
Πανεπιστήµιο Κρήτης 
Τµήµα Βιολογίας 

 ∆ιατµηµατικό Μεταπτυχιακό Πρόγραµµα  
Μοριακής Βιολογίας-Βιοϊατρικής 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
««ΜΜεελλέέττηη  ττηηςς  εεππίίδδρραασσηηςς  ττωωνν  εεννδδοοκκυυττττααρριικκώώνν  µµηηχχααννιισσµµώώνν  µµεεττααφφοορράάςς  
κκααιι  ττοουυ  ρρόόλλοουυ  ττωωνν  ααννττααλλλλαακκττώώνν  ΝΝαα++//CCaa++22  ((NNCCXX11,,22,,33,,44  &&55  ))  κκααττάά  ττηηνν  

ννέέκκρρωωσσηη      
  σσττοο  CC..eelleeggaannss»»..  

 
 
 
 

 
Εργαστήριο Μοριακής Γενετικής Νηµατωδών 

Ινστιτούτο Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας  
Υπεύθυνος ερευνητής: Ταβερναράκης Νεκτάριος 

 
 

Επιβλέπουσα καθηγήτρια: Αθανασάκη Ειρήνη 
 
 
 

 
 
 
 
 

Τρουλλινάκη Κωστούλα 
Ηράκλειο 2004 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Στους γονείς µου… 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



ΕΕΕΥΥΥΧΧΧΑΑΑΡΡΡΙΙΙΣΣΣΤΤΤΙΙΙΕΕΕΣΣΣ   
 
Είναι δύσκολο κανείς να αναφέρεται σε άτοµα που εκτιµά ιδιαίτερα 

και σέβεται µέσα από µια κόλλα χαρτί, για να τους ευχαριστήσει. Εξάλλου 
σ’ αυτούς είναι προτιµότερο να το δείχνει µε τις πράξεις και τα «έργα» του. 
Παρόλα αυτά, τούτη τη στιγµή αισθάνοµαι την ανάγκη να ευχαριστήσω 
κάποια τέτοια άτοµα, που στάθηκαν δίπλα και µε στήριξαν καθόλη τη 
διάρκεια αυτής της εργασίας.  

Πρώτα απ’ όλα την «κεφαλή» του εργαστηρίου µας, τον άνθρωπο που 
µε εµπιστεύτηκε και µου έδωσε την ευκαιρία να δουλέψω µαζί του:  τον 
ερευνητή ∆ρ. Ταβερναράκη Νεκτάριο. Είναι αυτός που µε εκπλήσσει 
καθηµερινά και εµένα αλλά και όλα τα παιδιά του εργαστηρίου µας,  µε 
την επιστηµονική του σκέψη, τις γνώσεις του, την ευκολία που έχει να λύνει 
προβλήµατα, µικρά και µεγάλα, την ηρεµία που µας αντιµετωπίζει όταν 
εµείς του κάνουµε «χαζές» ερωτήσεις και προπαντός τον ενθουσιασµό του 
για αυτό που λέγεται έρευνα! Τον ευχαριστώ για την επιστηµονική του 
καθοδήγηση, τις συµβουλές και τις καλοπροαίρετες παρατηρήσεις του, την 
συµπαράσταση και την υποµονή… Τον ευχαριστώ για όλα!   

Έπειτα θα ήθελα να ευχαριστήσω τα κοριτσάκια αλλά και το 
µοναδικό αγοράκι του εργαστηρίου µας. Με την Πόπη και την Χρύσα 
είµαστε από την ίδια «πλευρά»…του πάγκου, και ασχολούµαστε µε κοινά 
θέµατα. Τις ευχαριστώ και τις δυο για την συνεργασία τους, την βοήθεια 
τους, τις συµβουλές τους, την ανεκτικότητα που δείχνουν απέναντι µου και 
τις «πλακίτσες» που οµορφαίνουν την καθηµερινότητα µας. Ευχαριστώ και 
τους «απέναντι» (του πάγκου), την ∆άφνη, το Γιάννη και την τεχνικό µας 
την Αγγέλα. Για την συνεργασία τους, την ευχάριστη ατµόσφαιρα που 
δηµιουργούν στο εργαστήριο και τα … competent cells! 

∆εν µπορώ, βέβαια να µην αναφερθώ και στις φίλες µου, που 
πάσχουν από τις ίδιες ανησυχίες και ασχολούνται, επίσης, µε τον πάγκο! 
Την Μαριάνθη, που ευτυχώς θα είναι δίπλα και τα επόµενα 3-4 
τουλάχιστον χρόνια, την Ντίνα (την «άλλη», που λέει και ο Γιάννης Κ.) που 
δυστυχώς µας εγκαταλείπει και την Έφη, που την κέρδισε η έρευνα στην 
Ιατρική Σχολή (Αχ, ψυχολόγε µου!). Τις ευχαριστώ όλες για ότι έχουν κάνει 
όλα αυτά τα χρόνια… 

Τέλος, ένα µεγάλο ευχαριστώ σ’ αυτούς που βρίσκονται πίσω απ’ όλα 
αυτά, στους γονείς µου. Για την υποστήριξη τους σε κάθε νέα προσπάθεια,, 
την συµπαράσταση, την υποµονή που δείχνουν και την πίστη τους σ΄εµένα. 
Χωρίς αυτούς, σίγουρα δεν θα είχα φτάσει έως εδώ! 
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ΜΜΜΕΕΕΡΡΡΟΟΟΣΣΣ    ΑΑΑ’’’   
  
  

ΜΜεελλέέττηη  ττοουυ  ρρόόλλοουυ  ττωωνν  µµηηχχααννιισσµµώώνν  εεννδδοοκκυυττττααρριικκήήςς  
µµεεττααφφοορράάςς  σσττοο  ννεεκκρρωωττιικκόό  κκυυττττααρριικκόό  θθάάννααττοο  σσττοο  ννηηµµααττώώδδηη    

CC..  eelleeggaannss  
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ΠΠΠΕΕΕΡΡΡΙΙΙΛΛΛΗΗΗΨΨΨΗΗΗ   
  

Οι δυο κύριοι τύποι κυτταρικού θανάτου είναι η απόπτωση και η 
νέκρωση. Η απόπτωση είναι ο «προγραµµατισµένος» θάνατος. Συµβαίνει 
κυρίως κατά την ανάπτυξη ενός οργανισµού και είναι απαραίτητη για την 
σωστή δηµιουργία των οργάνων και των ιστών. Η νέκρωση, αντίθεση, 
λαµβάνει χώρα όταν το κύτταρο βρεθεί σε πολύ αντίξοες συνθήκες, όπως 
έλλειψη οξυγόνου ή αυξηµένη θερµοκρασία. Συναντάται σε περιπτώσεις 
ισχαιµίας και τραύµατος, και θεωρείται η κύρια µορφή θανάτου των 
νευρικών κυττάρων σε νευροεκφυλιστικές ασθένειες. 

Σε µοριακό επίπεδο, η νέκρωση είναι ελάχιστα µελετηµένη, σε 
σχέση µε την απόπτωση. Για την εκτέλεση της δεν φαίνεται να υπάρχουν 
εξειδικευµένοι µηχανισµοί ή πρωτεΐνες. Οι τελευταίες µελέτες έχουν 
δείξει ότι σε συνθήκες έντονου στρες, διάφοροι µηχανισµοί που 
εξυπηρετούν την φυσιολογική λειτουργία του κυττάρου, µπορούν να 
στραφούν εναντίον του και να αποβούν καταστροφικοί.  

Η πρώτη ανωµαλία που εµφανίζει ένα κύτταρο που πεθαίνει µε 
νέκρωση είναι ο σχηµατισµός µικρών δακτυλίων ή «δυνών». Οι δακτύλιοι 
αυτοί φαίνεται να προκύπτουν από την κυτταρική µεµβράνη. Στα 
επόµενα στάδια εσωτερικεύονται και µοιάζει να σχηµατίζουν µεγάλες 
ηλεκτρονικά πυκνές δοµές. 

Με βάση τα παραπάνω µορφολογικά χαρακτηριστικά, καθώς 
επίσης και το γεγονός ότι διακοπτόµενη ενδοκυτταρική µεταφορά έχει 
συσχετιστεί και µε νευροεκφυλιστικές ασθένειες, όπως Alzheimer, 
Huntington και ALS (Syntichaki and Tavernarakis, 2003), 
αποφασίσαµε να µελετήσουµε την επίδραση των ενδοκυτταρικών 
µηχανισµών µεταφοράς στη νέκρωση. Για το σκοπό αυτό 
χρησιµοποιήσαµε το νηµατώδη C. elegans.  Ο οργανισµός αυτός έχει 
χρησιµοποιηθεί ευρέως σε µελέτες κυτταρικού θανάτου. Τοξικές 
µεταλλάξεις σε διάφορα γνωστά γονίδια επάγουν εκφυλισµό διάφορων 
τύπων νευρώνων ή άλλων κυττάρων. Η µορφή της νέκρωσης αυτών των 
κυττάρων είναι αντίστοιχη µε κύτταρα θηλαστικών. 

Επιλέχθηκαν αρχικά διάφορα γονίδια θηλαστικών, τα προϊόντα 
των οποίων παίζουν σηµαντικό ρόλο στα µονοπάτια της ενδοκυτταρικής 
µεταφοράς. Βρέθηκαν, έπειτα τα ορθόλογα τους στο νηµατώδη και τα 
µεταλλάγµατα αυτών χρησιµοποιήθηκαν σε µελέτες για την νέκρωση. 
Έγινε, έτσι, µια πρώτη εκτίµηση για το αν οι εν λόγω µηχανισµοί µπορεί 
να έχουν κάποιο ρόλο στη νέκρωση.  
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ΕΕΕΙΙΙΣΣΣΑΑΑΓΓΓΩΩΩΓΓΓΗΗΗ   
  

 Μορφές κυτταρικού θανάτου 
 

Ο κυτταρικός θάνατος µπορεί να διακριθεί σε δυο είδη: γενετικά 
και µη γενετικά καθορισµένο, ανάλογα µε το αν έχει σχεδιαστεί να 
συµβεί ή όχι.  Η πρώτη µορφή θανάτου έχει συνήθως την µορφή της 
απόπτωσης. Για την διεξαγωγή της απαιτείται η συνεργασία πολλών 
διαφορετικών πρωτεϊνών, όπως των κασπασών, του κυτοχρώµατος C και 
των Bcl2 και BclxL. Οι πρωτεΐνες αυτές ακολουθούν ένα συγκεκριµένο 
«πρόγραµµα», που υπάρχει καταγεγραµµένο στο γενετικό υλικό κάθε 
κυττάρου. Ωστόσο, το «πρόγραµµα» ενεργοποιείται µόνο σ’ εκείνα τα 
κύτταρα που έχει προγραµµατιστεί να πεθάνουν σ’ ένα συγκεκριµένο 
χρονικό σηµείο. Το είδος αυτού του θανάτου είναι απαραίτητο για την 
σωστή δηµιουργία των οργάνων και των ιστών ενός οργανισµού, κατά την 
ανάπτυξη του. Η παρεµπόδιση του µπορεί να οδηγήσει σε σοβαρές 
ανωµαλίες, από αναπτυξιακά ελαττώµατα µέχρι καρκίνο. 

