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Περίληψη 

Ως γήρανση ορίζεται η φυσιολογική, πολυπαραγοντική, μη αναστρέψιμη κατάσταση κατά την οποία 

αυξάνονται σταδιακά οι βλάβες των βιομορίων και των οργανιδίων των κυττάρων, με αποτέλεσμα 

τη μείωση της λειτουργικότητας του οργανισμού με την πάροδο του χρόνου. Οι βλάβες που 

προκαλούνται από ενδογενείς και εξωγενείς παράγοντες απομακρύνονται ή επιδιορθώνονται από 

τους μηχανισμούς συντήρησης της ομοιοδυναμικής του κυττάρου. Ωστόσο, η σταδιακή γήρανση 

του οργανισμού, για την ερμηνεία της οποίας έχουν αναπτυχθεί διάφορες θεωρίες, έχει ως 

αποτέλεσμα την περαιτέρω συσσώρευση βλαβών σε συνδυασμό με την εμφάνιση ασθενειών που 

σχετίζονται με το γήρας. Σύμφωνα με τη θεωρία των ελεύθερων ριζών, η σταδιακή συσσώρευση 

ROS προκαλεί βλάβες στους οργανισμούς σε διάφορα επίπεδα και τα μιτοχόνδρια φαίνεται πως 

αποτελούν τη σημαντικότερη πηγή ROS στα βιολογικά συστήματα. Ο παράγοντας PGC-1αεπάγει 

τη μιτοχονδριακή βιογένεση, προάγει την αναδιαμόρφωση του μυϊκού ιστού και συμμετέχει στη 

ρύθμιση του μεταβολισμού τόσο των υδατανθράκων όσο και των λιπιδίων και το μοναδικό ομόλογό 

του στο γονιδίωμα της Drosophila είναι το spargel, το οποίο έχει βρεθεί ότι λειτουργεί με παρόμοιο 

τρόπο όσον αφορά στη βιογένεση, και ο ρόλος του οποίου είναι ιδιαίτερα σημαντικός στη ρύθμιση 

παροχής θρεπτικών στα μιτοχόνδρια και γενικότερα στο μεταβολισμό του κυττάρου. Ένα φάρμακο 

που παρουσιάζει αυξημένη αποτελεσματικότητα σε ποικίλες ασθένειες είναι η μετφορμίνη, η οποία 

αναστέλλει το, ζωτικής σημασίας για τη μεταφορά ηλεκτρονίων, μιτοχονδριακό σύμπλεγμα I, η 

οποία, πρόσφατα, αποδείχθηκε ότι μπορεί να αλλάζει τα επίπεδα πρωτεϊνών που εμπλέκονται σε ένα 

ευρύ φάσμα κυτταρικών διεργασιών συμπεριλαμβανομένου του μεταβολισμού, της γήρανσης και 

του καρκίνου. Το μονοπάτι λυσοσώματος - αυτοφαγίας και το σύστημα ουβικιτίνης - 

πρωτεασώματος, κύρια πρωτεολυτικά μονοπάτια του κυττάρου, συμμετέχουν στην απομάκρυνση 

οξειδωμένων και μη λειτουργικών πρωτεϊνών ή οργανιδίων, τα οποία δεν μπορούν να επιδιορθωθούν 

από τους επιδιορθωτικούς μηχανισμούς του κυττάρου και φαίνεται να εμπλέκονται στη διαδικασία 

της γήρανσης και ρύθμισης της μακροβιότητας. Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η διαλεύκανση 

της λειτουργικής διασύνδεσης της μιτοχονδριακής βιογένεσης με τα κύρια πρωτεολυτικά συστήματα 

του οργανισμού μέσω της υπερέκφρασης του Spargel και η συμμετοχή του φαρμακολογικού 

παράγοντα μετφορμίνη στη διαδικασία της γήρανσης ύστερα από την υπερέκφραση στον οργανισμό 

– μοντέλο Drosophila melanogaster. 
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Abstract 

Aging is defined as the normal, multifactorial, irreversible condition in which the damage to 

biomolecules and cell organelles gradually increases, resulting in a decrease in the body's 

functionality over time. Damages caused by endogenous and exogenous factors are removed or 

repaired by the homeodynamic maintenance mechanisms of the cell. However, the gradual aging of 

the organism, for the interpretation of which various theories have been developed, results in the 

further accumulation of damage in combination with the appearance of diseases associated with old 

age. According to the free radical theory, the gradual accumulation of ROS causes damage to 

organisms at various levels, and mitochondria appear to be the important source of ROS in biological 

systems. PGC-1α alpha induces mitochondrial biogenesis, promotes muscle tissue remodeling, and 

participates in the regulation of both carbohydrate and lipid metabolism, and its only homologue in 

the Drosophila genome is spargel, which has been found to function similarly in biogenesis, and 

whose role is particularly important in regulating mitochondrial nutrient supply and cell metabolism 

in general. A drug showing increased efficacy in a variety of diseases is metformin, which targets 

the mitochondrial complex I, vital for electron transport, which has recently been shown to alter the 

levels of proteins involved in a wide range of cellular processes, including metabolism. The 

lysosome-autophagy pathway and the ubiquitin-proteasome system, major proteolytic pathways of 

the cell, participate in the removal of oxidized and non-functional proteins or organisms, which 

cannot be repaired by the cell's repair mechanisms and the process of entanglement. The purpose of 

this work is to elucidate the functional interconnection of mitochondrial biogenesis with the main 

proteolytic systems of the organism through the overexpression of spargel and the participation of 

the pharmacological agent metformin in the aging process after spargel overexpression in the model-

organism Drosophila melanogaster.  
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Πίνακας συντομογραφιών 

DNA Deoxyribonucleic acid 

ROS Reactive Oxygen Species 

ATP Adenosine TriPhosphate 

kDa Kilodalton 

TOM Translocase of the Outer Membrane 

ER Endoplasmic Reticulum 

ΜΑΜ Mitochondria-associated endoplasmic reticulum membranes 

ΤΙΜ Translocase of the Inner Membrane 

Oxa1 Oxidase Assembly Protein1 

HSC70 Heat shock cognate 71 kDa protein 

NADH Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrogen 

ακέτυλο - CoA ακέτυλο-συνένζυμο Α 

FADH2 flavin adenine dinucleotide hydrogen 

GTP Guanosine-5'-triphosphate 

mtERs Μιτοχονδριακοί υποδοχείς οιστρογόνων 

PGC-1 Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 

Ο2 οξυγόνο 

NRF-1 Nuclear respiratory factor 1 

NRF-2 Nuclear respiratory factor 2 

ERRα Estrogen-related receptor alpha 

AMPK AMP-activated protein kinase 

SIRT1 Sirtuin 1 

T2D Type 2 diabetes 

CVDs Cardiovascular diseases 

AMP Adenosine monophosphate 

CMA Chaperone-Mediated Autophagy 

UPS Ubiquitin Proteasome System 

Lys Λυσίνη 

Cys Κυστεΐνη 

Gly Γλυκίνη 

DUBs deubiquitinating enzymes 

Rpn Ribophorin 
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CNC-bZIP cap-n-collar basic leucine zipper 

ARE Antioxidant Response Elements 

Keap1 Kelch-like ECH-associated protein 1 

  



10 
 

1. Εισαγωγή 

1.1. Γήρανση  

Ως γήρανση ορίζεται η φυσιολογική, μη αναστρέψιμη κατάσταση κατά την οποία 

αυξάνονται σταδιακά οι βλάβες των βιομορίων και των οργανιδίων των κυττάρων, με 

αποτέλεσμα τη μείωση της λειτουργικότητας του οργανισμού με την πάροδο του χρόνου. Η 

διαδικασία της γήρανσης είναι πολυπαραγοντική και χαρακτηρίζεται από τη βαθμιαία 

ελάττωση της αντοχής του οργανισμού σε παράγοντες που προκαλούν στρες, με 

αποτέλεσμα τη συσσώρευση δυσλειτουργικών πρωτεϊνών και άλλων τροποποιημένων 

βιομορίων, όπως λιπίδια και DNA. Η ομοιόσταση των κυττάρων επιτυγχάνεται, κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες, από ένα δίκτυο πρωτεολυτικών κι επιδιορθωτικών συστημάτων 

που αναλαμβάνουν την απομάκρυνση και αποκατάσταση των βλαβών (Rattan, 2005).  

Οι βλάβες αυτές προκαλούνται από ενδογενείς και εξωγενείς παράγοντες. Στους ενδογενείς 

παράγοντες ανήκουν οι τροποποιήσεις του γονιδιώματος, όπως οι βλάβες του DNA και οι 

ανακατατάξεις της χρωματίνης, ενώ το περιβαλλοντικό στρες και ο τρόπος ζωής αποτελούν 

εξωγενείς παράγοντες που σχετίζονται με τη γήρανση (López-Otín et al., 2013; Trougakos 

et al., 2013). Οι βλάβες αυτές απομακρύνονται ή επιδιορθώνονται από τους μηχανισμούς 

συντήρησης της ομοιοδυναμικής του κυττάρου. Η σταδιακή γήρανση του οργανισμού 

οδηγεί σε δυσλειτουργία και τελικά απορρύθμιση των μηχανισμών αυτών, με αποτέλεσμα 

την περαιτέρω συσσώρευση βλαβών σε συνδυασμό με την εμφάνιση ασθενειών που 

σχετίζονται με το γήρας, όπως νευροεκφυλιστικές νόσους και καρκίνο (Niccoli and 

Partridge, 2012). 

1.1.1. Αναδιπλασιαστική γήρανση 

Ως αναδιπλασιαστική γήρανση ορίζεται το φαινόμενο κατά το οποίο τα φυσιολογικά 

ανθρώπινα κύτταρα εμφανίζουν διαδοχικά μειωμένο δυναμικό κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού. Η μεταφορά των φυσιολογικών ανθρώπινων κυττάρων σε καλλιέργεια 

οδηγεί σε σταδιακή μείωση του πολλαπλασιαστικού δυναμικού τους, με αποτέλεσμα τη μη 

αντιστρεπτή παύση του πολλαπλασιασμού τους, αφού έχει προηγηθεί συγκεκριμένος 

αριθμός κυτταρικών διαιρέσεων (όριο Hayflick). Το φαινόμενο αυτό παρατηρήθηκε το 1960 

από τους Leonard Hayflick και Paul Moorhead κι εκφράζεται με τη λογαριθμική καμπύλη 

Hayflick (Εικόνα 1.1), που αφορά την ανάπτυξη φυσιολογικών ινοβλαστών in vitro (Shay 

and Wright, 2000). 
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Εικόνα 1.1: Καμπύλη του Hayflick (Shay and Wright, 2000). 

1.1.2. Θεωρίες γήρανσης 

Οι θεωρίες που έχουν αναπτυχθεί ώστε να ερμηνεύσουν το φαινόμενο της γήρανσης 

διακρίνονται σε δύο κατηγορίες: τις αναπτυξιακές-γενετικές και τις στοχαστικές (Kirkwood 

and Austad, 2000; Troen, 2003). Σύμφωνα με τις γενετικές θεωρίες, η γήρανση αποτελεί 

μέρος μιας γενετικά προγραμματισμένης διαδικασίας που αποτελείται από τη γέννηση, την 

ανάπτυξη, την ωρίμανση, τη γήρανση και το θάνατο. Η ρύθμιση της πραγματοποιείται μέσω 

επαγωγής ή καταστολής γονιδίων που σχετίζονται με τη διατήρηση της ομοιοδυναμικής του 

κυττάρου. Σύμφωνα με τις στοχαστικές θεωρίες, η γήρανση είναι αποτέλεσμα της 

συσσώρευσης βλαβών  του οργανισμού που προκαλούνται από τυχαίους περιβαλλοντικούς 

παράγοντες. Η θεωρία του Medawar υποστηρίζει ότι οι μεταλλαγές, που συμβαίνουν μετά 

την αναπαραγωγική περίοδο και δεν είναι ισχυρά επιλεγμένες αφού δεν θα μεταβιβαστούν 

στους απογόνους, συσσωρεύονται με το πέρασμα του χρόνου προκαλώντας βλάβες στο 

DNA ή τους επιδιορθωτικούς μηχανισμούς του κυττάρου. Επιπλέον, η θεωρία των 

ελεύθερων ριζών, η δυσλειτουργία του μονοπατιού πρωτεασωμικής αποικοδόμησης μέσω 

ουβικιτίνης και οι δείκτες γήρανσης (λιποφουσκίνη, AGEs) αποτελούν ορισμένες από τις 

στοχαστικές θεωρίες της γήρανσης. 

1.1.2.1.  Θεωρία των ελεύθερων μορφών οξυγόνου - Οξειδωτικό στρες 

Σύμφωνα με τη θεωρία των ελεύθερων ριζών, οι δραστικές ελεύθερες μορφές οξυγόνου 

(Reactive Oxygen Species, ROS) συσσωρεύονται σταδιακά με το πέρασμα του χρόνου και 

προκαλούν βλάβες στους οργανισμούς σε διάφορα επίπεδα. Παρόλο που το Ο2 είναι ένα 
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από τα σημαντικότερα αέρια για τους οργανισμούς, αποτελεί την κύρια αιτία παραγωγής 

ROS λόγω της ικανότητας του να ανάγεται από μονήρη ηλεκτρόνια. Επομένως, τα 

μιτοχόνδρια αποτελούν τη σημαντικότερη πηγή ROS στα βιολογικά συστήματα, αφού μέσω 

της ρίζας σουπεροξειδίου (Ο2
•) που παράγουν οδηγούν στη συσσώρευση του οξειδωτικού 

στρες (Harman, 1981).  

Οι αερόβιοι οργανισμοί χρησιμοποιούν την αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων των 

μιτοχονδρίων ώστε να παράγουν την ενέργεια που απαιτείται για την επιτέλεση των 

διαφόρων λειτουργιών τους. Κατά τη διάρκεια του κυτταρικού μεταβολισμού παράγονται 

και οι ROS, οι οποίες χαρακτηρίζονται από την παρουσία ενός ασύζευκτου ηλεκτρονίου 

στην εξωτερική στιβάδα τους, γεγονός που τις καθιστά ιδιαίτερα ασταθείς, με αποτέλεσμα 

να αντιδρούν με τα γειτονικά τους μόρια και να προκαλούν βλάβες. Η ρίζα σουπεροξειδίου 

(Ο2
•) και η ρίζα υδροξυλίου (OH•) αποτελούν τις δύο κύριες πηγές ROS. Η παραγωγή τους 

πραγματοποιείται μέσω ενζυμικών αντιδράσεων, που επιτελούνται εντός των οργανισμών, 

καθώς και των αντιδράσεων Fenton. Το οξειδωτικό στρες αποτελεί την κατάσταση κατά την 

οποία η ισορροπία ανάμεσα στο ρυθμό σχηματισμού και αποβολής ROS διαταράσσεται με 

αποτέλεσμα τη συσσώρευση τους στα κύτταρα. Το κύτταρο διαθέτει διάφορους 

μηχανισμούς ώστε να αντιμετωπίσει και να αποκαταστήσει τη συγκεκριμένη ανισορροπία. 

Ωστόσο, με την πάροδο του χρόνου, η ενίσχυση της λιπιδικής υπεροξείδωσης, οι 

τροποποιήσεις στις βάσεις του DNA και η απώλεια της ενζυμικής ενεργότητας διαφόρων 

παραγόντων οδηγούν σε σημαντική οξειδωτική βλάβη, διαταράσσοντας την αντιοξειδωτική 

άμυνα του κυττάρου και δημιουργώντας ένα φαύλο κύκλο (Finkel and Holbrook, 2000). 

Σύμφωνα με μελέτες, οι πρωτεΐνες που έχουν υποστεί οξείδωση αυξάνονται με την ηλικία, 

με τη μεγαλύτερη τάση να παρατηρείται σε μετα-μιτωτικά και σε κύτταρα με μεγάλη 

διάρκεια ζωής (Sohal and Weindruch, 1996). Επιπλέον, πειράματα χορήγησης οξειδωτικών 

παραγόντων σε πειραματόζωα έδειξαν ότι αυξάνονται τα επίπεδα λιποφουσκίνης, που 

αποτελεί ένα σημαντικό βιοδείκτη γήρανσης (Tsakiri et al., 2013). Επιπροσθέτως, η 

χορήγηση αντιοξειδωτικών παραγόντων, καθώς και η υπερέκφραση αντιοξειδωτικών 

ενζύμων, οδηγούν σε σημαντική μείωση των επιπέδων ROS και βελτίωση του προσδόκιμου 

ζωής.  

1.2. Μιτοχόνδριο 

Τα μιτοχόνδρια παρατηρήθηκαν για πρώτη φορά τη δεκαετία του 1840 αλλά 

ταυτοποιήθηκαν ως ανεξάρτητα κυτταρικά οργανίδια το 1894. Περιβάλλονται από διπλή 
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μεμβράνη, βρίσκονται μόνο στα ευκαρυωτικά κύτταρα και αποκαλούνται συχνά 

"εργοστάσια του κυττάρου" επειδή τα ένζυμά τους διενεργούν τα στάδια του αερόβιου 

μεταβολισμού τα οποία αποδίδουν ενέργεια (Εικόνα 1.2). 

 

Εικόνα 1.2: Δομή μιτοχονδρίου:(1) Εσωτερική μεμβράνη, (2) Εξωτερική μεμβράνη, (3) 

Αναδιπλώσεις, (4) Mήτρα (Πηγή https://www.genome.gov/genetics-glossary/Mitochondria). 

Σε κύτταρα με υψηλές ενεργειακές απαιτήσεις τριφωφορικής αδενοσίνης (adenosine 

triphosphate, ATP) π.χ. μυϊκά, νευρικά κύτταρα, κύτταρα των αισθητηρίων οργάνων, ωάρια, 

κ.λπ., τα μιτοχόνδρια εμφανίζονται με μεγάλη συχνότητα. Το ποσοστό μιτοχονδρίων που 

απαντάται στα μυϊκά κύτταρα της καρδιάς ισούται με 36%. Στην περίπτωση όπου τα 

ευκαρυωτικά κύτταρα  θα χάσουν τα μιτοχόνδριά τους, δε μπορούν πλέον να 

αναζωογονηθούν. Ωστόσο, υπάρχουν και ευκαρυωτικά κύτταρα, π.χ. ορισμένα πρωτόζωα, 

που έχουν μειώσει ή τροποποιήσει τα μιτοχόνδρια τους. Σήμερα, ο μόνος ευκαρυωτικός 

οργανισμός που έχει βρεθεί να στερείται πλήρως μιτοχονδρίων είναι το 

Monocercomonoides (Karnkowska et al., 2016), ενώ μέχρι σήμερα, έχουν γίνει γνωστές 

περίπου 50 ασθένειες που οφείλονται σε δυσλειτουγία των μιτοχονδρίων. Πρόκειται για τις 

Μιτοχονδριοπάθειες), οι οποίες συμπεριλαμβάνονται στα μεταβολικά νοσήματα. 

