπ ηνπ θπηνρξψκαηνο c ζηνλ 

ζρεκαηηζκφ ηνπ απνπησζψκαηνο (απψιεηα πεξηνρψλ πξφζδεζεο ηνπ θπηνρξψκαηνο c ζην 

κφξην CED-4 πνπ είλαη φκνην κε ηνλ Apaf-1, θαη ελεξγνπνίεζε ηεο θεληξηθήο θαζπάζεο CED-

3 in vitro ρξεζηκνπνηψληαο κφλν ηα κφξηα EGL-1, CED-4, CED-9 θαη CED-3) (Hu et al., 1998; 

Srinivasula et al., 1998; Yan et al., 2005). 

Ωζηφζν κηα ζεηξά άιισλ κηηνρνλδξηαθψλ πξσηετλψλ έρεη δεηρηεί φηη ζπκκεηέρνπλ ζηελ 

απφπησζε ζηνλ C. elegans. Γχν απφ απηέο είλαη ε CPS-6 (CED-3 protease suppressor-6) θαη 

ε WAH-1 (Worm AIF homologue-1) πνπ είλαη ηα νκφινγα ηεο ελδνλνπθιεάζεο G θαη ηνπ 

παξάγνληα επαγσγήο ηεο απφπησζεο AIF αληίζηνηρα. Μεηά ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο 

απφπησζεο απφ ηελ πξσηεΐλε EGL-1, νη κηηνρνλδξηαθέο απηέο πξσηεΐλεο απειεπζεξψλνληαη 

απφ ηα κηηνρφλδξηα θαη ζπλεξγάδνληαη πξνθεηκέλνπ λα επηηειέζνπλ ηελ απνηθνδφκεζε ηνπ 

DNA ζην θχηηαξν πνπ πεζαίλεη (Parrish et al., 2001; Wang et al., 2002). Δπίζεο δείρηεθε ζε 

απηέο ηηο κειέηεο φηη απηέο νη πξσηεΐλεο δξνπλ ζπλεξγαηηθά πξνθεηκέλνπ λα επάγνπλ ηνλ 

θπηηαξηθφ ζάλαην ππνδεηθλχνληαο φηη ε απνηθνδφκεζε ηνπ DNA, παξά ην φηη απνηειεί ην 

ηειεπηαίν βήκα ηεο απφπησζεο, κπνξεί λα επεξεάζεη ηελ εθηέιεζε ηνπ θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ. 
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5. Απνηειέζκαηα 2νπ ηκήκαηνο εξεπλεηηθήο κειέηεο 

 

5.1 Γηεξεύλεζε ηνπ ξόινπ ηεο ελδνλνπθιεάζεο G ζηε ζπζζσκάησζε ηεο α-

ζπλνπθιεΐλεο (ζηνπο κύεο) ηνπ C. elegans 

 

Γηα λα δηεξεπλεζεί ν ξφινο ηεο ελδνλνπθιεάζεο G ζηε ζπζζσκάησζε ηεο α-

ζπλνπθιεΐλεο ηα άηνκα παξαηεξήζεθαλ θαηά ηελ 7ε εκέξα ηεο ελειηθίσζήο ηνπο φπσο είρε 

πεξηγξαθεί ζε πξνεγνχκελεο κειέηεο (Cao et al., 2005; Qiao et al., 2008), αθνχ ζηα control 

δψα ε ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κχεο παξνπζηάδεη ηα κέγηζηα επίπεδα απηή 

ηελ εκέξα. Σν control ζηέιερνο ππεξεθθξάδεη ηελ α-ζπλνπθιεΐλε ζηνπο κχεο ηνπ ζσκαηηθνχ 

ηνηρψκαηνο ηνπ δψνπ (ζηέιερνο UA49), ελψ θαηαζθεπάζηεθε θαη ην δηπιά κεηαιιαγκέλν 

ζηέιερνο πνπ θέξεη θαη ην αιιειφκνξθν ok1718 ηνπ γνληδίνπ cps-6 πνπ θσδηθνπνηεί ηελ 

νκφινγε πξσηεΐλε ηεο ελδνλνπθιεάζεο G. 
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Δηθόλα 16. Παξαηήξεζε 

ζπζζσκαησκάησλ ηεο α-

ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κύεο ηνπ 

ζσκαηηθνύ ηνηρώκαηνο ηνπ C. 

elegans. Με βέιε ππνδεηθλχνληαη 

ελδεηθηηθά ζπζζσκαηψκαηα ζηνπο 

κχεο (ζε φιε ηελ έθηαζε ηνπ 

ζψκαηνο ηνπ δψνπ). 
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Δηθόλα 17. Μεηαιιαγέο ζην γνλίδην 

cps-6 πνπ θσδηθνπνηεί ηελ 

ελδνλνπθιεάζε G ζηνλ C. elegans 

(αιιειόκνξθν ok1718) δελ 

θαηαζηέιινπλ ηελ ζπζζσκάησζε 

ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κύεο 

ηνπ ζσκαηηθνύ ηνηρώκαηνο ηνπ 

νξγαληζκνύ. Με βέιε 

ππνδεηθλχνληαη ελδεηθηηθά 

ζπζζσκαηψκαηα ζηνπο κχεο (ζε φιε 

ηελ έθηαζε ηνπ ζψκαηνο ηνπ δψνπ). 

 

 

Ζ παξαηήξεζε ησλ ζπζζσκαησκάησλ ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κχεο ηνπ ζσκαηηθνχ 

ηνηρψκαηνο ηνπ C. elegans έδεημε φηη ε έιιεηςε ηεο ελδνλνπθιεάζεο G δελ επεξεάδεη ηε 

ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο θαη ν αξηζκφο ησλ ζπζζσκαησκάησλ κε απιή 

παξαηήξεζε δελ έδεημε λα δηαθέξεη κεηαμχ ησλ control θαη ησλ δηπιά κεηαιιαγκέλσλ 

ζηειερψλ (εηθόλεο 16 θαη 17). 
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5.2 Γηεξεύλεζε ηνπ ξόινπ ηεο ελδνλνπθιεάζεο G ζην λεπξνεθθπιηζκό πνπ επάγεηαη 

από ηελ ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνλ C. elegans 

 

Γηα λα δηεξεπλεζεί ν ξφινο ηεο ελδνλνπθιεάζεο G ζην εθθπιηζκφ ησλ ληνπακηλεξγηθψλ 

λεπξψλσλ πνπ επάγεηαη απφ ηελ ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ηα άηνκα 

παξαηεξήζεθαλ θαηά ηελ 7ε εκέξα ηεο ελειηθίσζήο ηνπο φπσο είρε πεξηγξαθεί ζε 

πξνεγνχκελεο κειέηεο (Cao et al., 2005; Qiao et al., 2008), αθνχ ζηα control δψα ηα πνζνζηά 

λεπξνεθθπιηζκνχ είλαη ηα κέγηζηα απηή ηελ εκέξα (επηβεβαηψζεθε θαη απφ παξαηεξήζεηο καο 

ζηα control άηνκα). Σν control ζηέιερνο ππεξεθθξάδεη ηελ α-ζπλνπθιεΐλε ζηνπο 

ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο ηνπ νξγαληζκνχ (ζηέιερνο UA44), ελψ θαηαζθεπάζηεθε θαη ην 

δηπιά κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο πνπ θέξεη θαη ην αιιειφκνξθν ok1718 ηνπ γνληδίνπ cps-6 πνπ 

θσδηθνπνηεί ην νκφινγν ηεο ελδνλνπθιεάζεο G. Υξεζηκνπνηήζεθε επίζεο ην ζηέιερνο BZ555 

πνπ θαηεπζχλεη ηελ έθθξαζε κφλν ηεο GFP ζηνπο 8 ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο ηνπ  C. 

elegans (εηθόλα 18). Οη παξαηεξήζεηο καο θαη νη κεηξήζεηο λεπξνεθθπιηζκνχ εζηηάζηεθαλ 

ζηνπο 4 CEP ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο ηεο θεθαιήο (αλαιπηηθή πεξηγξαθή ζην 

ππνθεθάιαην «Τιηθά θαη Μέζνδνη».) 

 

  

 

Δηθόλα 18. Παξαηήξεζε ηνπ 

πξνηύπνπ έθθξαζεο ηεο GFP 

ζηνπο ληνπακηλεξγηθνύο λεπξώλεο 

ηεο θεθαιήο. Με βέιε 

ππνδεηθλχνληαη ηα ζψκαηα ησλ 4 

CEPs (cephalic neurons) ζηνπο 

νπνίνπο ζηεξίρηεθε ε κειέηε καο ελψ 

είλαη εκθαλείο νη δελδξηηηθέο ηνπο 

απνιήμεηο πνπ θαηαιήγνπλ ζην 

πξφζζην κέξνο ηεο θεθαιήο. 
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Δηθόλα 19. Υπεξέθθξαζε ηεο α-

ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο 

ληνπακηλεξγηθνύο λεπξώλεο 

πξνθαιεί λεπξνεθθπιηζκό. 

Παξαδείγκαηα δψσλ φπνπ ε εηδηθή 

ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο 

ζηνπο ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο, 

πξνθαιεί ην λεπξνεθθπιηζκφ ηνπο 

(απψιεηα λεπξηθψλ θπηηαξηθψλ 

ζσκάησλ θαη δηαδηθαζηψλ). Απφ ην 

ζχλνιν ησλ 4 CEPs φπνπ ππάξρνπλ 

ζηα θπζηνινγηθά wt δψα, 

παξαηεξείηαη απψιεηα 1-3 λεπξψλσλ. 

Σα βέιε ππνδεηθλχνπλ ηα θπηηαξηθά 

ζψκαηα ησλ CEPs. 

 

 

 

 

 

 

 



Μεταπτυχιακή διατριβή Βλάχου Εμμανουήλ 

- 61 - 

 

 
 

 

Δηθόλα 20. Μεηαιιαγέο ζην γνλίδην 

cps-6 πνπ θσδηθνπνηεί ηελ 

ελδνλνπθιεάζε G ζηνλ C. elegans 

(αιιειόκνξθν ok1718) 

θαηαζηέιινπλ ην λεπξνεθθπιηζκό 

πνπ πξνθαιείηαη από ηελ 

ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο 

ζηνπο ληνπακηλεξγηθνύο λεπξώλεο 

ηνπ νξγαληζκνύ. Με βέιε 

ππνδεηθλχνληαη θπηηαξηθά ζψκαηα 

ησλ CEPs.  

 

 

 

ηηο παξαπάλσ εηθφλεο θαίλεηαη ην θπζηνινγηθφ πξφηππν έθθξαζεο ηεο GFP ζηνπο 

ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο ηεο θεθαιήο (CEPs) (εηθόλα 18), ηα πξφηππα λεπξνεθθπιηζκνχ 

πνπ παξνπζηάδνπλ ηα άηνκα ηνπ ζηειέρνπο UA44 σο απνηέιεζκα ππεξέθθξαζεο ηεο α-

ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο ληνπακηλεξγηθνχο ηνπο λεπξψλεο (εηθόλα 19), θαζψο θαη ν 

πξνζηαηεπηηθφο ξφινο ηεο ελδνλνπθιεάζεο G ζην λεπξνεθθπιηζκφ ησλ CEPs πνπ επάγεηαη 

απφ ηελ ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο (εηθόλα 20). 
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Δηθόλα 21. Τν πνζνζηό ησλ 

αηόκσλ κε κε εθθπιηζκέλνπο 

CEPs (ιόγσ ππεξέθθξαζεο ηεο α-

ζπλνπθιεΐλεο) απμάλεηαη σο 

απνηέιεζκα απώιεηαο ηεο 

ελδνλνπθιεάζεο G. Με ηνλ φξν 

isolate αλαθέξνληαη δηπιά 

κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηα νπνία 

έρνπλ απνκνλσζεί αλεμάξηεηα 

κεηαμχ ηνπο απφ ηελ δηαδηθαζία ηεο 

δηαζηαχξσζεο. Οη γξακκέο 

ζθάικαηνο ζπκβνιίδνπλ ηνλ SEM 

ελψ γηα ηελ αλάιπζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

κέζνδνο 1way ANOVA (P<0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 22. Μεηαιιαγέο ζην γνλίδην 

cps-6 πνπ θσδηθνπνηεί ηελ 

ελδνλνπθιεάζε G ζηνλ C. elegans 

(αιιειόκνξθν ok1718) 

θαηαζηέιινπλ ην λεπξνεθθπιηζκό 

πνπ πξνθαιείηαη από ηελ 

ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο 

ζηνπο ληνπακηλεξγηθνύο λεπξώλεο 

ηνπ νξγαληζκνύ. Με ηνλ φξν isolate 

αλαθέξνληαη δηπιά κεηαιιαγκέλα 

ζηειέρε ηα νπνία έρνπλ απνκνλσζεί 

αλεμάξηεηα κεηαμχ ηνπο απφ ηελ 

δηαδηθαζία ηεο δηαζηαχξσζεο. Οη 

γξακκέο ζθάικαηνο ζπκβνιίδνπλ ηνλ 

SEM ελψ γηα ηελ αλάιπζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

κέζνδνο 1way ANOVA (P<0.001). 
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Όπσο θαίλεηαη θαη απφ ηα παξαπάλσ γξαθήκαηα, κεηαιιαγέο ζην γνλίδην cps-6 πνπ 

θσδηθνπνηεί ηελ ελδνλνπθιεάζε G πξνζηαηεχνπλ απφ εθθπιηζκφ ηνπο ληνπακηλεξγηθνχο 

λεπξψλεο (CEPs).  Όζνλ αθνξά ηα πνζνζηά ησλ αηφκσλ κε θπζηνινγηθνχο wt CEPs (επί ηνπ 

ζπλφινπ ησλ αηφκσλ πνπ εμεηάζηεθαλ γηα θάζε ζηέιερνο) απηά είλαη: ΒΕ555 (100%), UA44 

(22.24% ± 4.42%), isolate 1 (62.15% ± 3.63%), isolate 2 (50.56% ± 1.91%). Όπσο θαίλεηαη 

θαη απφ ηα απνηειέζκαηα, ε έιιεηςε ηεο CPS-6 ειαηηψλεη ηα πνζνζηά ηνπ λεπξνεθθπιηζκνχ 

θαηά 39.9% (isolate 1) θαη 28.3% (isolate 2) ζε ζρέζε κε ην UA44 ζηέιερνο. ε αξηζκφ 

θπζηνινγηθψλ CEPs αλά άηνκν: ΒΕ555 (4), UA44 (2.84 ± 0.08), isolate 1 (3.58 ± 0.03), isolate 

2 (3.39 ± 0.05). Όπσο θαίλεηαη θαη απφ ηα απνηειέζκαηα, ε έιιεηςε ηεο CPS-6 απμάλεη ηνλ 

αξηζκφ ησλ θπζηνινγηθψλ wt CEP λεπξψλσλ αλά άηνκν θαηά 0.73 (isolate 1) θαη 0.54 (isolate 

2) ζε ζρέζε κε ην UA44 ζηέιερνο. 

 

5.3 Γηεξεύλεζε ηνπ ξόινπ ηεο ζπεξκηδίλεο ζηε ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο 

(ζηνπο κύεο) ηνπ C. elegans 

 

Ζ ζπεξκηδίλε απνηειεί κηα θπζηθή πνιπακίλε πνπ ε ελδνθπηηαξηθή ηεο ζπγθέληξσζε 

κεηψλεηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αλζξψπηλεο γήξαλζεο. Ζ ρνξήγεζε ηεο ζπεξκηδίλεο 

αμηνζεκείσηα απμάλεη ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ S. cerevisiae, ηεο D. melanogaster, ηνπ C. 

elegans, θαη ε δηαδηθαζία ηεο απηνθαγίαο (ε ζπεξκηδίλε απμάλεη ηα επίπεδα ηεο απηνθαγίαο) 

απαηηείηαη γηα ηηο επηδξάζεηο ηεο ζπεξκηδίλεο ζηε δηάξθεηα δσήο ηνπ νξγαληζκνχ (Eisenberg 

et al., 2009). 