Πέραν όµως του «προγράµµατος», ένα κύτταρο µπορεί να πεθάνει 
απρόσµενα και ξαφνικά. Στην περίπτωση αυτή ο θάνατος µπορεί να 
εµφανίσει πολλά χαρακτηριστικά από αποπτωτικά µέχρι και νεκρωτικά, 
ή ακόµα και συνδυασµό των δυο. Η πιο γνωστή περίπτωση απρόσµενου 
θανάτου είναι η νέκρωση (Proskuryakov et al., 2003).  

Η νέκρωση είναι το αποτέλεσµα της επίδρασης ακραίων 
περιβαλλοντικών συνθηκών. Όταν το κύτταρο βρεθεί σε συνθήκες 
έντονου στρες, που δεν µπορούν να αντιµετωπίσουν οι οµοιοστατικοί του 
µηχανισµοί, είναι καταδικασµένο να πεθάνει. Μερικές τέτοιες συνθήκες 
που µπορεί να επάγουν νέκρωση είναι η έλλειψη οξυγόνου ή θρεπτικών 
(για παράδειγµα σε περίπτωση ισχαιµίας µετά από εγκεφαλικό), η 
αυξηµένη θερµοκρασία, η επαφή µε τοξικά συστατικά και η υπερβολική 
µηχανική πίεση (όπως το τραύµα) (Syntichaki and Tavernarakis, 2002). 

Η νέκρωση έχει διαπιστωθεί σε περιπτώσεις ισχαιµίας, επιληψίας 
και σε νευροεκφυλιστικά σύνδροµα. Θεωρείται ο κύριος µηχανισµός µε 
τον οποίο πεθαίνουν τα νευρικά κύτταρα σε ασθένειες όπως  Alzheimer, 
Parkinson, Huntington, και ALS (Driscoll and Gerstbrein, 2003). Στις 
περιπτώσεις αυτές, τα αίτια της νέκρωσης εντοπίζονται κυρίως στη 
συσσώρευση αδιάλυτων και τοξικών πρωτεινικών ινιδίων στα κύτταρα, 
όπως η α-synuclein. 

Στην περίπτωση της απόπτωσης υπάρχει γνωστό εύρος 
πληροφοριών, σε σχέση µε τα αποπτωτικά προγράµµατα, τη σειρά των 
γεγονότων και τις πρωτείνες που λαµβάνουν µέρος. Αντίθετα, το 
φαινόµενο του νεκρωτικού κυτταρικού θανάτου είναι ελάχιστα 
µελετηµένο σε µοριακό επίπεδο. Μέχρι πρόσφατα θεωρούνταν ένα 
ανεξέλεγκτο χαοτικό σπάσιµο του κυττάρου κάτω από ανυπόφορες γι’ 
αυτό συνθήκες. Οι τελευταίες µελέτες, ωστόσο, σε οργανισµούς όπως ο 
νηµατώδης Caenorabditis elegans και η Drosophila  melanogaster 
δείχνουν ότι η νέκρωση προκαλείται από την ακατάλληλη δράση µορίων. 
Πρωτείνες και µηχανισµοί που χρησιµοποιούνται για την φυσιολογική 
λειτουργία του κυττάρου, κάτω από αντίξοες συνθήκες, στρέφονται 
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εναντίον του και αποβαίνουν καταστροφικοί(Syntichaki and 
Tavernarakis, 2002) .   

 
 Ο C.elegans ως µοντέλο µελέτης του νεκρωτικού κυτταρικού θανάτου 

  
Ο οργανισµός αυτός έχει αποδειχθεί ότι διαθέτει πολλά 

πλεονεκτήµατα στην έρευνα. Καταρχήν, η εργαστηριακή του συντήρηση 
είναι πολύ εύκολη και οικονοµική. Πρόκειται για ένα πολύ µικρό, 
ερµαφρόδιτο οργανισµό, µεγέθους ~1mm, που τρέφεται µε βακτήρια του 
γένους E.coli και ολοκληρώνει τον κύκλο ζωής του σε 2,5 µέρες σε 
θερµοκρασία 25oC. Κατά την διάρκεια της ζωής του το ενήλικο άτοµο 
µπορεί να δώσει µέχρι 300 απογόνους. Το γεγονός αυτό σε συνδυασµό 
µε τον µικρό κύκλο ζωής του επιτρέπει την µελέτη διαγονιδιακών 
στελεχών σε σύντοµο χρονικό διάστηµα. Η δηµιουργία τέτοιων στελεχών 
γίνεται σχετικά εύκολα µε µικρο-ενέσεις στη γονάδα νεαρών ενήλικων 
ζώων και διευκολύνεται από τη διαθεσιµότητα φορέων εκτοπικής 
έκφρασης καθώς και έκφρασης γονιδίων αναφοράς (markers), όπως GFP 
και β-γαλακτοσιδάση.  

Η «ιδιότητα» του ως ερµαφρόδιτος, καθιστά εύκολη την ανάκτηση 
οµόζυγων ατόµων για οποιαδήποτε µεταλλαγή. Ταυτόχρονα, η ικανότητα 
του να διασταυρώνεται και µε αρσενικά άτοµα του είδους, παρέχει την 
δυνατότητα δηµιουργίας διπλά µεταλλαγµένων στελεχών και την 
πραγµατοποίηση αναλύσεων συµπληρωµατικότητας. 

 Για τη χαρτογράφηση γονιδίων µπορούν να χρησιµοποιηθούν οι 
κλασσικές τεχνικές.  Σηµαντικό είναι το γεγονός ότι ο οργανισµός αυτός 
έχει πλήρως αλληλουχηµένο γονιδίωµα, κατατεθειµένο σε µια πολύ 
καλά οργανωµένη βάση δεδοµένων. Υπάρχει λεπτοµερής και ακριβής 
γενετικός χάρτης µε περισσότερες από 2000 µεταλλάξεις.  

Είναι, επίσης, δυνατή η πραγµατοποίηση «αντίστροφης γενετικής» 
και η εφαρµογή της µεθόδου του RNAi (double-stranded RNA mediated 
interference) για την προσωρινή καταστολή της έκφρασης γονιδίων. Ένα 
βασικό πλεονέκτηµα του οργανισµού αυτού σε σχέση µε άλλους, όπως 
τη Drosophila, είναι ότι το RNAi είναι «συστεµικό». Αυτό σηµαίνει ότι το 
δίκλωνο RNA διανέµεται σε όλο το σώµα του ζώου και προκαλεί σίγηση 
οπουδήποτε κι αν εκφράζεται το συγκεκριµένο γονίδιο που στοχεύουµε. 

Ένα σηµαντικό τµήµα της γνώσης µας γύρω από τους 
µηχανισµούς κυτταρικού θανάτου προέρχεται από µελέτες στο 
C.elegans (Metzstein et al., 1998).  Αυτό οφείλεται σε όλα τα παραπάνω 
πλεονεκτήµατα, καθώς και στο ότι ο οργανισµός αυτός είναι διάφανος 
και επιτρέπει έτσι την διάκριση κυττάρων που πεθαίνουν ακόµα και σε 
ζωντανά άτοµα, µε τη χρήση µόνο οπτικού µικροσκοπίου. Οι κύριοι 
µηχανισµοί της απόπτωσης έχουν αποκαλυφθεί µετά από εκτεταµένη 
έρευνα στο νηµατώδη. Σηµαντική, επίσης, προσπάθεια καταβάλλεται και 
για την διερεύνηση του νεκρωτικού κυτταρικού θανάτου µε ολοένα και 
περισσότερα αποτελέσµατα. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι πολλά 
βασικά µονοπάτια για τη ζωή, µεταξύ των οποίων και ο κυτταρικός 
θάνατος είναι συντηρηµένα µεταξύ των ειδών. Μελετώντας τα, εποµένως, 
στο νηµατώδη, είναι δυνατόν να αποκαλυφθούν πληροφορίες και για τις 
αντίστοιχες διαδικασίες στον άνθρωπο (Putcha and Johnson, 2004). 
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 Το φαινόµενο της νέκρωσης στο C.elegans 
      
 Ο νεκρωτικός κυτταρικός θάνατος µπορεί να επαχθεί πολύ 

εύκολα στο C.elegans. Τοξικές µεταλλάξεις σε διάφορα γονίδια επάγουν 
εκφυλισµό διάφορων τύπων νευρώνων ή άλλων κυττάρων. Πρόκειται 
κυρίως για µεταλλαγές gain-of-function σε συγκεκριµένα γονίδια-µέλη 
της οικογένειας των degenerins, που  ανήκουν στην ευρύτερη 
υπεροικογένεια των  γονιδίων DEG/EΝaC και κωδικοποιούν για κανάλια 
ιόντων Να+, ευαίσθητα σε amiloride. Ονοµάστηκαν ‘degenerins’ ακριβώς 
επειδή προκαλούν εκφυλισµό των κυττάρων στα οποία εκφράζονται. 
Έτσι, επικρατής µεταλλαγή στο deg-1(d) επάγει το θάνατο µίας οµάδας 
ενδιάµεσων νευρώνων (Chalfie and Wolinsky, 1990) , ενώ παρόµοια 
µετάλλαξη στο mec-4(d) προκαλεί καταστροφή των 6 αισθητικών 
νευρώνων, που είναι υπεύθυνοι για την απόκριση σε απαλό άγγιγµα 
(Driscoll and Chalfie, 1991). Και στις δύο περιπτώσεις, ο θάνατος των 
νευρώνων είναι ανεξάρτητος από τις caspases CED-3 και CED-4, που 
απαιτούνται για την απόπτωση. Οι υπεύθυνες µεταλλαγές αφορούν 
αντικατάσταση µιας Ala στο εξωκυτταρικό τµήµα της αντίστοιχης 
πρωτεΐνης -και κοντά στη διαµεµβρανική περιοχή που συµµετέχει στο 
σχηµατισµό του πόρου-, από ένα µεγαλύτερο σε όγκο αµινοξύ. Αυτό έχει 
ως αποτέλεσµα να παρεµποδίζεται το κλείσιµο του καναλιού, µε 
συνέπεια την αυξηµένη είσοδο ιόντων στο κυτταρόπλασµα. Στην 
οικογένεια των degenerins περιλαµβάνονται ακόµη τα mec-10, unc-8, 
ηµι-επικρατείς µεταλλαγές του οποίου οδηγούν σε διόγκωση και 
δυσλειτουργία νευρώνων της κοιλιακής νευρικής χορδής, και unc-105, 
που εκφράζεται σε µυϊκά κύτταρα. 

Εκτός από τις degenerins, κυτταρικός θάνατος µε µορφολογικά 
χαρακτηριστικά νέκρωσης στο C.elegans προκαλείται και από συνεχώς 
ενεργές µεταλλαγµένες µορφές της α υποµονάδας των ετεροτριµερών G 
πρωτεϊνών (Gαs) (Berger et al., 1998), καθώς και µεταλλάξεις που 
οδηγούν σε αυξηµένη ενεργότητα του γονιδίου deg-3 (Treinin et al., 
1998). Το τελευταίο κωδικοποιεί για µία πρωτεΐνη που σχετίζεται µε το 
νικοτινικό υποδοχέα ακετυλοχολίνης των σπονδυλωτών και συµµετέχει 
στο σχηµατισµό ενός καναλιού Ca+2.  

Τέλος, νέκρωση στο νηµατώδη επάγεται και κάτω από συνθήκες 
υποξίας. Στελέχη µε συγκεκριµένες µεταλλάξεις στο γονίδιο daf-2, που 
είναι απαραίτητο για το σχηµατισµό ανθεκτικών µορφών dauer, 
εµφανίζουν µειωµένο θάνατο λόγω υποξίας (Scott et al., 2002). 
 

