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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η καβεολίνη-1 χαρακτηρίζεται ως μια δομική πρωτεΐνη της πλασματικής μεμβράνης 

με κεντρικό ρόλο σε πολλές κυτταρικές διεργασίες. Μια από αυτές είναι και η 

κυτταρική γήρανση, ένα αυστηρά ελεγχόμενο πρόγραμμα αναστολής του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού το οποίο η καβεολίνη-1 ρυθμίζει ποικιλοτρόπως. Ένας ακόμα 

πλειοτροπικός ρυθμιστής της κυτταρικής γήρανσης είναι η αυτοφαγία, μια διαδικασία 

που επιτελείται από ειδικά οργανίδια που ονομάζονται αυτοφαγοσώματα τα οποία 

έπειτα από σύντηξη με τα λυσοσώματα -  και δημιουργία των αυτολυσοσωμάτων - 

εμπλέκονται στην αποικοδόμηση κυτταρικών συστατικών. Η σύγχρονη βιβλιογραφία 

παρέχει ενδείξεις για την αλληλεπίδραση μεταξύ καβεολίνης-1 και αυτοφαγίας. 

Ωστόσο, ορισμένα ερωτήματα της σχέσης της καβεολίνης-1 με την κυτταρική 

γήρανση παραμένουν αναπάντητα, ενώ και η σχέση της αυτοφαγίας με την κυτταρική 

γήρανση δεν έχει αποσαφηνιστεί πλήρως. Επομένως, με σκοπό την αποσαφήνιση των 

παραπάνω στην παρούσα διπλωματική εργασία διερευνήθηκε ο ρόλος της 

καβεολίνης-1 στην ρύθμιση της αυτοφαγικής απόκρισης στο πλαίσιο της κυτταρικής 

γήρανσης μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων προερχόμενων από τη γέλη του Wharton 

(WJ-MSCs).

Αρχικά για να αποσαφηνίσουμε τον ρόλο της καβεολίνης-1 στην ρύθμιση της 

επαγόμενης από στρες πρόωρης κυτταρικής γήρανσης WJ-MSCs επιδράσαμε σε 

νεαρά κύτταρα με υπο-θανατηφόρες συγκεντρώσεις υπεροξειδίου του υδρογόνου, οι 

οποίες είναι γνωστό ότι επάγουν πρόωρα την κυτταρική γήρανση, και αξιολογήθηκαν 

τα επίπεδα καβεολίνης-1. Ακολούθησε σίγηση της έκφρασης της καβεολίνης-1 σε 

νεαρά κύτταρα και αξιολόγηση της ικανότητας επιδιόρθωσης βλαβών έπειτα από 

εξωγενή οξειδωτική προσβολή (H2O2), με σκοπό την διερεύνηση συμμετοχής της 

καβεολίνης-1 στον μηχανισμό επιδιόρθωσης βλαβών στο DNA. Ακολούθως 

μελετήθηκε ο ρόλος της απορρύθμισης της καβεολίνης-1 στην επαγωγή πρόωρης 

γήρανσης λόγω συσσώρευσης βλαβών, μέσω αξιολόγησης του ποσοστού 

γηρασμένων κυττάρων μετά από σίγηση της έκφρασης της καβεολίνης-1 και 

εφαρμογής οξειδωτικού στρες σε νεαρά κύτταρα.

Στη συνέχεια διερευνήθηκε ο ρόλος της καβεολίνης-1 στην ρύθμιση της αυτοφαγικής 

απόκρισης στο πλαίσιο της γήρανσης α) μέσω σίγησης της έκφρασης του μορίου της 

αυτοφαγίας ATG5 σε συνδυασμό με την σίγηση της καβεολίνης-1 σε νεαρά κύτταρα 

και επακόλουθης αξιολόγησης του ποσοστού γηρασμένων κυττάρων, αλλά και β) 

μέσω αξιολόγησης της αυτοφαγικής απόκρισης υπό φυσιολογικές συνθήκες, υπό

[4]

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
13/06/2024 05:15:56 EEST - 3.129.218.153



συνθήκες έλλειψης θρεπτικών συστατικών και υπό σίγηση της καβεολίνης-1 σε 

νεαρά και φυσιολογικά γηρασμένα κύτταρα, αναλύοντας τα πρωτεϊνικά επίπεδα 

πολλών αυτοφαγικών μορίων.

Συνολικά, τα αποτελέσματα μας επιβεβαιώνουν τον πλειοτροπικό ρόλο της 

καβεολίνης-1 στην κυτταρική γήρανση καθώς σε πρόωρα γηρασμένα κύτταρα τα 

επίπεδα της είναι αυξημένα ενώ η μείωση των επιπέδων της οδηγεί σε επαγόμενη από 

στρες πρόωρη κυτταρική γήρανση. Τα δύο αυτά φαινομενικά αντίθετα αποτελέσματα 

επεξηγούνται μέσω της συμμετοχής της καβεολίνης-1 στον μηχανισμό απόκρισης σε 

βλάβες του DNA αλλά και μέσω ρύθμισης της αυτοφαγικής απόκρισης. Η μείωση 

των επιπέδων της καβεολίνης-1 οδηγεί σε αύξηση της αυτοφαγικής απόκρισης και 

πρόωρη κυτταρική γήρανση λόγω συσσώρευσης βλαβών στο γενετικό υλικό, ενώ σε 

φυσιολογικά γηρασμένα κύτταρα τα ήδη υψηλά επίπεδα καβεολίνης-1 αναστέλλουν 

την ικανότητα των κυττάρων να αυξάνουν την αυτοφαγία ως απόκριση σε 

στρεσογόνες καταστάσεις, όπως η έλλειψη θρεπτικών συστατικών. Συνεπώς, η μη 

σωστή έκφραση της καβεολίνης-1 οδηγεί σε απορρύθμιση της αυτοφαγικής 

απόκρισης κάτι που σχετίζεται με την κυτταρική γήρανση.

Τέλος, τα αποτελέσματα αυτά προσφέρουν νέα δεδομένα τόσο για την αυτοφαγία όσο 

και για την καβεολίνη-1 στο πλαίσιο της κυτταρικής γήρανσης των WJ-MSCs, τα 

οποία θεωρούνται πολύτιμο «εργαλείο» στον τομέα της αναγεννητικής ιατρικής.

Λέξεις- Κλειδιά: Καβεολίνη-1, Αυτοφαγία, Κυτταρική γήρανση, Μεσεγχυματικά 
βλαστοκύτταρα

[5]

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
13/06/2024 05:15:56 EEST - 3.129.218.153



ABSTRACT

Caveolin-1 is a protein that is part of the plasma membrane and is involved in a 

myriad of cellular processes. One such process is cellular senescence, a tightly 

regulated cellular program that results in stable cell cycle arrest. Caveolin-1 is 

considered to be a pleiotropic regulator of cellular senescence, given the fact that data 

supports both a contributing and an inhibitory role in the establishment of a senescent 

phenotype. Another major pleiotropic regulator of senescence is autophagy, a process 

characterized by the presence of double membraned vesicles termed autophagosomes, 

which merge with lysosomes to create autolysosomes and are involved in the 

degradation of cellular components. In recent years there has been an increase in 

studies suggesting an interaction between caveolin-1 and many autophagic molecules. 

However, questions regarding the precise role of caveolin-1 and autophagy in cellular 

senescence remain unanswered. Therefore, in an attempt to provide more information 

regarding these topics in the present thesis the role of caveolin-1 in the regulation of 

autophagy was studied, in the context of cellular senescence of mesenchymal stem 

cells derived from Wharton’s Jelly (WJ-MSCs).

In order to clarify the role caveolin-1 plays in the regulation of prematurely induced 

senescence of WJ-MSCs, young cells were treated with sub-lethal concentrations of 

hydrogen peroxide, which are known to induce premature senescence, and the protein 

levels of caveolin-1 were assessed. Since oxidative stress causes DNA damage, we 

next studied the possible involvement of caveolin-1 in the DNA Damage Response by 

silencing its expression in young WJ-MSCs and assessing the ability of these cells to 

repair oxidative stress induced DNA damage. Subsequently, in order to clarify 

whether the involvement of caveolin-1 in the DNA Damage Response is implicated in 

the premature senescence of WJ-MSCs we evaluated the percentage of senescent cells 

where silencing of caveolin-1 and treatment with hydrogen peroxide had occurred. 

Next, in order to investigate the role of caveolin-1 in the regulation of autophagy in 

the context of cellular senescence a) we assessed the percentage of senescent WJ- 

MSCs when silencing of caveolin-1 and of the key autophagic molecule ATG5 had 

been induced in young cells and b) we assessed the autophagic response under 

physiological conditions, nutrient starvation and silencing of caveolin-1 in young and 

senescent WJ-MSCs, by measuring the protein levels of several autophagic 

molecules.
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Our results confirm the pleiotropic role of caveolin-1 in senescence, since its levels 

were elevated in prematurely senescent WJ-MSCs whereas its silencing lead to stress 

induced premature senescence. These seemingly contradictory results can be 

explained through the involvement of caveolin-1 in the DNA Damage Response and 

also through the regulation caveolin-1 exerts on autophagy. Specifically we show that 

downregulation of caveolin-1 results in induction of autophagy which is essential for 

the establishment of premature senescence, whereas in already senescent cells the 

elevated levels of caveolin-1 hinder the cells’ ability to upregulate the autophagic 

response to stressful stimuli such as serum deprivation.

Importantly, the present results provide new information regarding the interaction of 

autophagy and caveolin-1 as well as their role in senescence of WJ-MSCs, which are 

considered a valuable “tool” in the field of regenerative medicine.

Key words: Caveolin-1, Autophagy, Cellular senescence, Mesenchymal stem cells
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A. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1. Καβεολίνη-1 (Caveolin-1)
Η καβεολίνη-1 είναι μια μεμβρανική πρωτεΐνη βάρους 21-24 kDa, με χαρακτηριστική 

δομή φουρκέτας η οποία ανήκει σε μια οικογένεια πρωτεϊνών που ονομάζονται 

καβεολίνες (1). Η οικογένεια των καβεολινών περιλαμβάνει την καβεολίνη-1, την 

καβεολίνη-2 και την καβεολίνη-3. Με εξαίρεση την καβεολίνη-3 η οποία εκφράζεται 

κυρίως στα μυϊκά κύτταρα (2), τα υπόλοιπα δυο μέλη εκφράζονται σε πολλούς 

άλλους τύπους κυττάρων (3). Η καβεολίνη-1 διαθέτει δύο ισομορφές, τις καβεολίνη- 

1α και καβεολίνη-1 β ως αποτέλεσμα εναλλακτικών θέσεων έναρξης της μετάφρασης 

που δημιουργούνται λόγω εσωτερικού κωδικονίου μεθειονίνης (4). Η καβεολίνη-1α 

ισομορφή έχει πλήρες μήκος (178 αμινοξέα) και μοριακό βάρος 24kDa, ενώ η 

καβεολίνη-1β ισομορφή έχει 31 αμινοξέα λιγότερα (147 αμινοξέα) στην αμινοτελική 

περιοχή και μοριακό βάρος 21kDa (1,4). Αποτελεί την κύρια δομική πρωτεΐνη των 

λεγόμενων μικροσπηλαίων (caveolae) τα οποία είναι εγκολπώσεις της πλασματικής 

μεμβράνης πλούσιες σε σφιγγολιπίδια και χοληστερόλη που φτάνουν σε μέγεθος τα 

50-100nm (5,6). Επιπλέον, η καβεολίνη-1 εντοπίζεται και ενδοκυτταρικά στο 

Ενδοπλασματικό Δίκτυο, στο σύστημα Golgi, στα εκκρινόμενα από το Golgi 

κυστίδια και στα μιτοχόνδρια μεταξύ άλλων, ενώ υπάρχει και ελεύθερη στο 

κυτταρόπλασμα αλλά και σε εκκρινόμενη μορφή (7,8).

1.1 Δομή της πρωτεΐνης καβεολίνη-1

Το γονίδιο της καβεολίνης-1 βρίσκεται στο χρωμόσωμα 7 στην θέση 7q31.2 και η 

μετάφραση του μεταγράφου με πλήρες μήκος που προκύπτει από αυτό, οδηγεί στην 

δημιουργία της πρωτεΐνης καβεολίνη-1 η οποία αποτελείται από δύο λειτουργικές 

επικράτειες και δύο επικράτειες που περιέχουν τα άκρα (αμινοτελικό και 

καρβοξυτελικό) (5,7,9) (Εικόνα 1):

Ι. Επικράτεια που περιέχει το αμινοτελικό άκρο (ΝΗ? terminal·): Σε αυτήν την 

επικράτεια βρίσκονται θέσεις μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων. Συγκεκριμένα, 

εδώ εντοπίζεται η θέση φωσφορυλίωσης της καβεολίνης-1α από την κινάση Src στο 

κατάλοιπο τυροσίνης 14 (Υ14) καθώς και θέσεις ουβικουιτίνωσης (5).
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ΙΙ. Επικράτεια που δρα ως ικρίωμα (Scaffolding Domain, CSD): Προσφέρει στην 

καβεολίνη-1 την δυνατότητα να αλληλεπιδρά με πολλές πρωτεΐνες και σηματοδοτικά 

μόρια (10,11).

ΙΙΙ. Διαμεμβρανική επικράτεια (TMD): Προσφέρει πρόσδεση και αγκυροβόληση στην 

πλασματική μεμβράνη.

IV. Επικράτεια που περιέχει το καρβοξυτελικό άκρο (COOH terminal): Περιέχει θέσεις 
παλμιτοϋλίωσης και θέσεις που βοηθούν την πρόσδεση στην μεμβράνη (12).

Εικόνα 1: Δομή και επικράτειες της καβεολίνης-1 (13)

Τα δομικά στοιχεία της πρωτεΐνης της προσδίδουν διαφορετικές και σημαντικές 

λειτουργίες. Η επικράτεια που δρα ως ικρίωμα (CSD) είναι καθοριστικής σημασίας 

για την ικανότητα της καβεολίνης-1 να αλληλεπιδρά με άλλες πρωτεΐνες. 

Συγκεκριμένα, πολλές πρωτεΐνες διαθέτουν αμινοξικά μοτίβα τα οποία τις βοηθούν 

να αλληλεπιδρούν άμεσα με την επικράτεια CSD. Τα μοτίβα αυτά μπορούν να έχουν 

την μορφή ΦxΦxxxxΦ, ΦxxxxΦxxΦ ή ΦxΦxxxxΦxxΦ με το σύμβολο x να 

συμβολίζει οποιοδήποτε αμινοξύ ενώ στη θέση του Φ μπορεί να βρίσκεται μόνο 

κάποιο από τα αρωματικά αμινοξέα (14). Επιπλέον, η ισομορφή καβεολίνη-1α 

περιέχει μια αλληλουχία αμινοξέων (61-102) χρήσιμη για τον ομοολιγομερισμό που 

υφίσταται η καβεολίνη στο Ενδοπλασματικό Δίκτυο, μια διαδικασία σημαντική για 

την σωστή μεταφορά της στα μικροσπήλαια της πλασματικής μεμβράνης όπως θα 

αναλυθεί και παρακάτω (7,15). Όσον αφορά την μορφολογία της καβεολίνης-1 στην
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πλασματική μεμβράνη, τόσο το αμινοτελικό όσο και το καρβοξυτελικό της άκρο είναι 

στραμμένα προς το κυτταρόπλασμα και στην μεμβράνη βρίσκεται μόνο η 

διαμεμβρανική περιοχή. Ολόκληρο το μόριο βρίσκεται εντός κυττάρου (12) (Εικόνα 

2).

Plasma
membrane

Scaffolding domain
C-terminal

N-terminal

Transmembrane domainC-terminal
membrane
attachment
domain

Εικόνα 2: Δομή της καβεολίνης-1 στην πλασματική μεμβράνη (16)

1.2 Μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις της καβεολίνης-1

Η καβεολίνη-1 υφίσταται τριών ειδών μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις: 

φωσφορυλίωση, παλμυτοϋλίωση και ουβικουιτίνωση.

Η παλμυτοϋλίωση πραγματοποιείται σε κατάλοιπα κυστεΐνης. Η καβεολίνη-1 

διαθέτει μόνο τρία κατάλοιπα κυστεΐνης τα οποία βρίσκονται στην καρβοξυτελική 

της περιοχή και παλμυτοϋλιώνονται και τα τρία (Cys133, Cys143, Cys156) (17). Αυτή η 

τροποποίηση είναι μη αναστρέψιμη (18) και απαραίτητη για την φωσφορυλίωση της 

καβεολίνης-1 από την κινάση c-SRC (19). Ωστόσο, η παλμυτοϋλίωση δεν είναι 

καθοριστικής σημασίας για την μεταφορά της καβεολίνης-1 στην πλασματική 

μεμβράνη (17).

Η σημαντικότερη μετα-μεταφραστική τροποποίηση που υφίσταται η καβεολίνη-1 

είναι η φωσφορυλίωση στο κατάλοιπο Τυροσίνης 14 (Tyr14). Η φωσφορυλίωση 

πραγματοποιείται από την κινάση c-SRC και γίνεται μόνο στην ισομορφή με πλήρες 

μέγεθος, την καβεολίνη-1α, καθώς το κατάλοιπο Tyr14 εντοπίζεται στην αμινοτελική 

περιοχή η οποία είναι συντετμημένη στην καβεολίνη-1β ισομορφή (20). Η 

συγκεκριμένη μετα-μεταφραστική τροποποίηση είναι καθοριστικής σημασίας για την 

εκπλήρωση των ρόλων της καβεολίνης-1 καθώς σχετίζεται άμεσα με την απόκριση 

στο οξειδωτικό στρες (21-23), την κυτταρική σηματοδότηση (24,25), τον καρκίνο 

(26) αλλά και την ενδοκυττάρωση των μικροσπηλαίων της πλασματικής μεμβράνης
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(27). Επιπλέον, η καβεολίνη-1 υφίσταται φωσφορυλίωση και στο κατάλοιπο Σερίνης 

80 (Ser80) η οποία ρυθμίζει την πρόσδεση της καβεολίνης-1 στην μεμβράνη του 

Ενδοπλασματικού Δικτύου μετά την είσοδο της σε αυτό αλλά και την μετακίνηση της 

στο σύμπλεγμα Golgi. Επομένως η φωσφορυλίωση της καβεολίνης-1 στο κατάλοιπο 

Ser80 είναι καθοριστικής σημασίας για την σωστή μεταφορά της καβεολίνης-1 στην 

πλασματική μεμβράνη (28).

Το τρίτο είδος μετα-μεταφραστικής τροποποίησης που υφίσταται η καβεολίνη-1 είναι 

η ουβικουιτίνωση η οποία δρα ως σήμα για την αποικοδόμηση της πρωτεΐνης μέσω 

του πρωτεασώματος. Η ουβικουιτίνωση της καβεολίνης-1 πραγματοποιείται μόνο στα 

κατάλοιπα Λυσίνης της αμινοτελικής περιοχής και όχι σε αυτά των άλλων περιοχών 

(29). Μέχρι πρόσφατα οι λιγάσες που ουβικουιτινώνουν την καβεολίνη-1 παρέμεναν 

άγνωστες, ωστόσο βρέθηκε ότι σε αιμοποιητικά κύτταρα ποντικών η λιγάση ZNRF1 

είναι υπεύθυνη για την ουβικουιτίνωση της καβεολίνης-1 (30).

1.3 Βιοσύνθεση και ιιεταοορά της καβεολίνηις-Ι στην μεμβράνη

Μετά την σύνθεση ενός μονομερούς καβεολίνης-1 από τα ριβοσώματα του 

Ενδοπλασματικού Δικτύου ακολουθεί η μεταφορά της καβεολίνης-1 στην μεμβράνη 

του Ενδοπλασματικού Δικτύου (31). Η διαδικασία αυτή καταλύεται από το Signal 

Recognition Particle, μια ριβονουκλεοπρωτεΐνη η οποία αναγνωρίζει και συνδέεται 

σε ένα μοτίβο των νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών προκαλώντας επιβράδυνση της 

μετάφρασης με σκοπό την μετατόπιση της πρωτεΐνης στην μεμβράνη του 

Ενδοπλασματικού Δικτύου (32). Η μετατόπιση αυτή επιτυγχάνεται μέσω σύνδεσης 

του SRP με έναν SRP υποδοχέα κοντά σε ένα κανάλι του Ενδοπλασματικού Δικτύου 

που οδηγεί στην μεμβράνη (translocon) (33). Έτσι, επιτυγχάνεται «σύζευξη» της 

μετάφρασης μιας πρωτεΐνης με την μετατόπισή της. Αμέσως μετά την μετατόπιση 

στην μεμβράνη του Ενδοπλασματικού Δικτύου, η καβεολίνη-1 ολιγομερίζεται 

δημιουργώντας τα λεγόμενα 8S complexes μεγέθους 150-200 kDa (34). Ακολουθεί η 

μεταφορά των 8S complexes στο σύμπλεγμα Golgi όπου πραγματοποιείται ακόμα 

ένας ολιγομερισμός ο οποίος εξαρτάται από την χοληστερόλη (35) αλλά και από την 

αμινοτελική περιοχή της καβεολίνης-1, δημιουργώντας μεγαλύτερου μεγέθους και 

πιο σταθερά συμπλέγματα καβεολίνης-1>400 kDa (70S complexes) (34). Τέλος, η 

καβεολίνη-1 μεταφέρεται στην πλασματική μεμβράνη με τη μορφή ενός μεγάλου 

μεγέθους συμπλέγματος το οποίο θα δημιουργήσει τα μικροσπήλαια με τρόπο που θα 

αναλυθεί παρακάτω (34).
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1.4 Βιολογικοί ρόλοι m e καβεολίνης-1

Παρόλο που η καβεολίνη-1 είναι ευρέως γνωστή για τον ρόλο της ως βασική δομική 

πρωτεΐνη των μικροσπηλαίων της πλασματικής μεμβράνης, φαίνεται πως συμμετέχει 

σε μια πληθώρα βιολογικών διεργασιών ανεξάρτητων από τα μικροσπήλαια. Όπως θα 

αναλυθεί και παρακάτω, οι πολυπληθείς ρόλοι της καβεολίνης-1 μέσα στο κύτταρο 

είναι αποτέλεσμα και της υποκυτταρικής κατανομής της, καθώς εκτός από την 

πλασματική μεμβράνη εντοπίζεται και σε άλλες μεμβράνες όπως αυτές του 

Ενδοπλασματικού Δικτύου, του Συμπλέγματος Golgi, των μιτοχονδρίων, των 

λυσοσωμάτων και εξωκυτταρικών και ενδοκυτταρικών κυστιδίων (36). Επιπλέον, 

κυριαρχεί πλέον η θεωρία δράσης της καβεολίνης-1 ως σηματοδοτικό μόριο 

(Caveolin signaling hypothesis) καθώς μέσω της επικράτειας ικριώματος (CSD) που 

διαθέτει συνδέεται σε σηματοδοτικά μόρια και τα φέρνει σε επαφή με τους υποδοχείς 

της μεμβράνης μέσω των μικροσπηλαίων (36). Ωστόσο, η καβεολίνη-1 συμμετέχει 

στην μεταγωγή σήματος και ανεξάρτητα από τα μικροσπήλαια καθώς η σύνδεση της 

με σηματοδοτικά μόρια, μέσω της επικράτειας CSD, τείνει να τα καθιστά ανενεργά 

(36-38) (Εικόνα 4).

1.4.1 Δημιουργία Μικροσπηλαίων (Caveolae)

Ένας από τους βασικούς ρόλους της καβεολίνης-1 είναι η δημιουργία των 

μικροσπηλαίων. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, τα μικροσπήλαια αποτελούν δομές 

της πλασματικής μεμβράνης που προκύπτουν από εγκολπώσεις αυτής, έχουν 

χαρακτηριστικό σχήμα που μοιάζει με το γράμμα ω και έχουν μέγεθος 50-100 nm 

(5,6). Το όνομά τους προκύπτει από την χαρακτηριστική δομή τους καθώς μοιάζουν 

με μικρά σπήλαια στην πλασματική μεμβράνη. Η τεχνολογία του ηλεκτρονικού 

μικροσκοπίου ήταν καθοριστικής σημασίας για την ανακάλυψή τους αρχικά σε 

ενδοθηλιακά κύτταρα της καρδιάς (39) και στη συνέχεια σε μια πληθώρα κυττάρων 

(40-42). Η κύρια δομική τους πρωτεΐνη είναι η καβεολίνη-1 (42) η έκφραση της 

οποίας είναι ικανή να επάγει την de novo δημιουργία μικροσπηλαίων σε κύτταρα που 

φυσιολογικά δεν παρατηρούνται μικροσπήλαια (43). Επιπλέον, τα μικροσπήλαια 

αποτελούνται από σφιγγολιπίδια και χοληστερόλη (44,45) και λόγω της σύστασής 

τους αυτής αποτελούν υπο-ομάδα των σχεδιών λιπιδίων (lipid rafts). Η διαδικασία 

δημιουργίας των μικροσπηλαίων ξεκινάει μετά τον εντοπισμό της καβεολίνης -1 στην 

πλασματική μεμβράνη. Η καβεολίνη-1 στην πλασματική μεμβράνη συνδέεται με 

χοληστερόλη και λιπίδια σχηματίζοντας σχεδίες λιπιδίων. Αυτή η διαδικασία έλκει
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κάποιες πρωτεΐνες που ονομάζονται cavins (cavinl-PRTF, cavin2-SDPR, cavin3- 

SRBC, cavin4-MURC) οι οποίες αφού σχηματίσουν σύμπλοκα ετερο-ολιγομερών 

μεταξύ τους στο κυτταρόπλασμα συνδέονται με την καβεολίνη-1 και με τα λιπίδια 

της πλασματικής μεμβράνης, σταθεροποιώντας την καβεολίνη-1 και οδηγώντας έτσι 

στην δημιουργία των εγκολπώσεων που είναι τα μικροσπήλαια (46,47). Ιδιαίτερα η 

cavin1 αποδείχθηκε καίριας σημασίας για την δημιουργία των μικροσπηλαίων καθώς 

έλλειψη της οδήγησε σε μη δημιουργία μικροσπηλαίων ακόμα και παρουσία 

καβεολίνης-1 (48,49). Η δημιουργία των μικροσπηλαίων ολοκληρώνεται με τη 

βοήθεια και κάποιων πρωτεϊνών συνεργών όπως η PACSIN2 (Syndapin II), η 

ΑΤΡαση Eps-15 homology domain 2 (ΕΗD2) και ο ορφανός υποδοχέας με δράση 

κινάσης τυροσίνης 1 (47) (Εικόνα 3).

