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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Η γήρανση αποτελεί μια διαδικασία που επιφέρει πολλές εκφυλιστικές και επιβλαβείς 

λειτουργικές και δομικές αλλαγές στους οργανισμούς. Η καθυστέρηση ή η αναστροφή αυτών των 

εκφυλιστικών αλλαγών είναι κρίσιμη και αποτελεί έναν από τους σημαντικότερους στόχους της 

έρευνας. Για την επίτευξη του στόχου αυτού πρέπει να καθοριστούν οι γενετικοί και 

περιβαλλοντικοί παράγοντες που ευθύνονται για την εξέλιξη του φαινομένου. Ο οργανισμός 

Caenorhabditis elegans χρησιμοποιείται ευρέως και αποτελεί οργανισμό μοντέλο για την μελέτη 

των μοριακών μηχανισμών γήρανσης τόσο με τη χρήση μεταλλαγμένων στελεχών αλλά και με 

την επίδραση ουσιών στη διατροφή του.  Αποτελεί εξαιρετικό οργανισμό μοντέλο τόσο λόγω της 

ευκολίας που παρουσιάζει στο χειρισμό αλλά και λόγω της υψηλής ομοιότητας των ρυθμιστικών 

μηχανισμών της γήρανσης με τον άνθρωπο. 

Η λιποφουσκίνη είναι ένα πολυμερικό υλικό με υψηλή λιπιδική και πρωτεϊνική σύσταση το 

οποίο  προέρχεται από τα κυτταρικά συστατικά αυτοφαγοκυττάρωσης που έχουν οξειδωθεί στο 

λυσοσωμικό διαμέρισμα. Όσο τα κύτταρα γερνούν παρατηρείται όλο και μεγαλύτερη 

συσσώρευση αυτής στα λυσοσώματα τους ενώ η ακριβής σύσταση της ουσίας παραμένει 

άγνωστη. Η παρουσία της λιποφουσκίνης στο εσωτερικό των κυττάρων αποτελεί πλέον δείκτη 

της κυτταρικής γήρανσης και προσελκύει το ερευνητικό ενδιαφέρον για τους ρόλους που φαίνεται 

να έχει στη γήρανση και σε άλλες παθολογικές καταστάσεις. Η επίδραση με λιποφουσκίνη τόσο 

σε καλλιέργεια κυττάρων αλλά και στη διατροφή του οργανισμού Drosophila melanogaster έχει 

αρνητικές επιδράσεις τόσο στο προσδόκιμο ζωής όσο και στην υγεία του οργανισμού. Δεν 

συμβαίνει όμως το ίδιο και με το νηματώδη Caenorhabditis elegans, όπου αντιθέτως κατά την 

επίδραση με λιποφουσκίνη στη διατροφή του παρατηρείται επέκταση στο προσδόκιμο ζωής του. 

Στόχος της παρούσας εργασίας είναι να διερευνηθεί το μεταγραφικό προφίλ του 

οργανισμού Caenorhabditis elegans κατά την επίδραση με λιποφουσκίνη στη διατροφή του, 

πραγματοποιώντας βιοπληροφορική ανάλυση μεταγραφικών δεδομένων μικροσυστοιχιών που 

στοχεύουν στην διαλεύκανση των βιοχημικών μονοπατιών που συμμετέχουν στο συγκεκριμένο 

φαινόμενο.  

Τα μεταγραφικά δεδομένα προέρχονται από πείραμα ολιγονουκλεοτιδικών DNA 

μικροσυστοιχιών Affymetrix, το οποίο σχεδιάστηκε και πραγματοποιήθηκε στο Εργαστήριο 

Μοριακής και Κυτταρικής Γήρανσης του Ινστιτούτου Χημικής Βιολογίας, του Εθνικού Ιδρύματος 

Ερευνών. Αναλύθηκαν συνολικά 22 δείγματα που κατανέμονται στις δύο επιθυμητές συνθήκες 

επίδραση λιποφουσκίνης και χωρίς επίδραση λιποφουσκίνης, αλλά και σε διαφορετικές χρονικές 

στιγμές (ημέρες) της ζωής του C. elegans. 



 
11 

Για την ανάλυση χρησιμοποιήθηκε η γλώσσα προγραμματισμού R και πακέτα ανάλυσης 

διαφορικής γονιδιακής έκφρασης δεδομένων μικροσυστοιχιών από τον Bioconductor. Επίσης, για 

την λειτουργική ανάλυση στατιστικού εμπλουτισμού χρησιμοποιήθηκαν οι διαδικτυακές 

πλατφόρμες BioInfoMiner, DAVID και Pathview. Από την ανάλυση αυτή εντοπίστηκαν τόσο οι 

βασικές βιολογικές λειτουργίες που διέπουν το φαινόμενο αλλά και τα σημαντικότερα πιο κομβικά 

γονίδια που μπορεί να αποτελέσουν στόχους επόμενων ερευνών.  

 

Λέξεις κλειδιά: βιοπληροφορική, μικροσυστοιχίες, μεταγραφομική, Caenorhabditis elegans, λιποφουσκίνη, 

γήρανση, μακροζωία 
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ABSTRACT 
 

Aging is a process that leads to many harmful functional and structural changes in 

organisms. Delaying or reversing these degenerative changes is a crucial and important purpose 

of aging research. To achieve this, the identification of the genetic and environmental factors 

responsible for the progression of the phenomenon is key. The model organism Caenorhabditis 

elegans is widely used for the study of molecular mechanisms of aging by utilizing mutant strains 

and measuring the impact of various substances on its lifespan. On the one hand, the similarity 

of metabolic pathways to humans and on the other hand the ease of genetic manipulation and 

low cost of maintenance make it a great model organism. 

Lipofuscin is a polymeric substance mainly of lipid and protein composition, derived from 

the oxidation of cellular components in the lysosomal compartment. As the aging of cells 

progresses, the accumulation of lipofuscin in their lysosomes increases, while the exact 

composition of the substance remains unknown. The presence of lipofuscin inside cells is an 

indicator of cellular aging and appears to have an important role in aging and other pathological 

conditions. Using lipofuscin to treat human cell cultures or to supplement the diet of the model 

organism Drosophila melanogaster has adverse effects on both lifespan and healthspan. On the 

contrary, this is not the case with the Nematode Caenorhabditis elegans, where lipofuscin 

supplementation leads to lifespan extension. 

In the present study, the aim is to investigate the transcriptional profile of the organism 

Caenorhabditis elegans, after supplementing its diet with lipofuscin, by analyzing transcriptional 

data in order to discover the biochemical pathways involved in this process. 

An Affymetrix DNA oligonucleotide microarray experiment, for the generation of the 

transciptional data, was designed and performed at the Molecular and Cellular Aging Laboratory 

of the Institute of Chemical Biology of the National Hellenic Research Institute. A total of 22 

samples distributed under the two conditions with and without lipofuscin supplementation, and 

also of 4 different timepoints (days) of C. elegans lifespan were analyzed. 

For the analysis, R programming language was used along with R-Bioconductor packages 

especially developed to process transcriptional data. Furthermore, for the functional analysis of 

differentially expressed genes the online platforms of BioInfoMiner, DAVID and Pathview were 

utilized. This analysis lead to the identification of both, the essential biological pathways that are 

implicated in the phenomenon and the most important key genes that are targets for further 

research. 

Keywords: bioinformatics, microarrays, transcriptomics, Caenorhabditis elegans, lipofuscin, aging, 

lifespan extension 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.1. Η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών 

 

Η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών (microarray technology) αποτελεί ένα 

ισχυρό εργαλείο που χρησιμοποιείται για να προσδιοριστούν τα επίπεδα της 

έκφρασης των γονιδίων σε βιολογικά δείγματα και κατ’ επέκταση να συγκριθεί η 

γονιδιακή έκφραση σε διάφορες βιολογικές καταστάσεις. Αποτελεί πειραματική τεχνική 

μεγάλης κλίμακας αφού χιλιάδες μονόκλωνα τµήµατα DNA (20-1000 βάσεων) που 

καλύπτουν ολόκληρο το γονιδίωµα ενός οργανισµού µπορούν να ακινητοποιηθούν 

σε µια στερεή επιφάνεια, µε μέγεθος όσο ένα νόµισµα και να µελετηθεί το επίπεδο 

έκφρασης χιλιάδων γονιδίων µε ένα µόνο πείραµα [1]. Η τεχνολογία των 

μικροσυστοιχιών κάνει χρήση της αρχής της συµπληρωµατικότητας των βάσεων 

µεταξύ των νουκλεϊκών οξέων, υπό αυστηρά ελεγχόµενες συνθήκες θερµοκρασίας και 

με τη χρήση φθοριζουσών ουσιών [2]. 

Οι µικροσυστοιχίες DNA είναι µια διάταξη συστηµατικά τοποθετηµένων 

αλληλουχιών γονιδίων πάνω σε επίπεδη στερεή επιφάνεια τα οποία εµφανίζονται ως 

μικροσκοπικές κουκίδες (spots). Κατά το σχεδιασμό τους πρέπει τα στοιχεία που 

εναποτίθενται πάνω στην επιφάνεια να είναι συστηµατικά διαταγµένα με ίδιες 

διαστάσεις και αποστάσεις μεταξύ τους, να είναι µικροσκοπικά, η επιφάνεια 

εναπόθεσης να είναι επίπεδη και να υπάρχει απόλυτη εξειδίκευση ανάµεσα στο δείγµα 

και τον ακινητοποιηµένο στόχο. 

Τέτοια πειράματα DNA μικροσυστοιχιών ενσωματώνουν µεγάλο αριθµό 

βηµάτων από την απομόνωση του βιολογικού υλικού μέχρι την τελική ανάλυση και 

ερμηνεία, κάθε ένα από τα οποία εισάγει το δικό του θόρυβο στα τελικά αποτελέσµατα. 

Κατά συνέπεια, απαιτείται σωστός πειραµατικός σχεδιασµός και προσεκτική 

βιοπληροφορική και στατιστική ανάλυση για την επιτυχημένη και αξιόπιστη ερµηνεία 

των πρωτογενών δεδομένων. 
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1.1.1. Αρχή της μεθόδου 

 

Η φυσικοχημική αρχή στην οποία βασίζεται η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών 

είναι η συμπληρωματικότητα και η υβριδοποίηση των νουκλεϊκών οξέων. Ολικό mRNA 

ή συμπληρωματικό DNA (cDNA) από τα βιολογικά δείγματα υπό μελέτη, σημαίνεται 

με φθορίζουσες ή ραδιενεργές ουσίες (labeling) και στη συνέχεια τα σημασμένα μόρια 

υβριδοποιούνται με τα ακινητοποιημένα τμήματα DNA (probes) σε ένα πλακίδιο. 

Ακολουθούν εκπλύσεις των πλακιδίων με κατάλληλα διαλύματα ώστε να 

απομακρυνθούν οι αδέσμευτοι κλώνοι και να ελαχιστοποιηθούν οι πιθανότητες 

διασταυρούμενης υβριδοποίησης μεταξύ παρόμοιων γονιδίων μέσω διάχυσης 

περίσσειας υλικού. Τέλος, οι μικροσυστοιχίες σαρώνονται με υψηλής ταχύτητας 

σαρωτές laser, που διεγείρουν τις φθορίζουσες χρωστικές δημιουργώντας φωτεινά 

σημεία (spots) και παράγουν αρχεία εικόνων.  

Οι εικόνες αναλύονται από ειδικό λογισμικό ώστε να ποσοτικοποιηθούν οι 

εντάσεις φθορισμού για κάθε σημείο. Η ένταση φθορισμού λειτουργεί ως μέτρο του 

προσδιορισμού της σχετικής αφθονίας του εκάστοτε μεταγράφου, καθώς η ποσότητα 

φθορισμού που μετράται είναι ανάλογη της ποσότητας mRNA του γονιδίου το οποίο 

έχει μεταγραφεί και αντιπροσωπεύεται από δεδομένο σημείο της μικροσυστοιχίας [3, 

4].  

Στα στάδια της προεπεξεργασίας των δεδομένων περιλαμβάνονται η 

διόρθωση θορύβου υποβάθρου της εικόνας (background correction) ώστε να γίνει 

απαλοιφή φαινομένων όπως η μη ειδική υβριδοποίηση, η παρουσία θορύβου από 

ξένα στοιχεία στο πλακίδιο όπως σκόνη, αλλά και οι κβαντικές διακυμάνσεις που έχουν 

δημιουργηθεί από τη διαδικασία σάρωσης της μικροσυστοιχίας, ακολουθεί ο 

μετασχηματισμός των εντάσεων, η κανονικοποίηση και τέλος το φιλτράρισμα για 

την απαλοιφή μη πληροφοριακών γονιδίων [5]. 
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1.1.2. Βάσεις δεδομένων μικροσυστοιχιών 

 

Η ευρεία χρήση της τεχνολογίας των µικροσυστοιχιών έχει οδηγήσει σε µια 

αναπόφευκτη παραγωγή υψηλών ποσοτήτων µεταγραφικής πληροφορίας. Συνέπεια 

της συσσώρευσης του µεγάλου όγκου δεδομένων ήταν η ανάπτυξη βάσεων 

αποθήκευσης δεδοµένων µικροσυστοιχιών µεταξύ των οποίων κυρίαρχη θέση 

κατέχουν η βάση δεδοµένων GEO «Gene Expression Omnibus» 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) του Εθνικού Κέντρου Βιοτεχνολογικών 

Πληροφοριών των ΗΠΑ (National Center for Biotechnology Information - NCBI) [6-8] 

και η βάση δεδοµένων «ArrayExpress Archive» (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) 

από το Ευρωπαϊκό Ινστιτούτο Βιοπληροφορικής (European Bioinformatics Institute - 

EBI) [9, 10]. Πρέπει να αναφερθεί ότι υπάρχουν και κάποιες βάσεις δεδομένων 

μικροσυστοιχιών ιδιωτικού τύπου, όπως η βάση SMD «Stanford Microarray 

Database» (http://smd.stanford.edu/) του Πανεπιστηµίου του Stanford [11] που 

περιλαµβάνει πειράματα µικροσυστοιχιών που έχουν διεξαχθεί αποκλειστικά από 

ερευνητές του Πανεπιστηµίου του Stanford και πιστοποιηµένους συνεργάτες αυτών.  

Η προσθήκη των πειραματικών δεδομένων στη βάση και η δυνατότητα 

χρησιµοποίησής τους από τον εκάστοτε χρήστη μπορεί να γίνει μόνο αφού προηγηθεί 

επίσηµη δηµοσίευση των πειραµάτων σε εγκεκριµένο επιστηµονικό περιοδικό. Οι 

δηµόσιες βάσεις δεδοµένων λειτουργικής γονιδιωµατικής περιέχουν µεγάλο αριθµό 

πειραµάτων και δειγµάτων που συνοδεύονται από πληθώρα πληροφοριών που 

αφορούν στον τύπο των δεδοµένων που περιέχουν, στον τύπο των δειγμάτων του 

βιολογικού υλικού, στον τύπο της µικροσυστοιχίας που χρησιµοποιήθηκε, στις 

πειραµατικές συνθήκες κ.α.. Τα δεδοµένα στις βάσεις αφορούν σε επεξεργασµένα 

δεδοµένα (processed data) δηλαδή δεδοµένα που έχουν υποστεί προ-επεξεργασία 

μετά το σκανάρισμα του πλακιδίου (chip) και την απόκτηση των τιμών φθορισμού για 

την κάθε θέση. Παρέχονται επίσης και τα πρωταρχικά μη επεξεργασμένα δεδομένα 

(raw data) μαζί με τα επεξεργασμένα αρχεία, επιτρέποντας στο χρήστη να επαναλάβει 

την ανάλυση με όποιο αλγόριθμο επιθυμεί και να εξάγει τα δικά του αποτελέσματα και 

συμπεράσματα. 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/
http://smd.stanford.edu/
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1.1.3. Πρωτόκολλο ΜΙΑΜΕ 

 

Η Επιτροπή Δεδοµένων Λειτουργικής Γονιδιωµατικής (The Functional 

Genomics Data Society - FGED Society, http://www.fged.org), έχει αναπτύξει 

πρωτόκολλα σχετικά με τους κανόνες ποιότητας, σχολιασµού και ανταλλαγής 

δεδοµένων που προέρχονται από τη βιολογική έρευνα. Το πρωτόκολλο το οποίο 

εφαρµόζεται στην περίπτωση των δεδοµένων µικροσυστοιχιών ονοµάζεται «ΜΙΑΜΕ» 

(Minimum Information About Microarray Experiment) και προσδιορίζει την ελάχιστη 

δυνατή πληροφορία που απαιτείται για να περιγραφεί ένα πείραµα µικροσυστοιχιών 

διασφαλίζοντας ότι τα δεδοµένα θα µπορούν εύκολα να ερµηνευθούν και τα εξαγόµενα 

αποτελέσµατα από την ανάλυση των δεδοµένων να µπορούν να επιβεβαιωθούν από 

διαφορετικές πηγές. Με τον τρόπο αυτό διευκολύνεται η χρήση και επεξεργασία των 

δεδοµένων κάτω από ένα ενιαίο πλαίσιο που επιτρέπει τη σύγκριση, τη µετανάλυση 

των δεδοµένων και την ανάπτυξη κοινών εργαλείων επεξεργασίας [12]. Οι πιο βασικές 

προϋποθέσεις που πρέπει να πληρούν τα δεδομένα είναι οι εξής: 

 Να συνοδεύονται από τα μη επεξεργασμένα δεδοµένα ανάλυσης εικόνας 

για κάθε υβριδισµό (π.χ. *.CEL αρχεία της Affymetrix). 

 Να περιλαµβάνουν τα τελικά κανονικοποιηµένα δεδοµένα για όλους τους 

υβριδισµούς του πειράµατος. 

 Να υπάρχει βασικός σχολιασµός των δειγµάτων συµπεριλαµβανοµένου 

των πειραµατικών συνθηκών και των τιµών τους (π.χ. ουσία και δόσεις σε 

πείραµα απόκρισης σε ουσία). 

 Να κατατίθεται ο πειραµατικός σχεδιασµός (π.χ. ποιο αρχείο δεδοµένων 

αντιστοιχεί σε κάθε δείγµα, ποιοι υβριδισµοί είναι τεχνικής φύσεως, ποιοι 

αφορούν επαναλήψεις κλπ). 

 Να υπάρχει ικανοποιητικός σχολιασµός της µικροσυστοιχίας (π.χ. 

αναγνωριστικά γονιδίων, συντεταγµένες πάνω στο γονιδίωµα, αλληλουχίες 

των probes ή ο αριθµός καταλόγου τους στις εµπορικές µικροσυστοιχίες). 

 Να κατατίθενται τα απαραίτητα εργαστηριακά πρωτόκολλα αλλά και τα 

πρωτόκολλα επεξεργασίας (π.χ. ποια µέθοδος κανονικοποίησης 

χρησιµοποιήθηκε για να εξαχθούν τα τελικά επεξεργασµένα δεδοµένα). 

 

 

 

 

 

http://www.fged.org/
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1.1.4. Τύποι μικροσυστοιχιών 

 

1.1.4.1. Ολιγονουκλεοτιδικές in situ DNA μικροσυστοιχίες 

 

Αυτός ο τύπος μικροσυστοιχιών αποτελείται από συγκεκριμένες 

ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες που συντίθενται in situ πάνω σε σταθερή επιφάνεια 

με χρήση φωτοευαίσθητων υποστρωμάτων και φωτολιθογραφικών πλακών. Στις in 

situ ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες εφαρμόζεται ο μονοχρωματικός 

υβριδισμός (αναφέρονται και ως μονοκάναλες – single channel) δεδομένου ότι μόνο 

ένα δείγμα σημαίνεται με κατάλληλη χρωστική και υβριδοποιείται στο υπόστρωμα της 

μικροσυστοιχίας κάθε φορά.  

Πρωτοπόρος της βιομηχανίας αυτού του τύπου μικροσυστοιχιών υπήρξε η 

εταιρεία Affymetrix που εισήγαγε τις μικροσυστοιχίες υψηλής πυκνότητας 

ολιγονουκλεοτιδίων (>1.00.000 θέσεις καταγραφής φθορισμού και >70.000 κλώνους), 

γνωστές ως GeneChip (Εικόνα 1) που θα μας απασχολήσουν στην παρούσα εργασία. 

Τα ολιγονουκλεοτίδια είναι μικρού μήκους, 11-50 βάσεις, αλληλουχίες DNA (στις 

πλατφόρμες GeneChip της Affymetrix έχουν μέγεθος 25 βάσεις). Συγκεκριμένα, κάθε 

γονίδιο πάνω στη μικροσυστοιχία αντιπροσωπεύεται από διαφορετικά probes και 

ενσωματώνει τη στρατηγική ανιχνευτών πλήρους/ελλιπούς ταύτισης (Perfect 

Match/MisMatch probes). Σύμφωνα με αυτή τη στρατηγική για κάθε ανιχνευτή που έχει 

σχεδιαστεί για να είναι πλήρως συμπληρωματικός (Perfect Match, PM) με την 

ακολουθία στόχο, υπάρχει ένας ακόμα πανομοιότυπος, εκτός από μία μόνο βάση 

(MisMatch, MM) στην αλληλουχία, η οποία εντοπίζεται ακριβώς στο κέντρο της 

αλληλουχίας του ανιχνευτή (Εικόνα 2). Αυτά τα ζεύγη ανιχνευτών χρησιμεύουν στην 

ποσοτικοποίηση και αφαίρεση ψευδών σημάτων που οφείλονται σε μη ειδική ή 

διασταυρούμενη υβριδοποίηση, δίνοντας έτσι μια εκτίμηση του θορύβου που 

προκύπτει από αυτά τα φαινόμενα. Βασικό πλεονέκτημα αυτού του τύπου 

μικροσυστοιχίας σε σχέση με τις cDNA διχρωματικές μικροσυστοιχίες είναι ότι παρέχει 

τη δυνατότητα πραγματοποίησης συγκριτικών μελετών μεταξύ διαφορετικών 

πειραμάτων ίδιας φύσης, καθώς δεν προϋποθέτει την ύπαρξη κοινού δείγματος 

αναφοράς μεταξύ πολλαπλών συνθηκών προκειμένου να χρησιμοποιηθεί σαν κοινό 

δείγμα αναφοράς. 
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Εικόνα 1. Εικόνα μιας in situ ολιγονουκλεοτιδικής μικροσυστοιχίας Affymetrix GeneChip (Πηγή: 

https://www.dkfz.de/gpcf/affymetrix-genechips). 

 

Τα βήματα που ακολουθούνται σε ένα πείραμα μικροσυστοιχιών Affymetrix 

GeneChip είναι τα εξής: 

α) Απομόνωση ολικού RNA: Ολικό RNA απομονώνεται από τα κύτταρα 

στόχους ή ιστούς χρησιμοποιώντας συμβατικά πρωτόκολλα και αξιολογείται η 

ποιότητά του.  

β) Σύνθεση Δίκλωνου cDNA: Το RNA μετατρέπεται σε cDNA χρησιμοποιώντας 

εκκινητές oligo-dT που το τέλος τους έχουν έναν υποκινητή Τ7 για τη σύνθεση του 

πρώτου κλώνου DNA. Στη συνέχεια γίνεται η σύνθεση δεύτερου κλώνου cDNA. 

γ) Μεταγραφή in vitro: Το δίκλωνο cDNA χρησιμοποιείται ως καλούπι σε μια 

αντίδραση μεταγραφής in vitro (IVT) που καταλύεται από πολυμεράση Τ7 και που 

περιέχει βιοτινυλιωμένα CTP και UTP εκτός από τα τέσσερα μη τροποποιημένα 

τριφωσφορικά ριβονουκλεοσίδια. Το βιοτινυλιωμένο συμπληρωματικό RNA (cRNA) 

καθαρίζεται από το μίγμα της αντίδρασης IVT χρησιμοποιώντας στήλες καθαρισμού 

δείγματος. Η ποσότητα και η καθαρότητα του cRNA αξιολογούνται 

φασματοφωτομετρικά. 

δ) Κατακερματισμός και υβριδισμός: Το βιοτινυλιωμένο cRNA 

κατακερματίζεται χημικά και το κατακερματισμένο cRNA προστίθεται σε ένα διάλυμα 

υβριδισμού που περιέχει αρκετά βιοτινυλιωμένα ολιγονουκλεοτίδια ελέγχου (για 

έλεγχο ποιότητας) και υβριδοποιείται σε chip μικροσυστοιχιών ολονυκτίως στους 

45°C. 

https://www.dkfz.de/gpcf/affymetrix-genechips
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ε) Ακολουθεί έκπλυση. Το προσδεδεμένο cRNA σημαίνεται με φθορισμό 

χρησιμοποιώντας στρεπταβιδίνη συζευγμένη με φυκοερυθρίνη (SAPE). Ακολουθεί 

σάρωση του πλακιδίου της μικροσυστοιχίας για την απόκτηση της εικόνας η οποία 

υφίσταται περαιτέρω επεξεργασία για την απόκτηση τιμών έντασης φθορισμού για την 

κάθε θέση (spot) της μικροσυστοιχίας. 

στ) Τέλος, πραγματοποιείται προ-επεξεργασία των τιμών έντασης της κάθε 

θέσης του τσιπ και ακολουθεί η στατιστική και οντολογική ανάλυση για τον εντοπισμό 

των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων και των λειτουργιών όπου συμμετέχουν.  

 

 
 

Εικόνα 2. Οι ολιγονουκλεοτιδικοί ανιχνευτές επιλέγονται βάσει κριτηρίων μοναδικότητας και κανόνων 

σχεδιασμού σύνθεσης. Κάθε ανιχνευτής ενός γονιδίου στην in situ µικροσυστοιχία της Affymetrix 

εκπροσωπείται από 14 ζεύγη ανιχνευτών (probe pairs) όπου κάθε ένα αποτελείται από µια ακολουθία 

25 βάσεων που υβριδοποιείται πλήρως µε την ακολουθία αναφοράς του γονιδίου (Perfect Match - 

PM) και µια με ατελή ταύτιση με την ακολουθία αναφοράς (Mismatch - MM) λόγω αλλαγής βάσης στη 

κεντρική βάση (13η θέση) [13]. 

 

Σε αυτή την κατηγορία μικροσυστοιχιών έχουν προστεθεί επίσης και άλλοι 

κατασκευαστές, όπως η εταιρεία Agilent. Οι μονοχρωματικές μικροσυστοιχίες της 

Agilent (ink-jet arrays) περιλαμβάνουν ανιχνευτές μήκους 60 ολιγονουκλεοτιδίων. 

Κάθε γονίδιο ελέγχου εκπροσωπείται συνήθως από έναν ανιχνευτή, ενώ τα διάφορα 

γονίδια αναφοράς της πλατφόρμας από περισσότερες επαναλήψεις, αν και αυτό 

μεταβάλλεται στις διάφορες πλατφόρμες που διατίθενται εμπορικά. Οι 

ολιγονουκλεοτιδικές μονοκάναλες πλατφόρμες της Agilent μπορούν να λειτουργήσουν 

και ως διχρωματικές μικροσυστοιχίες, συνδυάζοντας χαρακτηριστικά και από τις δύο 

τεχνολογίες για την κατασκευή τους. Ιδιαίτερο χαρακτηριστικό αυτών των 

μικροσυστοιχιών είναι η παροχή από τον κατασκευαστή μεταγράφων ελέγχου (RNA 

spike in) που χρησιμοποιούνται για να γίνει η βαθμονόμηση των μετρήσεων στα 
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πειράματα υβριδοποίησης στις DNA μικροσυστοιχίες. Κάθε τέτοιο μετάγραφο 

υβριδοποιείται με ένα συγκεκριμένο ανιχνευτή αναφοράς που έχει προσαρτηθεί στη 

μήτρα της μικροσυστοιχίας, βρίσκεται σε γνωστή συγκέντρωση και αναμιγνύεται με το 

προς εξέταση δείγμα. Τέλος, χρησιμοποιείται για να κανονικοποιηθούν οι μετρήσεις 

υβριδοποίησης που προκύπτουν από το πραγματικό δείγμα [14]. 

 

1.1.4.2. Μικροσυστοιχίες cDNA  

 

Ιστορικά, ο πρώτος τύπος μικροσυστοιχίας που αναπτύχθηκε ήταν οι προ-

συντιθέμενες ή τυπωμένες cDNA ή ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες από τον 

Brown στο πανεπιστήμιο του Stanford [2]. Αποτελούνται από μια σειρά 

μικροσκοπικών οπών κατάλληλα κατασκευασμένων πάνω σε γυάλινο υπόστρωμα 

(χημικά κατεργασμένο), που έχουν διάταξη πίνακα και συνιστούν τα σημεία όπου θα 

προσδεθούν οι γνωστές αλληλουχίες-ανιχνευτές DNA. Στηρίζεται στη χρήση ρομπότ 

υψηλής τεχνολογίας με μικροηλεκτρονικό χειρισμό για την τοποθέτηση τμημάτων 

cDNA ή ολιγονουκλεοτιδίων [15]. Τα μεγέθη της αλληλουχίας cDNA που περιέχονται 

στις οπές κυμαίνονται από 500 έως 2000 ζεύγη βάσεων.  

Τα κύρια βήµατα της προετοιµασίας των δειγµάτων και της εκτέλεσης ενός 

πειράµατος cDNA µικροσυστοιχίας είναι τα εξής:  

1. Αποµόνωση του ολικού RNA και πολλαπλασιασμός του µε την τεχνική της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) η οποία θα δημιουργήσει χιλιάδες 

αντίγραφα των συγκεκριµένων τµηµάτων RNA.  

2. Μετατροπή του RNA σε cDNA µε τη µέθοδο της αντίστροφης µεταγραφής 

και την βοήθεια του ενζύµου της αντίστροφης µεταγραφάσης και σήμανση του κάθε 

δείγματος [16].  

3. Σήµανση του προς εξέταση δείγµατος cDNA (π.χ. καρκινικός ιστός) µε κόκκινη 

(Cy5) και του δείγµατος ελέγχου (π.χ. φυσιολογικός ιστός) µε πράσινη (Cy3) χρωστική 

ουσία φθορισµού. Οι µικροσυστοιχίες αυτές χαρακτηρίζονται ως διχρωµατικές εξαιτίας 

της χρήσης δύο διαφορετικών χρωστικών ουσιών και της ταυτόχρονης υβριδοποίησής 

τους πάνω στο ίδιο υπόστρωµα, γεγονός που επιτρέπει την άµεση σύγκριση των 

δειγµάτων (Εικόνα 3).  

4. Υβριδισµός µε τις γνωστές αλληλουχίες-ανιχνευτών (probes) της 

µικροσυστοιχίας.  

5. Έκπλυση των αδέσµευτων κλώνων. 
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6. Σάρωση μετά από τη διέγερση των χρωστικών στο κατάλληλο μήκος 

κύματος. Οι σχετικές εντάσεις αφού αφαιρεθεί ο θόρυβος υποβάθρου 

χρησιμοποιούνται μετέπειτα για τη στατιστική ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης. 

 

 
 

Εικόνα 3. Σχηματική απεικόνιση των δύο τύπων μικροσυστοιχιών (διχρωματικές-μονοχρωματικές). Οι 

δύο μέθοδοι διαφέρουν στις διαδικασίες προετοιμασίας και σήμανσης δείγματος. Ένα τυπικό πείραμα 

μικροσυστοιχιών σαν στόχο έχει τη σύγκριση της γονιδιακής έκφρασης σε τουλάχιστον δύο 

πειραματικές συνθήκες. Στις διχρωματικές μικροσυστοιχίες, το mRNA που εξάγεται από τα 

διαφορετικά δείγματα μετατρέπεται σε cDNA που σημαίνεται χρησιμοποιώντας διαφορετική 

φθορίζουσα ουσία για το κάθε δείγμα. Αυτά τα μόρια στη συνέχεια αναμειγνύονται και 

χρησιμοποιούνται για υβριδοποίηση μίας μόνο μικροσυστοιχίας. Μετράται έπειτα η συγκριτική 

έκφραση των γονιδίων ανάμεσα στις δύο καταστάσεις. Στις μονοχρωματικές μικροσυστοιχίες, το 

mRNA από κάθε δείγμα μετατρέπεται σε cRNA (αντίγραφο RNA) σημασμένο με βιοτίνη. Κάθε cRNA 

υβριδοποιείται ξεχωριστά σε μία διαφορετική μικροσυστοιχία. Μετά τη σάρωση με λέιζερ είναι 

δυνατό να απεικονιστεί ο υβριδισμός και μετράται η απόλυτη τιμή έκφρασης για το κάθε δείγμα.  

Σημαντικό πλεονέκτημα αυτού του τύπου μικροσυστοιχίας είναι ότι μπορούν 

να τοποθετηθούν επάνω στο πλακίδιο και άγνωστες αλληλουχίες βάσεων οι οποίες 

μπορούν να απομονωθούν από cDNA βιβλιοθήκες [17]. Κατά συνέπεια, για 
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οργανισμούς για τους οποίους υπάρχει περιορισμένη γνώση της αλληλουχίας βάσεων 

των γονιδίων τους, οι cDNA μικροσυστοιχίες αποτελούν τη μοναδική επιλογή για τη 

δημιουργία προφίλ της γονιδιακής έκφρασης. 

 

1.1.4.3. Μικροσυστοιχίες μικροσφαιριδίων Illumina 

 

Οι μικροσυστοιχίες μικροσφαιριδίων της εταιρείας Illumina είναι 

μικροσυστοιχίες μακρών ολιγονουκλεοτιδίων. Μια μικροσυστοιχία αποτελείται από 

μικροσφαιρίδια διαμέτρου 3μm που είναι τοποθετημένα πάνω σε ειδική επιφάνεια. Τα 

αντίγραφα (περίπου 105) μιας συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA η οποία μας 

ενδιαφέρει προσδένονται ομοιοπολικά σε κάθε μικροσφαιρίδιο, η θέση και η ταυτότητα 

των οποίων προσδιορίζεται μέσω ειδικού αλγορίθμου [18, 19]. Οι αλληλουχίες του 

γενετικού υλικού που έχουν προσδεθεί στο σφαρίδιο έχουν μήκος 75 ζευγών βάσεων. 

Από αυτές τις θέσεις και πάλι λαμβάνονται τιμές που αντικατοπτρίζουν και 

ποσοτικοποιούν την υβδριδοποίηση σε κάθε σφαιρίδιο.  

 

1.1.5. Σάρωση μικροσυστοιχίας 

 

Οι υβριδοποιηµένες επιφάνειες των µικροσυστοιχιών σαρώνονται µε τη 

βοήθεια συνεστιακού σαρωτή ώστε να παραχθούν ψηφιακές εικόνες φθορισµού που 

αποτελεί ουσιαστικά το πρώτο ‘ακατέργαστο’ αποτέλεσμα ενός πειράματος 

μικροσυστοιχιών. Η πλειοψηφία των συνεστιακών σαρωτών βασίζεται στη διέγερση 

των φθοριζουσών ουσιών με ακτίνες λέιζερ και στην ανίχνευση του σήματος με τη 

χρήση φωτοπολλαπλασιαστικών αγωγών. Κάθε µια από τις χρησιµοποιούµενες 

χρωστικές διεγείρεται  σε συγκεκριμένο μήκος κύματος και κατά την αποδιέγερσή της 

εκπέµπει ακτινοβολία διαφορετικού µήκους κύµατος η οποία ενισχύεται από τους 

φωτοπολλαπλασιαστικούς αγωγούς που το µετατρέπουν τελικά σε ηλεκτρικό σήµα.  

Στα πειράματα μικροσυστοιχιών που παράγεται φθορισμός από 2 

διαφορετικές χρωστικές (dual channel) ο σαρωτής παράγει δύο εικόνες, µία για κάθε 

χρώµα φθορισµού. Τα ηλεκτρικά σήµατα µετατρέπονται σε ψηφιακά µε κατάλληλο 

µετατροπέα και ακολουθεί ανάλυση με κατάλληλο λογισµικό ανάλυσης εικόνας. Με τη 

διαδικασία αυτή λαμβάνουμε µια εικόνα με εντάσεις φθορισµού για κάθε 

εικονοστοιχείο (pixel). Οι µαύρες κουκίδες εµφανίζονται όταν δεν έχει επιτευχθεί 

κανενός είδους υβριδοποίηση. 

 



 
23 

 
Εικόνα 4. Συνοπτική αναπαράσταση των βημάτων που ακολουθούνται κατά τη διεξαγωγή ενός 

πειράματος μονοχρωματικών μικροσυστοιχιών GeneChip της Affymetrix. Αφού πραγματοποιηθεί η 

υβριδοποίηση οι μικροσυστοιχίες σαρώνονται με ειδικό laser σαρωτή (διέγερση της χρωστικής) (βήμα 

7). Ο φωτοπολλαπλασιαστικός αγωγός που έχει το ρόλο ανιχνευτή του σήματος ενισχύει και 

καταγράφει το σήμα (βήμα 7). Τέλος το ηλεκτρικό σήμα μετατρέπεται σε ψηφιακό και παράγεται μια 

εικόνα (βήμα 8). Η εικόνα έπειτα αναλύεται και για την θέση του κάθε ανιχνευτή λαμβάνεται μια τιμή 

έντασης (βήματα 8,9) (Αναπροσαρμογή από Dalma‐Weiszhausz et al., 2006 [20]).  

 

Το τελικό σήµα που παράγεται από τον σαρωτή όμως περιέχει θόρυβο που θα 

μπορούσε να διαχωριστεί σε δύο κύριες κατηγορίες: α) ο θόρυβος πηγής π.χ. ο 

θόρυβος των φωτονίων, η σκόνη στα πλακίδια, η επεξεργασία που έχει υποστεί το 

πλακίδιο για την διεξαγωγή του πειράματος και, β) ο θόρυβος ανίχνευσης που  αφορά 

στο θόρυβο κατά τη διαδικασία της ενίσχυσης και της ψηφιοποίησης του σήµατος. 

Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα να µην λαµβάνουµε σήµα που οφείλεται αποκλειστικά στον 

φθορισµό των δύο διαφορετικών χρωστικών ουσιών εξαιτίας της υβριδοποίησης που 

έχει επιτευχθεί, όπως θα ήταν ιδανικό, αλλά να λαμβάνουμε τελικό σήμα από µια 

συνισταµένη σηµάτων [21]. Το πρόβληµα εντείνεται όταν τα επίπεδα έκφρασης ενός 

γονιδίου είναι χαµηλά και άρα παράγεται χαµηλής εντάσεως φθορισµός. Στη 

περίπτωση αυτή είναι πολύ δύσκολο να διακριθεί από τον τοπικό θόρυβο υποβάθρου 

και δεν μπορούμε να αναγνωρίσουμε αν τελικά παρατηρείται έκφραση του γονιδίου ή 

όχι. Από την άλλη πλευρά, υψηλά επίπεδα γονιδιακής έκφρασης παράγουν υψηλής 
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εντάσεως φθορισµό που µπορεί να φθάνει το επίπεδο κορεσµού του σαρωτή οπότε 

τελικά δεν μπορούν να διακριθούν οι διαφορές στην έκφραση γονιδίων με υψηλά 

επίπεδα έκφρασης. Έτσι, όταν η ένταση των pixels είναι πάνω από το όριο ανίχνευσης 

τότε της αποδίδεται η τιµή του ανώτερου ορίου. Συνεπώς δεν υπάρχει γραµµική σχέση 

ανάµεσα στην ένταση φθορισµού και στη γονιδιακή έκφραση για όλο το φάσµα των 

ακολουθιών-στόχων, γεγονός που εισάγει θόρυβο στον υπολογισµό της γονιδιακής 

έκφρασης.  

Μια επίσης πολύ σηµαντική παράµετρος που πρέπει να ληφθεί υπόψη κατά 

την σάρωση είναι η τάση εισόδου του φωτοπολλαπλασιαστικού αγωγού που 

μετατρέπει τα φωτόνια σε ηλεκτρόνια. Θέτοντας µια ιδιαίτερα υψηλή τάση εισόδου και 

άρα μεγάλη ενίσχυση του σήματος των φωτονίων ενδέχεται να επέλθει κορεσµός και 

να αλλοιωθούν τα pixels της εικόνας. Ο χρήστης πρέπει να ρυθµίζει την τάση του έτσι 

ώστε το εικονοστοιχείο µε τη µεγαλύτερη ένταση να πάρει τιµή λίγο κάτω από το 

σηµείο κορεσµού. Η επιλογή της τάσης που θα εφαρμοστεί έχει δειχθεί όμως ότι τελικά 

δεν προκαλεί σηµαντική µεταβολή στα τελικά αποτελέσµατα εκτίµησης της γονιδιακής 

έκφρασης αφού ακολουθούν στάδια κανονικοποίησης και λογαρίθμισης που 

εξομαλύνουν τέτοιες αποκλίσεις [21].  

 

1.1.6. Ανάλυση της εικόνας 

 

Αφού δημιουργηθεί όπως περιγράφηκε ένα αρχείο εικόνας της επιφάνειας της 

μικροσυστοιχίας που σαρώσαμε,  η διαδικασία ανάλυσης της εικόνων που  έχουμε 

λάβει από τον σαρωτή ξεκινάει με την αποκοπή των επιθυμητών τμημάτων της εικόνας 

και την εφαρµογή πλέγµατος (gridding) για την χωροταξική διευθέτηση των  σημείων. 

Κατά τη διαδικασία εφαρμογής πλέγματος αποδίδονται συντεταγμένες σε κάθε µία 

από τις κουκίδες της εικόνας, πάνω στη διάταξη της µικροσυστοιχίας έτσι ώστε να 

καθοριστεί µε ακρίβεια η θέση των κουκίδων. Έτσι δηµιουργείται το «αρχείο 

πλέγµατος» το οποίο εκτός από τις συντεταγµένες κάθε κουκίδας περιέχει και 

πληροφορίες για το τι αντιπροσωπεύει. Ύστερα, πραγματοποιείται κατάτμιση της 

εικόνας (segmentation) για το διαχωρισμό των κουκίδων και τη διάκριση των pixels 

που αντιστοιχούν σε σημεία ενδιαφέροντος (foreground) και αυτών που αντιστοιχούν 

στο υπόβαθρο (background) [22]. Τέλος, εκτιμάται η ένταση φθορισµού (intensity 

extraction) η οποία έπειτα χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό της γονιδιακής 

έκφρασης.  
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Με αυτό τον τρόπο, δηµιουργείται ένα αρχείο αποτελεσµάτων (όπως για 

παράδειγμα τα αρχεία .CEL από την πλατφόρμα GeneChip της Affymetrix) που 

περιέχει τις συντεταγµένες κάθε σημείου (στήλη, γραµµή, πλέγµα), τη µέση τιµή της 

εντάσεως φθορισµού της κάθε κουκίδας της µικροσυστοιχίας, τη µέση τιµή της 

εντάσεως φθορισµού του υποβάθρου για κάθε κουκίδα, τις διαµέσους των τιµών, τις 

τυπικές αποκλίσεις καθώς και κάποια ποιοτικά χαρακτηριστικά που αφορούν στην 

κατάσταση της µικροσυστοιχίας (π.χ. γρατζουνιές, µη αξιόπιστες µετρήσεις κα). Τα 

δεδοµένα αυτά ονοµάζονται «μη επεξεργασμένα δεδοµένα» (raw data) και πρέπει να 

αναλυθούν περαιτέρω για την εξαγωγή αποτελεσμάτων. 

 

1.1.7. Προ-επεξεργασία δεδομένων μικροσυστοιχιών Affymetrix 

 

Στην ενότητα αυτή περιγράφονται τα βήματα  προ-επεξεργασίας που 

απαιτούνται κατά την ανάλυση των in situ ολιγονουκλεοτιδικών DNA μικροσυστοιχιών 

της εταιρείας Affymetrix που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη. Τα μη 

επεξεργασμένα δεδομένα (raw data) που έχουν προκύψει από πειράματα 

μικροσυστοιχιών ενσωματώνουν υψηλό ποσοστό θορύβου και μεταβλητότητας. Πριν 

προχωρήσουμε λοιπόν στη στατιστική ανάλυση, χρειάζεται να δεχθούν περαιτέρω 

επεξεργασία για να αφαιρεθεί ο τεχνικός θόρυβος (συστηματικά σφάλματα) και να 

ληφθούν πιο αξιόπιστες τιμές γονιδιακής έκφρασης. 