 Ενδείξεις για το ρόλο της ενδοκυττάρωσης στη νέκρωση 
 
Η νέκρωση που προκαλείται από µεταλλαγµένες degenerins στο 

C.elegans έχει µελετηθεί εκτενώς και τα χαρακτηριστικά της φαίνονται 
πολύ διαφορετικά από αυτά της απόπτωσης (Syntichaki and 
Tavernarakis, 2003). Αρχικά, ο πυρήνας και το κυτταρικό σώµα 
φαίνονται παραµορφωµένα. Έπειτα, το κύτταρο πρήζεται αρκετές φορές 
σε σχέση µε τη φυσιολογική του διάµετρο (ΕΕιικκόόνναα  11..αα)), µοιάζοντας 
µορφολογικά µε τα θηλαστικά κύτταρα που πεθαίνουν µε νέκρωση. 
Κάτω από ηλεκτρονικό µικροσκόπιο, η πρώτη ανωµαλία που ανιχνεύεται 
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είναι ο σχηµατισµός µικρών δακτυλίων ή «δυνών» που φαίνεται να 
προκύπτουν από την κυτταρική µεµβράνη (ΕΕιικκόόνναα  11..ββ)). Αυτοί οι 
δακτύλιοι εσωτερικεύονται και µοιάζει να σχηµατίζουν µεγάλες 
ηλεκτρονικά πυκνές δοµές, όπως φαίνεται και στην ΕΕιικκόόνναα  11..ββ.  

 
ΕΕιικκόόνναα  11..  ΈΈνναα  ννεευυρριικκόό  κκύύττττααρροο  ττοουυ  CC..  eelleeggaannss    πποουυ  ππεεθθααίίννεειι  µµεε  ννέέκκρρωωσσηη    ωωςς  

ααπποοττέέλλεεσσµµαα  ττηηςς  υυππεερρεεννεερργγοοπποοίίηησσηηςς  ιιοοννττιικκοούύ  κκααννααλλιιοούύ  
αα))  ΦΦααίίννεεττααιι  ττοο  ππρρήήξξιιµµοο  ττοουυ  κκυυττττάάρροουυ  ((πποορρττοοκκααλλίί  ββέέλλοοςς))  κκααιι  ηη  ππααρρααµµόόρρφφωωσσηη  ττοουυ  

ππυυρρήήνναα  ((άάσσππρροο  ββέέλλοοςς))  
ββ))  ΟΟιι  δδύύννεεςς  όόππωωςς  φφααίίννοοννττααιι  σσεε  ηηλλεεκκττρροοννιικκόό  µµιικκρροοσσκκόόππιιοο  

  
Σχηµατίζονται, έπειτα µεγάλα κυστίδια και η χρωµατίνη 

συµπυκνώνεται και διασπάται τυχαία µέσα στον πυρήνα που 
διογκώνεται. Ο όγκος του κυττάρου µπορεί να αυξηθεί µέχρι και 100 
φορές. Τέλος, τα οργανίδια και το περιεχόµενο τους αποδοµούνται, 
αφήνοντας συνήθως ένα µεµβρανικό κέλυφος. Οι χαρακτηριστικές 
µεµβρανικές εγκλείσεις (inclusions) υποδεικνύουν ότι πιθανόν οι 
µηχανισµοί ενδοκυτταρικής µεταφοράς να εµπλέκονται στον εκφυλισµό 
του κυττάρου. Αξιοσηµείωτο είναι ότι σε κάποιες εκφυλιστικές 
καταστάσεις στα θηλαστικά, όπως στη neuronal ceroid lipofuscinosis, τα 
κύτταρα παρουσιάζουν κυστίδια και δύνες που µοιάζουν να είναι 
αντίστοιχες των δοµών στους νευρώνες που πεθαίνουν στο C.elegans 
(Tavernarakis and Driscoll, 2001). Επιπρόσθετα, διακοπτόµενη 
ενδοκυτταρική µεταφορά έχει συσχετιστεί και µε νευροεκφυλιστικές 
ασθένειες, όπως Alzheimer, Huntington και ALS (Syntichaki and 
Tavernarakis, 2003). 
 

 Ενδοκύττωση µέσω υποδοχέα 
 

Μέσα στα πλαίσια της φυσιολογικής λειτουργίας του, το 
ευκαρυωτικό κύτταρο προσλαµβάνει πολλά µακροµόρια και άλλες 
ουσίες από το εξωκυτταρικό περιβάλλον του, µε µια διαδικασία γνωστή 
ως ενδοκυττάρωση (Mukherjee et al., 1997). Το υλικό που 
προσλαµβάνεται περιβάλλεται από µια περιοχή της κυτταρικής 
µεµβράνης που στη συνέχεια κόβεται προς τα µέσα και σχηµατίζει ένα 
κυστίδιο. Με το κυστίδιο αυτό οι ουσίες «ταξιδεύουν» στο εσωτερικό του 
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και ενώνονται µε τα κατάλληλα οργανίδια (λυσοσώµατα). Ανάλογα µε το 
µέγεθος των προσλαµβανόµενων ουσιών η ενδοκυττάρωση διακρίνεται σε 
φαγοκύτωση και πινοκύτωση (McPherson et al., 2001).  

Η καλύτερα χαρακτηρισµένη µορφή πινοκύττωσης είναι η 
«ενδοκύττωση µέσω υποδοχέων» (receptor mediated endocytosis). Στη 
περίπτωση αυτή, τα µακροµόρια που πρόκειται να εισέλθουν δένονται 
αρχικά σε ειδικούς επιφανειακούς υποδοχείς, οι οποίοι βρίσκονται 
συγκεντρωµένοι σε περιοχές της µεµβράνης που λέγονται βοθρία 
καλυµµένα µε κλαθρίνη (clathrin-coated pits). Η κλαθρίνη προσδένεται 
στη µεµβράνη µέσω περιφερειακών µεµβρανικών πρωτεινών που 
ονοµάζονται adaptins (McPherson et al., 2001). Οι πρωτείνες αυτές 
προσδένονται σε ειδικούς υποδοχείς κάθε φορά, καθορίζοντας µε αυτό 
τον τρόπο την επιλογή του προς µεταφορά φορτίου (Kirchhausen, 2002). 
Τα βοθρία αποκόπτονται από την µεµβράνη, µέσω µιας πρωτείνης που 
λέγεται δυναµίνη (Hinshaw, 2000), και σχηµατίζουν µικρά κυστίδια 
καλυµµένα µε κλαθρίνη που περιέχουν τους υποδοχείς µε τα 
συνδεόµενα µόρια τους. Στη συνέχεια τα κυστίδια χάνουν το κάλυµµα 
τους και συντήκονται µε τα πρώιµα ενδοσώµατα, όπου γίνεται µια 
διαλογή ως προς το ποιες ουσίες θα καταλήξουν στο λυσόσωµα και ποιες 
θα ανακυκλωθούν στη µεµβράνη. Ο τύπος αυτός της ενδοκύττωσης είναι 
τόσο γρήγορος που υπολογίζεται ότι µπορεί να αποκόπτονται 1-3.000 
κυστίδια από την µεµβράνη ενός καλλιεργούµενου κυττάρου το κάθε 
λεπτό!! 

Η σύντηξη των κυστιδίων περιλαµβάνει ειδική αναγνώριση µεταξύ 
των µεµβρανών του κυστιδίου και του στόχου (Mayer, 2001; Mayer, 
2002). Όταν δυο µεµβράνες πρόκειται να συντηχθούν, οι SNAREs των 
κυστιδίων (v-SNAREs) αναγνωρίζουν τις αντίστοιχες πρωτεΐνες της 
µεµβράνης-στόχου (t-SNAREs) (Kavalali, 2002). Μετά τη σύντηξη, οι v-
SNAREs και t-SNAREs βρίσκονται αναπόφευκτα στην ίδια µεµβράνη 
και σχηµατίζουν ένα ‘cis’ σύµπλοκο. Τα σύµπλοκα αυτά 
χαρακτηρίζονται από µεγάλη σταθερότητα και εποµένως, η αποσύνδεση 
των πρωτεϊνών χρειάζεται κατανάλωση ενέργειας. Η απαιτούµενη 
ενέργεια προέρχεται από την υδρόλυση µορίων ATP, η οποία 
πραγµατοποιείται από ATPάσες γνωστές ως NSFs. Οι τελευταίες 
προσδένονται στο ‘cis’ σύµπλοκο των SNAREs µέσω κάποιων άλλων 
διαλυτών κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών, των SNAPs. 

Ο σχηµατισµός των καλυµµένων µε κλαθρίνη κυστιδίων, ξεκινάει 
από την AP2 πρωτείνη, η οποία στρατολογεί την κλαθρίνη στη κυτταρική 
µεµβράνη και επάγει τη συναρµολόγηση της σε ένα δικτυωτό πλέγµα. Η 
συναρµολόγηση της κλαθρίνης δηµιουργεί την απαραίτητη δύναµη για 
τον σχηµατισµό των βοθρίων (Kirchhausen, 2002). Η πρόσδεση των 
ligands στους υποδοχείς τους σηµατοδοτεί την στρατολόγηση των 
υποδοχέων στα καλυµµένα µε κλαθρίνη βοθρία, µέσω αλληλεπιδράσεων 
των κυτταροπλασµατικών τους ουρών µε την AP2 ή τη β-arrestin. Μέσω 
πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων, η κλαθρίνη και η AP2 προσδένονται, 
επίσης σε διάφορες πρωτείνες της ενδοκυτταρικής µηχανής 
συµπεριλαµβανοµένων της amphiphysin I, amphiphysin II, epsin και 
Eps15, στρατολογώντας τις, έτσι, στα βοθρία. Τα µόρια αυτά 
αλληλεπιδρούν µε άλλες ενδοκυτταρικές πρωτείνες όπως η δυναµίνη, η 
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synaptojanin, intersectin, endophilin και syndapin/PACSIN. Όλες 
αυτές οι πρωτείνες ρυθµίζουν τον σχηµατισµό των καλυµµένων µε 
κλαθρίνη βοθρίων και κυστιδίων. Για παράδειγµα, η δυναµίνη είναι µια 
GTPase που ρυθµίζει την απόσχιση των κυστιδίων από τη κυτταρική 
µεµβράνη., ενώ η synaptojanin  είναι µια φωσφατάση λιπιδίων που 
ρυθµίζει την απόδυση (uncoating) των κυστιδίων (Gonzalez-Gaitan, 
2003). 

 
ΕΕιικκόόνναα  22..  ΣΣχχηηµµααττιισσµµόόςς  εεννόόςς  κκααλλυυµµµµέέννοουυ  µµεε  κκλλααθθρρίίννηη  κκυυσσττίίδδιιοουυ 

((GGoonnzzaalleezz--GGaaiittaann,,  22000033))  
Η πολυπλοκότητα της πρωτεϊνικής µηχανής για τη δηµιουργία και 

την αποκοπή των καλυµµένων µε κλαθρίνη κυστιδίων από την κυτταρική 
µεµβράνη είναι εκπληκτική, δεδοµένου ότι άλλα παρόµοια γεγονότα, 
όπως ο σχηµατισµός των καλυµµένων µε COPI κυστίδια, απαιτεί πολύ 
λιγότερες πρωτείνες. Μια πιθανή εξήγηση γι’ αυτό είναι ότι η 
ενδοκύττωση µέσω κλαθρίνης είναι ο µηχανισµός εσωτερίκευσης ενός 
µεγάλου αριθµού φορτίων, συµπεριλαµβανοµένων των ανακυκλώµενων 
υποδοχέων, ιοντικών καναλιών,  receptor tyrosine kinases, cell 
adhesion molecules και synaptic vesicle membranes.  
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ΕΕιικκόόνναα  33..    ΤΤοο  ««ττααξξίίδδιι»»  ττοουυ  κκααλλυυµµµµέέννοουυ  µµεε  κκλλααθθρρίίννηη  κκυυσσττιιδδίίοουυ  µµέέσσαα  σσττοο  
κκύύττττααρροο..  

