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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

Η παρούσα διπλωµατική εργασία µε θέµα: «In vivo µελέτη της επίδρασης 

εκχυλισµάτων από τα είδη Pinus nigra και Pinus heldreichii ως προς την 

αντιγηραντική και αντιοξειδωτική τους δράση» πραγµατοποιήθηκε στον Τοµέα 
Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής του Τµήµατος Βιολογίας σε συνεργασία µε τον 
Τοµέα Φαρµακογνωσίας και Χηµείας Φυσικών Προϊόντων του Τµήµατος 
Φαρµακευτικής, στα πλαίσια του ∆ιατµηµατικού Μεταπτυχιακού Προγράµµατος 
Ειδίκευσης «Αποµόνωση - Ανάπτυξη - Παραγωγή και Έλεγχος Βιοδραστικών 
Φυσικών Προϊόντων», του Εθνικού και Καποδιστριακού Πανεπιστηµίου Αθηνών 
(ΕΚΠΑ). 

 
Στο σηµείο αυτό, θα ήθελα να ευχαριστήσω τους ανθρώπους, των οποίων η 

βοήθεια, µε διαφορετικούς τρόπους ανά περίπτωση, συνέβαλε ουσιαστικά στην 
πραγµατοποίηση της παρούσας εργασίας. 

 
Καταρχήν, θα ήθελα να ευχαριστήσω τα µέλη της Τριµελούς Εξεταστικής 

Επιτροπής, το ∆ιευθυντή του Τοµέα Φαρµακογνωσίας και Χηµείας Φυσικών 
Προϊόντων, Καθηγητή κ. Αλέξιο - Λέανδρο Σκαλτσούνη, τον Αναπληρωτή 
Καθηγητή κ. Ιωάννη Τρουγκάκο και τον Επίκουρο Καθηγητή κ. Νικόλαο Φωκιαλάκη 
τόσο για τη γνώση που µου προσέφεραν κατά τη διάρκεια των µεταπτυχιακών 
µαθηµάτων, καθώς και για την ευκαιρία που µου έδωσαν να συµµετάσχω σε αυτό το 
µεταπτυχιακό πρόγραµµα παρέχοντάς µου τη βοήθειά τους, όποτε τη χρειάστηκα. 

 
Να ευχαριστήσω, ιδιαίτερα, τον Καθηγητή του Τοµέα Φαρµακογνωσίας και 

Χηµείας Φυσικών Προϊόντων κ. Αλέξιο - Λέανδρο Σκαλτσούνη, για την τιµή που 
µου έκανε να είναι υπεύθυνος της παρούσας διπλωµατικής εργασίας. 

 
Θα ήθελα να ευχαριστήσω θερµά τον Αναπληρωτή Καθηγητή του Τοµέα 

Βιολογίας Κυττάρου και Βιοφυσικής του Τµήµατος Βιολογίας κ. Ιωάννη Τρουγκάκο, 
για την ευκαιρία που µου έδωσε να εργαστώ στη συγκεκριµένη µελέτη, τη γνώση που 
µου πρόσφερε κατά τη διεκπαιρέωσή της, καθώς και την προθυµία του να επιβλέπει 
την πορεία µου και να µε καθοδηγεί µε πολύτιµες συµβουλές, ιδέες και υποδείξεις. 
Να τον ευχαριστήσω, επίσης, για την εµπιστοσύνη και την απεριόριστη κατανόηση 
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διάρκεια της διετούς πορείας µου στο εργαστήριο. 
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Κλείνοντας, ευχαριστώ τη ∆ιευθύντρια του Τοµέα Βιολογίας Κυττάρου και 

Βιοφυσικής Καθηγήτρια κα. Ισιδώρα Παπασιδέρη, καθώς και όλο το προσωπικό του 
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Επίσης, ευχαριστώ θερµά όλους τους συµφοιτητές από το µεταπτυχιακό 
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της διετούς πορείας. Και φυσικά να ευχαριστήσω τους φίλους µου για την 
απεριόριστη στήριξη τους.  

Τέλος, ένα τεράστιο ευχαριστώ στην οικογένεια µου, στους γονείς µου και τον 
αδερφό µου. Είναι οι άνθρωποι που µε στήριξαν σε όλη τη διάρκεια της ζωής µου και 
πίστεψαν σε µένα, γιατί χωρίς εκείνους δε θα είχα τη δυνατότητα να κάνω τα όνειρα 
µου πραγµατικότητα. 

Ταλλάς Κωνσταντίνος, 
Οκτώβριος 2016 
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

AGEs Advanced Glycation End products 
Τελικά προϊόντα πρωτεϊνικής γλυκοζυλίωσης 
 

ALS Autophagy-Lysosome System 
Σύστηµα αυτοφαγίας - λυσοσώµατος 
 

AMPK AMP-activated Kinase 
 

APS Ammoniun persulphate 
Υπερθειϊκό αµµώνιο 
 

ATP Adenosine Triphosphate 
Τριφωσφορική αδενοσίνη 
 

ARE Antioxidant Response Element 
Στοιχείο αντιοξειδωτικής απόκρισης 
 

BSA Bovine Serum Albumin 
Αλβουµίνη ορού βοός 
 

CR Caloric Restriction 
Περιορισµός θερµίδων 
 

Cdna Complementary DNA 
Συµπληρωµατικό DNA 
 

CncC cap’n’collar isoform C 
 

CO2 Carbon dioxide 
∆ιοξείδιο του άνθρακα 
 

DMSO Dimethyl Sulfoxid 
∆ιµεθυλο-σουλφοξείδιο 
 

DNP Dinitrophenyl 
∆ινιτροφαίνυλο 
 

DTT Dithiothreitol 
∆ιθειοθρεϊτόλη 
 

dH2O Distilled water 
Απεσταγµένο νερό 
 

EDTA Ethylenediamine-tetra-acetic acid 
Αιθυλενο-διαµινο-τετραοξικόοξύ 
 

EtOH Ethanol 
Αιθανόλη 
 

GC Gas Chromatography 
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Αέρια χρωµατογραφία 
 

GFP Green Fluoresence Protein 
Πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 
 

Hepes N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane sulfonic  acid 
N-2-υδροξυαιθυλοπιπεραζινο-N-2-αιθανοσουλφονικόοξύ 
 

HPLC High-Performance Liquid Chromatography 
Υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης 
 

IGF-1 Insulin-like Growth Factor-1 
 

It is Integrated Taxonomic Information System 
Ολοκληρωµένο Ταξινοµικό Πληροφοριακό Σύστηµα 
 

IUCN International Union for Conservation of Nature 
∆ιεθνής Ένωση για ∆ιατήρηση της Φύσης 
 

KCl Potassium chloride 
Χλωριούχο κάλιο 
 

Keap1 Kelch-like ECH-associated protein 1 
 

Maf Musculo aponeurotic fibrosarcoma 
 

MeOH Methanol 
Μεθανόλη 
 

MgCL2 Magnesium chloride 
Χλωριούχο µαγνήσιο 
 

MIC Minimum Inhibitory Concentrations 
Ελάχιστες ανασταλτικές συγκεντρώσεις 
 

MID Minimum Inhibitory Dosages 
Ελάχιστες ανασταλτικές δοσολογίες 
 

mRNA Messenger RNA 
Αγγελιοφόρο RNA 
 

NaCl Sodium chloride 
Χλωριούχο νάτριο 
 

NaHCO3 Sodium bicarbonate 
Όξινο ανθρακικό νάτριο 
 

Nonidet P-40 (NP-
40) 

Non-ionic detergent 
2-[2-[4-(2,4,4-trimethylpentary)phenoxy] ethoxy] ethanol 
Μη ιονικό απορρυπαντικό 
2-[2-[4-(2,4,4-τριµεθυπεντανυλ)φαινοξυ]αιθοξυ] αιθανόλη 
 

Nrf2 NF-E2-related factor  -2 
 

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 
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Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 
 

PBE Pinus Bark Extract 
Εκχύλισµα φλοιού πεύκου 
 

PBS Phosphate Buffered Saline 
∆ιάλυµα φωσφορικών αλάτων 
 

PCR PolymeraseChainReaction 
Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 
 

ROS Reactive Oxygen Species 
∆ραστικές µορφές οξυγόνου 
 

RT-PCR Real Time PCR 
Πραγµατικού χρόνου PCR 
 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 
Θειϊκό δωδεκυλικό νάτριο 
 

t-BHP Tert-Butyl hydroperoxide 
Τριτ-βουτυλουδροϋπεροξείδιο 
 

TBS Tris Buffered Saline 
 

TEMED N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine 
Ν, Ν, Ν’, N’-τετραµεθυλαιθυλενο-διαµίνη 
 

Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
Τρις-(υδροξυµεθυλοr)-αµινοµεθάνιο 
 

TOR Target Of Rapamycin 
Στόχος της ραπαµυκίνης 
 

UPS Ubiquitin Proteasome System 
Σύστηµα ουβικιτίνης-πρωτεασώµατος 
 

v/v Volume per volume 
Όγκος κατ’ όγκο 
 

w/v Weight per volume 
Βάρος κατ’ όγκο 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Η γήρανση αποτελεί µια φυσιολογική, αναπόφευκτη διαδικασία, που 

καθοδηγείται από διαφορετικά µοριακά µονοπάτια και βιοχηµικά γεγονότα που 
προωθούνται τόσο από γενετικούς όσο και στοχαστικούς περιβαλλοντικούς 
παράγοντες. Αρκετά µονοπάτια έχουν εµπλακεί στην εξέλιξη της γήρανσης όπως τα 
µεταβολικά µονοπάτια, το µονοπάτι των σιρτουϊνών (sirtuins), η µείωση του µήκους 
των τελοµερών καθώς και µονοπάτια απόκρισης στο στρες που διατηρούν την 
οµοιόσταση και ρυθµίζουν το ποσοστό επιβίωσης των οργανισµών σε ένα µάλλον 
εχθρικό οξειδωτικό περιβάλλον. 

 
Η εµφάνιση της γήρανσης µπορεί να επιβραδυνθεί είτε µε γενετικές 

παρεµβάσεις ή µε τη διατροφή (π.χ. µειωµένη λήψη θερµίδων - CR: Caloric 
Restriction). Οι διατροφικές παρεµβάσεις, όπως η περιορισµένη λήψη θερµίδων (CR) 
ή ισορροπηµένη υγιεινή διατροφή είναι από τις πιο αποτελεσµατικές προσεγγίσεις για 
την επέκταση της ποιότητας ζωής ή / και της µακροζωίας, που οφείλονται είτε σε 
παρατεταµένη ήπια ενεργοποίηση των οδών που ανταποκρίνονται στο στρες ή / και 
στα χαµηλά επίπεδα βλαβών στα βιοµόρια. Βασικό ρόλο στη λειτουργικότητα του 
δικτύου πρωτεόστασης διαδραµατίζουν το κύριο σηµατοδοτικό µονοπάτι 
αντιοξειδωτικής απόκρισης Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) / Keap1 
(Kelch-like ECH-associated protein 1), καθώς και τα κύρια πρωτεολυτικά και 
επιδιορθωτικά συστήµατα (σύστηµα ουβικιτίνης – πρωτεασώµατος και µονοπάτι 
αυτοφαγίας - λυσοσώµατος).  

 
Στην παρούσα µελέτη, αναλύθηκε για πρώτη φορά η in vivo επίδραση των 

εκχυλισµάτων από τα είδη Pinus nigra (υδατικό εκχύλισµα φλοιού) και Pinus 
heldreichii (υδροαλκοολικό και αλκοολικό εκχύλισµα ξύλου) ως πρόσθετα διατροφής 
στην οργανισµική οµοιοστασία του πειραµατικού µοντέλου Drosophila 
melanogaster. Το µοντέλο αυτό χρησιµοποιείται ως in vivo πλατφόρµα ελέγχου της 
βιοδραστικότητας φυσικών ουσιών. Παράλληλα, η δράση των παραπάνω 
εκχυλισµάτων συγκρίθηκε µε το υδατικό εκχύλισµα από το φλοιό του είδους Pinus 
pinaster (Pycnogenol®), το οποίο χρησιµοποιήθηκε ως θετικός µάρτυρας, καθώς είναι 
ευρέως διαδεδοµένη η αντιοξειδωτική του δράση. 

 
Τα προκαταρκτικά µας ευρήµατα έδειξαν ότι από την έκθεση των εντόµων 

στα υπό µελέτη εκχυλίσµατα, κυρίως η διατροφική παρέµβαση µε το υδροαλκοολικό 
εκχύλισµα από το ξύλο του είδους P. heldreichii παρείχε συνολικά ευεργετικά 
αποτελέσµατα στη φυσιολογία και τη βιωσιµότητα των εντόµων σε σύγκριση µε την 
Pycnogenol®. Παρόµοια εικόνα αλλά σε µικρότερη κλίµακα εντοπίστηκε και στο 
υδατικό εκχύλισµα από φλοιό του είδους P. nigra. Επιπλέον, διαπιστώθηκε 
συσχέτιση των ωφέλιµων αποτελεσµάτων µακροβιότητας, τόσο σε φυσιολογικές όσο 
και σε υπό στρες συνθήκες, µε κυτταρικές αντιοξειδωτικές αποκρίσεις, δεδοµένου ότι 
σηµειώθηκε αυξηµένη επαγωγή της αντιοξειδωτικής απόκρισης µέσω των ΑREs 
(Antioxidant Response Elements) που σχετίζεται µε ταυτόχρονη µείωση των 
οξειδωµένων πρωτεϊνών καθώς και του κυτταρικού οξειδωτικού φορτίου. 
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ABSTRACT 

Organismal ageing is a natural, inevitable process driven by diverse molecular 
pathways and biochemical events that are promoted by both environmental and 
genetic factors. Several pathways have been implicated in the development of aging 
such as nutrients sensing pathways, the pathway of sirtuins, the reduction of telomere 
length and stress responsive pathways that maintain homeostasis and regulate the 
survival of organisms in a rather hostile environment.  

 
The appearance of ageing can be postponed by either genetic interventions or 

diet (e.g. CR: Caloric Restriction). Diet-interventions such as CR or balanced healthy 
diet are the most effective approaches for extending healthspan and/or lifespan, due to 
either prolonged mild activation of stress responsive pathways and/or low levels of 
damage to biomolecules. Central to proteostasis network functionality are the 
Ubiquitin-Proteasome System (UPS) and the Autophagy-Lysosome System (ALS), 
along with the main antioxidant signalling pathway of Nrf2 (nuclear factor erythroid 
2-related factor 2)/Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1).  

 
In the present study, we analyzed for first time the effects of natural extracts of  

Pinus nigra (aqueous bark extract) and Pinus heldreichii (hydroalcoholic and 
alcoholic wood extracts) on the Drosophila melanogaster organismal homeostasis. 
This experimental model is used as an in vivo screening platform of natural extracts 
bioactivity. Findings were compared to the results obtained from aqueous extract of 
the bark of Pinus pinaster (Pycnogenol®), which was used as a positive control. The 
antioxidant action of Pycnogenol® is well established. 

 
Our preliminary findings indicated that from all the extracts used, the addition 

of the hydroalcoholic extract from the wood of P. heldreichii in flies’ culture medium 
provided overall beneficial effects on the physiology and viability of insects as 
compared to the commercial formulation of Pycnogenol®

. Similar findings were 
found in relation to the aqueous extract from the bark of P. nigra. Furthermore, 
beyond the effects on longevity, under both normal and stress conditions, we noted 
increased antioxidant responses with a simultaneous reduction of oxidized proteins 
and cellular oxidative stress.  
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Α.1 Γήρανση 
 
Η εµφάνιση του γήρατος αποτελεί µια φυσιολογική, αναπόφευκτη διαδικασία, 

που χαρακτηρίζεται από µια προοδευτική συσσώρευση βλαβών σε µακροµόρια και 
οργανίδια των κυττάρων και σταδιακά οδηγεί σε µειωµένη κυτταρική και µοριακή 
αποτελεσµατικότητα των βιολογικών διαδικασιών, οι οποίες απαιτούνται για τη 
διατήρηση της οµοιόστασης-οµοιοδυναµικής και της επιβίωσης. Οι βλάβες αφορούν 
τη συσσώρευση στα κύτταρα τροποποιηµένων δυσλειτουργικών πρωτεϊνών, λιπιδίων, 
υδατανθράκων καθώς και νουκλεϊκών οξέων, τα οποία αποµακρύνονται φυσιολογικά 
από τα πρωτεολυτικά και επιδιορθωτικά συστήµατα του κυττάρου, τα οποία ωστόσο 
καθίστανται αναποτελεσµατικά να επιδιορθώσουν τις βλάβες, οι οποίες και 
συσσωρεύονται (Kirkwood, 1977; Rattan, 2006). 

Στις βλάβες συµβάλλουν τόσο ενδογενείς, όσο και εξωγενείς παράγοντες 
(López-Otín et al., 2013; Trougakos et al., 2013). Οι ενδογενείς παράγοντες αφορούν 
κυρίως στη γενωµική αστάθεια, δηλαδή ανακατατάξεις της χρωµατίνης, βλάβη του 
DNA, καθώς και στη σµίκρυνση του µήκους των τελοµερών, ενώ όσον αφορά στους 
εξωγενείς παράγοντες, που σχετίζονται µε το γήρας, περιλαµβάνονται το 
περιβαλλοντικό στρες, καθώς και ο τρόπος ζωής, όπως η διατροφή και το κάπνισµα 
(Trougakos et al., 2013). 

Για µεγάλο χρονικό διάστηµα, οι µηχανισµοί συντήρησης της οµοιοδυναµικής 
του κυττάρου διατηρούν σε χαµηλά επίπεδα τις βλάβες στα βιοµόρια 
αποµακρύνοντας ή επιδιορθώνοντας αυτές. Ωστόσο, σταδιακά και καθώς ο 
οργανισµός γηράσκει, τα µονοπάτια διατήρησης της οµοιοδυναµικής 
δυσλειτουργούν. Τελικά, προκύπτει απορρύθµιση των κυτταρικών λειτουργιών µε 
αποτέλεσµα την περαιτέρω συσσώρευση βλάβης, η οποία οδηγεί στην εµφάνιση του 
γερασµένου ιστού, καθώς και σε ασθένειες που σχετίζονται µε το γήρας, όπως οι 
νευροεκφυλιστικές νόσοι και ο καρκίνος (Campisi, 2005; Niccoli & Partridge, 2012). 

Υπάρχουν αρκετά κοινά και ευρέως αποδεκτά χαρακτηριστικά, τα οποία 
φανερώνουν την εµφάνιση της γήρανσης, όπως η αυξηµένη θνησιµότητα µε την 
πάροδο της ηλικίας, η µειωµένη αναπαραγωγική δραστηριότητα και 
αντιδραστικότητα, η µειωµένη ικανότητα ανάκαµψης-ανάρρωσης (Gompertz, 1825; 
Hitt et al., 1999), οι µεταβολές στη βιοχηµική σύνθεση των ιστών, στο ρυθµό 
µεταγραφής και µετάφρασης ορισµένων γονιδίων (Strehler, 1977; Florini et al.,1981), 
η προοδευτική µείωση της φυσιολογικής ικανότητας του οργανισµού (Lindeman et 
al., 1985; Shock 1985; Lakatta, 1990). Κατά καιρούς έχουν περιγραφεί και 
χρησιµοποιηθεί διάφοροι βιοδείκτες της γήρανσης (Florini, 1981), µε πιο κύριους τη 
συσσώρευση λιποφουσκίνης, προϊόν της οξείδωσης των λιπαρών οξέων (Strehler, 
1977) και την αυξηµένη συγκέντρωση εξωκυττάριων ουσιών, όπως το κολλαγόνο 
(Bjorksten, 1974). 

 
 

Α.1.1 Βιοδείκτες γήρανσης  
 

∆ύο από τους πιο αξιοσηµείωτους βιοδείκτες γήρανσης είναι η αυξηµένη 
συγκέντρωση της λιποφουσκίνης (lipofuscin) και των ώριµων τελικών προϊόντων 
γλυκοζυλίωσης [advanced glycation end-product(s) (AGE(s)], καθώς µεταξύ των 
πρωτεϊνικών τροποποιήσεων που σχετίζονται µε τη γήρανση περιλαµβάνονται οι 
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τροποποιήσεις που δηµιουργούνται από οξειδωµένους και γλυκοζυλιωµένους 
παράγοντες, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία έντονα οξειδωµένων και/ή αδιάλυτων 
πρωτεϊνικών συσσωµατωµάτων.  

 Όσον αφορά στις πρωτεϊνικές τροποποιήσεις πρόκειται για µεταβολές του 
ρυθµού µεταγραφής συγκεκριµένων γονιδίων και της πρωτεϊνοσύνθεσης. 
Μεταφραστικές τροποποιήσεις πρωτεϊνών, όπως η γλυκοζυλίωση και η οξείδωση 
σχετίζονται µε τη γήρανση και περιλαµβάνουν τη δηµιουργία έντονα οξειδωµένων, 
αδιάλυτων πρωτεϊνικών συσσωµατωµάτων γνωστών ως λιποφουσκίνη (Jung et al., 
2007; Höhn et al., 2011), καθώς και την τροποποίηση των πρωτεϊνών από τα ώριµα 
τελικά προϊόντα γλυκοζυλίωσης (AGEs). Τα AGEs δηµιουργούνται µέσω µη-
ενζυµικής αντίδρασης αναγωγικών σακχάρων µε πρωτεϊνικές αµινο-οµάδες (Oudes et 
al., 1998).  

Έχει δειχθεί ότι η συσσώρευση τόσο της λιποφουσκίνης, όσο και των AGEs 
αυξάνονται µε την ηλικία και εξαρτώνται από το ρυθµό της οξειδωτικής βλάβης των 
πρωτεϊνών, καθώς και από τη λειτουργία των µιτοχονδρίων και των πρωτεολυτικών 
συστηµάτων (Terman et al., 2006; Jung et al., 2007). Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι 
η λιποφουσκίνη και τα AGEs προκαλούν µείωση της ενεργότητας του 
πρωτεασώµατος, ενός πρωτεολυτικού και επιδιορθωτικού συστήµατος του κυττάρου 
(Höhn et al., 2011). Επίσης, µειώνουν την ποιότητα ζωής (healthspan), καθώς και το 
προσδόκιµο ζωής (lifespan) των εντόµων Drosophila melanogaster (Tsakiri et al., 
2013). 

 
 

Α.2 Θεωρίες γήρανσης 

 

Αρκετές θεωρίες έχουν προταθεί για να εξηγήσουν το φαινόµενο της 
γήρανσης, οι οποίες θα µπορούσαν να χωριστούν σε δυο γενικές κατηγορίες: τις 
αναπτυξιακές-γενετικές και τις στοχαστικές (Troen, 2003). 

Οι γενετικές θεωρίες υποστηρίζουν ότι η γήρανση είναι µέρος του γενετικά 
προγραµµατισµένου και ελεγχόµενου χρόνου ζωής, που περιλαµβάνει την ανάπτυξη, 
την ωρίµανση, τη γήρανση και το θάνατο. Με άλλα λόγια, η γήρανση εξαρτάται από 
τη ρύθµιση των «βιολογικών ρολογιών» του οργανισµού. Η ρύθµιση αυτή θα 
µπορούσε να σχετίζεται µε την επαγωγή ή την καταστολή γονιδίων του νευρικού, 
ενδοκρινικού και του ανοσοποιητικού συστήµατος, τα οποία είναι υπεύθυνα για τη 
διατήρηση της οµοιόστασης και τις αντιδράσεις άµυνας. Αν και η κληρονοµικότητα 
της διάρκειας ζωής είναι σχετικά µικρή, ορισµένες γενετικές διαφοροποιήσεις 
τροποποιούν σηµαντικά τη γήρανση των θηλαστικών και των ασπόνδυλων, µε τόσο 
θετικές όσο και αρνητικές επιπτώσεις όσο αφορά στη διάρκεια ζωής (Finch & Tanzi, 
1997). 

Αντίθετα, οι στοχαστικές θεωρίες υποστηρίζουν ότι οι τυχαίοι 
περιβαλλοντικοί παράγοντες προκαλούν αθροιστικές βλάβες σε πολλαπλά επίπεδα 
του οργανισµού και οδηγούν στη γήρανση. Πιο συγκεκριµένα, µεταλλαγές που 
συµβαίνουν µετά την αναπαραγωγική περίοδο, οι οποίες δεν είναι ισχυρά επιλεγµένες 
επειδή δεν θα περάσουν στους απογόνους, συσσωρεύονται µε την ηλικία και 
δηµιουργούν βλάβες στο DNA ή στους επιδιορθωτικούς µηχανισµούς του κυττάρου 
και αλλαγές στο ρυθµό σύνθεσης των πρωτεϊνών. Η θεωρία της τροποποίησης των 
πρωτεϊνών συµπεριλαµβάνει αλλαγές στη φυσιολογική και βιοχηµική ενεργότητα 
των πρωτεϊνών. Οι αλλαγές συµβαίνουν µέσω οξείδωσης, διασυνδέσεων µεταξύ 
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πρωτεϊνών, DNA και άλλων δοµικών µορίων και της γλυκοζυλίωσης, που είναι ο 
κύριος τρόπος δηµιουργίας των διασυνδέσεων. Η θεωρία των ελεύθερων ριζών, οι 
δείκτες γήρανσης και το µονοπάτι της πρωτεασωµικής αποικοδόµησης των 
πρωτεϊνών µέσω ουβικιτίνης συµπεριλαµβάνονται στις στοχαστικές θεωρίες της 
γήρανσης (Harman, 1981; Medvedev, 1990) και περιγράφονται αναλυτικά  
παρακάτω. 

 
 

Α.2.1 Θεωρία των ελεύθερων ριζών οξυγόνου – Οξειδωτικό στρες 
 
Το 1956, ο D.Harman ανέπτυξε τη θεωρία των ελεύθερων ριζών σύµφωνα µε 

την οποία οι δραστικές µορφές οξυγόνου (Reactive Oxygen Species - ROS) 
αθροίζονται µε το χρόνο προκαλώντας τη δυσλειτουργία των κυττάρων, των ιστών 
και του οργανισµού και τελικά οδηγώντας στο θάνατο. Είκοσι χρόνια αργότερα, ο 
Harman έδειξε ότι η κύρια πηγή των ROS είναι το µιτοχόνδριο (Εικόνα 1), το οποίο 
συµβάλλει στη συσσώρευση οξειδωτικού στρες µε την εκροή της ρίζας του 
σουπεροξειδίου (O2

·) (Harman, 1981).  
Στους αερόβιους οργανισµούς, η ενέργεια, που απαιτείται για να 

τροφοδοτήσει τις βιολογικές λειτουργίες, παράγεται στα µιτοχόνδρια µέσω της 
αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων. Ωστόσο, εκτός από την ενέργεια, παράγονται και 
ROS, που έχουν τη δυνατότητα να προκαλέσουν κυτταρικές βλάβες. Τα ROS είναι 
αναπόφευκτα, φυσικά υποπροϊόντα του κυτταρικού µεταβολισµού και αποτελούν 
µόρια σε πολύ ασταθή µορφή διότι περιέχουν ένα ασύζευκτο ηλεκτρόνιο στην 
εξωτερική τους στοιβάδα κι έτσι έχουν την τάση να προσλαµβάνουν ένα ηλεκτρόνιο 
από γειτονικά τους µόρια αφήνοντας έτσι αυτά σε ασταθή µορφή. Με αυτόν τον 
τρόπο, δηµιουργείται ένας φαύλος κύκλος ο οποίος επηρεάζει και την αντιοξειδωτική 
άµυνα του κυττάρου. Ωστόσο, η οξειδωτική βλάβη «χτίζεται» µε την πάροδο του 
χρόνου. Συγκεκριµένα, προκαλούνται τροποποιήσεις στις βάσεις του DNA, ενίσχυση 
της λιπιδικής υπεροξείδωσης καθώς και απώλεια της ενζυµικής δραστηριότητας των 
πρωτεϊνών και τελικά υφίσταται σταδιακή απώλεια της φυσιολογικής λειτουργίας του 
κυττάρου µε αποτέλεσµα την εµφάνιση της γήρανσης. 

Οι δυο πιο σηµαντικές πηγές ROS είναι η ρίζα του υπεροξειδίου (O2
·) και του 

υδροξυλίου (OH·), οι οποίες παράγονται από ενζυµικές αντιδράσεις και από τις 
αντιδράσεις Fenton, αντιστοίχως. Όταν διαταραχθεί η ισορροπία ανάµεσα στο ρυθµό 
δηµιουργίας και αποβολής των ROS, τότε οδηγούµαστε στο οξειδωτικό στρες. Το 
οξειδωτικό στρες αποτελεί µια ανισορροπία µεταξύ της παραγωγής και εκδήλωσης 
των ROS και της ικανότητας ενός βιολογικού συστήµατος να αποτοξινώνει εύκολα 
τα ενεργά ενδιάµεσα ή να επιδιορθώνει τη βλάβη που αυτά προκαλούν. Οι συνέπειες 
του οξειδωτικού στρες εξαρτώνται από το µέγεθος των αλλαγών, καθιστώντας το 
κύτταρο ικανό να ξεπεράσει µικρές διαταραχές και να ανακτήσει την αρχική του 
κατάσταση. Ωστόσο, πιο σοβαρή οξειδωτική βλάβη µπορεί να προκαλέσει κυτταρικό 
θάνατο, ακόµα και µέτρια οξείδωση µπορεί να προκαλέσει απόπτωση, ενώ πιο 
έντονες βλάβες µπορούν να επιφέρουν ακόµα και νέκρωση (Barja, 2004; 
Devasagayam et al., 2004). 

Αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι οι οξειδωµένες πρωτεΐνες τείνουν να 
αυξάνουν µε την ηλικία και ιδιαίτερα σε µετά-µιτωτικά και σε κύτταρα µε µακρά 
διάρκεια ζωής. Αυτό υποστηρίζεται από το γεγονός ότι η υπερέκφραση 
αντιοξειδωτικών ενζύµων επιβραδύνει τη σχετιζόµενη µε την ηλικία οξειδωτική 
βλάβη και αυξάνει το χρόνο ζωής σε διαγονιδιακά µοντέλα Drosophila melanogaster, 



[21] 

 

ενώ ακόµα διαφοροποιήσεις στη µακροζωία µεταξύ διαφόρων ειδών σχετίζονται 
αντιστρόφως ανάλογα µε τα ποσοστά της µιτοχονδριακής παραγωγής της ελεύθερης 
ρίζας του σουπεροξειδίου και του υπεροξειδίου του υδρογόνου (Sohal & Weindruch, 
1996). Επιπλέον, η χορήγηση οξειδωτικών παραγόντων σε πειραµατόζωα έδειξε να 
επιταχύνει το ρυθµό συσσώρευσης της λιποφουσκίνης, ενός από τους βιοδείκτες 
γήρανσης (Sohal & Brunk, 1989; Tsakiri et al., 2013). 

Ωστόσο, η µειωµένη λήψη θερµίδων αποδεικνύεται ότι αυξάνει το χρόνο ζωής 
λόγω µείωσης του ρυθµού πρωτεϊνοσύνθεσης (Tavernarakis & Driscoll, 2002), ενώ 
µειώνει και την παραγωγή των ROS από τα µιτοχόνδρια µε αποτέλεσµα τη µείωση 
του οξειδωτικού στρες (Sohal & Weindruch, 1996; Barja, 2004). 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Η παραγωγή ελεύθερων ριζών οξυγόνου (ROS) από τη µιτοχονδριακή αλυσίδα είναι 

κεντρικής σηµασίας στο οξειδωτικό στρες και σε όποιο ρόλο διαδραµατίζει στο αντιοξειδωτικό 
µονοπάτι, ενώ σταδιακά οδηγεί σε δηµιουργία ασθενειών και γήρανση (MRC, Medical Research 
Council). 

 
 

Α.2.2 Η µειωµένη λήψη θερµίδων σε σχέση µε το οξειδωτικό στρες 
(Caloric Restriction - CR) 
 

Σύµφωνα µε πληροφορίες, η πιο αποτελεσµατική παρέµβαση για την 
επέκταση της µακροζωίας στο µοντέλο οργανισµών είναι ο περιορισµός των 
θερµίδων (Caloric Restriction - CR), ο οποίος αναφέρεται σε µια µείωση (χωρίς 
υποσιτισµό) στην πρόσληψη τροφής κατά 10-50 % κάτω από το επίπεδο στα 
θηλαστικά που τρέφονται κατά βούληση. CR όχι µόνο αυξάνει τη µακροζωία, αλλά 
µειώνει επίσης τον κίνδυνο για τις περισσότερες (αν όχι όλες) ηλικιακές ασθένειες, 
συµπεριλαµβανοµένων του διαβήτη, της καρδιαγγειακής νόσου, του 
νευροεκφυλισµού και του καρκίνου (Colman et al., 2009; Kenyon et al., 2010; 
Mattison et al., 2013). Σε γενετικό επίπεδο, παρατηρήθηκε ότι οι µεταλλάξεις σε 

Εικόνα 1: ∆ηµιουργία Reactive Oxygen Species 
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θρεπτικούς µεµβρανικούς υποδοχείς αίσθησης στο πλάσµα θα µπορούσε να αυξήσει 
τη διάρκεια ζωής των ενηλίκων C. elegans (Kenyon et al., 1993). Από τότε, διάφορες 
µελέτες έχουν αποδείξει ότι η διάρκεια ζωής µπορεί να αυξηθεί από µεταλλάξεις σε 
γονίδια που ανιχνεύουν και µεταδίδουν την παρουσία θρεπτικών ουσιών (Alic & 
Partridge, 2011). 

Φαίνεται πως η περιορισµένη λήψη τροφής, έχει αντίκτυπο στον οργανισµό 
µακροπρόθεσµα, αφού κατ’ αυτόν τον τρόπο υπάρχει παράλληλη µείωση του ρυθµού 
της πρωτεϊνοσύνθεσης (Tavernarakis & Driscoll, 2002; Syntichaki et al., 2007). Έτσι, 
ελαττώνεται ο ρυθµός παραγωγής των ROS από τα µιτοχόνδρια µε αποτέλεσµα την 
τελική αύξηση του προσδόκιµου ζωής (Sohal & Weindruch, 1996; Barja, 2004), ενώ 
όσο ο περιορισµός εφαρµόζεται για µεγάλο διάστηµα φαίνεται πως ο ρυθµός 
σχηµατισµού H2O2 από τα µιτοχόνδρια περιορίζεται και αυτός (οµοίως και η 
οξειδωτική βλάβη του µιτοχονδριακού DNA) (Gredilla et al., 2001; Drew et al., 2002; 
Lόpez-Torez et al., 2002; Sanz et al., 2005). Συγκεκριµένα, παρατηρείται πως η 
προστατευτική δράση που ασκεί η µειωµένη λήψη θερµίδων είναι ιστοειδική, αλλά 
εξαρτάται και από τη διάρκεια που αυτή εφαρµόζεται.  

 
 

Α.2.3 Το µονοπάτι αντιοξειδωτικής απόκρισης Nrf2/Keap1  
 
Η απόκριση του κυττάρου στο οξειδωτικό στρες παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

διατήρηση της πρωτεόστασης. Το κύριο αντιοξειδωτικό σηµατοδοτικό µονοπάτι είναι 
αυτό του NF-E2-related factor-2 / Kelch-like ECH-associated protein 1 (Nrf2/Keap1) 
(Sykiotis & Bohmann, 2008).  

Υπό φυσιολογικές συνθήκες, (απουσία οξειδωτικού στρες), ο µεταγραφικός 
παράγοντας Nrf2 εντοπίζεται προσδεµένος στην πρωτεΐνη Keap1, η οποία οδηγεί τον 
Nrf2 προς αποικοδόµηση από το πρωτεάσωµα, µέσω της Ε3 λιγάσης cullin 3. Πιο 
συγκεκριµένα, η πρωτεΐνη Keap1 έχει δοµή πρόσδεσης στην ακτίνη και διαθέτει ένα 
αµινο-τελικό µοτίβο BTB/POZ και ένα καρβοξυ-τελικό µοτίβο Kelch για την 
πρόσδεση της Ε3 λιγάσης cullin 3 (cullin 3-dependent E3 ligase-Cul3) και του 
µεταγραφικού παράγοντα Nrf2, αντίστοιχα (Εικόνα 2a) (Furukawa & Xiong, 2005). 

Απουσία οξειδωτικού στρες, η πρωτεΐνη Keap1 είναι προσδεµένη τόσο µε τη 
λιγάση cul3, όσο και µε τον µεταγραφικό παράγοντα Nrf2. Έτσι, η λιγάση cul3 
ουβικιτινιώνει τον Nrf2, ο οποίος οδηγείται για αποικοδόµηση στο πρωτεάσωµα 
(Villeneuve et al., 2010). Τα ένζυµα αντιοξειδωτικής απόκρισης της φάσης II, σε 
αυτή την περίπτωση, είναι ανενεργά και στα στοιχεία αντιοξειδωτικής απόκρισης 
(Antioxidant Response Elements - AREs) βρίσκονται ισχυρά συνδεδεµένα διµερή 
της πρωτεΐνης Maf ή κατασταλτικοί παράγοντες, όπως η πρωτεΐνη Bach1.  

Το σύµπλοκο Keap1/cul3 εντοπίζεται στο κυτοσόλιο και στον πυρήνα, καθώς 
η πρωτεΐνη Keap1 διαθέτει σήµα εξόδου από τον πυρήνα (Nuclear Export Signal-
NES) (Kaspar et al., 2012). Η πρωτεΐνη Keap1 είναι εξαιρετικά ευαίσθητη στο 
οξειδωτικό στρες, καθώς διαθέτει µια σειρά από κατάλοιπα κυστεΐνης που δρουν ως 
αισθητήρες σε καταστάσεις οξειδωτικού στρες (Holland & Fishbein, 2010). 
Παρουσία οξειδωτικού στρες, ο Nrf2 ενεργοποιείται, σταµατά η αποικοδόµησή του 
από το πρωτεάσωµα και διευκολύνεται η είσοδος και κατ’ επέκταση η συσσώρευσή 
του στον πυρήνα. Η ενεργοποίηση του Nrf2 προωθείται περαιτέρω από µονοπάτια 
θετικής ρύθµισης, όπως το DJ-1 και η p62/Ref2. Μετά την είσοδό του στον πυρήνα, ο 
Nrf2 διµερίζεται µε την πρωτεΐνη Maf. Στη συνέχεια, το διµερές προσδένεται στα 
AREs και επάγει τη συντονισµένη έκφραση των αντιοξειδωτικών ενζύµων, καθώς και 
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των ενζύµων αντιοξειδωτικής απόκρισης της φάσης II (Εικόνα 2β) (Sykiotis & 
Bohmann, 2010). Ο Nrf2 µπορεί επίσης να ενεργοποιηθεί από φωσφορυλίωση, καθώς 
έχει δειχθεί ότι η κινάση PKR-like Endoplasmic Reticular (PERK) φωσφορυλιώνει 
τον Nrf2 παρουσία στρες στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (Cullinan et al., 2003), ενώ η 
κινάση Protein Kinase C (PCK) φωσφορυλιώνει τον Nrf2 στη σερίνη 40 
προωθώντας έτσι την ενεργοποίησή του (Niture et al., 2009). Με αυτόν τον τρόπο 
αποκαθίσταται η οξειδοαναγωγική ισορροπία και η βλάβη ελαχιστοποιείται. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Α. Απουσία οξειδωτικού στρες, ο µεταγραφικός παράγοντας Nrf2 εντοπίζεται προσδεµένος 

στην πρωτεΐνη Keap1, η οποία οδηγεί τον Nrf2 προς αποικοδόµηση από το πρωτεάσωµα, µέσω της Ε3 
λιγάσης Cullin 3. Η πρωτεΐνη Keap1 έχει δοµή πρόσδεσης στην ακτίνη και διαθέτει ένα αµινο-τελικό 
µοτίβο BTB/POZ και ένα καρβοξυ-τελικό µοτίβο Kelch για την πρόσδεση της Ε3 λιγάσης cullin 3 
(cullin 3-dependent E3 ligase-Cul3) και του µεταγραφικού παράγοντα Nrf2, αντίστοιχα. Απουσία 

Εικόνα 2: Το σύµπλοκο Nrf2/Keap1 απουσία και παρουσία οξειδωτικού στρες  
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οξειδωτικού στρες, η πρωτεΐνη Keap1 είναι προσδεµένη τόσο µε τη λιγάση cul3, όσο και µε τον 
µεταγραφικό παράγοντα Nrf2 (Sykiotis & Bohmann, 2010). Β. Παρουσία οξειδωτικού στρες, ο Nrf2 
ενεργοποιείται, σταµατά η αποικοδόµησή του από το πρωτεάσωµα και διευκολύνεται η είσοδος και 
κατ’ επέκταση η συσσώρευσή του στον πυρήνα. Ο Nrf2 διµερίζεται µε την πρωτεΐνη Maf. Στη 
συνέχεια, το διµερές προσδένεται στα στοιχεία αντιοξειδωτικής απόκρισης (AREs) και επάγει τη 
συντονισµένη έκφραση των αντιοξειδωτικών ενζύµων, καθώς και των ενζύµων αντιοξειδωτικής 
απόκρισης της φάσης II (Espinosa-Diez et al., 2015) . 

 
 
Χρόνιο οξειδωτικό στρες, που σχετίζεται µε τη γήρανση ή εκφυλιστικές 

ασθένειες, αποτελεί ανασταλτικό παράγοντα για την έκφραση ή/και λειτουργία των 
θετικών ρυθµιστών του Nrf2, ενώ αντίθετα σχετίζεται µε αύξηση της αφθονίας 
αρνητικών ρυθµιστών, όπως οι πρωτεΐνες Keap1 και Bach1. Σε αυτή την περίπτωση, 
αυξάνεται η πρωτεόλυση του Nrf2, µε αποτέλεσµα να διακυβεύεται η δραστικότητά 
του, παρά την παρουσία οξειδωτικού στρες (Sykiotis & Bohmann, 2010). 

 

Α.2.4 Επισκόπηση της µοριακής βάσης της γήρανσης του πληθυσµού 

 

Α.2.4.1 Ο µεταγραφικός παράγοντας ,rf2 και τα µεταβολικά µονοπάτια  
 

Τα κυριότερα µεταβολικά µονοπάτια που εµπλέκονται στη γήρανση είναι το 
σηµατοδοτικό µονοπάτι της ινσουλίνης (Εικόνα 3), το σηµατοδοτικό µονοπάτι TOR 
(Target Of Rapamycin) και το σηµατοδοτικό µονοπάτι AMPK (AMP-Activated 
Kinase) (Kenyon, 2010).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Καταστολή της σηµατοδότησης των παραπάνω µονοπατιών και ενεργοποίηση του 

µεταγραφικού παράγοντα Foxo, οδηγεί σε αύξηση του προσδόκιµου ζωής (από Trougakos, 
unpublished).  

Εικόνα 3: Σηµατοτοδοτικά µονοπάτια θρεπτικής ανίχνευσης 
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Αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι η καταστολή των παραπάνω µονοπατιών, 

τόσο µε γενετικό όσο και µε φαρµακολογικό τρόπο, οδήγησε σε αύξηση του 
προσδόκιµου ζωής στο ζυµοµύκητα, στη D. melanogaster, καθώς και στον ποντικό 
(Fontana et al., 2010; Partridge, 2010; Selman & Withers, 2011). Συγκεκριµένα, στον 
άνθρωπο βρέθηκαν πολυµορφισµοί που προκαλούν µείωση της έκφρασης της 
ορµόνης ανάπτυξης (Growth hormone), καθώς και της σηµατοδότησης του 
µονοπατιού της ινσουλίνης (Insulin-like Growth Factor-1, IGF-1), οι οποίοι 
συσχετίστηκαν µε αυξηµένο προσδόκιµο ζωής (Bonafe et al., 2003). Σε αρκετά 
επίσης, in vivo µοντέλα, έχει δειχθεί ότι η λήψη τροφής µε περιορισµένο θερµιδικό 
περιεχόµενο (Caloric Restriction) φαίνεται να επάγει τη µακροζωία καταστέλλοντας 
τη σηµατοδότηση των παραπάνω µονοπατιών και ενεργοποιώντας τον µεταγραφικό 
παράγοντα Foxo (Forkhead box O). Ο µεταγραφικός αυτός παράγοντας συµµετέχει 
στη µείωση των ROS και την ενεργοποίηση του µονοπατιού της αυτοφαγίας (Fontana 
et al., 2010). 

Μηχανιστικά, φαίνεται ότι η µείωση στη δραστικότητα µονοπατιών 
σηµατοδότησης θρεπτικής ανίχνευσης γίνεται αντιληπτή από τον οργανισµό ως ένα 
ήπιο είδος στρες, παρέχοντας ευεργετικά αποτελέσµατα (hormesis), (Haigis & 
Yankner, 2010). Ο όρος hormesis αναφέρεται στο φαινόµενο κατά το οποίο η έκθεση 
χαµηλού επιπέδου σε στρες προκαλεί µια µακροπρόθεσµη προστατευτική αντίδραση 
στο στρες (Rattan, 2008). 

 
 

A.2.4.2 Ρυθµιστές µακροζωίας ενεργοποιούν οδούς που ανταποκρίνονται στο στρες 
 
Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως, η εµφάνιση της γήρανση µπορεί να 

επιβραδυνθεί είτε µε τη διατροφή (π.χ. CR) ή µε γενετικές παρεµβάσεις. Σε µοριακό 
επίπεδο, οι αποκρίσεις µακροζωίας σε CR ρυθµίζονται ενεργά από µεταβολικά 
µονοπάτια θρεπτικής ανίχνευσης, (Alic & Partridge, 2011). Επιπλέον, στους 
ρυθµιστές της µακροζωίας περιλαµβάνονται το µονοπάτι των σιρτουϊνών (sirtuins), 
ο ρυθµός της αναπνοής, το µήκος των τελοµερών και σήµατα από τη γαµετική 
σειρά, (Kenyon, 2010). Είναι ενδιαφέρον ότι οι περισσότερες (αν όχι όλες) πορείες 
που ρυθµίζουν τη µακροζωία συγκλίνουν στη διαµόρφωση των οδών που 
ανταποκρίνονται στο στρες (Εικόνα 4) και, συνεπώς, επηρεάζουν, άµεσα ή έµµεσα, 
το ποσοστό των στρεσογόνων παραγόντων και τη συσσώρευση βλάβης στα βιοµόρια, 
που σχετίζονται µε τη διάρκεια της ζωής. Ως εκ τούτου, αυτή η τελευταία 
παράµετρος έχει αναδειχθεί ως ο βασικός παράγοντας που τροφοδοτεί την εµφάνιση 
της γήρανσης και των ασθενειών που σχετίζονται µε την ηλικία (Rattan, 2008; Haigis 
& Yankner, 2010; Trougakos et al., 2013). 
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Η ποιότητα ζωής ή / και η διάρκεια ζωής επηρεάζονται από διάφορα µονοπάτια 

σηµατοδότησης, συµπεριλαµβανοµένων των θρεπτικών οδών ανίχνευσης αλλά και από διάφορους 
ρυθµιστές όπως µονοπάτι των σιρτουϊνών (sirtuins), ο ρυθµός της αναπνοής, το µήκος των τελοµερών 
και σήµατα από τη γαµετική σειρά. Στις περισσότερες (αν όχι όλες) περιπτώσεις τα ερεθίσµατα από 
αυτά τα µονοπάτια µεταδίδονται σε µονοπάτια που ανταποκρίνονται σε στρες, που διατηρούν την 
οµοιόσταση και ρυθµίζουν το ποσοστό επιβίωσης των οργανισµών σε ένα µάλλον εχθρικό οξειδωτικό 
περιβάλλον. Και στις τρεις κατηγορίες υπάρχουν druggable στόχοι (π.χ. ένζυµα ή παράγοντες 
µεταγραφής που αποκρίνονται στο στρες) για διαλογή φυσικών ενώσεων (Πηγή: Tsakiri & Trougakos, 
2015). 

. 
 

Πιο αναλυτικά: 

� Sirtuins είναι µια οµάδα πρωτεϊνών που παίζουν διακριτούς 
ρόλους στη ρύθµιση του µεταβολισµού, στην αντίσταση στην καταπόνηση και 
στην επιβίωση και η υπερέκφραση τους έχει αναφερθεί να επεκτείνει τη 
διάρκεια ζωής στα περισσότερα µοντέλα ασπόνδυλων οργανισµών 
(Tissenbaum & Guarente, 2001; Rogina & Helfand, 2004; Li et al., 2008).  

� Σύµφωνα µε πληροφορίες, η διάρκεια ζωής επηρεάζεται επίσης 
από το ρυθµό της αναπνοής καθώς µια µέτρια αναστολή της αναπνοής 
αυξάνει τη µακροζωία σε µια ευρεία ποικιλία ειδών (Lapointe & Hekimi, 
2008; Copeland et al., 2009). Τα ευρήµατα αυτά εξηγούν τη γενική συσχέτιση 
που παρατηρήθηκε µεταξύ µεταβολικού ρυθµού (η οποία µειώνεται µε το 
µέγεθος) και της διάρκειας ζωής (η οποία τείνει να αυξάνεται µε το µέγεθος), 

Εικόνα 4: Ενεργοποίηση οδών που ανταποκρίνονται στο στρες 
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που σηµαίνει ότι ίσως µεγαλύτερα θηλαστικά ζουν περισσότερο επειδή ο 
ρυθµός µεταβολισµού τους είναι χαµηλότερος. Επιπλέον, σε διάφορους 
οργανισµούς, καθώς και σε κύτταρα θηλαστικών, µείωση της αναπνοής 
ενεργοποιεί εναλλακτικούς δρόµους παραγωγής ενέργειας και µονοπάτια 
κυτταρικής προστασίας (Lee et al., 2010). 

� Επειδή τα τελοµερή µειώνονται µε την ηλικία σε ανθρώπινα 
µιτωτικά κύτταρα, έχουν θεωρηθεί ως καθοριστικοί παράγοντες γήρανσης 
(Shay & Wright, 2007). Ευρήµατα από µια πρόσφατη µελέτη έδειξαν ότι η 
δυσλειτουργία των τελοµερών σχετίζεται µε διαταραχή της µιτοχονδριακής 
λειτουργίας, της µειωµένης γλυκονεογένεσης και του αυξηµένου οξειδωτικού 
στρες (Sahin et al., 2011). 

� Τέλος, είναι προφανές ότι τα σήµατα από το αναπαραγωγικό 
σύστηµα µπορούν να ρυθµίζουν σηµαντικά τη µακροζωία (Hsin & Kenyon, 
1999; Flatt et al., 2008). Συγκεκριµένα, η απώλεια γεννητικών κυττάρων (µε 
την παρουσία των σωµατικών αναπαραγωγικών ιστών) στο C. elegans αύξησε 
τη διάρκεια ζωής από (µεταξύ άλλων) την ενεργοποίηση του DAF-16 / FOXO 
(Yamawaki et al., 2008). Προς στήριξη, έχει διαπιστωθεί ότι οι ηλικιωµένοι 
αναπαραγωγικοί ιστοί D. melanogaster βρίσκονται σε πολύ χαµηλότερες 
τιµές, δεδοµένου ότι εµφανίζουν υψηλή ικανότητα για πρόληψη της 
συσσώρευσης των κατεστραµµένων πρωτεϊνών και διατηρούν υψηλές 
δραστηριότητες πρωτεασώµατος (Fredriksson et al., 2012; Tsakiri et al., 
2013). Ακόµη, δείχθηκε πως η γαµετική σειρά εµφανίζεται πιο ανθεκτική 
παρουσία οξειδωτικού στρες, ανεξαρτήτου ηλικίας, σε αντίθεση µε το σώµα. 
Η ανθεκτικότητα που εµφανίζουν οι γονάδες τόσο κατά τη γήρανση όσο και 
παρουσία οξειδωτικού στρες φαίνεται να οφείλεται στο µονοπάτι 
αντιοξειδωτικής απόκρισης Nrf2/Keap1, το οποίο παραµένει λειτουργικό στις 
γονάδες κατά τη γήρανση, σε αντίθεση µε το σώµα. Επίσης, όταν 
υπερέκφραστηκε ο µεταγραφικός παράγοντας CncC, το οµόλογο του Nrf2 στη 
D. melanogaster, τα επίπεδα έκφρασης του πρωτεασώµατος διατηρήθηκαν 
σταθερά στους σωµατικούς ιστούς κατά τη γήρανση (Tsakiri et al., 2013). 

 
 

Α.3 Κυτταρικά µονοπάτια πρωτεόλυσης 

Τα οξειδωµένα και µη λειτουργικά κυτταρικά µόρια και οργανίδια, τα οποία 
δεν µπορούν να επιδιορθωθούν, αποµακρύνονται από τα κύρια µονοπάτια 
αποικοδόµησης του κυττάρου για να διατηρηθεί η οµοιοδυναµική του. Τα κύρια 
πρωτεολυτικά µονοπάτια του κυττάρου είναι το µονοπάτι αυτοφαγίας-λυσοσώµατος 
(ALS - Autophagy-Lysosome System) και το σύστηµα ουβικιτίνης-πρωτεασώµατος 
(UPS - Ubiquitin–Proteasome System), (Kirkin et al., 2009; Knecht et al., 2009) 
(Εικόνα 5). Μελέτες δείχνουν αλλαγές στην ενεργότητα των µηχανισµών 
αποµάκρυνσης των οξειδωµένων/µη λειτουργικών πρωτεϊνών και οργανιδίων και την 
εµπλοκή τους στη διαδικασία της γήρανσης και στη ρύθµιση της µακροβιότητας 
(Chondrogianni & Gonos, 2005; Hara et al., 2006; Tsakiri et al., 2013). Παρακάτω 
αναλύονται τα πρωτεολυτικά µονοπάτια καθώς αποτελούν µια ξεχωριστή θεωρία για 
τη γήρανση. 
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Εικόνα 5: Τα κύρια πρωτεολυτικά µονοπάτια του κυττάρου (Su & Wang, 2010) 

 
 

Α.3.1 Λυσόσωµα – Αυτοφαγία 
 
Τα λυσοσώµατα είναι οργανίδια µε µονή µεµβράνη και περιέχουν ποικιλία 

πρωτεολυτικών ενζύµων για την αποικοδόµηση οξειδωµένων, λειτουργικών και µη 
πρωτεϊνών, αλλά και ενδοκυτταρικών συστατικών, όπως ολόκληρα οργανίδια, λιπίδια 
και πρωτεϊνικά συσσωµατώµατα (aggregates). Η λυσοσωµική κοιλότητα αποτελείται 
από πενήντα διαφορετικά πεπτιδικά ένζυµα, τις υδρολάσες, που είναι υπεύθυνες για 
την αποικοδόµηση του φορτίου που παραλαµβάνουν, ενώ υπάρχουν και τα 
µεµβρανικά ένζυµα, τα οποία είναι υπεύθυνα για τη διατήρηση του χαµηλού pH στο 
εσωτερικό του οργανιδίου και την αποµάκρυνση των προϊόντων αποικοδόµησης προς 
το κυτοσόλιο (Εικόνα 6)(de Duve, 1983). 

Υπάρχουν αρκετά µονοπάτια µέσω των οποίων το λυσόσωµα λαµβάνει τα 
εξωκυτταρικά κι εσωτερικά υλικά που προορίζονται για αποικοδόµηση. 

� Ενδοκύτωση: οι εξωκυτταρικές πρωτεΐνες ενδοκυτταρώνονται 
ολοκληρωτικά από τη µεµβράνη του κυττάρου και παραµένουν στα 
ενδοσώµατα µέχρι να συγχωνευτούν µε τα λυσοσώµατα (Luzio et al., 2007). 

� Κρινοφαγία: οι εκκριτικές πρωτεΐνες περικλείονται σε 
εκκριτικά κυστίδια, που προέρχονται από το Golgi και συγχωνεύονται µε τα 
λυσοσώµατα (Glaumann, 1989). 

� Αυτοφαγία: κυτταροπλασµατικά συστατικά περιβάλλονται 
από κυστίδια µε διπλή µεµβράνη και αποικοδοµούνται µέσω του 
λυσοσωµικού µονοπατιού (Majeski & Dice, 2004; Cuervo & MacIan, 2012). 
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Τα λυσοσώµατα είναι οργανίδια του κυττάρου, µε απλή ή διπλή µεµβράνη, τα οποία 

περιέχουν πεπτικά ένζυµα, τις υδρολάσες που διασπούν τα υπερεπαρκή οργανίδια, τµήµατα τροφής, 
ενδοκυτωµένους ιούς και βακτήρια. Η βιολογική µεµβράνη, που περικλείει τα λυσοσώµατα, εµποδίζει 
την έξοδο των πεπτικών ενζύµων από αυτά και την καταστροφή του κυττάρου (Encyclopædia 
Britannica Inc, 2003). 

 
 

Α.3.1.1 Αυτοφαγία 
 
Η αυτοφαγία είναι µια εξελικτικά συντηρηµένη διαδικασία, η οποία 

χαρακτηρίζει όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα. Αποτελεί µια αυστηρά ελεγχόµενη 
διεργασία που συµµετέχει στην ανάπτυξη του κυττάρου, καθώς και στην 
οµοιοδυναµική του, βοηθώντας να διατηρηθεί µια ισορροπία µεταξύ της σύνθεσης 
και της αποικοδόµησης των κυτταρικών συστατικών. Επιπλέον, η αυτοφαγία είναι 
υπεύθυνη για την αποικοδόµηση ολόκληρων οργανισµών και δοµών (βακτήρια, ιοί), 
µη λειτουργικών οργανιδίων, όπως επίσης και πρωτεϊνών µε µεγάλο χρόνο ζωής. Όσο 
αφορά στα µετά-µιτωτικά κύτταρα, το σύστηµα αυτοφαγίας-λυσοσώµατος 
διαδραµατίζει ένα σηµαντικό ρόλο, ενώ δυσλειτουργία των µηχανισµών αυτοφαγίας 
συνεπάγεται ιδιαίτερα δραµατικές επιπτώσεις για αυτά (Cuervo, 2004). 

Η αυτοφαγία διακρίνεται σε τρεις τύπους: 

� Μακροαυτοφαγία 
� Μικροαυτοφαγία 
� Αυτοφαγία µέσω µοριακών συνοδών (Chaperone-Mediated 

Autophagy- CMA) 

Ωστόσο, κοινό χαρακτηριστικό όλων αποτελεί η τελική αποικοδόµηση των 
ενδοκυτταρικών συστατικών µέσω του λυσοσώµατος. 

 

Εικόνα 6: Λυσόσωµα 
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Α.3.1.1.1 Μακροαυτοφαγία 
 
Η µακροαυτοφαγία αποτελεί µια µορφή αυτοφαγίας που επάγεται κάτω από 

καταστάσεις στρες και είναι ο µόνος πρωτεολυτικός µηχανισµός που αποικοδοµεί 
κατεστραµµένες µεµβράνες, κυτταρικά οργανίδια, όπως µιτοχόνδρια, λιποσώµατα, 
συσσωµατώµατα πρωτεϊνών, καθώς και ξένους οργανισµούς (ιούς). Κατά τη 
µακροαυτοφαγία, ολόκληρες περιοχές του κυτοσολίου αποµονώνονται από µια 
συντιθέµενη διπλή µεµβράνη, η οποία κλείνει και δηµιουργεί το αυτοφαγόσωµα. Στη 
δηµιουργία του αυτοφαγωσώµατος συµµετέχουν και πρωτεΐνες που σχετίζονται µε 
την αυτοφαγία, γνωστές ως Atgs (Autophagy related proteins). Στη συνέχεια, το 
αυτοφαγόσωµα συγχωνεύεται µε το λυσόσωµα, ώστε οι πρωτεάσες του λυσοσώµατος 
να αποικοδοµήσουν το φορτίο που µεταφέρει, (Εικόνα 7α), (Yorimitsu & Klionsky, 
2005). 

 
 

Α.3.1.1.2 Μικροαυτοφαγία 
 
Η µικροαυτοφαγία αποτελεί µια επόµενη µορφή αυτοφαγίας, η οποία 

αποικοδοµεί µικρότερα οργανίδια και κάποιες πρωτεΐνες µε τη βοήθεια της 
ενδολυσοσωµικής µοριακής συνοδού (Hsc70). Η λυσοσωµική µεµβράνη 
εγκολπώνεται εξω- ή ενδο-λυσοσωµικά για να περικλείσει ένα οργανίδιο που 
προορίζεται για αποικοδόµηση, (Εικόνα 7β). 

