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Περίληψη 
 

Ο νεκρωτικός κυτταρικός θάνατος συμβάλλει στην παθογένεση 

πολλών νευροεκφυλιστικών ασθενειών και άλλων παθολογικών 

καταστάσεων. Ωστόσο οι μοριακοί μηχανισμοί που ελέγχουν τη νέκρωση δεν 

είναι πλήρως κατανοητοί. 

Τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι η ενεργοποίηση του μονοπατιού 

απόκρισης στο θερμικό σοκ με τη μορφή επώασης των ζώων σε ελαφρώς 

αυξημένη θερμοκρασία, καταστέλλει ισχυρά το νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο ο 

οποίος προκαλείται από ακραία περιβαλλοντική θερμοκρασία, σε ένα μοντέλο 

θερμοπληξίας στον C. elegans. Η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού 

απόκρισης στο θερμικό σοκ βελτιώνει επίσης τον κυτταρικό θάνατο που 

προκαλείται από την υπερδιέγερση των νευρώνων, καθώς και τη νέκρωση 

που προκαλείται από συνθήκες υποξίας στον C. elegans. 

Το μονοπάτι απόκρισης στο θερμικό σοκ είναι ένα ισχυρά συντηρημένο 

πρόγραμμα γονιδιακής έκφρασης το οποίο ενεργοποιείται παρουσία 

συνθηκών στρες και ρυθμίζει την έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων τα οποία 

προστατεύουν τα κύτταρα από διάφορους παράγοντες στρες. Μεταλλαγές 

που επηρεάζουν την λειτουργία του παράγοντα του θερμικού σοκ 1 (Heat 

Shock Factor 1, HSF-1), ο οποίος είναι ο κύριος μεταγραφικός παράγοντας 

που ενορχηστρώνει την απόκριση στο θερμικό σοκ, οδηγούν σε απώλεια του 

προστατευτικού ρόλου της προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης 

στο θερμικό σοκ. Αντίθετα, η υπερέκφραση του HSF-1 καταστέλλει το 

νευροεκφυλισμό.  

Αναζητώντας πιθανούς παράγοντες που προάγουν την προστατευτική 

δράση της προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ, 

ανακαλύψαμε ότι η πρωτεΐνη HSP-16.1 η οποία ανήκει στην οικογένεια των 

small heat shock protein (sHSP) είναι ικανή και αναγκαία για την προστασία 

από τη νέκρωση. Η HSP-16.1 ασκεί την προστατευτική της δράση με το να 

επηρεάζει την απελευθέρωση ασβεστίου από το οργανίδιο Golgi. Είναι 

ενδιαφέρον ότι η ειδική για το Golgi αντλία ασβεστίου pmr-1 είναι απαραίτητη 

ώστε η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ να 

παρέχει τον προστατευτικό της ρόλο. Απώλεια της λειτουργίας της pmr-1 
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οδηγεί σε απώλεια της ικανότητας της υπερέκφρασης της hsp-16.1 να 

προστατέψει από το νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο. 

Τα αποτελέσματά μας προτείνουν ότι στρατηγικές παρέμβασης 

βασισμένες στον επιλεκτικό χειρισμό της απόκρισης στο θερμικό σοκ είναι 

δυνατόν να οδηγήσουν σε αποτελεσματική αντιμετώπιση του νεκρωτικού 

εκφυλισμού. 
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Summary 
 

Necrotic cell death contributes to the pathogenesis of many 

neurodegenerative diseases and other pathological situations. However, the 

molecular mechanisms underlying necrosis are not fully understood.  

We find that activation of the heat shock response pathway by means 

of heat preconditioning strongly suppresses necrotic cell death triggered by 

extreme environmental conditions in a model of heat stroke in C. elegans. 

Heat preconditioning also ameliorates excitotoxic neuronal death as well as 

necrosis caused by hypoxia, in C. elegans.  

The heat shock response is a highly conserved gene expression 

program, which is engaged under conditions of stress and coordinates 

expression of specific genes that protect cells against various stressors. 

Removal of the heat shock factor 1 (HSF-1), the master transcription regulator 

which orchestrates the heat shock response, abolishes the protective effect of 

heat preconditioning. By contrast, overexpression of HSF-1 suppresses 

neurodegeneration.  

While screening for potential mediators of the protective effect of heat 

preconditioning, we found that the small heat shock protein HSP-16.1 is both 

necessary and sufficient for protection against necrosis. HSP-16.1 exerts its 

protective effect by modulating calcium release from the Golgi apparatus. 

Interestingly, the Golgi specific Ca2+ pump pmr-1 is required for heat 

preconditioning to elicit its protective effect. Loss of pmr-1 function abolishes 

the capacity of hsp-16.1 overexpression to protect against necrotic cell death.  

Our findings suggest that intervention strategies based on selective 

manipulation of the heat shock response may effectively counter excitotoxicity 

and neurodegeneration.  
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1. Εισαγωγή στη βιολογία του νηματώδους Caenorhabditis elegans. 
Ο C. elegans είναι ένας μικρός σε μέγεθος (περίπου 1.3 mm σε μήκος 

και 100 μm σε διάμετρο), μη-παρασιτικός, νηματώδης σκώληκας ο οποίος 

απαντάται στο χώμα. Από την εισαγωγή του ως οργανισμός μοντέλο από τον 

Sydney Brenner to 1974, o C. elegans έχει αποτελέσει πολύτιμο εργαλείο στη 

βιοϊατρική έρευνα (Brenner, 1974a). Ισχυρό πλεονέκτημα του C. elegans ως 

οργανισμού μοντέλου αποτελεί η ευκολία χειρισμού του οργανισμού με 

μεθόδους γενετικής. Το μικρό του μέγεθος και οι απλές διατροφικές του 

απαιτήσεις (τρέφεται με το βακτήριο Escherichia coli σε στερεές  καλλιέργειες 

σε τρυβλία αλλά και σε υγρές καλλιέργειες), επιτρέπουν την εύκολη και 

οικονομική του ανάπτυξη στο εργαστήριο. Ο νηματώδης ολοκληρώνει τον 

αναπαραγωγικό του κύκλο σε 2.5 μέρες στους 25oC και αναπτύσσεται μέσα 

από 4 στάδια λάρβας (L1-4) φθάνοντας στο ενήλικο άτομο το οποίο 

εναποθέτει αυγά, αποτελείται από 959 κύτταρα και ζει περίπου 2-3 εβδομάδες 

(Εικόνα 1). Παρουσία μη-ιδανικών συνθηκών όπως στρες και έλλειψη τροφής, 

ο νηματώδης από το δεύτερο στάδιο λάρβας (L2) εισέρχεται σε ένα ειδικό 

αναπτυξιακό στάδιο που ονομάζεται dauer κατά το οποίο το ζώο κινείται αλλά 

δεν τρέφεται. Σε αυτή την ανθεκτική μορφή τα ζώα μπορούν να επιζήσουν για 

εβδομάδες, ακόμα και για μήνες. Όταν η dauer λάρβα συναντήσει ευνοϊκές 

συνθήκες, εισέρχεται στο τέταρτο στάδιο λάρβας και ολοκληρώνει τον κύκλο 

ζωής. Η ικανότητα του C. elegans να αναπαράγεται με αυτογονιμοποίηση 

δίνει τη δυνατότητα παραγωγής γενετικά ομοιογενών πληθυσμών. Γονείς που 

έχουν υποστεί μεταλλαξογένεση δίνουν ομόζυγα μεταλλαγμένα άτομα στην 

F2 γενιά. Αρσενικά άτομα εμφανίζονται σε μικρό ποσοστό στον πληθυσμό 

(~0.1%) και μέσω της δυνατότητάς τους να διασταυρώνονται με τα 

ερμαφρόδιτα, διευκολύνουν τους γενετικούς χειρισμούς. Σύγχρονες μέθοδοι 

αλληλούχισης του γονιδιώματος, το οποίο είναι οργανωμένο σε έξι 

χρωμοσώματα (πέντε αυτοσωμικά και ένα φυλετικό Χ) επιτρέπουν το 

γρήγορο χαρακτηρισμό των μεταλλαγών (Doitsidou et al., 2010). Λεπτομερή 

πρότυπα έκφρασης πολλών γονιδίων και χάρτες οι οποίοι περιγράφουν τις 

αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών έχουν κατατεθεί σε βάσεις δεδομένων και είναι 

προσβάσιμες από κάθε ενδιαφερόμενο (Boulton et al., 2002; Matthews et al., 

2001; Walhout et al., 2000). 
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Επίσης, ο C. elegans επιτρέπει τη μελέτη του γονιδιώματος με 

μεθόδους αντίστροφης γενετικής (reverse genetics). Η μέθοδος σίγισης 

γονιδίων μέσω δίκλωνου RNA (Double Stranded RNA interference-dsRNAi) 

επιτρέπει τη γρήγορη αξιολόγηση της λειτουργίας γονιδίων (Kamath and 

Ahringer, 2003; Tavernarakis et al., 2000). Διαγονιδιακά ζώα για λειτουργικές 

και γενετικές δοκιμασίες μπορούν εύκολα να δημιουργηθούν με μικροενέση 

(Rieckher et al., 2009). 

Κατά τη διάρκεια της σύντομης ιστορίας του ο C. elegans έχει 

αποτελέσει σημαντικό εργαλείο για τη μελέτη βασικών βιολογικών 

φαινομένων. Ο νηματώδης αποτελεί πολύ καλό μοντέλο για τη μελέτη του 

κυτταρικού θανάτου, προγραμματισμένου και μη, σε κυτταρικό, γενετικό και 

μοριακό επίπεδο. Ο απλός σχεδιασμός του σώματος του ζώου, το διαφανές 

αυγό και η επιδερμίδα και το σταθερό πρόγραμμα ανάπτυξης του ζώου 

επιτρέπουν την μελέτη της απώλειας κυττάρων είτε λόγω προγραμματισμένου 

θανάτου, είτε λόγω παθολογικών αιτιών. Μελέτη του χάρτη κυτταρικής 

γενεαλογίας έδειξε ότι ορισμένα κύτταρα πεθαίνουν σε συγκεκριμένο 

αναπτυξιακό στάδιο με επαναλαμβανόμενο τρόπο. Ακριβώς 131 σωματικά 

κύτταρα πεθαίνουν με προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο (απόπτωση) 

καθώς το γονιμοποιημένο αυγό αναπτύσσεται σε ενήλικο άτομο. Το απλό 

νευρικό σύστημα του C. elegans αποτελείται από 302 νευρώνες. Ο χάρτης 

των συναπτικών συνδέσεων έχει χαρτογραφηθεί πλήρως με μελέτες 

ηλεκτρονικής μικροσκοπίας (White et al., 1976). 

 Τα γονίδια του νηματώδη και τα κύρια σηματοδοτικά μονοπάτια είναι 

ισχυρά συντηρημένα κατά τη διάρκεια της εξέλιξης και περισσότερο από το  

50% των γονιδίων του νηματώδη είναι ομόλογα με ανθρώπινα γονίδια. Εκτός 

από τη πολύτιμη συμβολή του C. elegans στη μελέτη των μηχανισμών 

ανάπτυξης, ο νηματώδης έχει αποτελέσει πλατφόρμα για τη μοντελοποίηση 

πολλών ανθρώπινων παθολογικών καταστάσεων, όπως οι νευροεκφυλιστικές 

ασθένειες, ο καρκίνος, η γήρανση και οι σχετιζόμενες με αυτή ασθένειες 

(Baumeister and Ge, 2002; Kenyon, 2005). Με τη μελέτη γενετικών 

αλληλεπιδράσεων και των σηματοδοτικών μονοπατιών στον απλό οργανισμό 

C. elegans είναι δυνατόν να κατανοηθούν περίπλοκες παθολογικές 

καταστάσεις στον άνθρωπο (Bussey et al., 2006). Επίσης, η έκφραση στο 

σκουλήκι ανθρώπινων γονιδίων για τα οποία δεν υπάρχουν ομόλογα στο 
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νηματώδη έχει επιτρέψει την καλύτερη κατανόηση μοριακών μηχανισμών 

ανθρώπινων ασθενειών. Ακόμη, η ευκολία δοκιμής σε μεγάλη κλίμακα 

φαρμάκων στο σκουλήκι, έχει καταστήσει τον C. elegans ως μια πλατφόρμα 

γρήγορης δοκιμής και αξιολόγησης φαρμάκων και φαρμακευτικών στόχων 

(Kaletta and Hengartner, 2006). 

 

 
Εικόνα 1. Ο κύκλος ζωής του Caenorhabditis elegans στους 25οC. Η διάρκεια κάθε 

σταδίου απεικονίζεται σε ώρες. Το μήκος του σώματος κάθε αναπτυξιακού σταδίου δίνεται σε 

παρένθεση. Στην ένθετη φωτογραφία απεικονίζονται τα διάφορα αναπτυξιακά στάδια όπως 

φαίνονται με τη χρήση στερεοσκοπίου.  

 

 

2. Ο νεκρωτικός κυτταρικός θάνατος 
Ο νεκρωτικός κυτταρικός θάνατος μπορεί να προκληθεί από 

διάφορους εξωγενείς και ενδογενείς παράγοντες. Ένα από τα πιο καλά 

μελετημένα παραδείγματα μη-προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου στον 

C. elegans είναι ο νεκρωτικός θάνατος που προκαλείται από την έκφραση 

τοξικών καναλιών τα οποία φέρουν μεταλλαγές που τροποποιούν την 

ενεργότητα των καναλιών (Syntichaki and Tavernarakis, 2003). Για 

παράδειγμα, επικρατείς μεταλλαγές στο γονίδιο deg-1 (degenerin; deg-1(d)) 

προκαλούν το θάνατο κάποιων ενδιάμεσων νευρώνων στο σύστημα 

αίσθησης στο οπίσθιο τμήμα του ζώου (Chalfie and Wolinsky, 1990). Με 

παρόμοιο μηχανισμό, επικρατείς μεταλλαγές στο γονίδιο mec-4 
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(mechanosensory; mec-4(d)), προκαλούν εκφυλισμό των έξι νευρώνων που 

είναι υπεύθυνοι για την αίσθηση ήπιων μηχανικών ερεθισμάτων (Syntichaki 

and Tavernarakis, 2004). Το MEC-4 λειτουργεί ως η κύρια μονάδα σε ένα 

σύμπλοκο που αποτελείται από πολλές υπομονάδες και συνιστούν ένα κανάλι 

Na+ το οποίο ενεργοποιείται με μηχανικό τρόπο. Μεταλλαγές οι οποίες 

προκαλούν αλλαγές στη στερεοδιαμόρφωση του καναλιού, αυξάνουν τη 

διαπερατότητά του και οδηγούν σε εκφυλισμό μέσω νέκρωσης (Gessmann et 

al., 2010). 

Ο θάνατος του κυττάρου μέσω νέκρωσης συνοδεύεται από διακριτά 

μορφολογικά χαρακτηριστικά (Hall et al., 1997). Κατά την αρχική φάση 

θανάτου, ο πυρήνας και το κυτταρικό σώμα παραποιούνται. Σταδιακά, το 

κύτταρο φουσκώνει αρκετές φορές σε σχέση με τη φυσιολογική του διάμετρο. 

Με τη βοήθεια ηλεκτρονικού μικροσκοπίου διακρίνονται χαρακτηριστικές 

αλλαγές στα κύτταρα που πεθαίνουν με νέκρωση, όπως η παρουσία 

ηλεκτρονιόπυκνων δομών οι οποίες φαίνεται να έχουν προέλευση από την 

κυτταρική μεμβράνη (Εικόνα 2). 

Τα γονίδια deg-1 και mec-4  είναι τα πρώτα μέλη της οικογένειας των 

degenerins που περιγράφηκαν στον C. elegans και πήραν το όνομά τους 

λόγω του ότι ορισμένα μέλη στη μεταλλαγμένη τους μορφή προκαλούν 

νέκρωση στα κύτταρα που τα εκφράζουν (Chalfie et al., 1993). Οι degenerins 

παρουσιάζουν ομολογία με τα επιθηλιακά κανάλια νατρίου (epithelial sodium 

channel, ENaCs) στον άνθρωπο. Η ιοντική ανισορροπία και ο επακόλουθος 

νεκρωτικός θάνατος που προκαλείται από την ανώμαλη λειτουργία ιοντικών 

καναλιών στον C. elegans έχει μηχανιστικές και μορφολογικές ομοιότητες με 

το θάνατο νευρώνων από υπερδιέγερση στα σπονδυλωτά (excitotoxicity). Ο 

θάνατος από υπερδιέγερση είναι συνήθης κατά το εγκεφαλικό όπου η 

ενέργεια που απαιτείται για τη διατήρηση της ιοντικής κλίση και του δυναμικού 

ηρεμίας χάνεται. Καθώς το δυναμικό μεμβράνης καταρρέει, μεγάλες 

ποσότητες του νευροδιαβιβαστή γλουταμικού απελευθερώνονται στις 

συνάψεις (Kauppinen et al., 1988). Επίσης, η απώλεια ενέργειας εμποδίζει 

την επαναπρόσληψη του γλουταμικού από ειδικούς μεταφορείς, οδηγώντας 

σε συσσώρευση του νευροδιαβιβαστή στις συνάψεις, υπερδιέγερση και τελικά 

νέκρωση των νευρώνων που συνδέονται στις συνάψεις αυτές. Ο θάνατος από 
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υπερδιέγερση εξαρτάται από την εισροή Ca2+ από ιοντικά κανάλια που 

ενεργοποιούνται από το γλουταμικό. 

 

 
Εικόνα 2. Μορφολογία του κυτταρικού θανάτου στον C. elegans. Οι νευρώνες των 

νηματωδών που πεθαίνουν με νέκρωση ως αποτέλεσμα της υπερλειτουργίας ιοντικών 

καναλιών της οικογένειας των degenerins εμφανίζουν μορφολογικές διαφορές σε σχέση με τα 

αποπτωτικά κύτταρα. (Α) Ένα νεκρωτικό κύτταρο (βέλος) εμφανίζεται εξαιρετικά διογκωμένο, 

ενώ ο πυρήνας εμφανίζεται διεσταλμένος και έχει παραμορφωμένη όψη (κεφαλή βέλους). (Β) 

Η απόπτωση η οποία συμβαίνει φυσιολογικά κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, δημιουργεί 

συμπυκνωμένα κυτταρικά «πτώματα» μικρού μεγέθους τα οποία έχουν χαρακτηριστική 

μορφή κουμπιού (βέλος). (Γ) Χαρακτηριστικές ηλεκτρονιόπυκνες μεμβρανικές δομές (βέλη) οι 

οποίες συνοδεύουν την καταστροφή του κυττάρου λόγω νέκρωσης, όπως φαίνονται με τη 

χρήση ηλεκτρονικού μικροσκοπίου (Hall et al., 1997). Παρόμοιες κυτταρικές δομές 

παρατηρούνται σε νευρώνες αρουραίου οι οποίοι πεθαίνουν λόγω υπερδιέγερσης(Rothstein 

et al., 1996) 

 

 
3. Μοριακοί μηχανισμοί που εμπλέκονται στο νεκρωτικό κυτταρικό 
θάνατο 

Εκτεταμένη ενεργοποίηση των ιοντικών καναλιών οδηγεί σε διαταραχή 

της κυτταρικής ιοντικής ισορροπίας. Αύξηση της συγκέντρωσης του 

κυτταροπλασματικού Ca2+ μέσω διαφόρων πηγών, θεωρείται ένα από τα 
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πρωταρχικά βήματα στο νεκρωτικό μονοπάτι (Εικόνα 3). Το Ca2+ μπορεί να 

εισέλθει στο κύτταρο μέσω τασεο-ελεγχόμενων καναλιών και του 

ιοντοανταλλάκτη Na+/Ca2+. Μεταλλαγές που αυξάνουν την εισροή Na+, 

διευκολύνουν την είσοδο Ca2+ μέσω αυτών των μονοπατιών. Μια από τις 

κύριες αποθήκες Ca2+ στο κύτταρο είναι το ενδοπλασματικό δίκτυο 

(endoplasmic reticulum, ER) (Mattson et al., 2000). To ασβέστιο 

συσσωρεύεται στο ER μέσω της αντλίας SERCA (Sarco-Endoplasmic 

Reticulum Ca2+ ATPase) και απελευθερώνεται στο κυτταρόπλασμα μέσω 

των καναλιών που ενεργοποιούνται από ryanodine (RyR) και inositol-1,4,5-

triphosphate (Ins(1,4,5)P3PR). Γενετικοί έλεγχοι για τον εντοπισμό 

καταστολέων της νέκρωσης που προκαλείται από το τοξικό κανάλι mec-4(d) 

οδήγησαν στον εντοπισμό πολλών γονιδίων που συμμετέχουν στην εκτέλεση 

του νεκρωτικού θανάτου. Οι πρωτεΐνες calreticulin και calnexin δεσμεύουν 

ασβέστιο, ρυθμίζουν τα ενδοκυτταρικά επίπεδα ασβεστίου και εμπλέκονται 

στην εκτέλεση του νεκρωτικού θανάτου (Xu et al., 2001). Φαρμακολογικές ή 

γενετικές παρεμβάσεις που εμποδίζουν την απελευθέρωση του ασβεστίου 

από το ER, έχουν προστατευτικό ρόλο.  

Γενετικές μελέτες στον C. elegans έχουν δείξει ότι το ενδοκυττάριο pH 

είναι σημαντικός ρυθμιστής του νεκρωτικού θανάτου. Όξινση του 

κυτταροπλάσματος προκαλείται κατά τη διάρκεια της νέκρωσης, ενώ η αντλία 

πρωτονίων vacuolar H+-ATPase (Syntichaki et al., 2005), η οποία απαιτείται 

για την όξινση του λυσοσώματος και άλλων οργανιδίων, είναι απαραίτητη για 

τη νέκρωση, σε ένα βήμα μετά την αύξηση της συγκέντρωσης του ασβεστίου 

στο κυτταροπλάσμα. Παρεμπόδιση της λειτουργίας της vacuolar H+-ATPase ή 

αλκαλοποίηση του λυσοσώματος με ασθενείς βάσεις, έχει προστατευτικό 

ρόλο έναντι της νέκρωσης. Το όξινο περιβάλλον απαιτείται για την πλήρη 

ενεργότητα των cathepsins (πρωτεάσες ασπαρτικού) που εντοπίζονται στα 

λυσοσώματα και σε άλλα όξινα ενδοσωμικά διαμερίσματα (Ishidoh and 

Kominami, 2002). 

Οι πρωτεάσες του λυσοσώματος αλλά και του κυτταροπλάσματος 

έχουν εμπλακεί στην καταστροφή του κυττάρου μετά την έναρξη της 

νέκρωσης. Οι calpains είναι κυτταροπλασματικές πρωτεάσες κυστεΐνης, οι 

οποίες εξαρτώνται από το ασβέστιο για τη λειτουργία τους. Υπό φυσιολογικές 

συνθήκες, οι calpains συμμετέχουν σε σηματοδοτικά μονοπάτια και 
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μεταβολικές διεργασίες. Κατά τη διάρκεια της νέκρωσης όμως, οι πρωτεάσες 

αυτές εντοπίζονται στις μεμβράνες των λυσοσωμάτων και συμμετέχουν στη 

λύση των μεμβρανών, οδηγώντας σε απελευθέρωση του όξινου περιεχομένου 

των λυσοσωμάτων στο κυτταρόπλασμα (Yamashima, 2004). Στα 

πρωτεύοντα, οι calpains εντοπίζονται στις λυσοσωμικές μεμβράνες αμέσως 

μετά την έναρξη του ισχαιμικού επεισοδίου (Yamashima, 2000). Στον C. 

elegans, δυο calpains –TRA-3 και CLP-1– και δυο cathepsin –ASP-3 και 

ASP-4– είναι απαραίτητες για το νευροεκφυλισμό (Syntichaki et al., 2002). 

Μεταλλαγές που παρεμβαίνουν στη βιογένεση και τη λειτουργία των 

λυσοσωμάτων επηρεάζουν το νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο. Για παράδειγμα, ο 

νεκρωτικός θάνατος επιδεινώνεται σε μεταλλαγμένα ζώα τα οποία 

συσσωρεύουν μη-φυσιολογικά μεγάλα λυσοσώματα, ενώ παρεμπόδιση της 

βιογένεσης των λυσοσωμάτων προστατεύει από τη νέκρωση (Artal-Sanz et 

al., 2006b). Είναι ενδιαφέρον ότι τα λυσοσώματα συσσωρεύονται γύρω από 

τον πυρήνα και μεγεθύνονται κατά το πρώιμο και ενδιάμεσο στάδιο της 

νέκρωσης. Σε προχωρημένο στάδιο νέκρωσης το σήμα από τις σημασμένες 

με GFP λυσοσωμικές μεμβράνες χάνεται, υποδεικνύοντας λύση των 

μεμβρανών. 
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Εικόνα 3. Το μονοπάτι του νεκρωτικού κυτταρικού θανάτου στον C. elegans. Ποικίλα 

σήματα που προκαλούν νέκρωση συγκλίνουν στο να προκαλέσουν μια απότομη αύξηση της 

συγκέντρωσης του κυτταροπλασματικού ασβεστίου το οποίο είναι το κυρίαρχο σήμα για την 

έναρξη του θανάτου. Ενδοκυττάριες αποθήκες ασβεστίου συμμετέχουν επίσης στην αύξηση 

της συγκέντρωσης πάνω από το επιτρεπτό όριο. Τα κανάλια και τα μόρια που συμμετέχουν 

στην ομοιόσταση του ασβεστίου απεικονίζονται. Η αυξημένη συγκέντρωση ασβεστίου 

ενεργοποιεί κυτταροπλασματικές πρωτέασες (calpains) οι οποίες διευκολύνον τη λύση των 

λυσοσωμάτων και την απελευθέρωση του όξινου περιεχομένου στο κυτταρόπλασμα, το pH 

του οποίου μειώνεται. Η αντλία που ευθύνεται για την όξινση του λυσοσώματος είναι η V-

ATPase. Το χαμηλό pH ευνοεί την ενεργοποίηση των πρωτεασών cathepsins οι οποίες 

συμμετέχουν στην καταστροφή του κυττάρου. Έκφραση ανθρώπινων παθολογικών 

πρωτεϊνών στον C. elegans επίσης διαταράσσει τους κυτταρικούς μηχανισμούς ομοιόστασης 

και επάγει στρες, το οποίο πάνω από ένα συγκεκριμένο όριο γίνεται καταστροφικό για το 

κύτταρο. [Ca2+]i, κυτταροπλασματική συγκέντρωση ασβεστίου; ER, endoplasmic reticulum; 

Gα, Gβ, Gγ, G-protein subunits; InsP3R, inositol triposphate receptor; RyR, ryanodine 

receptor; SERCA, sarco-endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase; V-ATPase, vacuolar H+-

ATPase) 
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4. Το φαινόμενο της θερμοπληξίας  
Τα τελευταία χρόνια η κλιματική αλλαγή έχει οδηγήσει σε αύξηση της 

συχνότητας και της έντασης των κυμάτων καύσωνα (Easterling et al., 2000; 

Ganguly et al., 2009). Οι ασθένειες που προκαλούνται από την υψηλή 

θερμοκρασία, αναμένεται να γίνουν σύντομα μια από τις κυριότερες αιτίες 

θνησιμότητας (Coris et al., 2004; Sharma, 2005). Η θερμοπληξία είναι μια 

σοβαρή ασθένεια η οποία χαρακτηρίζεται από θερμοκρασία σώματος που 

ξεπερνά τους 40oC. Αυτή η κατάσταση σχετίζεται με ταραχές του κεντρικού 

νευρικού συστήματος και δυσλειτουργία πολλαπλών οργάνων (Bouchama 

and Knochel, 2002; Dematte et al., 1998). Η βλάβη που προκαλείται από τη 

θερμοπληξία είναι η συνιστώσα της αλληλεπίδρασης ανάμεσα στις 

επιπτώσεις της υπερθερμίας στη φυσιολογία του οργανισμού (ισχαιμία, 

υποξία και αυξημένη κατανάλωση ενέργειας), την φλεγμονή που προκαλείται 

και την άμεση κυτταροτοξικότητα λόγω θερμότητας (Bouchama et al., 1996a; 

Bouchama et al., 1996b; Buckley, 1972; Chang, 1993; Lin, 1997). 

Παρόλο που η θερμοπληξία είναι συχνά θανάσιμη και οι επιζώντες 

μπορεί να φέρουν μόνιμη βλάβη του νευρικού συστήματος, οι κυτταρικοί και 

μοριακοί μηχανισμοί που οδηγούν σε βλάβη των κυττάρων και των ιστών 

λόγω υπερθερμίας, δεν έχουν διερευνηθεί ακόμα. Αυτό οφείλεται κυρίως στο 

ότι δεν είναι διαθέσιμο κάποιο αξιόπιστο πειραματικό μοντέλο ώστε να 

μελετηθεί η επίπτωση της ακραίας θερμοκρασίας στο κύτταρο. 

 

5. Μηχανισμοί απόκρισης στο στρες 
Ως στρες χαρακτηρίζεται κάθε επιβλαβής παράγοντας (φυσικός, 

χημικός ή βιολογικός) ο οποίος ενεργοποιεί μια σειρά βιολογικών γεγονότων 

που οδηγούν στην αποκατάσταση της κυτταρικής και οργανισμικής 

ομοιόστασης. Είναι ενδιαφέρον ότι έκθεση σε ήπιο στρες ενεργοποιεί τους 

ομοιοδυναμικούς μηχανισμούς του κυττάρου και έχει ευεργετική επίδραση 

στον οργανισμό. Το φαινόμενο αυτό καλείται όρμηση (hormesis) (Calabrese 

et al., 1987; Rattan, 2008). 

Για να αντιμετωπίσουν τις συνθήκες στρες, οι οργανισμοί έχουν 

αναπτύξει μια σειρά μηχανισμών απόκρισης στο στρες οι οποίοι δρουν σε 

γενικό επίπεδο ή με τρόπο ειδικό για οργανίδια (Εικόνα 4). Παρακάτω θα 
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παρουσιαστούν με συντομία οι κύριοι μηχανισμοί τους οποίους ενεργοποιεί το 

κύτταρο σε καταστάσεις στρες. 

 

 
Εικόνα 4. Γενικά και οργανο-ειδικά μονοπάτια απόκρισης στο στρες. Ανάλογα με τον 

τύπο του μακρομορίου και το σημείο της βλάβης, διακριτά μονοπάτια απόκρισης στο στρες, 

όπως η αυτοφαγία, το μονοπάτι απόκρισης στο θερμικό σοκ, το UPRmt, το UPRER και το 

μονοπάτι απόκρισης λόγω βλάβης στο DNA ξεκινούν τη σηματοδότηση. Για λόγους 

απλότητας, μόνο μόρια τα οποία έχουν μελετηθεί εκτεταμένα απεικονίζονται. Τα διπλά βέλη 

υποδηλώνουν αμφίδρομη επικοινωνία με τον πυρήνα, η οποία περιλαμβάνει τη δημιουργία 

του στρεσογόνου σινιάλου, σε οργανίδιο ή στο κυτταρόπλασμα, τη μεταγωγή του σήματος 

στον πυρήνα και την παραγωγή πρωτεϊνών οι οποίες έχουν σκοπό να περιορίσουν τη βλάβη 

από το στρες. Παρόλο που ένα τυπικό μονοπάτι απόκρισης στο στρες σχετιζόμενο με το 

Golgi δεν έχει ακόμα περιγραφεί, το οργανίδιο αυτό έχει τη δυναμική να αλληλεπιδρά με τον 

πυρήνα και να επηρεάζει την κυτταρική ομοιόσταση. BER, base-excision repair; BiP, Ig 

binding protein; CHOP, C/EBP homologous protein; CMA, chaperone mediated autophagy; 

DAF-16, abnormal dauer formation 16; DVE-1, defective proventriculus 1; GRP94, glucose-

regulated protein 94; HSF1, heat shock factor 1; HSP, heat shock protein; HR, homologous 

recombination; IGF-1, insulin growth factor 1; LAMP2A, lysosome-associated membrane 

protein 2A; NER, nucleotide-excision repair; NHEJ, non-homologous end joining; PERK, 
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PKR-like ER kinase; UPRER/mt, unfolded protein response endoplasmic 

reticulum/mitochondrion; XBP-1, X-box binding protein 1.  