 Γηα λα δηεξεπλεζνχλ νη επηδξάζεηο ηεο ζπεξκηδίλεο ζηε ζπζζσκάησζε ηεο α-

ζπλνπθιεΐλεο ηα άηνκα παξαηεξήζεθαλ θαηά ηελ 7ε εκέξα ηεο ελειηθίσζήο ηνπο φπσο είρε 

πεξηγξαθεί ζε πξνεγνχκελεο κειέηεο (Cao et al., 2005; Qiao et al., 2008), αθνχ ζηα control 



Μεταπτυχιακή διατριβή Βλάχου Εμμανουήλ 

- 64 - 

δψα ε ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κχεο παξνπζηάδεη ηα κέγηζηα επίπεδα απηή 

ηελ εκέξα (επηβεβαηψζεθε θαη απφ ηηο παξαηεξήζεηο καο). Σν ζηέιερνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε 

ππεξεθθξάδεη ηελ α-ζπλνπθιεΐλε ζηνπο κχεο ηνπ ζσκαηηθνχ ηνηρψκαηνο ηνπ δψνπ (ζηέιερνο 

UA49). Ζ ζπγθέληξσζε ζπεξκηδίλεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ 0.2mΜ θαζψο ζε απηή ηελ 

ζπγθέληξσζε έρεη παξαηεξεζεί ε κέγηζηε επαγσγή απηνθαγίαο ζηνλ C. elegans (Eisenberg 

et al., 2009).  

 

 

 

Δηθόλα 23. Η έθζεζε ζε ζπεξκηδίλε 

δελ θαηαζηέιιεη ηελ 

ζπζζσκάησζε ηεο α-

ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κύεο ηνπ 

ζσκαηηθνύ ηνηρώκαηνο ηνπ C. 

elegans. Με βέιε ππνδεηθλχνληαη 

ελδεηθηηθά ζπζζσκαηψκαηα ζηνπο 

κχεο (ζε φιε ηελ έθηαζε ηνπ ζψκαηνο 

ηνπ δψνπ). 

 

 

Με απιή παξαηήξεζε ησλ δψσλ ε έθζεζε ζε ζπεξκηδίλε θάλεθε φηη δελ θαηαζηέιιεη 

ηελ ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κχεο ηνπ ζσκαηηθνχ ηνηρψκαηνο ησλ δψσλ (ε 

ζχγθξηζε κπνξεί λα γίλεη κε ηα ζπζζσκαηψκαηα ηεο εηθόλαο 23).  
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5.4 Γηεξεύλεζε ηνπ ξόινπ ηεο ζπεξκηδίλεο ζην λεπξνεθθπιηζκό πνπ επάγεηαη από 

ηελ ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνλ C. elegans 

 

Γηα λα δηεξεπλεζνχλ νη επηδξάζεηο ηεο ζπεξκηδίλεο ζην εθθπιηζκφ ησλ ληνπακηλεξγηθψλ 

λεπξψλσλ πνπ επάγεηαη απφ ηελ ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ηα άηνκα 

παξαηεξήζεθαλ θαηά ηελ 7ε εκέξα ηεο ελειηθίσζήο ηνπο φπσο είρε πεξηγξαθεί ζε 

πξνεγνχκελεο κειέηεο (Cao et al., 2005; Qiao et al., 2008), αθνχ ζηα control δψα ηα πνζνζηά 

λεπξνεθθπιηζκνχ είλαη ηα κέγηζηα απηή ηελ εκέξα (επηβεβαηψζεθε θαη απφ παξαηεξήζεηο καο 

ζηα control άηνκα). Σν control ζηέιερνο ππεξεθθξάδεη ηελ α-ζπλνπθιεΐλε ζηνπο 

ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο ηνπ νξγαληζκνχ (ζηέιερνο UA44). Υξεζηκνπνηήζεθε επίζεο ην 

ζηέιερνο BZ555 πνπ θαηεπζχλεη ηελ έθθξαζε κφλν ηεο GFP ζηνπο 8 ληνπακηλεξγηθνχο 

λεπξψλεο ηνπ C. elegans. Οη παξαηεξήζεηο καο θαη νη κεηξήζεηο λεπξνεθθπιηζκνχ 

εζηηάζηεθαλ ζηνπο 4 CEP ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο ηεο θεθαιήο (φπσο θαη ζην 

ππνθεθάιαην 8.3.2). 
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Δηθόλα 24. Η έθζεζε ζε 

ζπεξκηδίλε δελ θαηαζηέιιεη ην 

λεπξνεθθπιηζκό πνπ επάγεη ε 

ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο 

ζηνπο ληνπακηλεξγηθνύο 

λεπξώλεο ηνπ C. elegans. Σν 

πνζνζηφ ησλ αηφκσλ κε κε 

εθθπιηζκέλνπο CEPs (ιφγσ 

ππεξέθθξαζεο ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο) 

δελ απμάλεηαη σο απνηέιεζκα ηεο 

έθζεζεο ζε ζπεξκηδίλε. Οη γξακκέο 

ζθάικαηνο ζπκβνιίδνπλ ηνλ SEM 

ελψ γηα ηελ αλάιπζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

κέζνδνο 1way ANOVA (P>0.05). 

 

 

Δηθόλα 25. Η έθζεζε ζε 

ζπεξκηδίλε δελ θαηαζηέιιεη ην 

λεπξνεθθπιηζκό πνπ επάγεη ε 

ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο 

ζηνπο ληνπακηλεξγηθνύο 

λεπξώλεο ηνπ C. elegans. Ο 

αξηζκφο ησλ κε εθθπιηζκέλσλ CEPs 

αλά άηνκν (ιφγσ ππεξέθθξαζεο ηεο 

α-ζπλνπθιεΐλεο) δελ απμάλεηαη σο 

απνηέιεζκα έθζεζεο ζε ζπεξκηδίλε. 

Οη γξακκέο ζθάικαηνο ζπκβνιίδνπλ 

ηνλ SEM ελψ γηα ηελ αλάιπζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

κέζνδνο 1way ANOVA (P>0.05). 
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Όπσο θαίλεηαη θαη απφ ηα παξαπάλσ γξαθήκαηα (εηθόλεο 24 θαη 25), ε έθζεζε ζε 

ζπεξκηδίλε δελ πξνζηαηεχεη απφ εθθπιηζκφ ηνπο ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο (CEPs).  Όζνλ 

αθνξά ηα πνζνζηά ησλ αηφκσλ κε θπζηνινγηθνχο wt CEPs (επί ηνπ ζπλφινπ ησλ αηφκσλ 

πνπ εμεηάζηεθαλ γηα θάζε ζηέιερνο) απηά είλαη: ΒΕ555 (100%), UA44 (23.33% ± 3.68%), 

UA44 + 0.2mM spermidine (23.12% ± 2.39%). Όπσο θαίλεηαη θαη απφ ηα απνηειέζκαηα, ε 

έθζεζε ζε ζπεξκηδίλε δελ πξνζηαηεχεη απφ ην λεπξνεθθπιηζκφ. ε αξηζκφ θπζηνινγηθψλ 

CEPs αλά άηνκν: ΒΕ555 (4), UA44 (2.86 ± 0.11), UA44 + 0.2mM spermidine (2.82 ± 0.1). 

Όπσο θαίλεηαη θαη απφ ηα απνηειέζκαηα, ε έθζεζε ζε ζπεξκηδίλε δελ απμάλεη ηνλ αξηζκφ 

ησλ θπζηνινγηθψλ wt CEP λεπξψλσλ αλά άηνκν ζε ζρέζε κε ην UA44 ζηέιερνο πνπ δελ έρεη 

εθηεζεί ζε ζπεξκηδίλε. 

 

6. Σύλνςε ησλ απνηειεζκάησλ-Σπδήηεζε 

 

ην πξψην ηκήκα ηεο εξεπλεηηθήο καο κειέηεο δηεξεπλήζεθε ν ξφινο κεηαιιαγψλ πνπ 

είλαη γλσζηφ φηη νδεγνχλ ζε αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο ηνπ C. elegans, ζην λεθξσηηθφ 

θπηηαξηθφ ζάλαην. Πην ζπγθεθξηκέλα, επηιέρηεθαλ κεηαιιαγέο πνπ νδεγνχλ ζε αχμεζε ηεο 

δηάξθεηαο δσήο ζηνλ C. elegans κέζσ 3 θχξησλ κνλνπαηηψλ. Απηέο νη κεηαιιαγέο ήηαλ α) 

κεηαιιαγέο ηνπ insulin/IGF ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ, β) κεηαιιαγέο πνπ νδεγνχλ ζε 

επηπηψζεηο φκνηεο κε ην δηαηηεηηθφ πεξηνξηζκφ θαη γ) κεηαιιαγέο πνπ νδεγνχλ ζε κεησκέλε 

πξσηετληθή ζχλζεζε ζηα ζσκαηηθά θχηηαξα ηνπ νξγαληζκνχ. Όζνλ αθνξά ηηο επηδξάζεηο 

απηψλ ησλ κεηαιιαγψλ ζηελ αχμεζε ηεο δηάξθεηαο δσήο, απηέο ήηαλ νη κέγηζηεο κεηαμχ 

κεηαιιαγψλ πνπ αθνξνχζαλ ην ίδην κνλνπάηη (φπσο έρεη πεξηγξαθεί ζηηο αξρηθέο κειέηεο). Οη 

επηδξάζεηο ηνπο αλαιχζεθαλ ζην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην πνπ επάγεηαη απφ ππεξελεξγά 
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θαλάιηα ηφλησλ (degenerins) θαη πην ζπγθεθξηκέλα απφ ην MEC-4(D) θαη ην DEG-3(D). Ζ 

αξρηθή καο ππφζεζε ήηαλ φηη κεηαιιαγέο πνπ επεθηείλνπλ ηε δηάξθεηα δσήο ζηνλ C. elegans 

ζα κπνξνχζαλ λα πξνζηαηεχζνπλ απφ ην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην πνπ απνηειεί ηνλ 

ηχπν ζαλάηνπ πνπ ππφθεηηαη λεπξνεθθπιηζηηθψλ αζζελεηψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δηαδηθαζία 

ηεο γήξαλζεο. 

Απφ ηα απνηειέζκαηα θαίλεηαη φηη κεηαιιαγέο (αιιειφκνξθα e1368 θαη e1370) ζηνλ 

DAF-2 ππνδνρέα πνπ επεθηείλνπλ αμηνζεκείσηα ηε δηάξθεηα δσήο δελ πξνζηαηεχνπλ απφ ην 

λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην ζε γελεηηθφ ππφβαζξν mec-4(d). Γηεξεπλήζεθε επίζεο ν ξφινο 

ηνπ αιιεινκφξθνπ e1370 ζε γελεηηθφ ππφβαζξν deg-3(d). Καη ζε απηή ηελ πεξίπησζε δελ 

παξαηεξήζεθε θακηά επίδξαζε ζην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην. Έηζη, κε βάζε ηηο 

κεηαιιαγέο πνπ εμεηάζηεθαλ, θαίλεηαη φηη ην insulin/IGF ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη θαη 

κεηαιιαγέο πνπ απμάλνπλ ηε δηάξθεηα δσήο κέζσ κείσζεο ηεο ελεξγφηεηάο ηνπ δελ 

πξνζηαηεχνπλ απφ ην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην. 

Δπίζεο, ην κνλνπάηη ηεο πξσηετλνζχλζεζεο δελ θαίλεηαη λα πξνζηαηεχεη απφ ην 

λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην πνπ πξνθαιείηαη απφ ην mec-4(d). Ζ έιιεηςε ηεο ηζνκνξθήο 

(IFE-2) ηνπ παξάγνληα έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο (null αιιειφκνξθν ok306) πνπ είλαη γλσζηφ 

φηη επεθηείλεη ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ C. elegans δελ πξνζηαηεχεη απφ ην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ 

ζάλαην ζε γελεηηθφ ππφβαζξν mec-4(d). 

Όζνλ αθνξά ηηο κεηαιιαγέο πνπ νδεγνχλ ζε επηπηψζεηο φκνηεο κε ην δηαηηεηηθφ 

πεξηνξηζκφ (κεηαιιαγέο Eat) πξνθαιψληαο πεξηνξηζκέλε πξφζιεςε ηξνθήο ιφγσ 

παξεκπφδηζεο ζσζηήο ιεηηνπξγίαο ηνπ θάξπγγα, απηέο θαίλεηαη λα πξνζηαηεχνπλ νξηαθά 

απφ ην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην ζε γελεηηθφ ππφβαζξν mec-4(d), φπσο θάλεθε απφ 

δηπιά κεηαιιάγκαηα πνπ θέξνπλ ην αιιειφκνξθν ad465 ζην γνλίδην eat-2. Ο 

πξνζηαηεπηηθφο ξφινο ησλ κεηαιιαγψλ Eat ζην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην κπνξεί λα 
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εμεγεζεί απφ ην γεγνλφο φηη ε παξεκπφδηζε ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ θάξπγγα κπνξεί λα νδεγήζεη 

ζε κεξηθή θαηάζηαζε πείλαο ηα δψα. Οη ζπλζήθεο πείλαο έρεη δεηρηεί φηη πξνζηαηεχνπλ απφ ηε 

λέθξσζε (ζε απφγνλνπο πεηλαζκέλσλ δψσλ) θαζψο θάησ απφ απηέο ηηο ζπλζήθεο ε 

ελεξγφηεηα ησλ θαζεςηλψλ έρεη δεηρηεί φηη ειαηηψλεηαη θαηά 5-10% ζε ζρέζε κε ηελ 

αληίζηνηρε ησλ θαιά ηξεθφκελσλ λεκαησδψλ (Hawdon et al., 1989; Syntichaki et al., 2002). 

ην δεχηεξν ηκήκα ηεο εξεπλεηηθήο καο κειέηεο, δηεξεπλήζεθε ν ξφινο ηεο 

απελεξγνπνίεζεο γνληδίσλ θαζψο θαη κεηαιιαγψλ πνπ είλαη γλσζηφ φηη πξνζηαηεχνπλ απφ 

ην λεθξσηηθφ θπηηαξηθφ ζάλαην, ζηε γήξαλζε ζηνλ C. elegans. Πην ζπγθεθξηκέλα, 

επηιέρζεθαλ γνλίδηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε ιπζνζσκηθή βηνγέλεζε θαη ιεηηνπξγία θαη έρεη 

δεηρζεί φηη κεηαιιαγέο ζε απηά ή απελεξγνπνίεζή ηνπο κε RNAi κπνξεί λα πξνζηαηεχζεη απφ 

ηε λέθξσζε (ή ζηελ πεξίπησζε ηνπ γνληδίνπ cup-5 λα εληζρχζεη ηα πνζνζηά ηεο λέθξσζεο). 

Απφ ηα πεηξάκαηα γήξαλζεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ γίλεηαη αληηιεπηφ φηη ε κείσζε 

ηεο ελεξγφηεηαο ησλ γνληδίσλ vha-10 θαη vha-12 κέζσ RNAi επεξεάδεη αξλεηηθά ηε δηάξθεηα 

δσήο ηνπ C. elegans (κείσζε) ελψ ε κείσζε ηεο ελεξγφηεηαο ησλ γνληδίσλ vha-2, cup-5, asp-

3, asp-4 θαη clp-1 δελ επεξεάδεη ζεκαληηθά ηελ δσή ηνπ C. elegans φζνλ αθνξά ηε δηάξθεηά 

ηεο. Ζ κείσζε ηεο ελεξγφηεηαο ησλ γνληδίσλ μεθίλεζε απφ ην L4 ζηάδην ιφγσ ηνπ φηη ηα 

πεξηζζφηεξα απφ ηα γνλίδηα πνπ εμεηάζηεθαλ είλαη απαξαίηεηα γηα ηελ αλάπηπμε ηνπ 

νξγαληζκνχ (ε απελεξγνπνίεζή ηνπο απφ ην ηειεπηαίν πξνλπκθηθφ ζηάδην επηηξέπεη ηελ 

νινθιήξσζε ηεο αλάπηπμεο ηνπ νξγαληζκνχ θπζηνινγηθά, θαη ηελ εμέηαζε ηεο δηάξθεηαο ηεο 

δσήο ηνπ νξγαληζκνχ ρσξίο πηζαλέο αξλεηηθέο αλαπηπμηαθέο επηξξνέο ιφγσ ηεο 

απελεξγνπνίεζεο ησλ γνληδίσλ). ε κεηέπεηηα πεηξάκαηα (4-7) εμεηάζηεθε ν ξφινο ησλ 

γνληδίσλ απηψλ κέζσ απελεξγνπνίεζήο ηνπο απφ ηελ αξρή ηεο ελειηθίσζεο πξνθεηκέλνπ λα 

απνθιεηζηεί ε πηζαλφηεηα ηπρφλ αλαπηπμηαθέο επηξξνέο ιφγσ ηεο κείσζεο ηεο ελεξγφηεηάο 

ηνπο λα επεξεάδνπλ αξλεηηθά ηε δηάξθεηα δσήο. Δθηφο απφ ην ζηάδην δσήο απφ ην νπνίν 
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μεθίλεζε ην RNAi, κηα άιιε παξάκεηξνο πνπ άιιαμε ήηαλ ε ζπγθέληξσζε ηνπ IPTG κε ην 

νπνίν επάγεηαη ε T7 RNA πνιπκεξάζε γηα ηελ παξαγσγή ηνπ dsRNA. Έρεη δεηρηεί φηη αιιαγή 

ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο θαιιηέξγεηαο ηνπ πιαζκηδηαθνχ θνξέα πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ 

παξαγσγή ηνπ dsRNA (Rea et al., 2007) ή αιιαγή ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ IPTG πνπ κπνξεί 

λα νδεγήζεη ζε ήπηα, κέηξηα θαη ηζρπξή απελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ κπνξεί λα έρεη εληειψο 

αληίζεηεο επηδξάζεηο σο πξνο ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ νξγαληζκνχ. Έηζη ζειήζακε λα δνχκε θαη 

αλ νη αξλεηηθέο επηδξάζεηο ηεο απελεξγνπνίεζεο νξηζκέλσλ γνληδίσλ ζα κπνξνχζαλ λα 

αληηζηξαθνχλ κεηά απφ επηφηεξε απελεξγνπνίεζε ηνπο κε ην RNAi. Αλεμαξηήησο ηεο 

αιιαγήο απηψλ ησλ παξακέηξσλ ην απνηέιεζκα φζνλ αθνξά ηα γνλίδηα vha-10 θαη vha-12 

ήηαλ ην ίδην: Ζ απελεξγνπνίεζε ηνπο κέζσ RNAi επεξεάδεη αξλεηηθά ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ C. 

elegans, ελψ ηα ππφινηπα γνλίδηα δελ θάλεθε λα επεξεάδνπλ ζεκαληηθά ηε δηάξθεηα δσήο 

ηνπ C. elegans νχηε θαη κε ηηο δηαθνξνπνηεκέλεο παξακέηξνπο. Σν ίδην ζπκπέξαζκα βγαίλεη 

θαη απφ ηα κεηαιιάγκαηα γηα ηα γνλίδηα unc-32 θαη glo-1: δελ θαίλεηαη λα επεξεάδνπλ 

ζεκαληηθά ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ C. elegans.  