 

 

Α.3.1.1.3 Αυτοφαγία µέσω µοριακών συνοδών (CMA) 
 
Η αυτοφαγία µέσω µοριακών συνοδών (CMA) είναι υπεύθυνη για την 

πρωτεόλυση κυτοσολικών πρωτεϊνών, οι οποίες φέρουν ένα συγκεκριµένο µοτίβο 
αναγνώρισης, συγκεκριµένα το πενταπεπτίδιο KFERQ. Οι µοριακές συνοδοί (Hsc70, 
Hsp40, Hsp90, κ.α.) αναγνωρίζουν την πρωτεΐνη που προορίζεται για πρωτεόλυση 
µέσω του µοτίβου που φέρει και δηµιουργούν µαζί της ένα σύµπλοκο. Στη συνέχεια, 
το σύµπλοκο αυτό προσδένεται στον υποδοχέα Lamp-2a της λυσοσωµικής 
µεµβράνης, µέσα από τον οποίο θα περάσει η πρωτεΐνη αφού πρώτα ξεδιπλωθεί. 
Κοντά στην ενδοκυτταρική πλευρά του υποδοχέα Lamp-2a, υπάρχει η Hsc70, που θα 
παραλάβει τη ξεδιπλωµένη πρωτεΐνη και θα την εισάγει στη λυσοσωµική κοιλότητα 
όπου και θα πρωτεολυθεί. Τέλος, το σύµπλοκο των µοριακών συνοδών 
απελευθερώνεται από τη λυσοσωµική µεµβράνη και είναι έτοιµο να παραλάβει το 
επόµενο υπόστρωµα, (Εικόνα 7γ), (Majeski & Dice, 2004). 
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Α. Μακροαυτοφαγία: ολόκληρες περιοχές του κυτοσολίου αποµονώνονται από µια 

συντιθέµενη µεµβράνη, η οποία κλείνει και δηµιουργεί το αυτοφαγόσωµα. Στη συνέχεια, το 
αυτοφαγόσωµα συγχωνεύεται µε το λυσόσωµα, ώστε οι πρωτεάσες του λυσοσώµατος να 
αποικοδοµήσουν το φορτίο που µεταφέρει. Β. Μικροαυτοφαγία: η λυσοσωµική µεµβράνη 
εγκολπώνεται εξω- ή ενδο-λυσοσωµικά για να περικλείσει ένα οργανίδιο που προορίζεται για 
αποικοδόµηση. Γ. Οι µοριακές συνοδοί αναγνωρίζουν την πρωτεΐνη που προορίζεται για πρωτεόλυση 
µέσω του µοτίβου που φέρει και δηµιουργούν µαζί της ένα σύµπλοκο. Στη συνέχεια, το σύµπλοκο 
αυτό προσδένεται στον υποδοχέα Lamp-2a της λυσοσωµικής µεµβράνης µέσα από τον οποίο θα 
περάσει η πρωτεΐνη αφού πρώτα ξεδιπλωθεί. Τέλος, µια ενδολυσοσωµική µοριακή συνοδός που θα 
παραλάβει τη ξεδιπλωµένη πρωτεΐνη, θα την εισάγει στη λυσοσωµική κοιλότητα όπου και θα 
πρωτεολυθεί (Bandhyopadhyay & Cuervo, 2007). 

 
 

Α.3.2 Σύστηµα ουβικιτίνης-πρωτεασώµατος (Ubiquitin Proteasome 
System) 

 
Οξειδωµένες, µη λειτουργικές πρωτεΐνες, καθώς και πρωτεΐνες µε µικρό 

χρόνο ζωής αποικοδοµούνται από το πρωτεάσωµα. Το µονοπάτι ουβικιτίνης-
πρωτεασώµατος συµµετέχει σε µια πληθώρα κυτταρικών διεργασιών, που 
συµπεριλαµβάνουν την κυτταρική σηµατοδότηση, τον κυτταρικό θάνατο, τις 
αποκρίσεις του ανοσοποιητικού συστήµατος, το µεταβολισµό, τον κυτταρικό κύκλο 
και την ανάπτυξη (Chondrogianni & Gonos, 2012; Trougakos et al., 2013). 
Αποτελείται από τη σηµατοδοτική πρωτεΐνη ουβικιτίνη, τα ένζυµα που συµµετέχουν 
για να προσδέσουν την ουβικιτίνη στις πρωτεΐνες στόχους και το πρωτεάσωµα. Ο 
µηχανισµός πρωτεόλυσης των πρωτεϊνών περιλαµβάνει δυο στάδια: αρχικά η 
πρωτεΐνη γίνεται αντικείµενο στόχευσης µέσω της ουβικιτίνης και στη συνέχεια 
πρωτεολύεται από ένα µεγάλο σύµπλοκο, το πρωτεάσωµα. 
 

Εικόνα 7: Τύποι αυτοφαγίας 
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Α.3.2.1 Ουβικιτίνη και τα ένζυµα του συστήµατος ουβικιτινίωσης 
 
Η ουβικιτίνη (Ubiquitin-Ub), ένα υψηλά συντηρηµένο µικρό πολυπεπτίδιο 76 

αµινοξέων, συνδέεται οµοιοπολικά σε µια πρωτεΐνη, είτε ως µονοµερές, είτε µε τη 
µορφή µιας αλυσίδας πολύ-ουβικιτίνης και την καθιστά υπόστρωµα για 
αποικοδόµηση από ένα µηχανισµό που αποτελείται από τρία ένζυµα, τα συστατικά 
του συστήµατος ουβικιτινίωσης (Ubiquitiniation system), (Εικόνα 8). Με τον τρόπο 
αυτό ρυθµίζεται η τύχη των πρωτεϊνών που σηµαίνονται µε αυτή τη µεταφραστική 
τροποποίηση τόσο στο κυτταρόπλασµα, όσο και στον πυρήνα (Von Mikecz, 2006). 

 Το ένζυµο ενεργοποίησης της ουβικιτίνης Ε1 (ubiquitin-
activating enzyme) υδρολύει ATP προκειµένου να συνδεθεί µε την ουβικιτίνη 
µέσω ενός θειολεστερικού δεσµού υψηλής ενέργειας που σχηµατίζεται 
ανάµεσα σε ένα κατάλοιπο κυστεΐνης (Cys) και στο καρβοξυτελικό κατάλοιπο 
γλυκίνης (Gly) της ουβικιτίνης.  

 Στη συνέχεια, η ενεργοποιηµένη ουβικιτίνη µεταφέρεται στο 
ενεργό κέντρο της οικογένειας ενζύµων σύζευξης της ουβικιτίνης Ε2 
(ubiquitin-conjugating enzyme). 

 Τελικά, οι λιγάσες της ουβικιτίνης, Ε3 (ubiquitin-ligase), 
συνδέουν την καρβοξυλική οµάδα του καρβοξυτελικού άκρου του καταλοίπου 
γλυκίνης της ουβικιτίνης µε την ε-αµινοµάδα µιας λυσίνης του 
υποστρώµατος-πρωτεΐνης στόχου, δηµιουργώντας µε αυτό τον τρόπο ένα 
ισοπεπτιδικό δεσµό µεταξύ ουβικιτίνης και υποστρώµατος. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η ουβικιτίνη είναι ένα υψηλά συντηρηµένο µικρό πολυπεπτίδιο 76 αµινοξέων, το οποίο 
συνδέεται οµοιοπολικά σε µια πρωτεΐνη και την καθιστά υπόστρωµα για αποικοδόµηση, από ένα 
µηχανισµό, που αποτελείται από τρία ένζυµα, τα συστατικά του συστήµατος ουβικιτινίωσης. Το 

Εικόνα 8: Τα ένζυµα του συστήµατος ουβικιτινίωσης 
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ένζυµο Ε1 συνδέεται µε την ουβικιτίνη. Το ένζυµο Ε2 µεταφέρει την ουβικιτίνη από το Ε1 στο 
υπόστρωµα, ενώ το ένζυµο Ε3 προσδένεται στο πρωτεϊνικό υπόστρωµα, (Lewin, 2004). 

 
 

Α.3.2.1.1 Η τύχη των ουβικιτινιωµένων πρωτεϊνών  
 

Η επιλογή του πρωτεϊνικού υποστρώµατος που θα ουβικιτινιωθεί γίνεται από 
τα ένζυµα Ε2 και Ε3. Σε πολλές περιπτώσεις, το Ε3 επιλέγει το πρωτεϊνικό 
υπόστρωµα, καθώς συνδέεται µε αυτό πριν αρχίσει η µεταφορά της ουβικιτίνης, ενώ 
ένα κύτταρο µπορεί να περιέχει πολλά διαφορετικά ένζυµα Ε3 (Metzger et al., 2012), 
τα οποία χρησιµοποιούν διαφορετικά κριτήρια επιλογής υποστρώµατος. Επιπλέον, 
υπάρχουν πολλαπλές µορφές του ενζύµου Ε2, οι οποίες µπορούν, επίσης, να παίξουν 
ρόλο στη στόχευση πρωτεϊνικών υποστρωµάτων, µερικές φορές ανεξάρτητα από το 
ένζυµο Ε3 (Lewin, 2004). Ο συνδυασµός των Ε2 και Ε3 ενζύµων, τα οποία 
καταλύουν το σχηµατισµό της αλυσίδας ουβικιτίνης και αφορά είτε σε 
µονοουβικιτινίωση (προσθήκη ενός µορίου ουβικιτίνης στο υπόστρωµα), είτε σε 
πολυουβικιτινίωση (προσθήκη αλυσίδας ουβικιτίνης στο υπόστρωµα), µαζί µε την 
επικράτεια πρόσδεσης της ουβικιτίνης (Ubiquitin Binding Domain – UBHD), που 
διαθέτουν οι πρωτεΐνες, ρυθµίζουν την τύχη των πρωτεϊνών στόχων (Ikeda et al., 
2010). 

Η µονοουβικιτινίωση παίρνει µέρος σε τρεις κυτταρικές λειτουργίες: στη 
ρύθµιση των ιστονών (Pham & Sauer, 2000; Robzyk et al., 2000), στην ενδοκύτωση 
και την εκβλάστηση των ρετροϊών από την πλασµατική µεµβράνη (Strack et al., 
2000). Αντιθέτως, τα υποστρώµατα του πρωτεασώµατος είναι «σηµαδεµένα» µε 
πολυουβικιτίνη, αν και υπάρχουν εξαιρέσεις (Murakami et al., 1992). Συγκεκριµένα, 
µελέτες έχουν δείξει ότι το ελάχιστο σήµα για αποτελεσµατική στόχευση του 
πρωτεασώµατος αποτελείται από τέσσερα µόρια ουβικιτίνης (Thrower et al., 2000).  

Ωστόσο, η προσθήκη λοιπόν ενός µορίου ουβικιτίνης σε ένα πρωτεϊνικό 
υπόστρωµα δεν είναι αρκετή για να προκαλέσει την αποικοδόµησή του από το 
πρωτεάσωµα, καθώς το µήκος της αλυσίδας ουβικιτίνης καθορίζει το µονοπάτι που 
θα ακολουθήσει η πρωτεΐνη στόχος µετά τη σήµανσή της. Για την αποικοδόµηση 
υποστρωµάτων µέσω πρωτεασώµατος φαίνεται ότι προστίθενται περισσότερα µόρια 
ουβικιτίνης (συνήθως τέσσερα) στην προς αποικοδόµηση πρωτεΐνη, ενώ κάθε 
υποµονάδα ουβικιτίνης συνδέεται στο κατάλοιπο της λυσίνης 46 (Lys-46) της 
προηγούµενης υποµονάδας, σχηµατίζοντας έτσι µια αλυσίδα πολυουβικιτίνης. 
Ειδικότερα λοιπόν, η λειτουργία και το µονοπάτι που θα ακολουθήσει η 
ουβικιτινιωµένη πρωτεΐνη έχει να κάνει µε τον αριθµό των υποµονάδων ουβικιτίνης 
που θα προσδεθούν (Εικόνα 9). 
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Η λειτουργία στην οποία πρόκειται να συµµετέχει η ουβικιτινιωµένη πρωτεΐνη έχει να κάνει 

µε τον αριθµό των πεπτιδίων ουβικιτίνης που θα προσδεθούν σε αυτή. Η προσθήκη ενός µορίου 
ουβικιτίνης σε ένα πρωτεϊνικό υπόστρωµα δεν είναι αρκετή για να προκαλέσει την αποικοδόµησή του 
από το πρωτεάσωµα. Φαίνεται ότι προστίθενται περισσότερα µόρια ουβικιτίνης στην προς 
αποικοδόµηση πρωτεΐνη, ενώ κάθε πεπτίδιο ουβικιτίνης συνδέεται στο κατάλοιπο της λυσίνης 46 
(Lys-46) της προηγούµενης ουβικιτίνης, σχηµατίζοντας έτσι µια αλυσίδα πολυουβικιτίνης (Lewin, 
2004). 

 
 
Παρόλο που µια αλυσίδα πολλών µορίων ουβικιτίνης (πολυουβικιτίνης) 

αφορά κύρια σε πρωτεΐνες που προορίζονται για αποικοδόµηση από το πρωτεάσωµα 
(Εικόνα 10), η πολυουβικιτινίωση εµπλέκεται και σε πολλές άλλες κυτταρικές 
διεργασίες. Η ουβικιτίνη στοχεύει, επίσης, πρωτεΐνες της κυτταρικής µεµβράνης για 
αποικοδόµηση στα λυσοσώµατα. Επιπλέον, εµφανίζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον διότι 
λόγω των πολλαπλών πρωτεϊνικών υποστρωµάτων που στοχεύει, εµπλέκεται στη 
ρύθµιση πολλών βασικών κυτταρικών διαδικασιών όπως: τη µεταγραφή γονιδίων, 
καθώς και την επιδιόρθωση του DNA, τον κυτταρικό κύκλο, τη διαφοροποίηση και 
την ανάπτυξη, την απόκριση στο στρες και σε εξωκυτταρικούς ρυθµιστές, τη 
διαµόρφωση επιφανειακών υποδοχέων του κυττάρου και ιοντικών καναλιών, τα 
εκκριτικά µονοπάτια, τις αποκρίσεις και τη ρύθµιση των ανοσοποιητικών και 
αντιφλεγµονωδών µονοπατιών, τη βιογένεση οργανιδίων και την απόπτωση, την 
ενδοκύτωση των πρωτεϊνών και την ενδοκυτταρική µεταφορά (Hochstrasser, 2009). 
Πρόσφατες έρευνες αποκαλύπτουν ότι παρεκκλίσεις σε ένα τόσο πολύπλοκο 
σύστηµα σχετίζονται µε την παθογένεια πολλών ασθενειών, τόσο κληρονοµήσιµων, 
όσο και επίκτητων (Glickman & Ciechanover, 2002). 

 

Εικόνα 9: Σχηµατισµός αλυσίδας πολυουβικιτίνης 
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Η στόχευση για αποικοδόµηση από το πρωτεάσωµα στο κυτταρόπλασµα είναι η κύρια 
λειτουργία του συστήµατος ουβικιτινίωσης. Μετά τη «σήµανση» του πρωτεϊνικού υποστρώµατος προς 
αποικοδόµηση µε την αλυσίδα πολυουβικιτίνης, µπορεί πλέον να αναγνωριστεί από το πρωτεάσωµα 
και να ξεκινήσει η διαδικασία της πρωτεόλυσής του. Στο τέλος της διαδικασίας, τόσο τα πεπτίδια που 
προέρχονται από την αποικοδόµηση του αρχικού υποστρώµατος, όσο και τα µόρια της ουβικιτίνης 
απελευθερώνονται στο κυτταρόπλασµα, έτσι ώστε τα συγκεκριµένα να χρησιµοποιηθούν σε νέο κύκλο 
αποικοδόµησης (Courtesy of Alfred Goldberg, Harvard Medical School). 

 
 

Α.3.2.1.2 Η ανακύκλωση της ουβικιτίνης 
 
Η απελευθέρωση της ουβικιτίνης είναι επίσης πολύ σηµαντική τόσο για την 

πρωτεϊνική αποικοδόµηση όσο και για τη σύνθεση της ουβικιτίνης. Τα ευκαρυωτικά 
κύτταρα περιέχουν ειδικά ένζυµα από-ουβικιτινίωσης (DeUBiquitinating enzymes-
DUBs), τα οποία συµµετέχουν σε αυτή τη διαδικασία. Τα ένζυµα DUBs χωρίζονται 
σε πέντε µεγάλες οικογένειες, οι οποίες ανάλογα µε τη λειτουργία τους είναι οι εξής: 
οι πρωτεάσες USP (Ub-specific protease), οι υδρολάσες UCH (Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolases), οι πρωτεάσες OUT (Οvarian tumour-like proteases), οι 
µεταλλοπρωτεάσες JAMM/MPN και οι πρωτεάσες Machado-Jakob-disease (Chung 
& Baek, 1999; Nijman et al., 2005). Οι UCH είναι σχετικά µικρές πρωτεΐνες και 
υδρολύουν κυρίως µικρά αµίδια και εστέρες στο καρβοξυτελικό άκρο της 
ουβικιτίνης. Αντίθετα, οι πρωτεΐνες UBP είναι µεγαλύτερες και σχετίζονται µε 
αρκετές βιολογικές διαδικασίες, συµπεριλαµβανοµένων του ελέγχου της ανάπτυξης, 
της διαφοροποίησης και της ακεραιότητας του γονιδιώµατος.  

Στην εξαρτώµενη από το πρωτεάσωµα πρωτεόλυση, ο ρόλος των DUBs είναι 
πολλαπλός: διατηρούν τα επίπεδα της ελεύθερης ουβικιτίνης όσο και της 
συζευγµένης της µορφής σταθερά, µέσω επεξεργασίας πρόδροµων ουσιών 
ουβικιτίνης και µετατρέποντας µόρια πολυουβικιτίνης σε ελεύθερα µονοµερή, ενώ 
µερικές φορές απελευθερώνουν την ουβικιτίνη πριν την αναγνώριση από το 
πρωτεάσωµα µε αποτέλεσµα την αναστολή της αποικοδόµησης, ιδιαίτερα, σε 

Εικόνα 10: Πρωτεϊνική αποικοδόµηση στο πρωτεάσωµα µέσω ουβικιτίνης 
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περιπτώσεις λανθασµένης ουβικιτινίωσης και διατηρούν το 26S πρωτεάσωµα 
ελεύθερο από αλυσίδες πολυουβικιτίνης, οι οποίες µπορούν να επηρεάσουν τη 
δέσµευση επόµενων υποστρωµάτων (Nijman et al., 2005; Shabek et al., 2007). 

 
 

Α.3.2.2 Πρωτεάσωµα 
 
Το πρωτεάσωµα είναι ένα µεγάλο πρωτεϊνικό σύµπλοκο µε µέγεθος περίπου 

2.5 MDa, το οποίο παίζει κύριο ρόλο στην κυτταρική οµοιόσταση και την πρωτεϊνική 
αποικοδόµηση από τα αρχαιοβακτήρια µέχρι τα ανώτερα ευκαρυωτικά κύτταρα. 
Εντοπίζεται τόσο στο κυτταρόπλασµα όσο και στον πυρήνα, ενώ έχει αναφερθεί ότι 
µπορεί να βρεθεί και εξωκυττάρια σε κάποιες παθολογικές καταστάσεις (όπως π.χ. 
στον καρκίνο), (Lavabre-Bertrand et al., 2001; de Martino et al., 2012). Όσο αφορά 
στα πυρηνικά πρωτεασώµατα, τα πρώτα στάδια της συγκρότησής τους φαίνεται να 
συµβαίνουν στο κυτοσόλιο (Huh et al., 2003). Αντίθετα, τα τελικά στάδια της 
αυτοσυγκρότησης πιθανόν να συµβαίνουν στον πυρήνα (Lehmann et al., 2002). 

Το πρωτεάσωµα συµµετέχει σε διάφορες κυτταρικές λειτουργίες, όπως η 
ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου και της µεταγραφής, η µεταγωγή σήµατος και ο 
πρωτεϊνικός µεταβολισµός. Επίσης, απαλλάσσει τα κύτταρα από τα µη φυσιολογικά ή 
λανθασµένα διπλωµένα πολυπεπτίδια, τα οποία µπορούν να δηµιουργήσουν 
επιβλαβείς ρίζες (aggregates) µέσα στο κύτταρο, ενώ στα θηλαστικά έχει έναν 
επιπλέον ρόλο όσο αφορά στην αντιική ανοσολογική απόκριση, δηµιουργώντας 
αντιγονικά πεπτίδια, τα οποία παρουσιάζονται στην επιφάνεια των κυττάρων του 
µείζονος συµπλέγµατος ιστοσυµβατότητας τάξης I, λειτουργώντας έτσι ως 
αντιγονοπαρουσιαστικό (Belote & Zhong, 2009). Το πρωτεάσωµα καταλαµβάνει 
περίπου 1 % του συνόλου των κυτταρικών πρωτεϊνών (Coux et al., 1996). 

 

  

Α.3.2.2.1 Το 20S πρωτεάσωµα 
 

Στο σύστηµα του πρωτεασώµατος συµπεριλαµβάνονται δυο είδη 
πρωτεολυτικών µηχανισµών, ο ATP-ανεξάρτητος (που πιθανότατα πραγµατοποιείται 
από το 20S πρωτεάσωµα) και ο ATP-εξαρτώµενος (που πραγµατοποιείται από το 26S 
πρωτεάσωµα). Πιο αναλυτικά, η συνολική δοµή του πρωτεασώµατος µπορεί να 
χωριστεί σε δυο υποσύµπλοκα: το 20S καταλυτικό κέντρο (Core Particle - CP, ~700 
kDa) και τα δυο 19S/PA700 ρυθµιστικά µόρια (Regulatory Particle - RP, ~900 kDa), 
η συνένωση των οποίων στα άκρα του 20S καταλυτικού κέντρου απαιτεί την 
κατανάλωση ATP (Saeki & Tanaka, 2012). Το σύµπλοκο 20S έχει ενεργότητα 
πρωτεάσης. Η σύνδεση επιπλέον πρωτεϊνών µετατρέπει το σύµπλοκο αυτό στη 
µορφή 26S (Saeki & Tanaka, 2012). Η υδρόλυση ATP είναι απαραίτητη για τη 
µετατροπή της µορφής 20S σε 26S, ενώ χρειάζεται και αργότερα, στην αντίδραση 
διάσπασης των πεπτιδικών δεσµών και την αποδέσµευση των προϊόντων (Coux et al., 
1996). 

Συγκεκριµένα, το 26S πρωτεάσωµα αποτελώντας µια εξαιρετική «µοριακή 
µηχανή» του κυττάρου, αποτελείται από περίπου 30 διαφορετικές υποµονάδες, 
υψηλά συντηρηµένες ανάµεσα στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Το 20S 
καταλυτικό κέντρο συγκεντρώνει τη συνολική ενεργότητα του πρωτεασώµατος. Αν 
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και µπορεί να εντοπιστεί ελεύθερο και µπορεί να υδρολύει µικρά πεπτίδια και 
ορισµένες λανθασµένα διπλωµένες πρωτεΐνες, ο ATP-ανεξάρτητος πρωτεολυτικός 
µηχανισµός δεν έχει την ικανότητα να αποικοδοµεί πολυουβικιτινιωµένες πρωτεΐνες, 
έτσι χρησιµοποιείται κυρίως για την αποικοδόµηση οξειδωµένων πρωτεϊνών (Grune 
et al., 2003). 

Το 20S καταλυτικό σύµπλοκο των ανώτερων ευκαρυωτικών οργανισµών έχει 
µορφή «βαρελιού» και συγκροτείται από τέσσερις πρωτεϊνικούς δακτυλίους, καθένας 
από τους οποίους έχει επτά υποµονάδες. Οι δυο εξωτερικοί δακτύλιοι περιέχουν επτά 
διαφορετικές α ρυθµιστικές υποµονάδες (α1-α7), ενώ οι δυο εσωτερικοί δακτύλιοι 
επτά διαφορετικές β καταλυτικές υποµονάδες (β1-β7) (Εικόνα 11) (Jung et al, 2009). 
Στις β υποµονάδες και συγκεκριµένα στα αµινο-τελικά άκρα, που προβάλλουν στο 
εσωτερικό, βρίσκονται τα ενεργά κέντρα των τριών βασικών πρωτεασωµικών 
ενεργοτήτων: της κασπάσης ή LLE, της θρυψίνης ή LRR και της χυµοθρυψίνης ή 
LLVY (Groll et al., 1997). Η β1 υποµονάδα αποτελεί το ενεργό κέντρο της 
ενεργότητας LLE (η οποία πρωτεολύει ύστερα από όξινα αµινοξέα), η β2 της 
ενεργότητας LRR (η οποία πρωτεολύει ύστερα από βασικά αµινοξέα) και η β5 της 
ενεργότητας LLVY (η οποία πρωτεολύει ύστερα από µεγάλα υδροφοβικά αµινοξέα) 
(Arendt & Hochstrasser, 1997). Οι α-τύπου υποµονάδες δε διαθέτουν ενζυµική 
ενεργότητα και θεωρείται ότι έχουν ρυθµιστικό ρόλο, καθώς τα αµινο-τελικά άκρα 
τους σχηµατίζουν την πύλη του 20S πρωτεασώµατος, η οποία ρυθµίζει την είσοδο 
των υποστρωµάτων στους β-δακτυλίους (Groll & Clausen, 2003; Kunjappu & 
Hochstrasser, 2014). 

Η αυτό-συγκρότηση του 20S καταλυτικού κέντρου πραγµατοποιείται µε τη 
βοήθεια µοριακών συνοδών, καθώς και µε τη σταδιακή ωρίµανση των β υποµονάδων 
(Kunjappu & Hochstrasser, 2014). Το πρώτο στάδιο για τη συγκρότηση του 
πρωτεασώµατος είναι ο σχηµατισµός των α δακτυλίων. Αν και θα πρέπει να 
σηµειωθεί, ότι σε πολλά αρχαιοβακτήρια και κάποια ευκαρυωτικά κύτταρα, ο 
σχηµατισµός του α-δακτυλίου γίνεται αυθόρµητα, στους περισσότερους οργανισµούς 
το στάδιο αυτό προαπαιτεί τη συµµετοχή µοριακών συνοδών (Hirano et al., 2006). 

Ο σχηµατισµός του β δακτυλίου ξεκινά µε την προσθήκη πρώτα της β2 
υποµονάδας στα θηλαστικά. Τα αµινο-τελικά προπεπτίδια, καθώς και τα 
καρβοξυτελικά άκρα των β υποµονάδων (εκτός από τη β1 και τη β7) προωθούν τη 
σωστή είσοδό τους στο δακτύλιο (Hirano et al., 2008). Το προπεπτίδιο της β5 
υποµονάδας πέρα από το ρόλο του στη συγκρότηση του δακτυλίου φαίνεται επίσης 
να έχει ενεργότητα µοριακής συνοδού. Επιπλέον, κάθε β υποµονάδα έχει µια 
µοναδική αλληλουχία που επιτρέπει την αλληλεπίδρασή της µε τη γειτονική της 
υποµονάδα δηµιουργώντας ενδοµοριακές αλληλεπιδράσεις (Groll et al., 1997). Οι β1 
και β7 υποµονάδες είναι οι τελευταίες που ενσωµατώνονται στον ηµιτελή β δακτύλιο 
(Hirano et al., 2008). Το καρβοξυτελικό άκρο της β7 υποµονάδας, καθώς και οι 
ενδοµοριακές αλληλεπιδράσεις του β δακτυλίου διαµεσολαβούν τη σωστή σύνδεση 
των δυο µισών πρωτεασωµάτων, δηλαδή τη σύνδεση α-β µε β-α, για να δηµιουργηθεί 
η τελική δοµή του α-β-β-α (20S) πρωτεασώµατος (Gallastegui & Groll, 2010). 
Τελικά, η συγκρότηση του 20S καταλυτικού κέντρου ολοκληρώνεται µε την 
αυτόλυση των προπεπτιδίων των β-υποµονάδων και η πύλη παραµένει κλειστή από 
τα αµινο-τελικά άκρα των α-υποµονάδων και ανοίγει µε την πρόσδεση του 19S 
ρυθµιστικού πρωτεασώµατος (Groll et al., 2000; Hirano et al., 2005). 
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Α.3.2.2.2 Το 19S ρυθµιστικό σύµπλοκο 
 

Τα 19S ρυθµιστικά σύµπλοκα εξυπηρετούν πολλαπλούς ρόλους στη 
λειτουργία του πρωτεασώµατος: αναγνωρίζουν και προετοιµάζουν τις 
ουβικιτινιωµένες πρωτεΐνες προς αποικοδόµηση, τις µεταφέρουν στο εσωτερικό του 
20S καταλυτικού κέντρου και πιθανώς να επηρεάζουν τη φύση των προϊόντων που 
παράγονται από αυτό. Όσο αφορά στη δοµή του 19S/PA700 ρυθµιστικού συµπλόκου, 
αποτελείται από είκοσι υποµονάδες, οι οποίες είναι εξελικτικά συντηρηµένες και 
οργανωµένες σε δύο υποσύµπλοκα, τη βάση και το κάλυµµα (ή καπάκι), (Glickman 
et al., 1998). Η βάση αποτελείται από έξι υποµονάδες µε δράση ATPάσης τύπου 
ΑΑΑ (Rpt1-6) και από δυο µεγάλα ρυθµιστικά µόρια, το Rpn1 και Rpn2. Κάθε 
ATPάση εµπλέκεται σε ξεχωριστή λειτουργία κατά την αποικοδόµηση των 
πρωτεϊνών (Glickman et al., 1998). 

Το καπάκι αποτελείται από εννιά υποµονάδες, µη ATPάσες (Rpn3, Rpn5-13 
και Rpn15), µε µοναδική αλληλουχία, δοµή και λειτουργία. Είναι ένα ασύµµετρο 
συγκρότηµα που βρίσκεται στην κορυφή της βάσης προσανατολιζόµενο προς 
αντίθετες κατευθύνσεις στα δύο άκρα του 26S πρωτεασώµατος, (Εικόνα 11). 
Συγκεκριµένα, έχει δειχθεί ότι η Rpn13 υποµονάδα και πιθανόν η Rpn1 υποµονάδα 
λειτουργούν ως υποδοχείς της ουβικιτίνης, ενώ η βάση και το κάλυµµα φαίνεται να 
συνδέονται µέσω της Rpn10 υποµονάδας σχηµατίζοντας έτσι το 19S ρυθµιστικό 
σύµπλοκο. Επίσης, η Rpn11 και πιθανά η Rpn8 υποµονάδα έχουν ενεργότητα από-
ουβικιτινίωσης (Glickman et al., 1998; Maytal-Kivity et al., 2002). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Το πρωτεάσωµα έχει µορφή βαρελιού και συγκροτείται από τέσσερις πρωτεϊνικούς 
δακτυλίους, καθένας από τους οποίους έχει επτά υποµονάδες. Οι δυο εξωτερικοί δακτύλιοι περιέχουν 
επτά διαφορετικές α ρυθµιστικές υποµονάδες (α1-α7) (πορτοκαλί), ενώ οι δυο εσωτερικοί δακτύλιοι 
επτά διαφορετικές β καταλυτικές υποµονάδες (β1-β7) (κίτρινες). ∆ύο 19S σύµπλοκα (βυσσινί) 
ενώνονται στα άκρα του 20S πρωτεασώµατος (ένα σε κάθε άκρο) µε υδρόλυση ATP, δηµιουργώντας 

Εικόνα 11: Το πρωτεάσωµα 
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έτσι το 26S πρωτεάσωµα που είναι υπεύθυνο για την ATP–εξαρτώµενη αποικοδόµηση των πρωτεϊνών 
που έχουν σηµανθεί µε ουβικιτίνη, (McNaught et al., 2001). 

 
Η ίδια η δοµή του πρωτεασώµατος, δηλαδή η αποµόνωση των ενεργών 

κέντρων στο εσωτερικό της πρωτεασωµικής κοιλότητας και το κλείσιµο της 
κοιλότητας από τους α δακτυλίους, αποτελούν το πρώτο επίπεδο ρύθµισης της 
πρωτεόλυσης, καθώς έτσι µειώνονται κατά πολύ οι πιθανότητες µη ειδικής εισαγωγής 
υποστρωµάτων στο εσωτερικό του συµπλόκου. 

 
 

Α.4 Το µονοπάτι ουβικιτίνης-πρωτεασώµατος και τα άλλα 
πρωτεολυτικά συστήµατα 

 
Πέρα από το µονοπάτι ουβικιτίνης – πρωτεασώµατος (Εικόνα 12), ενεργό 

ρόλο στη διατήρηση της πρωτεόστασης έχει και το µονοπάτι αυτοφαγίας-
λυσοσώµατος. Το µονοπάτι αυτοφαγίας-λυσοσώµατος εµπλέκεται στην 
αποικοδόµηση πρωτεϊνών µε µεγάλο χρόνο ζωής, πρωτεϊνών-συσσωµατωµάτων και 
µη λειτουργικών κυτταρικών οργανιδίων, όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως. Έχει 
δειχθεί ότι οι ουβικιτινιωµένες πρωτεΐνες µπορούν να αποικοδοµηθούν από την 
αυτοφαγία, κυρίως όταν το µονοπάτι ουβικιτίνης-πρωτεασώµατος δυσλειτουργεί 
(Kirkin et al., 2009; Korolchuk et al., 2010). 

 

 

Το σύστηµα ουβικιτίνης-πρωτεασώµατος: (α) Η ουβικιτίνη ενεργοποιείται από ένα ένζυµο 
ενεργοποίησης (Ε1) της ουβικιτίνης και µεταφέρεται σε υπόστρωµα πρωτεινών από ένζυµα συζευµένα 
µε ουβικιτίνη (E2) και λιγάσες ουβικιτίνης (Ε3), αποτέλεσµα (β) είτε προσάρτηση ενός ενιαίου µορίου 
ουβικιτίνης (µόνο-ουβικιτίνης), προσκόλλησης των πολλαπλών µονάδων ουβικιτίνης σε διάφορα 
υπολείµµατα υποστρώµατος λυσίνης για την ίδια πρωτεΐνη (πολύ-ουβικιτινίωση) ή τη σύνθεση 
αλυσίδων της ουβικιτίνης (πολύ-ουβικιτινίωση). (γ) Πολλές πολύ-ουβικιτινιωµένες πρωτεΐνες, στη 
συνέχεια, αποδοµούνται από το 26S πρωτεάσωµα, που αποτελείται από το καταλυτικό σύµπλοκο 20S 
και τα 19S ρυθµιστικά σύµπλοκα. Τα υποστρώµατα αποικοδόµησης παραδίδονται είτε στο 

Εικόνα 12: Το σύστηµα ουβικιτίνης-πρωτεασώµατος 
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πρωτεάσωµα από διαλυτούς υποδοχείς ουβικιτίνης ή αναγνωρίζονται από την εγγενή δραστικότητα- 
δέσµευση ουβικιτίνης - του 19S συµπλόκου. Στο 19S σύµπλοκο του πρωτεασώµατος, η αλυσίδα 
ουβικιτίνης αποσυναρµολογείται, και το υπόστρωµα ξετυλίγεται πριν µπορέσει να εισέλθει στην 
κοιλότητα της υποµονάδας του 20S συµπλόκου, όπου λαµβάνει χώρα η πρωτεόλυση. Τέλος, τα 
πρωτεολυτικά θραύσµατα εξέρχονται από το πρωτεάσωµα µε ένα απλό κατανοητό τρόπο. (δ) 
Ουβικιτινίωση µπορεί, επίσης, να ρυθµίζει άµεσα τη λειτουργία της πρωτεΐνης σε πρωτεόλυση µε 
ανεξάρτητο τρόπο, µέσω µόνο- ή πολύ-ουβικιτινιωµένων πρωτεϊνών (Kaiser & Huang, 2005). 

 
 

Α.4.1 Το µονοπάτι ουβικιτίνης-πρωτεασώµατος και οι κυτταρικές 
αντιοξειδωτικές αποκρίσεις 

 
Η απόκριση του κυττάρου στο οξειδωτικό στρες παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

διατήρηση της πρωτεόστασης. Το κύριο αντιοξειδωτικό σηµατοδοτικό µονοπάτι είναι 
αυτό του Nrf2/Keap1 (Sykiotis&Bohmann, 2008), όπως αναφέρθηκε νωρίτερα. 
Παρουσία οξειδωτικού στρες, ο Nrf2 ενεργοποιείται και συσσωρεύεται στον πυρήνα, 
όπου διµερίζεται µε την πρωτεΐνη Maf. Το διµερές, στη συνέχεια, προσδένεται σε 
στοιχεία αντιοξειδωτικής απόκρισης (AREs) και ενεργοποιεί την έκφραση των 
αντιοξειδωτικών ενζύµων, καθώς και των ενζύµων αντιοξειδωτικής απόκρισης της 
φάσης II (Sykiotis & Bohmann, 2010).  

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, προηγούµενες in vitro µελέτες έχουν δείξει ότι 
ο Nrf2 επάγει την ενεργοποίηση της έκφρασης του πρωτεασώµατος παρουσία 
οξειδωτικού στρες και έτσι, θεωρείται υποψήφιος µεταγραφικός παράγοντας 
ρύθµισης της έκφρασης των πρωτεασωµικών γονιδίων (Grimberg et al., 2011). 
Επίσης, in vivo µελέτες έχουν δείξει ότι ο Nrf2 πιθανά εµπλέκεται και στη ρύθµιση 
των ενδογενών επιπέδων των πρωτεασωµικών γονιδίων (Tsakiri et al., 2013). 
Επιπλέον, βρέθηκε ότι, σε σωµατικούς ιστούς νεαρών εντόµων, δυσλειτουργία του 
πρωτεασώµατος προκαλεί την επαγωγή της έκφρασης του πρωτεασώµατος, µέσω του 
µεταγραφικού παράγοντα Nrf2, ο οποίος ενεργοποιείται από την αύξηση των 
ελευθέρων ριζών οξυγόνου, οι οποίες προέρχονται από το µιτοχόνδριο. Αντίθετα, σε 
γηρασµένους σωµατικούς ιστούς δεν παρατηρήθηκε η ενεργοποίηση του Nrf2 ύστερα 
από πρωτεασωµική δυσλειτουργία. Σε αντίθεση µε τους σωµατικούς ιστούς των 
εντόµων, στις γονάδες νεαρών και γηρασµένων εντόµων το µονοπάτι του Νrf2 
ενεργοποιήθηκε, µετά από επίδραση όµοιου πρωτεοτοξικού στρες που προκλήθηκε 
στους σωµατικούς ιστούς (Tsakiri et al., 2013). 

 

Α.5 Γήρανση και σύστηµα ουβικιτίνης-πρωτεασώµατος 

Όπως αναφέρθηκε νωρίτερα, το πρωτεάσωµα είναι το κύριο πρωτεολυτικό 
µονοπάτι αποικοδόµησης πρωτεϊνών µε µικρό χρόνο ζωής, που έχουν σηµανθεί µε 
ουβικιτίνη καθώς και οξειδωµένων ή/και µη λειτουργικών πρωτεϊνών (Kästle & 
Grune, 2011). Αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι η έκφραση και η ενεργότητα του 
πρωτεασώµατος µειώνεται κατά την κυτταρική και την in vivo γήρανση 
(Chondrogianni et al., 2003; Grune et al., 2005; Vernace et al., 2007; Tsakiri et al., 
2013). Συγκεκριµένα, in vitro µελέτη σε ανθρώπινα γερασµένα κύτταρα έδειξε 
µείωση της έκφρασης των καταλυτικών υποµονάδων του 20S πρωτεασώµατος και 
των υποµονάδων του 19S ρυθµιστικού µορίου, κάτι που συµφωνεί µε την 
παρατηρηθείσα χαµηλή ενεργότητα του πρωτεασώµατος και τη συσσώρευση 
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ουβικιτινιωµένων και οξειδωµένων πρωτεϊνών (Chondrogianni et al., 2003). Ακόµη, 
έρευνα σε αιωνόβιους ανθρώπους έδειξε την απρόσµενη παραµονή της ενεργότητας 
του πρωτεασώµατος σε επίπεδα όµοια µε αυτά των νεαρών ατόµων (Chondrogianni 
et al., 2000). Τέλος, έρευνες στο δίπτερο έντοµο Drosophila melanogaster δείχνουν 
τη µείωση της πρωτεασωµικής ενεργότητας και τη συσσώρευση των 
ουβικιτινιωµένων πρωτεϊνών κατά τη διάρκεια της γήρανσης. Έτσι, η µείωση της 
πρωτεασωµικής ενεργότητας φαίνεται πως συνδυάζεται µε µείωση της έκφρασης του 
πρωτεασώµατος κατά τη γήρανση (Vernace et al., 2007), χωρίς να είναι γνωστός ο 
µηχανισµός αυτής της µειορρύθµισης της έκφρασης του πρωτεασώµατος. Επίσης, 
πειράµατα στο ίδιο µοντέλο γήρανσης έδειξαν ότι ο φαινότυπος της γήρανσης, αλλά 
και διάφορες ηλικιο-εξαρτώµενες ασθένειες συνοδεύονται από αυξηµένα επίπεδα µη 
ενζυµατικά τροποποιηµένων πρωτεϊνών και λιποφουσκίνης. Οι πρωτεΐνες αυτές 
συσσωρεύονται στους σωµατικούς ιστούς και στην αιµολέµφο των εντόµων, µε 
αποτέλεσµα τη µείωση της ενεργότητας των πρωτεασωµικών πεπτιδασών και κατ’ 
επέκταση την ελάττωση της βιωσιµότητας (Tsakiri et al., 2013). 

Επιπρόσθετα, προηγούµενες µελέτες σε ανθρώπινα κύτταρα έχουν δείξει ότι 
πιθανώς τα ROS αναστέλλουν το πρωτεάσωµα (Reinheckel et al., 1998), και καθώς 
συσσωρεύονται µε τη γήρανση, συµβάλλουν όλο και περισσότερο στη δυσλειτουργία 
του µε άµεσο και έµµεσο τρόπο. Με άµεσο τρόπο τροποποιώντας τις υποµονάδες του 
ίδιου του πρωτεασώµατος και έµµεσα τροποποιώντας πρωτεΐνες και λιπίδια, τα οποία 
δεν µπορούν να αποικοδοµηθούν και συσσωρεύονται στα κύτταρα (Grune et al., 
1997). Αυτές οι πρωτεΐνες και τα λιπίδια, που δεν µπορούν να αποικοδοµηθούν, 
συναντώνται κυρίως σε µεταµιτωτικά κύτταρα όπως οι νευρώνες, οι οποίοι είναι 
ιδιαίτερα ευαίσθητοι στη συσσώρευση αυτών των συναθροισµάτων (aggregates), τα 
οποία επηρεάζουν πολυάριθµα κυτταρικά σηµατοδοτικά µονοπάτια, όπως και το 
πρωτεολυτικό µονοπάτι. Τα µεταµιτωτικά κύτταρα λόγω της ανικανότητάς τους να 
διαιρεθούν, δεν µπορούν να µεταβιβάσουν µέρος της ποσότητας στρες στα θυγατρικά 
κύτταρα, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία τοξικού στρες. 

Η µείωση της λειτουργικότητας του πρωτεασώµατος έχει συσχετιστεί επίσης 
µε ασθένειες του γήρατος, όπως η νόσος Alzheimer (Alzheimer’s disease) και το 
Parkinson (Parkinson’s disease), στις οποίες η ενεργότητα του πρωτεασώµατος 
εµφανίστηκε µειωµένη (Takalo et al., 2013). Αξίζει να σηµειωθεί ότι η ενεργότητα 
και η έκφραση του πρωτεασώµατος φαίνεται να αυξάνονται κατά την καρκινογένεση. 
Σε αρκετούς τύπους καρκίνου, η αύξηση της ενεργότητας του µονοπατιού 
ουβικιτίνης-πρωτεασώµατος, κατά την καρκινογένεση, ενδεχοµένως συνδέεται µε την 
προσπάθεια προσαρµογής των καρκινικών κυττάρων σε καταστάσεις υψηλού 
πρωτεοτοξικού στρες (Trougakos et al., 2013). Εποµένως, το µονοπάτι ουβικιτίνης-
πρωτεασώµατος θεωρείται τα τελευταία χρόνια στόχος για την ανάπτυξη 
αντικαρκινικών θεραπειών. 
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Α.6 «Φυσικά προϊόντα µε αντιγηραντικές ή αντιοξειδωτικές 
δράσεις» 

 

Τα φυσικά προϊόντα είναι γνωστό ότι αποτελούν τη βάση πολλών 
φαρµακευτικών σκευασµάτων που κυκλοφορούν σήµερα και ειδικότερα της 
κατηγορίας των αντικαρκινικών (Harvey, 2008; Newman et al., 2008; Newman & 
Cragg, 2016). Πάνω από 100 µόρια φυσικής προέλευσης, υποβάλλονται σε ετήσια 
βάση σε κλινικές δοκιµές και τουλάχιστον 100 παρόµοια µόρια βρίσκονται σε προ-
κλινική ανάπτυξη. Τα περισσότερα από αυτά τα προϊόντα προέρχονται από φυτά και 
µικροβιακές πηγές, όπως φαίνεται στον Πίνακα 1 (Harvey, 2008; Li et al., 2009).  

 

Πίνακας 1: Φάρµακα που βασίζονται σε φυσικά προϊόντα σε διαφορετικά στάδια της ανάπτυξης 

 

Πηγή: Harvey 2008, Pharmaprojects database (March 2008). 
 
Φυσικές ενώσεις, που έχει δειχθεί ότι καθυστερούν τη γήρανση σε επίπεδο 

οργανισµού (δηλαδή εµφανίζουν in vivo αποτελέσµατα αντιγήρανσης σε µοντέλα 
οργανισµών), µπορούν να οµαδοποιηθούν σύµφωνα µε την πηγή της αποµόνωσης 
(θαλάσσιοι οργανισµοί, µικροοργανισµοί και φυτά). 

Από τη µία πλευρά, ο περιορισµός θερµίδων (CR: Caloric Restriction) έχει 
αποδειχθεί ότι παρατείνει τη διάρκεια ζωής σε διάφορα ζωικά µοντέλα (McCay et al., 
1935; Lin et al., 2002; Partridge et al., 2005; Lee et al., 2006). Από την άλλη πλευρά, 
η συµπλήρωση των διαφορετικών φαρµακοτροφίµων στην καθηµερινή δίαιτα έχει, 
επίσης, αναγνωριστεί ως ένας δυναµικός τρόπος για να επιβραδυνθεί η διαδικασία 
της γήρανσης (Piper & Bartke, 2008). Η διαιτητική τροποποίηση πιστεύεται ότι είναι 
σε θέση να παρατείνει τη διάρκεια ζωής και να επιβραδύνει τις ασθένειες του 
γήρατος. Η Drosophila melanogaster είναι ένας οργανισµός – µοντέλο, που 
χρησιµοποιείται για την εκπόνηση µελετών για τη διατροφή και τη φαρµακολογία, 
καθώς και για τη γήρανση, εφόσον µοιράζεται πολλά κοινά βιολογικά µονοπάτια, και 
πάνω από το 70 % των γνωστών γονιδίων µε τα θηλαστικά (Minois, 2006). 

Παρακάτω αναφέρονται, ως παραδείγµατα, µελέτες που ερεύνησαν φυσικές 
ενώσεις και εκχυλίσµατα µε πιθανή αντιγηραντική ή/ και αντιοξειδωτική δράση σε in 
vivo µοντέλα και κυρίως χρησιµοποιώντας ως µοντέλο το έντοµο D. melanogaster. 
Ιδιαίτερη έµφαση δόθηκε σε µελέτες, όπου εκτός από την επίδραση στην παράταση 
της διάρκειας ζωής και στη βελτίωση της ποιότητας της ζωής των εντόµων, η 

Στάδιο 
ανάπτυξης 

Φυτά Βακτήρια Μύκητες Ζώα Ηµισυνθετικά Συνολικά 

Προκλινικό 46 12 7 7 27 99 
Φάση I 14 5 0 3 8 30 
Φάση II 41 4 0 10 11 66 
Φάση III 5 4 0 4 13 26 
Προ-
καταχώρηση 

2 0 0 0 2 4 

Συνολικά 108 25 7 24 61 225 
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δραστικότητα µιας ένωσης σχετίζεται µε ένα συγκεκριµένο µονοπάτι 
σηµατοδότησης. 

 
 

Α.6.1 Φυσικές ενώσεις που δρουν ως ρυθµιστές αντιγήρανσης 
 
Στην ενότητα αυτή, αναφέρονται ενώσεις που έχουν το δυναµικό να 

αναπτυχθούν δεδοµένου ότι δρουν ως in vivo ρυθµιστές αντιγήρανσης στο δίπτερο 
έντοµο Drosophila melanogaster.  

 
 

Α.6.1.1 Φυσικές ενώσεις που έχουν αποµονωθεί από µικροοργανισµούς 
 
Η τεράστια βιοποικιλότητα των θαλάσσιων οικοσυστηµάτων προσφέρουν 

πολλαπλές ευκαιρίες για βιο-αναζήτηση, εκµετάλλευση και χρήση φυσικών ενώσεων. 
Οι θαλάσσιοι οργανισµοί έχουν την ικανότητα να παράγουν µια τεράστια ποικιλία 
των µορίων µε µοναδικά δοµικά χαρακτηριστικά και βιολογική δραστικότητα, που 
οφείλεται στις φυσικοχηµικές ιδιότητες του θαλάσσιου περιβάλλοντος. Έτσι, το 
θαλάσσιο περιβάλλον είναι σίγουρα µια ενδιαφέρουσα πηγή φυσικών ενώσεων µε 
ελπιδοφόρους νέους σκελετούς µορίων µε ισχυρές αντιγηραντικές ιδιότητες. Αρκετές 
φυσικές ενώσεις, που αποµονώθηκαν από θαλάσσιους οργανισµούς, βρέθηκαν να 
αποτρέπουν την κυτταρική γήρανση και να ασκούν αντιφωτογήρανση και 
φωτοπροστατευτική δράση (Gröniger et al., 2000; Ramjee et al., 2010). 

 
Ραπαµυκίνη 

Αποµονώθηκε για πρώτη φορά από το 
βακτήριο Streptomyces hygroscopicus στέλεχος 
ΑΥ B994, (Εικόνα 13). Ο αντιµυκητιασικός 
αυτός παράγοντας αποτελεί ένα πολλά 
υποσχόµενο φυσικό προϊόν µε βάση τις 
αντιγηραντικές του ιδιότητες και 
χρησιµοποιείται σήµερα ως ένα 
ανοσοκατασταλτικό. Έχει αποδειχθεί ότι είναι 
ένας ισχυρός αναστολέας του µονοπατιού TOR, 
ενώ σίτιση ενήλικων εντόµων D. melanogaster 
µε 200 mM ραπαµυκίνης είχε ως αποτέλεσµα 
την επέκταση ζωής, που συσχετίστηκε µε 
αυξηµένη αντοχή τόσο σε ασιτία όσο και σε 
οξειδωτικό στρες. Η ανάλυση των σχετικών µηχανισµών αποκάλυψε ότι η 
ραπαµυκίνη αυξάνει τη µακροβιότητα µέσω (µεταξύ άλλων) αναστολής του 
µονοπατιού TOR και προκάλεσε µεταβολές και στην αυτοφαγία και στο ποσοστό της 
πρωτεϊνικής σύνθεσης (Bjedov et al., 2010). 

Εικόνα 13: Χηµική δοµή ραπαµυκίνης 
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Α.6.1.2 Φυσικές ενώσεις που προέρχονται από φυτά 
 

Κουρκουµίνη 
 

Αποτελεί µια πολυφαινολική 
βιοδραστική ένωση και προέρχεται από το 
ρίζωµα του φυτού Curcuma longa 
(Zingiberaceae) (Εικόνα 14). Χορήγηση 0.5-
1.0 mg g-1 της κουρκουµίνης στο µέσο 
καλλιέργειας παρατείνει κατά περισσότερο από 
10 % τη µέση διάρκεια ζωής των εντόµων D. 
melanogaster, καταστέλλοντας το οξειδωτικό στρες και την υπεροξείδωση των 
λιπιδίων, µειώνοντας τη συσσώρευση της µηλονοδιαλδεϋδης και βελτιώνοντας την 
κινητική απόδοση. Αυτές οι επιδράσεις έχουν αποδοθεί στην διαµόρφωση ενός 
αριθµού στρεσσογόνων γονιδίων απόκρισης, συµπεριλαµβανοµένου του 
αντιοξειδωτικού ενζύµου υπεροξειδικής δισµουτάσης (Lee et al., 2010; Shen et al., 
2013). 

Είναι ενδιαφέρον, ότι οι υψηλές συγκεντρώσεις της κουρκουµίνης δεν 
παρατείνουν τη διάρκεια ζωής των CR εντόµων, γεγονός που υποδηλώνει ότι η 
κουρκουµίνη και η CR λειτουργούν µέσω των ίδιων οδών θρεπτικής σηµατοδότησης 
(Soh et al., 2013). Προς στήριξη των ευεργετικών in vivo επιδράσεων της 
κουρκουµίνης (Alavez et al., 2011), αυτή η ένωση βρέθηκε να αυξάνει σηµαντικά 
τόσο την ποιότητα ζωής όσο και τη διάρκεια ζωής (έως 75 %) σε συγκέντρωση 0,01 
% (w/w), όταν δοκιµάστηκε σε πέντε διαφορετικά µοντέλα D. melanogaster της 
νόσου του Alzheimer. H επίδραση αυτή εξηγείται από το εύρηµα ότι η κουρκουµίνη 
προώθησε τη µετατροπή αµυλοειδούς ινιδίου µε τη µείωση των προ-ινιδικών / 
ολιγοµερικών ειδών βήτα-αµυλοειδούς, µε αποτέλεσµα τη µειωµένη νευροτοξικότητα 
(Caesar et al., 2012). 

 

Τετραϋδροκουρκουµίνη 

Είναι ένας µεταβολίτης της 
κουρκουµίνης, (Εικόνα 15) και έχει αποδειχθεί 
ότι αυξάνει το µέσο προσδόκιµο ζωής, όταν 
χορηγείται σε έντοµα D. melanogaster σε µια 
συγκέντρωση 50 mM και κατέστειλε το 
οξειδωτικό στρες µέσω ρύθµισης του µονοπατιού 
των σιρτουϊνών και του µεταγραφικού 
παράγοντα FOXO (Shen et al., 2013).  

Εικόνα 14: Χηµική δοµή κουρκουµίνης 

Εικόνα 15: Χηµική δοµή 
τετραϋδροκουρκουµίνης 
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Ρεσβερατρόλη 

Είναι µία φυσική ένωση της κατηγορίας 
των φυτοαλεξινών µε βασική δοµή των 
στιλβενίων (Στιλβένιο: 1,2-διφαινυλο-αιθυλένιο), 
(Εικόνα 16). Εντοπίζεται σε διάφορα µούρα, 
καρύδια και άλλες φυτικές πηγές. Ανήκει στην 
κατηγορία των ενεργοποιητών σιρτουϊνών. Η 
δραστηριότητα των σιρτουϊνών έχει θετική 
συσχέτιση µε τα αποτελέσµατα επέκτασης της 
διάρκειας ζωής και για το λόγο αυτό έχουν γίνει 
αρκετές µελέτες αποµόνωσης τους. Η ρεσβερατρόλη ασκεί ευεργετικές επιδράσεις 
κατά τη φυσιολογική γήρανση και σε αυτό το αποτέλεσµα, ίσως να εµπλέκονται οι 
σιρτουΐνες και, πιθανότατα, µονοπάτια που σχετίζονται µε το στρες. Αντίθετα µε τα 
παραπάνω, έχει δειχθεί ότι χορήγηση 200 mM ρεσβερατρόλης αύξησε τη µακροζωία 
στα έντοµα κατά 20 % χωρίς τη µεσολάβηση της σιρτουΐνης sir-2 (Bauer et al., 2004; 
Wood et al., 2004). 

 
Aκτεοσίδη 
 
Συµπλήρωµα 0,64 σε 2,56 mg mL-1 του 

φυτικού φαινυλεθανοειδούς γλυκοζίτη, (Εικόνα 
17), σε µέσο καλλιέργειας εντόµων D. 
melanogaster αύξησε τη διάρκεια ζωής κατά 9 
έως 15 % (Pan et al., 2008). 
 
 

Νορδιυδρογουαϊαρετικό οξύ  
 
Είναι µία φυτική λιγνάνη (Εικόνα 18). 

Παλαιότερες µελέτες έδειξαν αυξανόµενες 
θετικές επιπτώσεις στο µέσο προσδόκιµο ζωής 
εντόµων των φρούτων, κουνουπιών και 
αρουραίων (Miquel et al., 1982). 

 
 

Σπερµιδίνη 
 
Είναι µία πολυκατιονική πολυαµίνη 

(Εικόνα 19), που εµπλέκεται σε πολλαπλές 
βιολογικές διαδικασίες, και αναφέρεται λόγω 
της εξαιρετικής αντιγηραντικής της 
δραστικότητας. Συγκεκριµένα, η σπερµιδίνη 
έχει προσελκύσει το ενδιαφέρον της 
επιστηµονικής κοινότητας, λόγω της δράσης της ως επαγωγέας της αυτοφαγίας, και 
σε καλλιεργηµένα κύτταρα και in vivo, (Eisenberg et al., 2009). Επίσης, έχει δειχθεί 
ότι ένα εξωγενές συµπλήρωµα των millimolar συγκεντρώσεων σπερµιδίνης αύξησε 
το χρόνο ζωής σε έντοµα D. melanogaster (Morselli et al., 2009). 

Εικόνα 16: Χηµική δοµή ρεσβερατρόλης 

Εικόνα 17: Χηµική δοµή ακτεοσίδης 

Εικόνα 18: Χηµική δοµή 
νορδιυδρογουαϊαρετικού οξέος 

Εικόνα 19: Χηµική δοµή σπερµιδίνης 
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Α.6.2 Εκχυλίσµατα µε αντιγηραντική δράση 
 

Τα εκχυλίσµατα αντιπροσωπεύουν πολύτιµες πηγές βιοδραστικών φυσικών 
ενώσεων και ως εκ τούτου σε αυτή την ενότητα θα αναφερθούν αυτά τα 
εκχυλίσµατα, που έχουν τη δυνατότητα να καθυστερήσουν την κυτταρική γήρανση ή 
τη in vivo γήρανση στo δίπτερο έντοµο Drosophila melanogaster.  

 

Α.6.2.1 Τα φυτικά εκχυλίσµατα 
 

Rosa damascena 
 
Είναι ένας πολυετής θάµνος και ανήκει 

στην οικογένεια Rosaceae (Εικόνα 20). 
Καλλιεργείται κυρίως για το ροδέλαιο, που 
χρησιµοποιείται στην αρωµατοποιία, καθώς 
επίσης και για το ροδόνερο που χρησιµοποιείται 
για τη γεύση και το άρωµα των τροφίµων. 
Ροδοπέταλα είναι µια πλούσια πηγή φαινολικών 
ενώσεων, όπως οι γλυκοζίτες φλαβονοειδών και 
οι ανθοκυανίνες και τα εκχυλίσµατα τους ασκούν 
αντιοξειδωτικές και δέρµατο-προστατευτικές 
δράσεις (Tabrizi et al., 2003; Schiber et al., 2005; 
Boskabady et al., 2006). Επιπλέον, έντοµα D. 
melanogaster, που καλλιεργήθηκαν µε θρεπτικό µέσο, που περιέχει 2 mg mL-1 
υδατικό εκχύλισµα ροδοπετάλων, παρουσίασαν αυξηµένη διάρκεια ζωής κατά 27 %, 
χωρίς µείωση της γονιµότητας, (Jafari et al., 2008). Το αποτέλεσµα αυτό αποδόθηκε 
στο εκχύλισµα R. damascena µε την αντιοξειδωτική δράση (Schriner et al., 2012). 

 

Rhodiola rosea 

Ανήκει στην οικογένεια Crassulaceae 
(Εικόνα 21) και το υδατοαλκοολικό εκχύλισµα, 
που λαµβάνεται από το φυτό, συµβάλλει 
σηµαντικά στην προώθηση της υγείας λόγω των 
αντιοξειδωτικών του ιδιοτήτων. Οι ιδιότητες 
αυτές έχουν αποδοθεί σε µια σειρά δευτερογενών 
µεταβολιτών, συµπεριλαµβανοµένων των 
µονοτερπενικών αλκοολών και γλυκοζίτων τους, 
κυανογενικών γλυκοσίδων, φλαβονοειδών, 
αρυλγλυκοσίδων, προανθοκυανιδινών, και άλλων 
παραγώγων φαινολικών οξέων. Αποδείχθηκε ότι 
αυτά τα εκχυλίσµατα αύξησαν τη µακροζωία των εντόµων, χωρίς αρνητικές 
επιπτώσεις στην αναπαραγωγή ή στο ρυθµό µεταβολισµού (Jafari et al., 2007).  

Εικόνα 20: Rosa damascena 

Εικόνα 21: Rhodiola rosea 
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Cynomorium songaricum 

Είναι ένα παρασιτικό φυτό, που ανήκει στην οικογένεια 
Chenopodiaceae, (Εικόνα 22). Έχει χρησιµοποιηθεί, ευρέως, 
στην παραδοσιακή κινεζική ιατρική ως τονωτικό, και επίσης, 
καταναλώνεται λόγω της υψηλής θρεπτικής του αξίας (Cui et 
al., 2013). H σίτιση εντόµων µε εκχυλίσµατα C. songaricum 
(20 mg mL-1) ενίσχυσαν τη γνωστική συµπεριφορά, αύξησαν 
την αντοχή στο στρες και επέκτειναν τη µέση διάρκεια των 
θηλυκών εντόµων (Liu et al., 2012). 

 

 

Ayurvedic rasayanas 

Ένα σύµπλεγµα φυτικού αγιουβερδικού 
σκευάσµατος που βρέθηκε να παρατείνει τη διάρκεια 
ζωής σε έντοµα κατά 55 % (Εικόνα 23) (Priyadarshini 
et al., 2010). 