1.2.1. Δομή 

Το σχήμα των μιτοχονδρίων είναι επιμήκες, σφαιρικό ή ωοειδές. Περιβάλλονται από την 

εξωτερική και την εσωτερική μεμβράνη, οι οποίες αποτελούνται από διπλοστοιβάδα 

φωσφολιπιδίων και διάφορες πρωτεΐνες (Alberts et al., 1994). Η εξωτερική μεμβράνη των 

μιτοχονδρίων χαρακτηρίζεται από κυλινδρικό σχήμα και είναι λεία, ενώ στερείται 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9A%CF%8D%CF%84%CF%84%CE%B1%CF%81%CE%BF
https://en.wikipedia.org/wiki/Monocercomonoides
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οξυσωμάτων. Περιέχει, ωστόσο, εξειδικευμένες πρωτεΐνες, τις πορίνες,  οι οποίες 

επιτρέπουν τη διέλευση μεγάλων μορίων.  Οι πορίνες σχηματίζουν κανάλια επιτρέποντας σε 

μόρια που δεν ξεπερνούν τα 5kDa να διαχυθούν από την μια πλευρά της μεμβράνης στην 

άλλη (Alberts et al., 1994). Πρωτεΐνες μεγαλύτερες των 5kDa μπορούν να εισαχθούν στο 

μιτοχόνδριο μόνο εάν μια σηματοδοτική αλληλουχία στο αμινοτελικό τους άκρο προσδεθεί 

σε ένα μεγάλο σύμπλοκο πρωτεϊνών, την τρανσλοκάση της εξωτερικής μεμβράνης του 

μιτοχονδρίου (Translocase of the Outer Membrane, TOM), το οποίο τις εισάγει μέσα στη 

μεμβράνη (Herrmann JM and Neupert W, 2000). Σε περίπτωση διάρρηξης της εξωτερικής 

μεμβράνης, οι πρωτεΐνες του διαμεμβρανικού χώρου μπορούν να διαχυθούν στο κυτοσόλιο 

γεγονός που θα οδηγούσε σε  κυτταρικό θάνατο (Chipuk et al., 2006). Η μιτοχονδριακή 

εξωτερική μεμβράνη μπορεί να συνδεθεί με τη μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου 

(endoplasmic reticulum, ER), σε μια δομή που ονομάζεται ΜΑΜ (Mitochondria-associated 

endoplasmic reticulum membranes - σχετιζόμενη με μιτοχόνδρια ER-μεμβράνη). Αυτό είναι 

σημαντικό στη σηματοδότηση μέσω ασβεστίου και στη μεταφορά των λιπιδίων μεταξύ του 

ER και των μιτοχονδρίων (Hayashi et al., 2009). Σε αντίθεση με την εξωτερική μεμβράνη, 

η εσωτερική δε φέρει πορίνες κι ορισμένα μόνο μόρια μπορούν να μεταφερθούν διαμέσου 

αυτής. Σχεδόν όλα τα ιόντα και τα μόρια απαιτούν ειδικούς μεμβρανικούς υποδοχείς για να 

εισέλθουν ή να εξέλθουν από τη μήτρα του μιτοχονδρίου. Οι πρωτεΐνες εισάγονται στη 

μήτρα μέσω του συμπλόκου της  τρανσλοκάσης της εσωτερικής μεμβράνης (Translocase of 

the Inner Membrane, ΤΙΜ) ή μέσω της Oxa1 (Oxidase Assembly Protein1) (Herrmann JM 

and Neupert W., 2000). Η εσωτερική μεμβράνη είναι αναδιπλωμένη, σχηματίζει 

πολυάριθμες δισκοειδείς ή δακτυλιοειδείς πτυχώσεις και φέρει οξυσώματα που 

αποτελούνται από πολυενζυμικά συστήματα τα οποία και ευθύνονται για τη οξειδωτική 

φωσφορυλίωση και την αναπνευστική αλυσίδα. Ο ενδιάμεσος χώρος μεταξύ των δύο 

μεμβρανών ονομάζεται διαμεμβρανικό διάστημα ή μεσομεμβρανικός χώρος του 

μιτοχονδρίου και περιέχει το υγρό, το οποίο χρησιμεύει στη λειτουργική επικοινωνία των 

δύο μεμβρανών. Ο χώρος που περιβάλλεται από την εσωτερική μεμβράνη ονομάζεται μήτρα 

ή στρώμα. Περιέχει το μιτοχονδριακό DNA, τα ριβοσώματα και τα πολυάριθμα ένζυμα που 

καταλύουν τις μεταβολικές αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα στο μιτοχόνδριο και διαφέρει 

σημαντικά από το κυτταρόπλασμα, από χημικής άποψης (Εικόνα 1.3). 

http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%A0%CE%BF%CF%81%CE%AF%CE%BD%CE%B5%CF%82&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A6%CF%89%CF%83%CF%86%CE%BF%CF%81%CF%85%CE%BB%CE%AF%CF%89%CF%83%CE%B7
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%91%CE%BD%CE%B1%CF%80%CE%BD%CE%B5%CF%85%CF%83%CF%84%CE%B9%CE%BA%CE%AE_%CE%B1%CE%BB%CF%85%CF%83%CE%AF%CE%B4%CE%B1&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/DNA
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A1%CE%B9%CE%B2%CF%8C%CF%83%CF%89%CE%BC%CE%B1
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Εικόνα 1.3: Αναλυτικότερη δομή ενός μιτοχονδρίου. Διακρίνονται η εσωτερική και η εξωτερική 

μεμβράνη, το στρώμα, οι ακρολοφίες, ο διαμεμβρανικός χώρος, το μιτοχονδριακό DNA, καθώς και τα 

ριβοσώματα και κοκκία του στρώματος (Πηγή commons.wikimedia.org). 

1.2.2. Γονιδίωμα 

Τα μιτοχόνδρια διαθέτουν δικό τους γονιδίωμα, το οποίο υπάρχει σε δύο έως δέκα 

αντίγραφα. Το DNA τους είναι κυκλικό, είναι τοποθετημένο στις εσοχές που δημιουργεί η 

εσωτερική μεμβράνη και διαθέτει έναν ανεξάρτητο κύκλο αναπαραγωγής με αποτέλεσμα 

να χαρακτηρίζονται ως ημιαυτόνομα οργανίδια. Κωδικοποιεί όμως, μόνο ένα μικρό 

υποσύνολο των πρωτεϊνών που χρειάζεται το μιτοχόνδριο για τη λειτουργία του (Aderson 

et al., 1981). Επίσης, υπάρχει ένα ολοκληρωμένο σύστημα έκφρασης των γονιδίων που 

περιλαμβάνει ριβοσώματα και άλλες πρωτεΐνες που είναι απαραίτητες γι’ αυτή τη 

λειτουργία. Η είσοδος των πρωτεϊνών στο μιτοχόνδριο πραγματοποιείται με τη βοήθεια ενός 

ειδικού σήματος από, συνήθως θετικά φορτισμένα, αμινοξικά κατάλοιπα και της 

κυτοσολικής συνοδού HSC70 (Heat shock cognate 71 kDa protein), η οποία αποτρέπει το 

πρώιμο δίπλωμα της πρωτεΐνης. Στη συνέχεια, προσδένεται στο πρωτεϊνικό σύμπλοκο TOM 

κι έπειτα, στο σύμπλοκο ΤΙΜ. Μόλις φτάσει στη μήτρα του μιτοχονδρίου, μια πεπτιδάση 

αφαιρεί το ειδικό σήμα διαλογής. Εάν όμως η πρωτεΐνη έχει στόχο να αγκυροβολήσει στις 

μεμβράνες του οργανιδίου, θα εμφανιστεί, μετά την αποκοπή του σήματος διαλογής, ένα 

άλλο ειδικό σήμα διαμεμβρανικής θέσης (Herrmann JM and Neupert W., 2000). Το 

μιτοχονδριακό DNA κληρονομείται μόνο από τη μητέρα (Kimball J.W., 2006) κι αυτό 
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συμβαίνει επειδή το μαστίγιο του σπερματοζωαρίου, το οποίο φέρει τη συντριπτική 

πλειονότητα των μιτοχονδρίων, δεν εισέρχεται στο ωάριο κατά τη γονιμοποίηση. 

Tο μιτοχονδριακό DNA του ανθρώπου περιλαμβάνει σχετικά λίγα γονίδια. Η πλειοψηφία 

των πρωτεϊνών που απαιτούνται για τη λειτουργία του οργανιδίου κωδικοποιείται από 

γονίδια του DNA του πυρήνα. Ωστόσο, σοβαρές ασθένειες οφείλονται σε παραλλαγές 

μιτοχονδριακών γονιδίων. Οι ασθένειες αυτές προκαλούν διάφορες μορφές μυϊκής 

δυστροφίας, αφού το μιτοχόνδριο, όπως αναφέρθηκε είναι το κέντρο παραγωγής ATP του 

κυττάρου. Τα μιτοχόνδρια είναι ημιαυτόνομα οργανίδια και διαθέτουν το δικό τους DNA, 

έτσι ώστε να μπορούν να αναπαράγονται χωρίς να χρειάζεται να διαιρεθεί το κύτταρο.  

1.2.3. Προέλευση των μιτοχονδρίων 

Η σχετική αυτοδυναμία των μιτοχονδρίων κάνει τους επιστήμονες να υποθέτουν πως τα 

μιτοχόνδρια προέρχονται από προκαρυωτικούς οργανισμούς, δηλαδή οργανισμούς  χωρίς 

πυρήνα  οι οποίοι ενσωματώθηκαν σε ευκαρυωτικά κύτταρα συμβιώνοντας με αυτά. Το 

μιτοχονδριακό DNA  παρουσιάζει σημαντικές ομοιότητες με το DNA σύγχρονων 

βακτηρίων, των απογόνων των αρχέγονων προκαρυωτικών οργανισμών. επίσης, ο τρόπος 

πολλαπλασιασμού τους θυμίζει τη διαίρεση των βακτηρίων. Τέλος, το γεγονός ότι 

περιβάλλονται από διπλή μεμβράνη και συμμετέχουν ελάχιστα στη διακίνηση υλικών στο 

εσωτερικό του κυττάρου είναι το τρίτο σημείο που οδηγεί τους επιστήμονες στο να 

συγκλίνουν προς αυτή την υπόθεση. 

1.2.4. Λειτουργία 

Ο κύριος ρόλος των μιτοχονδρίων είναι η εξασφάλιση ενέργειας, μέσω της αναπνοής, και η 

ρύθμιση του κυτταρικού μεταβολισμού (Voet et al.,2006). Τα μιτοχόνδρια 

χρησιμοποιούνται από τα κύτταρα για το μεταβολισμό των βιολογικών μακρομορίων που 

προσλαμβάνουν οι οργανισμοί μέσω της τροφής. Συνεπώς, με τη βοήθεια των μιτοχονδρίων, 

τα κύτταρα διασπούν τους υδατάνθρακες και τα λίπη, συνθέτοντας μόρια ATP, μέσω της 

διαδικασίας της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Η διαδικασία αυτή είναι αερόβια και 

συντελείται διαμέσου ενός πολύπλοκου διαμεμβρανικού ενζύμου που βρίσκεται στην 

εσωτερική μεμβράνη του μιτοχονδρίου και ονομάζεται ATP- συνθετάση. 

Αρχικά, τα μόρια των τροφών, αφού διασπαστούν στα μονομερή τους, δηλαδή οι 

πολυσακχαρίτες σε μεμονωμένα σάκχαρα όπως η γλυκόζη, τα λίπη σε λιπαρά οξέα και οι 

πρωτεΐνες σε αμινοξέα, εισάγονται στα κύτταρα. Εκεί, τα λιπαρά οξέα εισάγονται 

κατευθείαν στα μιτοχόνδρια, ενώ τα σάκχαρα εισέρχονται σε μία ακολουθία δέκα 

http://el.wikipedia.org/wiki/DNA
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A0%CF%81%CE%BF%CE%BA%CE%B1%CF%81%CF%85%CF%89%CF%84%CE%B9%CE%BA%CE%AC_%CE%BA%CF%8D%CF%84%CF%84%CE%B1%CF%81%CE%B1
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%95%CF%85%CE%BA%CE%B1%CF%81%CF%85%CF%89%CF%84%CE%B9%CE%BA%CF%8C%CF%82
http://el.wikipedia.org/wiki/DNA
http://el.wikipedia.org/wiki/DNA
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A5%CE%B4%CE%B1%CF%84%CE%AC%CE%BD%CE%B8%CF%81%CE%B1%CE%BA%CE%B5%CF%82
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9B%CE%AF%CF%80%CE%B7
http://el.wikipedia.org/wiki/ATP
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9F%CE%BE%CE%B5%CE%B9%CE%B4%CF%89%CF%84%CE%B9%CE%BA%CE%AE_%CF%86%CF%89%CF%83%CF%86%CE%BF%CF%81%CF%85%CE%BB%CE%AF%CF%89%CF%83%CE%B7
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=ATP-%CF%83%CF%85%CE%BD%CE%B8%CE%B5%CF%84%CE%AC%CF%83%CE%B7&action=edit&redlink=1
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διαδοχικών αντιδράσεων, τη γλυκόλυση. Αποτέλεσμα της γλυκόλυσης είναι η παραγωγή 

ενός μορίου του πυροσταφυλικού, το οποίο εισάγεται στα μιτοχόνδρια, ενώ παράλληλα 

παράγονται μικρές ποσότητες ATP και ενός άλλου ενεργοποιημένου μορίου φορέα, του 

NADH (nicotinamide adenine dinucleotide hydrogen). Εκεί, το πυροσταφυλικό 

μετατρέπεται ενζυμικά σε ακέτυλο-συνένζυμο Α (ακέτυλο - CoA) και έτσι, ξεκινάει μια 

κυκλική αλληλουχία αντιδράσεων, ο κύκλος του κιτρικού οξέος (Voet et al., 2006). 

1.2.4.1. Ο κύκλος του κιτρικού οξέος 

Το ακέτυλο-CoA που παράγεται τόσο από το πυροσταφυλικό όσο και από τα λιπαρά οξέα, 

προστίθεται στο οξαλοξικό οξύ και έτσι παράγεται το κιτρικό οξύ. Με αυτόν τον τρόπο 

ξεκινά ο κύκλος των οκτώ διαδοχικών αντιδράσεων που ξεκινά από το κιτρικό οξύ και 

καταλήγει επίσης στο κιτρικό οξύ. Παράλληλα, παράγονται τρία μόρια NADH, και ένα 

μόριο FADH2 (Flavin Adenine Dinucleotide Hydrogen) και GTP (Guanosine-5'-

triphosphate). Τα μόρια αυτά χρησιμοποιούνται για την παραγωγή ATP, του βασικού 

ενεργειακού νομίσματος του κυττάρου. 

Καθεμιά από τις οκτώ αντιδράσεις καταλύεται από το δικό της ένζυμο (Εικόνα 1.4). Μόλις 

ολοκληρωθεί ο κύκλος, παράγεται οξαλοξικό οξύ και προκειμένου να ξεκινήσει πάλι η ίδια 

διαδικασία, γίνεται προσθήκη ενός νέου μορίου ακέτυλο-CoΑ. Όσον αφορά στα αμινοξέα 

που προσλαμβάνει το κύτταρο από την αποδόμηση των πρωτεϊνών της τροφής, το καθένα 

μπορεί να μετατραπεί ανάλογα με τη φύση του σε ένα από τα οκτώ ενδιάμεσα προϊόντα του 

κύκλου ή ακόμα και σε πυροσταφυλικό ή σε ακέτυλο-CoA. Ο κύκλος είναι γνωστός επίσης 

ως κύκλος του Κρεμπς (Stryer, 4η έκδοση). 

Ο βασικός ρόλος του μιτοχονδρίου είναι η παραγωγή ATP. Επομένως, είναι απαραίτητο να 

χρησιμοποιηθούν τα υπόλοιπα ενεργοποιημένα μόρια – φορείς, που παράγονται κατά την 

διάρκεια του κύκλου, για να παραχθεί ATP. Το GTP παράγει εύκολα ATP μέσω της 

προσφοράς μιας εκ των τριών φωσφορικών ομάδων του στο ADP (Voet et al., 2006).  

1.2.4.2. Χημειωσμωτική σύζευξη 

Το NADH και το FADH2 λειτουργούν ως φορείς ηλεκτρονίων υψηλής ενέργειας. Αυτό, 

πρακτικά, σημαίνει ότι τείνουν να αποβάλλουν ένα ζεύγος δύο ηλεκτρονίων ώστε να 

μετατραπούν στην ανηγμένη μορφή τους, που χαρακτηρίζεται από μεγαλύτερη 

σταθερότητα. Αυτό, ακριβώς, το γεγονός εκμεταλλεύεται το κύτταρο για να προωθήσει την 

παραγωγή ATP. Μόλις αποβληθούν τα ηλεκτρόνια, εισάγονται σε μια αλυσίδα μορίων που 

το καθένα λειτουργεί διαδοχικά ως δέκτης και δότης ηλεκτρονίων. Η τάση μεταφοράς 

http://el.wikipedia.org/wiki/ATP
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A0%CF%81%CF%89%CF%84%CE%B5%CE%90%CE%BD%CE%B5%CF%82
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9A%CF%8D%CE%BA%CE%BB%CE%BF%CF%82_%CF%84%CE%BF%CF%85_%CE%9A%CF%81%CE%B5%CE%BC%CF%80%CF%82
http://el.wikipedia.org/wiki/ATP
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οφείλεται στις διαδοχικά μικρότερες ενέργειες των ηλεκτρονίων κατά το πέρασμα τους από 

το ένα μόριο στο επόμενο. 

Η αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων, γνωστή και ως αναπνευστική αλυσίδα, είναι 

εγκατεστημένη στην εσωτερική μεμβράνη του μιτοχονδρίου. Εκεί, βρίσκονται τρία 

διαμεμβρανικά σύμπλοκα ενζύμων, το σύμπλοκο αφυδρογονάσης του NADH, το σύμπλοκο 

των κυτοχρωμάτων b-c1 και το σύμπλοκο της οξειδάσης του κυτοχρώματος. Τα ηλεκτρόνια 

μετακινούνται διαδοχικά από το ένα σύμπλοκο στο επόμενο, καθοδηγούμενα από τις 

διαδοχικά χαμηλότερες ενέργειες τους. Η διαφορά ενέργειας αξιοποιείται για την άντληση 

πρωτονίων, δηλαδή κατιόντων υδρογόνου, από το στρώμα προς τον διαμεμβρανικό χώρο. 

Τελικός σταθμός των ηλεκτρονίων κατά μήκος της αλυσίδας είναι το Ο2 το οποίο 

προέρχεται από την αναπνοή. Τα ηλεκτρόνια ανάγουν το οξυγόνο και παράγεται νερό με τη 

βοήθεια του συμπλόκου της οξειδάσης του κυτοχρώματος. Έτσι, τα ηλεκτρόνια βρίσκονται 

στη χαμηλότερη ενεργειακή στάθμη. 

Η όλη διαδικασία απελευθερώνει την ενέργεια που απαιτείται για την άντληση των 

πρωτονίων. Επομένως, η συγκέντρωση πρωτονίων στο διαμεμβρανικό χώρο είναι περίπου 

δέκα φορές μεγαλύτερη σε σχέση με το στρώμα γι' αυτό και η διαδικασία της άντλησης 

απαιτεί ενέργεια και δεν είναι αυθόρμητη. Μόλις, λοιπόν, δοθεί η ευκαιρία, τα πρωτόνια 

τείνουν να εισέλθουν στο στρώμα. Αφού η συγκέντρωση πρωτονίων στο διαμεμβρανικό 

χώρο είναι πολύ μεγαλύτερη της εσωτερικής, τα πρωτόνια χρησιμοποιούν τη συνθετάση του 

ATP για να επανέλθουν, κινώντας  τις υπομονάδες της πρωτεΐνης. Αυτή η αλλαγή 

διαμόρφωσης δίνει την ενέργεια που απαιτείται για να πραγματοποιηθεί η προσθήκη μιας 

φωσφορικής ομάδας στο ADP και να παραχθεί ATP (Stryer, 4η έκδοση;  Voet et al., 2006). 

Με την ολοκλήρωση της διαδικασίας, που είναι γνωστή ως Χημειωσμωτική σύζευξη, τα 

σύμπλοκα ενζύμων αντλούν ξανά τα πρωτόνια προς τα έξω ώστε να συνεχίσει η λειτουργία 

της συνθετάσης του ATP. Το ATP παράγεται στο στρώμα αλλά στη συνέχεια, μεταφέρεται 

με τη βοήθεια πρωτεϊνών στο κυτταρόπλασμα. Η διάσπαση του δεσμού υψηλής ενέργειας 

μεταξύ της δεύτερης και της τρίτης φωσφορικής ομάδας παρέχει την ενέργεια για να 

πραγματοποιηθεί σχεδόν κάθε αντίδραση του κυττάρου που δεν είναι ενεργειακά ευνοϊκή. 