ην ηξίην ηκήκα ηεο εξεπλεηηθήο καο κειέηεο, εμεηάζηεθε αλ θαζνξηζηέο ηεο 

κηηνρνλδξηαθήο ιεηηνπξγίαο ζα κπνξνχζαλ λα απνηεινχλ ηκήκα ηνπ κεραληζκνχ 

λεπξνεθθπιηζκνχ πνπ επάγεηαη απφ ηελ α-ζπλνπθιεΐλε (έγθιεηζηεο δνκέο ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο 

είλαη έλα θνηλφ παζνινγηθφ ραξαθηεξηζηηθφ ηφζν ζπνξαδηθψλ φζν θαη νηθνγελψλ 

πεξηπηψζεσλ ηεο αζζέλεηαο ηνπ Parkinson). Γηα απηφ ην ιφγν εμεηάζηεθε ν ξφινο ηνπ 

νκφινγνπ ηεο ελδνλνπθιεάζεο G ζηελ ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κχεο θαζψο 

θαη ζην λεπξνεθθπιηζκφ. Δπίζεο, δηεξεπλήζεθε αλ ε ζπεξκηδίλε κέζσ ηνπ γλσζηνχ ξφινπ 

ηεο ζηελ επαγσγή ηεο απηνθαγίαο (Eisenberg et al., 2009) κπνξεί λα θαηαζηείιεη ηε 

ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο. Δθηφο απφ απηφ, δηεξεπλήζεθε θαη ε επίδξαζή ηεο ζην 

λεπξνεθθπιηζκφ (πνπ επάγεηαη απφ ηελ α-ζπλνπθιεΐλε ζηνπο ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο).  
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Ζ παξαηήξεζε ησλ ζπζζσκαησκάησλ ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κχεο ηνπ ζσκαηηθνχ 

ηνηρψκαηνο ηνπ C. elegans έδεημε φηη ε έιιεηςε ηεο ελδνλνπθιεάζεο G δελ επεξεάδεη ηε 

ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο θαη ν αξηζκφο ησλ ζπζζσκαησκάησλ κε απιή 

παξαηήξεζε δελ έδεημε λα δηαθέξεη κεηαμχ ησλ control θαη ησλ δηπιά κεηαιιαγκέλσλ 

ζηειερψλ πνπ παξνπζίαδαλ έιιεηςε ηεο ελδνλνπθιεάζεο G. 

Όζνλ αθνξά ην λεπξνεθθπιηζκφ, κεηαιιαγέο ζην γνλίδην cps-6 πνπ θσδηθνπνηεί ηελ 

ελδνλνπθιεάζε G πξνζηαηεχνπλ απφ εθθπιηζκφ ηνπο ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο (CEPs) 

ππνδεηθλχνληαο ηελ ελδνλνπθιεάζε G σο βαζηθφ εθηειεζηή ηνπ εθθπιηζκνχ ησλ 

ληνπακηλεξγηθψλ λεπξψλσλ πνπ επάγεηαη απφ ηελ ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο. 

Ζ ζπεξκηδίλε απνηειεί κηα θπζηθή πνιπακίλε πνπ ε ελδνθπηηαξηθή ηεο ζπγθέληξσζε 

κεηψλεηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αλζξψπηλεο γήξαλζεο. Ζ ρνξήγεζε ηεο ζπεξκηδίλεο 

αμηνζεκείσηα απμάλεη ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ S. cerevisiae, ηεο D. melanogaster, ηνπ C. 

elegans, θαη ε δηαδηθαζία ηεο απηνθαγίαο (ε ζπεξκηδίλε απμάλεη ηα επίπεδα ηεο απηνθαγίαο) 

απαηηείηαη γηα ηηο επηδξάζεηο ηεο ζπεξκηδίλεο ζηε δηάξθεηα δσήο ηνπ νξγαληζκνχ (Eisenberg 

et al., 2009).  

Με απιή παξαηήξεζε ησλ δψσλ ε έθζεζε ζε ζπεξκηδίλε θάλεθε φηη δελ θαηαζηέιιεη 

ηελ ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κχεο ηνπ ζσκαηηθνχ ηνηρψκαηνο ησλ δψσλ ελψ 

παξάιιεια δελ πξνζηαηεχεη θαη απφ εθθπιηζκφ ηνπο ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο (CEPs).  

Έηζη, ε ζπεξκηδίλε κέζσ ηνπ γλσζηνχ ηεο ξφινπ ζηελ επαγσγή ηεο απηνθαγίαο δελ θαίλεηαη 

λα θαηαζηέιιεη ηελ ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κχεο, αιιά θαη ηνλ εθθπιηζκφ 

ησλ ληνπακηλεξγηθψλ λεπξψλσλ. 

 

 



Μεταπτυχιακή διατριβή Βλάχου Εμμανουήλ 

- 72 - 

7.Υιηθά θαη κέζνδνη 

 

7.1 Σπληήξεζε θαη θαιιηέξγεηα ζηειερώλ ηνπ λεκαηώδνπο 

 

Ζ θαιιηέξγεηα ζηειερψλ ηνπ λεκαηψδνπο (είηε δηαγνληδηαθψλ είηε κε) πξαγκαηνπνηήζεθε 

ζχκθσλα κε ηηο θιαζηθέο πξνζεγγίζεηο (Brenner, 1974). Σα δηάθνξα ζηειέρε ηνπ 

λεκαηψδνπο θαιιηεξγνχληαλ ζε NGM (Nematode Growth Medium) πηάηα (δηακέηξνπ 6cm) 

πνπ ήηαλ επηζηξσκέλα κε βαθηήξηα ηνπ ζηειέρνπο OP50 ηεο E. coli θάησ απφ κε 

ππεξπιεζπζκηαθέο ζπλζήθεο ζε ζεξκνθξαζία 20νC ή ζε άιιε ζεξκνθξαζία (15-25νC) 

αλάινγα κε ηελ πηζαλή επαηζζεζία ησλ ππφ εμέηαζε ζηειερψλ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NGM (Nematode Growth Medium) (γηα 1lt) 

 3g NaCl 

 2.5g bactopeptone 

 0.2g streptomycin 

 17g agar 

 1ml CaCl2 1M 

 1ml MgSO4 1M 

 1ml cholesterol (5mg/ml δηαιπκέλε ζε 100% αηζαλφιε) 

 1ml nystatin (100mg/ml δηαιπκέλε ζε 70% αηζαλφιε) 

 25ml K·PO4 1M, pH 6.5 

Σα δηαιχκαηα CaCl2, MgSO4, θαη K·PO4 πξνυπάξρνπλ απνζηεηξσκέλα θαη 

πξνζηίζεληαη ζην δηάιπκα κεηά απφ ηελ απνζηείξσζή ηνπ. Σν ίδην γίλεηαη θαη 

κε ηε cholesterol θαη ηε nystatin (ηα νπνία δελ απνζηεηξψλνληαη ιφγσ ηνπ φηη 

είλαη δηαιπκέλα ζε αηζαλφιε). 
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7.2 Πάγσκα, απνζήθεπζε θαη αλάθηεζε ζηειερώλ ηνπ λεκαηώδνπο 

 

Ο C. elegans κπνξεί λα θαηαςπρζεί θαη λα απνζεθεπηεί γηα κεγάια ρξνληθά δηαζηήκαηα 

ζε πνιχ ρακειέο ζεξκνθξαζίεο (-80νC ή αθφκε θαη -196νC ζην πγξφ άδσην) (Brenner, 1974). 

Ζ δηαηήξεζε ζηειερψλ ηνπ λεκαηψδνπο επηηπγράλεηαη κε ηε ρξήζε θαηάιιεισλ δηαιπκάησλ 

πνπ πεξηέρνπλ γιπθεξφιε (freezing solution). Οη παξάκεηξνη πνπ πξέπεη λα ιεθζνχλ ππφςηλ 

πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί έλα θαιφ πάγσκα αθνξνχλ ηελ θαιή θαηάζηαζε ησλ δηαιπκάησλ 

πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη αιιά πξνπαληφο ηελ θαηάιιειε θαηάζηαζε ησλ δψσλ πνπ πξφθεηηαη 

λα παγσζνχλ (αλαπηπμηαθφ ζηάδην). Έηζη, ιάξβεο 1νπ θαη 2νπ πξνλπκθηθνχ ζηαδίνπ  

επηβηψλνπλ θαιχηεξα κεηά ην πάγσκα ζε αληίζεζε κε άηνκα ησλ ππφινηπσλ αλαπηπμηαθψλ 

ζηαδίσλ.  

Ζ αλάθηεζε ζηειερψλ ηνπ λεκαηψδνπο πνπ έρνπλ παγσζεί ζε πγξφ άδσην (-196νC) 

κπνξεί λα θπκαίλεηαη απφ 35-45%, πνζνζηφ ην νπνίν κπνξεί λα κεησζεί ειαθξά κεηά ην 

πέξαζκα θάπνησλ ρξφλσλ. Ζ απφδνζε επηβίσζεο ζηειερψλ κεηά απφ πάγσκα θαη κφληκε 

απνζήθεπζε ζηνπο -80νC είλαη ιίγν κηθξφηεξε σζηφζν απηή ε πξνζέγγηζε είλαη πνιχ θαιή 

θαη αζθαιήο γηα ηελ απνζήθεπζε ζηειερψλ ηνπ λεκαηψδνπο γηα θάπνηα ρξφληα. 

 

Υιηθά 

 

 
 

Σν pH ηνπ Μ9 buffer πξέπεη λα είλαη 7.0. 
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 Λήςε 5 NGM πηάησλ επηζηξσκέλσλ κε θαγεηφ (OP50) (ηα πηάηα θξνληίδνληαη λα είλαη 

πξφζθαηα επηζηξσκέλα κε «θξέζθν» θαγεηφ). 

 Σνπνζέηεζε 5 αηφκσλ L4 πξνλπκθηθνχ ζηαδίνπ ζε θάζε έλα απφ απηά (ν αξηζκφο αηφκσλ 

κπνξεί λα πνηθίιιεη θαη λα είλαη κεγαιχηεξνο αλάινγα κε ην αλαπαξαγσγηθφ δπλακηθφ ηνπ θάζε 

ζηειέρνπο). 

 Δπψαζε ησλ θαιιηεξγεηψλ ζηνπο 20νC. 

 Παξαηήξεζε ησλ πηάησλ. Ζ επηζπκεηή θαηάζηαζε ζηελ νπνία πξέπεη λα βξίζθνληαη νη 

θαιιηέξγεηεο ησλ πιεζπζκψλ είλαη λα έρνπλ πξνρσξήζεη 2 γεληέο. Γειαδή νη απφγνλνη ζηελ F1 

γεληά λα έρνπλ δψζεη κε ηελ ζεηξά ηνπο απνγφλνπο (F2 γεληά) νη νπνίνη λα βξίζθνληαη ζην L1-L2 

πξνλπκθηθφ ζηάδην. 

 Πξνεηνηκαζία 10 cryovials θαη ηνπνζέηεζή ηνπο ζηνλ πάγν (επίζεο ιήςε ελφο falcon 15ml θαη 

ηνπνζέηεζή ηνπ ζηνλ πάγν). 

 πιινγή ησλ ζθνπιεθηψλ κε 9ml M9 buffer (κε ηε ρξήζε γπάιηλεο πηπέηηαο) («μέπιπκα 

πηάησλ») θαη κεηαθνξά ηνπο ζην falcon. 

 Μεηά ηελ κεηαθνξά ζην falcon, ν φγθνο δηαιχκαηνο έρεη κεησζεί ζε ~7.5ml. 

 Πξνζζήθε ίζνπ φγθνπ freezing solution θαη θαιή αλάδεπζε. 

 Γηακνηξαζκφο ζηα 10 cryovials. 

 Σνπνζέηεζε ησλ cryovials ζηνπο -80νC. 

 Μεηά ην πέξαζκα θάπνηνπ ρξνληθνχ δηαζηήκαηνο (>2 εβδνκάδεο) πξαγκαηνπνηείηαη 

παξαηήξεζε ηεο βησζηκφηεηαο ηνπ εθάζηνηε ζηειέρνπο πξνθεηκέλνπ λα εμεηαζζεί ε 

απνηειεζκαηηθφηεηα ηνπ παγψκαηνο. Απηφ πνπ πξέπεη λα παξαηεξείηαη είλαη ε αλάθηεζε 

κεγάινπ αξηζκνχ αηφκσλ L1-L2 πξνλπκθηθνχ ζηαδίνπ. Αλ δελ παξαηεξείηαη κεγάιν πνζνζηφ 

αλαθηψκελσλ δσληαλψλ αηφκσλ απηψλ ησλ ζηαδίσλ, ηφηε πξαγκαηνπνηείηαη εμ αξρήο λέν 

πάγσκα ηνπ ζηειέρνπο. 
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7.3 Γελεηηθέο δηαζηαπξώζεηο 

 

Γηα ην ζρεκαηηζκφ δηπιά κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ αιιά θαη ηελ παξαηήξεζε 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ αηφκσλ ζε κεηαιιαγκέλν γελεηηθφ ππφβαζξν πξαγκαηνπνηήζεθαλ 

δηαζηαπξψζεηο αλάκεζα ζηα αληίζηνηρα ζηειέρε ή ζηειέρε θαη δηαγνληδηαθά άηνκα (Ward, 

1979; Loer, 1993; Liu, 1995). Ζ επηινγή ηνπ ζηειέρνπο απ’ φπνπ ζα ρξεζηκνπνηεζνχλ 

αξζεληθά άηνκα γίλεηαη κε βάζε ηελ ηθαλφηεηα δεπγαξψκαηνο (mating). Απφ ηα ζηειέρε πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαλέλα δελ παξνπζηάδεη κεησκέλε ηθαλφηεηα δεπγαξψκαηνο. Ζ 

πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ησλ δηαζηαπξψζεσλ θαζψο θαη νη θαηλφηππνη πάλσ ζηνπο νπνίνπο 

ζηεξίρηεθε ε επηηέιεζή ηνπο πεξηγξάθεηαη αλαιπηηθά γηα ην θάζε ζηέιερνο παξαθάησ. 

 

7.3.1 Αξζεληθά άηνκα 

 

Σα αξζεληθά άηνκα έρνπλ γνλφηππν ΥΟ θαη πξνθχπηνπλ απφ ην κε απνρσξηζκφ ησλ 

θπιεηηθψλ αδειθψλ ρξσκαηίδσλ θαηά ηηο κεησηηθέο δηαηξέζεηο ησλ γακεηηθψλ θπηηάξσλ. Τπφ 

θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο ε ζπρλφηεηα εκθάληζήο ηνπο είλαη πεξίπνπ 1‰ ελψ ην πνζνζηφ απηφ 

απμάλεηαη ππφ ζπλζήθεο ζηξεο. Ζ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη είλαη ε εμήο: 

 

 Λήςε 5 NGM πηάησλ επηζηξσκέλσλ κε θαγεηφ (OP50) (ηα πηάηα θξνληίδνληαη λα είλαη 

πξφζθαηα επηζηξσκέλα κε «θξέζθν» θαγεηφ). 