 
 Σκοπός της εργασίας 
Η νέκρωση, όπως προαναφέρθηκε, είναι γενικά µια µορφή 

κυτταρικού θανάτου για την οποία είναι γνωστά πολύ λίγα πράγµατα σε 
σχέση µε τους µοριακούς µηχανισµούς της. Ωστόσο, από τις µέχρι τώρα 
µελέτες οι επιστήµονες έχουν καταλήξει στο συµπέρασµα ότι αν και η 
διαδικασία αυτή είναι συντηρηµένη από το σκουλήκι µέχρι τον 
άνθρωπο, εντούτοις δεν υπάρχουν εξειδικευµένες πρωτεΐνες ή δοµές που 
να οδηγούν το κύτταρο στον αιφνίδιο θάνατο. Αντίθετα, πιστεύεται ότι οι 
ίδιοι οι µηχανισµοί του κυττάρου που είναι απαραίτητοι για την 
φυσιολογική του λειτουργία, όπως για παράδειγµα τα υδρολυτικά ένζυµα 
cathepsins που βρίσκονται στα λυσοσώµατα, κάτω από τις κατάλληλες 
συνθήκες, στρέφονται ενάντια στο κύτταρο οδηγώντας το στο θάνατο. Με 
βάση τη λογική αυτή και δεδοµένου ότι υπάρχουν µεταλλάγµατα 
γονιδίων του ενδοκυτταρικού µονοπατιού που προκαλούν καταστολή του 
κυτταρικού θανάτου λόγω του mec-4(d) στο C.elegans , επιχειρήσαµε να 
διαπιστώσουµε αν οι µηχανισµοί αυτοί έχουν κάποιο ρόλο στην όλη 
διαδικασία. 

Για τον σκοπό αυτό, επιλέχθηκαν κάποια γονίδια στο C.elegans, που 
τα ορθόλογα τους στα θηλαστικά κωδικοποιούν για βασικές πρωτείνες 
του ενδοκυτταρικού µονοπατιού (Fares and Grant, 2002; Nurrish, 
2002; Richmond and Broadie, 2002). Τα γονίδια αυτά φαίνονται στον 
πίνακα που ακολουθεί. 

Mammals  C.elegans  
dynamin  dyn-1  

AP1  unc-101  
syntaxin  unc-64  

synaptotagmin  snt-1  
synaptobrevin 
Kinesin-like 

 

snb-1 
vab-8 

 
 

Η δυναµίνη (dyn-1) είναι µια κυτταροπλασµατική GTPase, που 
βρίσκεται στα caveolae και πολυµερίζεται γύρω από το βοθρίο, όπου 
µετά από υδρόλυση GTP, αποκόπτεται το βοθρίο σχηµατίζοντας ένα 
κυστίδιο (Hinshaw, 2000). 

H AP1 (unc-101) είναι µια πρωτεΐνη σύµπλοκο που αποτελείται 
από 4 υποµονάδες. Η µια από αυτές τις υποµονάδες (µ1) κωδικοποιείται 
από το unc-101 στο C. elegans. Βρίσκεται στο trans-Golgi και 
εµπλέκεται στην επιλογή των πρωτεϊνών και στη ρυθµιζόµενη 
εξωκύττωση (Shim et al., 2000).  

Η syntaxin (unc-64) βρίσκεται στη κυτταρική µεµβράνη των 
νευρικών κυττάρων και απαιτείται για την απελευθέρωση των 
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νευροδιαβιβαστών κατά την σύντηξη του συναπτικού κυστιδίου. Είναι 
µια t-SNARE πρωτεΐνη, που σχηµατίζει σύµπλοκο µε την synaptobrevin 
ή VAMP και την SNAP-25 (Ogawa et al., 1998; Saifee et al., 1998). 

Η synaptotagmin (snt-1) βρίσκεται στα κυστίδια και αλληλεπιδρά 
µε το SNARE σύµπλοκο. Είναι ο κύριος αισθητήρας ασβεστίου που 
µεσολαβεί κατά την σύντηξη των κυστιδίων µε την προσυναπτική 
µεµβράνη. Έχει βρεθεί, ακόµα, ότι η synaptotagmin προσδένει 
πρωτείνες εµπλεκόµενες σε ενδοκύττωση µέσω κλαθρίνης, όπως 
υποµονάδες της AP2. Εποµένως, η πρωτείνη αυτή φαίνεται να παίζει 
διπλό ρόλο: στην εξωκύττωση των συναπτικών κυστιδίων και στην 
ενδοκύττωση µέσω κλαθρίνης (Jorgensen et al., 1995; Koh and Bellen, 
2003; Littleton and Bellen, 1995; Littleton et al., 1999; Nonet et al., 
1998; O'Connor and Lee, 2002; Tucker and Chapman, 2002). 

Η synaptobrevin (snb-1) είναι µια v-SNARE πρωτεΐνη. Βρίσκεται 
στο συναπτικό κυστίδιο και απαιτείται για την απελευθέρωση  των 
νευροδιαβιβαστών, µετά από σηµατοδότηση µε Ca2+(Nonet et al., 1998). 
 Η vab-8 είναι µια πρωτεΐνη που µοιάζει µε κινεσίνη. 
Συνεντοπίζεται στο κύτταρο µε την ακτίνη και µε τους 
µικροσωληνίσκους. Έχει βρεθεί ότι µεσολαβεί για την ανάπτυξη του 
νευράξονα των νευρικών κυττάρων (Wightman et al., 1996; Wolf et al., 
1998). 

Τα µεταλλάγµατα αυτά χρησιµοποιήθηκαν για την δηµιουργία 
διπλών µεταλλαγµάτων µε mec-4(d) ή deg-3(d), τα οποία παρουσιάζουν 
νέκρωση στους 6 αισθητήριους νευρώνες των ζώων. Στη συνέχεια, έγινε 
εκτίµηση του ποσοστού της νέκρωσης σε τέτοια σκουλήκια για να 
διαπιστωθεί η πιθανή επίδραση των µηχανισµών ενδοκύττωσης και 
µεταφοράς κυστιδίων στο κυτταρικό αυτό τύπο θανάτου. 

 
 

ΥΥΥΛΛΛΙΙΙΚΚΚΑΑΑ    ΚΚΑΑΑΙΙΙ    ΜΜΜΕΕΕΘΘΘΟΟΟ∆∆∆ΟΟΟΙΙΙ   Κ
 

 ∆ηµιουργία διπλά µεταλλαγµένων στελεχών 
 

Ένας τρόπος για να εκτιµήσει κανείς αν έαν γονίδιο επιδρά στη 
διαδικασία της νέκρωσης και προκαλεί καταστολή ή όχι αυτής, είναι να 
δηµιουργήσει διπλά µεταλλάγµατα µεταξύ του υπό εξέταση γονιδίου και 
ενός γονιδίου που επάγει νέκρωση, όπως του mec-4(d) και του deg-3(d). 
Για το σκοπό αυτό διασταυρώνει αρσενικά από το ένα στέλεχος µε 
ερµαφρόδιτα άτοµα του άλλου στελέχους και επιλέγει, στη συνέχεια, τα 
διπλά µεταλλαγµένα µε βάση τον αναµενόµενο φαινότυπο. 
 

 Προσδιορισµός του ποσοστού της νέκρωσης 
      

  Ο προσδιορισµός του ποσοστού της νέκρωσης πραγµατοποιείται 
µε µέτρηση του αριθµού των κενών κυστιδίων (vacuoles), που 
σχηµατίζουν τα κύτταρα που νεκρώνονται, σε τουλάχιστον 100 
διαφορετικά άτοµα L1. Το τελικό ποσοστό αναφέρεται σε αριθµό 
κυστιδίων/ 100 άτοµα. 
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ΑΑΑΠΠΠΟΟΟΤΤΤΕΕΕΛΛΛΕΕΕΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ   
 
Τα γονίδια mec-4 και dyn-1 βρίσκονται στο ίδιο χρωµόσωµα και 

σε πολύ κοντινή απόσταση. Για το λόγο αυτό ήταν πρακτικά αδύνατο να 
φτιαχτεί διπλό µετάλλαγµα αυτών των δυο. Έτσι, για την επίδραση του 
dyn-1 στη νέκρωση, επιλέχθηκε να γίνει διπλό µετάλλαγµα µεταξύ αυτού 
και του  deg-3(d). Προσδιορίστηκε το ποσοστό νεκρωτικού θανάτου σε 
στελέχη deg-3(d), που χρησιµοποιήθηκαν ως control, καθώς και στα 
στελέχη dyn-1;deg-3(d). Τα τελευταία φέρουν µεταλλαγές στο γονίδιο της 
δυναµίνης, µε αποτέλεσµα να έχουν πρόβληµα στην αποκοπή των 
καλυµµένων κυστιδίων µε κλαθρίνη, από την πλασµατική µεµβράνη, 
κατά την διαδικασία της ενδοκύττωσης. Έχουν, επίσης µεταλλαγµένο το 
γονίδιο deg-3, µε αποτέλεσµα να παρουσιάζουν νέκρωση σε κάποια 
νευρικά κύτταρα, αλλά κυρίως στους 6 αισθητήριους νευρώνες του ζώου. 
Όπως φαίνεται από το σχήµα 1., όταν τα κυστίδια δεν µπορούν να 
αποκοπούν, το ποσοστό της νέκρωσης από το deg-3(d) µειώνεται. 
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ΣΣχχήήµµαα  11..  
 

Κατά αντίστοιχο τρόπο δηµιουργήθηκε το διπλό µετάλλαγµα unc-
101;mec-4(d), και προσδιορίστηκε το ποσοστό της νέκρωσης σε σχέση µε 
σκουλήκια του στελέχους  mec-4(d). Τα σκουλήκια αυτά φέρουν 
µεταλλαγές στο γονίδιο που κωδικοποιεί για µια πρωτείνη προσαρµοστή, 
οµόλογη της (mu1-I υποµονάδας της) ΑΡ1. Τα αποτελέσµατα 
παρουσιάζονται στο σχήµα 2. 
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ΣΣχχήήµµαα  22..  

