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Summary 
 

Mitochondria are ubiquitous membrane – bound organelles and they are a defining feature of 
eukaryotic cell. The organelle is composed of a soluble matrix surrounded by a double 
membrane, an ion impermeable inner membrane and a permeable outer membrane. Despite the 
fact that mitochondria contain their own independent genome, they are characterized as semi-
autonomous organelles because their biological functions rely on the expression of nuclear genes. 
The mitochondrion is the site where electron transport chain and oxidative phosphorylation take 
place and provides the cell with the essential energy in the form of ATP for many cellular 
activities. Also, mitochondria are the major source of cellular reactive oxygen species (ROS) that 
cause oxidative damage to mtDNA, proteins and lipids. Accordingly, damaged, aged and excess 
mitochondria are a risk factor for the cell and proper elimination of them is important to maintain 
cellular homeostasis. Mitochondrial quality control mechanisms are therefore indispensable to 
cell survival and these include the removal of damaged mitochondrial proteins by an intra – 
organelle proteolytic system, the repair of damaged mitochondria by healthy ones through fission 
and fusion events and the removal of severely damaged mitochondria by autophagy (mitophagy). 
Mitophagy is a selective type of autophagy and the major degradative pathway for mitochondrial 
turnover. Little is known about the role of mitophagy in chronological ageing. During this thesis 
we examined the requirement for mitophagy process during ageing in Caenorhabditis elegans 
and we established an in vivo imaging system for monitoring mitophagy upon specific stimuli. 
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Περίληψη 
Τα µιτοχόνδρια είναι κυτταρικά οργανίδια, τα οποία περιβάλλονται από διπλή µεµβράνη, 

και αποτελούν βασικό χαρακτηριστικό των ευκαρυωτικών κυττάρων. Τα µιτοχόνδρια 
αποτελούνται από µια υγρή – διαλυτή µήτρα που περιβάλλεται από δύο µεµβράνες, µια 
εσωτερική µεµβράνη µη διαπέρατη σε ιόντα, µια εξωτερική µεµβράνη διαπερατή σε ιόντα και το 
διαµεµβρανικό χώρο που είναι απαραίτητος για τη λειτουργική επικοινωνία των δύο µεµβρανών. 
Παρά το γεγονός ότι τα µιτοχόνδρια περιέχουν το δικό τους γονιδίωµα, χαρακτηρίζονται ως ηµι – 
αυτόνοµα οργανίδια επειδή οι βασικές βιολογικές τους λειτουργίες εξαρτώνται από την έκφραση 
και τη ρύθµιση συγκεκριµένων πυρηνικών γονιδίων. Τα µιτοχόνδρια αποτελούν «τα εργοστάσια 
παραγωγής ενέργειας» του κυττάρου και εφοδιάζουν µε ΑΤΡ το κύτταρο για να πραγµατοποιηθεί 
µια ποικιλία κυτταρικών λειτουργιών. Επίσης, τα µιτοχόνδρια αποτελούν την κύρια πηγή 
Ενεργών Ριζών Οξυγόνου (ROS, Reactive Oxygen Species) που προκαλούν οξειδωτική βλάβη 
στο µιτοχονδριακό DNA, στις πρωτεΐνες και στα λιπίδια. Εποµένως, τα γηρασµένα µιτοχόνδρια, 
τα µιτοχόνδρια µε βλάβες αλλά και ο αυξηµένος αριθµός µιτοχονδρίων αποτελούν υψηλό 
παράγοντα κινδύνου για τη ζωή του κυττάρου. Για να παραµείνει σταθερή η κυτταρική 
οµοιόσταση σε τέτοιες περιπτώσεις λαµβάνουν χώρα µηχανισµοί ποιοτικού ελέγχου των 
µιτοχονδρίων. Η αποµάκρυνση κατεστραµένων µιτοχονδριακών πρωτεϊνών µέσω 
πρωτεολυτικών µηχανισµών, η αποκατάσταση των κατεστραµµένων µιτοχονδρίων από τα υγιή 
µέσω των µηχανισµών σχάσης και σύντηξης και η αποµάκρυνση των µιτοχονδρίων που έχουν 
υποστεί σοβαρές βλάβες µέσω της διαδικασίας της αυτοφαγίας (µιτοφαγία) αποτελούν τους 
κύριους µηχανισµούς ποιοτικού ελέγχου των µιτοχονδρίων. Η µιτοφαγία είναι ένας ειδικός – 
εκλεκτικός τύπος αυτοφαγίας και αποτελέι τον κύριο µηχανισµό αποικοδόµησης και 
αποµάκρυνσης κατεστραµµένων µιτοχονδρίων. Ελάχιστα πράγµατα είναι γνωστά για τον ρόλο 
της µιτοφαγίας κατά την διαδικασία της χρονολογικής γήρανσης. Στην παρούσα διατριβή 
µελετήσαµε κατά πόσο η διαδικασία της µιτοφαγίας είναι απαραίτητη κατά την διάρκεια της 
γήρανσης στον νηµατώδη Caenorhabditis elegans και αναπτύξαµε ένα in vivo σύστηµα 
µικροσκοπικής απεικόνισης για την παρατήρηση της επαγωγής της µιτοφαγίας κατόπιν 
συγκεκριµένων ερεθισµάτων.  
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Εισαγωγή 
 
 

Ι. Εισαγωγή στη Βιολογία του Νηµατώδους Caenorhabditis elegans 
  

Η χρήση του νηµατώδους στο πεδίο της βιολογικής έρευνας προτάθηκε από το Sydney 
Brenner το 1974 (Brenner, 1974). Έκτοτε, µεγάλο µέρος της γενετικής και της φυσιολογίας 
αυτού του οργανισµού έχει διαλευκανθεί, καθιστώντας τον ισχυρό πειραµατικό µοντέλο, µε 
ανεκτίµητη συνεισφορά στην πρόοδο της βιοϊατρικής έρευνας.  

Ο C. elegans είναι ένα ελεύθερο (µη παρασιτικό) είδος νηµατώδους, που ζει στο έδαφος 
(Riddle, 1997). Το µέγεθός του είναι πολύ µικρό, τα ενήλικα άτοµα έχουν µήκος περίπου 1.3mm 
και διάµετρο 100µm. Η ανάπτυξή του στο εργαστήριο πραγµατοποιείται σε στερεά ή υγρά 
θρεπτικά µέσα και ως τροφή χρησιµοποιείται το αργά αναπτυσσόµενο στέλεχος του βακτηρίου 
Escherichia coli, ΟΡ50. Η συντήρηση νηµατωδών στο εργαστήριο είναι συνεπώς οικονοµική και 
δεν απαιτεί χρόνο. Διευκολύνεται επίσης από τη δυνατότητα διατήρησης παγωµένων στελεχών 
στους -80ºC ή σε υγρό άζωτο. Οι προνύµφες 1ου σταδίου (L1) είναι οι πλέον ανθεκτικές κατά το 
πάγωµα. Επιπλέον, οι προνύµφες L1 και οι ανθεκτικές προνυµφικές µορφές dauers µπορούν να 
επιβιώσουν για µερικούς µήνες χωρίς τροφή σε θερµοκρασία 15ºC.  

Ο αναπαραγωγικός κύκλος του C. elegans διαρκεί περίπου 2.5 µέρες στους 25ºC, ενώ τα 
ζώα ζουν συνολικά 2-3 εβδοµάδες. Ο σχετικά µικρός χρόνος ζωής αποτελεί πλεονέκτηµα για 
γενετικές µελέτες, ειδικά στον τοµέα της γήρανσης. Η ανάπτυξη ξεκινά από τη γονιµοποίηση του 
ωοκυττάρου. Μέρος της εµβρυϊκής αύξησης πραγµατοποιείται στο εσωτερικό της γονάδας του 
ενήλικου ζώου. Από την εκκόλαψη των αυγών προκύπτουν προνύµφες 1ου σταδίου (L1), οι 
οποίες διέρχονται από τέσσερα διαδοχικά προνυµφικά στάδια (L1-L4), για να δηµιουργηθούν 
τελικά σεξουαλικά ώριµα ενήλικα ζώα, ικανά να παράγουν γενετικά κύτταρα και να αποθέτουν 
αυγά . Κάθε ζώο αποθέτει περίπου 300 αυγά σε διάστηµα τριών ηµερών. Η ανάπτυξη είναι 
ευαίσθητη στις συνθήκες του περιβάλλοντος. Σε µη ευνοϊκές συνθήκες, όπως η υψηλή 
θερµοκρασία, η έλλειψη τροφής και ο υπερπληθυσµός, οι προνύµφες L1 διακόπτουν την 
ανάπτυξή τους, ενώ ζώα 2ου προνυµφικού σταδίου (L2) µεταµορφώνονται σε ανθεκτικούς 
τύπους διάπαυσης, που ονοµάζονται “dauers” (Klass and Hirsh, 1976). Οι προνύµφες dauers 
έχουν πιο επίµηκες και λεπτό σώµα, σκληρό επιδερµίδιο, υψηλά επίπεδα αποθηκευµένου λίπους, 
δεν τρέφονται και κινούνται συνεχώς. Η ιστολογία και συµπεριφορά τους εξυπηρετούν την 
αντοχή σε αντίξοο περιβάλλον και την εξερεύνηση του χώρου, προκειµένου να ανιχνευτούν 
θώκοι µε ευνοϊκές συνθήκες. Επανέρχονται τότε στο “φυσιολογικό” κύκλο ανάπτυξης ως 
προνύµφες 4ου σταδίου (L4). 
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Ο κύκλος ζωής του C. elegans στους 25°C (www.wormbase.org) 

Οι νηµατώδεις του είδους C. elegans είναι διπλοειδείς ερµαφρόδιτοι οργανισµοί και 
παράγουν µε αυτογονιµοποίηση γονοτυπικά οµοιογενείς πληθυσµούς. Ωστόσο, ανωµαλίες στο 
διαχωρισµό των δύο φυλετικών χρωµοσωµάτων Χ κατά τη µείωση είναι δυνατόν να οδηγήσουν 
στη δηµιουργία αρσενικών ατόµων χρωµοσωµικής σύστασης ΧΟ. Αν και η συχνότητα των 
αρσενικών ζώων στη φύση είναι πολύ χαµηλή, η επίδραση θερµικού σοκ σε προνύµφες L4 
αυξάνει την πιθανότητα µη σωστού διαχωρισµού των χρωµοσωµάτων και κατά συνέπεια τα 
ποσοστά αρσενικών ατόµων. Αυτά µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε γενετικές διασταυρώσεις για 
τη µεταφορά αλληλοµόρφων και χρωµοσωµικών αλληλουχιών. Οι πληθυσµοί των νηµατωδών 
που χρησιµοποιούνται ευρύτερα στο εργαστήριο προέρχονται από ένα κοινό πρόγονο (στέλεχος 
Bristol N2), µε συνέπεια να είναι γενετικά πανοµοιότυποι. Η οµοιοµορφία αυτή καθιστά δυνατή 
την εξαγωγή συγκρίσιµων αποτελεσµάτων από διαφορετικές ερευνητικές οµάδες (Gems and 
Riddle, 2000). 

Το γονιδίωµα του C. elegans έχει αλληλουχηθεί πλήρως και περιλαµβάνει περίπου 20000 
ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης (Open Reading Frames, ORFs), κατανεµηµένα σε πέντε ζεύγη 
αυτοσωµάτων κι ένα ζεύγος φυλετικών χρωµοσωµάτων (1998). Εκτός από τον γενετικό, είναι 
διαθέσιµος και φυσικός χάρτης, που αποτελείται από αλληλεπικαλυπτόµενους κλώνους DNA 
(κοσµίδια και τεχνητά χρωµοσώµατα ζυµοµυκήτων, Yeast Artificial Chromosomes-YACs) και 
καλύπτει ολόκληρο σχεδόν το γονιδίωµα (Coulson et al., 1988; Waterston and Sulston, 1995). 
Αξιοποίηση αυτής της πληροφορίας σε ευρείας κλίµακας µεθόδους, όπως οι µικροσυστοιχίες 
DNA και η παρεµβολή RNA (RNAi), έχει οδηγήσει στην παραγωγή πληθώρας δεδοµένων, που 
αφορούν σε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, στην έκφραση και στη λειτουργία γονιδίων 
(Blumenthal et al., 2002; Boulton et al., 2002; Kamath et al., 2003; Kim et al., 2001; Maeda et al., 
2001; Matthews et al., 2001; Walhout et al., 2000). Η παρεµβολή RNA είναι µία µέθοδος 
αντίστροφης γενετικής, η οποία επιτρέπει γρήγορη καταστολή της έκφρασης γονιδίων σε 
διαφορετικά επίπεδα και σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια (Fire et al., 1998; Tavernarakis et al., 
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2000). Αν κι έχει το µειονέκτηµα ότι δεν είναι ιδιαίτερα αποδοτική σε νευρικά κύτταρα, η 
ανακάλυψη στελεχών µε αυξηµένη ευαισθησία στο RNAi (στελέχη µε τις µεταλλαγές eri-
1(mg366), lin-35(n745) ή rrf-3(pk1426)), την έχει καταστήσει πιο αποτελεσµατική (Kennedy et 
al., 2004; Lehner et al., 2006; Simmer et al., 2003; Timmons, 2004). Οι γενετικές µελέτες στους 
νηµατώδεις προάγονται ακόµα από την ευκολία δηµιουργίας διαγονιδιακών στελεχών µε µικρο-
ενέσεις αλληλουχιών DNA στις γονάδες των ζώων (Mello and Fire, 1995). Για την κατασκευή 
νουκλεοτιδικών αλληλουχιών είναι διαθέσιµοι κατάλληλοι πλασµιδιακοί φορείς, ειδικοί για τον 
C. elegans. Η εφαρµογή µεθόδων κλασσικής γενετικής πραγµατοποιείται επίσης µε ευκολία. 
Αρωγό στη χαρτογράφηση µεταλλαγών αποτελεί η διαθεσιµότητα ενός ιδιαίτερα πλούσιου χάρτη 
µοναδικών νουκλεοτιδικών πολυµορφισµών (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) (Wicks et 
al., 2001).  