Στα μη επεξεργασμένα δεδομένα υπάρχει μεταβλητότητα και θόρυβος που 

μπορεί να προέρχεται από κάθε στάδιο της μέχρι τώρα διαδικασίας [23]. Βασικές 

πηγές μεταβλητότητας σε κάθε στάδιο ενός πειράματος μικροσυστοιχιών είναι οι εξής: 

Βιολογία: Υπάρχουν δύο πηγές βιολογικής μεταβλητότητας. Η μεταβλητότητα 

η οποία θέλουμε να υπάρχει στα δείγματά μας και είναι στην ουσία αυτή που 

προσπαθούμε να ανιχνεύσουμε μεταξύ βιολογικών δειγμάτων διαφορετικής 

κατηγορίας, αλλά και η μεταβλητότητα που μπορεί να υπάρχει για άλλους λόγους και 

να μην σχετίζονται με το βιολογικό ερώτημα το οποίο διερευνάται. Τέτοιου τύπου 

μεταβλητότητα εμφανίζεται επειδή σε δείγματα της ίδιας κατηγορίας το RNA μπορεί να 

προέρχεται από διαφορετικά άτομα του πληθυσμού ή κυτταρικές καλλιέργειες. 

Ενδέχεται να μην είναι συγχρονισμένος ο πληθυσμός και έτσι να παρουσιάζεται 

διαφορετικό γενετικό προφίλ ή διαφορετικό αναπτυξιακό στάδιο. Για το λόγο αυτό 

φροντίζουμε σε κάθε κατηγορία να υπάρχουν πολλαπλά δείγματα. 

Πειραματική διαδικασία: Στο πειραματικό μέρος σημαντικό ρόλο 

διαδραματίζει ο ίδιος ο τεχνικός της έρευνας, με βάση την εμπειρία του και την 
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εξειδίκευσή του, το πειραματικό πρωτόκολλο που εκτελείται, αλλά και ο εξοπλισμός 

του εργαστηρίου. Η διαδικασία ξεκινάει από την απομόνωση του RNA η οποία θα 

πρέπει να γίνει με εξαιρετική προσοχή ώστε το RNA που θα προκύψει να είναι όσο το 

δυνατόν καλύτερης ποιότητας χωρίς να έχει υποστεί αποικοδόμηση. Όσον αφορά στο 

πλακίδιο της μικροσυστοιχίας θα πρέπει να είναι ορθά κατασκευασμένο, οι 

αλληλουχίες στόχοι επί του πλακιδίου να μην περιέχουν λάθη, η μορφολογία των spots 

να είναι ομοιόμορφη και να υπάρχει αλληλεπίδραση μεταξύ DNA και υποστρώματος. 

Έπειτα, κατά την έκπλυση του πλακιδίου θα πρέπει να αποφευχθούν ζητήματα όπως 

η δημιουργία φυσαλίδων, η μη απομάκρυνση του μη-υβριδοποιημένου DNA, η 

ύπαρξη σκόνης, ο φθορισμός υποβάθρου και άλλα παρόμοια τεχνικά ζητήματα. Τη 

διαδικασία ακολουθεί η σάρωση του πλακιδίου. Κατά τη σάρωση το πλακίδιο ενδέχεται 

να μετακινηθεί, οι ρυθμίσεις του σαρωτή να διαφέρουν στην κάθε σάρωση ειδικά όταν 

πρόκειται για τις διχρωματικές μικροσυστοιχίες, να αποτυπώνεται φθορισμός 

υποβάθρου από τη γυάλινη επιφάνεια κ.α.  

Όλοι αυτοί οι παράγοντες εισάγουν μεταβλητότητα και θόρυβο που δεν 

αφορούν στο προς μελέτη βιολογικό ερώτημα και γι’ αυτό με τεχνικές προ-

επεξεργασίας των δεδομένων επιδιώκουμε να τους εξαλείψουμε. Η προ-επεξεργασία 

των δεδομένων ενός πειράματος μικροσυστοιχιών συνοψίζεται στα εξής βήματα:  

α) Διόρθωση του θορύβου υποβάθρου (background noise), αφαίρεση δηλαδή 

του εγγενούς φθορισμού που παράγεται από το ίδιο το πλακίδιο της μικροσυστοιχίας, 

δηλαδή από το φθορισμό εξαιτίας της υβριδοποίησης των νουκλεϊκών οξέων που είναι 

η τιμή που μας ενδιαφέρει. 

β) Κανονικοποίηση των δεδομένων εντός κάθε μικροσυστοιχίας (within array 

normalization) ώστε να εξουδετερωθούν συστηματικά λάθη, αλλά και κανονικοποίηση 

μεταξύ μικροσυστοιχιών (between array normalization) ώστε να ισοσταθμιστούν οι 

διασπορές μεταξύ διαφορετικών συνθηκών και να είναι αποτελεσματικότερη η 

στατιστική σύγκριση μεταξύ διαφορετικών πειραματικών συνθηκών. 

γ) Μετασχηματισμός των αριθμητικών δεδομένων του λόγου έκφρασης σε 

λογαριθμική κλίμακα με βάση το 2, ώστε να υπάρχει συμμετρική μεταχείριση των 

λόγων έκφρασης. Στις διχρωματικές cDNA μικροσυστοιχίες πραγματοποιείται και 

υπολογισμός του λόγου της έντασης, δηλαδή της έκφρασης μεταξύ των δύο καναλιών 

κάτι που δε θα αναλυθεί περαιτέρω. 

δ) Υπολογισμός της συνοπτικής τιμής έντασης που αντιστοιχεί στο κάθε 

γονίδιο αφού συνδυαστούν οι τιμές έντασης όλων των κλώνων που αντιστοιχούν στο 
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κάθε γονίδιο. Ο κάθε κλώνος χαρακτηρίζεται ως probe και το σύνολο αυτών ως probe 

set. Το κάθε probe set αντιστοιχεί σε ένα μετάγραφο, το οποίο αντιπροσωπεύει ένα 

γονίδιο. 

ε) Τέλος, πραγματοποιείται φιλτράρισμα για την εξάλειψη γονιδίων ελλιπούς 

πληροφορίας ή γονίδια στα οποία τα επίπεδα θορύβου υποβάθρου είναι υψηλά σε 

σχέση με τα επίπεδα έκφρασης. 

 

1.1.7.1. Διόρθωση υποβάθρου 

 

Το πρώτο βήµα προ-επεξεργασίας είναι η διόρθωση υποβάθρου (background) 

της έντασης του κάθε ανιχνευτή. Οι αλγόριθμοι που εφαρμόζονται για διόρθωση 

θορύβου υποβάθρου των δεδομένων των μικροσυστοιχιών της Affymetrix 

διακρίνονται σε δύο κύριες κατηγορίες: α) σε αυτές που στηρίζονται στο μοντέλο 

ανιχνευτών πλήρους ταύτισης (PM – Perfect Match) και ελλιπούς ταύτισης (MM – Miss 

Match) και, β) σε αυτές που στηρίζονται μόνο στο σήμα των ανιχνευτών πλήρους 

ταύτισης PM. Η πληροφορία που εξάγεται τόσο από τα ΡΜ δεδομένα όσο και από τα 

ΜΜ δεδομένα χρησιμεύει στην ορθή εκτίμηση της γονιδιακής έκφρασης. Οι ανιχνευτές 

MM υπάρχουν για να µετράνε τη µη ειδική σύνδεση των αντίστοιχών τους ανιχνευτών 

PM και βρίσκονται πάντα σε διπλανές θέσεις. Όταν χρησιμοποιούνται οι τιμές ΜΜ στον 

υπολογισμό θα πρέπει να αφαιρούνται από τις αντίστοιχες τους τιµές PM, ως πρώτο 

βήµα στη διαδικασία ανάλυσης. Στην πραγµατικότητα, ωστόσο, αυτό δεν λειτουργεί, 

επειδή γενικά περίπου το 30% των τιµών MM είναι στην πράξη µεγαλύτερες από τις 

αντίστοιχες τιµές PM τους. Αυτό συµβαίνει επειδή, επιπρόσθετα της µέτρησης του 

σήµατος υποβάθρου, µεγάλος όγκος του mRNA που αναγνωρίζεται από τους 

ανιχνευτές PM, τείνει να δεσµευτεί επίσης σε ανιχνευτές MM. Πολλές από τις πιο 

δηµοφιλείς µεθόδους προεπεξεργασίας χρησιμοποιούν αποκλειστικά τις τιμές PM οι 

οποίες διορθώνονται για τη µη ειδική σύνδεση χρησιµοποιώντας άλλες προσεγγίσεις. 

Για να αποφευχθεί λανθασμένη εκτίμηση της ποσοτικοποίησης λόγω 

φαινομένων θέσης οι PM ανιχνευτές του κάθε γονιδίου είναι διάσπαρτοι στη 

μικροσυστοιχία. Η ύπαρξη πολλών διαφορετικών ανιχνευτών - κλώνων για 

διαφορετικές περιοχές του ίδιου γονιδίου βελτιώνει σημαντικά το λόγο της έντασης 

σήματος ως προς το θόρυβο, καθώς συνοψίζονται για να υπολογιστεί μια μέση τιμή 

των εντάσεων των πολλαπλών θέσεων, που παρέχει ακρίβεια στην ποσοτικοποίηση 

του RNA, ενώ μειώνει δραστικά το εύρος των ψευδώς θετικών σημάτων [13]. 
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1.1.7.2. Κανονικοποίηση 

 

Το επόµενο στάδιο που ακολουθεί τη διόρθωση του υποβάθρου είναι η 

κανονικοποίηση. Ο σκοπός αυτού του βήµατος είναι από τα δεδομένα να αφαιρεθούν 

τα συστηματικά σφάλματα και ο τεχνικός θόρυβος. Υπάρχουν πάντα µικρές 

αποκλίσεις µεταξύ των διαδικασιών υβριδισµού για κάθε µικροσυστοιχία και αυτές οι 

αποκλίσεις τείνουν να οδηγούν έπειτα σε µεγάλες αποκλίσεις µεταξύ των συνολικών 

εντάσεων για διαφορετικές µικροσυστοιχίες. Για παράδειγµα, ο όγκος ενός δείγµατος, 

η ποσότητα του RNA σε ένα δείγµα, ο χρόνος που ένα δείγµα υβριδίζεται είναι 

παράγοντες που μπορούν να δημιουργήσουν σηµαντικές διακυµάνσεις. Ακόµη και 

πολύ μικρές υλικές διαφορές µεταξύ των πλακιδίων ή µεταξύ των σαρωτών που 

χρησιµοποιούνται για να σαρώσουν τις µικροσυστοιχίες, µπορεί να έχουν ισχυρή 

επίδραση στα αποτελέσµατα.  

Με άλλα λόγια, η κανονικοποίηση μπορεί να εξασφαλίσει ότι τα δεδομένα 

επιπέδων έκφρασης που προέρχονται από το κάθε δείγμα ή με άλλα λόγια πλακίδιο 

(chip) είναι συγκρίσιμα, ώστε να πραγματοποιήσουμε όσο το δυνατόν καλύτερη 

σύγκριση ομοειδών. Μελέτες έχουν δείξει ότι οι µέθοδοι κανονικοποίησης που 

χρησιµοποιούνται έχουν σηµαντική επίδραση στα τελικά αποτελέσματα διαφορικής 

έκφρασης, γι' αυτό είναι ζωτικής σηµασίας να επιλεγεί η κατάλληλη µέθοδος στην κάθε 

περίπτωση. 

 

1.1.7.3. Λογαριθμικός μετασχηματισμός δεδομένων 

 

Ένα τυπικό βήμα στην προεπεξεργασία δεδομένων μικροσυστοιχιών είναι η 

μετατροπή των τιμών σε λογαριθμική κλίμακα. Υπάρχουν διάφοροι λόγοι για τους 

οποίους ο λογαριθμικός μετασχηματισμός είναι πολύ χρήσιμος και ένας λόγος που θα 

μπορούσε να δρα αρνητικά.  

Πρώτον, οι εντάσεις φθορισμού συνήθως ακολουθούν ασύμμετρη κατανομή. 

Μαζί με τα γονίδια χαμηλής έκφρασης, υπάρχουν πολλά γονίδια που βρίσκονται κάτω 

από το όριο ανίχνευσης της τεχνολογίας. Ως αποτέλεσμα, υπάρχουν πολλές 

περισσότερες εντάσεις φθορισμού στο επίπεδο έντασης φθορισμού του υποβάθρου ή 

λίγο πάνω από το επίπεδο του υποβάθρου και πολύ λίγα γονίδια με πολύ υψηλά 

επίπεδα έκφρασης. Αυτό καθιστά δύσκολη την εκτίμηση ορισμένων στατιστικών 

παραμέτρων όπως π.χ. η μέση τιμή των δεδομένων έντασης και κατά συνέπεια των 

δεδομένων έκφρασης. Ο λογαριθμικός μετασχηματισμός των δεδομένων κάνει την 
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κατανομή της έντασης περισσότερο συμμετρική σε σχήμα «καμπάνας» (Εικόνα 5) και 

καθιστά δυνατή την εφαρμογή στατιστικών μεθόδων. 

 

 
 

Εικόνα 5. Ιστογράμματα των τιμών έντασης φθορισμού από όλες τις θέσεις ανιχνευτών ενός 
πλακιδίου. Οι τιμές στην αρχική κλίμακα (αριστερά) και μετά από λογαριθμικό μετασχηματισμό 
(δεξιά). 

 

Δεύτερον, η διακύμανση στις εντάσεις συνήθως αυξάνεται καθώς η μέση 

ένταση αυξάνεται. Η διακύμανση εξαρτάται από το μέσο όρο καθώς οι μεγαλύτερες 

εντάσεις τείνουν να είναι πιο μεταβλητές. Συνεπώς, η διακύμανση εντός των ομάδων 

(within group) -στην περίπτωσή μας του κάθε πλακιδίου- είναι υψηλότερες σε εκείνα 

τα πλακίδια όπου ο μέσος όρος είναι υψηλότερος. Αυτό αποτελεί παραβίαση της 

γενικής παραδοχής των παραμετρικών μοντέλων ότι όλες οι ομάδες θα πρέπει να 

έχουν παρόμοιες διακυμάνσεις. Καθώς ο λογαριθμικός μετασχηματισμός διορθώνει 

αυτήν την εξάρτηση της διακύμανσης από το μέσο όρο, αυξάνει τη δύναμη των 

στατιστικών δοκιμών που εφαρμόζονται στη συνέχεια, με άλλα λόγια, αυξάνει την 

πιθανότητα ανίχνευσης της πραγματικής διαφορικής έκφρασης. 

Μια ενδιαφέρουσα επίδραση που πρέπει να λαμβάνεται υπ’ όψιν, είναι ότι ο 

λογαριθμικός μετασχηματισμός μετατρέπει τα αθροιστικά αποτελέσματα σε 

πολλαπλασιαστικά αποτελέσματα. Οι βιολογικές διεργασίες των κυττάρων, όργανων 

και ολόκληρων ατόμων πιθανώς δρούν με πολλαπλασιαστικό τρόπο. Για παράδειγμα, 

το πόσες φορές διαφέρει η λογαριθμημένη έκφραση (log fold change) όταν ισούται με 

-1, αυτό αντιστοιχεί με 0,5 στην αρχική κλίμακα. Αυτό σημαίνει ότι η έκφραση έχει 

μειωθεί κατά το ήμισυ. Αντίθετα, όταν log fold change ισούται με 1 τότε αυτό 

υποδηλώνει διπλάσια έκφραση σε σχέση με  την αρχική κλίμακα. 
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1.1.7.4. Αλγόριθμοι προ-επεξεργασίας (pre-processing) 

 

1. Microarray Analysis Suite 5.0 (MAS5.0):  

 

Ο αλγόριθµος MAS5.0 είναι ο προεπιλεγμένος αλγόριθμος επεξεργασίας του 

λογισμικού που έχει αναπτυχθεί από την εταιρεία Affymetrix [24]. Αρχικά, 

πραγματοποιεί διόρθωση υποβάθρου τόσο στους ανιχνευτές PM πλήρους ταύτισης, 

όσο και στους MM (μερικής ταύτισης). Η διόρθωση υποβάθρου βασίζεται στη μέθοδο 

του σταθμισμένου μέσου. Ο σταθμισμένος μέσος υπολογίζεται δημιουργώντας ένα 

πλέγμα στη μικροσυστοιχία που τη χωρίζει σε 16 παραλληλόγραμμα ίδιου μεγέθους. 

Επιλέγεται ύστερα το 2% των χαμηλότερων εντάσεων και υπολογίζεται ο μέσος όρος 

τους με σταθμισμένο τρόπο ανάλογα με την απόσταση των 16 μέσων όρων από τον 

κάθε ανιχνευτή (Εικόνα 6). 

 

 
 

Εικόνα 6. Υπολογισμός υποβάθρου με τον αλγόριθμο MAS 5.0, χρησιμοποιώντας τον σταθμισμένο 
μέσο όρο. Η μικροσυστοιχία χωρίζεται σε 16 ίδιου μεγέθους ορθογώνια. Μια μέση ένταση υποβάθρου 
υπολογίζεται για κάθε περιοχή βάσει του χαμηλότερου 2% όλων των εντάσεων στο ορθογώνιο. Για 
κάθε ανιχνευτή, υπολογίζεται η απόσταση από το κέντρο κάθε ορθογωνίου. Στη συνέχεια 
υπολογίζεται ένας συντελεστής στάθμισης που σχετίζεται με την απόσταση. Τα χρώματα στα βέλη 
υποδεικνύουν τα σχετικά βάρη. 

 

Οι ανιχνευτές μερικούς ταύτισης χρησιμοποιούνται για την προσαρμογή της 

έντασης στους πλήρους ταύτισης ανιχνευτές. Εάν η τιµή του MM είναι µικρότερη από 

την τιµή του PM, η τιμή που προκύπτει µπορεί να χρησιµοποιηθεί άµεσα για τον 

υπολογισμό του υποβάθρου. Εάν η τιµή MM είναι µεγαλύτερη από την τιµή PM, είναι 

αδύνατο να πραγματοποιηθεί η εκτίµηση για το τυχαίο σήµα της έντασης του PM. 

Μπορούµε όμως να εκτιµήσουµε µια τιμή αναφοράς βασιζόµενοι στη γνώση µας για 

όλο το σύνολο ανιχνευτών. Συγκεκριµένα, αυτή η εκτίµηση στηρίζεται, είτε στο µέσο 

λόγο µεταξύ του PM και του MM, ή (εάν και ο λόγος είναι πολύ µικρός) µια τιµή λίγο 

µικρότερη από το PM. Ωστόσο η μέθοδος, καθώς στηρίζεται σε μεγάλο βαθμό στα 
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δεδομένα των ΜΜ, έχει το μειονέκτημα ότι μπορεί να επηρεάσει σημαντικά το 

πραγματικό σήμα και να εισάγει αυξημένη μεταβλητότητα σε χαμηλών εντάσεων 

σήματα, που οφείλεται εν μέρει στον επιπλέον θόρυβο που δημιουργείται από την 

αφαίρεση των ΜΜ τιμών από τις αντίστοιχες ΡΜ τιμές, αφού αφαιρείται στην 

πραγματικότητα και ένα μέρος του πραγματικού σήματος. 

Σαν τελικό βήμα, οι τιµές έκφρασης κανονικοποιούνται ρυθµίζοντας το µέσο 

όρο των αρχικών σηµάτων της κάθε µικροσυστοιχίας µε µία προδιαγεγραµµένη τιµή. 

Ως εκ τούτου, ο MAS5.0 κανονικοποιεί τα δεδοµένα της μικροσυστοιχίας αφού πρώτα 

τα συνοψίσει (συνδυασμός όλων των τιμών των ανιχνευτών (probes) που 

αντιστοιχούν σε μια ομάδα (probe set)), και όχι πριν, όπως σε πολλούς άλλους 

αλγορίθµους [25, 26]. 

 

2. Probe Logarithmic Intensity Error Estimation (PLIER) 

 

Η Affymetrix υποστηρίζει ότι ο αλγόριθµος PLIER είναι βελτίωση του MAS5.0 

εισάγοντας υψηλότερη επαναληψιµότητα σήµατος (κατώτερος συντελεστής 

µεταβολής) χωρίς απώλεια ακρίβειας. Προσφέρει υψηλότερη ευαισθησία στις αλλαγές 

αφθονίας για στόχους κοντά στο υπόβαθρο και ισοσταθµίζει δυναµικά τους ανιχνευτές 

που περιέχουν περισσότερες πληροφορίες από ένα σύνολο δεδοµένων για τον 

προσδιορισµό του σήµατος. Ο αλγόριθµος PLIER πραγματοποιεί διόρθωση 

υποβάθρου χωρίς όμως έπειτα να κανονικοποιεί τα δεδοµένα [27]. 

 

3. DNA-Chip Analyzer (dChip)  

 

Ο αλγόριθμος dChip είναι μια παραλαγή του αλγορίθμου MAS5.0 καθώς σε 

αυτή την περίπτωση ακολουθείται διαφορετική σειρά βημάτων. Ο αλγόριθμος 

βασίζεται στη μοντελοποίηση της έντασης φθορισμού με χρήση της στατιστικής 

μεθόδου της γραμμικής παλινδρόμησης. Παρουσιάζει τα μειονεκτήματα του MAS5.0 

σε σχέση με τη μεταβλητότητα στα σήματα χαμηλής έντασης, η οποία οφείλεται στον 

επιπλέον θόρυβο που δημιουργείται από την αφαίρεση των τιμών ΜΜ από τις ΡΜ 

[28]. 
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4. Robust Multiarray Average (RMA) 

 

Ο αλγόριθµος RMA εφαρµόζει µια αµερόληπτη µέθοδο παλινδρόµησης για να 

προσδιορίσει την έκφραση των µεταγράφων-στόχων των µικροσυστοιχιών και το 

τυπικό σφάλµα (SE), βασιζόµενος αποκλειστικά στις «διορθωµένες» τιµές έντασης 

των θέσεων ανιχνευτή πλήρους ταύτισης ΡΜ και αγνοόντας τις ΜΜ τιμές [24-26]. Η 

εφαρµογή του απαιτεί την ύπαρξη τουλάχιστον δύο µικροσυστοιχιών ανά συνθήκη, αν 

και δίνει καλύτερα αποτελέσµατα όταν κάθε πειραµατική συνθήκη περιλαµβάνει 

περισσότερες από 3 µικροσυστοιχίες επανάληψης (replicates). Ο αλγόριθμος θεωρεί 

την τιμή έντασης σε κάθε θέση ως ένα συνδυασμό του φθορισμού από το υπόβαθρο 

και αυτόν του πραγματικού σήματος του υβριδισμού. Για την εφαρµογή του 

αλγόριθµου αναγκαία είναι α) η θετική κατανοµή του σήµατος (μόνο θετικές τιμές 

έντασης επιτρέπονται) και β) κάθε µικροσυστοιχία να έχει κοινό µέσο επίπεδο 

υποβάθρου. Η διόρθωση του υποβάθρου εφαρµόζεται ξεχωριστά σε κάθε 

µικροσυστοιχία (πλακίδιο) που συμμετέχει στη μελέτη.  

Η µέθοδος κανονικοποίησης που εφαρµόζεται ακολούθως είναι µια µη-

παραµετρική µέθοδος κανονικοποίησης που ονοµάζεται «Κανονικοποίηση 

Ποσοστημορίου» (Quantile Normalization) [24] και η οποία κανονικοποιεί οριζόντια 

όλες τις µικροσυστοιχίες ώστε να έχουν την ίδια κατανοµή διορθώνοντας πιθανές 

αποκλίσεις που υπάρχουν µεταξύ τους. Με τη µέθοδο αυτή θεωρούμε ότι η κατανομή 

της αφθονίας των µεταγράφων-στόχων είναι σχεδόν ίδια σε όλα τα δείγµατα. Για να το 

επιτύχει αυτό, συγκρίνει τα επίπεδα έκφρασης των ακολουθιών-στόχων ανάµεσα στα 

arrays για διάφορα ποσοστηµόρια. Αρχικά, δηµιουργείται µια συνολική κατανοµή της 

έντασης των ανιχνευτών (probes) απ’ όλες τις µικροσυστοιχίες η οποία 

αντιπροσωπεύει την κατανοµή έκφρασης µιας θεωρητικής «µικροσυστοιχίας 

αναφοράς» (reference chip). Στη συνέχεια, για κάθε πραγµατική µικροσυστοιχία 

υπολογίζεται για κάθε τιµή έντασης ανιχνευτή το ποσοστηµόριο της πάνω στην 

συνολική κατανοµή της έντασης των ανιχνευτών µε σκοπό η αρχική τιµή να 

µετασχηµατιστεί στην τιµή του ποσοστηµορίου που προέκυψε πάνω στην 

µικροσυστοιχία αναφοράς. Η μέθοδος είναι αρκετά αποτελεσματική ως προς τη 

μείωση της μεταβλητότητας των μεταγράφων χαμηλής συγκέντρωσης και διακρίνει 

καλύτερα τα μετάγραφα που παρουσιάζουν διαφορική έκφραση από αυτά που 

παραμένουν σταθερά [29]. Την κανονικοποίηση ακολουθεί ο λογαριθμικός 

μετασχηματισμός των τιμών με βάση το 2 (log2 transformation). 
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Το τελικό βήμα της μεθόδου RMA είναι να συνοψίσει τους ανιχνευτές (probes) 

σε μια τιμή έκφρασης. Όλοι οι ανιχνευτές που αντιστοιχούν σε ένα γονίδιο (probe set), 

που είναι 11-20 σε αριθμό στις μικροσυστοιχίες της Affymetrix, πρέπει να συνοψιστούν 

σε μια τιμή που θα αποτελεί την τιμή έκφρασης του συνόλου των ανιχνευτών που 

αντιστοιχούν σε ένα γονίδιο στη μικροσυστοιχία. 

 

5. GeneChip - Robust Multiarray Average (GC-RMA) 

 

Ο αλγόριθμος GC-RMA, βασίζεται σε µεγάλο βαθµό στον RMA και στην 

πραγµατικότητα διαφέρει µόνο στο βήµα διόρθωσης υποβάθρου όπου χρησιµοποιεί 

τις ακολουθίες των ανιχνευτών για να εκτιµηθεί το υπόβαθρο καλύτερα. Επίσης, οι 

ανιχνευτές ΜM ρυθµίζονται ανάλογα µε την συγγένεια των ανιχνευτών και µετά οι τιµές 

τους αφαιρούνται από τους ανιχνευτές PM. Αυτό οδηγεί σε βελτιωµένη στόχευση στην 

αναλογία µεγέθους, αλλά εις βάρος λίγο χαµηλότερης ακρίβειας. 

 

1.1.7.4. Φιλτράρισμα 

 

Ένα σημαντικό βήμα στην προ-επεξεργασία των δεδομένων αποτελεί το 

φιλτράρισμα που ως στόχο έχει στην αποµάκρυνση των λιγότερο αξιόπιστων 

σημάτων υβριδοποίησης. Οι μικροσυστοιχίες μπορούν να μετρήσουν ταυτόχρονα την 

έκφραση των γονιδίων ολόκληρου του γονιδιώματος. Σε ένα δεδομένο πείραμα όμως, 

είναι βέβαιο ότι δεν αλλάζει η έκφραση των γονιδίων ολόκληρου του γονιδιώματος. 

Πρώτα απ' όλα, δεν αναμένεται να εκφράζονται όλα τα γονίδια. Δεύτερον, μεταξύ των 

εκφρασμένων γονιδίων, μόνο ένα μικρό κλάσμα αναμένεται να εκφραστεί διαφορικά 

από τις διαφορετικές συνθήκες που χρησιμοποιούνται στη μελέτη [30]. 

Χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι η περίπτωση γονιδίων των οποίων τα επίπεδα 

έκφρασης ενώ διατηρούνται σταθερά από πείραµα σε πείραµα µπορεί να εµφανίζουν 

διακύµανση λόγω θορύβου. Αν αυτά τα γονίδια δεν φιλτραριστούν και 

αποµακρυνθούν, ο θόρυβός αυτός µπορεί να πολλαπλασιαστεί στα επόμενα βήματα 

επεξεργασίας και να ερµηνευτεί στη συνέχεια σαν πραγµατικό σήµα.  

Μπορεί κανείς να χρησιμοποιήσει διάφορες μεθόδους φιλτραρίσματος που 

δρουν σε διάφορα επίπεδα. Πολλές μέθοδοι έχουν σχεδιαστεί για να υποδείξουν 

αµφισβητήσιµα ή χαµηλής ποιότητας δεδοµένα, ενώ άλλοι χρησιµοποιούνται για να 

προσδιορίσουν διαφορικά εκφρασµένα γονίδια ή για να ενισχύσουν ένα συγκεκριµένο 
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χαρακτηριστικό των δεδοµένων. Για παράδειγμα, το φιλτράρισμα με βάση την ένταση 

πραγματοποιείται για να εντοπιστούν και να αφαιρεθούν probes ή probe sets χαµηλής 

τιµής έντασης. Αυτές οι τιμές θεωρούνται λιγότερο αξιόπιστες καθώς η τιμή τους 

πλησιάζει σε μεγάλο βαθμό αυτή του υποβάθρου και πιθανώς τα γονίδια αυτά να μην 

εκφράζονται. Η επιλογή της μεθόδου που θα χρησιμοποιήσει κανείς εξαρτάται από το 

σχεδιασµό του συγκεκριµένου πειράµατος και θα πρέπει πάντα να υπάρχει ισορροπία 

ανάµεσα στην ποιότητα και την ποσότητα των δεδοµένων που θα χρησιµοποιηθούν 

για περαιτέρω ανάλυση. Το φιλτράρισμα αν και θα πρέπει να πραγματοποοιείται με 

προσοχή για να μην αφαιρεθούν πληροφοριακά στοιχεία από τα δεδομένα, αυξάνει 

πολύ την ευαισθησία της ανάλυσής μας και μειώνει τον μεγάλο όγκο των δεδομένων 

πράγμα που κατά την πραγματοποιήση στατιστικών ελέγχων βελτιώνει το πρόβλημα 

των πολλαπλών ελέγχων και την ανάγκη για πολύ μεγάλη υπολογιστική μνήμη. 

 

1.1.7.5. Οπτικοποίηση και ποιοτικός έλεγχος των δεδομένων 

 

O ποιοτικός έλεγχος των δεδομένων μπορεί να πραγματοποιηθεί σε διάφορα 

στάδια της προ-επεξεργασίας των δεδομένων ώστε να ελεγχθεί η επίδραση των  

μεθόδων που χρησιμοποιούνται (π.χ. κανονικοποίηση, λογαριθμικός 

μετασχηματισμός κ.α.) αλλά και να οπτικοποιηθεί το σύνολο των τιμών έντασης των 

δειγμάτων υπό μελέτη. Μπορούμε με αυτό τον τρόπο να εντοπίσουμε π.χ. δείγματα 

με πολύ χαμηλό επίπεδο φθορισμού στο σύνολο των ανιχνευτών τους που πιθανώς 

οφείλεται σε αποικοδομημένο RNA και να αποκτήσουμε μια πρώτη ολοκληρωμένη 

εικόνα για το πείραμα μας. Η οπτικοποίηση των τιμών πραγματοποιείται με την 

κατασκευή κατάλληλων διαγραμμάτων βασικότερα από τα οποία είναι: 

 

α) Θηκόγραμμα (boxplot): Το θηκόγραμμα αποτελεί το βασικό διάγραμμα που 

δίνει μια συνολική εικόνα για την κατανομή των τιμών της έκφρασης των γονιδίων σε 

μια μικροσυστοιχία. Χρησιμοποιείται κυρίως για μια γρήγορη σύγκριση των 

κατανομών των εντάσεων μεταξύ των δειγμάτων του πειράματος. Στο θηκόγραμμα η 

κατανομή των τιμών έντασης της κάθε μικροσυστοιχίας (δηλαδή του κάθε πλακιδίου ή 

αλλιώς του κάθε δείγματος) απεικονίζεται με ένα ορθογώνιο παραλληλόγραμμο όπου 

περιέχεται το 50% των τιμών που βρίσκονται γύρω από τη διάμεσο τιμή (2ο και 3ο 

τεταρτημόριο) η οποία υποδεικνύεται με μια οριζόντια γραμμή στο εσωτερικό του 

ορθογωνίου. Το άνω άκρο του ορθογωνίου και πάνω αντιπροσωπεύει το 75% των 

τιμών και πάνω (4ο τεταρτημόριο) μέχρι την οριζόντια γραμμή που αντιπροσωπεύει τη 
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μεγαλύτερη τιμή έντασης της κατανομής. Αντιστοίχως, το κάτω άκρο του ορθογωνίου 

οριοθετεί το 25% των τιμών και και κάτω (1ο τεταρτημόριο) από αυτό μέχρι την 

οριζόντια γραμμή που αντιπροσωπεύει τη μικρότερη τιμή έντασης. Αν υπάρχουν και 

άλλες τιμές εκτός των οριακών τιμών, αυτές δηλώνονται επιπλέον, συνήθως με 

αστερίσκους ή κουκκίδες.  

 

 

 

 
 

Εικόνα 7. Παράδειγμα θηκογράμματος ενός τυχαίου συνόλου δεδομένων μικροσυστοιχιών πριν την 
κανονικοποίηση. Εξετάζοντας τα θηκογράμματα όλων των δειγμάτων στο σύνολο δεδομένων μπορεί 
κανείς να εντοπίσει μικρές διαφορές στις κατανομές τους.  Ένα μόνο δείγμα παρουσιάζει ελαφρώς 
διαφορετική κατανομή εντάσεων σε σύγκριση με τα άλλα δείγματα, το δείγμα Array 7 που φαίνεται 
να έχει συνολικά χαμηλότερες εντάσεις. Αυτή όμως η διαφορά πιθανώς οφείλεται σε κάποιο 
συστηματικό σφάλμα (τεχνικός θόρυβος) και μετά την κανονικοποίηση θα εξομαλυνθεί. 

 

β) Ιστόγραμμα (histogram): Ένα ιστόγραμμα απεικονίζει πόσο συχνά 

συναντώνται ορισμένες τιμές μιας (συνεχούς) μεταβλητής στα δείγματα. Αρχικά διαιρεί 

τη συνεχή μεταβλητή σε ομάδες τιμών και στη συνέχεια υπολογίζει το ποσοστό 
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δειγμάτων που εμπίπτουν σε κάθε κατηγορία. Επομένως, ένα ιστόγραμμα δείχνει τη 

συχνότητα κατανομής της μεταβλητής. Υπάρχουν όμως και περιπτώσεις όπου 

χρησιμοποιείται η σχετική συχνότητα ή η πυκνότητα. Για παράδειγμα, μπορούμε αν το 

εφαρμόσουμε στις τιμές έντασης μιας μικροσυστοιχίας να δούμε ποιά τιμή έντασης 

είναι η πιο συχνή σε μια μικροσυστοιχία (Εικόνα 8). 

 

 
Εικόνα 8. Ιστόγραμμα πυκνότητας των τιμών έντασης (οι οποίες έχουν μετασχηματιστεί λογαριθμικά) 
για το κάθε γονίδιο μιας μικροσυστοιχίας. Η ψηλότερη μπάρα αντιπροσωπεύει το εύρος τιμών της 
έντασης όπου αντιστοιχούν τα περισσότερα γονίδια της μικροσυστοιχίας. Το ύψος της μπάρας σε αυτή 
την περίπτωση υπολογίζεται έτσι ώστε το συνολικό εμβαδό από όλες τις ράβδους να ισούται με 1 και 
δεν αντιστοιχεί στη συχνότητα όπως συνήθως. Στη συγκεκριμένη περίπτωση η τιμή έντασης στα 
περισσότερα γονίδια της μικροσυστοιχίας είναι μεταξύ 5.3 - 5.4. 

 

γ) Διάγραμμα πυκνότητας (density plot): Τα διαγράμματα πυκνότητας μπορούν 

στην πράξη να θεωρηθούν ως μια παραλλαγή των ιστογραμμάτων που έχουν υποστεί 

εξομάλυνση. Η ομαλότητα της τελικής καμπύλης ελέγχεται από μια παράμετρο, το 

εύρος της ζώνης που είναι ανάλογη με το εύρος της κάθε μπάρας στο ιστόγραμμα. Οι 

κορυφές ενός διαγράμματος πυκνότητας βοηθούν στο να τονιστεί το διάστημα όπου 

συγκεντρώνονται οι περισσότερες τιμές, καθώς επίσης είναι καλύτερα στον 

προσδιορισμό του σχήματος της κατανομής επειδή σχηματίζεται μια συνεχής γραμμή 

χωρίς να διακόπτεται από ράβδους όπως στο ιστόγραμμα. Τα περισσότερα 

διαγράμματα πυκνότητας χρησιμοποιούν ένα μη παραμετρικό τρόπο (Kernel Density 

Estimation - KDE) για την εκτίμηση της συνάρτησης πυκνότητας πιθανότητας της 

μεταβλητής. 
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Εικόνα 9. Διάγραμμα πυκνότητας ενός συνόλου δεδομένων μικροσυστοιχιών. Κάθε καμπύλη στο 
γράφημα απεικονίζει τα δεδομένα ενός δείγματος. Ο άξονας Y ουσιαστικά υποδηλώνει το πόσο συχνά 
τα mRNA έχουν μια ορισμένη ένταση όπως φαίνεται από τον άξονα X. 

 

δ) Ανάλυση των κύριων συνιστωσών (Principle Component Analysis - PCA): 

Το διαγράμματα ανάλυσης κυρίων συνιστωσών χρησιμοποιείται κυρίως για την 

αναζήτηση μη τυχαίων συσχετίσεων μεταξύ των δειγμάτων οι οποίοι δεν αποτελούν 

βιολογικά ευρήματα αλλά έχουν προκύψει λόγο σφαλμάτων στις τεχνικές διαδικασίες 

(εντοπισμός outliers) και αποτελούν πληροφορία-θόρυβο. 

Η ανάλυση κυρίων συνιστωσών ανήκει στις τεχνικές μείωσης διαστάσεων των 

δεδομένων μας. Έχει ως στόχο να αναδείξει τις κυριότερες διαφορές μεταξύ των 

στοιχείων μιας δομής δεδομένων (συνήθως των δειγμάτων), οι οποίες έχουν προκύψει 

από τα πειράματα μικροσυστοιχιών, μειώνοντας και παρουσιάζοντας τα 

χαρακτηριστικά τους που ευθύνονται για τη μεγαλύτερη ποικιλομορφία του δείγματος. 

Οι τεχνικές αυτές βασίζονται σε μια σταδιακή μεγιστοποίηση της διασποράς των 

επιμέρους τιμών που χαρακτηρίζουν τα στοιχεία. 

Η κύρια συνιστώσα που συμπικνώνει το μεγαλύτερο ποσοστό της 

μεταβλητότητας μεταξύ των στοιχείων μας ουσιαστικά αντιπροσωπεύει κάποιο  
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παράγοντα που διαχωρίζει τα στοιχεία μας. Ιδανικά θα θέλαμε ο παράγοντας αυτός 

να διαχωρίζει τα δείγματα μας με βάση της συνθήκες που θέλουμε να μελετήσουμε και 

άρα να είναι αυτός στον οποίο οφείλεται το μεγαλύτερο ποσοστό της μεταβλητότητας. 

 

1.1.8. Στατιστική ανάλυση 

 

Ο βασικός στόχος στις μελέτες μικροσυστοιχιών είναι ο εντοπισμός των 

γονιδίων με αλλαγμένη έκφραση υπό συγκεκριμένες βιολογικές καταστάσεις. Για το 

σκοπό αυτό, εκτιμάται η διαφορά στα επίπεδα έκφρασης μεταξύ των συνθηκών, και 

ελέγχεται εάν οι παρατηρούμενες διαφορές είναι στατιστικά σημαντικές. Ιδανικά κατά 

την επιλογή των στατιστικών μεθόδων θα πρέπει να λαμβάνονται υπ’ όψιν οι 

εξαρτήσεις που μπορεί να υπάρχουν μεταξύ των γονιδίων και το γεγονός ότι δεν 

αποτελούν ανεξάρτητες μεταξύ τους παρατηρήσεις, το γεγονός ότι όλα τα γονίδια δεν 

αλλάζουν με τον ίδιο ρυθμό ως απόκριση σε ένα ερέθισμα αλλά και επίσης ότι σε 

χαμηλές εντάσεις μπορεί να παρατηρείται σημαντική μεταβλητότητα. 

Σημαντικός επίσης στη στατιστική προσέγγιση που επιλέγεται και στον τρόπο 

που εφαρμόζεται είναι ο πειραματικός σχεδιασμός της κάθε μελέτης. Μπορεί να 

υπάρχουν δύο πειραματικές συνθήκες ή πολλές, οι συνθήκες μπορεί να είναι 

ανεξάρτητες ή να σχετίζονται μεταξύ τους κατά κάποιον τρόπο (όπως π.χ. να έχουν 

χρονολογική σειρά), ή μπορεί να υπάρχουν πολλοί διαφορετικοί συνδυασμοί 

πειραματικών μεταβλητών [31]. Επαναλήψεις στην κάθε συνθήκη, εάν υπάρχουν, 

μπορεί να είναι δείγματα από διαφορετικά ζώα ή επαναλαμβανόμενες υβριδοποιήσεις 

των ίδιων δειγμάτων.  

Τέλος, ένα σημαντικό ζήτημα στην ανίχνευση διαφορικά εκφρασμένων 

γονιδίων είναι το πρόβλημα των πολλαπλών δοκιμών. Λόγω του μεγάλου αριθμού 

δοκιμών που διεξάγονται (όσα είναι τα γονίδια), μπορεί να οδηγηθούμε σε μεγάλο 

αριθμό ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων. Η διόρθωση του στατιστικού αποτελέσματος 

και η επιλογή αυξάνει την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων όμως θα πρέπει να 

εφαρμόζεται και πάλι με προσοχή γιατί μειώνοντας το σφάλμα τύπου Ι (ψευδώς θετικά 

αποτελέσματα) μπορεί να οδηγήθούμε στην μεγένθυση του σφάλματος τύπου ΙΙ 

(ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα) με συνέπεια την απώλεια χρήσιμης πληροφορίας.  

 

 

 

 

 



 
39 

1.1.8.1. Βασικές στατιστικές δοκιμασίες 

 

Υπάρχουν πολλά διαφορετικά στατιστικά τεστ για τον εντοπισμό των γονιδίων 

με διαφορική έκφραση ανάμεσα στις διάφορες συνθήκες. Για να εξετασθεί η διαφορική 

έκφραση, αρχικά διατυπώνεται μία μηδενική υπόθεση (null hypothesis) για το κάθε 

γονίδιο της μικροσυστοιχίας, βάση της οποίας αυτό το γονίδιο δεν παρουσιάζει 

διαφορική έκφραση. Αυτή η υπόθεση δοκιμάζεται έναντι της υπόθεσης ελέγχου, ότι 

δηλαδή υπάρχει διαφορά στην έκφραση του γονιδίου ανάμεσα στις διαφορετικές 

καταστάσεις. Παρά τον πλούτο των διαθέσιμων μεθόδων, για πολλά χρόνια υπήρχε 

προτίμηση σε δύο από τις παλαιότερες προσεγγίσεις, την εκτίμηση του fold change 

και το t-test, λόγω της απλότητας της εφαρμογής και της ερμηνείας τους. Πλέον οι νέες 

μελέτες όμως έχουν δείξει [32] ότι οι νέας γενιάς στατιστικές δοκιμασίες και 

παραλλαγές του t-test, βελτιώνουν την ποιότητα των αποτελεσμάτων των διαφορικά 

εκφρασμένων γονιδίων που λαμβάνονται. Οι βασικότερες στατιστικές δοκιμασίες 

περιγράφονται παρακάτω. 