1.4.2 Ρύθμιση ομοιόστασης "χοληστερόλης

Η σχέση της καβεολίνης-1 με την χοληστερόλη είναι στενή και πολυεπίπεδη. 

Φαίνεται πως η καβεολίνη-1 δρα ως εξαιρετικά ευαίσθητος αισθητήρας των επιπέδων 

χοληστερόλης του κυττάρου, αλλά με τη σειρά της και η ίδια η χοληστερόλη ρυθμίζει 

τα επίπεδα της καβεολίνης-1. Αρχικά η καβεολίνη-1 έχει την ικανότητα να δεσμεύει 

χοληστερόλη (51) μέσω ενός αμινοξικού μοτίβου που φέρει στην επικράτεια CSD 

(CRAAC) (52,53). Με τον τρόπο αυτό δεσμεύει την νεοσυντιθέμενη χοληστερόλη
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από το Ενδοπλασματικό Δίκτυο και την μεταφέρει στην πλασματική μεμβράνη όπου 

θα χρησιμοποιηθεί για την δημιουργία μικροσπηλαίων (54). Η μεταφορά αυτή 

διαταράχθηκε όταν ερευνητές εισήγαγαν μια μεταλλαγμένη μορφή της καβεολίνης-1 

σε νεφρικά κύτταρα ποντικών (55), ενώ και σε μελέτες in vivo μετά από Knockout 

της καβεολίνης-1 παρατηρήθηκε μειωμένη χοληστερόλη σε λιπιδικά σωμάτια 

αδιποκυττάρων ποντικών (56) καθιστώντας ακόμα πιο ξεκάθαρο τον ρόλο της 

καβεολίνης-1 στην ενδοκυτταρική μεταφορά της χοληστερόλης. Εκτός όμως από την 

ενδοκυτταρική μεταφορά της χοληστερόλης, η καβεολίνη μέσω των μικροσπηλαίων 

ρυθμίζει και την εκκροή χοληστερόλης από το κύτταρο (57).

Από την μεριά της η χοληστερόλη ρυθμίζει τα επίπεδα καβεολίνης-1 στο κύτταρο 

δρώντας είτε σε μεταγραφικό επίπεδο είτε επηρεάζοντας την μεταφορά της 

καβεολίνης-1 στην πλασματική μεμβράνη μέσω του συμπλέγματος Golgi. 

Συγκεκριμένα, τα επίπεδα mRNA της καβεολίνης-1 αυξήθηκαν μετά από χορήγηση 

Low Density Lipoprotein (LDL), ενώ στον υποκινητή της καβεολίνης-1 βρέθηκαν 

δύο αλληλουχίες που μοιάζουν με στοιχεία ρυθμιζόμενα από στερόλες (58). 

Αντίστοιχα μετά από μείωση των επιπέδων ελεύθερης χοληστερόλης μέσω οξείδωσής 

της παρατηρήθηκε μείωση των επιπέδων mRNA της καβεολίνης-1 (59). Αυτό δείχνει 

ότι αλλαγές στα επίπεδα της ελεύθερης χοληστερόλης επηρεάζουν τα επίπεδα 

καβεολίνης-1 στο κύτταρο. Επιπλέον, η χοληστερόλη επηρεάζει και τον αριθμό των 

μορίων καβεολίνης-1 που φτάνουν στην πλασματική μεμβράνη από το σύμπλεγμα 

Golgi, καθώς η αύξηση των επιπέδων χοληστερόλης επιτάχυνε την μεταφορά και 

εναπόθεση καβεολίνης-1 στην πλασματική μεμβράνη ενώ η μείωση αυτών διατάραξε 

αυτή την διαδικασία (35). Συμπεραίνουμε τελικά ότι υπάρχει ένας αμφίδρομος 

μηχανισμός ρύθμισης των επιπέδων της καβεολίνης-1 από την χοληστερόλη η οποία 

χρησιμοποιεί την καβεολίνη για ρύθμιση των επιπέδων της στο κύτταρο. Πρόσφατα η 

άμεση και λειτουργική αυτή σύνδεση μεταξύ καβεολίνης-1 και χοληστερόλης 

επιβεβαιώθηκε και σε ενήλικα ανθρώπινα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα (60).

1.4.3 Ρύθμιση μιτοχονδριακής λειτουργίας

Όπως υποστηρίζουν τα δεδομένα πολλών μελετών η καβεολίνη-1 είναι καθοριστικής 

σημασίας για την σωστή λειτουργία των μιτοχονδρίων. Ένας τρόπος με τον οποίο η 

καβεολίνη-1 εμπλέκεται στην λειτουργία των μιτοχονδρίων είναι η ρύθμιση των 

επιπέδων χοληστερόλης, τα οποία είναι σημαντικά για την ρύθμιση της δράσης και 

της ευαισθησίας των μιτοχονδρίων σε απόπτωση (61). Η σίγηση της καβεολίνης-1 σε
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εμβρυονικούς ινοβλάστες ποντικών (MEFs) οδήγησε σε συσσώρευση χοληστερόλης 

στην μεμβράνη των μιτοχονδρίων μειώνοντας την λειτουργικότητα τους λόγω 

αλλαγής στην σύσταση και στην ρευστότητα της μεμβράνης, οδηγώντας έτσι σε 

παραγωγή ελεύθερων ριζών οξυγόνου (ROS) μεταξύ άλλων (62). Αυξημένα επίπεδα 

Η2Ο2 παρατηρήθηκαν και σε ενδοθηλιακά κύτταρα μετά από σίγηση της καβεολίνης- 

1 (63), ενώ η σχέση της καβεολίνης-1 με τα μιτοχόνδρια δείχθηκε και in vivo, καθώς 

σε ποντίκια που είχε γίνει Κηοο^υ! της καβεολίνης-1 παρατηρήθηκαν αυξημένα 

επίπεδα ROS και δυσλειτουργία των μιτοχονδρίων των αδιποκυττάρων (64). Πιο 

πρόσφατα παρατηρήθηκε ένας νέος τρόπος με τον οποίο η καβεολίνη-1 βοηθά στην 

σωστή λειτουργία των μιτοχονδρίων. Σύμφωνα με τους Volonte και συνεργάτες κατά 

την προσθήκη ελευθέρων ριζών σε εμβρυικούς ινοβλάστες ποντικών (MEFs), η 

καβεολίνη-1 προωθεί τον εντοπισμό μιας μιτοχονδριακής πρωτεάσης τύπου m-ΑΑΑ 

(AFG3L2) στα μιτοχόνδρια διασφαλίζοντας έτσι την σωστή λειτουργία των 

μιτοχονδρίων στην καταπολέμηση του οξειδωτικού στρες (65). Από τα παραπάνω 

δεδομένα γίνεται εμφανής η σημαντικότητα της ακέραιας έκφρασης της καβεολίνης-1 

για την ευόδωση των μιτοχονδριακών λειτουργιών.

1.4.4 Συμμετοχή σε μονοπάτια μεταγωγής σήματος

Όπως γίνεται κατανοητό από την πληθώρα κυτταρικών διεργασιών στις οποίες 

συμμετέχει, η καβεολίνη-1 δεν είναι απλά μια δομική πρωτεΐνη των μικροσπηλαίων 

και των μεμβρανών αλλά μια πρωτεΐνη κλειδί για την μεταφορά πληροφοριών και 

σημάτων. Επιπλέον, η θέση της στην πλασματική μεμβράνη της επιτρέπει να 

αλληλεπιδρά και να ρυθμίζει την λειτουργία πολλών μορίων που συμμετέχουν σε 

μονοπάτια μεταγωγής σήματος. Χαρακτηριστικό παράδειγμα ρύθμισης αποτελεί η 

ενδοθηλιακή μορφή της συνθάσης του μονοξειδίου του αζώτου (eNOS). Η 

καβεολίνη-1 είναι ένας ενδογενής αρνητικός ρυθμιστής (αναστολέας) της eNOS όπως 

υποστηρίζεται από μελέτες in vitro (38), ενώ και σε in vivo μελέτες (66,67) ποντίκια 

που δεν εκφράζουν καβεολίνη-1 έχουν αυξημένα επίπεδα eNOS. Η καβεολίνη-1 

ασκεί αρνητική ρύθμιση και στην κινάση τυροσίνης (c-SRC) στην οποία συνδέεται 

και την καθιστά ανενεργή (20). Άλλωστε η ίδια η καβεολίνη-1 ανακαλύφθηκε αρχικά 

ως υπόστρωμα της κινάσης v-SRC του ιού Rous Sarcoma (68). Επίσης η καβεολίνη- 

1 ρυθμίζει και την οικογένεια υποδοχέων με δράση κινάσης και χαρακτηριστικό είναι 

το παράδειγμα του επιδερμικού παράγοντα αύξησης, EGFR με τον οποίο η 

καβεολίνη-1 συνδέεται άμεσα, μέσω της επικράτειας ικριώματος, και αναστέλλει την
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ιδιότητα κινάσης Τυροσίνης που διαθέτει (69). Σε συμφωνία με αυτά τα 

αποτελέσματα υπερέκφραση καβεολίνης-1 αναστέλλει την σηματοδότηση του EGF 

και η ανασταλτική αυτή δράση αποδείχθηκε ότι γίνεται μέσω της επικράτειας CSD 

τόσο in vitro όσο και in vivo (70). Τα δεδομένα αυτά υποστηρίζονται έμμεσα και από 

άλλες μελέτες (71,72). Η καβεολίνη-1 επίσης εμπλέκεται στην αναστολή των 

ετεροτριμερών GPCRs δεσμεύοντας την α-υπομονάδα τους και καθιστώντας τους σε 

ανενεργή διαμόρφωση (73). Ωστόσο, η καβεολίνη-1 ασκεί και θετική ρύθμιση σε 

κάποια μόρια όπως είναι ο υποδοχέας ινσουλίνης (IR) και ο υποδοχέας οιστρογόνων 

(ER). Βρέθηκε ότι η καβεολίνη-1 αλληλεπιδρά με τον υποδοχέα της ινσουλίνης μέσω 

της επικράτειας CSD και η αλληλεπίδραση αυτή αυξάνει την δράση κινάσης του 

υποδοχέα (74). Όσον αφορά τον υποδοχέα των οιστρογόνων α (ERa) φαίνεται πως η 

καβεολίνη-1 αυξάνει την μεταφορά του υποδοχέα στον πυρήνα με τρόπο που δεν 

εξαρτάται από προσδέτη, ενισχύοντας έτσι την σηματοδότηση καθοδικά του ERa 

(75). Από τα παραπάνω γίνεται αντιληπτό ότι η καβεολίνη-1 είναι ένας σημαντικός 

ρυθμιστής της μεταγωγής σήματος που ασκεί τόσο θετική όσο και αρνητική δράση 

και οι αλληλεπιδράσεις της με μια πληθώρα μορίων μεσολαβούνται από την 

επικράτεια ικριώματος που διαθέτει.

Εικόνα 4: Σχηματική αναπαράσταση των κυριότερων δράσεων της καβεολίνης-1 (16)
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1.5 Καβεολίνη-1 και οξειδωτικό στρες

Η καβεολίνη-1 είναι μια πρωτεΐνη που έχει στενή σχέση με το οξειδωτικό στρες, 

καθώς τα επίπεδα οξειδωτικού στρες στον οργανισμό επηρεάζουν τα επίπεδα 

καβεολίνης-1 αλλά και η ίδια η καβεολίνη-1 ρυθμίζει την απόκριση στο οξειδωτικό 

στρες (16).

1.5.1 Οξειδωτικό στοε£

Ως οξειδωτικό στρες ορίζεται η ανισορροπία μεταξύ της παραγωγής δραστικών 

μορφών οξυγόνου (ROS) και αζώτου (RNS) και της απομάκρυνσής τους από τον 

οργανισμό μέσω της αντιοξειδωτικής άμυνας (76). Οι δραστικές μορφές οξυγόνου 

αποτελούνται από τις ελεύθερες ρίζες οξυγόνου (OH, O2-) και άλλες λιγότερο 

δραστικές μορφές όπως το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2). Ως ελεύθερες ρίζες 

ορίζονται τα μόρια που περιέχουν ένα ασύζευκτο ηλεκτρόνιο στην εξωτερική τους 

στοιβάδα και ως εκ τούτου αλληλεπιδρούν με άλλα μόρια προκειμένου να 

δεσμεύσουν ηλεκτρόνια και να αποκτήσουν πιο σταθερή δομή. Δεδομένης της 

αυξημένης αντιδραστικότητάς τους οι ελεύθερες ρίζες είναι οι πιο επικίνδυνες μορφές 

ROS, ωστόσο και το υπεροξείδιο του υδρογόνου μπορεί να οδηγήσει σε παραγωγή 

ελευθέρων ριζών οξυγόνου (77,78).

Πολλοί παράγοντες μπορούν να οδηγήσουν σε δημιουργία οξειδωτικού στρες τόσο 

ενδογενείς όσο και εξωγενείς. Κύρια πηγή οξειδωτικού στρες αποτελούν οι 

ενδογενείς ενζυμικές διαδικασίες στα διάφορα οργανίδια του κυττάρου. 

Χαρακτηριστική είναι η περίπτωση των υπεροξειδιοσωμάτων στα οποία παράγεται 

ρίζα υπεροξειδίου (O2·-) από το ένζυμο Οξειδάση της Ξανθίνης αλλά και υπεροξείδιο 

του υδρογόνου από την β-οξείδωση των λιπαρών οξέων (79). Άλλα ένζυμα, όπως οι 

οξειδάσες NADPH, είναι επίσης υπεύθυνα για την παραγωγή ROS ενδοκυτταρικά 

καθώς, όπως λέει και το όνομά τους, οξειδώνουν μόρια στόχους (80). Ωστόσο, η 

μεγαλύτερη πηγή ενδογενούς παραγωγής ROS είναι τα μιτοχόνδρια και 

συγκεκριμένα η διαρροή μικρού ποσοστού ηλεκτρονίων (1-2%) κατά την οξειδωτική 

φωσφορυλίωση (81). Τα μόρια φορείς ηλεκτρονίων NADH και FADH2 μεταφέρουν 

ηλεκτρόνια στα σύμπλοκα Ι και ΙΙ της αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων στην 

εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων και στη συνέχεια μέσω των συμπλόκων ΙΙΙ 

και IV τα ηλεκτρόνια καταλήγουν στο μοριακό οξυγόνο προς σχηματισμό νερού. 

Όμως, η πρόωρη διαρροή ηλεκτρονίων από τα συμπλέγματα I και III οδηγεί στην 

δημιουργία υπεροξειδίου O2·- το οποίο αποτελεί πρόδρομο μόριο πολλών ελευθέρων
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ριζών οξυγόνου (79). Οι δραστικές μορφές αζώτου (RNS) αποτελούνται από το ΝΟ· 

και το ΟΝΟΟ- . Η σύνθεση του ΝΟ γίνεται από το αμινοξύ L-Αργινίνη μέσω του 

ενζύμου Συνθάση του Οξειδίου του Αζώτου (ΝΟ8) ενώ η παραγωγή του ΟΝΟΟ- 

προκύπτει από την αντίδραση του ΝΟ με το Ο στα μιτοχόνδρια (82,83). Στις 

εξωτερικές πηγές οξειδωτικού στρες συγκαταλέγονται η υπεριώδης ακτινοβολία, το 

κάπνισμα, η περιβαλλοντική μόλυνση αλλά και η άσκηση (78).

Φυσιολογικά, χαμηλά επίπεδα ROS/RNS είναι ευεργετικά για τα κύτταρα καθώς 

δρουν ως δεύτεροι διαβιβαστές σε διάφορα σηματοδοτικά μονοπάτια του κυττάρου 

όπως η απόπτωση, η κυτταρική αύξηση και η ρύθμιση της αρτηριακής πίεσης (82,84­

86). Ωστόσο, σε μεγάλες συγκεντρώσεις τα ROS/RNS προκαλούν βλάβες στα 

διάφορα βιομόρια, όπως χαρακτηριστικά η δημιουργία 8-οξο-2-δεοξυγουανοσίνης 

κατά την οξείδωση του DNA, η οποία αυξάνει την αστάθεια του γενετικού υλικού και 

οδηγεί σε μονόκλωνες ή δίκλωνες ρήξεις στο DNA (87). Οι βλάβες που προκαλεί το 

οξειδωτικό στρες στα βιομόρια μπορούν να οδηγήσουν σε απόπτωση, νέκρωση ή 

κυτταρική γήρανση (88). Έτσι, τα κύτταρα έχουν αναπτύξει συγκεκριμένους 

αμυντικούς μηχανισμούς που περιλαμβάνουν αντιοξειδωτικά ένζυμα ή μη ενζυμικούς 

μηχανισμούς. Τα τρία κύρια ενζυμικά συστήματα αντιοξειδωτικών μορίων 

περιλαμβάνουν το σύστημα των Δισμουτασών Υπεροξειδίου το σύστημα της 

θειορεδουξίνης (TRx) και το σύστημα της γλουταθειόνης (GSH). Οι Δισμουτάσες 

Υπεροξειδίου καταλύουν την μετατροπή της ρίζας υπεροξειδίου σε υπεροξείδιο του 

υδρογόνου, η Υπεροξειδάση της Γλουταθειόνης αντιδρά με το Η2Ο2 και το ανάγει σε 

Η2Ο και το σύστημα θειορεδουξίνης ανάγει οξειδωμένες κυστεΐνες (89). Επιπλέον, 

στην αντιμετώπιση του οξειδωτικού στρες βοηθούν και μη ενζυμικά αντιοξειδωτικά 

όπως οι βιταμίνες Α, C και Ε κάποια μεταλλικά στοιχεία αλλά και ουσίες που 

ονομάζονται φλαβονοειδή (79) (Εικόνα 5).
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Εικόνα 5: Πηγές δραστικών μορφών οξυγόνου (ROS) και επιπτώσεις τους (90)

1.5.2 Ρύθμιση καβεολίνης-1 από το οξειδωτικό στρες

Η σχέση της καβεολίνης-1 με το οξειδωτικό στρες είναι εμφανής από μια πληθώρα 

δεδομένων. Όπως έδειξαν οι Dassari και συνεργάτες υπό συνθήκες οξειδωτικού στρες 

αυξάνεται η μεταγραφή του γονιδίου της καβεολίνης-1 μέσω ενεργοποίησης της 

κινάσης ρ38/ΜΑΡΚ και του μονοπατιού στο οποίο αυτή συμμετέχει (91). Δεδομένα 

από άλλες μελέτες ωστόσο υποστηρίζουν την μείωση των επιπέδων καβεολίνης-1 ως 

απόκριση στο οξειδωτικό στρες (92-94). Μελέτες που υποστηρίζουν την μείωση των 

επιπέδων της καβεολίνης-1 ως απόκριση στο οξειδωτικό στρες δείχνουν ότι η μείωση 

αυτή είναι αποτέλεσμα αποικοδόμησής της μέσω του συστήματος ουβικουιτίνη- 

πρωτεάσωμα (93,94). Η καβεολίνη-1 υφίσταται ρύθμιση και μέσω μετα- 

μεταφραστικών τροποποιήσεων σε συνθήκες οξειδωτικού στρες. Όπως έδειξαν οι 

Volonte και συνεργάτες, το Η2Ο2 οδηγεί σε φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση της 

κινάσης p38/MAPK η οποία είναι απαραίτητη για την φωσφορυλίωση της 

καβεολίνης-1 στο κατάλοιπο τυροσίνης 14 (Tyr14) από την κινάση Src, καθώς 

αναστολή του μονοπατιού της p38/MAPK αναστέλλει την φωσφορυλίωση της 

καβεολίνης-1 από την Src (95). Η φωσφορυλίωση του συγκεκριμένου καταλοίπου 

της καβεολίνης-1 ως απόκριση στο οξειδωτικό στρες υποστηρίζεται και από πιο 

πρόσφατες μελέτες (96). Παρατηρήθηκε επίσης αναστολή της παλμιτοϋλίωσης της 

καβεολίνης-1 από δραστικές μορφές οξυγόνου (97), ενώ το οξειδωτικό στρες επάγει
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την φωσφορυλίωση της καβεολίνης-1 στο κατάλοιπο Tyr14 και αλληλεπίδραση της 

με την πρωτεΐνη της αυτοφαγίας BECLIN-1 (23). Τέλος, το οξειδωτικό στρες 

εμπλέκεται και στη ρύθμιση του υποκυτταρικού εντοπισμού της καβεολίνης-1 καθώς 

δραστικές μορφές οξυγόνου εμποδίζουν την μεταφορά νεοσυντιθέμενης καβεολίνης- 

1 στην πλασματική μεμβράνη και αυτή η παρεμπόδιση είναι αποτέλεσμα αναστολής 

της παλμιτοϋλίωσης της πρωτεΐνης (97). Επιπλέον, πρόσφατη μελέτη του 

εργαστηρίου έδειξε ότι η έκθεση φυσιολογικών χονδροκυττάρων σε υπο- 

θανατηφόρες συγκεντρώσεις υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) προκαλεί την 

μετατόπιση της καβεολίνης-1 από την πλασματική μεμβράνη στον πυρήνα όπου 

φαίνεται να συμμετέχει στην επιδιόρθωση βλαβών στο DNA (98).

1.5.3 Αλληλεπίδραση της καβεολίνης-1 με μόρια της αντιοξειδωτικής άμυνας

Ένα από τα σημαντικότερα μόρια του μηχανισμού απόκρισης στο οξειδωτικό στρες 

με το οποίο αλληλεπιδρά η καβεολίνη-1 είναι ο Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2- 

related factor 2) ένας μεταγραφικός παράγοντας που ενεργοποιείται σε συνθήκες 

οξειδωτικού στρες, μεταξύ άλλων, και ρυθμίζει την μεταγραφή γονιδίων με 

προστατευτική δράση ενάντια στο οξειδωτικό στρες (99). Η καβεολίνη-1 αποτελεί 

ενδογενή αρνητικό ρυθμιστή (αναστολέα) του μεταγραφικού παράγοντα Nrf2, καθώς 

σε κατάσταση οξειδωτικού στρες εμποδίζει την μετακίνηση του από τα μικροσπήλαια 

στα οποία βρίσκεται φυσιολογικά στον πυρήνα και επομένως την ενεργοποίηση 

γονιδίων της αντιοξειδωτικής άμυνας (99). Επιπλέον, η καβεολίνη-1 σε επιθηλιακά 

κύτταρα επάγει την αλληλεπίδραση του Nrf2 με τον παράγοντα Keap1 (Kelch-like 

ECH-associated protein) (100) ο οποίος αποτελεί τον κύριο αναστολέα του Nrf2 

καθώς υπό φυσιολογικές συνθήκες συνδέεται με τον Nrf2 στο κυτταρόπλασμα 

οδηγώντας σε ουιβικουιτίνωση και αποικοδόμηση του (101).

Επίσης, η καβεολίνη-1 αλληλεπιδρά και με το ένζυμο Αναγωγάση της θειορεδουξίνης 

(TrxR1) το οποίο είναι σημαντικός ρυθμιστής της αντιοξειδωτικής άμυνας. Το ένζυμο 

αυτό εντοπίζεται στα μικροσπήλαια και η αλληλεπίδραση του με την καβεολίνη-1 το 

απενεργοποιεί (102,103).

Η καβεολίνη-1 ρυθμίζει και την δράση του ενζύμου ΜΤΗ1 (MutT Homolog 1), το 

οποίο συμμετέχει στον μηχανισμό απόκρισης στις βλάβες που δημιουργούνται από το 

οξειδωτικό στρες αποτρέποντας την ενσωμάτωση οξειδωμένων βάσεων στο DNA 

(104). Το γκρουπ των Volonte και συνεργατών έδειξε ότι η έκφραση της KRAS σε
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καρκινικά κύτταρα επάγει την αλληλεπίδραση της καβεολίνης-1 με το ΜΤΗ1 

αναστέλλοντας την δράση του (105,106).

Από τα παραπάνω δεδομένα γίνεται κατανοητό ότι η καβεολίνη-1 είναι μια πρωτεΐνη 

«κλειδί» όσον αφορά την απόκριση των κυττάρων στο οξειδωτικό στρες, καθώς 

συμμετέχει ποικιλοτρόπως στην αντιοξειδωτική σηματοδότηση αφού μέσω 

αλληλεπίδρασής της με πολλά μόρια της αντιοξειδωτικής άμυνας οδηγεί σε αναστολή 

τους, ενώ η απορρύθμισή της μειώνει την ικανότητα των κυττάρων να ανταπεξέλθουν 

στο οξειδωτικό στρες.