 
 

Α.6.2.2 Εκχυλίσµατα που προέρχονται από εδώδιµα φυτά 
 
 Όπως προαναφέρθηκε, οι παρεµβάσεις διατροφής, όπως η περιορισµένη 

λήψη θερµίδων (CR) ή ισορροπηµένη υγιεινή διατροφή είναι από τις πιο 
αποτελεσµατικές προσεγγίσεις για την επέκταση της ποιότητας ζωής ή / και της 
διάρκεια ζωής, που οφείλονται είτε σε παρατεταµένη ήπια ενεργοποίηση των οδών 
που ανταποκρίνονται στο στρες ή / και στα χαµηλά επίπεδα βλαβών στα βιοµόρια. 
Εποµένως, δεν αποτελεί έκπληξη το γεγονός ότι τα εκχυλίσµατα (µεταξύ άλλων) από 
τα βρώσιµα µπαχαρικά, όσπρια, λαχανικά ή φρούτα, έχουν επιδείξει σηµαντική 
δραστηριότητα αντιγήρανσης, όταν δοκιµάζονται σε µοντέλα οργανισµούς.  

Είναι ενδιαφέρον ότι η λεγόµενη µεσογειακή διατροφή, η οποία έχει 
καθιερωθεί από πολλές επιδηµιολογικές µελέτες (Martinez-Gonzalez et al., 2009) ως 
διατροφικό πρότυπο, συνίσταται για την αύξηση του µέσου προσδόκιµου ζωής και 
της µακροζωίας και χαρακτηρίζεται από υψηλή πρόσληψη ελαιολάδου, φρέσκων 
φρούτων, όσπριων και λαχανικών και αντίστροφα από χαµηλή πρόσληψη ζωικού 
λίπους, κρέατος, µεταποιηµένων προϊόντων µε βάση το κρέας και τα αλµυρά τρόφιµα 
(Pérez-López et al., 2010; Bach-Faig et al., 2011), τα οποία µπορεί να οδηγήσουν σε 
πρόωρη κατάρρευση (ή απορρύθµιση) των αµυντικών µηχανισµών των κυττάρων ή / 
και να επιταχύνουν τα ποσοστά της αποικοδόµησης των βιοµορίων. 

Εικόνα 22: Cynomorium 
songaricum 

Εικόνα 23: Ayurvedic rasayanas 
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Πολυφαινόλες του µήλου ( applepolyplenol -AP-) 
 
Tο µήλο είναι καρπός του δέντρου Malus 

domestica και ανήκει στην οικογένεια Rosaceae, 
(Εικόνα 24). Είναι µια εξαιρετική πηγή 
διαιτητικών αντιοξειδωτικών πολυφαινολών 
(Lamperi et al., 2008; Wojdylo et al., 2008; 
Bellion et al., 2010; Yang et al., 2010). H 
επίδραση των πολυφαινολών του µήλου (AP) 
έχει διερευνηθεί τόσο στη διάρκεια ζωής των 
εντόµων όσο και στην αλληλεπίδρασή τους µε 
τις εκφράσεις των γονιδίων των ενδογενών 
αντιοξειδωτικών ενζύµων, και συγκεκριµένα, 
της δισµουτάσης του υπεροξειδίου (SOD), της καταλάσης (CAT), της µεθουσέλας 
(MTH), της ρυθµιστικής υποµονάδας του πρωτεασώµατος (Rpn11), και του 
κυτοχρώµατος c οξειδάσης (CCO) στις υποµονάδες III και VIb και χρησιµεύουν ως 
πρώτη γραµµή άµυνας ενάντια των ROS. Πειραµατικά δεδοµένα επιβεβαίωσαν ότι η 
µέση διάρκεια ζωής επεκτάθηκε σηµαντικά κατά 10 % σε έντοµα που είχαν 
καλλιεργηθεί παρουσία ΑΡ, ενώ η αντιγηραντική δραστικότητά τους, τουλάχιστον εν 
µέρει, σχετίζεται µε τα παραπάνω γονίδια (Peng et al., 2011).Τα γονίδια αυτά είναι: 

� Γονίδιο κυτοχρωµικής οξειδάσης (CcO): είναι το τελευταίο 
συστατικό της µιτοχονδριακής αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων (ETC), 
και έχει αναφερθεί ότι οι υποµονάδες III και VIb µειώνονται σηµαντικά σε 
έντοµα µεγάλης ηλικίας (Ren et al., 2010). Επίσης, ανεπάρκεια της CcO 
θα οδηγούσε σε µείωση της δραστικότητας της ETC ως σύνολο, λόγω της 
αυξηµένης παραγωγής είτε ριζών ανιόντος υπεροξειδίου ή υπεροξειδίου 
του υδρογόνου στα µιτοχόνδρια (Sohal et al., 2008). Συνεπώς, είναι 
ευρέως αποδεκτό, ότι η µιτοχονδριακή αναπνευστική ικανότητα µειώνεται 
κατά τη διάρκεια της διαδικασίας της γήρανσης. 

� Γονίδιο Rpn11: έχει αναγνωριστεί σαν ένας καταστολέας του 
προοδευτικού νευροεκφυλισµού. Καταστολή του γονιδίου Rpn11 µπορεί 
να οδηγήσει στη συσσώρευση των ουβικιτινιωµένων πρωτεϊνών, να 
συντοµεύσει τη διάρκεια ζωής και να µειώσει τη δραστηριότητα του 26S 
πρωτεασώµατος (Tonoki et al., 2009). 

� Γονίδιο µεθουσέλα (MTH): έχει δειχθεί ότι είναι ένα από τα 
γονίδια προσδιορισµού της µακροζωίας. Έχει αναφερθεί ότι τα έντοµα, τα 
οποία εµφανίζουν µετάλλαξη στο γονίδιο MTH, µπορούν να ζήσουν 35 % 
περισσότερο από ό,τι φυσικού τύπου και τα έντοµα αυτά παρουσιάζουν 
µεγαλύτερη αντοχή στην οξειδωτική καταπόνηση (Lin et al., 1998). 

Εικόνα 24: Malus domestica 
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Origanum vulgare 

Γνωστό και µε την κοινή ονοµασία ως 
ρίγανη, ανήκει στην οικογένεια  Labiatae και 
είναι ένα αρωµατικό πολυετές βότανο που 
χρησιµοποιείται ευρέως ως καρύκευµα, (Εικόνα 
25). Θυµόλη και καρβακρόλη είναι τα κύρια 
συστατικά του ελαίου ρίγανης, το οποίο διαθέτει 
ισχυρή αντιµικροβιακή δράση, ενώ 
υδροαλκοολικά εκχυλίσµατα του έχουν υψηλή 
περιεκτικότητα φαινολικών και είναι γνωστά για 
τις αντιυπερλιπιδαιµικές και αντιοξειδωτικές 
τους ιδιότητες (Zou et al., 2010; Dong et al., 
2012; Licina et al., 2013). Ένα µείγµα από εκχυλίσµατα ρίγανης και µούρου (σε µια 
συγκέντρωση 2 %) αύξησε τη διάρκεια ζωής σε έντοµα, ακόµη και όταν η επέµβαση 
ξεκίνησε σε µέσης ηλικίας έντοµα (Zou et al., 2012). 

 

Eruca vesicaria subsp. sativa 

Το βρώσιµο φυτό, κοινώς γνωστό ως 
ρόκα, ανήκει στην οικογένεια Cruciferae, 
(Εικόνα 26), και είναι µια εξαιρετική πηγή 
αντιοξειδωτικών, όπως φαινολικών ενώσεων, 
καροτενοειδών, γλυκοζινολικών και των 
προϊόντων αποδόµησής τους, όπως 
ισοθειοκυανικά. Σύµφωνα µε πληροφορίες, 
εκχυλίσµατα Ε. vesicaria (χορήγηση 
συγκέντρωσης 625 mg L-1) µπορούν να 

αναστείλουν τη γονοτοξική δράση του 
υπεροξειδίου του υδρογόνου και να αυξήσουν το 
µέσο προσδόκιµο ζωής των εντόµων D. melanogaster (Villatoro-Pulido et al., 2012). 

 

Brassica oleracea var. italica 
 
Το λαχανικό, γνωστό και ως µπρόκολο, 

ανήκει στην οικογένεια Brassicaceae, (Εικόνα 
27), και είναι δηµοφιλές όχι µόνο για τη γεύση 
του, αλλά και για τις δράσεις του, που προάγουν 
την υγεία, και έχουν αποδοθεί κυρίως σε 
γλυκοζινολικά και στα προϊόντα διάσπασής τους. 
Παράλληλη συµπλήρωση των κατεχινών 
πράσινου τσαγιού µαζί µε εκχυλίσµατα 
µπρόκολου σε έντοµα αντιστρέφει µερικώς το 
λίπος, που προωθεί τη θνησιµότητα µέσω 
θετικής ρύθµισης των αντιοξειδωτικών ενζύµων 
καταλάσης και υπεροξειδικής δισµουτάσης (Grünwald et al., 2013). 

Εικόνα 25: Origanum vulgare 

Εικόνα 26: Eruca vesicaria subsp. sativa 

Εικόνα 27: Brassica oleracea var.italica 
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Prunus persica var. nectarine 
 
Ανήκει στην οικογένεια Rosaceae. Είναι 

ένα υποείδος του ροδάκινου και καλλιεργείται 
σε όλο τον κόσµο, (Εικόνα 28). Οι καρποί του, 
που είναι γνωστοί ως "νεκταρίνια", 
καταναλώνονται ευρέως λόγω της ευχάριστης 
γεύσης τους και της υψηλή θρεπτικής αξίας, η 
οποία σχετίζεται κυρίως µε την παρουσία 
σηµαντικών συστατικών, που προάγουν την 
υγεία, δηλαδή της βιταµίνης C, ανθοκυανίνων 
και φλαβονοειδών (Cantin et al., 2009). Σε ένα 
µοντέλο D. melanogaster, συµπλήρωµα 
διατροφής µε 0-4 % εκχύλισµα νεκταρινιού 
παρέτεινε τη διάρκεια ζωής (κατά 22 % στα θηλυκά), αύξησε τη γονιµότητα και 
µείωσε την έκφραση ορισµένων µεταβολικών και οξειδωτικών γονιδίων που 
αποκρίνονται στο στρες. Κυρίως, επέκταση της διάρκειας ζωής παρατηρήθηκε στα 
έντοµα που τρέφονται είτε µε πρότυπες, είτε µε CR ή µε υψηλής περιεκτικότητας σε 
λιπαρά δίαιτες. Προτάθηκε από τους συγγραφείς ότι το νεκταρίνι προώθησε τη 
µακροζωία και την ποιότητα ζωής εν µέρει από τη ρύθµιση του µεταβολισµού της 
γλυκόζης και τη µείωση της οξειδωτικής βλάβης, (Boyd et al., 2011). 

 

Vaccinium sp. 
 
Το είδος Vaccinium corymbosum, κοινώς 

γνωστό και ως µύρτιλο, ανήκει στην οικογένεια 
Ericaceae (Εικόνα 29) και περιέχει ένα ευρύ φάσµα 
πολυφαινόλων, οι οποίες έχουν αντιοξειδωτικές και 
αντιφλεγµονώδεις επιδράσεις. Αν και οι ανθοκυανίνες 
παρόµοιων καρπών, εµφανίζουν χαµηλή 
βιοδιαθεσιµότητα, ασκούν ευεργετικές επιδράσεις 
κυρίως στην υγεία λόγω της αντιοξειδωτικής τους 
ικανότητας (Bornsek et al., 2012). Αποδείχθηκε 
πρόσφατα, ότι εκχυλίσµατα από Vaccinium 
cyanococcus θα µπορούσαν να επεκτείνουν σηµαντικά 
τη µέση διάρκεια ζωής [µέσω θετικής ρύθµισης των 
αντιοξειδωτικών ενζύµων (π.χ. υπεροξειδικής 
δισµουτάσης και καταλάσης)] και να ενισχύσουν, 
επίσης, την κινητική απόδοση των εντόµων D. melanogaster (Peng et al., 2012). 

Εικόνα 28: Prunus persica var. nectarine 

Εικόνα 29: Vaccinium corymbosum 
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Euterpe oleracea 

Οι καρποί των αυτοφυών τροπικών φοινίκων 
Açai (Arecaceae) έχουν λάβει σηµαντική προσοχή ως 
ένα νέο «σούπερ φρούτο», λόγω των πιθανών οφελών 
για την υγεία, (Εικόνα 30). Η υψηλή αντιοξειδωτική και 
αντιφλεγµονώδη ικανότητα τόσο των φρούτων όσο και 
του χυµού Açai συνδέονται κυρίως µε την παρουσία των 
πολυφαινόλων, όπως ανθοκυανινών, 
προανθοκυανιδίνων, άλλων φλαβονοειδών και λιγνανίων 
(Chin et al., 2008; Kang et al., 2010; Kang et al., 2011). 
Σε µια πρόσφατη µελέτη σε έντοµα, διαπιστώθηκε ότι 
αυτές οι αντιοξειδωτικές ενώσεις παρατείνουν τη 
διάρκεια ζωής µέσω της ενεργοποίησης των οδών που 
αποκρίνονται στο στρες (Sun et al., 2010). 

 

Theobroma cacao 

Ανήκει στην οικογένεια Sterculiaceae, 
(Εικόνα 31). Το κακάο και τα προϊόντα του, 
όπως η µαύρη σοκολάτα χρησιµοποιούνται 
όχι µόνο ως ένα ρόφηµα, λόγω της 
ευχάριστης γεύσης τους αλλά και ως τροφή, 
καθώς αποτελούν εξαιρετικές πηγές 
πολυφαινόλων και φλαβονοειδών, που 
συµβάλλουν σηµαντικά στη συνολική 
αντιοξειδωτική ικανότητα της διατροφής, 
(Vinson et al., 1999; Lee et al., 2003; Vinson 
et al., 2006). Υπάρχουν πολυάριθµες µελέτες 
σχετικά µε τις ευεργετικές επιδράσεις του T. 
cacao, οι περισσότερες των οποίων σχετίζονται µε τις αντιοξειδωτικές ιδιότητες των 
φαινολικών συστατικών του. Συγκεκριµένα, οι πολυφαινόλες των φασολιών κακάου 
ανήκουν στις οµάδες των κατεχινών [(-) - επικατεχίνη, (+) - κατεχίνη, (+) - 
γαλλοκατεχίνη και (-) - επιγαλλοκατεχίνη)], ανθοκυανινών (κυανιδίνη-3-αλ-
αραβινοσίδη και κυανιδίνη-3-D-γαλακτοσίδη) και προανθοκυανιδίνων (Β1, Β2, Β3, 
Β4, Β5, C1, και D) (Andujar et al., 2012).  

Ωστόσο, είναι εδραιωµένη η αντιοξειδωτική δράση του κακάο στην άµυνα 
έναντι των ROS και έχει την ικανότητά να παρατείνει τη διάρκεια ζωής σε έντοµα 
Drosophila melanogaster υπό συνθήκες µέτριου οξειδωτικού στρες ή σε µια 
διατροφή που περιέχει βαρέα µέταλλα. Συγκεκριµένα, έχει αποδειχθεί ότι ενεργεί ως 
χηλικός παράγοντας βαρέων µετάλλων ανεξάρτητα από τις αντιοξειδωτικές του 
δραστικότητες, µε πείραµα όπου τα συµπληρώµατα κακάο αύξησαν φανερά την 
επιβίωση των λαρβών προς το ενήλικο στάδιο, ενώ βρίσκονταν µέσα σε υπόστρωµα 
µε µέταλλο. Εποµένως, είναι ολοφάνερη η επίδραση του κακάο στη µακροβιότητα 
των εντόµων, η οποία προκύπτει από το συνδυασµό των µεταλο-χηλικών, 
αντιοξειδωτικών και προ-οξειδωτικών ιδιοτήτων του, (Bahadorani & Hilliker, 2008). 

Εικόνα 30: Euterpe oleracea 

(Açai Palm) 

Εικόνα 30: Theobroma cacao 
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Stachys lavandulifolia subsp. lavandulifolia 
 
Ανήκει στην οικογένεια Lamiaceae (Εικόνα 

32). Η έγχυση των εναέριων µερών ανθοφορίας του 
χρησιµοποιούνται ευρέως στη νότια Ανατολία (Μικρά 
Ασία ή ανατολική χερσόνησος Τουρκίας) ως τσάι 
βοτάνων και έχουν επιδείξει αξιοσηµείωτη δράση 
έναντι δραστικών µορφών οξυγόνου (Isxcan et al., 
2012). Η αξιολόγηση των υδατικών και αιθανολικών 
εκχυλισµάτων, που λαµβάνονται από φρεσκοκοµµένα 
λουλούδια και φύλλα S. lavandulifolia όσο αφορά τη 
µακροζωία των εντόµων D. melanogaster, έδειξε 
σηµαντική θετική επίδραση στην αύξηση της 
µακροζωίας κατά 38 % (Altun et al., 2010).  

 

Camelia sinensis 
 
Ανήκει στην οικογένεια Theaceae και είναι γνωστό 

και µε την κοινή ονοµασία πράσινο τσάι (Εικόνα 33). 
Προέρχεται από την Κίνα και έχει γίνει σχετικά πρόσφατα 
δηµοφιλές στους δυτικούς πολιτισµούς, γιατί τα 
εκχυλίσµατα του, τα οποία είναι πλούσια σε 
πολυφαινολικές κατεχίνες, διαθέτουν (µεταξύ άλλων) 
αντιφλεγµονώδη, αντιοξειδωτική, φωτοπροστατευτική και 
χηµειοπροστατευτική δράση (White et al., 2012). 
Εκχυλίσµατα πράσινου τσαγιού (10 mg mL-1) ασκούν 
αντιοξειδωτική δράση σε έντοµα και παρατείνουν τη µέση 
διάρκεια ζωής τους κατά 16 % (Li et al., 2007). Οµοίως, 
το µαύρο τσάι (10 mg mL-1) το οποίο είναι ισχυρότερο σε 
γεύση και περιέχει µεγάλη ποσότητα αντιοξειδωτικών 
ουσιών, συµπεριλαµβανοµένων των κατεχινών και 
θειοφλαβινών φέρεται να παρατείνει τη διάρκεια ζωής σε έντοµα κατά 10 %, πιθανόν 
λόγω θετικής ρύθµισης των αντιοξειδωτικών ενζύµων δισµουτάσης και καταλάσης 
(Peng et al., 2009). 

Εικόνα 31: Stachys lavandulifolia 

Εικόνα 32: Camelia sinensis 
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Α.7 Γένος Pinus 

Το γένος Pinus έχει 13 είδη στην Ευρώπη και τη Μεσόγειο, αρκετά από τα 
οποία υποδιαιρούνται σε υποείδη και/ ή ποικιλίες, και κάποια από αυτά έχουν 
προαχθεί ξανά σε είδη. Η περιοχή των Βαλκανίων και η Μεσόγειος έχουν το 
µεγαλύτερο µέρος αυτής της οριοθετηµένης ποικιλότητας, αντανακλώντας µερικώς 
την καταφυγή των δενδρικών ειδών που υπήρχαν νότια των Άλπεων και των 
Πυρηναίων κατά τη διάρκεια της παγετωνοποίησης κατά την Πλειστόκαινο (Farjon, 
2013). Στην Ελλάδα βρίσκονται 8 είδη πεύκου που είναι αυτοφυή :  

� P. halepensis. Το κοινό πεύκο, γνωστό µε την ονοµασία Χαλέπιος 
Πεύκη. 

� P. brutia. Το Θασίτικο πεύκο ή Τραχεία πεύκη. 
� P. nigra. Το µαυρόπευκο, κοινή ονοµασία: Μαύρη πεύκη. 
� P. sylvestris. Το δασόπευκο, λιάχα ή ∆ασική πεύκη, κοινή ονοµασία: 

Πεύκη η αγρία. 
� P. mugo. Το βουνόπευκο, κοινή ονοµασία: Πεύκο µούγκο. 
� P. peuce. Το Μακεδονίτικο ή Βαλκανικό πεύκο. 
� P. pinea. Η Κουκουναριά ή ήµερο πεύκο κοινή ονοµασία: Πεύκη η 

πίτυς. 
� P. heldreichii. Το ρόµπολο ή λευκόδερµο, κοινή ονοµασία: 

Λευκόδερµη πεύκη. 

Αν και η χρήση των φλοιών των πεύκων χρονολογείται από τους αρχαίους 
χρόνους, πρόσφατα έχει βρει ευρεία εφαρµογή στους τοµείς της διατροφής, της 
υγείας, της ιατρικής και της κοσµετολογίας. Τα εκχυλίσµατα των φλοιών των πεύκων 
περιέχουν πολυάριθµες φαινολικές ενώσεις όπως την κατεχίνη, την επικατεχίνη, την 
ταξιφολίνη, καθώς και τα φαινολικά οξέα που χαίρουν ιδιαίτερης προσοχής λόγω της 
αντιµεταλλαξιαγόνας και αντικαρκινικής δράσης τους και της υψηλής 
αντιοξειδωτικής τους δραστικότητας (Yesil‐Celiktas, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Οι περισσότερες περιοχές του Βορείου Ηµισφαιρίου (βλέπε κατάλογο των πεύκων από την 

περιοχή) φιλοξενούν κάποια ενδηµικά είδη πεύκων. Ένα είδος (πεύκο Σουµάτρας) διασχίζει τον 
ισηµερινό στη Σουµάτρα σε 2 ° S. Στη Βόρεια Αµερική, διάφορα είδη εµφανίζονται σε περιοχές µε 
γεωγραφικά πλάτη από το µακρινό Βορρά (66 ° N) ως το µακρινό Νότο (12 ° Ν). 

Εικόνα 33: Γεωγραφική κατανοµή του γένους Pinus 
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A.7.1 Pinus pinaster – Aiton 
 

A.7.1.1 Βοτανική ταξινόµηση  
 

 

A.7.1.2 Περιγραφή και Βοτανικά Χαρακτηριστικά 
 

Η θαλάσσια πεύκη (Pinus pinaster Ait.) είναι ένα δέντρο µεσαίου µεγέθους 
µε ύψος από 20 έως 35 µέτρα και µε διάµετρο κορµού έως 1.2 µέτρα, κατ 'εξαίρεση 
1.8 µέτρα (Εικόνα 35). Η κόµη είναι κανονική, ωοειδής ή κωνική σε νεαρά πεύκα και 
ακανόνιστη και ανοικτή σε ενήλικα πεύκα, µε κλαδιά πυκνά 
καλυµµένα στα άκρα. Ο φλοιός είναι µε πορτοκαλί-κόκκινο 
χρώµα, αρκετά παχύς και µε βαθιές σχισµές στη βάση του 
κορµού και κάπως λεπτότερες στην άνω στεφάνη (Εικόνα 
36), (Eckenwalder, 2009). ∆ιαθέτει ριζικό σύστηµα, που 
συνίσταται σε µια βαθιά κύρια ρίζα µε καλά ανεπτυγµένες 
δευτερεύουσες ρίζες. Τα φύλλα του είναι βελόνες, που 
εµφανίζονται κυρίως σε ζεύγη, αλλά περιστασιακά σε οµάδες 
των 3 (Correia et al., 2007), έχουν µήκος 10-25 εκατοστά και 
πάχος 2 χιλιοστά, µε γυαλιστερό πράσινο χρώµα και άρτια 
σηµατοδοτηµένες στοµατικές γραµµές και στις δύο όψεις. 
Αντέχουν 2 έως 3 χρόνια. Κατέχει τις µεγαλύτερες και πιο 
ισχυρές βελόνες όλων των ευρωπαϊκών ειδών πεύκης (Εικόνα 
37). 

 

Εικόνα 34: Pinus pinaster (Aiton) 

Εικόνα 35: Φλοιός του 
Pinus pinaster 
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Σε σύγκριση µε άλλα µεσογειακά πεύκα, η 

θαλάσσια πεύκη διαθέτει µεγάλους και ανθεκτικούς 
κώνους. Είναι ελαφρώς ασύµµετροι, µε ωοειδές-
κωνικό σχήµα και οµαδοποιούνται σε συστάδες. Οι 
ώριµοι κώνοι έχουν µήκος περίπου 15 εκατοστά (σε 
µια κλίµακα από 8 έως 22 εκατοστά) και πλάτος από 
4 έως 6 εκατοστά ευρεία στη βάση. Όταν είναι 
κλειστοί, αρχικά είναι πράσινοι και κατά την 
ωρίµανση αποκτούν γυαλιστερό ανοικτό καφέ 
χρώµα (Εικόνα 37). Η ωρίµασή τους συµβαίνει δύο 
χρόνια µετά την επικονίαση και ανοίγουν το ίδιο 
καλοκαίρι, ή έως και 10 χρόνια αργότερα, ή µετά από θέρµανση από µια δασική 
πυρκαγιά, απελευθερώνοντας τους σπόρους. Σε περιοχές µε υψηλή ένταση και 
συχνότητα πυρκαγιών, συνήθως παρουσιάζονται βραδύχωροι κώνοι. Οι σπόροι είναι 
µικροί γυαλιστεροί µε χρώµα µαύρο-καφέ ή µατ γκρι, µε µήκος 8-10 χιλιοστά, µε ένα 
µεγάλο φτερό µήκους 20-25 χιλιοστών, το οποίο αφαιρείται εύκολα και 
διασπείρονται µε τον άνεµο (AbadViñas et al., 2016). 

 
 

Α.7.1.3 Γεωγραφική εξάπλωση 
 

Το Pinus pinaster είναι ένα ευρέως διαδεδοµένο, θερµόφιλο και ιθαγενές 
κωνοφόρο στη λεκάνη της δυτικής Μεσογείου. Εµφανίζεται στην Ιβηρική 
Χερσόνησο, στη νότια Ευρώπη (Νότια Γαλλία και ∆υτική Ιταλία) και την Αφρική 
(Αλγερία και Τυνησία) και στις ακτές του Ατλαντικού (Πορτογαλία, Ισπανία και 
Βόρειο Μαρόκο). Έχει αυξήσει την παρουσία της, λόγω των τεχνητών φυτειών, όπως 
στην ακτή της νοτιοδυτικής Γαλλίας, την Ελλάδα και τις χώρες της Αδριατικής, αλλά 
και στη Βόρεια Ευρώπη, όπως τη Μεγάλη Βρετανία και το Βέλγιο (Critchfield & 
Little, 1966; Jalas & Suominen, 1973; Pereira, 2002; Farjon & Filer, 2013). Η 
θαλάσσια πεύκη είναι στενά συνδεδεµένη µε τούρκικα πεύκα, µε πεύκα των 
Καναρίων Νήσων και µε τη Χαλέπιο πεύκη, τα οποία όλα έχουν πολλά κοινά 
στοιχεία µε αυτό (Εικόνα 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 36: Κώνος και φύλλωµα του 
Pinus pinaster 

Εικόνα 37: Γεωγραφική κατανοµή Pinus pinaster 
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Η νησιώτικη κατανοµή των ειδών περιορίζεται στην Κορσική, και σε πολύ 
περιορισµένη έκταση, βόρεια της Σαρδηνίας. Υπάρχει µια οριακή στάση στο νησί 
Παντελερία, κοντά στην ακτή της Τυνησίας. ∆ύο βασικοί παράγοντες επηρέασαν την 
παρούσα φυσική κατανοµή των ειδών, µε αποτέλεσµα έναν υψηλό βαθµό 
κατακερµατισµού: η ασυνέχεια και το υψόµετρο των οροσειρών, που προκαλεί 
αποµόνωση ακόµη και κοντινών πληθυσµών, και η ανθρώπινη επίδραση. Προς το 
παρόν, τα είδη ευρέως διανέµονται από αναδάσωση σε διάφορες χώρες (εντός και 
εκτός του φυσικού χώρου). Η διαφοροποίηση των αυτόχθονων και µη αυτόχθονων 
συστάδων είναι, σε πολλές περιπτώσεις, αµφιλεγόµενη (Alía & Martín, 2002). Είναι 
ένα σχετικά µη µεταβλητό είδος, µε σταθερή µορφολογία σε όλο το εύρος. Υπάρχουν 
σαφείς µορφολογικές διαφορές µεταξύ των διαφορετικών πληθυσµών, µε 
αποτέλεσµα την υποδιαίρεση των ειδών σε δύο υποείδη (atlantica και pinaster), και 
σε διάφορες γεωγραφικές φυλές (atlantica, mesogeensis, corteensis, maghrebiana, 
renoui, κλπ), αλλά η πλήρης αναθεώρηση των ειδών δεν υπάρχει. Τα είδη µπορούν να 
βρεθούν σε αρκετά διαφορετικά περιβάλλοντα: από το επίπεδο της θάλασσας έως 
2.100 µέτρα υψόµετρο στο High Atlas (Μαρόκο), από περιοχές µε περισσότερα από 
1.400 χιλιοστά ετήσιας βροχόπτωσης και χωρίς ξηρή περίοδο, σε άλλες µε 350 
χιλιοστά και περισσότερο από 4 ξηρούς µήνες. Οι συνθήκες του εδάφους είναι 
µεταβλητές, κυρίως σε όξινα εδάφη, αλλά και σε αλκαλικά εδάφη, ακόµη και σε 
αµµώδη και φτωχά εδάφη (Alía & Martín, 2002). 

 
 

Α.7.1.4 Οικολογία 
 

Η θαλάσσια πεύκη είναι ένα ελαφρύ-
απαιτητικό και ταχείας ανάπτυξης είδος, που 
καταλαµβάνει ένα φυσικό και τεχνητό ευρύ 
φάσµα γεωγραφικών θέσεων και συγκεκριµένα 
υψοµέτρων, κλιµάτων και εδαφών, που 
παρουσιάζονται ως αποτέλεσµα αξιοσηµείωτης 
γενετικής παραλλαγής (Alìa et al., 1996; 
Praciak et al., 2013). Υπάρχει συζήτηση για τον 
αριθµό των υποειδών, µε ορισµένους 
συγγραφείς να αναγνωρίζουν µέχρι και πέντε 
διαφορετικά υποείδη, που αντιστοιχούν σε 
διάφορες γεωγραφικές περιοχές, ενώ άλλοι 
θεωρούν έως και 18 υποείδη που θα µπορούσαν να οµαδοποιηθούν σε 3 κύριες 
οµάδες: Ατλαντικού, Περί-µεσογειακού και Μαγκρέµπ (Salvador et al., 2000; 
Gonzalez-Martinez et al., 2002; Wahid et al., 2006). Το P. pinaster είναι οικολογικά 
ευέλικτο, που δείχνει ένα ευρύ φάσµα εκφραστικών γνωρισµάτων, που αφορούν τα 
χαρακτηριστικά της ανάπτυξης, της αντοχής στον παγετό και της προσαρµογής στην 
καλοκαιρινή ξηρασία και στα ασβεστολιθικά υποστρώµατα. Τα είδη εµφανίζουν 
αρκετές προσαρµογές για τις δασικές πυρκαγιές: πρώιµη ανθοφορία (σε ορισµένους 
πληθυσµούς µπορεί να παρατηρηθούν κώνοι σε τετράχρονα σπορόφυτα), παρουσία 
βραδύχωρων κώνων και παχύ φλοιού. Εκ φύσεως, αναπτύσσεται σε θερµές εύκρατες 
περιοχές, µε µια ωκεάνια επιρροή στο κλίµα, κυρίως σε υγρές και ύφυγρες περιοχές, 
όπου η ετήσια βροχόπτωση είναι µεγαλύτερη από 600 χιλιοστά. Παρ 'όλα αυτά, είναι 
δυνατό τα δέντρα να επιβιώσουν σε περιοχές µε µόνο 400 χιλιοστά ετήσιας 
βροχόπτωσης, εφόσον υπάρχει παροχή αρκετής ατµοσφαιρικής υγρασίας. Ευνοείται, 
ανεπιφύλακτα, σε ένα µεσογειακό κλίµα, το οποίο χαρακτηρίζεται από δροσερούς, 

Εικόνα 38: Κλαδί του Pinus pinaster 
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βροχερούς χειµώνες και ζεστά ξηρά καλοκαίρια (Εικόνα 39). Η θαλάσσια πεύκη δεν 
µπορεί να ανεχθεί τη σκιά και προτιµά πυριτικά εδάφη µε τραχιά υφή, κυρίως 
αµµώδη εδάφη, θίνες και άλλα φτωχά υποστρώµατα. Ωστόσο, ορισµένα υποείδη 
µπορεί να βρεθούν, επίσης, να κατοικούν σε ασβεστούχα εδάφη (Pereira, 2002). 

Ενδηµεί από το επίπεδο της θάλασσας στις παράκτιες πεδινές περιοχές έως 
µέτριες ανυψωµένες περιοχές στην Ιβηρική Χερσόνησο (1.600 µέτρα) και 
εσωτερικώς της Κορσικής, µέχρι περίπου 2.000 µ. στο Μαρόκο (Wahid et al., 2006; 
Farjon, 2010). Εύκολα βρέθηκαν εγκατεστηµένες αµιγείς και ανοικτές συστάδες ή 
αναµεµειγµένες µε άλλα είδη, όπως µε τη Χαλέπιο πεύκη (Pinus halepensis) και την 
Κουκουναριά (Pinus pinea) σε αµµώδεις ακτές ή µερικές φορές σε υψηλότερους 
βραχώδεις λόφους. Στο Μαρόκο αποτελεί ένα συστατικό του µίγµατος κωνοφόρων 
δασών µε Μαύρη πεύκη (Pinus nigra), µε έλατο Μαρόκου (Abies pinsapo var. 
marocana), µε κέδρο Άτλαντος (Cedrus atlantica) και µε Taxus baccata (Farjon et 
al., 2013). 

 
 

Α.7.1.5 Χρήσεις 
 
Η θαλάσσια πεύκη θεωρείται ένα από τα πιο σηµαντικά και διαδεδοµένα 

δασικά είδη στη Γαλλία, την Πορτογαλία και την Ισπανία. Οι κύριες χρήσεις των 
ειδών σχετίζονται µε την παραγωγή ξύλου και ρητίνης, την αναψυχή και την 
προστασία του εδάφους (Alía & Martín, 2002). 

Συγκεκριµένα, η ξυλεία της έχει 
χρησιµοποιηθεί ευρέως για τη 
σταθεροποίηση αµµόλοφων, για να 
καταστεί δυνατή η γεωργική χρήση 
µεγάλων εκτάσεων κατά µήκος της δυτικής 
ακτής της Ιβηρικής Χερσονήσου, και ως 
ανεµοφράκτης για την προστασία των 
γεωργικών καλλιεργειών από 
αλατονέφωση (Pereira, 2002), (Εικόνα 40). 
Στη νοτιοδυτική Γαλλία έχει, επίσης, 
χρησιµοποιηθεί για την εξυγίανση φυτειών 
και για οικονοµική ανάπτυξη στην περιοχή Landes (Farjon, 2010), τη µεγαλύτερη 
συνεχή δασική φυτεία στην Ευρώπη, όπου η θαλάσσια πεύκη αποτελεί το κυριότερο 
είδος (Brockerhoff et al., 2008). Επιπλέον, λόγω της ταχείας χαρακτηριστικής 
ανάπτυξης και της ανοχής σε φτωχά εδάφη, άλλες χρήσεις περιλαµβάνουν τη 
διατήρηση του εδάφους, και την προστασία των πλαγιών από τη διάβρωση, καθώς 
και την ανάπτυξη σκιόφυτων δέντρων σε περιοχές για πικ-νικ, κάµπινγκ και πάρκα 
αναψυχής.  

Το ξύλο είναι το κύριο προϊόν, που λαµβάνεται από τα θαλάσσια πεύκα, το 
οποίο έχει ένα ευρύ φάσµα τελικών προϊόντων όπως είναι η κατασκευή επίπλων, 
στύλων και κολώνων (Εικόνα 40). Μπορεί να θεωρηθεί ένα ταχέως αναπτυσσόµενο 
είδος (ειδικά στην περιοχή του Ατλαντικού, όπου ηλικίες εναλλαγής 40-50 ετών είναι 
συνήθεις). Οι κύριες χρήσεις σε αυτές τις περιοχές είναι η παραγωγή χαρτοπολτού 
και χαρτιού, η κατασκευή µοριοσανίδων, σανίδων δαπέδου και παλετών (Praciak et 
al., 2013). Στις άλλες περιοχές, οι ηλικίες εναλλαγής ποικίλουν από 80 έως 120 
χρόνια, και τα δέντρα παράγουν είτε υψηλής ποιότητας (Κορσική, µερικά βουνά σε 
περιοχές στην Κεντρική Ισπανία), ή χαµηλής ποιότητας ξυλείας, κυρίως λόγω της 

Εικόνα 39: Ξυλεία από P. pinaster 



[58] 

 

ύπαρξης πολύ κυρτών δέντρων (πεδιάδες Καστίλλης και αρκετοί νότιοι πληθυσµοί 
στη νότια Ισπανία), (Alía & Martín, 2002). 

Μία από τις πιο παραδοσιακές χρήσεις του Pinus 
pinaster είναι η παραγωγή ρητίνης. Θαλάσσια πεύκα 
παράγουν ρητίνη υψηλής ποιότητας (Εικόνα 41). Η ρητίνη 
είναι το πιο σηµαντικό, από τα προϊόντα εκτός της ξυλείας, 
και χρησιµοποιείται, άµεσα ή έµµεσα µετά από απόσταξη, για 
την παρασκευή τερεβινθίνης και κολοφώνιου, όπου και τα δύο 
χρησιµοποιούνται σε ένα ευρύ φάσµα προϊόντων όπως για 
έλαια, βερνίκια, κόλλες, κηρούς, σαπούνια και φάρµακα (Alía 
& Martín, 2002; Farjon, 2010). Η σηµασία αυτού του 
προϊόντος έχει µειωθεί µε την πάροδο του χρόνου, αλλά 
πρόσφατα η παραγωγή έχει αυξηθεί ελαφρώς σε ορισµένες 
περιοχές (πεδιάδες της Καστίλλης στην Ισπανία, Πορτογαλία). 
Η ανάπτυξη νέων εργαλείων και µεθόδων εκχύλισης, σε 
συνδυασµό µε τα προγράµµατα αναπαραγωγής, θα µπορούσε 
να έχει σηµασία για το προϊόν αυτό. Η ικανότητα των ειδών να αυξάνονται σε πολύ 
φτωχά εδάφη, και κάτω από παρατεταµένη ξηρασία, είναι ένας από τους λόγους για 
τη χρήση του P. pinaster σε προγράµµατα αναδάσωσης, για την παραγωγή ξύλου ή 
την προστασία του εδάφους. Παράλληλα, ο φλοιός του αποστάζεται για την 
παραγωγή πίσσας και λιπάσµατος προκειµένου να παραχθεί ένα υπόστρωµα χαµηλού 
βάρους για δεξαµενές φυτωρίων (Farjon, 2010; Praciak et al., 2013). 

Αποτελεί πηγή φλαβονοειδών, κατεχινών, 
προανθοκυανιδινών, και φαινολικών οξέων. Ένα 
συµπλήρωµα διατροφής, που προέρχεται από εκχυλίσµατα 
φλοιού της γαλλικής θαλάσσιας πεύκης (P. pinaster), 
ονοµάζεται Pycnogenol® και διατίθεται στην αγορά µε 
αξιώσεις στη θεραπεία πολλών ασθενειών και διαταραχών 
του οργανισµού (Εικόνα 42). 

Τέλος, οι συστάδες του P. pinaster αποτελούν ένα 
ιδανικό οικοσύστηµα για την ανάπτυξη των εδώδιµων µανιταριών, όπως τα µανιτάρια 
του γένους Boletus (πορτσίνι) και Lactarius (γάλα-caps) (Pereira, 2002). Στο νότιο 
ηµισφαίριο, όπου η θαλάσσια πεύκη έχει εισαχθεί για περιβαλλοντικούς (αναδάσωση 
των υποβαθµισµένων περιοχών) και οικονοµικούς σκοπούς, έχει θεωρηθεί ως ένα 
ιδιαίτερα χωροκατακτητικό είδος. Εκτός από τις βιοµηχανικές χρήσεις, το 
παραθαλάσσιο πεύκο είναι ένα δηµοφιλές διακοσµητικό δέντρο, και συχνά φυτεύεται 
σε πάρκα και κήπους, σε περιοχές µε θερµά εύκρατα κλίµατα. 

 
 

Α.7.1.6 Απειλές για τη γενετική ποικιλότητα 
 
Οι κύριες απειλές για τη γενετική ποικιλοµορφία της θαλάσσιας πεύκης είναι 

παρόµοιες µε εκείνες των άλλων µεσογειακών ειδών. 

� ∆ασικές πυρκαγιές: Κυρίως αποµονωµένες συστάδες ή µικροί 
πληθυσµοί έχουν επηρεαστεί. Πυρκαγιές έχουν παραδοσιακά διαδραµατίσει 
σηµαντικό ρόλο στη διαµόρφωση της γενετικής αρχιτεκτονικής του είδους. 

� Χρήσεις γης και αλλαγές στη φυτοκάλυψη: Ο 
µετασχηµατισµός της δασικής γης σε γεωργική ή σε βοσκοτόπια έχει µια 
γενική τάση στην περιοχή της Μεσογείου. Οι συστάδες των δασών έχουν 

Εικόνα 40: Συλλογή 
ρητίνης από P. pinaster 

Εικόνα 41: Pycnogenol® 
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οργωθεί για να εισαγάγουν το πιο παραγωγικό είδος, ή απαιτητικές 
καλλιέργειες σε νερό έχουν εισαχθεί κοντά σε πευκοδάση. Ωστόσο, σήµερα, η 
κύρια απειλή προέρχεται από τη µετατροπή των δασών σε κατοικηµένες 
περιοχές. 

� Εισαγωγή εξωτικών ειδών: Υβριδοποίηση της θαλάσσιας 
πεύκης µε άλλα είδη είναι αρκετά περιορισµένη. Η κύρια απειλή είναι η 
εισαγωγή υλικού από εξωτικές προελεύσεις κοντά σε φυσικούς πληθυσµούς. 
Λόγω των προηγµένων προγραµµάτων αναπαραγωγής, επιλεγµένο φυτικό 
υλικό έχει ευρέως φυτευτεί σε ορισµένες χώρες (π.χ. Γαλλία). Εκροή γύρης σε 
αυτά τα είδη είναι αρκετά εκτεταµένη και θα µπορούσαν να επηρεάσουν τους 
τοπικούς πόρους, µε αποτέλεσµα την απώλεια της τοπικής 
προσαρµοστικότητας, για παράδειγµα, σε περιοχές αµµόλοφων όπου P. 
pinaster έχει έναν πολύ σηµαντικό οικολογικό ρόλο έναντι της καταστροφής 
των ενδιαιτηµάτων από τον άνεµο και τα κύµατα. 

� Υπερεκµετάλλευση: ∆εν υπάρχουν πολλές πληροφορίες 
σχετικά µε την επίδραση των δασοκοµικών πρακτικών σχετικά µε τους 
γενετικούς πόρους των δασικών ειδών. Σε κωνοφόρα, το αποτέλεσµα φαίνεται 
να είναι µικρής σηµασίας υπό κανονικές δασοκοµικές πρακτικές. 

� Παγκόσµια κλιµατική αλλαγή: Τα περισσότερα από τα 
µοντέλα προβλέπουν µια µείωση των αλλαγών στον τρόπο διεξαγωγής των 
βροχοπτώσεων στην περιοχή της Μεσογείου, όπου το Ρ. pinaster κυρίως 
βρίσκεται. Αναµένεται µια µετατόπιση προς βορρά µέσα στο εύρος της, 
οδηγώντας σε αλλαγές στην εκροή γύρης, στη διασπορά σπόρων, στο 
δυναµικό επαναποικισµού και σε νέες δυνατότητες για την ανταλλαγή 
γονιδίων µε πόρους από προγράµµατα αναπαραγωγής. 

� Παράσιτα και ασθένειες: Όσον αφορά βιοτικές απειλές, οι 
σοβαροί τραυµατισµοί σε ξύλο πεύκου οφείλονται στο εξωτικό νηµατώδες 
(Bursaphelencus xylophilus), το οποίο είναι υπεύθυνο για τη νόσο µαρασµού 
του πεύκου. Αυτό το νηµατώδες θεωρείται µία από τις πιο σοβαρές βιολογικές 
εισβολές και καταστροφικές ασθένειες, που έπληξαν τα δάση κωνοφόρων σε 
όλο τον κόσµο (Vincent et al., 2008).  

Περαιτέρω, άλλες ζηµιές που µπορούν να αποδυναµώσουν τα δέντρα, 
προκαλώντας την απώλεια της ανάπτυξης των φυτών και τη µείωση της 
ποιότητας ξύλου στις φυτείες, µε σηµαντικό οικονοµικό αντίκτυπο, 
προκαλείται από πολλά παράσιτα. Οι κώνοι και οι σπόροι πλήττονται από τον 
κάνθαρο κουκουναριού (Pissodes validirostris) και το σκουλήκι (Dioryctria 
mendacella). Μπουµπούκια, βλαστοί και κλαδιά τρέφονται από το σκώρο 
βλαστών πεύκου (Rhyacionia buoliana). Τα κύρια παράσιτα βελόνας είναι οι 
προνύµφες της λιτανευτικής πεταλούδας πεύκου (Thaumetopoea pityocampa), 
που τρέφονται από το φύλλο, και ο γεωµέτρης πεύκου (�eodiprion sertifer). 
Το έντοµο Matsococcus feytaudy προσβάλλει τη βελόνα και προκάλεσε την 
καταστροφή κατά προσέγγιση 200.000 εκταρίων των δασών P. pinaster στη 
δεκαετία του 1960. Τέλος, οι µύκητες Lophodermium spp. και Cyclaneus 
maniveum προκαλούν την πτώση της βελόνας (Pereira et al., 2002; Praciak et 
al., 2003). Ο φλοιός µπορεί να προσβληθεί από σκαθάρια της οικογένειας 
Scolytidae, όπως Ips sexdentatus, Tomicus spp., Orthtomicus erosus, 
Pityogenes bidentatus και Hylaster spp. Οι ρίζες δέχονται επίθεση από 
µύκητες σήψης της ρίζας Armillaria και Heterobasidion. Το µεγάλο σκαθάρι 
πεύκου (Hylobius abietis) είναι από τους πιο σοβαρούς επιβλαβείς 
οργανισµούς που προσβάλλουν νεαρά κωνοφόρα δάση στην Ευρώπη (Barredo 
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et al., 2015; C.A.B.I, 2015). Εκτός Ευρώπης, η θαλάσσια πεύκη έχει 
βαθµολογηθεί ως ένα από τα πέντε πιο επεµβατικά πεύκα, ιδιαίτερα στη 
Νότια Αφρική, µε επιπτώσεις για τον πλούτο των ειδών, επιταχύνοντας τη 
διάβρωση του εδάφους και την τροποποίηση των επιπέδων του νερού (Abad 
Viñas, 2016). 

 
 

Α.7.1.7 Προστασία και διατήρηση του είδους 
 

� Επιλογή προέλευσης σπόρων: Με βάση τις σηµαντικές 
διαφορές στην ανάπτυξη, τη βλαστική µορφή και την προσαρµογή των 
διαφορετικών πληθυσµών, η επιλογή προέλευσης σπόρων πρέπει να αναλυθεί 
προσεκτικά µε βάση τα αποτελέσµατα των δοκιµών προέλευσης. Η επιλογή 
εξαρτάται από τον κύριο στόχο της φυτείας (προστασία, παραγωγή ξύλου, 
κλπ), και στις περισσότερες χώρες περιγραφές του βασικού υλικού είναι 
διαθέσιµες για να βοηθήσουν στην επιλογή των πλέον κατάλληλων σπόρων 
για την αναδάσωση. 

� In situ περιοχές διατήρησης: Αυτά είναι τα καλύτερα µέσα 
για τη διατήρηση του προσαρµοστικού δυναµικού των ειδών σε 
µακροπρόθεσµη βάση. Λαµβάνοντας υπόψη το σύστηµα αναπαραγωγής του 
είδους, ειδική µέριµνα πρέπει να ληφθεί για τη δηµιουργία συστάδων 
διατήρησης επαρκούς µεγέθους για να µειωθεί η επίδραση της ενδογαµίας και 
η εξωτερική µόλυνση.  

� Ex situ διατήρηση: Αυτή η µορφή της διατήρησης βασίζεται 
σε διάφορες δραστηριότητες, όπως τράπεζες κλώνων, τράπεζες σπόρων και 
φυτείες χρησιµοποιώντας σπόρους από τους απειλούµενους πληθυσµούς. Οι 
τράπεζες κλώνων χρησιµοποιούνται κυρίως σε πληθυσµούς µε µεγάλη 
οικονοµική (ή οικολογική) αξία. Τράπεζες σπόρων είναι µια πολύ 
αποτελεσµατική µέθοδος για τη διατήρηση της προσαρµοστικότητας των 
πληθυσµών-στόχων, λόγω της βαριάς παραγωγής σπόρων σε θαλάσσια πεύκη, 
καθώς και της δυνατότητας διατήρησης του σπόρου (ή γύρης) για µια 
παρατεταµένη χρονική περίοδο (Alía & Martín, 2002).  
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Α.7.1.8 Χηµική σύνθεση και Παραγωγή 
 

Α.7.1.8.1 Χηµική σύσταση φλοιού 

Οι προδιαγραφές του PBE (Pine Bark Extract) περιγράφονται εκτενώς σε 
µονογραφία USP 30 συµπληρωµάτων διατροφής (The United States Pharmacopeia, 
2007). Το ΡΒΕ περιέχει πολυάριθµες φαινολικές ενώσεις, όπως µονοµερή 
πολυφαινολικών, προκυανιδίνες, και φαινολικά οξέα (παράγωγα βενζοϊκού και 
κινναµωµικού οξέος), που έχουν λάβει σηµαντική προσοχή λόγω των 
αντιφλεγµονώδων, αντιµεταλλαξιογόνων, αντιµεταστατικών, αντικαρκινικών και 
υψηλών αντιοξειδωτικών δραστηριοτήτων τους (Packer et al., 1999; Rohdewald et al, 
2002). Οι προανθοκυανιδίνες είναι γνωστές ως ολιγοµερή προανθοκυανιδινών ή 
συµπυκνωµένων ταννινών, που αντιπροσωπεύουν µια οµάδα από συµπυκνωµένες 
φλαβαν-3-όλες, όπως προκυανιδίνες, προδελφινιδίνες και προπελαργονιδίνες. 
Αποτελούν µίγµατα ολιγοµερών και πολυµερών, που αποτελούνται από µονάδες 
φλαβαν-3-όλης, που συνδέονται κυρίως µε C4-C8 δεσµό, αλλά ο δεσµός C4-C6 
υπάρχει επίσης. Οι πιο ευρέως µελετηµένες προανθοκυανιδίνες µε βάση φλαβαν-3-
όλη: (-) - επικατεχίνη και (+) - κατεχίνη (Εικόνα 43).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Προκυανιδίνες είναι φαρµακολογικά δραστικά βιοπολυµερή υποµονάδων 
κατεχίνης και επικατεχίνης µε µήκος αλυσίδας έως δωδεκαµερές και αναγνωρίζονται 
ως σηµαντικά συστατικά στη διατροφή του ανθρώπου. Επιπλέον, (επί) αφζελεχίνη ή 
(επί) γαλλοκατεχίνη είναι οι υποµονάδες προπελαργονιδίνων ή προδελφινιδίνων, 
αντίστοιχα (Gu et al., 2003). Τα οξέα και η ταξιφολίνη απορροφώνται ταχέως και 
απεκκρίνονται ως γλυκουρονίδια ή θειικά στους άνδρες, ενώ οι προκυανιδίνες 
απορροφώνται αργά και µεταβολίζονται σε βαλερολακτόνες, που απεκκρίνονται ως 
γλυκουρονίδια. 

Εικόνα 42: Φλαβαν-3-όλες (επικατεχίνη και κατεχίνη) 
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Α.7.1.8.2 Παραγωγή 

Το εκχύλισµα Pycnogenol® παρασκευάζεται από φρέσκο, καθαρισµένο και 
θρυµµατισµένο φλοιό. Η πατενταρισµένη διαδικασία εκχύλισης (Rohdewald, 2005) 
χρησιµοποιεί νερό και αιθανόλη ως διαλύτες σε µια µέθοδο πολλαπλών σταδίων. Το 
καθαρισµένο υδατικό εκχύλισµα ξηραίνεται µε ψεκασµό και παράγεται µια πολύ 
λεπτή καφέ χρώµατος σκόνη µε µια αρωµατική οσµή και στυφή γεύση. Είναι διαλυτή 
σε νερό, µεθανόλη και αιθανόλη και αδιάλυτη ή ελάχιστα διαλυτή σε έλαια. Χίλια 
κιλά φλοιού χρειάζονται για την παραγωγή 1 κιλού Pycnogenol®. 

 
  

A.7.1.8.3 Ανάλυση 

Κλασµατωµένη εκχύλιση µε υπερκρίσιµο ρευστό (FSFE: Fractionated 
Supercritical Fluid Extraction) έγινε σε δύο διαδοχικά στάδια σε διαφορετικές πιέσεις 
και θερµοκρασίες που χρησιµοποιούν CO2 και CO2 + EtOH (10 %), (Braga et al. 
2008). 

Ποσοτικοποίηση των φλαβονοειδών έγινε µε HPLC (High-Performance 
Liquid Chromatography), και αέρια χρωµατογραφία - GC - (Gas Chromatography) 
χρησιµοποιήθηκε για το χαρακτηρισµό των ελαίων. Με την εφαρµογή υψηλής πίεσης 
κλασµατικής εκχύλισης, δύο κλάσµατα, που διαφέρουν ευρέως σε % βάρος και 
αντιοξειδωτική δράση, ελήφθησαν. Ογδόντα τέσσερα τοις εκατό (84 %) του 
συνολικού εκχυλίσµατος µε αντιοξειδωτική δραστικότητα 29-62 % λήφθηκαν στο 
πρώτο στάδιο (CO2), ενώ το δεύτερο βήµα εκχύλισης (CO2 + EtOH) έδειξε 60-84 % 
δραστικότητα, που περιέχουν υψηλότερες τιµές κατεχίνης + επικατεχίνης (0.051 έως 
0.346 g / mg db) από αυτά που ελήφθησαν στην πρώτη αντίδραση (0.039 g / mg db) 
επηρεάζοντας την αντιοξειδωτική δράση του εκχυλίσµατος. 

Οι Chen et al. (2009) ανέλυσαν το εκχύλισµα του φλοιού του P. pinaster 
(PBE συµπληρώµατα διατροφής) χρησιµοποιώντας τη µέθοδο HPLC µε βάση τη 
µονογραφία USP, η οποία απαιτεί τη µέτρηση των εµβαδών και την ταυτοποίηση των 
τεσσάρων συστατικών του εκχυλίσµατος, δηλαδή καφεϊκό οξύ, κατεχίνη, 
φερουλικό οξύ, και ταξιφολίνη. Πρόσθετες ποιοτικές πληροφορίες για την ανάλυση 
των συµπληρωµάτων διατροφής Pycnogenol® (PDSs - Pycnogenol® Dietary 
Supplements) µπορoύν να ληφθούν µε την ανάλυση του µεταβολικού προφίλ.  

 
 

Α.7.1.8.4 Φαρµακοκινητική του εκχυλίσµατος 

Όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως (βλ. Α.7.1.8.2), το PBE, όταν 
στεγνώσει, είναι µια καφέ σκόνη η οποία παραµένει σταθερή, αν φυλάσσεται σε 
σκοτεινό και ξηρό µέρος. Είναι πλούσιο σε προανθοκυανιδίνες, και είναι εξαιρετικά 
υδατοδιαλυτό. Απορροφάται γρήγορα µετά από στοµατική κατάποση και η κατανοµή 
του στους ιστούς του σώµατος είναι γρήγορη. Σε µια µελέτη των Grimm et al. 
(2006a, 2006b), έντεκα εθελοντές, οι οποίοι βρίσκονταν επί ελεύθερη δίαιτα 
φλαβονοειδών για 24 ώρες, τους χορηγήθηκε µια µονή δόση 300 mg ΡΒΕ. ∆είγµατα 
αίµατος τους ελήφθησαν µετά από 14 ώρες και αναλύθηκαν χρησιµοποιώντας HPLC 
σε συνδυασµό µε αντιδραστήρια ζεύγους ιόντων, UV και ηλεκτροχηµικών µέσων. 
Ανάλυση πλάσµατος, αποκάλυψε µέγιστες συγκεντρώσεις (Cmax) κατεχίνης 107 ng 
/ ml, καφεϊκού οξέος 17 ng / ml, φερουλικού οξέος 15 ng / ml (Εικόνα 44), 
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ταξιφολίνης 33 ng / ml και του µεταβολίτη Μ1 [δέλτα (3,4-διϋδροξυ-φαινυλ ) -γ-
βαλερολακτόνη] 4 ng / ml. Επιπλέον, δέκα άγνωστες ενώσεις εντοπίστηκαν, και 
ορίστηκαν τα επίπεδα τους στο πλάσµα σε σταθερή κατάσταση. Πείραµα 
επαναλήφθηκε στη συνέχεια, δίνοντας µια δόση των 200 mg σε πέντε εθελοντές και 
δείγµατα του πλάσµατος τους, ελήφθησαν µετά από 4 ώρες. Η ανάλυση των 
δειγµάτων σταθερής κατάστασης στο πλάσµα αποκάλυψε ενώσεις ως συζεύγµατα 
θειικού και / ή γλυκουρονικού οξέος υποδεικνύοντας µεταβολισµό φάσης II στο 
ήπαρ. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Α.7.1.9 Βιολογικές ∆ράσεις 
 
Οι συνιστώµενες δόσεις της Pycnogenol® κυµαίνονται ευρέως και εξαρτώνται 

από το στόχο της θεραπείας. Για παράδειγµα, για την καταπολέµηση της χρόνιας 
φλεβικής ανεπάρκειας, οι συνιστώµενες δόσεις κυµαίνονται από 150 έως 360 mg • 
ηµέρα-1, ενώ άλλοι έχουν προτείνει περίπου 75-90 mg • ηµέρα-1 για να εµποδίσουν 
την οξειδωτική βλάβη του ιστού. Στην πλειοψηφία των κλινικών δοκιµών, η διάρκεια 
του συµπληρώµατος είναι γενικά 2-3 µήνες. Οι παρενέργειες των συµπληρωµάτων 
Pycnogenol® είναι ελάχιστες (Gleeson et al., 2012). Οι µελέτες δείχνουν ότι τα 
συστατικά της Pycnogenol® είναι ιδιαίτερα βιοδιαθέσιµα. Είναι ενδιαφέρον ότι  η 
Pycnogenol® εµφανίζει µεγαλύτερη βιολογική δράση ως µίγµα, παρά από ότι τα 
καθαρισµένα συστατικά της κάνουν µεµονωµένα, υποδεικνύοντας ότι υπάρχει 
συνέργεια µεταξύ των συστατικών της (Packer et al., 1999). 

Συµπλήρωµα Pycnogenol® έχει αναφερθεί ότι έχει ένα ευρύ φάσµα οφελών 
για την υγεία, όπως η βελτίωση της γνωστικής λειτουργίας, της ενδοθηλιακής 
λειτουργίας, η ρύθµιση της αρτηριακής πίεσης και της φλεβικής ανεπάρκειας 
(Maimoona et al., 2011; Gleeson et al., 2012). Η Pycnogenol® ενεργεί, επίσης, ως 
αντιφλεγµονώδες και αντιοξειδωτικός παράγοντας (Packer et al., 1999; Devaraj et al., 
2002; Williamson & Manach, 2005). Η αντιοξειδωτική δράση της Pycnogenol® 
αποδίδεται στην υψηλή περιεκτικότητα σε προκυανιδίνες (Grimm et al., 2004). Η 
Pycnogenol® έχει επίσης αναφερθεί ότι έχει καρδιαγγειακά οφέλη, όπως µία 
αγγειοχαλαρωτική δραστικότητα, δραστικότητα αναστολής του ενζύµου µετατροπής 

Εικόνα 43: Καφεϊκό και φερουλικό οξύ 
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της αγγειοτενσίνης και την ικανότητα να ενισχύει τη µικροκυκλοφορία αυξάνοντας 
την τριχοειδή διαπερατότητα (Packer et al., 1999). 

Υπάρχει ένας περιορισµένος αριθµός µελετών στην τρέχουσα βιβλιογραφία 
σχετικά µε τις συνέπειες της Pycnogenol® στην απόδοση της άσκησης, που σχετίζεται 
µε το οξειδωτικό στρες και τη φλεγµονώδη αντίδραση. Σε µια προηγούµενη µελέτη 
(Pavlovic, 1999), εξετάζοντας την επίδραση της Pycnogenol® στην απόδοση της 
άσκησης έδειξε µια σηµαντική αύξηση στην απόδοση αντοχής σε εκπαιδευµένους 
αθλητές για ψυχαγωγικούς σκοπούς. Οι Mach et al. (2010) απέδειξαν ότι η 
Pycnogenol® πλούσια σε αντιοξειδωτικά κοκτέιλ βελτίωσε το χρόνο στην κόπωση µε 
την αύξηση των επιπέδων NAD+ στον ορό. Σε µια πρόσφατη µελέτη, οι Bentley et al. 
(2012) έδειξαν ότι µια έντονη δόση του συµπληρώµατος Pycnogenol® είναι σε θέση 
να βελτιώσει τις επιδόσεις αντοχής σε εκπαιδευµένους αθλητές. Επιπλέον, οι 
Vinciguerra et al. (2006) απέδειξαν ότι η κατάποση της Pycnogenol® µειώνει τον 
αριθµό των γεγονότων σε ασθενείς µε κράµπες και µυϊκούς πόνους, χωρίς να 
προκαλεί αρνητικές επιπτώσεις. Ωστόσο, πρόσθετα πειράµατα απαιτούνται για να 
επιβεβαιώσουν αυτά τα αποτελέσµατα, να εξετάσουν το βέλτιστο χρόνο και τη δόση 
του ποσού αυτού του συµπληρώµατος, καθώς και για τον καθορισµό των 
φυσιολογικών µηχανισµών, που εξηγούν την αύξηση του χρόνου µέχρι την 
εξάντληση της αντοχής κατά τη διάρκεια έντονης άσκησης. 