 Σνπνζέηεζε 5 εξκαθξφδηησλ αηφκσλ L4 πξνλπκθηθνχ ζηαδίνπ ζε θάζε έλα απφ απηά (ν 

αξηζκφο αηφκσλ κπνξεί λα πνηθίιιεη θαη λα είλαη κεγαιχηεξνο αλάινγα κε ην αλαπαξαγσγηθφ 

δπλακηθφ ηνπ θάζε ζηειέρνπο). 

 Δπψαζε ησλ θαιιηεξγεηψλ ζηνπο 34νC γηα 5 ψξεο. 
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 Σνπνζέηεζε ησλ πηάησλ ζε θπζηνινγηθή ζεξκνθξαζία (15-25νC) αλάινγα κε ην εθάζηνηε 

ζηέιερνο. 

 Δχξεζε θαη ιήςε αξζεληθψλ αηφκσλ απφ ηνπο απνγφλνπο ησλ αξρηθψλ αηφκσλ. 

 

Γηα ηε ζπληήξεζε θαιιηεξγεηψλ αξζεληθψλ αηφκσλ ηνπ εθάζηνηε ζηειέρνπο, 

ιακβάλνληαη αξζεληθά θαη ζειπθά άηνκα ηνπ ζηειέρνπο (ε αλαινγία ησλ αξζεληθψλ πξνο ηα 

εξκαθξφδηηα άηνκα είλαη 3:1 φπσο ζπλήζσο θαη ζηηο δηαζηαπξψζεηο) θαη αθήλνληαη ηα πηάηα 

ζηνπο 15νC φπνπ θαη δηαζηαπξψλνληαη αξζεληθά κε εξκαθξφδηηα άηνκα ηνπ ίδηνπ ζηειέρνπο 

θαη πξνέξρνληαη αξζεληθνί απφγνλνη (ν αξηζκφο ηνπο είλαη κεγάινο κέζα ζην πηάην). 

Όζνλ αθνξά ηηο γελεηηθέο δηαζηαπξψζεηο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηηο πεηξακαηηθέο 

καο κειέηεο, δεκηνπξγήζεθαλ αξζεληθά άηνκα ησλ ζηειερψλ mec-4(d), deg-3(d) θαη cps-

6(ok1718). 

 

7.3.2 Γελεηηθέο δηαζηαπξώζεηο 

 

Κάζε δηαζηαχξσζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε πηάηα φπνπ κηα κηθξή κφλν επηθάλεηά ηεο 

ήηαλ θαιπκκέλε κε βαθηήξηα ψζηε λα απμεζεί ε πηζαλφηεηα ζπλεχξεζεο ησλ αηφκσλ. Δθεί 

ηνπνζεηήζεθαλ αξζεληθά θαη εξκαθξφδηηα άηνκα ζε αλαινγία (3/8). Γηα λα ζεσξεζεί κηα 

δηαζηαχξσζε επηηπρεκέλε παξαηεξνχληαη ηα άηνκα ηεο γεληάο F1 ζηα νπνία ην πνζνζηφ ησλ 

αξζεληθψλ αηφκσλ πξέπεη λα είλαη πεξίπνπ 50%. Απφ ηελ γεληά F1 παίξλνπκε 5 εξκαθξφδηηα 

άηνκα θαη ηα ηνπνζεηνχκε μερσξηζηά ζε λέα πηάηα φπνπ θαη αθήλνπλ απγά. Σα άηνκα απηά 

ζα πξέπεη λα είλαη φια εηεξφδπγα γηα ηελ θάζε κεηαιιαγή θαη ζηελ πεξίπησζε πνπ απηέο είλαη 

ππνηειείο ζα πξέπεη λα έρνπλ θαηλφηππν αγξίνπ ηχπνπ. Απφ ηα άηνκα ηεο γεληάο F2 ηα 

νκφδπγα θαη γηα ηηο δπν κεηαιιαγέο πξνθχπηνπλ ζε αλαινγία 1/16 θαζψο ε θιεξνλνκηθφηεηα 
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αθνινπζεί Μεληειηαλφ πξφηππν. Ο έιεγρνο γηα ηελ εθάζηνηε κεηαιιαγή γίλεηαη είηε κέζσ ηνπ 

θαηλνηχπνπ είηε κέζσ αληίδξαζεο PCR φηαλ ε κεηαιιαγή είλαη κηα έιιεηςε πνπ δελ πξνθαιεί 

κνξθνινγηθέο ή αλαηνκηθέο αλσκαιίεο. Όζνλ αθνξά ηνλ θαηλφηππν ηνπ ζηειέρνπο mec-4(d) 

απηφο αθνξά ηελ απφθξηζε ηνπ ζηειέρνπο ζε gentle body touch (πεξηγξαθή παξαθάησ). 

Όζνλ αθνξά ην deg-3(d) ζηέιερνο, απηφ θαηλνηππηθά ζέξλεη ηελ νπξά ηνπ (ε κεγάιε 

πιεηνςεθία ησλ αηφκσλ, φπσο έρεη πξνθχςεη απφ πεηξακαηηθέο παξαηεξήζεηο). ηελ 

πεξίπησζε δηαζηαπξψζεσλ κε δηαγνληδηαθά άηνκα ε επηινγή γίλεηαη κε βάζε ην δείθηε 

κεηαζρεκαηηζκνχ (cotransformation marker). 

Αλαιπηηθά νη δηαζηαπξψζεηο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεξηγξάθνληαη παξαθάησ. 

 

7.3.2.1 daf-2(e1370)III; mec-4(u231)X, daf-2(e1368)III; mec-4(u231)X, daf-2(e1370)III; deg-

3(u662)V 

 

O θαηλφηππνο ζηνλ νπνίν ζα ζηεξηρηνχκε γηα ηα daf-2 κεηαιιαγκέλα ζηειέρε (e1368 θαη 

e1370 αιιειφκνξθα) θαηά ηελ δηαζηαχξσζή ηνπο κε ην mec-4(u231)X θαη κε ην deg-

3(u662)V ζηέιερνο είλαη ν ζρεκαηηζκφο dauer κνξθψλ. Με βάζε ηελ βηβιηνγξαθία ε επψαζε 

απγψλ θαη πξνλπκθψλ κηθξψλ ζηαδίσλ L1 θαη L2 ησλ daf-2 κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ ζηνπο 

25νC νδεγεί φια ηα άηνκα (penetrance θαηλνηχπνπ=100%) ζην λα αθνινπζήζνπλ ην dauer 

ελαιιαθηηθφ κνλνπάηη (ζηνπο 20νC, ζεσξεηηθά, ην 15% αθνινπζεί ην dauer κνλνπάηη). Γηα λα 

ην ηζεθάξνπκε απηφ θαη λα ην ζπγθξίλνπκε κε ην N2, ην mec-4(d) θαη ην deg-3(d) 

κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο πξαγκαηνπνηήζακε ηελ εμήο δηαδηθαζία: 

 

 Λήςε 10 gravid adult αηφκσλ απφ ηνπο 15νC (ή απφ ηνπο 20νC γηα ηα άιια δχν ζηειέρε) 

 Σνπνζέηεζή ηνπο γηα 4 ψξεο ζηνπο 20νC πξνθεηκέλνπ λα αθήζνπλ απγά. 
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 Αθαίξεζε ησλ ελήιηθσλ αηφκσλ απφ ηα πηάηα. 

 Σνπνζέηεζε ησλ πηάησλ κε ηα απγά ζηνπο 25νC (Day 0). 

 Καηά ηελ 3ε εκέξα κεηά ηελ ηνπνζέηεζε ησλ πηάησλ κε ηα απγά ζηνπο 25νC, ηα πηάηα 

εμεηάδνληαη γηα λα δηαπηζησζεί ην πνζνζηφ ηνπ ζπλφινπ ησλ αηφκσλ πνπ έρνπλ γίλεη dauers. 

 

Ζ παξαπάλσ δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηήζεθε γηα ηα ζηειέρε N2, mec-4 (u231)X, daf-

2(e1370)III, deg-3(u662)V. Όζνλ αθνξά ηα ζηειέρε Ν2, mec-4(u231)X, θαη deg-3(u662)V ην 

ζχλνιν ησλ αηφκσλ βξηζθφηαλ ζην ελήιηθν ζηάδην (Ν=50-60), ελψ φζνλ αθνξά ην daf-2 

κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο, φια ηα άηνκα είραλ γίλεη dauers (N=53). 

 
daf-2(e1370)III; mec-4(u231)X 

 
1) Cross κε ηελ ρξήζε 8 ♂ αηφκσλ ηνπ mec-4(u231)X ζηειέρνπο θαη 3 ♀ L4 αηφκσλ ηνπ daf-

2(e1370)III ζηειέρνπο (20νC). 

2) Όηαλ ηα εξκαθξφδηηα άηνκα αξρίζνπλ λα αθήλνπλ απγά, αθαηξνχκε ηα αξζεληθά άηνκα απφ ην 

πηάην ηεο δηαζηαχξσζεο. 

3) εθψλνπκε 5-6 F1 άηνκα θαη ηνπνζέηεζε αηνκηθά ζε πηάηα (ζεσξεηηθά πξέπεη λα είλαη 

εηεξφδπγα γηα ηα δχν γνλίδηα αλ έρεη πξαγκαηνπνηεζεί ε δηαζηαχξσζε). Βιέπνπκε ηελ χπαξμε 

αξζεληθψλ αηφκσλ ζην πηάην. 

4) Αθήλνπκε λα δψζνπλ φινπο ηνπο απνγφλνπο ηνπο. 

5) Απφ ηα πηάηα κε ηνπο F2 απνγφλνπο ζεθψλσ 35-40 young adult άηνκα (1/16 ζεσξεηηθά είλαη 

νκφδπγνο δηπιά κεηαιιαγκέλνο κε βάζε ηνλ θιαζζηθφ δηυβξηδηζκφ) ηα νπνία είλαη insensitive 

(κε ηξίρα) θαη ηα βάδσ αηνκηθά ζε πηάηα. Αθήλσ ηα F2 άηνκα λα δψζνπλ φινπο ηνπο 

απνγφλνπο ηνπο. 

6) Όηαλ γίλνπλ ηα F3 άηνκα young adult ειέγρνπκε κε ηξίρα γηα touch sensitivity (ειέγρνπκε φια 

ηα ζθνπιήθηα, θαη θπξίσο απηά πνπ βξίζθνληαη έμσ απφ ην ζηξψκα ησλ βαθηεξίσλ). 
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7) Σα πηαηάθηα πνπ ζα έρσ δεη φια λα είλαη touch insensitive, ηα θξαηάσ ζαλ ππνςήθηα MEC 

(ππνζέησ φηη ην F2 άηνκν πνπ άθεζα λα δψζεη ηνπο F3 απνγφλνπο ήηαλ νκφδπγν mec-4(d)). 

8) Απφ ην θάζε πηαηάθη πνπ είλαη ππνςήθην νκφδπγν mec-4(d) ζεθψλσ 2 απνγφλνπο (αλ έρσ 6-7 

ππνςήθηα) θαη ηνπο βάδσ single ζε πηάηα φπνπ ζα ηνπο αθήζσ λα δψζνπλ ηελ F4 γεληά. Θα 

ηζεθάξσ ηελ F4 γεληά γηα touch sensitivity κε ηξίρα θαη αθνχ βεβαησζψ φηη φια είλαη 

insensitive, ζα πάξσ young adult άηνκα (ελαιιαθηηθά κπνξψ λα πάξσ F4 απγά ~15 ζε θάζε 

πηάην θαη επψαζε ζηνπο 25νC)  θαη ζα ηα βάισ ζηνπο 25oC λα αθήζνπλ απγά. Σα πηάηα πνπ 

φια ζα γίλνπλ dauers (F5 γεληά) είλαη ππνςήθηα νκφδπγα θαη γηα ηα δχν κεηαιιαγκέλα 

αιιειφκνξθα (πξνέξρνληαη απφ νκφδπγν άηνκν γηα ην κεηαιιαγκέλν αιιειφκνξθν ηνπ daf-2 

γνληδίνπ θαη είλαη θαη ππνςήθηα MEC) (ππνςήθηα MEC+DAF). 

9) πλεπψο ζα θαηαιήμσ ζε θάπνηα πνπ είλαη ππνςήθηα MEC+DAF. 

10) Γηα λα είκαζηε ζίγνπξνη φηη είλαη MEC, ζα πάξσ 15 άηνκα (single) θαη ζα ηα αθήζσ λα δψζνπλ 

απνγφλνπο. Πξέπεη θαη απφ ηα 15 πηαηάθηα λα βξσ έζησ θαη 1 ζθνπιήθη κε vacuoles γηα λα 

είλαη ην αξρηθφ νκφδπγν MEC. 

 

daf-2(e1368)III; mec-4(u231)X 

 
Ζ ίδηα δηαδηθαζία κε ηελ παξαπάλσ αθνινπζήζεθε θαη γηα ηελ δεκηνπξγία ηνπ δηπιά 

κεηαιιαγκέλνπ ζηειέρνπο daf-2(e1368)III; mec-4(u231)X. 

 

daf-2(e1370)III; deg-3(u662)V 

 
1) Cross κε ηελ ρξήζε 16 ♂ αηφκσλ ηνπ deg-3(u662)V ζηειέρνπο θαη 4 ♀ L4 αηφκσλ ηνπ daf-

2(e1370)III ζηειέρνπο (20νC). 

2) Όηαλ ηα εξκαθξφδηηα άηνκα αξρίζνπλ λα αθήλνπλ απγά, αθαηξνχκε ηα αξζεληθά άηνκα απφ ην 

πηάην ηεο δηαζηαχξσζεο. 
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3) εθψλνπκε 5-6 F1 άηνκα θαη ηνπνζέηεζε αηνκηθά ζε πηάηα (ζεσξεηηθά πξέπεη λα είλαη 

εηεξφδπγα γηα ηα δχν γνλίδηα αλ έρεη πξαγκαηνπνηεζεί ε δηαζηαχξσζε). Βιέπνπκε ηελ χπαξμε 

αξζεληθψλ αηφκσλ ζην πηάην. 

4) Αθήλνπκε λα δψζνπλ φινπο ηνπο απνγφλνπο ηνπο. 

5) Απφ ηα πηάηα κε ηνπο F2 απνγφλνπο ζεθψλσ 35-40 young adult άηνκα (1/16 ζεσξεηηθά είλαη 

νκφδπγνο δηπιά κεηαιιαγκέλνο κε βάζε ηνλ θιαζζηθφ δηυβξηδηζκφ) ηα νπνία ζέξλνπλ ηελ 

νπξά ηνπο θαη ηα βάδσ αηνκηθά ζε πηάηα. Αθήλσ ηα F2 άηνκα λα δψζνπλ φινπο ηνπο 

απνγφλνπο ηνπο. 

6) Όηαλ γίλνπλ ηα F3 άηνκα young adult ειέγρνπκε φια ηα ζθνπιήθηα κέζα ζην πηάην γηα ην αλ 

ζέξλνπλ ηελ νπξά ηνπο (ειέγρνπκε φια ηα ζθνπιήθηα, θαη θπξίσο απηά πνπ βξίζθνληαη έμσ 

απφ ην ζηξψκα ησλ βαθηεξίσλ). 

7) Σα πηαηάθηα πνπ ζα έρσ δεη φια λα ζέξλνπλ ηελ νπξά ηνπο (δχζθνιν γηαηί ν θαηλφηππνο δελ 

είλαη 100% penetrant), ηα θξαηάσ ζαλ ππνςήθηα DEG (ππνζέησ φηη ην F2 άηνκν πνπ άθεζα 

λα δψζεη ηνπο F3 απνγφλνπο ήηαλ νκφδπγν deg-3(d)). 

8) Απφ ην θάζε πηαηάθη πνπ είλαη ππνςήθην νκφδπγν deg-3(d) ζεθψλσ 10-15 F3 απνγφλνπο απφ 

ηα πην θαιά κνπ πηάηα κε θαηλφηππν DEG θαη ηνπο βάδσ αηνκηθψο ζε πηάηα φπνπ ζα ηνπο 

αθήζσ λα δψζνπλ απγά (ζήθσζα 10 single άηνκα). Όηαλ ηα δψα αθήζνπλ ιίγα απγά, ζα 

ζεθψζσ L1 άηνκα θαη ζα ηα ηζεθάξσ γηα vacuoles. Σα δψα πνπ απφ φια ηα πηάηα έρσ δεη 

έζησ θη έλα άηνκν ζε θάζε πηάην λα έρεη vacuoles είλαη ππνςήθηα DEG. Έπεηηα επηζηξέθσ ζην 

αξρηθφ πηάην κε ηα F3 δψα θαη ζα ζεθψζσ αλάινγα κε ηνλ αξηζκφ ησλ ππνςήθησλ DEG, 

single young adult άηνκα (ηα πην λεαξά πνπ ζα κνπ δψζνπλ έηζη ζεκαληηθφ αξηζκφ απγψλ). 