2. Κυτταρική γήρανση

Η κυτταρική γήρανση είναι ένα φαινόμενο που παρατηρήθηκε αρχικά σε καλλιέργεια 

ανθρώπινων διπλοειδών ινοβλαστών (107) και χαρακτηρίζεται κυρίως από την μη 

αναστρέψιμη αναστολή του κυτταρικού κύκλου. Μεταγενέστερες μελέτες ωστόσο, 

έχουν αποδείξει την ύπαρξη γηρασμένων κυττάρων in vivo και σε διάφορους ιστούς 

(108,109), ενώ η συσσώρευση τους με την πάροδο του χρόνου έχει συσχετιστεί με 

την γήρανση του οργανισμού της οποίας μάλιστα θεωρείται ορόσημο (110,111), 

καθώς έχει διαπιστωθεί αιτιολογική σχέση μεταξύ τους (112,113). Η κυτταρική 

γήρανση βρίσκεται στο επίκεντρο ενός μεγάλου φάσματος διαδικασιών. Δρα 

προστατευτικά έναντι στην καρκινογένεση μέσω της αναστολής πολλαπλασιασμού 

κυττάρων που έχουν συσσωρεύσει βλάβες ενώ εμπλέκεται και σε διάφορα 

αναπτυξιακά στάδια (110). Ωστόσο, η γήρανση των βλαστοκυττάρων ελαττώνει την 

ικανότητα του οργανισμού να επιδιορθώνει τραυματισμένους ιστούς ενώ 

συσσώρευση γηρασμένων κυττάρων έχει συσχετιστεί με πολλές ασθένειες (110,114). 

Η κυτταρική γήρανση μπορεί να είναι αποτέλεσμα εκφυλισμού των τελομερών 

(αναδιπλασιαστική γήρανση) ή αποτέλεσμα απόκρισης σε μια σειρά από 

στρεσογόνους παράγοντες, όπως το οξειδωτικό στρες (Επαγόμενη από το στρες 

πρόωρη κυτταρική γήρανση-SIPS).

2.1 Αναδιπλασιαστική γήρανση

Η αναδιπλασιαστική γήρανση περιγράφηκε πρώτη φορά από τους Hayflick και 

Moorehead οι οποίοι κατά την καλλιέργεια φυσιολογικών ανθρώπινων διπλοειδών 

ινοβλαστών παρατήρησαν ότι τα κύτταρα είχαν πεπερασμένο όριο αναδιπλασιασμού, 

μετά το οποίο επέρχοταν αναστολή του κυτταρικού κύκλου αλλά διατηρούταν η 

μεταβολική τους ενεργότητα (107,115). Το όριο αυτό ονομάζεται όριο του Hayflick.
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Όπως ανακαλύφθηκε αργότερα η αναδιπλασιαστική γήρανση των κυττάρων 

σχετίζεται με την βράχυνση των τελομερών. Τα τελομερή είναι επαναλήψεις 

νουκλεοτιδίων στα άκρα των χρωμοσωμάτων οι οποίες τα προστατεύουν από 

αποικοδόμηση, ανασυνδυασμό και τυχαία σύντηξη με γειτονικά χρωμοσώματα (116). 

Στα σπονδυλωτά η αλληλουχία αυτών των επαναλήψεων είναι 5,-ΤΤΑGGG-3, με 

ένα μικρό κομμάτι μονόκλωνης προεξοχής στο 3’ άκρο (117). Κατά την αντιγραφή 

των χρωμοσωμάτων οι πολυμεράσες της αντιγραφής αδυνατούν να αντιγράψουν 

ολόκληρο το χρωμόσωμα μέχρι τις άκρες του και έτσι σε κάθε γύρο της αντιγραφής 

τα άκρα των χρωμοσωμάτων, που περιέχουν τα τελομερή, μικραίνουν (118). Το 

φαινόμενο αυτό έχει χαρακτηριστεί ως end replication problem και είναι η αιτία για 

την απώλεια 50bp έως 200bp των τελομερών μετά από κάθε κυτταρική διαίρεση 

(116). Όταν τα τελομερή φτάσουν σε ένα κρίσιμο μήκος (4-7kb) (118) τότε 

αναγνωρίζονται από το κύτταρο ως βλάβες στο DNA και ενεργοποιούν τον 

μηχανισμό απόκρισης στις βλάβες (DDR) (119). Μάλιστα, για την ενεργοποίηση του 

μηχανισμού DDR και την παύση του κυτταρικού κύκλου, αρκεί ένα τελομερές 

κάποιου χρωμοσώματος να φτάσει κάτω από το κρίσιμο μήκος (Εικόνα 6) (120). 

Ωστόσο υπάρχει ένα ένζυμο που επιμηκύνει τα τελομερή τοποθετώντας τελομερικές 

επαναλήψεις στο ασύζευκτο 3’ άκρο των τελομερών και ονομάζεται τελομεράση 

(121). Η τελομεράση εκφράζεται στα γαμετικά κύτταρα και σε πολύ μικρές 

ποσότητες στα βλαστοκύτταρα, ενώ υπερεκφράζεται σε καρκινικά κύτταρα. Τα 

σωματικά κύτταρα δεν διαθέτουν ενεργή τελομεράση λόγω έλλειψης της καταλυτικής 

επικράτειας του ενζύμου (122,123). Έτσι, τα τελομερή των σωματικών κυττάρων δεν 

επιμηκύνονται μετά την φθορά τους και αυτό οδηγεί σε μόνιμη παύση του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού και αναδιπλασιαστική γήρανση. Τεχνητή έκφραση 

τελομεράσης σε φυσιολογικά ανθρώπινα κύτταρα επιμήκυνε την διάρκεια ζωής τους 

στην καλλιέργεια (αριθμός αναδιπλασιασμών), μείωσε τον γηρασμένο φαινότυπο και 

τους προσέδωσε μεγάλο πολλαπλασιαστικό δυναμικό (124).
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Εικόνα 6: Βράχυνση των τελομερών μετά από κάθε κυτταρική διαίρεση [1]

2.2 Επαγόμενη από το στρες πρόωρη κυτταρική γήρανση-SIPS

Εκτός από την φθορά των τελομερών πολλά εξωγενή και ενδογενή σήματα μπορούν 

να οδηγήσουν το κύτταρο σε γήρανση. Σημαντικότερα παραδείγματα στρεσογόνων 

παραγόντων είναι το οξειδωτικό στρες, η ακτινοβολία, η ενεργοποίηση ογκογονιδίων, 

το μηχανικό στρες, διάφοροι φαρμακολογικοί παράγοντες και βαρέα μέταλλα. Οι 

παράγοντες αυτοί προκαλούν βλάβες στο γενετικό υλικό ενεργοποιώντας έτσι τον 

μηχανισμό απόκρισης στις βλάβες αυτές (DDR). Αν οι βλάβες δεν επιδιορθωθούν το 

κύτταρο οδηγείται σε γήρανση. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται επαγόμενη από το 

στρες πρόωρη κυτταρική γήρανση-SIPS καθώς η γήρανση προέρχεται άμεσα μετά 

την δράση αυτών των παραγόντων και πολύ γρηγορότερα από την αναδιπλασιαστική 

γήρανση. Κύρια διαφορά της πρόωρης γήρανσης από την αναδιπλασιαστική αποτελεί 

η μη εμπλοκή των τελομερών, καθώς η πρόωρη γήρανση συμβαίνει ανεξάρτητα από 

την φθορά των τελομερών παρόλο που και στις δύο περιπτώσεις ενεργοποιείται ο 

μηχανισμός DDR (123,125). Τα κύτταρα σε κατάσταση SIPS εμφανίζουν τα ίδια 

μορφολογικά και φαινοτυπικά χαρακτηριστικά με τα κύτταρα σε αναδιπλασιαστική 

γήρανση, τα οποία θα αναλυθούν παρακάτω.

Από τους στρεσογόνους παράγοντες ιδιαίτερη σημασία έχει το οξειδωτικό στρες. 

Όπως προαναφέρθηκε τα κύτταρα εκτίθενται τόσο σε εσωτερικές όσο και σε 

εξωτερικές πηγές οξειδωτικού στρες. Τα μόρια του οξειδωτικού στρες, οι δραστικές
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μορφές οξυγόνου (ROS) και οι δραστικές μορφές αζώτου (RNS), δημιουργούν 

βλάβες στα περισσότερα μακρομόρια του κυττάρου συμπεριλαμβανομένου του DNA 

(87,126). Έτσι το οξειδωτικό στρες έχει δειχθεί ότι προκαλεί πρόωρη γήρανση σε 

πολλά είδη κυττάρων (127-130).

2.3 Χαρακτηριστικά-βιοδείκτε£ των τηρασμένων κυττάρων

• Το βασικότερο χαρακτηριστικό των κυττάρων που έχουν εισέλθει σε γήρανση 

είναι η έλλειψη πολλαπλασιαστικής δυνατότητας. Η εξακρίβωση της 

αναστολής της αντιγραφής των κυττάρων μπορεί να επιτευχθεί με διάφορες 

μεθόδους όπως η ενσωμάτωση νουκλεοτιδικών αναλόγων και η 

ανοσοαποτύπωση για συγκεκριμένες πρωτεΐνες χαρακτηριστικές της 
αναστολής του κυτταρικού κύκλου όπως η p21WAF1/CIP1 η p16INK4a που θα 

αναλυθούν παρακάτω (131).

• Τα γηρασμένα κύτταρα ξεχωρίζουν και από το χαρακτηριστικό πεπλατυσμένο 

και διογκωμένο σχήμα τους με ακανόνιστη μορφολογία (131). Το σχήμα αυτό 

οφείλεται σε αύξηση των επιπέδων της κινάσης FAK (Focal adhesion Kinase), 

της ιντεγκρίνης β1 και των μικρών GTPασών Rho Rac1 and Cdc42. Τα μόρια 

αυτά είναι καθοριστικά για την διαμόρφωση της κυτταρικής μορφολογίας, και 

η αύξηση τους στα γηρασμένα κύτταρα ρυθμίζεται από την καβεολίνη-1 

(132). Επιπλέον, η απορρύθμιση του Ενδοπλασματικού Δικτύου φαίνεται πως 

παίζει σημαντικό ρόλο στην δημιουργία των μορφολογικών αλλαγών των 

γηρασμένων κυττάρων μέσω της απόκρισης στη μη ορθά αναδιπλούμενες 

πρωτεΐνες (Unfolded Protein Response) που επάγει (133,134). Πρόσφατη 

μελέτη των Neurohr και συνεργατών υποστηρίζει ότι η αναλογία μεγέθους 

του κυτταροπλάσματος ως προς τον πυρήνα πρέπει να μην ξεπερνά ορισμένα 

όρια, καθώς πάνω από αυτά τα όρια τα κύτταρα αδυνατούν να ρυθμίσουν 

αποτελεσματικά την γονιδιακή έκφραση, την ενδο/διακυτταρική 

σηματοδότηση, αλλά και την εναλλαγή των φάσεων του κυτταρικού κύκλου. 

Έτσι, δεν μπορούν να ανταπεξέλθουν στις αυξημένες ανάγκες 

πρωτεϊνοσύνθεσης και η απορρύθμιση αυτή συνεισφέρει στην δημιουργία 

κυτταρικής γήρανσης (135).
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• Μια από τις πιο χαρακτηριστικές διαφορές των γηρασμένων κυττάρων από τα 

φυσιολογικά κύτταρα είναι η συσσώρευση του ενζύμου β-γαλακτοσιδάση 

(131). Η β-γαλακτοσιδάση είναι ένα λυσοσωμικό ένζυμο το οποίο ανιχνεύεται 

σε pH:6 μόνο στα γηρασμένα κύτταρα σε αντίθεση με τα υπόλοιπα κύτταρα 

στα οποία ανιχνεύεται σε pH:4. Ως εκ τούτου αποτελεί πολύτιμο βιοδείκτη για 

την αναγνώριση γηρασμένων κυττάρων σε σχέση με νεαρά κύτταρα καθώς 

και κύτταρα σε κατάσταση ηρεμίας (Quiescent-G0). Η ανίχνευση 

δραστικότητας β-γαλακτοσιδάσης πραγματοποιείται με την βοήθεια της 

χρωστικής X-gal η οποία μετά από διάσπαση από το ένζυμο σε pH:6 δίνει 

μπλε χρώμα (136). Αποτελεί τον πιο διαδεδομένο βιοδείκτη γηρασμένων 

κυττάρων αλλά και έναν από τους πρώτους που χρησιμοποιήθηκαν (131) 

(Εικόνα 7).

Εικόνα 7: Χαρακτηριστική μπλε χρώση γηρασμένων κυττάρων (από μελέτες του εργαστηρίου)

• Η αναδιαμόρφωση της δομής της χρωματίνης είναι ένα από τα 

χαρακτηριστικά που εμφανίζονται στα γηρασμένα κύτταρα με την πιο 

ενδιαφέρουσα μορφή αυτού του φαινομένου να είναι οι εστίες 

ετεροχρωματίνης σχετιζόμενες με την γήρανση (SAHF) (134). Οι εστίες 

ετεροχρωματίνης SAHF χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη κλασσικών δεικτών 

ετεροχρωματίνης, όπως η τριμεθυλιωμένη Λυσίνη 9 στην Ιστόνη 3 

(Η3Κ9me3) και η πρωτεΐνη ΗΡ1 (Heterochromatin Protein 1). Οι εστίες 

SAHF περιέχουν γονίδια στόχους των μεταγραφικών παραγόντων E2F και 

στρατολογούν την πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώματος RB η οποία οδηγεί σε 

σταθερή καταστολή της έκφρασής τους, επάγοντας έτσι την διακοπή του 

κυτταρικού κύκλου και την γήρανση (137). Η αναδιαμόρφωση της 

χρωματίνης στα γηρασμένα κύτταρα σε εστίες SAHF μεσολαβείται από την 

μείωση των επιπέδων της Λαμίνης Β1 του ελάσματος του πυρηνικού φακέλου
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(138), η οποία είναι αποτέλεσμα καταβολισμού της μέσω αυτοφαγίας 

(139,140) και αποσταθεροποίησης του mRNA της (132,141). Η 

αποικοδόμηση της Λαμίνης Β1 με τη σειρά της οδηγεί στον εντοπισμό 

θραυσμάτων χρωματίνης στο κυτταρόπλασμα (CCFs) των γηρασμένων 

κυττάρων τα οποία είναι πλούσια σε τριμεθυλιωμένη Λυσίνη 9 στην Ιστόνη 3 

(Η3Κ9me3) και τα οποία αποικοδομούνται μέσω αυτοφαγίας (142). Επιπλέον, 

επειδή στα γηρασμένα κύτταρα εμφανίζεται συσσώρευση βλαβών στο DNA, 

ως βιοδείκτης για την κυτταρική γήρανση χρησιμοποιείται και η 

φωσφορυλιωμένη ιστόνη Η2ΑΧ (γ-Η2ΑΧ), εστίες της οποίας εντοπίζονται 

στα σημεία των βλαβών αμέσως μετά την δημιουργία της βλάβης και βοηθούν 

στην ενεργοποίηση των μηχανισμών επιδιόρθωσης τους (143), ωστόσο επειδή 

και άλλα είδη κυττάρων συσσωρεύουν βλάβες η ύπαρξή της δεν είναι 

αποκλειστική για τα γηρασμένα κύτταρα (132).

• Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω τα γηρασμένα κύτταρα παραμένουν 

μεταβολικά ενεργά καθώς εκκρίνουν μια πληθώρα παραγόντων που συνολικά 

αποτελούν τον εκκριτικό φαινότυπο σχετιζόμενο με την γήρανση (SASP) 

(110,144). Διάφορα διαλυτά και μη διαλυτά μόρια αποτελούν αυτόν τον 

φαινότυπο όπως φλεγμονώδεις κυτοκίνες, χημειοκίνες, αυξητικοί και 

αγγειογόνοι παράγοντες, καθώς και μεταλοπρωτεινάσες εξωκυτταρικής 

μήτρας (MMP) (110). Η σύνθεση του φαινοτύπου SASP ποικίλει ανάμεσα 

στα διάφορα είδη κυττάρων, αλλά και οι λειτουργίες αυτού του φαινοτύπου 

διαφέρουν ως προς τα αποτελέσματα που επάγουν, δρώντας έτσι ως 

«εργαλείο» μέσω του οποίου η κυτταρική γήρανση ασκεί την πλειοτροπική 

δράση της, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω (131,134). Μόρια όπως ο 

αυξητικός παράγοντας TGFβ εμπλέκονται στην παρακρινή δράση του SASP 

επηρεάζοντας το μικροπεριβάλλον και επάγοντας την κυτταρική γήρανση σε 

γειτονικά κύτταρα (145), ένα φαινόμενο που ονομάζεται senescence induced 

senescence (146). Αντίθετα, μόρια όπως η Ιντερλευκίνη 6 (IL-6) και η 

Ιντερλευκίνη 8 (IL-8) δρουν αυτοκρινώς προάγοντας την κυτταρική γήρανση 

κυρίως μέσω ενίσχυσης της ενεργοποίησης του μονοπατιού απόκρισης στις 

βλάβες του DNA (147) ή μέσω αναστολής των κινασών ΜΕΚ-ERK (148). 

Άλλες δυνατότητες του SASP αποτελούν η επαγωγή της ανοσολογική 

απόκρισης, και η επιδιόρθωση ιστών. Φαίνεται όμως πως έχει και διττό ρόλο
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στην καρκινογένεση καθώς λόγω της ενεργοποίησης της ανοσολογικής 

απόκρισης διατηρεί την ομοιόσταση των ιστών μέσω της καταστροφής 

καρκινικών κυττάρων (149) αλλά μέσω μορίων του, όπως ο VEGF, προωθεί 

την αγγειογένεση και άρα επάγει την καρκινογένεση (150). Ενδιαφέρον είναι 

ότι η επαγωγή του SASP γίνεται μόνο σε καταστάσεις που δημιουργούνται 

βλάβες στο DNA και όχι από απλή αναστολή του κυτταρικού κύκλου (144). Η 

επαγωγή του εκκριτικού φαινοτύπου ρυθμίζεται συνδυαστικά από τους 

μεταγραφικούς παράγοντες N F ^  και CEBPβ (CCAAT/ enhancer-binding 

protein-β) και τα μόρια μέλη του SASP δημιουργούν θετική ανατροφοδότηση 

για την ενεργοποίηση αυτού του εκκριτικού φαινοτύπου (151,152). Πρόσφατα 

βρέθηκε ότι και η πρωτεΐνη ΑΤΜ του μηχανισμού απόκρισης στις βλάβες του 

DNA συμμετέχει στην ρύθμιση της έκφρασης των μορίων του SASP 

απομακρύνοντας την ιστόνη macroH2A1 από τα γονίδια των μορίων αυτών 

ως απόκριση σε βλάβες που προκαλούνται από την ενεργοποίηση 

ογκογονιδίων (131,153).

• Παρόλο που η κυτταρική γήρανση και η απόπτωση είναι δύο αντίθετες 

κατευθύνσεις που μπορεί να ακολουθήσει ένα κύτταρο υπό στρες, αν τελικά 

επικρατήσει η κυτταρική γήρανση, τα γηρασμένα κύτταρα αποκτούν 

αντίσταση σε αποπτωτικά σήματα (134). Γηρασμένα κύτταρα έδειξαν 

μεγαλύτερη αντίσταση σε απόπτωση παρουσία υπεροξειδίου του υδρογόνου 

(154) ή λόγω έλλειψης θρεπτικών σε σχέση με νεαρά κύτταρα (155). 

Πρόσφατα οι Yosef και συνεργάτες έδειξαν ότι σε γηρασμένα κύτταρα 

παρατηρείται αύξηση των επιπέδων των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών BCL- 

W και BCL-XL ,προσφέροντας έναν μηχανιστικό λόγο για την αντίσταση 

στην απόπτωση που είχε παρατηρηθεί σε προηγούμενες μελέτες (156). 

Επιπλέον, τόσο οι ίδιοι ερευνητές όσο και άλλοι απέδειξαν ότι η 

φαρμακολογική αναστολή της έκφρασης των πρωτεϊνών αυτών οδηγεί σε 

απομάκρυνση των γηρασμένων κυττάρων μέσω απόπτωσης (134,156-158).
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2.5 Σηρατοδοτικά μονοπάτια που οδηγούν σε κυτταρική γήρανση

Τόσο η βράχυνση των τελομερών όσο και οι διάφοροι ενδογενείς και εξωγενείς 

στρεσογόνοι παράγοντες μπορούν να οδηγήσουν ένα κύτταρο στην γήρανση (131). Η 

δράση αυτών των ερεθισμάτων συγκλίνει στην πρόκληση βλαβών στο DNA και ο 

λόγος επαγωγής κυτταρικής γήρανσης θεωρείται από πολλούς πως είναι η 

ενεργοποίηση του μηχανισμού απόκρισης στις βλάβες αυτές. Στα θηλαστικά δύο 

είναι τα κύρια μονοπάτια που εμπλέκονται στον μηχανισμό απόκρισης σε βλάβες 

(DDR) τα οποία μπορούν να προκαλέσουν παύση του κυτταρικού κύκλου και κατά 

συνέπεια θεωρούνται ογκοκατασταλτικά μονοπάτια, το μονοπάτι p53/p21WAF1/CIP1 και 

το μονοπάτι p16INK4a /pRB (159)(Εικόνα 8).

> Μονοπάτι p53/p21WAF1/CIP1

Το μονοπάτι p53/p21WAF1/CIP1 μεσολαβείται από τις πρωτεΐνες p53 και p21WAF1/CIP1. Η 

πρωτεΐνη p53 έχει δράση μεταγραφικού παράγοντα και θεωρείται από τις πιο 

σημαντικές ογκοκατασταλτικές πρωτεΐνες λόγω της ικανότητας της να ρυθμίζει την 

έκφραση γονιδίων που επάγουν την παύση του κυτταρικού κύκλου (90). Σε 

φυσιολογικές συνθήκες τα επίπεδα της p53 διατηρούνται χαμηλά με τη βοήθεια της 

Ε3 λιγάσης ουβικουιτίνης Mdm2 (160) η οποία συνδέεται στην p53 και επάγει την 

αποικοδόμησή της μέσω του πρωτεασώματος, αποτρέποντας έτσι την αναστολή του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού (161,162). Σε περίπτωση δημιουργίας βλαβών στο 

DNA διάφορες πρωτεΐνες αισθητήρες αναγνωρίζουν τις βλάβες και ενεργοποιούν τις 

πρωτεϊνικές κινάσες ΑΤΜ (Ataxia Τelangiectasia Μutated) και ΑΤR (Ataxia 

Τelangiectasia Μutated and Rad3 Related kinase) (110). Η αναγνώριση των 

μονόκλωνων ρήξεων στο DNA γίνεται από την πρωτεΐνη RPA (Replication Protein 

A) και το σύμπλοκο RAD9-RAD1-HUS1 ενώ ως αισθητήρες ρήξεων και στις δύο 

αλυσίδες DNA δρα η πρωτεΐνη 53ΒΡ1 και το σύμπλοκο MRE11-RAD50-NBS1 

(110). Η ανίχνευση δίκλωνων ρήξεων οδηγεί σε ενεργοποίηση της ΑΤΜ κινάσης ενώ 

οι μονόκλωνες ρήξεις ενεργοποιούν την κινάση ATR προσελκύοντας τες στο σημείο 

της βλάβης (163). Ακολούθως οι ΑΤΜ και ATR φωσφορυλιώνουν την ιστόνη Η2ΑΧ 

στο σημείο της βλάβης μετατρέποντας την σε γΗ2ΑΧ, ο εντοπισμός της οποίας 

σηματοδοτεί τις εστίες βλάβης (164) προσελκύοντας ως εκ τούτου περισσότερα 

μόρια ΑΤΜ και ATR και ενισχύοντας τον μηχανισμό DDR (110,163). Η αύξηση των 

επιπέδων ΑΤΜ και ATR οδηγεί καθοδικά στην φωσφορυλίωση των κινασών CHK1
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και CHK2 αντίστοιχα οι οποίες στην συνέχεια θα φωσφορυλιώσουν την πρωτεΐνη 

p53 (110) αναστέλλοντας την αλληλεπίδρασή της με την mdm2 και επάγοντας την 

δράση της (165). Η ενεργοποιημένη πλέον p53 αυξάνει την έκφραση της πρωτεΐνης 

p21WAF1/C!P1 η οποία αποτελεί άμεσο μεταγραφικό της στόχο (166). Η p21WAF1/CIP1 

ανήκει στην οικογένεια των αναστολέων του κυτταρικού κύκλου (CDKIs) έχοντας ως 

εκ τούτου την ικανότητα να αναστέλλει τα σύμπλοκα κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών 

1, 2 και 3 (CDK1/2/3) , τα οποία φυσιολογικά ρυθμίζουν την εναλλαγή των φάσεων 

του κυτταρικού κύκλου, οδηγώντας έτσι σε παύση του κυτταρικού κύκλου (110,167).

> Μονοπάτι p16INK4a /pRB

Η πρωτεΐνη p16INK4a είναι ένα εκ των τριών προϊόντων του γενετικού τόπου 

INK4a/ARF με ογκοκατασταλτική δράση και κωδικοποιείται από το γονίδιο 

CDKN2A (110,113). Όπως υποστηρίζεται από την βιβλιογραφία η έκφραση της 
p 16INK4a συντηρεί την κυτταρική γήρανση σε αντίθεση με την p21WAF1/CIP1 που είναι 

απαραίτητη για την επαγωγή της κυτταρικής γήρανσης (159). Η p16INK4a έχει δράση 

αναστολέα συμπλόκων κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών (CDKs) και συγκεκριμένα 

των CDK4 και CDK6 με τις οποίες συνδέεται και αναστέλλει την δημιουργία 

συμπλόκων τους με την κυκλίνη D (110,168). Η αναστολή αυτών των συμπλόκων 

έχει ως αποτέλεσμα την υποφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης pRB. Η pRB είναι μέλος 

της οικογένειας των πρωτεϊνών του ρετινοβλαστώματος η οποία σε 

υποφωσφορυλιωμένη κατάσταση συνδέεται στους μεταγραφικούς παράγοντες E2F 

αναστέλλοντας την δράση τους μέσω δημιουργίας συμπλόκων μαζί τους (110). 