 
 

Α.7.1.9.1 Αντιοξειδωτικές δράσεις  

Η αδρανοποίηση του υπεροξειδίου και της ρίζας υδροξυλίου, και η αναστολή 
σχηµατισµού µονήρους οξυγόνου είναι δύο σηµαντικά ευεργετικά αποτελέσµατα του 
ΡΒΕ (Gouchang et al., 1993; Blazso et al., 1994; Noda et al., 1997; Packer et al., 
1999). Το PBE αναφέρθηκε ότι ασκεί προστατευτική δράση κατά της υπεροξείδωσης 
των λιπιδίων, των δραστικών προϊόντων θειοβαρβιτουρικού οξέος, και κατά της 
οξειδωτικής αιµόλυσης, που προκαλείται από υπεροξείδιο του υδρογόνου (Sivoòová 
et al., 2004). Επιπλέον, αποτρέπει τη συσσώρευση των οξειδωτικώς κατεστραµµένων 
πρωτεϊνών και µπορεί να µειώσει τον κίνδυνο πολλών νευροεκφυλιστικών ασθενειών 
όπως Πάρκινσον, Αλτσχάιµερ, και ασθένειες του Huntington (Voss et al., 2006). 
Μελέτες in vitro έδειξαν ότι το PBE ανέστειλε την υπεροξείδωση της χαµηλής 
πυκνότητας λιποπρωτεϊνης (LDL), την υπεροξείδωση λιπιδίων σε φωσφολιπιδικά 
λιποσώµατα, την υπεροξείδωση λιπιδίων που προκαλείται από t-
βουτυλυδροϋπεροξείδιο, και UVB επαγόµενη υπεροξείδωση λιπιδίων στα κύτταρα 
(Gouchang et al., 1993; Rong et al., 1995; Wei et al., 1997). 

Η Pycnogenol® εµφάνισε µια εξαρτώµενη από τη συγκέντρωση αναστολή της 
οξειδωτικής έκρηξης που προκλήθηκε από ζυµοζάνη σε J774 µακροφάγα ποντικού 
και οξείδωση της LDL. J774 είναι µια κυτταρική σειρά µακροφάγων ποντικού, που 
δηµιουργήθηκε από έναν όγκο, που προέκυψε σε ένα θηλυκό BALB / c ποντίκι. Η 
ανάπτυξη της αναστέλλεται από θειική δεξτράνη, καθαρισµένο πρωτεϊνικό 
παράγωγο, και βακτηριακούς λιποπολυσακχαρίτες. Τα κύτταρα J774 έχουν 
χρησιµοποιηθεί για πολλές βιολογικές και βιοχηµικές έρευνες που αποσκοπούν στην 
κατανόηση της φυσιολογίας των µονοκυττάρων-µακροφάγων. Η Pycnogenol® 
ελαχιστοποίησε επίσης τη διάσπαση βάσης (µετρήθηκε µε ηλεκτροφόρηση σε 
πήκτωµα αγαρόζης) σε pBR322 πλασµιδίο DNA, που προκαλείται από ρίζες 
υδροξυλίου, που παράγονται από σίδηρο / ασκορβικό οξύ (Nelson et al., 1998). Το 
πλασµίδιο φορέας pBR322, ένας καθιερωµένος φορέας κλωνοποίησης πολλαπλών 
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χρήσεων σε εργαστήρια σε όλο τον κόσµο, έχει σχεδιαστεί και έχει κατασκευαστεί 
για την αποτελεσµατική κλωνοποίηση και την επιλογή των µορίων ανασυνδυασµένου 
DNA σε Escherichia coli (Balbás et al., 1986; Balbás & Bolívar, 2004).  

Η Pycnogenol® έδειξε αντιοξειδωτική δράση σε συνέργεια µε βιταµίνη C και 
Ε, και µε λουτεΐνη για την πρόληψη της υπεροξείδωσης των λιπιδίων στο λιπόσωµα 
και του οµογενοποιηµένου αµφιβληστροειδούς χοίρου, αντίστοιχα (Nakanishi-Ueda 
et al., 2006; Sivonová et al., 2006). Οι αντιοξειδωτικές και αντιφλεγµονώδεις 
επιδράσεις του ΡΒΕ έχουν αποδειχθεί µε in vitro και in vivo µελέτες, (Blazso et al., 
1994; Virgili et al., 1998; Chida et al., 1999; Packer et al., 1999; Virgili et al., 1999; 
Peng et al., 2002; Maritim  et al., 2003; Sharma et al., 2003;  Gulati, 2005). 

Οι Ahn et al. (2007) έχουν διερευνήσει την υποθετική αντιοξειδωτική δράση 
του ΡΒΕ έναντι CCl4 επαγόµενης ηπατικής οξειδωτικής βλάβης σε αρουραίους 
Sprague-Dawley. Μία απλή στοµατική δόση του CCl4 (1.25 ml / kg) παρήγαγε 
σηµαντικά αυξηµένα επίπεδα αµινοτρανσφεράσης ορού και δραστικότητες 
αµινοτρανσφεράσης της αλανίνης, αύξησε τη συγκέντρωση της µηλονοδιαλδεϋδης, 
µείωσε την περιεκτικότητα σε γλουταθειόνη, και µείωσε τις δραστικότητες της 
καταλάσης, της δισµουτάσης του υπεροξειδίου και της γλουταθειόνης -S- 
τρανσφεράσης στους ηπατικούς ιστούς. Τα αποτελέσµατα αυτής της µελέτης έδειξαν 
ότι η χορήγηση της Pycnogenol® (10 ή 20 mg / kg) βελτίωσε την CCl4 επαγόµενη 
ηπατική βλάβη, όπως αποδεικνύεται από τη µείωση της δραστικότητας της 
αµινοτρανσφεράσης ορού και της αµινοτρανσφεράσης αλανίνης µε δοσοεξαρτώµενο 
τρόπο, τη µείωση της συγκέντρωσης µηλονοδιαλδεΰδης, και την ενίσχυση των 
δραστικοτήτων των επιπέδων της γλουταθειόνης και της καταλάσης, της 
υπεροξειδικής δισµουτάσης και της γλουταθειόνης-δ-τρανσφεράσης σε ηπατικούς 
ιστούς, υποδεικνύοντας ότι η χορήγηση της Pycnogenol® αποτρέπει αποτελεσµατικά 
από την CCl4 επαγόµενη οξειδωτική βλάβη σε αρουραίους (Ahn et al., 2007). Σε µία 
άλλη µελέτη, µετά τη χορήγηση της Pycnogenol®, η γλουταθειόνη (GSH) και ο 
δείκτης GSH-δισουλφίδιο αναγωγάσης (GSSG-R), οι δράσεις των ενδογενών 
αντιοξειδωτικών ενζύµων (SOD, CAT, GSH-Px, GSSG-R), και η δραστικότητα της 
γ-γλουταµυλ τρανσπεπτιδάσης (γ-GT) και το ένζυµο στο µονοπάτι της σύνθεσης 
γλουταθειόνης αυξήθηκαν σε διαβητικούς αρουραίους µε στρεπτοζοτοκίνη (Maritim 
et al., 2003).  

Επιπλέον, αναφέρθηκε ότι η κατανάλωση της Pycnogenol® µόνη της ή σε 
συνδυασµό µε βήτα-καροτένιο µπορεί να οδηγήσει σε αύξηση της δραστικότητας της 
GSSG-R. Η µειωµένη δραστικότητα της γ-GT αµφιβληστροειδούς σε διαβητικούς 
αρουραίους και η αυξηµένη δραστικότητα της υπεροξειδικής δισµουτάσης σε 
αµφιβληστροειδή διαβητικών, λόγω του οξειδωτικού στρες, οµαλοποιήθηκαν µε τη 
Pycnogenol® και µε το συνδυασµό µε β-καροτένιο (Berryman et al., 2004; Dene et 
al., 2005). 

Οι πολυφαινόλες, που περιέχονται σε PBE, βρέθηκαν να έχουν δραστικότητα 
έναντι ROS και ριζών αζώτου. Επίσης, παρατηρήθηκε µειωµένη παραγωγή 
µονοξείδιο αζώτου (ΝΟ), αναστολή της δραστικότητας της indusible Nitric Oxide 
Synthase (iNOS), και αναστολή της έκφρασης του iNOS-mRNA (Packer et al., 
1999). Το PBE δείχθηκε να έχει δραστικότητα έναντι των δραστικών µορφών 
οξυγόνου (ROS) σε µακροφάγα και εµποδίζει την ενεργοποίηση του NF-kappaΒ και 
του ενεργοποιητή πρωτεΐνης-1, και αναστέλλει την έκφραση των προ-φλεγµονωδών 
κυτοκινών IL-1, των αγγειακών κυττάρων προσφύσεως µορίου-1 και της 
ενδοκυτταρικής προσκόλλησης µορίου-1 (Cho et al., 2000). Έχει επίσης, αναφερθεί 
ότι το PBE ανέστειλε την έκκριση του παράγοντα νέκρωσης όγκων-α (Tumor 
Necrosis Factor-α: TNF-α), την εξαρτώµενη γονιδιακή έκφραση του πυρηνικού 
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παράγοντα (NF) -kappaB, και την απελευθέρωση της ΜΜΡ-9 από διεγερµένα 
µονοκύτταρα µε λιποπολυσακχαρίτη (κυτταρική σειρά µακροφάγων λευχαιµικών 
ποντικών, RAW 264.7), (Saliou et al., 2001; Grimm et al., 2004; Park et al., 2004). 

 
 

Α.7.1.9.2 Αντιφλεγµονώδεις επιδράσεις 

Αρκετές in vitro µελέτες έδειξαν ότι το PBE έχει αντιφλεγµονώδεις 
επιδράσεις και αναστέλλει την έναρξη της φλεγµονής, παρεµποδίζοντας την 
απελευθέρωση των προ-φλεγµονωδών µεσολαβητών, που ρυθµίζονται από το 
οξειδωτικό στρες. Επίσης, το ΡΒΕ αναστέλλει τους προ-φλεγµονώδεις µεσολαβητές 
σε κερατινοκύτταρα (επιδερµικά κύτταρα), λευκοκύτταρα, και ενδοθηλιακά κύτταρα 
(Peng et al., 2000; Bayeta & Lau, 2001; Saliou et al., 2001). Επιπλέον, µια in vitro 
µελέτη έχει δείξει ότι το ΡΒΕ και οι µεταβολίτες του αναστέλλουν την απελευθέρωση 
ενζύµων καταστροφής του ιστού (µεταλλοπρωτεϊνάσες µήτρας), κολλαγενάσης, 
ελαστάσης, και ζελατινάσης από τα φλεγµονώδη κύτταρα (Grimm et al., 2004). Έχει 
επίσης αναφερθεί ότι µετά την πρόσληψη του ΡΒΕ από το στόµα, αναστάλθηκε η 
ενζυµική δραστικότητα της κυκλοοξυγενάσης (COX-1 και COX-2) σε δείγµατα ορού 
από ανθρώπους εθελοντές. Η κυκλοοξυγενάση είναι υπεύθυνη για το σχηµατισµό των 
βιολογικών µεσολαβητών, όπως των προσταγλανδινών, προστακυκλίνης, και 
θροµβοξάνης. Η φαρµακολογική αναστολή αυτού του ενζύµου µπορεί να προσφέρει 
ανακούφιση από τα συµπτώµατα της φλεγµονής και του πόνου (Schäfer et al., 2006). 

Μια από τις σηµαντικότερες προ-οξειδωτικές προκλήσεις, η έκθεση σε 
υπεριώδη ακτινοβολία, µπορεί να οδηγήσει στην έκφραση πολλών προ-φλεγµονωδών 
γονιδίων, που περιλαµβάνουν τον TNF-α και τις IL-1α, IL-1β, IL-8, και IL-6 (όλες 
αυτές οι κυτοκίνες περιέχουν θέσεις δέσµευσης του πυρηνικού παράγοντα-kappaB 
στην 5 πλευρική περιοχή του γονιδίου που τις κωδικοποιεί), (Gulati, 2005). 
Εφαρµογή της Pycnogenol® τοπικώς θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί για σηµαντική 
και δοσο-εξαρτώµενη προστασία από την ηλιακή-προσοµοιωµένη UV ακτινοβολία, 
[(SSUV) προκαλεί οξεία φλεγµονή, φωτο-καρκινογένεση, και ανοσοκαταστολή], 
όταν εφαρµόζεται µετά από ηλιακό έγκαυµα και καθηµερινή ακτινοβολία (Sime & 
Reeve, 2004). Σε µια άλλη µελέτη, σε 21 Καυκάσιους εθελοντές χορηγήθηκε η 
Pycnogenol® (1.1 mg / kg σωµατικού βάρους) από το στόµα. Ως αποτέλεσµα, έχει 
αποδειχθεί η προστατευτική επίδραση της Pycnogenol® έναντι βλαβών του δέρµατος, 
που επάγονται από το υπεριώδες φως (Saliou et al., 2001). Αποδείχθηκε ότι το PBE 
κατέστειλε την έκφραση των προ-φλεγµονωδών κυτοκινών και µείωσε την έκφραση 
της συγγενής τρυπτάσης µαστοκυττάρων και του παράγοντα βλαστοκυττάρων 
(Matsumori et al., 2007). Η αναστολή της ενεργοποίησης του NF-kappaB σε 
διεγερµένα µονοκύτταρα λιποπολυσακχαρίτη είναι ένας από τους λόγους για τις 
αντιφλεγµονώδεις επιδράσεις της Pycnogenol® (Grimm et al., 2006). Το ΡΒΕ 
ανέστειλε την έκφραση των iNOS και iNOS-mRNA σε µακροφάγα ποντικού, που 
ενεργοποιούνται από τα συστατικά του βακτηριακού τοιχώµατος: λιποπολυσακχαρίτη 
και ιντερφερόνη (INF-γ), (Virgili et al., 1998). 

Το σκεύασµα Pycnogenol® έχει ευεργετικά αποτελέσµατα στα συµπτώµατα 
της οστεοαρθρίτιδας (Belcaro et al., 2007; Farid et al., 2007; Cisar et al., 2008). Μια 
διπλά-τυφλή, ελεγχόµενη µε εικονικό φάρµακο µελέτη ανέφερε ότι η Pycnogenol® 
µείωσε τον πόνο και τη δυσκαµψία και βελτίωσε τα συµπτώµατα της 
οστεοαρθρίτιδας του γόνατος (ευκαµψία των οστεοαρθριτικών αρθρώσεων), (Belcaro 
et al., 2007). 
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Α.7.1.9.3 Αντιµικροβιακή και αντιική δράση 

Το PBE πλούσιο σε προκυανιδίνες ανέστειλε όχι µόνο τη σύνδεση του ιού της 
ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας τύπου 1 (HIV-1) σε κύτταρα ξενιστές, αλλά 
ανέστειλε, επίσης, την αντιγραφή του ιού HIV και την αλληλεπίδραση των Τ-
κυττάρων σε πειράµατα καλλιέργειας κυττάρων (Feng et al., 2008). Βρέθηκε ακόµη 
ότι το PBE επάγει την έκφραση µιας ενδοκυτταρικής αντιοξειδωτικής πρωτεΐνης και 
της υπεροξειδικής δισµουτάσης µαγγανίου, καθώς επάγει και την αναστολή της 
φωσφορυλίωσης της ριβοσωµικής πρωτεΐνης S6. Φαίνεται ότι αυτές οι βιοχηµικές 
µεταβολές, που προκαλούνται από την Pycnogenol®, διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο 
στα αντιικά αποτελέσµατα της. Το PBE είναι ένα πολλά υποσχόµενο µέσο για την 
αναστολή της αντιγραφής του ιού της εγκεφαλοµυοκαρδίτιδας, την πρόληψη της 
ανάπτυξης του ιού της µυοκαρδίτιδας, και τη βελτίωση της φλεγµονής και τη 
νέκρωση του µυοκαρδίου. Έχει αναφερθεί ότι η Pycnogenol® (100 mg / kg) είχε 
ευεργετικά αποτελέσµατα για την ιογενή µυοκαρδίτιδα από την αναστολή της 
αντιγραφής του ιού και µε την καταστολή των προ-φλεγµονωδών κυτοκινών, γονίδια 
που σχετίζονται µε την καρδιακή αναδιαµόρφωση, και µε τα γονίδια των 
µαστοκυττάρων, που σχετίζονται µε τον καρδιακό µυ των ποντικών (γονιδιακές 
εκφράσεις του παράγοντα νέκρωσης όγκου, τύπου-1 προκολλαγόνου, του παράγοντα 
αρχέγονων κυττάρων, και την τρυπτάση µαστοκυττάρων), (Matsumori et al., 2007; 
Feng et al., 2008). 

Το PBE αποδείχθηκε ότι έχει αντιµικροβιακή δράση έναντι διαφόρων 
παθογόνων προκαρυωτικών (gram αρνητικά και θετικά βακτήρια), και ευκαρυωτικών 
οργανισµών (µύκητες και ζύµες), (Torras et al., 2005; Rohdewald & Beil, 2008). Για 
παράδειγµα, η ανάπτυξη και η προσκόλληση του Helicobacter pylori (αρνητικό κατά 
Gram, µικροαεροφιλικό βακτήριο) προς κύτταρα του βλεννογόνου του στοµάχου 
αναστελλόταν από την Pycnogenol®, in vitro. Σε µια άλλη µελέτη, οι αντιµικροβιακές 
επιδράσεις της Pycnogenol® έναντι 23 παθογόνων µικροοργανισµών (π.χ. 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeroginosa, Bacillus 
cereus, Enterococcus faecalis, Candida albicans, Aspergillus oryzae, και Salmonella 
sp.) έχουν διερευνηθεί. Κατά συνέπεια, η Pycnogenol® ανέστειλε την ανάπτυξη όλων 
των ελεγχθέντων µικροοργανισµών σε ελάχιστες ανασταλτικές δοσολογίες (MID: 
Minimum Inhibitory Dosages) που κυµαίνονται από 20 έως 250 µg / mL (Torras et 
al., 2005). 
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Α.7.1.10 Κλινικές µελέτες 
 

Α.7.1.10.1 Καρδιαγγειακές διαταραχές 

Αν και έχουν πραγµατοποιηθεί πολλές και διαφορετικές κλινικές µελέτες του 
PBE έως σήµερα, ωστόσο η πιο καλά µελετηµένη δοκιµή που έχει αξιοποιηθεί είναι 
σε καρδιαγγειακές διαταραχές. Πολλές ελεγχόµενες ανθρώπινες κλινικές δοκιµές σε 
αγγειακές ασθένειες έχουν λειτουργήσει. 

 
 

Α.7.1.10.1.1 Μυοκαρδιακή ανάπλαση 

Οι Zibadi et al. (2008) ανέφεραν ότι το PBE οδήγησε στη βελτίωση των 
ελέγχων του διαβήτη τύπου 2 και στη µείωση του παράγοντα κινδύνου της 
καρδιαγγειακής νόσου και στη χρήση των αντιυπερτασικών φαρµάκων σε άτοµα µε 
διαβήτη τύπου 2. Κατανάλωση της Pycnogenol® (100 mg σε διάστηµα 12 
εβδοµάδων) µείωσε τις συγκεντρώσεις ενδοθηλίνης-1 και αύξησε τις συγκεντρώσεις 
της 6-κετο προσταγλανδίνης F1α στο πλάσµα. Ως εκ τούτου, η χρήση του PBE, 
πλούσιο σε πολυφαινόλες, θα µπορούσε να βοηθήσει να µειωθεί η δόση του 
ανταγωνιστή ασβεστίου δηλ. της νιφεδιπίνης και να βελτιώσει τη λειτουργία του 
ενδοθηλίου των υπερτασικών ασθενών (Liu et al., 2004). Μια τυχαία, ελεγχόµενη, µε 
εικονικό φάρµακο, διασταυρωµένη µελέτη διεξήχθη για να προσδιοριστεί ο ρόλος της 
Pycnogenol® (200 mg / ηµέρα) στην τροποποίηση της πίεσης του αίµατος σε ήπια 
υπερτασικούς ασθενείς. Σηµαντική µείωση στη συγκέντρωση της θροµβοξάνης στον 
ορό και στη συστολική πίεση του αίµατος, παρατηρήθηκε κατά τη διάρκεια 
συµπληρώµατος Pycnogenol® (Hosseini et al., 2001). 

 
 

Α.7.1.10.1.2 Αγγειοδιαστολή εξαρτώµενη από το ενδοθήλιο  

Το PBE βρέθηκε να προκαλεί εξαρτώµενη από το ενδοθήλιο αγγειοχαλάρωση 
και να προστατεύει από συσταλτές αποκρίσεις σε επινεφρίνη και νορεπινεφρίνη σε 
άθικτους αποµονωµένους αορτικούς δακτυλίους αρουραίων, λόγω της αύξησης της 
παραγωγής του ΝΟ από τα ενδοθηλιακά κύτταρα. Μονοξείδιο του αζώτου έχει 
ευεργετική αγγειοπροστατευτική δράση, όπως η αναστολή τόσο της συσσώρευσης 
των αιµοπεταλίων όσο και της προσκόλλησης των αιµοπεταλίων και των 
λευκοκυττάρων, η µείωση της οξείδωσης των λιπιδίων, καθώς επίσης και η µείωση 
του πολλαπλασιασµού των αγγειακών λείων µυϊκών κυττάρων (Fitzpatrick et al. 
1998; Iwasaki et al., 1999; EPOCH Study Group, 2002). Οι Araghi-niknam et al. 
(1999) ανέφεραν ότι η Pycnogenol® (100-150 mg) µείωσε τόσο το σχηµατισµό της 
θροµβοξάνης Β, που ενισχύεται από τον καπνό, όσο και τη συσσωµάτωση των 
αιµοπεταλίων ως απόκριση σε in vivo κάπνισµα. 
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Α.7.1.10.1.3 Φλεβικές διαταραχές – Χρόνια φλεβική ανεπάρκεια 

Το PBE µπορεί, επίσης, να χρησιµοποιηθεί για την πρόληψη και τη θεραπεία 
της χρόνιας φλεβικής ανεπάρκειας (CVI: Chronic Venous Insufficiency) και τις 
σχετικές διαταραχές φλεβικών τριχοειδών. Η χρόνια φλεβική ανεπάρκεια προκαλεί 
φλεβική υπερτασική µικροαγγειοπάθεια και οδηγεί σε φλεβικές εξελκώσεις (Belcaro 
et al., 2005). Το ΡΒΕ ήταν αποτελεσµατικό στη βελτίωση της βαρυαλγίας των ποδιών 
και του υποδόριου οιδήµατος και στη µείωση της φλεβικής πίεσης σε ασθενείς µε 
CVI. Αυτές οι κλινικές επιδράσεις του ΡΒΕ µπορεί να οφείλονται στην 
σταθεροποίηση της κολλαγονώδους υπό-ενδοθηλιακής βασικής µεµβράνης ή στη 
δέσµευση των ελεύθερων ριζών ή και από το συνδυασµό των δραστικοτήτων αυτών 
(Petrassi et al., 2000). Μια ελεγχόµενη συγκριτική µελέτη σε 40 ασθενείς µε 
διάγνωση CVI αποκάλυψε ότι η Pycnogenol® (360 mg / ηµέρα για µια περίοδο 4 
εβδοµάδων) µείωσε την περιφέρεια των κάτω άκρων και βελτίωσε τα συµπτώµατα 
της CVI (Koch, 2002).  

Η στοµατική χορήγηση της Pycnogenol® (150 mg / ηµέρα) για 8 εβδοµάδες, 
σε ασθενείς µε σοβαρή φλεβική υπέρταση (χρόνια φλεβική ανεπάρκεια, οίδηµα 
αστραγάλου) και ιστορικό φλεβικών εξελκώσεων, έδειξε µία µείωση στη δερµατική 
ροή και στη διήθηση των τριχοειδών, βελτίωση στο επίπεδο της µικροαγγειοπάθειας 
και µείωση του οιδήµατος (Cesarone et al., 2006). Επιπλέον, τα αποτελέσµατα της 
µελέτης σχετικά µε 16 ασθενείς µε φλεβικές εξελκώσεις (κατά την περίοδο των 6 
εβδοµάδων) έδειξε ότι και η στοµατική και η τοπική θεραπεία µε Pycnogenol® θα 
µπορούσε να έχει σηµαντικό ρόλο στη βελτίωση των φλεβικών ελκών (Belcaro et al., 
2005). Αναφέρθηκε, επίσης, ότι η συνδυασµένη συστηµατική και τοπική εφαρµογή 
της Pycnogenol® θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί για τη θεραπεία των διαβητικών 
ελκών (Belcaro et al., 2006a). 

Το οίδηµα είναι πολύ συχνό σε υπερτασικούς ασθενείς υπό θεραπεία. 
∆ιερευνήθηκαν οι επιδράσεις της στοµατικής κατανάλωσης της Pycnogenol® για τις 
ανεπιθύµητες επιπτώσεις των αντιυπερτασικών φαρµάκων. Ως αποτέλεσµα, η 
Pycnogenol® βοήθησε στην πρόληψη και τη µείωση µακροπρόθεσµων βλαβών στη 
µικροκυκλοφορία, στον έλεγχο του οιδήµατος, και στη µείωση της δόσης των 
αντιυπερτασικών φαρµάκων (π.χ. νιφεδιπίνη) σε υπερτασικούς ασθενείς (Belcaro et 
al., 2006b). 

 
 

Α.7.1.10.1.4 Αθηροσκλήρωση 

Η αθηροσκλήρωση είναι µια σηµαντική αγγειακή διαταραχή υπεύθυνη για τις 
περισσότερες καρδιαγγειακές ασθένειες, π.χ. έµφραγµα του µυοκαρδίου ή κοινώς 
καρδιακές προσβολές (MI: Myocardial Infarction) και αγγειακό εγκεφαλικό 
επεισόδιο (CVA: Cerebrovascular Accident). Η επίδραση του PBE έναντι των 
δραστικών µορφών οξυγόνου ενισχύει το αντιοξειδωτικό σύστηµα άµυνας του 
οργανισµού σε κυτταρικό επίπεδο. Συνδυασµένο µε εξαρτώµενη από το ενδοθήλιο 
αγγειοδιαστολή µέσω της ΝΟ συνθάσης οδηγεί σε καλύτερη υγεία και λειτουργία του 
ενδοθηλίου (Maimoona et al., 2011). 
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Α.7.1.10.1.5 Χοληστερόλη 

Συµπλήρωµα µε PBE, πλούσιο σε πολυφαινόλες, έχει θετικές επιδράσεις σε 
δύο παράγοντες κινδύνου για τη στεφανιαία νόσο, δηλαδή, τη µείωση των συνολικών 
επιπέδων της χοληστερόλης και της LDL-χοληστερόλης και την αύξηση των 
επιπέδων της υψηλής πυκνότητας λιποπρωτεΐνης (HDL) - χοληστερόλης, γεγονός που 
βελτιώνει τον αθηροσκληρωτικό δείκτη (Durackova et al., 2003). Έχει αναφερθεί ότι 
το PBE αύξησε την αντιοξειδωτική ικανότητα του πλάσµατος (που προσδιορίζεται µε 
ικανότητα απορρόφησης των ριζών οξυγόνου) και αλλοίωσε το προφίλ της 
λιποπρωτεΐνης του πλάσµατος (ειδικά µείωσε την κακή χοληστερόλη LDL σε 
ανθρώπους εθελοντές) (Devaraj et al., 2002). Το αποτέλεσµα µίας τυχαίας, διπλά 
τυφλής, ελεγχόµενης µε εικονικό φάρµακο µελέτης, έδειξε ότι η Pycnogenol® µείωσε 
σηµαντικά την LDL και αύξησε την HDL έως 155, σε γυναίκες µε εµµηνόπαυση 
κατά τη διάρκεια µιας περιόδου θεραπείας 6 µηνών (Yang et al., 2007). Σε µια άλλη 
ανεξάρτητη µελέτη µε εικονικό φάρµακο, σηµαντική αύξηση της δραστικότητας των 
αντιοξειδωτικών στο πλάσµα παρατηρήθηκε µετά τη χορήγηση της Pycnogenol®. Η 
ολική χοληστερόλη µειώθηκε από 5.41 σε 4.98 mmol / L, που συνδέθηκε µε µια 
µείωση των επιπέδων της LDL-χοληστερόλης από 3.33 σε 2.78 mmol / L (Durackova 
et al., 2003). 

 
 

Α.7.1.10.2 Μεταβολικό σύνδροµο (∆ιαβήτης) 

Η Pycnogenol® που χορηγήθηκε σε ασθενείς µε διαβητικό σύνδροµο, µπορεί 
να βελτιώσει το σάκχαρο του αίµατος και τους καρδιαγγειακούς παράγοντες 
κινδύνου, ενώ επιτρέπει στους ασθενείς να µειώσουν τα αντιυπερτασικά φάρµακα 
(Zibadi et al., 2008). Ο Nocun και οι συνεργάτες του (2008) διερεύνησαν την 
αντιθροµβωτική επίδραση της µακροχρόνιας πρόσληψης της Pycnogenol® στο 
διαβήτη, που σχετίζεται µε αυξηµένη σύνθεση θροµβοξάνης οδηγώντας σε σοβαρές 
αγγειακές επιπλοκές. Τα επίπεδα θροµβοξάνης Β2 (ο κύριος µεταβολίτης 
θροµβοξάνης Α2 του πλάσµατος) αξιολογήθηκαν σε ζωικό µοντέλο ινσουλινο-
εξαρτώµενου διαβήτη µε ανοσορροφητική δοκιµασία συνδεδεµένη µε ένζυµο. Το 
αποτέλεσµα αυτής της µελέτης υπέδειξε ότι η Pycnogenol® µείωσε την 
υπερδραστηριότητα των αιµοπεταλίων και είχε αντιθροµβωτική δράση, όταν 
χορηγείται µόνη ή ως συµπλήρωµα της θεραπείας κατά των αιµοπεταλίων σε 
φαρµακολογικό µοντέλο διαβήτη τύπου 1. Ολιγοµερείς προκυανιδίνες του PBE 
ανέστειλαν τη διατροφική απορρόφηση των υδατανθράκων από την αναστολή της α-
γλυκοσιδάσης (IC50 περίπου 5 µg / mL), που θα µπορούσαν να συµβάλλουν σε 
µειωµένα αποτελέσµατα γλυκόζης, που παρατηρήθηκαν σε κλινικές δοκιµές µε 
ασθενείς µε σακχαρώδη διαβήτη (Nocun et al., 2008; Schäfer & Högger, 2007 ). 

Τα αποτελέσµατα µιας προσδοκώµενης, ελεγχόµενης µελέτης σε ασθενείς µε 
διαβητική µικροαγγειοπάθεια, που έλαβαν Pycnogenol® από το στόµα (150 / ηµέρα 
για 4 εβδοµάδες) απέδειξαν ότι η Pycnogenol® συνέβαλε στην πρόληψη των 
διαβητικών ελκών µε τον έλεγχο των επιπέδων της µικροαγγειοπάθειας (Cesarone et 
al., 2006). Επιπλέον, ο συνδυασµός τοπικής και συστηµατικής εφαρµογής της 
Pycnogenol® µπορεί να βοηθήσει στη βελτίωση των κάτω άκρων ελκών σε ασθενείς 
µε διαβητική µικροαγγειοπάθεια (Belcaro et al., 2006). 

Ο σακχαρώδης διαβήτης είναι µια ενδοκρινική διαταραχή, και οι επιπλοκές 
του, όπως η δυσλιπιδαιµία (αυξηµένα επίπεδα της ολικής χοληστερόλης, της LDL και 
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των τριγλυκεριδίων και χαµηλή συγκέντρωση της HDL) και η υπεργλυκαιµία, 
αποτελούν κύριες αιτίες αναπηρίας και νοσοκοµειακής περίθαλψης, που εγκυµονούν 
σηµαντική οικονοµική επιβάρυνση (Movahedian et al., 2010). Η χρόνια 
υπεργλυκαιµία του ανεξέλεγκτου σακχαρώδη διαβήτη αυξάνει τα επίπεδα των ROS 
(οξειδωτικό στρες) και µειώνει την ενζυµική αντιοξειδωτική άµυνα και είναι 
υπεύθυνη για αµφιβληστροειδοπάθεια και το σχηµατισµό καταρράκτη. Αυτή η 
χρόνια νόσος µπορεί να οδηγήσει σε µικροαγγειακές παθολογίες, ειδικά στο µάτι, το 
νεφρό, και τα περιφερικά νεύρα (Schönlau & Rohdewald, 2001). Η Pycnogenol® είτε 
µόνη ή σε συνδυασµό µε άλλα αντιοξειδωτικά (π.χ. β-καροτένιο και α-λιποϊκό οξύ) 
έχουν αυξήσει τις δραστικότητες της αναγωγάσης γλουταθειόνης και της 
υπεροξειδάσης γλουταθειόνης του αµφιβληστροειδούς σε διαβητικά ζώα, και µπορεί 
να χρησιµοποιηθεί ως µια αποτελεσµατική αντιοξειδωτική και αντιυπεργλυκαιµική 
θεραπεία για τη διαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια, που προκαλείται από το 
οξειδωτικό στρες (Berryman et al., 2004; Kamuren et al., 2006). 

Τα ευρήµατα µιας in vitro µελέτης αποκάλυψε ότι η Pycnogenol® αύξησε τα 
αποτελέσµατα άλλων αντιοξειδωτικών, όπως το συνένζυµο Q10, και θα µπορούσε να 
είναι χρήσιµη για την προστασία τoυ αµφιβληστροειδή χιτώνα του µατιού από τη 
βλάβη που προκαλείται από την αύξηση των ROS και τελικά του οξειδωτικού στρες 
(Ueda et al., 1996; Chida et al., 1999). 

 
 
Α.7.1.10.3 Αλλεργία και Άσθµα 
 
∆ιενεργήθηκε µια τυχαία, ελεγχόµενη µε εικονικό φάρµακο, διπλά τυφλή 

µελέτη σε 60 άτοµα (6-18 χρόνια, σε µια περίοδο 3 εβδοµάδων) και αναφέρθηκε η 
σηµαντική αποτελεσµατικότητα της Pycnogenol® στη βελτίωση των πνευµονικών 
λειτουργιών και τη µείωση των συµπτωµάτων του άσθµατος σε παιδιά (Lau et al., 
2004). Μια ελεγχόµενη, µε εικονικό φάρµακο, διασταυρωµένη µελέτη ανέφερε, 
επίσης, ότι η Pycnogenol® µείωσε τα συµπτώµατα του άσθµατος και θα µπορούσε να 
είναι ένα πολύτιµο διατροφικό πρόσθετο στη διαχείριση του χρόνιου άσθµατος 
(χρόνια ηωσινοφιλική βρογχίτιδα και φλεγµονώδης διεργασία στον πνεύµονα), 
(Hosseini et al., 2001). Οι Sharma et al. (2003) ανέφεραν ότι η Pycnogenol® 
ανέστειλε την απελευθέρωση της ισταµίνης από περιτοναϊκά µαστοκύτταρα 
αρουραίου και οι ανασταλτικές επιδράσεις της ήταν ευνοϊκά συγκρίσιµες µε 
χρωµογλυκικό νάτριο. 

 
 
Α.7.1.10.4 ∆ιαταραχές της εµµήνου ρύσεως, εγκυµοσύνη που σχετίζεται µε 

πόνο και ενδοµητρίωση 
 
Μια πολυκεντρική, τυχαιοποιηµένη, διπλά-τυφλή, ελεγχόµενη µε εικονικό 

φάρµακο, µελέτη σε τέσσερα νοσοκοµεία στην Ιαπωνία έδειξε ότι η Pycnogenol® 
µείωσε σηµαντικά τους πόνους της περιόδου και την ποσότητα των απαιτούµενων 
αναλγητικών φαρµάκων στη δυσµηνόρροια (γυναικολογική ιατρική κατάσταση µε 
έντονο πόνο της µήτρας κατά την έµµηνο ρύση), (Suzuki et al., 2008). Αναφέρθηκε, 
επίσης, ότι το PBE µείωσε τις κράµπες εµµηνόρροιας, το κοιλιακό άλγος και την 
ευαισθησία σε γυναικολογικές παθήσεις όπως η ενδοµητρίωση και η δυσµηνόρροια, 
και θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί ως µια εναλλακτική θεραπεία για την 
απελευθέρωση της γοναδοτροπίνης, ορµόνης αγωνιστή (Gn-rHA), στη θεραπεία της 
ενδοµητρίωσης (Kohama et al., 2004; Kohama et al., 2007). Επίσης, µια 
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τυχαιοποιηµένη, διπλά-τυφλή, ελεγχόµενη µε εικονικό φάρµακο µελέτη έδειξε ότι η 
Pycnogenol® µείωσε τα συµπτώµατα της κλιµακτηρίου, χωρίς ανεπιθύµητα 
αποτελέσµατα σε περι-εµµηνοπαυσιακές γυναίκες (Yang et al., 2007). Το PBE, 
πλούσιο σε πολυφαινολικές ενώσεις, έχει ευεργετικά αποτελέσµατα σε µια σειρά από 
επώδυνες καταστάσεις, όπως η δυσκαµψία των ώµων, η κήλη δίσκου, και η 
εγκυµοσύνη που συνδέεται µε πόνο (χαµηλότερος πόνος στην πλάτη, πόνος στο ισχίο 
και στις αρθρώσεις, πόνος στη βουβωνική περιοχή, και  πόνος που οφείλεται σε 
κιρσούς ή κράµπες γάµπας), (Kohama & Inoue, 2006). Οι αναλγητικές και 
αντισπασµωδικές επιδράσεις των φαρµακευτικών βοτάνων µπορεί να έχει 
κατάλληλες συνέπειες για κράµπες εµµηνόρροιας και για το προεµµηνορροϊκό 
σύνδροµο (Zolfaghari et al., 2006). ∆ύο πολυφαινολικά συστατικά του ΡΒΕ (καφεϊκό 
οξύ και πρωτοκατεχουϊκά οξέα) έχουν µη ειδική αντισπασµωδική δράση επί των 
λείων µυών σε διάφορα όργανα του αρουραίου. Φαίνεται ότι αυτή η αντισπασµωδική 
δράση µπορεί να συνεισφέρει σε ευεργετικά αποτελέσµατα του ΡΒΕ σε 
προεµµηνορροϊκό σύνδροµο (Ortiz de Urbina et al., 1990). 

 
 

Α.7.1.10.5 ∆ιαταραχή Ελλειµµατικής Προσοχής – Υπερκινητικότητας (Attention 
Deficit Hyperactivity Disorder - ADHD) 

 
Εκχύλισµα πλούσιο σε πολυφαινόλες, όπως το PBE, µειώνει την 

υπερκινητικότητα των παιδιών, την απέκκριση των κατεχολαµινών, και το οξειδωτικό 
στρες (Trebatická et al., 2006; Dvoráková et al., 2007). Μία τυχαιοποιηµένη, διπλά-
τυφλή, ελεγχόµενη µε εικονικό φάρµακο, µελέτη σχετικά µε τα παιδιά µε ADHD 
έδειξε ότι η θεραπεία µε Pycnogenol® προκάλεσε µείωση της ντοπαµίνης και µείωση 
της τάσης αδρεναλίνης και νοραδρεναλίνης, και αύξησε την αναλογία GSH / GSSG 
(Dvoráková et al., 2007). Σε µια άλλη τυχαία, διπλά-τυφλή, ελεγχόµενη µε εικονικό 
φάρµακο µελέτη, ερευνήθηκε η επίδραση της χορηγηθείσας Pycnogenol® ή εικονικού 
φαρµάκου για το επίπεδο της µειωµένης GSH και της οξειδωµένης γλουταθειόνης 
GSSG σε παιδιά που πάσχουν από ADHD (νευροαναπτυξιακή διαταραχή µε 
παρορµητικότητα, αφηρηµάδα και υπερκινητικότητα) και για την ολική 
αντιοξειδωτική κατάσταση. Ως αποτέλεσµα, αναφέρθηκε σηµαντική µείωση των 
επιπέδων GSSG και αύξηση των επιπέδων GSH, καθώς και βελτίωση της αναλογίας 
GSH / GSSG σε σύγκριση µε οµάδα εικονικού φαρµάκου. Επιπλέον, η Pycnogenol® 
βελτίωσε την αντιοξειδωτική κατάσταση των παιδιών µε ADHD (Dvoráková et al., 
2006). Οι Chovanova et al.,(2006) διερεύνησαν την επίδραση των πολυφαινολικών 
ενώσεων του εκχυλίσµατος από φλοιό πεύκου στο επίπεδο των οξειδωµένων 
πουρινών, που αντιπροσωπεύονται από 8-οξο-7, 8-διυδρογουανίνη (8-oxoG) και για 
την ολική αντιοξειδωτική κατάσταση σε παιδιά µε διαταραχή ελλειµµατικής 
προσοχής / υπερκινητικότητας. Βρήκαν ότι το PBE, µε προέλευση από τη Γαλλία, 
προστάτευσε το DNA από την οξείδωση, οµαλοποίησε την ολική αντιοξειδωτική 
κατάσταση και βελτίωσε την προσοχή των παιδιών µε ADHD. 
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Α.7.2 Pinus nigra – Arnold 
 

Α.7.2.1 Βοτανική ταξινόµηση  
 

 

Α.7.2.2 Περιγραφή και Βοτανικά Χαρακτηριστικά 
 
Η Μαύρη Πεύκη ή Αυστριακή πεύκη (Pinus nigra J.F. Arnold) είναι ένα 

µεγάλο αειθαλές δένδρο µε ύψος από 20 έως 45 µέτρα κατά την ωριµότητα, µε κόµη 
από ευρέως κωνική σε νεαρά δέντρα µέχρι οµπρελοειδή σε γηραιότερα δέντρα, ενώ 
διαθέτει κορµό ευθυτενή (Εικόνα 45). Ο φλοιός είναι αρχικά 
ανοικτός γκρι έως σκούρο γκρι-καφέ και χωρίζεται µε 
λωρίδες σε φολιδωτές πλάκες σε παλαιότερα δέντρα, 
δηµιουργώντας ένα ξηρόφλοιο, που σχίζεται βαθιά (Εικόνα 
46). Η κλάδωση της είναι κατά κανόνα σπονδυλωτή µε τις 
άκρες των κλαδιών να είναι ελαφρώς ανοδικές σε νεαρά 
δέντρα, ενώ σε µεγαλύτερα δέντρα µόνο τα κλαδιά στο πάνω 
µέρος της κόµης έχουν αναστραµµένες άκρες. Το είδος αυτό 
διαθέτει ένα βαθύ και έντονο ριζικό σύστηµα. Τα φύλλα του 
είναι βελόνες σκληρές, ευθείς ή κυρτές, λεπτά οδοντωτές µε 
µήκος από 8-16 εκατοστά και διάµετρο 1-2 χιλιοστά 
(Εικόνα 47). Είναι µονήρεις τον πρώτο χρόνο, αλλά στη 
συνέχεια ανά δύο σε σπειροειδή διάταξη και ζουν 4-6 
χρόνια. Ο κολεός είναι ανθεκτικός, µακρύς 10 έως 12 
χιλιοστά, ενώ οι αγωγοί ρητίνης είναι διάµεσοι. 

Η µαύρη πεύκη είναι ένα µόνοικο κωνοφόρο µε αιολική γονιµοποιήση, και οι 
σπόροι της διασκορπίζονται µε τον άνεµο. Τα άνθη της είναι µονογενή και 

Εικόνα 44: Pinus nigra (Arnold) 

Εικόνα 45: Φλοιός P. nigra 
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εµφανίζονται τον Απρίλιο µε Ιούνιο. Τα αρσενικά είναι κίτρινοι ίουλοι και τα θηλυκά 
κοκκινωποί όρθιοι κωνίσκοι. 

Ο καρπός είναι κώνος. Οι κώνοι είναι 
οξυκόρυφοι συµµετρικοί, φέρονται κατά 
σπονδύλους, σπανιότερα 4, κάθετοι στα κλαδιά 
χωρίς ποδίσκο. Οι ώριµοι κώνοι έχουν µήκος 5-10 
εκατοστά και πλάτος 2-4 εκατοστά. Είναι 
κιτρινωποί, και τα καρπικά λέπια φέρουν 
αποφύσεις ροµβικές µε οξεία και εγκάρδια 
τρόπιδα και οµφαλό αγκαθωτό. Οι κώνοι γύρης 
και σπερµάτων εµφανίζονται από το Μάιο έως 
τον Ιούνιο. Καθώς ωριµάζουν, το χρώµα τους 
µεταβάλλεται από πράσινο σε γκρι ή απαλό 
κίτρινο από το Σεπτέµβριο µέχρι το Νοέµβριο, περίπου 18 µήνες µετά από τη 
γονιµοποίηση. Οι κώνοι περιέχουν 30-40 σπόρους, των οποίων τα µισά µπορούν να 
βλαστήσουν. Οι σπόροι έχουν χρώµα σκούρο γκρι, µε µήκος 6-8 χιλιοστά, µε ένα 
κίτρινο φτερό µήκους 20-25 χιλιοστών, που βοηθά την εναέρια εξάπλωσή τους, όταν 
οι κώνοι ανοίγουν, από τον ∆εκέµβριο ως τον Απρίλιο. Η σεξουαλική ωριµότητα 
επιτυγχάνεται στα 15 µε 40 χρόνια, µε τα δέντρα να εµφανίζουν ένα µέγιστο στην 
παραγωγή σπόρων κάθε 2 µε 5 χρόνια. Οι σπόροι δεν µπαίνουν σε λήθαργο και η 
βλάστησή τους αρχίζει την ίδια άνοιξη που απελευθερώθηκαν από τον κώνο (Εικόνα 
47). 

 
 

Α.7.2.3 Γεωγραφική εξάπλωση 
 
Τα πρώτα απολιθώµατα µαύρης πεύκης χρονολογούνται στο Μειόκαινο, 

περίπου 20 εκατοµµύρια χρόνια πριν. Οι κύκλοι πάγου, που διαµόρφωσαν την 
τεταρτογενή περίοδο στην Ευρώπη, ήταν υπεύθυνοι για τον επί του παρόντος πολύ 
ασυνεχούς φάσµατος της µαύρης πεύκης. Θεωρείται ως οµαδικό είδος λόγω του 
µεγάλου και ασυνεχούς εύρους και της µεγάλης φαινοτυπικής ποικιλοµορφίας. 

Συγκεκριµένα, το Pinus nigra είναι ένα ευρέως διαδεδοµένο και ευµετάβλητο 
είδος, που εκτείνεται από την Ισπανία µέχρι τις χώρες γύρω από τη Μαύρη Θάλασσα 
µε µεγάλη ενδοειδική ποικιλότητα. Είναι κυρίως νότιο ευρωπαϊκό είδος, που 
επεκτείνεται στην Τουρκία, ενώ κάποιοι αποµακρυσµένοι πληθυσµοί απαντώνται 
παράκτια της Βόρειας Αφρικής (Αλγερία, Μαρόκο), στην Κριµέα (Ουκρανία) και 
στην ακτή της Ανατολικής Μαύρης Θάλασσας. Η ανατολική Αυστρία, όπου και 
περιγράφηκε για πρώτη φορά (Wiener Wald) αποτελεί το βορειότερο άκρο, που 
παρατηρείται το είδος (Εικόνα 48), (Farjon, 2013). 

 

Εικόνα 46: Κώνος και φύλλωµα P. nigra 
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Επειδή η διακύµανση φαίνεται να σχετίζεται µε την κατανοµή έχουν 
αναγνωριστεί πέντε υποείδη (στην Flora Europaea), τα οποία χαρτογραφούνται εδώ. 
Το υποείδος που απαντάται στην Ελλάδα είναι το Pinus nigra subsp. nigra, ένα 
υψίπεδο υποείδος ευρέως διαδεδοµένο στη Βαλκανική χερσόνησο, νότια της 
Πελοποννήσου, στην ανατολική Αυστρία και στη βόρεια Ιταλία, όπου εντοπίζεται 
στους πρόποδες των Άλπεων και στην ανατολική Ρουµανία. 

Είναι το κυρίως πεύκο των δασών της χώρας µας. Βρίσκεται σε δάση στην 
οροσειρά της Πίνδου, στα βουνά της Ηπειρωτικής Ελλάδας, της Πελοποννήσου, ενώ 
λίγα υπάρχουν στα βουνά της Κρήτης και στα νησιά του βορειοανατολικού Αιγαίου 
Εύβοιας, Λέσβου, Θάσου, Μυτιλήνης και Σάµου. Αναπτύσσεται σε ορεινά και 
ηµιορεινά εδάφη, σε ασβεστολιθικά και οφιολιθικά πετρώµατα µε αυξηµένη υγρασία, 
µε υψόµετρο να κυµαίνεται από 400 µ. έως 2.000 µ. µε τις περισσότερες περιπτώσεις 
να εντοπίζεται πάνω από τα 1.200 µ. στην Ελλάδα. Μπορεί να σχηµατίσει µεγάλης 
έκτασης πευκοδάση, συχνά σε συνδυασµό µε P. sylvestris (Farjon, 2013). Μια 
ιδιαίτερη εξαίρεση είναι το παράκτιο δάσος µαύρης πεύκης στα Πετρωτά 
Αλεξανδρούπολης, το οποίο αποτελείται από δέντρα νάνους. 

 
 
Πέντε κύρια υποείδη έχουν αναγνωριστεί από τη Βόρεια Αφρική έως την Κριµαία: 

 
� Pinus nigra subsp. salzmannii (Dunal): Franco (syn: P. nigra subsp. clusiana, 

P. nigra subsp. pyrenaica) καλύπτει εκτεταµένες περιοχές της Ισπανίας (πάνω 
από 350.000 εκτάρια από την Ανδαλουσία στην Καταλονία και στις νότιες 
πλαγιές των Πυρηναίων) και βρίσκεται σε λίγους αποµονωµένους 

Εικόνα 47: Γεωγραφική κατανοµή Pinus nigra 
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πληθυσµούς στα Πυρηναία και στις Cévennes στη Γαλλία. Μερικές φορές 
αναφέρεται ως πεύκα Πυρηναίων. 

� Pinus nigra subsp. laricio (Poiret): βρίσκεται στην Κορσική (πεύκο 
Κορσικής) πάνω από 22.000 εκτάρια, στην Καλαβρία (όπου αναγνωρίζεται 
επίσης ως P. nigra subsp. laricio var. calabrica, το πεύκο Καλαβρίας) και στη 
Σικελία. 

� Pinus nigra subsp. nigra (syn: P. nigra subsp. austriaca Höss, P. nigra subsp. 
nigricans Host, το Αυστριακό πεύκο): βρίσκεται από την Ιταλία στα Απέννινα 
Όρη, στη βόρεια Ελλάδα µέσω των Ιουλιανών Άλπεων και των βαλκανικών 
βουνών, που καλύπτουν πάνω από 800.000 εκτάρια. 

� Pinus nigra subsp. dalmatica (Vis.): Franco, το πεύκο ∆αλµατίας, βρίσκεται 
σε µερικά νησιά στα ανοικτά των ακτών της Κροατίας και στις νότιες πλαγιές 
του ∆αλµατικών Άλπεων. 

� Pinus nigra subsp. pallasiana (Lamb.): Holmboe καλύπτει εκτεταµένες 
περιοχές, κυρίως στην Ελλάδα και την Τουρκία (2.5 εκατοµµύρια εκτάρια, 8 
% της συνολικής δασικής έκτασης) και, ενδεχοµένως, ως τη Βουλγαρία. 
Μπορεί, επίσης, να βρεθεί στην Κύπρο και την Κριµαία. Μερικές φορές 
αναφέρεται ως πεύκο της Κριµαίας. 
 
 

A.7.2.4 Οικολογία 
 
Η µαύρη πεύκη αναπτύσσεται µε µέτρια 

ταχύτητα, περίπου 30 µε 70 εκατοστά κάθε χρόνο. 
Συνήθως έχει µια στρογγυλή, κωνική κόµη, που 
γίνεται ακανόνιστη καθώς αναπτύσσεται. Το δέντρο 
µπορεί να ζήσει αρκετά χρόνια, µε κάποια δέντρα να 
έχουν ηλικία µεγαλύτερη των 500 ετών. 

Χρειάζεται άφθονο φως για να αναπτυχθεί 
σωστά και δεν ανέχεται τη σκιά (φωτόφυτο), ενώ 
είναι ανθεκτική στο κρύο και τον παγετό, στον άνεµο 
και την ξηρασία, µε σχετική προσαρµοστικότητα στο 
περιβάλλον. Φύεται σε αµιγείς συστάδες και 
σπανιότερα σε σχέση µε άλλα πεύκα, όπως P. 
sylvestris ή P. uncinata. Σε αντίθεση µε τη Χαλέπιο 
πεύκη, µε την οποία µερικές φορές συνυπάρχει, η 
µαύρη πεύκη δεν έχει µηχανισµούς αναγέννησης 
µετά από πυρκαγιά, γεγονός που δυσκολεύει τη 
φυσική αναγέννηση των δασών µαύρης πεύκης που 
έχουν καεί (Isajev et al., 2003). 

Λόγω της µεγάλης ποικιλίας χαρακτηριστικών που παρουσιάζει, διακρίνονται 
διάφορες ποικιλίες ή φυλές. Τα περισσότερα υποείδη µαύρης πεύκης µεγαλώνουν σε 
ένα µεσογειακού τύπου κλίµα, εκτός από το είδος Pinus nigra subsp. nigra (Εικόνα 
49), το οποίο αναπτύσσεται σε πιο τυπικά εύκρατο κλίµα. Βιοκλιµατικές συνθήκες 
κυµαίνονται από υγρή (ετήσια βροχόπτωση 800-1.000 χιλιοστά) όπως P. nigra subsp. 
mauretanica ή P. nigra subsp. laricio, έως ύφυγρη (600-800 χιλιοστά) όπως P. nigra 
subsp. pallasiana στην Κύπρο, έως ηµι-άνυδρη (400-600 χιλιοστά) όπως P. nigra 
subsp. pallasiana στην Ανατολία. 

Εικόνα 48: Pinus nigra subsp. nigra 
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Η βέλτιστη υψοµετρική περιοχή της µαύρης πεύκης είναι µεταξύ 800 έως 
1.500 µέτρα. Ωστόσο, µια σηµαντική υψοµετρική διακύµανση µπορεί να 
παρατηρηθεί: 

� 350-1.000 µ. στην Ιταλία (P. nigra subsp. nigra) και στην  
κροατική ακτή (P. nigra subsp. dalmatica), 
� 500-900 µ. στα γαλλικά Πυρηναία και 1.600-2.000 µ. στην  
Ισπανία (P. nigra subsp. salzmannii ),  
� 1.000-1.600 µ. στην Κορσική (P. nigra subsp. laricio),  
� 1.000-2.200 µ. στα βουνά του Ταύρου και 1.400-1.800 µ. στην  
Κύπρο (P. nigra subsp. pallasiana) και  
� 1600-1800 µ. στη Βόρεια Αφρική (P. nigra subsp.mauretanica)  
(Isajev et al., 2003) 

Επιπλέον, η µαύρη πεύκη µπορεί να αναπτυχθεί σε µια ποικιλία 
υποστρωµάτων:  

� Ασβεστόλιθοι (π.χ. P. nigra subsp. mauretanica, P. nigra  
subsp. dalmatica, P. nigra subsp. pallasiana στην Κεντρική Ελλάδα),  
� ∆ολοµίτες (π.χ. P. nigra subsp. nigra στη βόρεια Ιταλία και την 
Αυστρία, P. nigra subsp. salzmanni στις Cévennes, Γαλλία),  
� Όξινα εδάφη (P. nigra subsp. laricio, P. nigra subsp.  
pallasiana στην Ανατολία, Ρ.nigra subsp. salzmanni σε ανατολικά 
Πυρηναία προς τη Γαλλία) ή  
� Ηφαιστειακά εδάφη (P. nigra subsp. laricio στη Σικελία). 

 

Α.7.2.5 Χρήσεις 
 

Η Ευρωπαϊκή µαύρη πεύκη είναι ένα από 
τα πιο διαδεδοµένα και οικονοµικά αυτόχθονα 
κωνοφόρα στην Κεντρική και Νότια Ευρώπη, 
ιδιαίτερα στην Κορσική. Αποτελεί σηµαντικό 
δέντρο ξυλείας. Είναι εκµεταλλεύσιµη, κυρίως, 
για το ξύλο της, που είναι µέτρια σκληρό και 
µέτρια βαρύ, ανθεκτικό, εύκολο σε επεξεργασία, 
µε λιγότερο ρετσίνι, σε σχέση µε το ξύλο των 
άλλων ειδών και καλής ποιότητας. 
Χρησιµοποιείται εκτενώς σε όλη την περιοχή 
της Μεσογείου για οικοδοµικές κατασκευές, 
καθώς και στην επιπλοποιία, στη ναυπηγική, για 
ινοπλάκες, µοριοπλάκες, καπλαµάδες, κόντρα 
πλακέ, ξυλοπολτό κ.ά. Σε ορεινές περιοχές 
µπορεί να χρησιµοποιηθεί και σε χώρους 
αναψυχής. Στις ΗΠΑ και τον Καναδά, η 
Ευρωπαϊκή µαύρη πεύκη φυτεύεται ως δέντρο σε δρόµο, και ως καλλωπιστικό 
δέντρο σε κήπους και πάρκα. Η αξία του ως δέντρο δρόµου οφείλεται σε µεγάλο 
βαθµό στην αντοχή του σε αλάτι ψεκασµού (από αλάτι οδικής αποπάγωσης), σε 
διάφορους βιοµηχανικούς ρύπους (συµπεριλαµβανοµένου και του όζοντος), καθώς 
και στην ανοχή του στην ξηρασία.  

Εικόνα 49: Pinus nigra subsp. laricio 
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Λόγω της ικανότητάς της να αναπτύσσεται και σε ανοικτά εδάφη και σε 
οικολογικές απαιτητικές καταστάσεις, το Αυστριακό πεύκο (Pinus nigra subsp. 
nigra) χρησιµοποιήθηκε εντατικά κατά τη διάρκεια του 19ου και στις αρχές του 20ου 
αιώνα για προγράµµατα αναδάσωσης, π.χ. νότια στις γαλλικές Άλπεις για τον έλεγχο 
των κατολισθήσεων και την αποκατάσταση της γης, και σε Αγγλία και ΗΠΑ για τη 
στερέωση αµµόλοφων και ως ανεµοφράκτης. Επί του παρόντος, Pinus nigra subsp. 
laricio (Εικόνα 50) είναι από τα πιο σηµαντικά είδη αναδάσωσης στη νότια Αγγλία, 
καθώς και σε ορισµένες γαλλικές περιφέρειες (π.χ. κοιλάδα του Λίγηρα) (Isajev et al., 
2003). 

Άλλες χρήσεις περιλαµβάνουν χριστουγεννιάτικα δέντρα, καυσόξυλα, ως 
στύλος στήριξης καλωδίων µεταφοράς ηλεκτρικού ρεύµατος καθώς και την 
κατασκευή κιβωτίων. 

 
 

Α.7.2.6 Απειλές για τη γενετική ποικιλότητα 
 
Η µαύρη πεύκη περιλαµβάνεται στην Κόκκινη Λίστα Απειλούµενων Ειδών 

της IUCN (IUCN - Red List of Threatened Species), αν και εντάσσεται στα είδη 
χαµηλού κινδύνου. Μερικοί από τους υποµεσογειακούς ενδηµικούς  πληθυσµούς της,  
αποτελούν οικότοποι  προτεραιότητας βάσει της οδηγίας Natura 2000 της ΕΕ (οδηγία 
για τους οικοτόπους n ° 92/43 / ΕΟΚ, 21 Μάιος 1992). Εκτεταµένες φυτείες 
πραγµατοποιήθηκαν συχνά σε όλη την Ευρώπη τους τελευταίους δύο αιώνες µε υλικό 
από άγνωστες ή / και πολύ αποµακρυσµένες πηγές, για τις οποίες δεν υπάρχουν αυτή 
τη στιγµή ιστορικά ίχνη. Αυτό έχει πιθανώς ως αποτέλεσµα την εκτεταµένη ανάµιξη 
των τοπικών και εισαγόµενων γονιδιακών δεξαµενών σε όλη την περιοχή κατανοµής 
της µαύρης πεύκης (Isajev et al., 2003). 