Η χρήση του C. elegans ως πειραµατικού µοντέλου έχει συµβάλλει ιδιαίτερα στη 
διερεύνηση των µηχανισµών κυτταρικού θανάτου κατά την ανάπτυξη. Χαρακτηριστικά, όπως η 
διαφάνεια του σώµατος και η πανοµοιότυπη κυτταρική του σύσταση, έχουν αποτελέσει 
πλεονεκτήµατα σε αυτήν την προσπάθεια. Το σώµα κάθε ερµαφρόδιτου ενήλικου ζώου 
αποτελείται από 959 κύτταρα, που προκύπτουν µετά από συγκεκριµένες κυτταρικές διαιρέσεις 
και το θάνατο ακριβώς 131 κυττάρων (Sulston and Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983). Ο 
εντοπισµός των κυττάρων που πεθαίνουν πραγµατοποιείται εύκολα µε τη χρήση µικροσκοπίου 
διαφορικής συµβολής (DIC, Nomarski). Η θέση κάθε κυττάρου και η σειρά των κυτταρικών 
διαιρέσεων, που οδηγούν στο σχηµατισµό του, είναι ήδη γνωστά. Με τη βοήθεια ηλεκτρονικών 
µικροφωτογραφιών έχουν ανιχνευτεί επίσης οι νευρικές και νευροµυϊκές συνάψεις κι έχει 
κατασκευαστεί το διάγραµµα των διασυνδέσεων µεταξύ των 302 νευρώνων του νηµατώδους 
(Bargmann and Kaplan, 1998; White et al., 1976). Η καταστροφή κι εξάλειψη συγκεκριµένων 
κυττάρων του C. elegans µπορεί να επιτευχθεί µε έκφραση τοξικών πρωτεϊνών υπό την 
καθοδήγηση κατάλληλων υποκινητών ή µε χρήση ακτινοβολίας laser (Bargmann and Avery, 
1995; Harbinder et al., 1997). Τα τελευταία χρόνια έχουν αναπτυχθεί και µέθοδοι πρωτογενών 
καλλιεργειών κυττάρων του C. elegans για µελέτες ex vivo (Christensen et al., 2002). 
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II. To Μιτοχόνδριο 

Τα µιτοχόνδρια καταλαµβάνουν ένα σηµαντικό τµήµα του κυτταροπλάσµατος των 
ευκαρυωτικών κυττάρων (18 – 20%) και η συµβολή τους ήταν ουσιαστική για την εξέλιξη των 
οργανισµών. Συνήθως απεικονίζονται ως σταθεροί, επιµήκεις κύλινδροι µε διάµετρο από 0,5 έως 
1µm, που µοιάζουν µε βακτήρια. Διάφορες τεχνικές µικροσκοπίας παρατήρηση των ζωντανών 
κυττάρων (Time – lapse microcinematography), ωστόσο, έχουν δείξει ότι τα µιτοχόνδρια είναι 
εντυπωσιακά κινητικά και εµφανίζουν µεγάλη δοµική πλαστικότητα, µε αποτέλεσµα συνεχώς να 
αλλάζουν το σχήµα τους. Στην πραγµατικότητα τα µιτοχόνδρια απαρτίζουν ένα δυναµικό δίκτυο 
που ονοµάζεται µιτοχονδριακό δίκτυο (mitochondrial network) και χαρακτηρίζεται από µια 
αέναη κίνηση και αλλαγή σχήµατος. Το µιτοχονδριακό δίκτυο εξαπλώνεται και σµικραίνει, µέσω 
των φαινοµένων σχάσης και σύντηξης µεταξύ των µιτοχονδρίων, ανάλογα µε τις µεταβολικές 
απαιτήσεις των εκάστοτε κυτταρικών τύπων. Καθώς κινούνται στο κυτταρόπλασµα τα 
µιτοχόνδρια φαίνεται ότι «ακολουθούν» τις δοµές των µικροσωληνίσκων, οι οποίες µπορούν να 
καθορίσουν τον προσανατολισµό και τη διανοµή των µιτοχονδρίων µέσα στο κύτταρο.  Έτσι, το 
µιτοχονδριακό δίκτυο σε κάποια κύτταρα έχει τη µορφή µακριών ινών ή αλυσίδων, ενώ σε άλλα 
κύτταρα τα µιτοχόνδρια παραµένουν σταθερά σε µια θέση και παρέχουν ΑΤΡ σε µια τοποθεσία 
µε πολύ υψηλές ενεργειακές απαιτήσεις. 

Η δοµή των µιτοχονδρίων είναι χαρακτηριστική, όπως φαίνεται µε ηλεκτρονική 
µικροσκοπία µικρών τοµών. Κάθε µιτοχόνδριο οριοθετείται από δύο µεµβράνες, την εξωτερική 
µιτοχονδριακή µεµβράνη και την εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη που σχηµατίζει 
πολυάριθµες πτυχώσεις (cristae). Μαζί οι δύο αυτές µεµβράνες δηµιουργούν δύο ξεχωριστά 
τµήµατα: i) τον εσωτερικό χώρο του µιτοχονδρίου που ονοµάζεται µιτοχονδριακή µήτρα 
(mitochondrial matrix) και ii) τον διαµεµβρανικό χώρο που αποτελεί το χώρο µεταξύ των δύο 
µεµβρανών και είναι απαραίτητος για τη λειτουργική τους επικοινωνία. Οι δύο µεµβράνες έχουν 
διαφορετική σύσταση σε λιπίδια και πρωτεΐνες. Η εξωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη περιέχει 
κυρίως πορίνες (porins) που αποτελούν υδρόφιλους διαύλους µέσα στη διπλοστιβάδα των 
λιπιδίων. Η µεµβράνη αυτή µοιάζει µε κόσκινο και είναι διαπερατή σε µόρια µε µέγεθος έως και 
5 KDa. Τα περισσότερα από αυτά τα µόρια µπορούν να εισέλθουν στο διαµεβρανικό χώρο αλλά 
δεν µπορούν να περάσουν την εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη. Η εσωτερική µιτοχονδριακή 
µεµβράνη αποτελεί έναν φραγµό που χαρακτηρίζεται από µεγάλη επιλεκτικότητα. Επιπλέον, 
περιέχει µεγάλο ποσοστό του φωσφολιπιδίου καρδιολιπίνης (cardiolipin) που βοηθάει την 
µεµβράνη να γίνει ειδικά στεγανή σε ιόντα. Η εσωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων περιέχει 
αρκετά ένζυµα του κύκλου του Krebs, της αναπνευστική αλυσίδας (κυτοχρώµατα b, c1, c, a, a3) 
και της σύνθεσης ΑΤΡ. Η µιτοχονδριακή µήτρα, δηλαδή η περιοχή που περικλείεται από τις 
πτυχώσεις της εσωτερικής µεµβράνης περιέχει πολλά και ετερογενή συστατικά όπως ένζυµα του 
κύκλου του Krebs (κιτρική συνθετάση, ισοκιτρική αφυδρογονάση, φουµαράση, µαλεϊκή 
αφυδρογονάση), ένζυµα οξείδωσης λιπαρών οξέων και ακόµα DNA, RNA και ριβοσώµατα.  

 

 

Φωτογραφία µιτοχονδρίου από ηλεκτρονικό µικροσκόπιο.  
Περιλαµβάνει: εξωτερική µεµβράνη, εσωτερική µεµβράνη, µήτρα 
(matrix), πτυχώσεις (cristae) και ηλεκτρονιόπυκνα σφαιρίδια που 
περιέχουν ασβέστιο.  
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Τα µιτοχόνδρια (όπως και «οι κοντινοί συγγενείς» τους οι χλωροπλάστες) είναι ξεχωριστά 
ευκαρυωτικά οργανίδια καθώς περιέχουν δικό τους γενετικό υλικό που κωδικοποιεί rRNA και 
tRNA καθώς και mRNAs για την σύνθεση πρωτεϊνών στα οργανιδιακά ριβοσώµατα. Όµως η 
σύνθεση αυτή δεν επαρκεί για τις λειτουργικές και δοµικές ανάγκες των οργανιδίων γι’ αυτό και 
γίνεται εισαγωγή µορίων από το κυτταρόπλασµα. Συνήθως ο αριθµός των απαιτούµενων µορίων 
που συντίθενται στο µιτοχόνδριο είναι µικρός και κατά συνέπεια τα οργανίδια αυτά δεν έχουν 
πλήρης αυτονοµία και χαρακτηρίζονται ως ηµιαυτόνοµα. Το DNA των µιτοχονδρίων είναι 
κυκλικό και ποικίλλει σε µέγεθος από 6000 bp για τα µιτοχόνδρια του πρωτόζωου Plasmodium 
falciparum µέχρι 300.000 bp για τα µιτοχόνδρια µερικών φυτικών κυττάρων. Το µιτοχονδριακό 
DNA έχει βρεθεί σε πολλά ίδια αντίγραφα σε κάθε µιτοχόνδριο. Με το µιτοχονδριακό DNA έχει 
βρεθεί ότι σχετίζονται τουλάχιστον 20 πρωτεΐνες που δηµιουργούν τα µιτοχονδριακά 
νουκλεοειδή (mt – nucleoid). Πρωτεΐνες αυτές σταθεροποιούν τα νουκλεοειδή και κατευθύνουν 
την αντιγραφή του mtDNA. Για τα ανώτερα ζώα και τον άνθρωπο, η κληρονοµική µεταβίβαση 
του mtDNA γίνεται µητρικά, αφού από τα δύο γενετικά κύτταρα, µόνο τα µιτοχόνδρια του 
ωαρίου χρησιµοποιούνται κατά την εµβρυογένεση. 

 
III. Οξειδωτική Βλάβη των Μιτοχονδρίων  

Κατά τη διάρκεια της κυτταρικής αναπνοής παράγονται διάφορα παραπροϊόντα που 
µπορεί να προκαλέσουν κυτταροτοξικότητα και να οδηγήσουν στο  κυτταρικό θάνατο. Σε αυτή 
την κατηγορία των παραπροϊόντων ανήκουν είναι οι ενεργέs ρίζες οξυγόνου (ROS, Reactive 
Oxygen Species) όπως είναι το Η2Ο2 και το Ο2•

-. Τα µιτοχόνδρια αποτελούν την κύρια πηγή 
παραγωγής ενεργών ριζών οξυγόνου και γι’ αυτό το λόγο είναι ιδιαίτερα επιρρεπή σε βλάβες από 
ROS. Τα ROS µπορεί να οδηγήσουν σε οξειδωτική βλάβη των µιτοχονδριακών πρωτεϊνών, των 
µιτοχονδριακών µεµβρανών και του µιτοχονδριακού DNA. Τα παραπάνω έχουν ως συνέπεια να 
µειώσουν την ικανότητα των µιτοχονδρίων να παράγουν ΑΤΡ και να διεξάγουν το ευρύ φάσµα 
των µεταβολικών λειτουργιών τους, όπως είναι ο κύκλος του Krebs, η οξείδωση των λιπαρών 
οξέων, ο κύκλος της ουρίας, ο µεταβολισµός των αµινοξέων, η σύνθεση της αίµης κ.α. Η 
µιτοχονδριακή οξειδωτική βλάβη µπορεί επίσης να αυξήσει την τάση των µιτοχονδρίων να 
απελευθερώσουν πρωτεΐνες του διαµεµβρανικού χώρου, π.χ. κυτόχρωµα c, στο κυτταρόπλασµα 
µέσω της αύξησης της διαπερατότητας της εξωτερικής µιτοχονδριακής µεµβράνης 
(Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization, MOMP) που έχει ως αποτέλεσµα την 
ενεργοποίηση των µηχανισµών αποπτωτικού και νεκρωτικού κυτταρικού θανάτου. Επιπλέον, η 
µιτοχονδριακή παραγωγή ROS οδηγεί στην επαγωγή της διαπερατότητας των µιτοχονδριακών 
πόρων  (Mitochondrial Premeability Transition Pore, PTP), η οποία καθιστά την εσωτερική 
µιτοχονδριακή µεµβράνη διαπερατή σε µικρά µόρια, όπως συµβαίνει σε καταστάσεις ισχαιµίας 
(Michael P. Murphy, 2009). Κατά συνέπεια, δεν αποτελεί έκπληξη το γεγονός ότι η 
µιτοχονδριακή δυσλειτουργία συµβάλει στην ανάπτυξη διαφόρων παθολογικών καταστάσεων, 
π.χ. καρδιοµυοπάθιες, πάρκινσον, διαβήτης, αλλά και στην διαδικασία της γήρανσης. 

 

 

 

 

 
  Οξειδωτική µιτοχονδριακή βλάβη (Michael P. Murphy, 2009) 
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Το κύτταρο, λοιπόν, έχει αναπτύξει µια πληθώρα µηχανισµών που ενεργοποιούνται κατά 
την οξειδωτική βλάβη των µιτοχονδρίων για αν διατηρήσουν την κυτταρική οµοιόσταση και τη 
βιωσιµότητα του. Η αποµάκρυνση κατεστραµµένων µιτοχονδριακών πρωτεϊνών µέσω 
πρωτεολυτικών µηχανισµών, η αποκατάσταση των κατεστραµµένων µιτοχονδρίων από τα υγιή 
µέσω των µηχανισµών σχάσης και σύντηξης και η αποµάκρυνση των µιτοχονδρίων που έχουν 
υποστεί σοβαρές βλάβες µέσω της διαδικασίας της αυτοφαγίας (µιτοφαγία) αποτελούν τους 
κύριους µηχανισµούς ποιοτικού ελέγχου των µιτοχονδρίων. 

 
 

IV. Αυτοφαγία (Autophagy) 

Οι βασικές κυτταρικές διαδικασίες για την αποδόµηση κυτταρικών συστατικών είναι  
η αυτοφαγία και η διάσπαση στα πρωτεοσώµατα. Ο όρος “αυτοφαγία” περιγράφει την  
κυτταρική διαδικασία για την αποδόµηση και ανακύκλωση οργανιδίων και πρωτεϊνών µε  
µεγάλη διάρκεια ηµιζωής (Jentsch and Ulrich, 1998). Όπως προκύπτει και από την ανάλυση του 
όρου στα συνθετικά του, πρόκειται για το µηχανισµό µε τον οποίο το κύτταρο “τρώει” τον εαυτό 
του.  