 
Όπως φαίνεται από το σχήµα αυτό, µεταλλαγή του εν λόγω 

γονιδίου προκαλεί µεγάλη µείωση στο ποσοστό νέκρωσης των νευρώνων 
του C.elegans εξαιτίας της υπερβολικής εισόδου ιόντων νατρίου που 
προκαλεί η επικρατής µεταλλαγή στο γονίδιο mec-4(d). 
 Με την ίδια λογική δηµιουργήθηκαν δυο διπλά µεταλλάγµατα 
unc-64;mec-4(d), από δυο διαφορετικά αλληλόµορφα του unc-64. Τα 
σκουλήκια αυτά έχουν πρόβληµα στο γονίδιο της syntaxin, που 
απαιτείται για την σύντηξη των συναπτικών κυστιδίων µε την πλασµατική 
µεµβράνη στα νευρικά κύτταρα. Όπως φαίνεται από το σχήµα 3., το 
µετάλλαγµα unc-64(e246);mec-4(d)  παρουσιάζει µια σχετική καταστολή 
στη νέκρωση σε σχέση µε το control, mec-4(d). 
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 Σε αντίθεση όµως µε το αλληλόµορφο e246, το αλληλόµορφο 
md130 δεν φαίνεται να παρουσιάζει µείωση στη νέκρωση. (Σχήµα 4) 
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ΣΣχχήήµµαα  44..  

 
 Στην περίπτωση του διπλού µεταλλάγµατος snt-1;mec-4(d), 
παρατηρούµε ότι συµβαίνει σηµαντική µείωση του ποσοστού της 
νέκρωσης από ~200 σε ~100 κυστίδια/100 άτοµα! Τα εν λόγω 
σκουλήκια έχουν πρόβληµα στο γονίδιο της synaptotagmin, που είναι ο 
κύριος αισθητήρας ασβεστίου που µεσολαβεί κατά την σύντηξη των 
κυστιδίων. 
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ΣΣχχήήµµαα  55..  
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Όσον αφορά το διπλό µετάλλαγµα snb-1;mec-4(d), το οποίο 
παρουσιάζει πρόβληµα στη SNARE πρωτείνη SNB-1, διαπιστώνουµε ότι 
εµφανίζει µικρή καταστολή της νέκρωσης σε σχέση µε το control mec-
4(d) (Σχήµα 6.). 
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ΣΣχχήήµµαα  66..  

 
Κατά αντίστοιχο τρόπο δηµιουργήθηκαν δυο διπλά µεταλλάγµατα 

vab-8;mec-4(d), από δυο διαφορετικά αλληλόµορφα του vab-8. Τα 
σκουλήκια αυτά έχουν πρόβληµα σε µια πρωτείνη µε domain οµόλογο 
κινεσίνης. Όπως φαίνεται από το σχήµα 7., το µετάλλαγµα vab-
8(gm107));mec-4(d)  παρουσιάζει καταστολή στη νέκρωση σε σχέση µε το 
control, mec-4(d). 
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ΣΣχχήήµµαα  77..  
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Αντίστοιχα αποτελέσµατα ισχύουν και για το άλλο αλληλόµορφο 
του vab-8, το gm99, όπως φαίνεται και στο σχήµα 8. 
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ΣΣΣΥΥΥΖΖΖΗΗΗΤΤΤΗΗΗΣΣΣΗΗΗ   
  

Η ενδοκύττωση µέσω υποδοχέα είναι µια από τις βασικότερες 
διαδικασίες που εκτελεί ένα κύτταρο, απαραίτητη για την επιβίωση του. 
Για την διαδικασία αυτή, καθώς και για την µεταφορά κυστιδίων µέσα 
στο κύτταρο, έχουν εξειδικευθεί πολλά γονίδια. Επιλέχθηκαν κάποια 
από αυτά, που αποτελούν σηµεία κλειδιά στις εν λόγω διαδικασίες, µε 
σκοπό να εξεταστεί η ανάµειξη τους (ή όχι) στο νεκρωτικό κυτταρικό 
θάνατο. 

Μετά από την πρόσδεση κάποιου συνδέτη στον αντίστοιχο 
υποδοχέα, που βρίσκεται σε περιοχή καλυµµένη µε κλαθρίνη, είναι 
απαραίτητο να σχηµατιστεί και να αποκοπεί το κυστίδιο για να µπορέσει 
να ταξιδέψει στο εσωτερικό του κυττάρου και να φτάσει στον προορισµό 
του (π.χ. λυσόσωµα). Η κύρια πρωτεΐνη που µεσολαβεί για την αποκοπή 
των κυστιδίων είναι η GTPase δυναµίνη. Μεταλλάσσοντας την δυναµίνη 
σε σκουλήκια στα οποία είναι «προγραµµατισµένο» ότι θα πεθάνουν οι 6 
αισθητήριοι νευρώνες τους, λόγω της έκφρασης του deg-3(d) (µια 
υπενεργοποιηµένη υποµονάδα του υποδοχέα της ακετυλοχολίνης), 
παρατηρείται µια σχετική καταστολή της νέκρωσης ( ). Αυτό 
πιθανόν υποδεικνύει ότι κατά την εκτέλεση του νεκρωτικού θανάτου 
απαιτείται η αποκοπή κυστιδίων από την µεµβράνη. Ίσως οι δύνες που 
εµφανίζονται κατά τα πρώτα στάδια της νέκρωσης να οφείλονται ακριβώς 
σ’ αυτό. 

Μια άλλη κατηγορία πρωτεινών που παίζουν σηµαντικό ρόλο κατά 
την ενδοκύττωση και µεταφορά κυστιδίων είναι οι πρωτείνες 
προσαρµοστές. Αυτές διακρίνονται σε AP1, AP2, AP3 και β-arrestin. 
Μεσολαβούν για την επιλογή του φορτίου τόσο από την κυτταρική 
µεµβράνη, κατά την ενδοκύττωση µέσω υποδοχέα, όσο και για την 
εξαγωγή και «αποστολή» πρωτεινών από το trans-Golgi. Στην πρώτη 
περίπτωση καθορίζουν τους υποδοχείς που θα βρίσκονται σε εκείνη την 
(καλυµµένη µε κλαθρίνη) περιοχή της µεµβράνης, ενώ στη δεύτερη 
περίπτωση επιλέγουν άµεσα τις προς µεταφορά πρωτεΐνες. Το σύµπλοκο 
AP1 ανήκει στη δεύτερη περίπτωση. Αποτελείται από 4 υποµονάδες, µια 
εκ των οποίων είναι η µ1, που η ορθόλογη της στο σκουλήκι 
κωδικοποιείται από το γονίδιο unc-101. Μετά από µετάλλαξη της 
πρωτείνης αυτής σε σκουλήκια mec-4(d) (εκφράζουν την τοξική MEC-4 
πρωτείνη-κανάλι που επάγει νέκρωση στους 6 αισθητήριους νευρώνες) 
παρατηρείται δραµατική µείωση ( ) του νεκρωτικού θανάτου 
περίπου στο ήµισυ! Είναι πιθανόν η πρωτεΐνη αυτή να είναι απαραίτητη 
για την µεταφορά του καναλιού MEC-4 από το trans-Golgi στη 
πλασµατική µεµβράνη. Έτσι, όταν λείπει, η τοξική MEC-4 (στα mec-4(d) 
σκουλήκια), το αίτιο δηλαδή της νέκρωσης, δεν µπορεί να µεταφερθεί 
και να δράσει και το κύτταρο δεν πεθαίνει. Ωστόσο, για να επιβεβαιωθεί 
αυτή η υπόθεση είναι απαραίτητο να µπορέσουµε να «δούµε» αν 
εξακολουθεί να υπάρχει το αίτιο, δηλαδή το MEC-4, στα κύτταρα που 
επιβιώνουν ή αν η επιβίωση οφείλεται στην απουσία αυτού. Για το σκοπό 
αυτό υπάρχουν ειδικές διαγονιδιακές σειρές σκουληκιών που εκφράζουν 
το MEC-4 συντηγµένο µε GFP ειδικά στους 6 αισθητήριους νευρώνες. 
Με τις κατάλληλες διασταυρώσεις µεταξύ των παραπάνω διαγονιδιακών 
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σκουληκιών και σκουληκιών unc-101, και µε χρήση συνεστιακής 
µικροσκοπίας ανιχνεύεται η παρουσία ή όχι του καναλιού MEC-4 στους 
αισθητήριους νευρώνες, καθώς και η περιοχή στην οποία βρίσκεται 
(υποκυτταρικός εντοπισµός). 

Η κύρια λειτουργία που επιτελεί ένα νευρικό κύτταρο είναι η 
µεταβίβαση κάποιου ερεθίσµατος που δέχεται στους διπλανού τους 
νευρώνες, µε τους οποίους συνδέεται στη σύναψη. Στην περίπτωση των 
χηµικών συνάψεων η µεταβίβαση του ερεθίσµατος γίνεται µε τη 
µεσολάβηση των νευροδιαβιβαστών. Οι νευροδιαβιβαστές παράγονται 
και «φορτώνονται» σε συναπτικά κυστίδια. Τα κυστίδια αυτά βρίσκονται 
ακριβώς πίσω από την προσυναπτική µεµβράνη και µετά από το 
κατάλληλο ερέθισµα, συντήκονται µε την µεµβράνη και 
απελευθερώνεται ο νευροδιαβιβαστής. Σε όλη αυτή την διαδικασία 
παίζουν πολύ σηµαντικό ρόλο κάποιες µεµβρανικές πρωτεΐνες των 
συναπτικών κυστιδίων, αλλά και της πλασµατικής µεµβράνης, που 
αλληλεπιδρούν και σχηµατίζουν το SNARE σύµπλοκο. Συγκεκριµένα, 
στα συναπτικά κυστίδια βρίσκεται η synaptobrevin (v-SNARE) και στη 
συναπτική µεµβράνη η syntaxin και η SNAP-25 (t-SNAREs). Χωρίς 
ερέθισµα, τα κυστίδια σχεδόν ακουµπούν τη µεµβράνη και οι 
synaptobrevin, syntaxin SNAP-25 αλληλεπιδρούν χαλαρά. Στα 
συναπτικά κυστίδια βρίσκεται και µια εξίσου σηµαντική για αυτή τη 
διαδικασία πρωτεΐνη, η synaptotagmin. Η πρωτεΐνη αυτή είναι 
αισθητήρας Ca2+. Στην περίπτωση που ένα ερέθισµα φτάσει, εισέρχεται 
Ca2+ στο κύτταρο, µέσω voltage-gated καναλιών της µεµβράνης, το 
οποίο αντιλαµβάνεται η synaptotagmin. Η τελευταία προκαλεί 
ενδυνάµωση των αλληλεπιδράσεων των πρωτεϊνών του SNARE 
συµπλόκου, µε αποτέλεσµα να συντήκονται τα κυστίδια µε την 
προσυναπτική µεµβράνη. Οι ορθόλογες αυτών των πρωτεινών στο 
νηµατώδη είναι η unc-64 (syntaxin), snb-1 (synaptobrevin)  και snt-1 
(synaptotagmin).  

Στο C. elegans υπάρχουν 2 µεταλλαγµένα αλληλόµορφα της unc-
64, το e246 και το md130. Αρχικά, φάνηκε ότι το unc-64(e246) 
προκαλεί καταστολή της νέκρωσης ( ) λόγω της υπερβολικής 
εισόδου ιόντων νατρίου που προκαλεί η επικρατής µεταλλαγή στο 
γονίδιο mec-4(d). Το δεύτερο, όµως, αλληλόµορφο, το  unc-64(md130) 
δεν παρουσιάζει καταστολή της νέκρωσης ( ). Το γεγονός ότι το 
ένα αλληλόµορφο καταστέλλει, ενώ το άλλο όχι, υποδεικνύει ότι µάλλον, 
η συγκεκριµένη πρωτεΐνη δεν εµπλέκεται στην εκτέλεση του νεκρωτικού 
κυτταρικού θανάτου, τουλάχιστον στο νηµατώδη. 