Βλαβερά έντοµα περιλαµβάνουν τον Ευρωπαϊκό σκώρο βλαστού µαύρης 
πεύκης (Rhyacionia buoliana), τις λιτανευτικές κάµπιες πεύκου (Thaumetopoea 
pityocampa), ιδιαίτερα, σε θερµά και ξηρά κλίµατα. Η εµφάνιση µιας 
«παραµορφωτικής ασθένειας», που προσβάλλει τα πεύκα, που αναπτύσσονται κάτω 
από συνθήκες στρες και είναι γνωστή ως Diplodiatip blight και προκαλείται από το 
µήκυτα Sphaeropsis sapinea, υπήρξε ιδιαίτερα αηµαντικά στη Γαλλία και την 
Τουρκία στη δεκαετία του 1990. Άλλα παράσιτα, όπως Acantholyda hieroglyphica, 
Diprion Pini, Pissodes validirostis και Monophlebus hellenicus έχουν καταγραφεί 
στην Τουρκία. Πιο πρόσφατα έχει αναφερθεί, η αύξηση του αντίκτυπου της σήψης 
της βελόνας, γνωστής ως η «νόσος της κόκκινης ζώνης», που προκαλείται από το 
µύκητα Dothistroma septospora µε αποτέλεσµα τη µείωση της δασικής φύτευσης 
(Isajev et al., 2003). 

Σε περιοχές όπου η µαύρη πεύκη είναι ευρέως διαδεδοµένη και πολύ 
σηµαντική για τη δασοκοµία, παράγοντες όπως οι δασικές πυρκαγιές και η παράνοµη 
κοπή µπορούν να προκαλέσουν σοβαρή ζηµιά. Σε περιοχές, όπου εµφανίζεται σε 
µικρούς αποµονωµένους πληθυσµούς, µεγάλοι κίνδυνοι προέρχονται από κάθε 
παράγοντα που µπορεί να προκαλέσει τοπική εξαφάνιση, είτε µέσω της παράνοµης 
κοπής και πυρκαγιών ή µέσω υβριδισµού («γενετική ρύπανση») από φυτεµένα 
µαυρόπευκα που ανήκουν σε άλλα υποείδη. Μοναδικές και σπάνιες ποικιλίες, όπως η 
P. nigra var. pyramidalis ή P. nigra var. sheneriana στην Τουρκία είναι υπό τις ίδιες 
απειλές (Isajev et al., 2003). 
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Α.7.2.7 Προστασία και διατήρηση του είδους 
 
Σύµφωνα µε τον Isajev και τους συνεργάτες του (2003), επειδή η µαύρη 

πεύκη διαφορετικών προελεύσεων έχει εκτενώς φυτευτεί, τώρα συνίσταται 
απαραίτητος ο προσδιορισµός των αυτόχθονων πληθυσµών. Η δέσµευση αυτή θα 
πρέπει να πραγµατοποιηθεί σε διεθνές επίπεδο. Σε κάθε χώρα, θα πρέπει να γίνει µια 
απογραφή για να καθοριστεί η γεωγραφική κατανοµή των ειδών, η κατάσταση 
διατήρησης, οι απειλές και οι πιθανές χρήσεις. ∆ραστηριότητες εκτροφής ζώων 
παρέχουν πολύτιµες πληροφορίες µε τον καθορισµό πιθανών ζωνών φυτείας, 
συλλογής σπόρων και µεταφοράς. In situ δραστηριότητες διατήρησης θα πρέπει να 
ενθαρρύνονται χωριστά ως συστάδες σπόρων  και ως δάση διατήρησης γονιδίων. Ένα 
διεθνές in situ δίκτυο 100-120 συστάδων θα ήταν σκόπιµο να εκπροσωπήσει τη 
φυσική οικολογική και γενετική ποικιλότητα των µαυρόπευκων. 

Καθώς, ο ενδοειδικός υβριδισµός είναι εύκολος, µεταξύ µαυρόπευκων, 
εξωτικών ή βελτιωµένων µαυρόπευκων, δεν θα πρέπει να φυτεύονται στην περιοχή 
αυτόχθονες και εγκλιµατισµένες συστάδες. Αυτό ισχύει, ιδιαίτερα, για τα 
εντοπισµένα και κατακερµατισµένα υποείδη όπως Ρ. nigra subsp. laricio, και είναι 
εξαιρετικής σηµασίας για υποείδη που απειλούνται, όπως Ρ. nigra subsp. salzmanii 
στη Γαλλία και P. nigra subsp. mauretanica στη Βόρεια Αφρική. Για τα υποείδη αυτά 
καθώς και για άλλες ποικιλίες σπάνιας εµφάνισης, η ex situ διατήρηση είναι 
κατάλληλη και επείγουσα. Ως ένα βήµα προς αυτή την κατεύθυνση, το 1999 
επιλέχθηκε ένα δάσος διατήρησης γονιδίων στην Τουρκία για το σπάνιο P. nigra var. 
pyramidalis. 

Πληροφορίες, σχετικά µε τις δοκιµές προέλευσης και απογόνων, 
καθορίστηκαν σε όλη την Ευρώπη και θα πρέπει να καταχωρούνται σε βάση 
δεδοµένων. Αυτό το δίκτυο πειραµατικών περιοχών θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί 
για την ex situ διατήρηση της µαύρης πεύκης. Σε περιθωριακές περιοχές είναι 
απαραίτητη η δειγµατοληψία για περαιτέρω ενίσχυση του δικτύου αυτού και, 
ενδεχοµένως, η ex situ φύτευση σπόρων οπωρώνων έως να εγκατασταθούν εκ νέου οι 
εξαντληµένοι πόροι. 



[80] 

 

 

Α.7.2.8 Χηµική σύσταση φλοιού 
 

Έρευνα που πραγµατοποιήθηκε σε εκχυλίσµατα εξανίου, αιθυλικής αλκοόλης 
και ζεστού νερού από φλοιό Pinus nigra έδειξε ότι τα κύρια συστατικά του ήταν τα 
λιπαρά οξέα και οι αλειφατικές αλκοόλες, καθώς επίσης και τα ρητινικά οξέα και οι 
στερόλες. Το αιθερικό κλάσµα από διαλύµατα µεθανόλης-νερού σε αναλογία 4:1 v/v 
περιείχε απλές φαινόλες όπως 4-υδροξυβενζαλδεΰδη, βανιλλίνη, 3,4-
διυδροξυβενζαλδεΰδη, 4-υδροξυβενζοϊκό οξύ και 3,4-διυδροξυβενζοϊκό οξύ. Επίσης, 
βρέθηκε φερουλικό οξύ (Hafizoğlu et al., 2002). 

 

Πίνακας 2: Κύρια συστατικά του φλοιού της µαύρης πεύκης 

 

Λιπαρά οξέα Αλειφατικές 
αλκοόλες 

Ρητινικά οξέα Στερόλες 

14:0 Τετραδεκανόλη Πιµαρικό Καµπεστερόλη 
16:1 Πενταδεκανόλη Σανταρακοπιµαρικό Καµπεστανόλη 

16:0 (παλµιτικό) Εξαδεκανόλη Ισοπιµαρικό Σιτοστερόλη 
17:0ai Επταδεκανόλη Παλουστρικό Σιτοστανόλη 

9,12-18:2 
(λινολεϊκό) 

Οκταδεκανόλη ∆ιυδροαβιετικό  

9-18:1 (ελαϊκό) ∆οκοσανόλη Αβιετικό  
11-18:1 Τετρακοσανόλη   

18:0 (στεαρικό) Εξακοσανόλη   
5,9,12-20:3    

20:0    
18-υδροξυοκταδεκ-

9-ενοϊκό 
   

Οκταδεκ-9-ενε-
1,18-διοϊκό 

   

22:0    
24:0    
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Α.7.2.9 Βιολογικές ∆ράσεις 
 

Κουκουνάρια, φύλλα, φλοιός και ρητίνη από το γένος Pinus έχουν 
χρησιµοποιηθεί στην παραδοσιακή ιατρική για τη θεραπεία των ρευµατισµών και 
αναπνευστικών παθήσεων και ως γενικά αντισηπτικά (Leung & Foster, 1996). 

 

Α.7.2.9.1 Αντιµικροβιακή δράση µαύρης πεύκης 

Έρευνες, που πραγµατοποιήθηκαν σε εκχυλίσµατα πυραµιδικής µαύρης 
πεύκης (Pinus nigra subsp. pallasiana var. pyramidata) από τα διάφορα µέρη του 
ενδηµικού φυτού της Τουρκίας, έδειξαν ισχυρή αντιµικροβιακή δράση. 
Συγκεκριµένα, µελετήθηκαν οι αντιβακτηριακές και οι αντιµυκητιακές δραστικότητες 
των εκχυλισµάτων αιθυλικής αλκοόλης, µεθανόλης, οξικού αιθυλεστέρα και 
ακετόνης από τα φύλλα, τους κώνους και τους φλοιούς της συγκεκριµένης µαύρης 
πεύκης σε διάφορα βακτήρια και µύκητες (Unaldi & Toroglu, 2009). 

Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι όλα τα εκχυλίσµατα του δένδρου είχαν 
αντιµυκητιασικά αποτελέσµατα έναντι της Candida albicans. Όµως, τα εκχυλίσµατα 
των τµηµάτων του δέντρου δεν είχαν αντιµυκητιακή δράση κατά του Kluyveromyces 
fragilis, εκτός από εκχυλίσµατα αιθυλικής αλκοόλης και µεθανόλης του κώνου. Όλα 
τα εκχυλίσµατα από όλα τα µέρη του δέντρου ανέστειλαν την ανάπτυξη όλων των 
βακτηρίων που δοκιµάστηκαν µε ζώνες αναστολής µεταξύ 7-20 χιλιοστών. Ωστόσο, 
ο κώνος του οξικού αιθυλεστέρα του είδους αυτού δεν ανέστειλε την ανάπτυξη του 
Bacillus megaterium. Η αναστολή της ανάπτυξης Pseudomonas aeruginosa από 
εκχυλίσµατα αιθυλικής αλκοόλης, µεθανόλης, οξικού αιθυλεστέρα και ακετόνης των 
κώνων απεικονίζεται παρακάτω, (Εικόνα 51), (Unaldi & Toroglu, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 50: Αναστολή της ανάπτυξης Pseudomonas aeruginosa 
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A.7.2.9.2 Αντιοξειδωτικές και αναλγητικές δράσεις τερεβενθίνης  

Η τερεβενθίνη, που λαµβάνεται από το Pinus nigra Arn. subsp. pallasiana 
(Lamb.) Holmboe (TPN - Turpentine of P. nigra), αποδείχθηκε ότι διαθέτει 
αντιοξειδωτικές και αναλγητικές δραστικότητες. Η συνολική αντιοξειδωτική 
δραστικότητα αυξήθηκε µε την αύξηση του ποσού των εκχυλισµάτων (100, 300, και 
500 g), που προστέθηκαν σε γαλάκτωµα λινελαϊκού οξέος. Όλες οι δόσεις της TPN 
έδειξαν υψηλότερη αντιοξειδωτική δράση από την πρότυπη α-τοκοφερόλη. Τα 
δείγµατα έδειξαν 49, 70, και 91% αναστολή στην υπεροξείδωση του γαλακτώµατος 
λινολεϊκού οξέος, αντίστοιχα. Από την άλλη πλευρά, 300 g α-τοκοφερόλης έδειξαν 
40 % αναστολή της υπεροξείδωσης του γαλακτώµατος λινελαϊκού οξέος (Gülçin et 
al., 2003). 

Παράλληλα, αποδείχθηκε ότι µε αύξηση της συγκέντρωσης της TPN, 
παρατηρείται µείωση της ισχύος, αποµάκρυνση των ριζών ανιόντος υπεροξειδίου, 
αποµάκρυνση των ελεύθερων ριζών, χηλίωση µετάλλου, αποµάκρυνση υπεροξειδίου 
του υδρογόνου και αναλγητικές δραστικότητες σε σύγκριση µε διαφορετικά πρότυπα, 
όπως κερκετίνης, ΒΗΑ (butylated hydroxyanisole), ΒΗΤ (butylated hydroxytoluene), 
και µεταµιζόλης (πρότυπη αναλγητική ένωση), (Gülçin et al., 2003). 

Αυτές οι ιδιότητες µπορεί να είναι οι κυριότεροι λόγοι για την αναστολή της 
υπεροξείδωσης των λιπιδίων, καθώς και η φαινολική περιεκτικότητα (φαινολικές 
ενώσεις) της TPN φαίνεται να είναι υπεύθυνες για την αντιοξειδωτική της δράση 
(Gülçin et al., 2003). Είναι γνωστό ότι οι πολυφαινολικές ενώσεις διαδραµατίζουν 
ένα σηµαντικό ρόλο στη σταθεροποίηση της οξείδωσης των λιπιδίων και συνδέονται 
µε αντιοξειδωτική δραστικότητα, ενώ προτείνεται ότι έχουν ανασταλτικές επιδράσεις 
στη µεταλλαξιγένεση και στην καρκινογένεση στους ανθρώπους, όταν γίνεται 
κατάποση µέχρι 1.0 g ηµερησίως από µια διατροφή πλούσια σε φρούτα και λαχανικά 
(Yen et al., 1993; Tanaka et al., 1998; Duh et al., 1999). Τα παραπάνω ευρήµατα 
υποδεικνύουν ότι η TPN αποτελεί µια πιθανή προσβάσιση πηγή φυσικών 
αντιοξειδωτικών και αναλγητικών και µπορεί να χρησιµποιηθεί και ως ένα πιθανό 
συµπλήρωµα διατροφής ή στη φαρµακευτική και ιατρική βιοµηχανία (Gülçin et al., 
2003). Τέλος, η ΤΡΝ χρησιµοποιείται ως αντισηπτικό για την οσφυαλγία (Baytop, 
2001).  

 
 
Α.7.2.9.3 Αντιβακτηριακή δράση ανώριµων κώνων 
 
Το ισοπιµαρικό οξύ (διτερπένιο) αποµονώθηκε από ανώριµους κώνους του 

Pinus nigra (Arnold) χρησιµοποιώντας βιοδοκιµασία καθοδηγούµενης 
κλασµατοποίησης ενός ακατέργαστου εκχυλίσµατος εξανίου. Αναλύθηκε κατά του 
ανθεκτικού σε πολυφαρµακευτική αγωγή (MDR: multidrug-resistant) και ανθεκτικού 
στη µεθικιλλίνη Staphylococcus aureus (MRSA: Methicillin-Resistant 
Staphylococcus aureus). Οι ελάχιστες ανασταλτικές συγκεντρώσεις (MIC: Minimum 
Inhibitory Concentrations) ήταν 32-64 µg / mL και συγκρίθηκαν µε ένα εµπορικά 
λαµβανόµενο οξύ ρητίνης, το αβιετικό οξύ, µε MICs 64 µg / mL. Τα ρητινικά οξέα 
είναι γνωστό ότι έχουν αντιβακτηριακή δράση και αποτιµώνται στην παραδοσιακή 
ιατρική για τις αντισηπτικές τους ιδιότητες. Αυτά τα ευρήµατα δείχνουν ότι το 
ισοπιµαρικό οξύ ανώριµων κώνων του P. nigra εµφανίζει δραστηριότητα έναντι MDR 
και MRSA στελέχων του S. aureus, που γίνονται όλο και πιο ανθεκτικά στα 
αντιβιοτικά. Το ισοπιµαρικό οξύ και το αβιετικό οξύ εκτιµήθηκαν ως προς 
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διαφοροποίηση της δράσης σε συνδυασµό µε αντιβιοτικά, αλλά δεν ενίσχυσαν τη 
δραστικότητα των αντιβιοτικών που δοκιµάστηκαν (Smith et al., 2005). 

 
Άλλη µελέτη που πραγµατοποιήθηκε σε ένα αλκαλικό-διαλυτό, που 

αποµονώθηκε από σπόρους κώνων του P. nigra Arnold, αποκάλυψε ένα σηµαντικό 
φαινυλοπροπανοειδές (i.c. λιγνίνη) πολυµερές, το οποίο έδειξε αντί-HIV 
δραστικότητα (Eberhardt & Young, 1996). 

 
 
Α.7.2.9.4 Αντικαρκινικές και βιολογικές επιδράσεις της νουκλεάσης γύρης  
 
Νουκλεάση γύρης (PN) -Pollen Nuclease - από µαύρη πεύκη εµφανίζει in 

vivo υψηλότερη αντικαρκινική δράση έναντι ανθρώπινων όγκων µελανώµατος, που 
αναπτύσσονται σε αθυµικούς ποντικούς σε σύγκριση µε σπερµατική ριβονουκλεάση 
βοοειδούς (BS-RNase) - Bovine Seminal Ribonuclease -και DNase Ι. 

Η αντικαρκινική δράση της νουκλεάσης γύρης (PN) από µαύρη πεύκη (Pinus 
nigra) που εξετάστηκε in vitro ήταν αµελητέα σε σύγκριση µε τη βόειο σπερµατική 
ριβονουκλεάση (BS-RNase). Ωστόσο, στα πειράµατα σε βιολογικό περιβάλλον 
παρατηρήθηκε µία σηµαντική µείωση του µεγέθους του ανθρώπινου όγκου 
µελανώµατος σε ποντίκια που έλαβαν θεραπεία µε την παρούσα φυτική νουκλεάση 
και επίσης µε ζωικές RNases και DNase I. Σε γυµνούς ποντικούς, που έχει εγχυθεί 
ενδοκαρκινικά PN (10 µg / δόση), το µέγεθος του όγκου µειώθηκε από 100 % σε 
ποντίκια µάρτυρες έως 46 % σε ποντικούς υπό αγωγή, ενώ σε οµολόγα ποντίκια 
κατεργασµένα µε BS-RNase και DNase I, η ανάπτυξη του όγκου µειώθηκε λίγο 
περισσότερο, όµως µετά από δέκα φορές υψηλότερες δόσεις (100 και 80 µg ανά 
δόση) (Lipovova et al., 2008). 

Εµφανίστηκε, επίσης, ορισµένη ασπερµατογενική και εµβρυοτοξική 
δραστικότητα, ως έκφραση των παρενεργειών της ΡΝ και των συγκριτικών ενζύµων, 
αλλά ήταν µικρότερη σε σύγκριση µε την επίδραση της βόειας σπερµατικής 
ριβονουκλεάσης. Η ανοσογονικότητα της PN ήταν σηµαντικά ασθενέστερη σε 
σύγκριση µε την αντίστοιχη της BS-RNase. Τα αντισώµατα έναντι νουκλεάσης της 
µαύρης πεύκης, που παράγονται στα ποντίκια δεν απενεργοποιούν τα βιολογικά 
αποτελέσµατα αυτής της φυτικής νουκλεάσης in vivo (Lipovova et al., 2008).  

 
 
A.7.2.9.5 Βιολογικές δράσεις αιθέριων ελαίων από πευκοβελόνες 

� Απωθητική και προνυµφοκτόνος δράση έναντι Aedesal bopictus 

Τα αιθέρια έλαια διαδραµατίζουν στη φύση ένα σηµαντικό ρόλο στην 
προστασία των φυτών ως αντιβακτηριακοί, αντιιικοί, αντιµυκητιασικοί και 
εντοµοκτόνοι παράγοντες και επίσης ενάντια φυτοφάγων. Σύµφωνα µε εθνοβοτανικά 
δεδοµένα, παρασκευάσµατα ειδών πεύκης έχουν χρησιµοποιηθεί στο παρελθόν για τη 
θεραπεία διαφόρων παθήσεων (Berendes, 1902). Επιπλέον, µελέτες έχουν δείξει ότι 
τα αιθέρια έλαια από είδη Pinus επιδεικνύουν µία ποικιλία φαρµακολογικών και 
βιολογικών αποτελεσµάτων (Macchioni et al. 2002; Tognolini et al. 2006; Kolayli et 
al. 2009). Ελληνικά αιθέρια έλαια, που λαµβάνονται από τις βελόνες του Pinus nigra, 
εµφανίζουν κυρίως απωθητική δράση για την προστασία του ανθρώπινoυ δέρµατος 
κατά του Aedesal bopictus (Diptera: Culicidae), ενός κουνουπιού µεγάλης 
οικολογικής και ιατρικής σηµασίας, και κατά δεύτερον προνυµφοκτόνο 
δραστηριότητα (Koutsaviti et al., 2015). 
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� Ανασταλτική δράση αντιχολινεστεράσης στη θεραπεία της νόσου Alzheimer 

Μια ενδιαφέρουσα δραστικότητα έναντι της ακετυλοχολιστεράσης (AChE) 
παρατηρήθηκε, επίσης, µε αιθέρια έλαια από βελόνες του P. nigra subsp. nigra και 
P. nigra var. calabrica, µε τιµές IC50 94,4 και 101.5 µg / mL, αντίστοιχα. Αυτή η 
δραστικότητα είναι σχετική µε τη θεραπεία της νόσου του Alzheimer (AD), 
δεδοµένου ότι τα φάρµακα της χολινεστεράσης είναι τα µόνα φάρµακα που 
διατίθενται για τη θεραπεία της AD. Ταυτόχρονα, τα αιθέρια έλαια του Pinus nigra 
και ορισµένα συστατικά τους παρέχουν περαιτέρω στοιχεία που υποστηρίζουν την 
αξία της διεξαγωγής κλινικών µελετών µε χρήση αυτών των ειδών (Bonesi et al., 
2010). 

 
 
Α.7.2.9.6 Αντιοξειδωτική δράση φύλλων και καρπών των καλλιεργούµενων 

Κωνοφόρων στο Ιράν 
 
Μεθανολικά εκχυλίσµατα των φύλλων και καρπών των καλλιεργούµενων 

κωνοφόρων στο Ιράν και συγκεκριµένα του είδους Pinus nigra J. F. Arnold, 
κατείχαν υψηλή αντιοξειδωτική δράση, η οποία συγκρίθηκε µε τις αντιοξειωτικές 
δραστηριότητες του βουτυλιωµένου υδροξυτολουολίου (BHT) ως συνθετικό 
αντιοξειδωτικό και της α-τοκοφερόλης ως φυσικό αντιοξειδωτικό, (Emami et al., 
2013). Χρήση των αντιοξειδωτικών είναι ένα µέσο για τη µείωση ταγγίσµατος των 
λιπών και ελαίων στα τρόφιµα δηλαδή αλλοίωσης του χρώµατος, της οσµής και της 
υφής. Τα εµπορικά συνθετικά αντιοξειδωτικά στη βιοµηχανία τροφίµων 
[βουτυλιωµένο υδροξυ-τολουόλιο (ΒΗΤ), βουτυλιωµένη υδροξυανισόλη (ΒΗΑ), 
προπύλιο γαλλικού εστέρα(PG) και τριτογενή βουτυλυδροκινόνη (TBHQ)] 
δηµιουργούν υποψίες ότι προκαλούν αρνητικές επιπτώσεις στην υγεία (Mojarab et 
al., 2009). Ως εκ τούτου, ως εναλλακτικές λύσεις, υπάρχει µια έντονη ανάγκη για την 
εξεύρεση νέων αποτελεσµατικών και ασφαλών αντιοξειδωτικών από φυσικές πηγές 
για την πρόληψη της υποβάθµισης των τροφίµων, φαρµάκων και καλλυντικών. Σε 
αυτό το στάδιο µπορεί να εξαχθεί το συµπέρασµα ότι τα συγκεκριµένα εκχυλίσµατα 
µεθανόλης µπορούν να θεωρηθούν ως ισχυρές αντιοξειδωτικές ουσίες (Emami et al., 
2013). 

 
 
Α.7.2.9.7 Παραδοσιακή Παραγωγή Tar από την Ανατολική Μαύρη Πεύκη  
 
Το Tar ή ρετσίνι είναι ένα παράδειγµα ενός φυτικού προϊόντος που 

χρησιµοποιείται στη λαϊκή ιατρική και λαµβάνεται από την Ανατολική Μαύρη Πεύκη 
[Pinus nigra Arn. subsp. pallasiana (Lamb.) Holmboe], η οποία είναι πολύ συχνή 
στην περιοχή της Κεντρικής και ∆υτικής Τουρκίας. Τα παλιά δέντρα, που είναι καλό 
για προσάναµµα και έχουν πολύ µεγάλο πάχος, προτιµώνται για την απόκτηση 
ρετσινιού.  

Το παραδοσιακό αυτό προϊόν, που λαµβάνεται από το Pinus nigra subsp. 
pallasiana, χρησιµοποιείται στην πόλη Αφιόνκαραχισάρ, Κεντρική και ∆υτική 
Τουρκία στη λαϊκή ιατρική για τη θεραπεία του πόνου στο αυτί σε παιδιά, 
οστεοµυελίτιδα, πληγές, έλκη, έκζεµα, ακµή, αλωπεκία, µυκητιασικά. Επίσης, 
χρησιµοποιείται για την αντιµετώπιση αφθώδη πυρετού στα ζώα, πληγών στο στόµα 
σε πρόβατα και κατσίκες, και προστασία από ενδο - και εξωπαράσιτα. Τέλος, 
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χρησιµοποιείται και ως απωθητικό για φίδια, ποντίκια, µύγες (Tabanus bovinus) και 
τσιµπούρια (Arı et al., 2014). 
 

 

Α.7.3 Pinus heldreichii - H. Christ. (1863) 
 

Α.7.3.1 Βοτανική ταξινόµηση  

 

Α.7.3.2 Περιγραφή και Βοτανικά Χαρακτηριστικά 
 

To ρόµπολο ή λευκόδερµη πεύκη [Pinus herldreichii H. Christ (1863) συν. 
Pinus leukodermis Antoin. (1864)] είναι ένα είδος πεύκου που απαντάται σε µεγάλο 
υψόµετρο (Εικόνα 52). Αειθαλές δέντρο µε κόµη αραιά πυραµιδοειδή και µε ύψος 
από 25 έως 35 µέτρα, ενώ διαθέτει ευθύ και µεγάλο 
κορµό µε διάµετρο που µπορεί να ξεπεράσει και τα 2 
µέτρα. Χαρακτηρίζεται από το χρώµα και την υφή του 
πολύ παχύ φλοιού του: σταχτίλευκος και γυαλιστερός 
φλοιός σε νεαρά δέντρα, ενώ τα ωριµότερα δηµιουργούν 
το χαρακτηριστικό ξηρόφλοιο σταχτοκαστανό 
θωρακόµορφο φλοιό, (το οποίο αποτελεί και το 
χαρακτηριστικό διαχωρισµού του από άλλα πεύκα), λόγω 
του ότι σχίζεται κατακόρυφα και οριζόντια. Ο φλοιός 
είναι λευκός στα κλαδιά (Εικόνα 53). Χειµερινοί 
οφθαλµοί είναι µη ρητινώδεις και έχουν ωοειδές ή 
επίµηκες σχήµα. 

Τα δευτερεύοντα φύλλα είναι βελόνες σκληρές και 
δύσκαµπτες. Σχηµατίζουν τούφες στις άκρες των 

Εικόνα 51: Pinus heldreichii (Christ) 

Εικόνα 52: Φλοιός του Pinus 

heldreichii 
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κλαδιών, τοποθετηµένες ανά δύο σε δέσµες και διαρκούν για 5-6 χρόνια, ενώ τα 
βραχυκλάδια σχηµατίζουν το χαρακτηριστικό πριονωτό ανάγλυφο από την πτώση 
των βελονών. Οι βελόνες είναι αραιά οδοντωτές, σχετικά κοντές µήκους από 6 έως9 
εκατοστά µε οξεία κορυφή παρυφές και στοµατικές γραµµές και στις δύο άνω και 
κάτω πλευρές (Εικόνα 54). 

Το ρόµπολο είναι µόνοικο: αφανή 
θηλυκά και αρσενικά άνθη φέρονται σε κώνους 
πάνω στο ίδιο δέντρο. Τα άνθη του, που είναι 
µονογενή, ανθίζουν τον Απρίλιο µε Μάιο. Τα 
αρσενικά είναι κίτρινοι ίουλοι, µακρείς από 5-9 
εκ. και πλάτους 2.5 εκ., ενώ τα θηλυκά είναι 
µεµονωµένοι όρθιοι κωνίσκοι χρώµατος 
κοκκινωπού αλλά µερικές φορές 
αποµονώνονται και σε οµάδες των δύο ή των 
τριών (Εικόνα 54). Ο καρπός είναι κώνος. Οι 
κώνοι ωριµάζουν περίπου ενάµιση χρόνο µετά 
τη γονιµοποίηση. Κατά την ωρίµανση είναι 
καστανωποί, µε δερµατώδη καρπικά λέπια και αποφύσεις επίπεδες ή πυραµιδοειδείς 
που εξέχουν. Ωριµάζουν το φθινόπωρο του δευτέρου, από την άνθηση, χρόνου. Τα 
σπέρµατα του είναι µικρότερα των σπερµάτων της µαύρης πεύκης και πέφτουν 
αµέσως µετά την ωρίµανση του καρπού, η δε φυτροτικότητά τους είναι περίπου 60-
70 % και φυτρώνουν σε 3-5 εβδοµάδες. 

Με βάση τις αποφύσεις των καρπόφυλλων του P. heldreichii διακρίνονται δύο 
ποικιλίες, οι οποίες εντοπίζονται στην Ελλάδα (Vendramin et al., 2008):  

� P. heldreichii var. typica: µε επίπεδες αποφύσεις καρπόφυλλων 
� P. heldreichii var. leucodremis: µε πυραµιδοειδείς αποφύσεις που εξέχουν 

 

Α.7.3.3 Γεωγραφική κατανοµή 
 

Εντοπίζεται κυρίως στα Βαλκάνια, αλλά διατηρεί και ένα πολύ µικρό 
αποµακρυσµένο πληθυσµό στη νότια ιταλική περιοχή Καλάµπρια, στα νότια 
Απέννινα Όρη, όπου κατέχει ξηρές ηλιόλουστες περιοχές σε υψόµετρο από 900 έως 
2.300 µέτρα, που σχηµατίζουν µικτές συστάδες µε λευκή ελάτη (Abies alba Mill.) και 
Ευρωπαϊκή οξιά (Fagus sylvatica L.) ή αµιγείς συστάδες σε απότοµες και βραχώδεις 
ξηρές νότιες πλαγιές.  

Παράλληλα, εµφανίζεται στο κεντρικό δυτικό τµήµα της Βαλκανικής 
χερσονήσου συµπεριλαµβανοµένων της νότιας Κροατίας, της Βοσνίας-Ερζεγοβίνης, 
της νότιας Σερβίας, Αλβανίας, της νοτιοανατολικής Γιουγκοσλαβίας, του 
Μαυροβούνιου, της νοτιοδυτικής Βουλγαρίας, της βόρειας Ελλάδας και της 
Θεσσαλίας (Εικόνα 55) (Farjon, 2013). 

Το Pinus heldreichii σύµφωνα µε τα µοριακά δεδοµένα δε σχετίζεται στενά µε 
το P. nigra αλλά µε µία οµάδα µεσογειακών ειδών πεύκου, που συµπεριλαµβάνουν 
τα είδη P. brutia και P. pinea (Parks et al., 2012). 

 
 

Εικόνα 53: Κώνοι και φύλλωµα του  
P. heldreichii 
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Α.7.3.4 Οικολογία 
 
Το P. heldreichii είναι από τα σπάνια κωνοφόρα της Βαλκανικής χερσονήσου 

και της Ευρώπης. Το ρόµπολο είναι είδος πεύκου που απαντάται στις ορεινές και 
υποαλπικές ζώνες, σε υψόµετρο από 1.300 ως 2.200 µέτρα. Βρίσκεται 
διασκορπισµένο, µε µικρούς πληθυσµούς να αναπτύσσονται συχνά σε υψηλά 
υψόµετρα (2.200-2640 µέτρα), σε βραχώδεις ασβεστολιθικούς γκρεµούς ή 
απόκρηµνες πλαγιές. Στην Ελλάδα απαντάται στην Πίνδο, στον 'Ολυµπο, στο Βέρµιο, 
'Ορβηλο και Γκορίλα. Αναπτύσσεται αργά και µερικά δέντρα στην Καλάµπρια 
πιστεύεται ότι είναι µεγαλύτερα από 1.000 ετών. Στα Βαλκάνια, τα είδη που 
φυτεύονται στη δασοκοµία, σε καλύτερα εδάφη και σε χαµηλότερα υψόµετρα, 
αναπτύσσονται ταχύτερα απ’ ότι στο φυσικό τους περιβάλλον (Farjon, 2013). 

Σχηµατίζει δάση αµιγή ή µικτά µε οξιά και ψυχρόβια κωνοφόρα. Είναι είδος 
της ψυχρότερης περιοχής της φυτοδιάπλασης των φυλλοβόλων πλατύφυλλων, αλλά 
και της φυτοδιάπλασης των ψυχροβίων κωνοφόρων. Ευδοκιµεί σε εδάφη βαθιά, 
ανεξάρτητα από την προέλευσή τους, αλλά και σε εδάφη λιγότερο βαθιά και γόνιµα, 
πάνω σε διάφορα πετρώµατα.  

Η λευκόδερµη πεύκη έδειξε χαµηλή ευαισθησία σε επιθέσεις εντόµων. 
Ωστόσο, αυτό µπορεί να καταστραφεί σοβαρά από sawflies (υµενόπτερα). Άλλα 
παραδείγµατα περιλαµβάνουν το σκαθάρι του φλοιού πεύκου (Pityogenes bidentatus 
Herbst.), τον Ευρωπαϊκό σκώρο βλαστού πεύκου (Rhyacionia buoliana Denis & 
Schiffermüller) και την κάµπια πεύκου (Thaumetopoea pityocampa Schiff.). 
Μυκητολογικές προσβολές από Heterobasidion annosum έχουν, επίσης, παρατηρηθεί 
να προκαλούν ζηµιά. 

Εικόνα 54: Γεωγραφική κατανοµή του Pinus heldreichii 
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Α.7.3.5 Χρήσεις 

Η κύρια χρήση της λευκόδερµης πεύκης είναι ως διακοσµητικό δέντρο παρά 
ως είδος ξυλείας. Εντούτοις, το ξύλο του P. heldreichii µπορεί να χρησιµοποιηθεί για 
γενικότερες κατασκευές. 

Το είδος παρουσιάζει µεγάλη προσαρµοστικότητα στις ακραίες 
περιβαλλοντικές συνθήκες (άνεµος, παγετός) και µεγάλη δυνατότητα αποικισµού, 
που το καθιστά κατάλληλο για την αναδάσωση των εκτεταµένων ξηρών περιοχών. 

Επιπλέον, είναι ανθεκτικό στο διοξείδιο του θείου, στο φθορίδιο του 
υδρογόνου, στο διοξείδιο αζώτου και στη ρύπανση του όζοντος. Λόγω της 
δυνατότητάς του ν’ αντιστέκεται στον αέρα, τον πάγο και την ισχυρή χιονόπτωση, το 
είδος χρησιµοποιείται, επίσης, για αναδασώσεις µεγάλου υψοµέτρου. Η φύτευση 
πραγµατοποιείται συνήθως χρησιµοποιώντας τα 3χρονα σπορόφυτα. Το ρόµπολο 
φυτεύεται στο νότο της Ιταλίας όχι µόνο λόγω της υψηλής προσαρµοστικότητάς του 
στα µεγάλα υψοµέτρα, αλλά και επειδή είναι λιγότερο ευαίσθητο σε παράσιτα από 
άλλα είδη πεύκων (π.χ. είναι ανθεκτικό στη σήψη από το Diplodia που έχει σοβαρές 
επιπτώσεις στη µαύρη πεύκη) (Vendramin et al., 2008). 

Καθώς έχει πολύ ισχυρή αντοχή και στην υγρασία, µπορεί να χρησιµοποιηθεί 
στο νερό και κυρίως χωρίς εµποτισµό τοξικό ή µη. Είναι ιδανικό για τη ναυπηγική, 
κυρίως στο πέτσωµα πλοίων, για τη στέγαση και συγκεκριµένα για τεγίδες σε 
παραδοσιακά πέτρινα σπίτια, σε στέγες, εξωτερικές πόρτες και πατώµατα. Από τον 
16ο αιώνα, ένα µεγάλο ενδιαφέρον έχει προκύψει από το ξύλο P. heldreichii, που 
χρησιµοποιείται ως κύρια πηγή για την παραγωγή γάλακτος και την αποθήκευση 
εµπορευµάτων (Todaro et al., 2007). Παράλληλα, έχει θεωρηθεί, ευρέως στην 
Ελλάδα, ως πολύτιµο υλικό για την κατασκευή βαρελιών κρασιού (Tsoumis, 1991), 
καθώς είναι γνωστή η αξιοσηµείωτη φυσική αντοχή, που διαθέτει και το καθιστά, 
παρόλο τη σπανιότητά του, ένα εξαιρετικό είδος για τη βιοµηχανία ξυλείας (Petrovic 
& Miric, 1981). 

 

 

Α.7.3.6 Προστασία και διατήρηση του είδους 
 
Το ρόµπολο περιλαµβάνεται στην Κόκκινη Λίστα Απειλούµενων Ειδών της 

IUCN (IUCN - Red List of Threatened Species), αν και εντάσσεται στα είδη χαµηλού 
κινδύνου. Ωστόσο, η φυσική κατανοµή του είδους περιορίζεται συνεχώς και 
κατακερµατίζεται, κυρίως λόγω των δασικών πυρκαγιών, υπερβόσκησης 
(ανθρωπογενείς διαταραχές)  αλλά και λόγω υβριδισµού. Συγκεκριµένα, οι πυρκαγιές 
µπορεί να προκαλέσουν ταχεία και δραστική µείωση του µεγέθους του πληθυσµού 
καταστρέφοντας ενήλικα δέντρα, µε συνέπεια απώλειες γενετικής ποικιλοµορφίας και 
προσαρµοστικού δυναµικού δενδρυλλίων. Εντατική βόσκηση εµποδίζει τη φυσική 
αναγέννηση και µπορεί, επίσης, να οδηγήσει σε τοπική εξαφάνιση όταν τα ενήλικα 
δέντρα πεθαίνουν. 

Η κύρια στρατηγική η οποία έχει υιοθετηθεί για τη διατήρηση του είδους 
συνδέεται µε εθνικά πάρκα και προστατευόµενες περιοχές. Παράλληλα, η σχεδίαση 
in situ διατήρησης γονιδίων, όπου κατάλληλες στρατηγικές διαχείρισης των δασών, 
που χρησιµοποιούνται, είναι ένας αποτελεσµατικός τρόπος για τη διατήρηση των 
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γενετικών πόρων του στοχευόµενου είδους, κάνοντας δυνατές εξελικτικές αλλαγές 
στην πάροδο του χρόνου. Η γενετική ποικιλότητα και η προσαρµοστικότητα µπορεί 
να διατηρηθούν από τη µία γενιά στην άλλη µέσω της διατήρησης αρκετά µεγάλων 
πληθυσµών τοπικά προσαρµοσµένων δέντρων και επιτρέποντας τη φυσική 
αναγέννηση από ένα µεγάλο αρκετά αριθµό γονέων.  

Τέλος, η ex situ διατήρηση θα πρέπει να χρησιµοποιηθεί εάν τα δάση είναι 
υπό πίεση ή αν οι γενετικοί πόροι τους παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον (για 
παράδειγµα, οριακοί ιταλικοί πληθυσµοί). Οι ex situ συστάδες πρέπει να καθοριστούν 
µε προσοχή ώστε να αντιπροσωπεύουν την αρχική γενετική ποικιλοµορφία ενός 
πληθυσµού. ∆εδοµένης της υψηλής ενδογαµίας και τα χαµηλά ποσοστά 
διασταύρωσης αυτού του είδους, ιδανικά οι σπόροι πρέπει να συλλέγονται από ένα 
µεγάλο αριθµό δέντρων (100 περ.) και από δέντρα που φύονται τουλάχιστον 100 
µέτρα µακριά (Vendramin et al., 2008). 

 

 

Α.7.3.7 Χηµική σύσταση 

 
Α.7.3.7.1 Χηµική σύσταση ξύλου 

Έρευνα, που πραγµατοποιήθηκε από GC και GC / MS αναλύσεις του αιθέριου 
ελαίου από ξύλο του P. heldreichii, που συλλέχθηκε από ένα µεγάλο υψόµετρο της 
δασικής περιοχής της Πίνδου στη βορειοδυτική Ελλάδα, οδήγησε στην ταυτοποίηση 
40 συστατικών (που αντιστοιχεί σε 96.30 % του συνολικού βάρους). Τα κύρια 
συστατικά είναι: λιµονένιο 28.70 %, κεµπρένιο 23.82 %, λονγκιφολένιο 6.89 %, α- 
πινένιο 6.43%, µεθυλο-καβικόλη 5.94 %, καουρένιο 5.88 % και κεµπρένιο A 5.58 %. 
Μεταξύ των οποίων λιµονένιο, κεµπρένιο, λονγκιφολένιο και α-πινένιο έχουν 
βρεθεί ως τα πιο άφθονα (Πίνακας 4), (Graikou et al., 2012). 

 

 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Πρέπει να σηµειωθεί, η παρουσία στο έλαιο ενός συνολικού 37.18 % 

υδρογονανθράκων µονοτερπενίου και 36.07 % διτερπενίων, που ακολουθείται από 

Ενώσεις % σε αιθέριο έλαιο 
Μονοτερπένια 37.18 
Σεσκιτερπένια 10.47 
∆ιτερπένια 36.07 

Υδρογονάνθρακες 
 

83.72 

     Οξυγονωµένα Μονοτερπένια 10.92 
     Οξυγονωµένα Σεσκιτερπένια 0.51 
     Οξυγονωµένα ∆ιτερπένια 0.90 

Οξυγονωµένες ενώσεις 
 

12.33 

Άλλα 0.22 
Σύνολο 96.27 

Πίνακας 3: Σύνθεση των διαφορετικών τάξεων των τερπενίων σε αιθέριο από ξύλο του P. hledreichii 
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οξυγονωµένα µονοτερπένια 10.92 % και 10.47 % σεσκιτερπένια (Πίνακας 3), 
(Graikou et al., 2012). 

 
 
Α.7.3.7.2 Χηµική σύσταση ξυλώµατος ελαιορητίνης και κόµης 

τερεβινθέλαιου 
 

Από έρευνες, που έγιναν σε ξύλωµα ελαιορητίνης, που παρακεντήθηκε από 
διάφορα δέντρα P. heldreichii στο Κόσοβο, ως κύρια συστατικά ταυτοποίηθηκαν η 
θενµπεργόλη και η κεµβρόλη (84.8 %). Επιπλέον, η έρευνα αυτή αποκάλυψε ότι 
λιµονένιο (79.4 %), α-πινένιο (11.2 %) και λονγκιφολένιο (5.6 %) ήταν τα κύρια 
συστατικά κόµης τερεβινθέλαιου (Lange et al., 1994). Αναφέρεται, επίσης, ότι το 83 
% του τερεβενθινθέλαιου του βοσνιακού πεύκου αποτελείται από λιµονένιο 
(Πίνακας 4), (Obst, 1998). 

 
 

Α.7.3.7.3 Χηµική σύσταση πευκοβελόνων 

Επιπλέον, διάφορες µελέτες έχουν διεξαχθεί σχετικά µε τις χηµικές αναλύσεις 
του αιθέριου ελαίου, που προέρχεται από βελόνες P. heldreichii διαφορετικής 
γεωγραφικής εξάπλωσης (Πίνακας 4): 

� Bonesi et al. (2010): Οι βελόνες του P. heldreichii Christ. subsp. 
leucodermis συλλέχθηκαν κατά τη φάση πλήρους άνθησης από φυτά 
που αναπτύσσονται στην Καλαβρία, στην Ιταλία. Τα αιθέρια έλαια 
από τις βελόνες ελήφθησαν δια υδροαπόσταξης για 3 ώρες, 
χρησιµοποιώντας µια συσκευή τύπου Clevenger (Clevenger, 1928). Η 
απόδοση των ελαίων ήταν 0.2 % (ν / ν). Ένα σύνολο 50 ενώσεων (91,3 
% του συνόλου του ελαίου) ταυτοποίηθηκαν στο αιθέριο έλαιο. Τα 
κύρια συστατικά ήταν: α-πινένιο (24.2 %) και β-πινένιο (8.4 %), 
λιµονένιο (7.8 %), α-κουµπεµπένιο (7.6 %), τερπινολένιο (5.9 %), και 
trans-καρυοφυλλένιο (4.5 %).  

� Οι Maric et al. (2007) διαπίστωσαν ότι το υλικό από βοσνιακές 
πευκοβελόνες από την Ερζεγοβίνη είναι πλούσιο σε λιµονένιο (52.8 
%), γερµακρένιο D (15.8 %), α-πινένιο (10.2 %) και καρυοφυλλένιο 
(7.7 %).  

� Αρκετά παρόµοια αποτελέσµατα αναφέρθηκαν από τους Nikolic et al. 
(2007) σε µια ερευνητική µελέτη που πραγµατοποιήθηκε από τα 
πτητικά πευκοβελόνων από διαφορετικούς πληθυσµούς: ένα στη 
Σερβία και τρεις στο Μαυροβούνιο. Στο προφίλ των τερπενίων, 
κυρίαρχα συστατικά ήταν: λιµονένιο (26.3 %), α-πινένιο (17.5 %), 
γερµακρένιο D (13.5 %), και β-καρυοφυλλένιο (10.4 %), αποτελώντας 
~ 67.7 % του αιθέριου ελαίου. Το P. heldreichii έδειξε την υψηλότερη 
αφθονία υδρογονανθράκων σεσκιτερπενίων και µονοτερπενίων και τη 
χαµηλότερη για οξυγονούχα µονοτερπένια 

� Παροµοίως, υψηλό επίπεδο µονοτερπενίων (~ 60 %) ανιχνεύθηκε από 
τους Petrakis et al. (2001) σε µια µελέτη σχετικά µε τα έλαια των 
βελόνων από δέντρα, που φύονται στην Ελλάδα, και κατέληξαν στο 
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ακόλουθο χηµικό προφίλ: λιµονένιο » α-πινένιο > γερµακρένιο D > β-
καρυοφυλλένιο > β-πινένιο.  

 

Πίνακας 4: Κύρια συστατικά (% σε αιθέριο έλαιο) από διαφορετικά µέρη του P. heldreichii 

 

 

 

Α.7.3.8 Βιολογικές δράσεις 

 

Α.7.3.8.1 Ανασταλτική δράση αντιχολινεστεράσης στη θεραπεία της νόσου 

Alzheimer 

Τα αιθέρια έλαια και τα συστατικά τους από το Pinus heldreichii εµφανίζουν 
σηµαντική ανασταλτική δράση αντιχολινεστεράσης στη θεραπεία της νόσου 
Alzheimer (AD) (Bonesi et al., 2010), µίας νευροεκφυλιστικής πάθησης, που 
προκύπτει από µια χρόνια βλάβη και φθορά των νευρώνων του κεντρικού νευρικού 
συστήµατος (ΚΝΣ).  

Η αναστολή της χολινεστεράσης είναι η κύρια θεραπεία για τα συµπτώµατα 
της AD, και η αποκατάσταση των επιπέδων της ACh µέσω αναστολής και των δύο 
κύριων µορφών της χολινεστεράσης, AChE και BChE, αποτελεί µια χρήσιµη 
θεραπευτική προσέγγιση για τη βελτίωση του χολινεργικού ελλείµµατος όχι µόνο για 
τη θεραπεία της AD, αλλά και άλλων µορφών άνοιας. Η δυνητική χρήση των 
φυσικών προϊόντων έχει αποδειχθεί µε επιτυχία στον τοµέα της AD (Francotte et al., 
2004; Houghton et al., 2006).  

Με βάση τα παραπάνω, αναλύθηκε το προφίλ σύνθεσης των αιθέριων ελαίων 
από βελόνες του P. heldreichii subsp. leucodermis µε αέρια χρωµατογραφία- 
φασµατοσκοπία µάζας (GC-MS), και διερευνήθηκαν οι σχέσεις µεταξύ των χηµικών 
συστατικών και της ανασταλτικής δράσης των AChE και BChE. Όλα τα αιθέρια 
έλαια που µελετήθηκαν ήταν σε θέση να αναστέλλουν in vitro τα ένζυµα µε ένα 

Compounds Xylem 
oleoresin 
(Lange et 
al.,1994) 

 

Gum 
turpentine oil 

(Lange et al., 
1994) 

Needles 
(Petrakis et 
al., 2001) 

Needles 
(Maric et 
al., 2007) 

Needles 
(Nikolic et 
al., 2007) 

Needles 
(Bonesi et 
al., 2010) 

Wood 
(Graikou et 
al., 2012) 

α-πινένιο - 11.16 13.8 10.2 17.51 24.2 6.43 
β-πινένιο - 0.47 4.2 3.0 5.66 8.4 0.25 

Λιµονένιο - 79.44 34.3 52.8 26.30 7.8 28.70 
Μέθυλ καβικόλη - 0.18 - - - - 5.94 
Λονγκιφολένιο 1.11 5.62 - - - - 6.89 

β-καρυοφυλλένιο - 0.09 8.4 7.7 10.41 4.5 - 
Γερµακρένιο D - - 12.8 15.8 13.53  - 

Κεµπρένιο 5.6  ή 4.1 - 0.2 0.1 -  23.82 
Κεµπρένιο Α - - - - -  5.58 
Καουρένιο - - 0.3 - - - 5.88 

Θενµπεργόλη/κεµπρόλη 
(1:2) 

84.8 - - - - - - 

Τερπινολένιο - - - - - 5.9 - 

α-κουµπεµπένιο - - - - - 7.6 - 
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δόσο-εξαρτώµενο τρόπο. Το P. heldreichii εµφάνισε την πλέον υποσχόµενη 
δραστηριότητα, µε τιµές IC50 51.1 και 80.6 µg / mL έναντι AChE και BChE, 
αντίστοιχα (Bonesi et al., 2010). ∆ιάφορα βασικά συστατικά του ελαίου έχουν 
ερευνηθεί για τις επιπτώσεις τους στην AChE. Έχει αναφερθεί και στο παρελθόν ότι 
τα αιθέρια έλαια, που είναι πλούσια σε τερπένια εµφανίζουν µια ισχυρή ανασταλτική 
δράση έναντι δύο ενζύµων (Mukherjee et al., 2007; Murray et al., 2009; Souza et al., 
2009). Έτσι λοιπόν, έχει βρεθεί ότι η πλειονότητα των αναστολέων AChE, που 
προσδιορίζονται στα αιθέρια έλαια, είναι τα τερπενοειδή (Miyazawa et al., 1997; 
Savelev et al., 2003; Miyazawa & Yamafuji, 2005; Miyazawa & Yamafuji, 2006; 
Menichini et al., 2009). Λόγω του µικρού µοριακού µεγέθους και της 
λιποφιλικότητας τους, τα πτητικά συστατικά των αιθέριων ελαίων είναι πιθανό να 
διασχίζουν εύκολα τον αιµατεγκεφαλικό φραγµό (Savelev et al., 2004).  

Μεταξύ των ταυτοποιηµένων συστατικών του P. heldreichii ελέγχθηκαν τα 
εξής: τερπινολένιο, β-φυλλανδρένιο, ακέτυλο λιναλοόλη, trans-καρυοφυλλένιο, και 
τερπιν-4-όλη. Το trans-καρυοφυλλένιο και η τερπιν-4-όλη ανέστειλαν τη BChE µε 
τιµές IC50 78.6 και 107.6 µg / mL, αντίστοιχα. Το β-φυλλανδρένιο ήταν επιλεκτικό 
ενάντια AChE (τιµή IC50 των 120.2 µg / mL), (Bonesi et al., 2010). Η συνεργική 
δράση των διαφορετικών µειγµάτων τερπενίων έχει, επίσης, αξιολογηθεί (Savelev et 
al., 2003; Miyazawa & Yamafuji, 2006;). Γενικά, τα ευρήµατα δείχνουν ότι η 
ανασταλτική δράση του αιθέριου ελαίου του P. heldreichii είναι το αποτέλεσµα µιας 
σύνθετης αλληλεπίδρασης µεταξύ των συστατικών, τα οποία παράγουν και 
συνεργιστικές και ανταγωνιστικές αντιδράσεις µεταξύ των συστατικών - τερπενίων 
(Bonesi et al., 2010). 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Α.7.3.8.2 Αντιοξειδωτική δράση 
 
Το αιθέριο έλαιο, που λαµβάνεται από το ξύλο του P. heldreichii, 

αποδείχθηκε ότι προστατεύει το ηλιέλαιο από οξείδωση. Η µέθοδος που 
χρησιµοποιήθηκε ήταν µια τροποποίηση της µεθόδου Rancimat η οποία αναφέρθηκε 
από τους Lalas και Tsaknis (2002). Πιο αναλυτικά, πραγµατοποιήθηκε προετοιµασία 
του αιθέριου ελαίου για τη µέθοδο Rancimat: Ηλιέλαιο (Sol, Ηλίας Α.Ε., Αθήνα, 
Ελλάδα) καθαρίστηκε από ιχνοστοιχεία και άλλα προοξειδωτικά µέσω 
χρωµατογραφίας προσρόφησης για να αποδώσει καθαρισµένα κλάσµατα 
τριακυλογλυκερόλης ηλιέλαιου σύµφωνα µε τη µέθοδο που περιγράφεται από τους 

Ευρήµατα 

� Τα αιθέρια έλαια και τα συστατικά τους από το Pinus heldreichii 
εµφανίζουν σηµαντική ανασταλτική δράση αντιχολινεστεράσης 
στη θεραπεία της νόσου Alzheimer. 

� Η αποκατάσταση των επιπέδων της ACh µέσω αναστολής και των 
δύο κύριων µορφών της χολινεστεράσης, AChE και BChE, 
αποτελεί µια χρήσιµη θεραπευτική προσέγγιση όχι µόνο για τη 
θεραπεία της AD, αλλά και άλλων µορφών άνοιας. 

� H πλειονότητα των αναστολέων της AChE που προσδιορίζονται 
στα αιθέρια έλαια είναι τερπενοειδή. 
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Fuster et al. (1998). Σε όλες τις αναλογίες που χρησιµοποιήθηκαν, το αιθέριο έλαιο 
του ξύλου βελτίωσε σηµαντικά την αντίσταση του ηλιέλαιου σε οξείδωση (Πίνακας 
5) (Graikou et al., 2012). Ο παράγοντας προστασίας (Protection factor-Ρ.f.) 
υπολογίζεται ως Ρ.f. = (Περίοδος επαγωγής µε αντιοξειδωτικό) / (περίοδος επαγωγής 
χωρίς αντιοξειδωτικό). Ένας παράγοντας προστασίας µεγαλύτερος από 1 δείχνει 
αναστολή της οξείδωσης των λιπιδίων. Όσο υψηλότερη είναι η τιµή, τόσο καλύτερη 
είναι η αντιοξειδωτική δράση (Lalas & Dourtoglou, 2003). 

Επιπλέον, το λάδι έδειξε µια πολλά υποσχόµενη αντιοξειδωτική δράση µέσω 
της µεθόδου Rancimat. 

 

Πίνακας 5: Παράγοντας προστασίας διαφόρων συγκεντρώσεων του αιθέριου ελαίου από 
ξύλο του P. heldreichii σε καθαρισµένο ηλιέλαιο 

 

 
Τα αποτελέσµατα, που ελήφθησαν, έδειξαν ότι το αιθέριο έλαιο του ξύλου 

του P. heldreichii µπορεί να θεωρηθεί ως µια καλή φυσική πηγή µε σηµαντική 
αντιοξειδωτική δράση (Lalas & Tsaknis, 2002). Αυτή η δραστικότητα µπορεί να 
αποδοθεί στα κύρια συστατικά ή / και σε συνέργεια µεταξύ των διαφόρων 
συνιστωσών του αιθέριου ελαίου. Σύµφωνα µε πρόσφατη βιβλιογραφία, ενώσεις 
όπως λιµονένιο, α-πινένιο, β-πινένιο και διτερπενοειδή τύπου καουρένιου, τα οποία 
είναι από τα πιο άφθονα στο µελετηµένο αιθέριο έλαιο από το ξύλο, έχουν δείξει 
ισχυρή έως µέτρια αντιοξειδωτική δράση (Ruberto & Baratta 2000; 
Thirugnanasampandan et al. 2008), έτσι ώστε η εµφανιζόµενη αντιοξειδωτική δράση 
θα µπορούσε να αποδοθεί κυρίως σε αυτά. 

 
 

Α.7.3.8.3 Αντιµικροβιακή δράση 

Το αιθέριο έλαιο από ξύλο του P. heldreichii εµφάνισε ευρύ φάσµα ισχυρών 
αντιµικροβιακών δραστικοτήτων ειδικά ενάντια σε Gram θετικά βακτήρια: 
Staphylococcus aureus και Staphylococcus epidermidis (MIC τιµές 2.20-2.45 mg / 
ml) και ανθρώπινους παθογόνους µύκητες Candida albicans, C. tropicalis και C. 
glabrata (MIC τιµές 2.0-2.5 mg / ml). Η δραστικότητα αυτή αποδίδεται κυρίως λόγω 
της υψηλής περιεκτικότητας κεµπρενίου, που προσδιορίστηκε σε σηµαντικές 
ποσότητες (~ 24 %) µόνο στο αιθέριο έλαιο του ξύλου του P. heldreichii. Το 
κεµπρένιο, που αποτελεί το κύριο συστατικό του ελαίου από ξύλο του δέντρου, έχει 
αναγνωριστεί ως η πιο πολύτιµη ένωση για την αντιµικροβιακή δράση του (Graikou 
et al., 2012). 

∆είγµα Αιθέριο έλαιο σε ηλιέλαιο 

(%) 

Παράγοντας προστασίας 

P. heldreichii αιθέριο έλαιο 1 2.17 ( +/- 0.06) 

P. heldreichii αιθέριο έλαιο 2 2.08 (+/-  0.02) 
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[95] 

 

 

Β.1 Σκοπός της παρούσας µελέτης: 
Οι παρεµβάσεις διατροφής, όπως η περιορισµένη λήψη θερµίδων (Caloric 

Restriction - CR) ή η ισορροπηµένη υγιεινή διατροφή είναι από τις πιο 
αποτελεσµατικές προσεγγίσεις για την επέκταση της ποιότητας ζωής ή / και της 
µακροζωίας, που οφείλονται είτε σε παρατεταµένη ήπια ενεργοποίηση των οδών που 
ανταποκρίνονται στο στρες ή / και στα χαµηλά επίπεδα βλαβών στα βιοµόρια. 

Το κύριο σηµατοδοτικό µονοπάτι αντιοξειδωτικής απόκρισης Nrf2 (nuclear 
factor erythroid 2-related factor 2) / Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), 
καθώς και τα κύρια πρωτεολυτικά και επιδιορθωτικά συστήµατα (σύστηµα 
ουβικιτίνης – πρωτεασώµατος και µονοπάτι αυτοφαγίας - λυσοσώµατος) 
διαδραµατίζουν βασικό ρόλο στη λειτουργικότητα του δικτύου πρωτεόστασης. 

 

Σκοπός λοιπόν της παρούσας εργασίας ήταν η 

«In vivo µελέτη της επίδρασης εκχυλισµάτων από τα είδη Pinus nigra και 
Pinus heldreichii ως προς την αντιγηραντική και αντιοξειδωτική τους δράση» 

Ειδικότερα µελετήθηκαν οι διατροφικές επιπτώσεις όσον αφορά: 

� στη βιωσιµότητα / φυσιολογία και το προσδόκιµο ζωής των εντόµων, 
 

� στην έκφραση και ενεργότητα του πρωτεασώµατος, καθώς και την 
ενεργότητα των λυσοσωµικών καθεψινών, και  

 
� στην έκφραση γονιδίων που σχετίζονται µε το σηµατοδοτικό µονοπάτι 

αντιοξειδωτικής απόκρισης Nrf2 / Keap1 

Τα υπό µελέτη εκχυλίσµατα συγκρίθηκαν µε το υδατικό εκχύλισµα από το 
φλοιό του είδους P. pinaster (Pycnogenol®), το οποίο χρησιµοποιήθηκε ως 
µάρτυρας, καθώς είναι γνωστή η αντιοξειδωτική του δράση (βλέπε Α.1.7.9). 
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Β.2 Το έντοµο Drosophila melanogaster 

 

Ταξινόµηση 

Βασίλειο Animalia 

Φύλο Αρθρόποδα 

Κατηγορία Έντοµα 

Τάξη ∆ίπτερα 

Οικογένεια Drosophilidae 

Γένος Drosophila 

Υπογένος Sophophora 

Είδος Melanogaster 

 

Πίνακας 6: Συστηµατική κατάταξη του εντόµου Drosophila melanogaster 

Στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιήθηκε ο οργανισµός µοντέλο Drosophila 
melanogaster (φυσιολογικού τύπου Oregon R). Το δίπτερο έντοµο αυτό αποτελεί το 
πρώτο οργανισµό του οποίου οι διάφορες φάσεις της ανάπτυξης κατανοήθηκαν σε 
µοριακό επίπεδο και τα τελευταία χρόνια αποτελεί ένα από τα πιο χρησιµοποιούµενα 
πειραµατικά µοντέλα µελέτης της in vivo γήρανσης (Helfand & Rogina, 2003). Η D. 
melanogaster συγκεντρώνει σηµαντικά πλεονεκτήµατα όπως: η µικρή διάρκεια ζωή 
της, το µικρό της µέγεθος, το µεγάλο εύρος των γενετικών χειρισµών που είναι 
διαθέσιµοι, ο σύντοµος βιολογικός κύκλος της, ο οποίος διαρκεί περίπου 10 ηµέρες 
σε θερµοκρασία 25 οC καθώς και το γεγονός ότι καλλιεργείται εύκολα στο 
εργαστήριο.  