 

 

5.1. Το μονοπάτι απόκρισης στο στρες στο ER 
 Το ενδοπλασματικό δίκτυο (ER) είναι το οργανίδιο όπου οι 

νεοσυντιθέμενες πρωτεΐνες, οι οποίες προορίζονται για έκκριση, ενσωμάτωση 

στην πλασματική μεμβράνη ή κατανομή στα διάφορα οργανίδια, 

αναδιπλώνονται και υφίστανται μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις. Στο 

περιβάλλον του ER υπάρχει συνωστισμός από πρωτεΐνες που συμμετέχουν 

στην αναδίπλωση άλλων πρωτεϊνών, τροποποιητικά ένζυμα καθώς και 

πρωτεΐνες στόχους (Stevens and Argon, 1999). Σε αυτό το επιρρεπές για 

συσσωμάτωση περιβάλλον, πολύπλοκοι μηχανισμοί ελέγχου εξασφαλίζουν τη 

σωστή μετάφραση και αναδίπλωση των νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών καθώς 

και την αποικοδόμηση των μετουσιωμένων πρωτεϊνών (Ellgaard and 

Helenius, 2003). Σαπερόνες και ανιχνευτές της δυναμικής της αναδίπλωσης 

στο ER βρίσκονται στο οργανίδιο αυτό, συμπεριλαμβανομένων των: Ig 

binding protein (BiP)/glucose-regulated protein 78 (GRP78), GRP94, calnexin, 

calreticulin και protein disulfide isomerase (PDI) (Naidoo, 2009). 

 Συνθήκες οι οποίες προκαλούν αυξημένα επίπεδα μετουσιωμένων 

πρωτεϊνών στο ER προκαλούν την έναρξη του μονοπατιού unfolded protein 

response (UPRER). Η UPRER βοηθά στην αποκατάσταση της λειτουργίας του 

ER, μέσω αύξησης της έκφρασης σαπερονών, παύσης της μετάφρασης, και 

αποικοδόμησης των μετουσιωμένων πρωτεϊνών (Hampton, 2000; Kaufman, 

1999; Prostko et al., 1993). Σε συνθήκες όπου η ομοιόσταση δεν επανέρχεται 

σε φυσιολογικά επίπεδα, η UPRER ξεκινά απόπτωση (Szegezdi et al., 2006). 

Η σηματοδότηση της UPRER περιλαμβάνει τρεις διαμεμβρανικούς υποδοχείς: 

τον inositol requiring element-1 (IRE-1), τον PKR-like ER kinase (PERK) και 

τον activating transcription factor 6 (ATF6). Η πρωτεΐνη BiP/GRP78 διατηρεί 

τους ανιχνευτές αυτούς σε ανενεργή μορφή. Όταν τα επίπεδα των 

μετουσιωμένων πρωτεϊνών αυξηθούν, η BiP/GRP78 αποδεσμεύεται από τις 

παραπάνω πρωτεΐνες προκειμένου να βοηθήσει την αναδίπλωση των 

μετουσιωμένων πρωτεϊνών. Η ενεργοποιημένη PERK φωσφορυλιώνει τον 

παράγοντα έναρξης της μετάφρασης eIF2α, εμποδίζοντας τη σύνθεση νέων 
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πρωτεϊνών να επιβαρύνει το μη-λειτουργικό περιβάλλον του ER. H 

ενεργοποιημένη ATF6 μετακινείται στο Golgi όπου γίνεται υπόστρωμα για 

πρωτεάσες και δημιουργεί ένα μεταγραφικό παράγοντα μεγέθους 50kDa, ο 

οποίος εισέρχεται στον πυρήνα και ξεκινά τη μεταγραφή γονιδίων που 

κωδικοποιούν για σαπερόνες του ER όπως οι BiP, PDI and GRP94 (Yoshida 

et al., 1998). Η ενεργοποίηση της IRE-1 οδηγεί στην ενεργοποίηση της X-box 

binding protein 1 (XBP-1). Ο ενεργοποιημένος XBP-1 παράγοντας αυξάνει 

την έκφραση των γονιδίων που εμπλέκονται στην ομοιόσταση του ER καθώς 

και στην έξοδο και αποικοδόμηση των μετουσιωμένων πρωτεϊνών (Calfon et 

al., 2002; Lee et al., 2003; Yoshida et al., 2003; Yoshida et al., 2001). 

 

5.2. Το μονοπάτι απόκρισης στο στρες στα μιτοχόνδρια 
 Η δυσλειτουργία των μιτοχονδρίων σχετίζεται με το οξειδωτικό στρες, 

την επιτάχυνση της γήρανσης, την απόπτωση, τις νευροεκφυλιστικές 

ασθένειες και άλλες παθολογικές καταστάσεις. Η μήτρα των μιτοχονδρίων 

περιέχει ειδικές πρωτεΐνες που συμμετέχουν στην είσοδο, την αναδίπλωση 

και εμποδίζουν τη συσσωμάτωση των πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από 

το DNA του πυρήνα αλλά και το mtDNA. Οι βασικές πρωτεΐνες απόκρισης στο 

στρες του μιτοχονδρίου είναι η HSP60, η mtHSP70, η HSP10, η mtGrpE και η 

mtDnaJ. Διατάραξη του περιβάλλοντος αναδίπλωσης στα μιτοχόνδρια επάγει 

την mitochondrial unfolded response (UPRmt) μέσω της οποίας επάγεται η 

έκφραση πυρηνικών γονιδίων τα οποία κωδικοποιούν για σαπερόνες των 

μιτοχονδρίων (Kuzmin et al., 2004; Yoneda et al., 2004; Zhao et al., 2002). Η 

UPRmt περιλαμβάνει τους μεταγραφικούς παράγοντες CHOP και C/EBPβ 

(Zhao et al., 2002). Παρουσία πρωτεοτοξικών συνθηκών, η CLPP-1,  η 

πρωτεολυτική υπομονάδα της μιτοχονδριακής πρωτεάσης Clp, δημιουργεί 

πεπτίδια τα οποία μεταφέρονται στο κυτταρόπλασμα μέσω του ABC 

μεταφορέα HAF-1. Η ενεργοποίηση της UPRmt  σχετίζεται με τη δημιουργία 

συμπλόκου μεταξύ των πρωτεϊνών UBL-5 και DVE-1 και μετακίνηση του 

συμπλόκου αυτού στον πυρήνα. Η UPRmt επάγει επίσης τη μετακίνηση του 

μεταγραφικού παράγοντα ZC376.7 στον πυρήνα (Benedetti et al., 2006; 

Haynes et al., 2007; Haynes et al., 2010). 

 

5.3. Το μονοπάτι απόκρισης στο στρες στα λυσοσώματα 
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 Η αυτοφαγία είναι μια από τις κύριες διαδικασίες για τη γενική και ειδική 

αποικοδόμηση κυτταρικών στοιχείων συμπεριλαμβανομένων ολόκληρων 

οργανιδίων και πρωτεϊνικών συσσωματωμάτων. Τα φορτία που προορίζονται 

για αποικοδόμηση μεταφέρονται στα λυσοσώματα όπου και ανακυκλώνονται. 

Τρεις κύριοι τύποι αυτοφαγίας έχουν περιγραφεί: η μακροαυτοφαγία 

(macroautophagy), η μικροαυτοφαγία (microautophagy) και η αυτοφαγία που 

εκτελείται από σαπερόνες (chaperone mediated autophagy, CMA) (Cuervo, 

2004; Mizushima et al., 2008). Κατά την μακροαυτοφαγία, ποσότητες του 

κυτταροπλάσματος εγκλείονται σε αυτοφαγικά κυστίδια που ονομάζονται 

αυτοφαγοσώματα. Το αυτοφαγόσωμα ενώνεται με το δευτερογενές 

λυσόσωμα και σχηματίζει το αυτολυσώσωμα, όπου υδρολάσες αποικοδομούν 

το έγκλειστο υλικό (Yorimitsu and Klionsky, 2005). Στην μικροαυτοφαγία, η 

οποία είναι λιγότερο χαρακτηρισμένη, η λυσωσομική μεμβράνη 

αναδιπλώνεται και εγκολπώνει το κυτταροπλασματικό υλικό (Marzella et al., 

1981). Η CMA είναι μια πολύ επιλεκτική μορφή αυτοφαγίας που απαιτεί 

ξεδίπλωμα της πρωτεΐνης πριν την είσοδο στο λυσόσωμα για αποικοδόμηση 

(Cuervo, 2010; Dice, 2007). Παρόλο που ένα βασικό επίπεδο 

μακροαυτοφαγίας και CMA παρατηρείται σε διάφορους κυτταρικούς τύπους, 

αυτά τα μονοπάτια ενεργοποιούνται κατά το μέγιστο υπό συνθήκες στρες. 

Ανάλυση ποντικών στα οποία εξαλείφονται σε ιστο-ειδικό επίπεδο γονίδια 

αυτοφαγίας, έδειξε ότι η ικανότητα ελέγχου του ρυθμού αποικοδόμησης του 

ενδοκυττάριου περιεχομένου σε απόκριση στο στρες ή σε περιβάλλον με 

περιορισμένη παροχή θρεπτικών υλικών, είναι ζωτικής σημασίας για την 

κυτταρική και οργανισμική επιβίωση (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006; 

Komatsu et al., 2005; Nakai et al., 2007). 

 

5.4. Το μονοπάτι απόκρισης στο στρες μετά από βλάβη στο DNA 
 Σε αντίθεση με τα περισσότερα βιομόρια όπως οι πρωτεΐνες και τα 

λιπίδια τα οποία μπορούν να ανακυκλωθούν αρκετές φορές κατά τη διάρκεια 

της ζωής ενός κυττάρου, το DNA δεν μπορεί να ανασυντεθεί από την αρχή 

ώστε να εξαλειφθεί η βλάβη. Αντί αυτού, τα κύτταρα διατηρούν πολύπλοκους 

μηχανισμούς διατήρησης του γονιδιώματος. Βλάβη στο DNA μπορεί να 

προκληθεί από UV ακτινοβολία αλλά και από ενδογενή τοξικά παραπροϊόντα 

του κυτταρικού μεταβολισμού όπως οι ελεύθερες ρίζες, ή τυχαίες χημικές 
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αντιδράσεις όπως η υδρόληση (De Bont and van Larebeke, 2004; 

Hoeijmakers, 2009; Lindahl, 1993).  

 Η μηχανή διατήρησης του γονιδιώματος αποτελείται από πολλά 

πολύπλοκα επιδιορθωτικά μονοπάτια κάθε ένα από τα οποία στοχεύει μια 

ειδική κατηγορία κυτταρικής βλάβης (Hoeijmakers, 2009). Το μονοπάτι base-

excision repair (BER), απομακρύνει μικρές βλάβες στο DNA όπως οι 

οξειδωμένες βάσεις, οι οποίες επηρεάζουν μόνο τη μια αλυσίδα (Barnes and 

Lindahl, 2004; Caldecott, 2008). Η συμπληρωματική αλυσίδα χρησιμεύει ως 

καλούπι για την επιδιόρθωση. 

 Το μονοπάτι nucleotide excision repair (NER) είναι μια διαδικασία 

πολλών βημάτων που περιλαμβάνει πολυάριθμες πρωτεΐνες και στοχεύει τις 

βλάβες που διαταράσσουν τη δομή της έλικας, οι οποίες προκαλούνται από 

ακτινοβολία UV και καρκινογόνες ουσίες (Hanawalt, 2002). Το NER 

περιλαμβάνει δυο υπο-μονοπάτια: το global-genome NER (GG-NER) το 

οποίο ελέγχει το γονιδίωμα για διαταραχές της αλυσίδας (Gillet and Scharer, 

2006; Sugasawa, 2006) και το transcription-coupled NER (TC-NER) το οποίο 

απομακρύνει τις βλάβες που εμποδίζουν την επιμήκυνση της μεταγραφής 

(Fousteri and Mullenders, 2008). 

 Τα σπασίματα της διπλής έλικας του DNA (double-strand breaks, 

DSBs) είναι η πιο σοβαρή μορφή βλάβης του DNA. Τα DSBs διορθώνονται 

μέσω της διαδικασίας non-homologous end joining (NHEJ), η οποία ενώνει 

απλώς δυο άκρα DNA με μεγάλη πιθανότητα μεταλλαξογένεσης και απώλειας 

της πληροφορίας, ή μέσω ομόλογου ανασυνδυασμού κατά τον οποίο 

χρησιμοποιείται η άθικτη αδελφή χρωματίδα σαν καλούπι για την αντιγραφή 

της πληροφορίας που λείπει και τη συμπλήρωση των σπασμένων άκρων με 

τρόπο που αποφεύγονται τα λάθη. 

 

5.5 Μονοπάτι απόκρισης σε θερμικό σοκ 
Το μονοπάτι απόκρισης σε θερμικό σοκ ενεργοποιείται παρουσία 

διαφόρων παραγόντων στρες (θερμότητα, οξειδωτικό στρες, βαρέα μέταλλα) 

και οδηγεί στην αυξημένη έκφραση των πρωτεϊνών θερμικού σοκ (Heat Shock 

Proteins, HSPs), οι οποίες προστατεύουν από μια ποικιλία κυτταροτοξικών 

συνθηκών (Lindquist and Craig, 1988; Morimoto, 1998; Morimoto, 2008). Οι 

HSPs κατηγοριοποιούνται ανάλογα με το μοριακό τους βάρος σε πέντε κύριες 
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οικογένειες: μικρές HSPs (small Heat Shock Proteins, sHSPs), HSP60, 

HSP70, HSP90 και HSP100 (Hightower, 1991). Οι HSPs, σαν σαπερόνες, 

έγιναν αρχικά γνωστές ως πρωτεΐνες που συμβάλουν στη σωστή 

αναδίπλωση των πολυπεπτιδίων, βοηθούν τη μετακίνηση των πρωτεϊνών στα 

υποκυτταρικά διαμερίσματα και την αποκατάσταση της ομοιόστασης των 

πρωτεϊνών (πρωτεόσταση, proteostasis) (Bukau et al., 2006; Morano and 

Thiele, 1999). Η μεταγραφή των HSPs οργανώνεται από το μεταγραφικό 

παράγοντα heat shock factor 1 (HSF-1), έναν πολύ συντηρημένο παράγοντα 

με ευρεία έκφραση (Anckar and Sistonen, 2007; Morano and Thiele, 1999). Η 

οικογένεια HSF-1 των θηλαστικών αποτελείται από τέσσερα μέλη (HSF-1-4), 

ενώ η Drosophila, ο C. elegans και η ζύμη φέρουν μόνο ένα μέλος (Akerfelt et 

al., 2010; Anckar and Sistonen, 2007; Morimoto, 1998). Ο HSF-1 εκφράζεται 

διαρκώς ως μονομερές που δεν προσδένεται στο DNA έως ότου 

ενεργοποιηθεί παρουσία στρεσογόνων συνθηκών (Εικόνα 5). Τότε, ο HSF-1 

δημιουργεί τριμερή και προσδένεται σε ειδικές αλληλουχίες γνωστές ως heat 

shock elements (HSEs) στους υποκινητές των HSPs. Ο HSF-1 υπόκειται σε 

πολλαπλές μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις όπως φωσφορυλίωση 

(Guettouche et al., 2005; Holmberg et al., 2001; Kline and Morimoto, 1997; 

Knauf et al., 1996; Sorger and Pelham, 1988), σουμοϋλίωση (Anckar et al., 

2006; Hietakangas et al., 2003) και ακετυλίωση (Westerheide et al., 2009). 

Όταν τα σήματα για την επαγωγή του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ 

εξασθενήσουν, ο HSF-1 επιστρέφει σε μονομερή μορφή και αλληλεπιδρά με 

τις HSP90, HSP70 και HSP40 (Abravaya et al., 1992; Shi et al., 1998; Zou et 

al., 1998). Σε αυτή τη μορφή ο HSF-1 παραμένει ανενεργός και το μονοπάτι 

τερματίζεται. Η αυστηρά ελεγχόμενη έναρξη, εκτέλεση και τερματισμός της 

απόκρισης στο στρες, μέσα από πολύπλοκες μετα-μεταφραστικές 

τροποποιήσεις και αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών, τονίζει την ανάγκη για ακριβή 

ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ παρουσία 

στρεσογόνων συνθηκών.  

Ο μοριακός μηχανισμός συμμετοχής των HSPs στην απόπτωση έχει 

περιγραφεί. Οι HSPs μπλοκάρουν τόσο το εξωγενές όσο και το ενδογενές 

μονοπάτι του αποπτωτικού θανάτου μέσω αλληλεπιδράσεων με πρωτεΐνες σε 

κομβικά σημεία ελέγχου της απόπτωσης (Bruey et al., 2000; Chauhan et al., 

2003; Garrido et al., 1999; Garrido et al., 2006; Mosser et al., 2000; Mosser 
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and Morimoto, 2004; Park et al., 2002; Park et al., 2001; Stankiewicz et al., 

2005). Έκφραση των HSPs καταστέλλει το νεκρωτικό θάνατο σε διάφορα 

πειραματικά μοντέλα (Bao and Liu, 2009; Morrison et al., 2004; Oyake et al., 

2006; Ray et al., 2001). Παρόλα αυτά, οι μοριακοί μηχανισμοί του 

προστατευτικού ρόλου των HSPs στη νέκρωση δεν είναι κατανοητοί. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 5 Το μονοπάτι απόκρισης σε θερμικό σοκ είναι μια βαθμιδωτή διαδικασία. (Α) 

(i) Η αυξημένη παρουσία μη-σωστά αναδιπλωμένων πρωτεϊνών παρουσία συνθηκών οι 

οποίες διαταράσσουν την ομοιόσταση των πρωτεϊνών (πρωτεόσταση, proteostasis) είναι το 

έναυσμα για την έναρξη της σηματοδότησης του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ (ii) 

Οι μη-σωστά αναδιπλωμένες αυτές πρωτεΐνες προσελκύουν τις HSPs οι οποίες βρίσκονται 

σε σύμπλοκο με τον HSF-1 και τον διατηρούν σε ανενεργή μορφή, απελευθερώνοντας τον 

έτσι από τον αρνητικό έλεγχο και βοηθώντας την έναρξη του μονοπατιού ενεργοποίησης του 

(iii) Πολλαπλές μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις επηρεάζουν την ικανότητα του HSF-1 να 

τριμερίζεται (iv) Μετακίνηση στον πυρήνα και δέσμευση στο DNA (v) Η δέσμευση του HSF-1 

στο DNA δεν επαρκεί για την έναρξη της μεταγραφής των γονιδίων απόκρισης στο στρες και 

επιπλέον σινιάλα είναι απαραίτητα (vi) Η HSF-1 εξαρτώμενη μεταγραφή των γονιδίων 

απόκρισης στο στρες οδηγεί σε αύξηση των κυτταρικών επιπέδων των HSPs (vii) Οι HSPs 

οδηγούν στην αποκατάσταση της πρωτεόστασης του κυττάρου, μέσω διαφόρων διεργασιών 

όπως η επιλεκτική αποικοδόμηση πρωτεϊνών που έχουν υποστεί βλάβη (viii) ή μέσω 

αναδίπλωσης των μερικώς μετουσιωμένων πρωτεϊνών (Β) Η ενεργοποίηση του HSF-1 

περιλαμβάνει πολλές μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις. Παρουσία συνθηκών στρες, ο 

HSF-1 μετατρέπεται από μονομερές σε τριμερές, γεγονός που του επιτρέπει να μετακινηθεί 

στον πυρήνα και να δεσμευθεί στις ειδικές αλληλουχίες που φέρουν τα γονίδια απόκρισης στο 

στρες. Η ενεργοποίηση περιλαμβάνει υπερφωσφορυλίωση του παράγοντα σε πολλαπλές 

Α ΒΑ Β
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θέσεις στη ρυθμιστική του περιοχή, συμπεριλαμβανομένης της σερίνης 303 και 307. Η 

φωσφορυλίωση του HSF-1 στη Ser303 απαιτείται για την προσθήκη ενός καταλοίπου SUMO 

στη Lys298. H σημασία της μετα-μεταφραστικής αυτής τροποποίησης δεν είναι ακόμα 

πλήρως κατανοητή (Prahlad and Morimoto, 2009) 

 

 

6. Η οικογένεια των sHSP 

Οι sHSPs ανήκουν σε μια ευρεία και ποικιλόμορφη οικογένεια 

σαπερονών (Van Montfort et al., 2001a). Οι sHSPs χαρακτηρίζονται από 

μικρή μοριακή μάζα (12-43 kDa) και την παρουσία της α-crystallin, μιας 

συντηρημένης περιοχής ~90 αμινοξέων, η οποία περιβάλλεται από μια 

αμινοτελική περιοχή ποικίλου μήκους και μια πιο συντηρημένη καρβοξυτελική 

περιοχή. Οι sHSPs ολιγομερίζονται και δημιουργούν δομές ποικίλης 

στοιχειομετρίας (Kim et al., 1998; van Montfort et al., 2001b). Οι sHSPs 

απαντώνται παντού στο κύτταρο και συνήθως πολλαπλές sHSPs βρίσκονται 

σε κάθε κυτταρικό διαμέρισμα. Οι sHSPs έχουν σημαντική ομοιότητα με την α-

crystallin που βρίσκεται στο φακό των ματιών των σπονδυλωτών (Ingolia and 

Craig, 1982; Russnak and Candido, 1985). Η αΒ-crystallin εντοπίζεται στο 

Golgi γύρω από τον πυρήνα, τόσο στην ανθρώπινη σειρά γλιοβλαστώματος 

U373 (Gangalum et al., 2004) όσο και στο επιθήλιο του φακού (Gangalum 

and Bhat, 2009). Οι περισσότερες sHSPs δεν είναι διαρκώς ενεργές αλλά 

ενεργοποιούνται ειδικά, παρουσία συνθηκών στρες και αυξημένης 

θερμοκρασίας. Οι sHSPs είναι πολύ αποδοτικές στο να προσδένονται σε 

αποδιαταγμένες πρωτεΐνες και δρουν προστατευτικά εμποδίζοντας τη μη-

αναστρέψιμη συσσωμάτωση (Narberhaus, 2002). Στον C. elegans, οι 

μεταγραφικοί παράγοντες DAF-16 και HSF-1 οι οποίοι εμπλέκονται σε 

μοριακά μονοπάτια που επηρεάζουν το προσδόκιμο ζωής, δρουν εν μέρει 

αυξάνοντας τη μεταγραφή των sHSPs (Hsu et al., 2003; Morley and 

Morimoto, 2004). Υπερέκφραση της sHSP hsp-16 είναι ικανή στο να 

προστατέψει από στρες και να αυξήσει το προσδόκιμο ζωής του C. elegans 

(Walker and Lithgow, 2003). Η ισχυρή επαγωγή των sHSPs σε καταστάσεις 

στρες υποδηλώνουν ότι αυτές οι πρωτεΐνες έχουν ζωτικό ρόλο στους 

προστατευτικούς μηχανισμούς του κυττάρου.  
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7. Το Golgi 
Στο οργανίδιο Golgi λαμβάνουν μέρος οι μετα-μεταφραστικές 

τροποποιήσεις των πρωτεϊνών και λιπιδίων και διανέμονται οι πρωτεΐνες 

στους τελικούς τους προορισμούς. Ο ρόλος του Golgi στην ενδοκυττάρια 

ιοντική ομοιόσταση, δεν είναι πλήρως κατανοητός. Το Golgi μαζί με το ER και 

τα μιτοχόνδρια, αποτελούν καλά χαρακτηρισμένα οργανίδια αποθήκευσης 

ασβεστίου (Lin et al., 1998; Martone et al., 1999; Pinton et al., 1998; Scherer 

et al., 1996; Southall et al., 2006; Wuytack et al., 2003). Συνεπώς η 

ακεραιότητα και η σωστή λειτουργία του Golgi είναι απαραίτητη για την 

ομοιόσταση του ασβεστίου και τη σωστή λειτουργία των μοριακών 

μονοπατιών που ρυθμίζονται από αυτό (Vanoevelen et al., 2005). 

Απορύθμιση της ομοιόστασης του ασβεστίου μπορεί να οδηγήσει σε 

κυτταρική δυσλειτουργία και τελικά σε θάνατο (Jellinger, 2009). Το Golgi έχει 

ενεργό ρόλο στην προώθηση της απόπτωσης (Hicks and Machamer, 2002; 

Lane et al., 2002). Πρωτεάσες που εμπλέκονται στην απόπτωση έχουν 

εντοπιστεί στη μεμβράνη του Golgi (Mancini et al., 2000; O'Reilly et al., 2002). 

Παρεμπόδιση της απώλειας της συνοχής του Golgi με φαρμακολογικό ή 

μοριακό τρόπο, καταστέλλει την απόπτωση (Nakagomi et al., 2008). Επίσης, 

η απώλεια της ακεραιότητας του Golgi έχει συσχετισθεί με μη-αποπτωτικό 

θάνατο σε μοντέλα νευροεκφυλισμού (Gosavi et al., 2002; Yoshiyama et al., 

2003). Παρόλα αυτά, ο ρόλος του Golgi στο μη-προγραμματισμένο κυτταρικό 

θάνατο και ειδικά στη νέκρωση παραμένει άγνωστος. 

 

8. Στόχος της διατριβής  
Απουσία ανοσολογικού συστήματος και στοιχείων φλεγμονής στον C. 

elegans, θεωρήσαμε ότι το μοντέλο αυτό είναι κατάλληλο για τη μελέτη της 

κυτταροτοξικότητας λόγω υψηλής θερμοκρασίας. Δείξαμε στην παρούσα 

εργασία ότι η ακραία θερμοκρασία προκαλεί νέκρωση στο νηματώδη, όπως 

νέκρωση παρατηρείται και σε σοβαρές περιπτώσεις θερμοπληξίας στον 

άνθρωπο. Διερωτηθήκαμε εάν η ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης 

στο θερμικό στρες θα μπορούσε να καταστείλει τον επαγόμενο από τη 

νέκρωση θάνατο. Είναι ενδιαφέρον ότι ενεργοποίηση του μονοπατιού 

απόκρισης στο θερμικό σοκ καταστέλλει τη νέκρωση. Αναγκαία και ικανή για 

τον προστατευτικό αυτό ρόλο είναι η sHSP HSP-16.1. Η HSP-16.1 δρα 
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ευεργετικά με το να βοηθά τη διατήρηση της ομοιόστασης του ασβεστίου στο 

Golgi και κατά συνέπεια στο κυτταρόπλασμα σε συνθήκες στρες. 
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Υλικά και Μέθοδοι 
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Υλικά 
 

Τα χημικά και τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν είναι προϊόντα 

των εταιρειών: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), Qiagen (California, CA, 

USA), Invitrogen (Carlsbad, USA), Merck (New Jersey, NJ, USA), Molecular 

Probes (Eugene, USA), Finnzymes (Espoo, Finland), Difco Laboratories, 

Biorad, Biomol και Roche. 

 
Τα ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν προέρχονται από τις εταιρείες New 

England Biolabs και Minotech, ενώ τα ολιγονουκλεοτίδια εκκινητές 

παρασκευάστηκαν στο εργαστήριο μικροχημείας του ΙΜΒΒ. 

 

Τα ειδικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν προήλθαν από τις 

εταιρείες: RT-PCR kit (Qiagen & Invitrogen), PCRII-TOPO Cloning 

(Invitrogen), Genomic DNA purification kit (Macherey-Nagel, Nucleospin 

Tissue), PCR purification kit (Qiagen-QIAquick). 

 

 Οι αλληλουχίες των γονιδίων και των πρωτεϊνών του C. elegans 

προέρχονται από την Wormbase (http://www.wormbase.org). 

 

 Η στατιστική ανάλυση όλων των μετρήσεων που πραγματοποιήθηκαν 

έγινε με το πρόγραμμα Prism Software Package (Graphpad Software Inc., 

San Diego, USA). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Διδακτορική Διατριβή – Νικόλαος Κούρτης 

 34

Μέθοδοι 
 
Α) Μοριακή Βιολογία 
1. Απομόνωση γενωμικού DNA από τον C. elegans 

Υλικά: Μ9, διάλυμα λύσης, πρωτεϊνάση Κ, φενόλη/χλωροφόρμιο, 3 Μ 

NaC2H3O2, 100% EtOH, 70% EtOH, ddH2O 

 

Διαδικασία: 
1. Καλλιέργεια νηματωδών σε πιάτα NGM τα οποία φέρουν τροφή OP50 

2. Πλύσιμο των ζώων με Μ9 και κατακρήμνιση των ζώων με 

φυγοκέντρηση σε πλήρη ταχύτητα για περίπου ένα λεπτό 

3. Απομάκρυνση του υπερκείμενου 

4. Προσθήκη φρέσκου Μ9, φυγοκέντρηση και απομάκρυνση του 

υπερκείμενου 

5. Ψύξη της πελέτας σε υγρό άζωτο 

6. Προσθήκη πέντε όγκων διαλύματος λύσης με πρωτεϊνάση Κ (0.1 

mg/mL) 

7. Επώαση στους 65οC για 60 min 

8. Επώαση στους 95οC για 20 min ώστε να απενεργοποιηθεί η 

πρωτεϊνάση Κ 

9. Προσθήκη RNAse A (0.1 mg/mL) και επώαση στους 37oC για 60 min 

10. Προσθήκη ενός όγκου φενόλης/χλωροφορμίου εξισορροπημένης με 

Tris, στον απαγωγό 

11.  Ήπια ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 4000 rpm για 5 min σε 

θερμοκρασία δωματίου 

12.  Μεταφορά της υδατικής φάσης σε νέο σωλήνα 

13.  Επανάληψη των βημάτων 10-12, δυο ακόμα φορές 

14.  Προσθήκη 0.1 όγκου 3Μ NaC2H3O2 και <2 όγκων 100% ΕtΟΗ και 

ανάμιξη 

15.  Επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 60 min τουλάχιστον 

16.  Κατακρήμνιση του DNA με φυγοκέντρηση στις 14000 rpm για 15 min 

17.  Προσεκτική απομάκρυνση του μεγαλύτερου μέρους του υπερκειμένου 
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18.  Πλύσιμο της πελέτας με 70% EtOH και απομάκρυνση του 

υπερκειμένου 

19.  Επανάληψη του βήματος 18 αρκετές φορές 

20.  Στέγνωμα της πελέτας στον απαγωγό και επαναδιάλυση σε H2O 

21.  Υπολογισμός της συγκέντρωσης με τη χρήση Nanodrop στα 260 nm. 

Για μια καλής ποιότητας DNA ο λόγος OD260/OD280 πρέπει να είναι 1.8 

 

Συνταγές:  
Διάλυμα λύσης για γενωμικό DNA 

200 mM NaCl 

100 mM Tris-HCl (pH 8.5) 

50 mM EDTA (pH 8.0) 

0.5% SDS 

Προσθήκη 0.1% mg/mL πρωτεϊνάσης Κ πριν τη χρήση 

 

Μ9 (1L)  

5.8 g Na2HPO4•7H20 

3.0 g KH2PO4 

5.0 g NaCl 

0.25 g MgSO4•7H20 

ddH2O έως το 1L 

αποστείρωση 

 
 
2. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA 
 Η απομόνωση του πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα (καλλιέργεια 

1.5 mL) έγινε με τη μέθοδο της αλκαλικής λύσης των κυττάρων (Sambrook 

and Russell, 2001). Με ελαφρώς τροποποιημένη μέθοδο έγινε και αλκαλική 

λύση από μεγαλύτερου όγκου καλλιέργεια (50 mL). Το DNA που 

απομονώθηκε χρησιμοποιήθηκε για την πραγματοποίηση διαγνωστικών 

πέψεων, ως μήτρα σε αντίδραση PCR ή για τη δημιουργία διαγονιδιακών 

ζώων. Στην τελευταία περίπτωση είναι αναγκαίος ο περαιτέρω καθαρισμός με 

χρήση στήλης ιοντοανταλλαγής. 
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3. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 
 Η αντίδραση πολυμεράσης είναι μια αυτοματοποιημένη διαδικασία η 

οποία χρησιμοποιείται για τον πολλαπλασιασμό συγκεκριμένων επιθυμητών 

αλληλουχιών με σκοπό την ταυτοποίηση ελλείψεων σε μεταλλαγμένα 

αλληλόμορφα ή την κλωνοποίηση τμημάτων γενωμικού DNA σε κατάλληλους 

πλασμιδιακούς φορείς. Η διαδικασία της PCR περιλαμβάνει τρία βασικά 

στάδια. Αρχικά, θερμαίνεται το DNA-μήτρα στους 92-95οC ώστε να γίνει 

αποδιάταξη της έλικας. Στη συνέχει η θερμοκρασία ελαττώνεται στους 55-

65οC ώστε να γίνει πρόσδεση των κατάλληλων εκκινητών στη μονόκλωνη 

πλέον μήτρα, ενώ σε επόμενο στάδιο ακολουθεί αύξηση της θερμοκρασίας 

στους 72οC όπου δρα η πολυμεράση για τη σύνθεση του τμήματος DNA. 