Στην περίπτωση της synaptotagmin (snt-1) τα αποτελέσµατα είναι 
πολύ ενθαρρυντικά, καθώς η µετάλλαξη της προκαλεί µεγάλη (50%!) 
καταστολή της νέκρωσης ( ) λόγω του mec-4(d). Αυτό µπορεί να 
οφείλεται στην ιδιότητα του στη σύντηξη των συναπτικών κυστιδίων µε τη 
µεµβράνη ή και σε άλλους λόγους. Για παράδειγµα, δεν είναι γνωστό, αν 
η πρωτεΐνη αυτή βρίσκεται γενικά σε διάφορα κυστίδια και απαιτείται 
για την σύντηξη τους µε τον κατάλληλο στόχο, κατά την δηµιουργία του 
SNARE συµπλόκου. Θα µπορούσε, λόγου χάρη να εµπλέκεται στη 
σύντηξη οργανιδίων (π.χ. αυτοφαγοσωµάτων) µε το λυσόσωµα και την 
καταστροφή του περιεχοµένου τους. Έχει βρεθεί, ακόµα, ότι προσδένει 
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πρωτεΐνες εµπλεκόµενες σε ενδοκύττωση µέσω κλαθρίνης, όπως το ΑΡ1 
σύµπλοκο. Μπορεί, εποµένως, η µεταλλαγή της να παρεµποδίζει την 
διαδικασία της ενδοκύττωσης και τον σχηµατισµό κυστιδίων, που µπορεί 
να απαιτούνται κατά την διάρκεια της νέκρωσης. Για να εξετάσει κανείς 
όλες αυτές τις υποθέσεις, είναι απαραίτητο πρώτα απ’ όλα να γίνει ο 
υποκυτταρικός εντοπισµός της πρωτεΐνης. Για το σκοπό αυτό πρέπει να 
γίνει σύντηξη της πρωτεΐνης µε GFP και ένα κατάλληλο υποκινητή που 
θα καθοδηγεί την έκφραση της χιµαιρικής αυτής πρωτεΐνης στους 6 
αισθητήριους νευρώνες. Έπειτα, θα δηµιουργηθούν διαγονιδιακά 
σκουλήκια και θα γίνει ανίχνευση της synaptotagmin, µέσω 
συνεστιακής µικροσκοπίας (ουσιαστικά γίνεται ανίχνευση GFP). 

Όσον αφορά την synaptobrevin (snb-1) τα αποτελέσµατα 
φανερώνουν ότι προκαλεί µικρή καταστολή ( )  της νέκρωσης από 
το mec-4(d). Αυτό υποδηλώνει, ότι η εν λόγω πρωτεΐνη, µάλλον δεν έχει 
να κάνει µε το µηχανισµό του νεκρωτικού κυτταρικού θανάτου. 

Οι κινεσίνες είναι µια κατηγορία πρωτεϊνών που βοηθούν στη 
µεταφορά κυστιδίων πάνω στους µικροσωληνίσκους του 
κυτταροσκελετού. Η πρωτεΐνη vab-8 του νηµατώδη διαθέτει µια περιοχή 
µε οµολογία κινεσίνης. Ωστόσο, δεν είναι ακριβώς εξακριβωµένη η 
λειτουργία της. Είναι γνωστό ότι συνεργάζεται µε δυο ακόµα πρωτεΐνες , 
την  unc-51 και την unc-14, για την ανάπτυξη των νευραξόνων. Οι δυο 
τελευταίες ρυθµίζουν την µεταφορά κυστιδίων που φέρουν πρωτεΐνες 
απαραίτητες για τους νευράξονες. Στο νηµατώδη υπάρχουν δυο 
µεταλλάγµατα της vab-8. Και τα δυο µεταλλαγµένα αλληλόµορφα 
φαίνεται ( ) ότι προκαλούν καταστολή της νέκρωσης από το 
mec-4(d). Μια πιθανή εξήγηση αυτού είναι ότι η εν λόγω πρωτεΐνη 
µπορεί να βοηθάει στη µεταφορά του MEC-4 καναλιού στη µεµβράνη 
των νευραξόνων κατά την δηµιουργία τους.  
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ΠΠΠΕΕΕΡΡΡΙΙΙΛΛΛΗΗΗΨΨΨΗΗΗ   
  

Το ασβέστιο είναι ένα από τα βασικότερα ιόντα που υπάρχουν 
µέσα στο κύτταρο. Σε περιπτώσεις, ωστόσο, που η κυτταροπλασµατική 
του συγκέντρωση υπερβεί κάποια όρια το ιόν αυτό µπορεί να αποβεί 
θανατηφόρο. Για το λόγο αυτό υπάρχουν προστατευτικοί µηχανισµοί 
που διατηρούν τα ενδοκυτταρικά του επίπεδα σταθερά. Οι µηχανισµοί 
αυτοί περιλαµβάνουν αντλίες και κανάλια τόσο στη πλασµατική 
µεµβράνη όσο και στα οργανίδια (µιτοχόνδρια, ενδοπλασµατικό δίκτυο 
και σαρκοπλασµατικό).  

Μια κατηγορία πρωτεινών που παίζουν ρόλο στην οµοιόσταση του 
ασβεστίου είναι οι ανταλλάκτες Na+/Ca2+. Σε φυσιολογικές συνθήκες οι 
NCX βάζουν στο κύτταρο 3 Na+ και βγάζουν 1 Ca2+. Σε συνθήκες stress 
αντιστρέφεται η φορά µεταφοράς, µε αποτέλεσµα να εισέρχονται Ca2+ 
στο εσωτερικό του κυττάρου και να εξέρχονται Na+ στον εξωκυτταρικό 
χώρο (Blaustein and Lederer, 1999). Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την 
µεγάλη αύξηση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης του Ca2+. Σύµφωνα, 
όµως µε την γνωστή “calpain-cathepsin hypothesis”, αυτό µπορεί να 
αποτελέσει σήµα για νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο.  

Με βάση το γεγονός αυτό, επιχειρήσαµε να µελετήσουµε την 
επίδραση των συγκεκριµένων ανταλλακτών στην διεξαγωγή του 
νεκρωτικού θανάτου στο C. elegans. Για το λόγο αυτό κλωνοποιήσαµε τα 
ορθόλογα γονίδια ncx-1-5 στους κατάλληλους πλασµιδιακούς φορείς και 
πραγµατοποιήσαµε RNAi. Τα πειράµατα έγιναν σε σκουλήκια mec-4(d). 
Τα τελευταία εκφράζουν την τοξική πρωτείνη MEC-4, η οποία οποία 
οδηγεί σε υπερβολική αύξηση του ενδοκυτταρικού ασβεστίου και επάγει 
νέκρωση. Με τα RNAi πειράµατα για τα ncx-1-5 υπολογίστηκε η 
καταστολή της νέκρωσης και εκτιµήθηκε η επίδραση τους σ’ αυτό το 
είδος του θανάτου. 
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ΕΕΕΙΙΙΣΣΣΑΑΑΓΓΓΩΩΩΓΓΓΗΗΗ   
  

 Οµοιόσταση ασβεστίου 
 

Το κυτταροπλασµατικό ασβέστιο παίζει πολύ σηµαντικό ρόλο σε 
διάφορα σηµατοδοτικά µονοπάτια, σε όλους σχεδόν τους τύπους των 
ζωικών κυττάρων. Η ενδοκυτταρική οµοιόσταση αυτού του ιόντος 
διατηρείται µέσω καναλιών και αντλιών, που λειτουργούν είτε για να 
βάλουν ασβέστιο µέσα στο κυτταρόπλασµα είτε για να το αποµακρύνουν 
από αυτό. Τα κανάλια που συνεισφέρουν κυρίως στην αύξηση της 
ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης ασβεστίου είναι κάποια κανάλια της 
κυτταρικής µεµβράνης (voltage, receptor & stor-gated channels), ο 
υποδοχέας τριφωσφορικής ινοσιτόλης (inositol triphosphate receptor 
InsP3Rs) του ενδοπλασµατικού δικτύου και ryanodine υποδοχέας 
(ryanodine receptor RyR). Η αποµάκρυνση ασβεστίου από το 
κυτταρόπλασµα γίνεται κυρίως µέσω της αντλίας ασβεστίου, µε 
κατανάλωση ATP (Ca2+-ATPase pump) και των ανταλλακτών Na+/Ca2+ 
της κυτταρικής µεµβράνης, και της αντλίας SERKA (sarco-ER ATPase) 
του ενδοπλασµατικού δικτύου. Οι ανταλλάκτες Na+/Ca2+ και ο πόρος 
µετάβασης διαπερατότητας (permeability transition pore) των 
µιτοχονδρίων µπορεί επίσης να παίζουν κάποιο ρόλο στην οµοιόσταση 
του ασβεστίου (Orrenius et al., 2003). 

 
  

ΕΕιικκόόνναα  11..  ΡΡύύθθµµιισσηη  ττηηςς  δδιιααµµεερριισσµµααττοοπποοίίηησσηηςς  ττοουυ  CCaa22++  µµέέσσαα  σσττοο  κκύύττττααρροο ((OOrrrreenniiuuss  
eett  aall..,,  22000033))  
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 Ανταλλάκτες Na+/Ca2+ 
 

 Ανταλλάκτες NCX έχουν βρεθεί σε πολλούς ιστούς και διάφορα 
είδη, µεταξύ των οποίων, τον άνθρωπο, την µύγα και το σκουλήκι. 
∆ιακρίνονται σε δυο οικογένειες, την NCX οικογένεια, τα µέλη της 
οποίας δεν µεταφέρουν K+ και  την NCKX οικογένεια, τα µέλη της 
οποίας µεταφέρουν K+. Στα θηλαστικά έχουν βρεθεί 6 διαφορετικά 
γονίδια που κωδικοποιούν αυτούς τους «ανταλλάκτες». Τα 3 είναι για 
NCX (NCX1, NCX2, NCX3) και τα άλλα 3 για τους NCKX (NCKX1, 
NCKX2, NCKX3) (Guerini, 1998).  

Οι NCX ανταλλάκτες παρουσιάζουν σηµαντική οµολογία 
αλληλουχίας (~70%). Εµφανίζουν 11 διαµεµβρανικά domains, µια 
µεγάλη κεντρική υδροφιλική ρυθµιστική περιοχή, ενδοκυτταρικά, 
µεταξύ του διαµεµβρανικού domain 5 και 6, ένα εξωκυτταρικό 
αµινοτελικό και  ένα κυτταροπλασµατικό καρβοξυτελικό άκρο 
(Blaustein and Lederer, 1999). 

Είναι ηλεκτρογενείς µεταφορείς που µπορούν να µετακινήσουν 
Ca2+ είτε προς τα µέσα (ανταλλάσσοντας εξωκυτταρικό Ca2+ για 
ενδοκυτταρικό Na+) είτε προς τα έξω (ανταλλάσσοντας εξωκυτταρικό Na+ 
για ενδοκυτταρικό Ca2+) του κυττάρου, ανάλογα µε το δυναµικό της 
κυτταρικής µεµβράνης και την διαβάθµιση της συγκέντρωσης των Na+, 
Ca2+ και K+ κατά µήκος αυτής. Σε φυσιολογικές συνθήκες οι NCX 
βάζουν στο κύτταρο 3 Na+ και βγάζουν 1 Ca2+, ενώ οι NCKX βάζουν 4 
Na+ και βγάζουν 1 Ca2+και 1 K+. Σε συνθήκες stress αντιστρέφεται η 
φορά µεταφοράς, µε αποτέλεσµα να εισέρχονται Ca2+ στο εσωτερικό του 
κυττάρου και να εξέρχονται Na+ στον εξωκυτταρικό χώρο (Blaustein and 
Lederer, 1999). Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την µεγάλη αύξηση της 
ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης του Ca2+, κάτι που µπορεί να  οδηγήσει 
σε βλάβη του κυττάρου (Orrenius et al., 2003).  
 