Επιπλέον, έχει διαπιστωθεί πως µεγάλος αριθµός γονιδίων στη D. 
melanogaster παρουσιάζει οµολογία µε γονίδια των θηλαστικών, κατά συνέπεια και 
πολλά µεταβολικά και αντιοξειδωτικά µονοπάτια, όπως το µονοπάτι Nrf2/Keap1, 
είναι όµοια µε αυτά του ανθρώπου (Kim, 2007). Τέλος, το γεγονός πως η D. 
melanogaster διαθέτει τόσο µεταµιτωτικά όσο και µιτωτικά (Ito & Hotta, 1992) την 
καθιστά ακόµα πιο ελκυστική ως µοντέλο µελέτης της γήρανσης αλλά και των 
νευροεκφυλιστικών νόσων. 
 

 

Β.2.1 Φυσιολογική ανάπτυξη της Drosophila melanogaster 
 
Η Drosophila melanogaster ανήκει σε µια από τις οικογένειες εντόµων 

(∆ίπτερα) που υφίσταται πλήρη µεταµόρφωση. Έτσι, το αυγό εκκολάπτεται και 
προκύπτει µια προνύµφη (larvae), η οποία διαφέρει δοµικά από το ενήλικο άτοµο. Η 
προνύµφη αναπτύσσεται και υφίσταται δυο εκδύσεις πριν φτάσει σε ένα στάδιο 
ηρεµίας, το οποίο ονοµάζεται νύµφη (pupa). Στο στάδιο αυτό, το σώµα αναπλάθεται, 
για να σχηµατιστεί το ενήλικο άτοµο. Μια από τις, κοµβικής σηµασίας, διεργασίες 
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που γίνονται κατά την προνυµφική ανάπτυξη είναι η αύξηση των «δίσκων 
ενηλικίωσης», οι οποίοι προέρχονται από εγκολπώσεις της επιδερµίδας. Για κάθε 
οµάδα εξαρτηµάτων υπάρχει και ένα ζεύγος δίσκων ενηλικίωσης, οι οποίοι 
διαφοροποιούνται στις ενήλικες δοµές τους κατά τη µεταµόρφωση (Εικόνα 56) 
(Watson, 2004).  

Η διάρκεια ζωής της D. melanogaster ποικίλει ανάλογα µε τις 
περιβαλλοντικές συνθήκες. Σε ιδανικές συνθήκες καλλιέργειας φτάνει έως και 70 
ηµέρες, ενώ σε δυσµενείς συνθήκες περιορίζεται σηµαντικά (Slack, 2006; Λάµνησου, 
2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Μετά την εκκόλαψη του αυγού, η προνύµφη περνά από τρία στάδια, µεταξύ των οποίων 

µεσολαβούν τρεις εκδύσεις. Κατά την περίοδο αυτή, η προνύµφη τρέφεται αδιάκοπα και αυξάνεται 
σηµαντικά σε µέγεθος, χωρίς όµως να αλλάζει ιδιαίτερα η µορφολογία της. Η προνύµφη του τρίτου 
σταδίου γίνεται νύµφη, µια διαδικασία κατά την οποία το µεγαλύτερο µέρος του σώµατος της 
αφοµοιώνεται και αντικαθίσταται από τις δοµές του ενήλικου ατόµου, που αναπτύσσονται µετά τη 
διαφοροποίηση των «δίσκων ενηλικίωσης».  

 
 

Β.2.1.1 Ωογένεση 
 

Κατά την αρχή της ωογένεσης, το γαµετικό κύτταρο διαιρείται τέσσερις 
φορές, µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό 16 κυττάρων, από τα οποία το ένα γίνεται 
ωοκύτταρο και τα υπόλοιπα 15 τροφοκύτταρα. Ολόκληρο το σύµπλεγµα ωοκυττάρου 
– τροφοκυττάρων (γαµετικής προέλευσης) περιβάλλεται από τα θυλακοκύτταρα των 
ωοθηκών (σωµατικής προέλευσης) σχηµατίζοντας µια δοµή, που καλείται ωοθυλάκιο 
(Trougakos & Margaritis, 2002). Τα θυλακοκύτταρα προέρχονται από τις γονάδες και 
κατά συνέπεια, από τη σωµατική και όχι από τη γαµετική σειρά (Slack, 2006; 
Λάµνησου, 2006). 

 
 

Εικόνα 55: Κύκλος ζωής του δίπτερου εντόµου Drosophila melanogaster 
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Β.2.1.2 Εµβρυογένεση 
 

Η γονιµοποίηση λαµβάνει χώρα στη µήτρα και το σπερµατοζωάριο εισέρχεται 
από το εµπρόσθιο άκρο, από µια οπή του κελύφους του ωοθυλακίου, που ονοµάζεται 
µικροπύλη. Σε άριστες συνθήκες, τα αυγά αποτίθενται αµέσως µετά τη γονιµοποίηση. 
Αν για κάποια αιτία, όπως χαµηλή θερµοκρασία ή έλλειψη κατάλληλης θέσης για την 
απόθεση των αυγών, το θηλυκό άτοµο δε γεννήσει το γονιµοποιηµένο ωάριο, τα 
πρώτα στάδια της εµβρυϊκής ανάπτυξης, η οποία αρχίζει αµέσως µετά τη 
γονιµοποίηση, γίνονται στο εσωτερικό του εντόµου. Η εκκόλαψη των νυµφών, οι 
οποίες µοιάζουν µε σκουλήκι, πραγµατοποιείται µέσα σε 24 ώρες στους 25 οC. Η 
αρχική περίοδος αποτελείται από γρήγορες πυρηνικές διαιρέσεις και ονοµάζεται 
αυλάκωση. Κατά το πρώιµο αυτό στάδιο ολόκληρο το έµβρυο συγκροτεί ένα 
συγκύτιο, στο οποίο όλοι οι πυρήνες µοιράζονται το κοινό κυτταρόπλασµα. Στη 
συνέχεια, σχηµατίζονται τα πολικά κύτταρα από τα οποία προκύπτουν τα γαµετικά 
κύτταρα, έπεται το συγκυτιακό βλαστόδερµα, που µετά το διαχωρισµό των πυρήνων 
θα δώσει το κυτταρικό βλαστόδερµα. Έπειτα, ξεκινά η γαστριδίωση, που οδηγεί στο 
σχηµατισµό των τριών βλαστικών στιβάδων, από τις οποίες θα προκύψουν τα όργανα 
του εντόµου (Slack, 2006; Λάµνησου, 2006). 

 
 

Β.2.1.3 Στάδια της προνύµφης 
 

Η προνύµφη της Drosophila melanogaster δεν έχει πόδια, το κεφάλι της είναι 
αναδιπλωµένο στο εσωτερικό και φέρει τρία θωρακικά και οκτώ ορατά κοιλιακά 
µεταµερή. Στην κοιλιακή πλευρά της προνύµφης, σε καθένα από τα θωρακικά και 
κοιλιακά µεταµερή υπάρχουν ζώνες οδοντιδίων, των οποίων το σχήµα και το µέγεθος 
είναι διαφορετικό για τα θωρακικά και τα κοιλιακά µεταµερή, αντίστοιχα. Το οπίσθιο 
άκρο της προνύµφης δεν παρουσιάζει µεταµερισµό και ονοµάζεται τέλσο, ενώ η δοµή 
της κεφαλής είναι ιδιαίτερα πολύπλοκη, καθώς παρουσιάζει ένα κεράτινο 
κεφαλοφαρυγγικό σκελετό, που εκκρίνεται από το στοµατίδιο της πεπτικής οδού.  

Κατά τη διάρκεια του σταδίου αυτού γίνονται δύο εκδύσεις που χωρίζουν το 
προνυµφικό στάδιο σε τρία επιµέρους στάδια. Οι προνύµφες τρέφονται από την ίδια 
τροφή που τρέφονται και οι γονείς, ωστόσο έχουν την ιδιότητα να σκάβουν στοές 
µέσα σε αυτή. Έτσι, η ύπαρξη στοών στην τροφή δείχνει επιτυχία µιας καλλιέργειας. 

Το στάδιο αυτό διαρκεί τέσσερις ηµέρες. Στη συνέχεια, η προνύµφη 
ακινητοποιείται, µικραίνει σε µέγεθος και µεταµορφώνεται σε νύµφη. Το µεταβατικό 
αυτό στάδιο διαρκεί περίπου µισή ηµέρα, ενώ το στάδιο της νύµφης διαρκεί τέσσερις 
ηµέρες (Slack, 2006; Λάµνησου, 2006).  
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Β.2.1.4 Το ενήλικο άτοµο 
 

Όταν ολοκληρωθεί η ανάπτυξη του τέλειου εντόµου, τότε εκκολάπτεται από 
το βοµβύκιο το έντοµο ανοίγοντας µια οπή στο πρόσθιο τµήµα του. Στην αρχή, το 
τέλειο έντοµο έχει σώµα επιµηκυµένο, µε χρώµα ανοικτότερο του κανονικού και 
αναδιπλωµένα φτερά, γρήγορα όµως παίρνει την τελική του µορφή. Η εκδίπλωση των 
φτερών γίνεται µια ώρα περίπου µετά την εκκόλαψη, ενώ η απόκτηση του κανονικού 
χρώµατος µερικές ώρες αργότερα. Τα αγρίου τύπου έντοµα (wild type) έχουν 
κόκκινα µάτια, κίτρινο-καφετί σώµα, εγκάρσια µαύρα δακτυλίδια σε όλη την κοιλιά 
τους και παρουσιάζουν φυλετικές διαφορές (Εικόνα 57).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Το αρσενικό άτοµο (δεξιά) εµφανίζεται µικρότερο από το θηλυκό άτοµο (αριστερά). Επίσης, 

εµφανίζει σκούρο χρώµα στο τελείωµα της κοιλιάς του, ενώ φέρει στο πρώτο ζευγάρι των ποδιών του 
το φυλετικό χτένι, το οποίο είναι απαραίτητο κατά την ερωτική επαφή. 

 

Τα θηλυκά άτοµα είναι περίπου 2.5 χιλιοστά µακρύτερα από τα αρσενικά 
άτοµα και µπορούν να γεννήσουν έως και 800 αυγά. Τα αρσενικά εµφανίζουν σκούρο 
χρώµα στο τελείωµα της κοιλιάς τους, το οποίο είναι στρογγυλό, σε αντίθεση, µε το 
άκρο της κοιλιάς των θηλυκών ατόµων, που είναι οξύληκτο. Επίσης, τα αρσενικά 
άτοµα φέρουν στο πρώτο ζευγάρι των ποδιών τους ένα σύνολο σµηρίγγων, το οποίο 
σχηµατίζει το φυλετικό χτένι (sex comps), το οποίο είναι απαραίτητο κατά την 
ερωτική επαφή, (Εικόνα 57). Τέλος, τα αρσενικά έχουν στην κοιλιακή τους χώρα 
πέντε µεταµερή τµήµατα, ενώ τα θηλυκά επτά (Slack, 2006; Λάµνησου, 2006).   

 

Εικόνα 56: Ενήλικα άτοµα Drosophila melanogaster διαφορετικού φύλου 
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Β.2.1.5 Το πρωτεάσωµα στη Drosophila melanogaster 
 

Το πρωτεάσωµα της D. melanogaster εµφανίζει την ίδια δοµή µε αυτή των 
θηλαστικών. Συγκεκριµένα, συνίσταται από τις εξής υποµονάδες: α1-7, β1-7, Rpn1-6, 
Rpt1-13 και από τα ένζυµα από-ουβικιτινίωσης όπως είναι η υδρολάση UCH37. Οι 
υποµονάδες α1-7 καθώς και οι β1-7 εντοπίζονται στον πυρήνα του πρωτεασώµατος, 
το 20S καταλυτικό κέντρο. Οι υποµονάδες Rpn1-6 και Rpt1-13 βρίσκονται στο 19S 
ρυθµιστικό κέντρο. Συγκεκριµένα, το 19S ρυθµιστικό σύµπλοκο αποτελείται από τη 
βάση και το καπάκι. Στη βάση εντοπίζονται οι έξι µονάδες ATPάσης (Rpn) και 
τέσσερις υποµονάδες µη ATPάσης, ενώ το καπάκι είναι ένα µη συµµετρικό 
σύµπλοκο που τοποθετείται στο πάνω µέρος της βάσης, αντιδιαµετρικά των δύο 
πλευρών του 26S πρωτεασώµατος. 

Στη D. melanogaster 12 από τα 33 γονίδια που κωδικοποιούν για το 26S 
πρωτεάσωµα έχουν από δύο, ή σπάνια από τρεις ισοµορφές, που κωδικοποιούνται 
από παράλογα γονίδια (a3T, a4T1-a4T2, a6T, β2R1-β2R2, b4R1-b4R2, β5R1-β5R2, 
Rpt3R, Rpt4R, Rpt6R, Rpn12, Rpn13, Uch37R), (Yuan et al., 1996; Ma et al., 2002; 
Yu et al., 2007). Σε κάθε περίπτωση, µία από κάθε υποµονάδα εκφράζεται σε όλα τα 
αναπτυξιακά στάδια και σε όλους τους ιστούς, αν και όλες οι επιπλέον ισοµορφές 
είναι ειδικές για τους όρχεις, µε άγνωστη µέχρι στιγµής λειτουργία (Belote & Zhong, 
2009). 
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Γ. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
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Γ.1 Υλικά  

Γ.1.1 Μηχανήµατα 
 

 

Συσκευή Εταιρεία Αριθµός καταλόγου 

Επωαστήρας ProBlot Labnet  

Σπεκτόµετρο spekol uv vis Zeiss  

Συσκευή ηλεκτροφόρησης Biorad  

Συσκευή µεταφοράς πρωτεϊνών σε 
νιτροκυτταρίνη 

Biorad  

Συσκευή PikoReal 96 Real-Time PCR System Thermo TCR0096 
ΣυσκευήσύνθεσηςcDNA(MinicyclerPTC-
150) 

MJ Research 
 

 

Φασµατοφωτόµετρο Biorad 170-2501 

Φθορόµετρο Biorad 170-2402 

Φυγόκεντρος Biofuge stratus 170-2501 
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Γ.1.2 Χηµικά αντιδραστήρια 

Αντιδραστήριο Εταιρεία Αριθµός καταλόγου 

2-mercaptoethanol Merck 15433 

Acetic acid Merck K39105963 

Acrylamide ResearchOrganics 9502A 

Agar Fluka 05040 

Ammonium persulfate (APS) Researc Organics 9530A 

Biorad protein assay Biorad 500-0006 

Bovine Serum Albumin Sigma A9418 

Bromophenol blue Sigma B-6896 

Calcium chloride Sigma 429759 

cDNA synthesis kit for RT-Qpcr Thermo K1641 
CH3COOH Merck K39105963 

ClCH2COONa Fluka 24610 

Coomassie brilliant blue R-250 Fluka 27816 

Developer D-19 Kodak 146 4593 

DMSO Sigma 270431 

DTT Sigma 248531 

ECL Santa CruzBiotech-
nology 

Sc-2048 

EDTAMolecular biology grade Research Organics 9572E 

EGTA Sigma 03777 

Ethanol Merck 1.00983.2511 

Fixer Fix-100 Agfa G382B 

Glycerol Sds 6023516 

Glycine Serva 23390 
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HCl 37 % Merck K37471017 

Hepes Sigma H-0891 

Methanol Merck 1.06009.2511 

NaHCO3 Fluka 24610-250G 

NP-40 Sigma 74385 

OxyBlot Protein Oxidation Detection 
Kit 

Chemicon S7150 

PBS (Phosphate buffered saline) Sigma P4417 

Polyoxyethylene sorbitan monolaurate 
(Tween 20) 

Sigma P-1379 

Potassium Chloride Sigma P-9333 

Prestained protein ladder Fermentas SM0671 

Propionic acid Merck 8.00605.1000 

Proteasome Substrate I (Fluorogenic) Enzo BML-BW8515-0005 

Proteasome Substrate II (Fluorogenic) Enzo BML-ZW9345-0005 

Proteasome Substrate III (Fluorogenic) Enzo 260-070-M005 

RNAzol Molecular Research 
Center, Inc. ( MRC) 

MRC-RN190-100 

ROS reagent/ probe Life technologies C6827 
SDS Serva 20765 

Sodium chloride Merck 1.06404.1000 

Maxima® SYBR Green/ROX qPCR 
Master Mix 

Thermo scientific FER-K0222 

Sulforhodamine Bsodium salt 

(Acid Red) 

Sigma 230162 

t-BHP Sigma B2633 

TEMED (N,N,N’,N’-
Tetramethylethylenediamine) 

Merck 1107320100 

Tris Research Organics 9680T 

Tween-20 Research Organics  
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Γ.1.3 Αντισώµατα 

 

Μάρτυρας πρωτεΐνης 

(έτοιµος για χρήση) 

Fermentas SM0671 

Μάρτυρας πρωτεΐνης 

(έτοιµος για χρήση) 

Fermentas SM1841 

Μεµβράνη νιτροκυτταρίνης Santa Cruz 
Biotechnology 

Sc-3724 

Φιλµ αυτοραδιογραφίας Santa Cruz 
Biotechnology 

Sc-201697 

Χαρτιά Whatman Sigma Aldrich Z241768 

Αντισώµατα Εταιρεία Αριθµός καταλόγου 

Πρωτογενή αντισώµατα ειδικά για τη Drosophila melanogaster 

26Sproteasomea7 subunit Santa Cruz Sc-65755 

26S proteasome b5 subunit Ευγενική προσφορά της Dr. Mavia Figueiredo-
Pereira 

26S proteasome p42A Santa Cruz Sc-65750 

anti-GAPDH Santa Cruz Sc-25778 

Anti-Ubiquitin Santa Cruz Sc-1633 

∆ευτερογενή αντισώµατα 

Anti-Mo-IgG/HRP Santa Cruz Sc-2005 

Anti-Rb-IgG/HRP Santa Cruz Sc-2004 
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Γ.1.4 PCR εκκινητές (PCR primers) 
 

Ζεύγη εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στην πραγµατικού χρόνου 
Αλυσιδωτή Αντίδραση τηςΠολυµεράσης (Real-Time PCR) 

Όνοµα εκκινητή Αλληλουχία 

cncC-F CAC-TAC-CCG-GGA-GTA-TTC-CAA-A 

cncC-R TAA-GCT-TCG-CCC-AGA-TTG-TG 

gstD1-F TGA-TCA-ATC-AGC-GCC-TGT-ACT 

gstD1-R GCA-ATG-TCG-GCT-ACG-GTA-AG 

Hsp70-F AAG-AAC-CTC-AAG-GGT-GAG-CG 

Hsp70-R CGT-CGA-TGG-TCA-GGA-TGG-AG 

Keap1-F GCG-CTC-GTC-AGC-CCA-TTT-T 

Keap1-R GGA-TGC-GCA-TAA-TTC-CTC-TTC-TT 

prosalpha7-F ACC-GAC-GAA-TTG-GTG-GAG-AG 

prosalpha7-R ACC-CAT-TTC-GAA-GCG-GAA-GT 

prosbeta5 –F GCC-ATC-TAC-CAT-GCC-ACC-TT 

prosbeta5-R TTA-CCC-AGC-CGT-CCT-CCT-TA 

Trx1-F GAC-ACC-AGT-GGA-ACT-ACC-CG 

Trx1-R ATT-TTG-AGT-GCA-TGT-CGG-CG 

Rpn11-F ACA-ACA-AGT-CAC-TGG-AGG-ACG 

Rpn11-R TGC-TTG-CCC-ACG-TTC-TTG-AT 

Rp49-F AGC-ACT-TCA-TCC-GCC-ACC 

Rp49-R ATC-TCG-CCG-CAG-TAA-ACG 
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Γ.1.5 Φυτικά εκχυλίσµατα 

 

 

Γ.1.6 In vivo πειραµατικό µοντέλο: Drosophila melanogaster 
 

Ως πειραµατόζωο, για τη διεκπεραίωση της παρούσας µελέτης, 
χρησιµοποιήθηκε το δίπτερο έντοµο D. melanogaster είτε φυσιολογικού τύπου 
Oregon R ή διαγονιδιακά στελέχη για τον έλεγχο της αντιοξειδωτικής απόκρισης. Τα 
έντοµα καλλιεργήθηκαν σε πλαστικούς σωλήνες καλλιέργειας (Bioline, 17101). Η 
καλλιέργεια πραγµατοποιήθηκε σε θάλαµο σταθερής θερµοκρασίας (23-25) οC, µε 
υγρασία 60 % και µε δωδεκάωρη εναλλαγή φωτισµού. 

 
 

 

Γ.1.7 ∆ιαγονιδιακά στελέχη Drosophila melanogaster 
 
Επίσης, ως πειραµατόζωα χρησιµοποιήθηκαν και διαγονιδιακά στελέχη 

έλεγχου αντιοξειδωτικής απόκρισης του δίπτερου εντόµου D. melanogaster: 

� ∆ιαγονιδιακά έντοµα (στέλεχος #7) που φέρουν το γονίδιο GFP 
(Green Fluorescent Protein) υπό τον έλεγχο του υποκινητή του 
γονιδίου gstD1, ο οποίος φέρει ένα στοιχείο αντιοξειδωτικής 
απόκρισης (ARE: AntioxidantResponseElement). 
Γονότυπος: gstD-ARE: GFP/II 

∆είγµα / 

Εκχύλισµα 

Είδος Προέλευση Αρχική 

συγκέντρωση 

(Cαρχ.) 

∆ιαλυτότητα 

Pycnogenol® P. pinaster Εκχύλισµα φλοιού 

Η2Ο (100 %) 

40 mg / ml DMSO (100 %) 

Agro 03 P. nigra Εκχύλισµα φλοιού 

Η2Ο (100 %) 

40 mg / ml DMSO (100 %) 

Agro 04 P. heldreichii Εκχύλισµα ξύλου 

Η2Ο:EtOH (90:10) 

40 mg / ml DMSO (100 %) 

Agro 05 P. heldreichii Εκχύλισµα ξύλου 

EtOH 100 % 

40 mg / ml DMSO (100 %) 
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� ∆ιαγονιδιακά έντοµα (στέλεχος #13) όµοια µε στέλεχος #7, αλλά 
φέρουνκαι µια µετάλλαξη στο στοιχείο αντιοξειδωτικής απόκρισης 
(ΑRE). 
Γονότυπος: gstD-mARE:GFP/III 

� ∆ιαγονιδιακά έντοµα (στέλεχος #8) που φέρουν το γονίδιο GFP υπό 
τον έλεγχο τεσσάρων συνθετικών στοιχείων αντιοξειδωτικής 
απόκρισης. 
Γονότυπος: sARE:GFP/II 
 
(Προσφορά του Καθηγητή κ. Bohmann, University of Rochester, NY) 
 

Τα παραπάνω διαγονιδιακά έντοµα χρησιµοποιούνται για τη µελέτη της 
ενεργοποίησης της αντιοξειδωτικής κυτταρικής απόκρισης, καθώς τα στοιχεία 
αντιοξειδωτικής απόκρισης ενεργοποιούνται από µεταγραφικούς παράγοντες 
παρουσία οξειδωτικού στρες και επάγουν την ενεργοποίηση της έκφρασης των 
αντιοξειδωτικών ενζύµων, στη συγκεκριµένη περίπτωση της πρωτεΐνης GFP (Εικόνα 
58). 

 

 
 
 

Τα έντοµα αυτά φέρουν το γονίδιο GFP υπό τον έλεγχο α) του υποκινητή του γονιδίου gstD1, 
ο οποίος περιέχει ένα στοιχείο αντιοξειδωτικής απόκρισης (Antioxidant Response Element - ARE) 
(prot #7), β) ίδια διαγονιδιακή κατασκευή µε το α) µόνο που το ARE φέρει µία µεταλλαγή (prot #13), 
γ) τεσσάρων συνθετικών AREs (prot #8). Παρουσία οξειδωτικού στρες οι µεταγραφικοί παράγοντες 
επάγουν την έκφραση της πρωτεΐνης GFP προσδενόµενοι στα AREs.  

Εικόνα 58: ∆ιαγονιδιακά έντοµα Drosophila melanogaster 
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Γ.2 Μέθοδοι 
Γ.2.1 Καλλιέργεια εντόµων 

 

Γ.2.1.1 Φυσιολογική καλλιέργεια εντόµων 
 

Η καλλιέργεια των εντόµων, που πραγµατοποιήθηκε σε κανονική τροφή, 
αποτελείται από τα εξής υλικά : 

 4 g άγαρ 
 13 g µαγιά 
 16 g ζάχαρη 
 25 g τοµατοπολτό 
 32 g ριζάλευρο  
 2 ml αιθανόλη (100 %) 
 2ml προπιονικό οξύ 
 450 mlH2O βρύσης 

∆ιαδικασία παρασκευής τροφής 
 
Αρχικά, ογκοµετρούνται 450 ml νερό. Λαµβάνεται λίγη ποσότητα νερού 

(~150 ml) από τα 450 ml και χρησιµοποιείται για τη διάλυση της µαγιάς και του 
τοµατοπολτού. Έπειτα, στο υπόλοιπο νερό που εξακολουθεί να βράζει, προστίθεται 
το άγαρ, η διαλυµένη µαγιά και η ζάχαρη, ανακατεύοντας συνεχώς. Αφού η τροφή 
αφήνεται να πάρει ακόµη µια βράση, προστίθεται ο τοµατοπολτός ενώ παράλληλα 
αποµακρύνεται το µίγµα από τη φωτιά και προστίθεται η αιθανόλη (EtOH), το 
προπιονικό οξύ και τέλος τοποθετείται σιγά-σιγά το ριζάλευρο, ανακατεύοντας 
διαρκώς. Μετά τη στερεοποίηση της τροφής σε πλαστικά σωληνάκια καλλιέργειας 
µιας χρήσης σε θερµοκρασία δωµατίου, σε κάθε σωλήνα καλλιέργειας προστίθεται 
επιπλέον µια σταγόνα αιθανόλης για περαιτέρω προστασία και αντιµετώπιση πιθανής 
µόλυνσης. Οι σωλήνες καλλιέργειας πωµατίζονται µε βαµβάκι και αφήνονται σε 
θερµοκρασία δωµατίου περίπου ένα εικοσιτετράωρο, έως ότου φύγει όλη η υγρασία. 
Στη συνέχεια, και µέχρι τη χρήση τους, φυλάσσονται στο ψυγείο (4οC). 

 
 

Γ.2.1.2 Καλλιέργεια εντόµων παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων 
 

Η προσθήκη των φυτικών εκχυλισµάτων [Pinus pinaster (υδατικό εκχύλισµα 
φλοιού), Pinus nigra (υδατικό εκχύλισµα φλοιού), Pinus heldreichii (υδροαλκοολικό 
και αλκοολικό εκχύλισµα ξύλου)] πραγµατοποιείται κατά την παρασκευή τροφής και 
συγκεκριµένα στο στάδιο πριν την προσθήκη του ριζάλευρου. Μετά την προσθήκη 
του τοµατοπολτού και την αποµάκρυνση της τροφής από τη φωτιά και εφόσον η 
θερµοκρασία της τροφής είναι σχετικά χαµηλή (~50 οC, για να αποφευχθούν τυχόν 
αλλοιώσεις των εκχυλισµάτων, λόγω υψηλής θερµοκρασίας) προστίθενται τα 
εκχυλίσµατα. Στη συνέχεια, τοποθετείται κανονικά το ριζάλευρο και ακολουθεί η 
γνωστή διαδικασία παρασκευής της τροφής.  

Οι συγκεντρώσεις που ελέχθησαν για όλα τα εκχυλίσµατα ήταν: 
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 1 µg / ml 
 10 µg / ml 
 100 µg / ml 

 Ως µάρτυρας (control) χρησιµοποιήθηκαν έντοµα, τα οποία αναπτύσσονταν 
σε θρεπτικό µέσο παρουσία DMSO (100 %) σε συγκέντρωση 0.25 %, εφόσον τα 
παραπάνω εκχυλίσµατα διαλύονται στο συγκεκριµένο διαλύτη. 

 
 

Γ.2.2 Γευστική δοκιµασία (Gustatory assay) 
 

Με σκοπό να βεβαιωθούµε ότι η οποιαδήποτε παρατήρηση οφείλεται στα 
φυτικά εκχυλίσµατα, που λαµβάνουν τα έντοµα D. melanogaster από την τροφή τους 
και όχι στη µη λήψη τροφής πραγµατοποιήθηκε το πείραµα της γευστικής 
δοκιµασίας. Είναι σηµαντικό να γνωρίζουµε ότι τα έντοµα καταναλώνουν την τροφή, 
ακόµα και όταν σε αυτή εµπεριέχονται τα εκχυλίσµατα από P. pinaster, P. nigra και 
P. heldreichii, διότι η µειωµένη λήψη θερµίδων φαίνεται ότι αυξάνει το χρόνο ζωής, 
ενώ επιπλέον, µειώνει το οξειδωτικό στρες (McCay et al., 1935; Lin et al., 2002; 
Tavernarakis & Driscoll, 2002; Partridge et al., 2005; Lee et al., 2006). Έτσι, αν 
συνέβαινε κάτι παρόµοιο, τα αποτελέσµατα ίσως οφείλονταν στη µειωµένη λήψη 
θερµίδων παρά στη δράση των εκχυλισµάτων.  

Νεαρά έντοµα (1-3 ηµερών) έµειναν χωρίς τροφή - συνθήκες πείνας - (σε 
σωλήνα καλλιέργειας που περιέχει διηθητικό χαρτί ποτισµένο µόνο µε νερό βρύσης) 
για 20 ώρες και στη συνέχεια, µεταφέρθηκαν σε θρεπτικό µέσο που περιείχε τα προς 
µελέτη εκχυλίσµατα και τη χρωστική sulforhodamine Bsodium salt (Acid red), ενώ 
ως µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό υλικό που περιείχε το διαλύτη των 
εκχυλισµάτων µαζί µε τη χρωστική. Η χρωστική (Acid-red) χρησιµοποιήθηκε σε 
συγκέντρωση 0.2 %. Ακολούθησε επώαση των εντόµων για δύο ώρες στο σκοτάδι 
και παρατήρηση αυτών σε στερεοσκόπιο. Η ερυθρότητα στην κοιλιά των εντόµων 
δηλώνει την πρόσληψη του θρεπτικού µέσου είτε αυτό είναι η φυσιολογική τροφή, 
είτε η τροφή µε την προσθήκη των φυτικών εκχυλισµάτων (Εικόνα 59). 
Βαθµολογείται, στη συνέχεια, η κοιλιακή ερυθρότητα από 0 (άχρωµη κοιλιά, µη 
λήψη τροφής) µέχρι 5 (έντονη κόκκινη κοιλιά, κανονική λήψη τροφής). Σηµειώνεται 
ότι τα συγκεκριµένα εκχυλίσµατα εξετάστηκαν στη µέγιστη συγκέντρωση που 
χρησιµοποιήθηκαν και για τα υπόλοιπα πειράµατα (δηλαδή σε συγκέντρωση των 100 
µg / ml), εφόσον θετικό αποτέλεσµα (ερυθρότητα της κοιλιάς) στη συγκεκριµένη 
συγκέντρωση συνεπάγεται και θετικό αποτέλεσµα και στις µικρότερες 
συγκεντρώσεις. 
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Παρατήρηση εντόµων D. melanogaster ύστερα από το πείραµα της γευστικής 
δοκιµασίας. Νεαρά έντοµα µένουν χωρίς τροφή για 20 ώρες και στη συνέχεια, µεταφέρονται σε 
θρεπτικό µέσο παρουσία ή µη της χρωστικής Acid-red. Ακολουθεί επώαση των εντόµων για 2 ώρες 
στο σκοτάδι και παρατήρηση αυτών σε στερεοσκόπιο. Η ερυθρότητα στην κοιλιά των εντόµων 
δηλώνει την πρόσληψη του θρεπτικού µέσου που περιέχει τη χρωστική. Στην ενδεικτική εικόνα 
απεικονίζονται έντοµα που καλλιεργήθηκαν µε τροφή που περιείχε τη χρωστική Acid-red. 
Συγκεκριµένα, αριστερά απεικονίζεται ένα έντοµο το οποίο εµφανίζει ερυθρότητα της κοιλιάς του άρα 
προηγήθηκε λήψη της τροφής, ενώ στο έντοµο που βρίσκεται δεξιά, δεν παρατηρήθηκε ερυθρότητα 
που σηµαίνει ότι δεν πραγµατοποιήθηκε λήψη τροφής (Bahadorani & Hilliker, 2008).  

 
 

Γ.2.3 Έλεγχος βιωσιµότητας 
 

Γ.2.3.1 In vivo προσδιορισµός της βιωσιµότητας των εντόµων Drosophila 
melanogaster 

 

Φυσιολογικού τύπου έντοµα D. melanogaster αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό 
µέσο παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων [P. pinaster (υδατικό εκχύλισµα φλοιού), 
P. nigra (υδατικό εκχύλισµα φλοιού), P. heldreichii (υδροαλκοολικό και αλκοολικό 
εκχύλισµα ξύλου)] στις αναφερθείσες συγκεντρώσεις, σε σταθερές συνθήκες 
θερµοκρασίας (23-25 oC), υγρασίας (~60 %) και φωτοπεριόδου (εναλλαγή 
φως/σκοτάδι κάθε 12ώρες). Αρχικά, για τον έλεγχο του προσδόκιµου ζωής των 
εντόµων συλλέχθηκαν ίσος αριθµός θηλυκών και αρσενικών εντόµων (τουλάχιστον 
40 ♀ & 40 ♂) ηλικίας 1-4 ηµερών, ύστερα από ελαφριά αναισθητοποίηση µε αιθέρα 
ή µε CO2, τα οποία στη συνέχεια, χωρίστηκαν σε δύο σωλήνες καλλιέργειας ως εξής: 
20 ♀ και 20 ♂ έντοµα σε κάθε σωλήνα, ενώ το πείραµα πραγµατοποιήθηκε εις 
διπλούν. Οι καλλιέργειες ανανεώνονταν µε φρέσκια τροφή κάθε 3-4 µέρες, ενώ 
καθηµερινά καταγραφόταν η θνησιµότητα των εντόµων προκειµένου να 
δηµιουργηθούν οι καµπύλες µακροβιότητας σύµφωνα µε το πρόγραµµα Kaplan-meier 
και ανάλυση των αποτελεσµάτων µε τη στατιστική ανάλυσηlog-Rank (Martel-Cox). 

 

Εικόνα 59: Πείραµα γευστικής δοκιµασίας 
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Γ.2.4 Έλεγχος της κινητικότητας των εντόµων (Climbing assay) 
παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων 

 
Το συγκεκριµένο πείραµα αφορά στην κινητικότητα των εντόµων και 

χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος σύµφωνα µε την αναφορά των Vernace et al., 2007. 
Ειδικότερα, ίσος αριθµός θηλυκών και αρσενικών εντόµων (περίπου 20 από κάθε 
φύλο) αναισθητοποιούνται µε CO2 και τοποθετούνται σε ογκοµετρικό κύλινδρο των 
100 ml, κλεισµένο ελαφρώς µε βαµβάκι. Τα έντοµα αφήνονται έως ότου αποκτήσουν 
πλήρως τις αισθήσεις τους (περίπου 20 λεπτά) και στη συνέχεια καταγράφεται ο 
αριθµός των εντόµων που περνούν το όριο των 40 ml σε χρόνο 20 δευτερολέπτων, 
αφού προηγουµένως τα έντοµα έχουν βρεθεί στον πάτο του κυλίνδρου µετά από ένα 
ελαφρύ χτύπηµα αυτού. Η διαδικασία αυτή επαναλαµβάνεται µέχρι τρεις φορές ανά 
πειραµατικό δείγµα, διότι είναι πιθανό να προκληθεί στρες στα έντοµα µετά από 
επαναλαµβανόµενα χτυπήµατα και τα αποτελέσµατα να είναι λανθασµένα. 

Η ικανότητα αναρρίχησης µελετήθηκε σε ηλικιωµένα έντοµα, παρουσία των 
παραπάνω εκχυλισµάτων. 

 
 

           Γ.2.5 Ανατοµία ωοθηκών και σπερµατοθηκών του εντόµου 
Drosophila melanogaster 

 

Για όλα τα πειραµατικά πρωτόκολλα, τα οποία χρησιµοποιήθηκαν κατά τη 
διάρκεια εκπόνησης της συγκεκριµένης διπλωµατικής εργασίας (µέτρηση της 
πρωτεασωµικής, καθεψινικής ενεργότητας κ.α.) πραγµατοποιήθηκε αφαίρεση του 
αναπαραγωγικού συστήµατος [ωοθήκες (ovaries-O) και σπερµατοθήκες 
(spermatheca-S)], καθώς παρατηρήθηκε η διαφορετική ρύθµιση του πρωτεασώµατος 
και της αντιοξειδωτικής απόκρισης µεταξύ σωµατικού και αναπαραγωγικού ιστού 
τόσο κατά τη γήρανση όσο και σε έντοµα ίδιας ηλικίας. Για αυτό το λόγο, 
µελετήθηκε ο σωµατικός ιστός, εποµένως οι αναλύσεις µας αφορούν µόνο 
σωµατικούς ιστούς. 

 
 

Γ.2.5.1 Ανατοµία ωοθηκών 
 

Συλλέχθηκαν θηλυκά έντοµα από κάθε οµάδα καλλιέργειας και 
αναισθητοποιήθηκαν µε CO2. Με τη βοήθεια ειδικών λαβίδων ανατοµίας πιέζεται το 
έντοµο ακριβώς κάτω από το θώρακα και το τοποθετούµε σε τρυβλίο, το οποίο 
περιέχει διάλυµα Ringer’s. 

 

∆ιάλυµα Ringer’s 

� 0.75 % NaCl 
� 0.02 % CaCl 
� 0.01 % KCl 
� 0.02 % NaHCO3 
� dH2O 
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Είναι ένα ισότονο διάλυµα για την αποφυγή ωσµωτικών φαινοµένων και 
φυλάσσεται στους 4 oC. Με µια άλλη λαβίδα πιάνεται η άκρη της κοιλιάς του 
εντόµου και µε λεπτές κινήσεις ωθούνται οι ωοθήκες προς τα έξω (Εικόνες 61 και 
62).  

 

Γ.2.5.2 Ανατοµία σπερµατοθηκών 
 

Για την αφαίρεση των σπερµατοθηκών των αρσενικών εντόµων, 
ακολουθήθηκε η ίδια ακριβώς διαδικασία µε την ανατοµία των ωοθηκών των 
θηλυκών εντόµων (βλέπε Γ.2.5.1), (Εικόνες 60 και 61). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Ωοθήκες και σπερµατοθήκες του εντόµου Drosophila melanogaster 

 

Εικόνα 57: Ανατοµία γονάδων στο έντοµο Drosophila melanogaster 

Εικόνα 58: Θηλυκό και αρσενικό αναπαραγωγικό σύστηµα του δίπτερου εντόµου 
Drosophila melanogaster 
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Γ.2.6 Αποµόνωση πρωτεϊνών και προσδιορισµός της ολικής 
συγκέντρωσης  

 
Η διαδικασία πραγµατοποιείται σε πάγο:  
Για την αποµόνωση ολικών πρωτεϊνών από το σωµατικό ιστό αρσενικών ή 

θηλυκών ατόµων ακολουθείται η εξής διαδικασία:  
� Οµοιογενοποίηση σε ρυθµιστικό διάλυµα λύσης NP-40 

(φυλάσσεται στους 4ο C) που αποτελείται από:  
� 150 mM  
� 1% NP-40  
� 50 mM Tris pH 8.0  

� Φυγοκέντρηση σε 13.300 rpm για 10 λεπτά στους 4 οC.  
 
Στη συνέχεια, συλλέγεται το υπερκείµενο το οποίο περιέχει τις πρωτεΐνες, 

εφαρµόζεται η µέθοδος Bradford για τον προσδιορισµό της πρωτεϊνικής 
συγκέντρωσης (βλ. Γ.2.6.1) και τέλος, τα δείγµατα αναλύονται µε SDS-PAGE 
ηλεκτροφόρηση (Γ.2.7).  

 
 
Γ.2.6.1 Μέθοδος Bradford (Bradford, 1976) 
 
Η µέθοδος Bradford βασίζεται στην παρατήρηση ότι η µέγιστη απορρόφηση 

της χρωστικής Coomassie brilliant blue R-250, µετατοπίζεται από τα 465 nm στα 595 
nm κατά το σχηµατισµό του αντιδραστηρίου Bradford µε τις πρωτεΐνες σταθερού 
συµπλόκου κυανού χρώµατος (για περίπου 1 ώρα). 

Αρχικά, δηµιουργείται η πρότυπη ευθεία αναφοράς, η οποία κατασκευάζεται 
από γνωστές κλιµακούµενες συγκεντρώσεις αλβουµίνης ορού βοός (Bovine Serum 
Albumin, BSA). Συγκεκριµένα, οι συγκεντρώσεις BSA που χρησιµοποιήθηκαν είναι 
0 µg/ml (τυφλό), 1 µg/ml, 2 µg/ml, 4 µg/ml, 8 µg/ml, 12 µg/ml, 16 µg/ml. 

Κάθε δείγµα περιέχει τελικό όγκο 1 ml, όπου αποτελείται από 2 µl άγνωστης 
συγκέντρωσης πρωτεΐνης [εκτός από ένα δείγµα µάρτυρα (τυφλό) που αντί για 
πρωτεΐνη περιέχει διάλυµα λύσης], το αντιδραστήριο Bradford και dH2O. Τα 
δείγµατα επωάζονται για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και ακολουθεί 
φωτοµέτρηση. 

 
 

Γ.2.7 SDS-PAGE Ηλεκτροφόρηση - Ανοσοστύπωµα Western 
 

Γ.2.7.1 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε οµογενές πήκτωµα ακρυλαµίδης 
 

Για την ηλεκτροφορητική ανάλυση, προστίθεται σε κάθε πρωτεϊνικό δείγµα 
2x Laemmli διάλυµα (2x LSB) (Laemmli, 1970) και DTT διάλυµα µε αναλογία:  

 5 µέρη 2x LSB 
 4 µέρη πρωτεϊνικό διάλυµα  
 1 µέρος 1Μ DTT 
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και ακολουθεί βράσιµο των δειγµάτων για 2-3 λεπτά. Στη συνέχεια, 
παρασκευάζεται πήκτωµα ακρυλαµίδης µε οµοιογενή συγκέντρωση 12 % . 

Το πήκτωµα αποτελείται από τη φάση πακεταρίσµατος (stacking gel) και τη 
φάση διαχωρισµού (separating gel).  

 

Πήκτωµα πακεταρίσµατος  

 1.35 ml ακρυλαµίδη (30 %) [περιέχει και bis-ακρυλαµίδη, σε 
συγκέντρωση του stock διαλύµατος 0.8 (w/v) bis-ακρυλαµίδη, 29.2 (w/v) 
ακρυλαµίδη σε dH2O και φυλάσσεται στους 4 oC] 

 1.26 ml Tris (1 M) pH 6.8 
 0.5 ml SDS (10 %) 
 100 µl Ammonium persulfate (APS) (10 %) 
 10 µl TEMED (100 %) 
 6.8 mldH2O 

Πήκτωµα διαχωρισµού  

 8 ml ακρυλαµίδη (30 %) 
 5 ml Tris (1.5 M) pH 8.8 
 1 ml SDS (10 %) 
 200 µl APS (10 %) 
 8 µl TEMED (100 %) 
 5.8 ml dH2O 

Μετά τον πολυµερισµό του πηκτώµατος, ακολουθεί το φόρτωµα των 
δειγµάτων στα πηγαδάκια του πηκτώµατος. Χρησιµοποιείται πάντα ένας µάρτυρας 
γνωστών έγχρωµων µοριακών βαρών, τόσο για να γίνεται έλεγχος της διαδικασίας 
της ηλεκτροφόρησης, αλλά πολύ περισσότερο για να πραγµατοποιείται, στη 
συνέχεια, ανίχνευση της πρωτεΐνης που µας ενδιαφέρει, σύµφωνα µε το µοριακό της 
βάρος.  

Το stock 10x Ρυθµιστικό διάλυµα Ηλεκτροφόρησης (10x LRB) αποτελείται 
από:  

 0.25 MTris 
 1.92 M γλυκίνη 
 1 % (w/v) SDS 
 pH 8.3 

(Φυλάσσεται στους 4 oC)  

Τo pH του διαλύµατος µετά την προσθήκη των συστατικών κυµαίνεται 
συνήθως από 8.30-8.63. Γενικά, αποφεύγεται η ρύθµιση του pH µε HCl, διότι τα 
ιόντα Cl- µειώνουν την αναλυτική ικανότητα της µεθόδου. 

Το διάλυµα ηλεκτροφόρησης χρησιµοποιείται σε συγκέντρωση 1x LRB. Οι 
συνθήκες ηλεκτροφόρησης είναι 55 mA για 1 ώρα και 30 λεπτά µε τις πρωτεΐνες, οι 
οποίες έχουν αρνητικό φορτίο λόγω του SDS, να µετακινούνται προς το θετικό πόλο 
µε καθοριστικό παράγοντα το µοριακό τους βάρος, µέχρι η χρωστική των δειγµάτων 
να φτάσει στο τέλος του πηκτώµατος διαχωρισµού, χωρίς όµως να φύγει από το 
πήκτωµα. 
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Γ.2.7.2 Μεταφορά πρωτεϊνών από το πήκτωµα στη µεµβράνη 
νιτροκυτταρίνης 

 
Η τεχνική της µεταφοράς των ηλεκτροφορηµένων πρωτεϊνικών µορίων σε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και η ανίχνευση της υπό µελέτης πρωτεΐνης, στη συνέχεια 
µε τη βοήθεια ειδικών αντισωµάτων, παρέχει πληροφορίες για το µέγεθος των 
πρωτεϊνών και το ποσοστό έκφρασης της προς µελέτη πρωτεΐνης στο δείγµα, αν όλα 
τα δείγµατα είναι ισοφορτωµένα, δηλαδή περιέχουν ίδια ποσότητα ολικής πρωτεΐνης 
(Towbin et al., 1979). Έτσι, µπορεί να γίνει εξαγωγή συµπερασµάτων για τη 
συγκριτική µελέτη της έκφρασης ίδιων πρωτεϊνών σε διαφορετικά δείγµατα τα οποία 
έχουν αναπτυχθεί παρουσία ή µη των φυτικών εκχυλισµάτων, και τις πιθανές 
επιπτώσεις που αυτά προκαλούν.  

Η µέθοδος, που εφαρµόστηκε για τη µεταφορά των πρωτεϊνών, είναι η υγρή 
µεταφορά των πρωτεϊνών. Στην υγρή µέθοδο τα χαρτιά Whatman (3 mm), µε µέγεθος 
6.5 x 9.8 cm λίγο µεγαλύτερα από τις διαστάσεις του πηκτώµατος, αρχικά 
τοποθετούνται µαζί µε τα ειδικά σφουγγάρια, στο διάλυµα µεταφοράς για περίπου 
20-25 λεπτά ώστε να ενυδατωθούν και να δηµιουργηθεί µια ροή διαλύµατος και µε 
την εφαρµογή του ρεύµατος, οι πρωτεΐνες να µεταφερθούν στη µεµβράνη 
νιτροκυτταρίνης (µε κίνηση από τον αρνητικό προς το θετικό πόλο). Τοποθετείται το 
πήκτωµα µε τη νιτροκυτταρίνη, ανάµεσα σε στρώσεις από χαρτιά Whatman και τα 
ειδικά σφουγγάρια, προσπαθώντας να διωχθούν τυχόν φυσαλίδες που θα µπορούσαν 
να παρεµποδίσουν τη µεταφορά των πρωτεϊνών.  

Το διάλυµα µεταφοράς αποτελείται από:  
� 40 mM γλυκίνη  
� 50 mM Tris  
� 20 % µεθανόλη  

 
Η µεταφορά πραγµατοποιήθηκε στα 300 mA για δύο ώρες και 30 λεπτά στους 

4 οC. Η αποτελεσµατικότητα της µεταφοράς (πριν προχωρήσει η διαδικασία 
ανίχνευσης µε αντισώµατα) µπορεί να ελεγχθεί µε χρώση της µεµβράνης µε διάφορες 
χρωστικές, που βάφουν πρωτεΐνες µη επιλεκτικά και συγκεκριµένα τα αµινοξέα τους. 
Η χρωστική, που χρησιµοποιείται περισσότερο, είναι η Ponseau S, λόγω της υψηλής 
ευαισθησίας και της διαλυτότητάς της στο νερό (Εικόνα 62). 
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Έλεγχος µεταφοράς πρωτεϊνών σε µεµβράνη: Το δείγµα πρωτεϊνών έχει αναλυθεί µε 

ηλεκτροφόρηση σε κατάλληλο πήκτωµα (διαδροµές 2-8) και ακολούθησε µεταφορά σε µεµβράνη 
νιτροκυτταρίνης και χρώση της µε Ponseau S. Στη διαδροµή 1 οι ζώνες µε κυανό χρώµα δηλώνουν τη 
θέση πρωτεϊνών γνωστής µοριακής µάζας και χρησιµεύουν για τον προσδιορισµό των µαζών στις 
υπόλοιπες διαδροµές. 

 
 

Γ.2.7.3 Ανοσοεντόπιση πρωτεϊνικών ζωνών 
 

Με τη µέθοδο του ανοσοστυπώµατος πρωτεϊνών επιτυγχάνεται η ανίχνευση 
των υπό µελέτη πρωτεϊνών στις µεµβράνες νιτροκυτταρίνης, χάρη στη βοήθεια 
ειδικών αντισωµάτων-ελέγχου.  

 
Η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής: 

• Επώαση της µεµβράνης µε διάλυµα Blocking για 50 λεπτά σε 
θερµοκρασία δωµατίου, υπό ανάδευση. Το διάλυµα Blocking είναι ένα 
πρωτεϊνικό διάλυµα το οποίο χρησιµοποιείται για την κάλυψη των µη ειδικών 
θέσεων πρόσδεσης των αντισωµάτων. Περιέχει 5 % σκόνη γάλακτος µε 
χαµηλά λιπαρά σε διάλυµα πλύσης TBS-T (Tris Base Saline-Tween 20). Το 
TBS-T παρασκευάστηκε ως εξής:  

 
� ∆ιάλυµα πλύσης 20x TBS 

� 20 mMTris 
� 137 mM NaCl 
� pH 7.6 (ρυθµίζεται µε προσθήκη HCl) 

(Φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου-RT) 
 

� ∆ιάλυµα πλύσης 1x TBS-T 
� Αραίωση του 20x TBS σε 1x TBS σε dH2O 
� 0.1 % Tween-20 

(Φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου-RT) 

Εικόνα 62: Έλεγχος µεταφοράς πρωτεϊνών σε µεµβράνη 
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• Επώαση της µεµβράνης µε το πρωτογενές αντίσωµα διαλυµένο 
σε διάλυµα Blocking (1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου, υπό ανάδευση). 

• Πλύσιµο της µεµβράνης µε διάλυµα πλύσης TBS-T (3 
γρήγορες και 3 δεκάλεπτες πλύσεις), υπό ανάδευση.  

• Επώαση της µεµβράνης µε το δευτερογενές αντίσωµα 
διαλυµένο σε διάλυµα Blocking (1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου, υπό 
ανάδευση).  

• Πλύσιµο της µεµβράνης µε διάλυµα πλύσης TBS-T (3 
γρήγορες και 3 δεκάλεπτες πλύσεις), υπό ανάδευση.  

• Η ανίχνευση του συµπλόκου: αντιγόνου (υπό µελέτη 
πρωτεΐνης)-αντισώµατος έγινε µε τη χρήση του διαλύµατος ECL, το οποίο 
περιέχει δύο αντιδραστήρια, το Α και το Β. Το Α περιέχει υπεροξείδιο 
(υπόστρωµα για το ένζυµο υπεροξειδάση του ραπανακιού) και το Β περιέχει 
λουµινόλη και ενισχυτή χηµειοφωταύγειας. 125 µl/cm2 µεµβράνης από κάθε 
αντιδραστήριο (περίπου 1+1 ml αντίστοιχα, για µια µεµβράνη που περιέχει 10 
δείγµατα) αναµιγνύονται σε ένα σωληνάριο universal και προστίθενται στην 
επιφάνεια της µεµβράνης για 1 λεπτό αυστηρά.  

• Στεγνώνεται ελαφρώς η µεµβράνη από το ECL και 
τοποθετείται σε ειδική κασέτα καλυµµένη µε µια λεπτή διαφανή µεµβράνη 
και άµεση έκθεση σε φιλµ ακτίνων Χ. Η έκθεση πραγµατοποιείται σε 
σκοτεινό θάλαµο για χρόνο (δευτερόλεπτα έως και 1 ώρα) ανάλογο µε την 
ένταση της ζώνης του συµπλόκου και η οποία σχετίζεται µε τα επίπεδα 
έκφρασης της υπό µελέτη πρωτεΐνης καθώς και µε τα επίπεδα συγγένειας 
αυτής µε το πρωτογενές αντίσωµα. Η εµφάνιση του φιλµ γίνεται µε µεταφορά 
του σε διάλυµα εµφάνισης (developer) για περίπου 1 έως 3 λεπτά, ξέπλυµα σε 
H2O βρύσης και µονιµοποίηση σε διάλυµα µονιµοποίησης (Fixer) για 5 έως 
10 λεπτά. Τέλος, ξεπλένεται πολύ καλά µε νερό βρύσης (Εικόνα 63).  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Με τη µέθοδο του ανοσοστυπώµατος Western, επιτυγχάνεται η ανίχνευση των υπό µελέτη 
πρωτεϊνών στις µεµβράνες νιτροκυτταρίνης χάρη στη βοήθεια ειδικών αντισωµάτων-ελέγχου. Το 
πρωτογενές αντίσωµα προσδένεται στην πρωτεΐνη που αναγνωρίζει και είναι ειδικό για αυτή µε τη 

Εικόνα 63: Ανοσοστύπωση Western 
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µεταβλητή του περιοχή, ενώ το δευτερογενές αντίσωµα ανιχνεύει και αναγνωρίζει τη σταθερή περιοχή 
του πρωτογενούς αντισώµατος, στην οποία και συνδέεται µε τη δική του µεταβλητή περιοχή. Στη 
σταθερή περιοχή του δευτερογενούς αντισώµατος βρίσκεται προσκολληµένο το ένζυµο HRP, το οποίο 
µε το κατάλληλο υπόστρωµα, στη συγκεκριµένη περίπτωση το H2O2 και τη λουµινόλη, αντιδρά και 
φθορίζει µέσω της αντίδρασης χηµειοφωταύγειας  (www.leinco.com). 

 

Οι µεµβράνες επαναχρησιµοποιούνται, αφού αφαιρεθούν τα αντισώµατα από 
αυτές µε τη µέθοδο Stripping, που περιγράφεται αµέσως µετά (βλέπε Γ.2.8.4), και 
υπόκεινται σε όλα τα επίπεδα ενός νέου ανοσοστυπώµατος Western, όπως 
περιγράφηκαν παραπάνω. Προκειµένου να επιβεβαιωθεί το ισόποσο φόρτωµα µεταξύ 
των δειγµάτων, ανιχνεύονται τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης GAPDH. 

 
 

Γ.2.7.4 Αφαίρεση αντισώµατος από µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Stripping) 
 

Η διαδικασία της αφαίρεσης του αντισώµατος είναι χρήσιµη όταν τα υπό 
µελέτη δείγµατα είναι σπάνια και δεν µπορούν να δηµιουργηθούν πολλές 
πανοµοιότυπες µεµβράνες, λόγω περιορισµένης ποσότητας δειγµάτων. Επίσης, 
χρησιµοποιείται για οικονοµία και εξοικονόµηση χρόνου, διότι είναι αρκετά 
χρονοβόρο κάθε διαφορετικό πρωτογενές αντίσωµα να χρειάζεται « φρέσκια » 
µεµβράνη για να µελετηθεί.  

Αρχικά, πραγµατοποιείται ένα γρήγορο ξέπλυµα της µεµβράνης 
νιτροκυτταρίνης µε διάλυµα πλύσης TBS-T, έτσι ώστε να αποµακρυνθεί η 
µεγαλύτερη ποσότητα του ECL. Στη συνέχεια, επωάζεται η µεµβράνη σε διάλυµα 
Stripping στους 60 oC για 45 λεπτά αυστηρά, υπό ανάδευση.  

 

� ∆ιάλυµα Stripping 
� 50 mM Tris 
� 2 % SDS 
� pH 7.0 (ρυθµίζεται µε προσθήκη HCl)   

(Φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου-RT) 

Πριν από κάθε χρήση, προστίθεται στον όγκο που πρόκειται να χρησιµο-
ποιηθεί 0.7 % µερκαπτοαιθανόλη, ώστε να επιτευχθεί η αποκόλληση των 
αντισωµάτων. Η µερκαπτοαιθανόλη είναι ισχυρά ηπατοτοξική ουσία οπότε η χρήση 
της πραγµατοποιείται µόνο στον απαγωγό. Τέλος, ξεπλένεται η µεµβράνη (3 
γρήγορες και 3 δεκάλεπτες πλύσεις) µε διάλυµα πλύσης TBS-T, στεγνώνεται καλά 
και είτε φυλάσσεται στους 4 oC έως ότου ξαναχρησιµοποιηθεί ή πραγµατοποιείται 
άµεση έναρξη ενός νέου ανοσοστυπώµατοςWestern.  
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Γ.2.8 Ανίχνευση οξειδωµένων πρωτεϊνών (OxyBlot) 
 
Η ανίχνευση των οξειδωµένων πρωτεϊνών πραγµατοποιείται µε το OxyBlot 

Kit (Chemicon International). Το kit αυτό ανιχνεύει καρβονυλικές οµάδες, τις οποίες 
απέκτησαν οι πρωτεΐνες µετά την οξείδωσή τους. Πιο αναλυτικά, οι καρβονυλοµάδες 
στις πλευρικές αλυσίδες των οξειδωµένων πρωτεϊνών αντιδρούν µε 2.4-
δινιτροφαινυλοϋδραζίνη (DNPH) δίνοντας 2.4-δινιτροφαινυλοϋδραζόνη (DNP). Οι 
τροποποιηµένες αυτές πρωτεΐνες ανιχνεύονται µε ειδικά αντισώµατα (anti-DNP) µε 
τη µέθοδο ανοσοστυπώµατος Western. 

Συγκεκριµένα: 

� Αποµονώθηκε ολική πρωτεΐνη από ♀ και ♂ έντοµα Drosophila 
melanogaster ύστερα από την αφαίρεση του αναπαραγωγικού 
συστήµατος, όπως περιγράφηκε παραπάνω. 

� Χρησιµοποιήθηκε συγκεκριµένη ποσότητα πρωτεΐνης, έστω Χ 
(ml) και προστέθηκε ίσος όγκο (X) SDS 12 %, για την αποδιάταξη των 
πρωτεϊνών. 

� Έπειτα, προστέθηκε 2X όγκος 10x 2.4-δινιτροφαινυλοϋδραζίνη 
(DNPH)  

� Πραγµατοποιήθηκε επώαση για 15 λεπτά σε θερµοκρασία 
δωµατίου-RT. Κατά την επώαση, προκύπτουν τα παράγωγα των 
πρωτεϊνών, τα οποία θα ανιχνευθούν αργότερα από το ειδικό αντίσωµα. 

� Ακολουθεί η προσθήκη 1.5 Χ (ml) διαλύµατος εξουδετέρωσης 
για να διακοπεί η αντίδραση. 

�  Τέλος, προστέθηκε 5 % β-µερκαπτοαιθανόλης για την 
εκτεταµένη αποδιάταξη των πρωτεϊνών.  

Τα δείγµατα αναλύονται, στη συνέχεια, όπως ακριβώς αναφέρθηκε στο 
παράρτηµα Ανάλυση πρωτεϊνών µε ανοσοστύπωµα Western. Το πρωτογενές και 
δευτερογενές αντίσωµα περιλαµβάνονται µέσα στο kit και είναι ειδικά για τη 
συγκεκριµένη µέθοδο. 