Θα ηζεθάξσ ηελ F4 γεληά γηα ζχξζηκν νπξάο ελψ παξάιιεια ζα έρσ πάξεη 10-15 απγά απφ ην 

θάζε πηάην γηα λα δσ απφ πνην πηάην ζα γίλνπλ φια dauers. Απηά πνπ ζα γίλνπλ φια dauers 

είλαη ππνςήθηα DAF θαη DEG. Θα αθήζσ ηα αξρηθά πηάηα απφ ηα νπνία πήξα ηα απγά λα 

πξνρσξήζνπλ θαη αθνχ βεβαησζψ φηη φια ζέξλνπλ ηελ νπξά ηνπο, ζα πάξσ young adult 
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άηνκα (single) θαη ζα ηα αθήζσ λα δψζνπλ απνγφλνπο. Πξέπεη θαη απφ ηα 15 πηαηάθηα λα βξσ 

έζησ θαη 1 ζθνπιήθη κε vacuoles γηα λα είλαη ην αξρηθφ νκφδπγν DEG. 

9) πλεπψο ζα θαηαιήμσ ζε θάπνηα πνπ είλαη DEG+DAF. 

 

7.3.2.2 eat-2(ad465)II; mec-4(u231)X 
 
 

O θαηλφηππνο ζηνλ νπνίν ζα ζηεξηρηνχκε γηα ην eat-2 κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο θαηά ηελ 

δηαζηαχξσζή ηνπ κε ην mec-4(u231)X ζηέιερνο είλαη ην pharyngeal pumping. Με βάζε ηελ 

βηβιηνγξαθία ηα Eat κεηαιιάγκαηα παξνπζηάδνπλ πξνβιήκαηα ζηελ ιεηηνπξγία ηνπ θάξπγγα. 

Σν eat-2(ad465) κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο, παξνπζηάδεη ειαηησκέλν αιιά θπζηνινγηθφ 

pharyngeal pumping θαη παξαηεξψληαο πηάηα θαιιηεξγεηψλ είλαη εκθαλήο ε ιηγφηεξε 

πνζφηεηα ηξνθήο πνπ θαηαλαιψλεη ην ζηέιερνο, ελψ ε εκθάληζή ηνπ είλαη ζαλ starved. Γηα 

λα ην ηζεθάξνπκε απηφ θαη λα ην ζπγθξίλνπκε κε ην N2 θαη ην mec-4(d) κεηαιιαγκέλν 

ζηέιερνο πξαγκαηνπνηήζακε ηελ εμήο δηαδηθαζία: 

   

 Λήςε 10-20 gravid adult αηφκσλ απφ ηα θπζηνινγηθά πηάηα θαιιηεξγεηψλ ζηνπο 20νC (ή απφ 

ζπγρξνληζκέλεο θαιιηέξγεηεο). 

 Μεηαθνξά ζε λέα NGM πηάηα κε OP50. 

 Σα αθήλνπκε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ (22-24νC) γηα πεξίπνπ 10-20min. 

 Παξαηήξεζε θάησ απφ ην ζηεξενζθφπην θαη κέηξεζε ησλ παικψλ ηνπ θάξπγγα γηα 10sec 

(έπεηηα ππνινγηζκφο κε αλαγσγή ζην 1min). Πξαγκαηνπνίεζε 4-5 κεηξήζεσλ γηα θάζε άηνκν. 

 

Ζ παξαπάλσ δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηήζεθε γηα ηα ζηειέρε N2, mec-4(u231)X θαη eat-

2(ad465). Όζνλ αθνξά ηα ζηειέρε Ν2 θαη mec-4 (u231)X, νη παικνί ηνπ θάξπγγα θαηά ηελ 

παξαηήξεζε ησλ αηφκσλ ήηαλ πάλσ απφ 30/10sec θαη δελ ήηαλ δπλαηή ε κέηξεζή ηνπο κε 
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απιή παξαηήξεζε θάησ απφ ην ζηεξενζθφπην ιφγσ ηεο ηαρχηεηάο ηνπο. Αληίζεηα ην eat-

2(ad465) παξνπζίαδε θαηά κέζν φξν pharyngeal pumping κε ξπζκφ πεξίπνπ 10 

παικνχο/10sec. Δπίζεο, ζα πξέπεη ε παξαηήξεζε ησλ δψσλ λα γίλεηαη πνιχ πξνζεθηηθά θαη 

γηα κεγάια ρξνληθά δηαζηήκαηα. 

 

eat-2(ad465)II; mec-4(u231)X 
 

1) Cross κε ηελ ρξήζε 16 ♂ αηφκσλ ηνπ mec-4(u231)X ζηειέρνπο θαη 4 ♀ L4 αηφκσλ ηνπ eat-

2(ad465) ζηειέρνπο (20νC). 

2) Όηαλ ηα εξκαθξφδηηα άηνκα αξρίζνπλ λα αθήλνπλ απγά, αθαηξνχκε ηα αξζεληθά άηνκα απφ ην 

πηάην ηεο δηαζηαχξσζεο. 

3) εθψλνπκε 5-6 F1 άηνκα θαη ηνπνζέηεζε αηνκηθά ζε πηάηα (ζεσξεηηθά πξέπεη λα είλαη 

εηεξφδπγα γηα ηα δχν γνλίδηα αλ έρεη πξαγκαηνπνηεζεί ε δηαζηαχξσζε). Βιέπνπκε ηελ χπαξμε 

αξζεληθψλ αηφκσλ ζην πηάην. 

4) Αθήλνπκε λα δψζνπλ φινπο ηνπο απνγφλνπο ηνπο. 

5) Απφ ηα πηάηα κε ηνπο F2 απνγφλνπο ζεθψλσ 35-40 young adult άηνκα (1/16 ζεσξεηηθά είλαη 

νκφδπγνο δηπιά κεηαιιαγκέλνο κε βάζε ηνλ θιαζζηθφ δηυβξηδηζκφ) ηα νπνία είλαη insensitive 

(κε ηξίρα) θαη ηα βάδσ αηνκηθά ζε πηάηα. Αθήλσ ηα F2 άηνκα λα δψζνπλ φινπο ηνπο 

απνγφλνπο ηνπο. 

6) Όηαλ γίλνπλ ηα F3 άηνκα young adult ειέγρνπκε κε ηξίρα γηα touch sensitivity (ειέγρνπκε φια 

ηα ζθνπιήθηα, θαη θπξίσο απηά πνπ βξίζθνληαη έμσ απφ ην ζηξψκα ησλ βαθηεξίσλ). 

7) Σα πηαηάθηα πνπ ζα έρσ δεη φια λα είλαη touch insensitive, ηα θξαηάσ ζαλ ππνςήθηα MEC 

(ππνζέησ φηη ην F2 άηνκν πνπ άθεζα λα δψζεη ηνπο F3 απνγφλνπο ήηαλ νκφδπγν mec-4(d)). 

8) Απφ ην θάζε πηαηάθη πνπ είλαη ππνςήθην νκφδπγν mec-4(d) ζεθψλσ 2 απνγφλνπο νη νπνίνη 

παξνπζηάδνπλ ηαπηφρξνλα θαη αξγφ pharyngeal pumping (αλ έρσ 6-7 ππνςήθηα) θαη ηνπο 

βάδσ single ζε πηάηα φπνπ ζα ηα αθήζσ λα δψζνπλ ηελ F4 γεληά. Θα ηζεθάξσ ηελ F4 γεληά 
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γηα touch sensitivity κε ηξίρα αιιά θαη γηα slow pharyngeal pumping θαη ζα βεβαησζψ φηη φια 

είλαη insensitive θαη παξνπζηάδνπλ slow pharyngeal pumping.  

9) πλεπψο ζα θαηαιήμσ ζε θάπνηα πνπ είλαη ππνςήθηα MEC+ΔΑΣ. 

10) Γηα λα είκαζηε ζίγνπξνη φηη είλαη MEC, ζα πάξσ 15 άηνκα (single) θαη ζα ηα αθήζσ λα δψζνπλ 

απνγφλνπο (F5). Πξέπεη θαη απφ ηα 15 πηαηάθηα λα βξσ έζησ θαη 1 ζθνπιήθη κε vacuoles γηα 

λα είλαη ην αξρηθφ νκφδπγν MEC. 

 

7.3.2.3 ife-2(ok306)X; mec-4(u231)X 

 

O θαηλφηππνο ζηνλ νπνίν ζα ζηεξηρηνχκε γηα ην ife-2 κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο θαηά ηελ 

δηαζηαχξσζή ηνπ κε ην mec-4(u231)X είλαη ε εκβξπτθή ζλεζηκφηεηα (embryonic lethality). Με 

βάζε ηελ βηβιηνγξαθία (Syntichaki et al., 2007) ην ife-2 κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο παξνπζηάδεη 

πςειφ πνζνζηφ εκβξπτθήο ζλεζηκφηεηαο ζηνπο 25νC (πνζνζηφ κεγαιχηεξν απφ 90% ησλ 

απγψλ πνπ αθήλεη έλα άηνκν θαηά ηελ ζπλερή επψαζε ηνπ ζηνπο 25νC –ε νπνία μεθηλάεη 

απφ ην L1 πξνλπκθηθφ ζηάδην- απνηπγράλνπλ λα εθθνιαθζνχλ θαη πεζαίλνπλ). Γηα λα 

ηζεθάξνπκε απηφλ ηνλ θαηλφηππν θαη λα ηνλ ζπγθξίλνπκε κε ην N2 θαη ην mec-4(d) 

κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο πξαγκαηνπνηήζακε ηελ εμήο δηαδηθαζία. Απηφ πνπ θάλακε ήηαλ λα 

αληί λα κεηξήζνπκε ηνλ αξηζκφ ησλ απγψλ πνπ απνηπγράλνπλ λα εθθνιαθζνχλ, κεηξήζακε 

ηνλ αξηζκφ ησλ απνγφλσλ πνπ αθήλεη έλα άηνκν ζην πηάην θαη νη νπνίνη αλαπηχζζνληαη. Ζ 

δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζακε ήηαλ ε εμήο: 

 

 Λήςε 1 L1 αηφκνπ απφ ην εθάζηνηε ζηέιερνο θαη κεηαθνξά ζε έλα πηάην NGM κε OP50 

(Day=0) 

 πλερήο επψαζε ζηνπο 25νC 

 Μέηξεζε θαηά ηελ 4ε ή 5ε κέξα ηνπ αξηζκψλ ησλ απνγφλσλ πνπ έρνπλ επηβηψζεη θαη 

αλαπηπρζεί 
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Ζ παξαπάλσ δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηήζεθε γηα ηα ζηειέρε N2, mec-4(u231)X  θαη KX15 ife-

2(ok306)X. 

 

ife-2(ok306)X; mec-4(u231)X 
 
1) Cross κε ηελ ρξήζε 16 ♂ αηφκσλ ηνπ mec-4(u231) X ζηειέρνπο θαη 4 ♀ L4 αηφκσλ ηνπ KX15 

ife-2(ok306) X ζηειέρνπο (20νC). 

2) Όηαλ ηα εξκαθξφδηηα άηνκα αξρίζνπλ λα αθήλνπλ απγά, αθαηξνχκε ηα αξζεληθά άηνκα απφ ην 

πηάην ηεο δηαζηαχξσζεο. 

3) εθψλνπκε 5-6 F1 άηνκα θαη ηνπνζέηεζε αηνκηθά ζε πηάηα (ζεσξεηηθά πξέπεη λα είλαη 

εηεξφδπγα γηα ηα δχν γνλίδηα αλ έρεη πξαγκαηνπνηεζεί ε δηαζηαχξσζε). Βιέπνπκε ηελ χπαξμε 

αξζεληθψλ αηφκσλ ζην πηάην. 

4) Αθήλνπκε λα δψζνπλ φινπο ηνπο απνγφλνπο ηνπο. 

5) Απφ ηα πηάηα κε ηνπο F2 απνγφλνπο ζεθψλσ 50-60 young adult άηνκα (<1/16 ζηνπο 

ζεσξεηηθά είλαη νκφδπγνο δηπιά κεηαιιαγκέλνο κε βάζε ηνλ θιαζζηθφ δηπβξηδηζκφ ιφγσ ηνπ 

φηη ηα δχν γνλίδηα βξίζθνληαη ζην ίδην ρξσκφζσκα –έρνπκε ειέγμεη ηελ κεηαμχ ηνπο απφζηαζε 

ζηνλ γελεηηθφ ράξηε θαη είλαη ~44cM νπφηε ζεσξνχκε φηη δξνπλ σο αλεμάξηεηα θαη φηη δελ ζα 

ππάξρεη πξφβιεκα) ηα νπνία είλαη insensitive (κε ηξίρα) θαη ηα βάδσ single ζε πηάηα. Αθήλσ 

ηα F2 άηνκα λα δψζνπλ φινπο ηνπο απνγφλνπο ηνπο 

6) Όηαλ γίλνπλ ηα F3 άηνκα young adult ειέγρνπκε κε ηξίρα γηα touch sensitivity (ειέγρνπκε φια 

ηα ζθνπιήθηα, θαη θπξίσο απηά πνπ βξίζθνληαη έμσ απφ ην ζηξψκα ησλ βαθηεξίσλ) 

7) Σα πηαηάθηα πνπ ζα έρσ δεη φια λα είλαη touch insensitive, ηα θξαηάσ ζαλ ππνςήθηα MEC 

(ππνζέησ φηη ην F2 άηνκν πνπ άθεζα λα δψζεη ηνπο F3 απνγφλνπο ήηαλ νκφδπγν mec-4(d)) 

8) Απφ ην θάζε πηαηάθη πνπ είλαη ππνςήθην νκφδπγν mec-4(d) ζεθψλσ 2 απνγφλνπο (αλ έρσ 6-7 

ππνςήθηα) θαη ηνπο βάδσ single ζε πηάηα φπνπ ζα ηνπο αθήζσ λα δψζνπλ ηελ F4 γεληά. Θα 

ηζεθάξσ ηελ F4 γεληά γηα touch sensitivity κε ηξίρα θαη αθνχ βεβαησζψ φηη φια είλαη 
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insensitive, ζα πάξσ L1 άηνκα (1-2 άηνκα) θαη ζα ηα βάισ ζηνπο 25oC λα αθήζνπλ απγά. Σα 

πηάηα πνπ ζα αθήζνπλ πνιχ ιίγνπο απνγφλνπο ιφγσ ηνπ κεγάινπ πνζνζηνχ εκβξπτθήο 

ζλεζηκφηεηαο πνπ ραξαθηεξίδεη ην ζηέιερνο (F5 γεληά) είλαη ππνςήθηα νκφδπγα θαη γηα ηα δχν 

κεηαιιαγκέλα αιιειφκνξθα (πξνέξρνληαη απφ νκφδπγν άηνκν γηα ην κεηαιιαγκέλν 

αιιειφκνξθν ηνπ ife-2 γνληδίνπ θαη είλαη θαη ππνςήθηα MEC) (ππνςήθηα MEC+IFE) 

9) πλεπψο ζα θαηαιήμσ ζε θάπνηα πνπ είλαη ππνςήθηα MEC+IFE 

10) Γηα λα είκαζηε ζίγνπξνη φηη είλαη MEC, ζα πάξσ 15 άηνκα (single) θαη ζα ηα αθήζσ λα δψζνπλ 

απνγφλνπο. Πξέπεη θαη απφ ηα 15 πηαηάθηα λα βξσ έζησ θαη 1 ζθνπιήθη κε vacuoles γηα λα 

είλαη ην αξρηθφ νκφδπγν MEC 

 

7.3.2.4 cps-6(ok1718)I; baIn11[pdat-1::α-Syn, pdat-1::GFP], cps-6(ok1718)I, baInl2[punc-54::α-

Syn::GFP, rol-6(su1006)] 

 

 

To αιιειφκνξθν ok1718 ηνπ γνληδίνπ cps-6 πεξηιακβάλεη κηα έιιεηςε (deletion) 676bp. 