 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%95%CE%BD%CE%AD%CF%81%CE%B3%CE%B5%CE%B9%CE%B1
http://el.wikipedia.org/wiki/ADP
http://el.wikipedia.org/wiki/ATP
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Εικόνα 1.5: Κύκλος του Κρέμπς και η οξειδωτική φωσφορυλίωση (Πηγή: 

http://respirationresource.weebly.com/krebs-cycle.html) 

1.2.4.3. Επιπρόσθετες λειτουργίες των μιτοχονδρίων 

Τα μιτοχόνδρια διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο σε πολλές άλλες μεταβολικές εργασίες, όπως 

την κυτταρική σηματοδότηση  (Li et al., 2013), τη ρύθμιση του δυναμικού της μεμβράνης 

(Voet., 2006), την  απόπτωση-προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο (Green DR., 1998), την 

σηματοδότηση ασβεστίου (Hajnoczky et al., 2006), τη ρύθμιση του κυτταρικού 

μεταβολισμού  (McBride et al., 2006), ορισμένες αντιδράσεις σύνθεσης αίμης (Oh-hama T., 

1997), τη σύνθεση στεροειδών (Rossier MF., 2006) και την ορμονική σηματοδότηση 

(Klinge and Carolyn., 2008). Τα μιτοχόνδρια, επίσης, ανταποκρίνονται σε ορμόνες κυρίως 

μέσω της δράσης των μιτοχονδριακών υποδοχέων οιστρογόνων (mtERs). Διάφοροι τύποι 

ιστών και κυττάρων έχουν αυτού τους υποδοχείς, συμπεριλαμβανομένου του εγκεφάλου 

(Alvarez-Delgado., 2010) και της καρδιάς (Pavon Natalia., 2012). 
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Ορισμένες μιτοχονδριακές λειτουργίες εκτελούνται μόνο σε συγκεκριμένους τύπους 

κυττάρων. Για παράδειγμα, τα μιτοχόνδρια στα ηπατικά κύτταρα περιέχουν ένζυμα που τους 

επιτρέπουν να αποτοξινώνουν την αμμωνία, ένα απόβλητο προϊόν του μεταβολισμού των 

πρωτεϊνών. Μια παραλλαγή στα γονίδια που ρυθμίζουν κάποια από τις αναφερθείσες 

μιτοχονδριακές λειτουργίες μπορεί να οδηγήσει σε μιτοχονδριακές ασθένειες. 

1.3. PGC-1α - Spargel 

Η οικογένεια ρυθμιζόμενων συνενεργοποιητών PGC-1 (Peroxisome proliferator-activated 

receptor-gamma coactivator), που αποτελείται από τους παράγοντες PGC-1α, PGC-1β και 

PRC, παίζει κεντρικό ρόλο στο ρυθμιστικό δίκτυο που διέπει το μεταγραφικό έλεγχο της 

μιτοχονδριακής βιογένεσης και της αναπνευστικής λειτουργίας. Αυτοί οι συνενεργοποιητές 

στοχεύουν πολλαπλούς μεταγραφικούς παράγοντες συμπεριλαμβανομένων των NRF-1 

(Nuclear respiratory factor 1), NRF-2 και του υποδοχέα ERRα (Estrogen-related receptor 

alpha). Επιπλέον, οι ίδιοι είναι στόχοι συμπλεγμάτων συνενεργοποιητών και συν-

καταστολέων που ρυθμίζουν την έκφραση γονιδίων μέσω της αναδιαμόρφωσης της 

χρωματίνης. Η έκφραση των μελών της οικογένειας PGC-1 ρυθμίζεται από εξωκυττάρια 

σήματα που ελέγχουν το μεταβολισμό, τη διαφοροποίηση ή την κυτταρική ανάπτυξη και σε 

ορισμένες περιπτώσεις οι δραστηριότητές τους είναι γνωστό ότι ρυθμίζονται από μετα-

μεταφραστική τροποποίηση από τους αισθητήρες ενέργειας, οι 5'-μονοφωσφορική 

αδενοσίνη — ενεργοποιημένη πρωτεϊνική κινάση, AMPK (AMP-activated protein kinase) 

και SIRT1 (Sirtuin 1). Πρόσφατες μελέτες, που χρησιμοποίησαν knock-out ή αποσιώπηση 

γονιδίων (gene silencing) της οικογένειας PGC-1, έδειξαν ότι η λειτουργία αυτών των 

παραγόντων δεν εμπλέκεται αποκλειστικά στη μιτοχονδριακή βιογένεση, παρόλα αυτά η 

οικογένεια PGC-1 κατέχει κεντρικό ρόλο στη μιτοχονδριακή βιογένεση και στην παραγωγή 

ενέργειας, διαδικασίες οι οποίες συνδέονται με διαφορετικές κυτταρικές λειτουργίες. 

Το γονίδιο PGC-1α ανήκει στην οικογένεια PGC-1 και δρα ως συνενεργοποιητής 

(transcription coactivator) που παίζει κεντρικό ρόλο στη ρύθμιση του μεταβολισμού του 

κυττάρου. Ενεργοποιείται από την έκθεση στο κρύο, συνδέοντας αυτό το περιβαλλοντικό 

ερέθισμα με την προσαρμοστική θερμογένεση. Ο παράγοντας PGC-1αεπάγει τη 

μιτοχονδριακή βιογένεση και προάγει την αναδιαμόρφωση του μυϊκού ιστού, καθιστώντας 

τον μεταβολικά πιο οξειδωτικό και λιγότερο γλυκολυτικό, και συμμετέχει στη ρύθμιση του 

μεταβολισμού τόσο των υδατανθράκων όσο και των λιπιδίων. Συνεπώς ο PGC-1αμπορεί να 

κατέχει σημαντικό ρόλο σε διαταραχές όπως η παχυσαρκία, ο διαβήτης και η 

μυοκαρδιοπάθεια. Πιο συγκεκριμένα, λόγω του ρυθμιστικού του ρόλου στο μεταβολισμό 
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των λιπιδίων, η χρήση φαρμακευτικών μορίων που στοχεύoυν τον συγκεκριμένο παράγοντα 

μπορούν να αποδειχθούν αποτελεσματικοί για τη θεραπεία της παχυσαρκίας και του 

διαβήτη τύπου 2 (Liang, 2006). Έχει επίσης βρεθεί ότι αλλαγές στη λειτουργικότητα του 

PGC-1α μπορούν  να επηρεάζουν καταστάσεις όπως ο καρκίνος του νεφρού, οξεία νεφρική 

βλάβη και χρόνια νεφρική νόσος, καθώς ο PGC-1α εμπλέκεται στη φυσιολογική ανάπτυξη 

των νεφρών. 

Στο γονιδίωμα της Drosophila υπάρχει μόνο ένα ομόλογο του PGC-1, το οποίο ονομάζεται 

spargel (srl) και έχει βρεθεί ότι λειτουργεί με παρόμοιο τρόπο όσον αφορά τη βιογένεση. Η 

λειτουργία του spargel έχει εμπλακεί στην επαγωγή της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης και 

στη μεταγραφική ρύθμιση του μονοπατιού της ινσουλίνης, συμπεριλαμβανομένων γονιδίων 

που κωδικοποιούν για μιτοχονδριακές πρωτεΐνες. Επιπλέον, το σηματοδοτικό μονοπάτι της 

ινσουλίνης επάγει την έκφραση του γονιδίου spargel και ο παράγοντας spargel ενεργοποιεί 

ένα βρόχο αρνητικής ανάδρασης στο συγκεκριμένο μονοπάτι. Συνεπώς, ο ρόλος του spargel 

είναι ιδιαίτερα σημαντικός στη ρύθμιση παροχής θρεπτικών στα μιτοχόνδρια και γενικότερα 

στο μεταβολισμό του κυττάρου (Tiefenböck, 2010). 

1.4. Μετφορμίνη 

Η μετφορμίνη είναι ένα διγουανίδιο με αντι-υπεργλυκαιμικές ιδιότητες και είναι ένα από τα 

πιο συχνά χρησιμοποιούμενα φάρμακα για τη θεραπεία του διαβήτη τύπου 2 (Type 2 

diabetes, T2D) για περισσότερα από 60 χρόνια (Bailey CJ, 2017). Η γουανιδίνη βρέθηκε να 

έχει αντιδιαβητικές ιδιότητες σε ζώα το 1918, αλλά δυστυχώς, ήταν τοξική σε κλινικές 

δοκιμές (Duncan LJ, 1965). Αυτό ώθησε τους επιστήμονες να βρουν ασφαλέστερα 

υποκατάστατα. Στη δεκαετία του 1920, συντέθηκε η μετφορμίνη (υδροχλωρικό 1,1-

διμεθυλδιγουανίδιο) κι έκτοτε, αποτέλεσε την πρώτη επιλογή για τη θεραπεία του T2D λόγω 

της αξιοσημείωτης ικανότητάς της να μειώνει τα επίπεδα γλυκόζης στο πλάσμα (Witters 

LA, 2001; Papanagnou P, 2016; Blonde L, 2018) . Μελέτες έδειξαν ότι η μετφορμίνη ασκεί 

ισχυρή επίδραση σε πολλούς καρκίνους (Gandini S, 2014), σε καρδιαγγειακές παθήσεις 

(Cardiovascular diseases, CVDs) (Lamanna C, 2011), σε ηπατικές παθήσεις (Bhat A, 2015), 

στην παχυσαρκία (Breining P, 2018), σε νευροεκφυλιστικές ασθένειες (Patrone C, 2014) 

και σε νεφρικές παθήσεις (Neven E, 2018). Η αποκλειστική φαρμακευτική αγωγή ή η 

συνδυαστική θεραπεία με άλλα φάρμακα έχει αποδειχθεί αποτελεσματική για τη θεραπεία 

διαφόρων ασθενειών. 
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Η μετφορμίνη αναστέλλει το μιτοχονδριακό σύμπλεγμα I (Batandier C., 2006; Viollet B, 

2012), το οποίο οδηγεί σε ενεργοποίηση της κινάσης AMPK (Zhou G, 2001). Το 

μιτοχονδριακό σύμπλεγμα I είναι ζωτικής σημασίας για τη μεταφορά ηλεκτρονίων. Ως 

αποτέλεσμα, η παραγωγή του ATP μειώνεται και η ενδοκυτταρική συγκέντρωση του ADP 

αυξάνεται. Κατά συνέπεια, τα κυτταρικά επίπεδα της μονοφωσφορικής αδενοσίνης, AMP 

(Adenosine monophosphate) αυξάνονται, ενεργοποιώντας τελικά την κινάση AMPK (Pryor 

R, 2015). Επιπλέον, μια πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι η μετφορμίνη θα μπορούσε να 

ενεργοποιήσει την AMPK μέσω του λυσοσωμικού μονοπατιού, πιο συγκεκριμένα  του  

μονοπατιού AXIN/LKB1-v-ATPase-Regulator (Zhang CS, 2016). Η AMPK είναι ένας 

βασικός ρυθμιστής πολλών μεταβολικών μονοπατιών, συμπεριλαμβανομένου του 

μεταβολισμού της γλυκόζης, του μεταβολισμού των λιπιδίων και της ενεργειακής 

ομοιόστασης (Zhang CS, 2012). Επιπλέον, η μετφορμίνη μπορεί να αλλάζει τη μεταβολική 

ομοιόσταση αναστέλλοντας τη σηματοδότηση της ινσουλίνης και του υποδοχέα IGF 

(Martin M, 2012). Πρόσφατα, αποδείχθηκε ότι η μετφορμίνη μπορεί να αλλάζει τα επίπεδα 

πρωτεϊνών που εμπλέκονται σε ένα ευρύ φάσμα κυτταρικών διεργασιών 

συμπεριλαμβανομένου του μεταβολισμού, της γήρανσης και του καρκίνου (Stynen B, 

2018). Οι υποκείμενοι μηχανισμοί της μετφορμίνης στη ρύθμιση των ασθενειών, ωστόσο, 

δεν είναι ακόμη πλήρως κατανοητοί, για αυτό και χρειάζονται περαιτέρω μελέτες. 

1.5. Κυτταρικά μονοπάτια πρωτεόλυσης 

Τα κύρια πρωτεολυτικά μονοπάτια του κυττάρου, δηλαδή το μονοπάτι λυσοσώματος-

αυτοφαγίας και το σύστημα ουβικιτίνης-πρωτεασώματος, συμμετέχουν στην απομάκρυνση 

οξειδωμένων και μη λειτουργικών πρωτεϊνών ή οργανιδίων, τα οποία δεν μπορούν να 

επιδιορθωθούν από τους επιδιορθωτικούς μηχανισμούς του κυττάρου. Σύμφωνα με 

πολυάριθμες μελέτες, τα συγκεκριμένα πρωτεολυτικά μονοπάτια εμπλέκονται στη 

διαδικασία της γήρανσης λόγω αλλαγών στην ενεργότητά τους και ρύθμισης της 

μακροβιότητας (Kirkin et al., 2009; Knecht et al., 2009). 

1.5.1.  Μονοπάτι λυσοσώματος-αυτοφαγίας 

1.5.1.1. Λυσοσώματα 

Τα λυσοσώματα είναι κυτταρικά οργανίδια που περιβάλλονται από μονή μεμβράνη και 

εμπεριέχουν μια σειρά πρωτεολυτικών ενζύμων με κύρια λειτουργία την αποικοδόμηση 

οξειδωμένων και μη λειτουργικών πρωτεϊνών, καθώς επίσης και ενδοκυτταρικών 

συστατικών, όπως οργανίδια και πρωτεϊνικά συσσωματώματα (aggregates). Οι υδρολάσες 
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είναι μια οικογένεια πενήντα περίπου πεπτιδικών ενζύμων που εντοπίζονται στην κοιλότητα 

του λυσοσώματος και ο ρόλος τους είναι η αποικοδόμηση του φορτίου που παραλαμβάνουν. 

Στο λυσόσωμα ανήκουν, επίσης, και τα μεμβρανικά ένζυμα, τα οποία απομακρύνουν τα 

προϊόντα της αποικοδόμησης προς το κυτοσόλιο και διατηρούν χαμηλό το pH στο 

εσωτερικό του οργανιδίου (De Duve, 1983).  

Η λήψη, από το λυσόσωμα, των εσωτερικών και εξωτερικών υλικών προς αποικοδόμηση 

μπορεί να πραγματοποιηθεί από διάφορα μονοπάτια (Cuervo and Dice, 1998), όπως της 

ενδοκύττωσης, όπου οι εξωκυτταρικές πρωτεΐνες ενδοκυτταρώνονται ολοκληρωτικά από τη 

μεμβράνη του κυττάρου και παραμένουν στα ενδοσώματα μέχρι να συγχωνευτούν με τα 

λυσοσώματα, της κρινοφαγίας, όπου οι εκκριτικές πρωτεΐνες περικλείονται σε εκκριτικά 

κυστίδια που προέρχονται από το σύμπλεγμα Golgi και συγχωνεύονται με τα λυσοσώματα 

και της αυτοφαγίας, όπου κυτταροπλασματικά συστατικά περιβάλλονται από κυστίδια με 

διπλή μεμβράνη και αποικοδομούνται μέσω του λυσοσωμικού μονοπατιού. 

1.5.1.2. Γήρανση και λυσοσώματα 

Η αύξηση της ηλικίας συνεπάγεται και αύξηση των ενδοκυτταρικών επιπέδων μη 

λειτουργικών πρωτεϊνών, σύμφωνα με μελέτες σε διάφορους οργανισμούς. Η λιποφουσκίνη 

αποτελεί έναν από τους βασικούς βιοδείκτες γήρανσης, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω 

(Jung et al., 2007). Κατά τη γήρανση, ένα από τα χαρακτηριστικά των λυσοσωμάτων 

αποτελούν τα αυξημένα επίπεδα λιποφουσκίνης, τα οποία περιορίζουν την ικανότητα του 

οργανιδίου να αποικοδομεί μη λειτουργικούς και οξειδωμένους παραγόντες, με αποτέλεσμα 

την υπερσυσσώρευση τους. Επιπλέον, μειώνεται η δυνατότητα σύντηξης των λυσοσωμάτων 

με δομές του αυτοφαγοσώματος λόγω της παρουσίας λιποφουσκίνης (Terman et al., 2007). 

1.5.1.3. Αυτοφαγία 

Η αυτοφαγία αποτελεί την ιδιότητα των κυττάρων να αποικοδομούν το κυτταροπλασματικό 

υλικό τους μέσω των λυσοσωμάτων. Είναι μια αυστηρά ελεγχόμενη διαδικασία που 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη διατήρηση ισορροπίας μεταξύ της σύνθεσης και 

αποικοδόμησης των κυτταρικών συστατικών, συμβάλλοντας στην κυτταρική ανάπτυξη και 

τη διατήρηση της ομοιοδυναμικής του. Μέσω αυτοφαγίας μπορούν να αποικοδομηθούν 

ολόκληρα μη λειτουργικά οργανίδια, ολόκληρη οργανισμοί και δομές, καθώς και διάφορα 

βιομόρια. Πρόκειται για μια εξελικτικά συντηρημένη διαδικασία που αποτελεί 

χαρακτηριστικό όλων των ευκαρυωτικών κυττάρων. Η αυτοφαγία διακρίνεται σε τρεις 

τύπους, τη μακροαυτοφαγία, τη μικροαυτοφαγία και την αυτοφαγία μέσω μοριακών 
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συνοδών (Chaperone-Mediated Autophagy, CMA) (Εικόνα 5). Κοινό χαρακτηριστικό και 

των τριών τύπων αυτοφαγίας (Εικόνα 1.5) αποτελεί η τελική αποικοδόμηση των 

κυτταρικών συστατικών μέσω του λυσοσώματος (Cuervo, 2004). 

 

Εικόνα 1.6: Τύποι αυτοφαγίας (Oh and Lee, 2012). 

1.5.2. Σύστημα ουβικιτίνης-πρωτεασώματος 

Το πρωτεάσωμα είναι υπεύθυνο για την αποικοδόμηση οξειδωμένων και μη λειτουργικών 

πρωτεϊνών, καθώς και πρωτεϊνών με μικρή διάρκεια ζωής. Το σύστημα ουβικιτίνης - 

πρωτεασώματος (Ubiquitin Proteasome System, UPS) συγκροτείται από την ουβικιτίνη, το 

πρωτεάσωμα και ένζυμα που συμβάλλουν στην πρόσδεση της ουβικιτίνης στους 

πρωτεϊνικούς στόχους. Πρόκειται για ένα σύστημα που εμπλέκεται σε διάφορες κυτταρικές 

διεργασίες, όπως η σηματοδότηση, ο μεταβολισμός και η ανάπτυξη. Η πρωτεόλυση 

περιλαμβάνει τη στόχευση της πρωτεΐνης από την ουβικιτίνη και την τελική αποικοδόμηση 

από το σύμπλοκο του πρωτεασώματος (Trougakos et al., 2013). 

1.5.2.1. Η ουβικιτίνη 

Η ουβικιτίνη είναι ένα πεπτίδιο μικρού μεγέθους (76 αμινοξέα, 8.5 kDa), το οποίο συνδέεται 

ομοιοπολικά σε πρωτεΐνες-στόχους ως μονομερές ή μέσω της αλυσίδας πολύ-ουβικιτίνης. 

Μέσω του μηχανισμού αυτού, οι πρωτεΐνες αποτελούν υπόστρωμα αποικοδόμησης από τα 

τρία ένζυμα του συστήματος της ουβικιτινίωσης (Εικόνα 1.6). Πρόκειται για μια εξαιρετικά 

συντηρημένη πρωτεΐνη μεταξύ των ευκαρυωτικών οργανισμών. Φέρει επτά κατάλοιπα Lys 

μέσω των οποίων συνδέεται και σχηματίζει διαφορετικές αλυσίδες. Επιπλέον, είναι δυνατή 
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η σύνδεση της αμινοτελικής μεθειονίνης μιας ουβικιτίνης με το καρβοξυτελικό άκρο μιας 

άλλης. Η ουβικιτινίωση είναι μια μετα-μεταφραστική τροποποίηση που περιλαμβάνει την 

προσθήκη ενός ή περισσοτέρων μορίων ουβικιτίνης σε κατάλοιπα Lys της πρωτεϊνης - 

στόχου. Η προσθήκη του μορίου ουβικιτίνης διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην πορεία 

της πρωτεϊνης-στόχου, καθώς μπορεί να την οδηγήσει σε πρωτεασωμική αποικοδόμηση, να 

επηρεάσει τη θέση ή ενεργότητα της, καθώς και τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις της. 

Καθοριστικό ρόλο στην πορεία που θα ακολουθήσει η πρωτεΐνη που υφίσταται 

ουβικιτινίωση παίζει ο αριθμός των αλυσίδων ουβικιτίνης που φέρει. Η προσθήκη ενός 

μορίου ουβικιτίνης  εμπλέκεται στη ρύθμιση ιστονών, στην ενδοκύττωση και την 

εκβλάστηση ρετροϊών από την πλασματική μεμβράνη. Αντιθέτως, υποστρώματα που 

πρόκειται να αποικοδομηθούν από το πρωτεάσωμα φέρουν αλυσίδες πολυουβικιτίνης 

(Ikeda et al., 2010).  