Έχουν διακριθεί τρεις διαφορετικοί τύποι: η µικρο-αυτοφαγία, η αυτοφαγία µε τη  
µεσολάβηση τσαπερονών (chaperone-mediated autophagy, CMA) και η µακρο-αυτοφαγία  
(Klionsky and Emr, 2000; Larsen and Sulzer, 2002). Η µικρο-αυτοφαγία πραγµατοποιείται µε 
εγκολπώσεις της λυσοσωµικής µεµβράνης, που έχουν ως αποτέλεσµα την πρόσληψη τµηµάτων 
του κυτταροπλάσµατος ή του πυρήνα στο εσωτερικό του λυσοσώµατος (Chu, 2006). Συµµετέχει 
επίσης στην επιλεκτική αποµάκρυνση οργανιδίων, όταν δεν είναι πια χρήσιµα και είναι συνεχώς 
ενεργή στα κύτταρα (Larsen and Sulzer, 2002). Λίγα δεδοµένα υπάρχουν σχετικά µε αυτήν τη 
διαδικασία. Κατά τη CMA, διαλυτές κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες που φέρουν την αµινοξική 
αλληλουχία KFERQ, στοχεύονται ειδικά στο λυσόσωµα µε τη βοήθεια κυτταροπλασµατικών και 
λυσοσωµικών πρωτεϊνών chaperones, όπως η κυτταροπλασµατική και λυσοσωµική HSC-73, 
καθώς και της πρωτεΐνης LΑΜΡ2 της λυσοσωµικής µεµβράνης. Στο εσωτερικό του 
λυσοσώµατος υφίστανται έντονη πρωτεόλυση. Η CMA είναι συνεχώς ενεργή σε χαµηλά επίπεδα 
στους περισσότερους ιστούς, αλλά εµφανίζει µέγιστη ενεργότητα σε καταστάσεις στρες 
(Martinez-Vicente and Cuervo, 2007). Το λυσόσωµα είναι και ο τελικός προορισµός του 
“φορτίου” που µεταφέρεται µέσω της µακρο-αυτοφαγίας. Αυτή αποτελεί και τον καλύτερα 
µελετηµένο µηχανισµό µεταξύ των τριών µορφών. Κατά τη µακρο-αυτοφαγία σχηµατίζονται µε 
προέκταση µιας διπλής κυτταροπλασµατικής µεµβράνης, που καλείται “φαγοφόρο”, κυστίδια 
που ονοµάζονται “αυτοφαγοσώµατα” στις ζύµες ή “αυτοφαγικά κυστίδια” σε κύτταρα 
θηλαστικών, χωρίς ωστόσο αυτός ο διαχωρισµός να είναι απόλυτα αυστηρός (Klionsky and Emr, 
2000). Η προέλευση-πηγή του φαγοφόρου δεν είναι ακόµα σαφής. Είναι πιθανό ότι πρόκειται για 
µία προ-αυτοφαγοσωµική δοµή (pre-autophagosomal structure, PAS), που βρίσκεται κοντά στο 
λυσόσωµα στις ζύµες, ενώ στα θηλαστικά το ρόλο αυτό ίσως παίζει το δίκτυο trans Golgi ή το 
αδρό ΕΔ (Mizushima et al., 2002; Wang and Klionsky, 2003). Τα αυτοφαγοσώµατα 
εγκολπώνουν µεγάλα τµήµατα κυτταροπλάσµατος και τα µεταφέρουν στα λυσοσώµατα. Η 
εξωτερική µεµβράνη του αυτοφαγοσώµατος συντήκεται µε τη λυσοσωµική και το υπολειπόµενο 
αυτοφαγικό σωµάτιο απελευθερώνεται στον αυλό του λυσοσώµατος. Σε κύτταρα θηλαστικών η 
σύντηξη µε το λυσόσωµα αποτελεί το τελικό βήµα διαδοχικών συντήξεων αυτοφαγοσωµάτων µε 
πρώιµα ενδοσώµατα, για να σχηµατιστούν σωµατίδια που ονοµάζονται “αµφισώµατα” (Kroemer 
and Jaattela, 2005; Mizushima et al., 2002). Κατά τη διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται σταδιακά 
όξυνση, ενώ χάνεται και η εσωτερική µεµβράνη των αυτοφαγοσωµάτων. Συχνά, µε τη 
συµµετοχή και των µεµβρανών των οργανιδίων που έχουν εγκολπωθεί, σχηµατίζονται 
πολυµεµβρανικές δοµές, εµφανείς κυρίως στο τελικό στάδιο των αυτο-λυσοσωµάτων. “Αυτο-
λυσόσωµα” καλείται το προϊόν σύντηξης µε το λυσόσωµα. Ο όρος “αυτοφαγικά κυστίδια” 
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χρησιµοποιείται στην περίπτωση αυτή για να περιγράψει το σύνολο των δοµών από τα πρώιµα 
αυτοφαγοσώµατα µε τη διπλή µεµβράνη στα ώριµα αυτο-λυσοσώµατα (Chu, 2006). Ο βασικός 
µοριακός µηχανισµός της αυτοφαγίας περιλαµβάνει την επαγωγή, το σχηµατισµό και την 
ωρίµανση των αυτοφαγοσωµάτων, τη σύντηξή τους µε το λυσόσωµα και τη διάσπαση του 
αυτοφαγικού σωµατιδίου (Klionsky and Emr, 2000). Η επαγωγή της αυτοφαγίας µπορεί να είναι 
αποτέλεσµα περιβαλλοντικών ερεθισµάτων, όπως έλλειψη θρεπτικών, υψηλή θερµοκρασία, 
χαµηλή συγκέντρωση οξυγόνου και ορµονική διέγερση, ή ενδοκυτταρικού στρες, που προκύπτει 
από την παρουσία κατεστραµµένων οργανιδίων ή µεταλλαγµένων πρωτεϊνών και την εισβολή 
παθογόνων µικροοργανισµών (Levine, 2007). Μόρια που εµπλέκονται στον έλεγχο της 
κυτταρικής αύξησης, στην επιδιόρθωση βλαβών στο DNA, στην απόπτωση και σε µηχανισµούς 
του ανοσοποιητικού συστήµατος ανώτερων οργανισµών ρυθµίζουν επίσης την έναρξη 
αυτοφαγικών διαδικασιών. Οι µηχανισµοί αυτοί ωστόσο δεν είναι ακόµα απολύτως γνωστοί και 
φαίνεται να εξαρτώνται από τον τύπο του κυττάρου ή ιστού και το βαθµό διαφοροποίησής του 
(Chu, 2006). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχηµατική αναπαράσταση της διαδικασίας της αυτοφαγίας. a,b) κυτταροπλασµατικό υλικό εγκολπώνεται από 
διπλή κυτταροπλασµατική µεµβράνη του φαγοφόρου c) σχηµατισµός του αυτοφαγοσώµατος d) Η εξωτερική 
µεµβράνη του αυτοφαγοσώµατος συντήκεται µε τη λυσοσωµική και το υπολειπόµενο αυτοφαγικό σωµάτιο 
απελευθερώνεται στον αυλό του λυσοσώµατος e) Αποικοδόµηση του κυτταροπλασµατικού υλικού (Xie Z. and 
Klionsky D.J., 2007) 
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V. Μιτοφαγία (Mitophagy) 

Μέχρι σήµερα έχουν παρατηρηθεί δύο µορφές µακρο – αυτοφαγίας η µη – εξειδικευµένη 
και η εξειδικευµένη αυτοφαγία.  Η µη – εξειδικευµένη αυτοφαγία παρατηρείται στο κύτταρο 
όταν υπάρχει έλλειψη θρεπτικών συστατικών. Μέσω αυτής της διαδικασίας τα κύτταρα 
προµηθεύονται µε βασικές δοµικές µονάδες για τον µεταβολισµό και ενέργεια µέχρι θρεπτικές 
ουσίες να είναι διαθέσιµες και να µπορούν να ληφθούν ξανά από το εξωκυττάριο περιβάλλον. 
Αντίθετα, η εξειδικευµένη αυτοφαγία παρατηρείται όταν υπάρχει πληθώρα θρεπτικών ουσιών 
και λαµβάνει χώρα για να αποµακρύνει τα περιττά/κατεστραµµένα οργανίδια ή πρωτεϊνικά 
συσσωµατώµατα που µπορεί να είναι τοξικά για το κύτταρο. Εξειδικευµένες µορφές αυτοφαγίας 
παρατηρούνται είτε όταν αλλάζει η πηγή των θρεπτικών συστατικών είτε κατά την διάρκεια των 
αναπτυξιακών διαδικασιών. Κάποιες µορφές εξειδικευµένης αυτοφαγίας που έχουν παρατηρηθεί 
είναι η αποδόµηση των υπεροξεισωµάτων, των ριβοσωµάτων, κάποιων τµηµάτων του 
ενδοπλασµατικού δικτύου και κάποιων παθογόνων που εισβάλουν στον οργανισµό και για τις 
οποίες χρησιµοποιούνται αντίστοιχα οι αγγλικοί όροι pexophagy, ribophagy, ER-phagy και 
xenophagy (Youle RJ. and Narendra DP, 2011).  

Μια πολύ καλά µελετηµένη µορφή εξειδικευµένης αυτοφαγίας είναι η µιτοφαγία 
(mitophagy), η οποία µεσολαβεί για την επιλεκτική αποµάκρυνση των µιτοχονδρίων. Η 
µιτοφαγία παρατηρήθηκε για πρώτη φορά σε κύτταρα θηλαστικών µε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. 
Κατά τη διάρκεια αυτών των µελετών παρατηρήθηκε αυξηµένη µιτοχονδριακή αποµόνωση  σε 
λυσοσώµατα µετά από διέγερση του καταβολισµού των ηπατοκυττάρων µε γλουκαγόνο (C. De 
Duve and Wattiaux, 1966). Χρησιµοποιώντας αυτό το µοντέλο, καθώς και την συνεχή έλλειψη 
θρεπτικών συστατικών από τις κυτταροκαλλιέργειες (starvation), παρατηρήθηκε η εγκόλπωση 
µιτοχονδρίων σε µεµβρανικά κυστίδια, στα οποία εντοπίστηκε η µεµβρανική πρωτεΐνη LC3 που 
βρίσκεται στις µεµβράνες των αυτοφαγοσωµάτων, και η διαδικασία αυτή ονοµάστηκε µιτοφαγία 
(Kim I. et al., 2007). Αυτές οι πρώτες µελέτες έδειξαν ότι η µιτοφαγία ελέγχει των αριθµό των 
µιτοχονδρίων, έτσι ώστε να συµβαδίζει µε τις µεταβολικές ανάγκες των κυττάρων, καθώς και ότι 
αποτελεί έναν µηχανισµό ελέγχου της «ποιότητας» των µιτοχονδρίων που έχει την δυνατότητα 
να αποµακρύνει τα κατεστραµµένα µιτοχόνδρια από το κύτταρο. 

Στο Saccharomyce cerevisiae (Nowikovsky A.M. et al., 2007) και σε κύτταρα θηλαστικών 
(Twig G. et al., 2008) έχει παρατηρηθεί ότι η µιτοφαγία λαµβάνει χώρα πριν από την σχάση 
(fission) των µιτοχονδρίων (Westermann D. et al., 2010). Λειτουργεί σαν µηχανισµό ποιοτικού 
ελέγχου όπου αποµακρύνει τα κατεστραµµένα µιτοχόνδρια πριν τον διπλασιασµό τους (Tal R. et 
al., 2007). Πέρα από αυτό τον ποιοτικό έλεγχο η µιτοφαγία έχει δειχθεί ότι απαιτείται για ένα 
συνεχή έλεγχο που ρυθµίζει τον αριθµό των µιτοχονδρίων ανάλογα µε τη µεταβολική 
δραστηριότητα των κυττάρων (Kisova I. et al., 2004) , αλλά και κατά τη διάρκεια εξειδικευµένων 
αναπτυξιακών σταδίων σε κύτταρα θηλαστικών όπως συµβαίνει για παράδειγµα στη 
διαφοροποιήση των ερυθρών αιµοσφαιρίων (Schweer R.L. et al., 2007; Kundu M. et al., 2008). 
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Μη – εξειδικευµένη αυτοφαγία και Μιτοφαγία. a) Η µη – εξειδικευµένη αυτοφαγία λαµβάνει χώρα όταν υπάρχει 
έλλειψη θρεπτικών συστατικών και αποδοµεί κυτταροπλασµατικό υλικό συµπεριλαµβανοµένων πολλών πρωτεϊνών 
και οργανιδίων. b) Η µιτοφαγία λαµβάνει χώρα για να αποµακρύνει µόνο µιτοχόνδρια για τους εξής λόγους  είτε για να 
ρυθµίσει τον αριθµό τους σε κάθε κύτταρο ανάλογα µε τη µεταβολική δραστηριότητά του είτε για να αποµακρύνει τα 
κατεστραµµένα µιτοχόνδρια. (Youle RJ. and Narendra DP, 2011) 

Vα. Μιτοφαγία στη ζύµη  

Η διαδικασία της µιτοφαγίας παρατηρήθηκε στο Saccharomyce cerevisiae γεγονός που 
βοήθησε κατά πολύ στη µελέτη των µοριακών της µηχανισµών. Πρόσφατα, έρευνες από δύο 
ανεξάρτητες ερευνητικές οµάδες έδειξαν ότι η πρωτεΐνη Atg32 είναι απαραίτητη για τη 
διαδικασία της µιτοφαγίας (Okamoto K. et al., 2009; Kanki T. et al., 2009). Η πρωτεΐνη Αtg32 
έχει µέγεθος ~60KDa και διαπερνά την εξωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη, το καρβοξυλικό της 
άκρο βρίσκεται στον διαµεµβρανικό χώρο του µιτοχονδρίου και το αµινοτελικό της στο 
κυτταρόπλασµα.  Παρ’ ότι είναι απαραίτητη για την διαδικασία της µιτοφαγίας δεν συµβαίνει το 
ίδιο µε τη διαδικασία της  µη – εξειδικευµένης αυτοφαγίας (Kanki T. et al., 2009). 

Όταν επάγεται η µιτοφαγία η Atg32 αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη Atg11, η οποία έχει τον 
ρόλο του adaptor, και στη συνέχεια αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη Atg8 που βρίσκεται στην 
µεµβράνη των αυτοφαγοσωµάτων. Επιπλέον, το κυτταροπλασµατικό µέρος της πρωτεΐνης Atg32 
περιέχει το µοτίβο των αµινοξέων WXXL (WXXL – like motif) που είναι γνωστό ότι χρειάζεται 
για να αλληλεπιδράσει µια πρωτεΐνη µε την πρωτεΐνη των αυτοφαγοσωµάτων Atg8. Έτσι, 
λοιπόν, η Atg32 µπορεί να αλληλεπιδράσει άµεσα και έµµεσα µε την Atg8 και να οδηγήσει στην 
εγκόλπωση των µιτοχονδρίων από το αυτοφαγόσωµα. 

 

Vβ. Μιτοφαγία κατά τη διαφοροποίηση των ερυθρών αιµοσφαιρίων  

Αποµάκρυνση των µιτοχονδρίων πραγµατοποιείται και κατά την διάρκεια εξειδικευµένων 
αναπτυξιακών σταδίων. Στα θηλαστικά, για παράδειγµα, κατά την διαφοροποίηση των 
πρόδροµων ερυθροκυττάρων σε ώριµα ερυθρά αιµοσφαίρια αποµακρύνεται ο πυρήνας και όλα 
τα οργανίδια για να έχουν τα κύτταρα αυτά αρκετό χώρο να µεταφέρουν οξυγόνο. Έχει δειχθεί 
ότι τα µιτοχόνδρια από τα πρόδροµα ερυθροκύτταρα αποµακρύνονται µε τη διαδικασία της 
µιτοφαγίας (Kundu M. et al., 2008; Mortensen M. et al., 2010; Zhang J. et al., 2009). 
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Η πρωτεΐνη ΝIP3L – like X (NIX) που βρίσκεται στην εξωτερική µιτοχονδριακή 
µεµβράνη συµµετέχει στη διαδικασία της αποµάκρυνσης των µιτοχονδρίων από τα πρόδροµα 
ερυθροκύτταρα. Επιπλέον, παρατηρήθηκε στα ερυθροκύτταρα που αποµονώθηκαν από knock – 
out ποντίκια NIX -/- υπάρχει αυξηµένος αριθµός µιτοχονδρίων (Schweer R.L. et al., 2007; 
Aerbajinai W. et al., 2003; Sandoval H. et al., 2008). Η πρωτεΐνη ΝΙΧ περιέχει στην αµινοξική 
της αλληλουχία που βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα το µοτίβο WXXL, το οποίο χρειάζεται για 
την αλληλεπίδραση µε την πρωτεΐνη LC3 που είναι οµόλογη της πρωτεΐνης Atg8 της ζύµης. 
Έτσι, κατά την διάρκεια της µιτοφαγία στα ερυθροκύτταρα η ΝΙΧ αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη 
LC3 και ακολουθεί η εγκόλπωση των µιτοχονδρίων από τα αυτοφαγοσώµατα (Schwarten M. et 
al., 2009; Novak I. et al., 2010). 

 

Vγ. Επαγωγή της µιτοφαγίας µέσω του µονοπατιού Pink1 – Parkin 

Πρόσφατες µελέτες έχουν συνδέσει την ασθένεια του Πάρκινσον µε την ελαττωµατική 
µιτοφαγία.  Οι µεταλλαγές δύο γονιδίων, τα οποία κωδικοποιούν για την κινάση της εξωτερικής 
µιτοχονδριακής µεµβράνης PINK1 και για την κυτταροπλασµατική Ε3 λιγάση ουβικιτίνης (E3 – 
ubiquitin ligase) Parkin, οδηγούν σε ανάπτυξη της ασθένειας του Παρκινσον (Valente E.M. et al., 
2004; Kitada T. et al., 1998). Οι δύο αυτές πρωτεΐνες έχουν βρεθεί ότι λειτουργούν στο ίδιο 
µονοπάτι για να καταστείλουν τις µιτοχονδριακές βλάβες στη Drosophila melanogaster και η 
απώλειά τους οδηγεί σε δυσλειτουργία των µυών, των ντοπαµινεργικών νευρώνων καθώς και σε 
στειρότητα (Greene J.C. et al., 2003; Park J. et al., 2006; Clark I.E. et al., 2006). 