 Στην περίπτωση γενετικών διασταυρώσεων είναι πιθανό να χρειαστεί 

να ελέγξουμε το γονότυπο των ζώων που προκύπτουν κατά τις επιμέρους 

γενιές διασταύρωσης. Στην περίπτωση αυτή, αντί γενωμικού DNA 

χρησιμοποιούμε το ίδιο το σκουλήκι. Το ζώο τοποθετείται με 2.5 μL 

διαλύματος λύσης, όπως περιγράφηκε παραπάνω σε σωλήνα και στη 

συνέχεια στους -80οC για 30 min τουλάχιστον. Έπειτα γίνεται λύση στους 

65οC για 60 min και απενεργοποίηση της πρωτεϊνάσης στους 95οC για 15 

min. Το προϊόν της λύσης χρησιμοποιείται ως μήτρα για την ακόλουθη 

αντίδραση PCR. 

 
Υλικά 

• DNA μήτρα (10 ng-100 ng) 

• Taq polymerase (5 U/μL) Vmax=1/10Vτελ 

• 10x Taq buffer (1/10Vτελ) 

• Sense primer (stock 100 ng/μL) Cτελ=5 ng/μL 

• Antisense primer (stock 100 ng/μL) Cτελ= 5ng/μL 

• dNTPs (Stock=2mM each) Cτελ=100 μM/μL 

• H20  

 
Μέθοδος 

• 92-95οC για 3-5 min 
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          (x) 33 φορές 

• 92-95οC για 30 sec 

• 55-65oC για 30-60 sec 

• 68-72oC για χρονικό διάστημα που εξαρτάται από τις ιδιότητες της 

πολυμεράσης και το μέγεθος DNA που κλωνοποιείται 
 

• 68-72oC για 15 min προκειμένου να γίνει σύνθεση των ημιτελών 

κομματιών της αντίδρασης 
 
 
4. Απομόνωση ολικού mRNA και αντίδραση Real-Time PCR 
 H μέθοδος αυτή χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση των επιπέδων 

mRNA της hsp-16.1 υπό κανονικές συνθήκες ή μετα από επώαση στους 

34οC, σε ζώα αγρίου τύπου και σε μεταλλαγμένα ζώα hsp-16.1(ok577). Οι 

εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την hsp-16.1 είναι: 

5’GGCTCTCCATCTGAATCTTCTGAG3’ και 

5’TTCAAATCTTCTGGCTTGAACTGC3’ 

Ως γονίδιο αναφοράς χρησιμοποιήθηκε το γονίδιο ama-1 το οποίο 

κωδικοποιεί την μεγάλη υπομονάδα της RNA πολυμεράσης ΙΙ. Οι εκκινητές 

που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 

5’CCTACCTACACTCCAAGTCCATCG3’ και 

5’GGTGAAGCTGGCGAATACGTTG3’ 

 

Υλικά 

• Μ9 

• Trizol 

• Χλωροφόρμιο 

• Ισοπροπανόλη 

• 70% EtOH 

• RNAse free H20 

• iScript cDNA Synthesis Kit 



Διδακτορική Διατριβή – Νικόλαος Κούρτης 

 38

• BioRad SYBR Green Supermix 

 
Διαδικασία 

1. Συλλογή 10 ατόμων σε 20 μL Μ9 σε RNAse free σωλήνα 
2. Κατακρήμνιση των ζώων με σύντομη φυγοκέντρηση στις 14000 

rpm 
3. Προσθήκη 250 μL Trizol, στον απαγωγό 
4. Ανάδευση (vortex) για 30 sec και ακολούθως ανάδευση στους 

4οC έως ότου διαλυθούν τα σώματα των ζώων 
5. Προσθήκη 50 μL χλωροφόρμιο στον απαγωγό 
6. Ανάδευση για 30 sec 
7. Διατήρηση σε θερμοκρασία δωματίου για 3 min 
8. Φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 15 min στους 4οC  
9. Μεταφορά της διάφανης φάσης σε νέο σωλήνα 
10. Επανάληψη των βημάτων 5-9 
11. Προσθήκη 125 μL ισοπροπανόλης και ανακίνηση 
12. Διατήρηση σε θερμοκρασία δωματίου για μερικά λεπτά 
13. Φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 10 min στους 4οC  
14. Απόρριψη του υπερκείμενου 
15. Πλύσιμο της πελέτας με 250 μL 70%EtOH 
16. Φυγοκέντρηση στις 14000 rpm για 5 min στους 4οC  
17. Απομάκρυνση του υπερκειμένου και στέγνωμα της πελέτας 
18. Επαναδιάλυση σε 10 μL RNAse free Η2Ο 
19. Υπολογισμός της συγκέντρωσης RNA στο Nanodrop. Για 

καθαρό RNA πρέπει ο λόγος ΟD260/OD280 να είναι κοντά στο 2 
Σύνθεση cDNA  

1. Για δείγμα 20 μL: 

4 μL 5x iScript Mix 

1 μL Reverse Transcriptase 

10 μL RNA 

5 μL RNAse free H20 

 

2. Πρόγραμμα: 

25oC για 5 min 
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42οC για 30 min 

85oC για 5 min 

4oC για άπειρο 

 

3. Αποθήκευση στους 4οC  

 

 
RT-PCR 

1.Για ένα δείγμα 25 μL προσθέτουμε: 

1.5 μL cDNA 

0.5 μL Forward primer (1:10) 

0.5 μL Reverse primer (1:10) 

12.5 μL CybrGreen buffer 

10.0 μL dH2O 

2. Πιπετάρουμε κάθε δείγμα επί τρεις φορές 

 
 
5. Μετασχηματισμός δεκτικών βακτηρίων E. coli 
 H προετοιμασία των δεκτικών κυττάρων έγινε με επώαση των 

κυττάρων για 30 min σε διάλυμα που περιείχε 50 mM CaCl2 και 10% 

γλυκερόλη. Ο μετασχηματισμός έγινε όπως έχει περιγραφεί προηγούμενα 

(Sambrook and Russell, 2001). 

 
 
6. Δημιουργία διαγονιδιακών ζώων  
 Η εισαγωγή τροποποιημένου γενετικού υλικού στο νηματώδη αποτελεί 

εξαιρετικής σημασίας εργαλείο (Mello and Fire, 1995). Με αυτή τη μέθοδο 

είναι δυνατή η έκφραση γονιδίων στη φυσιολογική ή τη μεταλλαγμένη τους 

μορφή, η υπερέκφραση γονιδίων και η έκφραση χιμαιρικών μορίων όπου 

τμήματα γονιδίων εκφράζονται σε σύνδεση με εξωγενή γονίδια μάρτυρες, 

όπως η GFP. Για τις ανάγκες της παρούσας εργασίας χρησιμοποιήθηκε η 

μέθοδος της μικροένεσης για τη δημιουργία διαγονιδιακών ζώων. Η μέθοδος 

αυτή περιγράφεται αναλυτικά από (Rieckher et al., 2009). Η εισαγωγή του 

διαγονιδίου έχει ως αποτέλεσμα την κατάτμηση του DNA και τη δημιουργία 
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μιας εξτρα-χρωμοσωμικής συστοιχίας. Η συχνότητα κληροδότησης της 

συστοιχίας αυτής στους απογόνους ποικίλλει και πρέπει να γίνεται επιλογή με 

βάση το πλασμίδιο αναφοράς (το οποίο προστίθεται στο ενέσιμο μείγμα και 

προσδίδει στα διαγονιδιακά ζώα ένα εμφανές χαρακτηριστικό), ώστε να 

διατηρείται η διαγονιδιακή σειρά. 

 
 
7. Μέθοδος RNAi (RNA interference) 
 Για την καταστολή της έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων στον C. 

elegans χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος του RNAi (Kamath et al., 2001). 

Σύμφωνα με τη μέθοδο αυτή, οι νηματώδεις τρέφονται με βακτήρια τα οποία 

φέρουν ειδικές πλασμιδιακές κατασκευές έκφρασης και παράγουν δίκλωνο 

RNA. To RNA το οποίο εισέρχεται στα κύτταρα του ζώου, ενεργοποιεί έναν 

ενδογενή μηχανισμό που οδηγεί στην καταστροφή του mRNA του γονιδίου 

στόχου. 

 Για τη μέθοδο του RNAi απαιτείται η κλωνοποίηση τμήματος της 

αλληλουχίας του γονιδίου στόχου στον φορέα pL4440. Ο φορέας αυτός 

εξασφαλίζει την παραγωγή δίκλωνου RNA. Το πλασμίδιο που προκύπτει 

εισάγεται στο βακτηριακό στέλεχος HT115 από το οποίο απουσιάζει η 

RNAse-E και έτσι καθίσταται δυνατή η παραγωγή σταθερών δίκλωνων 

μορίων RNA. Για πειράματα RNAi, απαιτούνται πιάτα τα οποία δεν περιέχουν 

στρεπτομυκίνη αλλά αμπικιλλίνη με τελική συγκέντρωση 100 μg/mL. Σε κάθε 

πείραμα χρησιμοποιείται ο άδειος φορέας pL4440 ως πείραμα ελέγχου 

 

Μέθοδος: 

1. Υγρή καλλιέργεια LB με αμπικιλλίνη (100 μg/mL) και τετρακυκλίνη (100 

μg/mL) εμβολιάζεται με μονή αποικία και επωάζεται για 16 περίπου 

ώρες 

2. Την επόμενη μέρα η καλλιέργεια αυτή χρησιμοποιείται για την 

επιμόλυνση θρεπτικού LB το οποίο περιέχει μόνο αμπικιλλίνη (100 

μg/mL), σε αραίωση 1:33 

3. Επώαση για τέσσερις ώρες 

4. 90 μL της καλλιέργειας αναμιγνύονται με 10 μL IPTG 2 mM και το 

μείγμα απλώνεται σε τρυβλία με κατάλληλο θρεπτικό 
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5. Τα τρυβλία στεγνώνουν και χρησιμοποιούνται την επόμενη μέρα  

 
 
B) Γονιδιακές σειρές και στελέχη 

Ακολουθήσαμε τις προβλεπόμενες διαδικασίες για τη διατήρηση των 

στελεχών (Brenner, 1974a). Η θερμοκρασία ανάπτυξης των νηματωδών είναι 

20oC εκτός και εάν αναφέρεται κάπου διαφορετικά. Τα ακόλουθα στελέχη 

χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη αυτή: 

• Ν2, στέλεχος αγρίου τύπου 

• MT1522: ced-3(n717) 

• KJ216: crt-1(jh101) 

• TU1747: deg-3(u662)V, αναφέρεται στο κείμενο ως deg-3(d)  

• mec-4(u231)X, αναφέρεται στο κείμενο ως mec-4(d) 

• PS3551: hsf-1(sy441) 

• RB791: hsp-16.1(ok577) 

• VC475: hsp-16.2(gk249) 

• VC1099: hsp-4(gk514) 

•  RB1104: hsp-3(ok1083) 

• hsp-6(tm515) 

• hsp-16.41(tm1093) 

• hsp-70(tm2318) 

• VC914: daf-21(ok1333)   

• CB1370: daf-2(e1370)  

• DR26: daf-16(m26)  

• EU1: skn-1(zu67) 

• EU31: skn-1(zu135)  

• EU40: skn-1(zu129) 

• pmr-1(tm1840) 

• CF1824: muEx265 [pAL9 (hsf-1p::hsf-1 cDNA)+pPD97.93(myo-3p::gfp)] 

 

Τα ακόλουθα στελέχη εξετάστηκαν για νευροεκφυλισμό στην παρούσα 

εργασία:  

• hsf-1(sy441);mec-4(u231)X  
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• hsp-16.1(ok577);mec-4(u231)X  

Για τη δημιουργία του διπλά αυτού μεταλλαγμένου στελέχους 

χρησιμοποιήθηκαν κλασικές τεχνικές γενετικής στο νηματώδη (Brenner, 

1974a). Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 

5’ATCCATGTTCCAATTCCTGC3’ και 

5’TCAAAACAACATAACGGCTC3’ 

•  mec-4(d);Ex[phsf-1HSF-1] 

• mec-4(u231)X;Ex[pmec-17HSP-16.1] 

• mec-4(u231)X;Is[pmec-4GFP] 

 

Για να εξετάσουμε την ενεργοποίηση των cathepsins μετά από συνθήκες 

θερμοπληξίας εξετάσαμε τα N2;Ex[pasp-4ASP-4::GFP] διαγονιδιακά ζώα. 

Για να επιβεβαιώσουμε ότι η μέθοδος ενεργοποίησης του μονοπατιού του 

θερμικού σοκ με επώαση στους 34οC δεν επηρεάζει την έκφραση, τον 

εντοπισμό ή τη σταθερότητα του τοξικού καναλιού MEC-4, εξετάσαμε τα 

ακόλουθα διαγονιδιακά στελέχη:  

• N2;Is[pmec-4GFP]  

• N2;Is[pmec-4MEC-4::GFP] 

 

Για πειράματα συνεντοπισμού χρησιμοποιήθηκαν τα ακόλουθα στελέχη: 

• N2;Ex[pmec-17HSP-16.1DsRed;prab-3manosidase IIGFP],  

• N2;Ex[pmec-17HSP-16.1GFP;prab-3mCherryAPT-9],  

• N2;Ex[pmec-17HSP-16.1DsRed;prab-32xfyve domainGFP].  

 

Για την παρακολούθηση των επιπέδων ασβεστίου στους νευρώνες που είναι 

υπεύθυνοι για την αίσθηση ήπιων ερεθισμάτων και εκφράζουν το τοξικό 

κανάλι mec-4(d), χρησιμοποιήθηκαν τα ακόλουθα στελέχη:  

• N2;Ex[pmec-17GCamP2.0] 

• mec-4(u231)X[pmec-17GCamP2.0] 

• mec-4(u231)X[pmec-17GCamP2.0;pmec-17HSP-16.1] 

 

Για τη μελέτη του προστατευτικού ρόλου της υπερέκφρασης της hsp-16.1 

έναντι της θερμοπληξίας, εξετάσαμε τα διαγονιδιακά στελέχη: 
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• N2;Ex[plet-858HSP-16.1] 

• pmr-1(tm1840)I;Ex[plet-858HSP-16.1] 

 

Για να ελέγξουμε τον προστατευτικό ρόλο της ενεργοποίησης του μονοπατιού 

απόκρισης στο θερμικό σοκ σε ένα μοντέλο της ασθένειας Parkinson’s στον 

C. elegans χρησιμοποιήσαμε το διαγονιδιακό στέλεχος:  

UA44 [baln1; pdat-1::α-syn, pdat-1GFP]  

 

 

Γ) Πλασμιδιακές κατασκευές 
Για την κατασκευή των πλασμιδίων που περιγράφονται στη συνέχεια 

χρησιμοποιήθηκαν οι κλασικές τεχνικές κλωνοποίησης όπως περιγράφονται 

από (Sambrook and Russell, 2001). Όλοι οι πλασμιδιακοί φορείς που 

χρησιμοποιήθηκαν προέρχονται από το εργαστήριο του A. Fire (Standford 

University School of Medicine, Standford, CA), εκτός και εάν αναφέρεται 

διαφορετικά. Για την κλωνοποίηση των πλασμιδιακών φορέων και 

κατασκευών, πραγματοποίηθηκαν μετασχηματισμοί σε επιδεκτικά κύτταρα 

XL-1 blue. 

 

 

pmec-17HSP-16.1-pPD95.77 
Το πλασμίδιο αυτό κατασκευάστηκε με σκοπό να υπερεκφράσουμε την 

hsp-16.1 ειδικά στους έξι νευρώνες που είναι υπεύθυνοι για αντίληψη ήπιων 

μηχανικών ερεθισμάτων. Για την κατασκευή του, ένα κομμάτι που περιέχει την 

κωδική αλληλουχία του γονιδίου hsp-16.1 (490bp) καθώς και μέρος από την 

3’UTR περιοχή (503bp) και φέρει τις περιοριστικές θέσεις XmaI-KpnΙ στα 

άκρα, ενισχύθηκε από το γενωμικό DNA του C. elegans και κλωνοποιήθηκε 

στις αντίστοιχες θέσεις περιορισμού του πλασμιδίου pmec-17GFP-pPD95.77. Το 

πλασμίδιο pmec-17GFP-pPD95.77 έχει περιγραφεί προηγούμενα (Artal-Sanz et 

al., 2006b). Το pmec-17HSP-16.1-pPD95.77 πλασμίδιο ενέθηκε στις γονάδες 

mec-4(u231) μεταλλαγμένων ζώων μαζί με το μάρτυρα αναφοράς pmyo-2GFP 

που εκφράζει GFP στα μυϊκά κύτταρα του φάρυγγα. 

Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 
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5’CCCGGGATGTCACTTTACCACTATTTCCG3’και 

5’GGTACCTATCCATGTTCCAATTCCTGC3’ 

 
pmec-17HSP16.1::GFP-pPD95.77 

Tο πλασμίδιο αυτό κατασκευάστηκε με σκοπό να μελετηθεί η 

υποκυτταρική κατανομή της HSP-16.1 στους έξι νευρώνες που είναι 

υπεύθυνοι για αντίληψη ήπιων μηχανικών ερεθισμάτων. Για την κατασκευή 

του, κλωνοποιήσαμε ένα κομμάτι που περιέχει την κωδική αλληλουχία του 

γονιδίου hsp-16.1 (487bp) και φέρει τις περιοριστικές θέσεις SmaI/AgeI στα 

άκρα, στο αμινοτελικό άκρο της GFP του πλασμιδίου pmec-17GFP-pPD95.77. Η 

pmec-17HSP16.1::GFP- pPD95.77 πλασμιδιακή κατασκευή ενέθηκε με το 

μάρτυρα αναφοράς pRF4 (περιέχει το rol-6(su1006)) στις γονάδες ζώων 

αγρίου τύπου. 

Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 

5’CCCGGGATGTCACTTTACCACTATTTCCG3’ και 

5’ACCGGTCCTTCAGAAGTTTTTTGTTCAACG3’ 

 

plet-858HSP-16.1-L2865 
To πλασμίδιο αυτό κατασκευάστηκε με σκοπό να υπερεκφράσουμε την 

hsp-16.1 σε όλα τα κύτταρα του ζώου υπό τον έλεγχο του υποκινητή του 

γονιδίου let-858. Για το σκοπό αυτό κλωνοποιήσαμε ένα κομμάτι που περιέχει 

την κωδική αλληλουχία του γονιδίου hsp-16.1 (490bp) και κομμάτι από την 

3’UTR περιοχή (503bp) και φέρει τις περιοριστικές θέσεις KpnI/XmaI στα 

άκρα, στον πλασμιδιακό φορέα L2865 ο οποίος φέρει τον υποκινητή του 

γονιδίου let-858.  

Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 

5’GGTACCATGTCACTTTACCACTATTTCCG3’ και 

5’CCCGGGTATCCATGTTCCAATTCCTGC3’ 

 

pmec-17GCaMP2.0-pPD49.26 
Το πλασμίδιο αυτό κατασκευάστηκε με σκοπό να παρακολουθήσουμε 

τα επίπεδα ασβεστίου στους έξι νευρώνες που είναι υπεύθυνοι για αντίληψη 

ήπιων μηχανικών ερεθισμάτων μετά από φαρμακολογικές και γενετικές 

παρεμβάσεις στη λειτουργία των πρωτεϊνών που ρυθμίζουν την ομοιόσταση 
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του ασβεστίου στο Golgi. Για την πλασμιδιακή αυτή κατασκευή ένα κομμάτι 

που περιέχει τον υποκινητή του mec-17 (1643bp) και φέρει τις περιοριστικές 

θέσεις PstI/XmaI στα άκρα και ένα κομμάτι που περιέχει την κωδική 

αλληλουχία του GCaMP2.0 (1356bp), φέρει τις περιοριστικές θέσεις 

XmaI/EcoRV στα άκρα και ενισχύθηκε από τον πλασμιδιακό φορέα pN1-

GCaMP2.0 (ευγενική προσφορά από το εργαστήριο του Νίκου Χρόνη, Ann 

Arbor, Michigan), κλωνοποιήθηκαν στον πλασμιδιακό φορέα pPD49.26. 

Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 

Για την ενίσχυση του υποκινητή του mec-17 από γενωμικό DNA: 

5’CTGCAGAGCAAAGACGGCAAGAACTG3’ και 

5’CCCGGGGATCGAATCGTCTCACAAC3’ 

Για την ενίσχυση του GCaMP2.0 από το pN1-GCaMP2.0: 

5’CCCGGGATGCGGGGTTCTCATCATC3’ και  

5’GATATCTCACTTCGCTGTCATCATTTG3’ 

 

plet-858HSP-16.1::GFP-L3786 
Το πλασμίδιο αυτό κατασκευάστηκε με σκοπό να μελετήσουμε το 

πρότυπο έκφρασης της HSP-16.1 σε όλα τα κύτταρα, υπό την καθοδήγηση 

του υποκινητή του γονιδίου let-858. Για την πλασμιδιακή αυτή κατασκευή 

κλωνοποιήσαμε ένα κομμάτι που περιέχει την κωδική αλληλουχία του hsp-

16.1 (487bp) και φέρει την περιοριστική θέση AgeI στα άκρα, στο πλασμίδιο 

L3786 το οποίο φέρει τον υποκινητή του γονιδίου let-858. 

Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 

5’ACCGGTATGTCACTTTACCACTATTTCCG3’ και 

5’ACCGGTCCTTCAGAAGTTTTTTGTTCAACG3’ 

 

pmec-17NUCB-1-pPD95.77 
Το πλασμίδιο αυτό κατασκευάστηκε με σκοπό να υπερεκφράσουμε την 

nucb-1 στους έξι νευρώνες που είναι υπεύθυνοι για αντίληψη ήπιων 

μηχανικών ερεθισμάτων. Για την πλασμιδιακή αυτή κατασκευή 

κλωνοποιήσαμε την κωδική αλληλουχία του γονιδίου nucb-1 (2718bp), που 

φέρει τις περιοριστικές θέσεις BamHI/NcoI στα άκρα, στην πλασμιδιακή 

κατασκευή pmec-17/pPD95.77. 

Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 
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5’GGATCCATGATTAAGCCTCTAGTC3’ και 

5’CCATGGTAGATTGGTGAGGTAGTG3’ 

 

sca-1-pL4440 
Για την καταστολή της έκφρασης του γονιδίου sca-1 με τη μέθοδο του 

RNAi τμήμα του γονιδίου sca-1 (1811bp) που φέρει τις περιοριστικές θέσεις 

NotI/SalI στα άκρα, κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα pL4440. 

Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 

5’GCGGCCGCTAAGGAACTCGTGCCAGGAG3’ και 

5’GTCGACACTTGGCGACAGCAGTTCC3’ 

 

itr-1-pL4440 
 Για την καταστολή της έκφρασης του γονιδίου itr-1 με τη μέθοδο του 

RNAi τμήμα του γονιδίου itr-1 (2457bp) που φέρει την περιοριστική θέση 

EcoRI στα άκρα, κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα pL4440. 

Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 

5’GAATTCAGCCCAATGTCCGCAATCC3’ και 

5’GAATTCACACTCAGCGACCCGATACC3’ 

 
 

Δ) Ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό στρες και 
δοκιμασίες θανάτου 

Για τις δοκιμασίες θερμοπληξίας, συγχρονισμένοι πληθυσμοί ζώων 

αναπτύσσονται υπό ιδανικές συνθήκες ανάπτυξης στους 20οC μέχρι το 

ενήλικο στάδιο. Οι συγχρονισμένοι πληθυσμοί επιτυγχάνονται μεταφέροντας 

20-30 ζώα, που βρίσκονταν στο στάδιο εναπόθεσης αυγών, σε φρέσκα πιάτα, 

αφήνοντας τα να εναποθέσουν αυγά για 1.5 ώρες και στη συνέχεια τα ενήλικα 

άτομα απομακρύνονται. Τα άτομα συλλέγονται με M9 διάλυμα σε eppendorf 

σωλήνες χωρητικότητας 1.5 mL και επωάζονται σε 200 μL M9, στους 39οC 

για 15 λεπτά. Τα άτομα που χρησιμοποιούνται ως πληθυσμός ελέγχου 

(control) παραμένουν στους 20oC για το αντίστοιχο χρονικό διάστημα.  

Για να ελέγξουμε εάν η ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε 

θερμικό σοκ, έχει προστατευτικό ρόλο έναντι σε επακόλουθη έκθεση σε 

συνθήκες θερμοπληξίας, τα ζώα επωάζονται στους 34οC για 30 min, 
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ακολουθεί μια περίοδος ανάκαμψης (recovery) για 20 min στους 20οC και στη 

συνέχεια έκθεση στους 39οC για 15 min. Τα ποσοστά επιβίωσης εξετάζονταν 

μετά από 16-18 ώρες. Ως επιζώντα θεωρούνται τα ζώα τα οποία είτε κινούνται 

ελεύθερα, είτε αποκρίνονται σε μηχανικά ερεθίσματα, μέσω χτυπήματος του 

πιάτου, κουνώντας το κεφάλι ή την ουρά. 

Για τη χρώση με propidium iodide, τα ζώα επωάζονται για 3 ώρες με 10 

μΜ propidium iodide (Sigma) σε διάλυμα Μ9, ακολουθεί επώαση στους 39οC 

για 15 min και ύστερα παρατήρηση με σύνθετο μικροσκόπιο φθορισμού Zeiss 

Axio Imager Z2, με χρήση του φίλτρου Zeiss set 4920 Rhodamine shift free. Η 

camera που χρησιμοποιήθηκε για τη λήψη φωτογραφιών είναι η Olympus 

DP71. 

Για την εξέταση της επαγωγής της έκφρασης του γονιδίου asp-4, 

ενήλικα άτομα τα οποία φέρουν το διαγονίδιο asp-4::GFP, επωάζονται στους 

39οC για 15 min και η έκφραση της GFP στα νεκρωτικά κύτταρα εξετάζεται 

περίπου 3 ώρες αργότερα με τη χρήση σύνθετου μικροσκοπίου φθορισμού 

Zeiss Axio Imager Z2 και φίλτρου Zeiss set 38 Endow GFP shift free. Η 

camera που χρησιμοποιήθηκε για τη λήψη φωτογραφιών είναι η Olympus 

DP71. 

Για τις φαρμακολογικές δοκιμασίες, τα ζώα αναπτύσσονται από το 

στάδιο του αυγού σε πιάτα τα οποία περιέχουν 10 mM EGTA και 10 μM 

Dantrolene και η επιβίωση μετά από την έκθεση συνθήκες θερμοπληξίας 

καταγράφεται στο ενήλικο στάδιο.   

Για την εξέταση του προστατευτικού ρόλου της ενεργοποίησης του 

μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ στο νεκρωτικό θάνατο που 

προκαλείται από τοξικά κανάλια, τα ζώα αναπτύσσονται σε ιδανικές συνθήκες 

στους 20oC μέχρι το προχωρημένο ενήλικο στάδιο (ύπαρξη πολλών αυγών 

στο ζώο). Τα ζώα συλλέγονται με Μ9 σε eppendorf σωλήνες χωρητικότητας 

1.5 mL. Ανάλογα με τον επιθυμητό αριθμό αυγών, είναι πιθανό να χρειαστεί 

να συλλέξουμε ζώα από περισσότερα του ενός πιάτα. Μετά από σύντομη 

φυγοκέντρηση στις 14000 rpm, το Μ9 αφαιρείται και προστίθεται 0,5 mL 

υποχλωρικού νατρίου. Όταν τα σώματα των ζώων αποσυντεθούν, τα 

εναπομείναντα αυγά κατακρημνίζονται με φυγοκέντρηση για 25 sec στις 

14000 rpm και ξεπλένονται δυο φορές με 1 mL Μ9. Μετά το πλύσιμο, τα αυγά 

επαναδιαλύονται σε 200 μL M9 και επωάζονται για 25 min στους 34oC, σε 
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υδατόλουτρο. Τα ζώα αναφοράς επωάζονται στους 20οC για τη διάρκεια του 

θερμικού σοκ. Τα ζώα αναφοράς και τα ζώα που έχουν υποστεί το θερμικό 

σοκ τοποθετούνται σε πιάτα και επωάζονται στους 20οC μέχρι να 

εκκολαφθούν. 

Για να εξετάσουμε εάν το θερμικό σοκ παρεμβαίνει στη λειτουργία του 

καναλιού MEC-4, άτομα αγρίου τύπου υποβάλλονται στη διαδικασία του 

θερμικού σοκ που περιγράφηκε παραπάνω, ενώ τα άτομα αναφοράς 

διατηρούνται στους 20οC για την ίδια χρονική διάρκεια. Στη συνέχεια τα άτομα 

που έχουν υποστεί θερμικό σοκ και τα άτομα αναφοράς εξετάζονται για 

απόκριση στο ήπιο μηχανικό ερέθισμα στο σώμα, στο στάδιο L4. Τα άτομα 

δέχονται 5 διαδοχικά ερεθίσματα με μια βλεφαρίδα στο μπροστινό και οπίσθιο 

τμήμα του ζώου και η αντίδραση (αλλαγή στην κατεύθυνση κίνησης του ζώου) 

καταγράφεται. 

Για τον έλεγχο του προστατευτικού ρόλου της ενεργοποίησης του 

μονοπατιού του θερμικού σοκ ενάντια στην υποξία, ζώα αγρίου τύπου 

σταδίου L4 συλλέγονται, ξεπλένονται 2-3 φορές με Μ9, υποβάλλονται σε 

θερμικό σοκ για 15 min στους 34oC και ακολουθεί ανάκαμψη στους 20οC για 

10 min. Τα ζώα αναφοράς διατηρούνται στους 20οC για το ίδιο χρονικό 

διάστημα. Για την επαγωγή συνθηκών υποξίας, τα ζώα που έχουν υποστεί 

θερμικό σοκ και τα ζώα αναφοράς επωάζονται για 60 min στους 25οC σε 1 mL 

φρέσκου διαλύματος NaN3 0.5 Μ. Στη συνέχεια τα ζώα ξεπλένονται 3 φορές 

με 1 mL Μ9 και τοποθετούνται σε πιάτο για ανάκαμψη. Το ποσοστό των 

ζωντανών ζώων καταγράφεται μετά από 12-16 ώρες. 

Για τη χρονική μελέτη του νεκρωτικού θανάτου κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης, συγχρονισμένοι πληθυσμοί ζώων εξασφαλίζονται μετά από λύση 

με διάλυμα υποχλωρικού νατρίου των σωμάτων ενήλικων ζώων που φέρουν 

αυγά. Ο πληθυσμός αυτός μοιράζεται στα δυο. Ο ένας υπο-πληθυσμός 

υποβάλλεται σε θερμικό σοκ, ενώ ο άλλος διατηρείται στους 20οC κατά τη 

διάρκεια της επώασης στους 34οC. Νεκρωτικά σώματα καταγράφονται για 

κάθε υποπληθυσμό και για κάθε αναπτυξιακό στάδιο από L1 έως L4. 