Αρχικά, το ένζυμο ενεργοποίησης της ουβικιτίνης Ε1 (ubiquitin-activating enzyme) 

συνδέεται με την ουβικιτίνη, μέσω υδρόλυσης ATP, με θειολεστερικό δεσμό υψηλής 

ενέργειας ανάμεσα σε ένα κατάλοιπο Cys και στο καρβοξυτελικό κατάλοιπο Gly της 

ουβικιτίνης. Ακολουθεί η μεταφορά της ενεργοποιημένης ουβικιτίνης στο ενεργό κέντρο 

του ενζύμου σύζευξης της ουβικιτίνης Ε2 (ubiquitin-conjugating enzyme). Τέλος, οι Ε3 

λιγάσες της ουβικιτίνης (ubiquitin-ligase) συνδέουν την καρβοξυλική ομάδα του 

καρβοξυτελικού άκρου του καταλοίπου Gly της ουβικιτίνης με την ε-αμινομάδα μιας Lys 

του υποστρώματος της πρωτεϊνης-στόχου, με αποτέλεσμα το σχηματισμό ενός 

ισοπεπτιδικού δεσμού μεταξύ ουβικιτίνης και υποστρώματος (Park et al., 2020). 

 
Εικόνα 1.7: Πρωτεϊνική αποικοδόμηση μέσω του συστήματος ουβικιτίνης - πρωτεασώματος 

(Gong et al., 2015). 

Η αποδέσμευση της ουβικιτίνης από τις πρωτεΐνες-στόχους διαδραματίζει καταλυτικό ρόλο 

για την αποικοδόμηση τους, καθώς και για τη βιοσύνθεση της ουβικιτίνης. Η διαδικασία 
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αυτή επιτελείται από τα ένζυμα από-ουβικιτινίωσης (deubiquitinating enzymes, DUBs), τα 

οποία καταλύουν την υδρόλυση μικρών αμιδίων και εστέρων στο καρβοξυτελικό άκρο της 

ουβικιτίνης. Με τον τρόπο αυτό, συμβάλλουν στη διαδικασία επεξεργασίας των ανενεργών 

ουβικιτινών, στην αποκατάσταση του συμπλέγματος ουβικιτίνης-πρωτεΐνης, στην 

απομάκρυνση της ουβικιτίνης από τις πρωτεΐνες και στην απομάκρυνση ανασταλτικών 

αλυσίδων ουβικιτίνης από το 26S πρωτεάσωμα (Amerik and Hochstrasser, 2004).   

1.5.2.2. Το πρωτεάσωμα 

Το πρωτεάσωμα είναι ένα μεγάλο και πολύπλοκο πρωτεϊνικό σύμπλεγμα μοριακού βάρους 

της τάξης των 2.5 MDa, το οποίο επηρεάζει σημαντικά την κυτταρική ομοιοδυναμική και 

την πρωτεϊνική αποικοδόμηση σε διάφορους οργανισμούς. Το 26S πρωτεάσωμα 

αποτελείται από το 20S καταλυτικό κέντρο και ένα ή δύο 19S ρυθμιστικά μόρια, που 

συνδέονται στο καταλυτικό κέντρο (Εικόνα 1.7). Οι ουβικιτινιωμένες πρωτεΐνες μικρής 

διάρκειας ζωής αποικοδομούνται από το 26S πρωτεάσωμα, ενώ το 20S πρωτεάσωμα 

αποικοδομεί οξειδωμένες και μη αναδιπλωμένες ή λανθασμένα διπλωμένες πρωτεΐνες και 

πεπτίδια (Tsakiri and Trougakos, 2015). 

 

Εικόνα 1.8: Η δομή του 20S και 26S πρωτεασώματος (Almond and Cohen, 2002). 

Το 20S καταλυτικό σύμπλοκο του πρωτεασώματος των ευκαρυωτικών κυττάρων είναι μια 

κυλινδρική δομή που συγκροτείται από 28 α-τύπου και β-τύπου υπομονάδες οργανωμένες 

σε τέσσερις δακτυλίους. Οι εσωτερικοί δακτύλιοι αποτελούνται από τις β καταλυτικές 

υπομονάδες (β1-β7) και οι εξωτερικοί από α ρυθμιστικές υπομονάδες (α1-α7) (Groll et al., 

1997; Jung et al., 2009). Στα αμινοτελικά άκρα των β υπομονάδων εντοπίζονται τα ενεργά 

κέντρα των τριών βασικών πρωτεασωμικών ενεργοτήτων: της κασπάσης (LLE), της 

θρυψίνης (LRR) και της χυμοθρυψίνης (LLVY). Η β1 υπομονάδα αποτελεί το ενεργό κέντρο 

της ενεργότητας της κασπάσης, η β2 της θρυψίνης και η β5 της χυμοθρυψίνης. Η 

πρωτεασωμική ενεργότητα κασπάσης πρωτολύει έπειτα από όξινα αμινοξικά κατάλοιπα, η 
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ενεργότητα θρυψίνης έπειτα από βασικά κατάλοιπα και η ενεργότητα χυμοθρυψίνης έπειτα 

από υδρόφοβα κατάλοιπα (Arendt and Hochstrasser, 1997). Οι α υπομονάδες δε διαθέτουν 

πρωτεολυτική ενεργότητα και αποτελούν ρυθμιστικές υπομονάδες, καθώς ελέγχουν την 

είσοδο των μη διπλωμένων από-ουβικιτινιλιωμένων πολυπεπτιδίων στο κεντρικό 

πρωτεολυτικό σύμπλοκο (Kunjappu and Hochstrasser, 2014). 

Η συναρμολόγηση του 20S αποτελεί μια πολύπλοκη διαδικασία που περιλαμβάνει τη 

συμβολή μοριακών συνοδών και την ωρίμανση των β υπομονάδων (Kunjappu and 

Hochstrasser, 2014). Το αρχικό στάδιο είναι ο σχηματισμός των δακτυλίων που 

αποτελούνται από α υπομονάδες, με τη βοήθεια μοριακών συνοδών. Ακολουθεί ο 

σχηματισμός του β δακτυλίου με την προσθήκη της β2 υπομονάδας. Η σωστή είσοδος των 

β υπομονάδων στο δακτύλιο ελέγχεται από τα αμινοτελικά προπεπτίδια και τα 

καρβοξυτελικά άκρα. Οι β υπομονάδες φέρουν μια μοναδική αλληλουχία που τους επιτρέπει 

να αλληλεπιδρούν με τη γειτονική τους υπομονάδα μέσω ενδομοριακών αλληλεπιδράσεων. 

Ο ημιτελής β δακτύλιος ολοκληρώνεται με την ενσωμάτωση των β1 και β7 υπομονάδων 

(Hirano et al., 2008). Η τελική δομή α-β-β-α του 20S πρωτεασώματος σχηματίζεται με τη 

ένωση των α-β και β-α μέσω της διαμεσολάβησης των καρβοξυτελικών άκρων των β7 

υπομονάδων και των ενδομοριακών αλληλεπιδράσεων του β δακτυλίου. Στο τελικό στάδιο, 

η συναρμολόγηση του 20S ολοκληρώνεται με την αυτόλυση των προπεπτιδίων των β 

υπομονάδων. Η πύλη του 20S πρωτεασώματος παραμένει κλειστή από τα αμινοτελικά άκρα 

των α υπομονάδων και ανοίγει μέσω της πρόσδεσης του 19S ρυθμιστικού τμήματος (Groll 

et al., 1997, 2000). 

Το 19S ρυθμιστικό σωματίδιο αναγνωρίζει τους πρωτεϊνικούς στόχους που έχουν σημανθεί 

με ουβικιτίνη και τις μεταφέρει στο εσωτερικό το 20S πρωτεασώματος προς αποικοδόμηση. 

Συγκροτείται από 19 υπομονάδες που οργανώνονται σε δύο υποσύμπλοκα, τη βάση και το 

κάλυμμα. Η βάση αποτελείται από έξι υπομονάδες με δράση ATPάσης τύπου ΑΑΑ (Rpt1-

6) και τα ρυθμιστικά μόρια Rpn1, Rpn2 και Rpn13. Το κάλυμμα αποτελείται από εννέα 

υπομονάδες που δεν ανήκουν στις ATPάσες, με διακριτή αλληλουχία, δομή και λειτουργία 

(Rpn3, Rpn5-9, Rpn11, Rpn12, Rpn15). Το 19S ρυθμιστικό σωματίδιο σχηματίζεται από 

την ένωση της βάσης με το κάλυμμα μέσω του παράγοντα Rpn10. Οι υπομονάδες Rpn10 

και Rpn13 λειτουργούν ως υποδοχείς ουβικιτίνης, ενώ η υπομονάδα Rpn11 διαθέτει 

ενεργότητα από-ουβικιτινάσης. Αντιθέτως, ο ATP-ανεξάρτητος πρωτεολυτικός μηχανισμός 

λειτουργεί χωρίς την παρουσία ουβικιτίνης και συμμετέχει στην αποικοδόμηση 

οξειδωμένων παραγόντων (Glickman et al., 1998; Mao, 2021).   
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Τα πρωτεασωμικά γονίδια ρυθμίζονται από τους μεταγραφικούς παράγοντες Nrf1 (NF-E2-

related factor-1) και Nrf2 (NF-E2-related factor-2) υπό την επίδραση στρες, όπως προκύπτει 

από in vitro μελέτες. Οι Nrf1 και Nrf2 κατατάσσονται στην οικογένεια των μεταγραφικών 

παραγόντων CNC-bZIP (cap-n-collar basic leucine zipper), οι οποίοι, παρουσία διαφόρων 

ειδών οξειδωτικού στρες, μπορούν να ρυθμίσουν τη γονιδιακή έκφραση μέσω πρόσδεσης 

στα στοιχεία αντιοξειδωτικής απόκρισης ARE (Antioxidant Response Elements) στους 

υποκινητές των γονιδίων-στόχων, μεταξύ των οποίων και τα πρωτεασωμικά γονίδια 

(Sykiotis and Bohmann, 2010). Σύμφωνα με in vitro μελέτες σε κύτταρα θηλαστικών, 

μερική αναστολή του πρωτεασώματος οδηγεί σε πρόσδεση του Nrf1 στους υποκινητές των 

πρωτεασωμικών γονιδίων και κατ’ επέκταση ρύθμιση τους (Radhakrishnan et al., 2010). 

Κάτω από συνθήκες οξειδωτικού στρες, η ρύθμιση και του μεταγραφικού παράγοντα Nrf2 

είναι ιδιαίτερα αυξημένη και συγκεκριμένα, αποσυνδέεται από τον αρνητικό ρυθμιστή του 

Keap1 και μετατοπίζεται στον πυρήνα, όπου επάγει την έκφραση των πρωτεασωμικών 

γονιδίων (Grimberg et al., 2011).  

Η ρύθμιση του πρωτεασώματος εμφανίζεται ιστοειδικό χαρακτήρα. Μελέτες στη 

Drosophila melanogaster έδειξαν διαφορετική ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης και της 

ενεργότητας σε ωοθήκες και σωματικούς ιστούς. Ωστόσο, διαφορές στη ρύθμιση του 

πρωτεασώματος παρατηρούνται τόσο ανάμεσα σε διαφορετικά είδη, όσο και από άτομο σε 

άτομο. Συγκεκριμένα, διαφορετικά έντομα Drosophila melanogaster εμφάνιζαν 

διαφορετική πρωτεασωμική ενεργότητα (Fredriksson et al., 2012; Hansen et al., 2012).  

1.5.2.3. Γήρανση και το σύστημα ουβικιτίνης-πρωτεασώματος 

Σύμφωνα με ορισμένες μελέτες, η πρωτεασωμική ενεργότητα ελαττώνεται κατά τη 

διαδικασία γήρανσης των κυττάρων. Συγκεκριμένα, μελέτη σε γηρασμένα κύτταρα 

ανθρώπου έδειξε ότι η έκφραση της καταλυτικής υπομονάδας του 20S πρωτεασώματος και 

της υπομονάδας του 19S ρυθμιστικού μορίου μειώθηκε, γεγονός που σχετίζεται με την 

ελαττωμένη πρωτεασωμική ενεργότητα και την αυξημένη παρουσία πρωτεϊνών που έχουν 

υποστεί οξείδωση ή ουβικιτινίωση. Επιπλέον, η μελέτη της πρωτεασωμικής ενεργότητας σε 

ηλικιωμένα άτομα έδειξε ότι υπάρχουν απροσδόκητα παρόμοια επίπεδα με αυτά των νεαρών 

ατόμων (Chondrogianni et al., 2003). Ακόμη, μελέτες που πραγματοποιήθηκαν στη 

Drosophila melanogaster δείχνουν ότι, κατά τη διάρκεια της γήρανσης, η ενεργότητα του 

πρωτεασώματος μειώνεται και η συγκέντρωση των ουβικιτινιωμένων πρωτεϊνών αυξάνεται. 

Επομένως, η ελάττωση της πρωτεασωμικής ενεργότητας, κατά τη γήρανση, σχετίζεται με 

τη μειορρύθμιση του πρωτεασώματος (Vernace et al., 2007).  
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Σύμφωνα με in vitro μελέτες, οι ROS μπορούν να αναστείλουν τη πρωτεασωμική 

ενεργότητα, ενώ η συσσώρευση τους, λόγω της γήρανσης, μπορεί να οδηγήσει σε σημαντική 

δυσλειτουργία του πρωτεασώματος, είτε άμεσα, μέσω τροποποίησης των πρωτεασωμικών 

υπομονάδων, είτε έμμεσα, μέσω τροποποίησης λιπιδίων και πρωτεϊνών, με αποτέλεσμα να 

μην μπορούν να αποικοδομηθούν και επομένως να συσσωρευθούν (Reinheckel et al., 1998). 

Τα συγκεκριμένα τροποποιημένα λιπίδια και πρωτεΐνες απαντώνται κυρίως σε μεταμιτωτικά 

κύτταρα, όπως οι νευρώνες, που παρουσιάζουν αυξημένη ευαισθησία στην παρουσία αυτών 

των συσσωματωμάτων (aggregates), επηρεάζοντας διάφορα σηματοδοτικά μονοπάτια του 

κυττάρου, ανάμεσα στα οποία και το πρωτεολυτικό μονοπάτι (Grune et al., 1997). 

Η μειωμένη λειτουργία του πρωτεασώματος σχετίζεται, επίσης, με ασθένειες του γήρατος 

όπου παρατηρείται μειωμένη πρωτεασωμική ενεργότητα, όπως η νόσος του Parkinson και 

η νόσος του Alzheimer. Κατά τη διάρκεια της καρκινογένεσης, η πρωτεασωμική έκφραση 

και ενεργότητα είναι σημαντικά αυξημένες. Η αυξορρύθμιση του μονοπατιού ουβικιτίνης-

πρωτεασώματος σε διάφορους τύπους καρκίνου μπορεί να συνδέεται με τις προσπάθειες 

των καρκινικών κυττάρων να προσαρμοστούν σε μια κατάσταση υψηλού πρωτεοτοξικού 

στρες. Συνεπώς, το μονοπάτι ουβικιτίνης-πρωτεασώματος αποτελεί σημαντικό στόχο για 

την ανάπτυξη φαρμακευτικών προσεγγίσεων με αντικαρκινική δράση (Takalo et al., 2013; 

Trougakos et al., 2013).    
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1.6. Drosophila melanogaster 

1.6.1. Γενικά χαρακτηριστικά 

Στο πλαίσιο της παρούσας διπλωματικής εργασίας, χρησιμοποιήθηκε ως οργανισμός-

μοντέλο το έντομο Drosophila melanogaster, το οποίο ταξινομείται συστηματικά ως εξής: 

Βασίλειο Animalia 

Φύλο Αρθρόποδα 

Κλάση Έντομα 

Υπέρταξη Ολομετάβολα 

Τάξη Δίπτερα 

Οικογένεια Drosophilidae 

Γένος Drosophila 

Είδος melanogaster 

Πίνακας 1.1: Συστηματική ταξινόμηση της Drosophila melanogaster. 

Πρόκειται για ένα φυτοφάγο έντομο με μυζητικά στοματικά εξαρτήματα. Το συγκεκριμένο 

είδος είναι γνωστό και ως μύγα των φρούτων ή μύγα του ξυδιού ή μύγα του κρασιού. Η 

Drosophila melanogaster έχει διάρκεια ζωής που κυμαίνεται από 40-120 μέρες, που 

καθορίζεται από τη διατροφή και τους περιβαλλοντικούς παράγοντες. Το γονιδίωμα της 

αποτελείται πάνω από 15.000 γονίδια οργανωμένα σε 4 ζεύγη χρωμοσωμάτων, εκ των 

οποίων το πρώτο αποτελεί το φυλετικό.  

Η D. melanogaster αγρίου τύπου χαρακτηρίζεται από κόκκινους οφθαλμούς και καφέ-

κίτρινο σώμα, ενώ η κοιλιακή χώρα φέρει μαύρους εγκάρσιους δακτυλίους. Ένα από τα 

χαρακτηριστικά της είναι ο φυλετικός διμορφισμός. Τα θηλυκά έντομα έχουν μήκος 2,5 

mm, ενώ τα αρσενικά έχουν μικρότερο μήκος και χαρακτηρίζονται από σκουρόχρωμη 

ραχιαία πλευρά. Επιπλέον, τα αρσενικά έντομα φέρουν μια μαύρη κηλίδα στην κοιλιά τους 

και μια συστοιχία σκουρόχρωμων βλεφαρίδων στον ταρσό του πρώτου ζεύγους ποδιών. 

1.6.2. Κύκλος ζωής της D. melanogaster 

Η D. melanogaster ανήκει στα ολομετάβολα έντομα, λόγω της ικανότητας της να 

μεταμορφώνεται μέσα στο ίδιο της το περίβλημα και των διαφορετικών σταδίων του κύκλου 
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ζωής της (Εικόνα 1.8). Η διάρκεια ζωής της μπορεί να φτάσει έως και 65-75 ημέρες κάτω 

από ιδανικές συνθήκες καλλιέργειας, ενώ περιορίζεται σημαντικά υπό δυσμενείς συνθήκες. 

 

Εικόνα 1.9: Ο κύκλος ζωής της Drosophila melanogaster (Ong et al., 2015). 

1.6.2.1. Ωογένεση 

Η ωογένεση ξεκινά με τη διαίρεση του γαμετικού κυττάρου 4 φορές και το σχηματισμό 16 

κυττάρων, εκ των οποίων το ένα εξελίσσεται σε ωοκύτταρο και τα υπόλοιπα 15 σε 

τροφοκύτταρα. Το ωοθυλάκιο είναι μια δομή που αποτελείται από το σύμπλοκο  

ωοκυττάρου-τροφοκυττάρων, που είναι περιβεβλημένα από θυλακοκύτταρα των ωοθηκών, 

σχηματίζοντας τη δομή που ονομάζεται ωοθηλάκιο (Trougakos and Margaritis, 2002). Τα 

θυλακοκύτταρα προέρχονται από τις γονάδες. Συνεπώς προέρχονται από τη σωματική και 

όχι από τη γαμετική σειρά (Slack, 2006).  

1.6.2.2. Εμβρυογένεση 

Η γονιμοποίηση, που λαμβάνει χώρα στη μήτρα, ξεκινά με την είσοδο του 

σπερματοζωαρίου από το εμπρόσθιο άκρο του ωοθυλακίου. Το θηλυκό έντομο μπορεί να 

γεννήσει έως και 800 ωοθυλάκια (έμβρυα), μεγέθους 0.5mm, και περίπου 5 κάθε φορά, τα 

οποία εναποθέτει σε κατάλληλο θρεπτικό υπόστρωμα. Το γονιμοποιημένο ωοκύτταρο 

αναπτύσσεται αρχικά σε έμβρυο και στη συνέχεια, μεταμορφώνεται μέσα σε 24 ώρες σε 

προνύμφη (larva). Το αρχικό στάδιο της εμβρυογένεσης, η αυλάκωση, χαρακτηρίζεται από 

γρήγορες πυρηνικές διαιρέσεις και το έμβρυο σχηματίζει ένα συγκύτιο που αποτελείται από 

κύτταρα με κοινό κυτταρόπλασμα. Ακολουθεί ο σχηματισμός των πολικών κυττάρων από 

τα οποία προέρχονται τα γαμετικά κύτταρα. Στη συνέχεια, προκύπτει το συγκυτιακό 
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βλαστόδερμα που θα διαφοροποιηθεί σε κυτταρικό βλαστόδερμα μετά το διαχωρισμό των 

πυρήνων. Στο στάδιο της γαστριδίωσης, σχηματίζονται οι τρεις βλαστικές στιβάδες από τις 

οποίες θα προέλθουν τα όργανα του εντόμου (Slack, 2006). 