 

α) Έλεγχος του Student (Student' s t-test): 

 

Αυτή η στατιστική δοκιμασία χρησιµοποιεί το στατιστικό µέτρο t το οποίο 

αποτελεί κριτήριο ελέγχου για το λόγο σήµα/θόρυβος για κάθε γονίδιο, συγκρίνοντας 

τα επίπεδα έκφρασής του για τις δύο διαφορετικές συνθήκες που µελετώνται. 

Προϋπόθεση για την εφαρμογή του t-test είναι να υπάρχει κανονική κατανομή των 

τιμών των εντάσεων, να μη διαφέρει πολύ η διακύμανση, και να υπάρχει ο ίδιος 

αριθμός μετρήσεων σε κάθε κατάσταση. Θεωρώντας δύο καταστάσεις 1 και 2, τότε το 

μέτρο t-test ισούται με: 

 

 
Εικόνα 10. Γραφική απεικόνιση του απλού ελέγχου t-test. Φαίνονται οι κατανομές των παρατηρήσεων 
στις δύο καταστάσεις και η σύγκριση που πραγματοποιείται για το υπολογισμό της τιμής t-value.  
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Όπου, X είναι η μέση τιμή των παρατηρήσεων στην κάθε συνθήκη (Χ1, Χ2), S 

η τυπική απόκλιση από τη μέση τιμή S1 και S2 για την κάθε κατάσταση αντίστοιχα, και 

n ο αριθμός των παρατηρήσεων. Ετσι λοιπόν 3 είναι οι βασικές παράμετροι για το t-

test: 

1. Η διαφορά των μέσων τιμών των εντάσεων στις δύο καταστάσεις που στην 

πράξη ισούται με το λογάριθμο του λόγου των εντάσεων (fold change). Μεγαλύτερη 

απόλυτη τιμή fold change αυξάνει το αποτέλεσμα του κριτηρίου t, πράγμα που 

σημαίνει ότι υπάρχει πιο σημαντική διαφορά στην έκφραση.  

2. Η διακύμανση (S2). Όσο αυξάνεται η διακύμανση τόσο η στατιστική 

σημαντικότητα μειώνεται πράγμα που σημαίνει ότι τα γονίδια με το ίδιο fold change 

αλλά μικρότερη διακύμανση θα είναι πιο στατιστικώς σημαντικά διαφοροποιημένα. 

3. Ο αριθμός των μετρήσεων (n). Μεγαλύτερος αριθμός μετρήσεων οδηγεί σε 

στατιστικά σημαντικότερα αποτελέσματα παρόλο που μπορεί να είναι ίδιες οι 

διακυμάνσεις, o αριθμός των γονιδίων ή το fold change. Καθώς, ο υπολογισμός του 

σήματος και του θορύβου είναι πιο ακριβής και αντιπροσωπευτικός όταν υπάρχει 

μεγαλύτερος αριθμός μετρήσεων. 

Καθώς όμως, σε πειράματα μικροσυστοιχιών ο αριθμός των δειγμάτων είναι 

μικρός, τα αποτελέσματα του απλού t-test δεν είναι τόσο αξιόπιστα [33]. Γι’ αυτό το 

λόγο χρησιμοποιούνται παραλλαγές του κλασσικού t-test όπως το ‘ελεγχόμενο’ t-test 

(moderated t-statistics) που ενσωματώνει εμπειρικά μοντέλα - Bayes models. Με αυτό 

τον τρόπο το τυπικό σφάλμα προσαρμόζεται για το κάθε γονίδιο συνδυάζοντας την 

πληροφορία μετρήσεων από το εκάστοτε γονίδιο και το σύνολο όλων των υπόλοιπων 

γονιδίων. Με τον τρόπο αυτό αυξάνονται οι βαθμοί ελευθερίας. Οι βαθμοί ελευθερίας 

που προστίθενται αντανακλούν την επιπλέον πληροφορία που υπάρχει ανάμεσα στα 

γονίδια, η οποία χρησιμοποιείται για να βγει το αποτέλεσμα για το κάθε ένα γονίδιο 

[34, 35]. Ετσι, το συμπέρασμα που βγαίνει είναι πολύ πιο αξιόπιστο ειδικά όταν έχουμε 

μικρό αριθμό επαναλήψεων. 

Ακολουθεί ο υπολογισμός του p-value που δίνει τελικά την απάντηση αν είναι 

στατιστικά σημαντικές οι διαφορές που παρατηρούμε. Η τιμή του p-value είναι η 

πιθανότητα να παρατηρούμε ένα τέτοιο αποτέλεσμα στο t-test κατά τύχη, δηλαδή να 

ισχύει η μηδενική υπόθεση και άρα να μην υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά. 

Όσο μικρότερη η τιμή του p-value τόσο μικρότερη αυτή πιθανότητα και άρα πιο 

σημαντική η διαφορά που παρατηρούμε. Σε τέτοιες μελέτες συνήθης είναι η επιλογή 

του 0.05 σαν κατώφλι του p-value (p ≤ 0.05) που σημαίνει ότι υπάρχει τουλάχιστον 
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95% πιθανότητα ή και περισσότερο τα επίπεδα έκφρασης ενός γονιδίου να διαφέρουν 

μεταξύ των δύο συνθηκών. 

 

β) ANOVA (Analysis Of Variance):  

 

Η ανάλυση διασποράς (ANOVA) είναι µια µέθοδος που χρησιµοποιείται 

κυρίως για να µελετηθεί η διακύµανση αρκετών πειραµατικών µεταβλητών 

(ανεξάρτητες µεταβλητές) ή αρκετά επίπεδα διακύµανσης µιας µεταβλητής 

(ανεξάρτητη µεταβλητή). Οι ανεξάρτητες µεταβλητές µπορεί να αφορούν ποιοτικά 

(ασυνεχή) δεδοµένα (π.χ. ηλικιακές κλάσεις «νεαρά», «μεσήλικα», «γηρασμένα») ενώ 

η εξαρτηµένη µεταβλητή όπως π.χ. οι τιµές γονιδιακής έκφρασης, αποτελεί πάντα µια 

ποσοτική (συνεχής) µεταβλητή.  

Σε περιπτώσεις που έχουμε περισσότερες από δύο ομάδες – συνθήκες ο 

στατιστικός έλεγχος t-test δεν µπορεί πλέον να εφαρµοστεί. Τότε εφαρµόζεται η 

ανάλυση διασποράς κατά ένα παράγοντα (one-way ANOVA). Η µηδενική υπόθεση σε 

αυτή την περίπτωση που εξετάζεται είναι ότι οι τρεις πληθυσμοί είναι μεταξύ τους ίδιοι 

και δεν διαφέρουν, δηλαδή ότι δεν υπάρχει διαφορά των µέσων τιµών µεταξύ των 

δειγµάτων του κάθε πληθυσμού. 

Η ANOVA διαχωρίζει ουσιαστικά τη συνολικά παρατηρούμενη διακύμανση 

στην έκφραση μεταξύ των δειγμάτων σε δύο μέρη. Το ένα μέρος αφορά στη 

διακύμανση που υπάρχει μεταξύ των διαφορετικών ομάδων (between group) και το 

άλλο μέρος αφορά στη διακύμανση που παρατηρείται εντός της κάθε ομάδας (within 

group). Οπότε, εξετάζεται εαν εντοπίζονται σημαντικές διαφορές στις μέσες τιμές 

έκφρασης στην κάθε κατάσταση ελέγχοντας το λόγο της διακύμανσης μεταξύ των 

καταστάσεων προς τη διακύμανση στην ένταση που παρατηρείται στην κάθε 

κατάσταση. Όσο μεγαλύτερος ο λόγος αυτός τόσο μεγαλύτερες διαφορές υπάρχουν 

μεταξύ των δύο καταστάσεων και άρα μπορούμε να απορρίψουμε τη μηδενική 

υπόθεση και να δεχτούμε ότι παρατηρείται διαφορική έκφραση των γονιδίων. 
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Εικόνα 11. Κατανοµές της έντασης ενός γονιδίου σε τρεις διαφορετικές καταστάσεις. Φαίνονται οι 
µέσες τιµές της κάθε κατανοµής (μ1, μ2, μ3), και η συνολική µέση τιµή GRAND mean (μ) όλων των 
κατανοµών (μαύρη διακεκομένη γραμμή). Οι κόκκινες γραμμές δείχνουν τη διακύμανση των μέσων 
τιμών της κάθε κατανομής από τη μέση τιμή της συνολικής κατανομής που θα είχαν τα δείγματα αν τα 
θεωρούσαμε ένα γκρουπ, ενώ οι μπλέ γραμμές δείχνουν τη διακύμανση που υπάρχει στην κάθε 
ομάδα (Πηγή: https://www.bcfoltz.com).  

 

1.1.8.2. Το πρόβλημα των πολλαπλών ελέγχων  

 

Το πρόβλημα των πολλαπλών δοκιμών είναι το πρόβλημα της ύπαρξης 

αυξημένου αριθμού ψευδών θετικών αποτελεσμάτων (σφάλμα τύπου Ι) επειδή 

υπολογίζονται χιλιάδες παράµετροι (επίπεδα γονιδιακής έκφρασης) για ένα σχετικά 

µικρό αριθµό δειγµάτων. Το πρόβλημα αυτό έχει τη ρίζα του στην επιλογή επιπέδου 

σημαντικότητας. Η επιλογή των στατιστικά σημαντικών αποτελεσμάτων 

πραγματοποιείται συνήθως με κατώφλι την τιμή p-value ≤ 0.05 (δηλαδή 95% 

εμπιστοσύνη), έτσι ώστε ο ερευνητής να είναι αρκετά σίγουρος ότι τα εξαγόμενα 

συμπεράσματα είναι σωστά. Αυτό σημαίνει ότι επιτρέπεται 5% πιθανότητα ψευδώς 

θετικών αποτελεσμάτων κατά τον έλεγχο διαφορικής έκφρασης ενός μόνο γονιδίου. 

Το 95% της εμπιστοσύνης θεωρείται αρκετά αξιόπιστο για τα βιολογικά πειράματα. 

Παρόλα αυτά σε ένα πείραμα μικροσυστοιχιών που ο αριθμός των γονιδίων 

και άρα ο αριθμός των δοκιμών που πραγματοποιούνται είναι πολύ μεγάλος 

(ελέγχονται χιλιάδες γονίδια σε κάθε πείραμα) συνειδητοποιεί κανείς ότι το περιθώριο 

του 5% ψευδώς θετικού αποτελέσματος δίνει ένα αρκετά μεγάλο περιθώριο λάθους. 

https://www.bcfoltz.com/
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Για παράδειγμα κατά τον έλεγχο 10.000 γονιδίων το 5% αυτών είναι 500 γονίδια τα 

οποία πιθανώς έχουν βρεθεί διαφορικά εκφρασμένα από λάθος. 

Για την αντιμετώπιση αυτού του προβλήματος έχουν αναπτυχθεί μέθοδοι 

διόρθωσης του p-value. Η κατηγορία μεθόδων που χρησιμοποιείται ευρέως και 

θεωρείται λιγότερο αυστηρή για τα βιολογικά πειράματα είναι η False Discovery Rate 

(FDR). Οι μέθοδοι FDR αναζητούν την ελαχιστοποίηση της αναλογίας σφαλμάτων 

που γίνονται λόγω λανθασμένης απόρριψης της μηδενικής υπόθεσης. Είναι λιγότερο 

αυστηρές και κατά συνέπεια θεωρούνται πιο κατάλληλες για πειράματα 

μικροσυστοιχιών [36, 37]. 

Τέλος, θα πρέπει να αναφερθεί ότι μια τέτοιου τύπου διόρθωση είναι μια 

καθαρά στατιστική διαδικασία που δεν λαμβάνει υπ’ όψιν βιολογικές παραμέτρους 

όπως το γεγονός ότι τα γονίδιά μας δεν είναι μεταξύ τους ανεξάρτητες παρατηρήσεις 

αλλά μπορεί το ένα να επηρεάσει την έκφραση του άλλου με τρόπους που δεν 

γνωρίζουμε. Επίσης, με την διόρθωση για τα ψευδώς θετικά αποτελέσματα 

αναπόφευκτα, (εφόσον δεν γνωρίζουμε ποιά είναι τα γονίδια αυτά, αλλά μόνο την 

πιθανότητα να τα συναντήσουμε ως διαφορικά εκφρασμένα ενώ δεν είναι) αυξάνεται 

το σφάλμα τύπου ΙΙ, δηλαδή τα ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα. Υπάρχει λοιπόν ο 

κίνδυνος να απορρίψουμε έναν αριθμό γονιδίων που μας δίνουν σημαντική 

πληροφορία. Τέλος, δεδομένου ότι τα περισσότερα προγράμματα λειτουργικής-

οντολογικής ανάλυσης λειτουργούν καλύτερα με περισσότερη πληροφορία, 

καταφέρνουν να αναδείξουν τις σημαντικές βιολογικές διεργασίες ακόμα και αν 

υπάρχει ένας αριθμός ψευδώς θετικών γονιδίων (αρκεί να υπάρχουν τα αληθώς θετικά 

αποτελέσματα στο σύνολο των γονιδίων). Ο κίνδυνος να αφαιρέσουμε πληροφορία σε 

περίπτωση που ο αριθμός γονιδίων που διαθέτουμε είναι μικρός θα οδηγούσε σε 

ελλιπή οντολογική ανάλυση. Άλλωστε, το αποτέλεσμα της οντολογικής ανάλυσης είναι 

και αυτό μια δοκιμασία που μπορεί να μας υποδείξει αν βρισκόμαστε στο σωστό 

δρόμο εφόσον οι βιολογικές διεργασίες σχετίζονται με το υπό μελέτη βιολογικό 

φαινόμενο ή όχι.  

 

1.1.9. Λειτουργική και οντολογική ανάλυση 

 

Οι λίστες των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων ανάμεσα στις καταστάσεις 

που μελετάμε δεν μπορούν να περιγράψουν από μόνες τους το βιολογικό φαινόμενο. 

Για το λόγο αυτό το επόμενο βήμα μετά την εξόρυξη των διαφορικά εκφρασμένων 

γονιδίων είναι να δούμε τα γονίδια αυτά σε ποιες βιολογικές διεργασίες και ποια 
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βιοχημικά μονοπάτια συμμετέχουν και με ποιο τρόπο ώστε να κατανοήσουμε 

καλύτερα και να εξηγήσουμε το βιολογικό φαινόμενο. Για το λόγο αυτό, υπάρχουν 

βάσεις δεδομένων που συνδυάζουν τα γονίδια με επιστημονικά επιβεβαιωμένο 

σχολιασμό (annotation) όσον αφορά το βιολογικό τους ρόλο, την υποκυτταρική θέση 

των προϊόντων τους, τη μοριακή λειτουργία, τις αλληλεπιδράσεις τους και τα βιοχημικά 

μονοπάτια που συμμετέχουν. Οι σημαντικότερες βάσεις δεδομένων σχολιασμού είναι 

οι εξής: 

 

α) Gene Ontology (GO): 

 

H βάση Gene Ontology (http://www.geneontology.org/) παρέχει οντολογίες 

γονιδίων που απαρτίζουν βιβλιοθήκες με καταχωρημένα λεξικά βιολογικών όρων που 

εκπροσωπούνται από γονιδιακά προϊόντα. Μια ποικιλία βιολογικών όρων περιγράφει 

ολοκληρωμένα κάθε γονίδιο σε σχέση με τα προϊόντα και τα παράγωγα του (RNA, 

πρωτεΐνες, μέρη που εκφράζεται κλπ). Επιλέον παρέχονται εργαλεία για την 

πρόσβαση και επεξεργασία αυτών των δεδομένων. Σκοπός της δημιουργίας 

οντολογιών γονιδίων είναι η διευκόλυνση της εξαγωγής συμπερασμάτων μέσα από 

την μελέτη ενός μεγάλου αριθμού γονιδίων όπως συμβαίνει στα πειράματα των 

μικροσυστοιχιών χωρίς να είναι απαραίτητη η διερεύνηση της λειτουργίας του 

εκάστοτε μεμονωμένου γονιδίου.  

Ο κάθε όρος στη βάση έχει έναν μοναδικό κωδικό. Οι οντολογικοί όροι των 

γονιδίων συγκροτούν ένα κατευθυνόμενο δίκτυο όπου ο κάθε όρος είναι ένας κόμβος 

στο γράφο και οι σχέσεις μεταξύ των όρων είναι οι ακμές (συνδέσεις). Οι όροι 

διαχωρίζονται σε 3 κατηγορίες: τους όρους που αφορούν τη βιολογική διεργασία 

(biological process), την κυτταρική θέση (cellular location) και τη μοριακή λειτουργία 

(molecular function). Οι συσχετίσεις γονιδίων όπως και οι περιγραφές των όρων κάθε 

οντολογίας ονομάζονται GO Annotations [38]. 

 

β) Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG): 

 

Η βάση KEGG [39] είναι μία δημόσια συλλογή από βάσεις δεδομένων που 

ενσωματώνουν και επεξεργάζονται μεγάλης κλίμακας μοριακά και γενετικά δεδομένα 

αλληλούχισης και λειτουργικής γονιδιωματικής. Ως δομικά στοιχεία χρησιμοποιούνται 

τόσο τα γονίδια, όσο και οι πρωτεΐνες και ενσωματώνονται σε δίκτυα 

http://www.geneontology.org/
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αλληλεπιδράσεων. Η KEGG χρησιμοποιείται ευρέως από τους ερευνητές για την  

ανάλυση δεδομένων μεγάλης κλίμακας –omics. Η επιμέρους βάση KEGG PATHWAY 

(https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) περιλαμβάνει χάρτες αλληλεπιδράσεων 

βιομορίων που έχουν επικυρωθεί επιστημονικά και ενσωματώνουν την υπάρχουσα 

πληροφορία που αφορά στα βιοχημικά μονοπάτια του μεταβολισμού και ασθενειών 

οργανιδίων, κυττάρων και οργανισμών. Στο κάθε μονοπάτι της βάσης δίνεται ένας 

μοναδικός κωδικός όπως και σε κάθε στοιχείο του μονοπατιού αλλά και σε κάθε 

αντίδραση που πραγματοποιείται. Έτσι, ο χρήστης μπορεί να έχει μια πλήρη εικόνα 

για κάθε βιομόριο όσον αφορά τα βιοχημικά μονοπάτια και τις αντιδράσεις που 

συμμετέχει. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.genome.jp/kegg/pathway.html
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1.2. Ο οργανισμός-μοντέλο Caenorhabditis elegans 

 

1.2.1. Γενικά στοιχεία 

 

O Caenorhabditis elegans ή εν συντομία C. elegans, είναι ένας διαφανής 

νηματώδης σκώληκας, με µήκος 1 mm και διάμετρο 80μm. Πρόκειται για έναν μη 

παρασιτικό σκώληκα που τρέφεται κυρίως με βακτήρια ή άλλους μικροοργανισμούς. 

Από ταξινομική άποψη ανήκει στο φύλο των Νηματωδών, το οποίο με τη σειρά του 

αποτελεί κλάδο του υπερφύλου των Εκδυσόζωων. Όπως όλοι οι Νηματώδεις 

σκώληκες έχει σώμα επίμηκες, κυλινδρικό, οξύληκτο καλυπτόμενο από ακυτταρικό 

επιδερμίδιο το οποίο αποβάλει κατά την ανάπτυξη. Βασικά στοιχεία της ανατομία του 

αποτελούν το στόμα, ο φάρυγγας, το έντερο, οι γονάδες και δεν διαθέτει αναπνευστικό 

ή κυκλοφορικό σύστημα (Εικόνα 12). 

 

 
 

Εικόνα 12. Γραφική αναπαράσταση των βασικών ανατομικών χαρακτηριστικών του ενήλικου 

ερμαφρόδιτου C. elegans. Αναπροσαρμογή από Slack J.M.W., Βασικές Αρχές Βιολογίας Ανάπτυξης, 

2013 [40]. 

 

Η απομόνωση πληθυσμών του C. elegans μέχρι σήμερα έχει πραγματοποιηθεί 

κυρίως από ανθρωπογενή περιβάλλοντα, με αποτέλεσμα η φυσιολογική οικολογία του 

στο έδαφος όπου ζει ελεύθερος να παραμένει σε μεγάλο βαθμό άγνωστη. 

Περιβάλλοντα εύκρατα και πλούσια σε βακτήρια, όπως φυτικοί ιστοί σε αποσύνθεση, 

φαίνεται ότι αποτελούν κατάλληλα οικοσυστήματα για την επιβίωση και την ανάπτυξή 

του.  

Η εκτενής µελέτη της µοριακής βιολογίας του C. elegans ξεκίνησε το 1965 

όπου χρησιμοποιήθηκε, από τον ερευνητή Sydney Brenner, ως ένα νέο μοντέλο για 

τη διαλεύκανση ερωτημάτων στα πεδία της αναπτυξιακής βιολογίας και της 

νευροβιολογίας [41]. Από τότε, έχει επικρατήσει ως οργανισμός μοντέλο σε παγκόσμιο 

επίπεδο για μελέτες σε πολλαπλά πεδία της βιολογικής έρευνας. 
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1.2.2. Κύκλος ζωής 

 

Τρία είναι τα βασικά διακριτά στάδια του κύκλου ζωής στο C. elegans εμβρυϊκή 

ανάπτυξη, μετα-εμβρυϊκή ανάπτυξη και ενήλικη ζωή. Σε συνθήκες άφθονης τροφής 

και βέλτιστης θερμοκρασίας (20°C), τα άτομα C. elegans ολοκληρώνουν την ανάπτυξη 

από έμβρυο σε ενήλικο άτομο σε περίπου 3 ημέρες και η συνολική διάρκεια ζωής του 

οργανισµού υπό αυτές τις συνθήκες είναι περίπου 3-4 εβδοµάδες. 

Μετά την εκκόλαψη του αυγού (μετα-εμβρυϊκή ανάπτυξη), οι προνύμφες 

διέρχονται από 4 διαδοχικά στάδια προνύμφης (larvae stages) L1 εως L4, πριν 

ολοκληρώσουν την ανάπτυξή τους σε ενήλικα άτομα. Ανάμεσα σε κάθε προνυμφικό 

στάδιο, οι προνύμφες υφίστανται έκδυση, αποβολή του επιδερμίδιου που καλύπτει το 

σώμα τους και αντικατάσταση αυτού με το νέο που συντίθεται από την κυτταρική 

στιβάδα της υποδερμίδας. 

Τα περισσότερα ενήλικα άτομα που προκύπτουν είναι ερμαφρόδιτα ενώ σε 

πολύ μικρό ποσοστό (<0,5% του συνολικού πληθυσμού) μπορεί να υπάρξουν και 

αρσενικά. Το κάθε άτομο C. elegans διαθέτει πέντε ζεύγη αυτοσωμικών και ένα ζεύγος 

φυλετικών χρωμοσωμάτων. Ο καθορισμός του φύλου εξαρτάται από την αναλογία 

φυλετικών προς αυτοσωμικά χρωμοσώματα (Χ:Α) [42]. Τα ερμαφρόδιτα άτομα έχουν 

το φυλετικό χρωμόσωμα σε διπλοειδία (XX). Τα σπάνια αρσενικά άτομα έχουν μόνο 

ένα φυλετικό χρωμόσωμα (μονοπλοειδία) και γονότυπο (XΟ). Τα αρσενικά άτομα 

επομένως μπορεί να προκύψουν από σφάλμα στο διαχωρισμό των φυλετικών 

χρωμοσωμάτων κατά τη γαμετογένεση (Εικόνα 13). 
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Εικόνα 13. Αναπαράσταση ανατομίας ερμαφρόδιτου και αρσενικού ατόμου C. elegans. 

(Αναπροσαρμογή από Epigenetics, 2015 [43]). 

 

Καθώς ο C. elegans είναι κατά κύριο λόγο ερµαφρόδιτος οργανισµός, 

αναπαράγεται µε αυτογονιµοποίηση. Επιπλέον, τα ερμαφρόδιτα δεν δύναται να 

γονιμοποιήσουν άλλα ερμαφρόδιτα κι έτσι προκύπτουν γενετικά ταυτόσηµοι 

πληθυσµοί. Τα ερµαφρόδιτα άτομα παράγουν μεγάλο αριθµό ωοκυττάρων αλλά 

περιορισµένο αριθµό σπερµατοζωαρίων για την αυτογονιμοποίηση (περίπου 300), 

γεγονός που εξηγεί ότι ένα ερµαφρόδιτο γεννάει περίπου 300 αυγά στον 

αναπαραγωγικό του κύκλο. 

Κάτω από συνθήκες στρες, όπως για παράδειγµα υψηλή θερµοκρασία (32οC) 

αυξάνεται η συχνότητα δηµιουργίας αρσενικών ατόµων, ως αποτέλεσµα του µη 

σωστού διαχωρισµού των χρωµοσωµάτων. Σε τέτοιες περιπτώσεις, τα ερμαφρόδιτα 

άτομα που διασταυρώνονται με αρσενικά παράγουν μεγαλύτερο αριθμό εμβρύων, ο 

αριθµός των οποίων αυξάνεται στα 1000 λόγω διαθεσιμότητας σπέρματος. Έτσι, η 

ύπαρξη αρσενικών ατόμων μπορεί να δώσει εξελικτικό πλεονέκτημα στον πληθυσμό 

του C. elegans υπό συνθήκες στρες. Τα αρσενικά άτοµα τέλος, µπορούν να 

αξιοποιηθούν για τη δηµιουργία διπλών ή τριπλών µεταλλάξεων και την 

πραγµατοποίηση αναλύσεων συµπληρωµατικότητας, µέσω διασταύρωσής τους µε 

ερµαφρόδιτα. 
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Εικόνα 14. Ο κύκλος ζωής του C. elegans στους 22°C. Η γονιμοποίηση γίνεται στα 0 min. Με βέλη 

σηματοδοτείται η αλλαγή από το κάθε στάδιο στο επόμενο ενώ οι αριθμοί δίπλα από τα βέλη 

αντιστοιχούν στο χρονικό διάστημα που τα άτομα παραμένουν σε κάθε στάδιο. Το τυπικό μέγεθος των 

ατόμων αναγράφεται δίπλα σε κάθε στάδιο σε μm (Αναπροσαρμογή από www.wormatlas.com). 

 

Καθοριστικοί παράγοντες που μπορούν να επηρρεάσουν τον κύκλο ζωής είναι 

η θερμοκρασία και η διαθεσιμότητα τροφής. Η θερµοκρασία ασκεί σηµαντικό ρόλο στη 

ρύθµιση της διάρκειας ανάπτυξής του, με αύξηση της θερμοκρασίας στους 25οC η 

ανάπτυξη είναι ταχύτερη ενώ με μείωση στους 16οC πιο αργή [44]. Στον κύκλο ζωής 

του C. elegans συμπεριλαμβάνεται και ένα εναλλακτικό αναπτυξιακό πρόγραμμα, το 

οποίο ενεργοποιείται κυρίως ως απόκριση σε δυσμενείς περιβαλλοντικούς 

παράγοντες, όπως η έλλειψη τροφής, η θερμοκρασία, ο υπερπληθυσμός. Η αρχική 

απόφαση για αυτή τη μετάπτωση λαμβάνεται στο προνυμφικό στάδιο L1, οι 

μορφολογικές αλλαγές όμως ουσιαστικά γίνονται αντιληπτές στο προνυμφικό στάδιο 
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L2 (Εικόνα 14). Εάν οι συνθήκες δεν αλλάξουν, οι προνύμφες ακολουθούν ένα 

διαφορετικό κύκλο ζωής και αντί για το στάδιο L3 προχωρούν στο σχηματισμό 

προνυμφών dauer [45]. Στο στάδιο αυτό η σίτιση διακόπτεται, η κίνηση μειώνεται 

αισθητά, τα άτομα είναι πολύ λεπτότερα και μπορούν να επιβιώσουν για πολλούς 

μήνες [46]. Όταν οι περιβαλλοντικές συνθήκες βελτιωθούν, η μορφολογία σταδιακά 

αποκαθίσταται, τα άτομα αρχίζουν να τρέφονται και τελικά επανέρχονται στη 

φυσιολογική ανάπτυξη, σχηματίζοντας φυσιολογικές προνύμφες σταδίου L4, χωρίς να 

επηρρεάζεται η διάρκεια της ακόλουθης ενήλικης ζωής τους [47].  

 

1.2.3. Πλεονεκτήματα ως οργανισμός μοντέλο 

 

Ένας σημαντικός λόγος που ο Sydney Brenner [41] επέλεξε να μελετήσει τον 

C. elegans ήταν η ευκολία στο γενετικό χειρισμό. Η αυτογονιμοποίηση έχει σαν 

αποτέλεσμα μετά την μεταλλαξιγένεση των ερμαφρόδιτων, οποιαδήποτε 

μεταλλαγμένα αλληλόμορφα (εκτός από επικρατή θνησιγόνα αλληλόμορφα) να 

μπορούν να μεταφερθούν σε όλους τους απογόνους. Αυτή η ιδιότητα καθιστά εύκολη 

την απόκτηση πληθυσμού με την επιθυμητή μετάλλαξη. Ένα δεύτερο γενετικό 

πλεονέκτημα του C. elegans είναι ο μικρός κύκλος ζωής. Δεδομένου ότι χρειάζονται 

περίπου 3 ημέρες στους 22°C για να αναπτυχθούν από γονιμοποιημένα αυγά σε 

ενήλικα άτομα που παράγουν τα δικά τους αυγά, μεταλλαγμένοι ομοζυγώτες μπορούν 

να απομονωθούν δύο γενιές (περίπου 1 εβδομάδα) μετά τη μεταλλαξιγένεση. 

Επιπλέον, η ικανότητα ένας πληθυσμός ζώων να παγώνει και να μπορεί να ανακτηθεί 

ύστερα από μεγάλα χρονικά διαστήματα καθιστά δυνατή τη διατήρηση των 

μεταλλαγμένων στελεχών χωρίς να υπάρχει ο κίνδυνος να χάσουν σημαντικές 

μεταλλάξεις ή να έχουν αποκτήσει νέες μεταλλάξεις κατά την περίοδο διατήρησής 

τους. Επομένως, απαιτείται πολύ λιγότερη προσπάθεια για τη συντήρηση του 

στελέχους. 

Εκτός από το ότι αποτελεί ένα ισχυρό σύστημα γενετικών μελετών, ο C. 

elegans έχει πολλά εγγενή πλεονεκτήματα ως οργανισμός μοντέλο. Αυτά 

περιλαμβάνουν το μικρό μέγεθος του ζώου, τον μεγάλο αριθμό απογόνων στην κάθε 

γενιά, την ευκολία καλλιέργειας, το χαμηλό κόστος συντήρησης, τη μακροχρόνια 

κρυοσυντήρηση, το γρήγορο χρόνο ανάπτυξης, τη διαφάνεια του σώματος, τον 

προσδιορισμένο αμετάβλητο αριθμό σωματικών κυττάρων στο σώμα (το ενήλικο 

άτομο διαθέτει 959 σωματικά κύτταρα και πληθώρα γαμετικών κυττάρων) και τέλος 

την ικανότητα μέσω διατροφής RNAi να ελέγχεται η γονιδιακή έκφραση. Επιλέον, πολύ 
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βασικό χαρακτηριστικό για το χειρισμό του C. elegans στο εργαστήριο είναι ότι δεν 

αποτελεί παθογόνο οργανισμό για τον άνθρωπο αφού δεν μπορεί να αναπτυχθεί στις 

θερμοκρασίες του ανθρώπινου σώματος. 

Μελέτες κυτταρικής και αναπτυξιακής βιολογίας με χρήση του C. elegans 

δευκολύνονται σε μεγάλο βαθμό από τη διαφάνεια του σώματος του ζώου, γεγονός 

που επιτρέπει στους ερευνητές να εξετάζουν την εξέλιξη και τις μεταβολές που 

οφείλονται σε μεταλλάξεις ή περιβαλλοντικές αλλαγές σε επίπεδο ενός και μοναδικού 

προσδιορισμένου κυττάρου. Επιπλέον, δίνεται η δυνατότητα μελετών in vivo στα ζώα 

με τη χρήση φθορίζουσων ουσιών. Με την σήμανση πρωτεϊνών και ζωντανών 

κυττάρων, οι φθορίζουσες ουσίες επιτρέπουν τον εντοπισμό κυτταρικών ομάδων, 

μεταλλαγών, κυτταρικών διεργασιών και οργανιδίων [48-50]. 

Η γνώση που υπάρχει όσον αφορά στην κυτταρική βιολογία και στη γενετική 

του C. elegans αφού το γονιδίωμά του είναι πλήρως αλληλουχημένο, αλλά και το 

γεγονός ότι η πληροφορία αυτή είναι άμεσα διαθέσιμη μέσω του διαδικτύου είναι 

σημαντικοί παράγοντες που έχουν ωθήσει την έρευνα του C. elegans να γίνει τόσο 

δημοφιλής. Πολλές από αυτές τις πληροφορίες, συμπεριλαμβανομένης της 

λειτουργίας των διαφόρων γονιδίων και της γονιδιακής έκφρασης καταχωρούνται στη 

βάση δεδομένων WormBase (www.wormbase.org) [51] ενώ, ανασκοπήσεις σε πολλά 

θέματα της βιολογίας του C. elegans παρέχονται από τη σελίδα WormBook 

(www.wormbook.org) [52]. Επίσης, η σελίδα WormAtlas (www.wormatlas.org) παρέχει 

οπτικό υλικό και αναφορές όσον αφορά την ανατομία του C. elegans  αλλά και 

συνδέσμους προς πληθώρα άλλων βάσεων που δίνουν πληροφορίες για τον 

οργανισμό. 

Παρόλα αυτά, κανένας οργανισμός μοντέλο δεν είναι κατάλληλος για να 

απαντήσει κάθε ερευνητικό ερώτημα και η χρήση του C. elegans έχει κάποιους 

περιορισμούς. Δεν υπάρχουν όλα τα γονίδια των Μεταζώων στο γονιδίωμα του [53] 

όπως π.χ. γονίδια τα οποία είναι σημαντικά στα Σπονδυλωτά κατά την ανάπτυξη για 

τη διαμόρφωση των διαφόρων οργάνων [54]. Επιπλέον, αν και μερικά κύτταρα του C. 

elegans μπορούν να μελετηθούν in vitro (π.χ.  εμβρυονικά γλοιακά κύτταρα, 

προνύμφες και νευρωνικά κύτταρα) [55, 56], δεν υπάρχουν καλλιέργειες κυτταρικών 

σειρών από τον οργανισμό. Το μικρό μέγεθος του ζώου αποτελεί επίσης μια πρόκληση 

αφού ο πειραματικός χειρισμός σε μεμονωμένους ιστούς ενός οργανισμού που είναι 

μικρότερος από ένα χιλιοστό είναι δύσκολος. Τέλος, η μελέτη του C. elegans 

πραγματοποιείται κυρίως μέσω γενετικών προσεγγίσεων σε σχέση με βιοχημικές 

http://www.wormbase.org/
http://www.wormbook.org/
http://www.wormatlas.org/
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αφού οι βιοχημικές μελέτες μπορούν να πραγματοποιηθούν στα ζώα μόνο υπό 

περιορισμένες συνθήκες [57]. 

 

1.2.4. Χαρακτηριστικά της γήρανσης στο C. elegans 

 

1.2.4.1. Εντερικά κοκκία 

 

Κατά τη γήρανση, τα ενήλικα άτομα C. elegans υφίστανται αλλάγες στη 

φυσιολογία τους που αντανακλούν τη συσσώρευση αποβλήτων και μοριακές 

αλλοιώσεις στα κύτταρα και στους ιστούς του σώματος. Μία από τις πιο εμφανείς 

αλλαγές που σχετίζεται με τη γήρανση είναι η συσσώρευση φθοριζουσών ενώσεων 

σε κοκκία στο έντερο, που αναφέρονται ως εντερικά κοκκία ή "gut granules". Τα κοκκία 

αυτά έχει προταθεί ότι συνίστανται από λιποφουσκίνη, γνωστή και ως η χρωστική της 

γήρανσης που αποτελείται από τελικά προϊόντα του μεταβολισμού των λυσοσωμάτων 

[44, 58-60]. Άλλες μελέτες δείχνουν την παρουσία ανθρανιλικού οξέος στα εντερικά 

κοκκία [61] ενώ έχει δειχθεί ότι ο αυτοφθορισμός που παρατηρείται στο C. elegans 

είναι προϊόν ενός πολύπλοκου μείγματος υλικών που αντανακλούν τις ξεχωριστές 

πτυχές της φυσιολογίας και της γήρανσης του οργανισμού [62]. 

 

1.2.4.2. Αναπαραγωγική γήρανση 

 

Τα άτομα C. elegans μετά τις πρώτες 3-5 ημέρες της ενηλικίωσης σταματούν 

την παραγωγή εμβρύων όταν εξαντληθούν τα αποθέματα σπερματοζωαρίων του 

ερμαφρόδιτου, μια διαδικασία που ονομάζεται αναπαραγωγική γήρανση. Ωστόσο, τα 

ερμαφρόδιτα άτομα που διασταυρώνονται με αρσενικά C. elegans μπορούν να 

συνεχίσουν να παράγουν απογόνους για λίγες ακόμη ημέρες, γεγονός που δείχνει ότι 

τα ερμαφρόδιτα συνεχίζουν να παράγουν ωοκύτταρα που μπορούν να 

γονιμοποιηθούν για λίγες ημέρες ακόμα αφού εξαντληθεί το δικό τους σπέρμα, αν και 

τα ωοκύτταρα αυτά δεν έχουν την ίδια ποιότητα με τα αρχικά [63-66]. Στα ηλικιωμένα 

άτομα, αυτά τα μη γονιμοποιημένα ωοκύτταρα συνεχίζουν να υπάρχουν στη γονάδα 

υφίστανται διάφορες μεταβολές και μπορούν να δημιουργήσουν μια μάζα που γεμίζει 

τη μήτρα του ερμαφρόδιτου [67-69].  

Κατά τη διάρκεια της αναπαραγωγικής γήρανσης, το έντερο συνεχίζει να 

παράγει και να εκκρίνει μεγάλες ποσότητες πρωτεΐνης αυγού για πρόσληψη από τα 

αναπτυσσόμενα ωοκύτταρα, ακόμη και όταν η παραγωγή ωοκυττάρων μειώνεται [58, 



 
53 

59, 70]. Αρκετοί διαφορετικοί τύποι κυττάρων εμφανίζουν πυρηνική δυσλειτουργία, με 

απώλεια ρυθμιστικού ελέγχου στη μεταγραφή και τη μετάφραση. Σε ορισμένους 

κυτταρικούς τύπους, οι πυρήνες φαίνεται να εξασθενίζουν και στη συνέχεια 

εξαφανίζονται εντελώς, γεγονός που μπορεί να οδηγήσει σε καταστροφικές 

επιπτώσεις στην μεταγραφή, μετάφραση και στη δομή και λειτουργία άλλων 

κυτταρικών συστατικών [70]. 

 

1.2.4.3. Μείωση της κινητικότητας 

 

Όπως και σε πολλά ζώα, τα γηρεότερα άτομα C. elegans τείνουν να κινούνται 

πιο αργά και με λιγότερη ένταση σε σύγκριση με τους νεότερους εαυτούς τους. Tα 

ερμαφρόδιτα αλλά και τα αρσενικά άτομα εμφανίζουν μέγιστη κινητικότητα κατά τις 

πρώτες ημέρες της ενηλικίωσης. Για τα ερμαφρόδιτα οι πρώτες 3 μέρες της 

ενηλικίωσης σηματοδοτούν το χρόνο του μέγιστου μήκους σώματος, του ρυθμού 

μετακίνησης και του ρυθμού ωοτοκίας [71-74]. Τα αρσενικά επίσης εμφανίζουν 

μεγαλύτερη αναπαραγωγική κινητικότητα κατά τη διάρκεια των πρώτων 3 ημερών ως 

ενήλικες [75-77]. Μετά την περίοδο αυτή, η κίνηση μειώνεται σταδιακά. Οι κινήσεις του 

σώματος κατά την ημέρα 6-10 της ενηλικίωσης γίνονται σποραδικές και τις επόμενες 

ημέρες τα ζώα σταματούν την αυθόρμητη κίνηση, αν και μπορεί ακόμα να προκληθεί 

από μηχανικά ερεθίσματα για μερικές ημέρες [59, 78-80]. Η λειτουργία άντλησης 

τροφής από το φάρυγγα επιβραδύνεται σταδιακά και η διάσπαση των βακτηριακών 

τροφών γίνεται όλο και λιγότερο επιτυχής [72, 81-83]. 

Ο ρυθμός μείωσης της κινητικότητας είναι μεταβλητός από ζώο σε ζώο και 

μερικά συνεχίζουν την ενεργό αυθόρμητη μετακίνηση για περισσότερες ημέρες. Τα 

ενήλικα άτομα που εμφανίζουν την πιο γρήγορη μείωση στην κινητικότητα είναι επίσης 

πιο πιθανό να πεθάνουν νωρίτερα [59, 71]. Ο μυϊκός τόνος χάνεται βαθμιαία λόγω της 

ατροφίας των μυϊκών δομών [59], ενώ οι ατροφία στους νευρώνες μπορεί να είναι 

προγενέστερη της μυϊκής ατροφίας [84, 85].  
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Εικόνα 15. Απεικόνιση ενός μοναδικού ατόμου C. elegans σε χρονικές στιγμές καθ' όλη τη διάρκεια της 
ζωής του. Οι εικόνες οπτικής μικροσκοπίας έχουν ληφθεί για κάθε ημέρα της ζωής από το τελευταίο 
στάδιο λάρβας L4 (πρώτη εικόνα) μέχρι το θάνατο (τελευταία εικόνα) σε καλλιέργεια 25oC. Οι εικόνες 
αποκτήθηκαν σε μεγέθυνση 10Χ, και η θέση του ατόμου σε κάθε εικόνα τοποθετήθηκε με επεξεργασία 
ώστε στα αριστερά να βρίσκεται το πρόσθιο τμήμα και στα δεξιά το οπίσθιο τμήμα του ζώου. Η 
συρρίκνωση του ζώου με την ηλικία είναι ιδιαίτερα εμφανής από τη στιγμή της ενηλικίωσης και ύστερα 
(Πηγή: Z. Pincus, Washington University, [86]). 

 

1.2.4.4. Μορφολογικές αλλαγές 

 

Γενικά, καθώς τα ζώα γερνούν η φυσική κατάσταση του σώματός τους 

επιδεινώνεται [87, 88]. Τα ηλικιωμένα άτομα παρουσιάζουν συρρίκνωση στο μήκος 

και πρήξιμο στο κέντρο του σώματος (Εικόνα 15). Ο φάρυγγας αποδυναμώνεται, 

κυρτώνει και μεγάλα κυστίδια εμφανίζονται στους φαρυγγικούς βολβούς και στον 

ισθμό. Η γονάδα αποδιοργανώνεται, το έντερο ατροφεί και σε σημεία όπου έχει 

αρχίσει ανεξέλεγκτη βακτηριακή ανάπτυξη μπορεί να διογκωθεί. Συνολικά, τα 

ηλικιωμένα ζώα C. elegans γίνονται εύθραυστα και οι μεταβολές που εμφανίζουν 

μπορεί να ποικίλουν μεταξύ των ιστών και μεταξύ των διαφορετικών ατόμων εντός 

ενός συγχρονισμένου πληθυσμού [88]. 