Για τη μελέτη του ρόλου της ενεργοποίησης του μονοπατιού του 

θερμικού σοκ στο μοντέλο της ασθένειας Parkinson’s στο C. elegans, πιάτα 

που περιέχουν ζώα σταδίου L4, υποβάλλονται σε θερμικό σοκ καθημερινά για 

30 ή 60 min, βυθίζοντας το πιάτο σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 34οC. Η 



Διδακτορική Διατριβή – Νικόλαος Κούρτης 

 49

απώλεια κυττάρων καταγράφεται κατά την 5η ημέρα ενηλικίωσης, με τη χρήση 

μικροσκοπίου φθορισμού. 

 

 

Ε) Μικροσκοπία 
Για τα πειράματα παρακολούθησης των επιπέδων ασβεστίου, 

διαγονιδιακά ζώα τα οποία εκφράζουν το δείκτη ασβεστίου GCaMP2.0 στους 

έξι νευρώνες οι οποίοι είναι υπεύθυνοι για την αντίληψη ήπιων μηχανικών 

ερεθισμάτων, φωτογραφήθηκαν με τη χρήση μικροσκοπίου Zeiss Axio Imager 

Z2 (φίλτρο Zeiss set 38 Endow GFP shift free). Η camera που 

χρησιμοποιήθηκε για τη λήψη φωτογραφιών είναι η Olympus DP71. Για τα 

πειράματα θερμοπληξίας, τα ζώα φωτογραφίζονται τρείς ώρες μετά από τους 

αντίστοιχους χειρισμούς. Για τη νέκρωση η οποία προκαλείται από το τοξικό 

κανάλι mec-4(d), ζώα σταδίου L1 φωτογραφήθηκαν. Μόνο νευρώνες στο 

πολύ αρχικό στάδιο εκφυλισμού (βάση των μορφολογικών χαρακτηριστικών 

που προκύπτουν από την παρατήρηση με την τεχνική Nomarski), 

χρησιμοποιήθηκαν για ανάλυση καθώς η έκφραση του GCaMP2.0 παύει σε 

προχωρημένα στάδια νευροεκφυλισμού. Η ένταση φθορισμού υπολογίζεται 

με τη χρήση του προγράμματος Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/).  

Για την παρατήρηση του προτύπου έκφρασης αλλά και της 

υποκυτταρικής κατανομής της HSP-16.1 χρησιμοποιήθηκε το συνεστιακό 

μικροσκόπιο Zeiss LSM 710. 
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1. Οι συνθήκες θερμοπληξίας (heat stroke) προκαλούν νέκρωση στον C. 

elegans 

 Τόσο η απόπτωση, όσο και η νέκρωση έχουν εμπλακεί στον κυτταρικό 

θάνατο μετά από θερμοπληξία (Buckley, 1972; Sakaguchi et al., 1995). Σε 

μετρίως υψηλές θερμοκρασίες, ο κυτταρικός θάνατος οφείλεται κυρίως σε 

απόπτωση, ενώ στα θύματα βαριάς θερμοπληξίας, η νέκρωση εντοπίζεται σε 

πολλά ζωτικά όργανα (Chao et al., 1981; Malamud et al., 1946; Simon, 1993). 

 Επώαση νεαρών ενηλίκων ατόμων στους 39οC για 15 min οδήγησε σε 

σημαντική μείωση της επιβίωσης. Τα ζώα έλαβαν τη μορφή άκαμπτης ράβδου 

και με τη βοήθεια της τεχνικής της μικροσκοπίας Nomarski αποκαλύφθηκε η 

ύπαρξη πολλών διογκωμένων κυττάρων σε όλο το μήκος του σώματος του 

ζώου, ενδεικτικό της γενικής βλάβης (Εικόνα 1, Α, i-iii). Είναι ενδιαφέρον ότι οι 

πιο σοβαρές περιπτώσεις θερμοπληξίας σχετίζονται με το σύνδρομο 

δυσλειτουργίας πολλαπλών οργάνων (Bouchama and Knochel, 2002). Ακόμη 

τα αυγά που γεννιούνται από τα ζώα που έχουν υποστεί θερμοπληξία, 

φέρουν τα ίδια διογκωμένα κύτταρα (Εικόνα 1, Α, iv). Αυτά τα δραματικά 

διογκωμένα κύτταρα φέρουν παραμορφωμένο πυρήνα που εντοπίζεται στην 

περιφέρεια του κυττάρου και αποτελεί το κύριο χαρακτηριστικό του 

νεκρωτικού θανάτου.  

Η νέκρωση έχει περιγραφεί στον C. elegans (Kourtis and Tavernarakis, 

2007). Κύτταρα τα οποία εκφράζουν τοξικά κανάλια της οικογένειας των 

degenerin (deg-1, mec-4, mec-10, unc-8 and unc-105), τα οποία φέρουν 

μεταλλαγές που οδηγούν σε υπερ-ενεργοποίηση του καναλιού, οδηγούνται σε 

εκφυλισμό που συνοδεύεται από ειδικά μορφολογικά χαρακτηριστικά (Hall et 

al., 1997). Εκτός από τις degenerins, μεταλλαγές στο ιοντικό κανάλι deg-3, το 

οποίο είναι υποδοχέας ακετυλοχολίνης οδηγεί σε εκφυλισμό μέσω νέκρωσης 

σε πολλούς νευρώνες στον C. elegans. 

 Δυο λυσοσωμικές πρωτεάσες που ανήκουν στην οικογένεια των 

cathepsins (ASP-3 και ASP-4) έχουν συσχετισθεί ειδικά με την εκτέλεση του 

νεκρωτικού θανάτου στον C. elegans (Syntichaki et al., 2002). Παρατήρηση 

των ζώων που φέρουν το διαγονίδιο αναφοράς asp-4::GFP μετά από 

θερμοπληξία, αποκάλυψε την επαγωγή της έκφρασης μέσα στα διογκωμένα 

νεκρωτικά κύτταρα του εντέρου (Εικόνα 1, Β, i-iii). 
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 Ένα από τα κύρια χαρακτηριστικά της νέκρωσης είναι η απώλεια της 

συνοχής της κυτταρικής μεμβράνης κατά τα προχωρημένα στάδια του 

κυτταρικού θανάτου. Η χρωστική propidium iodide, δε διαπερνά την κυτταρική 

μεμβράνη και εξαιρείται από τα ζωντανά και τα αποπτωτικά κύτταρα. Επώαση 

νεαρών ενήλικων ατόμων που έχουν υποβληθεί σε συνθήκες θερμοπληξίας, 

με propidium iodide έδειξε εκτεταμένη χρώση των ατόμων, ενδεικτικό της 

νεκρωτικής βλάβης (Εικόνα 1, Γ, i-iii). Τόσο τα ζώα αναφοράς όσο και τα ζώα 

που έχουν υποστεί θερμοπληξία φέρουν χρωστική στο έντερο λόγω 

κατανάλωσης βακτηρίων E. coli τα οποία έχουν υποστεί χρώση.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1 Οι συνθήκες θερμοπληξίας προκαλούν νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο στον C. 
elegans. (Α) Μορφολογία ατόμων αγρίου τύπου μετά από επώαση στους 39οC για 15 min. 

Δραματικά διογκωμένα κύτταρα παρατηρούνται σε όλο το μήκος σώματος των ζώων (i-iii) 

αλλά και στα έμβρυα (iv) Αντίθετα, η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο 

θερμικό σοκ (34οC για 30 min) δεν προκάλεσε καμία μορφολογική αλλαγή στα ζώα (v). (Β) 
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Νεκρωτικά κυστίδια μπορούν να παρατηρηθούν στο έντερο νεαρών ενήλικων ζώων τα οποία 

έχουν εκτεθεί σε συνθήκες θερμοπληξίας, μέσα στα οποία παρατηρείται επαγωγή της 

έκφρασης του διαγονιδίου asp-4::GFP (i-iii). Αντίθετα, καμία επαγωγή της έκφρασης της GFP 

ή μορφολογική αλλαγή δεν παρατηρήθηκε στο έντερο των ζώων αναφοράς (iv-vi). (Γ) Νεαρά 

ενήλικα άτομα μετά από χρώση με propidium iodide. Τα άτομα αναφοράς δε δείχνουν καμία 

χρώση (iv-vi). Αντίθετα, η νέκρωση προκαλεί απώλεια της συνοχής της κυτταρικής μεμβράνης 

μετά από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας και εκτεταμένη χρώση των κυττάρων που έχουν 

υποστεί βλάβη (i-iii) 

 

 

Εξετάσαμε επίσης τη συμμετοχή άλλων μονοπατιών κυτταρικού 

θανάτου στο θάνατο που προκαλείται από θερμοπληξία. Στον C. elegans η 

εκτέλεση του αποπτωτικού θανάτου περιλαμβάνει την κύρια εκτελεστική 

πρωτεάση, κασπάση CED-3, η οποία ρυθμίζεται από προ-αποπτωτικούς και 

αντι-αποπτωτικούς παράγοντες (Lettre and Hengartner, 2006). Η ced-3(n717) 

μεταλλαγή δεν κατέστειλε τον επαγόμενο από θερμοπληξία θάνατο (Εικόνα 2, 

Α). Η αυτοφαγία έχει συσχετιστεί με το νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο που 

επάγεται από τοξικά ιοντικά κανάλια (Samara et al., 2008; Toth et al., 2007). 

Για να επέμβουμε στη διαδικασία της αυτοφαγίας, καταστείλαμε την έκφραση 

του γονιδίου bec-1, ενός κύριου γονιδίου που εμπλέκεται στη βιογένεση των 

αυτοφαγοσωμάτων. Τα ζώα που εκτέθηκαν σε bec-1(RNAi) δεν έδειξαν 

αύξηση της επιβίωσης μετά από θερμοπληξία (Εικόνα 2, Β). Αντιθέτως, 

μεταλλαγές στην πρωτεΐνη calreticulin η οποία εντοπίζεται στο ER, δεσμεύει 

Ca2+ και απαιτείται για το νεκρωτικό θάνατο που επάγεται από υπερδιέγερση 

των degenerins, οδήγησαν σε καταστολή του θανάτου που επάγεται από 

θερμοπληξία (Εικόνα 2, Γ). Συλλογικά, αυτά τα αποτελέσματα υποδηλώνουν 

ότι ο τύπος του θανάτου που ακολουθείται μετά από θερμοπληξία στον C. 

elegans είναι η νέκρωση. 
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Εικόνα 2 Η απόπτωση και η αυτοφαγία δεν συμμετέχουν στον θάνατο που 
προκαλείται από θερμοπληξία. (Α) Επιβίωση των ced-3(n717) μεταλλαγμένων στελεχών 

μετά από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας, συγκριτικά με ζώα αγρίου τύπου (n≈250 

ζώα/ομάδα; P=0.5555, unpaired t-test). (Β) Επιβίωση ζώων με διαταραχή στην αυτοφαγία 

μετά από έκθεση σε bec-1(RNAi), συγκριτικά με ζώα που εκτέθηκαν σε άδειο φορέα (n≈250 

ζώα/ομάδα; P=0.4952, unpaired t-test). (Γ) Επιβίωση των μεταλλαγμένων ζώων crt-1(jh101) 

μετά από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας συγκριτικά με ζώα αγρίου τύπου (n≈350 

ζώα/ομάδα; P=0.0006, unpaired t-test). Οι γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 

 

 

2. Η ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ (heat 
shock response pathway) προστατεύει από τον κυτταρικό θάνατο που 
προκαλείται από θερμοπληξία 
 Έχει δειχθεί προηγουμένως σε μοντέλα θερμοπληξίας ποντικού και 

αρουραίου ότι η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό 

σοκ (heat shock preconditioning) αυξάνει την έκφραση της HSP72 σε πολλά 

όργανα και προστατεύει από την εγκεφαλική ισχαιμία, τη βλάβη των 

νευρώνων, το οξειδωτικό στρες και το θάνατο των ζώων μετά από 

θερμοπληξία (Lee et al., 2006; Wang et al., 2005; Yang and Lin, 1999; Yang 

et al., 1998). Παρόλα αυτά, ο μηχανισμός κυτταρικής προστασίας μετά από 

την προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ παραμένει 

άγνωστος. Για να ελέγξουμε εάν στη δική μας πειραματική πλατφόρμα η προ-

ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ έχει το ίδιο 
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προστατευτικό ρόλο, επωάζουμε τα ζώα στους 34οC προκειμένου να 

ενεργοποιήσουμε το μονοπάτι. Οι συνθήκες αυτές δεν προκαλούν καμία 

μορφολογική αλλαγή στα ζώα (Εικόνα 1, Α, v) Μετά από μια περίοδο 

ανάκαμψης για 20 min στους 20οC εκθέτουμε τα ζώα σε συνθήκες 

θερμοπληξίας (39οC, 15 min). Τα ζώα που έχουν υποστεί προ-ενεργοποίηση 

του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ δείχνουν μεγάλη αύξηση στην 

επιβίωση (Εικόνα 3, Α). 

 Το μονοπάτι απόκρισης σε θερμικό σοκ ενορχηστρώνεται από το 

μεταγραφικό παράγοντα heat shock factor 1 (HSF-1). Το γονιδίωμα του C. 

elegans κωδικοποιεί για ένα μόνο hsf-1 γονίδιο. Η προ-ενεργοποίηση του 

μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ δεν είχε κανένα προστατευτικό ρόλο 

σε ζώα που φέρουν μια μεταλλαγμένη μορφή του HSF-1 στην οποία ο 

μεταγραφικός παράγοντας χάνει την περιοχή η οποία είναι απαραίτητη για την 

προσέλκυση άλλων μεταγραφικών παραγόντων (Εικόνα 3, Α). Τα δεδομένα 

μας υποδεικνύουν ότι η αποκτηθείσα θερμο-ανθεκτικότητα εξαρτάται από τον 

HSF-1. Τα ευρήματά μας αυτά είναι σε συμφωνία με προηγούμενα 

αποτελέσματα που δείχνουν ότι η αποκτηθείσα θερμο-ανθεκτικότητα 

ελλατώνεται σε μεγάλο βαθμό στα hsf-1 μεταλλαγμένα ζώα συγκριτικά με τα 

ζώα αγρίου τύπου (McColl et al., 2010). Είναι ενδιαφέρον ότι τα μεταλλαγμένα 

για το hsf-1 γονίδιο ζώα δεν παρουσιάζουν καμία διαφορά στη θερμο-

ανθεκτικότητα όταν συγκρίνονται με τα ζώα αγρίου τύπου υπό φυσιολογικές 

συνθήκες, σε συμφωνία με προηγούμενες αναλύσεις (McColl et al., 2010). 

Αντίθετα, υπερ-έκφραση του HSF-1 οδήγησε σε αύξηση της επιβίωσης των 

ζώων που εκτέθηκαν σε θερμοπληξία (Εικόνα 3, Β). Οι μελέτες αυτές 

αποδεικνύουν ότι η ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ, 

μέσω του μεταγραφικού παράγοντα HSF-1 είναι ένας δυναμικός καταστολέας 

της νέκρωσης που προκαλείται από θερμοπληξία. 

 Παρόλο που η υπερέκφραση του HSF-1 οδήγησε σε σημαντική αύξηση 

της επιβίωσης μετά από θερμοπληξία, η προστατευτική αυτή δράση ήταν 

μικρότερη συγκριτικά με αυτή που παρέχεται από την προ-ενεργοποίηση του 

μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ. Αυτό το φαινόμενο μπορεί να 

οφείλεται στο ότι ο HSF-1 υπόκεινται σε μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις 

αρνητικού ελέγχου και έτσι η αύξηση των επιπέδων έκφρασης είναι πιθανό να 
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μην επαρκεί για την επίτευξη της πλήρους ενεργοποίησης των στόχων του 

παράγοντα αυτού. 

 

 
Εικόνα 3 Η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ καταστέλλει 
το θάνατο που προκαλείται από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας. (Α) Προ-

ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ μέσω επώασης στους 34οC για 30 

min αύξησε την επιβίωση μετά από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας. Στα μεταλλαγμένα 

ζώα hsf-1(sy441) η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ δεν 

προσδίδει ανθεκτικότητα σε μεταγενέστερη έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας (n≈500 

ζώα/ομάδα; P=0.0959, 2wayANOVA). (Β) Υπερέκφραση του hsf-1 καταστέλλει τον κυτταρικό 

θάνατο που προκαλείται από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας (n≈500 ζώα/ομάδα; 

P=0.0119, unpaired t-test). Οι γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 

 

 

3. Απώλεια της small heat shock protein HSP-16.1 οδηγεί σε καταστολή 
του προστατευτικού ρόλου της προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού 
απόκρισης στο θερμικό σοκ 
 Η σηματοδότηση μέσω του HSF-1 οδηγεί στην ενεργοποίηση 

πολλαπλών γονιδίων που κωδικοποιούν για σαπερόνες (chaperones). Για να 

ελέγξουμε ποιοι από τους στόχους του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ 
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προάγουν την προστατευτική δράση της προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού 

απόκρισης σε θερμικό σοκ εξετάσαμε την επιβίωση διαφόρων στελεχών, 

μεταλλαγμένων για σαπερόνες, μετά από πειράματα προ-ενεργοποίησης του 

μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ και έκθεση σε συνθήκες 

θερμοπληξίας. Τα μεταλλαγμένα στελέχη που εξετάστηκαν ήταν 

αντιπροσωπευτικά για σαπερόνες που εκφράζονται διαρκώς ή μετά από 

έκθεση σε στρες και ανήκουν στις τρεις μεγάλες οικογένειες των HSPs: την 

οικογένεια των small heat shock proteins (hsp-16.1(ok577), hsp-16.2(gk249), 

hsp-16.41(tm1093)), την οικογένεια των Hsp70 (hsp-3(ok1083), hsp-4(gk514), 

hsp-6(tm515), hsp-70(tm2318)) και την οικογένεια των Hsp90 (daf-

21(ok1333)). Στα μεταλλαγμένα στελέχη hsp-16.1(ok577) η προ-

ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ απέτυχε στο να 

παρέχει προστασία ενάντια στην ακολουθούμενη θερμοπληξία (Εικόνα 4). 

Συμπεραίνουμε ότι το γονίδιο hsp-16.1 είναι απαραίτητο για το προστατευτικό 

ρόλο της προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ. 

 

 
Εικόνα 4 Η προστατευτική δράση της προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης 
στο θερμικό σοκ καταστέλλεται σε μεγάλο βαθμό στα μεταλλαγμένα ζώα hsp-
16.1(ok577). Έκθεση μεταλλαγμένων ζώων αντιπροσωπευτικών για τις τρεις μεγάλες 

οικογένειες των HSPs σε συνθήκες θερμοπληξίας με ή χωρίς προ-ενεργοποίηση του 
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μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ (για τα hsp-16.1(ok577) μεταλλαγμένα ζώα, n≈700 

ζώα/ομάδα, P=0.0533, 2wayANOVA). Οι γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 

 

 

Επιβεβαιώσαμε την έλλειψη προϊόντος στα μεταλλαγμένα ζώα hsp-

16.1 (ok577) με την τεχνική της Real -Time PCR (Εικόνα 5) 

 

 
Εικόνα 5 Ανίχνευση των επιπέδων mRNA της hsp-16.1 με την τεχνική Real-Time PCR. 
Η έκφραση της hsp-16.1 είναι ελάχιστη υπό κανονικές συνθήκες, ενώ εμφανίζει μεγάλη 

αύξηση μετά από επώαση στους 34οC. Αντίθετα, στα ζώα που φέρουν το αλληλόμορφο 

ok577, η ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ δεν προκαλεί αύξηση της 

έκφρασης της hsp-16.1 

 

 

4. Μελέτη του μεταγραφικού δικτύου που ρυθμίζει την ανθεκτικότητα σε 
συνθήκες θερμοπληξίας μετά την ενεργοποίηση του μονοπατιού 
απόκρισης στο θερμικό σοκ 

Προηγούμενα είχε δειχθεί ότι οι μεταγραφικοί παράγοντες DAF-16 και 

HSF-1 οδηγούν σε συνεργατική αύξηση του προσδόκιμου ζωής, τουλάχιστον 

εν μέρει με το να αυξάνουν την έκφραση των sHSP (Hsu et al., 2003). 

Μεταλλαγές στο γονίδιο daf-2, το οποίο κωδικοποιεί για έναν υποδοχέα 

ινσουλίνης, εμποδίζουν το σηματοδοτικό μονοπάτι της ινσουλίνης, από-

καταστέλλουν τον DAF-16 και αυξάνουν το προσδόκιμο ζωής και την 

ανθεκτικότητα στο στρες (Lin, 1997). Ελέγξαμε εάν η διακοπή του μονοπατιού 
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της ινσουλίνης παρέχει προστασία ενάντια στο θάνατο από θερμοπληξία. Τα 

μεταλλαγμένα στελέχη daf-2(e1370) δείχνουν εξαιρετικά αυξημένη επιβίωση 

μετά από θερμοπληξία (Εικόνα 6). Παρατηρήσαμε σχεδόν πλήρη καταστολή 

του θανάτου στα μεταλλαγμένα στελέχη daf-2(e1370) μετά από προ-

ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ. Σε αντίθεση, στα 

μεταλλαγμένα στελέχη daf-16(m26) τα επίπεδα επιβίωσης μετά από 

θερμοπληξία ήταν παρόμοια με αυτά των ζώων αγρίου τύπου, ενώ η προ-

ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ και σε αυτή την 

περίπτωση παρείχε ισχυρή προστασία, σε συμφωνία με προηγούμενες 

αναφορές (Cypser and Johnson, 2002; McColl et al., 2010). Η έκφραση 

αρκετών γονιδίων που ενεργοποιούνται από θερμότητα, 

συμπεριλαμβανομένης της hsp-16.1 αυξάνεται έντονα σε ζώα με μειωμένη 

ενεργότητα του daf-2 (Murphy et al., 2003). Σε μια πρόσφατη αναφορά, 

δείχθηκε ότι η θερμοανθεκτικότητα των μεταλλαγμένων στελεχών με μειωμένη 

σηματοδότηση του μονοπατιού ινσουλίνης δεν εξαρτάται από μεταγραφική 

ενεργοποίηση λόγω στρες αλλά απαιτεί τη μετάφραση συγκεκριμένων 

mRNAs (McColl et al., 2010). Τα αποτελέσματά μας από τις δοκιμασίες προ-

ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ είναι σε 

συμφωνία με τη συνεργατική δράση των DAF-16 και HSF-1 στον υποκινητή 

της hsp-16.1, όπως προτείνεται από την ομάδα της Cynthia Kenyon (Hsu et 

al., 2003). Το θερμικό σοκ επάγει τη μετακίνηση του DAF-16 στον πυρήνα 

(Henderson and Johnson, 2001). Παρόλα αυτά, στα μεταλλαγμένα ζώα hsf-

1(sy441) (Hajdu-Cronin et al., 2004), απουσία λειτουργικού HSF-1, ο 

προστατευτικός ρόλος της προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης 

στο θερμικό σοκ ενάντια της θερμοπληξίας καταστέλλεται. Κάτι τέτοιο 

υποδεικνύει ότι ο HSF-1 απαιτείται για την προστατευτική δράση της προ-

ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ. 
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Εικόνα 6. Αποκαταστολή του μεταγραφικού παράγοντα DAF-16 οδηγεί σε αυξημένη 
θερμοανθεκτικότητα. Τα daf-2 μεταλλαγμένα ζώα δείχνουν αυξημένη θερμοανθεκτικότητα η 

οποία εξαρτάται από το daf-16 (n≈450 ζώα). Οι γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 

 

 

Στη συνέχεια, εξετάσαμε εάν ο SKN-1 ένας μεταγραφικός παράγοντας 

που ρυθμίζεται από το μονοπάτι της ινσουλίνης (Tullet et al., 2008) 

συμμετέχει στο μεταγραφικό δίκτυο που ενορχηστρώνει την προστατευτική 

δράση της προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ. 

Οι μεταλλαγές που περιγράφονται από τα αλληλόμορφα zu67, zu129 και 

zu135 δημιουργούν πρόωρα σινιάλα τερματισμού στον SKN-1. Κάθε ένα από 

τα τρία skn-1 αλληλόμορφα που εξετάστηκαν έδωσαν αυξημένα επίπεδα 

επιβίωσης έναντι της θερμοπληξίας μετά από προ-ενεργοποίηση του 

μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ, παρόμοια με τα ζώα αγρίου τύπου 

(Εικόνα 7). Αυτά τα αποτελέσματα δείχνουν ότι ο SKN-1 δεν εμπλέκεται στη 

μεταγραφική ενεργοποίηση των προστατευτικών γονιδίων που 

ενεργοποιούνται μετά από προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο 

θερμικό σοκ. Αυτό το αποτέλεσμα συμφωνεί με προηγούμενα αποτελέσματα 

που δείχνουν ότι η αυξημένη έκφραση των γονιδίων απόκρισης σε θερμικό 

στρες παρουσία οξειδωτικού στρες δεν εξαρτάται από τον παράγοντα SKN-1 

(Park et al., 2009). Επίσης, ανάλυση των γονιδίων που ενεργοποιούνται 
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παρουσία της χημικής ουσίας juglone δεν αποκάλυψε θέσεις πρόσδεσης του 

SKN-1 στον υποκινητή της hsp-16.1 (Przybysz et al., 2009). Ωστόσο υπό 

φυσιολογικές συνθήκες ο SKN-1 ενεργοποιεί το hsp-17 γονίδιο (Oliveira et al., 

2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 7 Ο μεταγραφικός παράγοντας SKN-1 δε συμμετέχει στο μεταγραφικό δίκτυο 
που ρυθμίζει την επίκτητη θερμοανθεκτικότητα. n≈300 ζώα, P=0.8248, 2wayANOVA. Οι 

γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 

 

 

Έχει παρατηρηθεί προηγουμένως ότι ο μεταγραφικός παράγοντας HIF-

1 ο οποίος επάγεται σε συνθήκες υποξίας έχει σημαντικό ρόλο στον 

εγκλιματισμό σε υψηλές θερμοκρασίες (heat acclimation) (Treinin et al., 

2003). Για να εξετάσουμε εάν ο HIF-1 συμμετέχει στον προστατευτικό ρόλο 

της προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ, 

χρησιμοποιήσαμε τα μεταλλαγμένα ζώα hif-1(ia4) στα οποία το μεγαλύτερο 

μέρος του γονιδίου λείπει. Η επιβίωση των ζώων αυτών μετά από έκθεση σε 

θερμοπληξία δεν έδειξε καμία διαφορά συγκριτικά με τα ζώα αγρίου τύπου 

(Εικόνα 8, Α). Επιπρόσθετα, η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης 

στο θερμικό σοκ αύξησε την επιβίωση των hif-1(ia4) ζώων. Το αποτέλεσμα 
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αυτό υποδηλώνει ότι ο προστατευτικός ρόλος της προ-ενεργοποίησης του 

μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ δεν εξαρτάται από τον HIF-1. Είναι 

ενδιαφέρον ότι τα μεταλλαγμένα στελέχη egl-9(n571) και vhl-1(ok161) στα 

οποία το hif-1 υπερεκφράζεται διαρκώς, δείχνουν αυξημένη επιβίωση μετά 

από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας (Εικόνα 8, Β). Το αποτέλεσμα αυτό 

συμφωνεί με προηγούμενη αναφορά ότι τα ζώα αυτά έχουν αυξημένη 

θερμοανθεκτικότητα (Treinin et al., 2003). Συνολικά, αυτά τα αποτελέσματα 

δείχνουν ότι ο HIF-1 δε συμμετέχει στους γρήγορους κυτταρικούς 

μηχανισμούς που οδηγούν στον προστατευτικό ρόλο της προ-ενεργοποίησης 

του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ, αλλά η διαρκής υπερέκφραση 

του HΙF-1 στα μεταλλαγμένα στελέχη egl-9(n571) και vhl-1(ok161) αυξάνει τη 

θερμοανθεκτικότητα. Η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο 

θερμικό σοκ αυξάνει περαιτέρω την επιβίωση στα egl-9(n571) ζώα. 

 
Εικόνα 8 Ο μεταγραφικός παράγοντας HIF-1 δε συμμετέχει στο μεταγραφικό 
πρόγραμμα το οποίο προσδίδει ανθεκτικότητα σε συνθήκες θερμοπληξίας μετά την 
ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ. (Α) Τα μεταλλαγμένα ζώα 

hif-1(ia4) έχουν παρόμοια συμπεριφορά με τα ζώα αγρίου τύπου στην έκθεση σε συνθήκες 

θερμοπληξίας με ή χωρίς ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ (n≈300 

ζώα, P=0.7829, 2wayANOVA). (B) Στα μεταλλαγμένα στελέχη vhl-1(ok161) και egl-9(n571) 

στα οποία ο HIF-1 υπερεκφράζεται διαρκώς η θερμοανθεκτικότητα είναι αυξημένη (n≈300 

ζώα, P=0.0074, 2wayANOVA). Οι γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 
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5. Η HSP-16.1 παρέχει προστασία έναντι του νεκρωτικού κυτταρικού 
θανάτου στο μοντέλο θερμοπληξίας του C. elegans 
 Εφόσον αποδείξαμε ότι η HSP-16.1 είναι απαραίτητη για την 

προστατευτική δράση της προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης στο 

θερμικό σοκ, ρωτήσαμε στη συνέχεια εάν η υπερέκφραση της hsp-16.1 είναι 

επαρκής για να προστατέψει από το θάνατο που επάγεται από θερμοπληξία, 

παρακάμπτοντας την εξαρχής ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο 

θερμικό σοκ μέσω προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό 

σοκ. Δημιουργήσαμε διαγονιδιακά ζώα που υπερεκφράζουν την hsp-16.1 σε 

όλους τους ιστούς υπό τον υποκινητή του γονιδίου let-858. Είναι ενδιαφέρον 

ότι η γενική υπερέκφραση της HSP-16.1 προστατεύει τα ζώα από τη 

θερμοπληξία (Εικόνα 9). Αυτό το αποτέλεσμα δηλώνει ότι η HSP-16.1 είναι 

ικανή να καταστείλει το νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο που προκαλείται από 

ακραία θερμοκρασία. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 9 Επιπλέον αντίγραφα της hsp-16.1 προσδίδουν ανθεκτικότητα ενάντια στις 
συνθήκες θερμοπληξίας. Υπερέκφραση της hsp-16.1 αυξάνει την επιβίωση, 

παρακάμπτοντας την εξαρχής ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ 
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μέσω επώασης στου 34οC (n≈500 ζώα/ομάδα, P=0.0010, unpaired t-test). Οι γραμμές 

σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 

 
 
6. Η HSP-16.1 εντοπίζεται ειδικά στο μέσο Golgi (medial Golgi) 
 Στον άνθρωπο, η δυσλειτουργία του κεντρικού νευρικού συστήματος, 

μαζί με την υπερθερμία πρέπει να συνυπάρχουν για τη διάγνωση της 

θερμοπληξίας (Bouchama and Knochel, 2002). Για να μελετήσουμε τα 

αποτελέσματα της θερμοπληξίας στο νευρικό σύστημα του C. elegans και να 

διερευνήσουμε τους μηχανισμούς της προστατευτικής δράσης της hsp-16.1, 

εστιάσαμε στους έξι νευρώνες του ζώου οι οποίοι είναι υπεύθυνοι για την 

αντίληψη ήπιων ερεθισμάτων. Οι HSPs εντοπίζονται στο κυτταρόπλασμα, τα 

μιτοχόνδρια, τα περοξισώματα, το ενδοπλασματικό δίκτυο, τα λυσοσώματα 

και τα στοιχεία του κυτταροσκελετού (Bukau and Horwich, 1998; Duverger et 

al., 2004; Ellgaard and Helenius, 2001; Gyrd-Hansen et al., 2004; Panasenko 

et al., 2003).  

Για να κατανοήσουμε πώς η HSP-16.1 προστατεύει από τον νεκρωτικό 

θάνατο, μελετήσαμε τον υποκυττάριο εντοπισμό της. Η HSP-16.1 ενωμένη 

στο καρβοξυτελικό της άκρο με GFP ή DsRed εντοπίζεται σε διακριτά 

κυτταροπλασματικά σημεία στα σώματα των νευρώνων-μηχανοϋποδοχέων. 