 Το ασβέστιο ως σήµα θανάτου 
 

Στην περίπτωση που τα ενδοκυτταρικά επίπεδα ασβεστίου 
υπερβούν κάποια όρια και οι οµοιοστατικοί µηχανισµοί δεν µπορέσουν 
να επαναφέρουν την συγκέντρωση στα φυσιολογικά επίπεδα, τότε τα 
πράγµατα γίνονται πολύ δύσκολα για το κύτταρο (Orrenius et al., 2003). 
Ανάλογα µε την συγκέντρωση ασβεστίου και τις υπόλοιπες συνθήκες που 
επικρατούν εκείνη τη στιγµή, το κύτταρο µπορεί να οδηγηθεί σε 
απόπτωση ή νέκρωση. Για παράδειγµα, υψηλότερη από την φυσιολογική 
συγκέντρωση ασβεστίου µπορεί να οδηγήσει σε απελευθέρωση του 
κυτοχρώµατος C από τα µιτοχόνδρια και παρεµπόδιση της λειτουργίας 
του αποπτωτικού αναστολέα Bcl2, µε αποτέλεσµα την επαγωγή του 
αποπτωτικού µονοπατιού. Εναλλακτικά, υπερβολική είσοδος ασβεστίου 
µπορεί να οδηγήσει σε νέκρωση. 
 Πρόσφατες µελέτες στο νηµατώδη C. elegans υποδεικνύουν ότι το 
ασβέστιο είναι κεντρικός παράγοντας στο νευροεκφυλισµό (Syntichaki 
and Tavernarakis, 2003). ∆ιάφορα πειράµατα αποκάλυψαν τουλάχιστον 
4 πρωτεΐνες του ενδοπλασµατικού δικτύου που ρυθµίζουν τα 
ενδοκυτταρικά επίπεδα ασβεστίου και απαιτούνται για τον νεκρωτικό 
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κυτταρικό θάνατο. Αυτές είναι η calreticulin calnexin, που είναι 
τσαπερόνες που δεσµεύουν ασβέστιο, και τα κανάλια ασβεστίου InsP3R 
και RyR (Tavernarakis and Driscoll, 2001). Επιπρόσθετα, gain of 
function µεταλλαγές στη DEG-3 πρωτεΐνη, µια υποµονάδα του 
υποδοχέα της ακετυλοχολίνης (κανάλι ασβεστίου), επάγουν νέκρωση στο 
νηµατώδη. Στα θηλαστικά ο θάνατος από υπερδιέγερση (excitotoxic 
death), που µοιάζει µε την νέκρωση στους νηµατώδεις, προκαλείται από 
περίσσεια γλουταµικού µε επακόλουθη την υπέρ-ενεργοποίηση των 
καναλιών υποδοχέων γλουταµικού, AMPA, NMDA και kainate, στη 
µετασυναπτική µεµβράνη των νευρικών κυττάρων (Syntichaki and 
Tavernarakis, 2003).  
 

 “Calpain-cathepsin hypothesis” 
 

Βασισµένος σε ανακαλύψεις στα πρωτεύοντα και στους 
αρουραίους, ο Yamashima (2000) (Yamashima, 2000) πρότεινε ένα 
µηχανισµό κυτταρικής καταστροφής κατά την διάρκεια της νέκρωσης, ο 
οποίος είναι γνωστός ως “calpain-cathepsin hypothesis”. Σύµφωνα µε 
την υπόθεση αυτή, µεγάλη είσοδος ασβεστίου από κανάλια και αντλίες 
της µεµβράνης, µπορεί να οδηγήσει σε αύξηση της ενδοκυτταρικής 
συγκέντρωσης Ca2+ , που µε τη σειρά της οδηγεί σε ενεργοποίηση των 
ενζύµων calpains. Τα ένζυµα αυτά είναι  κυτταροπλασµατικές πρωτεάσες 
κυστείνης, που έχουν διάφορα υποστρώµατα όπως πρωτεΐνες του 
κυτταροσκελετού, υποδοχείς αυξητικών παραγόντων και πρωτεΐνες του 
κυτταρικού κύκλου. Σε περίπτωση υπερενεργοποίησης από ασβέστιο 
µπορεί να επιτεθούν στο λυσόσωµα και να προκαλέσουν απελευθέρωση 
των cathepsin proteases. Οι τελευταίες αποικοδοµούν διάφορες δοµές 
του κυττάρου, µε άµεσο επακόλουθο τον νεκρωτικό θάνατο. 
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ΕΕιικκόόνναα  22..  ΠΠιιθθααννόό  σσεεννάάρριιοο  ννεεκκρρωωττιικκοούύ  θθααννάάττοουυ  ((SSaammaarraa  aanndd  TTaavveerrnnaarraakkiiss,,  
22000033))  

ΣΣΣΚΚΚΟΟΟΠΠΠΟΟΣΣΣ    ΤΤΤΗΗΗΣΣΣ    ΕΕΕΡΡΡΓΓΓΑΑΑΣΣΣΙΙΙΑΑΑΣΣΣ   Ο

Κ

 
Με βάση την “calpain-cathepsin hypothesis” για τον ρόλο του 

ασβεστίου στη νέκρωση και τα αποτελέσµατα από µελέτες µε πρωτεΐνες 
µεταφορείς ασβεστίου, θελήσαµε να µελετήσουµε την πιθανή ανάµειξη 
των ανταλλακτών NCX.  

Για τον σκοπό αυτό αποµονώσαµε τα 5 ορθόλογα γονίδια ncx του 
νηµατώδη, τα οποία και κλωνοποιήσαµε σε κατάλληλους πλασµιδιακούς 
φορείς. Οι συγκεκριµένες κατασκευές χρησιµοποιήθηκαν για την 
πραγµατοποίηση RNAi, µε σκοπό την προσωρινή τους σίγηση και την 
διερεύνηση του πιθανού ρόλου των καναλιών αυτών κατά την νέκρωση 
των νευρικών κυττάρων του C.elegans.  
 
 

ΥΥΥΛΛΛΙΙΙΚΚΚΑΑΑ    ΚΚΑΑΑΙΙΙ    ΜΜΜΕΕΕΘΘΘΟΟΟ∆∆∆ΟΟΟΙΙΙ   
 
Η µελέτη του ρόλου των NCX στη νέκρωση στηρίχθηκε στη µέθοδο 

του RNAi. Για το λόγο αυτό, αποµονώθηκαν µε PCR από γενωµικό DNA 
αγρίου τύπου Ν2 Bristol σκουληκιών, τα αντίστοιχα γονίδια του 
C.elegans για τα NCX (1-5), τα οποία κλωνοποιήθηκαν στους 
κατάλληλους φορείς (pL4440). Η κλωνοποίηση των γονιδίων σε pL4440 
φορέα, γίνεται πάντα µεταξύ 2 Τ7 υποκινητών, µε αντίθετη φορά, µε 
αποτέλεσµα τα µετάγραφα που παράγονται να είναι συµπληρωµατικά 
και να σχηµατίζουν δίκλωνο RNA.  

 Οι πλασµιδιακές κατασκευές που δηµιουργήθηκαν 
χρησιµοποιήθηκαν, στη συνέχεια, για τον µετασχηµατισµό των 
κατάλληλων  επιδεκτικών κυττάρων για RNAi πειράµατα (HT115 cells). 
Τα κύτταρα αυτά διαθέτουν ένα πλασµίδιο που περιέχει το γονίδιο της 
Τ7 πολυµεράσης κάτω από τον έλεγχο ενός υποκινητή που επάγεται από 
IPTG. Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται παραγωγή δίκλωνου RNA, µόνο 
µετά από επαγωγή (µε IPTG) του συστήµατος.  

Τα µετασχηµατισµένα HT115 κύτταρα, αποτέλεσαν, τέλος, την 
τροφή σκουληκιών mec-4(d). Τα συγκεκριµένα σκουλήκια έχουν µια 
µεταλλαγή στο κανάλι MEC-4, που το υπερενεργοποιεί και προκαλεί 
νέκρωση στους 6 αισθητήριους νευρώνες, όπου εκφράζεται. Όταν τα 
σκουλήκια φάνε τα βακτήρια, το δίκλωνο RNA απελευθερώνεται και πάει 
σε όλα τα κύτταρα τους, αλλά προκαλεί σίγηση του αντίστοιχου γονιδίου, 
µόνο στα κύτταρα που εκφράζεται.  

Σε περίπτωση, εποµένως που τα NCX σχετίζονται µε το φαινόµενο 
της νέκρωσης –και αν αυτά εκφράζονται στους 6 αισθητήριους νευρώνες- 
, αναµένεται µείωση του φαινοµένου αυτού, σε mec-4(d) background.  
 
PPCCRR  

 
Χρησιµοποιήθηκε γενωµικό DNA από σκουλήκια αγρίου τύπου 

N2 Bristol µαζί µε τους κατάλληλους κάθε φορά εκκινητές για την 
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αποµόνωση των 5 NCX γονιδίων του C.elegans., µε την αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυµεράσης.  
 Οι αλληλουχίες των εκκινητών, αναγράφονται παρακάτω: 
Αλληλουχίες primers 
ncx-1 5’: CCC-AAG-CTT-CAG-GAA-AAC-CTG-TCA-GAA-TGC 
ncx-1 3’: CCC-AAG-CTT-TCT-AAC-CGA-ATT-GCC-CAG-CA 
 
ncx-2 5’: CCC-AAG-CTT-TTC-AAC-CGT-CAT-CGG-ATC-CA 
ncx-2 3’: CCC-AAG-CTT-CCT-CAA-TGC-AAT-CGG-TCC-TC 
 
ncx-3 5’: CCC-AAG-CTT-GTA-TCG-CAA-TTG-CGG-CTG-AC 
ncx-3 3’: CCC-AAG-CTT-GCA-GAA-TCT-GTA-CTC-TCT-TGG 
 
ncx-4 5’: CCC-AAG-CTT-GCG-TCG-GAT-CAA-CGG-TTC-GA 
ncx-4 3’: CCC-AAG-CTT-CTT-CAG-GAA-GTT-GCT-CCA-ATG 
 
ncx-5 5’: CCC-AAG-CTT-CCT-CCA-AAC-ACG-TCG-AAG-AG 
ncx-5 3’: CCC-AAG-CTT-TCT-GGA-AGT-GTG-TAT-GCC-AG 
 
Κάθε αντίδραση περιείχε τα εξής: 

10µl γενωµικό DNA 
10µl PCR buffer 
10µl dNTPs (2mM) 
3µl Taq Polymerase 
1µl primer 5’ 
1µl primer 3’ 
65µl H2O 
100µl τελικός όγκος αντίδρασης 

 
 Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε κάτω από τις εξής συνθήκες: 
 
94°C για 3min 
93°C για 30sec          5 κύκλοι  
50°C για 30sec  
72°C για 3min                                           
 
 
93°C για 30sec 
56°C για 30sec            25 κύκλοι  
72°C για 2min 
 
 και final extension στους 72°C για 10min. 
 