Δεδομένου ότι οι μεταγραφικοί παράγοντες E2F ρυθμίζουν την έκφραση γονιδίων 

που προωθούν την G1/S φάση του κυτταρικού κύκλου, η αναστολή της δράσης τους 

από την υποφωσφορυλιωμένη pRB οδηγεί σε αναστολή του κυτταρικού κύκλου στην 

φάση αυτή (110,169). Επιπλέον, το δεύτερο προϊόν του γονιδίου CDKN2A, η 

πρωτεΐνη p14ARF, αποτελεί κρίκο σύνδεσης των μονοπατιών p53/p21WAF1/CIP1 και 

p16INK4a /pRB, καθώς η p14ARF αλληλεπιδρά με την λιγάση Mdm2 αναστέλλοντας 

την αποικοδόμηση της p53 από αυτήν με έναν τρόπο που μεσολαβείται από την ίδια 

την p53 (110,170).
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Εικόνα 8: Αναπαράσταση των μονοπατιών που οδηγούν σε γήρανση και των χαρακτηριστικών των
γηρασμένων κυττάρων (131)

2.6 Καβεολίνη-1 και γήρανση

Η σχέση της καβεολίνης-1 με την κυτταρική γήρανση είναι περίπλοκη καθώς πολλές 

μελέτες συνδέουν την αύξηση των επιπέδων της με επαγωγή της αναδιπλασιαστικής 

και της πρόωρης γήρανσης, ενώ κάποιες άλλες μελέτες κάνουν λόγο για 

προστατευτική δράση της καβεολίνης-1 ενάντια στην γήρανση των κυττάρων κυρίως 

μέσω διατήρησης της μιτοχονδριακής λειτουργίας. Θα μπορούσαμε λοιπόν να πούμε 

ότι η καβεολίνη-1 ρυθμίζει ποικιλοτρόπως την κυτταρική γήρανση, άλλωστε είναι 

γνωστό ότι η συγκεκριμένη πρωτεΐνη συμμετέχει με πολλούς τρόπους στην 

κυτταρική σηματοδότηση όπως αναλύθηκε παραπάνω (5).
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2.6.1 Ενδείξεις για επαγωγή τη ; κυτταρικής γήρανσης από την καβεολίνη-1
Ι. Αναδιπλασιαστική γήρανση και καβεολίνη-1

Η καβεολίνη-1 φαίνεται πως παίζει θετικό ρόλο στην εγκαθίδρυση της 

αναδιπλασιαστικής κυτταρικής γήρανσης, καθώς αύξηση των επιπέδων της 

επιβεβαιώνεται σε πολλά είδη γηρασμένων κυττάρων από πολλές μελέτες (171-176). 

Ιδιαίτερο παράδειγμα αποτελούν τα ανθρώπινα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα, κατά 

την αναδιπλασιαστική γήρανση των οποίων παρατηρείται αύξηση των επιπέδων 

καβεολίνης-1, η οποία έχει σαν αποτέλεσμα την καταστολή της ικανότητας 

διαφοροποίησής τους προς αδιποκύτταρα (171). Η απώλεια της ικανότητας 

διαφοροποίησης αποτελεί χαρακτηριστικό της γήρανσης των βλαστοκυττάρων (131). 

Επιπλέον ενδείξεις για την θετική σχέση καβεολίνης-1 και αναδιπλασιαστικής 

γήρανσης προέρχονται από μελέτες σίγησης της έκφρασης της συγκεκριμένης 

πρωτεΐνης. Σε γηρασμένους ανθρώπινους διπλοειδείς ινοβλάστες αναστολή της 

έκφρασης της καβεολίνης-1 οδήγησε σε αποκατάσταση της απόκρισης σε σήματα 

αυξητικών παραγόντων και συγκεκριμένα επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGF) 

(177), η οποία προηγουμένως είχε παρατηρηθεί ότι αναστέλλεται λόγω αυξημένων 

επιπέδων καβεολίνης-1 (176). Ως αποτέλεσμα της αποκατάστασης της EGF 

σηματοδότησης παρατηρήθηκε επανείσοδος των γηρασμένων κυττάρων στον 

κυτταρικό κύκλο, η οποία συνοδευόταν με μείωση των επιπέδων των 

ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών p53 και p16 και ενίσχυση της σύνθεσης DNA (177). 

Επιπλέον η σίγηση της καβεολίνης-1 σε γηρασμένους ινοβλάστες έχει και ακόμα μια 

απρόσμενη συνέπεια, την επιστροφή των κυττάρων στο αρχικό νεαρό 

χαρακτηριστικό σχήμα τους μέσω μείωσης των επιπέδων της κινάσης FAK (focal 

adhesion kinase) (178). Επομένως, κατά την αναδιπλασιαστική γήρανση τα επίπεδα 

καβεολίνης-1 είναι αυξημένα και αυτό συμβάλλει στην υιοθέτηση του 

χαρακτηριστικού γηρασμένου σχήματος αλλά και στην αναστολή της απόκρισης σε 

αυξητικούς παράγοντες. Επιπλέον, μελέτες σε οργανισμούς μοντέλα αποδεικνύουν 

και in vivo την θετική σχέση της καβεολίνης-1 με την αναδιπλασιαστική γήρανση. 

Συγκεκριμένα, σε ποντίκια που έχουν τροποποιηθεί ώστε να μην εκφράζουν 

καβεολίνη-1 παρατηρήθηκε αυξημένη πολλαπλασιαστική ικανότητα σε διάφορους 

τύπους κυττάρων (66), ενώ αυξημένα επίπεδα καβεολίνης-1 έχουν παρατηρηθεί σε 

εγκεφαλικούς ιστούς και νευρικά κύτταρα γηρασμένων ποντικών (179,180). 

Επιπλέον, σίγηση της καβεολίνης-1 στον νηματώδη σκώληκα C. elegans επιμηκύνει 

την διάρκεια ζωής του, μέσω μείωσης της σηματοδότησης της ινσουλίνης και των
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ινσουλινόμορφων αυξητικών παραγόντων (181). Επίσης, αυξημένα επίπεδα 

καβεολίνης-1 έχουν παρατηρηθεί και σε ανθρώπινους ιστούς όπως για παράδειγμα σε 

γηρασμένα κύτταρα του προστάτη (182).

ΙΙ. Επαγόμενη από στρες πρόωρη κυτταρική γήρανση-SIPS και καβεολίνη-1 

Δεδομένης της σχέσης της καβεολίνης-1 με το οξειδωτικό στρες αλλά και με άλλες 

μορφές στρες, είναι λογικό το γεγονός ότι η καβεολίνη-1 εμπλέκεται στην 

εγκαθίδρυση πρόωρης κυτταρικής γήρανσης επαγόμενης από στρες. Πρώτες ενδείξεις 

για την συμμετοχή της καβεολίνης-1 στο SIPS προέκυψαν από την μελέτη των 

Volonte και συνεργατών (183), οι οποίοι χρησιμοποιώντας υποτοξικές 

συγκεντρώσεις υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) σε εμβρυονικούς ινοβλάστες 

ποντικών (MEFs) παρατήρησαν αύξηση των επιπέδων της καβεολίνης-1 παράλληλα 

με την εγκαθίδρυση πρόωρης γήρανσης. Επιπλέον, η μελέτη αυτή προσέφερε και τις 

πρώτες πληροφορίες για άμεση ρύθμιση της καβεολίνης-1 από το οξειδωτικό στρες, 

καθώς το υπεροξείδιο του υδρογόνου οδήγησε σε ενεργοποίηση του υποκινητή του 

γονιδίου της καβεολίνης-1 και αύξηση των μεταγραφικών επιπέδων του γονιδίου. 

Αυξημένα επίπεδα καβεολίνης-1 έχουν παρατηρηθεί και σε οστεοαρθριτικά 

χονδροκύτταρα, τα οποία θεωρούνται πρόωρα γηρασμένα κύτταρα λόγω οξειδωτικού 

στρες, (184), ενώ πρόσφατη μελέτη του εργαστηρίου μας έδειξε ότι τα ήδη αυξημένα 

επίπεδα καβεολίνης-1 σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα εμποδίζουν την αύξηση της 

καβεολίνης-1 ως απόκριση στο οξειδωτικό στρες, οδηγώντας σε απορρύθμιση του 

υποκυτταρικού εντοπισμού της και τελικά σε συσσώρευση οξειδωτικών βλαβών στο 

DNA (98). Περαιτέρω ενδείξεις για τη σχέση της καβεολίνης-1 με την επαγόμενη από 

οξειδωτικό στρες γήρανση παρέχει και η μελέτη των Wang και συνεργατών, όπου η 

οξειδωμένη μορφή της χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτείνης (oxLDL) επάγει την 

αύξηση των επιπέδων της καβεολίνης-1 αλλά και της υπομονάδας p47phox του 

ενζύμου NADPH οξειδάση το οποίο είναι υπεύθυνο για την παραγωγή ROS, το οποίο 

στη συνέχεια μεταφέρεται στα μικροσπήλαια. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την πρόωρη 

γήρανση των μακροφάγων (185). Επιπλέον, η καβεολίνη-1 εμπλέκεται στην πρόωρη 

γήρανση κυττάρων από μεσοσπονδυλίους δίσκους μετά την εφαρμογή οξειδωτικού 

στρες in vitro, καθώς σίγηση της ανέστρεψε τον γηρασμένο φαινότυπο (186). 

Εφαρμογή και άλλων παραγόντων που μπορούν να προκαλέσουν πρόωρη κυτταρική 

γήρανση λόγω βλαβών στο DNA, όπως το χημειοθεραπευτικό φάρμακο 

μπλεομυκίνη, έχει διεχθεί ότι οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων της καβεολίνης-1 

(187).
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2.6.2 Αλληλεπίδραση m e καβεολίνης-1 με μόρια σηματοδοτικών μονοπατιών της 

γήρανσης
Η καβεολίνη-1 αλληλεπιδρά με πολλά μόρια που συμμετέχουν σε σηματοδοτικά 

μονοπάτια που σχετίζονται με τη γήρανση και κυρίως με την απόκριση σε 

γενοτοξικές βλάβες (Εικόνα 9). Το κύριο μονοπάτι στο οποίο εντοπίζεται η δράση 

της καβεολίνης-1 είναι το μονοπάτι p53/p21Cip1/WAF1. Το μονοπάτι αυτό το οποίο 

περιγράφηκε παραπάνω είναι το πιο σημαντικό ρυθμιστικό μονοπάτι της κυτταρικής 

γήρανσης αλλά και ο σημαντικότερος αισθητήρας βλαβών στο DNA. Μέσω αυτού 

του μονοπατιού η καβεολίνη-1 επάγει την πρόωρη γήρανση ως απόκριση στο στρες 

(SIPS) (10).

Ένα από τα σημαντικότερα μόρια που καθορίζει την ενεργοποίηση του μονοπατιού 

είναι η λιγάση Mdm2. Υπό φυσιολογικές συνθήκες η λιγάση Mdm2 συνδέεται με το 

p53 ουβικουιτινώνοντας το, επάγοντας έτσι την αποικοδόμηση του από το 

πρωτεάσωμα. Είναι λοιπόν ένας αρνητικός ρυθμιστής του p53 (5). Η καβεολίνη-1 

έχει την ικανότητα να αλληλεπιδρά με την mdm2 σε συνθήκες οξειδωτικού στρες και 

να την μεταφέρει στα μικροσπήλαια μακριά από το p53, σταθεροποιώντας έτσι το 

p53 και βοηθώντας στην επαγωγή κυτταρικής γήρανσης. Η αλληλεπίδραση αυτή 

είναι εφικτή μέσω της επικράτειας ικριώματος (CSD) της καβεολίνης-1 την οποία 

αναγνωρίζει και συνδέεται η λιγάση mdm2 καθώς διαθέτει το χαρακτηριστικό μοτίβο 

σύνδεσης στην καβεολίνη-1 (CBM). Η σύνδεση της λιγάσης με την καβεολίνη-1 είναι 

ανταγωνιστική σε σχέση με το p53 καθώς η περιοχή αλληλεπίδρασης του p53 με την 

Mdm2 αλληλεπικαλύπτεται με την περιοχή πρόσδεσης της καβεολίνης-1 (188). Έτσι, 

όταν η καβεολίνη-1 συνδεθεί πρώτη με την mdm2 αποφεύγεται η αλληλεπίδραση της 

δεύτερης με το p53 και επάγεται η κυτταρική γήρανση. Η συγκεκριμένη 

αλληλεπίδραση υποστηρίζεται από παρόμοια αποτελέσματα και σε άλλα είδη 

κυττάρων (189,190).

Το οξειδωτικό στρες μέσω των βλαβών που δημιουργεί στο DNA, επάγει την 

ενεργοποίηση της κινάσης ΑΤΜ, η οποία στη συνέχεια θα φωσφορυλιώσει το p53 

σταθεροποιώντας το και επάγοντας αναστολή του κυτταρικού κύκλου και κυτταρική 

γήρανση. Σε εμβρυϊκούς ινοβλάστες ποντικών (MEFs) παρατηρήθηκε ότι σε 

συνθήκες οξειδωτικού στρες η καβεολίνη-1 αλληλεπιδρά με την καταλυτική 

υπομονάδα της πρωτεϊνικής φωσφατάσης 2Α (ΡΡ2ΑΧ), η οποία είναι ένα μόριο 

αναστολέας της ΑΤΜ, και η αλληλεπίδραση αυτή οδηγεί σε μεταφορά της ΡΡ2ΑΧ 

στα μικροσπήλαια της πλασματικής μεμβράνης. Επομένως, η καβεολίνη-1 είναι ένας
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ανοδικός ενεργοποιητής της ΑΤΜ συμμετέχοντας και μέσω αυτού του τρόπου στην 

εγκαθίδρυση της κυτταρικής γήρανσης (191).

Ακόμα ένα μόριο που ρυθμίζει τα επίπεδα του p53 είναι η αποακετυλάση ιστονών 

κλάσεως ΙΙΙ Sirt1. Η δράση της Sirt1 ρυθμίζεται από τα επίπεδα NAD+ στο κύτταρο 

και επομένως είναι άρρηκτα συνδεδεμένη με το οξειδωτικό στρες (192). Σε συνθήκες 

οξειδωτικού στρες επάγεται η φωσφορυλίωση της καβεολίνης-1 στο κατάλοιπο 

Tyr14 μέσω ενεργοποίησης της κινάσης p38 ΜΑΡΚ (95). Αυτή η μετα-μεταφραστική 

φωσφορυλίωση δρα ως σήμα για την αλληλεπίδραση της καβεολίνης-1 με την Sirtl, 

την μεταφορά της Sirt1 στα μικροσπήλαια και την αλληλεπίδρασή της με την 

καβεολίνη-1 η οποία έχει ως αποτέλεσμα την απενεργοποίηση της Sirt1. Η 

απενεργοποιημένη Sirt1 αδυνατεί να αποακετυλιώσει τον μεταγραφικό παράγοντα 

p53 και έτσι ο ακετυλιωμένος και ενεργός p53 ενεργοποιεί καθοδικά μόρια στόχους 

του όπως το p21, οδηγώντας στην εγκαθίδρυση κυτταρικής γήρανσης (5,192). Η 

αλληλεπίδραση καβεολίνης-1^ΐΛ1 γίνεται μέσω σύνδεσης της επικράτειας 

ικριώματος της καβεολίνης-1 με το μοτίβο Caveolin Binding Motif (CBM) που 

διαθέτει η Sirt1 (192).
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Εικόνα 9: Σύνοψη των μονοπατιώ ν μέσω  των οποίων δρα η καβεολίνη-1 ρυθμίζει την κυτταρική
γήρανση (193)
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2.6.3 Ενδείξεις προστατευτικού ρόλου m e καβεολίνης-1 έναντι στην κυτταρική 

γήρανση

Η ικανότητα της καβεολίνης να δρα προστατευτικά έναντι της εγκαθίδρυσης 

πρόωρης κυτταρικής γήρανσης οφείλεται κυρίως στην ιδιότητα της να ρυθμίζει την 

λειτουργία των μιτοχονδρίων (65). Σε πολλά είδη κυττάρων η απορρύθμιση της 

έκφρασης της καβεολίνης-1 οδήγησε σε εμφάνιση πρόωρης γήρανσης λόγω 

δυσλειτουργίας των μιτοχονδρίων (194), κάτι που πιθανώς οφείλεται στην συμμετοχή 

της καβεολίνης-1 στην διατήρηση της ρευστότητας της μιτοχονδριακής μεμβράνης, 

ρυθμίζοντας τα επίπεδα χοληστερόλης σε αυτή (62), αλλά και στον εντοπισμό μιας 

μιτοχονδριακής πρωτεάσης τύπου m-ΑΑΑ (AFG3L2) στα μιτοχόνδρια η οποία είναι 

καίριας σημασίας για την λειτουργία τους (65). Επιπλέον, μια πρόσφατη μελέτη από 

τους Jeffries και συνεργάτες έδειξε ότι η σίγηση της καβεολίνης-1 σε ανθρώπινους 

ινοβλάστες προωθεί την αποικοδόμηση της κινάσης Aurora A (AURKA) μέσω του 

πρωτεασώματος η οποία με τη σειρά της οδηγεί σε δημιουργία του primary cilium, το 

οποίο σηματοδοτεί την έξοδο από τον κυτταρικό κύκλο και έτσι την επαγωγή της 

πρόωρης κυτταρικής γήρανσης (195).

3. Αυτοφαγία

Η αυτοφαγία αποτελεί έναν ενδοκυτταρικό μηχανισμό ο οποίος περιλαμβάνει την 

αποικοδόμηση κατεστραμμένων κυτταρικών οργανιδίων, περιοχών του 

κυτταροπλάσματος και μη σωστά αναδιπλωμένων πρωτεϊνών μέσω των 

λυσοσωμάτων, με σκοπό την διατήρηση της ομοιόστασης των κυττάρων (196). Είναι 

μια εξελικτικά διατηρημένη διαδικασία μεταξύ των ευκαρυωτικών κυττάρων, καθώς 

η ισορροπία μεταξύ της σύνθεσης και της αποικοδόμησης πρωτεϊνών είναι 

απαραίτητη για την φυσιολογική κυτταρική ανάπτυξη (197). Τρεις τύποι αυτοφαγίας 

έχουν παρατηρηθεί σε κύτταρα θηλαστικών, η μικροαυτοφαγία, η αυτοφαγία 

μεσολαβούμενη από πρωτεΐνες συνοδούς και η μακροαυτοφαγία. Και τα τρία είδη 

αυτοφαγίας οδηγούν σε μεταφορά των υποστρωμάτων στα λυσοσώματα για 

αποικοδόμηση ή ανακύκλωση (198). Η μακροαυτοφαγία χαρακτηρίζεται από την 

ύπαρξη των αυτοφαγοσωμάτων, οργανιδίων με διπλή μεμβράνη τα οποία 

δημιουργούνται μέσω μιας διαδικασίας που περιλαμβάνει αρκετές πρωτεΐνες και 

οδηγεί στην σύντηξη τους με τα λυσοσώματα, σχηματίζοντας έτσι τα 

αυτολυσοσώματα στα οποία θα γίνει και η αποικοδόμηση του φορτίου τους (197) 

(Εικόνα 12). Δεδομένου ότι από τις τρεις μορφές η μακροαυτοφαγία είναι αυτή μέσω
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της οποίας αποικοδομούνται τα περισσότερα συστατικά η παρούσα διπλωματική 

εργασία αναφέρεται σε αυτήν και από εδώ και στο εξής θα αναφέρεται απλά ως 

αυτοφαγία.

Η αυτοφαγία επάγεται από την έλλειψη θρεπτικών συστατικών με σκοπό την 

ανακύκλωση στοιχείων αδιάκριτα για παροχή ενέργειας στο κύτταρο. Ωστόσο, πλέον 

γνωρίζουμε ότι η διαδικασία της αυτοφαγίας μπορεί και να εμφανίζει εξειδίκευση 

όσον αφορά το φορτίο που αποικοδομείται εν τέλει στα αυτολυσοσώματα μια 

διαδικασία που συμβαίνει και σε συνθήκες επάρκειας θρεπτικών συστατικών και έχει 

ως στόχο την απομάκρυνση κατεστραμμένων ή περιττών οργανιδίων ή την 

απομάκρυνση επιβλαβών πρωτεϊνικών συσσωματωμάτων. Έτσι, η αυτοφαγία 

διακρίνεται σε γενική και εκλεκτική (199,200). Μέσω της εκλεκτικής αυτοφαγίας 

αποικοδομούνται συγκεκριμένα υποστρώματα μέσω ειδικών μηχανισμών 

αναγνώρισής και απομόνωσής τους από το αυτοφαγόσωμα. Έχουν ταυτοποιηθεί 

αρκετά είδη εκλεκτικής αυτοφαγίας στα θηλαστικά με χαρακτηριστικά τα 

παραδείγματα της λιποφαγίας (lipophagy, εκλεκτική αποικοδόμηση ενδοκυτταρικών 

λιπιδικών σταγόνων), ριβοφαγίας (ribophagy, εκλεκτική αποικοδόμηση 

ριβοσωμάτων), της εκλεκτικής αποικοδόμησης πρωτεϊνών και της μιτοφαγίας 

(mitophagy, εκλεκτική αποικοδόμηση μιτοχονδρίων) (201).

3.1 Πρωτεΐνες της αυτοφαγίας
Στη δημιουργία των αυτοφαγοσωμάτων της αυτοφαγίας συμμετέχουν πολλές 

πρωτεΐνες οι οποίες είναι προϊόντα εξελικτικά συντηρημένων γονιδίων (ΑΤGs) και 

ανάλογα με την λειτουργία και τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις που επιτελούν 

χωρίζονται σε 5 γκρουπ. Το πρώτο γκρουπ (i) περιλαμβάνει την κινάση 

Σερίνης/Θρεονίνης ULK1 (Unc-51-like kinase 1) και τις πρωτεΐνες FIP200, ATG13 

και ATG101. Στο δεύτερο γκρουπ (ii) ανήκει η πρωτεΐνη ATG9 ενώ το τρίτο γκρουπ 

(iii) αποτελείται από την Vps34 (vacuolar protein sorting 34), την ΡΙ3Κ, την 

BECLIN-1, την p g ^ r ^  ΑΜΒΡΑ1 και την ATG14L ή την UVRAG (UV radiation 

resistance associated gene protein). Η καταλυτική υπομονάδα του συμπλέγματος 

αυτού είναι η Vps34 η οποία μετατρέπει την φωσφατυδιλοϊνοσιτόλη (ΡΙ) σε 3- 

φωσφορική φωσφατιδυλοοϊνοσιτόλη (ΡΙ-3-phosphate) και το σύστημα 

χαρακτηρίζεται ως κινάση της 3-φωσφατιδυλοινοσιτόλης κλάσης ΙΙΙ (PI3KCIII). Στο 

σύμπλεγμα (iv) ανήκουν οι πρωτεΐνες WIPI (WD repeat domain phosphoinositide- 

interacting) και ATG2 ενώ το σύμπλεγμα (v) είναι ένα σύστημα πρωτεϊνών με δράση
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παρόμοια με αυτή των λιγασών ουβικουιτίνης και αποτελείται από τις πρωτεΐνες 

ATG12-ATG5- ATG16L και την οικογένεια LC3 (microtubule associated proteins 1 

A/1B, MAP1LC3): LC3A, LC3B, LC3C (200). Κάθε ένα από αυτά τα συστήματα 

παίζει σημαντικό ρόλο στην δημιουργία του αυτοφαγοσώματος όπως θα εξηγηθεί 

παρακάτω.

3.2 Δημιουργία αυτοωαγοσώηατος

Για την δημιουργία ενός ώριμου και λειτουργικού αυτοφαγοσώματος πρέπει να 

ολοκληρωθούν 5 στάδια: Εκκίνηση, Εμπυρήνωση, Επέκταση, Ωρίμανση, Σύντηξη με 

το λυσόσωμα. Κατά την εκκίνηση της αυτοφαγίας, η δημιουργία του 

αυτοφαγοσώματος ξεκινάει από υποπεριοχές του Ενδοπλασματικού Δικτύου που 

αποτελούνται από λιπιδική μεμβράνη πλούσια σε 3 φωσφορική - 

φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη τα οποία ονομάζονται ωμεγασώματα (omegasomes) 

(202,203) αλλά και από άλλες μεμβρανικές πηγές (200,204,205). Από τις 

μεμβρανικές πηγές προκύπτει το φαγοφόρο, μία δομή διπλής μεμβράνης που 

αποτελεί την αρχική μορφή του αυτοφαγοσώματος (202). Τα διάφορα σήματα που 

οδηγούν σε εκκίνηση της αυτοφαγίας όπως η έλλειψη θρεπτικών, το οξειδωτικό 

στρες, η υποξία, το ενδοπλασματικό στρες μεταξύ άλλων έχουν ως κοινό στόχο την 

κινάση ULK1, η φωσφορυλίωση της οποίας θα επάγει την δημιουργία του 

φαγοφόρου σε συνεργασία με τις υπόλοιπες πρωτεΐνες του συμπλέγματος FIP200, 

ATG13 και ATG101 (200). Στη συνέχεια στο σημείο προσέρχονται κυστίδια που 

περιέχουν την πρωτεΐνη ATG9, η οποία αποτελεί άμεσο στόχο της ULK1 (206), τα 

οποία μεταφέρουν λιπίδια στο σημείο απαραίτητα για την συνέχιση της διαδικασίας. 