Έπειτα από επαγωγή στρες µε τη χρήση συγκεκριµένων χηµικών ουσιών (mitochondrial 
uncouplers), οι οποίες προκαλούν εκπόλωση (depolarization) των µιτοχονδριακών µεµβρανών, 
παρατηρήθηκε ότι η Parkin µετακινείται και συσσωρεύεται από το κυτταρόπλασµα στα 
µιτοχόνδρια. Επιπλέον, παρατηρήθηκε ύστερα από την καταστολή της σύντηξης (fusion) των 
µιτοχονδρίων, η Parkin να συσσωρεύεται στα κατεστραµµένα µιτοχόνδρια και όχι στα υγιή. 
Έτσι, λοιπόν, βάσει της επιλεκτικής συσσώρευσης της Parkin στα κατεστραµµένα µιτοχόνδρια 
και τη µετέπειτα επαγωγή της µιτοφαγίας για την αποµάκρυνσή τους, προτάθηκε ότι η Parkin  
συµµετέχει στο µηχανισµό ποιοτικού ελέγχου των µιτοχονδρίων µέσω του οποίου διατηρείται ο 
υγιής πληθυσµός των οργανιδίων(Narendra D.P. et al., 2008). 

Για τη µετακίνηση της Parkin στα εκπολωµένα µιτοχόνδρια και την επαγωγή της Parkin – 
εξαρτώµενης  µιτοφαγίας απαιτείται η ενεργότητα της κινάσης PINK1 (Narendra D.P. et al., 
2010; Vives – Bauza C. et al., 2010; Geiser S. et al., 2010; Matsuda N. et al., 2010). Η 
υπερέκφραση της PINK1 αρκεί για να µετακινηθεί η Parkin στα µιτοχόνδρια και να επαχθεί η 
µιτοφαγία απουσία εκπολωµένων µιτοχονδρίων (Kim Y. et al., 2008; Kawajiri S. et al., 2010). 
Επιπλέον, µέσω πειραµάτων γενετικής (πειραµάτων επίστασης) στη Drosophila melanogaster 
δείχθηκε in vivo ότι η PINK1 και η Parkin συµµετέχουν στο ίδιο µονοπάτι για να διατηρήσουν τη 
οµοιόσταση των µιτοχονδρίων (Park J. et al., 2006; Clark I.E. et al., 2006; Yang Y. et al., 2006). 
Είναι αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι σε εµβρυϊκούς ινοβλάστες ποντικού παρατηρήθηκε, η 
πρωτεΐνη ΝΙΧ να «δίνει» σήµα στην Parkin για να µετακινηθεί στα µιτοχόνδρια και να επαχθεί 
µε αυτόν τον τρόπο η Parkin – εξαρτώµενη µιτοφαγία (Ding W.X. et al., 2010). Όµως είναι 
άγνωστο το πώς η PINK1 αναγνωρίζει τα κατεστραµµένα µιτοχόνδρια και µεταφέρει το σήµα 
στη Parkin. Κάποια δεδοµένα προτείνουν ότι η πρωτεόλυση της PINK1 µέσα στα 
κατεστραµµένα µιτοχόνδρια καταστέλλεται µε αποτέλεσµα να συσσωρεύεται η PINK1 στα 
µιτοχόνδρια αυτά (Narendra D.P. et al., 2008; Matsuda N. et al., 2010). Επιπλέον, παρατηρήθηκε 
ότι η PINK1 αλληλεπιδρά µε την Parkin και την φωσφορυλιώνει (Kim Y. et al., 2008; Geiser S. 
et al., 2010; Shiba K. et al., 2009; Um J.W. et al., 2009; Sha D. et al., 2010). Παρ’ όλα αυτά όµως 
ο µοριακός µηχανισµός µε τον οποίο η PINK1 στρατολογεί την Parkin στα µιτοχόνδρια 
παραµένει άγνωστος. 
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Η επαγωγή της µιτοφαγίας ύστερα από στρατολόγηση της Parkin πιστεύεται ότι 
περιλαµβάνει την ουβικιτινυλίωση κάποιων µιτοχονδριακών πρωτεϊνών (Matsuda N. et al., 
2010). Επιπλέον, παρατηρήθηκε, έπειτα από την εκπόλωση µιτοχονδρίων, συσσώρευση της 
πρωτεΐνης p62 στα µιτοχόνδρια. Η πρωτεΐνη p62 είναι γνωστό ότι αλληλεπιδρά µε 
ουβικιτινυλιωµένα συσσωµατώµατα πρωτεϊνών και στη συνέχεια αλληλεπιδρά µε την LC3, 
οδηγώντας στην εγκόλπωση τους από τις µεµβράνες των αυτοφαγοσωµάτων (Pankiv S. et al., 
2007). Πρόσφατες µελέτες δείχνουν ότι η p62 αλληλεπιδρά µε ουβικιτινυλιωµένες 
µιτοχονδριακές πρωτεΐνες αλλά δεν έχει ακόµα αποδειχθεί για το εάν είναι απαραίτητη αυτή η 
αλληλεπίδραση για την επαγωγή της µιτοφαγίας ή όχι (Geiser S. et al., 2010; Ding W.X. et al., 
2010; Lee J. et al., 2010; Okatsu K. et al., 2010; Narendra D. et al., 2010). Οι mitofusin 1και 
mitofusin 2, ο παράγοντας ΜARF (Mitofusin Assembly Regulatory Factor) στη µύγα και το 
κανάλι VDAC (Voltage Dependent Anion Channel) στα κύτταρα των θηλαστικών που 
βρίσκονται στην εξωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη, αποτελούν µερικά µιτοχονδριακά 
υποστρώµατα της Parkin (Dawson T.M. and  Dawson V.L., 2010; Zivizni E. et al., 2010; Poole 
A.C et al., 2010; Gegg M.E. et al., 2010)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Τα µονοπάτια του Αtg32, NIX και PINK1 – Parkin που ελέγχουν την µιτοφαγία. a) Στη ζύµη η πρωτεΐνη Αtg32 
που βρίσκεται στην εξωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη αλληλεπιδρά άµεσα ή έµµεσα µε την Αtg8 και επάγει την 
εγκόλπωση των µιτοχονδρίων από τις µεµβράνες των αυτοφαγοσωµάτων b) Κατά τη διαφοροποίηση των πρόδροµων 
ερυθροκυττάρων σε ώριµα ερυθροκύτταρα η πρωτεΐνη ΝΙΧ που βρίσκεται στην εξωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη 
αλληλεπιδρά µέσω του WXXL µοτίβου µε την πρωτεΐνη LC3 και επάγει την εγκόλπωση των µιτοχονδρίων από τις 
µεµβράνες των αυτοφαγοσωµάτων και την περαιτέρω αποµάκρυνσή τους c) Όταν υπάρχουν κατεστραµµένα 
µιτοχόνδρια η κινάση PINK1 συσσωρεύεται σε αυτά και στρατολογεί την Ε3 λιγάση ουβικιτίνης Parkin. Στη συνέχεια, 
η Parkin ουβικιτινυλιώνει κάποιες µιτοχονδριακές πρωτεΐνες και προκαλεί την εγκόλπωση των µιτοχονδρίων από τις 
µεµβράνες των αυτοφαγοσωµάτων. (Youle RJ. and Narendra DP, 2011) 
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Υλικά & Μέθοδοι 
 

Α. Μοριακή Βιολογία  
 
 

1. Αποµόνωση γενωµικού DNA από τον C. elegans  
 
Για την αποµόνωση γενωµικού DNA από τον C. elegans ακολουθήθηκε η παρακάτω µέθοδος. Η 
µέθοδος αυτή στηρίχθηκε στο πρωτόκολλο “Standard protocol for human or animal tissue and 
cultured cells” (Nucleospin® tissue, Macherey-Nagel).  
 
 

2. Δηµιουργία και µετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων E. coli  
(competent cells)  

 
2.1 Δηµιουργία δεκτικών κυττάρων E. coli  

 
Η προσέγγιση που ακολουθήθηκε για την δηµιουργία δεκτικών κυττάρων E.coli στηρίχτηκε στην 
προσέγγιση που περιγράφεται στο (Sambrook et al., 2001) και εφαρµόστηκε µε κάποιες 
τροποποιήσεις. Τα κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν και µετατράπηκαν σε δεκτικά αποτελούσαν 
κύτταρα του XL-1 blue στελέχους του βακτηρίου E. coli. Αυτό το στέλεχος (ανθεκτικό στην 
τετρακυκλίνη) επιτρέπει το blue-white screening και αποτελεί έναν ιδανικό ξενιστή για 
καθηµερινές εφαρµογές κλωνοποίησης. 
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• Λήψη ενός βακτηριολογικού σωλήνα και προσθήκη 5ml θρεπτικού µέσου LB  
 

• Προσθήκη τετρακυκλίνης (stock 10mg/ml) σε τελική συγκέντρωση 10µg/ml (δηλαδή 
προσθήκη 5µl τετρακυκλίνης σε 5ml LB)  

 
• Πραγµατοποίηση επιµόλυνσης µε λίγες αποικίες XL1-blue κυττάρων (single colony 

inoculation)  
 

• Επώαση της αρχικής καλλιέργειας (starter culture) στους 37°C υπό συνεχή ανάδευση 
(στον shaker) overnight (~16 ώρες)  

 
• Επιµόλυνση 50ml θρεπτικού µέσου LB µε 500µl από την αρχική καλλιέργεια κυττάρων 

(δηλαδή πραγµατοποιείται αραίωση της αρχικής καλλιέργειας 1/100)  
 

• Επώαση της καλλιέργειας στους 37°C υπό συνεχή ανάδευση (στον shaker) για περίπου 3 
ώρες  

 
• Συνεχής παρατήρηση της OD600 της καλλιέργειας των κυττάρων  

 
• Συλλογή της καλλιέργειας όταν η OD600 κυµαίνεται από ~0.4-0.6 και τοποθέτησή της 

στον πάγο  
 

• Διαµοιρασµός της καλλιέργειας σε δύο falcon tubes των 50ml  
 

• Πραγµατοποίηση φυγοκέντρησης για 10min στις 3000rpm στους 4°C  
 

• Αποµάκρυνση του υπερκείµενου  
 

• Μεταφορά και των δύο πελεττών σε ένα falcon  
 

• Προσθήκη 10ml παγωµένου competent solution  
 

• Προσεκτική επαναδιάλυση της πελέττας µε την χρήση της πιπέττας  
 

• Επώαση των κυττάρων στον πάγο (4oC) για 30min (ελαφριές αναδεύσεις κατά την 
διάρκεια αυτού του χρονικού διαστήµατος)  

 
• Πραγµατοποίηση φυγοκέντρησης για 5min στις 2000rpm στους 4°C  

 
• Αποµάκρυνση υπερκείµενου  

 
• Προσθήκη competent solution (µέχρι Vτελ=2ml)  

 
• Ελαφριά επαναδιάλυση της πελέττας µε την πιπέττα  

 
• Διαµοιρασµός σε aliquots των 100µl και αποθήκευση στους -80°C 
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Η όλη διαδικασία γίνεται στον πάγο (4°C). Η τιµή της OD600 είναι αρκετά κρίσιµη για την 
επιτυχία της διαδικασίας και η µέτρησή της µπορεί να γίνει είτε εµπειρικά (µε το µάτι) είτε µε 
την χρήση φασµατοφωτόµετρου. Όσον αφορά το competent solution µετά την δηµιουργία του 
(φροντίζεται να είναι πρόσφατο), φιλτράρεται και αποθηκεύεται στους 4°C και χρησιµοποιείται 
παγωµένο στην όλη διαδικασία.  
 

2.2 Mετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων E. coli  
 

Η προσέγγιση που ακολουθήθηκε για τον µετασχηµατισµό µε πλασµιδιακό DNA των δεκτικών 
κυττάρων που δηµιουργήθηκαν µε την παραπάνω διαδικασία στηρίχτηκε στην πειραµατική 
διαδικασία που περιγράφεται. 
 

• Λήψη δεκτικών κυττάρων από τους -80°C  
 

• Τοποθέτηση στον πάγο (4°C) και αναµονή για ~3min προκειµένου να «ξεπαγώσουν» τα 
κύτταρα  

 
• Προσθήκη 5-10µl πλασµιδιακού DNA και ελαφριά ανάδευση µε την πιπέττα  

 
• Επώαση στον πάγο (4°C) για 30min (ελαφριές αναδεύσεις κατά την διάρκεια αυτού του 

χρονικού διαστήµατος)  
 

• Τοποθέτηση στους 42°C για 45sec (heat shock)  
 

• Επώαση για 2min στον πάγο (4°C)  
 

• Προσθήκη 1ml θρεπτικού µέσου LB (ή SOC)  
 

• Επώαση για 1h στους 37°C υπό συνεχή ανάδευση (στον shaker)  
 

• Πραγµατοποίηση φυγοκέντρησης για 2min στις 3000rpm σε RT  
 

• Αποµάκρυνση υπερκείµενου (να παραµείνουν ~100-150µl στο eppendorf)  
 

• Προσεκτική επαναδιάλυση της πελέττας µε την πιπέττα  
 

• Επίστρωση των κυττάρων σε πιάτα µε γυάλινη ράβδο (plating)  
 

• Επώαση των πιάτων στους 37°C overnight 
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3. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA  
 

Πραγµατοποιήθηκε αποµόνωση πλασµιδιακού DNA τόσο σε µικρή (όγκος καλλιέργειας 
κυττάρων 1.5ml) όσο και σε µεγάλη (όγκος καλλιέργειας κυττάρων 50ml) κλίµακα µε την 
µέθοδο της αλκαλικής λύσης των κυττάρων όπως περιγράφεται (Sambrook et al., 2001) µε 
κάποιες τροποποιήσεις 
 

 
 

3.1 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε την µέθοδο της αλκαλικής λύσης κυττάρων 
σε µεγάλη κλίµακα (large-prep)  

 
To large-prep αφορά όγκο καλλιέργειας κυττάρων 100ml. Η καλλιέργεια διαµοιράζεται σε 2 
falcon (50ml στο κάθε ένα) και τα βήµατα που ακολουθούνται για την αποµόνωση του 
πλασµιδιακού στο ένα από αυτά περιγράφεται παρακάτω. Στις πειραµατικές διαδικασίες που 
πραγµατοποιήθηκαν τα πλασµίδια που είχε πραγµατοποιηθεί ο µετασχηµατισµός των κυττάρων 
έφεραν γονίδιο ανθεκτικότητας στην αµπικιλίνη.  
 