 
55 

1.2.5. Mονοπάτια γήρανσης  στο C. elegans 

 

Ο νηματώδης C. elegans έχει αποδειχθεί ένα πολύ χρήσιμο εργαλείο για τη 

μελέτη της γήρανσης. Πάνω από 70 γονίδια έχει βρεθεί ότι επηρεάζουν το προσδόκιμο 

ζωής του οργανισμού. Η πλειονότητα των γονιδίων θα μπορούσε να τοποθετηθεί σε 

κάποια γνωστά μονοπάτια γήρανσης συμπεριλαμβανομένων της ινσουλίνης/IGF-1, 

του σηματοδοτικού μονοπατιού TOR, της μιτοχονδριακής αναπνοής, και της 

σηματοδότησης από τα βλαστικά γαμετοκύτταρα της γονάδας (αρχέγονα κύτταρα της 

γονάδας). 

Η μείωση της πρόσληψης τροφής (θερμιδικός περιορισμός - dietary 

restriction) έχει επίσης αντιγηραντικές επιδράσεις. Αρχικά, ο θερµιδικός περιορισµός 

σχετίστηκε µε το ρυθµό του µεταβολισµού και τη συσσώρευση οξειδωµένων 

προϊόντων και κατ’ επέκταση κυτταρικών βλαβών [78]. Στη συνέχεια όµως προτάθηκε 

ένα πιο πολύπλοκο µοντέλο που εμπλέκει και άλλους µηχανισµούς και συγκεκριµένα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια [79]. Σήµερα, είναι γνωστό ότι η µακροβιότητα που επέρχεται 

από τον θερµιδικό περιορισµό ρυθµίζεται από µονοπάτια ευαίσθητα στον θερµιδικά 

περιορισµό, όπως το µονοπάτι ΤΟR, η κινάση AMP, οι σιρτουίνες, το µονοπάτι της 

ινσουλίνης IGF-1 και το μονοπάτι αυτοφαγίας.  

Διαφορετικοί τρόποι επαγωγής του θερµιδικού περιορισµού αυξάνουν τη 

διάρκεια ζωής του σκώληκα µέσω διαφορετικών µονοπατιών. Στο σκώληκα ο χρόνιος 

θερµιδικός περιορισµός επιδρά στο προσδόκιµο ζωής πιθανώς µέσω αναστολής του 

TOR µονοπατιού [65], ενώ η πρόσληψη τροφής µέρα παρά µέρα οδηγεί σε 

µακροζωία, αναστέλλοντας το µονοπάτι της ινσουλίνης/IGF-1 [76]. Αντιστοίχως, η 

µακροζωία που οφείλεται στο θερµιδικό περιορισµό που ξεκινά στη µέση ηλικία του 

σκώληκα µεσολαβείται από την ΑΜΡ κινάση, η οποία µε τη σειρά της φωσφορυλιώνει 

και ενεργοποιεί τον DAF-16 µεταγραφικό παράγοντα [80]. 

Επίσης, η επέκταση του προσδόκιμου ζωής που παρατηρείται ύστερα από 

απομάκρυνση βλαστικών γαμετικών κυττάρων της γονάδας εμπλέκει τουλάχιστον 

τέσσερις μηχανισμούς σηματοδότησης: μειωμένη σηματοδότηση TOR, ρύθμιση DAF-

16, αυξημένη σηματοδότηση στεροειδών μέσω της οδού DAF-36/DAF-9/DAF-12 και 

αυξημένη σηματοδότηση NHR-80. Τέλος, η απόκριση του μιτοχονδρίου σε κακώς 

διπλωμένες πρωτεΐνες (UPRmt - mitochondrial Unfolded Protein Response), μια 

απόκριση μιτοχονδριακού στρες, μπορεί να θεωρηθεί ως ένας μηχανισμός όρμησης 

(αυθόρμητης προσαρμοστικής αντίδρασης σε στρεσογόνους παράγοντες) που 
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επεκτείνει τη διάρκεια ζωής και ωφελεί τον οργανισμό, παρά την ύπαρξη της 

μιτοχονδριακού στρες. Ενώσεις που προάγουν τη μακροζωία όπως η ραπαμυκίνη και 

η ρεσβερατρόλη προκαλούν επίσης μιας μορφής στρες που ενεργοποιεί τον 

προστατευτικό μηχανισμό UPRmt. 

 

1.2.5.1. Μονοπάτι ινσουλίνης/IGF-1 (IIS)  

 

Η έρευνα για τη γενετική της γήρανσης στο C. elegans ξεκίνησε με το εύρημα 

ότι το προσδόκιμο ζωής του οργανισμού διπλασιάζεται με μεταλλάξεις στα γονίδια 

age-1 ή daf-2, ορθόλογα γονίδια της 3-κινάσης φωσφατιδυλινοσιτόλης (PI3K) και του 

υποδοχέα ινσουλίνης IGF-1 (InR – Insulin Receptor) των Θηλαστικών αντίστοιχα [89, 

90]. Και τα δύο γονίδια έχουν βασικό ρόλο στο σηματοδοτικό μονοπάτι της 

ινσουλίνης/IGF-1 και έκτοτε έχει δειχθεί ότι μια σειρά επιπλέον γονιδίων που 

συμμετέχουν στη σηματοδότηση του μονοπατιού ινσουλίνης ρυθμίζουν τη γήρανση σε 

μύγες, ποντίκια και ενδεχομένως ανθρώπους, υποδηλώνοντας την ύπαρξη διαειδικής 

συντηρητικότητας ως προς τη δράση της σηματοδότησης ινσουλίνης στη γήρανση.  

Άλλο ένα σημαντικό εύρημα αυτών των πρωτοποριακών μελετών είναι ότι η 

γήρανση μπορεί να ρυθμιστεί από πεπτιδικές ορμόνες [91]. Ο C. elegans εκφράζει 

περισσότερα από 40 πεπτίδια τύπου ινσουλίνης [92], εκ των οποίων τουλάχιστον δύο 

δρουν ως ανταγωνιστές (τα DAF-28 και INS-7) [93-95] και τουλάχιστον ένα λειτουργεί 

ως ανταγωνιστής (INS-1) του DAF-2 υποδοχέα ινσουλίνης [92]. Το σηµατοδοτικό 

µονοπάτι της ινσουλίνης (Εικόνα 16) στον C. elegans ξεκινά µε τον υποδοχέα DAF-2, 

που είναι ένας διαµεµβρανικός υποδοχέας µε δράση κινάσης. Όταν έλθει σε επαφή ο 

προσδέτης µε τον υποδοχέα DAF-2, η υποµονάδα µε τη δράση κινάσης 

φωσφορυλιώνεται και ενεργοποιεί την AGE-1 (PI3K κινάση, Phosphatidyl-Inositol 3-

Kinase). Όταν η κινάση αυτή ενεργοποιηθεί παράγει 3 φωσφοϊνοισιτίδια τα οποία 

λειτουργούν ως δευτερογενή µηνύµατα για την ενεργοποιήση των άλλων κινασών. 

Πρόκειται για τις κινάσες σερίνης/θρεονίνης PDK-1, AKT-1, AKT-2 και SGK-1, οι 

οποίες ρυθµίζουν µε τη σειρά τους το µεταγραφικό παράγοντα DAF-16. Τελικά, οι 

ΑΚΤ-1/2 και SGK-1 φωσφορυλιώνουν και αδρανοποιούν τον μεταγραφικό παράγοντα 

DAF-16 εμποδίζοντας την μετατόπιση του στον πυρήνα, εμποδίζοντας έτσι τη 

μεταγραφή των γονιδίων στόχων [96]. 

Όπως αναμένεται, η μειωμένη σηματοδότηση του μονοπατιού ινσουλίνης/IGF-

1 (π.χ. μέσω μεταλλαγών στο daf-2 υποδοχέα) επιτρέπει την είσοδο του DAF-16 στον 

πυρήνα, όπου επάγει την έκφραση γονιδίων που αυξάνουν το προσδόκιμο ζωής και 
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προάγουν την ανθεκτικότητα του οργανισμού σε διάφορες καταπονήσεις [97]. 

Υπάρχουν όμως και κάποιοι επιπλέον μηχανισμοί που προωθούν τη μετακίνηση του 

DAF-16 στον πυρήνα (Εικόνα 16). H πρωτεΐνη DAF-18 ορθόλογη της PTEN στον 

άνθρωπο (phosphatase-tensin homolog PIP3) αποφωσφορυλιώνει και αναστέλλει την 

ενεργοποίηση της AGE-1, αποτρέποντας έτσι τη φωσφορυλίωση του DAF-16 από τις 

επόμενες κινάσες [98]. Η μετακίνηση του DAF-16 στον πυρήνα μπορεί επίσης να 

πραγματοποιηθεί με εναλλακτική φωσφορυλίωση, για παράδειγμα μέσω της κινάσης 

JNK-1 [99]. Η διατήρηση του DAF-16 στον πυρήνα προωθείται από την PRMT-1, μια 

μεθυλοτρανσφεράση αργινίνης [100], ενώ η σταθερότητα του DAF-16 ρυθμίζεται 

επίσης από την RLE-1, μία λιγάση ουβικιτίνης-Ε3 που καταλύει την ουβικιτινίωση του 

DAF-16 και τον στοχεύει προς αποικοδόμηση [101]. Συλλογικά, οι παράγοντες αυτοί 

ρυθμίζουν τη δραστικότητα του DAF-16 για να εξασφαλιστεί η κατάλληλη μεταγραφική 

απόκριση στα περιβαλλοντικά και ορμονικά ερεθίσματα. 
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Εικόνα 16. Επισκόπηση της σηματοδότησης ινσουλίνης/IGF-1 στη γήρανση του Caenorhabditis elegans. 
Πεπτίδια τύπου ινσουλίνης (π.χ. INS-7) που εκκρίνονται από νευρώνες φθάνουν στα κύτταρα του 
εντέρου και πυροδοτούν το μονοπάτι σηματοδότησης της ινσουλίνης, η οποία εμποδίζει το DAF-16 να 
εισέλθει στον πυρήνα. Άλλοι μηχανισμοί της ρύθμισης DAF-16 περιλαμβάνουν ουβικιτινίωση (λιγάση 
RLE-1) και μεθυλίωση αργινίνης (PMRT-1/μεθυλάση). Η δραστικότητα DAF-16 στον πυρήνα ενισχύεται 
από τη δράση των SMK-1/SMEK και HSF-1 και αναστέλλεται από το HCF-1. Ο μεταγραφικός 
παράγοντας SKN-1 απαιτείται επίσης για την αύξηση του προσδόκιμου ζωής στελεχών με μεταλλαγή 
στον daf-2. Συλλογικά, αυτοί οι παράγοντες ρυθμίζουν μεταγραφικά τις πολλαπλές διεργασίες 
απόκρισης. Η αυτοφαγία επίσης είναι μια κυτταρική διεργασία που απαιτείται ώστε τα στελέχη daf-2 
να έχουν αυξημένο προσδόκιμο ζωής αν και δεν είναι ακόμη γνωστός ο τρόπος ρύθμισης της σε αυτή 
την περίπτωση. Οι παράγοντες που προωθούν τη μακροζωία εμφανίζονται με πράσινο χρώμα και 
εκείνοι με αντίθετα αποτελέσματα εμφανίζονται με κόκκινο χρώμα. (Αναπροσαρμογή από Lapierre et 
al., 2012 [102]). 
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Εκτός από τον DAF-16 και άλλοι µεταγραφικοί παράγοντες αποτελούν 

στόχους του σηµατοδοτικού µονοπατιού της ινσουλίνης, όπως ο HSF-1 (Heat-Shock 

Transcription Factor) και ο SKN-1 (το ορθόλογο του Nrf2 µεταγραφικού παράγοντα) 

[103]. Στόχοι των παραγόντων αυτών είναι γονίδια που λειτουργούν συνεργατικά για 

να ρυθµίσουν τη διάρκεια ζωής του σκώληκα. Μερικά από αυτά τα γονίδια επηρεάζουν 

την απόκριση του σκώληκα σε συνθήκες στρες, όπως τα γονίδια που κωδικοποιούν 

καταλάσες, τρανσφεράσες της γλουταθειόνης και µεταλλοθειονίνες, ενώ άλλα γονίδια 

κωδικοποιούν αντιµικροβιακά πεπτίδια, συνοδούς πρωτεΐνες, απολιποπρωτεΐνες, 

λιπάσες και πρωτεΐνες-διαύλους [104].  

Παράλληλα, το µονοπάτι της ινσουλίνης/IGF-1 έχει συνδεθεί µε το µηχανισµό 

της πρωτεόστασης. Μελέτες έδειξαν ότι µειωµένη σηµατοδότηση µέσω του 

µονοπατιού της ινσουλίνης οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα πρωτεασωµικών 

ενεργοτήτων µέσω του DAF-16 µεταγραφικού παράγοντα, ο οποίος καταστέλλει την 

έκφραση του ενζύµου αποουµπικιτινίωσης UBH-4 [105]. Από την άλλη, βρέθηκε ότι 

σε στελέχη µε µετάλλαξη στον υποδοχέα DAF-2 (στελέχη daf-2) κατά την επιµήκυνση 

του προσδόκιµου ζωής, µειώνονται οι πρωτεΐνες που συµµετέχουν στην επεξεργασία 

και µεταφορά του mRNA, στη µεταφραστική µηχανή και στον πρωτεϊνικό µεταβολισµό. 

Συγκεκριµένα, τα στελέχη daf- 2 παρουσιάζουν χαµηλά επίπεδα mRNA και 

ενεργότητας του 20S πρωτεασώµατος, παρά την διατήρηση των ολικών πρωτεϊνών 

στα επίπεδα που παρατηρούνται στους αγρίου τύπου σκώληκες (Stout et al., 2013). 

 

1.2.5.2. Σηματοδότηση μονοπατιού TOR 

 

Το μονοπάτι TOR (target of rapamycin) ελέγχει την ανάπτυξη και την 

αναπαραγωγή ανάλογα με τη διαθεσιμότητα αμινοξέων και αυξητικών παραγόντων. 

Ως αισθητήρας θρεπτικών στοιχείων, ευθύνεται για την απόκριση στο θερμιδικό 

περιορισμό (caloric restriction), ένα συντηρημένο μηχανισμό με τον οποίο 

επιτυγχάνεται επέκταση του προσδόκιμου ζωής [106]. Η αναστολή της 

δραστηριότητας του TOR οδηγεί σε επέκταση του προσδόκιμoυ ζωής σε μια ποικιλία 

ειδών [107].  

Το TOR υπάρχει σε δύο σύμπλοκα, το TORC1 και το TORC2, τα οποία έχουν 

διαφορετικές λειτουργίες όπως στα κύτταρα των Θηλαστικών. Το TORC1 

ενσωματώνει μιτογόνα και θρεπτικά σήματα για τον έλεγχο του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού και του κυτταρικού μεγέθους, ενώ το TORC2 ρυθμίζει το σχήμα 

των κυττάρων [108]. Τα σύμπλοκα TORC1 και TORC2 περιέχουν διαφορετικούς 
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συνενεργοποιητές, τους DAF-15 και RICT-1, αντιστοίχως [109] (Εικόνα 17) και 

ρυθμίζουν την ανάπτυξη, αποθήκευση λιπιδίων, μετάφραση mRNA και την αυτοφαγία 

στον C. elegans [110-114].  

 
Εικόνα 17. Επισκόπηση της σηματοδότησης TOR στη γήρανση του Caenorhabditis elegans. Το μονοπάτι 
TOR αποκρίνεται στη διαθεσιμότητα των θρεπτικών συστατικών και λειτουργεί σε δύο διαφορετικά 
σύμπλοκα, το TORC1 και το TORC2. Κατά αναλογία με τις μελέτες των θηλαστικών, το TORC1 
πιστεύεται ότι αλληλεπιδρά με DAF-15 καθώς και GTPases όπως RAGA-1, RAGC-1 και RHEB-1. Τα 
TORC1 και TORC2 μειώνουν ειδικά την ενεργότητα των μεταγραφικών παραγόντων DAF-16 και SKN-1, 
ενώ δεν είναι ακόμα σαφές ποιο από τα δύο σύμπλοκα TOR ρυθμίζει το PHA-4 (με διακεκομμένες 
γραμμές). Χρησιμοποιώντας αυτούς τους μεταγραφικούς παράγοντας ο TOR αναστέλλει την έκφραση 
γονιδίων που σχετίζονται με λιπόλυση, αυτοφαγία και αποτοξίνωση. Η σηματοδότηση TOR που 
θεωρείται ότι λαμβάνει χώρα στο κυτταρόπλασμα πιθανώς επίσης ρυθμίζει τη γήρανση μέσω μιας 
γενικής καταστολής της μετάφρασης. Οι παράγοντες με αποτελέσματα που προωθούν τη 
μακροβιότητα εμφανίζονται με πράσινο χρώμα και εκείνοι με αντίθετα αποτελέσματα εμφανίζονται 
με κόκκινο χρώμα. Αναπροσαρμογή από Lapierre et al., 2012 [63]. 

Το TORC1 σύμπλοκο επηρεάζει τη γήρανση στο C. elegans τουλάχιστον εν 

μέρει μέσω των GTPases RAGA-1 [110, 112], RHEB-1 [115] και DAF-15 [114]. 

Επίσης, η αναστολή μέσω RNAi της μεταγραφής του raga-1 γονιδίου στο έντερο είναι 

επαρκής για την επέκταση του προσδόκιμου ζωής [112], υποδεικνύοντας το σημαντικό 
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ρόλο του εντέρου στη γήρανση και τη συσχέτιση του με τον TOR. Επιπλέον, η 

αναστολή του rict-1 γονιδίου σε ενήλικα ζώα επεκτείνει την διάρκεια ζωής του C. 

elegans [112]. Οι δύο μεταγραφικοί παράγοντες DAF-16 και SKN-1 απαιτούνται για 

την επέκταση του προσδόκιμου ζωής που προκαλείται από την αναστολή του TORC1, 

ενώ ο SKN-1 απαιτείται για επέκταση διάρκειας ζωής με διαμεσολάβηση TORC2/rict-

1. Η αναστολή TOR απαιτεί επίσης τον μεταγραφικό παράγοντα PHA-4 για την αύξηση 

στο προσδόκιμο ζωής [116], αν και μέχρι στιγμής δεν έχει εξεταστεί εάν αυτό είναι 

κυρίως αποτέλεσμα που αφορά το TORC1 ή TORC2 σύμπλοκο (Εικόνα 17). 

 

1.2.5.3. Σιρτουΐνες 

 

Οι σιρτουΐνες συγκροτούν μια οικογένεια ενζύμων με δραστικότητα 

αποακετυλάσης, η δράση των οποίων εξαρτάται απόλυτα από την παρουσία 

νικοτιναμιδο-αδενινο-δινουκλεοτιδίου (NAD+) και καταλύουν τη μετα-μεταφραστική 

τροποποίηση πρωτεϊνών, με πρωτεύουσα τροποποίηση την αποακετυλίωση 

καταλοίπων λυσίνης [117]. Η Sir2 ρυθμίζει θετικά την αύξηση στο προσδόκιμο ζωής 

στη ζύμη Saccharomyces cerevisiae [118], ενώ υπερέκφραση της ομόλογης SIR-2.1 

στο C. elegans έχει δειχθεί να επεκτείνει το προσδόκιμο ζωής με DAF-16 εξαρτώμενο 

τρόπο [119].  H πρωτεΐνη SIR-2.1 έχει δειχθεί ότι προσδένεται στο DAF-16 και η 

σύνδεση αυτή εξαρτάται από την πρωτεΐνη FTT-2 (14-3-3 protein). H σύνδεση 

πραγματοποιείται  ως απόκριση σε στρες με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση του DAF-

16 και την έκφραση προστατευτικών γονιδίων, έτσι οι σιρτουΐνες φαίνεται να 

αποτελούν μια εναλλακτική οδό ενεργοποίησης του DAF-16. Επιπλέον, μεταλλαγές 

στο γονίδιο sir-2.1 καταστέλλουν τον φαινότυπο μακροζωίας πράγμα που 

επιβεβαιώνει τη θετική επίδραση των σιρτουϊνών στην αύξηση του προσδόκιμου ζωής 

[120].  

Μελέτες έχουν επίσης έχουν διερευνήσει την πιθανότητα η Sir2 να είναι 

υπεύθυνη για αύξηση του προσδόκιμου ζωής ύστερα από θερμιδικό περιορισμό στη 

ζύμη Saccharomyces cerevisiae,  αν και τελικά δεν συμφωνούν όλα τα αποτελέσματα 

προς αυτή την κατεύθυνση [121-123]. Στον C. elegans πάντως, η αύξηση του 

προσδόκιμου ζωής που επάγεται από την υπερέκφραση SIR-2.1 και η αύξηση του 

προσδόκιμου ζωής που παρατηρείται σε στελέχη eat-2 (στελέχη που παρουσιάζουν 

πολύ μειωμένη πρόσληψη τροφής λόγω δυσλειτουργίας του φάρυγγα με επακόλουθο 

την πρόκληση θερμιδικού περιορισμού) δεν φαίνεται να έχουν κάποια πρόσθετη 
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επίδραση, γεγονός που υποδηλώνει ότι η υπερέκφραση της SIR-2.1 και τα 

μεταλλαγμένα στελέχη eat-2  έχουν παρόμοια επίδραση στην αύξηση του 

προσδόκιμου ζωής, και ίσως από πίσω κρύβεται ένας κοινός μηχανισμός δράσης 

[124]. Ωστόσο, η sir-2.1 έχει αποδειχθεί ότι δεν είναι απαραίτητη για την αύξηση του 

προσδόκιμου ζωής ύστερα από πρόκληση θερμιδικού περιορισμού σε μεσήλικα ζώα 

[125, 126]. Έτσι, φαίνεται ότι οι σιρτουΐνες μπορούν να ασκήσουν αντιγηραντική δράση 

υπό συγκεκριμένες συνθήκες θερμιδικού περιορισμού. 

 

1.2.5.4. Ενεργοποίηση της AMP εξαρτώμενης κινάσης 

 

Η εξαρτώμενη από AMP πρωτεϊνική κινάση AMPK είναι ένας συντηρημένος 

κυτταρικός αισθητήριος μηχανισμός των επιπέδων ενέργειας του κυττάρου που βοηθά 

τα κύτταρα να προσαρμοστούν σε συνθήκες χαμηλής ενέργειας (χαμηλών επιπέδων 

ATP σε σχέση με τα επίπεδα AMP) [127]. Η AMPK αποκαθιστά την ομοιόσταση της 

ενέργειας διεγείροντας τις καταβολικές διεργασίες και ταυτόχρονα εμποδίζοντας τις 

διαδικασίες που καταναλώνουν ενέργεια [128]. Η απώλεια του γονιδίου aak-2, που 

κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη AMPK στον C. elegans, οδηγεί σε μείωση στο 

προσδόκιμο ζωής ενώ αντίθετα, η αυξημένη έκφραση του aak-2 αυξάνει το 

προσδόκιμο ζωής [129]. Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι η υπερέκφραση μιας συστατικά 

ενεργού μορφής AMPK αυξάνει τη διάρκεια ζωής σε ακόμα μεγαλύτερο βαθμό σε 

σχέση με την υπερέκφραση aak-2  [130]. Η φαρμακευτική ουσία μετφορμίνη που 

χρησιμοποιείται σε ασθενείς για τη θεραπεία του διαβήτη, είναι ένας έμμεσος 

ανταγωνιστής της ΑΜΡΚ που αυξάνει τη διάρκεια ζωής του C. elegans [131].  

Η AAK-2 είναι απαραίτητη για την αύξηση στο προσδόκιμο ζωής που 

προκαλείται από μειωμένη σηματοδότηση στο μονοπάτι ινσουλίνης που τελικά οδηγεί 

στην ενεργοποίηση του DAF-16 και ο DAF-16 απαιτείται για την αύξηση στο 

προσδόκιμο ζωής που παρατηρείται μετά από ενεργοποίηση  της AMPK. Φαίνεται 

επομένως, ότι ο μεταγραφικός παράγοντας DAF-16 και η AMPK λειτουργούν 

συνεργατικά σε ένα βρόχο ανατροφοδότησης. Πράγματι, η κινάση AAK-2 ενεργοποιεί 

το DAF-16 [130] και ο DAF-16 ρυθμίζει την έκφραση του aakg-4, ενός γονιδίου που 

κωδικοποιεί μία ρυθμιστική υπομονάδα της ΑΜΡΚ [132].  

Μια οδός σηματοδότησης AMPK και DAF-16 ενεργοποιείται ύστερα από 

θερμιδικό περιορισμό σε μεσήλικα ζώα και οδηγεί στην αύξηση του προσδόκιμου ζωής 

[130]. Ωστόσο, αυτή η οδός δεν είναι διαθέσιμη σε περιπτώσεις που έχουμε χρόνιο 

θερμιδικό περιορισμό, όπως αυτό που παρατηρείται στα μεταλλαγμένα στελέχη eat-2 
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που αδυνατούν από τη την αρχή να προσλάβουν τροφή λόγω δυσλειτουργίας στο 

φάρρυγα. Επιπλέον, οι μεταγραφικοί παράγοντες που απαιτούνται για την επέκταση 

στο προσδόκιμο ζωής που προκαλείται από χρόνιο θερμιδικό περιορισμό (π.χ. PHA-

4 και SKN-1) είναι περιττοί για την αύξηση στη διάρκεια ζωής που προκαλείται από 

τον θερμιδικό περιορισμό στα μεσήλικα ζώα [126]. Συμπερασματικά, η χρονική στιγμή 

και η ποσότητα τροφής μπορεί να είναι σημαντικοί παράγοντες για τον προσδιορισμό 

του σηματοδοτικού μονοπατιού που θα ενεργοποιηθεί και θα δώσει πιθανώς αύξηση 

στο προσδόκιμο ζωής. 

 

1.2.5.5. Μιτοχόνδρια και οξειδωτικό στρες 

 

Τα μιτοχόνδρια αποτελούν βασικά οργανίδια των κυττάρων και 

πραγματοποιούν κεντρικές λειτουργίες για τον κυτταρικό μεταβολισμό και την 

απόπτωση. Τα μιτοχόνδρια αποτελούν επίσης σημαντική πηγή δραστικών μορφών 

οξυγόνου (Reactive Oxygen Species - ROS). Αυτές είναι υπεύθυνες για βλάβες σε 

μακρομόρια όπως το DNA, οι πρωτεΐνες και τα λιπίδια ενώ επίσης προάγουν την 

αλλοίωση των κυττάρων, των ιστών και, τελικά, ολόκληρου του οργανισμού. Τα 

μιτοχονδριακά ROS θεωρούνται η κύρια αιτία της γήρανσης, και αυτή η υπόθεση 

αναφέρεται ως η μιτοχονδριακή θεωρία των ελεύθερων ριζών της γήρανσης. 

Πράγματι, μεγάλης κλίμακας μελέτες RNAi για γονίδια που σχετίζονται με την 

επέκταση του προσδόκιμου ζωής αποκάλυψαν ότι τα περισσότερα από τα γονίδια που 

προάγουν τη μακροζωία εμπλέκονται σε μεταβολικές οδούς και συστατικά της 

αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων του μιτοχονδρίου [133-136]. Τέτοιου τύπου 

αναλύσεις έχουν υποδείξει το σημαντικό ρόλο των μιτοχονδρίων στη γήρανση. 

Ωστόσο, η απώλεια της λειτουργίας της SOD-2 (Mitochondrial Superoxide Dismutase) 

στο C. elegans, η οποία οδηγεί σε αύξηση στις οξειδωτικές βλάβες, επεκτείνει τη 

διάρκεια ζωής [137]. Η ίδια ερευνητική ομάδα έδειξε ότι η επίδραση με το προ-

οξειδωτικό paraquat προκάλεσε επίσης αύξηση στη διάρκεια ζωής του C. elegans 

[138], γεγονός που υποδηλώνει ότι ήπιο μιτοχονδριακό στρες καθιστά τους 

οργανισμούς λιγότερο ευαίσθητους στις επακόλουθες διαταραχές. Περαιτέρω, η 

παρεμπόδιση της αναπνοής μπορεί να επεκτείνει τη διάρκεια ζωής προκαλώντας μια 

μέτρια αύξηση στις ελεύθερες οξειδωτικές ρίζες ROS αποτέλεσμα που 

διαμεσολαβείται από τους παράγοντες HIF-1 [139], AAK-2 [140], CHE-23 [141], CEP-

1 [142] και SKN-1 [143]. Επιπλέον, ο ενδογενής άξονας απόπτωσης από το 

μιτοχόνδριο έχει επίσης αποδειχθεί ότι μεσολαβεί στη μακροβιότητα [144]. Η 



 
64 

λειτουργία του μιτοχονδρίου επομένως μπορεί να επιδρά στην εξέλιξη της γήρανσης 

με αρκετούς διαφορετικούς μηχανισμούς.  

Επειδή τα μιτοχόνδρια έχουν κεντρικό ρόλο στην παραγωγή κυτταρικής 

ενέργειας, είναι πιθανό ότι τα μιτοχόνδρια έχουν επίσης σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση 

της διάρκειας ζωής ως απόκριση σε διατροφικούς περιορισμούς. Πράγματι, η 

επέκταση του προσδόκιμου ζωής ύστερα από στέρηση γλυκόζης πιστεύεται ότι 

προκαλείται λόγω φαινομένου όρμησης στο μιτοχόνδριο (ειδικός τύπος όρμησης που 

προκαλείται από τον αυξημένο σχηματισμό ROS εντός των μιτοχονδρίων) [145]. Η 

στέρηση της γλυκόζης προωθεί το σχηματισμό ROS, που στη συνέχεια δίνει έναυσμα 

για την αντίδραση όρμησης [145]. Ο SKN-1 και η AAK-2 μεσολαβούν τόσο στην 

επέκταση του προσδόκιμου ζωής ύστερα από θερμιδικό περιορισμό [130, 146] όσο 

και στην επέκταση που συμβαίνει λόγω του φαινομένου της μιτοχονδριακής όρμησης 

[140, 143].  Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι ο SKN-1 και η AAK-2 μπορεί να 

λειτουργούν ως συνδετικοί κρίκοι μεταξύ θερμιδικού περιορισμού και λειτουργίας των 

μιτοχονδρίων. 

Κατά τη διάρκεια των πρώτων εµβρυικών σταδίων του σκώληκα, ο 

µεταγραφικός παράγοντας SKN-1 απαιτείται για την ανάπτυξη του πεπτικού 

συστήµατος και άλλων µεσοδερµικών ιστών. Μετεµβρυικά, ο SKN-1 είναι απαραίτητος 

για την επιβίωση του οργανισµού και την αντοχή του στο στρες. Όπως ο Nrf-2 

(ορθόλογο τον άνθρωπο), έτσι και ο SKN-1 προστατεύει από τους στρεσογόνους 

παράγοντες ρυθµίζοντας την απάντηση της φάσης ΙΙ (phase II response) [147]. Ο 

SKN-1 εντοπίζεται συνεχώς στον πυρήνα των ASI νευρώνων µέσω της δράσης των 

οποίων αυξάνει προσδόκιµο ζωής ως απόκριση στον διαιτητικό περιορισµό. 

Επιπλέον, για να εµφανίσει ο σκώληκας αντοχή στο στρες πρέπει ο SKN-1 να 

εκφράζεται στα κύτταρα του εντέρου του [146]. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η 

πρωτεΐνη GSK-3 (Glycogen Synthase Kinase-3) αναστέλλει τη µεταφορά του SKN-1 

στον πυρήνα. Σε καταστάσεις οξειδωτικού στρες, ο SKN-1 φωσφορυλιώνεται από την 

κινάση PMK1, η οποία είναι µια p38 ΜΑPK κινάση (Μitogen Activated Protein Kinase), 

και µεταναστεύει στον πυρήνα [147]. Εκτός από την PMK1, η ΜΚΚ4 (MAPK Kinase 

4), η ΙκΚe1 (Inhibitory κB Kinase e1), η NEKL2 [NEKL-2: NEK (never in mitosis 

kinase)-like protein 2] και η PDHK2 (Pyruvate DeHydrogenase Kinase 2) οµόλογες 

κινάσες στο σκώληκα έχουν σηµαντικό ρόλο στην φωσφορυλίωση του SKN-1 [148].  

Στον πυρήνα, ο SKN-1 ενεργοποιεί την έκφραση των γονιδίων της φάσης ΙΙ, τα 

οποία παράγονται ως απόκριση στην έκθεση σε ξενοβιοτικές ουσίες και προϊόντα του 
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οξειδωτικού στρες. Όπως ο Nrf-2 στα θηλαστικά έτσι και ο SKN-1 στον C. elegans 

ρυθµίζει την έκφραση µερικών υποµονάδων του πρωτεασώµατος [149, 150]. 

Συγκεκριµένα ο SKN-1 φαίνεται να συνεισφέρει στην έκφραση περίπου 14 

πρωτεασωµικών υποµονάδων (αποτελούν το 44% όλων των υποµονάδων του 

πρωτεασώµατος) σε φυσιολογικές καταστάσεις και σε καταστάσεις στρες [150]. Μια 

πρόσφατη µελέτη έδειξε ότι ο SKN-1 βρίσκεται στους υποκινητές των περισσοτέρων 

γονιδίων που κωδικοποιούν τις υποµονάδες του πρωτεασώµατος κάτω από µη 

στρεσογόνες συνθήκες σε ζώα προ του προνυµφικού σταδίου (L1) [151]. Αυτό δείχνει 

ότι ο SKN-1 είναι µάλλον βασικός ρυθµιστής της έκφρασης των πρωτεασωµικών 

γονιδίων ακόµα και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες. Επιπλέον, αναστολή του 

πρωτεασώµατος στον σκώληκα έχει ως αποτέλεσµα την ενεργοποίηση του 

µεταγραφικού παράγοντα SKN-1 [152].  

Σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της ενεργοποίησης του SKN-1 έχει και το 

σηµατοδοτικό µονοπάτι της ινσουλίνης. Ειδικότερα, η σηµατοδότηση µέσω του DAF-

2 υποδοχέα, αναστέλλει τη συσσώρευση του SKN-1 στους πυρήνες των κυττάρων του 

εντέρου του σκώληκα, εµποδίζοντας µε αυτόν τον τρόπο την έκφραση των γονιδίων 

στόχων του SKN-1. Η ανασταλτική αυτή ρύθµιση συµβαίνει ανεξάρτητα από τον 

µεταγραφικό παράγοντα DAF- 16, που είναι ο κύριος µεταγραφικός στόχος του 

σηµατοδοτικού µονοπατιού της ινσουλίνης. Όπως είναι γνωστό, αναστολή του 

σηµατοδοτικού µονοπατιού της ινσουλίνης στο σκώληκα έχει ως αποτέλεσµα την 

αύξηση της αντοχής στο στρες και την µακροζωία. Για την εµφάνιση αυτού του 

φαινοτύπου είναι απαραίτητα τόσο η ενεργοποίηση του DAF-16 όσο και του SKN-1 

µεταγραφικού παράγοντα. Εποµένως, το σηµατοδοτικό µονοπάτι της ινσουλίνης 

ελέγχει παράλληλα την έκφραση των DAF-16 και SKN-1 µεταγραφικών παραγόντων 

[103]. 

 

1.2.5.6. Σηματοδότηση από το αναπαραγωγικό σύστημα 

 

Στον C. elegans, τα βλαστικά γαμετοκύτταρα της γονάδας (germline cells) 

συμμετέχουν στη σηματοδότηση της γήρανσης σαν απάντηση στη διαθεσιμότητα των 

θρεπτικών συστατικών ρυθμίζοντας το προσδόκιμο ζωής. Η αφαίρεση των κυττάρων 

αυτών με λέιζερ αυξάνει το προσδόκιμο ζωής κατά 60% ωστόσο, αυτή η επίδραση 

μπορεί να ανασταλεί με την ταυτόχρονη απομάκρυνση των σωματικών κυττάρων της 

γονάδας, γεγονός που υποδηλώνει την ύπαρξη αντίθετων μονοπατιών 

σηματοδότησης από τα σωματικά και τα βλαστικά γαμετοκύτταρα της γονάδας [153]. 
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Η ρύθμιση της διάρκειας ζωής από το αναπαραγωγικό σύστημα έχει επίσης 

παρατηρηθεί σε μύγες αλλά και σε ποντικούς [104].  

Ομοίως με τα στελέχη daf-2 (στελέχη με μεταλλαγές στον υποδοχέα ινσουλίνης 

DAF-2), ο DAF-16 απαιτείται για την επέκταση στο προσδόκιμο ζωής των ζώων χωρίς 

βλαστικά κύτταρα στο αναπαραγωγικό σύστημα. Σε αντίθεση με το μονοπάτι 

ινσουλίνης/IGF-1 που είναι ρυθμιστής του DAF-16 τόσο σε νευρωνικά κύτταρα αλλά 

και στο έντερο, η αφαίρεση των βλαστικών κυττάρων προκαλεί την ενεργοποίηση του 

DAF-16 κυρίως στο έντερο, καθώς αποτελεί το βασικό ιστό για τη ρύθμιση του 

προσδόκιμου ζωής μέσω σημάτων της γονάδας [153]. Αρκετοί παράγοντες με 

λειτουργίες στη σηματοδότηση της ινσουλίνης/IGF-1 απαιτούνται για τη επέκταση του 

προσδόκιμου ζωής σε ζώα χωρίς βλαστικά γαμετοκύτταρα στη γονάδα, 

συμπεριλαμβανομένου του DAF-18 [154], του συμπαράγοντα SMK-1 [96] και του 

παράγοντα μεταγραφής HSF-1 [133].  

Κάποιοι παράγοντες, είναι ειδικοί αποκλειστικά για τη σηματοδότηση της 

βλαστικής σειράς κυττάρων της γονάδας, συμπεριλαμβανομένου του μεταγραφικού 

παράγοντα επιμήκυνσης TCER-1 [155], και της πρωτεΐνης KRI-1 με δομική και 

λειτουργική περιοχή αγκυρίνης [154]. Η πρωτεΐνη KRI-1 απαιτείται για τον πυρηνικό 

εντοπισμό του DAF-16 καθώς και για τη θετική έκφραση του TCER-1 στο έντερο των 

ζώων χωρίς βλαστική σειρά κυττάρων, αλλά όχι και στα στελέχη daf-2. Ο TCER-1 

μπορεί να εμπλέκεται στη ρύθμιση του προσδόκιμου ζωής των ζώων χωρίς βλαστική 

σειρά κυττάρων μέσω των αλληλεπιδράσεών του με την PHI-62, μια πρωτεΐνη που 

προσδένεται στο RNA και δεσμεύει την πρωτεΐνη FTT-2 που αλληλεπιδρά με τον DAF-

16 [156].  



 
67 

 
Εικόνα 18. Επισκόπηση της σηματοδότησης της γονάδας στη γήρανση του Caenorhabditis elegans. Η 
επέκταση του προσδόκιμου ζωής ύστερα απο αφαίρεση των βλαστικών γαμετοκυττάρων, για 
παράδειγμα με μετάλλαξη του glp-1, εξαρτάται από τουλάχιστον τέσσερις μηχανισμούς 
σηματοδότησης: μειωμένη σηματοδότηση TOR (πιθανή ρύθμιση της αυτοφαγίας), ρύθμιση DAF-16, 
αυξημένη σηματοδότηση στεροειδών μέσω του DAF-36/DAF-9/DAF-12 (που ρυθμίζει διάφορα 
γονίδια) και αυξημένη σηματοδότηση NHR-80 (η οποία ενισχύει τον αποκορεσμό λιπαρών οξέων). Από 
αυτούς τους μηχανισμούς, ο πλέον μελετημένος μηχανισμός είναι η ρύθμιση του DAF-16. Τα ζώα χωρίς 
τη βλαστική γονάδα απαιτούν ειδικούς συμπαράγοντες (που δεν απαιτούνται σε daf-2 στελέχη) για 
την ενεργοποίηση του DAF-16 στον πυρήνα των κυττάρων του εντέρου. Τα DAF-12, TCER-1, ΚΡΙ-1 και 
ΡΗΙ-62 λειτουργούν ειδικά σε ζώα χωρίς βλαστικά κύτταρα, ενώ τα DAF-18, SMK-1 και HSF-1 είναι 
κοινά με τη σηματοδότηση του μονοπατιού ινσουλίνης/IGF-1. Η μη-αυτόνομη ρύθμιση του DAF-16 στα 
κύτταρα διεγείρεται επίσης μέσω ενός microRNA, mir-71, το οποίο παράγεται σε νευρώνες. Οι 
παράγοντες που προάγουν τη μακροζωία εμφανίζονται με πράσινο χρώμα και εκείνοι με αντίθετα 
αποτελέσματα με κόκκινο χρώμα. Οι μεταγραφικοί παράγοντες είναι σε τετράγωνα. Αναπροσαρμογή 
από Lapierre et al., 2012 [102]. 

 

Μια οδός σηματοδότησης στεροειδούς ορμόνης ρυθμίζει επίσης τον εντοπισμό 

του DAF-16 και απαιτείται για τη μακροζωία στα ζώα χωρίς τα αρχέγονα κυτταρα της 

γονάδας. Αυτό το μονοπάτι, περιλαμβάνει τρία βασικά στοιχεία, DAF-9, DAF-36 και 

DAF-12. Το DAF-9 είναι ένα ορθόλογο του ενζύμου του κυτοχρώματος P450 των 

Θηλαστικών CYP27 και εκφράζεται στην υποδερμίδα, στη σπερματοθήκη και σε δύο 

κύτταρα που ομοιάζουν με νευρώνα. Το DAF-36 είναι μια οξυγενάση τύπου Rieske 
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που εκφράζεται κυρίως στο έντερο [96]. Ο DAF-9 (CYP27) και ο DAF-36 (οξυγενάση) 

εμπλέκονται στη σύνθεση ή στην τροποποίηση των προσδετών του πυρηνικού 

ορμονικού υποδοχέα DAF-12 (FXR). Σύμφωνα με αυτό, η χορήγηση Δ4 

δαφαχρονικού οξέως που είναι ο προσδέτης του υποδοχέα DAF-12 (FXR) 

αποκαθιστά την αύξηση στο προσδόκιμο ζωής που αντιστρέφεται σε ζώα χωρίς 

βλαστικά κύτταρα με έλλειψη daf-9 ή daf-36 [157]. Ο DAF-12 είναι πιθανό να 

αλληλεπιδρά με πολύπλοκο τρόπο με το παράγοντες DAF-16 και DAF-9 ενώ οι δύο 

πρωτεΐνες πιθανώς μπορούν να συνδέονται άμεσα μεταξύ τους [158]. Έτσι, σε 

απόκριση στην απομάκρυνση των βλαστικών κυττάρων, η σηματοδότηση μέσω 

στεροειδών προκαλεί συγκεκριμένες αλλαγές στο έντερο που διεγείρουν τη 

δραστικότητα του DAF-16 που έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της διάρκειας ζωής 

(Εικόνα 18). 

 

1.2.5.7. Πρωτεόσταση 

 

Η ομοιόσταση των πρωτεϊνών ή αλλιώς πρωτεόσταση είναι βασική για την 

υγεία των κυττάρων. Η απώλεια της πρωτεϊνικής ομοιόστασης σχετίζεται άμεσα με 

σχηματισμό συσσωματωμάτων, μια παρενέργεια που συνδέεται με πολλές ασθένειες 

της τρίτης ηλικίας [159]. Όπως είναι γνωστό η απώλεια της πρωτεϊνικής δομής, που 

οδηγεί σε πρωτεΐνική συσσωμάτωση, οδηγεί σε απώλεια της πρωτεϊνικής λειτουργίας 

που έχει ως αποτέλεσμα την υποβάθμιση της κυτταρικής λειτουργίας. Η κατάσταση 

των πρωτεϊνών στο κύτταρο ρυθμίζεται μέσω μιας πολύπλοκης αλληλεπίδρασης της 

πρωτεϊνικής σύνθεσης, αποικοδόμησης και ποιοτικού ελέγχου – επιδιόρθωσης των 

πρωτεϊνών. 