1.6.2.3. Προνυμφικά στάδια 

Το στάδιο της προνύμφης διακρίνεται σε τρία επιμέρους στάδια. Το 1ο προνυμφικό στάδιο 

ξεκινά αμέσως μετά την εκκόλαψη της προνύμφης και την έξοδο της από το αυγό. Στο 

στάδιο αυτό, η προνύμφη τρέφεται αποκλειστικά από την επιφάνεια της τροφής. Μετά το 

πέρας 24 ωρών μεταμορφώνεται σε προνύμφη 2ου σταδίου και διαθέτει πλέον την ικανότητα 

να εισχωρεί στο εσωτερικό της τροφής. Η μετάβαση της στο 3ο προνυμφικό στάδιο 

πραγματοποιείται μέσα σε 24 ώρες και συνεχίζει να θρέφεται από το εσωτερικό της τροφής. 

Στα τρία αυτά προνυμφικά στάδια, η προνύμφη τρέφεται από τα σάκχαρα της τροφής, καθώς 

και με μικροοργανισμούς που αποικοδομούν την τροφή. Μετά από περίπου 48 ώρες στο 

εσωτερικό της τροφής, η προνύμφη εξέρχεται σχηματίζοντας ένα κουκούλι, μέσα στο οποίο 

μεταμορφώνεται σε ένα διάστημα 48 ωρών σε νύμφη (pupa). 

1.6.2.4. Ενήλικο έντομο 

Στο στάδιο αυτό, η νύμφη εξακολουθεί να βρίσκεται μέσα στο κουκούλι και σταδιακά 

μεταμορφώνεται σε τέλειο έντομο, διαδικασία που διαρκεί 4 ημέρες. Ως τέλειο έντομο, το 

ζώο εξέρχεται από το κουκούλι, ενώ ακόμα δεν έχει ολοκληρωθεί πλήρως η ανάπτυξη του, 

καθώς χαρακτηρίζεται από διπλωμένα και κολλημένα στο σώμα φτερά, λευκό χρώμα 

σώματος και αναπαραγωγική ανωριμότητα στα θηλαστικά. Μέσα σε 3 ώρες, τα φτερά 

αναπτύσσονται πλήρως και το έντομο αποκτά το τελικό χρώμα σώματος και οφθαλμών.  

1.6.3. Η D. melanogaster ως οργανισμός - μοντέλο 

Η D. melanogaster είναι ένας οργανισμός με πολλά πλεονεκτήματα και επομένως, 

χρησιμοποιείται εκτεταμένα ως οργανισμός-μοντέλο, κυρίως στους τομείς της Γενετικής και 

της Αναπτυξιακής βιολογίας. Ο μικρός κύκλος ζωής, το μικρό μέγεθος, η εύκολη ανάπτυξη 

της καλλιέργειας της σε εργαστηριακές συνθήκες, η χρονική ακρίβεια των σταδίων 

ανάπτυξης της υπό σταθερές συνθήκες, ο μεγάλος αριθμός απογόνων, και η καλή γνώση της 

γονιδιακής, εμβρυικής και μεταεμβρυικής ανάπτυξης της, αποτελούν τα βασικότερα 

πλεονεκτήματα που καθιστούν τη D. melanogaster ιδανικό οργανισμό-μοντέλο. Το 

σημαντικότερο πλεονέκτημα της είναι το γεγονός ότι το γονιδίωμα της έχει χαρτογραφηθεί 

πλήρως και έχει βρεθεί πάνω από 50% ομολογία με τα γονίδια του ανθρώπου. Η D. 

melanogaster χρησιμοποιείται ως οργανισμός-μοντέλο για διάφορες ανθρώπινες ασθένειες, 
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όπως η νόσος του Parkinson και του Alzheimer, ενώ πολυάριθμες μελέτες 

πραγματοποιούνται για την εύρεση γονιδίων που επηρεάζουν τη γήρανση και την 

πρωτεόλυση.  

Η D. melanogaster μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως οργανισμός - μοντέλο σε κάθε στάδιο του 

κύκλου ζωής της (προνύμφη, νύμφη, ενήλικο έντομο). Επιπλέον, το ενήλικο έντομο διαθέτει 

εξελιγμένα και πολύπλοκα οργανικά συστήματα, με δομές που μιμούνται τις αντίστοιχες 

λειτουργίες των θηλαστικών. Επίσης, ο εγκέφαλος της D. melanogaster αποτελείται από 

περισσότερους από 100.000 νευρώνες που ελέγχουν τον κιρκάδιο ρυθμό και τις διαδικασίες 

της πλοήγησης, της σίτισης, της μνήμης και της ερωτοτροπίας. Είναι αξιοσημείωτο ότι το 

νευρικό σύστημα της αντιδρά στην επίδραση διαφόρων φαρμάκων με τρόπο παρόμοιο με 

αυτόν των θηλαστικών.  

1.6.4. Το γονιδίωμα της D. melanogaster 

Το γονιδίωμα της D. melanogaster αποτελείται από περίπου 15.600 γονίδια, οργανωμένα 

σε τέσσερα ζεύγη χρωμοσωμάτων, εκ των οποίων τα τρία είναι αυτοσωμικά και το ένα 

φυλετικό (Εικόνα 1.9). Το 60% των γονιδίων αυτών δεν κωδικοποιούν πρωτεΐνες, αλλά 

εμπλέκεται στη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης. Το ζεύγος των φυλετικών 

χρωμοσωμάτων αποτελείται από τα χρωμοσώματα Χ και Υ. Η αναλογία αυτοσωμικών και 

φυλετικών χρωμοσωμάτων καθορίζει το φύλο στη D.melanogaster, σε αντίθεση με τον 

άνθρωπο όπου το φύλο καθορίζεται από την παρουσία του Υ χρωμοσώματος. Το 

χρωμόσωμα Υ του εντόμου αποτελείται από 16 γονίδια σε μορφή ετεροχρωματίνης, τα 

οποία δεν συμμετέχουν στον καθορισμό του φύλου (Celniker and Rubin, 2003).  

 

 

  

 

  Εικόνα 1.10: Η δομή των χρωμοσωμάτων της D.melanogaster (Celniker and Rubin, 2003).. 
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2. Σκοπός 

Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι η διαλεύκανση της λειτουργικής 

διασύνδεσης της μιτοχονδριακής βιογένεσης με τα κύρια πρωτεολυτικά συστήματα του 

οργανισμού και η συμμετοχή του φαρμακολογικού παράγοντα μετφορμίνη στην 

μακροβιότητα του οργανισμού. 
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3. Υλικά και Μέθοδοι 

3.1. Υλικά 

Ως πειραματόζωα χρησιμοποιήθηκαν τα εξής διαγονιδιακά στελέχη του δίπτερου εντόμου 

Drosophila melanogaster που εκφράζουν: 

➢ υπερέκφραση του γονιδίου srl, υπό τον έλεγχο του UAS 

➢ τον επαγώμενο (μέσω RU486) μεταγραφικό παράγοντα GAL4 υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή της τουμπουλίνης (Driver). 

Τα έντομα καλλιεργήθηκαν σε πλαστικούς σωλήνες καλλιέργειας (Bioline, 17101). Η 

καλλιέργεια πραγματοποιήθηκε σε θάλαμο σταθερής θερμοκρασίας 23-25ο C, με υγρασία 

60% και με δωδεκάωρη εναλλαγή φωτισμού. 

Τα μηχανήματα και τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν είναι τα εξής: 

Μηχάνημα Εταιρεία Αριθμός 

καταλόγου 

Φυγόκεντρος Biofuge stratus  

Συσκευή ηλεκτροφόρησης Biorad  

Συσκευή μεταφοράς πρωτεϊνών σε 

νιτροκυτταρίνη 

Biorad  

Συσκευή PikoReal 96 Real-Time PCR System Thermo TCR0096 

Φθορισμόμετρο Biorad 170-2402 

Φασματοφωτόμετρο Biorad 170-2501 

Επωαστήρας ProBlot 

Labnet 

 

Συσκευή σύνθεσης cDNA (Minicycler PTC-

150) 

MJ Research  

Σπεκτόμετρο spekol uv vis Zeiss  

 

 

 

 



36 
 

 

 

 

Αντιδραστήριο Εταιρεία 

Αριθμός 

καταλόγου 

2-mercaptoethanol Merck 15433 

Acetic acid Merck K39105963 

Acrylamide Research Organics 9502A 

Agar Fluka 05040 

Ammonium persulfate (APS) Research Organics 9530A 

Biorad protein assay Biorad 500-0006 

Bovine Albumin   

Bromophenol blue Sigma B-6896 

Calcium chloride Sigma 429759 

ClCH2COONa Fluka 24610 

cDNA synthesis kit for RT-qPCR, Thermo K1641 

Coomassie brilliant blue R-250 Fluka 27816 

Developer D-19 Kodak 146 4593 

DMSO Sigma 270431 

DTT Sigma 248531 

ECL Santa Cruz 

Biotechnology 

Sc-2048 

EDTA Molecular biology grade Research organics 9572E 

Ethanol Merck 1.00983.2511 

Fixer Fix-100 Agfa G382B 

Glycerol Sds 6023516 

Glycine Serva 23390 

HCl 37% Merck K37471017 

Hepes Sigma H-0891 

Methanol Merck 1.06009.2511 

Mifepristone Sigma M8046 

NaHCO3 Fluka 24610-250G 

NP-40   

OxyBlot Protein Oxidation Detection 

Kit 

Chemicon S7150 

Polyoxyethylene sorbitan 

monolaurate (Tween 20) 

Sigma P-1379 

Potassium Chloride Sigma P-9333 
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Prestained protein ladder Fermentas SM0671 

Propionic acid Merck 8.00605.1000 

Proteasome Substrate I 

(Fluorogenic) 

Enzo  

Proteasome Substrate II (Fluorogenic) Enzo 260-086-M005 

Proteasome Substrate III 

(Fluorogenic) 

Enzo 260-070-M005 

RNAzol Molecular Research 

Center, Inc. (MRC) 

MRC-RN190-100 

SDS Serva 20765 

ROS reagent/ probe Life technologies C6827 

Sodium chloride Merck 1.06404.1000 

Maxima® SYBR Green/ROX qPCR 

Master Mix 

Thermo scientific FER-K0222 

Tetramethylethylenediamine Merck 1107320100 

Tris Research Organics 9680T 

Triton X-100 BDH 30632 
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Αντισώματα Εταιρεία Αριθμός καταλόγου 

Πρωτογενή αντισώματα ειδικά για τη Drosophila melanogaster 

26S proteasome a7 subunit Santa Cruz Sc-65755 

26S proteasome p54 

(Rpn10) 

Santa Cruz Sc-65746 

ATP5A Abcam ab14748 

GAPDH Sigma Aldrich G9545 

ref(2)p/p62 Enzo Life Sciences BML-PW9860 

dfoxo Cosmo Bio LTD CAC-THU-A-DFOXO 

ubiquitin Santa Cruz Sc-8017 

Δευτερογενή αντισώματα 
 

Anti-Go-IgG/HRP Santa Cruz Sc-2020 

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

Anti-Rb-IgG/HRP Santa Cruz Sc-2004 
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3.2. Μέθοδοι 

3.2.1. Καλλιέργεια εντόμων 

Η καλλιέργεια των εντόμων πραγματοποιήθηκε στην εξής τροφή (για μία δόση): 

• 4 g άγαρ 

• 13 g μαγιά 

• 16 g ζάχαρη 

• 25 g τοματοπολτό 

• 32 g ριζάλευρο 

• 2 ml αιθανόλη 100% 

• 2 ml προπιονικό οξύ 

• 450 ml Η2Ο 

Διαδικασία: 

Ογκομετρούνται 450 ml H2O. Λαμβάνεται λίγη ποσότητα νερού από τα 450 ml, στην οποία 

διαλύεται η μαγιά και ο τοματοπολτός. Έπειτα, στο υπόλοιπο H2O που εξακολουθεί να 

βράζει προστίθενται το άγαρ, η διαλυμένη μαγιά και η ζάχαρη. Αφού το υγρό πάρει ακόμη 

μία βράση, προστίθεται ο τοματοπολτός, ενώ παράλληλα απομακρύνεται το μίγμα από τη 

φωτιά. Στη συνέχεια, προστίθεται αιθανόλη (EtOH), προπιονικό οξύ και τέλος, τοποθετείται 

το ριζάλευρο και πραγματοποιείται καλή ανάδευση. Μετά τη στερεοποίηση της τροφής στα 

πλαστικά σωληνάκια καλλιέργειας, σε θερμοκρασία δωματίου, σε κάθε σωληνάκι 

προστίθεται μία σταγόνα αιθανόλης και μία σταγόνα προπιονικού οξέος.  

3.2.1.1. Επαγωγή της έκφρασης του διαγονίδιου με τη χορήγηση της ορμόνης 

RU486 

Προκειμένου να επάγουμε την έκφραση του διαγονίδιου, προσθέτουμε την ορμόνη RU486 

στην τροφή των εντόμων σε τελική συγκέντρωση 320 μΜ. Δεδομένου ότι η ορμόνη 

διαλύεται σε EtOH (80%), στα πειράματα χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας τροφή που 

περιείχε 80% EtOH. 
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3.2.2.  Προσδιορισμός μακροβιότητας των διαγονιδιακών εντόμων Drosophila 

melanogaster 

Στο πλαίσιο της πειραματικής διαδικασίας, καλλιεργήθηκαν 40 θηλυκά και 40 αρσενικά 

έντομα σε σωληνάκια με τροφή που περιείχε 80% EtOH, που αποτέλεσαν τα έντομα 

μάρτυρες, ή 320 μΜ Mifepristone (RU486). Οι καλλιέργειες ανανεώνονταν με φρέσκια 

τροφή κάθε 4-5 μέρες με καθημερινή καταγραφή των θανάτων. Ακολούθησε ανάλυση των 

αποτελεσμάτων με τη στατιστική ανάλυση Kaplan-meier.                                                    

3.2.3.  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.) χρειάστηκε να αφαιρέσουμε τo αναπαραγωγικό σύστημα 

κάθε φύλου , τις ωοθήκες (ovaries-O) και τις σπερματοθήκες (spermatheca-S) (Εικόνα 

3.1). Όπως έχει αναφερθεί ήδη, στο αναπαραγωγικό σύστημα, τα πρωτεολυτικά συστήματα 

φαίνεται να ρυθμίζονται διαφορετικά  σε σχέση με τον υπόλοιπο σωματικό ιστό. Επομένως, 

αποφασίστηκε η παρούσα εργασία να εστιαστεί στις αναλύσεις μόνο από σωματικούς 

ιστούς. 

 

Εικόνα 3.1: Θηλυκό και αρσενικό αναπαραγωγικό σύστημα. Ωοθήκες και σπερματοθήκες του 

δίπτερου εντόμου Drosophila melanogaster. 
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3.2.3.1. Ανατομία ωοθηκών 

Συλλέχθηκαν θηλυκά έντομα από κάθε ομάδα και αναισθητοποιήθηκαν με αιθέρα. Με τη 

βοήθεια ειδικών λαβίδων ανατομίας, πιέζουμε τη μύγα ακριβώς κάτω από τον θώρακα και 

την τοποθετούμε σε τρυβλίο το οποίο περιέχει διάλυμα Ringer’s. Το διάλυμα Ringer’s 

αποτελείται από 0,75% NaCl, 0,02% CaCl, 0,01% KCl και 0,02% NaHCO3 διαλυμένα σε 

αποσταγμένο νερό. Είναι ένα ισότονο διάλυμα για την αποφυγή ωσμωτικών φαινομένων 

και φυλάσσεται στους 4οC. Με μία άλλη λαβίδα πιάνουμε την άκρη της κοιλιάς του εντόμου 

και τραβάμε με λεπτές κινήσεις ώστε να βγουν οι ωοθήκες. 

3.2.3.2. Ανατομία σπερματοθηκών 

Ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία με την ανατομία των ωοθηκών των θηλυκών εντόμων. 

3.2.4. Απομόνωση πρωτεϊνών και προσδιορισμός της ολικής συγκέντρωσης 

τους 

Αξίζει να σημειωθεί ότι η παρακάτω διαδικασία πραγματοποιείται σε πάγο. 

Για την απομόνωση ολικών πρωτεϊνών από το σωματικό ιστό (αφαίρεση αναπαραγωγικού 

συστήματος) αρσενικών ή θηλυκών ατόμων ακολουθείται η εξής διαδικασία: 

• Ομογενοποίηση 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 και τέλος, τα 

δείγματα φυλάσσονται στους -80 οC. 

3.2.4.1. Μέθοδος Bradford 

Η μέθοδος Bradford (Bradford, 1976) βασίζεται στην παρατήρηση ότι η μέγιστη 

απορρόφηση της χρωστικής Coomassie brilliant blue R-250 μετατοπίζεται από τα 465nm 
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στα 595nm κατά το σχηματισμό του αντιδραστηρίου Bradford με τις πρωτεΐνες σταθερού 

συμπλόκου κυανού χρώματος (για περίπου 1 ώρα).           

Πρώτα, 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.  

3.2.4.1.1. Μέτρηση δειγμάτων 

Κάθε δείγμα περιέχει τελικό όγκο 1 ml 1Χ αντιδραστηρίου Bradford, στο οποίο προστίθεται 

1-2 μl άγνωστης συγκέντρωσης πρωτεΐνη, εκτός από ένα δείγμα μάρτυρα (τυφλό) που αντί 

για πρωτεΐνη περιέχει διάλυμα λύσης. Στη συνέχεια, τα δείγματα επωάζονται για 15 λεπτά 

σε RT και ακολουθεί φωτομέτρηση. 

3.2.5.  SDS – PAGE - Ανοσοστύπωμα Western 

3.2.5.1. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε ομοιογενές πήκτωμα ακρυλαμίδης 

Για την ηλεκτροφορητική ανάλυση προστέθηκε σε κάθε πρωτεϊνικό δείγμα 2x Laemmli 

διάλυμα (2xLSB) ( Laemmli, 1970) και DTT (DL-Dithiothreitol) διάλυμα με αναλογία →5 

μέρη 2xLSB: 4 μέρη πρωτεϊνικό διάλυμα : 1 μέρος 1 Μ DTT. 

Ακολούθησε βράσιμο των δειγμάτων για 5 λεπτά και κατόπιν παρασκευάστηκε πήκτωμα 

ακρυλαμίδης με ομοιογενή συγκέντρωση 10%. 

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

διαχωρισμού (separating gel). Η σύσταση του πηκτώματος πακεταρίσματος είναι η εξής: 

• 12 % ακρυλαμίδη  

• 0.5 % SDS  

• 0.126 M Trisma base (Tris) pH 6.8 

• 0.05 % Υπερθειϊκό αμμώνιο (Amonium persulfate-APS) 

• 0.1 % TEMED. 

Ενώ, η σύσταση του πηκτώματος διαχωρισμού είναι: 

• 12 % ακρυλαμίδη  

• 0.5 % SDS 
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• 0.375 M Tris pH 8.8 

• 0.1 % APS 

• 0.04 % TEMED. 

Μετά τον πολυμερισμό του πηκτώματος ακολούθησε η προσθήκη των δειγμάτων στα 

πηγαδάκια του πηκτώματος. Το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (10x) αποτελείται 

από: 

• 250 mM Tris 

• 2,5 M γλυκίνη 

• 0.1 % SDS 

Το pH του διαλύματος, μετά την προσθήκη των συστατικών, κυμαίνεται συνήθως από 8.30-

8.63. Γενικά, αποφεύγουμε τη ρύθμιση του pH με HCl, διότι τα ιόντα Cl- μειώνουν την 

αναλυτική ικανότητα της μεθόδου. Το διάλυμα φυλάσσεται στους 4ο C.   