• Προσθήκη 100µl Amp (stock 100mg/ml) σε 100ml LB (τελική συγκέντρωση 100µg/ml)  
 

• Επιµόλυνση του θρεπτικού µέσου µε αποικίες κυττάρων (στις περισσότερες περιπτώσεις 
πραγµατοποιείται single colony inoculation)  

 
• Επώαση της καλλιέργειας στους 37°C υπό συνεχή ανάδευση overnight (στον shaker)  

 
• Διαµοιρασµός της καλλιέργειας σε δύο falcon των 50ml  

 
• Πραγµατοποίηση φυγοκέντρησης για 10min στις 3000rpm (4°C)  

 
• Αποµάκρυνση υπερκείµενου  

 
• Προσθήκη 20ml ddH2O σε κάθε falcon («washing» κυττάρων)  

 
• Πλήρης επαναδιάλυση της πελέττας µε vortex  

 
• Πραγµατοποίηση φυγοκέντρησης για 10min στις 3000rpm (4°C)  

 
• Αποµάκρυνση υπερκείµενου  

 
*Τιp: Το ένα από τα δύο falcon µε τα κύτταρα το αποθηκεύουµε στους -20οC σε περίπτωση 
κάποιου σφάλµατος στην διαδικασία δηµιουργίας µιας πλασµιδιακής κατασκευής (χρήση ως 
δικλείδα ασφαλείας) 
 
 
 
 



ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΗ ΕΡΓΑΣΙΑ – ΠΑΛΗΚΑΡΑΣ ΚΩΝΣΤΑΝΤΙΝΟΣ 

  21 

• Προσθήκη 5ml διαλύµατος P1 και πλήρης επαναδιάλυση της πελέττας µε την πιπέττα  
 

• Προσθήκη 10µl RNase A (10mg/ml)  
 

• Επώαση για ~5-10min (χωρίς ωστόσο η αναµονή να είναι απαραίτητη)  
 

• Προσθήκη 5ml διαλύµατος P2  
 

• Επώαση στον πάγο (4°C). Μέγιστος χρόνος αναµονής=5min (κατά την διάρκεια της 
αναµονής ~8-10 ελαφριές αναδεύσεις)  

 
• Προσθήκη 5ml διαλύµατος P3 για «εξουδετέρωση» διαλύµατος P2  

 
• Επώαση στον πάγο (4°C). (Πραγµατοποίηση πολλών και καλών αναδεύσεων). Η 

χρονική διάρκεια αυτού του βήµατος µπορεί να υπερβαίνει και τα 10min)  
 

• Τα κυτταρικά υπολείµµατα µετά την λύση των κυττάρων παρατηρούνται µε µυξώδη 
µορφή µέσα στο falcon  

 
• Πραγµατοποίηση φυγοκέντρησης για 15min στις 3200rpm (4°C)  

 
• Μεταφορά του υπερκείµενου σε νέο falcon µετά από πέρασµα από υαλοβάµβακα  

 
• Προσθήκη 0.6-0.8 όγκων ισοπροπανόλης. Καλή ανάδευση  

 
• Πραγµατοποίηση φυγοκέντρησης για 30min στις 3500rpm (4°C)  

 
• Αποµάκρυνση υπερκείµενου και στέγνωµα της πελέττας σε RT (µετά από αναστροφή 

του falcon σε ένα κοµµάτι χαρτιού)  
 

• Επαναδιάλυση της πελέττας µε την πιπέττα σε 1ml 70% (v/v) αιθανόλης  
 

• Μεταφορά σε ένα eppendorf  
 

• Πραγµατοποίηση φυγοκέντρησης για 15-20min στις 13000rpm (RT)  
 

• Αποµάκρυνση υπερκείµενου  
 

• Στέγνωµα σε χαρτί  
 

• Επαναδιάλυση της πελέττας σε 100µl ddH2O  
 
Σε περίπτωση που το πλασµιδιακό DNA θα χρησιµοποιηθεί για τον µετασχηµατισµό του 
νηµατώδους τότε πραγµατοποιείται καθαρισµός µε τη χρήση στήλης ιοντοανταλλαγής 
(QIAGEN-tip 20). Η αναµενόµενη συγκέντρωση πλασµιδιακού DNA που µπορεί να αποµονωθεί 
από την παραπάνω διαδικασία κυµαίνεται από 5-6µg/µl. 
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3.2 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε την µέθοδο της αλκαλικής λύσης κυττάρων 
σε µικρή κλίµακα (mini-prep)  

 
Λήψη αποστειρωµένων βακτηριολογικών σωλήνων και αρίθµησή τους ανάλογα µε τον αριθµό 
των αποικιών που έχουν προκύψει από τον µετασχηµατισµό των κυττάρων µε το επιθυµητό 
πλασµίδιο  
 

• Προσθήκη 1.5-2ml LB + Amp (100µg/ml) σε κάθε σωλήνα 
  

• Single colony inoculation σε κάθε σωλήνα  
 

• Επώαση των καλλιεργειών στους 37°C υπό συνεχή ανάδευση overnight (στον shaker)  
 

• Αρίθµηση τόσων eppendorfs όσοι και οι βακτηριολογικοί σωλήνες  
 

• Μεταφορά σε κάθε αριθµηµένο eppendorf 1-1.5ml καλλιέργειας κυττάρων από τον 
αντίστοιχο βακτηριολογικό σωλήνα  

 
• Πραγµατοποίηση φυγοκέντρησης για 3-5min στις 8000rpm (RT)  

 
• Αποµάκρυνση υπερκείµενου µε την χρήση αναρροφητήρα (aspirator)  

 
• Προσθήκη 150µl διαλύµατος P1+RNase A και πλήρης επαναδιάλυση της πελέττας µε 

vortex  
 

• Επώαση για 5-10min (RT) (αυτό το βήµα δεν είναι απαραίτητο)  
 

• Προσθήκη 150µl διαλύµατος P2  
 

• Επώαση για 5min (µέγιστος χρόνος αναµονής) σε RT. Κατά την διάρκεια αυτού του 
χρονικού διαστήµατος ανακίνηση του eppendorf 8-10 φορές  

 
• Προσθήκη 150µl διαλύµατος P3 για εξουδετέρωση του διαλύµατος P2  

 
• Επώαση για τουλάχιστον 5min στον πάγο (4°C)  

 
• Τα κυτταρικά υπολείµµατα µετά την λύση των κυττάρων παρατηρούνται µε µυξώδη 

µορφή µέσα στο eppendorf  
 

• Πραγµατοποίηση φυγοκέντρησης για 10min στις 13000rpm (RT)  
 

• Μεταφορά του υπερκειµένου µε πιπέττα σε νέα αντίστοιχα αριθµηµένα eppendorf  
 

• Προσθήκη 0.6 όγκων ισοπροπανόλης και καλή ανάδευση  
 

• Πραγµατοποίηση φυγοκέντρησης για 20min στις 13000rpm (RT)  
 

• Αποµάκρυνση υπερκείµενου  
 

• Προσθήκη 500-600µl 70% (v/v) αιθανόλης  
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• Πραγµατοποίηση φυγοκέντρησης για 20min στις 13000rpm (RT)  
 

• Αποµάκρυνση υπερκείµενου 
 

• Αναστροφή των eppendorfs και στέγνωµα τους σε ένα κοµµάτι χαρτί σε RT (το 
στέγνωµά τους επίσης µπορεί να γίνει µε τοποθέτησή τους στους 42°C στο heat-block)  

 
• Επαναδιάλυση της πελέττας σε 30µl ddH2Ο  

 
• Η αναµενόµενη συγκέντρωση πλασµιδιακού DNA που µπορεί να αποµονωθεί από την 

παραπάνω διαδικασία κυµαίνεται από 0.5-1µg/µl. 
 

4. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR)  
 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης είναι µια τεχνική µε την οποία πετυχαίνεις τον 
εκλετκτικό πολλαπλασιασµό ενός τµήµατος DNA αρκεί να είναι γνωστές οι αλληλουχίες στα 
άκρα του τµήµατος DNA που θέλουµε να πολλαπλασιάσουµε. Τα συστατικά µιας αντίδρασης 
PCR είναι τα εξής: εκµαγείο, εκκινητές εκατέρωθεν του στόχου, ρυθµιστικό διάλυµα του 
ενζύµου, dNTPs, Mg2+, Taq DNA Polymerase.  

Η διαδικασία του PCR όπως είναι γνωστό περιλαµβάνει τρία βασικά στάδια. Αρχικά 
γίνεται θέρµανση του DNA-µήτρα (DNA template) στους 92-95°C για την αποδιάταξη του DNA 
(DNA denaturation). Στη συνέχεια η θερµοκρασία ελαττώνεται στους 55-65°C για την πρόσδεση 
των κατάλληλων εκκινητών (primer’s annealing) στη µονόκλωνη πλέον µήτρα και σε ένα 
επόµενο στάδιο η θερµοκρασία αυξάνεται στους 72°C για να δράσει η πολυµεράση και να 
πραγµατοποιηθεί η σύνθεση του τµήµατος του DNA µεταξύ των εκκινητών.  

H τεχνική αυτή χρησιµοποιήθηκε για τoν πολλαπλασιασµό τµήµατος του γονιδίου dct-1 
από το γονιδίωµα του C. elegans (N2, αγρίου τύπου). Ακολουθεί αναφορά των αλληλουχιών που 
αποµονώθηκαν , καθώς και των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιµοποιήθηκαν γι’ αυτόν το σκοπό. 
 
dct-1 in pL4440: 
Τµήµα DNA µήκους ~ 1171 bp που περιείχε την κωδική περιοχή του γονιδίου dct-1 
αποµονώθηκε µε PCR από το γονιδίωµα του C. elegans µε ολιγονουκλεπτίδια: 
 

FWdct-1: 5’ – TTGCGTCCGGCGAGAAGACG – 3’ 
       RVdct-1: 5’ – CTGCTGCTCCAACGACAAAGCTG – 3’ 

 
 

5. Κλωνοποίηση τµήµατος του γονιδίου dct-1 
  

Για την κλωνοποίηση τµήµατος του γονιδίου dct-1 στον πλασµιδιακό φορέα pCR®II-TOPO® 
και γενικά για τµήµατα DNA που έχουν πολλαπλασιαστεί µέσω PCR µε την χρήση Taq 
πολυµεράσης ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο που περιγράφεται (pCR®II-TOPO®, TOPO TA 
Cloning®, Invitrogen), ενώ για το screening των βακτηριακών αποικιών ακολουθήθηκε η 
προσέγγιση που στηρίζεται στην χρήση του χρωµογόνου υποστρώµατος XGAL και IPTG (blue-
white screening) (Sambrook et al., 2001).  
 

6. Πέψη και Αντίδραση λιγάσης  
 

Για τη δηµιουργία ενός ανασυνδυασµένου πλασµιδίου, απαιτείται ένας πλασµιδιακός 
φορέας και το επιθυµητό DNA-ένθεµα που πρόκειται να εισαχθεί στο πλασµίδιο. Απαραίτητα 
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στοιχεία των πλασµιδίων είναι η αρχή έναρξης αντιγραφής του, γονίδιο µάρτυρας 
ανθεκτικότητας σε κάποιο αντιβιοτικό και ένας πολυσυνδέτης (ένα τµήµα που περιέχει 
κατάλληλες θέσεις περιορισµού).  

Τα περιοριστικά ένζυµα αναγνωρίζουν συγκεκριµένες παλίνδροµες αλληλουχίες στο 
δίκλωνο µόριο του DNA µεγέθους 4-6 νουκλεοτιδικών βάσεων και τις κόβουν αφήνοντας είτε 
µονόκλωνα είτε τυφλά άκρα. Για την δράση των ενζύµων αυτών απαιτούνται συγκεκριµένες 
συνθήκες θερµοκρασίας και κατάλληλο µικρο-περιβάλλον (pH, συγκέντρωση αλάτων).  

H συγκόλληση πραγµατοποιείται µε την βοήθεια δράσης του ενζύµου T4 DNA λιγάσης, η 
οποία ενώνει τα δίκλωνα µόρια DNA δηµιουργώντας φωσφοδιεστερικούς δεσµούς µεταξύ της 
φωσφορικής οµάδας του 5’ άκρου και της υδροξυλικής οµάδας του 3’ άκρου. Το ένθεµα στην 
αντίδραση έχει 10 πλάσια µοριακότητα σε σχέση µε τον φορέα.  
Σε γενικές γραµµές τα συστατικά της αντίδρασης και η αναλογία τους φαίνονται παρακάτω: 
 

Ο τελικός όγκος της αντίδρασης µπορεί να είναι είτε 10 ή 20µl. Για να ευνοηθούν οι 
διαµοριακές αλληλεπιδράσεις και όχι οι ενδοµοριακές (µεταξύ των µορίων του ενθέµατος ή του 
πλασµιδίου), λαµβάνοντας υπόψιν την αναλογία µήκους µεταξύ του φορέα και του ενθέµατος 
καθώς και τις συγκεντρώσεις τους που έχουν αποµονωθεί, αυτό που πρέπει να επιτευχθεί είναι 
µια αναλογία vector:insert ίση µε 1:5 (αναλογία µήκους x αναλογία συγκεντρώσεων=1:5). Η 
αντίδραση είναι ενδόθερµη και το ATP χρησιµοποιείται στην αντίδραση για την παροχή 
ενέργειας για τον σχηµατισµό των απαραίτητων φωσφοδιεστερικών δεσµών για την συνένωση 
των δύο τµηµάτων DNA. Η επώαση της αντίδρασης γίνεται στους 25°C (RT) και µπορεί να 
διαρκέσει από 3 ώρες έως και overnight.  
 

7. Αποµόνωση και καθαρισµός DNA από πήκτωµα αγαρόζης 
  

Για τον καθαρισµό τµηµάτων DNA που είχαν αποµονωθεί από πήκτωµα αγαρόζης (1%) 
(προσεκτική κοπή µε λεπίδα του τµήµατος του πηκτώµατος που περιείχε την επιθυµητή ζώνη) 
ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο «Protocol for DNA extraction from agarose gels» (Nucleospin® 
Extract II, Macherey-Nagel). 
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Β. Μέθοδοι στον C. elegans  
  

1.  Βακτηριακά στελέχη 
 
Αναγράφονται τα βακτηριακά στελέχη E. coli που χρησιµοποιήθηκαν, καθώς και οι γενότυποί 
τους:  
 

• XL1-Blue (Stratagene) µε γενότυπο: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 
lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)].  

• HT115 (DE3) (CGC) µε γενότυπο: F-, mcrA, mcrB, IN(rrnD-rrnE), lαmbdα-, 
rnc14::Tn10(DE3 lysogen: lαcUV5 promoter-T7 polymerase) (Timmons and Fire, 1998).  

• OP50 (Ewbank’s lab): στέλεχος αυξοτροφικό σε ουρακίλη (Brenner, 1974).  
 

2.  Θρεπτικά µέσα και διαλύµατα 
 
Για την ανάπτυξη και το χειρισµό των νηµατωδών χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα θρεπτικά 
µέσα:  
 
A) NGM (Nematode Growth Media) (1lt):  
 

• 3g NaCl  

• 2.5g bactopeptone  

• 0.2g streptomycin  

• 17g agar  

• 1 ml CaCl2 1M  

• 1 ml MgSO4 1M  

• 1 ml cholesterol (5mg/ml σε 100% αιθανόλη)  

• 1 ml nystatin (100mg/ml σε 70% αιθανόλη)  

• 25 ml K·PO4* 1M, pH 6  

Τα διαλύµατα CaCl2, MgSO4, K·PO4, cholesterol και nystatin προστίθενται µετά την 
αποστείρωση.  
 
Αν το θρεπτικό προορίζεται για πειράµατα RNAi δεν προστίθεται streptomycin. Αντί 
αυτής, προστίθενται µετά την αποστείρωση 500ml ampicillin 100mg/ml.  
 
B) Υδατικό διάλυµα Μ9 (1lt):  
 

• 3gr KH2PO4  

• 6gr Na2HPO4  

• 5g NaCl  

• 1 ml MgSO4 1M 
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Γ) Διάλυµα ψύξης νηµατωδών - Freezing solution (1lt):  
  

• 5,85g NaCl  

• 50 ml K·PO4* 1M, pH 6  

• ~200ml glycerol  

• 3 ml MgSO4 1M (Προστίθεται µετά την αποστείρωση.)  

 
* Το διάλυµα του K·PO4 περιέχει 204.4gr KH2PO4 και 114.12gr K2HPO4 σε τελικό όγκο νερού 
2000ml. 
 

Για την ανάπτυξη των βακτηρίων χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα θρεπτικά µέσα:  
 

Α) LB broth (Luria-Bertani medium) (1lt):  
 

• 10g bacto-tryptone  

• 5g yeast extract  

• 10g NaCl  

• (15g bacto-agar για στερεές καλλιέργειες σε τρυβλία)  

 
Β) LB + ampicillin:  
 
Το αντιβιοτικό ampicillin προστίθεται στο LB, ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι 100µg/ml.  
 
Γ) LB + tetracycline:  
 
Το αντιβιοτικό tetracycline προστίθεται στο LB, ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι 10µg/ml.  