Ο εντοπισμός της HSP-16.1 έχει πλήρη επικάλυψη με την πρωτεΐνη-δείκτη για 

το Golgi α-mannosidase II (Εικόνα 10, Α). Ωστόσο η HSP-16.1 δεν είχε κοινό 

πρότυπο έκφρασης με τις πρωτεΐνες-δείκτες για το trans-Golgi (APT-9) ή τα 

πρώιμα ενδοσώματα (FYVE περιοχή της EEA-1) (Εικόνα 10, Β, Γ). 

Παρατήρηση των ζώων που φέρουν το διαγονίδιο plet-858HSP-16.1::GFP 

έδειξε την ίδια στικτή έκφραση σε όλους τους ιστούς του ζώου (Εικόνα 11). 

Συνολικά, αυτά τα αποτελέσματα δείχνουν ότι η sHSP HSP-16.1 εντοπίζεται 

ειδικά στο μέσο Golgi και επάγει τον προστατευτικό της ρόλο δρώντας σε 

αυτό το οργανίδιο. 
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Εικόνα 10. Η HSP-16.1 εντοπίζεται ειδικά στο μέσο Golgi αλλά όχι στο σύστημα των 
ενδοσωμάτων. Εικόνες από συνεστιακό μικροσκόπιο των σωμάτων των νευρώνων που 

είναι υπεύθυνοι για την αίσθηση ήπιων μηχανικών ερεθισμάτων και εκφράζουν φθορίζουσα 

HSP-16.1 μαζί με διαφορετικούς ενδοκυττάριους μάρτυρες. (Α) Η HSP-16.1 συνεντοπίζεται με 

τον μάρτυρα του μέσου Golgi α-Mannosidase II (MANS II). (Β) Η HSP-16.1 δείχνει μόνο 

τμηματική αλληλεπικάλυψη με τον μάρτυρα του άπο-Golgi APT-9. (Γ) Η HSP-16.1 δε δείχνει 

κανένα συνεντοπισμό με τα πρώιμα ενδοσώματα (FYVE, μια περιοχή της EEA-1).   

 
Εικόνα 11. Η έκφραση της HSP-16.1 υπό τον έλεγχο του γενικού υποκινητή plet-858 δίνει 
ένα στικτό πρότυπο, χαρακτηριστικό της κατανομής των οργανιδίων Golgi στον 
οργανισμό. (Α) Ολική άποψη ζώου σταδίου L4 (B) Έκφραση στο canal cell (Γ) Έκφραση στο 

έντερο (Δ) Έκφραση στη vulva  

A B

Γ

Δ

A B
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Δ
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7. Τα επίπεδα κυτταροπλασματικού Ca2+ επηρεάζονται διαφορετικά 
κατά τη θερμοπληξία και την προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού 
απόκρισης στο θερμικό σοκ 
 Το Golgi μαζί με το ER αποτελούν καλά χαρακτηρισμένες αποθήκες 

ενδοκυτταρικού ασβεστίου (Lin et al., 1998; Martone et al., 1999; Pinton et al., 

1998; Scherer et al., 1996; Southall et al., 2006; Wuytack et al., 2003). Ο 

ειδικός εντοπισμός της HSP-16.1 στο μέσο Golgi μας ώθησε να μελετήσουμε 

τα επίπεδα του κυτταροπλασματικού ασβεστίου μετά από θερμοπληξία και 

προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ. Για να 

παρακολουθήσουμε τα επίπεδα ασβεστίου χρησιμοποιήσαμε τον υποκινητή 

του γονιδίου mec-17 ο οποίος είναι ειδικός για τους νευρώνες που είναι 

υπεύθυνοι για την αντίληψη ήπιων ερεθισμάτων. Υπό τον υποκινητή αυτό 

εκφράσαμε το GCaMP2, ένα γενετικό ανιχνευτή ασβεστίου, η ένταση 

φθορισμού του οποίου αυξάνεται μετά από δέσμευση ασβεστίου (Nakai et al., 

2001; Pologruto et al., 2004). Παρατηρήσαμε μια έντονη αύξηση της έντασης 

φθορισμού στα κυτταρικά σώματα των νευρώνων μετά από έκθεση των ζώων 

σε συνθήκες θερμοπληξίας, ενδεικτικό των αυξημένων επιπέδων ασβεστίου. 

Η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ οδήγησε σε 

μειωμένα επίπεδα φθορισμού, υποδεικνύοντας ότι το μονοπάτι αυτό 

προστατεύει από την αύξηση ασβεστίου που προκαλείται από τη 

θερμοπληξία (Εικόνα 12, Α και Β, wild type). 
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Εικόνα 12 Γενετικοί ή φαρμακολογικοί χειρισμοί των πρωτεϊνών που ρυθμίζουν την 
ομοιόσταση ασβεστίου στο Golgi τροποποιούν τα επίπεδα απελευθέρωσης 
κυτταροπλασματικού ασβεστίου μετά από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας. (Α) 

Επίπεδα φθορισμού των σωμάτων των νευρώνων αίσθησης ήπιων μηχανικών ερεθισμάτων 

μετά από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας με ή χωρίς προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού 

απόκρισης σε θερμικό σοκ. (Β) Αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες των νευρώνων μετά από 

έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας και ταυτόχρονη παρεμπόδιση της λειτουργίας των 

πρωτεϊνών ρύθμισης της ομοιόστασης του ασβεστίου στο Golgi. Οι γραμμές σφάλματος 

δηλώνουν το S.E.M. 

 

 

Εκτός από τον κλασικό τους ρόλο στην αναδίπλωση πρωτεϊνών, οι 

sHSPs έχουν βρεθεί συνδεδεμένες με μεμβράνες σε διάφορα in vivo και in 

vitro μοντέλα, από προκαρυωτικούς οργανισμούς μέχρι κύτταρα θηλαστικών 

(Adamska and Kloppstech, 1991; de Miguel et al., 2005; Delmas et al., 2001; 

Eisenberg-Domovich et al., 1994; Horvath et al., 1998; Lee et al., 1992; Lee et 

al., 2000; Nakagawa et al., 2001). Ο μεμβρανικός εντοπισμός των sHSPs 

φαίνεται ότι λειτουργεί ως ένας γενικός μηχανισμός για την προστασία της 

συνοχής της μεμβράνης σε καταστάσεις στρες (Horvath et al., 2008; Torok et 

al., 2001; Tsvetkova et al., 2002). Επίσης κατακερματισμός του Golgi έχει 
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παρατηρηθεί στην ασθένεια Alzheimer’s (Baloyannis et al., 2004), την 

amyotrophic lateral sclerosis (Stieber et al., 1998), την ασθένεια Creutzfeldt-

Jacob (Sakurai et al., 2000), την multiple system atrophy (Takamine et al., 

2000), την ασθένεια Parkinson’s (Fujita et al., 2006), την spinocerebelar 

ataxia type 2 (Huynh et al., 2003), καθώς και σε μη-νευρικά κύτταρα (Chiu et 

al., 2002; Lane et al., 2002; Machamer, 2003). Διερωτηθήκαμε εάν η ακραία 

θερμοκρασία προκαλεί αποδιοργάνωση και κατακερματισμό του Golgi, 

οδηγώντας σε μη-ελεγχόμενη απελευθέρωση ασβεστίου και εάν οι ιδιότητες 

σταθεροποίησης της μεμβράνης που φέρουν οι sHSPs διατηρούν τη συνοχή 

του Golgi, προστατεύοντας από τη μη-ελεγχόμενη απελευθέρωση ασβεστίου. 

Το Golgi παρατηρήθηκε in vivo σε διαγονιδιακά ζώα που εκφράζουν τον 

ειδικό για το Golgi μάρτυρα α-mannosidase II, υπό την καθοδήγηση ενός 

υποκινητή που οδηγεί την έκφραση σε όλους τους νευρώνες. Καμία εμφανή 

διαφορά στη μορφολογία του Golgi δεν παρατηρήθηκε μεταξύ των ζώων 

αναφοράς και αυτών που είχαν εκτεθεί σε συνθήκες θερμοπληξίας (τα 

αποτελέσματα αυτά δεν παραθέτονται). Συνεπώς, η συμμετοχή του Golgi 

στην αύξηση της συγκέντρωσης του κυτταροπλασματικού ασβεστίου 

συμβαίνει μέσω ενός άλλου μηχανισμού. 

 

 

8. Η παρεμπόδιση της λειτουργίας των πρωτεϊνών που συμμετέχουν 
στην ομοιόσταση του ασβεστίου στο Golgi έχει διαφορετικό 
αποτέλεσμα στην επιβίωση μετά από έκθεση σε συνθήκες 
θερμοπληξίας 
 Στη συνέχεια μελετήσαμε τη συμμετοχή των επιμέρους πρωτεϊνών που 

παίζουν ρόλο στην ομοιόσταση του ασβεστίου στο Golgi στη διαμόρφωση 

των επιπέδων επιβίωσης μετά από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας. Η 

συγκέντρωση ασβεστίου στο κυτταρόπλασμα και στα ενδοκυττάρια 

διαμερίσματα ελέγχεται με ακρίβεια από ένα δίκτυο καναλιών και αντλιών 

ασβεστίου. Η συγκέντρωση ασβεστίου στο Golgi πραγματοποιείται από δυο 

κατηγορίες αντλιών: την Sarco(Endo)plasmic-Reticulum Ca2+-transport 

ATPases (SERCA) που κωδικοποιείται από το γονίδιο sca-1 στον C. elegans 

και την Secretory-Pathway Ca2+-transport ATPases (SPCA). Οι SPCAs 
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μεταφέρουν επίσης Mn2+ (Mandal et al., 2000; Van Baelen et al., 2001). 

Παρουσία ενός μόνο αντιγράφου του ανθρώπινου γονιδίου ATP2C1, που 

κωδικοποιεί για την SPCA1, οδηγεί στην ασθένεια Hailey-Hailey η οποία 

χαρακτηρίζεται από φλύκταινες και διάβρωση του δέρματος (Hu et al., 2007; 

Sudbrak et al., 2000). Κερατινοκύτταρα από ασθενείς με Hailey-Hailey 

εμφανίζουν πιο αργούς ρυθμούς πρόσληψης ασβεστίου συγκριτικά με 

κερατινοκύτταρα από φυσιολογικούς δότες ενώ η μέγιστη τελική συγκέντρωση 

ασβεστίου είναι σημαντικά χαμηλότερη (Behne et al., 2003). Το SPCA1 

ομόλογο του C. elegans είναι το pmr-1 και η αντλία αυτή μπορεί να 

συσσωρεύει Ca2+ and Mn2+ στο Golgi με μεγάλη ειδικότητα (Cho et al., 2005; 

Van Baelen et al., 2001). Επίσης, το Golgi και το ER έχουν τη δυνατότητα να 

απελευθερώνουν γρήγορα ασβέστιο μετά από διέγερση με αγωνιστές οι 

οποίοι είναι συνδεδεμένοι με την παραγωγή IP3 (Pinton et al., 1998). Ακόμη, 

υποδοχείς IP3 έχουν εντοπιστεί στο Golgi με τη χρήση αντισωμάτων (Lin, 

1999). Ο υποδοχέας IP3 στον C. elegans κωδικοποιείται από το γονίδιο itr-1 

(Baylis et al., 1999). Εξετάσαμε τα αποτελέσματα της σίγισης με RNAi των 

γονιδίων itr-1 και sca-1 στην επιβίωση μετά από έκθεση σε συνθήκες 

θερμοπληξίας (Εικόνα 13). Καταστολή της έκφρασης του παραπάνω καναλιού 

και αντλίας ασβεστίου οδήγησε σε αυξημένη επιβίωση μετά από θερμοπληξία 

συγκριτικά με τα ζώα αναφοράς. Η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού 

απόκρισης σε θερμικό σοκ αύξησε περαιτέρω το προστατευτικό αποτέλεσμα 

από την καταστολή της έκφρασης των itr-1 και sca-1. 
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Εικόνα 13 Καταστολή της έκφρασης των γονιδίων itr-1 και sca-1 που ρυθμίζουν την 
ομοιόσταση του ασβεστίου στο Golgi οδηγεί σε αύξηση της επιβίωσης μετά από 
έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας. Η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο 

θερμικό σοκ αυξάνει περαιτέρω την επιβίωση (n≈300 ζώα/ομάδα, P=0.0002). Οι γραμμές 

σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 

 

 

Αντίθετα, σε μεταλλαγμένα για την ειδική για το Golgi αντλία ασβεστίου 

pmr-1 ζώα, ο προστατευτικός ρόλος της προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού 

απόκρισης σε θερμικό σοκ μειώνεται σε μεγάλο βαθμό. Καταστολή της 

έκφρασης του pmr-1 με RNAi έχει παρόμοια αποτελέσματα (Εικόνα 14). 

 

 
Εικόνα 14 Η pmr-1 μετάλλαξη (Α) ή σίγιση (Β) καταστέλλει την προστατευτική δράση 
της προ-ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ. (Α) n≈800 

ζώα/ομάδα, P<0.0001, 2wayANOVA (B) n≈400 ζώα/ομάδα, P<0.0001, 2wayANOVA. Οι 

γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 
 

 

Παρακολουθήσαμε στη συνέχεια τα επίπεδα ασβεστίου στα 

μεταλλαγμένα στελέχη pmr-1(tm1840) (Εικόνα 12, Α και Β, pmr-1(tm1840)). 

Παρατηρήσαμε ότι υπό φυσιολογικές συνθήκες οι νευρώνες των pmr-1 

μεταλλαγμένων στελεχών εμφανίζουν υψηλά επίπεδα ασβεστίου, σε 
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συμφωνία με προηγούμενα αποτελέσματα που περιγράφουν ότι τα 

κερατινοκύτταρα από ασθενείς με Hailey-Hailey εμφανίζουν υψηλότερα 

επίπεδα κυτταροπλασματικού ασβεστίου συγκριτικά με τα κερατινοκύτταρα 

από φυσιολογικούς δότες (Hu et al., 2000). Ρωτήσαμε στη συνέχεια εάν τα 

υψηλά ενδοκυττάρια επίπεδα ασβεστίου υπό φυσιολογικές συνθήκες οδηγούν 

σε νέκρωση στα pmr-1(tm1840) ζώα. Μικροσκοπία με τη μέθοδο Nomarski 

δεν αποκάλυψε ύπαρξη νεκρωτικών κυττάρων στα pmr-1 μεταλλαγμένα ζώα 

(τα αποτελέσματα αυτά δεν παραθέτονται) υποδηλώνοντας ότι επιπλέον 

σηματοδοτικά γεγονότα είναι απαραίτητα για την έναρξη της νέκρωσης. Η 

προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ στα pmr-

1(tm1840) ζώα δεν είχε καμία προστατευτική δράση έναντι της αύξησης των 

επιπέδων κυτταροπλασματικού ασβεστίου (Εικόνα 12, Α και Β, pmr-

1(tm1840)). Συμπεραίνουμε ότι η αντλία ασβεστίου PMR-1 είναι απαραίτητη 

ώστε η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ να 

προσφέρει τον προστατευτικό της ρόλο. Ενδεικτικό του κεντρικού ρόλου των 

επιπέδων ασβεστίου στον κυτταρικό θάνατο που προκαλείται από 

θερμοπληξία είναι το γεγονός ότι παρουσία EGTA, ενός χηλικού παράγοντα 

ασβεστίου, τα ζώα εμφανίζουν προστασία από το θάνατο. Αύξηση της 

επιβίωσης μετά από φαρμακολογική δέσμευση του ασβεστίου τονίζει τη 

σημασία ελέγχου των επιπέδων του απελευθερωμένου ασβεστίου κατά τη 

θερμοπληξία. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Εικόνα 15 Ζώα τα οποία επωάζονται με EGTA δείχνουν αύξηση της επιβίωσης μετά 
από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας. n≈300 ζώα/συνθήκη; P=0.0013, unpaired t-test. 

Οι γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 
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Παρατήρηση των επιπέδων ασβεστίου μετά από παρέμβαση με 

γενετικό ή φαρμακολογικό τρόπο στη λειτουργία των άλλων πρωτεϊνών που 

συμμετέχουν στην ομοιόσταση του ασβεστίου στο Golgi, έδειξε μειωμένα 

επίπεδα κυτταροπλασματικού ασβεστίου μετά από έκθεση σε συνθήκες 

θερμοπληξίας (Εικόνα 12, A και Β, itr-1 RNAi και sca-1 RNAi). Αυτό είναι σε 

συμφωνία με τα προηγούμενα αποτελέσματα μας για τον ευεργετικό ρόλο των 

χειρισμών των συγκεκριμένων πρωτεϊνών στην επιβίωση μετά από 

θερμοπληξία (Εικόνα 13). 

 Μέχρι σήμερα κανένα φάρμακο δεν έχει κριθεί αποτελεσματικό στη 

βελτίωση της έκβασης των ασθενών μετά από θερμοπληξία. Οι υποδοχείς 

ρυανοδίνης (Ryanodine Receptors, RyRs) ρυθμίζουν την απελευθέρωση του 

ασβεστίου από ενδοκυτταρικές αποθήκες στο κυτταρόπλασμα. Εκτός από το 

ενδοπλασματικό δίκτυο, RyRs έχουν βρεθεί επίσης στο Golgi (Cifuentes et al., 

2001; George et al., 2007; Lissandron et al., 2010). Η χημική ουσία dantrolene 

μειώνει ειδικά την απελευθέρωση ασβεστίου λόγω δέσμευσης στους RyRs. Η 

αποτελεσματικότητα της χρήσης dantrolene στη θεραπεία της θερμοπληξίας 

παραμένει αντιφατική (Amsterdam et al., 1986; Bouchama et al., 1991; 

Channa et al., 1990; Lydiatt and Hill, 1981; Moran et al., 1999; Tayeb and 

Marzouki, 1990; Watson et al., 1993; Zuckerman et al., 1997). Διερευνήσαμε 

εάν η dantrolene έχει προστατευτικό ρόλο στο μοντέλο θερμοπληξίας στον C. 

elegans. Για να ελέγξουμε την ιδέα αυτή, ζώα αγρίου τύπου, μεγαλωμένα σε 

πιάτα που περιέχουν dantrolene, εκτέθηκαν σε συνθήκες θερμοπληξίας. Η 

επιβίωση των ζώων που εκθέτονται σε dantrolene είναι αυξημένη (Εικόνα 16). 

Σε συμφωνία με τα αποτελέσματα επιβίωσης είναι και τα προηγούμενα 

αποτελέσματά που δείχνουν ότι παρουσία dantrolene τα επίπεδα ασβεστίου 

δεν αυξάνονται καταστροφικά μετά από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας 

(Εικόνα 12, Α και Β, dantrolene). Συμπερασματικά, τα αποτελέσματά μας 

δείχνουν ότι ο έλεγχος της απελευθέρωσης ασβεστίου από τις ενδοκυττάριες 

αποθήκες ασβεστίου όπως το Golgi και το ER μπορεί να αποτελεί ένα 

δυναμικό θεραπευτικό στόχο για σοβαρές περιπτώσεις θερμοπληξίας. 
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Εικόνα 16 Μείωση της απελευθέρωσης ασβεστίου από τους υποδοχείς ρυανοδίνης 
μετά από επώαση με dantrolene καταστέλλει το θάνατο μετά από έκθεση σε συνθήκες 
θερμοπληξίας. n≈400; P<0.0001, unpaired t-test. Οι γραμμές σφάλματος δηλώνουν το 

S.E.M. 

 

 

9. Η προστατευτική δράση της υπερέκφρασης της hsp-16.1 χάνεται 
παρουσία μεταλλαγμένου για το pmr-1 γενετικού υπόβαθρου 
 Δεδομένου ότι σε μεταλλαγμένα για το γονίδιο pmr-1 ζώα η προστασία 

που παρέχεται από την προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε 

θερμικό σοκ καταστέλλεται, θελήσαμε να ελέγξουμε εάν ο προστατευτικός 

ρόλος της υπερέκφρασης της hsp-16.1 επίσης χάνεται σε αυτό το γενετικό 

υπόβαθρο. Όντως, η προστασία που παρέχεται από επιπλέον αντίγραφα της 

hsp-16.1 σε ζώα αγρίου τύπου, μειώνεται σε μεγάλο βαθμό στα pmr-

1(tm1840) μεταλλαγμένα ζώα. Συμπεραίνουμε ότι η αντλία PMR-1 είναι ένα 

σημαντικό υπόστρωμα για την ευεργετική δράση της HSP-16.1 και ότι η 

παρουσία της είναι αναγκαία ώστε η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού 

απόκρισης σε θερμικό σοκ να παρέχει τον προστατευτικό της ρόλο. 
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Εικόνα 17 Η pmr-1 μεταλλαγή καταστέλλει τον προστατευτικό ρόλο της υπερέκφρασης 
της hsp-16.1 ενάντια του θανάτου που προκαλείται από έκθεση σε συνθήκες 
θερμοπληξίας. n≈400, P=0.8827, 2wayANOVA. Οι γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 

 
 
10. Η ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ 
καταστέλλει τη νέκρωση που προκαλείται από ποικίλους γενετικούς και 
περιβαλλοντικούς παράγοντες 
 Έχοντας δείξει ότι η ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο 

θερμικό σοκ προστατεύει από το νεκρωτικό θάνατο που προκαλείται από τη 

θερμοπληξία, θελήσαμε να ελέγξουμε τη γενικότητα του προστατευτικού 

αυτού ρόλου σε περιπτώσεις νέκρωσης που προκαλούνται από καλά 

χαρακτηρισμένους γενετικούς ή περιβαλλοντικούς παράγοντες. Η 

ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ, με επώαση για 30 

min στους 34οC, των αυγών ζώων που εκφράζουν το νευροτοξικό mec-4(d) 

αλληλόμορφο, κατέστειλε ισχυρά των εκφυλισμό των έξι νευρώνων που 

αισθάνονται ήπια μηχανικά ερεθίσματα, στο πρώτο στάδιο λάρβας (L1) 

(Εικόνα 18, Α). Ομοίως, ο κυτταρικός θάνατος που προκαλείται από το τοξικό 

αλληλόμορφο deg-3(d) και κωδικοποιεί για ένα υπερλειτουργικό υποδοχέα 

ακετυλοχολίνης ο οποίος εισάγει ιόντα ασβεστίου, καταστέλλεται μετά την 

ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ (Εικόνα 18, Β). 
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Παράλληλα με τις γενετικές μεταλλαγές, παρατεταμένη υποξία, μια συνθήκη 

χαμηλής διαθεσιμότητας οξυγόνου που παρουσιάζεται κατά τη διάρκεια της 

ισχαιμίας και του εγκεφαλικού επάγει νεκρωτικό θάνατο στον C. elegans 

(Scott et al., 2002). Προ-επώαση των ζώων αγρίου τύπου στους 34οC για 30 

min οδήγησε σε σημαντική αύξηση της επιβίωσης μετά από υποξία (Εικόνα 

18, Β). Συλλογικά, αυτά τα δεδομένα αποδεικνύουν ότι το μονοπάτι 

απόκρισης στο θερμικό σοκ είναι ένας δυναμικός καταστολέας της νέκρωσης 

που επάγεται από διάφορους παράγοντες. 

 

 
Εικόνα 18 Η ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ καταστέλλει 
το νεκρωτικό θάνατο που προκαλείται από τοξικά κανάλια και περιβαλλοντικούς 
παράγοντες στον C. elegans. (Α) Αριθμός των νευρικών νεκρών σωμάτων, στο L1 στάδιο, 

ανά 100 άτομα που φέρουν τα τοξικά αλληλόμορφα mec-4(d) ή deg-3(d) και έχουν 

εκκολαφθεί από αυγά που δεν έχουν υποστεί επώαση, ή αυγά που έχουν υποστεί θερμικό 

σοκ (n≈800; P<0.0001, unpaired t-test). Για τα mec-4(d) μεταλλαγμένα ζώα οι μπάρες 

δηλώνουν νεκρά σώματα των νευρώνων που ενεργοποιούνται από ήπια μηχανικά 

ερεθίσματα. Για τα deg-3(d) μεταλλαγμένα ζώα, οι μπάρες δηλώνουν τους Inner Labial 1 (IL1) 

αισθητήριους νευρώνες και τους PVC ενδιάμεσους νευρώνες. (Β) Ποσοστό των ζώων που 

έχουν υποστεί ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ τα οποία 

επιβιώνουν από μια σχεδόν θανάσιμη έκθεση στο χημικό sodium azide (NaN3; n≈900; 

P<0.001, unpaired t-test). Το sodium azide εμποδίζει τη λειτουργία του συμπλόκου IV της 

αναπνευστικής αλυσίδας και προκαλεί υποξία. Οι γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 
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Στην ασθένεια Parkinson’s, οι ντοπαμινεργικοί νευρώνες στην περιοχή 

του εγκεφάλου substantia nigra pars compacta, πεθαίνουν όχι μέσω τυπικής 

απόπτωσης αλλά μέσω κυτταρικού θανάτου που φέρει επίσης χαρακτηριστικά 

νέκρωσης (Dawson and Dawson, 2003; Jellinger, 2000). Διερευνήσαμε εάν η 

ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ καταστέλλει την 

απώλεια των ντοπαμινεργικών νευρώνων σε ένα μοντέλο ασθένειας 

Parkinson’s στον C. elegans (Harrington et al., 2010). Προ-ενεργοποίηση του 

μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ, μέσω καθημερινής επώασης στους 

34οC για 30 ή 60 min οδήγησε σε σημαντική καταστολή της απώλειας των 

ντοπαμινεργικών νευρώνων κατά τη γήρανση του ζώου (Εικόνα 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 19 Περιοδική ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ είναι 
ικανή να καταστείλει την απώλεια ντοπαμινεργικών νευρώνων σε ένα μοντέλο της 
ασθένειας Parkinson’s στον C. elegans. Οι ντοπαμινεργικοί νευρώνες του νηματώδη 

εκφράζουν α-syn και εκφυλίζονται κατά τη γήρανση του ζώου. Κατά την πέμπτη μέρα της 

ενήλικης ζωής, τα περισσότερα ζώα έχουν χάσει νευρώνες που ανήκουν στην CEP (cephalic) 

ή/και στην ADE (anterior deirid) κατηγορία. Το μονοπάτι απόκρισης σε θερμικό σοκ 

ενεργοποιείται με καθημερινή επώαση στους 34οC για 30 ή 60 min (n≈150 ζώα/ομάδα, 

P<0.0001, 1wayANOVA). Οι γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 
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Πραγματοποιήσαμε μια σειρά πειραμάτων για να επιβεβαιώσουμε ότι η 

προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ δεν επηρεάζει 

τον επαγωγέα της νέκρωσης, αλλά αντί αυτού, μπλοκάρει το νεκρωτικό 

θάνατο σε ένα μεταγενέστερο βήμα. Εστιαστήκαμε στο καλά χαρακτηρισμένο 

μοντέλο του νεκρωτικού θανάτου των έξι νευρώνων που αισθάνονται ήπια 

μηχανικά ερεθίσματα σε ζώα που φέρουν το τοξικό αλληλόμορφο mec-4(d). 

Πραγματοποιήσαμε χρονική ανάλυση της νέκρωσης που επάγεται από το 

mec-4(d) σε όλα τα στάδια λάρβας του C. elegans (L1-L4). Δεν 

παρατηρήσαμε καμία μετακίνηση της κορυφής θανάτου σε μεταγενέστερα 

αναπτυξιακά στάδια κάτι που θα σήμαινε καθυστέρηση στην έναρξη της 

νέκρωσης (Εικόνα 20, Α). Επιβεβαιώσαμε την επιβίωση των νευρώνων μέχρι 

το ενήλικο στάδιο ελέγχοντας για την έκφραση του pmec-4GFP μάρτυρα, που 

είναι ειδικός για τους νευρώνες υποδοχής ήπιων μηχανικών ερεθισμάτων 

(Εικόνα 20, Β). Εξετάσαμε εάν η καταστολή της νέκρωσης που επάγεται από 

το mec-4(d) είναι απλή συνέπεια της μείωσης των επιπέδων έκφρασης του 

mec-4(d) ή αλλαγής της σταθερότητας και του σωστού μεμβρανικού 

εντοπισμού του τοξικού καναλιού. Ελέγξαμε τη μεταγραφή του mec-4 μετά 

από θερμικό σοκ χρησιμοποιώντας τον μάρτυρα pmec-4GFP. Δεν 

παρατηρήσαμε καμία αλλαγή στον αριθμό των φθοριζόντων κυττάρων ή την 

ένταση φθορισμού (Εικόνα 20, Γ). Επιπλέον, τα επίπεδα πρωτεΐνης και ο 

υποκυτταρικός εντοπισμός του MEC-4 δεν επηρεάστηκαν από το θερμικό σοκ 

σε ζώα που έφεραν τον μάρτυρα pmec-4MEC-4::GFP (Εικόνα 20, Δ). Επίσης, 

εάν η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ επιδρά 

στη φυσιολογική λειτουργία του MEC-4 θα αναμέναμε τα ζώα αγρίου τύπου 

να φέρουν έναν μερικώς λειτουργικό μηχανοϋποδοχέα. Για να ελέγξουμε αυτή 

την ιδέα, εκθέσαμε σε συνθήκες θερμικού σοκ ζώα αγρίου τύπου και 

εξετάσαμε την απόκρισή τους σε ήπια μηχανικά ερεθίσματα. Τα ζώα στα 

οποία είχε γίνει προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό 

σοκ αποκρίνονται το ίδιο καλά στα μηχανικά ερεθίσματα με τα ζώα αναφοράς 

(Εικόνα 20, E). Συλλογικά, τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι το μονοπάτι 

απόκρισης σε θερμικό σοκ είναι ένας δυναμικός καταστολέας της νέκρωσης η 

οποία επάγεται από διάφορους παράγοντες και δρα σε βήμα μεταγενέστερο 

της έναρξης της νέκρωσης. 
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Εικόνα 20 Η ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ δεν επηρεάζει 
το εναρκτήριο σήμα της νέκρωσης. (Α) Χρονική ανάλυση του νεκρωτικού θανάτου που 

επάγεται από το mec-4(d) σε ζώα που έχουν υποστεί θερμικό σοκ. Απεικονίζεται ο αριθμός 

των κυτταρικών πτωμάτων των νευρώνων που ενεργοποιούνται από ήπια μηχανικά 

ερεθίσματα, στα διάφορα αναπτυξιακά στάδια, ανά 100 άτομα (n≈300; P=0.7348, unpaired t-

test). (Β) Επιβίωση των νευρώνων mec-4(d) ζώων που έχουν υποστεί ενεργοποίηση του 

μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ και εκφράζουν το διαγονίδιο pmec-4GFP, σε 

προχωρημένα αναπτυξιακά στάδια (n≈300; P<0.0001, unpaired t-test). Τα ζώα δέχονται 

ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ στο στάδιο του αυγού και στη 

συνέχεια αναπτύσσονται στους 26οC μέχρι το L4 αναπτυξιακό στάδιο. (Γ) Ένταση φθορισμού 

των νευρώνων ζώων αγρίου τύπου τα οποία εκφράζουν το διαγονίδιο pmec-4GFP μετά από 

ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ (n=30; P=0.8593, unpaired t-test). 

(Δ) Ένταση φθορισμού των νευρώνων που εκφράζουν μεταφραστική σύντηξη του mec-4 στη 

GFP σε ζώα που έχουν υποστεί ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ 

(n=30; P=0.0632, unpaired t-test). Η μεμβρανική κατανομή του καναλιού δεν παρουσιάζει 

διαφορές μεταξύ των ζώων ελέγχου και αυτών που έχουν υποστεί θερμικό σοκ. (Ε) Απόκριση 
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των ζώων αγρίου τύπου που έχουν υποστεί ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο 

θερμικό σοκ σε πέντε διαδοχικά ήπια μηχανικά ερεθίσματα στο κεφάλι και την ουρά (n=250; 

P=0.4734, unpaired t-test). Οι γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M σε όλα τα πειράματα. 