 Ήδη είναι γνωστό ότι ο ρυθμός πρωτεϊνικής σύνθεσης στο C. elegans 

μειώνεται σε πολύ μεγάλο βαθμό στα ζώα ηλικίας 10 ημερών σε σχέση με αυτά ηλικίας 

4 ημερών [160]. Έχει δειχθεί επίσης όμως, ότι το προσδόκιμο ζωής του C. elegans 

αυξάνεται μειώνοντας την πρωτεϊνοσύνθεση. Τα daf-2 στελέχη παρουσιάζουν 

μειωμένη μετάφραση πρωτεϊνών, και οι μηχανισμοί που έχουν οδηγήσει σε μειωμένη 

παραγωγή πρωτεϊνών έχουν θεωρηθεί υπεύθυνοι για το αυξημένο προσδόκιμο ζωής 

[161, 162]. 

Η πρωτεϊνική αποικοδόμηση από την άλλη είναι μια βασική διαδικασία για τον 

έλεγχο της καλής λειτουργίας του συνόλου των πρωτεϊνών. Το σύστημα ουβικιτίνης-

πρωτεασώματος και η αυτοφαγία είναι βασικοί μηχανισμοί πρωτεϊνικής 

αποικοδόμησης. Έχει δειχθεί ότι όταν τα άτομα C. elegans ολοκληρώσουν την 
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ανάπτυξη τους, η ενεργότητα του πρωτεασώματος μειώνεται σε μεγάλο βαθμό [163]. 

Επιπλέον, η αύξηση της ενεργότητας του πρωτεασώματος και άρα της πρωτεϊνικής 

αποικοδόμησης είναι άμεσα συνυφασμένη με την αύξηση στο προσδόκιμο ζωής του 

C. elegans [164-166], πράγμα που σημαίνει ότι μειωμένη ενεργότητα συμβάλει στην 

απώλεια της πρωτεόστασης κατά τη γήρανση.  

Η αυτοφαγία είναι επίσης μια πολύ βασική κυτταρική διεργασία που ρυθμίζει 

το πρωτεϊνικό ισοζύγιο μέσω αποικοδόμησης και έχει βασικό ρόλο στη ρύθμιση του 

προσδόκιμου ζωής. Αποτελεί μια ενδοκυτταρική διαδικασία αποικοδόμησης με υψηλή 

εξελικτική συντήρηση για τη μεταφορά κυτταροπλασματικών συστατικών με τελικό 

αποδέκτη το λυσόσωμα [167]. Μια από τις πρώτες μελέτες που ανέδειξε τη σημασία 

της αυτοφαγίας για την ρύθμιση του προσδόκιμου ζωής στο C. elegans έδειξε ότι η 

απώλεια του γονιδίου bec-1, που ρυθμίζει την αυτοφαγία και τη διακίνηση των 

μεμβρανών στο κύτταρο, καταστέλει τις επιδράσεις μακροζωίας στα daf-2 στελέχη.  

Κάτω από ορισμένες περιπτώσεις όμως, η στόχευση και σίγαση γονιδίων 

αυτοφαγίας μπορεί να έχει και ευεργετικές επιδράσεις επεκτείνοντας το προσδόκιμο 

ζωής στο C. elegans [168]. Επιπλέον, η απώλεια γονιδίων αυτοφαγίας αντιστρέφει την 

αύξηση στο προσδόκιμο ζωής που παρατηρείται ύστερα από την πρόκληση θερμιδικό 

περιορισμό είτε μέσω απώλειας της λειτουργίας του eat-2 γονιδίου είτε μέσω 

σηματοδότησης TOR [169]. Η αυτοφαγία επίσης συμμετέχει στην διάθεση των 

λιπιδίων που είναι αποθηκευμένα στο έντερο σε περιπτώσεις θερμιδικού περιορισμού. 

Σε περιπτώσεις θερμιδικού περιορισμού επομένως, επάγονται τόσο οι λιπάσες, αλλά 

και γονίδια αυτοφαγίας μέσω ενεργοποίησης του HLH-30 μεταφραφικού παράγοντα 

[170, 171]. Όλες αυτές οι παρατηρήσεις υποδεικνύουν ότι η αυτοφαγία είναι κοινός 

παράγοντας για την αύξηση στο προσδόκιμο ζωής που μεσολαβείται από πολλά 

διαφορετικά μονοπάτια.    

Τέλος, το σύστημα ελέγχου των πρωτεϊνών απαρτίζεται από τις πρωτεΐνες 

απόκρισης σε θερμικό σοκ (Heat-Shock Response), το σύστημα απόκρισης σε κακώς 

διπλωμένες πρωτεΐνες (Unfolded Protein Response - UPR), το UPR του 

ενδοπλασματικού δικτύου UPRER και του μιτοχονδρίου UPRmt. Πολλά διαφορετικά 

γονίδια εμπλέκονται σε αυτό το σύστημα και ελέγχονται από καθορισμένους 

μεταγραφικούς παράγοντες (HSF-1 για την απόκριση θερμικού σοκ, XBP-1 για την 

απόκριση UPR, ATF-6 για UPRER, ATFS-1 για UPRmt) [159]. Τα κύτταρα 

χρησιμοποιούν αυτούς τους μηχανισμούς επίβλεψης για να διαχειριστούν διάφορες 
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στρεσογόνες καταστάσεις κατά τη γήρανση και η ενεργοποίηση τους μπορεί να 

οδηγήσει σε μακροζωία [163]. 
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1.3. Λιποφουσκίνη 
 

Η λιποφουσκίνη που αναφέρεται και ως η χρωστική της γήρανσης είναι ένα 

κίτρινο-καφέ πολυμερικό υλικό που προέρχεται από οξειδωμένα κυτταρικά συστατικά. 

Όσο τα κύτταρα γερνούν παρατηρείται όλο και μεγαλύτερη συσσώρευση της 

λιποφουσκίνης στα λυσοσώματα τους. Η ακριβής σύσταση της παραμένει άγνωστη, 

όμως υπολογίζεται ότι αποτελείται κυρίως από οξειδωμένες πρωτεΐνες (30-58%) και 

λιπίδια (19-51%) [172]. Η λιποφουσκίνη περιγράφηκε περίπου πριν από έναν αιώνα, 

αλλά τα τελευταία χρόνια έχει τραβήξει το ενδιαφέρον των ερευνητών για τους ρόλους 

που φαίνεται να έχει στη γήρανση και σε άλλες παθολογικές καταστάσεις [173].  

Οι πρωτεΐνες εντός της λιποφουσκίνης συνδέονται με ενδομοριακούς και 

διαμοριακούς δεσμούς. Πολλές από αυτές τις εγκάρσιες συνδέσεις σχηματίζονται από 

μη πρωτεϊνικά μόρια συμπεριλαμβανομένων προϊόντων οξείδωσης άλλων κυτταρικών 

συστατικών, όπως η αλδεΰδη 4-υδροξυ-2-νονενάλη (HNE) που προέρχεται από την 

οξείδωση των λιπιδίων [174-177]. Το σχηματιζόμενο τελικό προϊόν της λιποφουσκίνης 

είναι ανθεκτικό σε αποικοδόμηση από τα κυτταρικά πρωτεολυτικά συστήματα [178, 

179]. Ενδιαφέρον αποτελεί ότι αυτό το αδιάλυτο υλικό δεν αποβάλλεται από τα 

κύτταρα [180-182].  

Ο σχηματισμός της λιποφουσκίνης εντός του κυττάρου πραγματοποιείται μέσω 

ενός πολύπλοκου δικτύου αντιδράσεων όπου συμμετέχουν διάφορα κυτταρικά 

διαμερίσματα και ένζυμα, συμπεριλαμβανομένων των λυσοσωμάτων, των 

μιτοχονδρίων, του συστήματος του πρωτεασώματος, του κυτοσολίου και ίσως της ήδη 

υπάρχουσας λιποφουσκίνης. Ο ρυθμός σχηματισμού λιποφουσκίνης εντός του 

κυττάρου συσχετίζεται αρνητικά με το προσδόκιμο ζωής ενός μεταμιτωτικού κυττάρου 

και αυξάνεται με την ηλικία [183-187]. Όσο υψηλότερη είναι η ταχύτητα συσσώρευσης 

ενδοκυτταρικής λιποφουσκίνης με τον καιρό, τόσο μικρότερη είναι η μελλοντική 

διάρκεια ζωής του κυττάρου [188].  

Καθώς δεν υπάρχει κάποιο συγκεκριμένο αντίσωμα για τη λιποφουσκίνη και η 

σύνθεση της ποικίλει μεταξύ διαφορετικών τύπων κυττάρων, για την ανίχνευση και την 

ποσοτικοποίηση της χρησιμοποιούμε την ιδιότητα της λιποφουσκίνης να αυτοφθορίζει 

[189]. Το τυπικό φάσμα εκπομπής φθορισμού της λιποφουσκίνης εκτείνεται από 570-

605nm όταν διεγείρεται στα 366nm [190-192]. 
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1.3.1. Σχηματισμός από τα μιτοχόνδρια και το λυσόσωμα 

 

Τα μιτοχόνδρια, ως τα βασικά οργανίδια παραγωγής «καθαρής» ενέργειας του 

κυττάρου, χρησιμοποιούν οξυγόνο ως τελικό υπόστρωμα στη διαδικασία παραγωγής 

ΑΤΡ. Ένα παραπροϊόν της παραγωγής ΑΤΡ είναι ο σχηματισμός ελευθέρων ριζών, 

ιδιαίτερα του ανιόντος υπεροξειδίου [193]. Επίσης, τα μιτοχόνδρια αυξάνουν την 

παραγωγή ελεύθερων οξειδωτικών ριζών κατά τη διάρκεια της γήρανσης γεγονός που 

οφείλεται στη μιτοχονδριακή λειτουργία η οποία φθίνει με την πάροδο του χρόνου.  

Τα μιτοχόνδρια είναι επίσης επιρρεπή στο οξειδωτικό στρες. Η μιτοχονδριακή 

οξείδωση ενισχύει τη δυσλειτουργία και το σχηματισμό δραστικών μορφών οξυγόνου 

(Reactive Oxygen Species - ROS). Σε γηρασμένα κύτταρα παρατηρείται ένας 

αυξανόμενος αριθμός μιτοχονδρίων με βλάβες, μειώνοντας αφενός το ρυθμό 

διαίρεσης των μιτοχονδρίων, και αφετέρου δυσχαιρένοντας την αποικοδόμηση τους 

[194]. 

 
Εικόνα 19. Υπόθεση σχηματισμού και επεξεργασίας της λιποφουσκίνης. Απεικονίζεται ένα 
απλοποιημένο σχήμα των ενδοκυτταρικών οδών που εμπλέκονται στην παραγωγή της λιποφουσκίνης. 
Ο σχηματισμός λιποφουσκίνης ξεκινά είτε με οξειδωτική βλάβη σε κυτοσολικές δομές (ίσως 
πρωτεΐνες) είτε με οξειδωτικό στρες στα μιτοχόνδρια. Όταν οι επιδιορθωτικοί μηχανισμοί αποτύχουν 
να αποκαταστήσουν τις φθορές, οι οξειδωμένες πρωτεΐνες και τα μιτοχόνδρια συσσωρεύουν βλάβες 
και αλλάζει η δομή τους. Αυτό οδηγεί στην πρόσληψη από λυσοσώματα όπου σχηματίζουν μεγάλα 
συσσυματώματα μαζί με προϋπάρχοντα υλικά και μπορεί να οδηγήσουν σε λυσοσωμική ρήξη. Η 
λιποφουσκίνη που απελευθερώνεται δημιουργεί πρόβλημα στο κυτοσόλιο. Για να αποφευχθεί αυτό, 
η λιποφουσκίνη λαμβάνεται από νέα λυσοσώματα και ο κύκλος επαναλαμβάνεται. Αναπροσαρμογή 
από Jung et al., 2007 [195]. 
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Τα κυτταρικά οργανίδια, συμπεριλαμβανομένων των μιτοχονδρίων, 

αποικοδομούνται εντός των λυσοσωμάτων. Η πρόσληψη στο λυσοσωμικό διαμέρισμα 

λαμβάνει χώρα με μια διαδικασία που ονομάζεται μακροαυτοφαγία [196, 197]. Τα 

λυσοσώματα είναι ενδοκυτταρικά διαμερίσματα που λαμβάνουν πρωτεΐνες και άλλα 

μακρομόρια και τα αποικοδομούν με τη βοήθεια ενζύμων σε όξινο ρΗ (4,5-5,5) [198]. 

Στα λυσοσώματα συναντάμε πολλά διαφορετικά ένζυμα αποικοδόμησης, όπως 

φωσφατάσες, πρωτεάσες, ένζυμα υδρόλυσης σφιγγολιπιδίων και λιπιδίων, 

επιτρέποντας την αποικοδόμηση σχεδόν οποιασδήποτε κυτταρικής δομής.  

Εξαιτίας της υψηλής περιεκτικότητας των μιτοχονδρίων σε σίδηρο, η 

πρόσληψη μιτοχονδριακού υλικού στο λυσοσώμα δεν φαίνεται να σταματά αμέσως 

την παραγωγή ελεύθερων ριζών [199, 200]. Τα ROS που προκύπτουν είναι ικανά να 

προκαλέσουν υπεροξείδωση λιπιδίων στη λυσοσωμική μεμβράνη, και να οδηγήσουν 

στο σχηματισμό προϊόντων όπως 4-υδροξυ-2-νονενάλη (HNE) και μαλονδιαλδεΰδη 

(MDA). Το HNE, ειδικότερα, είναι ικανό να συμβάλει στη δημιουργία πρωτεϊνικών 

συσσωματωμάτων [201]. Η οξείδωση της λυσοσωμικής μεμβράνης μπορεί επίσης να 

οδηγήσει σε ρήξη της [202], ακολουθούμενη από την απελευθέρωση ενεργού 

οξειδοαναγωγικού σιδήρου και τοξικών προϊόντων στο κυτοσόλιο (Εικόνα 19), 

συμπεριλαμβανομένης της λιποφουσκίνης. Η λιποφουσκίνη στη συνέχεια είτε 

προσλαμβάνεται εκ νέου από τα λυσοσώματα είτε αν αφεθεί διαταράσσει τον 

κυτταρικό μεταβολισμό. 

 

1.3.2. Σχηματισμός στο κυτταρόπλασμα 

 

Τα βασικότερα μακρομόρια που επηρρεάζονται από οξειδωτικές βλάβες στο 

κύτταρο είναι οι πρωτεΐνες [203]. Όταν οι πρωτεΐνες είναι κατεστραμμένες και μη 

λειτουργικές, αρκετοί κυτταρικοί μηχανισμοί εμπλέκονται στην απομάκρυνσή τους. 

Ορισμένες βλάβες σε οξειδωμένες πρωτεΐνες μπορούν να επιδιορθωθούν με τη 

βοήθεια άλλων πρωτεϊνών επιδιόρθωσης. Άλλες οξειδωμένες πρωτεΐνες όμως δεν 

μπορούν να επιδιορθωθούν αλλά πρέπει να αποικοδομηθούν ώστε να αποφευχθεί η 

συσσώρευσή τους στο κυτταρόπλασμα.  

Οι κυτοσολικές πρωτεΐνες που έχουν υποστεί βλάβες αποικοδομούνται σε 

μεγάλο βαθμό από το πρωτεάσωμα. Το σύστημα του πρωτεασώματος είναι η βασική 

πρωτεολυτική μηχανή που παρεμποδίζει την ενδοκυτταρική συσσώρευση μη 

λειτουργικών, οξειδωτικά τροποποιημένων ή λανθασμένα διπλωμένων πρωτεϊνών 

[204]. Το πρωτεάσωμα έχει κυλινδρική δομή βαρελιού και στον εσωτερικό του θάλαμο 
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λαμβάνει χώρα η πρωτεόλυση [205]. Το πρωτεάσωμα φαίνεται να είναι σε θέση να 

αναγνωρίσει λανθασμένα διπλωμένες πρωτεΐνες με επιφανειακά εκτεθειμένα 

υδρόφοβα αμινοξικά κατάλοιπα και να τις αποικοδομήσει [206]. Ωστόσο, αν οι 

κυτοσολικές πρωτεΐνες έχουν υποστεί μεγάλες βλάβες, λόγω των αντιδράσεων των 

ελεύθερων ριζών και της ύπαρξης παραγόντων όπως  η αλδεΰδη 4-υδροξυ-2-νονενάλη 

(HNE) που προωθεί το σχηματισμό διασταυρούμενων συνδέσεων μεταξύ πρωτεϊνών 

και τη δημιουργία συσσωματωμάτων, το πρωτεάσωμα αδυνατεί να τις αποικοδομήσει. 

Μελέτες έχουν δείξει ότι τέτοιες πρωτεΐνες δεν είναι κατάλληλα υποστρώματα για το 

πρωτεάσωμα, ενώ φαίνεται ότι όχι μόνο οι πρωτεΐνες αυτές δεν μπορούν να 

αποικοδομηθούν από το πρωτεάσωμα αλλά επιπλέον είναι ικανές να το αναστέλλουν 

[207]. Αυτή η πρωτεασωμική αναστολή μπορεί να μειώσει την ανακύκλωση 

οξειδωμένων πρωτεϊνών και να οδηγήσει στη συσσώρευση τους. Αυτές λόγω της 

οξειδωμένης τους επιφάνειας, είναι ικανές να σχηματίζουν δεσμούς τόσο μεταξύ τους 

αλλά και με πολυάριθμα κυτταρικά συστατικά οδηγώντας στη δημιουργία ενός υλικού 

με μεγάλη διασταυρούμενη σύνδεση μεταξύ των συστατικών του, τη λιποφουσκίνη.  

Οι πρωτεΐνες που συσσωματώνονται είναι σύνηθες να περιέχουν δεσμευμένα 

δραστικά μέταλλα [208, 209], εξαιτίας αυτού είναι πιθανό η λιποφουσκίνη που 

προσλαμβάνεται από τα λυσοσώματα να μπορεί να αντιδράσει με τις μεμβράνες και να 

προκαλέσει ρήξη του λυσοσώματος με αποτελέσμα να απελευθερώνεται ξανά στο 

κυτοσόλιο (Εικόνα 19). Σε αυτή την περίπτωση, υλικά που υπήρχαν προς 

αποικοδόμηση στα λυσοσώματα είναι επίσης ικανά να αντιδράσουν με την 

λιποφουσκίνη και να δημιουργήσουν δεσμούς συνεισφέροντας στην αύξηση της μάζας 

της. Αυτό οδηγεί σε μια κυκλική διαδικασία που σχηματίζει μια αυξανόμενη μάζα 

λιποφουσκίνης [195]. 

 

1.3.3. Τοξικότητα 

 

Τόσο τα λυσοσώματα όσο και το πρωτεάσωμα, είναι τα δύο βασικά συστήματα για τη 

διατήρηση της ομαλής λειτουργίας του κυτοσολίου και του συνόλου των πρωτεϊνών για την 

αποφυγή των συνεπειών της οξειδωτικής βλάβης [210-212]. Η αποτελεσματικότητα αυτών των 

συστημάτων μειώνεται με την πάροδο του χρόνου στα μετα-μιτωτικά γηρασμένα κύτταρα [213, 

214] λόγω υψηλού οξειδωτικού στρες, σε παθολογικές καταστάσεις [215, 216] και 

λιποφουσκινώσεις [217] που είναι ασθένειες που αφορούν στην λυσοσωμική αποθήκευση. 

Επομένως, μερικές πρωτεΐνες που έχουν υποστεί οξειδωτική βλάβη δεν αποικοδομούνται 

αμέσως αλλά οξειδώνονται περαιτέρω, με αποτέλεσμα την ενδοκυτταρική συσσώρευση 
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λιποφουσκίνης η οποία έχει χημικά πολύ ενεργή επιφάνεια που μπορεί να διαταράξει τον 

κυτταρικό μεταβολισμό.  

Η λιποφουσκίνη εκ φύσεως έχει τοξικές επιδράσεις, κυρίως λόγω της ικανότητάς της 

να δεσμεύει μέταλλα όπως ο σίδηρος, ο χαλκός, ο ψευδάργυρος, το μαγγάνιο και το ασβέστιο 

σε συγκέντρωση έως 2% [218]. Η ύπαρξη σιδήρου στη λιποφουσκίνη εξηγείται από την υψηλή 

περιεκτικότητά της σε μιτοχονδριακές πρωτεΐνες που περιέχουν σίδηρο. Σε ορισμένες 

περιπτώσεις μάλιστα μπορεί να περιέχει και σε ποσοστό εως 50% υπολείμματα της c 

υπομονάδας της μιτοχονδριακής ATP συνθάσης [219]. Αυτό οδηγεί στο σχηματισμό μιας 

οξειδοαναγωγικά ενεργής επιφάνειας στα σωματίδια της λιποφουσκίνης που ενισχύει σε 

μεγάλο βαθμό την πραγματοποίηση αντιδράσεων μετατροπής του υπεροξειδίου του 

υδρογόνου (προϊόν της μιτοχονδριακής αναπνοής) σε ελεύθερες ρίζες με υψηλή τοξικότητα 

(Fenton reaction), έχοντας λοιπόν την ικανότητα να αντιδράσει και να δεσμεύσει συστατικά του 

κυττάρου ουσιαστικά ενισχύει τον ίδιο της το σχηματισμό. 

Μία από τις δραματικές επιδράσεις της λιποφουσκίνης είναι η ικανότητά της να 

δυσχεραίνει την αποικοδόμηση των κυτταρικών συστατικών [220]. Όσο αυξάνεται η μάζα της 

και καταλαμβάνει όλο και περισσότερο χώρο εντός των λυσοσωμάτων τόσο η λειτουργία των 

λυσοσωμάτων περιορίζεται. Από την άλλη, το πρωτεάσωμα αναστέλλεται από τη 

λιποφουσκίνη, ίσως ως αποτέλεσμα της δέσμευσης πρωτεασωμικών συμπλοκών από τη 

λιποφουσκίνη κατά την αποτυχία αποικοδόμησής της [191, 221, 222]. Άλλος ένας λόγος που 

η λιποφουσκίνη χαρακτηρίζεται ως τοξική είναι το γεγονός ότι σταδιακά καταλαμβάνει τον 

κυτοπλασμικό χώρο οδηγώντας τελικά σε μειωμένη κυτταρική λειτουργία και αποπτωτικό 

κυτταρικό θάνατο [181, 223].  Ο όγκος που καταλαμβάνεται από λιποφουσκίνη μπορεί να 

φτάσει σε μέγιστες τιμές περίπου 40% στο κυτταρόπλασμα ηλικιωμένων ζωικών κυττάρων ή 

έως 75% σε νευρώνες υπερήλικων ανθρώπων [224]. 

 

1.3.4. Κατανομή 

 

Τα διαρκώς διαιρούμενα κύτταρα, όπως τα κύτταρα του μυελού των οστών ή 

των βλεννογόνων, έχουν την ικανότητα μέσω της κυτταρικής διαίρεσης να μοιράζουν 

την ποσότητα της συσσωρευμένης λιποφουσκίνης οδηγώντας στη μείωση της 

ποσότητας εντός του εκάστοτε κυττάρου. Αντίθετα, κύτταρα όπως νευρώνες, καρδιακά 

μυοκύτταρα ή σκελετικά κύτταρα μυών, δεν είναι σε θέση να μειώσουν την 

συσσωρευμένη λιποφουσκίνη με αυτό τον τρόπο [225].  

Μελέτες όσον αφορά στην ενδοκυτταρική συσσώρευση της λιποφουσκίνης 

έχουν δείξει ότι αυξάνεται στα ηλικιωμένα μετα-μιτωτικά κύτταρα σε σύγκριση με νεαρά 

ή διαιρούμενα κύτταρα με τον πυρήνα όμως να παραμένει απαλλαγμένος από 

λιποφουσκίνη σε κάθε περίπτωση. Η λιποφουσκίνη συχνά κατανέμεται στον 
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περιπυρηνικό χώρο με τη μορφή σφαιρικών δομών και διαμέτρους που κυμαίνονται 

από 0,1 εως 5,0 μm. Διαφορετικές μορφές κατανομής και εμφάνισης λιποφουσκίνης 

έχουν όμως παρατηρηθεί στα διαφορετικά κύτταρα και ιστούς [226]. 

 

1.3.5. Επίδραση σε οργανισμούς μοντέλα 

 

Πρόσφατα το ερευνητικό ενδιαφέρον εστιάζεται στα αποτελέσματα που μπορεί 

να έχει η επίδραση της λιποφουσκίνης σε οργανισμούς μοντέλα. Ήδη γνωρίζουμε πως 

όσο περισσότερη λιποφουσκίνη συσσωρεύει ένα κύτταρο στο εσωτερικό του τόσο ο 

χρόνος ζωής αυτού του κυττάρου μειώνεται [187, 225, 227, 228].  

Επιδρώντας με τεχνιτή λιποφουσκίνη σε κύτταρα, παρατηρήθηκε μείωση στο 

προσδόκιμο ζωής τους και πολύ μεγάλη συσσώρευση λιποφουσκίνης στα 

λυσοσώματά τους, ιδιαίτερα από τη στιγμή που τα κύτταρα αυτά σταμάτησαν να 

διαιρούνται [220]. Η λιποφουσκίνη έδρασε με δύο τρόπους που οδήγησαν σε αυτό το 

αποτέλεσμα. Τη δέσμευση οξειδοαναγωγικών μετάλλων και σχηματισμό οξειδωτικών 

μορίων αυξάνοντας το οξειδωτικό στρες καθώς και τη δέσμευση και την αναστολή του 

πρωτεασώματος.  

Έχει δειχθεί επίσης ότι επιδρώντας με λιποφουσκίνη στη διατροφή της 

Drosophila melanogaster τόσο η υγεία αλλά και το προσδόκιμο ζωής των ζώων 

μειώνεται. Πιο συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε μείωση της κινητικότητας των ατόμων, 

αύξηση των καρβονυλιωμένων πρωτεϊνών και του οξειδωτικού στρες στα σωματικά 

τους κύτταρα, μείωση της ενεργότητας του πρωτεασώματος και αυξημένη έκφραση 

των πρωτεασωμικών υπομονάδων που όμως δεν μπόρεσε να αντισταθμίσει την 

μειωμένη ενεργότητα του [229]. 
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1.4. Στόχος της εργασίας 
 

Σε αντίθεση με την αρνητική επίδραση της λιποφουσκίνης τόσο στον 

οργανισμό μοντέλο Drosophila melanogaster όσο και σε ανθρώπινα κύτταρα (Ενότητα 

1.3.5.), στον οργανισμό Caenorhabditis elegans η λιποφουσκίνη οδήγησε σε 

επιμήκυνση του προσδόκιμου ζωής. Επομένως, σκοπός της παρούσας διπλωματικής 

εργασίας, είναι η διερεύνηση της μακροζωίας που παρατηρείται υπό την επίδραση 

λιποφουσκίνης στη διατροφή φυσικού στελέχους (Ν2) C. elegans. Για τον εντοπισμό 

των βιολογικών διεργασιών που σχετίζονται με το φαινόμενο πραγματοποιήθηκε η 

ανάλυση των δεδομένων ενός πειράματος μικροσυστοιχιών που σχεδιάστηκε και 

υλοποιήθηκε στο στο Εργαστήριο Μοριακής και Κυτταρικής Γήρανσης του Ινστιτούτου 

Χημικής Βιολογίας, του Εθνικού Ιδρύματος Ερευνών. 

Μέσω της εφαρμογής υπολογιστικών μεθοδολογιών ανάλυσης δεδομένων 

μικροσυστοιχιών και της χρήσης των αποτελεσμάτων αυτών σε βιοπληροφορικά 

εργαλεία λειτουργικής ανάλυσης καθώς και βιβλιογραφική αναζήτηση, ο στόχος είναι 

να οδηγηθούμε στην αναγνώριση των σημαντικότερων γονιδίων, μοριακών 

σηματοδοτικών μονοπατιών καθώς και των λειτουργιών που διέπουν αυτό το 

φαινόμενο. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.1. Περιγραφή των δειγμάτων 

 

Για τον εντοπισµό των γονιδίων και των βιοχημικών διεργασιών που 

σχετίζονται με το φαινόμενο της επέκτασης του προσδόκιμου ζωής που έχει 

παρατηρηθεί υπό την επίδραση με λιποφουσκίνη στην διατροφή του C. elegans, 

σχεδιάστηκε και πραγματοποιήθηκε πείραμα μικροσυστοιχιών, στο Εργαστήριο 

Μοριακής και Κυτταρικής Γήρανσης του Ινστιτούτου Χημικής Βιολογίας, του Εθνικού 

Ιδρύματος Ερευνών από την Υποψήφια Διδάκτορα Νικολέττα Παπαευγενίου. 

Για την απόκτηση των κατάλληλων δειγμάτων RNA πραγµατοποιήθηκε πρώτα 

πείραμα ανάλυσης διάρκειας ζωής του πληθυσμού (lifespan assay) ερμαφρόδιτων 

ατόμων C. elegans φυσικού τύπου (N2) με τις δύο επιθυμητές συνθήκες προς 

σύγκριση. Στην μια συνθήκη τα άτομα C. elegans (N2) έλαβαν λιποφουσκίνη 

(lipofuscin) στη διατροφή τους ενώ στην άλλη δεν έλαβαν και αντί αυτού χορηγήθηκε 

ρυθμιστικό διάλυμα άλατος που δεν τροποποιεί τη διάρκεια ζωής (control).  

 

 
Εικόνα 20. Η καμπύλη επιβίωσης του πληθυσμού που έχει δεχτεί την επίδραση λιποφουσκίνης 
παρατίθεται συγκρινόμενη με την καμπύλη του πληθυσμού αναφοράς, που εκτίθεται σε ρυθμιστικό 
διάλυμα. Η επίδραση της λιποφουσκίνης επεκτείνει το προσδόκιμο ζωής του νηματώδη σκώληκα 
αγρίου τύπου (Ν2). Τα ποσοστά επιβίωσης των ζώων που παραμένουν ζωντανά παρατίθενται 
συναρτήσει της ηλικίας τους (ημέρες). Οι ημέρες συλλογής RNA σημειώνονται με βέλη στο διάγραμμα, 
και είναι οι ημέρες 1, 2, 6 & 12. (Πηγή εικόνας: Νικολέττα Παπαευγενίου) 
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Επίσης, καθώς η διάρκεια ενός πειράματος lifespan assay είναι περίπου όση 

η διάρκεια ζωής του στελέχους (20-30 ημέρες) απομονώθηκε RNA από την κάθε 

συνθήκη αντίστοιχα, σε διάφορες χρονικές στιγμές που θεωρήθηκαν καταλληλότερες 

(ημέρες 1, 2, 6 και 12). Η 1η ημέρα αντιστοιχεί στα πολύ νεαρά άτομα και ταυτίζεται με 

την 1η ημέρα επίδρασης με λιποφουσκίνη, η 2η ημέρα αντιστοιχεί σε νεαρά άτομα, η 

6η ημέρα σε μεσήλικα άτομα, και η 12η ημέρα σε γηρασμένα. Έτσι, απομονώθηκαν 

συνολικά 24 δείγματα RNA τα οποία κατανέμονται στις εξής κατηγορίες: 

 

samples day 1 day 2 day 6 day 12 

control 3 3 3 3 

lipofuscin 3 3 3 3 

 

Πίνακας 1. Η ομαδοποίηση των δειγμάτων του πειράματος μικροσυστοιχιών. Υπάρχουν 8 διακριτές 
ομάδες δειγμάτων που η καθεμία περιέχει 3 επαναλήψεις. Εξετάζεται λοιπόν η γονιδιακή έκφραση 
υπό την επίδραση λιποφουσκίνης και χωρίς την επίδραση λιποφουσκίνης σε διάφορες χρονικές 
στιγμές (ημέρες: 1, 2, 6, 12) της ζωής ενός πληθυσμού φυσικών στελεχών C. elegans. 

 

2.2. Η πλατφόρμα Affymetrix GeneChip 

 

Η πλατφόρµα µικροσυστοιχίας που χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό 

της γονιδιακής έκφρασης είναι η Affymetrix GeneChip™ C. elegans Gene 1.1 ST Array 

Plate. Η σειρά βημάτων που ακολουθείται μετά την απομόνωση του RNA και μέχρι 

την καταγραφή των εντάσεων φθορισμού για κάθε θέση ανιχνευτή πραγματοποιείται 

όπως περιγράφεται στην ενότητα 1.1.4.1. που αναλύονται οι ολιγονουκλεοτιδικές in 

situ DNA μικροσυστοιχίες της Affymetrix.  

Το σύνολο δειγμάτων του πειράματος είναι 24, εκ των οποίων τελικά 

χρησιμοποιήθηκαν για την ανάλυση τα 22 καθώς δύο δείγματα υπέστησαν 

αποικοδόμηση του RNA και οι τιμές έντασης φθορισμού (πρωτογενή δεδομενα – raw 

data) ήταν κοντά σε αυτή του υποβάθρου για όλο το σύνολο των ανιχνευτών. Τα 

δείγματα που θα αναλυθούν επομένως χωρίζονται σε 8 ομάδες και είναι τα εξής: 1) 3 

δείγματα ημέρας 1 που έχουν προσλάβει λιποφουσκίνη, 2) 3 δείγματα ημέρας 1 που 
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δεν έχουν προσλάβει λιποφουσκίνη, 3) 3 δείγματα ημέρας 2 που έχουν προσλάβει 

λιποφουσκίνη, 4) 3 δείγματα ημέρας 2 που δεν έχουν προσλάβει λιποφουσκίνη, 5) 3 

δείγματα ημέρας 6 που έχουν προσλάβει λιποφουσκίνη, 6) 3 δείγματα ημέρας 6 που 

δεν έχουν προσλάβει λιποφουσκίνη, 7) 2 δείγματα ημέρας 12 που έχουν προσλάβει 

λιποφουσκίνη, 8) 2 δείγματα ημέρας 12 που δεν έχουν προσλάβει λιποφουσκίνη. 

Τα πρώτα αποτελέσματα του πειράματος είναι τα 22 αρχεία *.CEL όλων των 

δειγμάτων που περιέχουν τις τιμές έντασης φθορισμού για κάθε θέση στη 

μικροσυστοιχία. Αυτά τα μη-επεξεργασμένα δεδομένα προέρχονται από 1.416.100 

θέσεις καταγραφής φθορισμού του κάθε πλακιδίου που περιλαμβάνουν τόσο τους PM 

ανιχνευτές αλλά και τους ΜΜ ανιχνευτές της μικροσυστοιχίας αλλά και κάποιες θέσεις 

ελέγχου που χρησιμοποιούνται για τον έλεγχο της υβριδοποίησης και τη διόρθωση 

του θορύβου του υποβάθρου.  

 

2.3. Προ-επεξεργασία των δεδομένων 
 

Για τη βιοπληροφορική ανάλυση όλων των δεδομένων χρησιμοποιήθηκε η 

γλώσσα προγραμματισμού R [230] (R Version 3.6.0 - 2019), με χρήση του γραφικού 

περιβάλλοντος χρήστη Rstudio [231] (RStudio Version 1.2.1335 - 2019). Ειδικότερα 

χρησιμοποιήθηκαν πακέτα βιοπληροφορικής και στατιστικής ανάλυσης από το 

Bioconductor [232], μια πρωτοβουλία ανάπτυξης λογισμικού ανοικτού κώδικα που 

παρέχει εργαλεία για την ανάλυση βιολογικών δεδομένων που έχουν προκύψει από 

πειράματα μεγάλης κλίμακας. 

 

2.3.1. Ανάγνωση των αρχείων *.CEL 

 

Το πρώτο βήμα είναι η ανάγνωση των αρχείων και η είσοδος των δεδομένων 

στο προγραμματιστικό περιβάλλον της R. Με χρήση της συνάρτησης read.celfiles() 

από το πακέτο ‘oligo’ [233] σύμφωνα με το εγχειρίδιο του πακέτου, δημιουργούμε ένα 

αντικείμενο GeneFeatureSet στο περιβάλλον του Rstudio, που περιέχει τις τιμές 

έντασης φθορισμού από όλες τις θέσεις ανιχνευτών όλων των δειγμάτων. 



 
81 

 

 
 

Εικόνα 21. Ένα δείγμα των πρώτων 17 γραμμών του πίνακα που περιέχει τις τιμές μη-επεξεργασμένων 
εντάσεων φθορισμού. Το κάθε δείγμα είναι κωδικά ονομασμένο όπου με C ή L δηλώνεται αν ανήκει 
στη συνθήκη control ή lipofuscin, ο αμέσως επόμενος αριθμός δηλώνει την ημέρα λήψης του δείγματος 
και ο αριθμός μετά την τελεία το δείγμα επανάληψης. 

 

2.3.2. Διόρθωση υποβάθρου, Κανονικοποίηση, Μετασχηματισμός, 

Συνόψιση των ανιχνευτών  

 

Επόμενο βήμα είναι η εφαρμογή στα δεδομένα μας ενός αλγορίθμου που θα 

εφαρμόσει τις βασικές διαδικασίες για την προ-επεξεργασία των δεδομένων μας ώστε 

να μπορεί έπειτα να πραγματοποιηθεί στατιστική ανάλυση. Η προ-επεξεργασία 

πραγματοποιήθηκε με τη συνάρτηση rma() από το πακέτο ‘oligo’ του Bioconductor. Οι 

απαραίτητες πληροφορίες χαρτογράφισης του chip που υποδεικνύουν τη θέση κάθε 

ανιχνευτή φορτώνονται σαν πακέτο στο περιβάλλον επεξεργασίας με την εντολή 

library(pd.elegene.1.1.st). Η συνάρτηση rma() εφαρμόζει στα δεδομένα μας τον 

αλγόριθμο RMA (Robust Multiarray Average) που περιγράφηκε στην ενότητα 1.1.7.4. 

Οι διεργασίες που λαμβάνουν χώρα με τη χρήση του αλγορίθμου είναι περιληπτικά οι 

εξής: 

α) Διόρθωση του θορύβου υποβάθρου. Πραγματοποιείται αφαίρεση του 

θορύβου του υποβάθρου της μικροσυστοιχίας χωρίς τη χρήση των MM ανιχνευτών. 

β) Κανονικοποίηση ποσοστημορίου (Quantile Normalization), που αποσκοπεί 

στην εξομάλυνση των συστηματικών αποκλίσεων και των διαφορών στις κατανομές 

μεταξύ των δειγμάτων που πιθανώς οφείλονται σε τεχνικά σφάλματα.  

γ) Μετασχηματισμός των τιμών των εντάσεων. Πραγματοποιείται σε αυτό το 

βήμα λογαριθμικός μετασχηματισμός με βάση το 2 για να αποκτήσουν οι τιμές 
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κατανομή που να πλησιάζει την κανονική και να μπορούν να εφαρμοστούν στατιστικές 

δοκιμασίες. 

δ) Τέλος, ακολουθεί η διαδικασία συνόψισης των probes. Με την επιλογή της 

παραμέτρου target = ‘core’ στη συνάρτηση rma() τα probes συνοψίζονται σε probe 

sets (όπως ορίζεται στο αρχείο core.mps). 

 

Από τις 1.416.100 θέσεις καταγραφής φθορισμού που είχαμε στην αρχή, σε 

αυτό το σημείο, αφού έχει γίνει συνόψιση των probes, αυτά έχουν αντιστοιχιστεί σε 

29.317 probe sets. Αφαιρώντας από αυτά, τα probe sets ελέγχου, με τη συνάρτηση 

getMainProbes() του πακέτου ‘affycoretools’ [234] λαμβάνουμε τα probe sets που 

αντιστοιχούν σε μετάγραφα και είναι 28.076. 

 

2.3.3. Διερευνητική απεικόνιση των δεδομένων 

 

Για να οπτικοποιήσουμε τις τιμές των δεδομένων μας αλλά και για να 

ελέγξουμε την επίδραση που είχε σε αυτά ο αλγόριθμος κανονικοποίησης RMA 

δημιουργούμε θηκογράμματα και ιστογράμματα (ενότητα 1.1.7.5.). Με χρήση 

συγκεκριμένων συναρτήσεων: boxplot() και hist() του πακέτου ‘graphics’, 

κατασκευάζουμε θηκόγραμμα και ιστόγραμμα αντίστοιχα. Με το ιστόγραμμα φαίνεται 

η κατανομή των τιμών έντασης πριν και μετά την κανονικοποίηση και κατά πόσο έχουν 

εξομαλυνθεί τα σφάλματα. Με τα θηκογράμματα μπορούμε να ελέγξουμε εάν έχει γίνει 

σωστά και αν είχε ευεργετική επίδραση η διόρθωση υποβάθρου και η κανονικοποίηση. 

Πραγματοποιήθηκε επίσης, και ανάλυση κυρίων συνιστωσών (PCA) για να 

ελεγχθεί ο τρόπος με τον οποίο ομαδοποιούνται τα δείγματα μας και αν υπάρχουν 

δείγματα που διαχωρίζονται από τα υπόλοιπα για διαφορετικούς λόγους (outliers) που 

δεν μπορούν να εξηγηθούν από τις συνθήκες που μελετάμε αλλά πρόκειται για κάποιο 

σφάλμα στην πειραματική διαδικασία (τέτοια δείγματα συνήθως αφαιρούνται από τη 

μελέτη). Για τον υπολογισμό χρησιμοποιήθηκε η συνάρτηση prcomp() από το πακέτο 

‘stats’ και το διάγραμμα δύο διαστάσεων κατασκευάστηκε με τη συνάρτηση 

scatter2D() από το πακέτο ‘plot3D’ της R [235]. 

 

2.3.4. Φιλτράρισμα των εντάσεων 

 

Ακολούθησε φιλτράρισμα των γονιδίων με κριτήριο την τιμή έντασης. Με την 

εφαρμογή συνθήκης στις τιμές εντάσεων του κάθε γονιδίου αφαιρέθηκαν όσα γονίδια 
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παρουσίασαν πολύ χαμηλές τιμές έντασης για το σύνολο των δειγμάτων, γονίδια τα 

οποία δηλαδή πιθανώς δεν εκφράζονται σε κανένα από τα δείγματα καθώς οι τιμές 

τους είναι πολύ κοντά σε αυτές του υποβάθρου και θεωρούνται αμφιβόλου αξιοπιστίας 

σήματα υβριδοποίησης. Πραγματοποιήθηκε δηλαδή ανεξάρτητο φιλτράρισμα της 

έντασης ανά κατηγορία δειγμάτων. Επιλέχθηκε επομένως η τιμή έντασης 3 ως 

κατώφλι (threshold) ύστερα από κατασκευή διερευνητικού ιστογράμματος του 

συνόλου των εντάσεων όλων των δειγμάτων (Εικόνα 22). Για την κατασκευή του 

ιστογράμματος υπολογίστηκε πρώτα ο μέσος όρος έντασης αναμέσα σε όλα τα 

δείγματα για το κάθε γονίδιο. 

 

 
Εικόνα 22. Ιστόγραμμα πυκνότητας του μέσου όρου των εντάσεων του κάθε γονιδίου. Παρατηρούμε 
ότι η πλειοψηφία των γονιδίων παρουσιάζει χαμηλό μέσο όρο έντασης. Όπως είναι αναμενόμενο, 
αφού δεν εκφράζονται όλα τα γονίδια την ίδια χρονική στιγμή, πολλά από τα γονίδια δεν αποτελούν 
στοιχεία που εμπλέκονται στις συνθήκες που επιθυμούμε να συγκρίνουμε. Επιλέξαμε την τιμή 3 
(κόκκινη γραμμή) ως κατώφλι (threshold), τιμή που εξασφαλίζει ότι στο επόμενο βήμα στατιστικών 
δοκιμασιών θα συμμετέχουν μόνο γονδία τα οποία εκφράζονται.  