Σχεδόν ταυτόχρονα προσελκύεται στο σημείο το σύμπλοκο πρωτεϊνών ΡΙ3ΚC3 μετά 

από φωσφορυλίωση της BECLIN-1 από την ULK1 (207). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα 

την παραγωγή τοπικά ΡΙ3Ρ το οποίο θα προσελκύσει με την σειρά του τις πρωτεΐνες 

WIPI ξεκινώντας την επιμήκυνση του φαγοφόρου. Η WIPI2 πρωτεΐνη έχει δειχθεί ότι 

αλληλεπιδρά με την ATG16L του συμπλόκου πρωτεϊνών ATG12-ATG5-ATG16L 

(208). Στην επιμήκυνση του φαγοφόρου και την μετατροπή του σε αυτοφαγόσωμα 

συμμετέχουν δύο συστήματα πρωτεϊνών που καταλύουν αντιδράσεις παρόμοιες με 

την ουβικουιτίνωση. Το πρώτο σύστημα αποτελείται από τις πρωτεΐνες ATG12- 

ATG5-ATG16L (200). Αρχικά η πρωτεΐνη ATG12 συνδέεται στην ATG5 με την 

βοήθεια των ATG7 και ATG10, δύο ενζύμων με δράση παρόμοια με Ε1 ένζυμο 

ενεργοποιητή και Ε2 ένζυμο δέσμευσης ουβικουιτίνης αντίστοιχα (209,210).
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Ακολουθεί η πρόσδεση του ATG16L στο σύμπλοκο το οποίο μέσω της σύνδεσης 

WIPI2-ATG16L προσελκύεται στην μεμβράνη του επιμηκυνόμενου 

αυτοφαγοσώματος (208,211). Το δεύτερο σύστημα πρωτεϊνών που καταλύουν 

αντιδράσεις παρόμοιες με την ουβικουιτίνωση περιλαμβάνει την οικογένεια 

πρωτεϊνών LC3 (microtubule associated proteins 1 A/1B, MAP1LC3)(212). Το 

πρώτο βήμα καταλύεται από το την ATG4 πρωτεάση η οποία μετατρέπει την πρώιμη 

μορφή της LC3 (proLC3) στην κυτταροπλασματική μρφή της LC3-! (213,214). Στη 

συνέχεια η δράση των ATG7 και ATG3 ως Ε1 ένζυμο ενεργοποιητή και Ε2 ένζυμο 

δέσμευσης ουβικουιτίνης αντίστοιχα οδηγούν στην πρόσδεση της LC3-I σε μια 

ομάδα φωσφατιδυλεθυνολαμίνης (ΡΕ) στην μεμβράνη του αυτοφαγοσώματος 

μετατρέποντας την στην LC3-II μορφή η οποία ενσωματώνεται στην μεμβράνη του 

αυτοφαγοσώματος και αποτελεί δείκτη δημιουργίας αυτοφαγοσωμάτων (215). Για 

την σωστή πρόσδεση της LC3-I στην φωσφατιδυλεθυνολαμίνη του 

αυτοφαγοσώματος απαιτείται και η δράση του συμπλόκου ATG12-ATG5 που 

περιγράφηκε παραπάνω και το οποίο έχει δράση Ε3 λιγάσης της ουβικουιτίνης (200). 

Με την σύνδεση της LC3-H στην μεμβράνη του αυτοφαγοσώματος ολοκληρώνεται η 

επιμήκυνση του και έχει πλέον δημιουργηθεί το αυτοφαγόσωμα γύρω από ένα μέρος 

του κυτταροπλάσματος το οποίο στη συνέχεια θα αποικοδομηθεί (200) (Εικόνα 10). 

Αντίθετα, στην περίπτωση της εκλεκτικής αυτοφαγίας σε αυτό το σημείο 

συμμετέχουν και άλλα μόρια που δεν εμφανίζονται στην γενική αυτοφαγία (216). Τα 

μόρια αυτά ονομάζονται εκλεκτικοί υποδοχείς της αυτοφαγίας, όπως ο p62/SQSTM1 

και η NBR1, και έχουν την ικανότητα να αναγνωρίζουν και να συνδέονται σε πολύ- 

ουβικουϊτινωμένα υποστρώματα αλλά και απευθείας στην LC3-H μέσω των μοτίβων 

LIR (LC3 Interacting Region) που διαθέτουν, οδηγώντας έτσι στην αυτοφαγική 

αποικοδόμηση των συγκεκριμένων υποστρωμάτων που έχουν δεσμεύσει (217,218). 

Οι εκλεκτικοί υποδοχείς αποικοδομούνται επίσης μέσω αυτοφαγίας (216) (Εικόνα 

11).

3.3 Δημιουργία αυτολυσοσώματος
Η περίπλοκη διαδικασία της αυτοφαγίας ολοκληρώνεται με την ωρίμανση του 

αυτοφαγοσώματος, την σύντηξη του με το λυσόσωμα που δημιουργεί το 

αυτολυσόσωμα και την αποικοδόμηση του φορτίου (200). Η ωρίμανση του 

αυτοφαγοσώματος μεσολαβείται από την LC3-II, η οποία συνδέεται με πρωτεΐνες 

όπως η FYCO1 (FYVE and coiled-coil protein 1) (219)και η JIP1(220) μέσω των LIR

[39]

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
13/06/2024 05:15:56 EEST - 3.129.218.153



μοτίβων που περιέχουν (143). Η σύνδεση με αυτές τις πρωτεΐνες μεταφέρει τα 

αυτοφαγοσώματα μέσω των μικροσωληνίσκων σε περιοχές εντοπισμού των 

λυσοσωμάτων (200). Ακολουθεί η σύντηξη αυτοφαγοσώματος με το λυσόσωμα η 

οποία διεκπεραιώνεται από τις πρωτεΐνες SNARE, οι οποίες συνδέονται τόσο με το 

αυτοφαγόσωμα όσο και με το λυσόσωμα και καταλύουν τις απαραίτητες αντιδράσεις 

για την σύντηξή τους (200). Συγκεκριμένα η πρωτεΐνη SNARE υπεύθυνη για την 

σύντηξη αυτή είναι η STX17 (Syntaxin 17) η οποία εντοπίζεται μόνο στην εξωτερική 

μεμβράνη των ώριμων αυτοφαγοσωμάτων και στα λυσοσώματα αλλά όχι στο 

φαγοφόρο, οδηγώντας έτσι σε σύντηξη του λυσοσώματος μόνο με τα ώριμα 

αυτοφαγοσώματα (221). Επιπλέον και η πρωτεΐνη ATG14L, σημαντικός ρυθμιστής 

του συστήματος PI3KCII, εντοπίζεται στο ώριμο αυτοφαγόσωμα και προωθεί την 

σύνδεση της μεμβράνης του με το λυσόσωμα αλληλεπιδρώντας άμεσα με την STX17

(222) . Επίσης πρόσφατη όπως έδειξαν οι Wilkinson και συνεργάτες η φωσφορυλίωση 

της LC3-II από τις κινάσες STK3/STK4 προωθεί την δημιουργία αυτολυσοσωμάτων

(223) , ενώ και η Rab7 μικρή GTPαση είναι απαραίτητη και για την σύντηξη του 

αυτοφαγοσώματος με το λυσόσωμα και την σωστή ολοκλήρωση του αυτοφαγικού 

μονοπατιού (224). Το περιεχόμενο του αυτολυσοσώματος αποικοδομείται από τις 

όξινες υδρολάσες του λυσοσώματος και τα θρεπτικά συστατικά που προκύπτουν 

επαναχρησιμοποιούνται από το κύτταρο (200) (Εικόνα 10)

Εικόνα 10: Στάδια δημιουργίας αυτοφαγοσώματος και αυτολυσοσώματος (225)
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Εικόνα 11: Αλληλεπιδράσεις του p62 με τα υποστρώματά του και το φαγοφόρο (216).

Εικόνα 12: Τα διάφορα στάδια της αυτοφαγικής διαδικασίας υπό ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. Με το 
γράμμα Μ συμβολίζονται τα μιτοχόνδρια ενώ με το κόκκινο βέλος υποδεικνύονται τα στάδια της 
αυτοφαγίας (226).

3.4 Αυτοωαγία και οξειδωτικό στρες

Ι. Επίδραση των ROS/RNS στην αυτοφαγία

Από τα δεδομένα πολλών μελετών είναι αδιαμφισβήτητη η σχέση μεταξύ 

οξειδωτικού στρες και αυτοφαγίας. Η ρύθμιση της αυτοφαγίας από τα ROS/RNS 

συμβαίνει μέσω πολλών μηχανισμών και σε πολλά στάδια της αυτοφαγικής 

διαδικασίας. Έκθεση επιθηλιακών κυττάρων του αμφιβληστροειδούς σε H2O2 

οδήγησε σε αύξηση της έκφρασης του εκλεκτικού υποδοχέα p62/SQSTRM1 και του 

ATG10 η οποία μεσολαβείται από φωσφορυλίωση του NF-kfi (227). Επιπλέον, και 

άλλες πρωτεΐνες ATG της αυτοφαγίας υφίστανται αύξηση της έκφρασης τους ως 

συνέπεια της ενεργοποίησης του μονοπατιού p38/JNK από τις δραστικές μορφές 

οξυγόνου (228,229), ενώ και η BECLIN-1 βρέθηκε αυξημένη μετά από 

φωσφορυλίωση της Bcl-2 από την JNK (141). Επιπλέον, η έκθεση σε Η2Ο2 οδηγεί σε 

μετατόπιση της BECLIN-1 στα μιτοχόνδρια μέσω ενός μηχανισμού που 

περιλαμβάνει την καβεολίνη-1 και οδηγεί σε μιτοφαγία (23). Επίσης το οξειδωτικό
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στρες ρυθμίζει και την δραστηριότητα του mTORCl είτε μέσω απευθείας αναστολής 

του (230) είτε μέσω ενεργοποίησης της ΑΜΡΚ (231,232). Οι δραστικές μορφές 

οξυγόνου προωθούν επίσης την μετατόπιση του μεταγραφικού παράγοντα TFEB 

στον πυρήνα όπου θα επάγει την μεταγραφή γονιδίων της αυτοφαγίας, μέσω ενός 

μηχανισμού που περιλαμβάνει σηματοδότηση μέσω Ca2+ (233). Όσον αφορά τις 

δραστικές μορφές αζώτου (RNS), μελέτες υποστηρίζουν ότι αναστέλλουν την 

αυτοφαγία (234,235). Συγκεκριμένα το ΝΟ έχει ανασταλτικό ρόλο στην αυτοφαγία 

είτε μέσω ενός μηχανισμού που καταλήγει στην παρεμπόδιση δημιουργίας του 

συστήματος hVps34/Beclin 1 (236) είτε μέσω νιτροσυλίωσης του TSC2 η οποία 

εμποδίζει την ανασταλτική δράση του TSC2 στην mTOR (237) (Εικόνα 13).

ΙΙ. Αυτοφαγική αποικοδόμηση μορίων της αντιοξειδωτικής άμυνας 

H αυτοφαγία ρυθμίζει την απόκριση στο οξειδωτικό στρες μέσω ενός μονοπατιού που 

περιλαμβάνει τον εκλεκτικό υποδοχέα της αυτοφαγίας p62/SQSTRM1 και τον Nrf2 

μεταγραφικό παράγοντα (238,239). Φυσιολογικά, ο Nrf2 συνδέεται με δύο μόρια του 

κυτταροπλασματικού παράγοντα Keap1 και αυτή η αλληλεπίδραση οδηγεί σε 

ουβικουιτίνωση και επομένως σε αποικοδόμηση του Nrf2 και άρα αναστέλλεται η 

επαγωγή της έκφρασης αντιοξειδωτικών γονιδίων. Μέσω του μοτίβου H R  που 

διαθέτει ο p62 συνδέεται άμεσα με τον Keapl, οδηγώντας έτσι στην αποικοδόμησή 

του μέσω αυτοφαγίας και στην άρση της ανασταλτικής του δράσης στον Nrf2 (240). 

Έτσι, ο Nrf2 εισέρχεται στον πυρήνα και συνδέεται στα antioxidant-responsive 

elements των υποκινητών των γονιδίων αντιοξειδωτικών παραγόντων επάγοντας την 

έκφραση τους (238).
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Autophagy inhibition

Εικόνα 13: Αλληλεπίδραση μεταξύ οξειδωτικού στρες παραγόμενο από μιτοχόνδρια και αυτοφαγίας
(241)

3.5 Κυτταρική γήρανση και αυτοωαγία

Η σχέση της αυτοφαγίας με την κυτταρική γήρανση παραμένει ασαφής μέχρι και 

σήμερα. Σε ορισμένες περιπτώσεις η αυτοφαγία δρα προλαμβάνοντας την γήρανση 

και τις επιβλαβείς επιπτώσεις της ενώ υπό άλλες συνθήκες φαίνεται πως συμμετέχει 

στην εγκαθίδρυση ενός γηρασμένου φαινοτύπου. Ο πρωταρχικός ρόλος της 

αυτοφαγίας ως διαδικασία αποικοδόμησης κατεστραμμένων οργανιδίων ή βιομορίων 

δρα προστατευτικά έναντι στην γήρανση. Αυτού του είδους η αυτοφαγία που 

ονομάζεται και γενική αυτοφαγία καθυστερεί την εμφάνιση κυτταρικής γήρανσης 

καθώς φυσιολογικά τα μόρια αυτά θα συσσωρεύονταν και θα προκαλούσαν 

κυτταροτοξικότητα (242,243). Μελέτες in vitro αλλά και in vivo υποστηρίζουν αυτήν 

την θεωρία καθώς σίγηση των πρωτεϊνών της αυτοφαγίας ATG5 και ATG7 σε 

ανθρώπινους ινοβλάστες οδήγησε σε πρόωρη κυτταρική γήρανση (244), ενώ 

επαγωγή της αυτοφαγίας με διάφορους τρόπους σε γηρασμένα ποντίκια και μύγες 

Drosophila (245,246) αύξησε την διάρκεια ζωής τους, μέσω προστασίας από το
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οξειδωτικό στρες (247). Ιδιαίτερα σημαντικός και ενδιαφέρον είναι ο ρόλος της 

γενικής αυτοφαγίας σε βλαστοκύτταρα, καθώς θεμελιώδη επίπεδα αυτοφαγίας 

διατηρούν τις ιδιότητες των βλαστοκυττάρων προστατεύοντάς τα από την κυτταρική 

γήρανση και την διαφοροποίηση (247-249). Ωστόσο, η γενική αυτοφαγία μπορεί να 

δρα και συντηρώντας την κυτταρική γήρανση καθώς σε ήδη γηρασμένα κύτταρα 

μειώνει το ποσοστό βλαβών που θα πρέπει να αντιμετωπίσουν αυτά τα κύτταρα και 

το οποίο θα οδηγούσε σε κυτταρικό θάνατο (242), ενώ πολλές μελέτες δείχνουν 

αύξηση των επιπέδων αυτοφαγίας κατά την αναδιπλασιαστική γήρανση 

βλαστοκυττάρων (250,251). Επιπλέον, η αυτοφαγία επάγει την έκφραση των μορίων 

του SASP φαινοτύπου κατά την γήρανση επαγόμενη από ογκογονικό στρες (252), 

ενώ οι Narita και συνεργάτες έδειξαν ότι αυτό συμβαίνει λόγω συνεντοπισμού των 

αυτολυσσοσωμάτων και της mTOR σε ειδικά κυτταρικά διαμερίσματα που 

ονομάζονται TASCC (TOR-autophagy spatial coupling compartment) (253).

Η αυτοφαγική αποικοδόμηση συγκεκριμένων υποστρωμάτων, που ονομάζεται 

εκλεκτική αυτοφαγία, έχει επίσης διφορούμενη σχέση με την γήρανση ανάλογα το 

υπόστρωμα που θα αποικοδομηθεί (247). Ο GATA4 είναι σημαντικός μεταγραφικός 

παράγοντας για την ενεργοποίηση της έκκρισης πολλών μορίων του SASP εκκριτικού 

φαινοτύπου σε συνεργασία με τον μεταγραφικό παράγοντα NF-κβ. Η αυτοφαγική 

αποικοδόμηση του GATA4 μέσω του p62/SQSTM1 δρα ανασταλτικά στην 

κυτταρική γήρανση, καθώς σε γηρασμένους ινοβλάστες βρέθηκε ότι η αποικοδόμηση 

του GATA4 μέσω αυτοφαγίας είχε ανασταλεί (254). Αντιθέτως, μέσω εκλεκτικής 

αυτοφαγίας αποικοδομούνται και συστατικά του πυρήνα, κάτι που σηματοδοτεί την 

εγκαθίδρυση της γήρανσης. Συγκεκριμένα, οι Dou και συνεργάτες έδειξαν ότι η 

LC3B εντοπίζεται στον πυρήνα και αλληλεπιδρώντας με την Λαμίνη Β1 υπό 

συνθήκες ογκογονικού στρες οδηγεί στην αποικοδόμησή της. Παράλληλα όμως με 

την Λαμίνη Β1 αποικοδομούνται και επικράτειες χρωματίνης σχετιζόμενες με Λαμίνη 

(LADs) οδηγώντας έτσι σε εγκαθίδρυση της γήρανσης (255) (Εικόνα 14).

Η σχέση της αυτοφαγίας με την κυτταρική γήρανση και κυρίως την επαγόμενη από 

στρες μορφή της μεσολαβείται και από τον μηχανισμό απόκρισης στις βλάβες, καθώς 

οι βλάβες στο DNA ενεργοποιούν την αυτοφαγία αλλά και η ελαττωματική 

αυτοφαγία ενεργοποιεί τον DDR. Ο μεγαλύτερος ρυθμιστής του DDR, η πρωτεΐνη 

p53, ασκεί διαφορετική ρύθμιση στην αυτοφαγία ανάλογα με τον υποκυτταρικό 

εντοπισμό της. Όταν βρίσκεται στον πυρήνα επάγει την έκφραση των Sestrinl και 

Sestrin2, δύο πρωτεϊνών που βοηθούν στην ενεργοποίηση της ΑΜΡΚ, επιτρέποντάς
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της έτσι να ενεργοποιήσει την αυτοφαγία με τον τρόπο που αναλύθηκε παραπάνω 

(256,257). Παράλληλα η p53 επάγει την έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν τις 

υπομονάδες β της ΑΜΡΚ, οι οποίες είναι καθοριστικές για την σωστή λειτουργία της, 

ενώ επάγει και την έκφραση του tuberous sclerosis complex 2 (TSC2) το οποίο μετά 

την φωσφορυλίωση του από την ΑΜΡΚ αναστέλλει την mTOR ενεργοποιώντας την 

αυτοφαγία (258). Από την άλλη όταν η p53 βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα, κυρίως σε 

κύτταρα που δεν είναι υπό στρες, φαίνεται πως δρα ανασταλτικά στην αυτοφαγία 

(259,260). Επιπλέον, μια μελέτη από τους Morselli και συνεργάτες σε ανθρώπινα 

καρκινικά κύτταρα έδειξε ότι η p53 συνδέεται απευθείας με την FIP200 πρωτεΐνη και 

αυτή η αλληλεπίδραση οδηγεί στην αναστολή της αυτοφαγίας (261). Ένας ακόμα 

ρυθμιστής της αυτοφαγίας με καίρια συμμετοχή στο μηχανισμό DDR είναι η κινάση 

ΑΤΜ. Σε συνθήκες οξειδωτικού στρες (ROS/RNS) η ΑΤΜ ενεργοποιεί το TSC2 το 

οποίο οδηγεί στην αναστολή της mTOR και στην ενεργοποίηση της αυτοφαγίας 

(262,263). Επιπλέον, σε υποξικές συνθήκες η ΑΤΜ φωσφορυλιώνει τον μεταγραφικό 

παράγοντα HIF-1a κάτι που οδηγεί σε αναστολή του mTORC1 και ενεργοποίηση της 

αυτοφαγίας (264).

Εικόνα 14: Ο διττός ρόλος της αυτοφαγίας στην κυτταρική γήρανση (265)
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4. Αυτοφαγία και Καβεολίνη-1

Τα δεδομένα για την σχέση της καβεολίνης-1 με την αυτοφαγία μέχρι και σήμερα δεν 

έχουν καταλήξει σε μια ξεκάθαρη εικόνα, καθώς υπάρχουν μελέτες που 

υποστηρίζουν ότι η καβεολίνη-1 είναι αρνητικός ρυθμιστής της αυτοφαγίας και άλλες 

που θεωρούν ότι η καβεολίνη-1 έχει θετικό αποτέλεσμα στην επαγωγή της 

αυτοφαγίας. Ωστόσο, αυτό που είναι ξεκάθαρο είναι το γεγονός ότι η καβεολίνη-1 

παίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της αυτοφαγικής απόκρισης σε συνθήκες στρες, 

ενώ διαταραχές στην σχέση αυτή εμπλέκονται στην εμφάνιση πολλών ασθενειών 

(13,266,267).

Αρχικά, έχει δειχθεί ότι η καβεολίνη-1 αλληλεπιδρά με πολλά μόρια της αυτοφαγίας 

μέσω της επιφάνειας ικριώματος CSD. Αρκετά από τα πρωτεϊνικά μόρια του 

μηχανισμού της αυτοφαγίας διαθέτουν τα χαρακτηριστικά μοτίβα αναγνώρισης και 

πρόσδεσης (CBM) στην επικράτεια ικριώματος της καβεολίνης-1. Η πρωτεΐνη LC3 

είναι ένα τέτοιο μόριο (141), όπως και το ΑΤΘ12 (268). Επιπλέον, η ίδια η 

καβεολίνη-1 διαθέτει μοτίβα αναγνώρισης και πρόσδεσης στην LC3-H (LIR) τόσο 

στην επικράτεια ικριώματος όσο και στην διαμεβρανική της επικράτεια (141). 

Ωστόσο, η καβεολίνη-1 αλληλεπιδρά και με μόρια της αυτοφαγίας που δεν διαθέτουν 

μοτίβο CBM όπως το ATG5 (268). Επιπλέον, η καβεολίνη-1 μεταφέρει μια πληθώρα 

μορίων στα αυτοφαγοσώματα και λόγω της σύνδεσης της με τις πρωτεΐνες των 

αυτοφαγοσωμάτων αποικοδομείται και αυτή μέσω αυτοφαγίας (269,270).

Η ανασταλτική δράση της καβεολίνης-1 στην αυτοφαγία υποστηρίζεται από πολλές 

μελέτες όπου η σίγηση της καβεολίνης-1 οδήγησε σε επαγωγή της αυτοφαγίας 

(63,268,271). Οι παρατηρήσεις αυτές επιβεβαιώνονται και in vivo (271). Αντίθετα, 

αρκετές μελέτες υποστηρίζουν ότι η καβεολίνη-1 δρα ως θετικός ρυθμιστής της 

αυτοφαγίας βελτιώνοντας την λειτουργία των λυσοσωμάτων και επάγοντας την 

σύντηξη αυτοφαγοσώματος με λυσόσωμα (23,272).

Ωστόσο, οι μηχανισμοί μέσω των οποίων επιτυγχάνεται η σχέση μεταξύ αυτοφαγίας 

και καβεολίνης-1 μόλις πρόσφατα έχουν αρχίσει να ανακαλύπτονται. Κάποιες 

πρόσφατες μελέτες παρέχουν μερικές μηχανιστικές εξηγήσεις. Σε καρκινικά κύτταρα 

η καβεολίνη-1 ασκεί την ανασταλτική της δράση στην αυτοφαγία μέσω του 

μονοπατιού ΡΒΚ/ΑΚΤ/JNK συμβάλλοντας στην επανευαισθητοποίηση τους στην 

ταξόλη (273). Επιπλέον, όπως έδειξαν οι Chen και συνεργάτες (268), σε επιθηλιακά 

κύτταρα των πνευμόνων η καβεολίνη-1 αλληλεπιδρά άμεσα και ανταγωνιστικά με το 

ATG5, το ATG12 αλλά και το σύμπλοκο τους οδηγώντας σε αναστολή των βασικών
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επιπέδων της αυτοφαγίας, ενώ η αλληλεπίδραση αυτή διαταράσσεται από την 

έλλειψη θρεπτικών συστατικών και έτσι τα μόρια αυτά αποδεσμεύονται από την 

καβεολίνη-1 και μπορούν να επάγουν την αυτοφαγία ως απόκριση στο στρες. 

Επιπλέον, σε πρόσφατη μελέτη δείχθηκε ότι η καβεολίνη-1 μπορεί να ρυθμίζει θετικά 

την αυτοφαγική διαδικασία μέσω των μεταμεταφραστικών τροποποιήσεων που 

υφίσταται. Συγκεκριμένα, σε συνθήκες οξειδωτικού στρες επάγεται η φωσφορυλίωση 

της καβεολίνης-1 στο κατάλοιπο Tyr14 και η φωσφορυλιωμένη καβεολίνη-1 

αλληλεπιδρά με την BECLIN-1, οδηγώντας στην μετατόπιση της BECLIN-1 στα 

μιτοχόνδρια και ενεργοποίηση της μιτοφαγίας (23).

Από τα παραπάνω δεδομένα είναι ξεκάθαρο ότι η καβεολίνη-1 έχει διττό ρόλο στην 

ρύθμιση της αυτοφαγίας. Οι Bai και συνεργάτες παρατήρησαν ότι όταν η καβεολίνη- 

1 συνδέεται στην LC3-II μέσω του LIR μοτίβου που βρίσκεται στην διαμεβρανική 

περιοχή της η αυτοφαγία ενεργοποιείται, ενώ όταν η σύνδεση γίνεται μέσω του LIR 

μοτίβου στην CSD περιοχή προκύπτει αναστολή της αυτοφαγίας (274)(Εικόνα 15). 

Με βάση αυτές τις παρατηρήσεις γίνεται περισσότερο κατανοητή η αιτία του διττού 

τρόπου ρύθμισης της αυτοφαγίας από την καβεολίνη-1.