 

 

11. Ο HSF-1 απαιτείται για τον προστατευτικό ρόλο του θερμικού σοκ 
 Η επαγωγή της απόκρισης σε θερμικό σοκ είναι μια βαθμιδωτή 

διαδικασία που περιλαμβάνει τη μετατροπή των μονομερών του HSF-1 σε 

τριμερή που εντοπίζονται στον πυρήνα, τη δέσμευση του DNA, τη μεταγραφή 

των γονιδίων που φέρουν τα στοιχεία αναγνώρισης του HSF-1 (Heat Shock 

Elements, HSEs) και την παύση της μεταγραφής με ακόλουθη μετατροπή σε 

μορφή μονομερούς (Morimoto, 1998; Wu, 1995). Εάν το μονοπάτι αυτό 

σταματήσει σε ένα πολύ αρχικό στάδιο, το προστατευτικό αποτέλεσμα της 

αυξημένης θερμοκρασίας αναμένουμε ότι θα χαθεί. Για να ελέγξουμε την ιδέα 

αυτή χρησιμοποιήσαμε τα hsf-1(sy441) μεταλλαγμένα ζώα στα οποία το 

κομμάτι του μεταγραφικού παράγοντα που ευθύνεται για τη στρατολόγηση 

άλλων μεταγραφικών παραγόντων λείπει. Το θερμικό σοκ δεν είχε καμία 

προστατευτική δράση στα διπλά μεταλλάγματα hsf-1(sy441);mec-4(d) (Εικόνα 

21, Α). Η υπερέκφραση του hsf-1 αυξάνει το προσδόκιμο ζωής στον C. 

elegans (Hsu et al., 2003; Morley and Morimoto, 2004). Είναι ενδιαφέρον ότι, 

τα mec-4(d) ζώα τα οποία φέρουν επιπλέον αντίγραφα του hsf-1 εμφανίζουν 

μειωμένο νεκρωτικό θάνατο χωρίς την ανάγκη για ενεργοποίηση του 

μονοπατιού του θερμικού σοκ με έκθεση σε υψηλή θερμοκρασία (Εικόνα 21, 

Β). Συμπεραίνουμε ότι τα επίπεδα του HSF-1 είναι κριτικής σημασίας για τον 

προστατευτικό ρόλο του θερμικού σοκ απέναντι στη νέκρωση. 
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Εικόνα 21 Ο μεταγραφικός παράγοντας HSF-1 είναι απαραίτητος για την προστασία 
που παρέχεται από την ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ. 
(Α) Αριθμός των κυτταρικών πτωμάτων των νευρώνων, στο στάδιο L1, ανά 100 hsf-

1(sy441);mec-4(d) ζώα σε συνθήκες αναφοράς και μετά από ενεργοποίηση του μονοπατιού 

απόκρισης στο θερμικό σοκ (n≈600; P<0.0001, 2wayANOVA). (B) Αριθμός των κυτταρικών 

πτωμάτων των νευρώνων, στο στάδιο L1 ανά 100 mec-4(d) άτομα τα οποία φέρουν 

πρόσθετες επαναλήψεις του hsf-1 (n≈280; P=0.0008, 2wayANOVA). Οι γραμμές σφάλματος 

δηλώνουν το S.E.M. 
 

 

12. Η sHSP HSP-16.1 είναι υπεύθυνη για τον προστατευτικό ρόλο του 
μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ έναντι της νέκρωσης που 
προκαλείται από τοξικά κανάλια 
 Η ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ οδηγεί σε 

αυξημένη έκφραση των HSPs οι οποίες προστατεύουν από ένα εύρος 

κυτταροτοξικών συνθηκών (Lindquist and Craig, 1988; Morimoto, 1998; 

Morimoto, 2008). Δείξαμε παραπάνω ότι η hsp-16.1 είναι αναγκαία και ικανή 

για την προστασία από το νεκρωτικό θάνατο που ακολουθείται μετά από 

έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας. Για να ελέγξουμε το ρόλο της hsp-16.1 

στη νέκρωση που προκαλείται από το τοξικό κανάλι mec-4(d), δημιουργήσαμε 

διπλά μεταλλαγμένα στελέχη. Τα hsp-16.1(ok577) μεταλλαγμένα ζώα φέρουν 
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μια έλλειψη που εξουδετερώνει την sHSP αυτή. Είναι ενδιαφέρον ότι στα 

διπλά μεταλλαγμένα στελέχη hsp-16.1(ok577);mec-4(d) το μονοπάτι 

απόκρισης στο θερμικό σοκ δεν προστατεύει από το νεκρωτικό κυτταρικό 

θάνατο (Εικόνα 22, Α). Σε αντίθεση, ο νευροεκφυλισμός βελτιώνεται σε 

μεταλλαγμένα mec-4(d) ζώα τα οποία φέρουν επιπλέον αντίγραφα του hsp-

16.1 γονιδίου, παρακάμπτοντας την ανάγκη για εξαρχής ενεργοποίηση του 

μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ (Εικόνα 22, Β). Αυτά τα αποτελέσματα 

αποδεικνύουν ότι η HSP-16.1 είναι ικανή και αναγκαία για την προστατευτική 

δράση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ. 

 

 
Εικόνα 22 Η sHSP HSP-16.1 είναι αναγκαία και ικανή για την προστασία από τη 
νέκρωση που επάγεται από το τοξικό κανάλι MEC-4. (Α) Αριθμός των κυτταρικών 

πτωμάτων νευρώνων στο στάδιο L1, ανά 100 hsp-16.1(ok577);mec-4(d) διπλά μεταλλαγμένα 

ζώα σε συνθήκες αναφοράς και μετά από έκθεση σε θερμικό σοκ (n≈350, P>0.05, 

2watyANOVA) (B) Αριθμός των κυτταρικών πτωμάτων νευρώνων στο στάδιο L1, ανά 100 

διαγονιδιακά ζώα που φέρουν επιπλέον αντίγραφα της hsp-16.1(n≈450; P<0.0001, unpaired 

t-test). Οι γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. 
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13. Η HSP-16.1 ελέγχει την απελευθέρωση ασβεστίου από το Golgi  
 Ποικίλες ενδοκυττάριες αποθήκες ασβεστίου συμπεριλαμβανομένου 

του Golgi, του ER και των μιτοχονδρίων συμμετέχουν στην παραγωγή 

ενδοκυττάριων σημάτων ασβεστίου και καθορίζουν τα χωρο-χρονικά τους 

μοτίβα. Το ενδοκυττάριο ασβέστιο αναγνωρίζεται ως ένας κεντρικός 

παράγοντας της νέκρωσης (Marambaud et al., 2009; Sattler and Tymianski, 

2000; Wojda et al., 2008). Χρησιμοποιήσαμε τον ανιχνευτή ασβεστίου 

GCaMP2 και παρατηρήσαμε αυξημένα επίπεδα φθορισμού σε νευρώνες που 

βρίσκονταν στο αρχικό στάδιο εκφυλισμού σε mec-4(d) ζώα σε σύγκριση με 

φυσιολογικούς νευρώνες από ζώα αγρίου τύπου (Εικόνα 23, Α και Γ). 

Ωστόσο, σε mec-4(d) ζώα τα οποία υπερεκφράζουν την hsp-16.1, τα επίπεδα 

φθορισμού επανήλθαν σε φυσιολογικά επίπεδα (Εικόνα 23, Α και Γ). Η 

δυναμική ρύθμιση της σηματοδότησης ασβεστίου καθορίζεται επίσης από 

πρωτεΐνες που δεσμεύουν ασβέστιο και ρυθμίζουν τη διαθεσιμότητά του. Η 

nucleobindin (CALNUC) είναι μια πρωτεΐνη των θηλαστικών που δεσμεύει 

ασβέστιο, απαντάται ειδικά στο Golgi και παίζει σημαντικό ρόλο στην 

ομοιόσταση του ασβεστίου (Lin, 1999; Lin et al., 1998). Υπερέκφραση του 

nucb-1, του ομολόγου της nucleobindin στον C. elegans, οδήγησε σε 

σημαντική καταστολή της νέκρωσης (Εικόνα 22, Β). Αυτά τα αποτελέσματα 

υποδεικνύουν ότι η HSP-16.1 ασκεί την προστατευτική ης δράση σε γενετικό 

υπόβαθρο που οδηγεί σε νέκρωση με το να εμποδίζει την ανεξέλεγκτη 

απελευθέρωση ασβεστίου από το Golgi. Συγκέντρωση του ασβεστίου στο  

Golgi οδηγεί σε καταστολή του κυτταρικού εκφυλισμού. 
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Εικόνα 23 Η υπερέκφραση της hsp-16.1 εμποδίζει την ανεξέλεγκτη απελευθέρωση 
ασβεστίου από το Golgi στα mec-4(d) ζώα, ενώ η ενδο-οργανιδική δέσμευση του 
ασβεστίου καταστέλλει τη νέκρωση που επάγεται από το τοξικό κανάλι mec-4(d). (A) Οι 

νευρώνες που νεκρώνονται εμφανίζουν υψηλότερα επίπεδα φθορισμού κατά τα αρχικά 

στάδια νευροεκφυλισμού, συγκριτικά με τους υγιείς νευρώνες από ζώα αγρίου τύπου. Τα 

mec-4(d) ζώα που φέρουν επιπλέον αντίγραφα της hsp-16.1 εμφανίζουν μειωμένα επίπεδα 

φθορισμού και συνεπώς χαμηλότερα επίπεδα κυτταροπλασματικού ασβεστίου. (Β) Αριθμός 

των κυτταρικών πτωμάτων νευρώνων στο στάδιο L1, ανά 100 ζώα που φέρουν το mec-4(d) 

αλληλόμορφο, ή υπερεκφράζουν την nucb-1 σε mec-4(d) γενετικό υπόβαθρο. Οι γραμμές 

σφάλματος δηλώνουν το S.E.M. (Γ) Αντιπροσωπευτικές εικόνες νευρώνων που εκφράζουν 

τον δείκτη ασβεστίου GCaMP σε ζώα αγρίου τύπου και ζώα που φέρουν το γενετικό 

υπόβαθρο mec-4(d), με ή χωρίς επιπλέον αλληλουχίες της hsp-16.1.  
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1. Σύνοψη των αποτελεσμάτων και σχολιασμός καινοτομιών 
Τα αποτελέσματά μας αποδεικνύουν ότι ο C. elegans χρησιμεύει σαν 

ένας ιδανικός οργανισμός μοντέλο για τη διερεύνηση των μηχανισμών 

κυτταροτοξικότητας εξαιτίας ακραίας θερμοκρασίας, προσομοιάζοντας βαριές 

περιπτώσεις θερμοπληξίας στον άνθρωπο. Τα δεδομένα μας υποστηρίζουν 

τη συμμετοχή του αποθηκευμένου στο Golgi ασβεστίου στη συνολική 

καταστροφική αύξηση του κυτταροπλασματικού ασβεστίου κατά τη διάρκεια 

του νεκρωτικού κυτταρικού θανάτου. Μέχρι σήμερα, αν και είναι γνωστό ότι το 

οργανίδιο αυτό αποτελεί μια σημαντική αποθήκη ασβεστίου, ο ρόλος που του 

αποδίδεται περιορίζεται στις μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις των 

πρωτεϊνών και την κατανομή τους στους τελικούς προορισμούς. Τα 

αποτελέσματά μας αποδεικνύουν για πρώτη φορά ότι το οργανίδιο αυτό έχει 

κεντρικό ρόλο στην εκτέλεση του νεκρωτικού κυτταρικού θανάτου. 

Προτείνουμε ακόμα ότι η ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο 

θερμικό σοκ καταστέλλει δραματικά το νεκρωτικό θάνατο ο οποίος επάγεται 

σε νευρικά κύτταρα από τη δράση τοξικών καναλιών, ένας τρόπος θανάτου 

που έχει πολλές μορφολογικές και μηχανιστικές ομοιότητες με το θάνατο 

νευρώνων λόγω υπερδιέγερσης που συμβαίνει κατά το εγκεφαλικό επεισόδιο. 

Επίσης το μονοπάτι απόκρισης στο θερμικό σοκ έχει προστατευτικό ρόλο σε 

ένα μοντέλο νεκρωτικού θανάτου λόγω υποξίας στον C. elegans. Η υποξία 

στον άνθρωπο είναι μια παθολογική κατάσταση που χαρακτηρίζεται από 

μειωμένη διαθεσιμότητα οξυγόνου. Τα αποτελέσματα μας εξηγούν το 

μηχανισμό με τον οποίο η ενεργοποίηση του ενδογενούς αυτού μονοπατιού 

προστατεύει από τη νέκρωση. Για τον προστατευτικό ρόλο του μονοπατιού 

απόκρισης στο θερμικό σοκ είναι απαραίτητη η δράση της sHSP HSP-16.1 η 

οποία πιθανότατα διατηρεί την ενεργότητα της αντλίας ασβεστίου του Golgi 

PMR-1, προστατεύοντας κατά αυτό τον τρόπο το κύτταρο από τη 

συσσώρευση καταστροφικών επιπέδων ασβεστίου. Είναι η πρώτη φορά που 

η HSP-16.1 εμφανίζεται όχι σαν μια σαπερόνη με γενική δράση κατά της 

συσσωμάτωσης, αλλά σαν μια σαπερόνη που στοχεύει μια πρωτεΐνη η οποία 

συμμετέχει στην ομοιόσταση του ασβεστίου του Golgi. Δείξαμε επίσης ότι 

γενετικοί ή φαρμακολογικοί χειρισμοί των άλλων πρωτεϊνών που συμμετέχουν 

στην ομοιόσταση του ασβεστίου στο Golgi επιδρούν διαφορετικά στην 

επιβίωση του οργανισμού μετά από θερμοπληξία. Τα αποτελέσματα αυτά 
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υπογραμμίζουν τη βαρύτητα της διατήρησης της ιοντικής ισορροπίας σε 

συνθήκες θερμοπληξίας. Θα είναι ενδιαφέρον να διερευνηθεί εάν η συσχέτιση 

Golgi/HSP-16.1/PMR-1 είναι η βάση του γενικού προστατευτικού μηχανισμού 

του μονοπατιού απόκρισης σε θερμικό σοκ.  

Ελπίζουμε ότι τα αποτελέσματά μας θα αποτελέσουν τη βάση για νέες 

θεραπευτικές στρατηγικές ενάντια στη βλάβη που προκαλείται από τη 

θερμοπληξία στον άνθρωπο, μέσω φαρμακολογικής επαγωγής του 

ενδογενούς μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ ή συγκεκριμένων HSPs. 

Βαθύτερη κατανόηση των μηχανισμών κυτταρικής βλάβης λόγω ακραίας 

θερμοκρασίας θα βοηθήσει την καταπολέμηση των συνεχώς αυξανόμενων 

περιστατικών θερμοπληξίας εξαιτίας της αύξησης της συχνότητας και της 

έντασης των κυμάτων καύσωνα.  
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Εικόνα 1 Προτεινόμενο μοντέλο που περιγράφει τον μηχανισμό δράσης της HSP-16.1 
εναντίον του νεκρωτικού κυτταρικού θανάτου. (Α) Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η P-type 

ATPase Ca2+/Mn2+  αντλία ασβεστίου του Golgi, PMR-1, συνεργάζεται με την αντλία SCA-1, 

και πιθανώς και με άλλες πρωτεΐνες που ρυθμίζουν την ομοιόσταση του ασβεστίου, και 

συγκεντρώνουν ασβέστιο στο εσωτερικό του Golgi, διατηρώντας έτσι την κυτταρική ιοντική 

ισορροπία. (Β) Απαλοιφή της PMR-1 οδηγεί σε αυξημένη συγκέντρωση του 

κυτταροπλασματικού ασβεστίου. (Γ) Το στρες που προκαλείται από την ακραία θερμοκρασία 

οδηγεί σε αυξημένη συγκέντρωση κυτταροπλασματικού ασβεστίου, πιθανώς λόγω 

διατάραξης της λειτουργίας της PMR-1 και κατά συνέπεια της ιοντικής ισορροπίας του 

κυττάρου. Άλλες ενδοκυττάρικες αποθήκες ασβεστίου είναι επίσης πιθανό να συμβάλλουν 

στην αυξημένη συγκέντρωση ασβεστίου στο κυτταρόπλασμα. (Δ) Η προ-ενεργοποίηση του 

μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ προστατεύει από την ανεξέλεγκτη αύξηση της 

συγκέντρωσης του κυτταροπλασματικού ασβεστίου και καταστέλλει το νεκρωτικό θάνατο. Η 

προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ επάγει την έκφραση της hsp-

16.1. Αυτή η σαπερόνη φαίνεται ότι αποκαθιστά τη λειτουργία της PMR-1 με το να διατηρεί τη 

σωστή στερεοδιαμόρφωσή της. Η HSP-16.1 είναι πιθανόν να έχει και άλλους 

προστατευτικούς ρόλους μέσα στο Golgi. (Ε) Απουσία της PMR-1, η επαγόμενη HSP-16.1 

δεν παρέχει την προστατευτική της δράση. 

 
 
2. Το φαινόμενο της θερμοπληξίας και η εισαγωγή του C. elegans ως 
μοντέλου για τη μελέτη του 

Η θερμοπληξία είναι μια πολύπλοκη διαδικασία η οποία συνοδεύεται 

από έντονες αλλαγές στην φυσιολογία (υποξία, εγκεφαλική ισχαιμία, 

ανεπάρκεια στο κυκλοφορικό και αύξηση του μεταβολισμού), 

κυτταροτοξικότητα εξαιτίας της ακραίας θερμοκρασίας, απόκριση φλεγμονής 

και οξειδωτική βλάβη. Καταλήγει σε δυσλειτουργία πολλών οργάνων και 

σοβαρή εγκεφαλική βλάβη. Αρκετά μοντέλα ζώων για θερμοπληξία και 

υπερθερμία έχουν περιγραφεί (Chen et al., 2006; Damanhouri and Tayeb, 

1992; Gentile et al., 1996; Horowitz, 2002; Hubbard et al., 1977; Hubbard et 

al., 1978; Leon et al., 2005; Lin, 1999; Sharma, 2007). Μέρος της ανθρώπινης 

απόκρισης στη θερμοπληξία ανακεφαλαιώνεται σε ορισμένα πειραματικά 

μοντέλα. Ωστόσο, οι λεπτομερείς κυτταρικοί μηχανισμοί που αποτελούν τη 

βάση για την πρόκληση βλάβης στο κεντρικό νευρικό σύστημα και σε άλλα 

όργανα λόγω ακραίας θερμοκρασίας, δεν είναι ακόμα κατανοητοί. Ο C. 

elegans, απουσία ανοσολογικής απόκρισης και φλεγμονής, είναι ένα ιδανικό 
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μοντέλο για τη διερεύνηση των μηχανισμών κυτταροτοξικότητας λόγω ακραίας 

θερμοκρασίας. Παρουσία υψηλής θερμοκρασίας, νέκρωση σε επίπεδο 

κυττάρου και ιστού συμβαίνει με ταχύ ρυθμό (Bouchama and Knochel, 2002; 

Yeo, 2004). Παρατηρήσαμε ότι μια σύντομη επώαση ζώων αγρίου τύπου σε 

ακραία θερμοκρασία (39οC, 15 min) οδηγεί σε εκτεταμένο νεκρωτικό θάνατο. 

Συνεπώς, το μοντέλο θερμοπληξίας του C. elegans παρέχει ένα ιδανικό 

σύστημα για τη μελέτη των μηχανισμών κυτταροτοξικότητας λόγω ακραίας 

θερμοκρασίας, προσομοιάζοντας σοβαρές περιπτώσεις θερμοπληξίας στον 

άνθρωπο.  

 

3. Η ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ είναι 
ένας ισχυρός καταστολέας της νέκρωσης 
 Τα ευρήματά μας ότι η προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης 

σε θερμικό σοκ βελτιώνει το νεκρωτικό θάνατο που προκαλείται από 

θερμοπληξία, γενετικούς και φαρμακολογικούς τρόπους, καθιερώνει την 

απόκριση στο θερμικό σοκ σαν ένα δυναμικό καταστολέα της νέκρωσης. Αυτά 

τα αποτελέσματα είναι σε συμφωνία με προηγούμενα ευρήματα ότι προ-

ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ προστατεύει από 

την εγκεφαλική ισχαιμία, τη νευρωνική βλάβη και την αρτηριακή υπόταση που 

προκαλείται από τη θερμοπληξία σε ένα μοντέλο θερμοπληξίας στον 

αρουραίο (Yang et al., 1998). Η προστασία που παρέχεται ενάντια της βλάβης 

από θερμοπληξία σχετίζεται με τα επίπεδα της πρωτεΐνης HSP72 η οποία 

συσσωρεύεται στον εγκέφαλο μετά την προ-ενεργοποίηση του μονοπατιού 

απόκρισης στο θερμικό σοκ. Υπερέκφραση της HSP72 συνοδεύεται από 

μειωμένη παραγωγή της ιντερλευκίνης 1, μείωση του οξειδωτικού στρες και 

οδηγεί σε βελτίωση κάποιων συμπτωμάτων της θερμοπληξίας (Lee et al., 

2006; Wang et al., 2005; Yang and Lin, 1999). Ωστόσο οι κυτταρικοί 

μηχανισμοί με τους οποίους το μονοπάτι απόκρισης σε θερμικό σοκ παρέχει 

προστασία ενάντια της θερμοπληξίας παραμένουν αδιευκρίνιστοι. 

 

4. Η sHSP HSP-16.1, το Golgi και η αντλία ασβεστίου PMR-1 είναι νέα 
στοιχεία στον μοριακό μηχανισμό του νεκρωτικού θανάτου 
 Τα αποτελέσματά μας δηλώνουν ότι η HSP-16.1 καταστέλλει το 

νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο ελέγχοντας την απελευθέρωση ασβεστίου από το 
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Golgi και προσδίδουν στο οργανίδιο αυτό κεντρικό ρόλο στη διατήρηση 

ιοντικής ισορροπίας κατά τον κυτταρικό θάνατο. Το Golgi συμμετέχει στην 

επεξεργασία και τη διανομή των λιπιδίων και των πρωτεϊνών (Keller and 

Simons, 1997). Εκτός από την κλασική του αυτή λειτουργία, το Golgi διαθέτει 

κεντρικό ρόλο ως κυτταρικό διαμέρισμα αποθήκευσης και απελευθέρωσης 

ασβεστίου, σε συνεργασία με το ER (Dolman et al., 2005; Lissandron et al., 

2010; Missiaen et al., 2004; Pinton et al., 1998). Η απορύθμιση της 

ομοιόστασης του ασβεστίου στο Golgi παίζει σημαντικό ρόλο στην 

παθογένεση διάφορων παθολογικών καταστάσεων (Fan et al., 2008; Hu et 

al., 2007). Τα ενδοκυτταρικά επίπεδα ασβεστίου ελέγχονται στενά με τη 

στρατηγική τοποθέτηση πρωτεϊνών που δεσμεύουν ασβέστιο (Sayer, 2002). 

Υπερέκφραση της πρωτεΐνης calbindin η οποία δεσμεύει ασβέστιο, 

προστατεύει κύτταρα σε καλλιέργεια και νευρώνες από νεκρωτικά ερεθίσματα 

(McMahon et al., 1998). Επιπλέον, υπερέκφραση της ανθρώπινης αντι-

αποπτωτικής πρωτεΐνης του Golgi (hGAAP) μειώνει την επαγόμενη από 

ισταμίνη εκροή ασβεστίου από το ER και το Golgi τροποποιώντας την 

απελευθέρωση ασβεστίου από αυτά τα ενδοκυτταρικά διαμερίσματα (de 

Mattia et al., 2009). Η συμμετοχή του ασβεστίου από το ER στα ολικά 

κυτταροπλασματικά επίπεδα ασβεστίου είναι απαραίτητη για το νεκρωτικό 

θάνατο στον C. elegans (Xu et al., 2001). Είναι ενδιαφέρον ότι υπερέκφραση 

του nucb-1, που κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνη που δεσμεύει ασβέστιο και 

εντοπίζεται στο Golgi, καταστέλλει σημαντικά τον κυτταρικό θάνατο σε 

νεκρωτικό γενετικό υπόβαθρο. Προτείνουμε ότι το νεκρωτικό σινιάλο 

διαταράσσει την ομοιόσταση του ασβεστίου στο Golgi και η HSP-16.1 

προστατεύει από τον εκφυλισμό, τροποποιώντας τα επίπεδα ασβεστίου μέσω 

διατήρησης της λειτουργίας της αντλίας ασβεστίου pmr-1 που βρίσκεται στο 

Golgi. 

 Δεν μπορούμε να εξαιρέσουμε την πιθανότητα ότι η HSP-16.1 ασκεί 

τον προστατευτικό της ρόλο μέσω σταθεροποίησης ενός κεντρικού 

τροποποιητή της αντλίας PMR-1 και όχι μέσω άμεσης αλληλεπίδρασης με την 

αντλία. Τα δεδομένα μας υποστηρίζουν ότι απουσία της PMR-1, η 

υπερέκφραση της HSP-16.1 είναι ικανή να προσφέρει προστασία εναντίον της 

θερμοπληξίας, σε σημαντικά χαμηλότερο όμως βαθμό συγκριτικά με τα ζώα 

αγρίου τύπου. Κάτι τέτοιο υποδηλώνει ότι η HSP-16.1 ασκεί τον 
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προστατευτικό της ρόλο μέσω αλληλεπίδρασης ή/και σταθεροποίησης 

πολλαπλών σημαντικών πρωτεϊνών που βρίσκονται στο Golgi μετά από 

θερμοπληξία. Οι sHSPs επάγονται σε συνθήκες στρες, δημιουργούν μεγάλα 

ολιγομερή και δρουν συνήθως με μη-ειδικό τρόπο στο να εμποδίζουν τη 

συσσωμάτωση των πρωτεϊνών (Haslbeck and Buchner, 2002). Σε συνθήκες 

στρες στα κύτταρα, τα επίπεδα ATP πέφτουν αισθητά και αυτό μπορεί να 

οδηγήσει σε γρήγορη δυσλειτουργία και μη-αντιστρεπτή συσσωμάτωση των 

πρωτεϊνών που έχουν υποστεί βλάβη. Οι sHSPs προστατεύουν τις πρωτεΐνες 

από την αποδιάταξη λόγω θερμότητας και τη μη-αντιστρεπτή συσσωμάτωση 

μέσω διεργασιών που δεν απαιτούν κατανάλωση ATP (Haslbeck and 

Buchner, 2002; Narberhaus, 2002; van Montfort et al., 2001b). 

 Αρκετές θεωρίες σχετικά με τη γήρανση προτείνουν ότι το προσδόκιμο 

ζωής σχετίζεται με την ικανότητα του οργανισμού να αντιμετωπίζει 

καταστάσεις στρες. Διαφορετικές πειραματικές προσεγγίσεις έχουν οδηγήσει 

στον εντοπισμό μεταγραφικών στόχων του DAF-16 και πρωτεΐνες που 

βρίσκονται σε αφθονία σε μεταλλαγμένα daf-2 ζώα τα οποία εμφανίζουν 

αυξημένο προσδόκιμο ζωής (Dong et al., 2007; Halaschek-Wiener et al., 

2005; McElwee et al., 2003; Murphy et al., 2003; Oh et al., 2006). Είναι 

ενδιαφέρον ότι η πιο συχνά εμφανιζόμενη κατηγορία γονιδίων που 

εμφανίζεται στις παραπάνω μελέτες είναι οι sHSPs, συμπεριλαμβανομένης 

της HSP-16 οικογενείας. Προτείνουμε ότι η HSP-16.1 ασκεί τον προστατευτικό 

της ρόλο, τουλάχιστον εν μέρει, με το να διατηρεί την κυτταρική ιοντική 

ισορροπία η οποία διαταράσσεται στο στρεσογόνο περιβάλλον της γήρανσης. 

Ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός ότι τουλάχιστον μια ακόμα sHSP, η HSP-

16.48 εντοπίζεται στο Golgi (τα αποτελέσματα αυτά δεν παραθέτονται).  

 Η εγκεφαλική βλάβη λόγω ισχαιμίας/επαναιμάτωσης 

(Ischemic/Reperfusion brain Injury, IRI) είναι μια σοβαρή κατάσταση που 

χαρακτηρίζεται από διαταραχή της ιοντικής ομοιόστασης και οδηγεί στο 

νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο. Η ισχαιμική προετοιμασία (ischemic 

preconditioning, IPC) περιλαμβάνει την εφαρμογή μιας σύντομης, μη-

θανάσιμης ισχαιμίας, η οποία οδηγεί σε αυξημένη ανοχή του νευρικού 

συστήματος σε μια επόμενη ισχαιμία η οποία υπό φυσιολογικές συνθήκες θα 

ήταν θανάσιμη (Gidday, 2006). Οι ενδοκυττάριες αποθήκες ασβεστίου 

επηρεάζονται διαφορετικά από την ισχαιμία και την ισχαιμική προετοιμασία 
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και καθορίζουν το αποτέλεσμα της ισχαιμίας συμβάλλοντας στα συνολικά 

επίπεδα ασβεστίου (Lehotsky et al., 2009). Είναι ενδιαφέρον ότι, η 

υπερέκφραση των sHSPs σε διαγονιδιακά ζώα και σε καλλιέργειες 

καρδιομυοκυττάρων προστατεύει τα καρδιακά κύτταρα από τη νέκρωση που 

ακολουθείται από την ισχαιμία/επαναιμάτωση (Hollander et al., 2004; Martin 

et al., 1997; Ray et al., 2001; Vander Heide, 2002). Προηγούμενα είχε δειχθεί 

ότι η IRI προκαλεί μείωση της ενεργότητας της SPCA στον ιππόκαμπο του 

αρουραίου (Pavlikova et al., 2009). Η ενεργότητα της SPCA, όμοια με τις 

άλλες P-type ATPases, δέχεται επιλεκτική βλάβη κατά τη διάρκεια της 

ισχαιμίας το πιθανότερο λόγω των ελεύθερων ριζών (Lehotsky et al., 2002; 

Pavlikova et al., 2009). Ωστόσο, η ισχαιμική προετοιμασία έχει προστατευτική 

δράση στην Ca2+-ATPase ενεργότητα των SPCA αντλιών (Pavlikova et al., 

2009). Τα αποτελέσματα αυτά, σε συνδυασμό με τα δικά μας αποτελούν 

πολλαπλές αποδείξεις που δηλώνουν ότι διαφορετικοί τύποι προ-

ενεργοποίησης προστατευτικών μονοπατιών συγκλίνουν στην προστασία της 

ενεργότητας της SPCA/PMR-1 αντλίας και συνεπώς προστατεύουν από την 

απορρύθμιση της ομοιόστασης του ασβεστίου η οποία οδηγεί στο νεκρωτικό 

θάνατο. Είναι αξιοσημείωτο ότι η απώλεια της SPCA1 σε διαγονιδιακά ζώα 

οδηγεί σε εύρυνση του Golgi και αυξημένη απόπτωση (Okunade et al., 2007). 

Τα αποτελέσματά μας συνδέουν για πρώτη φορά το Golgi με τη νέκρωση. 

Παρατηρήσαμε ότι η καταστολή του IP3 υποδοχέα itr-1 με RNAi και η 

παρεμπόδιση του υποδοχέα ρυανοδίνης με χρήση dantrolene οδήγησε σε 

αυξημένη επιβίωση μετά από έκθεση σε συνθήκες θερμοπληξίας. Τα 

αποτελέσματα αυτά προτείνουν ότι η παρεμπόδιση απελευθέρωσης 

ασβεστίου από ιοντικά κανάλια ειδικά για οργανίδια έχει προστατευτικό ρόλο 

έναντι του θανάτου που προκαλείται από θερμοπληξία. Είναι ενδιαφέρον ότι 

καταστολή της SERCA αντλίας ασβεστίου sca-1, οδηγεί επίσης σε αυξημένη 

επιβίωση. Το παράδοξο αυτό μπορεί να εξηγηθεί από το γεγονός ότι 

παρεμπόδιση της λειτουργίας της SERCA με την χημική ουσία thapsigargin 

επάγει στρες στο ER το οποίο οδηγεί σε επαγωγή του προστατευτικού 

μονοπατιού Unfolded Protein Response (UPR) το οποίο οδηγεί σε 

προσαρμογή (adaptation) και επιβίωση (Ferri and Kroemer, 2001; Paschen, 

2003; Rutkowski et al., 2006; Schroder and Kaufman, 2005; Travers et al., 
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2000; Xu et al., 2004). Ωστόσο, ένα παρόμοιο μονοπάτι απόκρισης στο στρες, 

ειδικό για το οργανίδιο Golgi δεν έχει ακόμα περιγραφεί. 