 
ΚΚααθθααρριισσµµόόςς  ττωωνν  PPCCRR  ffrraaggmmeennttss  κκααιι  κκλλωωννοοπποοίίηησσηη  ααυυττώώνν  σσεε  ppUUCC1199  φφοορρέέαα  

 
Οι αντιδράσεις PCR καθαρίστηκαν σύµφωνα µε το πρωτόκολλο 

QIAquick PCR Purification Protocol της Qiagen, και µια ποσότητα από 
αυτές κόπηκε µε το ένζυµο HindIII. Με το ίδιο ένζυµο κόπηκε και ο 
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πλασµιδιακός φορέας pUC19 στον οποίο επρόκειτο να γίνει η 
κλωνοποίηση. 

Μετά από τις πέψεις, ακολούθησαν αντιδράσεις συγκόλλησης 
(ligation) µεταξύ  κάθε γονιδίου ncx και του πλασµιδιακού φορέα 
pUC19. Κάθε αντίδραση περιελάµβανε: 

1µl vector pUC19 
5µl insert ncx 
2µl NEB buffer 10x 
1µl 10mM ATP 
1µl ligase 
10µl H2O 
20µl τελικός όγκος αντίδρασης 
 

 
ΚΚλλωωννοοπποοίίηησσηη  ττωωνν  nnccxx--11--55  σσεε  ppLL44444400  φφοορρέέαα  
  

Αποµονώθηκαν, αρχικά, τα γονίδια ncx-1(-5) από τις πλασµιδιακές 
κατασκευές pUC19-ncx1(-5), µετά από πέψη µε τα ένζυµα µε τα οποία 
έγινε η κλωνοποίηση στους φορείς pUC19. 
 Ο καθαρισµός  των τµηµάτων που αποµονώθηκαν έγινε µετά από 
ηλεκτροφόρηση των πέψεων σε 1% πήκτωµα αγαρόζης και εφαρµογή του 
πρωτοκόλλου “Qiaquick Gel Extraction Kit Protocol” της Qiagen. Η ίδια 
διαδικασία ακολουθήθηκε και για την αποµόνωση του κοµµένου φορέα 
pL4440. 
 Ακολούθησαν οι κατάλληλες αντιδράσεις συγκόλλησης (ligation) 
µεταξύ του κοµµένου πλασµιδιακού φορέα pL4440 και του 
καθαρισµένου ενθέµατος-γονιδίου. Κάθε αντίδραση περιείχε: 

1µl vector pL4440/ένζυµο 
10µl insert ncx1 (-5)/ ένζυµο 
2µl NEB buffer 10x 
1µl 10mM ATP 
1µl ligase 
5µl H2O 
20µl τελικός όγκος αντίδρασης 

 
Μέρος των αντιδράσεων αυτών (10µl) χρησιµοποιήθηκε για τον 

µετασχηµατισµό χηµικά επιδεκτικών κυττάρων XL1-blue. Οι θετικές 
αποικίες επιλέχθηκαν µετά από αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από 
καλλιέργειες µικρής κλίµακας (mini-preps/ πρωτόκολλο boiling µε 
λυσοζύµη) και πέψη µε τα ένζυµα µε τα οποία επιχειρούνταν η 
κλωνοποίηση κάθε φορά. Για µεγαλύτερη σιγουριά έγιναν 
συµπληρωµατικές πέψεις µε ένζυµα που έδιναν χαρακτηριστικό pattern  
για κάθε contruct. 
 Οι τελικές πλασµιδιακές κατασκευές pL4440-ncx1(-5) 
χρησιµοποιήθηκαν για τον µετασχηµατισµό επιδεκτικών κυττάρων 
HT115, που χρησιµοποιούνται για RNAi πειράµατα. 
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RRNNAAii  ππεειιρράάµµαατταα  
  

Για τα πειράµατα αυτά χρησιµοποιήθηκε το mec-4(d) στέλεχος.  
Τοποθετούνται αρχικά 20-25 σκουλήκια mec-4(d) σταδίου L2-L3 σε 

NGM πιάτα χωρίς τροφή για 1-2hrs , ώστε να αποµακρυνθούν τα 
βακτήρια από την επιφάνεια της επιδερµίδας. Στη συνέχεια, τα άτοµα 
αυτά τοποθετούνται σε NGΜ πιατάκια µε τα µετασχηµατισµένα HT115 
βακτήρια. Τα µετασχηµατισµένα HT115 εκφράζουν το κατάλληλο κάθε 
φορά δίκλωνο RNA, υπό τον έλεγχο του Τ7 υποκινητή, µετά από 
επαγωγή µε IPTG. Τα σκουλήκια αφήνονται στους 15oC (~3 µέρες), 
µέχρι να αφήσουν αυγά. Ξεπλένονται, έπειτα, τα σκουλήκια και 
αφήνονται τα αυγά να σκάσουν στους 20oC για ~4ώρες. Τέλος, 
συλλέγονται τα σκουλήκια σε M9 buffer, (2short spins έως 7000rpm), 
ναρκώνονται (µε NaN3 20mM) και αφού τοποθετηθούν σε µια 
αντικειµενοφόρο, µετρώνται νεκρωτικά κυστίδια στο µικροσκόπιο σε 
άτοµα L1 και προσδιορίζεται το ποσοστό της νέκρωσης. Σε κάθε 
περίπτωση υπολογίζεται και το ποσοστό της νέκρωσης σε σκουλήκια που 
τρέφονται µε βακτήρια HT115, τα οποία φέρουν άδειο το φορέα 
(αρνητικοί µάρτυρες). 
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ΑΑΑΠΠΠΟΟΟΤΤΤΕΕΕΛΛΛΕΕΕΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ   
  

Η µέθοδος του RNAi εφαρµόστηκε για την προσωρινή σίγηση και 
των 5 γονιδίων ncx-1-5. Τα σκουλήκια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν mec-
4(d). Τα σκουλήκια αυτά εκφράζουν την τοξική πρωτεΐνη MEC-4, η 
οποία προκαλεί νέκρωση στους 6 αισθητήριους νευρώνες του ζώου.  

Συνολικά, πραγµατοποιήθηκαν 8 πειράµατα, τα αποτελέσµατα των 
οποίων εµφάνιζαν µεγάλες διακυµάνσεις. Μετά από υπολογισµό της 
µέσης τιµής για κάθε δείγµα, προέκυψε το διάγραµµα που ακολουθεί.  

 
 

   

RNAi experiments (mec-4(d))
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ΣΣχχήήµµαα  11..  

  
 Φαίνεται από το σχήµα ότι συµβαίνει µια µικρή µείωση της 
νέκρωσης, που όµως δεν µπορεί να θεωρηθεί σηµαντική. Με βάση και το 
γεγονός ότι το πείραµα έχει επαναληφθεί 8 φορές, το συµπέρασµα που 
εξάγεται είναι ότι οι ανταλλάκτες Na+/Ca2+ µάλλον δεν σχετίζονται µε την 
νέκρωση. Ωστόσο, επειδή η µέθοδος του RNAi δεν «πετυχαίνει» κάθε 
φορά και ειδικά στη περίπτωση των νευρικών κυττάρων που εµείς 
ενδιαφερόµαστε, επιχειρήσαµε να χρησιµοποιήσουµε ένα άλλο στέλεχος 
που βιβλιογραφικά είναι γνωστό ότι είναι ευαίσθητο στο RNAi. Το 
στέλεχος αυτό είναι το rrf-3;mec-4(d). 

Το πείραµα επαναλήφθηκε 7 φορές. Τα αποτελέσµατα, ωστόσο, 
εµφάνιζαν και πάλι µεγάλες διακυµάνσεις. Υπολογίζοντας την µέση τιµή 
για κάθε δείγµα προκύπτει η γραφική παράσταση που ακολουθεί. 
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RNAi experiments (rrf-3;mec-4(d))
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ΣΣχχήήµµαα  22..  

 
 Στην περίπτωση του rrf-3;mec-4(d) τα αποτελέσµατα φάνηκε να 
είναι κάπως καλύτερα από αυτά µε τα mec-4(d) σκουλήκια. Η σίγηση 
των γονιδίων δίνει µια σχετική καταστολή, σε σχέση µε τα control 
σκουλήκια (mec-4(d) στα οποία χορηγήθηκε σκέτος ο πλασµιδιακός 
φορέας pL4440). Ωστόσο, επειδή οι τιµές από πείραµα σε πείραµα δεν 
ήταν σταθερές δεν µπορούµε να εµπιστευτούµε το αποτέλεσµα αυτό.  
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ΣΣΣΥΥΥΖΖΖΗΗΗΤΤΤΗΗΗΣΣΣΗΗΗ   
  
 Με βάση τα αποτελέσµατα που περιγράφτηκαν παραπάνω, οι 
ανταλλάκτες NCX δεν φαίνεται να σχετίζονται µε την διαδικασία της 
νέκρωσης. Από την µια οι τιµές από πείραµα σε πείραµα ποικίλλουν και 
από την άλλη η καταστολή που παρατηρείται είναι πολύ µικρή, µη 
σηµαντική. Αυτό ισχύει τόσο για τα πειράµατα σε mec-4(d) γενετικό 
υπόβαθρο, όσο και για αυτά σε rrf-3;mec-4(d). Ωστόσο, δεν µπορεί 
κανείς να αποκλείσει την πιθανότητα να έχουν κάποιο ρόλο οι 
ανταλλάκτες αυτοί στη νέκρωση, καθώς τα πειράµατα τα οποία έγιναν 
στηρίζονται στο RNAi. 

Τα αρνητικά αποτελέσµατα µπορεί να οφείλονται στην ίδια τη 
“φύση” των RNAi πειραµάτων, τα οποία δεν πετυχαίνουν πάντοτε καθώς 
µπορούν να επηρεαστούν από πολλούς διαφορετικούς παράγοντες, όπως 
το στάδιο των σκουληκιών, η θερµοκρασία και οι µέρες που αφήνονται 
για να δράσει το RNA κ.ά. Επίσης, το στέλεχος rrf-3;mec-4(d) µπορεί να 
θεωρείται πιο ευαίσθητο στη συγκεκριµένη µέθοδο, αλλά από µελέτες 
που έχουν γίνει έχει αποδειχθεί ότι αρκετά γονίδια χάνουν την επίδραση 
τους σε έναν συγκεκριµένο φαινότυπο όταν χρησιµοποιείται αυτό το 
στέλεχος. Με άλλα λόγια, το rrf-3;mec-4(d) στέλεχος µπορεί να είναι 
αποτελεσµατικότερο για RNAi µε κάποια γονίδια, ενώ αντίθετα να δίνει 
λάθος αποτελέσµατα µε κάποια άλλα. ∆εν θα πρέπει, τέλος, να ξεχνάµε 
ότι το RNAi στους νευρώνες του σκουληκιού είναι πολύ δύσκολο να 
πετύχει και να δώσει αποτελέσµατα.  
 Για να καταλήξει κανείς σε ένα πιο σίγουρο συµπέρασµα, 
αποκλείοντας την πιθανότητα να φταίει το πείραµα που δεν πέτυχε, είναι 
απαραίτητο να χρησιµοποιήσει αντίστοιχα µεταλλάγµατα για τα γονίδια.  
Ωστόσο, µεταλλάγµατα για τους ανταλλάκτες NCX δεν υπάρχουν ακόµα. 
Για το λόγο αυτό καταφύγαµε σε RNAi πειράµατα. 
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