Εικόνα 15: Σχηματική απεικόνιση των μοτίβων LIR στις επικράτειες της καβεολίνης-1 (274)

5. Μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα προερχόμενα από την γέλη του Wharton (WJ- 

MSCs)
Τα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα χαρακτηρίζονται ως πολυδύναμα κύτταρα με 

ικανότητα αυτοανανέωσης, τα οποία αποτελούν ελπιδοφόρα «εργαλεία» για τον 

τομέα της κυτταρικής θεραπείας λόγω της ικανότητας διαφοροποίησης προς πολλούς 

κυτταρικούς τύπους (multipotent) και της ικανότητας ανάπλασης ιστών που 

διαθέτουν. Συγκεκριμένα μπορούν να διαφοροποιηθούν προς αδιποκύτταρα,
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χονδροκύτταρα, ινοβλάστες και οστεοκύτταρα μεταξύ άλλων και απομονώνονται 

τόσο από ενήλικους όσο και από περιγεννητικούς/βρεφικούς ιστούς (275). Στα 

μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα που απομονώνονται από περιγεννητικούς ιστούς 

ανήκουν και τα βλαστοκύτταρα από τη γέλη του Wharton (WJ-MSCs), ενός 

συνδετικού ιστού μεταξύ του αμνιακού επιθηλίου και των αγγείων του ομφάλιου 

λώρου τα οποία είναι επίσης πολυδύναμα και διαφοροποιούνται προς αδιποκύτταρα, 

χονδροκύτταρα και οστεοκύτταρα (275). Τα WJ-MSCs εμφανίζουν ορισμένα 

πλεονεκτήματα σε σχέση με τα υπόλοιπα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα τα οποία τα 

καθιστούν δημοφιλέστερους υποψηφίους στην αναγεννητική ιατρική. Το κυριότερο 

πλεονέκτημά τους είναι η εμφάνιση χαρακτηριστικών εμβρυϊκών βλαστοκυττάρων, 

όπως η έκφραση γονιδίων ολοδυναμικότητας, χωρίς όμως την δυνατότητα 

δημιουργίας τερατωμάτων. Επιπλέον, εμφανίζουν χαμηλή ανοσογονικότητα, ενώ η 

συλλογή τους θεωρείται αρκετά εύκολη και κυρίως ηθική (275,276). Μερικά 

χαρακτηριστικά των WJ-MSCs κατά την καλλιέργεια είναι η μορφολογία 

ινοβλαστών, η ανάπτυξη σε μονοστοιβάδα (277), η προσκόλληση στην επιφάνεια του 

μέσου καλλιέργειάς τους και ο μικρότερος χρόνος αναδιπλασιασμού του πληθυσμού 

τους (Population Doubling) σε σχέση με άλλα κύτταρα (278). Ωστόσο, γενικά τα 

επίπεδα των μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων στον οργανισμό είναι πολύ χαμηλά 

και έτσι για την χρήση τους σε κυτταρικές θεραπείες είναι απαραίτητη η in vitro 

καλλιέργεια τους μέχρι την επίτευξη της επιθυμητής ποσότητας κυττάρων. Σημαντική 

τροχοπέδη στην χρήση τους σε τέτοιου είδους θεραπείες αποτελεί η κυτταρική 

γήρανση την οποία εμφανίζουν μετά από μεγάλο διάστημα in vitro καλλιέργειας 

(275) (Εικόνα 16).
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Σχηματική αναπαράσταση της ανατομίας της γέλης του Wharton (279)
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6. Σκοπ0£ εργασία
Τόσο η καβεολίνη-1 όσο και η αυτοφαγία θεωρούνται πλειοτροπικοί ρυθμιστές της 

κυτταρικής γήρανσης. Όσον αφορά την καβεολίνη-1 αυξημένα επίπεδα της έχουν 

παρατηρηθεί σε πολλά είδη γηρασμένων κυττάρων (193), ενώ θεωρείται και δείκτης 

της κυτταρικής γήρανσης (280). Προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου έδειξε ότι 

πρόκληση βλαβών στο DNA λόγω εξωγενούς οξειδωτικού στρες σε φυσιολογικά 

χονδροκύτταρα οδηγεί σε επιδιόρθωση των βλαβών αυτών μέσω αύξησης και 

μετακίνησης της καβεολίνης-1 στον πυρήνα η οποία δεν παρατηρείται σε 

οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα, γεγονός που σχετίζεται με την ανικανότητα τους να 

επιδιορθώσουν τις βλάβες (98) και πιθανώς οφείλεται για τον γηρασμένο φαινότυπο 

που εμφανίζουν (281). Παρόμοια αποτελέσματα έχουν δειχθεί και για WJ-MSCs στα 

πλαίσια προηγούμενων διπλωματικών εργασιών του εργαστηρίου, καθώς 

παρατηρείται αύξηση των επιπέδων καβεολίνης-1 κατά την αναδιπλασιαστική 

γήρανση, και αλλαγές στον υποκυτταρικό εντοπισμό της μετά από εφαρμογή 

εξωγενούς οξειδωτικού στρες. Συγκεκριμένα, σε νεαρά WJ-MSCs παρατηρείται 

αύξηση της καβεολίνης-1, φωσφορυλίωση της και μετακίνηση στον πυρήνα ως 

απόκριση σε οξειδωτικό στρες, ενώ το σύνολο αυτών των αλλαγών δεν παρατηρείται 

σε γηρασμένα WJ-MSCs τα οποία αδυνατούν να επιδιορθώσουν τις βλάβες (μελέτη 

υπό κρίση, under review). Είναι εμφανές λοιπόν, ότι η απορρύθμιση των επιπέδων 

καβεολίνης-1 εμπλέκεται τόσο στην αναδιπλασιαστική γήρανση των WJ-MSCs όσο 

και στην αδυναμία των γηρασμένων αυτών κυττάρων να ανταπεξέλθουν στο 

οξειδωτικό στρες. Όσον αφορά την αυτοφαγία προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου 

έδειξε ότι η αυτοφαγική απόκριση σε οξειδωτικό στρες είναι απορρυθμισμένη σε 

οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα (282) κάτι που πιθανά σχετίζεται με τον γηρασμένο 

φαινότυπο τους (281). Ωστόσο αντιφατικά δεδομένα υπάρχουν τόσο για την σχέση 

της καβεολίνης-1 με την γήρανση(93,195,283) όσο και της αυτοφαγίας με αυτή 

(242,247). Επομένως, στην παρούσα διπλωματική εργασία επιχειρήσαμε να 

ερευνήσουμε τα προαναφερθέντα ζητήματα αποσαφηνίζοντας αρχικά τον ρόλο της 

καβεολίνης-1 στην γήρανση των WJ-MSCs και διερευνώντας στην συνέχεια την 

συσχέτισή της με την αυτοφαγική διαδικασία.
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Β. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

Β.1 Καλλιέργεια Μεσεγ/υματικών βλαστικών κυττάρων προερχόμενων από την 

γέλη του Wharton (WJ-MSCs)

Όλα τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε ανθρώπινα μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα 

προερχόμενα από τη γέλη του Wharton (WJ-MSCs). Τα δείγματα WJ-MSCs 

ελήφθησαν από τον ομφάλιο λώρο τριών νεογέννητων βρεφών μετά από γονεϊκή 

συγκατάθεση και καλλιεργήθηκαν για τη δημιουργία νεαρών και αναδιπλασιαστικά 

γηρασμένων κυττάρων για χρήση σε συγκεκριμένα πειράματα.

Υλικά καλλιέργειας
A. Θρεπτικό μέσο καλλιέργειας: Κατά την καλλιέργεια των WJ-MSCs 

χρησιμοποιήθηκε το θρεπτικό μέσο Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, 

BioWest), το οποίο εμπλουτίζεται με αναπτυξιακούς παράγοντες με προσθήκη ορού 

εμβρύου βοός σε αναλογία 10%v/v (Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco). Προστίθενται 

επίσης πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη σε αναλογία 1% v/v για αποφυγή μολύνσεων.

B. Διάλυμα Hank’s Balanced Solution: Πρόκειται για το ρυθμιστικό διάλυμα 

Phosphate Buffer Solution (PBS, Lonza), ένα υδατικό διάλυμα αλάτων που ωφελεί 

την καλλιέργεια των κυττάρων διατηρώντας σταθερό το ΡΗ. Συντηρείται σε 

θερμοκρασία δωματίου (25ο C).

C. Θρυψίνη: Η θρυψίνη είναι ένα πρωτεολυτικό ένζυμο που καταλύει την υδρόλυση 

πεπτιδικών δεσμών. Η προσθήκη του ενζύμου αυτού στην καλλιέργεια 

μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων είναι καθοριστικής σημασίας καθώς βοηθά στην 

αποκόλλησή τους από την επιφάνεια του μέσου καλλιέργειάς τους. Η βέλτιστη 

θερμοκρασία δράσης της θρυψίνης είναι 37°C ενώ η αποθήκευσή της γίνεται στους 

4°C.

Συνθήκες καλλιέργειας

Όλες οι διαδικασίες διαχείρισης των κυττάρων πραγματοποιήθηκαν σε θάλαμο 

καθέτου νηματικής ροής τάξης ΙΙ ο οποίος διασφαλίζει την ύπαρξη στείρων 

συνθηκών με σκοπό την προστασία των κυττάρων από εξωτερικές μολύνσεις. Ως 

μέσο ανάπτυξης των κυττάρων επιλέχθηκαν φλάσκες πολυστυρενίου με κατάλληλο 

φίλτρο για την οξυγόνωση των κυττάρων και την αποφυγή επιμόλυνσής τους. Τα
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κύτταρα αναπτύχθηκαν μέσα σε κλίβανο επώασης υπό σταθερή θερμοκρασία 37ο C, 

επαρκή υγρασία και σταθερή συγκέντρωση 5% CO2 στην εσωτερική ατμόσφαιρα, 

συνθήκες πρότυπες για την ορθή ανάπτυξη των βλαστοκυττάρων. Η πορεία 

ανάπτυξης των κυττάρων παρατηρήθηκε με οπτικό μικροσκόπιο αντίθετης φάσης.

Διαχείριση δειγμάτων κυττάρων

Η απομόνωση ανθρώπινων μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων από τη γέλη του 

Wharton, γίνεται από τον ομφάλιο λόρο δοτών και ακολουθεί αποθήκευσή τους σε 

τράπεζες υγρού αζώτου στους 150°C με σκοπό την μακρόχρονια συντήρηση τους. 

Για την κατάψυξη των WJ-MSCs είναι απαραίτητη η μεταφορά τους σε ειδικά 

φιαλίδια (cryovials) σε συγκέντρωση 4x106 κύτταρα/ml θρεπτικού DMEM. Σε κάθε 

φιαλίδιο προστίθεται επίσης FBS σε αναλογία 30%v/v καθώς και Dimethyl Sulfoxide 

(DMSO) σε αναλογία 10% v/v. Το DMSO είναι ένας οργανικός διαλύτης που 

χρησιμοποιείται με σκοπό την σταδιακή ψύξη των κυττάρων για την αποφυγή 

δημιουργίας κρυστάλλων πάγου. Στα φιαλίδια δεν προστίθενται αντιβιοτικά. 

Επομένως, μετά την παραλαβή των κυττάρων από την τράπεζα αζώτου ακολουθεί η 

απόψυξη τους με σκοπό την άμεση χρήση τους σε καλλιέργεια.

Πρωτόκολλο απόψυξης κυττάρων

• Μεταφορά του cryovial που περιέχει τα βλαστοκύτταρα στο υδατόλουτρο 
(37ο C) για 10 έως 15 δευτερόλεπτα

• Απόχυση του περιεχομένου του cryovial σε falcon των 15ml που περιέχει 
πλήρες θρεπτικό

• Φυγοκέντρηση των κυττάρων (1800 στροφές, 5-7 λεπτά, 25ο C)
• Προσεκτική απομάκρυνση του υπερκειμένου
• Eπαναδιάλυση του ιζήματος σε 5ml FBS
• Φυγοκέντρηση των κυττάρων (1800 στροφές, 5-7 λεπτά, 25ο C)
• Προσεκτική απομάκρυνση του υπερκειμένου
• Προσθήκη πλήρους θρεπτικού μέσου DMEM και επαναδιάλυση ιζήματος
• Μεταφορά των κυττάρων σε φλάσκες από πολυστυρένιο
• Προσθήκη νέου πλήρους θρεπτικού μέσου DMEM για επίτευξη τελικού 

όγκου 10ml
• Επώαση στον επωαστικό κλίβανο

Όταν η καλλιέργεια φτάσει να καλύπτει το 60-80% της φλάσκας πολυστυρενίου 

πρέπει να πραγματοποιηθεί ανακαλλιέργεια (passage) των κυττάρων σε δύο νέες

[51]

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
13/06/2024 05:15:56 EEST - 3.129.218.153



φλάσκες για να συνεχιστεί η ομαλή ανάπτυξή τους και να αποφευχθούν οι αρνητικές 

συνέπειες του contact inhibition.

Πρωτόκολλο ανακαλλιέργειας κυττάρων

• Αφαίρεση παλαιού θρεπτικού υλικού
• Διπλή πλύση των κυττάρων με 5ml διαλύματος ΡBS
• Προσθήκη 1,5ml θρυψίνης και επακόλουθη επώαση στον κλίβανο για 3,5 

λεπτά
• Παρατήρηση της μορφολογίας των κυττάρων στο μικροσκόπιο ανάστροφης 

φάσης με σκοπό τη διαπίστωση της αποκολλητικής δράσης της θρυψίνης
• Προσθήκη 5ml από το νέο πλήρες θρεπτικό μέσο το οποίο απενεργοποιεί την 

θρυψίνη
• Μεταφορά των 5ml που περιέχει η φλάσκα σε falcon tube των 15ml
• Φυγοκέντρηση των κυττάρων (1800 στροφές, 5-7 λεπτά, 25ο C)
• Απομάκρυνση του υπερκειμένου
• Επαναδιάλυση του ιζήματος σε 5ml διαλύματος PBS
• Φυγοκέντρηση των κυττάρων (1800 στροφές, 5-7 λεπτά, 25ο C)
• Απομάκρυνση του υπερκειμένου
• Επανεναιώρηση του ιζήματος των κυττάρων σε 10ml από το νέο πλήρες 

θρεπτικό μέσο
• Μεταφορά από 5ml των κυττάρων σε δύο νέες φλάσκες
• Συμπλήρωση με νέο πλήρες θρεπτικό μέσο μέχρι επίτευξη τελικού όγκου 

10ml
• Επώαση των κυττάρων στον κλίβανο

Β.2 Επαγωγή πρόωρης κυτταρικής γήρανσης μέσω οξειδωτικού στρες
Η διαδικασία πραγματοποιείται σε νεαρά κύτταρα (passage p6) που έχουν καλύψει

περίπου το 70% του διαθέσιμου όγκου της φλάσκας (70% confluency) και ως 

οξειδωτικός παράγοντας χρησιμοποιείται το Η2Ο2.

Υλικά

■ Αρχικό διάλυμα Η2Ο2

■ Θρεπτικό μέσο DIMEM χωρίς ορό FBS και αντιβιοτικά (σκέτο) για την 
δημιουργία διαλύματος Η2Ο2 συγκέντρωσης C=400 μΜ

Διαδικασία
■ Αφαίρεση θρεπτικού υλικού από την φλάσκα που περιέχει τα νεαρά κύτταρα
■ Πλύση των κυττάρων με 5ml διαλύματος PBS
■ Προσθήκη 10ml του διαλύματος Η2Ο2 συγκέντρωσης 400 μM στις φλάσκες 

με τα κύτταρα
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■ Επώαση των κυττάρων με το διάλυμα Η2Ο2 στον επωαστικό κλίβανο για 2 
ώρες (37°C, 5% CO2)

■ Αφαίρεση του διαλύματος Η2Ο2 από τις φλάσκες
■ Διπλή πλύση των κυττάρων με 5mL διαλύματος PBS
■ Προσθήκη πλήρους θρεπτικού μέσου DMEM
■ Επώαση των κυττάρων στον κλίβανο επώασης (37QC, 5% CO2)
■ Ανακαλλιέργεια κυττάρων σε confluency 80% μετά από 1-3 μέρες (SIPS p1)
■ Ανακαλλιέργεια κυττάρων σε confluency 80% μετά από 3-7 μέρες (SIPS p2) 

και μεταφορά σε 6well plates για ανοσοφθορισμό ή για απομόνωση 
πρωτεϊνών όπως περιγράφεται στις ενότητες Β.6 και Β.8 αντίστοιχα

Β.3 Πρόκληση οξειδωτικού στρες μικρής διάρκειας και ανάκαμψη κυττάρων

Η διαδικασία πραγματοποιείται σε νεαρά κύτταρα (passage 6) που έχουν καλύψει 

περίπου το 70% του διαθέσιμου όγκου της φλάσκας (70% confluency)

Υλικά:
■ Αρχικό διάλυμα Η2Ο2

■ Θρεπτικό μέσο DIMEM χωρίς ορό FBS για την δημιουργία διαλύματος Η2Ο2 

συγκέντρωσης C=300 μΜ

Διαδικασία
■ Μεταφορά 200.000 νεαρών κύτταρων σε κάθε πηγαδάκι ενός 6 well plate
■ Επώαση στον κλίβανο επώασης σε πρότυπες συνθήκες (37QC, 5% CO2) σε 

πλήρες θρεπτικό μέσο DIMEM μέχρι την επίτευξη περίπου 70% confluency
■ Αφαίρεση πλήρους θρεπτικού μέσου από τα πηγαδάκια
■ Πλύση των κυττάρων με 1 ml PBS
■ Έκθεση σε διάλυμα Η2Ο2 συγκέντρωσης 300 μΜ για 30 λεπτά
■ Αφαίρεση Η2Ο2

■ Διπλή πλύση κυττάρων με 1ml PBS
■ Προσθήκη πλήρους θρεπτικού μέσου DIMEM
■ Ανάκαμψη των κυττάρων για 1 ώρα και 24 ώρες
■ Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε πρωτόκολλο ανοσοφθορισμού ή 

απομόνωσης πρωτεϊνών όπως περιγράφεται στις παραγράφους Β.6 και Β.7
■ Ως κοντρόλ χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα στα οποία δεν προστέθηκε Η2Ο2 (No 

Treatment-NT)
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Β.4 Μέθοδος προσδιορισμού δραστικότητας SA-β-gal

Στην συνέχεια για να προσδιοριστεί αν πράγματι έχει επαχθεί η κυτταρική γήρανση 

καθώς και σε τι ποσοστό των κυττάρων εμφανίζεται, πραγματοποιήθηκε η δοκιμή 

προσδιορισμού δραστικότητας της β-γαλακτοσιδάσης (SA^-gal) στα κύτταρα που 

επιδράσαμε με υπεροξείδιο του υδρογόνου αλλά και σε κύτταρα στα οποία δεν έχει 

γίνει επίδραση τα οποία θα αποτελέσουν και το control. Η β-γαλακτοσιδάση είναι ένα 

ένζυμο με αυξημένη δράση σε γηρασμένα κύτταρα. Είναι η πιο διαδεδομένη μέθοδος 

ανίχνευσης κυτταρικής γήρανσης και βασίζεται στη χρήση του χρωμογόνου 

υποστρώματος 5-βρόμο-3ινδολυλ-4-χλώρο-β-ϋ-γαλακτοπυρανοζίτης (Xgal) το οποίο 

όταν διασπαστεί από την β-γαλακτοσιδάση σε pH:6 δίνει μπλε χρώμα (136). Ο 

προσδιορισμός δραστηριότητας αυτού του ενζύμου αποτελεί τον πιο διαδεδομένο 

δείκτη κυτταρικής γήρανσης καθώς είναι αρκετά αξιόπιστος.

Υλικά μεθόδου προσδιορισμού δραστικότητας SA-P-gal

Α. Διάλυμα μονιμοποίησης: 0,2% φορμαλδεΰδη/ 0,2% γλουταραλδεΰδη διαλυμένα σε 
PBS

Β. Διάλυμα χρώσης: περιέχει τα εξής άλατα:

■ Ρυθμιστικό διάλυμα 40 mM Κιτρικό οξύ/ Φωσφορικό Νάτριο
■ 5mM C6N6FeK4

■ 5mM C6N6FeK3

■ 150 mM Nacl
■ 2 mM MgCh
■ 1mg/ml5-βρόμο-3ινδολυλ-4-χλώρο-β-D-γαλακτοπυρανοζίτης 

(Xgal,SigmaAldrich:B4252 250MG )

Πρωτόκολλο προσδιορισμού δραστικότητας SA^-gal

■ Καλλιέργεια 0,3 -  2 x 105 κυττάρων σε 6 well plate
■ Απομάκρυνση θρεπτικού μέσου
■ Διπλή πλύση κυττάρων με κρύο διάλυμα PBS (4ο C)
■ Μονιμοποίηση των κυττάρων με το διάλυμα Α
■ Επώαση σε θερμοκρασία δωματίου (25ο C) για 5 λεπτά
■ Διπλή πλύση κυττάρων με κρύο διάλυμα PBS (4ο C)
■ Χρώση των κυττάρων με 1-2 ml από το διάλυμα Β
■ Επώαση σε κλίβανο επώασης απουσία CO2 για 6-24 ώρες
■ Απομάκρυνση διαλύματος χρώσης
■ Τριπλή πλύση κυττάρων με κρύο διάλυμα PBS (4°C)
■ Λήψη φωτογραφιών με οπτικό μικροσκόπιο
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Β.5 Σίγηση της έκφρασης της καβεολίνης-1 και του ATG5 μέσω της 
τεχνολογίας παρεμβολής RNA (RNA interference-RNAi)

Η παρεμβολή RNA είναι μια βιολογική διαδικασία που πραγματοποιείται από μη

κωδικά μόρια RNA (siRNAs, miRNAs) και οδηγεί σε καταστολή της έκφρασης 

γονίδιων μέσω αναστολής της μεταγραφής ή της μετάφρασής τους. Έτοιμα siRNA 

συμπληρωματικά προς συγκεκριμένο mRNA μπορούν να εισαχθούν εξωγενώς στα 

κύτταρα, μια διαδικασία που ονομάζεται transfection, και να επάγουν το μονοπάτι της 

παρεμβολής RNA οδηγώντας επιτυχώς σε σίγηση της έκφρασης του επιθυμητού 

γονιδίου. Η εισαγωγή siRNA σε κύτταρα πραγματοποιείται με την βοήθεια 

λιπιδιακών φορέων (λιποφαικταμίνη) και νανοσωματιδίων μεταξύ άλλων (284,285). 

Για την σίγηση της έκφρασης του γονιδίου της καβεολίνης-1 και του ATG5 

χρησιμοποιήθηκαν siRNA ειδικά για τα συγκεκριμένα μόρια καθώς και σωματίδια 

λιποφαικταμίνης.

Α. Υλικά
■ Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK)
■ Θρεπτικό υλικό Opti-MEM με χαμηλή συγκέντρωση ορού (Invitrogen, Life 

Technologies, Paisley, UK)
■ siRNA εναντίον της Καβεολίνης-1 (Qiagen, Maryland, USA)
■ siRNA εναντίον του ATG5 (#SC-41445, Santa Cruz Biotechnology Inc, 

Dallas, USA)
■ siCTRL (#SC-37007, Santa Cruz Biotechnology Inc, Dallas, USA)

Β. Διαδικασία
■ Μία μέρα πριν την διαμόλυνση (transfection) με siRNA, νεαρά ή 

αναδιπλασιαστικά γηρασμένα κύτταρα μεταφέρθηκαν σε διαφορετικά 6well 
plate

■ Επώαση σε κλίβανο επώασης για μια ημέρα σε πλήρες θρεπτικό DIMEM, 
χωρίς αντιβιοτικά σε πρότυπες συνθήκες (37ο C, 5% CO2), μέχρι να φτάσουν 
σε confluency 60-80%

■ Διάλυση της λιποφαικταμίνης σε θρεπτικό μέσο Opti-MEM
■ Διάλυση των μορίων siRNA σε θρεπτικό μέσο Opti-MEM (Οτελ siCav-1=50 

pmol και Οτελ siATG5= 25 pmol)
■ Μίξη των διαλυμένων σωματιδίων λιποφαικταμίνης με τα διαλυμένα μόρια 

siRNA σε αναλογία 1:1 και επώαση για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 
στον θάλαμο νηματικής ροής.

■ Προσθήκη των συμπλόκων siRNA-λιποφαικταμίνης στα κύτταρα και του 
συμπλόκου siCTRL-λιποφαικταμίνης ως κοντρόλ για την αξιολόγηση της 
αποτελεσματικότητας της διαμόλυνσης.

■ Επώαση 72 ωρών και αξιολόγηση αποτελεσμάτων
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Β.6 Ανίχνευση καβεολίνη<:-1 και 53ΒΡ1 μέσω ανοσοφθορισμού σε κύτταρα που 
έχουν εκτεθεί σε οξειδωτικό στρες και σίτηση καβεολίνη<:-1

I. Διαδικασία πριν τον ανοσοφθορισμό
■ Τοποθέτηση καλυπτρίδων στο 6 well plate για την ανάπτυξη των κυττάρων 

πάνω σε αυτές
■ Αποστείρωση του 6 well plate με τις καλυπτρίδες υπό ακτινοβολία UV για 20 

λεπτά τουλάχιστον
■ Σήμανση του 6 well plate
■ Προσθήκη 2 mL νέου πλήρους θρεπτικού σε κάθε πηγαδάκι που θα 

χρησιμοποιηθεί
■ Μεταφορά 100.000 κυττάρων σε κάθε πηγαδάκι
■ Τοποθέτηση του 6well plate στον κλίβανο επώασης έως ότου επιτευχθεί 

confluency 80%.