 Έχει δειχθεί προηγούμενα ότι η αντλία PMR-1 του C. elegans συν-

εντοπίζεται με τον ειδικό για το Golgi δείκτη α-mannosidase II (Cho et al., 

2005). Η α-mannosidase II φαίνεται να βρίσκεται στο μέσο (medial) Golgi 

παρά στο άπο (trans) Golgi(Dejima et al., 2010). Επιπλέον, τα ομόλογα της 

ζύμης και του αρουραίου, PMR-1 και SPLA αντίστοιχα, εντοπίζονται και οι δυο 

στο μέσο Golgi (Durr et al., 1998; Gunteski-Hamblin et al., 1992; Sorin et al., 

1997). Σε αντίθεση, στα ανθρώπινα κερατινοκύτταρα η αντλία ATP2C1 

εντοπίζεται κυρίως στο άπο-Golgi (Behne et al., 2003). 

 

5. Ο C. elegans ως πλατφόρμα για την αναζήτηση πολυμορφισμών και 
φαρμάκων που τροποποιούν την απόκριση σε ακραία θερμοκρασία 
 Μερικά άτομα είναι πολύ πιο ευαίσθητα στην υπερθερμία και 

οδηγούνται σε θερμοπληξία υπό συνθήκες κατά τις οποίες άλλα άτομα 

εμφανίζουν μόνο ήπια συμπτώματα (Bouchama and Knochel, 2002). 

Συνεπώς, κάποια άτομα είναι πιθανό να είναι γενετικά ευάλωτα στο να 

αναπτύξουν συμπτώματα θερμοπληξίας. Ο C. elegans, χάρη στην ευκολία 

γενετικών χειρισμών, έχει τη δυναμική να αποτελέσει μια πολύτιμη 

πλατφόρμα για τον εντοπισμό και χαρακτηρισμό γενετικών παραγόντων και 

πολυμορφισμών που οδηγούν σε τροποποιημένες αποκρίσεις σε καταστάσεις 

θερμοπληξίας. Η θερμοπληξία είναι μια μορφή υπερθερμίας η οποία 

συνοδεύεται από ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ. 

Καταστάσεις που τροποποιούν την έκφραση των HSPs όπως είναι η γήρανση 

είναι πιθανό να επιδεινώνουν την έκβαση της θερμοπληξίας. Είναι ενδιαφέρον 

ότι η θερμοπληξία πλήττει κυρίως πολύ νεαρές και ηλικιωμένες κοινωνικές 

τάξεις (Bouchama and Knochel, 2002). Η ουσιαστική συμβολή του C. elegans 

στην έρευνα της γήρανσης είναι πιθανό να αποκαλύψει επαγόμενες από τη 

γήρανση τροποποιήσεις στα μονοπάτια απόκρισης στο στρες τα οποία 

αυξάνουν την ευαισθησία στην εξέλιξη της θερμοπληξίας.  

Παρά τις καταστροφικές για την υγεία συνέπειες της θερμοπληξίας, δεν 

υπάρχει αναγνωρισμένη φαρμακευτική αγωγή για την καταπολέμηση της 

ασθένειας και οι τεχνικές ψύξης αποτελούν την κύρια θεραπευτική 
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προσέγγιση. Ο C. elegans αποτελεί μια δυναμική πλατφόρμα για τον έλεγχο 

σε μεγάλη κλίμακα χημικών ενώσεων και τον χαρακτηρισμό φαρμακευτικών 

στόχων (Artal-Sanz et al., 2006a; Kaletta and Hengartner, 2006). Συνεπώς το 

μοντέλο μας μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν μια πλατφόρμα ελέγχου για 

συστατικά τα οποία προστατεύουν από την κυτταροτοξικότητα λόγω ακραίας 

θερμοκρασίας. 

 

6. Η δυναμική της ενεργοποίησης των ενδογενών μονοπατιών 
απόκρισης στο στρες 
 Τα δεδομένα μας υποστηρίζουν ότι η προ-ενεργοποίηση του 

μονοπατιού απόκρισης στο στρες μέσω επώασης των ζώων σε ήπια 

αυξημένη θερμοκρασία προστατεύει από μεταγενέστερη έκθεση σε συνθήκες 

οι οποίες προκαλούν νέκρωση. Το φαινόμενο αυτό μπορεί να συμπεριληφθεί 

στην κατηγορία της hormesis. Ο όρος αυτός περιγράφει την ευεργετική δράση 

που προκύπτει από την έκθεση ενός οργανισμού σε χαμηλής έντασης στρες 

(Calabrese, 2004; Calabrese et al., 1987). Η ευεργετική δράση της hormesis 

έγκειται στη διέγερση των μονοπατιών απόκρισης στο στρες. Χειρισμοί όπως 

επαναλαμβανόμενο θερμικό σοκ οδηγεί σε αυξημένη ανθεκτικότητα στο στρες 

και επιμήκυνση του προσδόκιμου ζωής σε διάφορα πειραματικά μοντέλα 

(ζύμη, Drosophila, νηματώδεις, ποντίκια και ανθρώπινα κύτταρα) (Cypser and 

Johnson, 2003; Minois, 2000; Rattan, 2004; Rattan et al., 2004). Η παρούσα 

εργασία βοηθά στην κατανόηση των μηχανισμών με τους οποίους χαμηλά 

επίπεδα στρες προσδίδουν ανθεκτικότητα και ικανότητα προσαρμογής σε 

επιβλαβείς συνθήκες. Βεβαίως, επιπλέον ερωτήματα πρέπει να απαντηθούν 

προτού θεραπευτικές προσεγγίσεις που θα στηρίζονται στην επαγωγή 

μονοπατιών απόκρισης στο στρες χρησιμοποιηθούν για την καταπολέμηση 

παθολογικών καταστάσεων. Ποια είναι τα χαμηλότερα όρια για την 

ενεργοποίηση μιας hormetic απόκρισης; Ποιο είναι το κόστος της συνεχούς 

έκθεσης σε ήπιο στρες; Ποιο μονοπάτι ή συνδυασμός μονοπατιών οδηγεί σε 

ιδανικά επίπεδα προστασίας; 

 

7. Το κόστος της υπερ-ενεργοποίησης ενός μονοπατιού απόκρισης στο 
στρες 
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 Η μη-ελεγχόμενη ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο στρες 

μπορεί να έχει ανεπιθύμητα αποτελέσματα. Καρκινικά κύτταρα τα οποία έχουν 

χάσει την ικανότητά τους να ελέγχουν το ρυθμό ανάπτυξής τους εκφράζουν 

υψηλά επίπεδα HSPs (Calderwood et al., 2006; Jaattela, 1999). Η αυξημένη 

ανθεκτικότητα στο στρες μέσω ενισχυμένης ενεργοποίησης του μονοπατιού 

απόκρισης στο θερμικό σοκ είναι δυνατό να προωθήσει την καρκινογένεση 

βοηθώντας τα καρκινικά κύτταρα να αντιμετωπίσουν δυσμενείς συνθήκες (Dai 

et al., 2007). Επιπλέον, ενώ οι HSPs έχουν προστατευτικό ρόλο για τη 

διατήρηση της ομοιόστασης, η υπερέκφρασή τους πάνω από ένα όριο μπορεί 

να μπλοκάρει την ενεργοποίηση του μονοπατιού λόγω του αρνητικού ελέγχου 

που ασκούν οι HSPs στην ενεργοποίηση του HSF-1. Επίσης, καθώς διάφορα 

μονοπάτια απόκρισης στο στρες συνδέονται με τον κυτταρικό θάνατο, ο 

αυστηρός έλεγχος της ενεργοποίησής τους είναι απαραίτητος καθώς 

εκτεταμένη ενεργοποίηση μπορεί να οδηγήσει σε απώλεια λειτουργικών 

κυττάρων. Υπερ-ενεργοποίηση του μονοπατιού απόκρισης στο θερμικό σοκ 

μπορεί να οδηγήσει επίσης σε κατανάλωση κρίσιμων κυτταρικών πόρων 

επιδεινώνοντας τις αρνητικές επιπτώσεις από την παρουσία στρες. 
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Παράρτημα Α 
 

Μέτρηση του ρυθμού πρωτεϊνοσύνθεσης 
σε κυτταροειδικό επίπεδο στον C. elegans, 

in vivo 
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Περίληψη 
 

Η ανάλυση της πρωτεϊνοσύνθεσης παρέχει σημαντικές πληροφορίες 

σχετικές με την κυτταρική φυσιολογία και τους μεταβολικούς ρυθμούς του 

οργανισμού. Οι διαθέσιμες μεθοδολογίες για τη μέτρηση του ρυθμού 

πρωτεϊνοσύνθεσης στηρίζονται στην ενσωμάτωση ραδιοσημασμένων 

αμινοξέων στις νεοσυντιθέμενες πολυπεπτιδικές αλυσίδες. Η χρήση αυτής της 

μεθόδου έχει αρκετούς περιορισμούς και δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 

την καταγραφή της πρωτεϊνοσύνθεσης σε συγκεκριμένα κύτταρα και ιστούς, 

σε ζωντανούς οργανισμούς. 

Στην παρούσα εργασία προσπαθήσαμε να ξεπεράσουμε τις 

παραπάνω δυσκολίες και καθιερώσαμε μια νέα μέθοδο για τη μέτρηση της 

πρωτεϊνοσύνθεσης σε επιλεγμένα κύτταρα και ιστούς ζωντανών νηματωδών 

C. elegans. Φθορίζουσες πρωτεΐνες όπως η GFP, εκφράζονται με τη χρήση 

κατάλληλων υποκινητών σε κύτταρα/ιστούς που μας ενδιαφέρουν ή ακόμα και 

σε ολόκληρο το σώμα του ζώου. Η καταγραφή του ρυθμού 

πρωτεϊνοσύνθεσης στηρίζεται στην αναγέννηση του φθορισμού ύστερα από 

φωτο-απενεργοποίηση της GFP με τη χρήση φωτός υψηλής ενέργειας και 

κατάλληλου μήκους κύματος (Fluorescence Recovery After Photobleaching - 

FRAP). Για την αξιολόγηση της δυναμικής της μεθόδου μελετήσαμε τους 

ρυθμούς πρωτεϊνοσύνθεσης σε διαφόρους κυτταρικούς τύπους του 

νηματώδους.  

H μέθοδος αυτή επιτρέπει την καταγραφή του ρυθμού παραγωγής 

πρωτεϊνών, σε συγκεκριμένα κύτταρα και ιστούς ζωντανών δειγμάτων που 

παρουσιάζουν διαφορετικό ενδογενή ρυθμό πρωτεϊνοσύνθεσης. 
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Summary 
Analysis of protein synthesis provides valuable information relevant to 

cellular physiology and metabolic rhythms of the organism. Currently available 

methodologies for measuring protein synthesis rates rely on metabolic 

labeling by incorporation of radioactive amino acids into nascent polypeptides. 

These approaches are hampered by several limitations and cannot be applied 

to monitor protein synthesis in specific cells or tissues, in live specimens. 

During this thesis we tried to overcome the above limitations and we 

established a novel method for monitoring protein synthesis in specific cells 

and tissues of live Caenorhabditis elegans animals. Fluorescent reporter 

proteins such as GFP are expressed in specific cells and tissues of interest or 

throughout animals using appropriate promoters. Protein synthesis rates are 

assessed by following fluorescence recovery after partial photobleaching of 

the fluorophore at targeted sites. We evaluated the method by examining 

protein synthesis rates in diverse cell types of the nematode.  

Because it is non-invasive, our approach allows monitoring of protein 

synthesis in single cells or tissues with intrinsically different protein synthesis 

rates. 
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Εισαγωγή 
Η ρύθμιση της πρωτεϊνοσύνθεσης είναι σημαντική για την κυτταρική 

ανάπτυξη, τον πολλαπλασιασμό και τον κυτταρικό θάνατο. Η σύνθεση 

πρωτεϊνών απαιτεί μια σειρά σύνθετων αλληλεπιδράσεων μεταξύ πρωτεϊνών 

καθώς και μεταξύ RNA και πρωτεϊνών, που καταλήγει στο σχηματισμό 

πεπτιδικών δεσμών μεταξύ των αμινοξέων. Ο ρυθμός μετάφρασης του mRNA 

στα ευκαρυωτικά κύτταρα καθορίζεται από μια πλειάδα μεταφραστικών 

παραγόντων (Kapp and Lorsch, 2004). Απορρύθμιση της πρωτεϊνοσύνθεσης 

έχει εμπλακεί σε πολλές παθολογικές καταστάσεις όπως ο καρκίνος αλλά και 

η γήρανση (Bjornsti and Houghton, 2004; Syntichaki et al., 2007). Μια από τις 

πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες μεθόδους για τη μέτρηση της 

πρωτεϊνοσύνθεσης, είναι η καταγραφή της ενσωμάτωσης ραδιενεργών 

αμινοξέων στις νεοσυντιθέμενες πολυπεπτιδικές αλυσίδες (metabolic labeling) 

(Rennie et al., 1994). Παράλληλα, η μελέτη της κατάστασης των 

πολυσωμάτων (polysomal profiling), προσδίδει μια εικόνα για το ποσοστό του 

mRNA που συνδέεται με ενεργά πολυριβοσώματα. Οι παραπάνω 

μεθοδολογίες είναι χρήσιμες για την ανάλυση της πρωτεϊνοσύνθεσης σε 

κυτταροκαλλιέργιες και σε σχετικά ομογενείς απομονωμένους ιστούς.  

Τόσο η καταγραφή της ενσωμάτωσης της ραδιενέργειας, όσο και η 

μελέτη των πολυσωμάτων εμφανίζουν αρκετά μειονεκτήματα. Συγκεκριμένα, 

οι προσεγγίσεις αυτές απαιτούν σχετικά μεγάλες ποσότητες βιολογικού υλικού 

(κύτταρα ή ιστό) και δεν επιτρέπουν την καταγραφή της πρωτεϊνοσύνθεσης σε 

συγκεκριμένους κυτταρικούς υποπληθυσμούς ή μοναδικά κύτταρα. Επιπλέον, 

σχετίζονται με τεχνικές δυσκολίες οι οποίες περιορίζουν τη χρησιμότητά τους. 

Για παράδειγμα, χρήση της τεχνικής της ραδιοσήμανσης σε απλούς 

οργανισμούς όπως ο νηματώδης C. elegans ή σε ιστούς θηλαστικών 

εμφανίζει δυσκολίες εξαιτίας της περιορισμένης πρόσληψης και μη 

ελεγχόμενης ή ασύμμετρης κατανομής της ραδιενέργειας στο ζώο ή τον ιστό. 

Μια άλλη αιτία ποικιλομορφίας προκύπτει λόγω των διαφορετικών ενδογενών 

ρυθμών πρωτεϊνοσύνθεσης στους διαφορετικούς ιστούς και κυτταρικούς 

τύπους. Έτσι, μεταβολές στην πρωτεϊνοσύνθεση σε συγκεκριμένα κύτταρα ή 

ιστούς που αποτελούν μικρό ποσοστό της μάζας του ζώου (όπως το νευρικό 

σύστημα), μπορεί να επισκιάζονται από πιο εκτεταμένους ιστούς (όπως το 
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έντερο και το μυϊκό σύστημα). Επιπλέον ούτε η μέθοδος του metabolic 

labeling άλλα ούτε και του polysomal profiling μπορεί να χρησιμοποιηθούν σε 

ζωντανούς οργανισμούς. 

Για να ξεπεράσουμε τις παραπάνω δυσκολίες, αναπτύξαμε μια 

καινούργια μέθοδο για την καταγραφή του ρυθμού πρωτεϊνοσύνθεσης σε 

συγκεκριμένα κύτταρα και ιστούς, που στηρίζεται στην φωτο-απενεργοποίηση 

της GFP με τη χρήση φωτός υψηλής ενέργειας και κατάλληλου μήκους 

κύματος και καταγραφή της επαναφοράς του φθορισμού (Fluorescence 

Recovery After Photobleaching - FRAP). Η μέθοδος αυτή παρακάμπτει τα 

μειονεκτήματα που σχετίζονται με τις βιοχημικές μεθόδους και επιτρέπει την 

καταγραφή της πρωτεϊνοσύνθεσης σε συγκεκριμένα κύτταρα ή ιστούς, σε 

ζωντανά ζώα. Η μέθοδος αυτή μπορεί να προσαρμοστεί για εφαρμογή και σε 

άλλους οργανισμούς εκτός του C. elegans. Η πειραματική προσέγγιση 

στηρίζεται στην έκφραση φθοριζόντων πρωτεϊνών, όπως η GFP και η 

DsRED, σε κύτταρα και ιστούς που μας ενδιαφέρουν ή και σε ολόκληρα 

διαγονιδιακά ζώα. Στη συνέχεια, ο φθορισμός απενεργοποιείται, μέσω 

ακτινοβόλησης κυττάρων, ιστών ή ολόκληρων ζώων με ισχυρή πηγή φωτός. 

Επανεμφάνιση του φθορισμού, ενδεικτικό της νέας πρωτεϊνοσύνθεσης, 

καταγράφεται στα επιλεγμένα κύτταρα ή ιστούς. 

Οι εφαρμογές της μεθόδου FRAP περιλαμβάνουν συνήθως φωτο-

απενεργοποίηση του φθορισμού σε καθορισμένες υποκυτταρικές περιοχές ή 

διαμερίσματα, μέσω δέσμης laser, σε συνεστιακό μικροσκόπιο (Gribbon and 

Hardingham, 1998; Jacobson et al., 1991). Στόχος είναι η μελέτη της 

πλευρικής μετακίνησης ή διάχυσης πρωτεϊνών στη σκοτεινή, φωτο-

απενεργοποιημένη περιοχή, από γειτονικές περιοχές (Lippincott-Schwartz 

and Patterson, 2003; Reits and Neefjes, 2001). Η ανάλυση αυτή μπορεί 

ακόμα να προσδώσει έμμεση πληροφορία σχετικά με τη συνέχεια του 

οργανιδίου και την κίνηση των πρωτεϊνών. Για το σκοπό της καταγραφής του 

ρυθμού πρωτεϊνοσύνθεσης, οι φθορίζουσες πρωτεΐνες ακτινοβολούνται σε 

όλο το μήκος του κυττάρου ή ιστού, ώστε να επιβεβαιωθεί ότι η επανεμφάνιση 

του φθορισμού προκύπτει από de novo πρωτεϊνοσύνθεση και όχι από απλή 

μετακίνηση πρωτεϊνών. Το αντιβιοτικό cycloheximide, ένας ειδικός 

αναστολέας της μετάφρασης του mRNA μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη 
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διάκριση της συμμετοχής της νέας πρωτεϊνοσύνθεσης και της διάχυσης 

πρωτεϊνών στην επανεμφάνισης του φθορισμού μετά την απενεργοποίηση. 
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Πειραματική διαδικασία - Αποτελέσματα 
1. Προετοιμασία διαγονιδιακών στελεχών 

Για την εφαρμογή της μεθόδου που περιγράφουμε, είναι αναγκαία η 

δημιουργία διαγονιδιακών στελεχών C. elegans, τα οποία εκφράζουν 

φθορίζουσες πρωτεΐνες της επιλογής μας στα κύτταρα ή τους ιστούς που 

θέλουμε να μελετήσουμε. Η τεχνική που ακολουθήσαμε είναι η μικροένεση 

των κατάλληλων πλασμιδιακών κατασκευών στο συγκίτιο της γονάδας 

ερμαφρόδιτων ατόμων (Fire, 1986; Mello et al., 1991; Stinchcomb et al., 

1985). Η έκφραση του φθορίζοντα μάρτυρα στα επιθυμητά κύτταρα ή τους 

ιστούς γίνεται με χρήση των κατάλληλων υποκινητών. Πληροφορίες σχετικά 

με υποκινητές που οδηγούν την έκφραση γονιδίων σε συγκεκριμένα 

υποσύνολα κυττάρων στον C. elegans μπορεί να βρεθούν από τη βάση 

δεδομένων National Bioresource Project (NBRP, Japan; 

http://shigen.lab.nig.ac.jp/c.elegans/promoter). Συγκεκριμένα, για τους 

διάφορους τύπους νευρικών κυττάρων, μια εκτενής λίστα ενημερώνεται από 

τους Oliver Hobert και Shawn Lockery 

(http://chinook.uoregon.edu/index.html).  

 

2. Συντήρηση και καλλιέργεια νηματωδών 

Ο χειρισμός και συντήρηση διαγονιδιακών και μη στελεχών γίνεται 

σύμφωνα με τις κλασικές διαδικασίες (Brenner, 1974a; Brenner, 1974b). 

Διαγονιδιακά ζώα που εκφράζουν την πρωτεΐνη-μάρτυρα στα κύτταρα ή τους 

ιστούς που μας ενδιαφέρουν αναπτύσσονται σε πιάτα 60 mm, στρωμένα με 

το στέλεχος της E. coli, OP50 σε θερμοκρασία 20οC ή σε άλλη κατάλληλη 

θερμοκρασία ανάλογα με την πιθανή ευαισθησία των υπό εξέταση στελεχών. 

 

3. Φωτο-απενεργοποίηση του φθορίζοντα μάρτυρα (photobleaching) και 

ανάκτηση του σήματος φθορισμού (recovery) 

Για την ανάλυση, χρησιμοποιούνται ζώα κατάλληλου αναπτυξιακού 

σταδίου ανάλογα με τους επιθυμητούς στόχους. Ζωντανοί νηματώδεις 

υποβάλλονται σε FRAP με τη χρήση μικροσκοπίου επιφθορισμού. 

Φθορίζοντα κύτταρα ή ιστοί φωτογραφίζονται χρησιμοποιώντας κατάλληλα 

φίλτρα. Ανάλογα με την εφαρμογή, τα ζώα μπορεί είτε να κινούνται, είτε να 
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είναι αναισθητοποιημένα. Μια εναλλακτική στρατηγική είναι η χρήση 

μεταλλαγμένων στελεχών με περιορισμένη κινητικότητα. Χρήσιμο επίσης είναι 

να γίνεται χρήση του επικρατούς αλληλομόρφου rol-6(su1006), ως μάρτυρα 

μετασχηματισμού κατά τη δημιουργία διαγονιδιακών ζώων. Το αλληλόμορφο 

αυτό αναγκάζει το ζώο να κινείται γύρω από τον εαυτό του (rolling), παρά να 

κινείται ημιτονοειδώς, περιορίζοντας έτσι την κίνηση σε μια μικρή περιοχή του 

πιάτου. Ήπια αναισθητικά, τα οποία δεν παρεμβάλλονται στις μεταβολικές 

διαδικασίες, όπως η levamisole μπορεί να χρησιμοποιηθούν. Τα ζώα 

φωτογραφίζονται πριν την έναρξη της ακτινοβόλησης, με χρήση κατάλληλης 

κάμερας προσαρμοσμένης στο μικροσκόπιο. Στη συνέχεια, τα ζώα 

ακτινοβολούνται χρησιμοποιώντας πηγή φωτός υψηλής ενέργειας και 

κατάλληλου μήκους κύματος, ανάλογα με το φάσμα διέγερσης της εκάστοτε 

φθορίζουσας πρωτεΐνης. Ασκώντας φωτο-απενεργοποίηση διαφορετικής 

έκτασης, εντοπίζουμε τα επίπεδα εκείνα τα οποία μειώνουν την εκπομπή 

φθορισμού στο 20-30% της αρχικής εκπομπής, χωρίς να προκαλούν βλάβη 

στον οργανισμό. Η πιθανή τοξικότητα που μπορεί να προκαλέσει η 

ακτινοβόληση, ελέγχεται με παρατήρηση της συμπεριφοράς του ζώου 

(κίνηση, εναπόθεση αυγών, πρόσληψη τροφής, ρυθμική κίνηση του φάρυγγα, 

απόκριση στο άγγιγμα) και της αναπαραγωγικής ικανότητας. Ζώα τα οποία 

εμφανίζουν σημάδια βλάβης μετά την ακτινοβόληση, εξαιρούνται από 

περαιτέρω ανάλυση. Ζώα στα οποία η μετάφραση του mRNA παρεμποδίζεται 

με τη χρήση cycloheximide, χρησιμοποιούνται ως controls. Μετά την 

ακτινοβόληση, τα ζώα ανακάμπτουν σε πιάτα με τροφή. Η καταγραφή της 

ανάκαμψης του φθορισμού γίνεται φωτογραφίζοντας τα ζώα σε διάφορες 

χρονικές στιγμές. 

 

4. Ποσοτικοποίηση της εκπομπής φθορισμού και υπολογισμός του ρυθμού 

πρωτεϊνοσύνθεσης 

Οι φωτογραφίες που συλλέγονται τόσο πριν την έναρξη του FRAP, 

αμέσως μετά και κατά τη διάρκεια των διαφόρων σταδίων ανάκαμψης 

αναλύονται με το πρόγραμμα ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National 

Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-

2006) και η μέση και μέγιστη φωτεινότητα καταγράφονται. Η στατιστική 
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ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε με το Prism software 

package (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). 

 

5. Μέτρηση ρυθμού πρωτεϊνοσύνθεσης σε νηματώδεις με έλλειψη στο γονίδιο 

ife-2 

Η παραπάνω μέθοδος χρησιμοποιήθηκε για την καταγραφή της 

πρωτεϊνοσύνθεσης σε ζωντανούς νηματώδεις C. elegans με έλλειψη στο 

γονίδιο ife-2 που κωδικοποιεί για μια από τις πέντε ισομορφές του eIF4E 

στους σωματικούς ιστούς (Keiper et al., 2000; Syntichaki et al., 2007). Ο 

eIF4E είναι ένας βασικός παράγοντας έναρξης της μετάφρασης του mRNA ο 

οποίος προσδένεται στην 7-μέθυλο-γουανοσίνη, στο 5’ άκρο όλων των 

πυρηνικών mRNA και καθορίζει το ρυθμό της πρωτεϊνοσύνθεσης (Gingras et 

al., 1999). Μετά τη φωτοαπενεργοποίηση, η ανάκαμψη του φθορισμού 

καταγράφεται σε διαγονιδιακά ζώα που εκφράζουν GFP σε όλους τους 

σωματικούς ιστούς (Εικόνα 1). Η περιγραφή της φάσης ανάκαμψης γίνεται με 

ανάλυση παλινδρόμησης (Εικόνα 2). Η κλίση της ευθείας αποτελεί μέτρο του 

ρυθμού ανάκαμψης. Τα αποτελέσματα από τη χρήση της μεθόδου αυτής 

προσομοιάζουν αποτελέσματα από τη μέτρηση της πρωτεϊνοσύνθεσης με τη 

χρήση ραδιενέργειας (δεν περιλαμβάνονται στην παρούσα εργασία). Η 

ανάκαμψη του φθορισμού είναι περιορισμένη σε ζώα με έλλειψη στο ife-2 

γονίδιο και σε ζώα μετά από επώαση με cycloheximide (Εικόνα 2, 3). 
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Εικόνα 1. Διαγονιδιακά ζώα που εκφράζουν GFP υπό τον έλεγχο του υποκινητή του 
γονιδίου ife-2 (pife-2GFP), σε όλους τους σωματικούς ιστούς, υπόκεινται σε φωτο-
απενεργοποίηση σε επίπεδο ολόκληρου ζώου, μειώνοντας το επίπεδο φθορισμού 
περίπου στο 10% της αρχικής έντασης (μαύρη γραμμή). Το επίπεδο φθορισμού 

υπολογίζεται τόσο πριν την απενεργοποίηση (Pre-Bleach) καθώς και αμέσως μετά (Bleach). 

Η ανάκαμψη των επιπέδων φθορισμού καταγράφεται με μέτρηση της μέσης φωτεινότητας, σε 

μεσοδιαστήματα μιας ώρας. Οι μπάρες σφάλματος αντιπροσωπεύουν το SEM (τέσσερα 

ανεξάρτητα πειράματα, 10 ζώα υπό εξέταση σε κάθε πείραμα). Επώαση των ζώων παρουσία 

του ειδικού αναστολέα της πρωτεϊνοσύνθεσης cycloheximide (CHX), παρεμποδίζει την 

ανάκαμψη του φθορισμού (γκρι γραμμή). 
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Εικόνα 2. Ανάλυση παλινδρόμησης της ανάκαμψης του φθορισμού τόσο σε ζώα 
αγρίου τύπου, όσο και σε ζώα με έλλειψη του IFE-2, τα οποία εκφράζουν GFP υπό τον 
έλεγχο του υποκινητή του ife-2 (pife-2GFP), σε όλους τους σωματικούς ιστούς. Οι ευθείες 
καλύτερης προσαρμογής (best-fit lines) υπολογίζονται σύμφωνα με τις τιμές που προκύπτουν 

από την ανάλυση των διαφόρων φάσεων ανάκαμψης στα αντίστοιχα γενετικά υπόβαθρα (a, 
αγρίου τύπου και b, ife-2(ok306), μαύρη γραμμή). Επίσης απεικονίζονται οι αντίστοιχες 

εξισώσεις που περιγράφουν τις γραμμές best-fit καθώς και οι τιμές R2 για κάθε γραμμή. Η 

κλίση αντιστοιχεί στην πρώτη παράγωγο της μεταβολής του φθορισμού στη μονάδα του 
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χρόνου (Δf/dt), το οποίο είναι ένα μέτρο του ρυθμού ανάκαμψης. Επώαση των ζώων με 

cycloheximide (CHX) οδηγεί σε αμελητέα ανάκαμψη του φθορισμού (γκρι γραμμή).   

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 3. Αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες διαγονιδιακών ζώων που υπόκεινται στη 

διαδικασία του FRAP. Τα ζώα φέρουν το μάρτυρα μετασχηματισμού rol-6 (ο οποίος κάνει τα 

ζώα να γυρίζουν γύρω από τον επιμήκη άξονά τους) και εκφράζουν το διαγονίδιο pife-2GFP σε 

όλους τους σωματικούς ιστούς. Οι φωτογραφίες αντιστοιχούν στις περιόδους: πριν την 

έναρξη απενεργοποίησης, αμέσως μετά από περίοδο ακτινοβόλησης όλου του ζώου για 8 

λεπτά καθώς και μετά από περίοδο ανάκαμψης 5 ωρών, απουσία (a) και παρουσία (b) 

cycloheximide. 
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6. Κυτταρο- και ιστο-ειδική παρακολούθηση του ρυθμού πρωτεϊνοσύνθεσης 

Διαφορετικοί κυτταρικοί τύποι και ιστοί εμφανίζουν διαφορετικούς 

ρυθμούς πρωτεϊνοσύνθεσης. Η δυνατότητα καθορισμού του ρυθμού 

πρωτεϊνοσύνθεσης στους ιστούς ή τα κύτταρα ενδιαφέροντος, in vivo, στα 

πλαίσια ενός ακέραιου οργανισμού είναι σημαντική για τη μελέτη των 

μοριακών μηχανισμών που ρυθμίζουν τη διαφορική ρύθμιση της μετάφρασης 

των mRNA. Για να συγκρίνουμε τους ρυθμούς πρωτεϊνοσύνθεσης μεταξύ 

διαφορετικών κυτταρικών τύπων, εφαρμόσαμε τη μέθοδό μας 

χρησιμοποιώντας δυο διαφορετικούς μάρτυρες που εκφράζονται σε 

διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους και ιστούς. Ο πρώτος μάρτυρας 

καθοδηγείται από τον υποκινητή του γονιδίου mec-4 ο οποίος εκφράζεται 

ειδικά στους έξι νευρώνες που είναι υπεύθυνοι για την αντίληψη μηχανικών 

ερεθισμάτων. Ο δεύτερος μάρτυρας εκφράζεται στα μυϊκά κύτταρα του 

φάρυγγα υπό τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου myo-2. Για να 

αποφύγουμε mRNA-ειδικές επιδράσεις στην πρωτεϊνοσύνθεση, και οι δυο 

μάρτυρες σχεδιάστηκαν ώστε να κωδικοποιούν όμοια mRNA, για τη GFP. 