Παρόλο που επιλέχθηκε η τιμή 3 ως κατώφλι, δεν αφαιρέσαμε όλα τα γονίδια 

που παρουσίασαν μέσο όρο έντασης ανάμεσα στα δείγματα χαμηλότερο από το 

threshold  γιατί με τον τρόπο αυτό κινδυνεύουν να αφαιρεθούν και γονίδια τα οποία 

παρουσιάζουν διαφορική έκφραση μεταξύ των συνθηκών και απλά τυγχάνει να έχουν 

χαμηλό μέσο όρο έντασης. Έτσι, ελέγξαμε αν εκφράζεται το γονίδιο σε κάθε ομάδα 

δειγμάτων ξεχωριστά. Ένα γονίδιο θεωρήσαμε ότι εκφράζεται σε μια κατηγορία 

δειγμάτων όταν ≥50% των replicates της κατηγορίας παρουσιάζει ένταση φθορισμού 

μεγαλύτερο από το threshold. Παρακάτω (Εικόνα 23) φαίνεται ένα παράδειγμα του 
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τρόπου με τον οποίο πραγματοποιήθηκε το φιλτράρισμα σε πραγματικές τιμές 

εντάσεων.  

 

 
 

Εικόνα 23. Στον πίνακα παρουσιάζεται ένα παράδειγμα του τρόπου με τον οποίο πραγματοποιήθηκε το 
φιλτράρισμα των γονιδίων. Ένα γονίδιο θεωρήσαμε ότι εκφράζεται σε μια κατηγορία δειγμάτων (από τις 
8 που υπάρχουν) όταν ≥50% των replicates της κατηγορίας παρουσιάζει ένταση φθορισμού μεγαλύτερο 
από το threshold. Για παράδειγμα, στην κατηγορία δειγμάτων ημέρας 12 που έλαβαν λιποφουσκίνη έχουμε 
μόνο 2 δείγματα replicates, εάν ένα από τα 2 replicates παρουσιάζει ένταση φθορισμού πάνω από την τιμή 
3 ακόμα και αν σε όλα τα άλλα δείγματα οι εντάσεις είναι κάτω από το threshold το κρατάμε στη μελέτη 
(Gene 5). Το κάθε δείγμα είναι κωδικά ονομασμένο, όπου με C ή L δηλώνεται αν ανήκει στη συνθήκη 
control ή lipofuscin, ο αμέσως επόμενος αριθμός δηλώνει την ημέρα λήψης του δείγματος και ο αριθμός 
μετά την τελεία το δείγμα επανάληψης. 

 

Με το φιλτράρισμα μειώνουμε των αριθμό των γονιδίων (σε 13.164 γονίδια) και 

ταυτόχρονα μειώνουμε και τον αριθμό των στατιστικών δοκιμών στο βήμα της 

στατιστικής ανάλυσης. Αυτό αυξάνει πολύ την ευαισθησία της ανάλυσής μας και 

μειώνει τον μεγάλο όγκο των δεδομένων πράγμα που κατά την πραγματοποιήση 

στατιστικών ελέγχων βελτιώνει το πρόβλημα των πολλαπλών ελέγχων και την ανάγκη 

για πολύ μεγάλη υπολογιστική μνήμη. 

 

2.4. Στατιστική ανάλυση – Εξόρυξη διαφορικά εκφρασμένων 

μεταγράφων 
 

Στο σημείο αυτό, για να πραγματοποιήσουμε το στατιστικό έλεγχο πρέπει να 

ορίσουμε πρώτα τις συγκρίσεις που θέλουμε να πραγματοποιήσουμε. Αρχικά, με τη 

συνάρτηση model.matrix() από το πακέτο ‘stats’ ορίζουμε τις σχέσεις μεταξύ των 

δειγμάτων του πειράματος. Κάθε γραμμή του πίνακα που κατασκευάζουμε αντιστοιχεί 

σε ένα δείγμα στο πείραμα και κάθε στήλη αντιστοιχεί σε μία από τις κατηγορίες 

δειγμάτων που έχουμε ορίσει.  

Στην συνέχεια, σχεδιάζεται με χρήση της συνάρτησης makeContrasts() ένας 

πίνακας που αντιστοιχεί τις παραμέτρους των βιολογικών καταστάσεων. Στην 

περίπτωσή μας εξαιτίας της ισχυρής επίδρασης της ηλικίας των δειγμάτων σε σχέση 

C1.1 C1.2 C1.3 C2.1 C2.2 C2.3 C6.1 C6.2 C6.3 C12.1C12.2 L1.1 L1.2 L1.3 L2.1 L2.2 L2.3 L6.1 L6.2 L6.3 L12.1 L12.2 Result

Gene 1 1.72 2.91 1.9 2.37 2.09 2.02 2.16 2.31 2.34 1.86 1.71 2 2.23 2.04 1.99 1.77 2.02 1.73 2.02 2.01 1.84 2.09 Remove

Gene 2 8.67 8.61 8.75 8.6 9.22 8.79 8.98 8.96 9.02 9.08 8.58 8.81 8.85 8.82 8.88 8.83 8.59 8.8 9.13 9.01 8.67 8.87 Keep

Gene 3 4.03 4.19 4.81 4.72 4.38 4.89 3.97 4.25 4.35 4.24 5.52 4.52 4.28 3.69 4.33 4.5 4.28 4.06 4.46 3.88 4.35 4.15 Keep

Gene 4 1.83 1.97 1.88 1.88 1.56 2.01 1.89 2.07 2.06 6.92 7.41 1.87 1.57 2.2 1.77 1.84 1.87 1.56 1.97 1.9 6.68 7.15 Keep

Gene 5 2.64 2.26 2.7 3.07 2.92 2.45 2.62 2.49 2.72 2.92 2.64 2.85 2.72 2.6 2.35 2.85 3.14 2.84 2.61 2.51 2.72 3.14 Keep

…
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με τη λιποφουσκίνη, επιλέξαμε να πραγματοποιήσουμε ξεχωριστά σύγκριση των 

δειγμάτων lipofuscin σε σχέση με το control για την κάθε μια από τις 4 ηλικιακές ομάδες 

των δειγμάτων. Έτσι, για κάθε σύγκριση κατασκευάσαμε έναν νέο πίνακα σύγκρισης 

με τη συνάρτηση makeContrasts(). Οι παράμετροι είναι συνήθως οι σταθερές 

(συντελεστές) ενός γραμμικού μοντέλου, έτσι ώστε o πίνακας να καθορίζει ποιες 

συγκρίσεις μεταξύ των σταθερών πρέπει να εξαχθούν από το γραμμικό μοντέλο. Έτσι, 

οι 4 διαφορετικές συγκρίσεις που πραγματοποιήθηκαν ήταν: 1) day1 lipofuscin – day1 

control, 2) day2 lipofuscin – day2 control, 3) day6 lipofuscin – day6 control, 4) day12 

lipofuscin – day12 control.  

Έπειτα, χρησιμοποιείται μια σειρά συναρτήσεων από το πακέτο ‘limma’ [236]. 

Η συνάρτηση lmFit() ταιριάζει πολλαπλά γραμμικά μοντέλα σταθμισμένων ή 

γενικευμένων x τετραγώνων στα δεδομένα μας. Ένα γραμμικό μοντέλο δημιουργείται 

για κάθε γονίδιο το οποίο έχει προσαρμοστεί από τα δεδομένα έκφρασης του ανάμεσα 

στα δείγματα. Οι συντελεστές των διαφόρων καταστάσεων των μοντέλων 

περιγράφουν τις διαφορές μεταξύ των δειγμάτων που ανήκουν σε κάθε κατηγορία.  

Στη συνέχεια, χρησιμοποιείται η συνάρτηση contrasts.fit() από το ίδιο πακέτο 

που λαμβάνοντας το γραμμικό μοντέλο που έχει παραχθεί από την lmFit() συνάρτηση 

ταιριάζει τα δεδομένα μικροσυστοιχιών υπολογίζοντας τους εκτιμώμενους 

συντελεστές και τα τυπικά σφάλματα για ένα δεδομένο σύνολο παραμέτρων που 

αποτελούν τις διαφορετικές βιολογικές καταστάσεις. Στην πραγματικότητα σε αυτό το 

στάδιο το γραμμικό μοντέλο αναπροσαρμόζεται σύμφωνα με τις παραμέτρους των 

καταστάσεων που επιθυμούμε υπολογίζοντας εκ νέου τους εκτιμώμενους 

συντελεστές, τις τυπικές αποκλίσεις και τους πίνακες συσχετίσεων για κάθε 

συγκεκριμένη σύγκριση.  

Με τη χρήση της συνάρτησης eBayes() ενσωματώνουμε εμπειρικά Μπεϋζιανά 

μοντέλα (Bayes models). Με αυτό τον τρόπο το τυπικό σφάλμα προσαρμόζεται για το 

κάθε γονίδιο συνδυάζοντας την πληροφορία μετρήσεων από το εκάστοτε γονίδιο και 

το σύνολο όλων των υπόλοιπων γονιδίων. Με τον τρόπο αυτό αυξάνονται οι βαθμοί 

ελευθερίας. Οι βαθμοί ελευθερίας που προστίθενται αντανακλούν την επιπλέον 

πληροφορία που υπάρχει μεταξύ των γονιδίων, η οποία χρησιμοποιείται για να 

υπολογιστεί το αποτέλεσμα για το κάθε ένα γονίδιο. 

Τέλος, η συνάρτηση που χρησιμοποιείται για να συνοψίζει το αποτέλεσμα του 

γραμμικού μοντέλου που έχει προκύψει από την eBayes(), είναι η topTable() η οποία 

επιλέγει τα υψηλότερα στην κατάταξη γονίδια ως προς την διαφορική έκφραση. 
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Μπορούμε κατά τη χρήση της συνάρτησης topTable() να πραγματοποιήσουμε 

ταυτόχρονα διόρθωση πολλαπλών δοκιμών. Επιλέχθηκε η χρήση της μεθόδου 

διόρθωσης Benjamini-Hochberg που αποτελεί μια μέθοδο διόρθωσης False Discovery 

Rate (FDR) και επιλέγεται συχνά για πειράματα μικροσυστοιχιών. Οι τιμές p-value που 

έχουν προκύψει ταξινομούνται κατά αύξουσα σειρά. Υπολογίζεται ύστερα το 

διορθωμένο p-value που είναι το γινόμενο p-value*n/i, όπου n ο αριθμός των 

πολλαπλών ερωτημάτων (δηλαδή όλων των γονιδίων που εξετάστηκαν) και i ο αύξων 

αριθμός του p-value στη λίστα όπου διατάσσονται κατά αύξουσα σειρά. Θέτοντας ένα 

κατώφλι του ποσοστού των γονιδίων που επιτρέπουμε να είναι λανθασμένα θετικά 

αποτελέσματα (false positives), ελέγχεται στη συνέχεια αν η νέα τιμή του p-value 

ξεπερνάει αυτό το κατώφλι. Ως διαφορικά εκφρασμένα γονίδια, συνήθως λαμβάνονται 

όσα έχουν διορθωμένη τιμή adj. p-value μικρότερη του 0.05 και απόλυτο logFC (log2 

Fold Change) μεγαλύτερο του 1  (logFC=1 σημαίνει διπλάσια έκφραση σε σχέση με 

τη συνθήκη ελέγχου και logFC=-1 υποδηλώνει μείωση στο μισό). Παρόλα αυτά, η 

διόρθωση αυτή αν ο αριθμός των γονιδίων είναι πολύ μικρός μπορεί να προσαρμοστεί 

αναλόγως ώστε να υπάρχουν αρκετά γονίδια για το επόμενο στάδιο λειτουργικής 

ανάλυσης, στη συγκεκριμένη μελέτη επιλέχθηκε το κατώφλι adj. p-value < 0.3.   

 

2.5. Οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων 
 

α) Διάγραμμα Venn: Είναι μία μορφή διαγράμματος που δείχνει όλες τις 

πιθανές λογικές σχέσεις μεταξύ ενός πεπερασμένου αριθμού στοιχείων ενός συνόλου 

με ένα άλλο. Χρησιμοποιείται για την απεικόνιση των ποσοστών ομοιότητας μεταξύ 

συνόλων. Χρησιμοποιήσαμε το διαδικτυακό εργαλείο Venny [237] για τη δημιουργία 

διαγραμμάτων Venn μεταξύ των διαφόρων γονιδίων που έχουν προκύψει από την 

ανάλυση. Πιο συγκεκριμένα, για τις λίστες διαφορικής έκφρασης στις 4 διαφορετικές 

καταστάσεις που ελέγχθηκαν. 

 

β) Διάγραμμα Ηφαιστείου (Volcano plot): Πρόκειται για ένα διάγραμμα σημείων 

όπου κάθε σημείο αντιστοιχεί σε ένα γονίδιο. Ο άξονας Υ του διαγράμματος αντιστοιχεί 

στην αρνητική τιμή του λογαριθμικά μετασχηματισμένου (με βάση το δεκαδικό 

λογάριθμο) p-value και στον άξονα Χ αντιπροσωπεύονται οι τιμές logFC. Όσο 

μεγαλύτερη επομένως η τιμή στον άξονα Υ του γονιδίου τόσο περισσότερο στατιστικά 

σημαντικό είναι. Στον άξονα Χ όσο μεγαλύτερη η απόλυτη τιμή logFC δηλαδή όσο 
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περισσότερο απέχει από το 0 τόσο μεγαλύτερη η διαφορά στην έκφραση. Το Volcano 

plot σχεδιάστηκε με την συνάρτηση ggplot() από το πακέτο ‘ggplot2’ [238]. 

 

γ) Θερμικός Χάρτης (Heatmap): Οι θερμικοί χάρτες είναι δισδιάστατες 

αναπαραστάσεις ομαδοποιημένων δεδομένων όπου οι τιμές τους αναπαρίστανται ως 

διαφορετικά χρώματα. Χρησιμοποιούνται στην Βιολογία για να αναπαραστήσουν 

αντιπροσωπευτικά τα επίπεδα έκφρασης πολλών γονιδίων σε συγκρίσιμα δείγματα 

(π.χ. κύτταρα σε διαφορετικές καταστάσεις, δείγματα από ασθενείς, κλπ.) όπως 

προκύπτουν από πειράματα υψηλής απόδοσης. Χρησιμοποιούνται διαβαθμίσεις 

χρωμάτων (π.χ. κόκκινο, άσπρο, μπλε) για την απόδοση των διαφορετικών τιμών 

έκφρασης ενός γονιδίου μεταξύ των διαφορετικών δειγμάτων. Η δημιουργία θερμικού 

χάρτη έγινε με την χρήση της συνάρτησης Heatmap() του πακέτου της R 

‘ComplexHeatmap’ [239]. Συχνά σε ένα θερμικό χάρτη τα δείγματα και τα γονίδια 

παρουσιάζοντα ομαδοποιημένα σε δενδρογράμμα ανάλογα με τις τιμές έκφρασης των 

γονιδίων στην κάθε συνθήκη. Στόχος είναι ο εντοπισµός πιθανών σχέσεων που 

υπάρχουν στα γονίδια µε τελικό σκοπό την αποκρυπτογράφηση των μοριακών 

μηχανισμών που χαρακτηρίζουν το φαινόμενο. Η ομοιότητα ή μη μεταξύ των γονιδίων 

αλλά και των δειγμάτων υπολογίζεται βάσει της απόστασής τους, για αυτό 

χρησιμοποιούνται μετρικές συναρτήσεις για τον υπολογισμό των αποστάσεων. Οι πιο 

συνηθισμένες είναι η euclidean, η correlation και του Spearmann. 

 

2.6. Αντιστοίχιση των διαφορικά εκφρασμένων μεταγράφων 

σε γονιδιακά προϊόντα 

 

Τελικό βήμα στην απόκτηση μιας πλήρους λίστας των διαφορικά εκφρασμένων 

γονιδίων είναι η αντιστοίχιση των κωδικών του κάθε μεταγράφου με το γονιδιακό 

προϊόν. Δηλαδή ο σχολιασμός των μεταγράφων που είναι διαφορικά έκφρασμένα με 

τα ονόματα των γονιδίων στα οποία αντιστοιχούν και τους αναγνωριστικούς κωδικούς 

τους σε άλλες βάσεις (π.χ. ENTREZID κλπ). 

Για το σκοπό αυτό κατασκευάστηκε μέσω της R, μια βιβλιοθήκη με όνομα 

‘elegene11sttranscriptcluster.db’. Αυτό πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια αρχείων 

που παρέχονται από την ίδια την εταιρεία Affymetrix 

(http://www.affymetrix.com/Auth/analysis/downloads/na36/wtgene/EleGene-1_1-st-

v1.na36.ce6.transcript.csv.zip) και περιέχουν όλες τις απαραίτητες πληροφορίες για 

όλα τα μετάγραφα της πλατφόρμας. Επιλέχθηκαν οπότε όλοι οι κωδικοί της 

http://www.affymetrix.com/Auth/analysis/downloads/na36/wtgene/EleGene-1_1-st-v1.na36.ce6.transcript.csv.zip
http://www.affymetrix.com/Auth/analysis/downloads/na36/wtgene/EleGene-1_1-st-v1.na36.ce6.transcript.csv.zip
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πλατφόρμας για τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια και χρησιμοποιώντας τη 

βιβλιοθήκη αυτή οδηγηθήκαμε στην απόκτηση μιας πλήρους λίστας (με ονόματα, 

σύμβολα και κωδικούς σε άλλες βάσεις) των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων.  

Κατά τη διαδικασία αυτή, θα πρέπει να αναφερθεί ότι η λίστα των γονιδίων που 

προκύπτει είναι λίγο μικρότερη σε σχέση με την αρχική λίστα των διαφορικά 

εκφρασμένων γονιδίων και αυτό συμβαίνει για τους παρακάτω λόγους. Όταν σε ένα 

πείραμα μικροσυστοιχιών ελέγχεται η έκφραση των μεταγράφων ολόκληρου του 

γονιδιώματος σε πειράματα τόσο μεγάλης κλίμακας φυσικό είναι κάποια από τα 

μετάγραφα να μην έχουν ακόμη κάποια αντιστοίχιση σε γνωστό γονίδιο. Σε αυτή την 

περίπτωση τα μετάγραφα αυτά δεν μπορούν να προχωρήσουν στο επόμενο στάδιο 

λειτουργικής ανάλυσης οπότε αφαιρούνται από τη μελέτη. Δεν είναι όμως μόνο αυτό 

το πρόβλημα που μπορεί να εμφανιστεί. Υπάρχουν μετάγραφα τα οποία 

αντιστοιχίζονται στο ίδιο γονίδιο (σε αυτή την περίπτωση επιλέγουμε ποιό μετάγραφο 

θέλουμε να κρατήσουμε στη μελέτη) αλλά υπάρχουν και μετάγραφα που 

αντιστοιχίζονται ταυτόχρονα σε δύο διαφορετικά γονίδια. Σε αυτή την περίπτωση 

αφαιρούνται καθώς δεν μπορούμε να γνωρίζουμε ποιό γονίδιο αντιπροσωπεύεται 

πραγματικά σε αυτό το μετάγραφο.  

  

2.7. Λειτουργικός – Οντολογικός σχολιασμός 
 

Για να μπορέσουμε να χαρακτηρίσουμε τους μοριακούς και κυτταρικούς 

μηχανισμούς που εμπλέκονται στο φαινόμενο που μελετάται [240] είναι αναγκαίο να 

πραγματοποιηθεί λειτουργικός σχολιασμός της λίστας των διαφορικά εκφρασμένων 

γονιδίων που έχουμε αποκτήσει ύστερα από τη στατιστική ανάλυση. Μας ενδιαφέρει 

ουσιαστικά να εντοπίσουμε σε ποιες διεργασίες συμμετέχουν τα γονίδια μας, τη 

μοριακή τους λειτουργία και σε ποια βιοχημικά μονοπάτια συμμετέχουν. 

Τα ερωτήματα αυτά απαντώνται μέσω της αξιοποίησης δημόσιων βάσεων 

δεδομένων (π.χ. Gene Ontology – GO, Kegg) που περιέχουν πληροφορία για τα 

γονίδια και τα γονιδιακά προϊόντα τους (βλ. ενότητα 1.1.9.). Η εξόρυξη αυτής της 

πληροφορίας από τις βάσεις πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια των βιοπληροφορικών 

εργαλείων BioInfoMiner, DAVID και Pathview. 

 

α) BioInfoMiner (https://bioinfominer.com/) [241]: Η κύρια μεθοδολογία του 

διαδικτυακού βιοπληροφορικού εργαλείου BioInfoMiner βασίζεται στους 

επικυρωμένους αλγορίθμους StRAnGER [242] και GOrevenge [243], οι οποίοι έχουν 

https://bioinfominer.com/
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επανασχεδιαστεί και ενημερώνονται συχνά. Πιο αναλυτικά, ο αλγόριθμος StRAnGER 

πραγματοποιεί στατιστική ανάλυση των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων ενός 

πειράματος μικροσυστοιχιών, που εκμεταλλεύεται βιολογικές βάσεις δεδομένων 

γονιδιωματικής, με όρους γονιδιακής οντολογίας. Με αρχική πληροφορία μια γονιδιακή 

λίστα με τα επίσημα σύμβολα (GeneSymbol) των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων 

εκτελεί μεθοδολογία στατιστικού εμπλουτισμού, προκειμένου να συνδέσει τη λίστα 

γονιδίων που εισάγει ο χρήστης με εμπλουτισμένους όρους οντολογιών γονιδίων (GO 

terms) οι οποίοι μπορεί να σχετίζονται με το φαινότυπο ενδιαφέροντος. Στην συνέχεια 

υπολογίζεται το υπεργεωμετρικό p-value με χρήση υπεργεωμετρικού τεστ (βάση της 

υπεργεωμετρικής κατανομής). Οι όροι οντολογιών που εξάγονται από την ανάλυση 

εμπλουτισμού (enrichment analysis) φιλτράρονται σύμφωνα με το καθορισμένο όριο 

p-value του χρήστη (στην παρούσα εργασία ήταν p-value < 0.05). Οι όροι που έχουν 

επιστραφεί από τον αλγόριθμο κατατάσσονται με βάση εμπειρικής αναδειγματοληψίας 

(bootstrapping), με προτιμώμενους όσους εμφανίζονται με τιμή p-value μικρότερη από 

το καθορισμένο όριο του χρήστη. Ευνοούνται επομένως οι περισσότερο συστημικοί 

όροι, οι οποίοι πιθανώς να αντιπροσωπεύουν λειτουργικά συμπλέγματα γονιδίων που 

σχετίζονται με το φαινότυπο ή την ασθένεια προς διερεύνηση. 

Η έξοδος του αλγορίθμου StRAnGER χρησιμοποιείται ως είσοδος στον 

αλγόριθμο GOrevenge, ο οποίος εντοπίζει και ιεραρχεί τα ‘κομβικά’ γονίδια, 

αξιοποιώντας τη δομή του δένδρου των οντολογιών. Τα γονίδια που αναγνωρίζονται 

ως περισσότερο κομβικά είνα αυτά που είναι κεντρικά σε περισσότερες ξεχωριστές 

διεργασίες. Αυτές οι διεργασίες αποτελούν ζωτικής σημασίας ρυθμιστικούς 

μηχανισμούς του κυττάρου, οι οποίοι θα μπορούσαν ενδεχομένως να επηρεάσουν την 

κυτταρική ομοιόσταση και στην συνέχεια το φαινόμενο προς μελέτη. 

 

β) DAVID (https://david.ncifcrf.gov/) [244]: Το εργαλείο DAVID 

χρησιμοποιήθηκε για την ανάδειξη των εμπλεκόμενων μονοπατιών που είναι 

καταχωρημένα στην βάση Kegg, εφόσον υπάρχει κάποια στατιστική σημαντικότητα 

υπεραντιπροσώπευσης των εμπλεκομένων γονιδίων σε αυτά [245]. Η λίστα των 

διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων με αναγνωριστικό για το κάθε γονίδιο το επίσημο 

σύμβολο του γονιδίου (Gene Symbol) εισάγεται στο διαδικτυακό εργαλείο DAVID. 

Έπειτα πραγματοποιείται η αντιστοίχιση των γονιδίων στα βιοχημικά μονοπάτια της 

βάσης δεδομένων Kegg. Τα μονοπάτια που αντιπροσωπεύονται από τα περισσότερα 

γονίδια της λίστας, λαμβάνονται σε μια λίστα με το αντίστοιχο p-value (modified fisher's 

https://david.ncifcrf.gov/
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exact p-value) της στατιστικής ανάλυσης εμπλουτισμού και τα γονίδια που 

συμμετέχουν στο κάθε μονοπάτι.  

 

γ) Pathview (https://pathview.uncc.edu/) [246, 247]: Το διαδικτυακό εργαλείο 

Pathview χρησιμοποιήθηκε στη συνέχεια για την οπτικοποίηση των επιθυμητών 

βιοχημικών μονοπατιών της βάσης δεδομένων Kegg (πρωτίστως όσων μονοπατιών 

υποδείχθηκαν με τη χρήση του εργαλείου DAVID) με ταυτόχρονη ενσωμάτωση της 

πληροφορίας υπερέκφρασης ή υποέκφρασης των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων 

του μονοπατιού. Σαν είσοδο λαμβάνει μια λίστα γονιδίων με αναγνωριστικό το επίσημο 

σύμβολο του κάθε γονιδίου και την αντίστοιχη τιμή logFC. Ρυθμίζοντας κάποιες 

παραμέτρους γραφικών και επιλέγοντας τους κωδικούς των επιθυμητών μονοπατιών 

της βάσης Kegg, το εργαλείο Pathview λαμβάνει το χάρτη του κάθε μονοπατιού της 

Kegg και τοποθετεί με χρώμα ανάλογα με την τιμή logFC (υπερέκφραση ή 

υποέκφραση) τα γονίδια της λίστας μας πάνω στα μονοπάτια. Μπορούμε με αυτό τον 

τρόπο να αποκτήσουμε μια πολύ πιο ξεκάθαρη εικόνα του τρόπου με τον οποίο τα 

διαφορικά εκφρασμένα γονίδια μπορεί να δράσουν σε ένα βιολογικό μονοπάτι που 

σχετίζεται με το φαινόμενο το οποίο μελετάμε.   
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Για τη διαλεύκανση των βιολογικών διεργασιών και γονιδίων που σχετίζονται 

με το φαινόμενο της επέκτασης του προσδόκιμου ζωής που έχει παρατηρηθεί υπό την 

επίδραση με λιποφουσκίνη στην διατροφή του C. elegans, πραγματοποιήθηκε 

βιοπληροφορική ανάλυση 22 δειγμάτων μικροσυστοιχιών που αντιπροσωπεύουν 8 

διαφορετικές καταστάσεις όπως φαίνεται παρακάτω: 

 

samples day 1 day 2 day 6 day 12 

control 3 3 3 2 

lipofuscin 3 3 3 2 

 

Πίνακας 2. Το σύνολο των δειγμάτων του πειράματος όπως κατανέμονται στις διάφορες συνθήκες που 
μελετήθηκαν. Υπάρχουν 8 διακριτές κατηγορίες δειγμάτων. Εξετάζεται λοιπόν η γονιδιακή έκφραση 
υπό την επίδραση λιποφουσκίνης (lipofuscin) και χωρίς την επίδραση λιποφουσκίνης (control) σε 
διάφορες χρονικές στιγμές (ημέρα ενηλικίωσης: 1, 2, 6, 12) της ζωής ενός πληθυσμού ερμαφρόδιτων 
ατόμων C. elegans στελεχών N2. Στις ηλικιακές κλάσεις ημέρας 1, 2, 6 σε κάθε συνθήκη υπάρχουν 3 
επαναλήψεις δειγμάτων. Στην ηλικιακή κλάση ημέρας 12 έχουμε 2 μόνο επαναλήψεις, καθώς τα δύο 
δείγματα που λείπουν υπέστησαν αποικοδόμηση του RNA και οι τιμές έντασης για το σύνολο των 
ανιχνευτών στα πλακίδια ήταν κοντά στις τιμές του υποβάθρου.  

 

 Μελετήθηκε επομένως η έκφραση των γονιδίων σε τέσσερις διακριτές 

χρονικές στιγμές της ζωής του C. elegans (ημέρες ενηλικίωσης: 1, 2, 6, 12). Σε κάθε 

επιμέρους ηλικιακή κλάση επίσης, υπήρχαν δύο διακριτές καταστάσεις: επίδραση με 

λιποφουσκίνη στη διατροφή τους (lipofuscin) και χωρίς την επίδραση λιποφουσκίνης 

(control).  

 

3.1. Αποτελέσματα προ-επεξεργασίας 
 

Πρώτο βήμα, είναι η διόρθωση του υποβάθρου η κανονικοποίηση και η 

συνόψιση των probes ανιχνευτών σε probe sets. Το κάθε probe set αντιστοιχεί σε ένα 

μετάγραφο. Αρχικά, κατασκευάστηκαν διαγράμματα (θηκόγραμμα - ιστόγραμμα) πριν 

και μετά την εφαρμογή του αλγορίθμου RMA (ενότητες 2.3.2., 2.3.3.), ώστε να ελεγχθεί 

το αποτέλεσμα της κανονικοποίησης στα δεδομένα μας. 
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Εικόνα 24. Θηκογράμματα των δεδομένων πριν και μετά την εφαρμογή του αλγορίθμου RMA. 
Παρατηρούμε ότι οι τιμές έντασης σε όλα τα δείγματα μετά την κανονικοποίηση έχουν περίπου την 
ίδια διάμεσο τιμή και παρόμοιο ενδοτεταρτημοριακό εύρος που σημαίνει ότι οι διαφορές που 
υπήρχαν λόγω τεχνικού θορύβου έχουν εξομαλυνθεί και τα δείγματά μας είναι συγκρίσιμα. 
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Εικόνα 25. Διάγραμμα πυκνότητας των δεδομένων πριν και μετά την κανονικοποίηση. Παρατηρούμε 

ότι οι κατανομές των τιμών έντασης σε όλα τα δείγματα μετά την κανονικοποίηση συμπίπτουν άρα ο 

τεχνικός θόρυβος απομακρύνθηκε και τα δείγματά μας είναι συγκρίσιμα. 

 

Ακολούθως, εφαρμόστηκε φιλτράρισμα με βάση τις τιμές των εντάσεων. 

Αποκλείστηκαν τα μετάγραφα που εμφάνιζαν τιμή έντασης λιγότερο από 3 σε 

περισσότερο από το 50% των επαναληπτικών δειγμάτων της κάθε κατηγορίας (βλ. 

ενότητα 2.3.4.). Αποτέλεσμα της μεθόδου του φιλτραρίσματος ήταν ο περιορισμός του 

αριθμού των μεταγράφων, αφαιρώντας όσα παρουσίαζαν χαμηλά σήματα 

υβριδοποίησης και πιθανώς δεν εκφράζονται πράγμα που αυξάνει την ευαισθησία της 

ανάλυσης. Έτσι, από 28.076 ο αριθμός τους περιορίστηκε σε 13.164 μετάγραφα. 

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε ανάλυση των κύριων συνιστωσών (PCA) και 

κατασκευάστηκε το αντίστοιχο διάγραμμα δύο διαστάσεων που αποσκοπεί στη 
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μείωση των διαστάσεων του προβλήματος. Η συγκεκριμένη μέθοδος επιτρέπει την 

μείωση του συνόλου των μεταβλητών συνοψίζοντάς τις σε νέες (κύριες συνιστώσες), 

η πρώτη από τις οποίες περικλύει το μεγαλύτερο ποσοστό της μεταβλητότητας μεταξύ 

των δειγμάτων. Με τον τρόπο αυτό ομαδοποιήθηκαν τα δείγματά μας συνοψίζοντας 

την πληροφορία του συνόλου των εντάσεων όλων των γονιδίων. Η πρώτη συνιστώσα 

PC1 στην ανάλυσή μας αντιπροσωπεύει το 96,19% της μεταβλητότητας μεταξύ των 

δειγμάτων. 

Παρατηρήσαμε ότι κυρίαρχος παράγοντας ομαδοποίησης των δειγμάτων μας 

είναι η ηλικία, καθώς τα δείγματα κάθε ηλικιακής κλάσης βρίσκονται μαζί. Επίσης, δεν 

παρατηρείται ξεκάθαρος διαχωρισμός όσων δειγμάτων έχουν προσλάβει 

λιποφουσκίνη σε σχέση με τα δείγματα ελέγχου παρά μόνο την 12η ημέρα όπου και 

στο πείραμα ανάλυσης του προσδόκιμου ζωής (lifespan assay) εμφανίζονται οι 

μεγαλύτερες διαφορές στην επιβίωση. 

 

 
Εικόνα 26. Διάγραμμα των κύριων συνιστωσών (PCA) του συνόλου των δειγμάτων της μελέτης. 
Κυρίαρχος παράγοντας ομαδοποίησης των δειγμάτων μας είναι η ηλικία καθώς τα δείγματα κάθε 
ηλικιακής κλάσης (διαφορετικά χρώματα) ομαδοποιούνται μαζί. 
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3.2. Διαφορικά εκφρασμένα γονίδια  
 

Ακολούθησε η στατιστική ανάλυση των δεδομένων. Εξαιτίας της μεγάλης 

επίδρασης της ηλικίας στον τρόπο με τον οποίο ομαδοποιήθηκαν τα δείγματά μας 

κατά την ανάλυση κύριων συνιστωσών, επιλέχθηκε να αντιμετωπιστούν σαν 4 

διαφορετικές ομάδες, όσες είναι οι ηλικιακές κλάσεις. Πραγματοποιήθηκε επομένως 

σύγκριση των δειγμάτων που έχουν λάβει λιποφουσκίνη (lipofuscin) σε σχέση με όσα 

δεν έχουν λάβει (control) στην κάθε ηλικιακή κλάση ξεχωριστά. Έτσι, εξορύξαμε τα 

διαφορικά εκφρασμένα γονίδια μεταξύ των δύο συνθηκών κάθε φορά χωρίς να 

υπάρχει η επίδραση του φαινομένου της ηλικίας παρά μόνο του παράγοντα της 

λιποφουσκίνης. Το σύνολο των γονιδίων που αξιολογήθηκαν σε κάθε στατιστικό 

έλεγχο ήταν 13.164 όσα δηλαδή αποκτήθηκαν μετά το φιλτράρισμα (ενότητα 2.3.4.). 

 

 

Day 1 Day 2 Day 6 Day 12 
Total 

(unique) lipofuscin 
vs control 

lipofuscin 
vs control 

lipofuscin 
vs control 

lipofuscin 
vs control 

p-value < 
0.05 

1123 702 311 668 2404 

adj. p-value 
< 0.3 

231 42 0 41 296 

 

Πίνακας 3. Στον πίνακα φαίνεται ο αριθμός των γονιδίων που βρέθηκαν διαφορικά εκφρασμένα σε 
κάθε στατιστική δοκιμή. Στην πρώτη γραμμή φαίνεται ο αριθμός των διαφορικά εκφρασμένων 
γονιδίων με κατώφλι p-value<0.05, ενώ στη δεύτερη γραμμή ο αριθμός των διαφορικά εκφρασμένων 
γονιδίων με κατώφλι στο διορθωμένο adj. p-value<0.3. Η τελευταία στήλη συνοψίζει τον αριθμό 
διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων στη λιποφουσκίνη (lipofuscin) σε σχέση με τα δείγματα ελέγχου 
(control) που είναι μοναδικά ανάμεσα σε όλες τις συγκρίσεις, με p-value<0.05 και adj. p-value<0.3 
αντίστοιχα.  
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Εικόνα 27. Διάγραμμα Venn των στατιστικά σημαντικών γονιδίων με p-value < 0.05. Παρατηρούμε ότι 
υπάρχει μικρή αλληλεπικάλυψη ανάμεσα στα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια (lipofuscin – control) σε 
κάθε ηλικιακή κλάση. Φαίνεται δηλαδή η επίδραση της λιποφουσκίνης να τροποποιείται ανάλογα με 
την ηλικία των ζώων. Τα τρια κοινά γονίδια που διαφοροποιούνται στα δείγματα με λιποφουσκίνη και 
αυτά χωρίς λιποφουσκίνη είναι τα asm-2 και asah-1 που σχετίζονται με το μεταβολισμό των 
σφιγγολιπιδίων και το F42A10.7 που είναι μια μη χαρακτηρισμένης λειτουργίας πρωτεΐνη.  

 

Τα αποτελέσματα των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων μεταξύ των δύο  

συνθηκών ανά ηλικιακή ομάδα, οπτικοποιήθηκαν με τη δημιουργία διαγραμμάτων 

volcano plot. Στον άξονα Χ του διαγράμματος απεικονίζονται οι τιμές του log2(Fold 

Change) και στον άξονα Υ ο αρνητικός δεκαδικός λογάριθμος του διορθωμένου p-

value (adj. p-value). Όσο μεγαλύτερη η τιμή στον άξονα Υ για το γονίδιο τόσο πιο 

στατιστικά σημαντική είναι η μεταβολή της έκφρασής του. 
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Εικόνα 28. Volcano plot των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων μεταξύ των δύο συνθηκών (lipofuscin 
VS control) στην ηλικιακή κλάση ημέρας 1. Σημειώνονται μόνο τα σύμβολα των γονιδίων με adj.  p-
value <0.3 και ταυτόχρονα απόλυτη τιμή |log2FC| >1 (44 γονίδια). Τα γονίδια με p-value < 0.05 είναι 
σε αριθμό 1123 και χρωματίζονται με χρώμα γαλάζιο, από τα οποία τα 231 έχουν διορθωμένο adj. p-
value < 0.3 και απεικονίζονται στο διάγραμμα με τρίγωνο αντί για κύκλο. 
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Εικόνα 29. Volcano plot των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων μεταξύ των δύο συνθηκών (lipofuscin 
VS control) στην ηλικιακή κλάση ημέρας 2. Σημειώνονται μόνο τα σύμβολα των γονιδίων με adj. p-
value <0.3 και ταυτόχρονα απόλυτη τιμή |log2FC| >1 (19 γονίδια). Τα γονίδια με p-value < 0.05 είναι 
σε αριθμό 702 και χρωματίζονται με χρώμα γαλάζιο, από τα οποία τα 42 έχουν διορθωμένο adj. p-
value < 0.3 και απεικονίζονται στο διάγραμμα με τρίγωνο αντί για κύκλο. 

 
Εικόνα 30. Volcano plot των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων μεταξύ των δύο συνθηκών (lipofuscin 
VS control) στην ηλικιακή κλάση ημέρας 6. Τα γονίδια με p-value < 0.05 είναι σε αριθμό 311 και 
χρωματίζονται με χρώμα γαλάζιο, κανένα από αυτά δεν είχε διορθωμένο adj. p-value < 0.3. 
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Εικόνα 31. Volcano plot των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων μεταξύ των δύο συνθηκών (lipofuscin 
VS control) στην ηλικιακή κλάση ημέρας 12. Σημειώνονται μόνο τα σύμβολα των γονιδίων με adj. p-
value <0.3 και ταυτόχρονα απόλυτη τιμή |log2FC| >1 (22 γονίδια). Τα γονίδια με p-value < 0.05 είναι 
σε αριθμό 668 και χρωματίζονται με χρώμα μπλε, από τα οποία τα 41 έχουν διορθωμένο adj. p-value 
< 0.3 και απεικονίζονται στο διάγραμμα με τρίγωνο αντί για κύκλο. 

 

3.3. Λειτουργική ανάλυση 

 

Εξαιτίας του μικρού αριθμού διαφορικά εκφρασμένων γονίδιων στα δείγματα 

της 6ης ημέρας και της μικρής στατιστικής σημαντικότητας που παρουσιάζουν δεν 

προχωρήσαμε σε λειτουργική ανάλυση των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων από 

αυτά τα δείγματα. Επίσης, τα δείγματα της 2ης ημέρας είχαν σχεδιαστεί αρχικά για την 

ύπαρξη περισσότερων επαναληπτικών δειγμάτων νεαρών ατόμων. Αποδείχθηκε 

όμως μέσω της ανάλυσης κυρίων συνιστωσών (PCA) ότι διαφέρουν αρκετά με τα 

άτομα της 1ης ημέρας ώστε να μην κατατάσσονται στην ίδια κατηγορία. Αντίθετα, τα 

δείγματα αυτά ομοιάζουν αρκετά αυτά της 6ης ημέρας (μεσήλικα άτομα). 

Για το λόγο αυτό, επιλέχθηκε η λειτουργική ανάλυση να περιοριστεί στα 

διαφορικά εκφρασμένα γονίδια που εξορύξαμε από τα δείγματα της 1ης ημέρας που 

αποτελούνται από τα νεότερα άτομα, και της 12ης ημέρας που αποτελούνται από τα 



 
100 

γηρεότερα άτομα τα οποία μάλιστα στο πείραμα ανάλυσης διάρκειας ζωής (lifespan 

assay) παρουσιάζουν τη μέγιστη διαφορά στην επιβίωση και ταυτόχρονα στο 

διάγραμμα της PCA είναι τα μόνα που μπορούμε να πούμε ότι διαχωρίζονται 

σύμφωνα με τις δύο συνθήκες (lipofuscin-control). Επίσης, πραγματοποιήθηκε 

λειτουργική ανάλυση σε όλα τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια με διορθωμένο p-value 

(adj. p-value) μικρότερο του 0.3 που προέρχονται από το σύνολο των ηλικιακών 

κλάσεων. 

 

3.3.1. Σύνολο διαφοροποιημένων γονιδίων με διορθωμένο adj. p-

value < 0.3 

 

Όλα τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια (με p-value<0.05) από τις συγκρίσεις 

(lipofuscin-control) όλων των ηλικιακών ομάδων συνοψίστηκαν σε μια ενιαία λίστα 

2404 γονιδίων (Πίνακας 3). Από τη λίστα αυτή, επιλέχθηκαν 296 γονίδια για 

λειτουργική ανάλυση, όσα δηλαδή έχουν διορθωμένο p-value (adj. p-value) μικρότερο 

από 0.3. 

Η λειτουργική ανάλυση του συνόλου των 296 γονιδίων για αναζήτηση όρων 

οντολογίας (Gene Ontology) πραγματοποιήθηκε με το εργαλείο BioInfoMiner (βλ. 

ενότητα 2.7.). Σαν αποτέλεσμα λάβαμε 30 στατιστικά σημαντικές οντολογίες 

βιολογικών διεργασιών (biological process) που σχετίζονται με τα γονίδια αυτά και 

φαίνονται παρακάτω (ο πίνακας δίνεται στο παράρτημα - Πίνακας 7).  
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Εικόνα 32. Ραβδόγραμμα (bar plot) των 30 οντολογιών που αφορούν τις βιολογικές διεργασίες με τις 
οποίες σχετίζονται τα 296 γονίδια που βρέθηκαν διαφορικά εκφρασμένα στις δύο συνθήκες 
(lipofuscin-control). Οι βιολογικές διεργασίες κατατάσσονται με βάση τον αριθμό των γονιδίων που 
αντιστοιχεί στην κάθε μια (Πίνακας 7). 

 

 

Εικόνα 33. Θερμικός χάρτης των 32 κομβικών γονιδίων ύστερα από την ιεράρχησης γονιδίων που 
πραγματοποιήθηκε μέσω του εργαλείου BioInfoMiner. Τα γονίδια αυτά είναι κομβικά καθώς 
συμμετέχουν σε περισσότερες από μία βιολογικές διεργασίες που σχετίζονται με το φαινόμενο που 
μελετάμε και επομένως ασκούν σημαντική δράση (Πίνακας 9).  



 
102 

Επιπρόσθετα, μέσω της λειτουργικής ανάλυσης του εργαλείου DAVID 

εντοπίστηκαν τα κυριότερα μοριακά μονοπάτια που περιέχουν τα διαφορικά 

εκφρασμένα γονίδια της ανάλυσης με χρήση της KEGG. 