Το διάλυμα ηλεκτροφόρησης χρησιμοποιήθηκε σε συγκέντρωση 1x. Οι συνθήκες 

ηλεκτροφόρησης είναι 20 mA, 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 φτάσουν στο τέλος του πηκτώματος 

διαχωρισμού, χωρίς όμως να φύγει από το πήκτωμα. 

3.2.5.2. 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 τη σχετική έκφραση της υπό μελέτης 

πρωτεΐνης στο δείγμα αν όλα τα δείγματα είναι ισοφορτωμένα, δηλαδή περιέχουν ίδια 

ποσότητα ολικής πρωτεΐνης (Towbin et al., 1979). Έτσι, μπορούμε να βγάλουμε 

συμπεράσματα για τη συγκριτική μελέτη της έκφρασης ίδιων πρωτεϊνών σε διαφορετικούς 

δείγματα. 

Η μέθοδος που εφαρμόσαμε για τη μεταφορά των πρωτεϊνών, είναι η υγρή μεταφορά των 

πρωτεϊνών. Στην υγρή μέθοδο τα χαρτιά Whatman (3mm), με μέγεθος 0.6 x 0.6 cm 

μεγαλύτερα του πηκτώματος, αρχικά τοποθετούνται μαζί με τα ειδικά σφουγγάρια, στο 

διάλυμα μεταφοράς για περίπου 20-25 λεπτά ώστε να ενυδατωθούν. Τοποθετούμε το 
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πήκτωμα με τη νιτροκυτταρίνη, ανάμεσα σε στρώσεις από χαρτιά Whatman και τα ειδικά 

σφουγγάρια, προσπαθώντας να διώξουμε τυχόν φυσαλίδες.  

Το διάλυμα μεταφοράς αποτελείται από: 

➢ 40 mM γλυκίνη 

➢ 50 mM Tris 

➢ 15 % μεθανόλη 

Η μεταφορά πραγματοποιήθηκε σε σταθερή τάση  350 mA για δυο μισή ώρες στους 4 οC.  

3.2.5.3. 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: 

✓ Παρασκευή 20x TBS 

➢ 20 mM Tris 

➢ 137 mM NaCl 

Με pH 7.6. φυλάσσεται σε θερμοκρασία δωματίου 

✓ Παρασκευή 1x TBS 

➢ Αραίωση του 20x TBS σε 1x TBS σε dH2O. Φυλάσσεται σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

✓ Παρασκευή διάλυμα πλύσης TBS-T 

➢ 1x TBS 

➢ 0.1% Tween-20 
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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 πρωτεΐνη)-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 για μια μεμβράνη που περιέχει 10 δείγματα) 

αναμιγνύονται σε ένα σωληνάριο universal και προστίθενται στην επιφάνεια της 

μεμβράνης για 1 λεπτό αυστηρά. 

• Στεγνώνουμε ελαφρώς τη μεμβράνη από το ECL και τη τοποθετούμε σε ειδική κασέτα 

καλυμμένη με μια λεπτή διαφανή μεμβράνη και άμεση έκθεση σε φιλμ ακτίνων Χ 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 της πρωτεΐνης με το πρωτογενές αντίσωμα. 

Η εμφάνιση του φιλμ γίνεται με μεταφορά του σε διάλυμα εμφάνισης (developer) για 

περίπου 1 έως 5 λεπτά, ξέπλυμα σε H2O βρύσης και μονιμοποίηση σε διάλυμα 

μονιμοποίησης (Fixer) για 5 έως 10 λεπτά. Τέλος ξεπλένουμε πολύ καλά με H2O βρύσης 

(Εικόνα 3.2). 
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Εικόνα 3.2: Μέθοδος του ανοσοστυπώματος Western. Με τη μέθοδο αυτή, επιτυγχάνεται η 

ανίχνευση των υπό μελέτη πρωτεϊνών στις μεμβράνες νιτροκυτταρίνης χάρη στη βοήθεια ειδικών 

αντισωμάτων-ελέγχου. Το πρωτογενές αντίσωμα προσδένεται με τη μεταβλητή του περιοχή στην 

πρωτεΐνη που αναγνωρίζει και είναι ειδικό για αυτή, 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 κάποιο ένζυμο το οποίο με το κατάλληλο υπόστρωμα, 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, ενώ επαναλαμβάνονται όλα τα στάδια 

ενός νέου ανοσοστυπώματος Western, όπως περιγράφηκαν παραπάνω. Προκειμένου να 

επιβεβαιώσουμε το ισόποσο φόρτωμα μεταξύ των δειγμάτων, ανιχνεύσαμε τα επίπεδα 

έκφρασης της πρωτεΐνης β-ακτίνης και GAPDH. 

3.2.5.4. Αφαίρεση του αντισώματος από τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 

(Stripping) 

 Η διαδικασία της αφαίρεσης του αντισώματος είναι χρήσιμη όταν τα υπό μελέτη δείγματα 

είναι σπάνια και δε 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. 

Η διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η εξής: 

• Γρήγορο ξέπλυμα της μεμβράνης με TBS-T 

• Επώαση της μεμβράνης σε διάλυμα stripping στους 60ο C για 45 λεπτά. Το διάλυμα 

stripping αποτελείται από: 

✓ 50 mM Tris 

✓ 2% SDS 
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Το pH ρυθμίζεται στο 7.0 και φυλάσσεται σε θερμοκρασία δωματίου. Πριν από κάθε χρήση, 

προστίθεται στον όγκο που πρόκειται να χρησιμοποιηθεί 50 mM DTT ώστε να επιτευχθεί η 

αποκόλληση των αντισωμάτων. 

• Ξέπλυμα της μεμβράνης, 3 γρήγορα και 3 δεκάλεπτα πλυσίματα με διάλυμα πλύσης 

TBS-T. 

•  Καλό στέγνωμα της μεμβράνης και φύλαξη στους 4οC (είτε άμεση χρήση) έως ότου 

ξαναχρησιμοποιηθεί.  

3.2.6.  Ανίχνευση οξειδωμένων πρωτεϊνών (OxyBlot) 

Η ανίχνευση των οξειδωμένων πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε με το OxyBlot® Kit 

(Chemicon International). Το κιτ 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 τη βοήθεια ειδικών αντισωμάτων (anti-DNP), με τη μέθοδο 

ανοσοστυπώματος Western. 

Συγκεκριμένα: 

✓ Χρησιμοποιήθηκε συγκεκριμένη ποσότητα πρωτεΐνης, έστω σε Χ όγκο και προστέθηκε 

ίσος όγκος (Χ) SDS 12%, για την αποδιάταξη των πρωτεϊνών.  

✓ Έπειτα προστέθηκε 2 Χ όγκος 10x 2,4 δινιτριφαινυλυδραζίνης (DNPH). 

✓ Πραγματοποιήθηκε επώαση για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Κατά την επώαση 

προκύπτουν τα παράγωγα των πρωτεϊνών τα οποία θα ανιχνευτούν αργότερα από ειδικό 

αντίσωμα. 

✓ Προστέθηκε 1,5 Χ όγκος διαλύματος εξουδετέρωσης για τη διακοπή της αντίδρασης. 

✓ Τέλος προστέθηκε 5 % β-μερκαπτοαιθανόλη για την εκτεταμένη αποδιάταξη των 

πρωτεϊνών. 

Τα υπόλοιπα στάδια ανάλυσης των πρωτεϊνών είναι ίδια με τα αντίστοιχα της ανάλυσης με 

ανοσοστύπωμα Western. Το πρωτογενές και δευτερογενές αντίσωμα περιλαμβάνονται μέσα 

στο ειδικό κιτ και είναι ειδικά για τη συγκεκριμένη μέθοδο. 
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3.2.7.  Μέτρηση των δύο ενζυματικών ενεργοτήτων του πρωτεασώματος  

Απαραίτητη προϋπόθεση για τη μέτρηση των ενεργοτήτων του πρωτεασώματος, αποτελεί 

η επαρκής ποσότητα πρωτεΐνης κάθε δείγματος (τουλάχιστον 60μg/ δείγμα), που 

ποσοτικοποιείται με τη χρήση μεθόδου Bradford (δείγματα εις διπλούν-duplicated). 

Αρχικά, οι σωματικοί ιστοί που απομονώθηκαν από την ανατομία, τοποθετήθηκαν σε 

eppendorfs που περιείχαν 150 μl 26S lysis buffer (απομόνωση 26S πρωτεασώματος). 

Ακολουθεί ομογενοποίηση και επώαση στους 4οC, με αργή περιστροφή στη ρόδα. Κατόπιν 

τα δείγματα φυγοκεντρούνται (4οC 13.300 rpm για 10 λεπτά), ενώ στο τέλος συλλέγουμε το 

υπερκείμενο.  

• Διάλυμα λύσης για το 26S πρωτεάσωμα 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) 

Εν συνεχεία, προστίθενται 195μl από το διάλυμα ενεργοτήτων σε νέα σωληνάκια. Πρόκειται 

για ένα ρυθμιστικό διάλυμα, το οποίο διατηρεί σταθερή την ενεργότητα του 

πρωτεασώματος. 

• Διάλυμα ενεργοτήτων για το 26S πρωτεάσωμα (Hepes)  

❖ 100 mM Hepes pH 7.3 (Φυλάσσεται στους 4oC)  

Έπειτα, προσθέτουμε την υπολογισθείσα ποσότητα πρωτεΐνης (10 μg) για κάθε αντίδραση, 

εκτός από τα «τυφλά» δείγματα, τα οποία χρησιμοποιούνται για να μηδενιστεί το 

φθορισμόμετρο. Έπειτα, γίνεται η προσθήκη των δύο φθοροπεπτιδίων (5 μl από το stock 

των 2 mM) σε τελική συγκέντρωση 50 μΜ:  

❖ LLVY (ενεργότητα χυμοθρυψίνης – υπομονάδα β5) 

❖ LLE (ενεργότητα κασπάσης – υπομονάδα β1) 

Τα φθοροπεπτίδια είναι πεπτίδια σημασμένα με ένα φθορίζον μόριο, το οποίο όταν 

βρίσκεται συνδεδεμένο με το πεπτίδιο δεν φθορίζει. Καθένα από τα τρία φθοροπεπτίδια 
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είναι υπόστρωμα για μια από τις τρεις ενεργότητες του πρωτεασώματος. 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 

3.3). 

Τα δείγματα μετά την προσθήκη των φθοροπεπτιδίων επωάζονται στους 37oC για 30 λεπτά. 

Μετά το τέλος της επώασης, προσθέτουμε 300μl από το διάλυμα τερματισμού (stop 

solution), το οποίο σταματά την αντίδραση. 

• Διάλυμα τερματισμού (Stop solution) 

❖ 30 mΜ CH3COONa 

❖ 70 mM CH3COOH 

❖ 100 mM ClCH2COONa pH 4.3(Φυλάσσεται στους 4 oC) 

Τέλος, προσθέτουμε 1ml ddH2O σε κάθε δείγμα και μετράμε τον φθορισμό στο 

φθορισμόμετρο (Εικόνα 21). Για τα συγκεκριμένα φθοροπεπτίδια χρησιμοποιήθηκαν ειδικά 

κατασκευασμένα φίλτρα με μήκος κύματος διέγερσης (Excitation) 350nm και μήκος 

κύματος εκπομπής (Emission) 440nm. 

 

Εικόνα 3.3: Μέτρηση των τριών πρωτεασωμικών ενζυματικών ενεργοτήτων. 

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 

αποικοδόμησή τους από το πρωτεάσωμα. 
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3.2.8.  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 κατάλληλης συγκέντρωσης πρωτεΐνης από κάθε δείγμα (μέθοδος 

Bradford- δείγματα duplicated).  

Αρχικά, οι σωματικοί ιστοί που απομονώθηκαν από την ανατομία τοποθετήθηκαν σε 

eppendorfs που περιείχαν 200 μl διάλυμα λύσης (απομόνωση λυσοσώματος). Ακολουθεί 

ομογενοποίηση, φυγοκέντρηση (4οC 14.000g για 20 λεπτά) και τέλος συλλογή 

υπερκειμένου.  

• Διάλυμα λύσης για το λυσόσωμα pH 4.0 

❖ 50 mΜ Tris 

❖ 1 mM DTT (Φυλάσσεται στους 4oC) 

Κατόπιν, τοποθετούμε 196 μl από το διάλυμα ενεργοτήτων σε νέα σωληνάκια., το οποίο 

είναι και αυτό ένα ρυθμιστικό διάλυμα, το οποίο διατηρεί την ενεργότητα των λυσοσωμικών 

ενζύμων, διότι παρομοιάζει τις συνθήκες που επικρατούν στο οργανίδιο (χαμηλό pH). 

• Διάλυμα ενεργοτήτων για λυσόσωμα 

❖ 50 mM CH3COONa 

❖ 8 mM L-Cysteine Hydrochloride 

❖ 1 mM EDTA pH 4.0 (Φυλάσσεται στους 4 oC)  

Στη συνέχεια, μεταφέρεται η καθορισμένη ποσότητα πρωτεΐνης (20 μg) 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 των φθοροπεπτιδίων επωάζονται στους 37oC για 

30 λεπτά. Μετά το τέλος της επώασης, προσθέτουμε 1 ml ddH2O και καταγράφουμε το 

φθορισμό. Συγκεκριμένα για το φθοροπεπτίδιο αυτό, χρησιμοποιήθηκαν φίλτρα με μήκος 

κύματος διέγερσης (Excitation) 350 nm και μήκος κύματος εκπομπής (Emission) 440 nm 

(όμοια όπως στο πρωτεάσωμα. 
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3.2.9.  Μέτρηση των επιπέδων των ελευθέρων ριζών οξυγόνου 

Αρχικά, στην ανατομία προχωράμε σε αφαίρεση σπερματοθηκών και ωοθηκών, ενώ οι 

σωματικοί ιστοί τοποθετούνται σε eppendorf που περιέχουν 200 μl PBS (duplicate). 

Ακολουθεί αφαίρεση του PBS, προσθήκη 200 μl φρέσκου PBS με 1μl ειδικής χρωστικής 

για τη μέτρηση των ROS (CM-H2DCF σε τελική συγκέντρωση 10 μM, φυλάσσεται στους 

-20οC) καλή ανάδευση και επώαση για 30 λεπτά σε σκότος σε θερμοκρασία δωματίου (RΤ). 

Κατόπιν, αφαιρούμε το διάλυμα PBS-χρωστικής, προσθέτουμε άλλα 200μl PBS, 

αναδεύουμε και αφήνουμε τον ιστό να επανέλθει σε σκότος για 15 λεπτά (RT). 

Στη συνέχεια, ξεπλένουμε δύο φορές με φρέσκο PBS, ενώ πάντα κάνουμε καλή ανάδευση 

μετά από κάθε στάδιο. Έπειτα, προσθέτουμε 200 μl ΝΡ-40 lysis buffer και ομογενοποιούμε. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση (4οC, 13.300 rpm για 10 λεπτά), συλλογή υπερκειμένου (170 μl) 

και ποσοτικοποίηση της πρωτεΐνης με τη μέθοδο Bradford. Τέλος σε κάθε σωληνάκι 

προστίθενται 830 μl ddH2O. Για το συγκεκριμένο ανιχνευτή, χρησιμοποιήθηκαν ειδικά 

κατασκευασμένα φίλτρα με μήκος κύματος διέγερσης (Excitation) 490 nm και μήκος 

κύματος εκπομπής (Emission) 520 nm. Για το μηδενισμό του φθορισμόμετρου, 

χρησιμοποιήθηκε δείγμα χωρίς την προσθήκη πρωτεΐνης. Κατόπιν, γίνεται κανονικοποίηση 

και ανάλυση των αποτελεσμάτων ως προς την ποσότητα πρωτεΐνης. 

3.2.10. Απομόνωση RNA 

Συλλέγουμε ~6-10 σωματικούς ιστούς από ίσο αριθμό θηλυκών και αρσενικών εντόμων σε 

300 μl RNAzol (αποθήκευση RT), είτε συλλέγουμε τα δείγματα σε αποστειρωμένα άδεια 

σωληνάκια, τα τοποθετούμε σε υγρό άζωτο (αποθήκευση στους -80 oC) και προσθέτουμε 

κατόπιν 300 μl RNAzol. 

Ακολουθεί ομογενοποίηση με ξεχωριστό και αποστειρωμένο ομογενοποιητή για κάθε 

δείγμα, προσθήκη επιπλέον 200 μl RNAzol, 200 μl ddH2O και ήπια ανάδευση. Επωάζουμε 

για ~15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (RT), φυγοκεντρούμε (12,000g, 15 λεπτά, 4οC) 

και συλλέγουμε ~660 μL υπερκειμένου σε νέα αποστειρωμένα σωληνάκια. Έπειτα, 

προσθέτουμε αντίστοιχη ποσότητα 100% ισοπροπανόλης και αναδεύουμε ήπια. Επωάζουμε 

πάλι σε RT για 15 λεπτά και φυγοκεντρούμε (12,000g, 10 λεπτά, 4οC). Η ισοπροπανόλη 

βοηθά το RNA να καθιζάνει, oπότε στη φάση αυτή πετάμε το υπερκείμενο (το ίζημα είναι 

το RNA). Απ’ αυτό το βήμα και στο εξής δουλεύουμε σε πάγο. Ξεπλένουμε δύο φορές με 

400 μ1 75% αιθανόλη, ενώ ανάμεσα σε κάθε στάδιο μεσολαβεί φυγοκέντρηση (4,000g, 3 

λεπτά, 4οC x2 φορές). 
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Κατόπιν, αφαιρούμε πολύ καλά την αιθανόλη (δεν αφήνει το RNA να διαλυθεί) από κάθε 

δείγμα και επαναδιαλυτοποιούμε το ίζημα σε 20-60 μ1 ddΗ2Ο, ανάλογα με το μέγεθος του 

ιζήματος. Συνεχίζουμε, με φωτομέτρηση των δειγμάτων έτσι ώστε να ποσοτικοποιηθεί η 

συγκέντρωση του RNA και να ελεγχθεί η καθαρότητά του. Το RNA φυλάσσεται στους -80 

oC. 

3.2.10.1. Σύνθεση cDNA 

Για τη σύνθεση του cDNA χρησιμοποιήθηκε 1 μg RNA από κάθε δείγμα. Για μία αντίδραση 

με τελικό όγκο 20 μL ισχύει: 

❖ dH2O του kit (cDNA synthesis kit for RT-qPCR) μέχρι 20 μl 

❖ 5x μίγμα αντίδρασης 4μL  

❖ Αντίστροφη μεταγραφάση 1 μL 

❖ RNA, ο όγκος που αντιστοιχεί σε ποσότητα 1 μg 

Οι αντιδράσεις στη συνέχεια είναι ως εξής: 

❖ 5 λεπτά στους 25oC 

❖ 30 λεπτά στους 42oC 

❖ 5 λεπτά στους 85oC 

❖ Συντήρηση στους 4oC 

3.2.10.2. Ανάλυση γονιδιακής έκφρασης μέσω Real-Time Polymerase Chain 

Reaction (RT-PCR) 

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

προκύπτει 1 μg /μl τελική συγκέντρωση cDNA (από αρχική ποσότητα RNA 1μg). Επειδή, 

όμως, η μέγιστη ποσότητα DNA που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για RT-PCR είναι 500 ng, 

αραιώνουμε το cDNA προκειμένου να έχουμε 200-500ng/μL DNA. 

Για μία αντίδραση με τελικό όγκο 10 μL ισχύει: 

❖ dH2O του kit (Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix) μέχρι 2,8 μL 

❖ Μίγμα αντίδρασης 5 μL 

❖ F εκκινητής 0,6 μl (τελική συγκέντρωση 0,3 μΜ) 

❖ R εκκινητής 0,6 μl (τελική συγκέντρωση 0,3 μΜ) 
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❖ DΝΑ 1 μL 

Εισάγουμε το plate της αντίδρασης στο μηχάνημα της RT-PCR (Piko Real Time, Thermo 

Scientific) και επιλέγουμε τις εξής ρυθμίσεις: 

✓ Θερμοκρασία προθέρμανσης, 95οC         10:00 

✓ Θερμοκρασία ξεδιπλώματος των δύο κλώνων, 95οC          00:15 

✓ Θερμοκρασία σύνδεσης εναρκτήριων τμημάτων σε κάθε αλυσίδα των δύο κλώνων, 60οC           

00:30                                                                            

✓ Θερμοκρασία επιμήκυνσης, 72οC          00:30 

✓ Καμπύλη τήξεως, 58-95oC   

✓ Λήξη αντίδρασης, ψύξη, 20οC          00:10 

Το πρόγραμμα εξελίσσεται για σαράντα κύκλους.    