 

 

Γ.2.9 Μέτρηση της ενεργότητας του πρωτεασώµατος  
 
Για τη µέτρηση της ενεργότητας του πρωτεασώµατος πραγµατοποιήθηκαν in 

vivo πειράµατα τόσο σε νεαρά όσο και σε ηλικιωµένα έντοµα D. melanogaster, τα 
οποία καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό παρουσία των υπό µελέτη φυτικών 
εκχυλισµάτων, σε διάφορες συγκεντρώσεις, ενώ έντοµα µάρτυρες αναπτύχθηκαν σε 
θρεπτικό µέσο µε την προσθήκη DMSO (100 %) σε συγκέντρωση 0.25 %. Για την 
πραγµατοποίηση, λοιπόν, του πειράµατος, έντοµα από κάθε µέσο καλλιέργειας 
υπόκεινται σε αποµόνωση ολικής πρωτεΐνης, έτσι ώστε να συνεχιστεί το πρωτόκολλο 
για τη µέτρηση της ενεργότητας του πρωτεασώµατος, όπως αναφέρεται στη συνέχεια. 
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Γ.2.9.1 Αποµόνωση ολικής πρωτεΐνης  
 
Για την πραγµατοποίηση του πειράµατος µέτρησης της ενεργότητας του 

πρωτεασώµατος, αρχικά, αποµονώθηκε η ολική πρωτεΐνη των εντόµων. Συλλέγονται 
σωµατικοί ιστοί από ίσο αριθµό ♀ και ♂ εντόµων από κάθε δείγµα (µετά την 
αφαίρεση των ωοθηκών και των σπερµατοθηκών, αντίστοιχα) σε διάλυµα λύσης 26S 
lysis buffer (αποµόνωση 26S πρωτεασώµατος), στο οποίο προστίθεται ATP 
συγκέντρωσης 5 mM. Το ATP διατηρεί ενεργό το 26S πρωτεάσωµα και είναι 
απαραίτητο για τη λειτουργία του. 

 
 

� ∆ιάλυµαλύσης 26S lysis buffer  
� 20 mM Tris pH 7.6  
� 5 mM ATP  
� 10 % γλυκερόλη 
� 20 mM KCl  
� 1 mM EDTA  
� 1 mM DTT  
� 0.2 % NP-40  

(Φυλάσσεται στους 4οC)  
 
Ακολουθεί οµογενοποίηση των δειγµάτων και επώαση αυτών στους 4οC, µε 

αργή περιστροφή στη ρόδα για 30 λεπτά. Στη συνέχεια, τα δείγµατα φυγοκεντρούνται 
(19000 g, 10 λεπτά, 4 οC) και το υπερκείµενο συλλέγεται σε νέα σωληνάκια. Με τη 
µέθοδο Bradford πραγµατοποιείται η ποσοτικοποίηση της πρωτεΐνης σε κάθε δείγµα 
(βλέπε Γ.2.6.1). 

 
 

Γ.2.9.2 Προετοιµασία για µέτρηση των ενεργοτήτων του πρωτεασώµατος 
 
Εν συνεχεία, µετά την ποσοτικοποίηση µε τη µέθοδο Bradford των πρωτεϊνών 

προστίθενται 195 µl από το διάλυµα ενεργοτήτων σε νέα σωληνάκια. Πρόκειται για 
ένα ρυθµιστικό διάλυµα, το οποίο διατηρεί σταθερή την ενεργότητα του 
πρωτεασώµατος, διότι παροµοιάζει το περιβάλλον του κυττάρου. 

� ∆ιάλυµα ενεργοτήτων για το 26S πρωτεάσωµα (Hepes) 
� 100 mM Hepes pH 7.3 

(Φυλάσσεται στους 4 oC)  
 
Έπειτα, προστίθεται η υπολογισθείσα ποσότητα πρωτεΐνης (10 µg) για κάθε 

αντίδραση, εκτός από τα «τυφλά» δείγµατα, τα οποία χρησιµοποιούνται για να 
αφαιρεθεί ο αυτοφθορισµός του φθοροπεπτιδίου ή τυχόν φθορισµός που δεν 
προέρχεται από την ειδική αποικοδοµηση των φθοροπεπτιδίων. Στη συνέχεια, 
πραγµατοποιείται η προσθήκη των τριών φθοροπεπτιδίων (5 µl από το stock των 2 
mM) σε τελική συγκέντρωση 50 µΜ: 

� LLVY (ενεργότητα χυµοθρυψίνης – υποµονάδα β5) 
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� LLE (ενεργότητα κασπάσης – υποµονάδα β1) 
� LRR (ενεργότητα θρυψίνης – υποµονάδα β2) 

Τα φθοροπεπτίδια είναι πεπτίδια ειδικά για τις τρεις ενζυµικές ενεργότητες 
των πρωτεασωµικών υποµονάδων β1, β2, β5 και σηµασµένα µε ένα φθορίζον µόριο, 
το οποίο όταν βρίσκεται συνδεδεµένο µε το πεπτίδιο δεν φθορίζει. Το φθορίζον µόριο 
θα ενεργοποιηθεί και θα φθορίζει, όταν το φθοροπεπτίδιο αναγνωριστεί από την θέση 
που εντοπίζεται η ενεργότητα του πρωτεασώµατος και θα αρχίσει η αποικοδόµησή 
του (Εικόνα 64). 

Τα δείγµατα, µετά την προσθήκη των φθοροπεπτιδίων, επωάζονται στους 
37oC για 30 λεπτά. Μετά το τέλος της επώασης, προστίθενται 300 µl από το διάλυµα 
τερµατισµού (stop solution), το οποίο σταµατά την αντίδραση αποικοδόµησης των 
φθοροπεπτιδίων από το πρωτεάσωµα. 

� ∆ιάλυµατερµατισµού (Stop solution) 
� 30 mΜ CH3COONa 
� 70 mM CH3COOH 
� 100 mM ClCH2COONa pH 4.3 
(Φυλάσσεται στους 4 oC) 
 
 

Τέλος, προστίθεται 1 ml dH2O σε κάθε δείγµα και ανιχνεύεται ο φθορισµός 
στο φθορισµόµετρο (VersaFluor TM Fluorometer System, Biorad). Για τα 
συγκεκριµένα φθοροπεπτίδια χρησιµοποιήθηκαν ειδικά κατασκευασµένα φίλτρα µε 
µήκος κύµατος διέγερσης (Excitation) 350 nm και µήκος κύµατος εκποµπής 
(Emission) 440 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Για τη µέτρηση των ενεργοτήτων του πρωτεασώµατος, χρησιµοποιήθηκαν φθοροπεπτίδια 
ειδικά για τις τρεις πρωτεασωµικές ενεργότητες [χυµοθρυψίνης (LLVY), κασπάσης (LLE) και 
θρυψίνης (LRR)]. Τα φθοροπεπτίδια ενεργοποιούνται και φθορίζουν µετά την αποικοδόµηση τους από 
το πρωτεάσωµα. 

Εικόνα 64: Μέτρηση των ενζυµικών πρωτεασωµικών ενεργοτήτων 
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Γ.2.10 Μέτρηση της ενζυµικής ενεργότητας των καθεψινών Β και L 
του λυσοσώµατος  

 
Και εδώ βασική προϋπόθεση για την µέτρηση της ενεργότητας των 

καθεψινών B και L, αποτελεί η αποµόνωση επαρκής ποσότητας πρωτεΐνης από κάθε 
δείγµα. 

Αρχικά, οι σωµατικοί ιστοί που αποµονώνονται από την ανατοµία, 
τοποθετούνται σε σωληνάκια που περιέχουν 200 µl διάλυµα λύσης για την 
αποµόνωση των λυσοσωµάτων. Ακολουθεί οµοιογενοποίηση, φυγοκέντρηση (20.000 
g, 20 λεπτά, 4 οC) και τέλος συλλογή υπερκειµένου.  

 
� ∆ιάλυµα λύσης για το λυσόσωµα pH 4.0  
� 50 mΜ Tris, pH 4.0  
� 1 mM DTT  
(Φυλάσσεται στους 4 oC)  

 
Στη συνέχεια πραγµατοποιείται ποσοτικοποίηση της πρωτεΐνης µε τη µέθοδο 

Bradford. Έπειτα, τα δείγµατα τοποθετούνται σε νέα σωληνάκια και προστίθενται 
196 µl από το διάλυµα ενεργοτήτων, το οποίο είναι ένα ρυθµιστικό διάλυµα και 
διατηρεί την ενεργότητα των λυσοσωµικών ενζύµων, διότι παροµοιάζει τις συνθήκες 
που επικρατούν στο οργανίδιο (χαµηλό pH).  

 
� ∆ιάλυµα ενεργοτήτων για λυσόσωµα  
� 50 mM CH3COONa  
� 8 mM L-Cysteine Hydrochloride  
� 1 mM EDTA  

       pH 4.0 
(Φυλάσσεται στους 4 oC)  

 
Ακολούθως, η καθορισµένη ποσότητα πρωτεΐνης (20 µg) µεταφέρεται στα 

σωληνάκια που αντιστοιχούν στο κάθε πρωτεϊνικό δείγµα και όχι στο «τυφλό» δείγµα 
(µε το οποίο µηδενίζεται το φθορισµόµετρο). Έπειτα, προστίθεται το φθοροπεπτίδιο 
καθεψίνης B και L, σε τελική συγκέντρωση 10 µΜ. Η λειτουργία του φθοροπεπτιδίου 
περιγράφηκε αναλυτικά στην προηγούµενη παράγραφο (πρωτεασωµικά 
φθοροπεπτίδια) και λειτουργεί αντίστοιχα και εδώ. Τα δείγµατα, µετά την προσθήκη 
του φλουοροπεπτιδίου z-FR-AMC (EnzoLifeSciences)επωάζονται στους 37 oC για 30 
λεπτά. Μετά το τέλος της επώασης, προστίθεται dH2O και καταγράφεται ο 
παραγόµενος φθορισµός (φθορισµόµετρο – VersaFluorTMFluorometerSystem, 
Biorad). Συγκεκριµένα, για το φθοροπεπτίδιο αυτό, χρησιµοποιούνται φίλτρα µε 
µήκος κύµατος διέγερσης (Excitation) 350 nm και µήκος κύµατος εκποµπής 
(Emission) 440 nm (όµοια όπως και στο πρωτεάσωµα). 
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Γ.2.11 Μέτρηση των επιπέδων των δραστικών µορφών οξυγόνου (ROS) 
στο έντοµο Drosophila melanogaster 

 

Η αρχή µεθόδου της µέτρησης των ROS του κυττάρου βασίζεται στο γεγονός 
ότι ύστερα από κυτταρική οξείδωση, οι κυτταρικές εστεράσες αποµακρύνουν τις 
οξικές οµάδες διαφόρων εστέρων, όπως η χρωστική CM-H2DCFDA µε αποτέλεσµα 
αυτή να φθορίζει. Συγκεκριµένα, η χρωστική CM-H2DCFDA [5-(and-6)-
chloromethyl-2.7-dichlorodihydrofluoresceindiacetate, acetylester] είναι ένα 
χλωροµέθυλο παράγωγο του H2DCFDA, χρήσιµο ως δείκτης των ROS µέσα στα 
κύτταρα, αφού µέσω της πρόσθετης χλωροµεθυλοµάδας που αντιδρά µε θειόλες, 
ενισχύεται η ικανότητά της να προσκολλάται σε ενδοκυτταρικά στοιχεία. Η CM-
H2DCFDA διαχέεται παθητικά στα κύτταρα, όπου οι οξικές οµάδες της διασπώνται 
από τις ενδοκυτταρικές εστεράσες ύστερα από οξείδωση του κυττάρου. Μετά την 
οξείδωση, η χρωστική δίνει ένα φθορίζον σύµπλοκο, το οποίο παγιδεύεται στο 
εσωτερικό του κυττάρου και µπορεί να µετρηθεί το σήµα του (Εικόνα 65).  

Αρχικά, ίσος αριθµός θηλυκών και αρσενικών εντόµων αναισθητοποιούνται 
µε CO2 και αφαιρούνται µε ανατοµία οι ωοθήκες και οι σπερµατοθήκες, αντίστοιχα. 
Στη συνέχεια, οι σωµατικοί αυτοί ιστοί τοποθετούνται σε σωληνάκια που περιέχουν 
200 µl 1Χ PBS (duplicate) ρυθµιστικό διάλυµα. Ακολουθεί αφαίρεση του PBS, 
προσθήκη φρέσκου PBS (200 µl) µε 1 µl ειδικής χρωστικής για τη µέτρηση των ROS 
(CM-H2DCF σε τελική συγκέντρωση 10 µM, φυλάσσεται στους -20 οC), καλή 
ανάδευση και επώαση για 30 λεπτά σε σκοτάδι, σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το 
τέλος της επώασης, ακολουθεί αφαίρεση του διαλύµατος PBS-χρωστικής, προσθήκη 
άλλων 200 µl PBS, καλή ανάδευση και επαναφορά του ιστού µε 15 λεπτά επώαση 
στο σκοτάδι. Στη συνέχεια, πραγµατοποιούνται δυο πλυσίµατα µε φρέσκο PBS, ενώ 
πάντα ακολουθεί καλή ανάδευση µετά από κάθε στάδιο. Έπειτα, προστίθενται 200 µl 
διάλυµα λύσης ΝΡ-40 lysis buffer και τα δείγµατα οµογενοποιούνται στον πάγο.  

Ακολουθεί φυγοκέντρηση (19.000 g, 10 λεπτά, 4 οC), συλλογή υπερκειµένου 
(170 µl) και ποσοτικοποίηση της πρωτεΐνης µε τη µέθοδο Bradford. Τέλος σε κάθε 
σωληνάκι προστίθεται 830 µl dH2O και πραγµατοποιείται ανίχνευση φθορισµού. Για 
το συγκεκριµένο ανιχνευτή, χρησιµοποιούνται ειδικά κατασκευασµένα φίλτρα µε 
µήκος κύµατος διέγερσης (Excitation) 490 nm και µήκος κύµατος εκποµπής 
(Emission) 520 nm. Για το µηδενισµό του φθορισµόµετρου, χρησιµοποιείται δείγµα 
χωρίς την προσθήκη πρωτεΐνης. Κατόπιν, πραγµατοποιείται κανονικοποίηση και 
ανάλυση των αποτελεσµάτων ως προς την αρχική ποσότητα πρωτεΐνης. 
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Η αρχή µεθόδου της µέτρησης των δραστικών µορφών οξυγόνου του κυττάρου βασίζεται στο 

γεγονός, ότι ύστερα από κυτταρική οξείδωση, οι κυτταρικές εστεράσες αποµακρύνουν τις οξικές 
οµάδες διαφόρων εστέρων, όπως η χρωστική CM-H2DCFDA µε αποτέλεσµα αυτή να φθορίζει. 
Συγκεκριµένα, η χρωστική CM-H2DCFDA [5-(and-6)-chloromethyl-2.7-
dichlorodihydrofluoresceindiacetate, acetylester] είναι ένα χλωροµέθυλο παράγωγο του H2DCFDA, 
χρήσιµο ως δείκτης των ROS µέσα στα κύτταρα, αφού µέσω της πρόσθετης χλωροµεθυλοµάδας που 
αντιδρά µε θειόλες, ενισχύεται η ικανότητά της να προσκολλάται σε ενδοκυτταρικά στοιχεία. Η CM-
H2DCFDA διαχέεται παθητικά στα κύτταρα, όπου οι οξικές οµάδες της διασπώνται από τις 
ενδοκυτταρικές εστεράσες ύστερα από οξείδωση του κυττάρου. Μετά την οξείδωση, η χρωστική δίνει 
ένα σύµπλοκο φθορισµού, το οποίο παγιδεύεται στο εσωτερικό του κυττάρου όπου πραγµατοποιείται η 
µέτρηση της έντασης του σήµατος. 

 

 

Γ.2.12 Μέτρηση της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης GFP (Green 
Fluorescent Protein) µε φθορισµοµετρία σε διαγονιδιακά έντοµα 
Drosophila melanogaster 

 
Κατά την εκτέλεση του συγκεκριµένου πειράµατος, χρησιµοποιήθηκαν 

διαγονιδιακά έντοµα, που φέρουν το γονίδιο GFP υπό τον έλεγχο ενός υποκινητή που 
φέρει είτε ένα ARE, είτε ένα µεταλλαγµένο ARE ή 4 συνθετικά AREs. Τα 
συγκεκριµένα διαγονιδιακά έντοµα εκτέθηκαν σε θρεπτικό µέσο παρουσία ή µη των 
φυτικών εκχυλισµάτων σε χρονικό διάστηµα 2 ηµερών. 

Το πρωτόκολλο για τη µέτρηση της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης µε 
φθορισµοµετρία πραγµατοποιείται απουσία φωτός (in dark). Η διαδικασία που 
ακολουθείται είναι η εξής: 

• Συλλέγονται σωµατικοί ιστοί από ίσο αριθµό ♀ και ♂ εντόµων 
από κάθε δείγµα (µετά την αφαίρεση των ωοθηκών και των 
σπερµατοθηκών, αντίστοιχα) σε διάλυµα λύσης NP-40 (200 µl). 

• Πραγµατοποιείται οµογενοποίηση των δειγµάτων στο σκοτεινό 
θάλαµο, ενώ αµέσως µετά την οµογενοποίησή τους, τοποθετούνται σε 
πάγο και καλύπτονται  µε αλουµινόχαρτο.  

Εικόνα 65: Μέτρηση των δραστικών µορφών οξυγόνου (ROS) 



[126] 

 

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση των δειγµάτων (19.000 g, 10 λεπτά, 
4 οC), συλλογή του υπερκειµένου σε νέα σωληνάκια (170 µl) και 
ποσοτικοποίηση του πρωτεϊνικού περιεχοµένου µε τη µέθοδο Bradford. 

• Στη συνέχεια, στα συγκεκριµένα σωληνάκια προστίθεται όγκος 
830 µl διάλυµα λύσης NP-40.  

• H µέτρηση του φθορισµού στο φθορισµόµετρο (VersaFluor 
TM Fluorometer System, Biorad) γίνεται µε ειδικά κατασκευασµένα 
φίλτρα µε µήκος διέγερσης (Excitation) 490 nm και µήκος εκποµπής 
(Emission) 510 nm. Το φθορισµόµετρο µηδενίζεται µε το δείγµα που 
περιέχει φυσιολογικού τύπου έντοµα (wt), καθώς οι ιστοί των εντόµων 
εµφανίζουν αυτοφθορισµό. Η κανονικοποίηση έγινε ως προς την ποσότητα 
της πρωτεΐνης. 

 
 

Γ.2.13 Αντίστροφη µεταγραφή της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης 
(Reverse Transcription PCR, RT-PCR) 
 

Πραγµατοποιείται RT-PCR προκειµένου να ελεγχθούν τα επίπεδα της 
γονιδιακής έκφρασης των εξής γονιδίων:  

� rpn11 (γονίδιο που κωδικοποιεί για τη ρυθµιστική υποµονάδα 
Rpn11 του 19S πρωτεασώµατος),  

� α7 (γονίδιο που κωδικοποιεί για την α7 ρυθµιστική υποµονάδα 
του 20S πρωτεασώµατος),  

� β5 (γονίδιο που κωδικοποιεί για την καταλυτική υποµονάδα β5 
του 20S πρωτεασώµατος), 

� cncC (γονίδιο που κωδικοποιεί για τον µεταγραφικό παράγοντα 
αντιοξειδωτικής απόκρισης CncC, το οµόλογο του Nrf2 στη Drosophila), 

� keap1 (γονίδιο που κωδικοποιεί για τον παράγοντα Keap1, που 
αναστέλλει τη δράση του µεταγραφικού παράγοντα CncC),  

� gstD1 (γονίδιο που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη GstD1, που 
εµπλέκεται στο µονοπάτι αντιοξειδωτικής απόκρισης) και τέλος 

� το γονίδιο αναφοράς rp49 (housekeeping gene).  
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Γ.2.13.1 Ποσοτική PCR πραγµατικού χρόνου (Quantitative Real Time PCR, 

Q-RT-PCR)  
 
Γ.2.13.2 Αποµόνωση ολικού R,A 
 
Ολικό RNA από σωµατικούς ιστούς (~6-10) ίσου αριθµού θηλυκών και 

αρσενικών εντόµων αποµονώνεται χρησιµοποιώντας 300 µl RNAzol (Molecular 
Research Center, Inc). Ακολουθεί οµοιογενοποίηση µε ξεχωριστό οµοιογενοποιητή 
για κάθε δείγµα, προσθήκη επιπλέον 200 µl RNAzol, 200 µl ddH2O και ήπια 
ανάδευση. Τα δείγµατα επωάζονται για περίπου 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 
(RT) και φυγοκεντρούνται (12.000 g, 15 λεπτά, 4 οC). Στη συνέχεια, συλλέγεται το 
υπερκείµενο (~660 µ1) σε νέα αποστειρωµένα σωληνάκια και προστίθεται η 
αντίστοιχη ποσότητα 100 % ισοπροπανόλης, ακολουθώντας ήπια ανάδευση. Τα 
δείγµατα επωάζονται για ακόµα µια φορά σε θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά και 
φυγοκεντρούνται (12.000 g, 10 λεπτά, 4 οC). Η ισοπροπανόλη βοηθά το RNA να 
κατακρηµνιστεί, οπότε στη φάση αυτή αποµακρύνεται το υπερκείµενο (το ίζηµα είναι 
το RNA). Αµέσως µετά τη φυγοκέντρηση και από τη στιγµή που υπάρχει ίζηµα RNA, 
τα δείγµατα τοποθετούνται απευθείας στον πάγο. Τέλος, τα δείγµατα πλένονται δύο 
φορές µε 400 µl 75 % αιθανόλης (4000 g, 3 λεπτά, 4 οC/πλύση).  

Κατόπιν, η αιθανόλη αφαιρείται εντελώς (δεν αφήνει το RNA να διαλυθεί) 
από κάθε δείγµα και το ίζηµα RNA επαναδιαλυτοποιείται σε 20-60 µ1 ddΗ2Ο 
ανάλογα µε το µέγεθος του ιζήµατος. Ακολουθεί ποσοτικοποίηση της συγκέντρωσης 
του RNA και έλεγχος της καθαρότητάς του. Το RNA φυλάσσεται στους -80 oC ή 
ακολουθεί κατευθείαν σύνθεση cDNA. 

 
 
Γ.2.13.3 Σύνθεση cD,A  
 
Για τη σύνθεση του cDNA χρησιµοποιείται 1 µg ολικού RNA από κάθε 

δείγµα. Για µία αντίδραση µε τελικό όγκο 20 µ1 ισχύει:  
� ddH2O από cDNA synthesis kit (Thermo Scientific K1642) for 

RT-qPCR, µέχρι τελικό όγκο 20 µl  
� 5Χ µίγµα αντίδρασης, 4 µ1  
� Αντίστροφη µεταγραφάση, 1 µ1  
� RNA, ο όγκος που αντιστοιχεί σε ποσότητα 1 µg  

 
Οι συνθήκες της αντίδρασης είναι οι εξής:  

� 5 λεπτά στους 25oC  
� 30 λεπτά στους 42oC  
� 5 λεπτά στους 85oC  
� Συντήρηση στους 4oC  

 
 
Γ.2.13.4 Ανάλυση γονιδιακής έκφρασης µέσω Real Time-Polymerase Chain 

Reaction  
 
Από την αποµόνωση του συνολικού RNA και τη σύνθεση του cDNA που έχει 

προηγηθεί, προκύπτει 1 µg /µ1 τελική συγκέντρωση cDNA. Επειδή όµως, η µέγιστη 
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ποσότητα DNA που µπορεί να χρησιµοποιηθεί για RT-PCR είναι 500 ng, αραιώνεται 
το cDNA προκειµένου η συγκέντρωση να είναι 500 ng/µλ DNA. 

Η αντίδραση Q-RT-PCR πραγµατοποιείται στο θερµοκυκλοποιητή PikoReal 
Real-Time (Thermo Scientific), σύµφωνα µε τις οδηγίες του πρωτοκόλλου Maxima 
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix της Thermo Scientific.  

 
Για µία αντίδραση µε τελικό όγκο 10 µ1 ισχύει:  

� ddH2O του kit µέχρι τελικό όγκο 10 µl  
� Mίγµα αντίδρασης, 5 µ1  
� Forward εκκινητής, 0.6 µ1 (τελική συγκέντρωση 0.3 µΜ)  
� Reverse εκκινητής, 0.6 µ1 (τελική συγκέντρωση 0.3 µΜ)  
� DΝΑ, 1 µ1  

 
Το πρόγραµµα που ακολουθείται είναι το εξής:  

� Θερµοκρασία προθέρµανσης: 95οC για 10΄  
� Θερµοκρασία ξεδιπλώµατος των δύο κλώνων: 95οC για 15΄΄  
� Θερµοκρασία σύνδεσης εναρκτήριων τµηµάτων σε κάθε    
αλυσίδα των δύο κλώνων: 60οC για 30΄΄  
� Θερµοκρασία επιµήκυνσης: 72οC για 30΄΄  
� Καµπύλες τήξης δηµιουργήθηκαν στους 58-95oC 
� Λήξη αντίδρασης, ψύξη: 20οC  για 10΄΄ 

 
Η θερµοκρασία στην οποία το 50 % του DNA αποδιατάσσεται είναι γνωστή 

ως σηµείο τήξεως (Tm). Η καµπύλη τήξεως δίνει µια εκτίµηση των διαστάσεων και 
των χαρακτηριστικών της διπλής έλικας. Καθώς η θερµοκρασία αυξάνεται, η διπλή 
έλικα αρχίζει να διαχωρίζεται, γεγονός που οδηγεί σε αύξηση της απορρόφησης του 
DNA (φαινόµενο υπερχρωµικότητας). Το στάδιο αυτό είναι απαραίτητο για τον 
έλεγχο τόσο των εκκινητών, όσο και του προϊόντος. Συγκεκριµένα, η χρωστική 
SYBR Green είναι ικανή να ανιχνεύσει οποιοδήποτε δίκλωνο DNA υπάρξει (ακόµα 
και διµερή εκκινητών), µαζί µε το PCR προϊόν. Τα διµερή των εκκινητών ή 
οποιοδήποτε άλλο παραπροϊόν της αντίδρασης θα εµφανιστεί στην καµπύλη ως µια 
πρόσθετη κορυφή. 

40 κύκλοι 



[129] 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

∆. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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∆.1 Μελέτη των βιολογικών επιδράσεων των εκχυλισµάτων του 
γένους Pinus στο δίπτερο έντοµο Drosophila melanogaster 

 
Αρχικά, µελετήθηκε η επίδραση των φυτικών εκχυλισµάτων [Pinus pinaster 

(υδατικό εκχύλισµα φλοιού), Pinus nigra (υδατικό εκχύλισµα φλοιού), Pinus 
heldreichii (υδροαλκοολικό και αλκοολικό εκχύλισµα ξύλου)] στη βιωσιµότητα των 
εντόµων µε την προσθήκη των εκχυλισµάτων στο θρεπτικό τους µέσο, (βλέπε Υλικά 
και Μέθοδοι).  

Προκειµένου να ελεγχθεί ότι δεν επηρεάζονται τα επίπεδα λήψης της τροφής 
µε την προσθήκη των παραπάνω εκχυλισµάτων, διότι µειωµένη λήψη θερµίδων, από 
τη µία πλευρά φαίνεται να αυξάνει τη διάρκεια ζωής και να µειώνει το οξειδωτικό 
στρες και από την άλλη πλευρά µπορεί να οδηγήσει σε παθοφυσιολογικές µεταβολές, 
που δε σχετίζονται µε τη φυσιολογική διαδικασία (McCay et al., 1935; Lin et al., 
2002; Tavernarakis & Driscoll, 2002; Partridge et al., 2005; Lee et al., 2006), 
πραγµατοποιήθηκε ο έλεγχος λήψης της τροφής µε τη µέθοδο της γευστικής 
δοκιµασίας. 

 
 

∆.1.1 Γευστική δοκιµασία 
 

Εφαρµόστηκε το πρωτόκολλο σύµφωνα µε την αναφορά των Bahadorani & 
Hilliker, 2008. Αναλυτικότερα, νεαρά έντοµα (1-3 ηµερών) έµειναν χωρίς τροφή - 
συνθήκες πείνας - (σε σωλήνα καλλιέργειας που περιέχει διηθητικό χαρτί ποτισµένο 
µόνο µε νερό βρύσης) για 20 ώρες και στη συνέχεια, µεταφέρθηκαν σε θρεπτικά 
µέσα, που περιείχαν τα προς µελέτη εκχυλίσµατα και τη χρωστική sulforhodamine B 
sodium salt (Acid red), ενώ ως µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό υλικό που 
περιείχε το διαλύτη DMSO (100 %) των εκχυλισµάτων µαζί µε τη χρωστική. Η 
χρωστική (Acid-red) χρησιµοποιήθηκε σε συγκέντρωση 0.2 %. Ακολούθησε επώαση 
των εντόµων για δύο ώρες στο σκοτάδι και παρατήρηση αυτών σε στερεοσκόπιο. 

Η ερυθρότητα στην κοιλιά των εντόµων δηλώνει την πρόσληψη του 
θρεπτικού µέσου και όπως παρατηρήθηκε ήταν παρόµοια τόσο στο θρεπτικό µέσο 
του µάρτυρα όσο και στα θρεπτικά υλικά παρουσία των εκχυλισµάτων (Εικόνα 66).  
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Η ερυθρότητα στην κοιλιά των εντόµων δηλώνει την πρόσληψη του θρεπτικού µέσου και 
όπως παρατηρήθηκε ήταν παρόµοια τόσο στο θρεπτικό µέσο του διαλύτη DMSO (100 %) όσο και στα 
θρεπτικά υλικά παρουσία των εκάστοτε εκχυλισµάτων. 

 
Στη συνέχεια, βαθµολογείται η κοιλιακή ερυθρότητα από 0 (άχρωµη κοιλιά, 

µη λήψη τροφής) µέχρι 5 (έντονη κόκκινη κοιλιά, κανονική λήψη τροφής). Πρέπει να 
σηµειωθεί ότι τα συγκεκριµένα εκχυλίσµατα εξετάστηκαν στη µέγιστη συγκέντρωση, 
που χρησιµοποιήθηκαν και για τα υπόλοιπα πειράµατα (δηλαδή σε συγκέντρωση των 
100 µg / ml), εφόσον θετικό αποτέλεσµα (ερυθρότητα της κοιλιάς) στη συγκεκριµένη 
συγκέντρωση συνεπάγεται και θετικό αποτέλεσµα και στις µικρότερες συγκεντρώσεις 
(∆ιάγραµµα 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Παρατηρήθηκε ότι τα έντοµα, τα οποία αναπτύσσονται παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων, 

εµφάνισαν παρόµοια ένταση κοιλιακής ερυθρότητας, σε σχέση µε αυτά που καλλιεργήθηκαν σε 
θρεπτικό µέσο παρουσία DMSO (100 %). Εποµένως, τα έντοµα καταναλώνουν την τροφή παρουσία 
των εκχυλισµάτων. 

Εικόνα 59: Έλεγχος γευστικής δοκιµασίας στο δίπτερο έντοµο Drosophila melanogaster 

∆ιάγραµµα 1: Ένταση κοιλιακής ερυθρότητας των εντόµων Drosophila melanogaster 
παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων 
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Με βάση τα παραπάνω ευρήµατα προκύπτει το συµπέρασµα, ότι τα έντοµα 
είναι δεκτικά ακόµα και σε θρεπτικά µέσα παρουσία των εκχυλισµάτων. Εποµένως, 
µέσω της γευστικής δοκιµασίας, επιβεβαιώνεται ότι η οποιαδήποτε παρατήρηση 
οφείλεται στη δράση των φυτικών εκχυλισµάτων, που λαµβάνουν τα έντοµα 
Drosophila melanogaster από την τροφή τους και όχι στη µη λήψη. Στη συνέχεια, 
εξετάστηκε η in vivo µελέτη του προσδόκιµου ζωής των εντόµων παρουσία των 
φυτικών εκχυλισµάτων. 

 
 
∆.1.2 In vivo µελέτη της βιωσιµότητας των εντόµων Drosophila 

melanogaster παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων  
 
Προκειµένου να µελετηθεί η βιωσιµότητα των εντόµων υπό την επίδραση των 

φυτικών εκχυλισµάτων [P. pinaster (υδατικό εκχύλισµα φλοιού), P. nigra (υδατικό 
εκχύλισµα φλοιού), P. heldreichii (υδροαλκοολικό και αλκοολικό εκχύλισµα ξύλου)], 
πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µακροβιότητας [ίσος αριθµός νεαρών ατόµων (wild 
type) από κάθε φύλο, τουλάχιστον 40 ♀ & 40 ♂] σε συγκεντρώσεις των 1µg / ml, 10 
µg / ml και 100 µg / ml.  

Να σηµειωθεί ότι οι καµπύλες βιωσιµότητας και στα τέσσερα διαγράµµατα 
βιωσιµότητας (βλέπε παρακάτω ∆ιάγραµµα 2) συγκρίνονται µε την ίδια οµάδα 
µαρτύρων. Ως µάρτυρας (control) χρησιµοποιήθηκαν έντοµα, τα οποία 
αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο παρουσία DMSO (100 %) σε συγκέντρωση 0.25 %, 
εφόσον τα παραπάνω εκχυλίσµατα διαλύονται στο συγκεκριµένο διαλύτη. Όλα τα 
πειράµατα ελέγχου βιωσιµότητας πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν (duplicates).  

Από τις καµπύλες βιωσιµότητας βρέθηκε ότι η παρατεταµένη χορήγηση 
τροφής πλούσια σε εκχυλίσµατα από τα είδη P. pinaster, P. nigra και P. heldreichii 
οδήγησε σε σηµαντική αύξηση του προσδόκιµου ζωής (lifespan) καθώς και σε 
βελτίωση της ποιότητας ζωής (healthspan) (∆ιάγραµµα 2). Πρέπει να σηµειωθεί ότι 
η σηµαντικότερη αύξηση του προσδόκιµου ζωής παρουσιάστηκε στα έντοµα που 
καλλιεργήθηκαν παρουσία του αλκοολικού εκχυλίσµατος του P. heldreichii (Agro 5), 
(∆ιάγραµµα 2.∆) και εν συνεχεία παρουσία του υδατικού εκχυλίσµατος του P. nigra 
(Agro 3), (∆ιάγραµµα 2.Β), όπου παρατηρήθηκε δοσο-εξαρτώµενη αύξηση της 
µακροβιότητας. Τέλος, διαπιστώθηκε ότι τα εκχυλίσµατα από τα είδη P. nigra (Agro 
3) και P. heldreichii (Agro 4 & Agro 5) εµφάνισαν συνολικά καλύτερη εικόνα όσο 
αφορά τη µακροβιότητα σε σύγκριση µε το υδατικό εκχύλισµα του P. pinaster 
(Pycnogenol®). 



[133] 

 

  

 

Καµπύλες µακροβιότητας των εντόµων που καλλιεργήθηκαν για όλη τη διάρκεια της 
ζωής τους στις αναγραφόµενες συγκεντρώσεις των φυτικών εκχυλισµάτων. Από τις καµπύλες Β, 
Γ, ∆ παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση τόσο του προσδόκιµου ζωής (lifespan) όσο και της ποιότητας 
ζωής (healthspan) των εντόµων, όταν καλλιεργούνται παρουσία των εκχυλισµάτων, που προέρχονται 
από τα είδη P. nigra (υδατικό εκχύλισµα – Agro 3) και P. heldreichii (Υδροαλκοολικό εκχύλισµα - 
Agro 4 & Αλκοολικό εκχύλισµα - Agro 5), σε σύγκριση µε το υδατικό εκχύλισµα του P. pinaster 
(Pycnogenol

®
) όπου δε σηµειώθηκε αξιοσηµείωτη µεταβολή στη µακροβιότητα, (Καµπύλη Α).* Οι 

καµπύλες βιωσιµότητας και στα τέσσερα διαγράµµατα βιωσιµότητας συγκρίνονται µε τη ίδια οµάδα 
µαρτύρων [DMSO (100 %)]. Στα διαγράµµατα η τυπική απόκλιση SD, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν τις 
διαφορές από τα δείγµατα µάρτυρες [νεαρά έντοµα που καλλιεργήθηκαν παρουσία DMSO (100 %)], 
όπου  ± SD *, P < 0.05, **, P < 0.01. 

 
 

Στη συνέχεια, προκειµένου να επιβεβαιωθούν τα πρώτα πειράµατα 
βιωσιµότητας, επαναλήφθει το συγκεκριµένο πείραµα µακροβιότητας κάτω από τις 
ίδιες συνθήκες. Ωστόσο από τις δοκιµές βιωσιµότητας που πραγµατοποιήθηκαν αυτή 
τη φορά υπήρχαν σηµαντικές διαφορές όσο αφορά κυρίως το προσδόκιµο ζωής των 
εντόµων µεταξύ των εκχυλισµάτων. 

Πιο συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε ήπια βελτίωση της ποιότητας ζωής των 
εντόµων (healthspan), όταν το θρεπτικό µέσο περιείχε 100 µg / ml από υδατικό 
εκχύλισµα φλοιού του είδους P. nigra (Agro 3) σε σχέση µε τα έντοµα – µάρτυρες, 
που καλλιεργήθηκαν παρουσία DMSO (100 %), ενώ παράλληλα σηµειώθηκε µια 
πολύ µικρή αύξηση στο προσδόκιµο ζωής (lifespan) (∆ιάγραµµα 3.Β). Οµοίως, το 
υδροαλκοολικό εκχύλισµα που προέρχεται από ξύλο του είδους P. heldreichii 
(Agro 4) εµφάνισε ήπια βελτίωση της ποιότητας ζωής των εντόµων (healthspan) και 
ταυτόχρονα µικρή αύξηση στο προσδόκιµο ζωής (lifespan) στη µέγιστη συγκέντρωση 
(100 µg / ml) σε σχέση µε τα έντοµα – µάρτυρες (∆ιάγραµµα 3.Γ). 

∆ιάγραµµα 2: Έλεγχος της βιωσιµότητας παρουσία των εκχυλισµάτων του γένους Pinus 
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Αντίθετα, δεν παρατηρήθηκαν αξιοσηµείωτες µεταβολές στη ζωή των 

εντόµων σε καµιά από τις συγκεντρώσεις του υδατικού εκχυλίσµατος από το φλοιό 
του είδους P. pinaster (Pycnogenol®) (∆ιάγραµµα 3.Α). Παρόµοια εικόνα εµφάνισαν 
και τα έντοµα που εκτέθηκαν παρουσία των συγκεντρώσεων του αλκοολικού 
εκχυλίσµατος από το ξύλο του είδους P. heldreichii (Agro 5),τόσο στην ποιότητα 
ζωής (healthspan) όσο και στη µακροβιότητα (lifespan), σε σχέση µε τα έντοµα - 
µάρτυρες (∆ιάγραµµα 3.∆).  

 

 
Καµπύλες µακροβιότητας των εντόµων που καλλιεργήθηκαν για όλη τη διάρκεια της 

ζωής τους στις αναγραφόµενες συγκεντρώσεις των φυτικών εκχυλισµάτων. Παρατηρήθηκε ήπια 
βελτίωση της ποιότητας ζωής (healthspan), όταν το θρεπτικό µέσο περιείχε 100 µg / ml από υδατικό 
εκχύλισµα φλοιού του είδους P. nigra σε σχέση µε τα έντοµα – µάρτυρες που καλλιεργήθηκαν 
παρουσία DMSO (100 %), ενώ παράλληλα σηµειώθηκε µια ήπια αύξηση στο προσδόκιµο ζωής 
(lifespan), (Καµπύλη Β). Οµοίως, το υδροαλκοολικό εκχύλισµα που προέρχεται από ξύλο του είδους 
P. heldreichii εµφάνισε ήπια βελτίωση της ποιότητας ζωής των εντόµων (healthspan) στη µέγιστη 
συγκέντρωση (100 µg / ml), ταυτόχρονα µε µικρή αύξηση στο προσδόκιµο ζωής σε σχέση µε τα 
έντοµα – µάρτυρες, (Καµπύλη Γ).* Οι καµπύλες βιωσιµότητας των φυτικών εκχυλισµάτων 
συγκρίνονται µε τον ίδιο µάρτυρα [DMSO (100 %)]. Στα διαγράµµατα η τυπική απόκλιση SD, οι 
αστερίσκοι υποδηλώνουν τις διαφορές από τα δείγµατα µάρτυρες [νεαρά έντοµα που καλλιεργήθηκαν 
παρουσία DMSO (100 %)], όπου  ± SD *, P < 0.05, **, P < 0.01. 

 

∆ιάγραµµα 3: Έλεγχος της βιωσιµότητας παρουσία των εκχυλισµάτων του γένους Pinus 
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∆.1.3 In vivo µελέτη της βιωσιµότητας των εντόµων Drosophila 

melanogaster παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων σε ένα ήπιο 
οξειδωτικό περιβάλλον 

 
∆εδοµένου της ήπιας βελτίωσης της ποιότητας και του προσδόκιµου ζωής από 

τα φυτικά εκχυλίσµατα (κυρίως από τα εκχυλίσµατα P. nigra και P. heldreichii), στη 
συνέχεια, ρωτήθηκε αν τα συγκεκριµένα εκχυλίσµατα του γένους Pinus µπορούν να 
παρέχουν προστασία στα έντοµα D. melanogaster σε ένα οξειδωτικό περιβάλλον, το 
οποίο προκαλεί τη µείωση της βιωσιµότητας. Συγκεκριµένα, όπως φαίνεται και στο 
∆ιάγραµµα 4, ο οξειδωτικός παράγοντας t-BHP (Tert-Butyl hydroperoxide), σε 
συγκέντρωση 4 mM προκάλεσε µείωση του προσδόκιµου ζωής των εντόµων σε 
σύγκριση µε έντοµα που αναπτύσσονται σε φυσιολογικές συνθήκες [DMSO (100 
%)]. Προκειµένου να ελεγχθεί η πιθανή προστατευτική δράση των φυτικών 
εκχυλισµάτων παρουσία εξωγενούς οξειδωτικού στρες, νεαρά έντοµα (1-3 ηµερών) 
εκτέθηκαν στις συγκεντρώσεις των εκχυλισµάτων, όπως αναφέρθηκαν και 
παραπάνω, παρουσία και του οξειδωτικού παράγοντα t-BHP. Όλα τα πειράµατα 
ελέγχου βιωσιµότητας πραγµατοποιήθηκαν εις διπλούν (duplicates) (∆ιάγραµµα 4). 

Όπως φαίνεται και στο ∆ιάγραµµα 4, το υδροαλκοολικό εκχύλισµα που 
προέρχεται από το ξύλο του P. heldreichii (Agro 4) προσέφερε προστασία στα 
έντοµα που καλλιεργήθηκαν παρουσία οξειδωτικού στρες, (∆ιάγραµµα 4.Α). 
Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε µια δοσο-εξαρτώµενη αύξηση στο προσδόκιµο ζωής 
(lifespan) αλλά και ήπια βελτίωση της ποιότητας ζωής των εντόµων (healthspan), 
όταν στο θρεπτικό µέσο περιέχεται η µέγιστη συγκέντρωση των 100 µg / ml, σε 
σύγκριση τόσο µε τα έντοµα – µάρτυρες που καλλιεργήθηκαν παρουσία DMSO + t-
BHP (µαύρη γραµµή) όσο και µε τα έντοµα που αναπτύχθηκαν σε φυσιολογικό 
θρεπτικό µέσο παρουσία, δηλαδή, µόνο DMSO (100 %) (κόκκινη γραµµή). 
Αντίθετα, παρατηρήθηκε ότι το αλκοολικό εκχύλισµα από το ξύλο του είδους P. 
heldreichii (Agro 5) αδυνατεί να παρέχει προστασία παρουσία οξειδωτικού στρες και 
επιπλέον φάνηκε να µειώνει περισσότερο το προσδόκιµο ζωής των εντόµων σε 
σύγκριση µε τα έντοµα που καλλιεργήθηκαν µόνο παρουσία του οξειδωτικού 
παράγοντα t-BHP (∆ιάγραµµα 4.Β). 

 

 

 
Καµπύλες µακροβιότητας των εντόµων που καλλιεργήθηκαν για όλη τη διάρκεια της 

ζωής τους στις αναγραφόµενες συγκεντρώσεις των εκχυλισµάτων του P. heldreichii παρουσία του 

∆ιάγραµµα 4 (Α & Β): Έλεγχος της βιωσιµότητας των εντόµων παρουσία των εκχυλισµάτων 
του είδους P. heldreichii και του οξειδωτικού παράγοντα t-BHP 



[136] 

 

οξειδωτικού παράγοντα t-BHP (4 mM). Παρατηρήθηκε ότι το υδροαλκοολικό εκχύλισµα που 
προέρχεται από το ξύλο του είδους P. heldreichii προστατεύει τα έντοµα, που εκτίθενται σε ένα 
οξειδωτικό περιβάλλον, καθώς σηµειώνεται δοσο-εξαρτώµενη αύξηση της ποιότητας ζωής (Καµπύλη 
Α). Σε αντίθεση, το αλκοολικό εκχύλισµα από το ξύλο του P. heldreichii αδυνατεί να παρέχει 
προστασία σε ένα οξειδωτικό περιβάλλον (Καµπύλη Β). Στα διαγράµµατα η τυπική απόκλιση SD, οι 
αστερίσκοι υποδηλώνουν τις διαφορές από τα δείγµατα µάρτυρες [νεαρά έντοµα που καλλιεργήθηκαν 
παρουσία DMSO (100 %)], όπου  ± SD *, P < 0.05, **, P < 0.01. 

 

 
Τέλος, µε βάση τα ∆ιαγράµµατα 4.Γ και 4.∆, τόσο στο υδατικό εκχύλισµα 

από το φλοιό του P. pinaster (Pycnogenol®) όσο και στο υδατικό εκχύλισµα από το 
φλοιό του P. nigra προκάλεσαν ήπια βελτίωση της ποιότητας ζωής στη µικρότερη 
συγκέντρωση 1 µg / ml παρουσία του οξειδωτικού παράγοντα, χωρίς ωστόσο οι 
µεταβολές στη µακροβιότητα (lifespan) αλλά και στην ποιότητα ζωής (healthspan) 
των εντόµων σε σχέση µε τα έντοµα – µάρτυρες να είναι στατιστικά σηµαντικές. 

 

 

 
 

Καµπύλες µακροβιότητας των εντόµων που καλλιεργήθηκαν για όλη τη διάρκεια της 
ζωής τους στις αναγραφόµενες συγκεντρώσεις των εκχυλισµάτων των ειδών P. pinaster και P. 
nigra και στον οξειδωτικό παράγοντα t-BHP (4 mM). Και στις δύο περιπτώσεις, σηµειώθηκε ήπια 
βελτίωση στην ποιότητα ζωής σε συγκέντρωση 1 µg / ml παρουσία του οξειδωτικού παράγοντα, χωρίς 
ωστόσο οι µεταβολές στη µακροβιότητα (lifespan) αλλά και στην ποιότητα ζωής (healthspan) των 
εντόµων σε σχέση µε τα έντοµα – µάρτυρες να είναι στατιστικά σηµαντικές. 

 
* Οι καµπύλες βιωσιµότητας των φυτικών εκχυλισµάτων συγκρίνονται µε την ίδια 

οµάδα µαρτύρων [DMSO (100 %) + 4 mM t-BHP]. Ως µάρτυρας (control) χρησιµοποιήθηκαν 
έντοµα, τα οποία αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο παρουσία t-BHP (4 mM) + DMSO (100 %) 
(οξειδωτικό περιβάλλον). Ενώ µε τη χαρακτηριστική κόκκινη γραµµή απεικονίζονται έντοµα που 
αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο παρουσία µόνο DMSO (100 %) χωρίς τον οξειδωτικό παράγοντα t-
BHP (φυσιολογικές συνθήκες). 

 
 
∆.1.4 Έλεγχος της ικανότητας αναρρίχησης των εντόµων Drosophila 

melanogaster παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων 
 
Η γήρανση χαρακτηρίζεται από απώλεια της µυϊκής δύναµης µε αποτέλεσµα 

την περιορισµένη (µειωµένη) κινητική ικανότητα. ∆εδοµένου αυτού, στη συνέχεια 
εξετάστηκε αν στις παραπάνω συγκεντρώσεις των υπό µελέτη εκχυλισµάτων, 

∆ιάγραµµα 4 (Γ & ∆): Έλεγχος της βιωσιµότητας των εντόµων παρουσία των εκχυλισµάτων 
P. pinaster και P. nigra και του οξειδωτικού παράγοντα t-BHP 
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παρατηρείται πιθανή διατήρηση της µυϊκής δύναµης και άρα µειωµένη απώλεια του 
ρυθµού εκφυλισµού του µυϊκού ιστού. Για το λόγο αυτό, µετρήθηκε η ικανότητα 
αναρρίχηση των εντόµων που καλλιεργήθηκαν παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων 
για 42 ηµέρες. 

Τα ευρήµατα µας έδειξαν αύξηση της κινητικότητας (δείκτης της µυϊκής 
δύναµης) των εντόµων παρουσία των εκχυλισµάτων σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. 
Συγκεκριµένα, το υδατικό εκχύλισµα του P. pinaster (Pycnogenol®) στη µέγιστη 
συγκέντρωση των 100 µg / ml και το υδατικό εκχύλισµα του P. nigra σε 
συγκεντρώσεις 1 µg / ml και 100µg / ml παρουσίασαν αύξηση της κινητικής 
ικανότητας των εντόµων. Όσον αφορά τα δυο εκχυλίσµατα του P. heldreichii, το 
υδροαλκοολικό εκχύλισµα εµφάνισε αυξηµένη µυϊκή δύναµη στη µέγιστη 
συγκέντρωση των 100 µg / ml, εύρηµα που συµφωνεί µε την παρατηρηθείσα αύξηση 
του προσδόκιµου ζωής αλλά και βελτίωση της ποιότητας ζωής παρουσία ήπιου 
οξειδωτικού στρες στην ίδια συγκέντρωση. Τέλος, στο αλκοολικό εκχύλισµα του P. 
heldreichii παρατηρήθηκε αυξηµένη κινητικότητα κυρίως στη συγκέντρωση των 10 
µg / ml, (∆ιάγραµµα 5). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Η αναρριχητική ικανότητα των εντόµων µετά από παραµονή τους στο θρεπτικό µέσο 

παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων για 42 ηµέρες. Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, παρατηρήθηκε 
αυξηµένη κινητικότητα (µυϊκή δύναµη) των εντόµων παρουσία των εκχυλισµάτων σε διαφορετικές 
συγκεντρώσεις σε σύγκριση µε τα έντοµα – µάρτυρες. Στα διαγράµµατα η τυπική απόκλιση SD, οι 
αστερίσκοι υποδηλώνουν τις διαφορές από τα δείγµατα µάρτυρες [νεαρά έντοµα που καλλιεργήθηκαν 
παρουσία DMSO (100 %)], όπου ± SD *, P < 0.05, **, P < 0.01. 

 

∆ιάγραµµα 5: Έλεγχος της κινητικότητας των εντόµων µετά από έκθεση τους στα 
φυτικά εκχυλίσµατα 
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∆εδοµένων των µεταβολών που προκαλούν τα παραπάνω εκχυλίσµατα στην 

ποιότητα και στο προσδόκιµο ζωής, καθώς και στην κινητικότητα των εντόµων, στη 
συνέχεια διερευνήθηκε αν αυτές οι παρατηρήσεις σχετίζονται µε τυχόν επίδραση των 
εκχυλισµάτων στη λειτουργικότητα του πρωτεασώµατος, το οποίο διαδραµατίζει 
σηµαντικό ρόλο στη διαδικασία της γήρανσης (βλέπε εισαγωγή). 

 
 
∆.1.5 In vivo µελέτη της ενεργότητας του πρωτεασώµατος των 

εντόµων έπειτα από έκθεση στα εξεταζόµενα εκχυλίσµατα 
 
Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή, το σύστηµα ουβικιτίνης - 

πρωτεασώµατος είναι ένα από τα κύρια πρωτεολυτικά και επιδιορθωτικά συστήµατα 
του κυττάρου και σχετίζεται µε την εµφάνιση της γήρανσης, καθώς παρατηρείται 
απώλεια της έκφρασης και της ενεργότητας του µε τη πάροδο των χρόνων 
(Chondrogianni & Gonos, 2005; Hara et al., 2006; Tsakiri et al., 2013). Σταδιακά και 
καθώς οργανισµός γηράσκει, τα µονοπάτια διατήρησης της οµοιόστασης 
δυσλειτουργούν, µε αποτέλεσµα την απορρύθµιση των κυτταρικών λειτουργιών και 
την περαιτέρω συσσώρευση βλάβης, που οδηγεί τελικά σε εµφάνιση του γερασµένου 
ιστού, καθώς και σε ασθένειες που σχετίζονται µε το γήρας (νευροεκφυλιστικές 
νόσοι, καρκίνος) (Campisi, 2005; Niccoli & Partridge, 2012). 

Παράλληλα, έχει αναφερθεί πως στο αναπαραγωγικό σύστηµα το 
πρωτεάσωµα ρυθµίζεται διαφορετικά κατά τη γήρανση, σε σχέση µε τον υπόλοιπο 
σωµατικό ιστό (Fredriksson et al., 2012; Tsakiri et al., 2013). Για το λόγο αυτό, η 
µελέτη µας εστιάστηκε στη µελέτη των επιδράσεων των φυτικών εκχυλισµάτων 
στους σωµατικούς ιστούς των εντόµων και έτσι στα πειράµατα µας αφαιρέθηκε το 
αναπαραγωγικό σύστηµα από τα έντοµα. Στη συγκεκριµένη σειρά πειραµάτων, 
µελετήθηκε η επίδραση των διαφορετικών συγκεντρώσεων των φυτικών 
εκχυλισµάτων (1 µg / ml, 10 µg / ml και 100 µg / ml) όσο αφορά στην ενεργότητα 
του πρωτεασώµατος σε in vivo συνθήκες σε σωµατικούς ιστούς τόσο από νεαρά όσο 
και από ηλικιωµένα έντοµα, (∆ιάγραµµα 6 & ∆ιάγραµµα 7). Να σηµειωθεί ότι 
µετρήθηκαν οι δύο κύριες ενεργότητες του πρωτεασώµατος, χυµοθρυψίνης (LLVY) 
και κασπάσης (LLE). 

Παρατηρήθηκε µια ελαφριά αύξηση των δυο πρωτεασωµικών ενεργοτήτων 
χυµοθρυψίνης (LLVY) και κασπάσης (LLE) στα δείγµατα νεαρών εντόµων ηλικίας 
18-21 ηµερών, που αναπτύχθηκαν παρουσία της µεγαλύτερης συγκέντρωσης του 
υδατικού εκχυλίσµατος του είδους P. pinaster (100 µg / ml) σε σύγκριση µε τα 
έντοµα – µάρτυρες, που καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο παρουσία DMSO (100 
%), (∆ιάγραµµα 6.Α). Αντίθετα, στο υδατικό εκχύλισµα του P. nigra αλλά και στο 
αλκοολικό εκχύλισµα του P. heldreichii εµφανίζονται µειωµένες και οι δυο 
πρωτεασωµικές ενεργότητες στα έντοµα ηλικίας 14-16 ηµερών παρουσία των 
διαφορετικών συγκεντρώσεων σε σχέση µε τα έντοµα - µάρτυρες. Επιπλέον, βρέθηκε 
ότι το υδροαλκοολικό εκχύλισµα του P. heldreichii προκαλεί αύξηση της 
πρωτεασωµικής ενεργότητας κασπάσης (LLE) στις συγκεντρώσεις 1 µg / ml και 100 
µg / ml, ενώ µειώνει την ενεργότητα χυµοθρυψίνης (LLVY) (∆ιάγραµµα 6.Β). 
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(A) Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, παρατηρήθηκε ήπια αύξηση των δυο πρωτεασωµικών 

ενεργοτήτων χυµοθρυψίνης (LLVY) και κασπάσης (LLE) στα δείγµατα νεαρών εντόµων ηλικίας 18-
21 ηµερών, που αναπτύχθηκαν παρουσία της µεγαλύτερης συγκέντρωσης του υδατικού εκχυλίσµατος 
του είδους P. pinaster (100 µg / ml), σε σύγκριση µε τα έντοµα - µάρτυρες. (Β) Αντίθετα, στο υδατικό 
εκχύλισµα του P. nigra αλλά και στο αλκοολικό εκχύλισµα του P. heldreichii εµφανίζονται µειωµένες 
και οι δυο πρωτεασωµικές ενεργότητες στα έντοµα ηλικίας 14-16 ηµερών παρουσία των διαφορετικών 
συγκεντρώσεων σε σχέση µε τα έντοµα - µάρτυρες. Ωστόσο, στο υδροαλκοολικό εκχύλισµα του P. 
heldreichii παρατηρήθηκε αυξηµένη η πρωτεασωµική ενεργότητα κασπάσης (LLE) στις 
συγκεντρώσεις 1 µg / ml και 100 µg / ml, σε αντίθεση µε την ενεργότητα χυµοθρυψίνης (LLVY). Στα 
διαγράµµατα η τυπική απόκλιση SD, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν τις διαφορές από τα δείγµατα 
µάρτυρες [νεαρά έντοµα που καλλιεργήθηκαν παρουσία DMSO (100 %)], όπου ± SD *, P < 0.05, **, 
P < 0.01. 

∆ιάγραµµα 6: In vivo µελέτη των πρωτεασωµικών ενεργοτήτων παρουσία των εκχυλισµάτων 
του γένους Pinus σε νεαρής ηλικίας έντοµα 
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Στη συνέχεια, επαναλήφθει η µελέτη της ενεργότητας πρωτεασώµατος, κατά 

την οποία νεαρά έντοµα εκτέθηκαν σε θρεπτικό µέσο παρουσία αυτή τη φορά και των 
τεσσάρων εκχυλισµάτων για το ίδιο χρονικό διάστηµα των 16 ηµερών, (∆ιάγραµµα 
7). Ταυτόχρονα, από αυτή τη µέτρηση πραγµατοποιήθηκε σύγκριση της δράση των 
εκχυλισµάτων που προέρχονται από τα είδη P. nigra και P.heldreichii µε τη δράση 
του υδατικού εκχυλίσµατος του P. pinaster (Pycnogenol®).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Η παρατεταµένη έκθεση νεαρών εντόµων σε τροφή πλούσια στα υπό µελέτη φυτικά 

εκχυλίσµατα προκαλεί σηµαντική in vivo αύξηση των δυο κύριων πρωτεασωµικών ενεργοτήτων. Στα 
διαγράµµατα η τυπική απόκλιση SD, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν τις διαφορές από τα δείγµατα 
µάρτυρες [νεαρά έντοµα που καλλιεργήθηκαν παρουσία DMSO (100 %)], όπου ± SD *, P < 0.05, **, 
P < 0.01. 

∆ιάγραµµα 7: In vivo µελέτη των πρωτεασωµικών ενεργοτήτων παρουσία των φυτικών 
εκχυλισµάτων σε νεαρής ηλικίας έντοµα 
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Με βάση τα δεδοµένα από την παραπάνω µέτρηση, προέκυψε ότι η 

παρατεταµένη έκθεση νεαρών εντόµων σε τροφή παρουσία των εκχυλισµάτων από τα 
είδη P. nigra και P. heldreichii προκαλεί σηµαντική in vivo αύξηση των 
πρωτεασωµικών ενεργοτήτων σε σχέση µε το υδατικό εκχύλισµα του P. pinaster 
(Pycnogenol®). 

Στη συνέχεια, εξετάστηκε κατά πόσο τα εκχυλίσµατα αυτά επιδρούν στη 
λειτουργικότητα του πρωτεασώµατος και σε ηλικιωµένα έντοµα (∆ιαγράµµατα 8 & 
9). 

 

 

 
Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της παραπάνω µέτρησης, παρατηρήθηκε µια γενική µείωση 

και των δυο ενεργοτήτων του πρωτεασώµατος στα δείγµατα των ηλικιωµένων εντόµων (48-52 
ηµερών), που καλλιεργήθηκαν παρουσία του υδατικού εκχυλίσµατος του P. nigra, του 
υδροαλκοολικού αλλά και του αλκοολικού εκχυλίσµατος του P. heldreichii σε σχέση µε τα δείγµατα-
µάρτυρες. Στα διαγράµµατα η τυπική απόκλιση SD, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν τις διαφορές από τα 
δείγµατα µάρτυρες [νεαρά έντοµα που καλλιεργήθηκαν παρουσία DMSO (100 %)], όπου ± SD *, P < 
0.05, **, P < 0.01. 

 
 
Στη συνέχεια, επαναλήφθει η παραπάνω µελέτη αυτή τη φορά παρουσία και 

του υδατικού εκχυλίσµατος του P. pinaster (Pycnogenol®) σε ηλικιωµένα έντοµα, 
προκειµένου όχι µόνο να ελεγχθεί η επίδραση του στη ρύθµιση του πρωτεασώµατος 
αλλά και για να συγκριθεί µε τα υπό µελέτη εκχυλίσµατα ως προς τη δράση αυτή 
(∆ιάγραµµα 9). 

 
 

∆ιάγραµµα 8: In vivo µελέτη των πρωτεασωµικών ενεργοτήτων παρουσία των τριών 
εκχυλισµάτων από τα είδη P. nigra και P. heldreichii σε ηλικιωµένα έντοµα 
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Η παρατεταµένη έκθεση ηλικιωµένων εντόµων σε τροφή πλούσια στα υπό µελέτη φυτικά 

εκχυλίσµατα προκαλεί σηµαντική in vivo µείωση των δυο κύριων πρωτεασωµικών ενεργοτήτων. Στα 
διαγράµµατα η τυπική απόκλιση SD, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν τις διαφορές από τα δείγµατα 
µάρτυρες [νεαρά έντοµα που καλλιεργήθηκαν παρουσία DMSO (100 %)], όπου ± SD *, P < 0.05, **, 
P < 0.01. 