Βρήκαμε ότι η ανάκαμψη του φθορισμού είναι ταχύτερη στους νευρώνες 

συγκριτικά με τα μυϊκά κύτταρα (Εικόνα 4, 5). Και στις δυο περιπτώσεις, 

παρεμπόδιση της πρωτεϊνοσύνθεσης με τη χρήση cycloheximide, εμποδίζει 

την ανάκαμψη του φθορισμού. Τα αποτελέσματά μας υποδεικνύουν ότι ο 

ρυθμός πρωτεϊνοσύνθεσης είναι υψηλότερος στους νευρώνες συγκριτικά με 

τα μυϊκά κύτταρα. Τα αποτελέσματά μας είναι σε συμφωνία με προηγούμενες 

μελέτες που προτείνουν έναν χαμηλότερο ρυθμό πρωτεϊνοσύνθεσης στα 

μυϊκά κύτταρα (Fostel et al., 2003; Okkema et al., 1993).  
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Εικόνα 4 Ανάλυση παλινδρόμησης της ανάκαμψης του φθορισμού σε κύτταρο- και 
ίστο-ειδικό επίπεδο. (Α) Ζώα αγρίου τύπου που εκφράζουν το διαγονίδιο pmec-4GFP στους 

έξι νευρώνες που είναι υπεύθυνοι για την αίσθηση ήπιων μηχανικών ερεθισμάτων. Οι ευθείες 

καλύτερης προσαρμογής δημιουργήθηκαν για το μέσο όρο των τιμών της έντασης φθορισμού 

που συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια της φάσης ανάκαμψης. Η χρήση cycloheximide (CHX) έχει 

ως αποτέλεσμα αμελητέα ανάκαμψη. (Β) Ζώα αγρίου τύπου που εκφράζουν το διαγονίδιο 

pmyo-2GFP ειδικά στους μυς του φάρυγγα. Οι ευθείες καλύτερης προσαρμογής 



Διδακτορική Διατριβή – Νικόλαος Κούρτης 

 109

δημιουργήθηκαν για το μέσο όρο των τιμών της έντασης φθορισμού που συλλέχθηκαν κατά 

τη διάρκεια της φάσης ανάκαμψης. Οι ευθείες καλύτερης προσαρμογής δημιουργήθηκαν για 

το μέσο όρο των τιμών της έντασης φθορισμού που συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια της φάσης 

ανάκαμψης. Η χρήση cycloheximide εμποδίζει την ανάκαμψη. Οι αντίστοιχες εξισώσεις που 

περιγράφουν τις ευθείες καλύτερης προσαρμογής, δίνονται και στις δυο περιπτώσεις. 

 
 

 
 

Εικόνα 5 Αντιπροσωπευτικές εικόνες διαγονιδιακών ζώων πριν το στάδιο του 
photobleaching, αμέσως μετά από μια περίοδο photobleaching ολόκληρου του ζώου 
διάρκειας 10 min και μετά από μια περίοδο ανάκαμψης διάρκειας 5 h, απουσία (-CHX) 
και παρουσία (+CHX) cycloheximide. (A) Ζώα αγρίου τύπου που εκφράζουν το διαγονίδιο 

pmec-4GFP στους έξι νευρώνες που είναι υπεύθυνοι για την αίσθηση ήπιων μηχανικών 

ερεθισμάτων. (Β) Ζώα αγρίου τύπου που εκφράζουν το διαγονίδιο pmyo-2GFP ειδικά στους μυς 

του φάρυγγα. 
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Συζήτηση 
Η μέθοδος που περιγράφεται στην παρούσα εργασία επιτρέπει την 

παρακολούθηση της πρωτεϊνοσύνθεσης σε μοναδικά κύτταρα ή ιστούς με 

ενδογενώς διαφορετικούς ρυθμούς πρωτεϊνοσύνθεσης (για παράδειγμα 

νευρικά κύτταρα έναντι μυϊκών ή επιθηλιακών κυττάρων), σε ζωντανούς 

οργανισμούς. Κάτι τέτοιο δεν είναι δυνατό με τις υπάρχουσες μεθοδολογίες. Ο 

ρόλος συγκεκριμένων μεταφραστικών παραγόντων στη ρύθμιση της 

πρωτεϊνοσύνθεσης σε συγκεκριμένα κύτταρα και ιστούς, κάτω από 

συγκεκριμένες συνθήκες ή ειδικά αναπτυξιακά στάδια, μπορεί να μελετηθεί 

ελέγχοντας τους ρυθμούς ανάκαμψης του φθορισμού σε ζώα που φέρουν 

μεταλλαγές για τα αντίστοιχα γονίδια, ή σε ζώα αγρίου τύπου τα οποία 

υπόκεινται σε RNAi. 

Για την εφαρμογή της μεθόδου, χρησιμοποιήσαμε δυο διαφορετικούς 

τρόπους για να παρέμβουμε ειδικά στην πρωτεϊνοσύνθεση. Πρώτον, με 

μεταλλαγές στο γονίδιο ife-2, που κωδικοποιεί για μια ισομορφή του 

μεταφραστικού παράγοντα eIF4E (Keiper et al., 2000) και δεύτερον 

χρησιμοποιώντας τον αναστολέα της πρωτεϊνοσύνθεσης, cycloheximide. Και 

οι δυο αυτοί χειρισμοί δεν επηρεάζουν τα επίπεδα του mRNA των πρωτεϊνών-

μαρτύρων που χρησιμοποιήθηκαν. 

Ανάλογα με τον ιστό και τον τύπο κυττάρου που εξετάζουμε και το 

γενετικό υπόβαθρο των διαγονιδιακών ζώων, οι ρυθμοί ανάκαμψης του 

φθορισμού μπορεί να διαφέρουν σημαντικά. Για παράδειγμα, ο φθορισμός 

στους έξι νευρώνες που είναι υπεύθυνοι για την αντίληψη του ήπιου 

μηχανικού ερεθίσματος, επανέρχεται στα αρχικά επίπεδα μετά από 5 ώρες. 

Αντίθετα, η ανάκαμψη του φθορισμού σε μυϊκά κύτταρα του φάρυγγα στο ίδιο 

χρονικό διάστημα είναι αμελητέα.  

Η μέθοδος αυτή μπορεί να προσαρμοστεί όχι μόνο για τη μελέτη του 

ρυθμού πρωτεϊνοσύνθεσης, αλλά με κατάλληλες τροποποιήσεις μπορεί να 

καταγράψει και άλλες φάσεις της γονιδιακής έκφρασης, όπως η αντιγραφή του 

DNA , το μάτισμα του RNA και η μεταφορά και ανακύκλωση του mRNA. Για 

παράδειγμα, η επίδραση διαφόρων γενετικών ή φαρμακολογικών χειρισμών 

που στοχεύουν τις διαδικασίες αυτές, μπορεί να αξιολογηθεί με τη μέθοδο 

αυτή. Έτσι, εξαιτίας της απλότητας και της ευελιξίας, η μέθοδος αυτή μπορεί 
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να βρει εφαρμογή σε ένα μεγάλο εύρος βιολογικών μελετών, σε διαφορετικά 

πειραματικά μοντέλα και οργανισμούς. 
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Παράρτημα Β 
 
 

Μελέτη του ρόλου της αποικοδόμησης 
μέσω πρωτεοσώματος σε ένα μοντέλο 

Parkinson’s στον C. elegans 
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Περίληψη 
Η συσσωμάτωση πρωτεϊνών είναι κύριο χαρακτηριστικό πολλών 

νευροεκφυλιστικών ασθενειών όπως η Alzheimer’s, η Parkinson’s και η 

Huntington’s. Είναι ενδιαφέρον ότι οι ασθένειες αυτές εκδηλώνονται σε 

προχωρημένη ηλικία και εμφανίζουν σταδιακή επιδείνωση των συμπτωμάτων. 

Το κύριο μονοπάτι αποικοδόμησης μη σωστά αναδιπλωμένων πρωτεϊνών 

καθώς και πρωτεϊνών που έχουν υποστεί βλάβη είναι το μονοπάτι 

ουβικουιτίνης-πρωτεοσώματος (ubiquitin-proteasome pathway). Διατάραξη 

της πρωτεοσωμικής ενεργότητας και κατά συνέπεια τροποποιημένη 

ανακύκλωση πρωτεϊνών, οδηγεί σε ελαττωματική πρωτεόσταση και τελικά σε 

κυτταρικό θάνατο. Ο C. elegans έχει αποτελέσει ιδανικό μοντέλο για τη μελέτη 

των βασικών μοριακών μηχανισμών τόσο του προγραμματισμένου, όσο και 

του παθολογικού κυτταρικού θανάτου. Χάρη στην ευκολία γενετικών 

χειρισμών και τη διάφανη επιδερμίδα, είναι δυνατόν να γίνει in vivo 

παρατήρηση του σχηματισμού συσσωματωμάτων μετά από γενετικές και 

φαρμακολογικές παρεμβάσεις. 

Ενισχύσαμε την ενεργότητα του πρωτεοσώματος μέσω υπερέκφρασης 

κεντρικών υπομονάδων του πρωτεοσώματος οι οποίες βρίσκονται σε 

περιοριστικές συγκεντρώσεις, σε ζώα τα οποία φέρουν ένα αλληλόμορφο που 

κωδικοποιεί για ένα τοξικό κανάλι το οποίο οδηγεί σε νευροεκφυλισμό. 

Παράλληλα, χρησιμοποιούμε ένα χαρακτηρισμένο μοντέλο της ασθένειας 

Parkinson’s στον C. elegans με σκοπό να συσχετίσουμε την εμφάνιση των 

πρωτεϊνικών συσσωματωμάτων με τη νευρική λειτουργικότητα, παρουσία 

πολλαπλών αντιγράφων πρωτεοσωμικών υπομονάδων, in vivo. 

Κατανόηση των μηχανισμών με τους οποίους η διατήρηση της 

κυτταρικής πρωτεόστασης, μέσω ενίσχυσης της πρωτεοσωμικής ενεργότητας, 

καταστέλλει το νευροεκφυλισμό, μπορεί να οδηγήσει σε νέες θεραπευτικές 

στρατηγικές. 
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Summary 
Protein aggregation is the hallmark of many neurodegenerative 

disorders such as the Alzheimer’s, Parkinson’s and Huntington’s disease. 

Intriguingly, these diseases show late onset and progressive aggravation of 

symptoms. The major degradation pathway for misfolded and damaged 

proteins is the ubiquitin-proteasome pathway. Deregulation of the 

proteosomal activity, and subsequently altered protein turnover, leads to 

defective proteostasis and eventually to cell death. Caenorhabditis elegans 

has been instrumental for the elucidation of the basic molecular mechanisms 

of programmed and pathological cell death. Due to its amenability to genetic 

manipulations and the transparent cuticle, in vivo monitoring of aggregate 

formation after various genetic and pharmacological treatments is possible. 

We aim to enhance proteasome activity by overexpressing core, rate-

limiting proteosomal subunits in animals that carry toxic channel alleles which 

lead to neurodegeneration. In parallel, we will exploit an established C. 

elegans model of Parkinson’s disease aiming to correlate the appearance of 

protein aggregates with neuronal functionality, in the presence of multiple 

copies of proteasomal subunits, in vivo.  

Understanding the mechanism by which preservation of cellular 

proteostasis, via enhancement of the proteosomal activity, suppresses 

neurodegeneration may lead to new therapeutic strategies. 
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Εισαγωγή 
Η ασθένεια Parkinson’s (Parkinson’s Disease, PD) είναι μια 

νευροεκφυλιστική ασθένεια που επηρεάζει την κίνηση και την ομιλία, κυρίως 

σε ηλικιωμένους. Οι ασθενείς υποφέρουν από μη-ελεγχόμενες κινήσεις και 

δυσκολία στην ισορροπία, συμπτώματα που σχετίζονται με την απώλεια των 

ντοπαμινεργικών νευρώνων στον εγκέφαλο. Τα δυο κύρια παθολογικά 

χαρακτηριστικά της PD είναι η δημιουργία ενδοκυτταρικών 

συσσωματωμάτων, γνωστά ως Lewy bodies (LB) και η απώλεια των 

ντοπαμινεργικών νευρώνων στην περιοχή του εγκεφάλου substantia nigra 

pars compacta. Το κύριο συστατικό των LBs είναι η πρωτεΐνη α-synuclein 

(Kawahara et al., 2008). Η σύνδεση μεταξύ του μη-λειτουργικού συστήματος 

αποικοδόμησης πρωτεϊνών μέσω πρωτεοσώματος και PD ενισχύεται από το 

γεγονός ότι χορήγηση αναστολέων του πρωτεοσώματος στον αρουραίο 

προκαλεί πολλά από τα χαρακτηριστικά συμπτώματα της PD (McNaught et 

al., 2004). Επίσης, πρόσφατα δείχθηκε ότι παρεμπόδιση του πρωτεοσώματος 

στον C. elegans οδηγεί σε νευροεκφυλισμό των ντοπαμινεργικών νευρώνων 

(Caldwell et al., 2009). Η ιδιότητα της α-synuclein να δημιουργεί δομές που 

ονομάζονται protofibrils θεωρείται ως ο κυριότερος λόγος για την 

παρεμπόδιση της λειτουργίας του πρωτεοσώματος (Bennett et al., 2005). 

Το πρωτεόσωμα είναι ένα πολυκαταλυτικό ενζυματικό σύμπλοκο, 

ισχυρά συντηρημένο τόσο στους προκαρυωτικούς όσο και στους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς (Wolf and Hilt, 2004). Διαφορετικοί συνδυασμοί 

της καταλυτικής υπομονάδας (20S) και των ρυθμιστικών υπομονάδων (19S 

και 20S) οδηγούν στη δημιουργία των διαφορετικών τύπων πρωτεοσώματος. 

Η καταλυτική υπομονάδα αποικοδομεί μετουσιωμένες και οξειδωμένες 

πρωτεΐνες με μια αντίδραση η οποία δεν απαιτεί την κατανάλωση ATP. Η 

καταλυτική υπομονάδα έχει μορφή βαρελιού και συγκροτείται από τέσσερις 

δακτυλίους οι οποίοι αποτελούνται από εφτά διαφορετικές α1-7 και β1-7 

υπομονάδες οι οποίες δημιουργούν ένα περίπλοκο σύμπλοκο, μάζας περίπου 

700 kDa. Ένα από τα χαρακτηριστικά της γήρανσης είναι η απώλεια του 

ελέγχου της πρωτεόστασης και η ακόλουθη συσσώρευση οξειδωμένων και 

μετουσιωμένων πρωτεϊνών, οι οποίες είναι επιρρεπείς στη δημιουργία 

συσσωματωμάτων. Μείωση της ενεργότητας του πρωτεοσώματος κατά τη 
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γήρανση έχουν περιγραφεί τόσο σε in vitro όσο και σε in vivo μοντέλα 

(Gaczynska et al., 2001). Η μεταγραφή αρκετών γονιδίων που κωδικοποιούν 

για υπομονάδες του πρωτεοσώματος έχει βρεθεί να μειώνεται κατά τη 

γήρανση (Bulteau et al., 2000). Σε ένα σύστημα ινοβλαστών, η έκφραση των 

α-υπομονάδων δε βρέθηκε να μεταβάλλεται κατά τη γήρανση και η μειωμένη 

ενεργότητα του πρωτεοσώματος φαίνεται να οφείλεται στη μειωμένη 

διαθεσιμότητα των β-υπομονάδων (Chondrogianni et al., 2003). 

Υπερέκφραση της β5 υπομονάδας οδήγησε σε υψηλότερα επίπεδα των β1 και 

β2 υπομονάδων καθώς και σε αύξηση της ενεργότητας του πρωτεοσώματος 

(Chondrogianni et al., 2005). 

Στον C. elegans απώλεια των κυτταρικών σωμάτων και δενδριτών έχει 

παρατηρηθεί μετά από υπερέκφραση της ανθρώπινης α-synuclein υπό τον 

έλεγχο ενός υποκινητή ειδικού για τους ντοπαμινεργικούς νευρώνες του ζώου 

(Lakso et al., 2003). Ο νηματώδης χρησιμοποιείται ευρέως στη μελέτη 

νευροεκφυλιστικών ασθενειών. Το απλό νευρικό του σύστημα αποτελείται 

από 302 νευρώνες. Ο νευρικός κυτταρικός θάνατος και ο σχηματισμός 

συσσωματωμάτων μπορούν να εξεταστούν in vivo και σε πραγματικό χρόνο 

με τη χρήση μικροσκοπίου, χάρη στη διάφανη επιδερμίδα του σκουληκιού. 

Έτσι, η επίδραση φαρμακολογικών και γενετικών παρεμβάσεων στο 

σχηματισμό πρωτεϊνικών συσσωματωμάτων και τη βιωσιμότητα του νευρώνα 

μπορεί εύκολα να αξιολογηθεί στο νηματώδη. Οι μελέτες αυτές μπορεί να 

βοηθήσουν στη λύση του μυστηρίου σχετικά με το αν η δημιουργία 

πρωτεϊνικών συσσωματωμάτων έχει προστατευτικό ρόλο ή οδηγεί στην 

καταστροφή του νευρώνα. Ακόμη, η ευκολία διεξαγωγής γενετικών screens 

στον C. elegans μπορεί να αποκαλύψει γονίδια που εμπλέκονται στο μοριακό 

μονοπάτι που συνδέει τη λειτουργία του πρωτεοσώματος με το σχηματισμό 

συσσωματωμάτων και τη βιωσιμότητα του νευρώνα . 

Στην παρούσα εργασία, εξετάσαμε την επίδραση της αυξημένης 

ενεργότητας του πρωτεοσώματος, μέσω της υπερέκφρασης της κεντρικής 

υπομονάδας PBS-5, σε ένα μοντέλο νευροεκφυλισμού λόγω υπερέκφρασης 

της α-synuclein.    
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Υλικά και Μέθοδοι 
1. Γονιδιακές σειρές και στελέχη 

Χρησιμοποιήσαμε τα ακόλουθα στελέχη: ζώα αγρίου τύπου - Ν2, mec-

4(u231)X (αναφέρονται και ως mec-4(d)), UA44: [baInl1; pdat-1::α-syn, Pdat-

1::gfp], UA49: [baInl2; punc-54::α-syn::gfp, rol-6 (su1006)], mec-4(d)Ex[plet-

858PBS-5], UA44;Ex[plet-858PBS-5] και UA49;Ex[plet-858PBS-5]. Τα διαγονιδιακά 

ζώα UA44;Ex[plet-858PBS-5], UA49;Ex[plet-858PBS-5] και mec-4(d)Ex[plet-

858PBS-5] δημιουργήθηκαν με ένεση στη γονάδα των ζώων UA44, UA49 και 

mec-4(d) αντίστοιχα του πλασμιδίου plet-858PBS-5-L2865 σε συγκέντρωση 15 

ng/μL μαζί με το πλασμίδιο αναφοράς rol-6 σε συγκέντρωση 50 μg/ μL. Για 

την κατασκευή του πλασμιδίου plet-858PBS-5-L2865 κλωνοποιήθηκε το κομμάτι 

που φέρει την κωδική αλληλουχία του γονιδίου pbs-5 (1513bp) και τις θέσεις 

περιορισμού AgeI/ApaI στα άκρα του, στο πλασμίδιο L2865 το οποίο φέρει 

τον υποκινητή του γονιδίου let-858 ο οποίος οδηγεί την έκφραση του 

διαγονιδίου σε όλα τα κύτταρα. Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων που 

χρησιμοποιήθηκαν είναι: 

ACCGGTATGTGGGGCGAGACATTCG και 

GCTGGGTGTTGATGACGTGGGCCC 

 

2. Δοκιμασίες νευροεκφυλισμού 

Για τη μελέτη της επίδρασης της υπερέκφρασης της PBS-5 στο 

νευροεκφυλισμό που προκαλείται από το τοξικό αλληλόμορφο mec-4(d), τα 

επίπεδα νευροεκφυλισμού εξετάστηκαν στο στάδιο L1. Συγχρονισμένοι 

πληθυσμοί αυγών επιτυγχάνονται μετά από λύση των κυτταρικών σωμάτων 

ενήλικων ζώων με τη χρήση υποχλωριώδους νατρίου. Εκφυλισμένοι 

θεωρούνται οι νευρώνες που έχουν διογκωμένη μορφολογία και η καταγραφή 

τους γίνεται με τη χρήση ανάστροφου μικροσκοπίου. 

Για τη μελέτη της επίδρασης της υπερέκφρασης της PBS-5 στο 

νευροεκφυλισμό που προκαλείται από την α-synuclein, 20 ενήλικα άτομα 

τοποθετούνται σε φρέσκα πιάτα και αφήνονται να εναποθέσουν αυγά για 

τέσσερις ώρες. Όταν οι απόγονοι φθάνουν στο στάδιο L4, μεταφέρονται σε 

νέα πιάτα ανά 20 περίπου άτομα, με συνολικό αριθμό ατόμων ανά πείραμα τα 

100 άτομα. Τα ζώα μεταφέρονται σε νέα πιάτα κάθε δυο μέρες μέχρι την 
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έβδομη μέρα ενηλικίωσης τους. Τότε, καταγράφεται το ποσοστό των 

ακέραιων ντοπαμινεργικών νευρώνων της κεφαλικής περιοχής του ζώου με τη 

χρήση μικροσκοπίου φθορισμού. 
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Αποτελέσματα - Συζήτηση 
1. Η υπερέκφραση της πρωτεοσωμικής υπομονάδας PBS-5 καταστέλλει την 

απώλεια κυττάρων και τη δημιουργία συσσωματωμάτων στο μοντέλο 

Parkinson’s του C. elegans  

 Είναι ενδιαφέρον ότι στα συσσωματώματα παθολογικών πρωτεϊνών σε 

ασθένειες όπως η Parkinson’s και η Alzheimer’s, απαντώνται συχνά 

πρωτεΐνες και μόρια που συμμετέχουν στην πρωτεολυτική αποικοδόμηση 

μέσω του συστήματος πρωτεοσώματος-ουβικουιτίνης (Hyun et al., 2004). Το 

γεγονός αυτό υποδηλώνει αποτυχημένη προσπάθεια του πρωτεοσώματος να 

απομακρύνει τις παθολογικές πρωτεΐνες. Ως αποτέλεσμα, η πρωτεόσταση 

διαταράσσεται, με καταστροφικές για το κύτταρο συνέπειες. 

 Στο μοντέλο της ασθένειας Parkinson’s στον C. elegans, η 

υπερέκφραση της ανθρώπινης πρωτεΐνης α-synuclein, οδηγεί σε απώλεια 

των ντοπαμινεργικών νευρώνων κατά τη γήρανση του ζώου.(Harrington et al., 

2010). Χρησιμοποιήσαμε το μοντέλο αυτό για να εξετάσουμε εάν η ενίσχυση 

της λειτουργίας του πρωτεοσώματος μέσω υπερέκφρασης της υπομονάδας 

PBS-5 , η οποία έχει δειχθεί ότι αποτελεί περιοριστικό παράγοντα για τη 

συγκρότηση του πρωτεοσώματος, οδηγεί σε βελτίωση του νευροεκφυλισμού 

(Chondrogianni et al., 2003). Για το λόγο αυτό, υπερεκφράσαμε την pbs-5 σε 

ζώα τα οποία υπερεκφράζουν την ανθρώπινη α-synuclein στους 

ντοπαμινεργικούς νευρώνες. Στα ζώα αυτά, οι ντοπαμινεργικοί νευρώνες είναι 

σημασμένοι με GFP, λόγω του διαγονιδίου pdat-1GFP που φέρουν, ώστε να 

είναι δυνατή η καταγραφή της απώλειας των νευρώνων κατά τη γήρανση του 

ζώου. Μετρήσαμε τον αριθμό των cephalic (CEP) και anterior dendritic (ADE) 

κλάσεων των ντοπαμινεργικών νευρώνων σε ζώα που υπερεκφράζουν την 

pbs-5 (pdat-1 α-syn pdat-1GFP Ex[plet-858PBS-5]) και σε ζώα αναφοράς (pdat-1α-

syn pdat-1GFP), κατά την έβδομη μέρα της ενήλικης ζωής τους. Διαπιστώσαμε 

ότι η υπερέκφραση της pbs-5 καταστέλλει την απώλεια νευρώνων (Εικόνα 1 

και 2) 
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Εικόνα 1 Η υπερέκφραση της pbs-5 οδηγεί σε καταστολή του νευροεκφυλισμού που 
προκαλείται από την α-synuclein. Τα ζώα αναφοράς και τα ζώα που υπερεκφράζουν την 

α-synuclein εξετάστηκαν για την απώλεια των τεσσάρων CEP και των 2 ADE 

ντοπαμινεργικών νευρώνων (n=50 άτομα ανά διαγονιδιακή σειρά ανά πείραμα). Τα 

αποτελέσματα προέρχονται από τρία ανεξάρτητα πειράματα (P<0.001, unpaired t-test). Οι 

γραμμές σφάλματος δηλώνουν το S.E.M 
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Εικόνα 2 Η υπερέκφραση της pbs-5 οδηγεί σε προστασία των κυτταρικών σωμάτων 
και των αξόνων από τον εκφυλισμό που προκαλείται από την α-synuclein. Κατά την 

έβδομη μέρα της ενήλικης ζωής τους, τα περισσότερα ζώα έχουν απολέσει κάποιους από 

τους ντοπαμινεργικούς νευρώνες που ανήκουν στην CEP ή/και στην ADE κλάση. Τα βέλη 

αντιστοιχούν στα κυτταρικά σώματα των ντοπαμινεργικών νευρώνων. 

 

 

Καθώς η παρατήρηση των συσσωματωμάτων της α-synuclein στους 

νευρώνες είναι τεχνικά δύσκολη λόγω του μικρού μεγέθους των κυτταρικών 

σωμάτων, χρησιμοποιήσαμε ένα άλλο μοντέλο όπου η έκφραση της α-

synuclein κατευθύνεται στα μυϊκά κύτταρα, όπου η δημιουργία των 

συσσωματωμάτων είναι ευδιάκριτη. Παρατηρήσαμε τη δημιουργία 

συσσωματωμάτων κατά την πέμπτη μέρα ενηλικίωσης σε διαγονιδιακά ζώα 

που υπερεκφράζουν την pbs-5 (punc-54α-syn::GFPEx[plet-858PBS-5]) καθώς και 

σε ζώα αναφοράς (punc-54α-syn::GFP). Ποιοτική παρατήρηση έδειξε ότι η 
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υπερέκφραση της pbs-5 καταστέλλει τη συσσωμάτωση της α-synuclein 

(Εικόνα 3). 

 

 

 
Εικόνα 3 Υπερέκφραση της pbs-5 προστατεύει από τη δημιουργία συσσωματωμάτων 
της πρωτεΐνης α-synuclein. Η παρουσία συσσωματωμάτων είναι ευδιάκριτη σε ζώα που 

φέρουν το διαγονίδιο α-synGFP ενώ καταστέλλεται στα ζώα που υπερεκφράζουν την 

υπομονάδα PBS-5. Τα βέλη υποδεικνύουν συσσωματώματα διαφόρων μεγεθών. 

 

 

2. Η υπερέκφραση της πρωτεοσωμικής υπομονάδας PBS-5 δεν παρέχει 

προστασία έναντι του νευροεκφυλισμού που προκαλείται από το τοξικό 

κανάλι MEC-4(d) 

 Θελήσαμε να εξετάσουμε τον προστατευτικό ρόλο της ενίσχυσης της 

πρωτεοσωμικής λειτουργίας μέσω υπερέκφρασης της πρωτεοσωμικής 
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υπομονάδας PBS-5 στο καλά χαρακτηρισμένο μοντέλο νεκρωτικού θανάτου 

που προκαλείται από την έκφραση του τοξικού καναλιού mec-4(d). Στα ζώα 

που φέρουν το αλληλόμορφο αυτό, πεθαίνουν οι έξι νευρώνες που είναι 

υπεύθυνοι για την αντίληψη ήπιων μηχανικών ερεθισμάτων. Δημιουργήσαμε 

με την τεχνική της μικροένεσης διαγονιδιακά μεταλλάγματα mec-4(d) τα οποία 

φέρουν επιπλέον αντίγραφα της pbs-5. Ο νευροεκφυλισμός καταγράφεται 

κατά το στάδιο L1 μετρώντας τον αριθμό των διογκωμένων κυτταρικών 

πτωμάτων με χρήση της τεχνικής της μικροσκοπίας Nomarski. Δεν 

διαπιστώσαμε καταστολή του νεκρωτικού θανάτου σε mec-4(d) μεταλλαγμένα 

ζώα τα οποία υπερεκφράζουν την pbs-5 (Εικόνα 4). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 4 mec-4(d) μεταλλαγμένα ζώα που φέρουν επιπλέον αντίγραφα της pbs-5 δεν 
προστατεύονται από το νεκρωτικό κυτταρικό θάνατο. Αριθμός των κυτταρικών 

πτωμάτων των νευρώνων που αντιλαμβάνονται ήπια μηχανικά ερεθίσματα ανά 100 άτομα 

(P=0.763, unpaired t-test). 

 
 

 Τα παραπάνω πειράματα περιγράφουν την πρώτη προσπάθεια 

ενίσχυσης της ενεργότητας του πρωτεοσώματος μέσω υπερέκφρασης μιας 

υπομονάδας του, in vivo. Η διάφανη επιδερμίδα του ζώου μας επιτρέπει την 

παρατήρηση της κατάστασης των νευρώνων μετά από γενετικές και 

φαρμακολογικές παρεμβάσεις στο επίπεδο ολόκληρου του οργανισμού. 
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Υπερέκφραση της υπομονάδος pbs-5 οδήγησε σε προστασία των 

ντοπαμινεργικών νευρώνων από την υπερέκφραση της α-synuclein και 

καταστολή της δημιουργίας συσσωματωμάτων σε μυϊκά κύτταρα. Πειράματα 

συμπεριφοράς όπως για παράδειγμα ο έλεγχος της κίνησης του ζώου είναι 

πιθανόν να βοηθήσουν στη συσχέτιση της εμφάνισης των συσσωματωμάτων 

με την παρουσία ή όχι κινητικών προβλημάτων. Είναι ενδιαφέρον ότι η 

ενίσχυση της ενεργότητας του πρωτεοσώματος δεν πρόσεφερε προστασία 

ενάντια στο κυτταρικού θανάτου που προκαλείται από την έκφραση του 

τοξικού καναλιού MEC-4(d). Μια πιθανή εξήγηση είναι ότι στο μοντέλο αυτό, η 

ενεργοποίηση του νεκρωτικού μονοπατιού οδηγεί σε γρήγορη καταστροφή 

του κυττάρου (τα νεκρωτικά σώματα εντοπίζονται ακόμα και στο στάδιο του 

εμβρύου). Συνεπώς, είναι πιθανό ότι το ενισχυμένο περιβάλλον 

πρωτεόστασης λόγω υπερέκφρασης της pbs-5 δε διαθέτει το “χρονικό 

περιθώριο” ώστε να προσφέρει την προστατευτική του δράση ενάντια της 

γρήγορης εκτέλεσης του νεκρωτικού θανάτου που προκαλείται από το mec-

4(d). Αντίθετα, ο θάνατος των ντοπαμινεργικών νευρώνων λόγω 

υπερέκφρασης της α-synuclein συμβαίνει σταδιακά (οι νευρώνες πεθαίνουν 

μεταξύ της πέμπτης και έβδομης μέρας της ενήλικης ζωής των ζώων). Στην 

περίπτωση αυτή, το κυτταρικό περιβάλλον ενισχυμένης πρωτεόστασης λόγω 

υπερέκφρασης της pbs-5, εμποδίζει τη δημιουργία συσσωματωμάτων και 

καταστέλλει την απώλεια των ντοπαμινεργικών νευρώνων. 

 Περαιτέρω χαρακτηρισμός των αλλαγών που συμβαίνουν στο σύστημα 

ανακύκλωσης-αποικοδόμησης πρωτεϊνών μέσω πρωτεοσώματος, μετά από 

υπερέκφραση της υπομονάδος pbs-5, είναι πιθανό να οδηγήσουν σε 

καλύτερη κατανόηση της σημασίας της πρωτεόστασης στην ασθένεια 

Parkinson’s και στο σχεδιασμό νέων θεραπευτικών προσεγγίσεων. 
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