 
3. Κατασκευή πλασµιδίων για την έκφραση πρωτεϊνών στον C. elegans 

  
Για την κατασκευή των πλασµιδίων που περιγράφονται στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν οι 
συνηθισµένες τεχνικές κλωνοποίησης και υποκλωνοποίησης (όπως αναγράφονται αναλυτικά 
παραπάνω). Όλοι οι πλασµιδιακοί φορείς που χρησιµοποιήθηκαν και για τους οποίους δεν 
αναφέρεται προέλευση, προέρχονται από Fire Lab Vector Kit (A.Fire, Stanford University 
School of Medicine, Stanford, CA), που περιέχει φορείς ειδικούς για έκφραση γονιδίων στο 
νηµατώδη. Τα ένζυµα που χρησιµοποιήθηκαν προέρχονται από τις εταιρίες New England Biolabs 
και Minotech, ενώ όλα τα ολιγονουκλεοτίδια-εκκινητές παρασκευάστηκαν στο εργαστήριο 
µικροχηµείας του ΙΜΒΒ. Για τον πολλαπλασιασµό των πλασµιδιακών φορέων και κατασκευών, 
πραγµατοποιήθηκαν µετασχηµατισµοί σε επιδεκτικά κύτταρα XL1-Blue.  
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4. Κατασκευή πλασµιδίων για την καταστολή της έκφρασης γονιδίων  
µε την τεχνική του RNAi  

 
Η διαδικασία που εφαρµόστηκε για τη δηµιουργία των συγκεκριµένων πλασµιδιακών 
κατασκευών περιελάµβανε αποµόνωση αλληλουχίας του εκάστοτε γονιδίου από το γονιδίωµα 
ατόµων C. elegans άγριου τύπου, και ένθεση αυτής µεταξύ των δύο αντιπαράλληλων 
αλληλουχιών του υποκινητή της πολυµεράσης Τ7 στο πλασµίδιο pL4440 (Timmons et al., 2001). 
Το πλασµίδιο αυτό επιτρέπει τη σύνθεση δίκλωνων µορίων RNA. Έλεγχος και πολλαπλασιασµός 
του νέου πλασµιδίου γινόταν µετά από µετασχηµατισµό σε επιδεκτικά κύτταρα XL1-Blue. Από 
αυτά πραγµατοποιούταν στη συνέχεια αποµόνωση της πλασµιδιακής κατασκευής και 
µετασχηµατισµός επιδεκτικών κυττάρων HT115 (DE3), τα οποία και χρησιµοποιούνταν σε 
πειράµατα RNAi. Τα κύτταρα HT115 (DE3) χρειάζονται IPTG (Isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside) για να εκφράσουν την T7 πολυµεράση. 
 

Πιο αναλυτικά, εφαρµόστηκε το εξής πρωτόκολλο:  
 

• Διαµόλυνση θρεπτικού διαλύµατος LB+amp+tet όγκου 5ml µε αποικία των κατάλληλων 
βακτηρίων κι επώαση για 16-18h υπό σταθερή ανάδευση στους 37°C 
  

• Μεταφορά ~250µl από την προηγούµενη καλλιέργεια σε 5ml LB+amp και επώαση για 3-
4h υπό σταθερή ανάδευση στους 37°C, ώσπου η νέα καλλιέργεια να προσεγγίσει την 
εκθετική φάση αύξησης  

 
• Τοποθέτηση σε τρυβλίο NGM 120µl τελικής καλλιέργειας µε 2mM IPTG (isopropyl-

beta-D-thiogalactopyranoside) κι επώαση για 16-18h σε θερµοκρασία δωµατίου.  
 

• Μεταφορά στα τρυβλία αυγών ή νηµατωδών απαλλαγµένων από άλλα στελέχη 
βακτηρίων  

 
• Επώαση στους 20°C  

 
Σε κάθε περίπτωση ως πειράµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν τρυβλία µε ισάριθµα ζώα του ίδιου 
στελέχους και σταδίου, που αναπτύσσονταν για το ίδιο χρονικό διάστηµα και κάτω από τις ίδιες 
συνθήκες σε βακτήρια µετασχηµατισµένα µε τον κενό φορέα pL4440 (χωρίς οποιοδήποτε 
ένθεµα).  
 

5. Ανάπτυξη και διατήρηση στελεχών C. elegans  
 

Η ανάπτυξη των νηµατωδών έγινε σε τρυβλία NGM επιστρωµένα µε λεπτό στρώµα 
βακτηρίων ΟΡ50, και σε θερµοκρασίες 15, 20 ή 25°C. Όπου απαιτήθηκαν υγρές καλλιέργειες, 
βακτήρια ΟΡ50 που είχαν αναπτυχθεί αρχικά σε LB, ξεπλύθηκαν µε Μ9 ώστε να 
αποµακρυνθούν ίχνη LB (δεδοµένου ότι δεν ευνοεί την αύξηση των νηµατωδών) και 
επαναδιαλύθηκαν σε Μ9.  

Για τη διατήρηση αποθεµάτων νηµατωδών συγκεκριµένης γονοτυπικής σύστασης, 
εφαρµόστηκαν δύο µέθοδοι·  

A) Διατήρηση στους 15°C:  
 

Στη θερµοκρασία των 15°C η ανάπτυξη των νηµατωδών γίνεται µε χαµηλούς ρυθµούς και είναι 
δυνατόν να διατηρηθούν στη µορφή των dauers σε τρυβλία NGM για 3 µήνες περίπου.  
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B) Διατήρηση στους -80°C:  
 
Νηµατώδεις αναπτυξιακών σταδίων L1-L2 είναι δυνατόν να επιβιώσουν για χρόνια σε 
καταψύκτες στους -80°C ή σε υγρό άζωτο στους-196°C. Η διαδικασία που εφαρµόστηκε για την 
κατάψυξη των νηµατωδών ήταν η εξής:  
 

1. Συλλογή ζώων µε διάλυµα Μ9 (θερµοκρασίας 4°C) από 5-6 τρυβλία NGM, στα οποία 
µόλις έχει εξαντληθεί η τροφή και φέρουν πολλές προνύµφες L1-L2, και τοποθέτηση σε 
δοκιµαστικό σωλήνα σε πάγο.  
 

2. Προσθήκη ίσου όγκου διαλύµατος ψύξης νηµατωδών (θερµοκρασίας 4°C) και ανάδευση.  
 

3. Μεταφορά του εναιωρήµατος σε 10 τουλάχιστον ειδικά δοχεία των 2ml, όπου έχουν 
αναγραφεί τα χαρακτηριστικά του στελέχους, και τοποθέτηση αυτών στους -80°C.  

 
4. Έλεγχος της αποτελεσµατικότητας της κατάψυξης µε απόψυξη ενός από τα δοχεία αφού 

περάσει χρονικό διάστηµα 3-4 ηµερών. Η απόψυξη πραγµατοποιήθηκε µε παραµονή του 
δοχείου σε θερµοκρασία δωµατίου (25°C) ώσπου να λιώσει ο πάγος και κατόπιν 
µεταφορά σε τρυβλία NGM, επώαση στους 15-20°C κι έλεγχο της βιωσιµότητας των 
ζώων.  

 
6. Συγχρονισµός πληθυσµού νηµατωδών και καθαρισµός από µολύνσεις  
 
Η ίδια µέθοδος χρησιµοποιήθηκε τόσο για την απαλλαγή από βακτηριακές και µυκητιακές 

µολύνσεις, όσο και για το σχετικό συγχρονισµό πληθυσµών, ξεκινώντας από τρυβλία που 
περιέχουν µόνο αυγά. Ενήλικα ζώα που περιείχαν αυγά µεταφέρονταν σε διάλυµα Μ9 και 
ξεπλένονταν ~2 φορές. Στο τελικό εναιώρηµα προστίθεντο 2,5 φορές µεγαλύτερος όγκος 
bleaching solution µε την ακόλουθη σύσταση: 
 

 
 
 
 

Το διάλυµα αυτό διαλύει ολόκληρο το ζώο, εισχωρεί όµως πιο δύσκολα στα αυγά. 
Ακολουθούσε συνεχής ανάδευση και τακτική παρατήρηση στο στερεοσκόπιο. Αµέσως µετά τη 
διάλυση της πλειοψηφίας των ζώων, κατακρηµνίζονταν τα αυγά µε φυγοκέντρηση για 1min σε 
13000rpm και ξεπλένονταν ~2 φορές µε Μ9. Το εναιώρηµα των αυγών τοποθετούνταν σε 
καθαρά τρυβλία NGM. Με τη µέθοδο αυτή αποµακρύνονταν πιο αποτελεσµατικά βακτηριακές 
µολύνσεις. Επίσης, ο πληθυσµός που προέκυπτε δεν ήταν απόλυτα συγχρονισµένος, δεδοµένου 
ότι το τελικό εναιώρηµα περιείχε αυγά διαφόρων σταδίων.  
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7. Δηµιουργία αρσενικών ζώων C. elegans  
 
Η συχνότητα των αρσενικών ατόµων σε ένα πληθυσµό νηµατωδών είναι πολύ µικρή (περίπου 
0.2%) και προκύπτουν από τυχαία απώλεια του ενός φυλετικού χρωµοσώµατος Χ (Ian A., 1999). 
Συνεπώς, έχουν χρωµοσωµική σύσταση ΧΟ, σε αντίθεση µε τα ερµαφρόδιτα ζώα µε 
χρωµοσωµική σύσταση ΧΧ. Ωστόσο, είναι απαραίτητα για τη δηµιουργία στελεχών C. elegans 
µέσω γενετικών διασταυρώσεων. Για τη δηµιουργία αρσενικών ζώων χρησιµοποιήθηκε η 
παρακάτω µέθοδος: 
 
Θερµικό σοκ (Heat shock):  
 

• Μεταφορά 10-15 ερµαφρόδιτων ζώων σταδίου L4 σε τρυβλίο NGM.  
 

• Επώαση για 5-6h στους 32°C.  
 

• Μεταφορά του τρυβλίου στους 20°C κι έλεγχος των απογόνων για παρουσία αρσενικών 
ατόµων.  

 
Το θερµικό σοκ αυξάνει την πιθανότητα µη σωστού διαχωρισµού των χρωµοσωµάτων κατά τη 
µείωση και συνεπώς της απώλειας του ενός χρωµοσώµατος Χ. 
 

8. Πειράµατα γήρανσης 
  

Συγχρονισµένοι πληθυσµοί δηµιουργήθηκαν µε τοποθέτηση 20-30 ενήλικων 
ερµαφρόδιτων ζώων σε καθαρά τρυβλία NGM, τα οποία προηγουµένως είχαν επιστρωθεί µε 
Escherichia coli (OP50) όπου παρέµειναν για διάστηµα 4 – 6 ωρών, εωσότου «αφήσουν» ένα 
αρκετά µεγάλο αριθµό αυγών. Στη συνέχεια, όταν τα ζώα βρίσκονταν σε L4 αναπτυξιακό στάδιο 
µεταφέρθηκαν σε νέα καθαρά τρυβλία NGM. Σε όλα τα πειράµατα ως πείραµα ελέγχου 
χρησιµοποιήθηκαν ερµαφρόδιτα ζώα αγρίου στελέχους (N2 Bristol) ή τα µεταλλαγµένα στελέχη 
τα οποία δεν υφίσταντο οποιαδήποτε τροποποίηση. Σε RNAi πειράµατα γήρανσης ερµαφρόδιτα 
ζώα τοποθετήθηκαν σε καθαρά τρυβλία NGM (RNAi) τα οποία περιείχαν 1mM IPTG και είχαν 
επιστρωθεί µε HT115(DE3) βακτήρια µετασχηµατισµένα είτε µε κενό τον πλασµιδιακό φορέα 
pL4440 (πείραµα ελέγχου) ή µε τον πλασµιδιακό φορέα pL4440 ο οποίος περιείχε την 
αλληλουχία του γονιδίου-στόχου. Για το συγχρονισµό του πληθυσµού, οι απόγονοι 
αναπτύχθηκαν σε NGM (RNAi) τα οποία είχαν προηγουµένως επιστρωθεί µε HT115(DE3) 
βακτήρια µετασχηµατισµένα µε κενό πλασµιδιακό φορέα pL4440. Με τον τρόπο αυτό, 
αποκλείσαµε τυχόν επιπτώσεις που ενδεχοµένως να είχε η σίγηση του γονιδίου-στόχου κατά τη 
διάρκεια της ανάπτυξης του οργανισµού. Όλα τα πειράµατα γήρανσης πραγµατοποιήθηκαν σε 
θερµοκρασία 20°C. Επιπλέον στα τρυβλία NGM τα ζώα τοποθετήθηκαν ανά οµάδες των 20-30 
ατόµων, µε συνολικό αριθµό 60-100 ατόµων σε κάθε πείραµα. Ως t=0 ορίστηκε η πρώτη ηµέρα 
ενηλικίωσης. Τα ζώα µεταφέρονταν σε νέα τρυβλία κάθε 2 ηµέρες για την αποφυγή είτε 
συνθηκών έλλειψης τροφής, η οποία θα είχε ως συνέπεια την αλλαγή της µορφολογίας των 
ζώων, ή περιπτώσεις µολύνσεων. Οι πληθυσµοί παρακολουθούνταν καθηµερινά για την ύπαρξη, 
ικανότητα κίνησης έπειτα από απτικό ερέθισµα και/ή παλµών του φάρυγγα έως και το τέλος της 
ζωής τους.  

Κάθε πείραµα γήρανσης που παρατίθεται στη παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε 
τουλάχιστον 3 φορές και το κάθε διάγραµµα αποτελεί αντιπροσωπευτική εικόνα του κάθε 
πειράµατος. 
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9. Real – Time PCR  
 

H Real – Time PCR είναι µια τεχνική που άρχισε να αναπτύσσεται πρόσφατα, και έχει 
βελτιώσει σηµαντικά την ποσοτικοποίηση νουκλεϊκών οξέων. Κατά την real-time PCR 
ανιχνεύονται και ποσοτικοποιούνται τα προϊόντα που δηµιουργούνται κατά τη διάρκεια κάθε 
κύκλου της αντίδρασης. Οι µέθοδοι που είναι σήµερα διαθέσιµες χρησιµοποιούν φθορίζουσες 
ουσίες και ένα σύστηµα µέτρησης (ανίχνευσης) του φθορισµού που είναι προσαρµοσµένο στον 
thermocycler. Προφανώς για να επαχθεί ο φθορισµός πρέπει να υπάρχει ακτινοβολία διέγερσης, 
η οποία παράγεται από ένα laser. Το βασικότερο πλεονέκτηµα της Real – Time  PCR είναι ότι 
επιτρέπει την ανίχνευση του προϊόντος της PCR κατά τη διάρκεια των πρώτων σταδίων (κύκλων) 
της αντίδρασης. Το να µπορούµε να µετρήσουµε την κινητική της αντίδρασης στα αρχικά της 
στάδια είναι σηµαντικό πλεονέκτηµα σε σχέση µε την παραδοσιακή µέθοδο όπου 
χρησιµοποιούνται gels αγαρόζης και τα προϊόντα που  ηλεκτροφορούνται προέρχονται από την 
τελική φάση ή το τελικό σηµείο της αντίδρασης.                                                                                                

Στη Real – Time PCR χρησιµοποιήσαµε  τον παρακάτω τρόπο για την µέτρηση της 
συσσώρευσης του προϊόντος κατά την διάρκεια της αντίδρασης. Αυτό το πετύχαµε µε τη χρήση 
της φθορίζουσας χρωστικής SYBR Green. H SYBR Green είναι µια χρωστική που πιάνει µέσα 
σε δίκλωνο DNA (όπως συµβαίνει και µε το βρωµιούχο αιθίδιο). Μόνο τα µόρια της χρωστικής 
που είναι δεσµευµένα σε δίκλωνο DNA εκπέµπουν φώς (φθορίζουν) όταν διεγερθούν από µια 
πηγή φωτός. Η χρωστική δεσµεύεται σε κάθε νεοσυντιθέµενο δίκλωνο µόριο DNA και έτσι σε 
κάθε κύκλο της αντίδρασης, θεωρητικά, η ένταση του φθορισµού αυξάνεται κατά το ποσοστό 
αύξησης του προϊόντος, δηλαδή υπάρχει γραµµική σχέση µεταξύ έντασης φθορισµού και 
ποσότητας δίκλωνου DNA. 