Γηα απηφ ην ζθνπφ ν έιεγρνο γηα λα δεηρηεί αλ ην δηπιά κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο είλαη νκφδπγν 

ζα ζηεξηρηεί ζε PCR (θη φρη ζε θάπνην θαηλφηππν) γηα ηε δηαπίζησζε ηεο νκνδπγσηίαο ηεο 

έιιεηςεο. To ζεη ησλ primers πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ είλαη νη παξαθάησ: 

 

cps-6 ok1718del FW: 5’ CGCGATAAGTGGAATGATTTGG 3’ (forward) 

cps-6 ok1718del RV: 5’ AGCTGTTGCTGAGGAGAAAG 3’ (reverse) 

 

Σν αγξίνπ ηχπνπ PCR πξντφλ έρεη κήθνο 1117bp, ελψ ην πξντφλ πνπ θέξεη ηελ έιιεηςε 

έρεη κήθνο 441bp αληίζηνηρα. 
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Οη ζπλζήθεο ηνπ πξνγξάκκαηνο PCR (single worm PCR) πνπ εθαξκφζηεθαλ γηα ηνλ 

εληνπηζκφ ηεο έιιεηςεο ζην αιιειφκνξθν ok1718 ηνπ γνληδίνπ cps-6 πεξηγξάθνληαη 

παξαθάησ: 

cps-6(ok1718) deletion 

 

1) 94νC γηα 2min 

2) 94νC γηα 30sec 

3) 62oC γηα 45sec 

4) 72oC γηα 1min 30sec 

5) 2 cycles of steps 2,3,4 

6) 94oC γηα 20sec 

7) 60oC γηα 45sec 

8) 72oC γηα 1min 30sec 

9) 2 cycles of steps 6,7,8 

10) 94oC γηα 20sec 

11) 58oC γηα 45sec 

12) 72oC γηα 1min 45sec 

13) 29 cycles of steps 10,11,12 

14) 72oC γηα 10min 

 

cps-6(ok1718)I; baIn11[pdat-1::α-Syn, pdat-1::GFP] 

 

1) Cross κε ηελ ρξήζε 8 ♂ αηφκσλ ηνπ VC1253 cps-6(ok1718)I ζηειέρνπο θαη 3 L4 αηφκσλ ηνπ 

UA44 baIn11[pdat-1::α-Syn, pdat-1::GFP] ζηειέρνπο (20νC). 

2) Όηαλ ηα εξκαθξφδηηα άηνκα αξρίζνπλ λα αθήλνπλ απγά, αθαηξνχκε ηα αξζεληθά άηνκα απφ ην 

πηάην ηεο δηαζηαχξσζεο. 

3) εθψλνπκε 5-6 F1 άηνκα ησλ νπνίσλ νη ληνπακηλεξγηθνί λεπξψλεο θζνξίδνπλ, θαη ηνπνζέηεζε 

σο singles ζε πηάηα. Σα άηνκα απηά είλαη είηε νκφδπγα είηε εηεξφδπγα γηα ην transgene πνπ 
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εθθξάδεη ηελ GFP θαη ηελ a-synuclein ζηνπο ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο. Βιέπνπκε ηελ 

χπαξμε αξζεληθψλ αηφκσλ ζην αξρηθφ πηάην ηεο δηαζηαχξσζεο γηα λα δνχκε αλ έρεη παίμεη ην 

cross. 

4) Αθήλνπκε ηα F1 άηνκα λα δψζνπλ φινπο ηνπο απνγφλνπο ηνπο (F2). 

5) Απφ ηα πηάηα κε ηνπο F2 απνγφλνπο ζεθψλσ ~40 young adult άηνκα ησλ νπνίσλ νη 

ληνπακηλεξγηθνί λεπξψλεο θζνξίδνπλ (είλαη είηε νκφδπγα είηε εηεξφδπγα γηα ην transgene). Σα 

βάδσ single ζε πηάηα θαη αθήλσ λα δψζνπλ αξηζκφ απγψλ. 

6) Όηαλ γίλεη απηφ, ηα παίξλσ (ηηο κεηέξεο) θαη θάλσ single worm PCR γηα λα δσ αλ είλαη 

νκφδπγα γηα ην deletion ηνπ αιιεινκφξθνπ ok1718 ζην γνλίδην cps-6. 

7) Γηα φπνηα απφ ηα πηάηα νη κεηέξεο είλαη νκφδπγεο γηα ην deletion ζην cps-6 γνλίδην, ηα θξαηάσ. 

Απηφ πνπ έθαλα εγψ ήηαλ φηη ζεψξεζα φηη ηα αξρηθά άηνκα πνπ θζφξηδαλ ήηαλ νκφδπγα γηα ην 

integrated transgene, ελψ ε GFP είλαη dominant marker. πλεπψο ζηελ πξαγκαηηθφηεηα ήηαλ 

είηε εηεξφδπγα είηε νκφδπγα, γη’ απηφ έβιεπα θαη άηνκα πνπ δελ έθθξαδαλ GFP ζηνπο 

ληνπακηλεξγηθνχο ηνπο λεπξψλεο. Απφ ηα πηάηα πνπ θξάηεζα θαη ζεψξεζα φηη είλαη νκφδπγα 

γηα ην deletion ηνπ cps-6, πήξα 5-10 άηνκα θαη ηα ηζέθαξα γηα ην deletion. Έηζη επηβεβαίσζα 

φηη ήηαλ νκφδπγα γη’απηφ. 

8) Απφ ηηο αλαλεψζεηο ησλ πηάησλ φπνπ είρα επηιέμεη θαη δεη φηη παίξλνληαο 5-10 άηνκα απφ 

απηά ήηαλ νκφδπγα γηα ην deletion κε single worm PCR (αιιά δελ θζφξηδαλ φια ιφγσ ηεο 

εηεξνδπγσηίαο) πήξα 40 άηνκα θαη ηα έβαια single ζε πηάηα. Σα άθεζα λα δψζνπλ ηνπο 

απνγφλνπο ηνπο, θαη ηζέθαξα λα δσ ζε πνηα απφ ηα πηάηα θζφξηδαλ φια ηα άηνκα. Δπέιεμα 5 

isolates (απφ απηά ρξεζηκνπνίεζα ηα δχν πξψηα ζηα πεηξάκαηα), ηα νπνία θαη επαλέιεγμα γηα 

λα δσ αλ είλαη νκφδπγα γηα ην deletion ηνπ cps-6 (πήξα άηνκα θαη έθαλα single worm PCR). 

Σελ δηαδηθαζία απηή ηελ αθνινχζεζα γηα δχν γεληέο νχησο ψζηε λα επηβεβαηψζσ φηη ήηαλ 

δηπιά νκφδπγα γηα ην deletion ηνπ cps-6 θαη γηα ην integrated transgene. 
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cps-6(ok1718)I, baInl2[punc-54::α-Syn::GFP, rol-6(su1006)] 

 

1) Cross κε ηελ ρξήζε 8 ♂ αηφκσλ ηνπ VC1253 cps-6(ok1718)I ζηειέρνπο θαη 3 L4 αηφκσλ 

ηνπ UA49 baInl2[punc-54::α-Syn::GFP, rol-6 (su1006)] ζηειέρνπο (20νC). 

2) Όηαλ ηα εξκαθξφδηηα άηνκα αξρίζνπλ λα αθήλνπλ απγά, αθαηξνχκε ηα αξζεληθά άηνκα 

απφ ην πηάην ηεο δηαζηαχξσζεο 

3) εθψλνπκε 5-6 F1 άηνκα ηα νπνία είλαη rollers θαη θζνξίδνπλ ζηνπο κχεο ηνπο θαη 

ηνπνζέηεζε σο singles ζε πηάηα. Βιέπνπκε ηελ χπαξμε αξζεληθψλ αηφκσλ ζην αξρηθφ 

πηάην ηεο δηαζηαχξσζεο γηα λα δνχκε αλ έρεη παίμεη ην cross. 

4) Αθήλνπκε ηα F1 άηνκα λα δψζνπλ φινπο ηνπο απνγφλνπο ηνπο (F2). 

5) Απφ ηα πηάηα κε ηνπο F2 απνγφλνπο ζεθψλσ ~40 young adult άηνκα ηα νπνία είλαη rollers 

θαη θζνξίδνπλ ζηνπο κχεο ηνπο. Σα βάδσ single ζε πηάηα θαη αθήλσ λα δψζνπλ αξηζκφ 

απγψλ. 

6) Όηαλ γίλεη απηφ, ηα παίξλσ (ηηο κεηέξεο) θαη θάλσ single worm PCR γηα λα δσ αλ είλαη 

νκφδπγα γηα ην deletion ηνπ cps-6(ok1718)I. 

7) Γηα φπνηα απφ ηα πηάηα νη κεηέξεο είλαη νκφδπγεο γηα ην deletion ζην cps-6 γνλίδην, ηα 

θξαηάσ. 

8) Παξαηήξεζα ηα πηάηα απφ απηά πνπ νη κεηέξεο ήηαλ νκφδπγεο γηα ην deletion (θαη αθνχ 

είρα ζεθψζεη 10 άηνκα απφ ην θάζε πηάην θαη είρα ηζεθάξεη κε PCR φηη ήηαλ νκφδπγα γηα 

ην deletion ηνπ cps-6), είδα φηη ζε έλα πηάην φια ηα άηνκα θζφξηδαλ ζηνπο κχεο ηνπο. Έηζη, 

πηζαλφλ απηφ ην isolate λα είλαη ην επηζπκεηφ δηπιά νκφδπγν γηα ην transgene θαη γηα ην 

deletion ηνπ cps-6. Σν επηβεβαίσζα αθνινπζψληαο ηελ ίδηα δηαδηθαζία (single worm PCR 

θαη παξαηήξεζε ζην UV) γηα άιιε κηα γεληά. 

 

7.4 Πξνεηνηκαζία δείγκαηνο γηα παξαηήξεζε θαη κέηξεζε λεθξσηηθώλ θπηηάξσλ 

 

1) Απφ θπζηνινγηθά πηάηα θαιιηεξγεηψλ, ιήςε 40-50 ελήιηθσλ αηφκσλ (κπνξεί λα πνηθίιιεη 

αλάινγα κε ηνλ αξηζκφ απγψλ πνπ απνζέηεη ην θάζε ζηέιερνο) θαη ηνπνζέηεζή ηνπο ζε λέα 

πηάηα πξνθεηκέλνπ λα αθήζνπλ απγά. 
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2) Όηαλ ηελ επφκελε κέξα ην πηάην έρεη ζεκαληηθφ αξηζκφ απγψλ, μεπιχλνπκε κε 1ml ddH2O 

πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζνχλ ηα ελήιηθα άηνκα θαη ηπρφλ L1-L2 αλ έρνπλ ζθάζεη ήδε 

θάπνηα απγά 

3) Ο κέγηζηνο ρξφλνο πνπ αθήλσ ηα απγά λα ζθάζνπλ είλαη 3.5-4 ψξεο, αιιά εγψ θξνληίδσ λα 

δσ ην δείγκα κνπ κεηά απφ 2-2.5 ψξεο 

4) Όηαλ δσ φηη ζην πηάην έρεη ζθάζεη έλαο ζεκαληηθφο αξηζκφο απγψλ μεπιχλσ ην πηάην θαιά κε 

1ml ddH2O ή Μ9 

5) Μεηαθνξά ζε eppendorf 

6) Κάλσ 3 γξήγνξα spins κέρξη 6000rpm 

7) Αθήλσ πεξίπνπ ~200-250κl ddH2O ζην eppendorf θαη πξνζζέησ 100κl 20mM NaN3 

8) Αλαθηλψ θαιά ην δείγκα 

9) Κάλσ 3 γξήγνξα spins κέρξη 6000rpm 

10) Παίξλσ 14.8κl κε πηπέηηα απφ ην δείγκα 

11) Καιππηξίδα θαη παξαηήξεζε ηνπ δείγκαηνο κε κηθξνζθνπία αληηζέζεσο δηαθνξηθήο ζπκβνιήο 

(Differential Interference Contrast, Nomarski) 

 

 Ο ηξφπνο κε ηνλ νπνίν κεηξψληαη ηα πνζνζηά ηεο λέθξσζεο αθνξά ηε κέηξεζε ηνπ αξηζκνχ 

ησλ δηνγθσκέλσλ λεπξψλσλ σο απνηέιεζκα ηεο λέθξσζεο. 

 Ζ παξαηήξεζε θαη κέηξεζε ησλ πνζνζηψλ ηεο λέθξσζεο γίλεηαη ζην L1 πξνλπκθηθφ ζηάδην θη 

απηφ δηφηη ην γνλίδην mec-4(d) (θαη ην deg-3(d)) παξνπζηάδνπλ ην κέγηζην ηεο έθθξαζήο ηνπο 

ζε απηφ ην ζηάδην. 

 Γηα λα ζεσξεζνχλ ηα απνηειέζκαηα αμηφπηζηα ην πείξακα επαλαιακβαλφηαλ γηα 3-4 θνξέο θαη 

θάζε θνξά εμεηάδνληαλ ηνπιάρηζηνλ 100 άηνκα. 
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7.5 RNAi ζηνλ C. elegans 

 

Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ πεηξακάησλ RNAi, ρξεζηκνπνηήζεθαλ πιαζκηδηαθέο 

θαηαζθεπέο πνπ ππήξραλ ήδε ζην εξγαζηήξην. Πιεξνθνξίεο γχξσ απφ ηελ θάζε 

πιαζκηδηαθή θαηαζθεπή πεξηγξάθνληαη αλαιπηηθά παξαθάησ ελψ παξαηίζεληαη θαη νη ράξηεο 

ηνπο. Ζ γεληθή δνκή ησλ πιαζκηδηαθψλ θαηαζθεπψλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε ηνπ RNAi ζηεξίδεηαη ζηνλ πιαζκηδηαθφ θνξέα pL4440 (εηθόλα 26) ν νπνίνο 

πεξηέρεη δπν αληηπαξάιιειεο αιιεινπρίεο ηνπ ππνθηλεηή ηεο Σ7 πνιπκεξάζεο. Αθνχ 

πξαγκαηνπνηείηαη απνκφλσζε θαη πνιιαπιαζηαζκφο κέξνπο ηεο αιιεινπρίαο ηνπ εθάζηνηε 

γνληδίνπ (ηνπιάρηζηνλ 500bp) κε PCR απφ γελσκηθφ DNA αγξίνπ ηχπνπ ζθνπιεθηψλ (Ν2) θαη 

ηελ έλζεζή ηνπ αλάκεζα ζηνπο Σ7 ππνθηλεηέο ηνπ pL4440 πιαζκηδηαθνχ θνξέα. Ζ δηάηαμε 

απηή επηηξέπεη ηε ζχλζεζε dsRNA. Γηα ηνλ έιεγρν θαη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ λέσλ 

πιαζκηδηαθψλ θαηαζθεπψλ ρξεζηκνπνηνχληαη επηδεθηηθά βαθηήξηα πξνο κεηαζρεκαηηζκφ ηνπ 

ζηειέρνπο XL-1 blue ηεο E. coli, ελψ γηα ηα πεηξάκαηα RNAi απαηηείηαη ε κεηαθνξά ηεο 

πιαζκηδηαθήο θαηαζθεπήο ζε βαθηεξηαθά θχηηαξα HT115(DE3). Σα βαθηήξηα απηά δηαζέηνπλ 

άιιν έλα πιαζκίδην κε ην γνλίδην ηεο Σ7 πνιπκεξάζεο, ην νπνίν βξίζθεηαη θάησ απφ ηνλ 

έιεγρν ελφο ππνθηλεηή πνπ επάγεηαη απφ ην IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside). 

Μεηά απφ ρξήζε IPTG επάγεηαη ε ζχλζεζε dsRNA. Ζ απνπζία ηεο RNAse-E απφ ηα HT115 

θχηηαξα θαζηζηά δπλαηή ηελ παξαγσγή κνξίσλ dsRNA πνπ απειεπζεξψλνληαη απφ ηα 

βαθηήξηα κεηά ηελ ιχζε ηνπο ζην έληεξν ησλ δψσλ θαη ζηνρεχνπλ ηα ελδνγελή 

ζπκπιεξσκαηηθά κεηάγξαθα (Kamath et al., 2001). Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη 

πεξηγξάθεηαη αλαιπηηθά παξαθάησ: 
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Eηθόλα 26. Ο πιαζκηδηαθφο θνξέαο pL4440. 

 

 Δπηκφιπλζε ζξεπηηθνχ κέζνπ LB + Αmp (50κg/ml) + Σet (10κg/ml) φγθνπ 5ml κε κηα απνηθία 

βαθηεξίσλ HT115 πνπ πεξηέρνπλ ην θαηάιιειν πιαζκίδην θαη επψαζε απηψλ γηα 16-18h ζηνπο 

37oC κε αλάδεπζε. 