 

Pathway Term P.Value Genes 

cel04142: Lysosome 5.47E-05 
CPR-3, F32H5.1, T28H10.3, APM-1, GBA-4, GBA-2, 
ASM-2, ASAH-1 

cel00600: Sphingolipid 
metabolism 

4.93E-04 SPTL-2, GBA-4, GBA-2, ASM-2, ASAH-1 

cel00511: Other glycan 
degradation 

0.018235471 GBA-4, HEX-4, GBA-2 

 

Πίνακας 4. Τα βασικότερα μονοπάτια όπως αναφέρονται στη βάση Kegg, τα οποία εντοπίστηκαν με 
το εργαλείο DAVID και εμπλέκονται με στατιστική σημαντικότητα στο φαινόμενο.  

Όπως γίνεται φανερό, τόσο από τους όρους οντολογίας αλλά και τα σημαντικά 

βιολογικά μονοπάτια κυρίαρχη θέση υπό την επίδραση λιποφουσκίνης φαίνεται να 

κατέχουν διεργασίες όπως η αυτοφαγία και ο μεταβολισμός λιπιδίων, επίσης 

σημαντική μεταγραφική δραστηριότητα παρατηρείται σε γονίδια που επάγονται υπό 

συνθήκες στρες και γονίδια που αφορούν το μεταβολισμό των νουκλεϊκών οξέων 

πιθανώς για την ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης. 

Η λιποφουσκίνη είναι ένα υλικό που αποτελείται τόσο από πρωτεΐνες αλλά και 

λιπίδια σε μορφή συσσωματωμάτων που συσσωρεύονται στο εσωτερικό των 

κυττάρων. Κατά την προσπάθεια του πρωτεασώματος να την αποικοδομήσει τα 

συσσωματώματα αυτά το μπλοκάρουν και οδηγούν στην απενεργοποίησή του  και τη 

συσσώρευση πολυ-ουβικιτινιωμένων πρωτεϊνών στο κύτταρο [220, 222]. Για να 

ανταπεξέλθει το κύτταρο, είναι γνωστό ότι προωθεί τη λειτουργία του μηχανισμού της 

αυτοφαγίας μέσω της πρωτεΐνης HDAC6 (Histone deacetylase 6) ώστε να οδηγήσει 

όλα τα τοξικά συσσωματώματα στο λυσόσωμα προς αποικοδόμηση [248]. Σαν μια 

πρώτη εικόνα τα αποτελέσματα των βιολογικών διεργασιών (regulation of autophagy, 

regulation of macroautophagy, positive regulation of autophagy, organic substance 

catabolic process) αλλά και των μονοπατιών (Lysosome) επιβεβαιώνουν την 

ενεργοποίηση της αυτοφαγίας. Σημαντικά διαφοροποιημένα γονίδια που σχετιζονται 
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με την αυτοφαγία είναι τα sesn-1 (Sestrin homolog), pha-4 (Defective pharyngeal 

development protein 4), epg-2 (Ectopic P granules protein 2), και το Y34B4A.2 

(SNARE binding protein). Επίσης, διαφοροποίηση παρουσιάζουν και μια σειρά 

γονιδίων λυσοσωμικών ενζύμων όπως η καθεψίνες, υδρολάσες, και κεραμιδάσες. Το 

λυσόσωμα αποτελεί τον τελικό αποδέκτη των συστατικών της αυτοφαγίας και ίσως 

κάποια από τα λυσοσωμικά ένζυμα που παράγει ο C. elegans να έχουν την ικανότητα 

διάσπασης της λιποφουσκίνης. Στο C. elegans αλλά και σε πολλούς άλλους 

οργανισμούς έχει δειχθεί ότι πολλά μονοπάτια αύξησης του προσδόκιμου ζωής 

εξαρτώνται άμεσα από την αυτοφαγία [249]. Η ενεργοποίηση της αυτοφαγίας 

επομένως, θα μπορούσε να αποτελεί ένα βασικό μηχανισμό που εξηγεί την επέκταση 

στο προσδόκιμο ζωής που παρατηρούμε υπό την επίδραση με λιποφουσκίνη. 

Η λιποφουσκίνη έχει υψηλή λιπιδική σύσταση και όπως αναμένεται, 

σημαντικές αναδείχθηκαν οι διεργασίες που αφορούν στο μεταβολισμό των λιπιδίων. 

Οι όροι βιολογικών διεργασιών sphingolipid metabolic process, membrane lipid 

metabolic process, lipid catabolic process, glycosylceramide catabolic process, 

ceramide metabolic process κ.α. φανερώνουν ότι κατά την επίδραση με λιποφουσκίνη 

τροποποιείται σημαντικά ο λιπιδικός μεταβολισμός με ιδιαίτερη έμφαση στο 

μεταβολισμό των σφιγγολιπιδίων. Τα σημαντικότερα γονίδια που βρέθηκαν διαφορικά 

εκφρασμένα και αφορούν το μεταβολισμό των σφιγγολιπιδίων είναι τα εξής: asah-2 

(Probable acid ceramidase), asah-1 (Acid ceramidase), elo-5 (Elongation of very long 

chain fatty acids protein 5), gba-4 (Putative glucosylceramidase 4), gba-2 (Putative 

glucosylceramidase 2), asm-2 (Sphingomyelin phosphodiesterase 2), sptl-2 (Serine 

palmitoyltransferase 2). Πρόκειται κυρίως για γονίδια που σχετίζονται με τον 

καταβολισμό των σφιγγολιπιδίων. Πρόσφατες μελέτες δείχνουν ότι προϊόντα του 

μεταβολισμού των σφιγγολιπιδίων, όπως είναι το κεραμίδιο, το διϋδροκεραμίδιο και η 

φωσφορική σφιγγοσίνη αποτελούν σημαντικούς ρυθμιστές της αυτοφαγίας [250]. Ο 

ρόλος τους στο μονοπάτι της αυτοφαγίας σχετίζεται πρωτίστως με την επίδρασή τους 

στη σύντηξη των μεμβρανών [251], των οποίων αποτελούν βασικά συστατικά. Η όξινη 

σφιγγομυελινάση (asm-2) αποτελεί ένα από τα ένζυμα για τη δημιουργία κεραμιδίου, 

η σύνθεση του οποίου αυξάνει το «πακετάρισμα» των λιπιδίων, σχετίζεται με την 

αυξημένη οργάνωση των μεμβρανών [252, 253] και τη δημιουργία κυστιδιακών δομών 

[254]. Τα κεραμίδια εκτός από το δομικό τους ρόλο φαίνεται επίσης πως έχουν 

σημαντικό ρόλο για τον καθορισμό του προσδόκιμου ζωής δρώντας ως σηματοδοτικά 

μόρια [255]. Το γεγονός αυτό, καθιστά πιθανή την υπόθεση της αύξησης στο 
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προσδόκιμο ζωής που παρατηρείται, ως αποτελέσμα της σηματοδότησης από τον 

μεταβολισμό των σφιγγολιπιδίων.  

Tέλος, μια σημαντική κατηγορία διεργασιών που σχετίζεται με τα γονίδια που 

διαφοροποιούνται στη λιποφουσκίνη αφορά την απόκριση σε εξωτερικά ερεθίσματα 

(Response to external stimulus). Επίσης, οι σχετικοί όροι Defense response, Immune 

response και Immune system process εμπλουτίζονται από γονίδια που είναι ως επι το 

πλείστον πεπτιδάσες, μεταγραφικοί παράγοντες που σχετίζονται με απόκριση σε 

μιτοχονδριακό στρες (atfs-1) και λεκτίνες (clec-218, clec-41, clec-62). Τα γονίδια αυτά, 

δευκολύνουν πιθανώς την διαχείριση του οξειδωτικού στρες που προκαλεί η 

λιποφουσκίνη και συμβάλλουν στην αύξηση του προσδόκιμου ζωής. 

Για την περαιτέρω διερεύνηση του φαινομένου πραγματοποιήθηκε λειτουργική 

ανάλυση των γονιδίων που διαφοροποιούνται στη λιποφουσκίνη και προέκυψαν από 

την ανάλυση των δειγμάτων της 1ης ημέρας και δειγμάτων της 12ης ημέρας ξεχωριστά. 

Με τον τρόπο αυτό, στοχεύουμε στο να αποκτήσουμε μια πιο ξεκάθαρη εικόνα για την 

υπερέκφραση ή υποέκφραση των γονιδίων υπό την επίδραση της λιποφουσκίνης στα 

νεαρά αλλά και στα γηρασμένα άτομα. 

 

3.3.2. Διαφοροποιημένα γονίδια 1ης ημέρας με p-value < 0.05 

 

Η σύγκριση lipofuscin-control των δειγμάτων της ημέρας 1 (νεότερα άτομα) 

έδωσε σαν αποτέλεσμα 1123 γονίδια στατιστικά σημαντικά με p-value < 0.05. Στην 

παρούσα λειτουργική ανάλυση επιλέχθηκε να μην πραγματοποιήθει διόρθωση στο p-

value (βλ. ενότητα 1.1.8.2.) ώστε να έχουμε όσο το δυνατόν περισσότερη πληροφορία 

(γονίδια) για την αναζήτηση λειτουργιών. Με βάση τη λειτουργική ανάλυση που 

πραγματοποιήθηκε στα γονίδια με στατιστική σημαντικότητα διορθωμένου adj. p-value 

< 0.3 (ενότητα 3.3.1.) έχουμε ήδη αποκτήσει μια εικόνα των σημαντικότερων 

διεργασιών που διέπουν το φαινόμενο. Έτσι, επιδιώκεται με την παρούσα ανάλυση να 

εντοπίσουμε κάποιες επιπλέον διεργασίες σχετικές με αυτές που ήδη είδαμε και στις 

διεργασίες αυτές να δούμε αν συμμετέχουν επιπλέον γονίδια. Επιπλέον, να 

διερευνήσουμε κάποιες νέες λειτουργίες που ίσως διαφέρουν και αφορούν στην 

επίδραση της λιποφουσκίνης σε σχέση με την ηλικία των δειγμάτων. Για το λόγο αυτό 

η ίδια ανάλυση θα πραγματοποιηθεί και στα γονίδια της σύγκρισης lipofuscin-control 

της 12ης ημέρας. 

Η λειτουργική ανάλυση του συνόλου των 1123 γονιδίων για αναζήτηση όρων 

οντολογίας με το εργαλείο BioInfoMiner (ενότητα 2.7.) έδωσε 44 στατιστικά 
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σημαντικούς όρους οντολογίας (ο πίνακας δίνεται στο παράρτημα). Οι οντολογίες 

βιολογικών διεργασιών (biological process) που σχετίζονται με τα γονίδια αυτά 

φαίνονται παρακάτω (Εικόνα 34). 

 

 
 

Εικόνα 34. Ραβδόγραμμα (bar plot) των 44 οντολογιών που αφορούν τις βιολογικές διεργασίες με τις 
οποίες σχετίζονται τα 1123 γονίδια που βρέθηκαν διαφορικά εκφρασμένα στις δύο συνθήκες 
(lipofuscin-control) στα δείγματα της 1ης ημέρας. Οι βιολογικές διεργασίες κατατάσσονται με βάση τον 
αριθμό των γονιδίων που αντιστοιχεί στην κάθε μια. Με κόκκινο χρώμα απεικονίζεται η υπερέκφραση 
ενώ με μπλε χρώμα απεικονίζεται η υποέκφραση (Πίνακας 10).  
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Εικόνα 35. Θερμικός χάρτης των 44 πρώτων κομβικών γονιδίων της σύγκρισης lipofuscin-control στα 
δείγματα της 1ης ημέρας σύμφωνα με την ιεράρχησης γονιδίων που πραγματοποιήθηκε μέσω του 
εργαλείου BioInfoMiner. Τα γονίδια αυτά είναι κομβικά καθώς συμμετέχουν σε περισσότερες από μία 
βιολογικές διεργασίες που σχετίζονται με το φαινόμενο που μελετάμε και επομένως ασκούν 
σημαντική δράση. Με κόκκινο χρώμα απεικονίζεται η υπερέκφραση και με μπλε χρώμα απεικονίζεται 
η υποέκφραση για το κάθε γονίδιο (Πίνακας 12).  
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Pathway Term P.Value Genes 

cel04142: Lysosome 

1.54E-04 

CPR-3, PPT-1, T28H10.3, GBA-4, GBA-2, GBA-1, 
NUC-1, ASAH-1, CPZ-1, NCR-1, LIPL-5, ASM-2, APM-
3 

cel00600: Sphingolipid 
metabolism 

0.00876991 SPTL-2, GBA-4, GBA-2, GBA-1, ASM-2, ASAH-1 

cel00511: Other glycan 
degradation 

0.00480575 HEX-2, GBA-4, HEX-4, GBA-2, GBA-1 

cel00982: Drug 
metabolism - cytochrome 
P450 0.02161015 GSTK-1, D2063.1, GST-38, UGT-62, GST-10, FMO-5 

cel03040: Spliceosome 

0.04870907 
ZK1098.1, C46F11.4, SAP-49, ACIN-1, F19F10.9, 
MOG-1, F53H1.1, UAF-2, K07C5.6, SNU-23 

 

Πίνακας 5. Τα βασικότερα μονοπάτια όπως αναφέρονται στη βάση Kegg, τα οποία εντοπίστηκαν με 
το εργαλείο DAVID και εμπλέκονται με στατιστική σημαντικότητα στο φαινόμενο. 

 

Στα δείγματα ημέρας 1 που έχει χορηγηθεί λιποφουσκίνη, παρατηρούμε ότι η 

πλειοψηφία των οντολογικών όρων σχετίζεται με τη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης. 

Οι όροι που συναντώνται συχνότερα και αφορούν στην πλειοψηφία των γονιδίων είναι 

Cellular nitrogen compound metabolic process, Nucleic acid metabolic process και 

Regulation of transcription που είναι οι γενικοί όροι στους οποίους ανήκουν και οι πιο 

ειδικοί όροι RNA metabolic process, DNA metabolic process, Positive regulation of 

gene expression κ.α. Παρατηρείται επομένως έντονη δραστηριότητα στον πυρήνα 

που ίσως να αντανακλά την προσπάθεια του οργανισμού να μπορέσει να 

ανταποκριθεί στο νέο αυτό ερέθισμα που είναι η λιποφουσκίνη. 

Επίσης, ο όρος Regulation of macroautophagy φαίνεται να παραμένει 

σημαντικός με την πλειοψηφία των γονιδίων που τον εμπλουτίζουν (sesn-1 (Sestrin 

homolog),  lipl-4 (LIPase Like),  pha-4 (Defective pharyngeal development protein 4),  

nprl-3 (GATOR complex protein NPRL3),  epg-7 (Ectopic P Granules),  epg-2 (Ectopic 

P granules protein 2) να είναι υπερεκφρασμένα. 

Το γονίδιο sesn-1 που συναντάται στη λίστα κομβικών γονιδίων αποτελεί 

ομόλογο του γονιδίου σεστρίνης των Θηλαστικών. Οι σεστρίνες είναι πρωτεΐνες 

επαγόμενες από το στρες που δρουν προστατευτικά για τα κύτταρα. Το γονίδιο sesn-

1 σύμφωνα με τα αποτελέσματά μας υπερεκφράζεται στα άτομα C. elegans που έχουν 
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δεχθεί επίδραση λιποφουσκίνης ενώ, έχει δειχθεί πειραματικά ότι η υπερέκφραση του 

επιδρά θετικά στην αύξηση του προσδόκιμου ζωής του C. elegans [256]. Στη 

Drosophila melanogaster έχει δειχθεί ότι ασκεί ευεργετικές επιδράσεις 

ενεργοποιώντας την αυτοφαγία και μειώνοντας ταυτόχρονα τη σηματοδότηση του 

μονοπατιού TOR [257]. Αποτελεί επομένως ένα σημαντικό εύρημα που ενισχύει την 

υπόθεση ενεργοποίησης του μηχανισμού αυτοφαγίας για να εξηγηθεί η αύξηση του 

προσδόκιμου ζωής που παρατηρείται.  

Επιπλέον, το προϊόν του γονιδίου pha-4 που παρουσιάζει υπερέκφραση, είναι 

ένας μεταγραφικός παράγοντας που πρόσφατα έχει συσχετιστεί με την απόκριση σε 

πυρηνικό στρες και ρύθμιση του λιπιδικού μεταβολισμού [258], ενώ παράλληλα είναι 

από τους βασικούς μεταγραφικούς παράγοντες επαγωγής της RNA πολυμεράσης ΙΙ 

και βασικός ρυθμιστής της ανάπτυξης και του προσδόκιμου ζωής μέσω επαγωγής του 

μηχανισμού της αυτοφαγίας [259, 260]. Τέλος, αρκετά λυσοσωμικά ένζυμα με έμφαση 

στις πεπτιδάσες παρουσιάζουν υπερέκφραση γεγονός που ενισχύει την υπόθεση 

αύξησης στο προσδόκιμο ζωής μέσω ενεργοποίησης της αυτοφαγίας. 

Σημαντικές φαίνεται να είναι και οι διεργασίες που αφορούν τον καταβολισμό, 

με την παρουσία του γενικότερου όρου Catabolic process και πιο ειδικών όπως είναι 

Cellular lipid catabolic process, Lipid catabolic process. Ο καταβολισμός λιπαρών 

οξέων και σφιγγολιπιδίων παρουσιάζει θετική ενεργοποίηση με υπερέκφραση των 

γονιδίων της β-οξείδωσης (ιδιαίτερα της β-οξείδωσης στα υπεροξεισώματα), και 

ενζύμων όπως οι όξινες κεραμιδάσες (asah-1, asah-2), γλυκοζυλο-κεραμιδάσες (gba-

2) και σφιγγομυελινάσες (asm-2). Παρόλο που ο καταβολισμός λιπαρών οξέων και 

σφιγγολιπιδίων φαίνεται να ενεργοποιείται, υποέκφραση παρουσιάζουν οι 

περισσότερες λιπάσες επομένως ο καταβολισμός των ήδη αποθηκευμένων λιπαρών 

οξέων σε μορφή τριγλυκεριδίων δεν φαίνεται ενεργοποιημένος. 

Πρόσφατα ευρήματα από τον οργανισμό S. cerevisiae δείχνουν ότι η μειωμένη 

ενεργότητα SPT (παλμυτοϋλτρανσφεράση σερίνης) ενζύμου της βιοσύνθεσης 

σφιγγολιπιδίων οδηγεί σε αύξηση του προσδόκιμου ζωής μέσω μειωμένης 

σηματοδότησης του TORC1 και αυξημένης αυτοφαγίας [261, 262]. Αντίστοιχα με τα 

ευρήματα αυτά, στο C. elegans η μειωμένη ενεργότητα της παλμυτοϋλτρανσφεράσης 

σερίνης SPT-1 προκάλεσε αύξηση στο προσδόκιμο ζωής των ζώων [263]. Στα 

αποτελέσματά μας παρατηρήσαμε υποέκφραση των γονιδίων sptl-1 (Serine 

palmitoyltransferase 1) και sptl-2 (Serine palmitoyltransferase 2) που πιθανώς 
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σημαίνει μειωμένη βιοσύνθεση σφιγγολιπιδίων, γεγονός που όπως είδαμε προάγει την 

αύξηση του προσδόκιμου ζωής. 

Επίσης, βασικά γονίδια που υπερεκφράζονται κατά την επίδραση με 

λιποφουσκίνη είναι ένζυμα του καταβολισμού των σφιγγολιπιδίων όπως οι όξινες 

κεραμιδάσες asah-1 και asah-2 (που δρουν στο λυσόσωμα). Η asah-1 αναδείχθηκε 

ως ένα από τα πιο σημαντικά υπερεκφρασμένα γονίδια υπό την επίδραση 

λιποφουσκίνης ενώ, μελέτες δείχνουν ότι όταν υπερεκφράζεται υπό συνθήκες 

οξειδωτικού στρες δρα προστατευτικά για τα ανθρώπινα κύτταρα του 

αμφιβληστροειδούς [264], αποτελεί επομένως ένα σημαντικό εύρημα που θα δεχθεί 

περαιτέρω διερεύνηση. Συνολικά, ο μεταβολισμός των σφιγγολιπιδίων υπό την 

επίδραση λιποφουσκίνης, πιθανώς να είναι ικανός να προκαλέσει την αύξηση στο 

προσδόκιμο ζωής του C. elegans  επιδρώντας σε βασικούς κυτταρικούς μηχανισμούς 

όπως η αυτοφαγία και ρυθμίζοντας μονοπάτια γήρανσης. 

Τέλος, σημαντικές επίσης είναι οι διεργασίες Response to external stimulus και 

Immune response, που αντιπροσωπεύονται από 68 διαφορετικά γονίδια. Τα 

σημαντικότερα από αυτά, που παρουσιάζουν υπερέκφραση είναι τα εξής: gstk-1 

(Glutathione S-transferase kappa 1), gst-10 (Glutathione S-transferase P 10), pgp-1 

(Multidrug resistance protein pgp-1), clec-210 (C-type lectin), C25D7.5 (Metallo-β-

lactamase Domain-Containing Protein 1), efn-3 (Eph(F)riN), vab-2 (ortholog of human 

EFNB1), zmp-2 (Matrix metalloproteinase-B). Στη διεργασία αυτή, συμμετέχουν 

επίσης τα περισσότερα από τα γονίδια που συναντώνται στη διεργασία Regulation of 

macroautophagy, ένας μεγάλος αριθμός από κινάσες και αντιμικροβιακοί παράγοντες. 

Κατά την επίδραση λιποφουσκίνης, η οποία είναι γνωστό ότι επάγει οξειδωτικό στρες, 

ο οργανισμός επιστρατεύοντας γονίδια που κωδικοποιούν για ένζυμα αντιοξείδωσης 

όπως οι μεταφοράσες γλουταθειόνης (glutathione transferases) και άλλους 

παράγοντες αντίστασης σε στρεσογόνα εξωτερικά ερεθίσματα είναι πιθανό να 

επιτυγχάνει καλύτερη επιβίωση και εν τέλη επέκταση του προσδόκιμου ζωής. 
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Εικόνα 36. Χάρτης των μονοπατιών που αφορούν τη μακροζωία στο C. elegans. Η εικόνα 
δημιουργήθηκε με το εργαλείο Pathview με τη βοήθεια του οποίου έχουν αντιστοιχηθεί όλα τα 
διαφορικά εκφρασμένα γονίδια πάνω στον επίσημο χάρτη του μονοπατιού της βάσης Kegg (ενότητα 
2.7.). Με κόκκινο χρώμα απεικονίζονται τα γονίδια που υπερεκφράζονται και με πράσινο χρώμα όσα 
υποεκφράζονται, ενώ με γκρί εκείνα που δεν εμφανίζουν σημαντική διαφορά.   

 

Στο χάρτη μονοπατιών γήρανσης στον C. elegans, ύστερα από την αντιστοίχιση 

όλων των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων, μπορούμε να δούμε ποιά από τα μέχρι 

στιγμής γνωστά μονοπάτια που οδηγούν σε αύξηση στο προσδόκιμο ζωής πιθανώς να 

παρουσιάζουν ενεργοποίηση, στα νεαρά άτομα ημέρας 1.  

Υποέκφραση παρουσιάζουν τα γονίδια kgb-1, kgb-2 που αντιστοιχούν στην 

κινάση JNK-1 η οποία φωσφορυλιώνει τον DAF-16 και ρυθμίζει τη μετατόπιση του στον 

πυρήνα υπό συνθήκες στρες. Ο DAF-16 όταν βρεθεί στον πυρήνα επάγει την έκφραση 

προστατευτικών γονιδίων για τα κύτταρα. Επομένως, ελάττωση JNK-1 κινάσης θα 

οδηγούσε σε μειωμένη ενεργοποίηση του DAF-16  μέσω αυτής της οδού και άρα 

μειωμένη έκφραση προστατευτικών γονιδίων ενώ είναι γνωστό ότι έλλειψη της οδηγεί 

σε μειωμένο προσδόκιμο ζωής στον C. elegans [99].  
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Επίσης, το μονοπάτι της ινσουλίνης που διαδραματίζει βασικό ρόλο στη 

μετατόπιση του DAF-16 στον πυρήνα φαίνεται να παρουσιάζει μειωμένη 

σηματοδότηση λόγω υποέκφρασης του πεπτιδίου ινσουλίνης ins-7. Εξαιτίας όμως της 

ταυτόχρονης υπερέκφρασης του ist-1 που ενεργοποιείται από τον υποδοχέα DAF-2 

δεν υπάρχει μια ξεκάθαρη εικόνα ενεργοποίησης ή απενεργοποίησης του μονοπατιού. 

Η υπερέκφραση επίσης του γονιδίου mtl-1 (Metallothionein-1) που κωδικοποιεί για το 

ένζυμο μεταλλοθειονίνη με σημαντικό ρόλο στην αποτοξίνωση λόγω υψηλής 

συγκέντρωσης μετάλλων επάγεται από τον DAF-16, οπότε είναι πιθανό να έχει 

προηγηθεί η μετατόπισή του στον πυρήνα. 

Το γονίδιο της σιρτουΐνης sir-2.1 υπερεκφράζεται και φαίνεται να επιδρά με 

εναλλακτικό τρόπο για την ενεργοποίηση του DAF-16. Η υπερέκφραση της SIR-2.1 στο 

C. elegans, έχει δειχθεί ότι επεκτείνει το προσδόκιμο ζωής των ζώων με DAF-16 

εξαρτώμενο τρόπο [119, 265]. 

Αντίστοιχα, καταρροϊκά του μονοπατιού που ξεκινάει από τον mTOR το γονίδιο 

του μεταγραφικού παράγοντα PHA-4, που επάγει την αυτοφαγία υπό συνθήκες 

θερμιδικού περιορισμού, υπερεκφράζεται. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι πιθανώς 

είναι ενεργοποιημένο το μoνοπάτι της αυτοφαγίας που εν τέλη μπορεί να οδηγήσει σε 

μακροζωία. Επιπλέον, το γονίδιο του πυρηνικού υποδοχέα DAF-12 με σημαντικό ρόλο 

για την ρύθμιση της ανάπτυξης και της γήρανσης του οργανισμού υπερεκφράζεται.  

Τέλος, όμως υποέκφραση παρουσιάζει το γονίδιο λιπάσης lipl-4 που μπορεί να 

οδηγήσει σε αύξηση στο προσδόκιμο ζωής μέσω λιπόλυσης και μειωμένης 

αποθήκευσης λιπαρών οξέων.  

 

 

3.3.3. Διαφοροποιημένα γονίδια 12ης ημέρας με p-value < 0.05 

 

Η σύγκριση lipofuscin-control των δειγμάτων της ημέρας 1 (νεότερα άτομα) 

έδωσε σαν αποτέλεσμα 668 γονίδια με στατιστική σημαντικότητα p-value < 0.05. Η 

λειτουργική ανάλυση του συνόλου των 668 γονιδίων για αναζήτηση όρων οντολογίας 

με το εργαλείο BioInfoMiner (ενότητα 2.7.) έδωσε 37 στατιστικά σημαντικούς όρους 

οντολογίας (ο πίνακας δίνεται στο παράρτημα). Οι οντολογίες βιολογικών διεργασιών 

(biological process), και μοριακής λειτουργίας (molecular function) που σχετίζονται 

με τα γονίδια αυτά φαίνονται παρακάτω (Εικόνα 37). 
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Εικόνα 37. Ραβδόγραμμα (bar plot) των 37 οντολογιών που αφορούν τις βιολογικές διεργασίες με τις 
οποίες σχετίζονται τα 668 γονίδια που βρέθηκαν διαφορικά εκφρασμένα στις δύο συνθήκες (lipofuscin-
control) στα δείγματα της 12ης ημέρας. Οι βιολογικές διεργασίες κατατάσσονται με βάση τον αριθμό των 
γονιδίων που αντιστοιχεί στην κάθε μια. Με κόκκινο χρώμα απεικονίζεται η υπερέκφραση ενώ με μπλε 
χρώμα απεικονίζεται η υποέκφραση (Πίνακας 13). 
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Εικόνα 38. Θερμικός χάρτης των 13 κομβικών γονιδίων της σύγκρισης lipofuscin-control των δειγμάτων 
της 12ης ημέρας σύμφωνα με την ιεράρχηση που πραγματοποιήθηκε μέσω του εργαλείου BioInfoMiner. 
Τα γονίδια αυτά είναι κομβικά καθώς συμμετέχουν σε περισσότερες από μία βιολογικές διεργασίες που 
σχετίζονται με το φαινόμενο που μελετάμε και επομένως ασκούν σημαντική δράση. Με κόκκινο χρώμα 
απεικονίζεται η υπερέκφραση και με μπλε χρώμα απεικονίζεται η υποέκφραση για το κάθε γονίδιο 
(Πίνακας 15). 

 

Pathway Term P.Value Genes 

cel00980: Metabolism of xenobiotics by 
cytochrome P450 

0.0012 GST-4, UGT-46, GST-36, GST-3, H24K24.3 

cel00982: Drug metabolism - cytochrome P450 0.0019 GST-4, UGT-46, GST-36, GST-3, H24K24.3 

cel00480: Glutathione metabolism 0.0028 C44B7.7, GSS-1, GST-4, GST-36, GST-3 

cel01100: Metabolic pathways 0.0075 

EARS-2, C10C5.5, SUCL-1, GSS-1, ACS-
16, F52H2.6, KYNU-1, GOT-1.2, SQV-4, 
ASAH-1, DBT-1, FAH-1, UGT-46, COQ-2, 
H24K24.3, ALH-12, CBL-1, T26C5.3, ASM-2 

cel01130: Biosynthesis of antibiotics 0.0143 
C10C5.5, SUCL-1, DBT-1, H24K24.3, GOT-
1.2, ALH-12, CTL-2, CBL-1 

cel00053: Ascorbate and aldarate metabolism 0.0209 UGT-46, ALH-12, SQV-4 

cel00350: Tyrosine metabolism 0.0468 FAH-1, H24K24.3, GOT-1.2 

 

Πίνακας 6. Τα βασικότερα μονοπάτια όπως αναφέρονται στη βάση Kegg, τα οποία εντοπίστηκαν με το 
εργαλείο DAVID και εμπλέκονται με στατιστική σημαντικότητα στο φαινόμενο. 

Τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια της σύγκρισης lipofuscin – control των 

δειγμάτων της 12ης ημέρας σχετίζονται κυρίως με διεργασίες απόκρισης σε στρες και 

τοξικές ουσίες. Οι όρος οντολογίας Response to stress σχετίζεται με τον μεγαλύτερο 
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αριθμό διαφοροποιημένων γονιδίων (50 γονίδια). Ειδικότεροι όροι που ακολουθούν 

είναι Response to external stimulus, Defense response, Innate immune response, 

Response to toxic substance, Response to osmotic stress, Stress response to metal 

ion, Cellular detoxification κ.α.. Βασικά γονίδια αυτών των βιολογικών διεργασιών που 

παρουσιάζουν υπερέκφραση είναι kreg-1 (Kgb-1 REgulated Gene), skpo-3 (ShK 

domain and PerOxidase domain containing protein), skpo-1 (Peroxidase skpo-1), pxn-

1 (Peroxidasin homolog), gss-1 (Glutathione SynthetaSe), gst-36 (Probable glutathione 

S-transferase gst-36), gst-27 (Glutathione S-Transferase), gst-3 (Glutathione S-

transferase 3), gst-4 (Glutathione S-transferase 4), ctl-2 (Peroxisomal catalase 1). 

Επομένως, στα γηρεότερα άτομα που έλαβαν λιποφουσκίνη παρατηρήθηκε 

υπερέκφραση αρκετών γονιδίων που σχετίζονται με ένζυμα απομάκρυνσης βλαβερών 

μεταβολιτών (peroxidase, catalase) όπως είναι το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2 - 

παραπροϊόν της μιτοχονδριακής αναπνοής και της β-οξείδωσης των λιπαρών οξέων) 

αλλά και ενζύμων του μεταβολισμού της γλουταθειόνης (glutathione transferases) που 

αποτελεί σημαντικό αντιοξειδωτικό μηχανισμό των κυττάρων.  

Μελέτες έχουν δείξει ότι η απενεργοποίηση του γονιδίου της υπεροξεισωμικής 

καταλάσης ctl-2 προκαλεί πρόωρη γήρανση στο C. elegans [266] πράγμα που τονίζει 

τη σημασία της για την προστασία των κυττάρων ενάντια στο H2O2 και κατ’ επέκταση 

στη γήρανση. Η υπερέκφραση ctl-2 που παρατηρείται στα δείγματα που έχουν δεχθεί 

λιποφουσκίνη, πιθανώς τα προστατεύει από το οξειδωτικό στρες που τους προκαλεί. 

Επίσης, εκτός από την αποτοξίνωση από H2O2 σημαντική είναι και η δράση των 

ενζύμων μεταφοράσες γλουταθειόνης (glutathione transferases – GSTs) για την 

αποτοξίνωση από προϊόντα της λιπιδικής υπεροξείδωσης όπως η 4-υδρόξυ-νονενάλη 

(4-hydroxynonenal – ΗΝΕ). Το προϊόν υπεροξείδωσης των λιπιδίων HNE αποτελεί 

σημαντικό παράγοντα που προωθεί το σχηματισμό διασταυρούμενων συνδέσεων 

μεταξύ πρωτεϊνών και τη δημιουργία πρωτεϊνικών συσσωματωμάτων συμβάλλοντας 

στο σχηματισμό της λιποφουσκίνης [201, 267]. Στο C. elegans βασικά ένζυμα για την 

απομάκρυνση τέτοιων τοξικών ουσιών αποτελούν οι GSTs, και ιδιαίτερα η gst-10 

(Glutathione S-transferase P 10) μείωση ή αύξηση της οποίας έχει την ικανότητα να 

μειώνει ή να αυξάνει το προσδόκιμο ζωής του οργανισμού αντίστοιχα [268]. Στα 

αποτελέσματα της ανάλυσης παρατηρήθηκε υπερέκφραση πολλών γονιδίων ενζύμων 

GSTs που θα μπορούσε να εξηγήσει την αύξηση στο προσδόκιμο ζωής που 

παρατηρούμε υπό την επίδραση λιποφουσκίνης. Γνωρίζουμε ότι οι οδοί απόκρισης σε 

στρες στο C. elegans φθίνουν απότομα καθώς τα ζώα φθάνουν σε αναπαραγωγική 
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ωριμότητα, η υπερέκφραση λοιπόν που παρατηρείται σε γονίδια αποτοξινωτικών 

ενζύμων παρουσία λιποφουσκίνης δίνει στα άτομα ένα πλεονέκτημα για την 

αντιμετώπιση της γήρανσης. 

Nέες διεργασίες που εμφανίζονται στην ανάλυση των γονιδίων από τα 

γηρεότερα δείγματα που έχουν λάβει λιποφουσκίνη, αφορούν στην ανατομία του 

σώματος και την αξονογένεση. Οι όροι που εμφανίζονται είναι οι εξής: Anatomical 

structure morphogenesis, Axon development, Axonogenesis, Extracellular structure 

organization, Extracellular matrix organization, Body morphogenesis, Cell-cell 

adhesion, Embryonic body morphogenesis. Πολλά από τα γονίδια στην περίπτωση 

αυτή είναι υποεκφρασμένα, και πολλά επίσης από αυτά αποτελούν ρυθμιστικά γονίδια 

για την έκφραση άλλων γονιδίων, υπάρχουν όμως και κάποια σημαντικά γονίδια που 

παρουσιάζουν υπερέκφραση. Αυτά τα γονίδια είναι τα γονίδια κολλαγόνου col-120 

(COLlagen), col-83 (COLlagen), col-73 (COLlagen), η πεπτιδάση zmp-3 (Matrix 

metalloproteinase-C), το γονίδιο lys-8 (Lysozyme - involved in pharyngeal gland 

morphogenesis), το γονίδιο τροπονίνης unc-27 (Troponin I 2) και το γονίδιο λαμίνης 

mua-6 (Intermediate filament protein ifa-2) που έχει δειχθεί ότι είναι απαραίτητο για την 

ακεραιότητα των ιστών στο C. elegans [269]. Τα γονίδια αυτά φαίνεται με την 

υπερέκφρασή τους ότι συμβάλουν στην διατήρηση της καλής κατάστασης των δομών 

του σώματος που παρατηρείται υπό την επίδραση λιποφουσκίνης και εν συνεχεία στη 

μακροζωΐα. 

Αν και οι διεργασίες που αφορούν στο λιπιδικό μεταβολισμό δεν φαίνεται να 

είναι τόσο κυρίαρχες όσο στα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια από τα δείγματα της 1ης 

ημέρας κάποια σημαντικά γονίδια που αφορούν στο λιπιδικό μεταβολισμό 

παρουσιάζουν διαφορική έκφραση. Τα περισσότερα από αυτά, κατατάσσονται στη 

βιολογική διεργασία Organic acid metabolic process. Υπερέκφραση παρουσιάζει το 

γονίδιο asah-1 (Acid ceramidase) σημαντικό γονίδιο στον καταβολισμό σφιγγολιπιδίων, 

τα γονίδια faah-2 (Fatty Acid Amide Hydrolase homolog), faah-3 (Fatty Acid Amide 

Hydrolase homolog) του καταβολισμού αμιδίων λιπαρών οξέων που έχουν δράση 

σηματοδοτικών μοριών και το γονίδιο fat-6 (Delta9-fatty-acid desaturase fat-6). Η 

πρωτεΐνη FAT-6 αποτελεί ένζυμο κλειδί για τη βιοσύνθεση ακόρεστων λιπαρών οξέων 

όπως το ελαϊκό οξύ, με την προσθήκη ενός διπλού δεσμού στην αλυσίδα του στεατικού 

οξέως (stearic acid) ενώ επίσης, συμμετέχει στη διαδικασία αποθήκευσης των λιπιδίων 

[270]. Tο ελαϊκό οξύ (oleic acid) είναι γνωστό για τις αντιοξειδωτικές του ιδιότητες στο 

C. elegans καθώς και για το γεγονός ότι προκαλεί επιμήκυνση του προσδόκιμου ζωής 
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[271]. Το γονίδιο fat-6 είναι επίσης βασικό για την αντίσταση του οργανισμού σε 

οξειδωτικό στρες αφού η σίγαση του γονιδίου οδηγεί σε πολύ μειωμένη αντοχή του 

οργανισμού υπό αυτές τις συνθήκες [272]. Συμπερασματικά, η υπερέκφραση στο 

γονίδιο fat-6 που παρατηρήθηκε μπορεί να συμβάλει στην αντιμετώπιση του 

οξειδωτικού στρες που δημιουργείται εξαιτίας της λιποφουσκίνης και να έχει ευεργετικές 

επιδράσεις στο προσδόκιμο ζωής του οργανισμού πιθανώς μέσω της αυξημένης 

σύνθεσης ευεργετικών λιπαρών οξέων. 

 
 

Εικόνα 39. Χάρτης των μονοπατιών που αφορούν στη μακροζωία στον C. elegans. Η εικόνα 
δημιουργήθηκε με το εργαλείο Pathview με τη βοήθεια του οποίου έγινε η αντιστοίχιση όλων των 
διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων πάνω στον επίσημο χάρτη του μονοπατιού της βάσης Kegg (ενότητα 
2.7.). Με κόκκινο χρώμα απεικονίζονται τα γονίδια που υπερεκφράζονται και με πράσινο χρώμα όσα 
υποεκφράζονται, ενώ με γκρί εκείνα που δεν εμφανίζουν σημαντική διαφορά. 
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Στο χάρτη μονοπατιών γήρανσης στο C. elegans ύστερα από την αντιστοίχιση 

όλων των διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων μπορούμε να δούμε ποιά από τα μέχρι 

στιγμής γνωστά μονοπάτια που οδηγούν σε αύξηση στο προσδόκιμο ζωής πιθανώς να 

παρουσιάζουν ενεργοποίηση στα γηρασμένα άτομα ημέρας 12.  

Υπερέκφραση παρουσιάζει το γονίδιο jkk-1 (mitogen-activated protein kinase 

kinase). Προιόν του γονιδίου είναι μια κινάση που υπό στρεσογόνες συνθήκες δρα 

ενεργοποιώντας την κινάση JNK-1 που με τη σειρά της ρυθμίζει τη μετατόπιση του DAF-

16 στον πυρήνα και την έκφραση προστατευτικών γονιδίων. Επίσης, προστατευτικά 

γονίδια (υπεροξειδασών, καταλασών, μεταβολισμού της γλουταθειόνης) που επάγονται 

από το DAF-16 και βοηθούν το κύτταρο να ανταπεξέλθει στο στρες παρουσιάζουν 

αυξημένη έκφραση πράγμα που σημαίνει ότι πιθανώς υπάρχει ενεργοποίηση του 

συγκεκριμένου μεταγραφικού παράγοντα με αποτέλεσμα ο οργανισμός να 

προστατεύεται και καταφέρνει να αυξήσει το προσδόκιμο ζωής του. 

Στο μονοπάτι που ξεκινάει με οξειδωτικό στρες στο εσωτερικό του κυττάρου, 

τα γονίδια των κινασών pmk-2, pmk3 που ενεργοποιούν τον μεταγραφικό παράγοντα 

SKN-1 παρουσιάζουν υποέκφραση. Παρόλα αυτά, ο μεταγραφικός παράγοντας SKN-1 

είναι γνωστό ότι επάγει τη μεταγραφή γονιδίων για την αντιμετώπιση του οξειδωτικού 

στρες όπως ορισμένα γονίδια του μεταβολισμού της γλουταθειόνης [150, 273] στα οποία 

παρατηρήθηκε υπερέκφραση. Η υπερέκφραση αυτών των γονιδίων που επάγονται από 

το SKN-1 δίνουν σημαντική ένδειξη ότι πιθανώς υπάρχει ενεργοποίηση ακόμα και αν τα 

γονίδια των κινασών pmk-2, pmk-3 είναι υποεκφρασμένα. 

Τέλος, η υπερέκφραση του γονιδίου fat-6 είναι δυνατόν να οδηγήσει σε 

ευεργετική σύνθεση ακόρεστων λιπαρών που μπορούν να δράσουν ως αντιοξειδωτικά 

μόρια μειώνοντας το οξειδωτικό στρες και οδηγώντας σε αύξηση του προσδόκιμου 

ζωής. 
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4. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της παρούσας συγκριτικής μελέτης, οι 

βασικότερες βιολογικές διεργασίες και γονίδια που φαίνεται να σχετίζονται με την 

επιμήκυνση του προσδόκιμου ζωής στον νηματώδη σκώληκα ύστερα από επίδραση 

με λιποφουσκίνη στη διατροφή του, συνοψίζονται παρακάτω. 

 

α) Αυτοφαγία 

Η ενεργοποίηση της αυτοφαγίας είναι γνωστό ότι αποτελεί σημαντικό 

μηχανισμό που απαιτείται για την επέκταση του προσδόκιμου ζωής που προκαλείται 

μέσω πολλών διαφορετικών οδών [169]. Τα άτομα C. elegans που έλαβαν 

λιποφουσκίνη παρουσιάζουν υπερέκφραση σε σημαντικά γονίδια που σχετίζονται με 

την αυτοφαγία. Η θετική επίδραση της λιποφουσκίνης επομένως για την ενεργοποίηση 

της αυτοφαγίας θα μπορούσε να αποτελεί ένα βασικό μηχανισμό που εξηγεί την 

επέκταση στο προσδόκιμο ζωής που παρατηρείται. 

Τα σημαντικότερα γονίδια που σχετίζονται με αυτοφαγία και παρουσιάζουν 

υπερέκφραση στα νεαρά άτομα ημέρας 1 είναι:  sesn-1, pha-4, nprl-3, epg-2, epg-7, 

Y34B4A.2. Στα γηρασμένα άτομα της 12ης ημέρας πολλά από αυτά τα γονίδια δεν 

παρουσιάζουν στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση υπερέκφρασης ή υποέκφρασης 

και ούτε συναντώνται άλλα γονίδια σχετικά με την αυτοφαγία. Το γεγονός αυτό όμως 

δεν αποκλείει ότι η αυτοφαγία είναι ενεργοποιημένη και στα γηρεότερα άτομα αφού οι 

μετρήσεις μας αφορούν στη μεταφραφική δραστηριότητα του κάθε γονιδίου συγκριτικά 

και όχι την ενεργότητα του προϊόντος του. 