Τα πλεονεκτήµατα της χρωστικής SYBR Green είναι ότι µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την 
µέτρηση του πολλαπλασιασµού κάθε δίκλωνου DNA, και ότι αποτελεί την φθηνότερη επιλογή 
για την Real – Time PCR. Αυτό συµβαίνει γιατί δεν χρειάζεται η σύνθεση άλλων 
ολιγονουκλεοτιδίων εκτός των εκκινητών και επιπλέον αν χρησιµοποιείται µόνο SYBR Green οι 
«απαιτήσεις» του συστήµατος laser – thermocycler είναι οι ελάχιστες δυνατές. Το κύριο 
µειονέκτηµα της SYBR Green είναι ότι µπορεί να δηµιουργήσει ψευδώς θετικό σήµα φθορισµού 
επειδή η χρωστική δεν έχει εξειδίκευση για το συγκεκριµένο δίκλωνο DNA και δεσµεύει και µη 
– ειδικές (non – specific) αλληλουχίες. Ειδική προσοχή δίνεται στα δίκλωνα εκκινητή – 
µονόκλωνου DNA κατά τη φάση ανίχνευσης («ανάγνωσης») του φθορισµού. 

 
Ακολουθεί αναφορά των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιµοποιήθηκαν γι’ αυτόν το σκοπό: 

 
FW RT2 dct-1: 5’ – GGCTCCAACCTTACCACTCC – 3’ 
RV RT2 dct-1: 5’ – GCAAATCCTACTGCTGCTCC – 3’  

 
                         FW Μito1  : 5’ – GTTTATGCTGCTGTAGCGTG – 3’ 

 RV  Mito1  : 5’ – CTGTTAAAGCAAGTGGACGAG – 3’ 
 

                                   FW ama-1: 5’ – CCTACCTACACTCCAAGTCCATCG – 3’ 
                                   RV ama-1:  5’ – GGTGAAGCTGGCGAATACGTTG – 3’ 
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10. Τεχνικές µικροσκοπίας 
 

Σε όλες τις περιπτώσεις για την προετοιµασία των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε ξέπλυµα 
των ζώων µε διάλυµα Μ9 και αναισθητοποίηση αυτών σε διάλυµα Levamisole 2 – 4 mM σε Μ9 
ή special mounting material (30% PEG 8000, 25% Glycerol 100%, 1X PBS). Η παρατήρηση και 
φωτογράφηση έγιναν σε θερµοκρασία δωµατίου (25°C).  

Για κάθε ξεχωριστό πείραµα, οι φωτογραφήσεις πάρθηκαν στην ίδια µεγέθυνση και σε 
ίδιες συνθήκες φθορισµού. Η φωτογράφηση έγινε από απλό µικροσκόπιο φθορισµού Zeiss Axio 
Imager Z2 Epifluorescence/DIC Microscope και από µικροσκόπιο συνεστιακής µικροσκοπίας 
(Confocal Microscope) Zeiss LSM 710 / NLO / DUO / InTune. Η επεξεργασία και τροποποίηση 
των εικόνων, όπου χρειάστηκε, πραγµατοποιήθηκε µε το πρόγραµµα Photoshop (version CS3; 
Adobe).  
 

11. Στατιστική επεξεργασία αποτελεσµάτων  
 

Η στατιστική ανάλυση των δεδοµένων, που ελήφθησαν από τις µετρήσεις των ποσοστών 
θνησιµότητας, και των ποσοστιαίων αναλογιών επιβίωσης πραγµατοποιήθηκε µε τα 
υπολογιστικό πρόγραµµα, GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, USA). 
 

12. Άλλες Πληροφορίες  
 

Τα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν στις αντιδράσεις PCR και 
αλληλούχησης παρασκευάστηκαν στο εργαστήριο µικροχηµείας του Ινστιτούτου Μοριακής 
Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας (Ίδρυµα Τεχνολογίας και Έρευνας).  
 
Τα περιοριστικά ένζυµα που χρησιµοποιήθηκαν προήλθαν από τις εταιρείες New England 
Biolabs (NEB) και Minotech.  
 
Τα χηµικά και τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν είναι προϊόντα των εταιρειών: Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA), Qiagen (California, CA, USA), Invitrogen (Carlsbad, USA), και 
Roche.  
 
Τα ειδικά αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν προέρχονται από τις εταιρείες: PCRIITOPO 
Cloning (Invitrogen), Genomic DNA purification kit (Macherey-Nagel, NucleoSpin Tissue), PCR 
Purification Kit (Qiagen-QIAquick), SSoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad). 
  
Η στατιστική ανάλυση όλων των µετρήσεων που πραγµατοποιήθηκαν έγινε µε το Prism software 
package (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).  
 
H ανάλυση των εικόνων που αποκτήθηκαν από την Συνεστιακή µικροσκοπία (Confocal 
Microscopy) έγινε µε το πρόγραµµα ImageJ 1.41. 
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Αποτελέσµατα 
 
Ελάχιστα πράγµατα είναι γνωστά για τον ρόλο της µιτοφαγίας κατά την διαδικασία της 
χρονολογικής γήρανσης. Στην παρούσα διατριβή µελετήσαµε κατά πόσο η διαδικασία της 
µιτοφαγίας είναι απαραίτητη κατά την διάρκεια της γήρανσης στον νηµατώδη Caenorhabditis 
elegans και αναπτύξαµε ένα in vivo σύστηµα µικροσκοπικής απεικόνισης για την παρατήρηση 
της επαγωγής της µιτοφαγίας κατόπιν συγκεκριµένων ερεθισµάτων. 

I. Ο ρόλος της µιτοφαγίας στη χρονολογική γήρανση του νηµατώδη C.elegans 
 

Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία οι µιτοχονδριακές πρωτεΐνες ΝΙΧ/BNIP3 στα θηλαστικά 
και η Αtg32 στη ζύµη είναι απαραίτητες για την διαδικασία της µιτοφαγίας, χωρίς η έλλειψή τους 
να επηρεάζει τον ευρύτερο µηχανισµό της αυτοφαγίας του κυττάρου. Το οµόλογο των πρωτεϊνών 
ΝΙΧ/BNIP3 των θηλαστικών στον C. elegans είναι η πρωτεΐνη DCT-1 (DAF-16 Controlled, 
germline Tumor affecting). Το γονίδιο dct-1 ρυθµίζεται σε επίπεδο µεταγραφής από τον 
µεταγραφικό παράγοντα DAF-16 (Pinkston-Gosse J. and Kenyon C., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Στοίχιση των αλληλουχιών των πρωτεϊνών ΒΝΙP3/NIX του ποντικού και DCT-1 του C. elegans. Τα 
υπογραµµισµένα αµινοξικά κατάλοιπα αντιστοιχούν στη συντηρηµένη διαµεµβρανική περιοχή των πρωτεϊνών που 
απαιτείται για την τοποθέτησή τους στην εξωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη (Cizeau J. et al., 2000). Και οι τρεις 
πρωτεΐνες φέρουν το µοτίβο WXXL που είναι υπεύθυνο για την αλληλεπίδρασή τους µε την πρωτεΐνη LC3/LGG-1 
που βρίσκεται στην µεµβράνη των αυτοφαγοσωµάτων. 
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Έτσι, λοιπόν, αρχικά δηµιουργήθηκε η πλασµιδιακή κατασκευή dct-1 in pL4440 (βλέπε 
Υλικά και Μέθοδοι) και στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε σε πειράµατα γήρανσης (βλέπε Υλικά 
και Μέθοδοι). Τα στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν ήταν Ν2 (wild type), tm376 και daf-2(e1370). 

 

 

 

 
 

 

 
 
Πειράµατα γήρανσης. Καµπύλες επιβίωσης πληθυσµών νηµατωδών αγρίου τύπου (Ν2) που υποβλήθηκαν σε RNAi 
και Καµπύλες επιβίωσης πληθυσµών νηµατωδών αγρίου τύπου (Ν2) και του στελέχους tm376 µε το ποσοστό των 
ζώων που παραµένει εν ζωή να αναπαρίσταται γραφικά έναντι των ηλικιών τους σε ηµέρες. Τα πειράµατα γήρανσης 
πραγµατοποιήθηκαν στους 20°C και η τελική συγκέντρωση του IPTG στο κάθε πιάτο ήταν 2mM. 
 

Στελέχη Median survival Maximum survival 
N2; pL4440 19 27 

N2; dct-1 (RNAi) 19 27 
N2 16 29 

tm376 14 29 
 

Φαίνεται λοιπόν από τα παραπάνω πειράµατα γήρανσης ότι η καταστολή του γονιδίου dct-
1 µέσω της τεχνικής RΝΑi δεν προκαλεί κάποια σηµαντική διαφορά στη διάρκεια ζωής στα 
αγρίου τύπου ζώα, Ν2. Επιπλέον, σε σύγκριση µε τα αγρίου τύπου ζώα δεν φαίνεται να 
παρουσιάζει κάποια σηµαντική διαφορά ούτε το στέλεχος tm376, το οποίο αποτελεί null – 
µετάλλαγµα για το γονίδιο dct-1 καθώς φέρει µια έλλειψη ~ 900 bp στην περιοχή του υποκινητή 
του γονιδίου αυτού. 

Στη συνέχεια, για να δείξουµε ότι η RNAi τεχνική λειτούργησε αλλά και για να ελέγξουµε 
τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου dct-1 στο µετάλλαγµα tm376 πραγµατοποιήθηκε Real – Time 
PCR. Από τα αποτελέσµατα της Real – Time PCR παρατηρούµε ότι τα επίπεδα έκφρασης του 
γονιδίου dct-1 είναι πολύ χαµηλά τόσο στο µετάλλαγµα tm376 όσο και στα ζώα που έχει 
πραγµατοποιηθεί καταστολή του γονιδίου. 
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Aποτελέσµατα Real – Time PCR. Επίπεδα έκφρασης του γονιδίου dct-1 σε αγρίου τύπου ζώα (Ν2), σε ζώα που έχει 
πραγµατοποιηθεί καταστολή του γονιδίου dct-1 µέσω της τεχνικής RNAi και σε µεταλλάγµατα tm376. Η 
κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε µε τα επίπεδα έκφρασης του συστατικού γονιδίου ama-1. 
 
 

Επίσης, πειράµατα γήρανσης πραγµατοποιήθηκαν στα µεταλλαγµένα ζώα daf-2(e1370). 
Tα ζώα αυτά εµφανίζουν αυξηµένα επίπεδα διάρκειας ζωής λόγω της ενεργοποίησης του 
µεταγραφικού παράγοντα DAF-16, ο οποίος ενεργοποιείται όταν το µονοπάτι insulin/IGF-1 είναι 
ανενεργό και εισέρχεται στο εσωτερικό του πυρήνα (Henderson and Johnson, 2001; Lee et al., 
2001; Lin et al., 2001) όπου και ενεργοποιεί την µεταγραφή γονιδίων που σχετίζονται µε τη 
επιβίωση του οργανισµού, την αντιµετώπιση του οξειδωτικού στρες και του θερµικού σοκ, 
την έµφυτη ανοσία, το µεταβολισµό και την αυτοφαγία (Antebi, 2007; Honda and Honda, 
1999; Lee et al., 2003; McElwee et al., 2004; Melendez et al., 2003; Murphy et al., 2003). 
Όπως είναι αναµενόµενο, η µεταγραφική δράση του DAF-16/FOXO έχει ως αποτέλεσµα τη 
αύξηση των ορίων ηλικίας των ζώων. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Πειράµατα γήρανσης. Καµπύλες επιβίωσης πληθυσµών νηµατωδών αγρίου τύπου (Ν2) και µεταλλαγµάτων daf-
2(e1370) που υποβλήθηκαν σε RNAi µε το ποσοστό των ζώων που παραµένει εν ζωή να αναπαρίσταται γραφικά 
έναντι των ηλικιών τους σε ηµέρες. Τα πειράµατα γήρανσης πραγµατοποιήθηκαν στους 20°C και η τελική 
συγκέντρωση του IPTG στο κάθε πιάτο ήταν 2mM. 

 
Στελέχη Median survival Maximum survival 

N2; pL4440 19 30 
N2; dct-1 (RNAi) 19 29 

daf-2(e1370); pL4440 48 68 
daf-2(e1370); dct-1 (RNAi) 34 59 
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Φαίνεται λοιπόν ότι η καταστολή του γονιδίου dct-1 µειώνει την διάρκεια ζωής των 
µεταλλαγµάτων daf-2(e1370) χωρίς να επηρεάζει την διάρκεια ζωής των αγρίου τύπου ζώων 
(Ν2). Εποµένως, συµπεραίνουµε ότι η διαδικασία της µιτοφαγίας είναι απαραίτητη και η δράση 
της απαιτείται για την αυξηµένη διάρκεια ζωής του µεταλλάγµατος daf-2(e1370). 

II. Καταστολή µιτοφαγίας και παρατήρηση του µιτοχονδριακού δικτύου 
Μελέτες του µιτοχονδριακού δικτύου στο νηµατώδη C. elegans έχουν πραγµατοποιηθεί 

παρατηρώντας το µιτοχονδριακό δίκτυο που εµφανίζεται στους µυς του σώµατος (body wall 
muscles) των ζώων. Τα µιτοχόνδρια στους µύες του C. elegans  σχηµατίζουν ένα σωληνοειδές, 
επίµηκες και πολύ καλά οργανωµένο δίκτυο (Ichishita R. et al., 2008; Lee S.S. et al., 2003). Το 
µιτοχονδριακό δίκτυο διατρέχει όλο το σώµα του οργανισµού και φαίνεται να ακολουθά το 
δίκτυο των µυϊκών ινών (myofibrils). Οι µυϊκές ίνες αποτελούν την βασική µονάδα των µυών. Οι 
µύες αποτελούνται από σωληνοειδή κύτταρα που ονοµάζονται µυοκύττρα. Τα µυοκύτταρα 
αποτελούνται από τις µυϊκές ίνες. Οι µυϊκές ίνες αποτελούνται από µεγάλες πρωτεΐνες όπως είναι 
η ακτίνη, η µυοσίνη και η τιτίνη. Αυτές οι πρωτεΐνες οργανώνονται σε λεπτές ίνες και παχιά 
νηµάτια, τα οποία επαναλαµβάνονται κατά µήκος των µυϊκών ινών και σχηµατίζουν τα λεγόµενα 
σαρκοµερή. 

Για να παρατηρήσουµε το µιτοχονδριακό δίκτυο στους µύες του σώµατος των ζώων 
χρησιµοποιήσαµε το στέλεχος SJ4103 [+/+; Pmyo-3::mtGFP] που εκφράζει τη φθορίζουσα 
πρωτεΐνη GFP (Green Fluorescent Protein) συνδεδεµένη µε ένα πεπτίδιο σινιάλο που την οδηγεί 
στα µιτοχόνδρια. Αυτή η κατασκευή εκφράζεται κάτω από τον έλεγχο του ιστοειδικού υποκινητή 
myo-3 που οδηγεί την έκφραση της µιτοχονδριακής GFP µόνο στους µύες του σώµατος. 
Χρησιµοποιώντας την RNAi τεχνική καταστείλαµε το γονίδιο της µιτοφαγίας dct-1 και 
παρατηρήσαµε το µιτοχονδριακό δίκτυο σε ενήλικα ζώα ηλικίας 4 ηµερών.  