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

τήξεως (Tm). H καμπύλη τήξεως, μας 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 

οποιαδήποτε δίκλωνο DNA (ακόμα και διμερή εκκινητών), μολύνοντας έτσι το PCR προϊόν. 

Τα διμερή των εκκινητών ή οποιοδήποτε άλλο παραπροϊόν της αντίδρασης θα εμφανιστεί 

στην καμπύλη ως μια πρόσθετη κορυφή. 

3.2.11.  Έλεγχος της ικανοτητας αναρρίχησης (Climping assay) των εντόμων 

Η μέθοδος που χρησιμοποιήσαμε για τον έλεγχο της κινητικότητας του εντόμου είναι 

σύμφωνα με την αναφορά του Vernace et al., 2007. Ειδικότερα, 40 έντομα (20 θηλυκά και 

20 αρσενικά) που πρόκειται να εξεταστούν αναισθητοποιούνται με αιθέρα και 

τοποθετούνται μέσα σε ένα ογκομετρικό κύλινδρο των 100 ml κλεισμένο ελαφρώς με ένα 

βαμβάκι. Αφήνουμε τα έντομα να αποκτήσουν πλήρως τις αισθήσεις τους (περίπου 20 

λεπτά) και έπειτα με ένα ελαφρύ χτύπημα κατεβάζουμε τα έντομα στον πάτο του κυλίνδρου 

και μετράμε πόσα άτομα θα περάσουν το όριο των 66ml σε χρόνο 20 δευτερολέπτων. 

Επαναλαμβάνουμε τη διαδικασία για 4 φορές και αναλύουμε τα αποτελέσματα. 
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3.2.12. Το σύστημα GAL4-UAS 

Το GAL4-UAS σύστημα είναι μία γενετική μέθοδος, η οποία χρησιμοποιείται  για τη μελέτη 

της γονιδιακής έκφρασης και λειτουργίας σε οργανισμούς όπως η D. melanogaster (Brand 

and Perrimon, 1993). Το σύστημα αυτό αποτελείται από δύο τμήματα. Το γονίδιο GAL4, 

που κωδικοποιεί για ένα μεταγραφικό παράγοντα της ζύμης (ενεργοποιητής) και μια 

ανοδική αλληλουχία ενεργοποίησης, UAS (Upstream Activation Sequence). Η αλληλουχία 

UAS λειτουργεί σαν ενισχυτής στην οποία προσδένεται εξειδικευμένα ο GAL4.  

3.2.12.1. Το σύστημα GAL4-UAS στη Drosophila 

Αναλυτικότερα, οι γενετιστές δημιούργησαν σε διάφορους οργανισμούς μοντέλα, όπως 

είναι το δίπτερο έντομο D. melanogaster, στελέχη GAL4, κάθε ένα από τα οποία εκφράζει 

το GAL4 στο σύνολο των ιστών ή ιστοειδικά. Λόγου χάρη, κάποιες σειρές εντόμων μπορούν 

να εκφράσουν το GAL4 μόνο στα μυϊκά κύτταρα ή μόνο στα νευρικά. Έτσι στις σειρές που 

δημιουργήθηκαν, αυτός ο ενεργοποιητικός μεταγραφικός παράγοντας τοποθετήθηκε υπό 

τον έλεγχο ενός υποκινητή-οδηγού γονιδίου (driver) που εκφράζεται καθολικά στον 

οργανισμό ή ιστοειδικά αντίστοιχα. 

Όπως προαναφέρθηκε, προκειμένου να ρυθμιστεί γενετικά η έκφραση ορισμένων γονιδίων 

σε πρότυπα μοντέλα οργανισμούς, όπως η Drosophila, έντομα που εκφράζουν καθολικά ή 

ιστοειδικά τον επαγωμένο GAL4 (στη συγκεκριμένη περίπτωση), η έκφραση του οποίου 

εξαρτάται από τη προσθήκη στην τροφή των εντόμων της στεροειδούς ορμόνης 

Mifepristone (RU486), διασταυρώθηκαν με διαγονιδιακά στελέχη που φέρουν την UAS 

περιοχή ανοδικά από το διαγονίδιο. Συγκεκριμένα, τα διαγονιδιακά στελέχη αυτά μπορεί να 

φέρουν καταρροικά την φυσιολογικού τύπου κωδικοποιούσα αλληλουχία προκειμένου να 

υπερεκφραστεί η πρωτεΐνη που μελετάται κάθε φορά. Από την παραπάνω διασταύρωση θα 

προκύψει η F1 γενιά η οποία θα έχει της UAS περιοχή ανοδικά από το επιθυμητό διαγονίδιο, 

καθώς και τον GΑL4 μεταγραφικό παράγοντα ανενεργό. Η ενεργοποίηση της έκφρασης του 

διαγονιδίου θα πραγματοποιηθεί μετά από την πρόσληψη της ορμόνης από τα έντομα. Η 

ορμόνη ενεργοποιεί τον μεταγραφικό παράγοντα GAL4 ο οποίος με τη σειρά του προκαλεί 

την έκφραση του διαγονιδίου με τη πρόσδεση του στη UAS περιοχή.  
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4. Αποτελέσματα 

Το spargel (srl) ανήκει στο γονιδίωμα της Drosophila και είναι ομόλογο του PGC-1, το 

οποίο έχει βρεθεί ότι παίζει κεντρικό ρόλο στο ρυθμιστικό δίκτυο που διέπει τον 

μεταγραφικό έλεγχο της μιτοχονδριακής βιογένεσης και της αναπνευστικής λειτουργίας. Το 

PGC-1 εμπλέκεται στην επαγωγή της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης και στη μεταγραφική 

ρύθμιση του μονοπατιού της ινσουλίνης, συμπεριλαμβανομένων γονιδίων που 

κωδικοποιούν μιτοχονδριακές πρωτεΐνες. Επιπλέον, το σηματοδοτικό μονοπάτι της 

ινσουλίνης επάγει την έκφραση του γονιδίου PGC-1 και ο παράγοντας PGC-1 ενεργοποιεί 

έναν βρόχο αρνητικής ανάδρασης στο συγκεκριμένο μονοπάτι. Συνεπώς, επιλέχθηκε το 

spargel καθώς παίζει καθοριστικό ρόλο στη ρύθμιση παροχής θρεπτικών στα μιτοχόνδρια 

και γενικότερα, στο μεταβολισμό του κυττάρου. Παρόλα αυτά, παραμένει σχετικά άγνωστο 

αν το spargel έχει παρόμοιες λειτουργίες στη Drosophila καθώς και αν εμπλέκεται στην 

ρύθμιση του δικτύου της πρωτεόστασης. 

Για να διαλευκάνουμε το ρόλο του σε όσα προαναφέρθηκαν το υπερεκφράσαμε γενετικά σε 

3 διαφορετικά ηλικιακά group εντόμων Drosophila (νεαρά, μέσης ηλικίας και γηρασμένα). 

Αρχικά, θελήσαμε να επιβεβαιώσουμε ότι το spargel λειτουργεί σαν συν-παράγοντας για τη 

μιτοχονδριακή βιογένεση. Τα αρχικά μας αποτελέσματα όσο αφορούν τα νεαρά άτομα 

δείχνουν: στην εικόνα (Εικόνα 4.1Α) παρατηρείται αύξηση στο tfam το οποίο είναι γονίδιο 

που ρυθμίζει τα αντίγραφα του μιτοχονδριακού γονιδιώματος και της lon που είναι μια 

πρωτεάση των μιτοχονδρίων, ενώ παρατηρείται και μια τάση για αύξηση των 

μιτοχονδριακών γονιδίων το οποίο συνοδεύεται από τάση για αύξηση του αριθμού των 

μιτοχονδρίων, όπως παρατηρείται στην εικόνα (Εικόνα 4.1B). Στη σχετική αναλογία όπου 

φαίνεται η ικανότητα των μιτοχονδρίων να παράγουν ενέργεια μέσω της αναπνευστικής 

αλυσίδας του ETC, παρατηρείται τάση για βελτίωση στην παραγωγή ενέργειας μέσω της 

αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων το οποίο επίσης μπορεί να προκαλείται μέσω της 

αύξησης του συνολικού αριθμού των μιτοχονδρίων ή της βελτίωσης της λειτουργικότητας 

τους (Εικόνα 4.1C). Στην οπτικοποίηση μέσω συνεστιακής μικροσκοπίας φθορισμού των 

μιτοχονδρίων μέσω του ειδικού για τα μιτοχόνδρια, οδηγού στελέχους MitoGFP στο 

νευρικό σύστημα των διαγονιδιακών λαρβών, παρατηρείται μια τάση για αύξηση στον 

παραγόμενο φθορισμό οπότε πιθανά ύπαρξη παραπάνω μιτοχονδρίων, επιβεβαιώνοντας ότι 

επάγεται βιογένεση και καλύτερη λειτουργικότητα σε αυτά τα μιτοχόνδρια. Αυτό φαίνεται 

να προκαλεί αύξηση στην έκφραση μοριακών συνοδών, οι οποίες συμβάλλουν στη 

εκκαθάριση των ROS εφόσον τα μιτοχόνδρια είναι η κύρια πηγή αυτών (Εικόνα 4.1D). 
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Ωστόσο, δεν παρατηρείται μείωση στα επίπεδα ROS (Εικόνα 4.1Ε), τα οποία φαίνεται να 

παραμένουν σε ήδη χαμηλά επίπεδα. 

 

Εικόνα 4.1: (Α) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των μιτοχονδριακών γονιδίων (srl, Opa1, Marf, Drp1, 

ATPsynth-β, TFAM, lon). (Β) Σχετική αναλογία (%) μιτοχονδριακής αναπνοής. To ST3:ST4 

υποδηλώνει την αποτελεσματικότητα της μιτοχονδριακής αναπνοής. (C) Οπτικοποίηση μέσω 

συνεστιακής μικροσκοπίας φθορισμού των μιτοχονδρίων μέσω του ειδικού για τα μιτοχόνδρια οδηγού 

MitoGFP στο νευρικό σύστημα των διαγονιδιακών λαρβών. (D) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των 

γονιδίων των μικρών μοριακών συνοδών (Hsp70, Hsc70-5).(Ε) Σχετικά (%) επίπεδα ROS σε 

σωματικούς ιστούς των διαγονιδιακών εντόμων. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε  νεαρά έντομα 

(7-10 ημερών). Το γονίδιο rp49 χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας για τον έλεγχο του ισοφορτώματος. 

Στα διαγράμματα η τυπική απόκλιση αφορά ± SD*, P<0.05; **, P<0.01.    

Λαμβάνοντας υπόψιν την τάση των μιτοχοδρίων για αύξηση και καλύτερη λειτουργικότητα 

τους κι εφόσον τα μιτοχόνδρια είναι τα εργοστάσια παραγωγής ενέργειας των κυττάρων, 

αναρωτηθήκαμε εάν η υπερέκφραση του spargel προκαλεί αλλαγές στο μεταβολικό προφίλ 

των συγκεκριμένων εντόμων. Με την υπερέκφραση του spargel παρατηρήθηκε αύξηση στα 

γονίδια τα οποία ρυθμίζουν τον μεταβολισμό (Εικόνα 4.2Α). Αυτή η ενεργοποίηση φαίνεται 

να προκάλεσε μείωση της τρεχαλόζης (Εικόνα 4.2Β) στην κυκλοφορία των εντόμων, η 

οποία συνοδεύτηκε από αύξηση της γονιδιακής (Εικόνα 4.2C) και πρωτεϊνικής (Εικόνα 

4.2D) έκφρασης των μεταγραφικών παραγόντων foxo και Akt1 (Εικόνα 4.2C), οι οποίοι 

ρυθμίζουν μεταβολικά μονοπάτια. 
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Εικόνα 4.2: (A) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων inR, Impl2, AMPK, tor, Hsf1 και atgl ύστερα 

από υπερέκφραση του srl. (B)  Σχετικά επίπεδα τρεχαλόζης, γλυκόζης και γλυκογόνου σε σωματικούς 

ιστούς νεαρών εντόμων. (C) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων foxo, Akt1 ύστερα από 

υπερέκφραση του srl και (D) Οπτικοποίηση μέσω συνεστιακής μικροσκοπίας φθορισμού της 

κατανομής των μιτοχονδρίων (MitoGFP) και του foxo (χρώση ανοσοφθορισμού) στον μύ των 

διαγονιδιακών λαρβών. Οι πυρήνες χρωματίστηκαν με DAPI. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε  

νεαρά έντομα (7-10 ημερών). Το γονίδιο rp49 χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας για τον έλεγχο του 

ισοφορτώματος.  Στα διαγράμματα η τυπική απόκλιση αφορά ± SD*, P<0.05; **, P<0.01.   

Ύστερα από την παρατήρηση της ενεργοποίησης του foxo, τόσο σε επίπεδο γονιδίου όσο 

και σε επίπεδο πρωτεΐνης, αναρωτηθήκαμε αν η υπερέκφραση του srl προκαλεί αλλαγές ή 

ρυθμίζει και το δίκτυο της πρωτεόστασης. Ύστερα από υπερέκφραση του στα νεαρά άτομα, 

παρατηρήσαμε αύξηση στην ενεργότητα του πρωτεασώματος (Εικόνα 4.3Α) και αύξηση 

στην έκφραση κυρίως του μεταγραφικού παράγοντα cncC και των γονιδίων του Trxr-1 

(Εικόνα 4.3B). Παράλληλα, παρατηρήθηκε τάση για αύξηση στην ενεργότητα στις 

καθεψίνες του λυσοσώματος (Εικόνα 4.3C) και αύξηση στην έκφραση των γονιδίων που 

ρυθμίζουν το μονοπάτι αυτοφαγίας- λυσοσώματος (Εικόνα 4.3D), υποδηλώνοντας μια 

γενικευμένη ενεργοποίηση των πρωτεολυτικών συστημάτων του οργανισμού. Παρόλα 

αυτά, όσον αφορά τη μακροβιότητα η υπερέκφραση του spargel δε φαίνεται να είναι 

ευεργετική για τη ζωή των εντόμων όπως παρατηρούμε στις καμπύλες μακροβιότητας 

(Εικόνα 4.3E). 

  



58 
 

 

Εικόνα 4.3: (A) Σχετικές (%) 26S πρωτεασωμικές ενεργότητες χυμοθρυψίνης (CT-L) και κασπάσης 

(C-L) σε σωματικούς ιστούς των διαγονιδιακών εντόμων. (B) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων 

που εμπλέκονται στο μονοπάτι cncC/keap1 (cncC, keap1, Trxr-1, Prosβ5, Prosα7). (C) Σχετική (%) 

ενεργότητα καθεψινών  σε σωματικούς ιστούς νεαρών ατόμων (D) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των 

αυτοφαγικών γονιδίων [Atg8, cathD, ref(2)p] σε σωματικούς ιστούς νεαρών εντόμων.(E) 

Αντιπροσωπευτικές καμπύλες μακροβιότητας των διαγονιδιακών εντόμων απουσία [RU486 (-)] ή 

παρουσία [RU486 (+)] της ορμόνης RU486 στις τρεις χορηγηθείσες συγκεντρώσεις. Η επαγωγή του 

διαγονιδίου παρουσιάζεται με κόκκινο βέλος. (F) Ικανότητα αναρρίχησης % των διαγονιδιακών 

εντόμων ύστερα από χορήγηση 160 μΜ (μεσαία συγκέντρωση) της ορμόνης RU486. Τα πειράματα 

πραγματοποιήθηκαν σε  νεαρά έντομα (7-10 ημερών). Το γονίδιο rp49 χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας 

για τον έλεγχο του ισοφορτώματος.  Στο διάγραμμα η τυπική απόκλιση αφορά ± SD*, P<0.05.  

Στα άτομα μέσης ηλικίας, δεν παρατηρείται αύξηση της έκφρασης των μιτοχονδριακών 

γονιδίων, με μόνη εξαίρεση την έκφραση της drp1 (Εικόνα 4.4Α) που είναι η κύρια 

πρωτεΐνη που ρυθμίζει την σχάση των μιτοχονδρίων. Παρόλα αυτά όλα τα γονίδια φάνηκαν 

να εμφανίζουν αυξημένη έκφραση ακόμα και σε επίπεδα διαρροής του διαγονιδίου 

(transgene leakage) σε σχέση με τα  νεαρά έντομα. Επιπρόσθετα, στα έντομα μέσης ηλικίας 

δε φαίνεται να υπάρχει διαφορά στην ικανότητα των μιτοχονδρίων να παράγουν ενέργεια 

μέσω της αναπνευστικής αλυσίδας του ETC, οπότε δεν παρατηρείται τάση για βελτίωση 

στην παραγωγή ενέργειας μέσω της αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων (Εικόνα 4.4Β). 

Ωστόσο, υπάρχει αύξηση στην έκφραση μοριακών συνοδών οι οποίες συμβάλλουν στη 

εκκαθάριση των ROS (Εικόνα 4.4C) αλλά μια τάση για μείωση των επιπέδων ROS (Εικόνα 

4.4D) των εντόμων. 
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Εικόνα 4.4: (Α) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των μιτοχονδριακών γονιδίων (srl, Opa1, Marf, Drp1, 

ATPsynth-β, TFAM, lon). (Β) Σχετική αναλογία (%) μιτοχονδριακής αναπνοής. To ST3:ST4 

υποδηλώνει την αποτελεσματικότητα της μιτοχονδριακής αναπνοής. (C) Σχετικά επίπεδα έκφρασης 

των γονιδίων των μικρών μοριακών συνοδών (Hsp70, Hsc70-5). (D) Σχετικά (%) επίπεδα ROS σε 

σωματικούς ιστούς των διαγονιδιακών εντόμων. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε έντομα μέσης 

ηλικίας (27-30 ημερών). Το γονίδιο rp49 χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας για τον έλεγχο του 

ισοφορτώματος.  Στα διαγράμματα, η τυπική απόκλιση αφορά ± SD*, P<0.05; **, P<0.01.    

Ακόμα, ύστερα από την υπερέκφραση του srl, στα άτομα μέσης ηλικίας, δεν παρατηρήθηκε 

διαφορά στην ενεργότητα του πρωτεασώματος (Εικόνα 4.5Α) αλλά παρόμοια με τα νεαρά 

έντομα, αύξηση στην έκφραση, κυρίως, του μεταγραφικού παράγοντα cncC (Εικόνα 4.5B). 

Παράλληλα, παρατηρήθηκε τάση για αύξηση στις ενεργότητες των καθεψινών του 

λυσοσώματος (Εικόνα 4.5C) και αύξηση στην έκφραση των γονιδίων που ρυθμίζουν το 

μονοπάτι της αυτοφαγίας-λυσοσώματος (Εικόνα 4.5D), υποδηλώνοντας και πάλι 

ενεργοποίηση του δικτύου της πρωτεόστασης αλλά αυτή την φορά μόνο του βρόγχου της 

αυτοφαγίας.  
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Εικόνα 4.5: (A) Σχετικές (%) 26S πρωτεασωμικές ενεργότητες χυμοθρυψίνης (CT-L) και κασπάσης 

(C-L) σε σωματικούς ιστούς των διαγονιδιακών εντόμων. (B) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων 

που εμπλέκονται στο μονοπάτι cncC/keap1 (cncC, keap1, Trxr-1, Prosβ5, Prosα7). (C) Σχετική (%) 

ενεργότητα καθεψινών  σε σωματικούς ιστούς ατόμων μέσης ηλικίας (D) Σχετικά επίπεδα έκφρασης 

των αυτοφαγικών γονιδίων [Atg8, cathD, ref(2)p] σε σωματικούς ιστούς εντόμων μέσης ηλικίας. Τα 

πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε έντομα μέσης ηλικίας (27-30 ημερών). Το γονίδιο rp49 

χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας για τον έλεγχο του ισοφορτώματος.  Στο διάγραμμα η τυπική απόκλιση 

αφορά ± SD*, P<0.05.  