II. Μονιμοποίηση κυττάρων

Α. Υλικά
i. Παγωμένο διάλυμα Μεθανόλης (-20ο C)
ii. Κρύο διάλυμα PBS (4ο C)

Β. Πρωτόκολλο μονιμοποίησης κυττάρων
■ Αφαίρεση θρεπτικού μέσου από όλα τα πηγαδάκια
■ Προσθήκη 300μΙ παγωμένης Μεθανόλης
■ Τοποθέτηση του 6 well plate στους -20ο C για τουλάχιστον 10 λεπτά
■ Μετά το πέρας του χρόνου αφαιρείται το διάλυμα μεθανόλης από τα 

πηγαδάκια
■ Πλύση με 1mL διαλύματος PBS, σε αυτή την περίπτωση η απομάκρυνσή του 

γίνεται με πιπέτα για ακρίβεια με σκοπό να παραμείνουν τελείως στεγνά τα 
πηγαδάκια

III. Ανοσοφθορισμός
Μετά την μονιμοποίηση ακολουθεί η διαδικασία του ανοσοφθορισμού

Α. Υλικά Ανοσοφθορισμού
■ 1% Triton-X-100 σε PBS
■ 0,02% Tween20 σε PBS
■ Blocking buffer: 0,02% Tween20 σε PBS και 1% BSA για την δέσμευση 

οποιονδήποτε μη ειδικών θέσεων σύνδεσης των αντισωμάτων
■ 4,6-diamidino-2-183 phenylindole (DAPI) για την ανίχνευση των πυρήνων
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Β. Πρωτόκολλο Ανοσοφθορισμού
■ Τριπλή πλύση των κυττάρων στα πηγαδάκια με 1 mL διαλύματος PBS για 5 

λεπτά
■ Σε κάθε πηγαδάκι προστίθενται 50μL διαλύματος 1% Triton-X-100 σε PBS 

και γίνεται επώαση για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου (25ο C)
■ Πλύση των κυττάρων με 1 mL διαλύματος 0,02% Tween20 σε PBS για 5 

λεπτά
■ Προσθήκη 1mL Blocking buffer σε κάθε πηγαδάκι για 10 λεπτά. Μετά το 

πέρας του χρόνου το διάλυμα απομακρύνεται
■ Προσθήκη 50μL του πρωτοταγούς αντισώματος σε κάθε πηγαδάκι για 60 

λεπτά. Μετά το πέρας του χρόνου το πρωτοταγές αντίσωμα απομακρύνεται
■ Πλύση των κυττάρων με 1 mL διαλύματος 0,02% Tween20 σε PBS για 5 

λεπτά υπό συνεχή ανάδευση
■ Προσθήκη 50μL του δευτεροταγούς αντισώματος και τοποθέτηση του 6 well 

plate σε σκοτεινό μέρος για 45 έως 60 λεπτά.
■ Πλύση των κυττάρων με 1 mL διαλύματος 0,02% Tween20 σε PBS για 5 

λεπτά υπό συνεχή ανάδευση
■ Πλύση των κυττάρων με 1 mL διαλύματος PBS για 5 λεπτά υπό συνεχή 

ανάδευση
■ Προσεκτική αφαίρεση καλυπτρίδων από τα πηγαδάκια και στέγνωμα τους
■ Σε κάθε καλυπτρίδα προστίθενται 10 μL της ειδικής χρωστικής DAPI με 

σκοπό τον χρωματισμό των πυρήνων των κυττάρων
■ Οι καλυπτρίδες γυρίζονται ανάποδα και τοποθετούνται πάνω σε 

αντικειμενοφόρες πλάκες. Τα άκρα σφραγίζονται με ειδική κόλλα
■ Λήψη φωτογραφιών με το μικροσκόπιο 184 ZEISS Axio Imager.Z2 

fluorescent microscope και ανάλυση με το ImageJ λογισμικό

Πρωτοταγή αντισώματα Δευτεροταγή αντισώματα
Cav-1, 1:500 (#A1915, rabbit polyclonal, 
Santa Cruz Biotechnology Inc)

1:500 dilution, Alexa Fluor 594, 
Molecular Probes

53BP1, 1:500, (clone BP13, mouse 
monoclonal, Millipore, MA, USA)

1:500 dilution, Alexa Fluor 488, 
Molecular Probes
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Β.7 Αφαίρεση ορού (serum starvation) από το θρεπτικό ιμέσο ιμε σκοπό την

επαγωγή m e αυτοφαγίας
Η διαδικασία πραγματοποιήθηκε σε νεαρά και αναδιπλασιαστικά γηρασμένα κύτταρα 

τα οποία είτε είχαν υποστεί προηγουμένως σίγηση της έκφρασης της Καβεολίνης-1 

όπως περιγράφεται στην ενότητα Β.5 (siCav-1+starvation) είτε εκφράζουν κανονικά 

την καβεολίνη-1 (starvation). Ως κοντρολ χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα νεαρά και 

γηρασμένα που είχε γίνει μόνο σίγηση της καβεολίνης-1 (siCav-1) καθώς και 

κύτταρα χωρίς καμία τροποποίηση (ΝΤ).

Υλικά
■ Θρεπτικό μέσο DMEM χωρίς FBS (θρεπτικούς και αυξητικούς παράγοντες) 

και αντιβιοτικά (σκέτο)
■ Πλήρες θρεπτικό μέσο DMEM

Διαδικασία
■ Προσθήκη πλήρους θρεπτικού μέσου στα 6 well plate
■ Μεταφορά 300.000 κυττάρων από πρώιμα (νεαρά) και μεταγενέστερα 

(γηρασμένα) στάδια καλλιέργειας σε 6 well plate
■ Επώαση στον επωαστικό κλίβανο μέχρι επίτευξη confluency 70-80%
■ Σίγηση της έκφρασης της καβεολίνης-1 όπως περιγράφεται στην νεότητα Β.5 

όπου είναι απαραίτητο
■ Αφαίρεση παλαιού θρεπτικού και διπλή πλύση με διάλυμα PBS
■ Προσθήκη σκέτου θρεπτικού μέσου και επώαση στον επωαστικό κλίβανο για 

2 ώρες
■ Απομόνωση πρωτεϊνών και ανοσοαποτύπωση κατά Western όπως 

περιγράφεται στην ενότητα Β.8

Β.8 Ανίννευση πρωτεϊνικών επιπέδων καβεολίνης-1 και πρωτεϊνών της 

αυτοωα.Υίας μέσω ανοσοαποτύπωση e κατά Western

Η ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών κατά Western περιλαμβάνει τα στάδια της Ι) 

απομόνωσης των πρωτεϊνών, ΙΙ) ηλεκτροφόρησης σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου, ΙΙΙ) 

μεταφοράς των πρωτεϊνών σε ειδική μεμβράνη, IV) μπλοκάρισμα των μη ειδικών 

θέσεων σύνδεσης των αντισωμάτων για τις εκάστοτε πρωτεΐνες, V) την προσθήκη 

πρωτοταγούς και δευτεροταγούς αντισώματος και την VI) ανίχνευση του σήματος.
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I. Απομόνωση πρωτεϊνών

Το πρώτο βήμα πριν την ανίχνευση των εκάστοτε πρωτεϊνών είναι η απομόνωση του 

συνόλου των πρωτεϊνών του κυτταροπλάσματος από τα κύτταρα στα οποία έχουν 

γίνει οι επιδράσεις και ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης τους. Η απομόνωση του 

συνόλου των πρωτεϊνών επιτυγχάνεται με τη λύση των κυττάρων και τη δημιουργία 

των λεγόμενων κυτταρικών λυμάτων. Η απομόνωση μπορεί να γίνει και από τμήματα 

ιστών σε άλλες περιπτώσεις με διαδικασία που περιλαμβάνει μεγαλύτερη μηχανική 

πίεση για την ομογενοποίηση τους λόγω της συμπαγέστερης δομής τους (286). Στην 

συγκεκριμένη διπλωματική εργασία χρησιμοποιήθηκαν λύματα κυττάρων μιας και 

όλες οι επιδράσεις έγιναν σε κύτταρα WJ-MCs.

Υλικά απομόνωσης πρωτεϊνών

Α. Διάλυμα λύσης κυττάρων (lysis buffer)
■ 30 mMTris (Invitrogen)
■ 10% Γλυκερόλη (Invitrogen)
■ 150 mMNaCl (Sharlau)
■ 1% NP40 (Ambion)

Β. Αναστολείς πρωτεασών 

Γ. Διαδικασία
■ Απομάκρυνση του θρεπτικού μέσου από τα πηγαδάκια
■ Διπλή πλύση των κυττάρων με διάλυμα PBS
■ Τοποθέτηση του 6 well plate σε πάγο
■ Προσθήκη 100μ! από το Lysis Buffer ανά 106 κύτταρα
■ Ανάδευση των κυττάρων του 6 well plate στη συσκευή Vortex
■ Τα κύτταρα διατηρούνται στον πάγο για 5 λεπτά
■ Η ανάδευση επαναλαμβάνεται κάθε 5 λεπτά για σύνολο 40 λεπτών
■ Το περιεχόμενο των πηγαδακίων μεταφέρεται σε eppendorf tubes
■ Φυγοκέντρηση των κυττάρων στα eppendorf tubes (1300 rpm, 15 λεπτά, 4°C)
■ Προσεκτική συλλογή υπερκειμένου και μεταφορά του σε νέο eppendorf tube

Προσδιορισμός απόλυτης συγκέντρωσης πρωτεϊνών στα κυτταρικά λύματα 

Για τον υπολογισμό των ποσοτήτων των άγνωστων πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε η 

μέθοδος Bradford. Η μέθοδος Bradford είναι μια χρωματομετρική μέθοδος η οποία 

βασίζεται στην χρωστική Coomasie Brilliant Blue G-250 η οποία σε όξινες συνθήκες 

εμφανίζει κόκκινο χρώμα και είναι σε κατιονική μορφή, ενώ η ανιονική μορφή της 

εμφανίζει μπλέ χρώμα. Το αντιδραστήριο Bradford είναι όξινο αντιδραστήριο και
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έτσι η χρωστική έχει αρχικά κόκκινο χρώμα. Ωστόσο, μετά την σύνδεση της 

χρωστικής με βασικά και αρωματικά αμινοξικά κατάλοιπα των πρωτεϊνών 

μετατρέπεται σε ανιονική μορφή και επομένως σε μπλέ χρώμα. Έτσι, η μέγιστη 

απορρόφηση όξινου διαλύματος της χρωστικής Coomasie Brilliant Blue G-250 

μεταβάλλεται από τα 465 nm στα 595 nm όταν παρατηρηθεί αλληλεπίδραση με 

πρωτεΐνες. Η ποσότητα της μπλε ανιονικής μορφής είναι ανάλογη με την ποσότητα 

πρωτεΐνης στο δείγμα, επιτρέποντας έτσι τον απευθείας προσδιορισμό της ποσότητας 

μιας πρωτεΐνης σε ένα δείγμα μετρώντας την απορρόφηση στα 595 nm. Στην μέθοδο 

Bradford χρησιμοποιούνται πρωτεΐνες γνωστής συγκέντρωσης, συχνότερα η 

αλβουμίνη ορού βοός (BSA), για κατασκευή πρότυπης καμπύλης που θα οδηγήσει 

στον προσδιορισμό της απόλυτης συγκέντρωσης πρωτεϊνικών δειγμάτων άγνωστης 

συγκέντρωσης (287,288). Η διαδικασία που ακολουθείται με σκοπό την κατασκευή 

της πρότυπης καμπύλης περιγράφεται παρακάτω.

Διαδικασία κατασκευής πρότυπης καμπύλης
■ Διάλυση ποσοτήτων αλβουμίνης από ορό βοός (Bovine Serum Albumine, 

BSA) από ^ g  έως 20μg σε 800 μ! ddH20
■ Προσθήκη 200 μl χρωστικής Coomasie Brilliant BlueG-250 σε κάθε δείγμα
■ Επώαση μείγματος (5 λεπτά, 25°C)
■ Ήπια ανάδευση των δειγμάτων αρκετές φορές
■ Μεταφορά των δειγμάτων σε 96 well plate
■ Φωτομέτρηση δειγμάτων στα 595 nm
■ Κατασκευή της πρότυπης καμπύλης με βάση τις τιμές απορρόφησης των 

διάφορων συγκεντρώσεων

ΙΙ. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου- SDSPAGE 

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου πραγματοποιείται με σκοπό τον 

διαχωρισμό των πρωτεϊνών, με βάση το μοριακό τους βάρος και αποτελεί το δεύτερο 

βήμα για την ανίχνευση των επιθυμητών πρωτεϊνών. Ο ηλεκτροφορητικός 

διαχωρισμός γίνεται σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης, καθώς το πήκτωμα λειτουργεί ως 

μοριακός ηθμός καθιστώντας έτσι ευκολότερο τον διαχωρισμό των πρωτεϊνών. 

Επιπλέον, καταστέλλει τα ρεύματα που δημιουργούνται από μικρές βαθμιδώσεις της 

θερμοκρασίας, προϋπόθεση απαραίτητη για σωστό διαχωρισμό των πρωτεϊνών. Το 

μείγμα των πρωτεϊνών πρώτα διαλύεται σε διάλυμα δωδεκακυλοθειϊκού νατρίου 

(SDS), ενός ανιονικού απορρυπαντικού που αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες και τις 

φορτίζει αρνητικά. Τα ανιόντα του SDS δεσμεύονται στις πρωτεΐνες σε αναλογία ένα
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μόριο ανά 2 αμινοξέα, δημιουργώντας σύμπλοκο με φορτίο ανάλογο της μάζας της 

πρωτεΐνης (289,290). Οι πρωτεΐνες μικρότερου μοριακού βάρους μετακινούνται 

γρηγορότερα διαμέσου των πόρων του πηκτώματος, ενώ πρωτεΐνες μεγαλύτερου 

μοριακού βάρους μετακινούνται με πιο αργό ρυθμό. Ωστόσο, μία από τις πρωτεΐνες 

που μελετήθηκε στην παρούσα διπλωματική η LC3 παρουσιάζει μια ιδιαιτερότητα 

και ξεφεύγει από αυτόν τον κανόνα. Η LC3 μετά τη δημιουργία της παρουσιάζει δύο 

μορφές, την μη λιπιδιωμένη μορφή της LC3-I και την λιπιδιωμένη μορφή της LC3-II 

(συνδεδεμένη με ΡΕ). Η LCE-II μορφή παρόλο που έχει μεγαλύτερο μοριακό βάρος 

λόγω της λιπιδίωσής της, μετακινείται γρηγορότερα από την LC3-I μορφή και η 

ιδιαιτερότητα αυτή πιθανώς οφείλεται στην αύξηση της υδροφοβικότητας του μορίου 

(291)

Αποδιάταξη πρωτεϊνών

Για να είναι επιτυχής ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών με βάση το μοριακό τους βάρος 

μέσω ηλεκτροφόρησης, πρέπει προηγουμένως να πραγματοποιηθεί αποδιάταξη της 

πολύπλοκης δομής τους (τριτοταγής, τεταρτοταγής δομή). Με την αποδιάταξη τους 

οι πρωτεΐνες επιστρέφουν στην πρωτοταγή γραμμική τους διαμόρφωση. Η 

συγκέντρωση των πρωτεϊνών που χρησιμοποιήθηκε ήταν 15 μ§ ενώ για την 

αποδιάταξη τους δημιουργήθηκε διάλυμα που περιείχε:

Α. 4 μL Sample Buffer 6X: περιέχει Reducing buffer και Loading buffer 
Β. X μL πρωτεΐνης για να επιτευχθεί συγκέντρωσή 15μg 
Γ. Y μL dd H2O για τελικό όγκο Vτελ=20μL

Αποδιάταξη των πρωτεϊνών στους 95ο C για 5 λεπτά με την βοήθεια θερμικού 
κυκλοποιητή.

Διαχωρισμός πρωτεϊνών

Η ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών είναι ασυνεχής διαδικασία. Επιτελείται δηλαδή σε δύο 

διαδοχικά πηκτώματα: ένα πήκτωμα πακεταρίσματος (stacking gel) στο οποίο 

τοποθετούνται οι αποδιατεταγμένες πρωτεΐνες και το οποίο «συμπυκνώνει» τις 

πρωτεΐνες σε μία μικρή ζώνη έτσι ώστε οι πρωτεΐνες κάθε δείγματος να φθάσουν 

ταυτόχρονα στο πήκτωμα διαχωρισμού, και ένα πήκτωμα διαχωρισμού (separating 

gel) το οποίο ακολουθεί ακριβώς κάτω από το πήκτωμα πακεταρίσματος και σε αυτό 

θα γίνει ο διαχωρισμός με βάση το μοριακό βάρος.
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Α. Υλικά για την ηλεκτροφόρηση
■ Πηκτή πολυακρυλαμιδίου SDS (NuPage NovexTris -  Acetate MiniGels, 

Invitrogen)
■ Διάλυμα χρωστικής μπλέ της βρωμοφαινόλης (SampleBuffer, Invitrogen)
■ Αναγωγικό διάλυμα (Reducing buffer, Invitrogen)
■ Μάρτυρας γνωστών μοριακών βαρών πρωτεϊνών (PageRuler Plus Prestained 

Protein Ladder, Thermo Fischer Scientific)
■ Δις απεσταγμένο H2O (ddH2O)
■ Διάλυμα ηλεκτροφόρησης 1x : Μίξη 100mL διαλύματος ηλεκτροφόρησης 

10x (NuPageMES Running buffer) με 900 mL ddH2O

Β. Διαδικασία
■ Στήσιμο της ειδικής συσκευής ηλεκτροφόρησης της εταιρίας BioRad
■ Προσθήκη 600 mL Running buffer 1X τόσο στο μπροστινό όσο και στο 

οπίσθιο μέρος της συσκευής
■ Τοποθέτηση του gel πολυακρυλαμιδίου στο μεσαίο μέρος της συσκευής
■ Προσθήκη 200 mL Running buffer 1X στο μεσαίο τμήμα της συσκευής
■ Τα δείγματα όπως και ο ladder με τα γνωστά μοριακά βάρη φορτώνονται 

στο gel πολυακρυλαμιδίου. Για ευκολία στο πρώτο πηγαδάκι του gel 
πολυακρυλαμιδίου φορτώνεται ο ladder

■ Ρύθμιση της έντασης του ρεύματος στα 70 Volt για 15 λεπτά. Έναρξη της 
ηλεκτροφόρησης.

■ Μετά το πέρας των 15 λεπτών τα Volt ρυθμίζονται στα 180 για 40 λεπτά.

ΙΙΙ. Μεταφορά (transfer) των πρωτεϊνών από το gel πολυακρυλαμίδης σε μεμβράνη 
PVDF

Υλικά μεταφοράς πρωτεϊνών (transfer)

Α. Διαλύματα 
(TransferBuffer) 1L:

a. 100 ml Transfer Buffer 10X (NuPage, Invitrogen)
b. 200 ml Μεθανόλη 1% (Applichem)
c. 700 ml ddH2O

B. Υλικά
a. Μεμβράνη PVDF
b. Χαρτί τύπου Whitman
c. Ειδικά σφουγγαράκια
d. Ενισχυτικό σήματος ECL (GE Healthcare, Thermoscientfic)
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Γ. Διαδικασία
■ Στήνεται η ειδική συσκευή Trans-blot Wet Transfer Cell (BioRad)
■ Η μεμβράνη PVDF στην οποία θα μεταφερθούν οι πρωτεΐνες πρέπει πρώτα να 

ενεργοποιηθεί μέσω επώασης για 15 λεπτά σε Μεθανόλη
■ Αφού έχει ολοκληρωθεί ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών, ακολουθεί επώαση 

του gel πολυακρυλαμίδης, της μεμβράνης PVDF αλλά και των χαρτακίων 
Whittman σε Transfer Buffer για 20 λεπτά.

■ Στο ειδικό καλούπι που διαθέτει η συσκευή τοποθετούνται τα παραπάνω 
υλικά με συγκεκριμένη σειρά: Πρώτα τοποθετούνται τα σφουγγαράκια, μετά 
ένα χαρτάκι Whittman, ακολουθεί η ενεργοποιημένη μεμβράνη PVDF, το gel 
πολυακρυλαμιδίου, ακόμα ένα χαρτάκι Whittman και τέλος ένα ακόμα 
σφουγγαράκι. Η δομή αυτή προσομοιάζει τη δομή ενός sandwich.

■ Το sandwich τοποθετείται στην ειδική συσκευή που έχουμε στήσει και 
κουμπώνεται προσεκτικά

■ Ενεργοποίηση της συσκευής και ορισμός της στα 100V για 60 λεπτά με 
σκοπό την μεταφορά των πρωτεϊνών από το gel πολυακρυλαμίδης στην 
μεμβράνη PVDF

■ Μετά το πέρας του χρόνου η συσκευή ανοίγεται το sandwich 
αποσυναρμολογείται και παραλαμβάνεται προσεκτικά η μεμβράνη PVDF 
στην οποία περιμένουμε να έχουν μεταφερθεί οι πρωτεΐνες

■ Για να σιγουρευτούμε ότι έχουν μεταφερθεί οι πρωτεΐνες στην μεμβράνη 
κάνουμε χρώση με Ponseau, μια κόκκινη χρωστική που θα εμφανίσει τις 
«μπάντες» των πρωτεϊνών στην μεμβράνη. Επιπλέον συστήνεται και χρώση 
του gel με την χρωστική Coomasie για την επιβεβαίωση ότι έχουν μεταφερθεί 
οι πρωτεΐνες.

■ Ακολουθεί τριπλή πλύση της μεμβράνης με TBS-T διάλυμα για 10 λεπτά υπό 
ανάδευση

IV. Blocking της μεμβράνης PVDF για κάλυψη μη ειδικών θέσεων σύνδεσης του 
αντισωμάτων

Α. Υλικά για το blocking της μεμβράνης

Διάλυμα πλύσης TBS -T (Tris-buffered Saline, Tween) 1L:
a. 100 ml TBS 10X
b. 900 ml H2O
c. 1ml Tween20

Διάλυμα μπλοκαρίσματος μη ειδικών θέσεων σύνδεσης αντισωμάτων 5% (Blocking 
buffer)

a. 2,5 gr non fat dry milk powder
b. 50 ml TBS-T
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Β. Διαδικασία
■ Προσθήκη Blocking buffer 5% στην μεμβράνη για 60 λεπτά για κάλυψη μη 

ειδικών θέσεων σύνδεσης του αντισώματος. Μετά το πέρας των 60 λεπτών το 
Blocking buffer αφαιρείται

Other proteins Target protein
\  /  Blocking solution

x mk /
Membrane

ri

Y : Primaiy antibody

eY  : Secondary antibody
(enzyme-labeled antibody)

: Light emission or 
colorimetric change 
caused by an enzyme 
reaction

Μπλοκάρισμα της μεμβράνης για κάλυψη των μη ειδικών θέσεων σύνδεσης του αντισώματος.
Εικόνα τροποποιημένη (292)

V. Επώαση της μεμβράνης με το σετ πρωτοτοταγών-δευτεροταγών αντισωμάτων

Α. Αντισώματα
Πρωτοταγή αντισώματα Δευτεροταγή αντισώματα

Caveolin-1 Rabbit #3251, 1:1000 dilution, 
[Cell Signaling Technology]

Anti-rabbit, 1:10000,
[Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK]

LC3A/B Rabbit #4108, 1:1000 dilution, [Cell 
Signaling Technology]

Anti-rabbit, 1:10000,
[Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK]

Beclin-1 Rabbit #3495, 1:1000 dilution, [Cell 
Signaling Technology, Beclin-1]

Anti-rabbit, 1:10000,
[Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK]

PI3K-CIII Rabbit #4263, 1:1000 dilution, 
[Cell Signaling Technology]

Anti-rabbit, 1:10000,
[Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK]

ATG5 Rabbit #12994, 1:1000 dilution, 
[Cell Signaling Technology]

Anti-rabbit, 1:10000,
[Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK]

ATG13 Rabbit #13468, 1:1000 dilution, [Cell 
Signaling Technology]

Anti-rabbit, 1:10000,
[Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK]

β-actin Mouse, 1:3000 dilution, 
[Santa Cruz Biotechnology Inc]

Αnti-mouse #BA1050-1, 1:10000 dilution 
[Boster, CA, USA]

Β. Διάλυμα διάλυσης του εκάστοτε αντισώματος
Τα αντισώματα για τις πρωτεΐνες LC3-I/II, Cav-1, β-ακτίνη, ΡΙ3Κ, ATG13, ULK1, 
ATG5, BECLIN-1 διαλύθηκαν (το καθένα ξεχωριστά) σε blocking buffer 5% non fat 
dry milk powder-TBS-T.
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Γ. Διαδικασία
■ Επώαση της μεμβράνης με το πρωτοταγές αντίσωμα το οποίο έχει 

προηγουμένως διαλυθεί στο κατάλληλο blocking buffer, στους 4°C, 
ολονύκτια υπό ανάδευση

■ Τριπλή πλύση της μεμβράνης με TBS-T διάλυμα για 10 λεπτά υπό ανάδευση
■ Επώαση με το δευτεροταγές αντίσωμα για 60 λεπτά, υπό ανάδευση και σε 

θερμοκρασία δωματίου
■ Τριπλή πλύση της μεμβράνης με TBS-T διάλυμα για 10 λεπτά υπό ανάδευση

Δέσμευση πρωτοταγούς και δευτεροταγούς αντισώματος (292)

VI. Αποτύπωση του σήματος των αντισωμάτων

Το τελικό βήμα αποτελεί η αποτύπωση του σήματος των αντισωμάτων μέσω 

αυτοραδιογραφίας. Για τον σκοπό αυτό η μεμβράνη επωάζεται σε ενισχυτικό 

σήματος (ECL) για 3 λεπτά, το οποίο απομακρύνεται στη συνέχεια με διηθητικό 

χαρτί. Ακολούθως η μεμβράνη μεταφέρεται σε ειδικό μηχάνημα (UVITEC Alliance) 

το οποίο μέσω ηλεκτρονικού υπολογιστή θα μας δώσει το σήμα των αντισωμάτων.