 

β) Αντιοξείδωση – Απόκριση σε στρες 

Η ενεργοποίηση αντιοξειδωτικών μηχανισμών και επιστράτευση 

αντιοξειδωτικών ενζύμων είναι μια κυτταρική διεργασία που μπορεί να οδηγήσει στην 

αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες που προκαλείται κατά τη γήρανση, με αποτέλεσμα 

την επέκταση του προσδόκιμου ζωής. Η υπερέκφραση που παρατηρήθηκε σε μια 

σειρά τέτοιων ενζύμων εξαιτίας της επίδρασης της λιποφουσκίνης, θα μπορούσε 

επομένως να εξηγήσει την επέκταση στο προσδόκιμο ζωής που παρατηρείται. Είναι 

πιθανό επίσης ότι η λιποφουσκίνη δρα ως παράγοντας όρμησης με αποτέλεσμα ο C. 

elegans να οδηγείται σε μακροζωία [274].  
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Τα σημαντικότερα γονίδια για την αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες που 

υπερεκφράζονται στα νεαρά άτομα είναι τα: gstk-1, gst-10, gst-38, pgp-10, mtl-1, 

C25D7.5, zmp-2, sir-2.1, cpz-1. Στα γηρασμένα άτομα υπό την επίδραση 

λιποφουσκίνης αντίστοιχα, παρουσιάζουν υπερέκφραση ακόμα περισσότερα τέτοια 

γονίδια όπως kreg-1, skpo-1, skpo-3, pxn-1, gss-1, gst-3, gst-4, gst-27, gst-36, ctl-2, 

zmp-3. Τα γονίδια αυτά αντιστοιχούν σε υπεροξειδάσες, καταλάσες και γονίδια του 

μεταβολισμού της γλουταθειόνης αλλά και ρυθμιστικά ένζυμα για την ενεργοποίηση 

μεταγραφικών παραγόντων που οδηγούν στην μεταγραφή τέτοιων προστατευτικών 

γονιδίων.  

 

γ) Λιπιδικός μεταβολισμός - Σφιγγολιπίδια 

Στα αποτελέσματα της σύγκριτικής μελέτης υπό την επίδραση λιποφουσκίνης 

υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός γονιδίων που παρουσιάζουν διαφορική έκφραση και 

σχετίζονται με το μεταβολισμό των λιπιδίων. Είναι πιθανό οι αντιοξειδωτικοί 

παράγοντες για την αντοχή στο οξειδωτικό στρες αλλά και η αυτοφαγία να ρυθμίζονται 

εν τέλη από τον λιπιδικό μεταβολισμό, καθώς πολλά λιπίδια δρουν και ως 

σηματοδοτικά μόρια οδηγώντας σε αυξημένο προσδόκιμο ζωής. 

Στα νεαρά άτομα που έλαβαν λιποφουσκίνη βασικά γονίδια του λιπιδικού 

μεταβολισμού που παρουσιάζουν υπερέκφραση είναι τα asah-1, asah-2, gba-2, asm-

2, maoc-1 και acs-7 που αφορούν κυρίως τον καταβολισμό σφιγγολιπιδίων. 

Υποέκφραση αντίθετα παρουσιάζουν τα γονίδια gba-4, elo-5, sptl-2, και κάποιες 

λιπάσες όπως η lipl-4. Στα γηρεότερα άτομα υπερέκφραση παρουσιάζουν κυρίως 

γονίδια της βιοσύνθεσης λιπιδίων τα σημαντικότερα από τα οποία είναι το fat-6, acs-1, 

acs-14, acs-16 αλλά και του καταβολισμού όπως τα faah-2, faah-3 ενώ 

υπερεκφρασμένη παραμένει η όξινη κεραμιδάση asah-1. Όσον αφορά το λιπιδικό 

μεταβολισμό συνολικά, παρατηρείται ενεργοποιημένο το μονοπάτι της β-οξείδωσης 

στα υπεροξεισώματα, ο καταβολισμός των σφιγγολιπιδίων, καθώς και η σύνθεση 

ακόρεστων λιπαρών οξέων από κορεσμένα που μπορούν να έχουν ευεργετικές 

αντιοξειδωτικές επιδράσεις. 

 

Η επέκταση στο προσδόκιμο ζωής που παρατηρείται υπό την επίδραση 

λιποφουσκίνης στον C. elegans δεν παρατηρήθηκε αντίστοιχα στα ανθρώπινα κύτταρα 

ή στον οργανισμό μοντέλο Drosophila melanogaster. Είναι άρα πιθανή η ύπαρξη ενός 

διαφορετικού μηχανισμού στο νηματώδη που του δίνει τη δυνατότητα να μεταβολίσει 
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τη λιποφουσκίνη. Ο μηχανισμός αυτός μπορεί κατά την εξέλιξη να εκφυλίστηκε και να 

μην κληρονομήθηκε στους οργανισμούς αυτούς ή να έχει δημιουργηθεί στο C. elegans 

εκ νέου. Σε κάθε περίπτωση, η κατανόηση αυτού του φαινομένου αποτελεί άμεσο 

ερευνητικό ενδιαφέρον, καθώς μπορεί να βοηθήσει στην αντιμετώπιση της 

συσσώρευσης της λιποφουσκίνης στα γηρασμένα κύτταρα και στην αποφυγή των 

βλαβών με τελικό στόχο την αύξηση στο προσδόκιμο ζωής και στον άνθρωπο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 
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5.1. Σύνολο διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων με 

διορθωμένο p-value < 0.3  

 

GO ID Biological Process P-Value 

GO:0045087 innate immune response 0.0016 

GO:0006955 immune response 0.0034 

GO:0002376 immune system process 0.0044 

GO:0006665 sphingolipid metabolic process 0.0072 

GO:0009605 response to external stimulus 0.0073 

GO:0098542 defense response to other organism 0.0101 

GO:0006952 defense response 0.0101 

GO:0009056 catabolic process 0.0132 

GO:0044248 cellular catabolic process 0.0145 

GO:0006643 membrane lipid metabolic process 0.0156 

GO:0016331 morphogenesis of embryonic epithelium 0.0184 

GO:0008152 metabolic process 0.0212 

GO:0016042 lipid catabolic process 0.023 

GO:0010508 positive regulation of autophagy 0.0233 

GO:0006629 lipid metabolic process 0.0241 

GO:0051704 multi-organism process 0.0264 

GO:0016241 regulation of macroautophagy 0.0265 

GO:0010506 regulation of autophagy 0.0306 

GO:0046477 glycosylceramide catabolic process 0.031 

GO:1901575 organic substance catabolic process 0.0334 

GO:0006364 rRNA processing 0.0357 

GO:0044255 cellular lipid metabolic process 0.0361 

GO:0016072 rRNA metabolic process 0.0379 

GO:0006672 ceramide metabolic process 0.0397 

GO:0044242 cellular lipid catabolic process 0.0424 

GO:0016070 RNA metabolic process 0.0435 

GO:0006677 glycosylceramide metabolic process 0.0446 

GO:1901565 
organonitrogen compound catabolic 
process 0.0452 

GO:0042254 ribosome biogenesis 0.0466 

GO:1905268 
negative regulation of chromatin 
organization 0.0487 

 

Πίνακας 7. Όλοι οι στατιστικά σημαντικοί όροι οντολογίας που αφορούν τις βιολογικές 
διεργασίες που σχετίζονται με τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια της σύγκρισης και 
λαμβάνονται ύστερα από λειτουργική ανάλυση μέσω του εργαλείου BioInfoMiner. 
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GO ID Molecular Function 
P-
Value 

GO:0004497 monooxygenase activity 0.0051 

GO:0016709 

oxidoreductase activity, acting on 
paired donors, with incorporation or 
reduction of molecular oxygen, 
NAD(P)H as one donor, and 
incorporation of one atom of oxygen 

0.0095 

GO:0008234 cysteine-type peptidase activity 0.0147 

GO:0004348 glucosylceramidase activity 0.0187 

GO:0000981 
DNA-binding transcription factor 
activity, RNA polymerase II-specific 

0.0219 

GO:0016705 
oxidoreductase activity, acting on 
paired donors, with incorporation or 
reduction of molecular oxygen 

0.0228 

GO:0016854 racemase and epimerase activity 0.0293 

GO:0008186 RNA-dependent ATPase activity 0.0331 

GO:0015020 glucuronosyltransferase activity 0.0332 

GO:0004197 cysteine-type endopeptidase activity 0.0412 

GO:0140110 transcription regulator activity 0.0455 

GO:0016798 
hydrolase activity, acting on glycosyl 
bonds 

0.0475 

 

Πίνακας 8. Όλοι οι στατιστικά σημαντικοί όροι οντολογίας που αφορούν τις μοριακές 
λειτουργίες που σχετίζονται με τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια της σύγκρισης και 
λαμβάνονται ύστερα από λειτουργική ανάλυση μέσω του εργαλείου BioInfoMiner. 

Rank 
Gene 
Symbol 

Gene Description 

1 sesn-1 Sestrin homolog  

2 pha-4 Defective pharyngeal development protein 4  

3 paf-2 Platelet-activating factor acetylhydrolase homolog 2  

4 Y75B8A.7 U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein MPP10  

5 F49E12.10 nan 

6 pro-2 Nucleolar complex protein 2 homolog  

7 asm-2 Sphingomyelin phosphodiesterase 2  

8 Y69A2AL.2 Phospholipase A(2)  

9 atfs-1 Activating Transcription Factor associated with Stress  

10 gba-4 Putative glucosylceramidase 4  

11 gba-2 Putative glucosylceramidase 2  

12 T21H3.1 nan 

13 Y44F5A.1 3E324  

14 mtr-4 mRNA transport homolog 4  

15 map-2 Methionine AminoPeptidase  

16 F54C9.9 nan 
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17 F13H8.11 nan 

18 sptl-2 Serine palmitoyltransferase 2  

19 Y66H1A.4 
Probable H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 1-like 
protein  

20 acox-3 Acyl-coenzyme A oxidase  

21 Y39B6A.33 nan 

22 F56F10.1 Putative serine protease F56F10.1  

23 asah-2 Probable acid ceramidase  

24 asah-1 Acid ceramidase  

25 acds-10 nan 

26 elo-5 Elongation of very long chain fatty acids protein 5  

27 cpr-3 Cathepsin B-like cysteine proteinase 3  

28 epg-2 Ectopic P granules protein 2  

29 gale-1 UDP-GALactose 4-Epimerase  

30 cht-1 Probable endochitinase  

31 ckb-2 Choline kinase B2  

32 T22H9.1 nan 
 

Πίνακας 9. Όλα τα κομβικά διαφορικά εκφρασμένα γονίδια της σύγκρισης, ύστερα από την ιεράρχηση 
γονιδίων που πραγματοποιήθηκε μέσω του εργαλείου BioInfoMiner. 
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Εικόνα 40. Θερμικός χάρτης (Heatmap) του συνόλου των 296 γονιδίων με την τάση έκφρασης που 
παρουσιάζουν ανάμεσα στα δείγματα όλων των ηλικιακών κλάσεων μετά από σύγκριση των δειγμάτων 
λιποφουσκίνης με τα δείγματα ελέγχου. Οι ηλικιακές κλάσεις ημέρας 2 και ημέρας 6 ομαδοποιούνται 
μαζί και φαίνεται να ομοιάζουν περισσότερο μεταξύ τους ως προς την έκφραση των γονιδίων. Με 
κόκκινο απεικονίζεται η υπερέκφραση και με μπλέ η υποέκφραση.  
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5.2. Διαφορικά εκφρασμένα γονίδια 1ης ημέρας με p-value < 

0.05 

GO ID Biological Process P-Value 

GO:0090304 nucleic acid metabolic process 0.0012 

GO:0010557 
positive regulation of macromolecule 
biosynthetic process 

0.0024 

GO:0016070 RNA metabolic process 0.0035 

GO:0051252 regulation of RNA metabolic process 0.0044 

GO:0010628 positive regulation of gene expression 0.0055 

GO:0006139 
nucleobase-containing compound metabolic 
process 

0.007 

GO:0019219 
regulation of nucleobase-containing compound 
metabolic process 

0.0077 

GO:0009889 regulation of biosynthetic process 0.0099 

GO:0006355 regulation of transcription, DNA-templated 0.0103 

GO:0045934 
negative regulation of nucleobase-containing 
compound metabolic process 

0.0116 

GO:0048665 neuron fate specification 0.0118 

GO:0051254 positive regulation of RNA metabolic process 0.0121 

GO:0045893 
positive regulation of transcription, DNA-
templated 

0.0134 

GO:0046483 heterocycle metabolic process 0.0161 

GO:1901360 organic cyclic compound metabolic process 0.0171 

GO:0048663 neuron fate commitment 0.0175 

GO:0006357 
regulation of transcription by RNA polymerase 
II 

0.0188 

GO:0006725 cellular aromatic compound metabolic process 0.0194 

GO:0016569 covalent chromatin modification 0.0201 

GO:0045935 
positive regulation of nucleobase-containing 
compound metabolic process 

0.021 

GO:0031326 regulation of cellular biosynthetic process 0.0216 

GO:0010556 
regulation of macromolecule biosynthetic 
process 

0.0241 

GO:0051253 negative regulation of RNA metabolic process 0.0258 

GO:0044242 cellular lipid catabolic process 0.0258 

GO:0016042 lipid catabolic process 0.0288 

GO:0031325 
positive regulation of cellular metabolic 
process 

0.0301 

GO:0009893 positive regulation of metabolic process 0.0303 

GO:0009890 negative regulation of biosynthetic process 0.0304 

GO:0045892 
negative regulation of transcription, DNA-
templated 

0.0324 
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GO:2000112 
regulation of cellular macromolecule 
biosynthetic process 

0.0334 

GO:0006259 DNA metabolic process 0.034 

GO:0009605 response to external stimulus 0.0347 

GO:0045944 
positive regulation of transcription by RNA 
polymerase II 

0.0357 

GO:0016573 histone acetylation 0.039 

GO:0009056 catabolic process 0.0391 

GO:0032774 RNA biosynthetic process 0.0416 

GO:0034641 cellular nitrogen compound metabolic process 0.0424 

GO:0006473 protein acetylation 0.043 

GO:0006955 immune response 0.0436 

GO:0016241 regulation of macroautophagy 0.0437 

GO:0044248 cellular catabolic process 0.045 

GO:0097659 nucleic acid-templated transcription 0.045 

GO:0006351 transcription, DNA-templated 0.0455 

GO:0010468 regulation of gene expression 0.0479 
 

Πίνακας 10. Όλοι οι στατιστικά σημαντικοί όροι οντολογίας που αφορούν τις βιολογικές διεργασίες 
που σχετίζονται με τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια της σύγκρισης και λαμβάνονται ύστερα από 
λειτουργική ανάλυση μέσω του εργαλείου BioInfoMiner. 

GO ID Molecular Function P-Value 

GO:0003676 nucleic acid binding 0.0021 

GO:0003677 DNA binding 0.0058 

GO:0043169 cation binding 0.0085 

GO:0043167 ion binding 0.0112 

GO:0004497 monooxygenase activity 0.0148 

GO:0046872 metal ion binding 0.016 

GO:0004386 helicase activity 0.0184 

GO:1901363 heterocyclic compound binding 0.0205 

GO:0003690 double-stranded DNA binding 0.022 

GO:0008026 ATP-dependent helicase activity 0.0269 

GO:0097159 organic cyclic compound binding 0.0324 

GO:0016705 
oxidoreductase activity, acting on paired donors, 
with incorporation or reduction of molecular oxygen 

0.0333 

GO:0000981 
DNA-binding transcription factor activity, RNA 
polymerase II-specific 

0.0395 

GO:0140110 transcription regulator activity 0.0404 

GO:0033293 monocarboxylic acid binding 0.0414 

GO:1990837 sequence-specific double-stranded DNA binding 0.0467 

GO:0032266 phosphatidylinositol-3-phosphate binding 0.0469 
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Πίνακας 11. Όλοι οι στατιστικά σημαντικοί όροι οντολογίας που αφορούν τις μοριακές λειτουργίες 
που σχετίζονται με τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια της σύγκρισης και λαμβάνονται ύστερα από 
λειτουργική ανάλυση μέσω του εργαλείου BioInfoMiner. 

Rank 
Gene 
Symbol 

Gene Description 
Fold 
Change 

P-
Value 

1 sop-2 Polycomb protein sop-2  0.61 0.314 

2 zag-1 
Zinc finger E-box-binding 
homeobox protein zag-1  

0.59 0.545 

3 mys-4 Histone acetyltransferase  0.59 0.331 

4 pha-4 
Defective pharyngeal 
development protein 4  

0.76 0.278 

5 pde-1 
Probable 3',5'-cyclic 
phosphodiesterase pde-1  

0.39 0.495 

6 daf-3 Dwarfin sma  0.38 0.468 

7 taf-1 
Transcription initiation factor 
TFIID subunit 1  

0.41 0.304 

8 unc-130 nan 0.49 0.526 

9 dot-1.5 
Histone-lysine N-
methyltransferase, H3 lysine-79 
specific  

0.45 0.451 

10 ceh-37 Homeobox protein ceh-37  0.36 0.526 

11 phf-10 PHd Finger family  0.24 0.529 

12 zmp-2 Matrix metalloproteinase-B  0.4 0.524 

13 F43G9.12 nan 0.42 0.238 

14 mcrs-1 
MCRS1 (Microtubule-binding 
MiCRoSpherule Protein 1) 
homolog  

0.38 0.381 

15 lipl-4 LIPase Like  -0.73 0.52 

16 cep-1 Transcription factor cep-1  0.33 0.459 

17 T22B7.4 nan 0.81 0.017 

18 ntl-3 
NOT-Like (Yeast CCR4/NOT 
complex component)  

0.29 0.45 

19 tim-1 Protein timeless homolog  0.38 0.351 

20 jmjc-1 
Bifunctional lysine-specific 
demethylase and histidyl-
hydroxylase NO66  

0.71 0.331 

21 nurf-1 
Nucleosome-remodeling factor 
subunit NURF301-like  

0.27 0.526 

22 emb-5 Suppressor of Ty 6 homolog  0.35 0.413 

23 sir-2.1 
NAD-dependent protein 
deacetylase sir-2.1  

0.23 0.495 

24 ref-2 REgulator of Fusion  1.23 0.096 
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25 rtel-1 
Regulator of telomere elongation 
helicase 1 homolog  

0.26 0.532 

26 Y17G9B.8 nan 0.51 0.344 

27 sex-1 
Steroid hormone receptor family 
member cnr14  

0.68 0.167 

28 xpd-1 
XPD (Xeroderma Pigmentosum 
complementation group D) 
related  

0.33 0.537 

29 daf-12 
Nuclear hormone receptor family 
member daf-12  

0.4 0.475 

30 atfs-1 
Activating Transcription Factor 
associated with Stress  

-0.44 0.267 

31 efl-3 
E2F-like (Mammalian 
transcription factor)  

0.41 0.547 

32 sdc-1 Zinc finger protein sdc-1  0.36 0.498 

33 mml-1 Protein WBSCR14 homolog  0.38 0.287 

34 isw-1 
Chromatin-remodeling complex 
ATPase chain isw-1  

0.26 0.526 

35 nuc-1 Deoxyribonuclease-2  0.6 0.405 

36 zip-7 BZIP transcription factor family  1.35 0.081 

37 egl-38 PAX protein  0.7 0.314 

38 nhr-8 
Nuclear hormone receptor family 
member nhr-8  

-0.78 0.451 

39 asm-2 
Sphingomyelin 
phosphodiesterase 2  

1.74 0.02 

40 mtr-4 mRNA transport homolog 4  0.52 0.141 

41 kgb-1 GLH-binding kinase 1  -0.57 0.427 

42 sys-1 
SYmmetrical Sister cell 
hermaphrodite gonad defect  

0.36 0.516 

43 pcaf-1 
P300/CBP Associated Factor 
homolog  

0.27 0.429 

44 lipl-5 Lipase  -1.27 0.304 

45 mdt-20 
Mediator of RNA polymerase II 
transcription subunit 20  

0.52 0.427 

46 taf-7.1 
TAF (TBP-associated 
transcription factor) family  

0.36 0.495 

47 ets-7 ETS class transcription factor  1.09 0.45 

48 maoc-1 MAO-C-like dehydratase domain  0.42 0.304 

49 nhr-76 
Nuclear Hormone Receptor 
family  

0.51 0.251 

50 cbp-2 CBP/p300 homolog  -0.68 0.495 
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51 gpa-12 
Guanine nucleotide-binding 
protein alpha-12 subunit  

0.54 0.495 

52 lin-39 Homeobox protein lin-39  0.55 0.327 

53 nhr-25 
Nuclear hormone receptor family 
member nhr-25  

1.27 0.119 

54 eri-7 
Enhanced RNAI (RNA 
interference)  

0.3 0.545 

55 pafo-1 
RNA polymerase II-associated 
factor 1 homolog  

0.24 0.43 

56 epg-7 Ectopic P Granules  0.41 0.466 

57 daz-1 DAZ protein 1  0.38 0.314 

58 his-24 Histone H1.1  1.2 0.239 

59 sesn-1 Sestrin homolog  0.66 0.076 

60 nhr-67 
Nuclear hormone receptor family 
member nhr-67  

0.57 0.351 

61 let-355 nan 0.44 0.304 

62 gba-4 Putative glucosylceramidase 4  -1.65 0.184 

63 gba-2 Putative glucosylceramidase 2  1.59 0.017 

64 gba-1 Putative glucosylceramidase 1  -0.43 0.522 

65 ife-2 
Eukaryotic translation initiation 
factor 4E-2  

0.5 0.516 

66 hil-3 Histone H1.3  0.67 0.516 

67 spo-11 
Meiotic recombination protein 
spo-11  

0.4 0.516 

68 pri-2 DNA primase large subunit  0.27 0.345 

69 unc-42 nan 0.52 0.358 

70 Y87G2A.2 nan 0.41 0.538 

71 bed-3 
Zinc finger BED domain-
containing protein 3  

-0.4 0.518 

72 ham-1 nan 1.03 0.306 

73 hmg-3 FACT complex subunit ssrp1-B  0.39 0.342 

74 hmg-4 FACT complex subunit SSRP1-A  0.29 0.437 

75 Y39E4B.6 nan 0.51 0.306 

76 mes-3 Polycomb protein mes-3  0.24 0.524 

77 grk-2 
G protein-coupled receptor 
kinase 2  

0.58 0.33 

78 gana-1 
GAlactosidase/N-
Acetylgalactosaminidase  

0.64 0.516 

79 pro-2 
Nucleolar complex protein 2 
homolog  

0.45 0.166 

80 lim-7 CeLIM-7; LIM domain family  0.58 0.324 

81 cec-10 
C.Elegans Chromodomain 
protein  

0.3 0.494 
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82 ceh-38 Homeobox protein ceh-38  0.21 0.545 

83 chk-2 
Serine/threonine-protein kinase 
chk-2  

0.42 0.534 

84 rnh-1.0 RNase H  0.49 0.167 

85 nhr-136 
Nuclear hormone receptor family 
member nhr-136  

-0.41 0.495 

86 fkh-7 
ForKHead transcription factor 
family  

0.34 0.537 

87 zfp-2 Zinc Finger Protein  0.25 0.526 
 

Πίνακας 12. Όλα τα κομβικά διαφορικά εκφρασμένα γονίδια της σύγκρισης, ύστερα από την 
ιεράρχηση γονιδίων που πραγματοποιήθηκε μέσω του εργαλείου BioInfoMiner. 

 

5.3. Διαφορικά εκφρασμένα γονίδια 12ης ημέρας με p-value < 

0.05 
 

GO ID Biological Process 
P-
Value 

GO:0002376 immune system process 0.0013 

GO:0006955 immune response 0.0033 

GO:0045087 innate immune response 0.0039 

GO:0098542 defense response to other organism 0.0067 

GO:0009605 response to external stimulus 0.0072 

GO:0006952 defense response 0.0081 

GO:0051704 multi-organism process 0.0099 

GO:0006950 response to stress 0.0114 

GO:0043650 dicarboxylic acid biosynthetic process 0.0122 

GO:0009636 response to toxic substance 0.0123 

GO:1905868 regulation of 3'-UTR-mediated mRNA stabilization 0.0156 

GO:0050953 sensory perception of light stimulus 0.0182 

GO:0017001 antibiotic catabolic process 0.0184 

GO:0043062 extracellular structure organization 0.0193 

GO:0030198 extracellular matrix organization 0.0202 

GO:0051186 cofactor metabolic process 0.0225 

GO:0009653 anatomical structure morphogenesis 0.0225 

GO:0010171 body morphogenesis 0.0243 

GO:1990748 cellular detoxification 0.0254 

GO:0046394 carboxylic acid biosynthetic process 0.0263 

GO:0016053 organic acid biosynthetic process 0.0278 

GO:0098609 cell-cell adhesion 0.0282 

GO:1903998 regulation of eating behavior 0.0305 

GO:0010172 embryonic body morphogenesis 0.0307 
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GO:0043648 dicarboxylic acid metabolic process 0.0334 

GO:0062012 regulation of small molecule metabolic process 0.0368 

GO:0080135 regulation of cellular response to stress 0.037 

GO:0061564 axon development 0.0386 

GO:0060259 regulation of feeding behavior 0.0395 

GO:0120036 
plasma membrane bounded cell projection 
organization 

0.0429 

GO:0044283 small molecule biosynthetic process 0.0436 

GO:0097501 stress response to metal ion 0.044 

GO:0006970 response to osmotic stress 0.0458 

GO:0015698 inorganic anion transport 0.0461 

GO:0019752 carboxylic acid metabolic process 0.0485 

GO:0007409 axonogenesis 0.0492 

GO:0006082 organic acid metabolic process 0.0497 
 

Πίνακας 13. Όλοι οι στατιστικά σημαντικοί όροι οντολογίας που αφορούν τις βιολογικές διεργασίες 
που σχετίζονται με τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια της σύγκρισης και λαμβάνονται ύστερα από 
λειτουργική ανάλυση μέσω του εργαλείου BioInfoMiner. 

 

GO ID Molecular Function 
P-
Value 

GO:0020037 heme binding 0.0037 

GO:0046906 tetrapyrrole binding 0.0058 

GO:0004601 peroxidase activity 0.0107 

GO:0016684 
oxidoreductase activity, acting on peroxide as 
acceptor 

0.0127 

GO:0016811 
hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen 
(but not peptide) bonds, in linear amides 

0.0154 

GO:0004652 polynucleotide adenylyltransferase activity 0.0194 

GO:0048037 cofactor binding 0.0247 

GO:0001134 transcription regulator recruiting activity 0.0273 

GO:0016810 
hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen 
(but not peptide) bonds 

0.0306 

GO:0004040 amidase activity 0.0339 

GO:0070566 adenylyltransferase activity 0.0378 

GO:0004707 MAP kinase activity 0.0459 

GO:0008509 anion transmembrane transporter activity 0.0479 
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Πίνακας 14. Όλοι οι στατιστικά σημαντικοί όροι οντολογίας που αφορούν τις μοριακές λειτουργίες που 
σχετίζονται με τα διαφορικά εκφρασμένα γονίδια της σύγκρισης και λαμβάνονται ύστερα από 
λειτουργική ανάλυση μέσω του εργαλείου BioInfoMiner. 

 
 

Rank 
Gene 
Symbol 

Gene Description 
Fold 
Change 

P-
Value 

1 zmp-2 
Matrix 
metalloproteinase-B  

-0.78 0.414 

2 sqv-4 
UDP-glucose 6-
dehydrogenase  

0.25 0.911 

3 F53A9.6 nan -0.8 0.824 

4 ZK849.1 nan 0.96 0.463 

5 fat-6 
Delta(9)-fatty-acid 
desaturase fat-6  

0.41 0.759 

6 pxn-1 Peroxidasin homolog  0.5 0.9 

7 kreg-1 nan 0.78 0.41 

8 uba-5 
Ubiquitin-like modifier-
activating enzyme 5  

-0.33 0.888 

9 gpb-2 
Guanine nucleotide-
binding protein subunit 
beta-2  

-0.41 0.784 

10 daf-3 Dwarfin sma  -0.42 0.889 

11 got-1.2 
Probable aspartate 
aminotransferase, 
cytoplasmic  

0.42 0.845 

12 dbt-1 

Lipoamide 
acyltransferase 
component of 
branched-chain alpha-
keto acid 
dehydrogenase 
complex, mitochondrial  

-0.35 0.595 

13 ctl-2 Peroxisomal catalase 1  0.58 0.623 
 

Πίνακας 15. Όλα τα κομβικά διαφορικά εκφρασμένα γονίδια της σύγκρισης, ύστερα από την 
ιεράρχηση γονιδίων που πραγματοποιήθηκε μέσω του εργαλείου BioInfoMiner. 
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6. ΕΙΚΟΝΕΣ - ΠΙΝΑΚΕΣ 

 

ΕΙΚΟΝΕΣ 

 

Εικόνα 1. Εικόνα μιας in situ ολιγονουκλεοτιδική μικροσυστοιχία Affymetrix GeneChip (Πηγή: 

https://www.dkfz.de/gpcf/affymetrix-genechips). ..................................................................................... 18 

Εικόνα 2. Οι ολιγονουκλεοτιδικοί ανιχνευτές επιλέγονται βάσει κριτηρίων μοναδικότητας και κανόνων 

σχεδιασμού σύνθεσης. Κάθε ανιχνευτής ενός γονιδίου στην in situ µικροσυστοιχία της Affymetrix 

εκπροσωπείται από 14 ζεύγη ανιχνευτών (probe pairs) όπου κάθε ένα αποτελείται από µια ακολουθία 25 

βάσεων που υβριδοποιείται πλήρως µε την ακολουθία αναφοράς του γονιδίου (Perfect Match - PM) και 

µια με ατελή ταύτιση με την ακολουθία αναφοράς (Mismatch - MM) λόγω αλλαγής βάσης στη κεντρική 

βάση (13η θέση) [13]. ................................................................................................................................. 19 

Εικόνα 3. Σχηματική απεικόνιση των δύο τύπων μικροσυστοιχιών (διχρωματικές-μονοχρωματικές). Οι δύο 

μέθοδοι διαφέρουν στις διαδικασίες προετοιμασίας και σήμανσης δείγματος. Ένα τυπικό πείραμα 

μικροσυστοιχιών σαν στόχο έχει τη σύγκριση της γονιδιακής έκφρασης σε τουλάχιστον δύο πειραματικές 

συνθήκες. Στις διχρωματικές μικροσυστοιχίες, το mRNA που εξάγεται από τα διαφορετικά δείγματα 

μετατρέπεται σε cDNA που σημαίνεται χρησιμοποιώντας διαφορετική φθορίζουσα ουσία για το κάθε 

δείγμα. Αυτά τα μόρια στη συνέχεια αναμειγνύονται και χρησιμοποιούνται για υβριδοποίηση μίας μόνο 

μικροσυστοιχίας. Μετράται έπειτα η συγκριτική έκφραση των γονιδίων ανάμεσα στις δύο καταστάσεις. 

Στις μονοχρωματικές μικροσυστοιχίες, το mRNA από κάθε δείγμα μετατρέπεται σε cRNA (αντίγραφο RNA) 

σημασμένο με βιοτίνη. Κάθε cRNA υβριδοποιείται ξεχωριστά σε μία διαφορετική μικροσυστοιχία. Μετά 

τη σάρωση με λέιζερ είναι δυνατό να απεικονιστεί ο υβριδισμός και μετράται η απόλυτη τιμή έκφρασης 

για το κάθε δείγμα. ..................................................................................................................................... 21 

Εικόνα 4. Συνοπτική αναπαράσταση των βημάτων που ακολουθούνται κατά τη διεξαγωγή ενός πειράματος 

μονοχρωματικών μικροσυστοιχιών GeneChip της Affymetrix. Αφού πραγματοποιηθεί η υβριδοποίηση οι 

μικροσυστοιχίες σαρώνονται με ειδικό laser σαρωτή (διέγερση της χρωστικής) (βήμα 7). Ο 

φωτοπολλαπλασιαστικός αγωγός που έχει το ρόλο ανιχνευτή του σήματος ενισχύει και καταγράφει το 

σήμα (βήμα 7). Τέλος το ηλεκτρικό σήμα μετατρέπεται σε ψηφιακό και παράγεται μια εικόνα (βήμα 8). Η 

εικόνα έπειτα αναλύεται και για την θέση του κάθε ανιχνευτή λαμβάνεται μια τιμή έντασης (βήματα 8,9) 

(Αναπροσαρμογή από Dalma‐Weiszhausz et al., 2006 [20]). ....................................................................... 23 

Εικόνα 5. Ιστογράμματα των τιμών έντασης φθορισμού από όλες τις θέσεις ανιχνευτών ενός πλακιδίου. Οι 

τιμές στην αρχική κλίμακα (αριστερά) και μετά από λογαριθμικό μετασχηματισμό (δεξιά). ..................... 29 

Εικόνα 6. Υπολογισμός υποβάθρου με τον αλγόριθμο MAS 5.0, χρησιμοποιώντας τον σταθμισμένο μέσο όρο. Η 

μικροσυστοιχία χωρίζεται σε 16 ίδιου μεγέθους ορθογώνια. Μια μέση ένταση υποβάθρου υπολογίζεται 

για κάθε περιοχή βάσει του χαμηλότερου 2% όλων των εντάσεων στο ορθογώνιο. Για κάθε ανιχνευτή, 

υπολογίζεται η απόσταση από το κέντρο κάθε ορθογωνίου. Στη συνέχεια υπολογίζεται ένας συντελεστής 

στάθμισης που σχετίζεται με την απόσταση. Τα χρώματα στα βέλη υποδεικνύουν τα σχετικά βάρη. ....... 30 

Εικόνα 7. Παράδειγμα θηκογράμματος ενός τυχαίου συνόλου δεδομένων μικροσυστοιχιών πριν την 

κανονικοποίηση. Εξετάζοντας τα θηκογράμματα όλων των δειγμάτων στο σύνολο δεδομένων μπορεί 

κανείς να εντοπίσει μικρές διαφορές στις κατανομές τους.  Ένα μόνο δείγμα παρουσιάζει ελαφρώς 

διαφορετική κατανομή εντάσεων σε σύγκριση με τα άλλα δείγματα, το δείγμα Array 7 που φαίνεται να 

έχει συνολικά χαμηλότερες εντάσεις. Αυτή όμως η διαφορά πιθανώς οφείλεται σε κάποιο συστηματικό 

σφάλμα (τεχνικός θόρυβος) και μετά την κανονικοποίηση θα εξομαλυνθεί. ............................................. 35 

Εικόνα 8. Ιστόγραμμα πυκνότητας των τιμών έντασης (οι οποίες έχουν μετασχηματιστεί λογαριθμικά) για το 

κάθε γονίδιο μιας μικροσυστοιχίας. Η ψηλότερη μπάρα αντιπροσωπεύει το εύρος τιμών της έντασης 
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όπου αντιστοιχούν τα περισσότερα γονίδια της μικροσυστοιχίας. Το ύψος της μπάρας σε αυτή την 

περίπτωση υπολογίζεται έτσι ώστε το συνολικό εμβαδό από όλες τις ράβδους να ισούται με 1 και δεν 

αντιστοιχεί στη συχνότητα όπως συνήθως. Στη συγκεκριμένη περίπτωση η τιμή έντασης στα περισσότερα 

γονίδια της μικροσυστοιχίας είναι μεταξύ 5.3 - 5.4. ................................................................................... 36 

Εικόνα 9. Διάγραμμα πυκνότητας ενός συνόλου δεδομένων μικροσυστοιχιών. Κάθε καμπύλη στο γράφημα 

απεικονίζει τα δεδομένα ενός δείγματος. Ο άξονας Y ουσιαστικά υποδηλώνει το πόσο συχνά τα mRNA 

έχουν μια ορισμένη ένταση όπως φαίνεται από τον άξονα X. .................................................................... 37 

Εικόνα 10. Γραφική απεικόνιση του απλού ελέγχου t-test. Φαίνονται οι κατανομές των παρατηρήσεων στις 

δύο καταστάσεις και η σύγκριση που πραγματοποιείται για το υπολογισμό της τιμής t-value. ................. 39 

Εικόνα 11. Κατανοµές της έντασης ενός γονιδίου σε τρεις διαφορετικές καταστάσεις. Φαίνονται οι µέσες τιµές 

της κάθε κατανοµής (μ1, μ2, μ3), και η συνολική µέση τιµή GRAND mean (μ) όλων των κατανοµών (μαύρη 

διακεκομένη γραμμή). Οι κόκκινες γραμμές δείχνουν τη διακύμανση των μέσων τιμών της κάθε 

κατανομής από τη μέση τιμή της συνολικής κατανομής που θα είχαν τα δείγματα αν τα θεωρούσαμε ένα 

γκρουπ, ενώ οι μπλέ γραμμές δείχνουν τη διακύμανση που υπάρχει στην κάθε ομάδα (Πηγή: 

https://www.bcfoltz.com). ......................................................................................................................... 42 

Εικόνα 12. Γραφική αναπαράσταση των βασικών ανατομικών χαρακτηριστικών του ενήλικου ερμαφρόδιτου C. 

elegans. Αναπροσαρμογή από Slack J.M.W., Βασικές Αρχές Βιολογίας Ανάπτυξης, 2013 [40]. .................. 46 

Εικόνα 13. Αναπαράσταση ανατομίας ερμαφρόδιτου και αρσενικού ατόμου C. elegans. (Αναπροσαρμογή από 

Epigenetics, 2015 [43]). ............................................................................................................................... 48 

Εικόνα 14. Ο κύκλος ζωής του C. elegans στους 22°C. Η γονιμοποίηση γίνεται στα 0 min. Με βέλη 

σηματοδοτείται η αλλαγή από το κάθε στάδιο στο επόμενο ενώ οι αριθμοί δίπλα από τα βέλη 

αντιστοιχούν στο χρονικό διάστημα που τα άτομα παραμένουν σε κάθε στάδιο. Το τυπικό μέγεθος των 

ατόμων αναγράφεται δίπλα σε κάθε στάδιο σε μm (Αναπροσαρμογή από www.wormatlas.com). .......... 49 

Εικόνα 15. Απεικόνιση ενός μοναδικού ατόμου C. elegans σε χρονικές στιγμές καθ' όλη τη διάρκεια της ζωής 

του. Οι εικόνες οπτικής μικροσκοπίας έχουν ληφθεί για κάθε ημέρα της ζωής από το τελευταίο στάδιο 

λάρβας L4 (πρώτη εικόνα) μέχρι το θάνατο (τελευταία εικόνα) σε καλλιέργεια 25oC. Οι εικόνες 

αποκτήθηκαν σε μεγέθυνση 10Χ, και η θέση του ατόμου σε κάθε εικόνα τοποθετήθηκε με επεξεργασία 

ώστε στα αριστερά να βρίσκεται το πρόσθιο τμήμα και στα δεξιά το οπίσθιο τμήμα του ζώου. Η 

συρρίκνωση του ζώου με την ηλικία είναι ιδιαίτερα εμφανής από τη στιγμή της ενηλικίωσης και ύστερα 

(Πηγή: Z. Pincus, Washington University, [86]). ........................................................................................... 54 

Εικόνα 16. Επισκόπηση της σηματοδότησης ινσουλίνης/IGF-1 στη γήρανση του Caenorhabditis elegans. 

Πεπτίδια τύπου ινσουλίνης (π.χ. INS-7) που εκκρίνονται από νευρώνες φθάνουν στα κύτταρα του εντέρου 

και πυροδοτούν το μονοπάτι σηματοδότησης της ινσουλίνης, η οποία εμποδίζει το DAF-16 να εισέλθει 

στον πυρήνα. Άλλοι μηχανισμοί της ρύθμισης DAF-16 περιλαμβάνουν ουβικιτινίωση (λιγάση RLE-1) και 

μεθυλίωση αργινίνης (PMRT-1/μεθυλάση). Η δραστικότητα DAF-16 στον πυρήνα ενισχύεται από τη 

δράση των SMK-1/SMEK και HSF-1 και αναστέλλεται από το HCF-1. Ο μεταγραφικός παράγοντας SKN-1 

απαιτείται επίσης για την αύξηση του προσδόκιμου ζωής στελεχών με μεταλλαγή στον daf-2. Συλλογικά, 

αυτοί οι παράγοντες ρυθμίζουν μεταγραφικά τις πολλαπλές διεργασίες απόκρισης. Η αυτοφαγία επίσης 

είναι μια κυτταρική διεργασία που απαιτείται ώστε τα στελέχη daf-2 να έχουν αυξημένο προσδόκιμο 

ζωής αν και δεν είναι ακόμη γνωστός ο τρόπος ρύθμισης της σε αυτή την περίπτωση. Οι παράγοντες που 

προωθούν τη μακροζωία εμφανίζονται με πράσινο χρώμα και εκείνοι με αντίθετα αποτελέσματα 

εμφανίζονται με κόκκινο χρώμα. (Αναπροσαρμογή από Lapierre et al., 2012 [102]). ................................ 58 

Εικόνα 17. Επισκόπηση της σηματοδότησης TOR στη γήρανση του Caenorhabditis elegans. Το μονοπάτι TOR 

αποκρίνεται στη διαθεσιμότητα των θρεπτικών συστατικών και λειτουργεί σε δύο διαφορετικά 

σύμπλοκα, το TORC1 και το TORC2. Κατά αναλογία με τις μελέτες των θηλαστικών, το TORC1 πιστεύεται 

ότι αλληλεπιδρά με DAF-15 καθώς και GTPases όπως RAGA-1, RAGC-1 και RHEB-1. Τα TORC1 και TORC2 
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μειώνουν ειδικά την ενεργότητα των μεταγραφικών παραγόντων DAF-16 και SKN-1, ενώ δεν είναι ακόμα 

σαφές ποιο από τα δύο σύμπλοκα TOR ρυθμίζει το PHA-4 (με διακεκομμένες γραμμές). Χρησιμοποιώντας 

αυτούς τους μεταγραφικούς παράγοντας ο TOR αναστέλλει την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με 

λιπόλυση, αυτοφαγία και αποτοξίνωση. Η σηματοδότηση TOR που θεωρείται ότι λαμβάνει χώρα στο 

κυτταρόπλασμα πιθανώς επίσης ρυθμίζει τη γήρανση μέσω μιας γενικής καταστολής της μετάφρασης. Οι 

παράγοντες με αποτελέσματα που προωθούν τη μακροβιότητα εμφανίζονται με πράσινο χρώμα και 

εκείνοι με αντίθετα αποτελέσματα εμφανίζονται με κόκκινο χρώμα. Αναπροσαρμογή από Lapierre et al., 

2012 [63]. .................................................................................................................................................... 60 

Εικόνα 18. Επισκόπηση της σηματοδότησης της γονάδας στη γήρανση του Caenorhabditis elegans. Η επέκταση 

του προσδόκιμου ζωής ύστερα απο αφαίρεση των βλαστικών γαμετοκυττάρων, για παράδειγμα με 

μετάλλαξη του glp-1, εξαρτάται από τουλάχιστον τέσσερις μηχανισμούς σηματοδότησης: μειωμένη 

σηματοδότηση TOR (πιθανή ρύθμιση της αυτοφαγίας), ρύθμιση DAF-16, αυξημένη σηματοδότηση 

στεροειδών μέσω του DAF-36/DAF-9/DAF-12 (που ρυθμίζει διάφορα γονίδια) και αυξημένη 

σηματοδότηση NHR-80 (η οποία ενισχύει τον αποκορεσμό λιπαρών οξέων). Από αυτούς τους 

μηχανισμούς, ο πλέον μελετημένος μηχανισμός είναι η ρύθμιση του DAF-16. Τα ζώα χωρίς τη βλαστική 
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