 Μεηαθνξά ~250κl απφ απηή ηελ θαιιηέξγεηα ζε 5ml LB + Αmp θαη επψαζε γηα 4-5h ζηνπο 37oC 

κε αλάδεπζε, ψζηε ε λέα θαιιηέξγεηα λα θηάζεη ζε εθζεηηθή θάζε αχμεζεο. 

 Σνπνζέηεζε 100κl κείγκαηνο απφ ηελ θαιιηέξγεηα απηή κε IPTG ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 1-4mM 

ζε πηάην NGM θαη επψαζε γηα 16-18h ζηνπο 25oC. 

 Μεηαθνξά λεκαησδψλ ζην πηάην, αθνχ πξνεγνπκέλσο έρνπλ κείλεη ζε άδεηα NGM πηάηα γηα 

~30min, ψζηε λα απαιιαρζνχλ απφ ηα βαθηήξηα πνπ βξίζθνληαη πξνζθνιιεκέλα ζην ζψκα 

ηνπο. 

 Δπψαζε γηα 1 ή 2 γεληέο ζηνπο 15 ή 20νC. 

 



Μεταπτυχιακή διατριβή Βλάχου Εμμανουήλ 

- 92 - 

 
Όζνλ αθνξά ην ζξεπηηθφ κέζν πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηα πηάηα φπνπ επηζηξψλνληαη ηα 

βαθηήξηα γηα ην RNAi, ε ζχζηαζή ηνπ είλαη ε ίδηα φπσο ζηα NGM πηάηα κε κφλε δηαθνξά φηη 

ην αληηβηνηηθφ streptomycin δελ πξνζηίζεηαη γηαηί παξεκπνδίδεηαη ε αλάπηπμε ηνπ HT115 

βαθηεξηαθνχ ζηειέρνπο HT115. Αληί ηεο streptomycin, πξνζηίζεηαη κεηά ηελ απνζηείξσζε ην 

αληηβηνηηθφ ampicillin (500κl απφ δηάιπκα 100mg/ml ζην 1lt). 

H ζχζηαζε γηα ην LB ζξεπηηθφ κέζν είλαη ε παξαθάησ: 

 

 

 

 

 

 

 

Γηα ηελ δηεξεχλεζε ηνπ ξφινπ ηεο απελεξγνπνίεζεο ελφο γνληδίνπ ζηε λέθξσζε 

ζπγθξίλνληαη πάληα ηα απνηειέζκαηα κε control ζπλζήθεο φπνπ ρξεζηκνπνηνχληαη πηάηα κε 

άηνκα ηνπ ίδηνπ ζηειέρνπο θαη ζηαδίνπ ηα νπνία ηξέθνληαη κε βαθηήξηα κεηαζρεκαηηζκέλα κε 

άδεην πιαζκηδηαθφ θνξέα (pL4440). Σα ζθνπιήθηα απηά αλαπηχζζνληαη γηα ην ίδην ρξνληθφ 

δηάζηεκα θαη θάησ απφ ηηο ίδηεο ζπλζήθεο (δειαδή ηαπηφρξνλα) κε απηά πνπ ηξέθνληαη κε ηα 

RNAi βαθηήξηα. 

Πιεξνθνξίεο γχξσ απφ ηηο πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

αλαθέξνληαη αλαιπηηθά παξαθάησ. Οη ζπγθεθξηκέλεο πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο πξνυπήξραλ 

ζην εξγαζηήξην θαη είραλ θαηαζθεπαζηεί απφ πξνεγνχκελα κέιε. 

 

LB broth (Luria-Bertani medium) (γηα 1lt) 

 

10g bacto-tryptone 

5g yeast extract 

10g NaCl 

 

Γηα ηελ παξαζθεπή ζηεξεψλ θαιιηεξγεηψλ ζε ηξπβιία απαηηείηαη αθφκα ε 

πξνζζήθε 15g agar. 
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clp-1 RNAi 

Απνκνλψζεθε αιιεινπρία κήθνπο 1360bp, πνπ πεξηείρε ηα εμψληα 4-8 ηνπ clp-1 

γνληδίνπ, απφ γελσκηθφ DNA αγξίνπ ηχπνπ ζθνπιεθηψλ (Ν2) κε ηε ρξήζε ησλ παξαθάησ 

νιηγνλνπθιενηηδίσλ: 

5’-CCCAAGCTTAGGCGGAGGTGGTAACTCC-3’ 

5’-GCTCTAGACCTCTCATCATCATTTGC-3’ 

Ζ αιιεινπρία απηή θισλνπνηήζεθε ζην πιαζκίδην pL4440 αλάκεζα ζηηο πεξηνξηζηηθέο 

ζέζεηο HindIII-XbaI. 

 

vha-2 RNAi 

Απνκνλψζεθε αιιεινπρία κήθνπο 476bp, πνπ πεξηείρε νιφθιεξε ηελ αιιεινπρία ηνπ 

vha-2 γνληδίνπ, απφ γελσκηθφ DNA αγξίνπ ηχπνπ ζθνπιεθηψλ (Ν2) κε ηε ρξήζε ησλ 

παξαθάησ νιηγνλνπθιενηηδίσλ: 

5’-CGGGATCCTAAATCGTCTTCTTATCTTCCA-3’ 

5’-CCCAAGCTTCAACGGCGAATGATTTATTCTC-3’ 

Ζ αιιεινπρία απηή θισλνπνηήζεθε ζην πιαζκίδην pL4440 αλάκεζα ζηηο πεξηνξηζηηθέο 

ζέζεηο BamHI-HindIII.  

 

asp-3 RNAi 

Απνκνλψζεθε αιιεινπρία κήθνπο ~1300 bp, απφ γελσκηθφ DNA αγξίνπ ηχπνπ 

ζθνπιεθηψλ (Ν2) πνπ πεξηειάκβαλε ζρεδφλ νιφθιεξν ην ORF ηνπ γνληδίνπ asp-3.  

Ζ αιιεινπρία απηή θισλνπνηήζεθε ζην πιαζκίδην pL4440 αλάκεζα ζηηο πεξηνξηζηηθέο 

ζέζεηο XbaI-XhoI. 
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asp-4 RNAi 

Απνκνλψζεθε αιιεινπρία κήθνπο 1540 bp, απφ γελσκηθφ DNA αγξίνπ ηχπνπ 

ζθνπιεθηψλ (Ν2) πνπ πεξηειάκβαλε ζρεδφλ νιφθιεξν ην ORF ηνπ γνληδίνπ asp-4.  

Ζ αιιεινπρία απηή θισλνπνηήζεθε ζην πιαζκίδην pL4440 αλάκεζα ζηηο πεξηνξηζηηθέο 

ζέζεηο HindIII-XbaI. 

 

cup-5 RNAi 

Απνκνλψζεθε αιιεινπρία κήθνπο 1500 bp, απφ γελσκηθφ DNA αγξίνπ ηχπνπ 

ζθνπιεθηψλ (Ν2) πνπ πεξηειάκβαλε ηα εμψληα 2-4 ηνπ γνληδίνπ cup-5, κε ηε ρξήζε ησλ 

παξαθάησ νιηγνλνπθιενηηδίσλ: 

5΄-GGGGTACCCCATGATTTCAGATGTCTCGC-3′ 

5΄-GGGGTACCCCGAATGCAAAGAATGAGAACG-3′ 

Ζ αιιεινπρία απηή θισλνπνηήζεθε ζην πιαζκίδην pL4440 ζηε ζέζε πεξηνξηζκνχ KpnI.  

 

vha-10 RNAi 

Απνκνλψζεθε αιιεινπρία κήθνπο 889 bp, πνπ πεξηειάκβαλε νιφθιεξν ην ORF ηνπ 

γνληδίνπ vha-10, απφ γελσκηθφ DNA αγξίνπ ηχπνπ ζθνπιεθηψλ (Ν2). 

Ζ αιιεινπρία απηή θισλνπνηήζεθε ζην πιαζκίδην pL4440 αλάκεζα ζηηο πεξηνξηζηηθέο 

ζέζεηο BamHI-HindIII. 

 

vha-12 RNAi 

Απνκνλψζεθε αιιεινπρία κήθνπο~1500 bp, πνπ πεξηειάκβαλε νιφθιεξν ην ORF ηνπ 

γνληδίνπ vha-12, απφ γελσκηθφ DNA αγξίνπ ηχπνπ ζθνπιεθηψλ (Ν2) κε ηε ρξήζε ησλ 

παξαθάησ νιηγνλνπθιενηηδίσλ:  
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5′-GCTCTAGAATGGCTGCCGTTGACGTC-3′ 

5′-CCCAAGCTTGGGTGATGAAGTTCTTC-3′ 

Ζ αιιεινπρία απηή θισλνπνηήζεθε ζην πιαζκίδην pL4440 αλάκεζα ζηηο πεξηνξηζηηθέο 

ζέζεηο XbaI-HindIII. 

 

7.6 Απαιιαγή ησλ λεκαησδώλ από βαθηεξηαθέο κνιύλζεηο / ζπγρξνληζκόο 

πιεζπζκώλ κε ηε κέζνδν ηνπ bleaching 

 

ε πεξηπηψζεηο φπνπ θαιιηέξγεηεο ζθνπιεθηψλ ζε πηάηα ππνζηνχλ βαθηεξηαθέο ή 

κπθεηηαθέο κνιχλζεηο θαζψο θαη ζε πεξηπηψζεηο φπνπ επηζπκείηαη ν ζπγρξνληζκφο 

πιεζπζκψλ (ζην αλαπηπμηαθφ ζηάδην ησλ απγψλ), αθνινπζείηαη ε παξαθάησ δηαδηθαζία: 

 

 πιινγή ελήιηθσλ αηφκσλ (gravid adults) απφ πηάηα θαιιηεξγεηψλ (ηα νπνία πεξηέρνπλ 

πιεζψξα αηφκσλ ηέηνηνπ ζηαδίνπ) κε δηάιπκα Μ9. 

 Σνπνζέηεζε ζε eppendorf. 

 Ξέπιπκα 2-3 θνξέο κε δηάιπκα M9 γηα ηελ απαιιαγή ηνπο απφ φζα ην δπλαηφλ πεξηζζφηεξα 

βαθηήξηα. 

 Αθαίξεζε Μ9 δηαιχκαηνο θαη πξνζζήθε 2.5 φγθσλ απφ ην bleaching solution (ην νπνίν πξέπεη 

λα έρεη παξαζθεπαζηεί ηελ ίδηα εκέξα κε ηε ρξήζε ηνπ) θαη ηα ζθνπιήθηα αλαδεχνληαη 

ζπλερψο. 

 Φπγνθέληξεζε (10000rpm x 1min) θαη θαηαθξήκληζε απγψλ. 

 Ξέπιπκα 3 θνξέο κε δηάιπκα Μ9. 

 Σνπνζέηεζε ζε πηάηα NGM πνπ πεξηέρνπλ ηξνθή (OP50) θαη αθήλνληαη λα εθθνιαθζνχλ ζηελ 

επηζπκεηή ζεξκνθξαζία. 

Bleaching solution 
 

1ml 5N NaOH  

2ml NaOCl  

7ml ddH2O 
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Ζ δξάζε ηνπ δηαιχκαηνο πξνθαιεί ηελ θαηαζηξνθή φισλ ησλ ηζηψλ ησλ δψσλ θαη ηελ 

νινθιεξσηηθή δηάιπζή ηνπο. Σν κφλν ηκήκα ησλ δψσλ πνπ δελ θαηαζηξέθεηαη απφ ηελ 

δξάζε ηνπ δηαιχκαηνο είλαη ηα απγά πνπ είλαη πην αλζεθηηθά εμαηηίαο ηνπ πεξηβιήκαηνο πνπ 

δηαζέηνπλ. Καηά ηελ έθζεζε ησλ δψσλ ζην bleaching solution, είλαη ζεκαληηθφ ηα δψα λα 

παξαθνινπζνχληαη ηαθηηθά ζην ζηεξενζθφπην (αιιά θαη κε γπκλφ κάηη) θαη φηαλ δηαιπζνχλ θαη 

κείλνπλ ηα απγά, απηά λα θαηαθξεκληζηνχλ ακέζσο κε θπγνθέληξεζε θαη λα μεπιπζνχλ γηαηί 

ε παξαηεηακέλε παξακνλή ηνπο ζην δηάιπκα κπνξεί λα ηα νδεγήζεη ζε ζάλαην.  

 

7.7 Αλάιπζε δηάξθεηαο δσήο (Lifespan Assays) 
 
 

Γηα ηα πεηξάκαηα αλάιπζεο ηεο δηάξθεηαο δσήο ρξεζηκνπνηνχληαη ζπγρξνληζκέλνη 

πιεζπζκνί ζθνπιεθηψλ. Αξρηθά, αθήλνληαλ 30-40 ελήιηθα εξκαθξφδηηα λα γελλήζνπλ απγά 

γηα 2-3h ζε έλα πηάην NGM επηζηξσκέλν κε OP50 βαθηήξηα (εκέξα 0 ηνπ πεηξάκαηνο). Σα 

ελήιηθα ζηε ζπλέρεηα απνκαθξχλνληαλ θαη νη απφγνλνη αθήλνληαλ λα κεγαιψζνπλ ζηνπο 

20oC (ή ζηελ θαηάιιειε ζεξκνθξαζία θάζε ζηειέρνπο). ην πξνλπκθηθφ ζηάδην L4 

επηιέγνληαλ 100-120 άηνκα πνπ απνηεινχζαλ ηνλ πιεζπζκφ ηνπ πεηξάκαηνο.  

Γηα ηα πεηξάκαηα lifespan φπνπ πξαγκαηνπνηνχληαλ RNAi γηα ηελ ζίγεζε ησλ γνληδίσλ, 

ηα δψα ηνπνζεηνχληαλ ζε NGM πηάηα πνπ πεξηείραλ 1-2mM IPTG αλακεηγκέλν ζηελ 

θαιιηέξγεηα HT115(DE3) βαθηεξίσλ (πνπ έθεξαλ είηε ηνλ control πιαζκηδηαθφ θνξέα ή θνξέα 

καδί κε ηελ αληίζηνηρε πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ πξνο ζίγεζε). Οη απφγνλνη κεγάισλαλ ζε ηέηνηα 

πηάηα ζηνπο 20oC θαη αλά 2 κέξεο κεηαθέξνληαλ ζε θξέζθα πηάηα κε άθζνλε ηξνθή (κεηά ηελ 

παχζε ηεο σνηνθίαο ησλ δψσλ ην ρξνληθφ δηάζηεκα κεηαθνξάο ήηαλ κεγαιχηεξν). Σν θάζε 

πείξακα πεξηείρε 100-120 άηνκα ρσξηζκέλα ζε 3-4 πηάηα. Οη κεηαθνξέο γίλνληαλ ηαθηηθά θαη 

πξνζεθηηθά ψζηε ηα πηάηα λα κελ κνιπλζνχλ απφ βαθηήξηα άιινπ ζηειέρνπο ή κχθεηεο πνπ 
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κπνξεί λα επεξέαδαλ ην πείξακα αιιά θαη νη αξρηθνί πιεζπζκνί λα κελ αλακηρζνχλ κε ηνπο 

απνγφλνπο ηνπο. 

Σα δψα εμεηάδνληαλ θάζε κέξα γηα ηελ ηθαλφηεηα ηνπο λα θηλνχληαη θαη λα ηξέθνληαη 

κέρξη θαη ην ζάλαην ηνπο. ηα ηειεπηαία ζηάδηα φπνπ ε θηλεηηθφηεηά ηνπο έρεη ειαρηζηνπνηεζεί, 

ηα δψα ειέγρνληαλ γηα ηελ ηθαλφηεηα απφθξηζεο ζε θάπνην κεραληθφ εξέζηζκα (ζπλήζσο κε 

ην pick κεηαθνξάο). 

 

7.8 Gentle body touch 

 

Ο λεκαηψδεο αληηιακβάλεηαη θαη απνθξίλεηαη ζε κηθξήο έληαζεο κεραληθά εξεζίζκαηα 

ηα νπνία θηάλνπλ θαηά κήθνο ηνπ ζψκαηφο ηνπ ζε κηα ζπκπεξηθνξά ε νπνία νλνκάδεηαη 

gentle body touch. Γηα ηελ αληίιεςε ησλ εξεζηζκάησλ απηψλ επζχλνληαη 6 λεπξψλεο-

κεραλνυπνδνρείο (touch receptor neurons) νη νπνίνη ηνπνζεηνχληαη θαηά κήθνο ηνπ ζψκαηνο 

ηνπ νξγαληζκνχ. Μεραληθά εξεζίζκαηα πνπ θηάλνπλ ζην νπίζζην κέξνο ηνπ ζψκαηνο 

επάγνπλ ηελ πξφζζηα θίλεζε ηνπ λεκαηψδε, ελψ φηαλ απηά θηάλνπλ ζην πξφζζην κέξνο 

(κέρξη θαη πξηλ ην θάξπγγα ηνπ δψνπ) επάγνπλ ηελ νπίζζηα θίλεζε (Tavernarakis and 

Driscoll, 1997).  