 
Μορφολογική ανάλυση διαγονιδιακών ζώων που εκφράζουν µιτοχονδριακή GFP στους σωµατικούς µύες. Α. 
Διαγονιδιακά ζώα (control SJ4103; pL4440) που έχουν µεγαλώσει σε πιάτα µε βακτήρια E. coli (HT115), τα οποία 
περιέχουν τον πλασµιδιακό φορέα pL4440 B. Διαγονιδιακά ζώα (SJ4103; dct-1)που έχουν µεγαλώσει σε πιάτα µε 
βακτήρια E. coli (HT115), τα οποία περιέχουν τον πλασµιδιακό φορέα dct-1 in pL4440 για την καταστολή του 
γονιδίου της µιτοφαγίας. Το διάγραµµα παρουσιάζει των αριθµό των ζώων µε φυσιολογική µορφολογία του 
µιτοχονδριακού δικτύου. Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν στους 20°C και η τελική συγκέντρωση του IPTG στο 
κάθε πιάτο ήταν 2mM. 
 

Φαίνεται λοιπόν ότι η καταστολή του γονιδίου dct-1 µέσω της τεχνικής RNAi προκαλεί 
την αποδιοργάνωση του µιτοχονδριακού δικτύου καθώς και την κατακερµάτισή του. Επιπλέον, 
παρατηρείται δηµιουργία µιτοχονδριακών συσωµατωµάτων. 
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III. Καταστολή µιτοφαγίας και ποσοτικοποίηση µιτοχονδριακού DNA  
 

Η διαδικασία της µιτοφαγίας είναι υπεύθυνη να αποµακρύνει τα κατεστραµµένα 
µιτοχόνδρια αλλά και να ρυθµίζει των αριθµό των µιτοχονδρίων ανάλογα µε τις µεταβολικές 
δραστηριότητες του κυττάρου (Youle RJ. and Narendra DP, 2011).  Εποµένως, αν ο µηχανισµός 
της µιτοφαγίας απενεργοποιηθεί τότε ο αριθµός των µιτοχονδρίων, κατεστραµµένων και µη, 
αυξάνεται. Το ίδιο συµβαίνει και µε το µιτοχονδριακό DNA.  

Χρησιµοποιώντας τη τεχνική της Real – Time PCR και µε ειδικούς εκκινητές που 
προσδένονται µόνο στο µιτοχονδριακό DNA ποσοτικοποιήσαµε το µιτοχονδριακό DNA στα 
αγρίου τύπου ζώα (Ν2), στα µεταλλάγµατα tm376 και σε ζώα που είχαµε καταστείλει το γονίδιο 
dct-1 µέσω της τεχνικής RNAi. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Ποσοτικοποίηση µιτοχονδριακού DNA. Tα αποτελέσµατα της qReal – Time PCR φανερώνουν αύξηση του 
µιτοχονδριακού DNA τόσο στο µετάλλαγµα tm376 όσο και στα ζώα που έχει γίνει καταστολή του γονιδίου dct-1 σε 
σχέση µε το µιτοχονδριακό DNA του αγρίου τύπου, N2. Η κανονικοποίηση έγινε χρησιµοποιώντας τους εκκινητές του 
γονιδίου pmr-3 που προσδένονται στο γενωµικό DNA 

 
Φαίνεται λοιπόν ότι τόσο τα ζώα στα οποία πραγµατοποιήθηκε καταστολή του γονιδίου 

dct-1 µέσω της τεχνικής RNAi όσο και τα µεταλλάγµατα tm376 εµφανίζουν περισσότερη 
ποσότητα µιτοχονδριακού DNA σε σύγκριση µε τα αγρίου τύπου ζώα. 

ΙV. In vivo σύστηµα µικροσκοπικής απεικόνισης της µιτοφαγίας  
Για να επιτευχθεί η µικροσκοπική απεικόνιση της µιτοφαγίας χρειάστηκε να 

διασταυρώσουµε αρσενικά ζώα από το στέλεχος SJ4103 [+/+; Pmyo-3::mtGFP], το οποίο εκφράζει 
στους µύες του σώµατος τη φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP συνδεδεµένη µε ένα πεπτίδιο σινιάλο που 
την οδηγεί στα µιτοχόνδρια, µε ερµαφρόδιτα διαγονιδιακά ζώα που έφεραν την 
εξωχρωµοσωµική αλληλουχία Plgg-1::DsRed::LGG-1 και δείκτη διαµόλυνσης το πλασµίδιο 
pPD122.11 µε την αλληλουχία Pmyo-2::GFP που οδηγεί την έκφραση της GFP στο φάρυγγα του 
ζώου. Στη συνέχεια επιλέχθηκαν µόνο τα ζώα SJ4103[+/+; Pmyo-3::mtGFP]; Plgg-1::DsRed::LGG-1 
τα οποία εκφράζουν τη φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP στους µύες του σώµατος και στον φάρυγγα.  

H χιµαιρική πρωτεΐνη DsRed::LGG-1 χρησιµοποιήθηκε ως δείκτης των 
αυτοφαγοσωµάτων, ενώ ως δείκτης των µιτοχονδρίων χρησιµοποιήθηκε η φθορίζουσα πρωτεΐνη 
GFP όπου στο αµινοτελικό της άκρο είχε προστεθεί σηµατοδοτική αλληλουχία για τη 
τοποθέτησή της σε µιτοχόνδρια (mtGFP). Εποµένως, όταν η διαδικασία της µιτοφαγίας λαµβάνει 
χώρα θα πρέπει η χιµαιρική πρωτεΐνη DsRed::LGG-1 να συνεντοπίζεται µε τα µιτοχόνδρια 
(mtGFP). 
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Προκειµένου να ενεργοποιηθεί η µιτοφαγία οι νηµατώδεις SJ4103 [+/+; Pmyo-3::mtGFP]; 
Plgg-1::DsRed::LGG-1 µεγάλωσαν σε πιάτα που περιείχαν τη χηµική ουσία Carbonyl Cyanide 3 – 
Chlorophenylhydrazone (CCCP). Το CCCP είναι µια χηµική ουσία που προκαλεί εκπόλωση της 
µιτοχονδριακής µεµβράνης και οδηγεί σε επαγωγή της µιτοφαγίας (Lemire BD et al., 2009; 
Geisler et al., 2010). Στη συνέχεια τα ενήλικα ζώα παρατηρήθηκαν σε συνεστιακό µικροσκόπιο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Επαγωγή και Μικροσκοπική απεικόνιση της µιτοφαγίας. Α. Απεικόνιση ζώων που έχουν µεγαλώσει σε πιάτα που 
περιείχαν DMSO (Dimethyl Sulfoxide). Β. Απεικόνιση ζώων που έχουν µεγαλώσει σε πιάτα που περιείχαν 10mΜ 
CCCP. Tα βέλη δείχνουν τον συνεντοπισµό µεταξύ της χιµαιρικής πρωτεΐνης DsRed::LGG-1 και των µιτοχονδρίων 
(mtGFP). Όλες οι φωτογραφίες πάρθηκαν στην ίδια µεγέθυνση και σε ίδιες συνθήκες φθορισµού. 

Φαίνεται λοιπόν ότι το CCCP επάγει τη µιτοφαγία καθώς µόνο στα ζώα που µεγάλωσαν σε 
πιάτα που περιείχαν CCCP παρατηρούµε συνεντοπισµό µεταξύ της χιµαιρικής πρωτεΐνης 
DsRed::LGG-1 και των µιτοχονδρίων (mtGFP). 
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Συζήτηση 
Καθώς ένας οργανισµός γερνάει, τα κύτταρα συσσωρεύουν µεταλλάξεις τόσο στο 

γενωµικό όσο και στο µιτοχονδριακό DNA, οι οποίες µε τη σειρά τους προκαλούν βλάβες στα 
µακροµόρια και στα διάφορα κυτταρικά οργανίδια. Εποµένως, το κύτταρο έχει την ανάγκη της 
ύπαρξης µηχανισµών «ποιοτικού ελέγχου» που να διατηρούν την κυτταρική οµοιόσταση και τη 
βιωσιµότητα του οργανισµού.  

Τα µιτοχόνδρια αποτελούν εξελικτικά «αποµεινάρια» αερόβιων βακτηρίων που εισέβαλαν 
στο πρώτο ευκαρυωτικό κύτταρο περίπου ένα δισεκατοµµύριο χρόνια πριν. Ως εκ τούτου, έχουν 
ένα δικό τους ξεχωριστό γονιδίωµα και παρέχουν στο κύτταρο ενέργεια µε τη µορφή ATP µέσω 
τη διαδικασία της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Ωστόσο, ως παραπροϊόν αυτής της διαδικασίας 
τα µιτοχόνδρια παράγουν ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS) που πρέπει να αποµακρυνθούν. Τόσο η 
µιτοχονδριακή «ανεπάρκεια» όσο και η υπερβολική παραγωγή ROS ή και τα δύο φαίνεται να 
αποτελούν τις κινητήριες δυνάµεις της γήρανσης καθώς προκαλούν βλάβες σε άλλα οργανίδια 
αλλά και µεταλλάξεις στο πυρηνικό γονιδίωµα του κυττάρου (D.R.Green et al., 2011).  

Η αποµάκρυνση κατεστραµµένων µιτοχονδριακών πρωτεϊνών µέσω πρωτεολυτικών 
µηχανισµών, η αποκατάσταση των κατεστραµµένων µιτοχονδρίων από τα υγιή µέσω των 
µηχανισµών σχάσης και σύντηξης και η αποµάκρυνση των µιτοχονδρίων που έχουν υποστεί 
σοβαρές βλάβες µέσω της διαδικασίας της µιτοφαγία αποτελούν τους κύριους µηχανισµούς 
ποιοτικού ελέγχου των µιτοχονδρίων, οι οποίοι λαµβάνουν χώρα για να διατηρήσουν την 
κυτταρική οµοιόσταση. 

Στην παρούσα διατριβή δείξαµε ότι η καταστολή του γονιδίου dct-1 µέσω της τεχνικής 
RΝΑi δεν προκαλεί κάποια σηµαντική διαφορά στη διάρκεια ζωής στα αγρίου τύπου ζώα, Ν2. Σε 
αντίθεση, η καταστολή του γονιδίου dct-1 σε διαφορετικό γενετικό υπόβαθρο στα ζώα daf-2 
(e1370), τα οποία παρουσιάζουν αυξηµένη διάρκεια ζωής λόγω της ενεργοποίησης του 
µεταγραφικού παράγοντα DAF-16 (Henderson and Johnson, 2001; Lee et al., 2001; Lin et al., 
2001), οδήγησε σε δραµατική µείωση της διάρκειας ζωής των ζώων. H πρωτεΐνη DCT-1 
(DAF-16 Controlled, germline Tumor affecting) στον C. elegans αποτελεί το οµόλογο των 
πρωτεϊνών ΝΙΧ/BNIP3 στα θηλαστικά. Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία οι µιτοχονδριακές 
πρωτεΐνες ΝΙΧ/BNIP3 στα θηλαστικά είναι απαραίτητες για την διαδικασία της µιτοφαγίας, 
χωρίς η έλλειψή τους να επηρεάζει τον ευρύτερο µηχανισµό της αυτοφαγίας του κυττάρου. 
Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι η πρωτεΐνη ΒΝΙΡ3 έπειτα από επαγωγή της µιτοφαγίας αλληλεπιδρά µε 
την πρωτεΐνη LC3 που βρίσκεται στην µεµβράνη των αυτοφαγωσωµάτων και µέσω αυτής της 
αλληλεπίδρασης τα κατεστραµµένα µιτοχόνδρια αποµακρύνονται επιλεκτικά από το κύτταρο (S. 
Rikka et al., 2011; R.L. Thomas et al., 2011). Έτσι, καταστέλλοντας το γονίδιο dct-1 
µπλοκάρουµε την διαδικασία της µιτοφαγίας στο C. elegans γεγονός που οδηγεί στα αυξηµένα 
επίπεδα µιτοχονδριακού DNA όπως παρατηρήθηκε από παραπάνω πειράµατα (Βλέπε 
Αποτελέσµατα). 

Επιπλέον, µελετήσαµε τον ρόλο του γονιδίου dct-1 στη µορφολογία του µιτοχονδριακού 
δικτύου. Για να µελετήσουµε το µιτοχονδριακό δίκτυο στους µύες του σώµατος των ζώων 
χρησιµοποιήσαµε το στέλεχος SJ4103 [+/+; Pmyo-3::mtGFP] που εκφράζει τη φθορίζουσα 
πρωτεΐνη GFP (Green Fluorescent Protein) συνδεδεµένη µε ένα πεπτίδιο σινιάλο που την οδηγεί 
στα µιτοχόνδρια. Αυτή η κατασκευή εκφράζεται κάτω από τον έλεγχο του ιστοειδικού υποκινητή 
myo-3 που οδηγεί την έκφραση της µιτοχονδριακής GFP µόνο στους µύες του σώµατος. Η 
καταστολή του γονιδίου dct-1 οδήγησε στην αποδιοργάνωση του µιτοχονδριακού δικτύου καθώς 
και στην κατακερµάτισή του. Επιπλέον, παρατηρήθηκε δηµιουργία µιτοχονδριακών 
συσωµατωµάτων. Η µιτοφαγία είναι γνωστό ότι λαµβάνει χώρα πριν από την σχάση των 
µιτοχονδρίων και λειτουργεί ως µηχανισµός ποιοτικού ελέγχου επιτρέποντας µόνο στα υγιή 
µιτοχόνδρια να διαιρεθούν (Youle RJ. and Narendra DP, 2011). Τη µιτοφαγία, λοιπόν, µπορούµε 
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να την παροµοιάσουµε µε ένα είδος check – point που λαµβάνει χώρα στο κύκλο ζωής των 
µιτοχονδρίων και ρυθµίζει την οµοιόσταση του µιτοχονδριακού δικτύου. Όταν καταστέλλεται η 
διαδικασία της µιτοφαγίας τα µιτοχόνδρια σχηµατίζουν συσσωµατώµατα και ακολουθεί 
κατακερµατισµός και αποδιοργάνωση του µιτοχονδριακού δικτύου. 

Τέλος, αναπτύξαµε ένα in vivo σύστηµα µικροσκοπικής απεικόνισης για την παρατήρηση 
της επαγωγής της µιτοφαγίας κατόπιν συγκεκριµένων ερεθισµάτων. Για να επιτευχθεί η 
µικροσκοπική απεικόνιση της µιτοφαγίας διασταυρώσαµε αρσενικά ζώα από το στέλεχος SJ4103 
[+/+; Pmyo-3::mtGFP] µε ερµαφρόδιτα διαγονιδιακά ζώα που έφεραν την εξωχρωµοσωµική 
αλληλουχία Plgg-1::DsRed::LGG-1. Έπειτα, επιλέχθηκαν µόνο τα ζώα SJ4103 [+/+; Pmyo-

3::mtGFP]; Plgg-1::DsRed::LGG-1 και τοποθετήθηκαν σε πιάτα που περιείχαν CCCP. 
Παρατηρήσαµε ότι τα ζώα που µεγάλωσαν παρουσία CCCP εµφάνισαν επαγωγή της µιτοφαγίας, 
η οποία ανιχνεύεται ως συνεντοπισµός µεταξύ των µιτοχονδρίων (mtGFP) και της χιµαιρικής 
πρωτεΐνης DsRed::LGG-1, η οποία εντοπίζεται στη µεµβράνη των αυτοφαγοσωµάτων. Το in vivo 
σύστηµα µικροσκοπικής απεικόνισης της µιτοφαγίας που αναπτύχθηκε παραπάνω µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί τόσο για το χαρακτηρισµό γονιδίων που συµµετέχουν στο µονοπάτι της 
µιτοφαγίας όσο και για τη µελέτη διαφόρων ουσιών που µπορεί να επάγουν ή να καταστέλουν τη 
διαδικασία αυτή.  
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