Σε σχέση με το μεταβολισμό των συγκεκριμένων εντόμων, ύστερα από υπερέκφραση του 

spargel, το άτομα μέσης ηλικίας έχουν παρόμοια απόκριση με αυτή των νεαρών ατόμων 

καθώς παρατηρείται αύξηση στην έκφρασης μεταβολικών γονιδίων, τα βασικά επίπεδα των 

οποίων βρίσκονται και πάλι αυξημένα σε σχέση με τα νεαρά έντομα ακόμα και σε επίπεδα 

διαρροής του διαγονιδίου (Εικόνα 4.6Α). Επίσης, παρατηρείται αύξηση της τρεχαλόζης 

(Εικόνα 4.6Β) και μείωση των μεταγραφικών παραγόντων foxo και Akt1 (Εικόνα 4.6C). 

Όσον αφορά τη μακροβιότητα, η υπερέκφραση του spargel δε φαίνεται, και πάλι, να είναι 

ευεργετική για τη ζωή των εντόμων, όπως παρατηρούμε στις καμπύλες μακροβιότητας 

(Εικόνα 4.6E). 
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Εικόνα 4.6: (A) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων inR, Impl2, AMPK, tor, Hsf1 και atgl ύστερα 

από υπερέκφραση του srl. (B)  Σχετικά επίπεδα τρεχαλόζης, γλυκόζης και γλυκογόνου σε σωματικούς 

ιστούς εντόμων μέσης ηλικίας. (C) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων foxo, Akt1 ύστερα από 

υπερέκφραση του srl και (D) Ικανότητα αναρρίχησης % των διαγονιδιακών εντόμων ύστερα από 

χορήγηση 160 μΜ (μεσαία συγκέντρωση) της ορμόνης RU486 (E) Αντιπροσωπευτικές καμπύλες 

μακροβιότητας των διαγονιδιακών εντόμων απουσία [RU486 (-)] ή παρουσία [RU486 (+)] της 

ορμόνης RU486 στις τρεις χορηγηθείσες συγκεντρώσεις. Η επαγωγή του διαγονιδίου παρουσιάζεται με 

κόκκινο βέλος. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε έντομα μέσης ηλικίας (27-30 ημερών). Το 

γονίδιο rp49 χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας για τον έλεγχο του ισοφορτώματος.  Στα διαγράμματα η 

τυπική απόκλιση αφορά ± SD*, P<0.05; **, P<0.01.    

Όπως και στα άτομα μέσης ηλικίας, στα γηρασμένα άτομα παρατηρείται αύξηση στη drp1 

που είναι η κύρια πρωτεΐνη που ρυθμίζει την σχάση των μιτοχονδρίων (Εικόνα 4.7Α). 

Ωστόσο, φαίνεται να υπάρχει διαφορά στην ικανότητα των μιτοχονδρίων να παράγουν 

ενέργεια μέσω της αναπνευστικής αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων (Εικόνα 4.7Β). Οπότε, 

αυτή η βελτίωση στο δίκτυο της μιτόστασης οδηγεί και σε αύξηση στην έκφραση μοριακών 

συνοδών, οι οποίες συμβάλλουν στην εκκαθάριση των ROS (Εικόνα 4.7C) αλλά και πάλι 

παρόμοια με τα νεαρά και τα μέσης ηλικίας έντομα δεν παρατηρείται διαφοροποίηση στα 

επίπεδα ROS (Εικόνα 4.7D). 
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Εικόνα 4.7: Η υπερέκφραση του spargel σε γηρασμένα άτομα επάγει την έκφραση μιτοχονδριακών 

γονιδίων και βελτιώνει τη λειτουργικότητα τους. (Α) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των μιτοχονδριακών 

γονιδίων (srl, Opa1, Marf, Drp1, ATPsynth-β, TFAM, lon). (Β) Σχετική αναλογία (%) μιτοχονδριακής 

αναπνοής. To ST3:ST4 υποδηλώνει την αποτελεσματικότητα της μιτοχονδριακής αναπνοής. (C) 

Σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων των μικρών μοριακών συνοδών ( Hsp70, Hsc70-5). (D) 

Σχετικά (%) επίπεδα ROS σε σωματικούς ιστούς των διαγονιδιακών εντόμων. Τα πειράματα 

πραγματοποιήθηκαν σε γηρασμένα έντομα (57-60 ημερών). Το γονίδιο rp49 χρησιμοποιήθηκε ως 

μάρτυρας για τον έλεγχο του ισοφορτώματος.  Στα διαγράμματα η τυπική απόκλιση αφορά ± SD*, 

P<0.05; **, P<0.01.   

Ύστερα από υπερέκφραση του srl στα γηρασμένα άτομα, επίσης, παρατηρήθηκε αύξηση 

στην ενεργότητα του πρωτεασώματος (Εικονα 4.8Α) αλλά χωρίς διαφορές στην έκφραση 

γονιδίων από αφορούν την πρωτεόσταση (Εικόνα 4.8B). Παράλληλα, παρατηρήθηκε τάση 

για αύξηση στην ενεργότητα των καθεψινών του λυσοσώματος (Εικόνα 4.8C) και μείωση 

στην έκφραση των γονιδίων που ρυθμίζουν το μονοπάτι της αυτοφαγίας- λυσοσώματος  

όπως είναι ο ref(2)p (Εικόνα 4.8D).  
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Εικόνα 4.8: (A) Σχετικές (%) 26S πρωτεασωμικές ενεργότητες χυμοθρυψίνης (CT-L) και κασπάσης 

(C-L) σε σωματικούς ιστούς των διαγονιδιακών εντόμων. (B) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων 

που εμπλέκονται στο μονοπάτι cncC/keap1 (cncC, keap1, Trxr-1, Prosβ5, Prosα7). (C) Σχετική (%) 

ενεργότητα καθεψινών  σε σωματικούς ιστούς γηρασμένων ατόμων (D) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των 

αυτοφαγικών γονιδίων [Atg8, cathD, ref(2)p] σε σωματικούς ιστούς γηρασμένων εντόμων. Τα 

πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε γηρασμένα έντομα (57-60 ημερών). Το γονίδιο rp49 

χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας για τον έλεγχο του ισοφορτώματος.  Στο διάγραμμα η τυπική απόκλιση 

αφορά ± SD*, P<0.05.  

Τέλος, παρόμοια με τα νεαρά και τα μέσης ηλικίας άτομα, παρατηρήθηκε και στα 

γηρασμένα άτομα ότι η υπερέκφραση του spargel προκάλεσε αύξηση στα γονίδια τα οποία 

ρυθμίζουν τον μεταβολισμό (Εικόνα 4.9Α), η οποία συνοδεύτηκε και από μείωση των 

επιπέδων του γλυκογόνου (Εικόνα 4.9Β). Επίσης, παρατηρείται αύξηση στα επίπεδα 

γονιδιακής έκφρασης του μεταγραφικού παράγοντα foxo (Εικόνα 4.9C). Παρόλα αυτά, και 

σε αντίθεση με τα νεαρά και μέσης ηλικίας έντομα, η ηπιότερη υπερέκφραση του spargel 

στα γηρασμένα έντομα φάνηκε να είναι ευεργετική για τη ζωή των εντόμων, όπως 

παρατηρούμε στις καμπύλες μακροβιότητας (Εικόνα 4.9E). 
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Εικόνα 4.9: (A) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων inR, Impl2, AMPK, tor, Hsf1 και atgl ύστερα 

από υπερέκφραση του srl. (B)  Σχετικά επίπεδα τρεχαλόζης, γλυκόζης και γλυκογόνου σε σωματικούς 

ιστούς γηρασμένων εντόμων. (C) Σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων foxo, Akt1 ύστερα από 

υπερέκφραση του srl και (D) Ικανότητα αναρρίχησης % των διαγονιδιακών εντόμων ύστερα από 

χορήγηση 160 μΜ (μεσαία συγκέντρωση) της ορμόνης RU486 (E) Αντιπροσωπευτικές καμπύλες 

μακροβιότητας των διαγονιδιακών εντόμων απουσία [RU486 (-)] ή παρουσία [RU486 (+)] της 

ορμόνης RU486 στις τρεις χορηγηθείσες συγκεντρώσεις. Η επαγωγή του διαγονιδίου παρουσιάζεται με 

κόκκινο βέλος. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε γηρασμένα έντομα (57-60 ημερών). Το γονίδιο 

rp49 χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας για τον έλεγχο του ισοφορτώματος. Στα διαγράμματα η τυπική 

απόκλιση αφορά ± SD*, P<0.05; **, P<0.01.   

Παρά την παρατηρηθείσα ενεργοποίηση του δικτύου της πρωτεόστασης ύστερα από την 

επαγωγή του μεταγραφικού συνενεργοποιητή spargel ο γενετικός χειρισμός φάνηκε να μην 

έχει ευεργετικές ιδιότητες σε σχέση με την μακροβιότητα των νεαρών και των μέσης ηλικίας 

εντόμων. Γνωρίζοντας επίσης ότι η υπερέκφραση του spargel προκαλεί μεταβολικό 

αναπρογραμματισμό και μείωση των επιπέδων των σακχάρων των εντόμων, 

αναρωτηθήκαμε εάν αυτό συμβάλλει στην μείωση της μακροβιότητας. Για να ελέγξουμε 

την υπόθεση μας αυτή χορηγήσαμε στα διαγονιδιακά έντομα D. Melanogaster τον 

φαρμακολογικό παράγοντα μετφορμίνη ο οποίος φυσιολογικά χορηγείται σε ασθενείς με 

διαβήτη τύπου 2 για την μείωση των επιπέδων σακχάρου. Επιπλέον, υπάρχουν στοιχεία που 

υποδηλώνουν ότι η μετφορμίνη δρα ως αντιγηραντικός παράγοντας και ρυθμίζει τη 

μικροχλωρίδα, προάγοντας την υγεία (Pryor and Cabreiro, 2015). Η χορήγηση μετφορμίνης 

πραγματοποιήθηκε και στις τρεις ηλικιακές ομάδες διαγονιδιακών εντόμων σε τρεις 
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διαφορετικές συγκεντρώσεις. Σε όλες τις περιπτώσεις φάνηκε ότι η χορήγηση της 

μετφορμίνης προκάλεσε αύξηση της μακροβιότητας των εντόμων αλλά σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις (Εικόνα 4.10)  

  

 

Εικόνα 4.10: Αντιπροσωπευτικές καμπύλες μακροβιότητας των διαγονιδιακών εντόμων παρουσία 

[RU486 (+)] της ορμόνης RU486 στις τρεις χορηγηθείσες συγκεντρώσεις μετφορμίνης. Η επαγωγή του 

διαγονιδίου παρουσιάζεται με κόκκινο βέλος. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε νεαρά, μέσης 

ηλικίας και γηρασμένα έντομα.  

Συγκεκριμένα, στα νεαρά έντομα η μεγαλύτερη συγκέντρωση μετφορμίνης επέφερε τα 

καλύτερα αποτελέσματα, ενώ στα μέσης ηλικίας και γηρασμένα η μεσαία και η μικρότερη 

συγκέντρωση αυτής. 

Με βάση αυτές μας τις παρατηρήσεις η επαγωγή γλυκόλυσης ύστερα από την έκφραση του 

spargel δεν είναι ο κύριος λόγος μείωσης της μακροβιότητας των εντόμων και περισσότερα 

πειράματα απαιτούνται για την διαλεύκανση του μηχανισμού δράσης του spargel στο δίκτυο 

της πρωτεόστασης και στον κυτταρικό μεταβολισμό στη D. melanogaster. 
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5. Συζήτηση 

Το srl πιστεύεται ότι είναι ο κύριος διαμεσολαβητής της μιτοχονδριακής βιογένεσης. Είναι 

γνωστό ότι ενεργοποιείται από πολλούς παράγοντες, όπως οι ROS και τα αντιδραστικά είδη 

αζώτου (RNS), ύστερα από νηστεία, ύστερα από άσκηση αντοχής, από την πρωτεϊνική 

κινάση B/Akt η οποία πιστεύεται ότι μειορυθμίζει το PGC-1α και μέσω της SIRT1 που 

δεσμεύει και ενεργοποιεί το PGC-1α μέσω αποακετυλίωσης, προκαλώντας γλυκονεογένεση 

χωρίς να επηρεάζει τη μιτοχονδριακή βιογένεση. Καθίσταται, λοιπόν, σαφής ο ρόλος του 

srl όχι μόνο ως ένα γονίδιο-ρυθμιστής της μιτοχονδριακής βιογένεσης αλλά και ως κύριος 

τελεστής του κυτταρικού μεταβολισμού με πιθανή δράση και στο δίκτυο της πρωτεόστασης. 

Τα αποτελέσματα μας υποδηλώνουν την εμπλοκή του srl στη ρύθμιση μιτοστατικών και 

πρωτεοστατικών αποκρίσεων. 

Συγκεκριμένα, ύστερα από υπερέκφραση του srl σε νεαρά έντομα παρατηρήθηκε 

αυξορύθμιση στην έκφραση μιτοχονδριακών γονιδίων, ήπια βελτίωση της μιτοχονδριακής 

αναπνοής αλλά όχι σημαντική αύξηση του αριθμού των μιτοχονδρίων ή μείωση των 

επιπέδων ROS του οργανισμού. Παράλληλα, η υπερέκφραση του srl στα νεαρά έντομα 

προκάλεσε μεταβολικό αναπρογραμματισμό, μέσω μείωσης της τρεχαλόζης και του 

γλυκογόνου από την κυκλοφορία των εντόμων και ταυτόχρονη ενεργοποίηση του foxo και 

της Akt1. Τέλος, βρέθηκε ενεργοποίηση του μονοπατιού ουβικιτίνης-πρωτεασώματος σε 

επίπεδο ενζυμικής ενεργότητας, με παράλληλη μείωση της γονιδιακής έκφρασης των β5 και 

α7 πρωτεασωμικών υπομονάδων, πιθανά ως ένας μηχανισμός ανάδρασης. Παρόμοια με τα 

δικά μας ευρήματα, η ρεσβερατρόλη έχει δειχθεί ότι μπορεί να αυξήσει την έκφραση του 

PGC-1α στα ποντίκια και ταυτόχρονα να αυξήσει την ενεργότητα του πρωτεασώματος 

(Nishigaki A., 2020), ενώ η μειορύθμιση του PGC-1α έχει φανεί ότι μειώνει την 

πρωτεασωμική ενεργότητα χυμοθρυψίνης (CT-L) (Miller KN,2019). Ως προς το μονοπάτι 

αυτοφαγίας-λυσοσώματος, παρατηρήθηκε μια τάση για αύξηση της ενεργότητας των 

καθεψινών με μια παράλληλη ενεργοποίηση του μεταγραφικού ρυθμού των αυτοφαγικών 

γονίδιων cathD και ref(2)P. Όπως έχει δειχθεί και σε προηγούμενες εργασίες, η 

υπερέκφραση του PGC-1α αυξάνει την έκφραση των λυσοσωμικών και μιτοφαγικών 

υποδοχέων πιθανά μέσω του μεταγραφικού παράγοντα ΕΒ (TFEB) (Kang C, 2015). 

Συνολικά, όμως, η αυξημένη ενεργοποίηση του srl σε νεαρά- υγιή έντομα δεν επέφερε 

ευεργετικά αποτελέσματα στην μακροβιότητα και την ικανότητα αναρρίχησης των 

οργανισμών. Τα αποτελέσματα μας συμφωνούν με την παρατήρηση ότι υπερέκφραση του 

srl σε όλο το σώμα προκαλεί μείωση της μακροβιότητας (Merzetti, 2015) 
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Σε έντομα μέσης ηλικίας, η υπερέκφραση του srl δεν προκάλεσε αλλαγές στην έκφραση των 

μιτοχονδριακών γονιδίων, ή της μιτοχονδριακής αναπνοής, ενώ παρατηρήθηκε μια τάση για 

μείωση των ROS των εντόμων. Ως προς το δίκτυο της πρωτεόστασης σε αντίθεση με τα 

νεαρά έντομα βρέθηκε μείωση των πρωτεασωμικών ενεργοτήτων αλλά παρομοίως με τα 

νεαρά, αύξηση της ενεργότητας των καθεψινών του λυσοσώματος και της έκφρασης του 

μεταγραφικού παράγοντα cncC και των αυτοφαγικών γονιδίων atg8 και ref(2)P. 

Επιπρόσθετα, παρόμοια με τα νεαρά έντομα, η γλυκόζη της κυκλοφορίας, καθώς και το 

αποθηκευτικό σάκχαρο - γλυκογόνο φάνηκαν να μειώνονται προκαλώντας και πάλι 

μεταβολικές αλλαγές και μείωση της μακροβιότητας. 

Στα γηρασμένα έντομα, η υπερέκφραση του srl προκάλεσε μια τάση για ενεργοποίηση της 

έκφρασης των μιτοχονδριακών γονιδίων και σταστιστικά σημαντική βελτίωση της 

μιτοχονδριακής αναπνοής, χωρίς και πάλι να παρατηρούνται σημαντικές αλλάγες στα 

επίπεδα ROS του οργανισμού. Ως προς το δίκτυο της πρωτεόστασης παρατηρήθηκε αύξηση 

των ενεργοτήτων του πρωτεασώματος και των καθεψινών του λυσοσώματος. Σε επίπεδο 

γονιδιακής έκφρασης παρατηρήθηκε τάση για αύξηση μόνο της α7 πρωτεασωμικής 

υπομονάδας. Επιπρόσθετα, παρόμοια με τα νεαρά και τα μέσης ηλικίας έντομα 

παρατηρήθηκε μεταβολικός αναπρογραμματισμός με μείωση του γλυκογόνου και αύξηση 

της γονιδιακής έκφρασης του μεταγραφικού παράγοντα foxo. Τέλος, διαπιστώθηκε πως 

έντονη ενεργοποίηση του srl προκάλεσε μείωση της μακροβιότητας ενώ ηπιότερη 

υπερέκφραση προκάλεσε στατιστικά σημαντική αύξηση αυτής καθώς και βελτίωση της 

ικανότητας αναρρίχησης των εντόμων.  

Συνολικά, λοιπόν, φάνηκε ότι το srl ρυθμίζει το δίκτυο της πρωτεόστασης με τρόπο ηλικιο-

εξαρτώμενο και πιθανά μέσω της ρύθμισης των μεταγραφικών παραγόντων cncC και foxo. 

Σε νεαρά αλλά και μέσης ηλικίας άτομα τόσο η έντονη όσο και ηπιότερη ενεργοποίηση του 

srl προκαλούν αλλαγές στην φυσιολογία του οργανισμού με αποτέλεσμα την μείωση της 

μακροβιότητας. Δεδομένης της ισχύος του srl, η δραστηριότητά του θα πρέπει να ελέγχεται 

αυστηρά σύμφωνα με τις ενεργειακές ανάγκες και τη διαθεσιμότητα των θρεπτικών. 

Πράγματι, η χρόνια υπερέκφραση του PGC-1α στην καρδιά έχει φανεί να οδηγεί σε 

τοξικότητα που προκαλεί μυοκαρδιοπάθεια λόγω του έντονου πολλαπλασιασμού των 

μιτοχονδρίων (Oka SI, 2020). Αντιθέτως, σε γηρασμένα άτομα όπου η λειτουργικότητα των 

μιτοχονδρίων έχει αρχίσει να μειώνεται, ήπια ενεργοποίηση του srl προκαλεί αύξηση της 

μακροβιότητας. Σε αντίθεση, βέβαια, με την πεποίθηση ότι το srl λειτουργεί ως επαγωγέας 

της βιογένεσης των μιτοχονδρίων, αυτό δεν επιβεβαιώθηκε από την μελέτη μας. Πιθανόν 
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αυτό να οφείλεται στο γεγονός ότι, υπό φυσιολογικές συνθήκες, σε έναν υγιή-νεαρό 

οργανισμό η μιτοχονδριακή βιογένεση λαμβάνει χώρα ήδη και αυξημένη ενεργοποίηση του 

srl δε μπορεί να επάγει περαιτέρω βιογένεση.  
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Δηλώνω ρητά ότι το κείμενο της μεταπτυχιακής διπλωματικής εργασίας δεν αποτελεί προϊόν 

μερικής ή ολικής αντιγραφής, οι πηγές δε που χρησιμοποιήθηκαν περιορίζονται στις 

βιβλιογραφικές αναφορές και μόνον. 
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