∆ιάγραµµα 9: In vivo µελέτη των πρωτεασωµικών ενεργοτήτων παρουσία των φυτικών 
εκχυλισµάτων σε ηλικιωµένα έντοµα 
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Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του παραπάνω πειράµατος, παρατηρήθηκε 

µείωση και των δυο ενεργοτήτων του πρωτεασώµατος στους σωµατικούς ιστούς 
εντόµων ηλικίας 46-48 ηµερών, που καλλιεργήθηκαν παρουσία των ενυδατικών 
εκχυλισµάτων των P. pinaster και P. nigra, του υδροαλκοολικού αλλά και του 
αλκοολικού εκχυλίσµατος του P. heldreichii σε σχέση µε τα δείγµατα-µάρτυρες.  

 
 

 
∆.1.6 In vivo µελέτη της επίδρασης των φυτικών εκχυλισµάτων 

στην ενεργότητα των καθεψινών Β και L του λυσοσώµατος σε ηλικιωµένα 
έντοµα 

 
Έπειτα από τα αποτελέσµατα της µειωµένης ενεργότητας του πρωτεασώµατος 

κυρίως σε ηλικιωµένα έντοµα παρουσία των εξεταζόµενων εκχυλισµάτων, 
εξετάστηκε η ενεργότητα των καθεψινών Β και L του λυσοσώµατος σε σωµατικούς 
ιστούς ηλικιωµένων εντόµων (ηλικίας 49 ηµερών), µετά από έκθεση τους στα 
συγκεκριµένα εκχυλίσµατα. 

Παρατηρήθηκε ότι η λήψη τροφής, πλούσια σε υδροαλκοολικό εκχύλισµα του 
P. heldreichii καθώς και σε υδατικό εκχύλισµα του P. nigra σε συγκεντρώσεις 1 µg / 
ml και 100 µg / ml, αυξάνει την ενεργότητα των καθεψινών B και L σε σχέση µε τα 
έντοµα – µάρτυρες, (∆ιάγραµµα 10.Β). Αντίθετα, τα έντοµα που καλλιεργήθηκαν 
παρουσία του αλκοολικού εκχυλίσµατος του P. heldreichii εµφάνισαν σηµαντική 
µείωση της ενεργότητας των καθεψινών B και L. 
 

 
 

 

Η παρατεταµένη έκθεση ηλικιωµένων εντόµων σε τροφή πλούσια σε υδροαλκοολικό 
εκχύλισµα του P. heldreichii καθώς και σε υδατικό εκχύλισµα του P. nigra προκαλεί σηµαντική in 
vivo αύξηση της ενεργότητας των καθεψινών Β και L σε σχέση µε τα έντοµα – µάρτυρες. Στα 

∆ιάγραµµα 10: Μέτρηση της ενεργότητας των καθεψινών Β και L σε ηλικιωµένα έντοµα 
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διαγράµµατα η τυπική απόκλιση SD, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν τις διαφορές από τα δείγµατα 
µάρτυρες [νεαρά έντοµα που καλλιεργήθηκαν παρουσία DMSO (100 %)], όπου ± SD *, P < 0.05, **, 
P < 0.01. 

 
 
∆.1.7 Μελέτη των επιπέδων του κυτταρικού οξειδωτικού φορτίου 

(ROS), έπειτα από έκθεση στα εξεταζόµενα εκχυλίσµατα 
 
Η µελέτη των επιπέδων των δραστικών µορφών οξυγόνου (ROS) 

πραγµατοποιήθηκε, αρχικά, σε έντοµα νεαρής ηλικίας 14 - 16 ηµερών, που 
καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο για τα χρονικά διαστήµατα 14 και 15 ηµερών 
παρουσία των εξής εκχυλισµάτων: 

� του υδατικού εκχυλίσµατος του είδους P. nigra 
� του υδροαλκοολικού εκχυλίσµατος του είδους P. heldreichii 
� του αλκοολικού εκχυλίσµατος του είδους P. heldreichii 

Το πείραµα πραγµατοποιήθηκε σε όλες τις συγκεντρώσεις, ενώ ως µάρτυρες 
χρησιµοποιήθηκαν έντοµα που αναπτύχθηκαν παρουσία DMSΟ (100 %) για τα 
αντίστοιχα χρονικά διαστήµατα των 14 και 15 ηµερών, (∆ιάγραµµα 11). 

 

 

 
Έκθεση νεαρών εντόµων, στα παραπάνω εκχυλίσµατα σε όλες τις συγκεντρώσεις, 

προκαλεί ήπια µείωση του κυτταρικού οξειδωτικού φορτίου σε όλους τους σωµατικούς ιστούς σε 
σχέση µε τα έντοµα – µάρτυρες αντίστοιχης ηλικίας. Σχετικά επίπεδα (%) ROS σε σωµατικούς 
ιστούς νεαρών εντόµων µετά από παραµονή τους σε όλες τις συγκεντρώσεις του υδατικού 
εκχυλίσµατος του P. nigra για 14 ηµέρες (Α) καθώς και σε όλες τις συγκεντρώσεις των εκχυλισµάτων 
του P. heldreichii (υδροαλκοολικό και αλκοολικό) για 15 ηµέρες (Β) σε σχέση µε έντοµα-µάρτυρες 
των αντίστοιχων ηµερών παραµονής. 

 
 
Με βάση τα αποτελέσµατα του παραπάνω πειράµατος, όσο αφορά τη µέτρηση 

των επιπέδων των ROS παρουσία των τριών εξεταζόµενων εκχυλισµάτων, 
παρατηρήθηκε τάση για µείωση του κυτταρικού οξειδωτικού φορτίου στους 
σωµατικούς ιστούς των νεαρών εντόµων σε σχέση µε τα έντοµα – µάρτυρες. 

∆ιάγραµµα 11: Μέτρηση των επιπέδων ROS σε νεαρά έντοµα 
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Στη συνέχεια, µελετήθηκε η παρατεταµένη έκθεση των εκχυλισµάτων στα 

επίπεδα ROS ηλικιωµένων εντόµων (47 – 50 ηµερών). Πρέπει να σηµειωθεί πως στο 
παρόν πείραµα ελέγχθηκε και το υδατικό εκχύλισµα του P. pinaster (Pycnogenol®), 
το οποίο χρησιµοποιείται ως θετικός µάρτυρας καθώς είναι γνωστή η αντιοξειδωτική 
του δράση (βλέπε Α.7.1.9.1) (∆ιάγραµµα 12). 

 

 
 
 
Η παρατεταµένη έκθεση των φυτικών εκχυλισµάτων δεν προκαλεί σηµαντική µεταβολή 

του κυτταρικού οξειδωτικού φορτίου στους σωµατικούς ιστούς των εντόµων που 
καλλιεργήθηκαν παρουσία των εκχυλισµάτων (για 47 ηµέρες) σε σχέση µε τα έντοµα – µάρτυρες. 
Σχετικά επίπεδα (%) ROS σε σωµατικούς ιστούς ηλικιωµένων εντόµων µετά από παραµονή τους σε 
όλες τις αναγραφόµενες συγκεντρώσεις των φυτικών εκχυλισµάτων για 47 ηµέρες. 

 
 
Οµοίως, και στα ηλικιωµένα έντοµα, που καλλιεργήθηκαν παρουσία των 

φυτικών εκχυλισµάτων για 47 ηµέρες, παρατηρήθηκαν σχετικά σταθερά τα επίπεδα 
του κυτταρικού οξειδωτικού φορτίου στους σωµατικούς ιστούς των εντόµων που 
καλλιεργήθηκαν παρουσία των εκχυλισµάτων (για 47 ηµέρες) σε σχέση µε τα έντοµα 
– µάρτυρες, όπως φαίνεται και από το παραπάνω διάγραµµα (∆ιάγραµµα 12). 

 
 
∆.1.8 Μέτρηση της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης (GFP) σε 

διαγονιδιακά στελέχη Drosophila melanogaster, έπειτα από έκθεση στα 
εξεταζόµενα εκχυλίσµατα 

 
Στη συνέχεια ελέγχθηκε αν τα ωφέλιµα αποτελέσµατα της µακροβιότητας 

(τόσο υπό φυσιολογικές όσο και υπό στρες συνθήκες) των φυτικών εκχυλισµάτων 
σχετίζονται µε την επίδραση τους στις κυτταρικές αντιοξειδωτικές αποκρίσεις. 
Προκειµένου να εξεταστεί το παραπάνω ερώτηµα, νεαρά διαγονιδιακά έντοµα τα 
οποία φέρουν το γονίδιο της πρωτεΐνης GFP υπό τον έλεγχο ενός υποκινητή 
(συγκεκριµένα του υποκινητή του γονιδίου gstD1) που φέρει λειτουργικό στοιχείο 
αντιοξειδωτικής απόκρισης (Antioxidant Response Element; ARE) καλλιεργήθηκαν 
σε θρεπτικό µέσο που περιείχε διάφορες συγκεντρώσεις των φυτικών εκχυλισµάτων. 

∆ιάγραµµα 12: Μέτρηση των επιπέδων ROS σε ηλικιωµένα έντοµα 
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Επίσης, χρησιµοποιήθηκαν και διαγονιδιακά έντοµα που φέρουν τέσσερα συνθετικά 
λειτουργικά AREs ή ένα µεταλλαγµένο ARE ως θετικοί και αρνητικοί µάρτυρες, 
αντίστοιχα (Sykiotis & Bohmann, 2008). Να σηµειωθεί ότι τα στοιχεία 
αντιοξειδωτικής απόκρισης ενεργοποιούνται από µεταγραφικούς παράγοντες (όπως ο 
Nrf2 – το οµόλογο στη Drosophila είναι ο CncC, µέσω του µονοπατιού 
αντιοξειδωτικής απόκρισης Nrf2/Keap1) παρουσία κυρίως οξειδωτικού στρες και 
επάγουν την ενεργοποίηση της έκφρασης των αντιοξειδωτικών ενζύµων (στη 
συγκεκριµένη περίπτωση και της πρωτεΐνης GFP). 

 

 

 
 
Έκθεση νεαρών διαγονιδιακών εντόµων, στα φυτικά εκχυλίσµατα προκαλεί ήπια 

ενεργοποίηση της αντιοξειδωτικής απόκρισης του κυττάρου. Σχετικά επίπεδα φθορισµού (%) της 
πρωτεΐνης GFP σε σωµατικούς ιστούς, που υποδηλώνει την ενεργοποίηση των AREs σε νεαρά 
διαγονιδιακά έντοµα gstD-ARE:GFP, µετά από παραµονή τους σε όλες τις συγκεντρώσεις των 
φυτικών εκχυλισµάτων για χρονικό διάστηµα 4 ηµερών. Στα διαγράµµατα η τυπική απόκλιση SD, οι 
αστερίσκοι υποδηλώνουν τις διαφορές από τα δείγµατα µάρτυρες [νεαρά έντοµα που καλλιεργήθηκαν 
παρουσία DMSO (100 %)], όπου ± SD *, P < 0.05, **, P < 0.01. 

 
 
Οι µελέτες έδειξαν ότι τα νεαρά διαγονιδιακά έντοµα gstD-ARE:GFP 

εµφάνισαν ήπια δοσοεξαρτώµενη επαγωγή της αντιοξειδωτικής απόκρισης (έκφραση 
GFP), όταν αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο παρουσία των εκχυλισµάτων (µε 
εξαίρεση την Pycnogenol®) για χρονικό διάστηµα 4 ηµερών, (∆ιάγραµµα 13). Στη 
συνέχεια, ελέγχθηκε η επίδραση των φυτικών εκχυλισµάτων στην αντιοξειδωτική 
απόκριση σε πιο σύντοµο χρονικό διάστηµα χρησιµοποιώντας και τα τρία 
διαγονιδιακά στελέχη αναφοράς (gstD-ARE:GFP, 4XARE:GFP και gstD-
mARE:GFP) (∆ιάγραµµα 14). 

 
 

∆ιάγραµµα 13: Μέτρηση της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης (GFP) σε διαγονιδιακά 
στελέχη Drosophila melanogaster παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων για 4 ηµέρες 
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Σύντοµη έκθεση νεαρών διαγονιδιακών εντόµων, στα φυτικά εκχυλίσµατα σε όλες τις 

συγκεντρώσεις, προκαλεί ενεργοποίηση της αντιοξειδωτικής απόκρισης του κυττάρου. Σχετικά 
επίπεδα φθορισµού (%) της πρωτεΐνης GFP σε σωµατικούς ιστούς από νεαρά διαγονιδιακά έντοµα 
gstD-ARE:GFP (Α), 4XARE:GFP (Β) και gstD-mARE:GFP (Γ), µετά από παραµονή τους σε όλες τις 
συγκεντρώσεις των φυτικών εκχυλισµάτων για χρονικό διάστηµα 2 ηµερών. Στα διαγράµµατα η 
τυπική απόκλιση SD, οι αστερίσκοι υποδηλώνουν τις διαφορές από τα δείγµατα µάρτυρες [νεαρά 
έντοµα που καλλιεργήθηκαν παρουσία DMSO (100 %)], όπου ± SD *, P < 0.05, **, P < 0.01. 

 
 
Τα αποτελέσµατα από τις παραπάνω µετρήσεις έδειξαν σηµαντικά εντονότερη 

ενεργοποίηση του γονιδίου GFP (καθώς παρατηρήθηκε αυξηµένη παραγωγή της 
έκφρασης της πρωτεΐνης GFP στα νεαρά διαγονιδιακά έντοµα) στις δύο µέρες 
έκθεσης των φυτικών εκχυλισµάτων σε σύγκριση µε τις τέσσερις µέρες έκθεσης, 
γεγονός που υποδεικνύει και αυξηµένη επαγωγή της αντιοξειδωτικής απόκρισης 
µέσω AREs (∆ιάγραµµα 14).  

∆ιάγραµµα 14: Μέτρηση της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης (GFP) σε διαγονιδιακά στελέχη 
Drosophila melanogaster παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων για 2 ηµέρες 
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∆.1.9 Μέτρηση της έκφρασης υποµονάδων των 20S και 19S 

συµπλόκων του πρωτεασώµατος καθώς και ουβικιτινιωµένων πρωτεϊνών, 
έπειτα από έκθεση στα εξεταζόµενα εκχυλίσµατα 

 
Μετά τη διεκπεραίωση των πειραµάτων µέτρησης της πρωτεασωµικής 

ενζυµικής ενεργότητας και του κυτταρικού οξειδωτικού φορτίου, µελετήθηκε η 
πρωτεϊνική έκφραση των πρωτεασωµικών υποµονάδων καθώς και των κυτταρικών 
επιπέδων ουβικιτινωµένων και καρβονυλιωµένων (οξειδωµένων) πρωτεϊνών. Όπως 
έχει ήδη αναφερθεί, το πρωτεάσωµα αποικοδοµεί µη λειτουργικές πρωτεΐνες, 
πρωτεΐνες µε µικρό χρόνο ζωής, οι οποίες έχουν σηµανθεί µε µόρια ουβικιτίνης αλλά 
αποικοδοµεί και οξειδωµένες πρωτεΐνες. Ωστόσο, πιθανή δυσλειτουργία του 
πρωτεασώµατος προκαλεί σοβαρές επιπτώσεις στα κύτταρα λόγω της συσσώρευσης 
των ουβικιτινιωµένων και οξειδωµένων πρωτεϊνών. 

Τα αποτελέσµατα, που παρατίθενται, αφορούν σε σωµατικούς ιστούς νεαρών 
και ηλικιωµένων εντόµων, που καλλιεργήθηκαν στις ίδιες συγκεντρώσεις των 
εξεταζόµενων εκχυλισµάτων, που µελετήθηκαν και για τα προηγούµενα πειράµατα. 
Η έκφραση των υποµονάδων του πρωτεασώµατος µελετήθηκε στα νεαρά και 
ηλικιωµένα έντοµα για τα χρονικά διαστήµατα 7 ηµερών και 44 ηµερών, αντίστοιχα. 

Συγκεκριµένα, µελετήθηκε η έκφραση: 
� των Β5 και 20S-α υποµονάδων του 20S καταλυτικού κέντρου, 
� των p42A, Rpn10 και Rpn6 υποµονάδων, που εντοπίζονται 

στο «καπάκι» του 19S ρυθµιστικού συµπλόκου και 
� της πρωτεΐνης αναφοράς GAPDH προκειµένου να 

επιβεβαιωθεί το ισόποσο φόρτωµα µεταξύ των δειγµάτων. 
Τα ευρήµατα µας έδειξαν ότι οι σωµατικοί ιστοί ηλικιωµένων εντόµων 

παρουσία του υδατικού εκχυλίσµατος του P. pinaster εµφάνισαν εντονότερη επαγωγή 
της έκφρασης των πρωτεασωµικών υποµονάδων Rpn10, 20S-α και b5 σε σύγκριση 
µε τους σωµατικούς ιστούς νεαρών εντόµων που εκτέθηκαν στις ίδιες συγκεντρώσεις 
(Εικόνα 67.Α). 

Από την άλλη πλευρά, σηµειώθηκε ότι όταν ηλικιωµένα έντοµα εκτέθηκαν σε 
υδατικό εκχύλισµα του P. nigra δεν παρατηρήθηκε επαγωγή της έκφρασης των 
πρωτεασωµικών υποµονάδων Rpn10 και Rpn6. Αντίθετα, νεαρά έντοµα που 
εκτέθηκαν στις ίδιες συγκεντρώσεις του εκχυλίσµατος εµφάνισαν σχετική αύξηση 
των αντίστοιχων πρωτεασωµικών υποµονάδων. Σχετικά σταθερά παρέµειναν τα 
επίπεδα έκφρασης των πρωτεασωµικών υποµονάδων p42A, 20S-α και b5 στους 
σωµατικούς ιστούς τόσο των νεαρών όσο και των ηλικιωµένων εντόµων (Εικόνα 
67.Β) 

Η παρατεταµένη λήψη του υδροαλκοολικού εκχυλίσµατος του είδους P. 
heldreichii στη µέγιστη συγκέντρωση των 100 µg / ml εµφάνισε ήπια αύξηση της 
πρωτεϊνικής έκφρασης των πρωτεασωµικών υποµονάδων Rpn10, Rpn6, 20S-α σε 
σωµατικούς ιστούς νεαρών εντόµων, σε σύγκριση µε την έκφραση των 
πρωτεασωµικών υποµονάδων των εντόµων – µαρτύρων (Εικόνα 67.Γ). Όσο αφορά 
τους σωµατικούς ιστούς ηλικιωµένων εντόµων, παρατηρήθηκαν σχετικά σταθερά τα 
επίπεδα έκφρασης των εξεταζόµενων πρωτεασωµικών υποµονάδων.  

Με βάση τα δεδοµένα από τη µελέτη σε µοριακό επίπεδο των επιπτώσεων του 
αλκοολικού εκχυλίσµατος του P. heldreichii στις διάφορες συγκεντρώσεις, όσο 
αφορά στην έκφραση των πρωτεασωµικών υποµονάδων, νεαρών και ηλικιωµένων 
εντόµων, παρατηρήθηκαν σχετικά σταθερά τα επίπεδα έκφρασης των 
πρωτεασωµικών υποµονάδων: Rpn10, Rpn6, 20S-α και b5 σε σύγκριση µε την 
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έκφραση των πρωτεασωµικών υποµονάδων των εντόµων – µαρτύρων, που 
καλλιεργήθηκαν παρουσία DMSO (100 %) (Εικόνα 67.∆). 

 

 

 
Αντιπροσωπευτικό ανοσοστύπωµα για συγκριτική ανάλυση της πρωτεϊνικής έκφρασης 

σε σωµατικούς ιστούς νεαρών (4 ♀ & 4 ♂) και ηλικιωµένων εντόµων (4 ♀ & 4 ♂) που εκτέθηκαν 
για 7 ηµέρες και 44 ηµέρες, αντίστοιχα, στις αναγραφόµενες συγκεντρώσεις των εξεταζόµενων 
εκχυλισµάτων, έναντι των πρωτεϊνών Rpn10, Rpn6, 20S-α και b5. Η πρωτεΐνη GAPDH 
χρησιµοποιήθηκε ως πρωτεΐνη αναφοράς για τον έλεγχο του ισοφορτώµατος.  

 
 
Στη συνέχεια, µελετήθηκαν τα ενδογενή επίπεδα των ουβικιτινιωµένων 

πρωτεϊνών καθώς και η πρωτεϊνική έκφραση της µοριακής συνοδού HSP70 (Heat 
shock protein 70) (η οποία σχετίζεται κυρίως µε πρωτεοτοξικό στρες), σε σωµατικούς 
ιστούς εντόµων που καλλιεργήθηκαν παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων για 7 και 
44 ηµέρες. Τα επίπεδα των ουβικιτινιωµένων πρωτεϊνών βρέθηκαν σχετικά σταθερά 
σε σύγκριση µε τα έντοµα µάρτυρες σε όλα τα εξεταζόµενα φυτικά εκχυλίσµατα 
(Εικόνα 68. Α-∆). Παρόµοια πρωτεϊνική έκφραση µε το πρότυπο των 
ουβικιτινιωµένων πρωτεϊνών εµφάνισε και η HSP70, µε εξαίρεση το φυτικό υδατικό 
εκχύλισµα P. pinaster (Εικόνα 68. Α) στα γηρασµένα έντοµα, όπου στις µεγάλες 
συγκεντρώσεις διαπιστώθηκε η αύξηση της έκφρασης της µοριακής συνοδού αυτής.  

Εικόνα 60: Έκφραση των υποµονάδων των 20s και 19s συµπλόκων του πρωτεασώµατος σε νεαρά 
και ηλικιωµένα έντοµα Drosophila melanogaster – (Ανοσοστύπωµα Western) 
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Αντιπροσωπευτικό ανοσοστύπωµα των ουβικιτινιωµένων πρωτεϊνών και της µοριακής 
συνοδού HSP70 σε σωµατικούς ιστούς νεαρών και ηλικιωµένων εντόµων, που εκτέθηκαν στα 
εξεταζόµενα φυτικά εκχυλίσµατα για 7 ηµέρες και 44 ηµέρες, αντίστοιχα. (Α-∆) ∆εν 
παρατηρήθηκαν σηµαντικές µεταβολές στα επίπεδα ουβικιτινιωµένων πρωτεϊνών τόσο στα νεαρά όσο 
και στα γηρασµένα έντοµα παρουσία των εκχυλισµάτων. Παρόµοιο πρότυπο έκφρασης ακολούθησε 
και η HSP70, µε εξαίρεση το υδατικό εκχύλισµα P. pinaster (Pycnogenol®) στα γηρασµένα έντοµα, 
όπου στις µεγάλες συγκεντρώσεις διαπιστώθηκε η αύξηση της έκφρασης της µοριακής συνοδού. Η 
πρωτεΐνη GAPDH χρησιµοποιήθηκε ως πρωτεΐνη αναφοράς για τον έλεγχο του ισοφορτώµατος. 

 
 

Εικόνα 61: Έκφραση των ουβικιτινιωµένων πρωτεϊνών σε νεαρά και ηλικιωµένα 
έντοµα Drosophilamelanogaster παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων - 

(Ανοσοστύπωµα Western) 
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∆.1.10 Ανίχνευση οξειδωµένων πρωτεϊνών, έπειτα από έκθεση των 

εντόµων στα εξεταζόµενα εκχυλίσµατα 
 
Για να ανιχνευθούν τα επίπεδα των οξειδωµένων πρωτεϊνών σε έντοµα που 

εκτέθηκαν παρουσία των φυτικών εκχυλισµάτων σε σύγκριση µε τα έντοµα – 
µάρτυρες, που καλλιεργήθηκαν παρουσία DMSO (100 %), πραγµατοποιήθηκε 
ανοσοστύπωµα Oxyblot. Μελετήθηκαν νεαρά έντοµα που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό 
µέσο παρουσία των εκχυλισµάτων για 7 ηµέρες αλλά και ηλικιωµένα έντοµα που 
εκτέθηκαν στα αντίστοιχα εκχυλίσµατα για 44 ηµέρες. 

Σύµφωνα µε τα ευρήµατα, δεν παρατηρήθηκαν σηµαντικές µεταβολές στα 
επίπεδα των οξειδωµένων πρωτεϊνών στα ηλικιωµένα έντοµα τα οποία εκτέθηκαν στα 
εκχυλίσµατα (Εικόνα 69). Όµως, µε ενδιαφέρον παρατηρήσαµε την ήπια µείωση των 
οξειδωµένων πρωτεϊνών στους σωµατικούς ιστούς των νεαρών εντόµων που 
καλλιεργήθηκαν παρουσία του υδροαλκοολικού και του αλκοολικού εκχυλίσµατος 
που προέρχεται από ξύλο του είδους P. heldreichii στη συγκέντρωση 1 µg / ml 
(Εικόνα 69. Γ, ∆), καθώς και παρουσία του υδατικού εκχυλίσµατος του P. nigra σε 
συγκεντρώσεις των 10 και 100 µg / ml. Το εύρηµα των εκχυλισµάτων του είδους P. 
heldreichii (υδροαλκοολικό) και του P. nigra (υδατικό) συµφωνεί και µε τη 
παρατηρηθείσα βελτίωση του προσδόκιµου ζωής των εντόµων που καλλιεργήθηκαν 
παρουσία οξειδωτικού στρες και των εκχυλισµάτων αυτών στην ίδια συγκέντρωση 
που παρατηρούµε τη µείωση των οξειδωµένων πρωτεϊνών (∆ιάγραµµα 4. Α, Β). 
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Αντιπροσωπευτικό ανοσοστύπωµα των οξειδωµένων πρωτεϊνών από σωµατικούς ιστούς 

νεαρών και ηλικιωµένων εντόµων, που εκτέθηκαν στα εξεταζόµενα φυτικά εκχυλίσµατα για 7 
ηµέρες και 44 ηµέρες, αντίστοιχα. ∆εν παρατηρήθηκαν σηµαντικές µεταβολές στα επίπεδα των 
οξειδωµένων πρωτεϊνών στα ηλικιωµένα έντοµα τα οποία εκτέθηκαν στα εκχυλίσµατα (Α-Γ). Όµως, 
µε ενδιαφέρον παρατηρήσαµε την ήπια µείωση των οξειδωµένων πρωτεϊνών στους σωµατικούς ιστούς 
των νεαρών εντόµων που καλλιεργήθηκαν παρουσία του υδατικού εκχυλίσµατος του P. nigra (Β) σε 
συγκεντρώσεις των 10 και 100 µg/ ml καθώς και παρουσία του υδροαλκοολικού και του αλκοολικού 
εκχυλίσµατος που προέρχεται από το ξύλο του είδους P. heldreichii στη συγκέντρωση 1 µg / ml (Γ, ∆).  
Η πρωτεΐνη GAPDH χρησιµοποιήθηκε ως πρωτεΐνη αναφοράς για τον έλεγχο του ισοφορτώµατος. 

Εικόνα 62: Μελέτη των οξειδωµένων πρωτεϊνών σε νεαρά και ηλικιωµένα έντοµα 
Drosophila melanogaster – Ανοσοστύπωµα Oxyblot 
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∆.1.11 Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, έπειτα από έκθεση στα 

εξεταζόµενα εκχυλίσµατα 
 
Τέλος, πραγµατοποιήθηκε έλεγχος των επιπέδων της γονιδιακής έκφρασης 

των γονιδίων που εµπλέκονται στο µονοπάτι σηµατοδότησης Nrf2-CncC/Keap1, της 
µοριακής συνοδού HSP70 και των πρωτεασωµικών γονιδίων σε σωµατικούς ιστούς 
νεαρών εντόµων που καλλιεργήθηκαν για δύο ηµέρες σε θρεπτικό µέσο που περιείχε 
διάφορες συγκεντρώσεις των φυτικών εκχυλισµάτων. 

Πιο συγκεκριµένα, µελετήθηκε η γονιδιακή έκφραση του µεταγραφικού 
παράγοντα cap’n’collar isoform C (CncC), που είναι ο κύριος µεταγραφικός 
παράγοντας για την ενεργοποίηση της κυτταρικής αντιοξειδωτικής απόκρισης και 
που προσδένεται στα στοιχεία αντιοξειδωτικής απόκρισης (AREs) και ενεργοποιεί 
την έκφραση των αντιοξειδωτικών ενζύµων. Επίσης, εξετάστηκε η έκφραση του 
γονιδίου που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Keap1 που συµµετέχει στο µονοπάτι Nrf2-
CncC/Keap1 καθώς αναστέλλει τη δράση του µεταγραφικού παράγοντα CncC, αλλά 
και η έκφραση των γονιδίων στόχων του CncC (γονίδια αντιοξειδωτικής απόκρισης), 
και συγκεκριµένα τα γονίδια txnrd1 και gstD1. Παράλληλα, µελετήθηκε και η 
έκφραση του γονιδίου hsp70 που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη HSP70, η οποία κατέχει 
ένα σηµαντικό ρόλο στο µηχανισµό του κυττάρου για την αναδίπλωση των 
πρωτεϊνών και βοηθά στην προστασία των κυττάρων από το στρες, (Tavaria et al., 
1996; Morano, 2007). Εποµένως, αποτελεί ένα καλό δείκτη πρωτεοτοξικού στρες του 
κυττάρου. Τέλος, ελέγχθηκε η έκφραση των πρωτεασωµικών γονιδίων, τόσο αυτών 
που αφορούν στο 20S καταλυτικό κέντρο όπως τα γονίδια b5 και α7, όσο και του 
γονιδίου rpn11 του 19S ρυθµιστικού συµπλόκου. 

 
 

∆.1.11.1 Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, έπειτα από έκθεση των 
εντόµων σε υδατικό εκχύλισµα από φλοιό του είδους P. pinaster 

 
Όσον αφορά στην έκφραση των πρωτεασωµικών γονιδίων, τόσο του γονιδίου 

α7 που αφορά στο 20S καταλυτικό κέντρο, όσο και του γονιδίου rpn11 του 19S 
ρυθµιστικού συµπλόκου, παρατηρήθηκαν σχετικά σταθερά τα επίπεδα έκφρασης 
τους. Όµως, σηµειώθηκε σηµαντική αύξηση της έκφρασης του γονιδίου b5 στις 
συγκεντρώσεις των 10 µg / ml και των 100 µg / ml του υδατικού εκχυλίσµατος του P. 
pinαster (∆ιάγραµµα 15.Α). 

 Όπως φαίνεται στο ∆ιάγραµµα 15.Β, δεν παρατηρήθηκαν αξιοσηµείωτες 
µεταβολές στα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων του µονοπατιού αντιοξειδωτικής 
απόκρισης Nrf2-CncC/Keap1. Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε µειωµένη έκφραση του 
µεταγραφικού παράγοντα Nrf2-CncC στο σωµατικό ιστό των νεαρών εντόµων µε 
ταυτόχρονη ελαφριά αύξηση της έκφρασης του γονιδίου keap1 (που αναστέλλει τη 
δράση του µεταγραφικού παράγοντα CncC). Όσο αφορά το γονίδιο txnrd1,που 
αποτελεί µεταγραφικό στόχο του Nrf2-CncC, καταγράφηκαν µειωµένα τα επίπεδα 
έκφρασης του, σε αντίθεση µε το άλλο γονίδιο στόχο gstD1, όπου σηµειώθηκε 
αύξηση στις συγκεντρώσεις των 10 και 100 µg / ml. Τέλος, παρατηρήθηκε έντονη 
αύξηση της έκφρασης του γονιδίου hsp70 (δείκτης στρες) σε όλες τις συγκεντρώσεις, 
µε ενδεικτική τη µικρότερη συγκέντρωση (1 µg / ml).  
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Έλεγχος της γονιδιακής έκφρασης, ύστερα από έκθεση των εντόµων σε υδατικό 

εκχύλισµα από φλοιό του είδους P. pinaster (Pycnogenol®). (A). Τα επίπεδα έκφρασης των 
πρωτεασωµικών γονιδίων παραµένουν σχετικά σταθερά, ενώ αύξηση παρουσίασε το γονίδιο της β5 
πρωτεασωµικής υποµονάδας στη συγκέντρωση των 10 µg / ml. (B). ∆εν παρατηρήθηκαν 
αξιοσηµείωτες µεταβολές στα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων του µονοπατιού αντιοξειδωτικής 
απόκρισης Nrf2-CncC/Keap1, τόσο του µεταγραφικού παράγοντα CncC όσο και της πρωτεΐνης Κeap1. 
Ωστόσο, εντοπίστηκε αύξηση της έκφρασης του γονιδίου gstD1 σε συγκέντρωση των 100 µg / ml. 
Τέλος, σηµειώθηκε έντονη ισχυρή έκφραση του γονιδίου hsp70 (δείκτης στρες) σε όλες τις 
συγκεντρώσεις, µε ενδεικτική τη µικρότερη συγκέντρωση.  

 
 

∆.1.11.2 Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, έπειτα από έκθεση των 
εντόµων σε υδατικό εκχύλισµα από φλοιό του είδους P. nigra 

 
Η έκφραση των πρωτεασωµικών γονιδίων βρέθηκε να είναι σταθερή ακόµα 

και µειωµένη καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση του υδατικού εκχυλίσµατος P. nigra 
(∆ιάγραµµα 16.Α). 

Σχετικά µε το µονοπάτι αντιοξειδωτικής απόκρισης Nrf2/Keap1, 
σηµειώθηκαν υψηλότερα επίπεδα έκφρασης τόσο του γονιδίου του µεταγραφικού 
παράγοντα Nrf2-CncC όσο και του γονιδίου της πρωτεΐνης Keap1 στους σωµατικούς 
ιστούς νεαρών εντόµων, που καλλιεργήθηκαν σε συγκέντρωση 1 µg / ml του 
συγκεκριµένου εκχυλίσµατος. Παράλληλα, και τα δυο γονίδια, στις συγκεντρώσεις 
των 10 µg / ml και 100 µg / ml, ακολούθησαν παρόµοια πρότυπα µειωµένης 
έκφρασης. Όσο αφορά τα γονίδια αντιοξειδωτικής απόκρισης txnrd1και gstD1 
παρατηρήθηκε µειορρύθµιση της έκφρασης τους, µε εξαίρεση στη συγκέντρωση 1 µg 
/ ml, όπου εµφανίστηκαν αυξηµένα τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου txnrd1. Τέλος, 
παρατηρήθηκε δοσο-εξαρτώµενη αύξηση της έκφρασης του γονιδίου hsp70 (δείκτης 
στρες) (∆ιάγραµµα 16.Β). 

∆ιάγραµµα 15: Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, έπειτα από διατροφική παρέµβαση µε 
υδατικό εκχύλισµα από φλοιό του είδους P. pinaster (Pycnogenol®) 
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Έλεγχος της γονιδιακής έκφρασης, ύστερα από έκθεση των εντόµων σε υδατικό 

εκχύλισµα από φλοιό του είδους P. nigra. (A). Τα επίπεδα έκφρασης των κύριων πρωτεασωµικών 
γονιδίων παραµένουν σχετικά σταθερά έως και µειωµένα. (B). Στη µικρότερη συγκέντρωση 1 µg / ml 
του υδατικού εκχυλίσµατος σηµειώθηκε έντονη αύξηση της έκφρασης των γονιδίων τόσο του 
µεταγραφικού παράγοντα Nrf2-CncC, όσο και της πρωτεΐνης Keap1. Όσο αφορά τα γονίδια 
αντιοξειδωτικής απόκρισης txnrd1 και gstD1, παρατηρήθηκαν µειωµένα τα επίπεδα έκφρασης τους, µε 
µια µικρή όµως εξαίρεση στη συγκέντρωση 1 µg / ml, όπου εµφανίστηκαν αυξηµένα τα επίπεδα 
έκφρασης του γονιδίου txnrd1. Τέλος, σηµειώθηκε δοσο-εξαρτώµενη αύξηση της έκφρασης του 
γονιδίου Hsp70 (δείκτης στρες).  

 
 
∆.1.11.3 Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, έπειτα από έκθεση των 

εντόµων σε υδροαλκοολικό εκχύλισµα από ξύλο του είδους P. heldreichii 
 
Μετά από ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης παρουσία του υδροαλκοολικού 

εκχυλίσµατος του P. heldreichii, παρατηρήθηκαν έντονα αυξηµένα τα επίπεδα 
έκφρασης του πρωτεασωµικού γονιδίου b5 στη συγκέντρωση των 10 µg / ml στους 
σωµατικούς ιστούς νεαρών εντόµων, ενώ σε σταθερά επίπεδα έκφρασης παρέµειναν 
τα πρωτεασωµικά γονίδια rpn11 και α7 (∆ιάγραµµα 17.Α). 

Επίσης, σηµειώθηκε µείωση της έκφρασης του µεταγραφικού παράγοντα 
Nrf2-CncC, που συνοδεύτηκε µε παράλληλη µείωση και των γονιδίων στόχων του, 
txnrd1 και gstD1 σε όλες τις συγκεντρώσεις, (∆ιάγραµµα 17.Β). Επιπλέον, 
παρατηρήθηκε στη συγκέντρωση των 10 µg / ml ήπια αύξηση της έκφρασης του 
αναστολέα του µεταγραφικού παράγοντα Nrf2-CncC, δηλαδή της πρωτεΐνης Κeap1. 
Τέλος, στην ίδια συγκέντρωση παρατηρήθηκαν υψηλά επίπεδα έκφρασης του 
γονιδίου hsp70 (δείκτης στρες). 

∆ιάγραµµα 16: Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, έπειτα από διατροφική παρέµβαση µε 
υδατικό εκχύλισµα από φλοιό του είδους P. nigra 



[156] 

 

 

 
Έλεγχος της γονιδιακής έκφρασης, ύστερα από έκθεση των εντόµων σε υδροαλκοολικό 

εκχύλισµα από ξύλο του είδους P. heldreichii. (A). Παρατηρήθηκαν αυξηµένα τα επίπεδα έκφρασης 
του πρωτεασωµικού γονιδίου b5 στη συγκέντρωση των 10 µg / ml. (B). Σε όλες τις συγκεντρώσεις του 
εκχυλίσµατος σηµειώθηκε µείωση της έκφρασης του µεταγραφικού παράγοντα CncC, µε ταυτόχρονη 
µείωση των γονιδίων της αντιοξειδωτικής απόκρισης txnrd1 και gstD1. Ενώ παρατηρήθηκε µικρή 
αύξηση της έκφρασης του γονιδίου keap1 σε συγκέντρωση των 10 µ g / ml, καθώς και αυξηµένα τα 
επίπεδα έκφρασης του γονιδίου hsp70 (δείκτης στρες).  

 
 
∆.1.11.4 Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, έπειτα από έκθεση των 

εντόµων σε αλκοολικό εκχύλισµα από ξύλο του είδους P. heldreichii 
 
Μετά από ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης παρουσία του αλκοολικού 

εκχυλίσµατος του P. heldreichii, διαπιστώθηκε η αύξηση της έκφρασης των κύριων 
πρωτεασωµικών γονιδίων, και συγκεκριµένα των γονιδίων b5 και α7 που αφορούν το 
20S καταλυτικό κέντρο αλλά και του γονιδίου rpn11 του 19S ρυθµιστικού 
συµπλόκου, στους σωµατικούς ιστούς των εντόµων που εκτέθηκαν παρουσία της 
µέγιστης συγκέντρωσης των 100 µg / ml του αλκοολικού εκχυλίσµατος του P. 
heldreichii (∆ιάγραµµα 18.Α). 

Σχετικά µε το µονοπάτι σηµατοδότησης Nrf2-CncC/Keap1, παρατηρήθηκαν 
διαφορετικά πρότυπα έκφρασης κατά τη διατροφική παρέµβαση µε το συγκεκριµένο 
εκχύλισµα. Όσο αφορά το γονίδιο του µεταγραφικού παράγοντα Nrf2-CncC, 
παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης του στη συγκέντρωση των 100 µg / ml, καθώς 
και αύξηση σηµειώθηκε και στο γονίδιο αντιοξειδωτικής απόκρισης txrnd1. 
Αντίθετα, οι εκφράσεις των γονιδίων gstD1 και keap1 παρατηρήθηκαν σε µειωµένα 
επίπεδα. Τέλος, το γονίδιο hsp70 εµφάνισε αυξηµένη έκφραση στη µέγιστη 
συγκέντρωση των 100 µg / ml (∆ιάγραµµα 18.Β). 

∆ιάγραµµα 17: Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, έπειτα από διατροφική παρέµβαση µε  
υδροαλκοολικό εκχύλισµα από ξύλο του είδους P. heldreichii 
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Έλεγχος της γονιδιακής έκφρασης, ύστερα από έκθεση των εντόµων σε αλκοολικό 
εκχύλισµα από ξύλο του είδους P. heldreichii. (A). Η έκφραση των πρωτεασωµικών γονιδίων, τόσο 
αυτών που αφορούν στο 20S καταλυτικό κέντρο, όσο και του γονιδίου rpn11 του 19S ρυθµιστικού 
συµπλόκου παρουσίασε ήπια αύξηση. (B). Στη µέγιστη συγκέντρωση των 100 µg / ml του 
εκχυλίσµατος σηµειώθηκε ήπια αύξηση της έκφρασης του µεταγραφικού παράγοντα CncC, µε 
ταυτόχρονη αύξηση και του γονιδίου της αντιοξειδωτικής απόκρισης txnrd1, σε αντίθεση µε τα γονίδια 
gstD1 και keap1 όπου καταγράφηκε µείωση. Τέλος, βρέθηκαν αυξηµένα τα επίπεδα έκφρασης του 
γονιδίου hsp70 (δείκτης στρες).  

∆ιάγραµµα 18: Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, έπειτα από διατροφική παρέµβαση µε 
αλκοολικό εκχύλισµα από ξύλο του είδους P. heldreichii 
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Η γήρανση αποτελεί µια φυσιολογική, αναπόφευκτη διαδικασία σχεδόν για 

όλους τους οργανισµούς. Σχετίζεται σε µεγάλο βαθµό µε τη σταδιακή συσσώρευση 
βλαβών κατά τη διάρκεια της ζωής και συνοδεύεται µεταξύ των άλλων, από τη 
συγκέντρωση στα κύτταρα τροποποιηµένων και δυσλειτουργικών πρωτεϊνών, που 
τελικά διαταράσσουν την οµοιοστασία του κυττάρου και οδηγούν στο θάνατο 
(Kirkwood, 2000; Rattan, 2005). Αρκετά µονοπάτια έχουν εµπλακεί στην εξέλιξη της 
γήρανσης όπως τα µεταβολικά µονοπάτια, το µονοπάτι των σιρτουϊνών (sirtuins), η 
µείωση του µήκους των τελοµερών, τα σήµατα από τη γαµετική σειρά, καθώς και 
µονοπάτια απόκρισης στο στρες που διατηρούν την οµοιόσταση και ρυθµίζουν το 
ποσοστό επιβίωσης των οργανισµών σε ένα µάλλον εχθρικό οξειδωτικό περιβάλλον 
(Kenyon, 2010; Alic & Partridge, 2011; Argyropoulou et al., 2013; Lopez-Otin et al., 
2013).  

Η εµφάνιση της γήρανσης µπορεί να επιβραδυνθεί µε γενετικές είτε µε 
φαρµακολογικές (συµπεριλαµβανοµένων και των διατροφικών παρεµβάσεων) 
παρεµβάσεις. Οι διατροφικές παρεµβάσεις, όπως η περιορισµένη λήψη θερµίδων 
(CR) ή η ισορροπηµένη υγιεινή διατροφή θεωρείται από τις πιο αποτελεσµατικές 
προσεγγίσεις για την επέκταση της ποιότητας ζωής ή/και της µακροζωίας, που 
οφείλονται είτε σε παρατεταµένη ήπια ενεργοποίηση των οδών που ανταποκρίνονται 
στο στρες είτε στη µειωµένη σηµατοδότηση των µονοπατιών ανίχνευσης των 
θρεπτικών συστατικών (όπως το µονοπάτι του υποδοχέα της ινσουλίνης) ή/και στα 
χαµηλά επίπεδα βλαβών στα βιοµόρια. Αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι καταστολή 
της σηµατοδότησης, τόσο µε γενετικό όσο και µε φαρµακολογικό τρόπο, των κύριων 
µεταβολικών µονοπατιών, που εµπλέκονται στη διαδικασία της γήρανσης και η 
ταυτόχρονη ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα FOXO, οδήγησαν σε 
αύξηση του προσδόκιµου ζωής σε µοντέλα οργανισµών όπως στο ζυµοµύκητα, στη 
D. melanogaster, καθώς και στον µυ (Fontana et al., 2010; Partridge, 2010; Selman & 
Withers, 2011).  

Η διατροφή είναι κεντρικής σηµασίας στη διαµόρφωση της ποιότητας ζωής 
και της µακροζωίας και στην πραγµατικότητα είναι η µόνη εφικτή εφαρµόσιµη 
"παρέµβαση" σε ανθρώπους. Εποµένως, βρώσιµα φρούτα, µπαχαρικά, λαχανικά ή 
άλλα µέρη του φυτού (π.χ. ρίζες) αποτελούν την πρώτη επιλογή για την αποµόνωση 
νέων φυσικών προϊόντων µε αντιγηραντική ή/και αντιοξειδωτική δράση. Βακτήρια 
και θαλάσσιοι οργανισµοί, αν και δεν εµπλέκονται άµεσα στη διατροφή του 
ανθρώπου, αποτελούν, επίσης, σηµαντικές πηγές στο επίπεδο των µεµονωµένων 
µορίων. Εποµένως, δεν αποτελεί έκπληξη το γεγονός ότι τα εκχυλίσµατα από τα 
βρώσιµα µπαχαρικά, όσπρια, λαχανικά ή φρούτα, έχουν επιδείξει σηµαντική 
δραστικότητα αντιγήρανσης, όταν δοκιµάζονται σε µοντέλα οργανισµούς. Είναι 
ενδιαφέρον ότι η λεγόµενη µεσογειακή διατροφή, η οποία έχει καθιερωθεί από 
πολλές επιδηµιολογικές µελέτες (Martinez-Gonzalez et al., 2009) ως διατροφικό 
πρότυπο, συνίσταται για την αύξηση του µέσου προσδόκιµου ζωής και της 
µακροζωίας και χαρακτηρίζεται από την υψηλή πρόσληψη ελαιόλαδου, φρέσκων 
φρούτων, όσπριων και λαχανικών και αντίστροφα από τη χαµηλή πρόσληψη ζωικού 
λίπους, κρέατος, µεταποιηµένων προϊόντων µε βάση το κρέας και τα αλµυρά τρόφιµα 
(Pérez-López et al., 2010; Bach-Faig et al., 2011), τα οποία µπορεί να οδηγήσουν σε 
πρόωρη κατάρρευση (ή απορρύθµιση) των αµυντικών µηχανισµών των κυττάρων 
ή/και να επιταχύνουν τα ποσοστά της βλάβης των βιοµορίων. 

∆εδοµένων των παραπάνω, καθώς και ότι υπάρχει περιορισµένος αριθµός 
µελετών στην τρέχουσα βιβλιογραφία σχετικά µε την αντιοξειδωτική (ή την 
αντιγηραντική) δράση των εκχυλισµάτων από το ξύλο και το φλοιό των ειδών P. 



[160] 

 

heldreichii και P. nigra, αντίστοιχα (Gülçin et al., 2003; Yen et al., 1993; Tanaka et 
al., 1998; Duh et al., 1999), στην παρούσα µεταπτυχιακή εργασία µελετήθηκαν για 
πρώτη φορά οι in vivo επιπτώσεις των φυτικών εκχυλισµάτων από τα είδη P. nigra 
(υδατικό εκχύλισµα φλοιού) και P. heldreichii (υδροαλκοολικό και αλκοολικό 
εκχύλισµα ξύλου) στην οµοιοστασία του οργανισµού µοντέλο D. melanogaster. 
Συγκεκριµένα, µελετήθηκαν οι επιδράσεις της διατροφικής παρέµβασης των 
παραπάνω εκχυλισµάτων στη φυσιολογία και τη µακροβιότητα των εντόµων, στην 
ενεργότητα του πρωτεασώµατος, στο µονοπάτι αυτοφαγίας – λυσοσώµατος, καθώς 
και στο σηµατοδοτικό µονοπάτι αντιοξειδωτικής απόκρισης Nrf2/Keap1. Οι 
αναλύσεις µας πραγµατοποιήθηκαν σε σύγκριση µε το υδατικό εκχύλισµα από το 
φλοιό του είδους P. pinaster (Pycnogenol®), το οποίο χρησιµοποιήθηκε ως θετικός 
µάρτυρας, καθώς είναι ευρέως διαδεδοµένη η αντιοξειδωτική του δράση (Gouchang 
et al., 1993; Blazso et al., 1994; Noda et al., 1997; Packer et al., 1999). Η 
αντιοξειδωτική δράση της Pycnogenol® αποδίδεται στην υψηλή περιεκτικότητα σε 
προκυανιδίνες (Grimm et al., 2004). Επιπλέον, οι πολυφαινόλες, που περιέχονται 
στην Pycnogenol®, βρέθηκαν να έχουν δραστικότητα έναντι ROS και ριζών αζώτου. 
Οι Packer et al. (1999) αναφέρουν ότι η Pycnogenol® εµφανίζει µεγαλύτερη 
αντιοξειδωτική βιολογική δράση ως µίγµα, σε σχέση µε καθαρά µόρια, 
υποδεικνύοντας ότι υπάρχει συνέργεια µεταξύ των συστατικών της. 

Αρχικά, φάνηκε ότι τα έντοµα είναι δεκτικά στα θρεπτικά µέσα που περιέχουν 
τα υπό µελέτη εκχυλίσµατα καθώς δεν επηρεάζονται τα επίπεδα λήψης της τροφής 
τους. Εποµένως, επιβεβαιώνεται ότι οι επιπτώσεις, που παρατηρήθηκαν παρακάτω 
στη βιωσιµότητα και στην κινητικότητα των εντόµων, στη ρύθµιση τόσο των κύριων 
πρωτεολυτικών επιδιορθωτικών συστηµάτων (UPS, ALS), όσο και του µονοπατιού 
αντιοξειδωτικής απόκρισης Nrf2/Keap1, όπως επίσης και στην ανίχνευση των 
οξειδωµένων πρωτεϊνών, οφείλονται στη δράση των συγκεκριµένων εκχυλισµάτων 
και όχι στη µειωµένη λήψη θερµίδων, που όπως έχει ήδη αναφερθεί, φαίνεται να 
αυξάνει τη διάρκεια ζωής και να µειώνει το οξειδωτικό στρες (McCay et al., 1935; 
Lin et al., 2002; Tavernarakis & Driscoll, 2002; Partridge et al., 2005; Lee et al., 
2006). 

Σύµφωνα µε τα ευρήµατα της παρούσας Μεταπτυχιακής ∆ιπλωµατικής 
Εργασίας, η δια βίου έκθεση των εντόµων σε υδροαλκοολικό εκχύλισµα από ξύλο 
του είδους P. heldreichii (Agro 4) στη µέγιστη συγκέντρωση των 100 µg / ml 
εµφάνισε ήπια βελτίωση της ποιότητας ζωής (healthspan) και του προσδόκιµου 
ζωής (lifespan) των εντόµων. Παρόµοια εικόνα εµφάνισαν και τα έντοµα, έπειτα από 
διατροφική παρέµβαση µε υδατικό εκχύλισµα από φλοιό του είδους P. nigra (Agro 3) 
στη µέγιστη συγκέντρωση. Επιπλέον, το υδροαλκοολικό εκχύλισµα από ξύλο του 
είδους P. heldreichii εµφάνισε προστασία παρουσία οξειδωτικού στρες. Η δράση 
αυτή του υδροαλκοολικού εκχυλίσµατος πιθανόν οφείλεται στην ήπια αύξηση της 
αντιοξειδωτικής απόκρισης µε αποτέλεσµα τη µείωση του οξειδωτικού φορτίου 
(µειωµένα επίπεδα ROS και οξειδωµένων πρωτεϊνών). Αξίζει να σηµειωθεί ότι και το 
άλλο εκχύλισµα από το είδος P. nigra, που εµφάνισε ήπια αύξηση του προσδόκιµου 
ζωής των εντόµων, παρουσίασε ήπια ενεργοποίηση της αντιοξειδωτικής απόκρισης, 
που συνοδεύτηκε µε τη δοσοεξαρτώµενη µείωση των οξειδωµένων πρωτεϊνών στους 
σωµατικούς ιστούς των νεαρών εντόµων, που καλλιεργήθηκαν παρουσία του 
υδατικού αυτού εκχυλίσµατος. ∆εδοµένων των παραπάνω ευρηµάτων, καθώς και ότι 
έχει δειχθεί από άλλες µελέτες ότι οι οξειδωµένες πρωτεΐνες συσσωρεύονται κατά τη 
γήρανση (Beckman & Ames, 1998; Chondrogianni et al., 2003) και ενδεχοµένως 
αναστέλλουν το πρωτεάσωµα προκαλώντας έτσι τη δυσλειτουργία του κυττάρου και 
την εµφάνιση χαρακτηριστικών που σχετίζονται µε τη γήρανση (Reinheckel et al., 
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1998; Nunomura et al., 2009; Butterfield et al., 2010; Xiao et al., 2010), είναι φανερό 
ότι η µείωση του οξειδωτικού στρες συνδέεται άµεσα µε την επέκταση του 
προσδόκιµου ζωής.  

Μια ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα παρατήρηση µας αφορά στην αυξηµένη 
αναρριχητική ικανότητα (δείκτης της µυϊκής δύναµης) των ηλικιωµένων εντόµων 
παρουσία των υπό µελέτη εκχυλισµάτων σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. 
Συγκεκριµένα, χορήγηση και των τριών φυτικών εκχυλισµάτων από τα είδη P. nigra 
(Agro 3) και P. heldreichii (Agro 4 και Agro 5), είχε ως αποτέλεσµα τα έντοµα να 
εµφανίσουν αυξηµένη κινητικότητα και άρα µειωµένη απώλεια του ρυθµού 
εκφυλισµού του µυϊκού ιστού σε σύγκριση µε το θετικό µάρτυρα, δηλαδή το υδατικό 
εκχύλισµα από το φλοιό του P. pinaster (Pycnogenol®). Το εύρηµα αυτό χρήζει 
ιδιαίτερης σηµασίας σε συνδυασµό µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα, που 
υποστηρίζουν, ότι η χορήγηση της Pycnogenol® σε αθλητές αύξησε την απόδοση της 
αντοχής και µείωσε τον αριθµό των γεγονότων σε ασθενείς µε κράµπες και µυϊκούς 
πόνους, χωρίς να προκαλεί αρνητικές συνέπειες (Pavlovic, 1999; Vinciguerra et al., 
2006; Bentley et al. 2012). Άλλη µελέτη, επίσης, έδειξε ότι η Pycnogenol® βελτίωσε 
το χρόνο στην κόπωση µε την αύξηση των επιπέδων NAD+ στον ορό (Mach et al., 
2010). Εποµένως, τα ευρήµατα µας από τον έλεγχο κινητικότητας των εντόµων σε 
συνδυασµό µε την τρέχουσα βιβλιογραφία υποδηλώνουν πως τα τρία εξεταζόµενα 
εκχυλίσµατα εµφανίζουν µειωµένη εµφάνιση των χαρακτηριστικών (όπως η απώλεια 
της µυϊκής δύναµης) που σχετίζονται µε τη γήρανση σε έντοµα D. melanogaster και 
πιο έντονη δράση σε σχέση µε την Pycnogenol®. 

∆εδοµένων των ευρηµάτων της παρούσας εργασίας σχετικά µε τη ρύθµιση 
του πρωτεασώµατος, διαπιστώθηκε ότι η δια βίου έκθεση τόσο νεαρών όσο και 
ηλικιωµένων εντόµων σε τροφή παρουσία των υπό µελέτη εκχυλισµάτων προκάλεσε 
ήπια in vivo αύξηση των πρωτεασωµικών ενεργοτήτων. Όµως, σηµειώθηκε ήπια 
αύξηση της πρωτεϊνικής έκφρασης των πρωτεασωµικών υποµονάδων Rpn10, Rpn6 
και 20S-α σε σωµατικούς ιστούς νεαρών εντόµων παρουσία του υδροαλκοολικού 
εκχυλίσµατος του P. heldreichii (Agro 4), ενώ από τον έλεγχο της γονιδιακής 
έκφρασης προέκυψαν αυξηµένα τα επίπεδα της γονιδιακής έκφρασης της 
πρωτεασωµικής υποµονάδας b5. Η αύξηση της έκφρασης του πρωτεασώµατος 
παρουσία του υδροαλκοολικού εκχυλίσµατος του P. heldreichii, όµως δεν οδήγησε 
σε αύξηση της ενεργότητας του πρωτεασώµατος. Ενδιαφέρον, επίσης, παρουσιάζει η 
αυξηµένη in vivo ενεργότητα των καθεψινών του λυσοσώµατος, που παρατηρήθηκε 
σε ηλικιωµένα έντοµα που καλλιεργήθηκαν σε τροφή πλούσια σε υδροαλκοολικό 
εκχύλισµα του P. heldreichii (Agro 4) σε συνδυασµό µε τη σηµαντικώς µειωµένη 
πρωτεασωµική ενεργότητα που σηµειώθηκε σε έντοµα αντίστοιχης ηλικίας. Η 
µοριακή βάση της επίδρασης των φυτικών εκχυλισµάτων στο πρωτεάσωµα και στο 
σύστηµα αυτοφαγίας-λυσοσώµατος χρίζει περαιτέρω µελέτης. 

Συνολικά, τα αποτελέσµατα µας υποδηλώνουν την πιθανή αντιοξειδωτική 
και αντιγηραντική δράση του υδροαλκοολικού εκχυλίσµατος του P. heldreichii 
και του υδατικού εκχυλίσµατος του P. nigra. Οι µελλοντικές αναλύσεις µας 
στοχεύουν στην περαιτέρω διερεύνηση και κατανόηση της µοριακής βάσης των 
παρατηρήσεων αυτών. Επίσης, θα ήταν ενδιαφέρον να εξεταστεί αν οι 
παρατηρούµενες βιολογικές επιδράσεις µπορεί να αποδοθούν στη συνέργεια 
διαφορετικών φυτοχηµικών συστατικών ή επιτελούνται από ένα µόνο δραστικό 
συστατικό των φυτικών εκχυλισµάτων. Έτσι, αξίζει να αποµονωθούν και να 
ταυτοποιηθούν τα συστατικά των συγκεκριµένων φυτικών εκχυλισµάτων και να 
εντοπιστεί το (ή τα) βιοδραστικό(ά) συστατικό(ά) µε την πιθανή αντιοξειδωτική ή 
αντιγηραντική δράση.  
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΙΚΑ: 
 

 

 

 

 

 

Συνοπτικά τα ευρήµατα της παρούσας Μ∆Ε:  
 

� Τα προκαταρκτικά µας ευρήµατα υποδεικνύουν ότι η 
παρατεταµένη έκθεση των εντόµων σε υδροαλκοολικό εκχύλισµα από το 
ξύλο του είδους P. heldreichii (Agro 4) και σε υδατικό εκχύλισµα από το 
φλοιό του P. nigra (Agro 3) προκαλεί ήπια βελτίωση της ποιότητας 
(healthspan) και του προσδόκιµου ζωής (lifespan) των εντόµων. Στην ίδια 
συγκέντρωση σηµειώθηκε µειωµένη απώλεια του ηλικιο-εξαρτώµενου 
ρυθµού εκφυλισµού του µυϊκού ιστού και άρα διατήρηση της µυϊκής δύναµης. 

�  ∆ιαπιστώθηκε, επίσης, ότι το υδροαλκοολικό εκχύλισµα του 
είδους P. heldreichii (Agro 4) προστατεύει τα έντοµα από το οξειδωτικό 
στρες.  

� Επίσης, παρατηρήθηκε ήπια µείωση των οξειδωµένων 
πρωτεϊνών στους σωµατικούς ιστούς νεαρών εντόµων παρουσία του υδατικού 
εκχυλίσµατος του P. nigra (Agro 3) αλλά και του υδροαλκοολικού 
εκχυλίσµατος του P. heldreichii (Agro 4). 

� Τα αποτελέσµατα, πιθανώς, σχετίζονται µε κυτταρικές 
αντιοξειδωτικές αποκρίσεις, εφόσον σηµειώθηκε αυξηµένη επαγωγή της 
αντιοξειδωτικής απόκρισης µέσω των ΑREs µε ταυτόχρονη µείωση του 
κυτταρικού οξειδωτικού φορτίου (ROS). 

� Τέλος, παρατηρήθηκε ήπια αύξηση της πρωτεϊνικής έκφρασης 
των πρωτεασωµικών υποµονάδων Rpn10, Rpn6 και 20S-α σε σωµατικούς 
ιστούς νεαρών εντόµων που εκτέθηκαν σε υδροαλκοολικό εκχύλισµα του P. 
heldreichii (Αgro 4). 

Το υδροαλκοολικό εκχύλισµα από ξύλο του είδους P. heldreichii (Agro 4) και το 
υδατικό εκχύλισµα από φλοιό του είδους P. nigra (Αgro 3) πιθανότατα 
διαθέτουν αντιοξειδωτικές ή/και αντιγηραντικές δράσεις.  
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