 Γηα ηε κέηξεζε ηνπ θαηλνηχπνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ελήιηθα θαη εχξσζηα άηνκα ηα νπνία 

κεηαθέξνληαη ζε θαιιηέξγεηα κε άθζνλε ηξνθή φπνπ θαη αθήλνληαη ζε εξεκία γηα ηνπιάρηζηνλ 

2h. ηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηείηαη κηα πνιχ ιεπηή ηξίρα ε νπνία είλαη ζηεξεσκέλε ζε 

νδνληνγιπθίδα. Μέζσ ηεο ηξίραο αζθνχληαη δηαδνρηθά εξεζίζκαηα ζηνλ νξγαληζκφ ηφζν ζην 

νπίζζην, φζν θαη ζην πξφζζην ηκήκα ηνπ θαη παξαηεξνχληαη νη αληηδξάζεηο ηνπ νξγαληζκνχ. 

Έλα άηνκν πνπ έρεη αληηδξάζεη απφ έλα κεραληθφ εξέζηζκα ζηελ νπξά θαη θηλείηαη ζε πξφζζηα 

θαηεχζπλζε δηαθφπηεη ηελ θίλεζή ηνπ πεγαίλνληαο ζε αληίζεηε θαηεχζπλζε φηαλ έλα επφκελν 
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εξέζηζκα θηάζεη ζην πξφζζην ηκήκα ηνπ ζψκαηνο. Γηα ην ζηέιερνο ηνπ αγξίνπ ηχπνπ, ην 

πνζνζηφ ησλ αηφκσλ πνπ εθδειψλνπλ αληίδξαζε ζε άζθεζε ήπηνπ κεραληθνχ εξεζίζκαηνο 

θπκαίλεηαη ζην 95%. 

 Ο ζπγθεθξηκέλνο θαηλφηππνο κπνξεί λα επεξεαζηεί ηζρπξά φηαλ ε ηξίρα δελ είλαη 

αξθεηά ιεπηή ή αξθεηά ελπδαησκέλε. Δπίζεο, ηα κεραληθά εξεζίζκαηα παχνπλ λα γίλνληαη 

αληηιεπηά κεηά απφ δηαδνρηθέο δνθηκέο ιφγσ ηνπ θαηλνκέλνπ ηνπ habituation.  

 Σν mec-4(d) ζηέιερνο παξνπζηάδεη πξνβιήκαηα ζηελ αληίιεςε ηνπ gentle body touch 

ιφγσ εθθπιηζκνχ ησλ touch receptor neurons. 

 

7.9 Single Worm PCR 

 

Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηνπ single worm PCR (ζηελ πεξίπησζε δηάγλσζεο ηεο 

ειιείςεσο ζην αιιειφκνξθν ok1718 ηνπ γνληδίνπ cps-6 ζηηο κειέηεο καο), 

πξαγκαηνπνηήζεθε αξρηθά ιχζε ησλ ζθνπιεθηψλ. Ζ ζχζηαζε ηνπ δηαιχκαηνο ιχζεο είλαη ε 

παξαθάησ:  

Worm Lysis Buffer 

50mM KCl 

10mM Tris pH 8.3 

2.5mM MgCl2 

0.45% NP-40 

0.45% Tween-20 

(0.01% gelatin) 

 

Αξρηθά θηηάρλεηαη mix δηάιπκα πνπ 

Lysis program 

1)65oC γηα 1h 

2)95oC γηα 5min 

3)-80oC γηα >30min 
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πεξηέρεη 100κl worm lysis buffer θαη 

1κl proteinase K (stock 20mg/ml). 

Κάζε ζθνπιήθη ζπιιέγεηαη κε 

πηπέηηα απφ ην πηάην ηεο 

θαιιηέξγεηαο (young adults) θαη 

ηνπνζεηείηαη ζε ζσιελάθη γηα PCR. 

Έπεηηα αθνινπζεί ην πξφγξακκα 

πνπ βξίζθεηαη ζηελ δεμηά ζηήιε θαη 

ζηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηείηαη ην 

PCR κε ηηο ζπλζήθεο πνπ 

πεξηγξάθεθαλ ζηελ αληίζηνηρε 

δηαζηαχξσζε. 

 

7.10 Πξνεηνηκαζία δεηγκάησλ γηα ηηο κειέηεο ζπζζσκάησζεο ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο 

ζηνπο κύεο θαζώο θαη γηα ην λεπξνεθθπιηζκό πνπ επάγεηαη από ηελ α-ζπλνπθιεΐλε 

 

Δλήιηθα άηνκα 7 εκεξψλ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηηο κειέηεο απηέο φπσο έρεη πεξηγξαθεί 

ζε πξνεγνχκελεο κειέηεο (Cao et al., 2005; Qiao et al., 2008).  

Αξρηθά, άηνκα L4 πξνλπκθηθνχ ζηαδίνπ κεηαθέξνληαη θξέζθα πηάηα NGM (κε OP50). 

Έπεηηα, πξαγκαηνπνηείηαη κεηαθνξά ηνπο ζε θξέζθα πηάηα NGM (κε OP50) κέρξη ηελ εκέξα 

παξαηήξεζήο ηνπο θάησ απφ ην κηθξνζθφπην.  

Γηα ηελ παξαηήξεζε, ηα ζθνπιήθηα μεπιέλνληαη απφ ηα πηάηα κε Μ9 δηάιπκα θαη 

κεηαθέξνληαη ζε ζσιελάθηα eppendorf 1.5ml. Μεηά απφ μέπιπκα κε Μ9 δηάιπκα (2-3 θνξέο), 

αλαηζζεηνπνηνχληαη κε 10mM αδίδην (NaN3) (Sigma, Munich Germany). Μηα ζηαγφλα 13κl 

ζθνπιεθηψλ αλαηζζεηνπνηεκέλσλ ηνπνζεηείηαη ζηελ αληηθεηκελνθφξν. Μεηά ηελ πξνζζήθε 

θαιππηξίδαο (18x18mm) ζηελ θνξπθή ηεο ζηαγφλαο ην δείγκα ζθξαγίδεηαη κε καλφ λπρηψλ. 

Πεξίπνπ 50 ζθνπιήθηα ~50 worms εμεηάζηεθαλ θάησ απφ έλα epifluorescent, compound light 

microscope Zeiss Axioskop 2 Plus (Carl Zeiss MicroImaging, Inc.). Οη εηθφλεο ηξαβήρηεθαλ κε 



Μεταπτυχιακή διατριβή Βλάχου Εμμανουήλ 

- 100 - 

κηα AxioCam HR camera (Carl Zeiss MicroImaging, Inc.) θαζνδεγνχκελε απφ ην 

AxioVision3.1 software (Carl Zeiss MicroImaging, Inc.). 

 

7.11  Assay γηα ηε δηεξεύλεζε ησλ επηδξάζεσλ ηεο ζπεξκηδίλεο ζηε ζπζζσκάησζε 

ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κύεο ηνπ ζσκαηηθνύ ηνηρώκαηνο θαζώο θαη γηα ην 

λεπξνεθθπιηζκό πνπ επάγεηαη από ηελ ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνλ C. 

elegans 

 

Σα ζηειέρε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα απηή ηε κειέηε είλαη ην BZ555: egIs1[pdat-

1::GFP], ην UA44: baIn11[pdat-1::α-Syn, pdat-1::GFP] θαη ην UA49: baInl2[punc-54::α-Syn::GFP, 

pRF4]. Γηα ηε δηεξεχλεζε ησλ επηδξάζεσλ ηεο ζπεξκηδίλεο, ε παξαθάησ δηαδηθαζία 

αθνινπζήζεθε, φπσο έρεη  πεξηγξαθεί (Eisenberg et al., 2009). Stock δηαιχκαηα ζπεξκηδίλεο 

(Sigma, Munich Germany) –δηαιπκέλα ζε ddH2O- εηνηκάζηεθαλ (ζπγθέληξσζε 100mM). Καηά 

ηελ πξψηε εκέξα, θξέζθα πηάηα NGM (7ml) κε OP50 εηνηκάδνληαλ. Καηά ηελ δεχηεξε εκέξα, 

βαθηήξηα OP50 ζθνηψλνληαλ κε έθζεζε ζε ππεξηψδε αθηηλνβνιία γηα 10 min (0.5 J) 

ρξεζηκνπνηψληαο έλα UV crosslinker (BIO-LINK – BLX-E365, Vilber Lourmat). Έπεηηα, ε 

ζπεξκηδίλε εθαξκφζηεθε ζηελ θνξπθή ηνπ ζξεπηηθνχ κέζνπ ηνπ πηάηνπ. ηε ζπλέρεηα, ηα 

πηάηα αλαθηλνχληαλ ήπηα νχησο ψζηε λα απισζεί ε νπζία ζε φιε ηελ επηθάλεηα ηνπ 

ζξεπηηθνχ κέζνπ. Ζ ηειηθή ζπγθέληξσζε ζπεξκηδίλεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ 

επηηέιεζε ησλ πεηξακάησλ ήηαλ 0.2mM. Παλνκνηφηππνο ηξφπνο αθνινπζνχληαλ γηα ηα 

control πηάηα ζηα νπνία απισλφηαλ ddH2O. Σα πηάηα επηηξέπνληαλ κεηά λα ζηεγλψζνπλ 

overnight. Σα άηνκα πνπ εμεηάδνληαλ ήηαλ ελήιηθα (7ε εκέξα ελειηθίσζεο). Άηνκα L4 

πξνλπκθηθνχ ζηαδίνπ κεηαθέξνληαλ ζε θξέζθα πηάηα NGM φπσο πεξηγξάθεηαη παξαπάλσ. 

Ζ δηαδηθαζία κε ηε ζπεξκηδίλε επαλαιακβαλφηαλ θάζε θνξά πνπ ηα ζθνπιήθηα κεηαθέξνληαλ 
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ζε θξέζθα πηάηα (θάζε δχν κέξεο). Ζ εηνηκαζία ησλ δεηγκάησλ γηα ηελ κηθξνζθνπηθή αλάιπζε 

πεξηγξάθεηαη παξαπάλσ (ππνθεθάιαην 9) 

 

7.12 Αλάιπζε ζπζζσκαησκάησλ ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο κύεο ηνπ ζσκαηηθνύ 

ηνηρώκαηνο ηνπ C. elegans 

 

Γχν ζηειέρε ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα απηή ηελ αλάιπζε: ην UA49: baInl2[punc-54::α-

Syn::GFP, pRF4] θαη ην cps-6(ok1718)I; baInl2[punc-54::α-Syn::GFP, pRF4]. Σν UA49 ζηέιερνο 

εθθξάδεη ηελ αλζξψπηλε α-ζπλνπθιεΐλε ζπληεγκέλε κε ηελ GFP (θάησ απφ ηνλ έιεγρν ηνπ 

ππνθηλεηή unc-54) ζηνπο κχεο ηνπ ζσκαηηθνχ ηνηρψκαηνο ηνπ C. elegans (Qiao et al., 2008). 

Έλα δηπιά κεηαιιαγκέλν ζηέιερνο θαηαζθεπάζηεθε (έλα isolate απνκνλψζεθε απφ ηηο 

δηαζηαπξψζεηο καο κεηαμχ ηνπ UA49 κε ην VC1253 ζηέιερνο) θαη αλαιχζεθε γηα ηηο 

επηδξάζεηο ηεο κεηαιιαγήο ζην cps-6 γνλίδην ζηελ ζπζζσκάησζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο 

κχεο. 

 

7.13 Αλάιπζε εθθπιηζκνύ ληνπακηλεξγηθώλ λεπξώλσλ πνπ επάγεηαη από ηελ 

ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο 

 

Σξία ζηειέρε ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα απηή ηελ αλάιπζε: ην BZ555: egIs1[pdat-1::GFP],  ην 

UA44: baIn11[pdat-1::α-Syn, pdat-1::GFP] θαη ην cps-6(ok1718)I; baIn11[pdat-1::α-Syn, pdat-

1::GFP]. Σν BZ555 ζηέιερνο θαηεπζχλεη ηελ έθθξαζε ηεο GFP ζηνπο 8 ληνπακηλεξγηθνχο 

λεπξψλεο ηνπ νξγαληζκνχ. Σν UA44 ζηέιερνο θαηεπζχλεη  ηελ ππεξέθθξαζε ηεο α-

ζπλνπθιεΐλεο ζηνπο ληνπακηλεξγηθνχο λεπξψλεο πξνθαιψληαο αμηνζεκείσην 

λεπξνεθθπιηζκφ (φπσο θαίλεηαη ζηα απνηειέζκαηα). Γχν isolates ηνπ δηπιά κεηαιιαγκέλνπ 
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ζηειέρνπο (κεηά ηε γελεηηθή δηαζηαχξσζε κεηαμχ ηνπ UA44 θαη ηνπ VC1253 ζηειέρνπο) 

αλαιχζεθαλ γηα ηηο επηδξάζεηο ηεο κεηαιιαγήο ζην γνλίδην cps-6 ζην λεπξνεθθπιηζκφ ησλ 

ληνπακηλεξγηθψλ λεπξψλσλ πνπ επάγεηαη απφ ηελ ππεξέθθξαζε ηεο α-ζπλνπθιεΐλεο. 

Γηα ηελ αλάιπζε, κφλν νη 4 CEPs αλαιχζεθαλ θαη θαηακεηξήζεθαλ φπσο έρεη 

πεξηγξαθεί (Cao et al., 2005). Γχν παξάιιειεο πξνζεγγίζεηο ηεο αλάιπζεο 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ.  

ηελ πξψηε πξνζέγγηζε έλα ζθνπιήθη θαηακεηξνχληαλ σο αγξίνπ ηχπνπ, φηαλ 

δηαηεξνχζε θαη ηα 4 θπηηαξηθά ζψκαηα ησλ CEPs αλεμάξηεηα απφ ηελ κνξθνινγία ησλ 

δελδξηηψλ. Σα ζθνπιήθηα πνπ απνπζίαδε ε έθθξαζε ηεο GFP έζησ θη απφ έλα θπηηαξηθφ 

ζψκα ησλ CEPs θαηακεηξνχληαλ σο ζθνπιήθηα κε εθθπιηζκέλνπο λεπξψλεο (Cao et al., 

2005). Με απηή ηελ πξνζέγγηζε ππνινγίζακε ην πνζνζηφ ησλ αηφκσλ πνπ παξνπζίαδαλ 

εθθπιηζκέλνπο CEPs γηα θάζε έλα απφ ηα ζηειέρε πνπ εμεηάζηεθαλ. 

ηελ δεχηεξε πξνζέγγηζε, ν ζπλνιηθφο αξηζκφο ησλ θπηηαξηθψλ ζσκάησλ ησλ CEPs 

(απφ ηα δψα πνπ παξαηεξνχληαλ) κεηξήζεθε γηα θάζε ζηέιερνο θαη ν κέζνο φξνο ησλ 

θπηηαξηθψλ ζσκάησλ αλά ζθνπιήθη ππνινγίζηεθε. 

7.14 Άιιεο Πιεξνθνξίεο 
 

 

Σα ζπλζεηηθά νιηγνλνπθιενηίδηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο αληηδξάζεηο PCR θαη 

αιιεινχρεζεο παξαζθεπάζηεθαλ ζην εξγαζηήξην κηθξνρεκείαο ηνπ Ηλζηηηνχηνπ Μνξηαθήο 

Βηνινγίαο θαη Βηνηερλνινγίαο (Ίδξπκα Σερλνινγίαο θαη Έξεπλαο). 

 

Σα πεξηνξηζηηθά έλδπκα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ πξνήιζαλ απφ ηηο εηαηξείεο New 

England Biolabs (NEB) θαη Minotech. 
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Σα ρεκηθά θαη ηα αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ είλαη πξντφληα ησλ εηαηξεηψλ: 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), Qiagen (California, CA, USA), Invitrogen (Carlsbad, 

USA), θαη Roche. 

 

Σα εηδηθά αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ πξνέξρνληαη απφ ηηο εηαηξείεο: 

Genomic DNA purification kit (Macherey-Nagel, NucleoSpin Tissue). 

 

Ζ ζηαηηζηηθή αλάιπζε φισλ ησλ κεηξήζεσλ πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ έγηλε κε ην Prism 

software package (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).  
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