Substrate

Προσθήκη διαλύματος που περιέχει το υπόστρωμα στο οποίο θα δράσει το ένζυμο που είναι 
συζευγμένο με το δευτεροταγές αντίσωμα. Η αντίδραση αυτή παράγει φως το οποίο ανιχνεύεται με 
ειδικό μηχάνημα (292)

Β.9 Στατιστική επεξεργασία
Για την ανάλυση των δεδομένων έγινε χρήση του λογισμικού SPPS 24. Η στατιστική 
σημασία προσδιορίστηκε χρησιμοποιώντας την δοκιμασία Student-t-test. Για όλες τις 
συγκρίσεις, οι τιμές p μικρότερες από 0,05 θεωρήθηκαν στατιστικά σημαντικές και η 
σημαντικότητα στα γραφήματα επισημαίνεται με το σύμβολο # (#=p < 0.05; ##=p < 
0.01; ###=p < 0.001, ####=p<0.0001) όταν η σύγκριση έγινε μεταξύ νεαρών και 
γηρασμένων κυττάρων ή με αστερίσκους (*=p < 0.05; **=p < 0.01; ***=p < 0.001, 
****=p<0.0001), όταν η σύγκριση έγινε μεταξύ κάθε χρονικού σημείου έναντι της 
συνθήκης NT. Τα αποτελέσματα αναφέρονται ως ο μέσος όρος ± τυπικό σφάλμα 
(μέσος όρος ± S.E).
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Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
Γ.1 Αύξηση πρωτεϊνικών επιπέδων καβεολίνηις-Ι στην πρόωρα επαγόμενη γήρανση SIPS

Αρχικά, προκειμένου να διαπιστωθεί αν όντως έχει επαχθεί πρόωρα η κυτταρική γήρανση 

σε νεαρά κύτταρα (p6) στα οποία έγινε επίδραση με Η2Ο2 για δύο ώρες και έχουν 

αναδιπλασιαστεί δύο φορές (δεξιά εικόνα), πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός της 

δραστηριότητας του ενζύμου β-γαλακτοσιδάση. Τα αποτελέσματα συγκρίνονται με νεαρά 

κύτταρα στα οποία δεν έχει γίνει κάποια επίδραση (αριστερή εικόνα).

Νεαρά κύτταρα Κύτταρα SIPS p2

Εικόνα 1: Χρώση SA-b-Gal σε νεαρά (αριστερή εικόνα) και πρόωρα γηρασμένα κύτταρα 
μετά από δύο ανακαλλιέργειες (δεξιά εικόνα).

% κυττάρων θετικών για χρώση x-gal

Διάγραμμα 1: Υπολογισμός ποσοστού κυττάρων θετικών για χρώση β-γαλακτοσιδάσης σε 
νεαρά κύτταρα και κύτταρα που έχει επέλθει γήρανση SIPS μετά τον δεύτερο 
αναδιπλασιασμό (p2). Οι τιμές p value που εμφανίζονται είναι οι μέσοι όροι ± S.E. ****p < 
0.0001 σε σχέση με νεαρά κύτταρα.
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Παρατηρούμε ότι:

■ Στην πλειοψηφία των νεαρών κυττάρων δεν ανιχνεύεται δραστικότητα της β- 
γαλακτοσιδάσης και επομένως ο πληθυσμός χαρακτηρίζεται ως μη 
γηρασμένος (εικόνα 1)

■ Αντίθετα σε κύτταρα που εφαρμόστηκε Η2Ο2 παρατηρείται αυξημένο 
ποσοστό κυττάρων θετικών σε χρώση β-γαλακτοσιδάσης. Παρατηρείται 
επίσης η χαρακτηριστική πεπλατυσμένη μορφολογία και το ακανόνιστο 
σχήμα που έχουν λάβει τα θετικά σε χρώση β-γαλακτοσιδάσης κύτταρα. 
Επομένως έχει επαχθεί επιτυχώς η γήρανση.

■ Οι παρατηρήσεις αυτές επιβεβαιώνονται και από την στατιστική επεξεργασία 
των αποτελεσμάτων στο Διάγραμμα 1 όπου το ποσοστό των θετικών για 
χρώση β-γαλακτοσιδάσης, και επομένως γηρασμένων κυττάρων, είναι της 
τάξης του 90,66 ± 5,5 %, στα κύτταρα που εφαρμόστηκε οξειδωτικό στρες.

Ακολούθησε αξιολόγηση των πρωτεϊνικών επιπέδων της καβεολίνης-1 στα νεαρά και 
στα πρόωρα γηρασμένα κύτταρα που είχαν αναδιπλασιαστεί δύο φορές.

Νεαρά SIPS p2

Cav-1

Actin

21KDa

45KDa

Εικόνα 2: Ανοσοαποτύπωση κατά Western που απεικονίζει τα επίπεδα καβεολίνης-1 (21KDa) σε 
νεαρά και γηρασμένα (SIPS p2) κύτταρα. Ως loading κοντρόλ χρησιμοποιήθηκε η β-ακτίνη (45KDa)

Πρωτεϊνικά επίπεδα Cav-1

Νεαρά SIPS p2

Διάγραμμα 2: Σχετική ποσοτικοποίηση των επιπέδων της καβεολίνης-1 σε νεαρά και γηρασμένα 
κύτταρα (SIPS p2). Χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό πρόγραμμα ImageJ και ως Loading control για 
την σχετική ποσοτικοποίηση χρησιμοποιήθηκε η β-ακτίνη. Οι τιμές αποτελούν μέσο όρο ± S.E. *p <
0.05 σε σχέση με τα νεαρά WJ-MSCs.
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Παρατηρούμε ότι:

■ Τα πρωτεϊνικά επίπεδα καβεολίνης-1 αυξάνονται σημαντικά στα γηρασμένα 

SIPS p2 κύτταρα σε σχέση με τα νεαρά (Εικόνα 2, Διάγραμμα 2).

Τα αποτελέσματα αυτά αποτελούν ένδειξη της σημασίας της αύξησης των 

επιπέδων της καβεολίνης-1 για την εγκαθίδρυση της πρόωρης κυτταρικής 

γήρανσης SIPS.

Γ.2 Η αίτηση m e καβεολίνης-1 οδηγεί σε αδυναμία επιδιόρθωσης των 
δίκλωνων ρήξεων στο DNA που προκαλεί το οξειδωτικό στρες

Αρχικά έγινε αξιολόγηση της αποτελεσματικότητας της σίγησης της καβεολίνης-1. 
Η σύγκριση γίνεται με το siCTRL.

Εικόνα 3: Ανοσοαποτύπωση Western για την πρωτεΐνη καβεολίνη-1 (21Κϋα) σε 
κύτταρα που χρησιμοποιήθηκε siRNA για την σίγηση της έκφρασης της (siCAV-1) 
και σε κύτταρα που χρησιμοποιήθηκε control siRNA (siCTRL). Χρησιμοποιήθηκε η 
β-ακτίνη ως loading control.

Πρωτεϊνικά επίπεδα καβεολίνης-1

ί||

Διάγραμμα 3: Ποσοτικοποίηση πρωτεϊνικών επιπέδων καβεολίνης-1 κυττάρων με 
επίδραση siRNA για την σίγηση της έκφρασης της (siCAV-1) σε σχέση με κύτταρα 
υπό επίδραση control siRNA (siCTRL). Οι τιμές αποτελούν μέσο όρο ± S.E. *** p < 
0.001 σε σχέση με νεαρά WJ-MSCs που έγινε επίδραση με siCTRL. 
Χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό Image J.
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Παρατηρούμε ότι:

■ Τα επίπεδα καβεολίνης-1 μειώθηκαν επιτυχώς μετά από σίγηση της μέσω 
siRNA για τρεις ημέρες και αυτή η μείωση είναι της τάξης του 80% 
(Διάγραμμα 3)

Αφού επιβεβαιώθηκε η αποτελεσματικότητα της σίγησης της έκφρασης της 
καβεολίνης-1, ακολούθησε η αξιολόγηση της ικανότητας επιδιόρθωσης βλαβών 
στο DNA μετά από επίδραση Η2Ο2 σε νεαρά κύτταρα χωρίς καβεολίνη-1. Η 
ανίχνευση δίκλωνων ρήξεων στο DNA αξιολογήθηκε μέσω ανοσοφθορισμού με 
χρήση πρωτοταγούς (και κατάλληλου δευτεροταγούς) αντισώματος έναντι της 
πρωτεΐνης 53ΒΡ1 η οποία εντοπίζεται στην περιοχή των δίκλωνων ρήξεων στο 
DNA.

siCTRL

siCTRL 
+ 11202. 

1 h ivc

siCTRL 
+ 11202, 
24 h tvc

DAPI 53BPI Cav-1 Ylcige

siCav-1

siCav-1 
+ 11202. 

1 li ivc

siCav-1 
+ 11202, 
24 h ivc

Εικόνα 4: Χαρακτηριστικές εικόνες από μικροσκόπιο φθορισμού. Απεικονίζεται η έκφραση 
καβεολίνης-1 (κόκκινο χρώμα) σε νεαρά κύτταρα στα οποία είτε είχε επαχθεί σίγηση της 
έκφρασης της καβεολίνης-1 (siCav-1) είτε όχι (siCTRL) και η ικανότητα επιδιόρθωσης βλαβών 
μετά από 1ώρα (1h Rec) ή 24 ώρες (24h Rec) από την επίδραση με Η2Ο2. Οι δίκλωνες ρήξεις 
στην αλυσίδα του DNA απεικονίζονται ως εστίες της πρωτεΐνης 53ΒΡ1 (πράσινο χρώμα) ενώ οι 
πυρήνες έχουν βαφεί με την χρωστική DAPI (μπλε χρώμα).Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
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Βλάβες στο DNA λόγω οξειδωτικού στρες

NT 1Η 24Η
recovery time

■  si CTRL 
siCav-1

Διάγραμα 4: Υπολογισμός ποσοστού κυττάρων με εστίες 53ΒΡ1 σε φυσιολογικές συνθήκες 
(NT), μετά από 1 ώρα (1H) και μετά από 24 ώρες από την επίδραση με Η2Ο2 (24H). Στα 
κύτταρα έχει γίνει επίδραση με siRNA για την καβεολίνη-1 (siRNA) είτε με control siRNA 
(siCTRL). Οι τιμές που απεικονίζονται είναι οι μέσοι όροι ± S.E. ## p < 0.01 και ### p < 
0.001 ως προς τα siCTRL νεαρά κύτταρα και ** p < 0.01 and **** p <0.0001 ως προς την 
ΝΤ κατάσταση. Οι τιμές p-value υπολογίστηκαν με χρήση της δοκιμασίας Student t-test.

Παρατηρούμε ότι:

■ Στα κύτταρα που εφαρμόστηκε siCTRL τα επίπεδα 53ΒΡ1 εστιών αυξάνονται 
δραματικά 1 ώρα μετά την επίδραση με Η2Ο2 και επανέρχονται σε χαμηλά 
σχετικά επίπεδα 24 ώρες μετά από την επίδραση Η2Ο2 (Εικόνα 4), 
(Διάγραμμα 4)

■ Αντίθετα, στα κύτταρα που δεν εκφράζουν την καβεολίνη-1 (siCav-1) τα 
επίπεδα εστιών 53ΒΡ1 είναι υψηλοτέρα ακόμα και πριν την επίδραση με 
Η2Ο2, αυξάνονται 1 ώρα μετά (92,33 ± 3,05 %) και παραμένουν πολύ υψηλά 
ακόμα και 24 ώρες μετά την επίδραση Η2Ο2 (91 ± 1  %). (Εικόνα 4), 
(Διάγραμμα 4)

Φαίνεται πως η καβεολίνη-1 είναι υψηλής σημασίας πρωτεΐνη για την 

απόκριση των WJ-MSCs στο οξειδωτικό στρες, και συγκεκριμένα στο Η2Ο2. 

Επιπλέον, καταλαβαίνουμε ότι η δράση της καβεολίνης-1 στην απόκριση στο 

οξειδωτικό στρες εντοπίζεται στον μηχανισμό απόκρισης στις βλάβες του 

DNA (DDR) καθώς η απορρύθμιση της έκφρασης της μειώνει δραματικά την
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ικανότητα των κυττάρων WJ-MSCs να επιδιορθώνουν τις δίκλωνες ρήξεις 

στην αλυσίδα του DNA που προκαλεί σε αυτά το οξειδωτικό στρες.

Γ.3 Η αίτηση m e καβεολίνης-1 εμπλέκεται στην εγκαθίδρυση πρόωρης
κυτταρικής γήρανσης

Έχοντας διαπιστώσει ότι η καβεολίνη-1 είναι απαραίτητη για την απόκριση στο 

οξειδωτικό στρες μέσω της συμμετοχής της στον μηχανισμό επιδιόρθωσης βλαβών 

στο DNA, στη συνέχεια μελετήσαμε αν η απορρύθμιση της έκφρασής της συμβάλλει 

στην εγκαθίδρυση της πρόωρης γήρανσης επαγόμενης από οξειδωτικό στρες λόγω 

συσσώρευσης βλαβών. Για τον λόγο αυτό, νεαρά κύτταρα στα οποία έγινε σίγηση της 

έκφρασης της καβεολίνης-1 υποβλήθηκαν σε παρατεταμένη επίδραση με Η2Ο2 με 

σκοπό την αξιολόγηση επαγωγής SIPS. Η αξιολόγηση έγινε με την ανίχνευση 

δραστηριότητας του ενζύμου β-γαλακτοσιδάση όπως περιγράφηκε και παραπάνω και 

πραγματοποιήθηκε σύγκριση με νεαρά κύτταρα, με κύτταρα που είχαν υποστεί μόνο 

σίγηση καβεολίνης-1 και με κύτταρα που είχαν υποστεί μόνο πρόωρη γήρανση μέσω 

οξειδωτικού στρες.

Νεαρά κύτταρα siCav-1

Εικόνα 5: Αξιολόγηση της δραστηριότητας β-γαλακτοσιδάση με προσθήκη X-gal σε νεαρά 
κύτταρα (νεαρά), σε κύτταρα που έχει επαχθεί πρόωρα η γήρανση μέσω Η2Ο2 και έχουν

[71]

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
13/06/2024 05:15:56 EEST - 3.129.218.153



αναδιπλασιαστεί μία φορά (SIPS p1), σε κύτταρα με σίγηση της έκφρασης της καβεολίνης-1 
(siCav-1) και σε κύτταρα με πρόωρα επαγόμενη γήρανση και ταυτόχρονη σίγηση της 
καβεολίνης-1 (siCav-1+ SIPS p1).

% κυττάρων θετικών σε χρώση x-gal

Νεαρά SIPS pi siCav-1 siCav-1 + SIPS pi

Διάγραμμα 5: Υπολογισμός ποσοστού κυττάρων θετικών για χρώση SA^-gal σε νεαρά, SIPS 
p1, siCav-1 και siCav-1+SIPS p1 WJ-MSCs. Οι P values που απεικονίζονται έχουν προκύψει 
από τον μέσο όρο ± S.E. ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001 σε σχέση με τα νεαρά 
κύτταρα. Ο υπολογισμός έγινε με χρήση του Student t-test.

Παρατηρήσεις:

■ Το ποσοστό των κυττάρων που είναι θετικά στη χρώση με SA-P-gal στα 
κύτταρα SIPS pi είναι 54,3 ± 5,95%, πολύ παραπάνω σε σχέση με τα νεαρά 
κύτταρα, επομένως έχει επαχθεί επιτυχώς η γήρανση.

■ Το ποσοστό των θετικών σε χρώση με SA-P-gal κυττάρων στις περιπτώσεις 
που έγινε σίγηση της καβεολίνης-1 είναι 31 ± 4,39 %, αυξημένο δηλαδή σε 
σχέση με τα νεαρά κύτταρα. Παρατηρούμε δηλαδή ότι η σίγηση της 
καβεολίνης-1 είναι ικανή να επάγει την πρόωρη γήρανση στα κύτταρα.

■ Σε κύτταρα που έγινε σίγηση της έκφρασης της καβεολίνης-1 και επαγωγή 
πρόωρης γήρανσης με H2O2 το ποσοστό θετικών σε χρώση με SA^-gal 
κυττάρων εκτινάσσεται στο 82,5 ± 6,08 %.

Είναι εμφανές ότι η σίγηση της καβεολίνης-1 οδηγεί σε ενίσχυση της 
εγκαθίδρυσης πρόωρης γήρανσης, πιθανώς μέσω του ρόλου που παίζει στην 
απόκριση στις βλάβες στο DNA που προκαλεί το οξειδωτικό στρες που 
παρατηρήσαμε νωρίτερα.
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Γ.4 Η αίτηση m e καβεολίνης-1 επάγει την πρόωρη γήρανση μέσω ενεργοποίησης
της αυτοφαγίας

Δεδομένης της σχέσης της αυτοφαγικής διαδικασίας με την κυτταρική γήρανση αλλά 

και της σχέσης της καβεολίνης-1 με την αυτοφαγία στην συνέχεια επιχειρήσαμε να 

δούμε αν υπάρχει κάποια συνεργασία αυτών των δύο στο πλαίσιο της πρόωρα 

επαγόμενης γήρανσης. Για τον σκοπό αυτό, αρχικά έγινε σίγηση της έκφρασης του 

μορίου της αυτοφαγίας ATG5 αλλά και της καβεολίνης-1 σε νεαρά κύτταρα στα 

οποία στην συνέχεια αξιολογήσαμε την δραστηριότητα της SA^-gal για να 

μελετήσουμε την σχέση της αυτοφαγίας και της καβεολίνης-1 στο πλαίσιο της 

γήρανσης. Ο λόγος που επιλέχθηκε το ATG5 είναι λόγω της άμεσης αλληλεπίδρασης 

με την καβεολίνη-1 που φαίνεται από την βιβλιογραφία πως έχει (268).

siCTRL siAtg5

Atg5

Actin

55KDa

45KDa

Εικόνα 7: Ανοσοαποτύπωμα κατά Western των πρωτεϊνικών επιπέδων του ATG5 (55KDa) 
μετά από σίγηση της έκφρασης του (siAtg5) και σε συνθήκες control (siCTRL). Ως loading 
control χρησιμοποιήθηκε η β-ακτίνη (45KDa).

Πρωτεϊνικά επίπεδα ATG5

siCTRL 

siAtgS ·

0 OJ 04 04 04 I U

Διάγραμμα 7: Απεικόνιση πρωτεϊνικών επιπέδων του Atg5 σε νεαρά WJ-MSCs μετά από 
σίγηση της έκφρασης του (siAtg5) και σε συνθήκες κοντρόλ (siCTRL). Η ποσοτικοποίηση 
έγινε με βάση την πυκνότητα των μπαντών στην ανοσοαποτύπωση κατά Western με χρήση 
του λογισμικού Image j . Οι p values που απεικονίζονται έχουν προκύψει από τον μέσο όρο ± 
S.E. *** p < 0.001 σε σχέση με τα νεαρά κύτταρα υπό συνθήκες κοντρόλ (siCTRL).
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siCTRL siAtgS

P P M
/pPrpi

siC av-1 siCav-1 + siAtgS

Εικόνα 8: Αξιολόγηση της δραστηριότητας SA^-gal σε νεαρά κύτταρα στα οποία έγινε 
σίγηση της καβεολίνης-1 (siCav-1), σίγηση του ATG5 και σίγηση της καβεολίνης-1 
ταυτόχρονα με το ATG5 (siCav-1+ siAtg5).

% κυττάρων θετικών σε χρώση x-gal

Διάγραμμα 8: Υπολογισμός ποσοστού κυττάρων θετικών για χρώση SA^-gal σε νεαρά κύτταρα 
υπό σίγηση έκφρασης της καβεολίνης-1 (siCav-1), σίγηση έκφρασης του Atg5 και υπό σίγηση 
έκφρασης της καβεολίνης-1 ταυτόχρονα με το ATG5 (siCav-1+siAtg5). Οι p values που 
απεικονίζονται έχουν προκύψει από τον μέσο όρο ± S.E. ** p < 0.01, *** p < 0.001 σε σχέση με την 
συνθήκη siCav-1.
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■ Η σίγηση του ATG5 είναι επιτυχής καθώς η έκφραση της πρωτεΐνης έχει 
μειωθεί (Εικόνα 7) και η μείωση αυτή είναι της τάξεως του 80%. (Διάγραμμα
7)

■ Υπάρχει σημαντική μείωση στα επίπεδα γηρασμένων κυττάρων στα κύτταρα 
με διπλή σίγηση και των δύο μορίων (καβεολίνη-1 και ATG5) σε σχέση με τα 
κύτταρα που έγινε μόνο σίγηση της έκφρασης της καβεολίνης-1 ή μόνο 
σίγηση της έκφρασης του ATG5. (Εικόνα 8), (Διάγραμμα 8)
Επομένως, η σίγηση της καβεολίνης-1 οδηγεί σε επαγόμενη από στρες 
πρόωρη κυτταρική γήρανση με έναν τρόπο που εξαρτάται από την αυτοφαγία.

Γ.5 Η αύξηση των επιπέδων καβεολίνης-1 σε αναδιπλασιαστικά τηρασμένα 
κύτταρα πιθανώς οφείλεται νια την απορρύθμιση της αυτοφαγικής τους 
απόκρισή

Με σκοπό μια πιο γενική εικόνα για τον ρόλο της αυτοφαγίας και της καβεολίνης -1 

στην κυτταρική γήρανση ακολούθησε διερεύνηση των πρωτεϊνικών επιπέδων πολλών 

αυτοφαγικών μορίων σε νεαρά (early passage) και αναδιπλασιαστικά γηρασμένα 

κύτταρα (late passage) υπό φυσιολογικές συνθήκες, υπό σίγηση καβεολίνης-1, υπό 

έλλειψη θρεπτικών συστατικών αλλά και σε συνδυασμό αυτών των δύο συνθηκών.

Εικόνα 9: Ανοσοαποτύπωμα κατά Western στο οποίο φαίνονται τα πρωτεϊνικά επίπεδα των 
μορίων ATG13, PI3K-CIII, BECLIN-1, ATG5, LC3-I/II, Cav-1 σε early και late passage 
βλαστοκύτταρα WJ-MSCs σε φυσιολογικές συνθήκες (ΝΤ), υπό έλλειψη θρεπτικών 
συστατικών (STRV), υπό σίγηση καβεολίνης-1 (siCav-1) και υπό συνδυασμό σίγησης 
καβεολίνης-1 και έλλειψης θρεπτικών συστατικών (STRV+siCav-1). Ως loading control 
χρησιμοποιήθηκε η β-ακτίνη. [75]
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Παρατηρήσεις:

■ Σε νεαρά κύτταρα (early passage) η έλλειψη θρεπτικών συστατικών από το 

μέσο καλλιέργειας (Starvation) οδήγησε σε αύξηση της αυτοφαγικής ροής σε 

σχέση με την κατάσταση Νο Τreatment (NT). Αυτό είναι εμφανές από την 

αύξηση στα επίπεδα των πρωτεϊνών ATG13, PI3K-CIII, BECLIN-1, ATG5, 

οι οποίες εμπλέκονται στην δημιουργία των αυτοφαγοσωμάτων αλλά και στην 

αύξηση τόσο της LC3-I όσο και της LC3-H μορφής. Η τελευταία αποτελεί 

άλλωστε και δείκτη δημιουργίας ώριμων αυτοφαγοσωμάτων (213). Η σίγηση 

της καβεολίνης-1 (siCav-1) στα νεαρά κύτταρα οδήγησε σε μεγαλύτερη 

αύξηση της αυτοφαγικής ροής όπως αποδεικνύεται από τα αυξημένα επίπεδα 

των περισσότερων πρωτεϊνών της αυτοφαγίας σε σχέση με την ΝΤ κατάσταση 

αλλά και σε σχέση με την έλλειψη θρεπτικών. Ο συνδυασμός της σίγησης της 

έκφρασης καβεολίνης-1 και της έλλειψης θρεπτικών συστατικών οδήγησε σε 

αθροιστική αύξηση της αυτοφαγικής ροής στα νεαρά κύτταρα σε σχέση τόσο 

με την σκέτη σίγηση της καβεολίνης-1 όσο και με την σκέτη έλλειψη 

θρεπτικών (Εικόνα 9).

■ Στα αναδιπλασιαστικά γηρασμένα κύτταρα (late passage) σε κατάσταση ΝΤ 

παρατηρούμε αρχικά αυξημένα επίπεδα καβεολίνης-1 σε σχέση με τα νεαρά 

κύτταρα. Η έλλειψη θρεπτικών συστατικών οδηγεί σε οριακή αύξηση της 

αυτοφαγικής ροής σε σχέση με την ΝΤ κατάσταση, ενώ παρατηρούνται και 

πάλι αυξημένα επίπεδα καβεολίνης-1. Η σίγηση της καβεολίνης-1 επάγει 

οριακή αύξηση της αυτοφαγίας η οποία είναι λίγο μεγαλύτερη όταν 

συνδυάζεται και με την έλλειψη θρεπτικών (Εικόνα 9).

■ Ωστόσο, στα γηρασμένα κύτταρα συνολικά παρατηρείται μια απορρύθμιση 

της αυτοφαγικής απόκρισης σε σχέση με τα νεαρά κύτταρα. Αυτό είναι 

εμφανές από τα μειωμένα αυτοφαγικά επίπεδα που παρατηρούνται σε 

γηρασμένα κύτταρα υπό φυσιολογικές συνθήκες σε σχέση με τα νεαρά 

κύτταρα, αλλά και από την αδυναμία ισχυρής ενεργοποίησης της αυτοφαγικής 

ροής υπό το στρες της στέρησης θρεπτικών συστατικών σε σχέση με τα νεαρά 

κύτταρα. Η απορρύθμιση αυτή πιθανώς σχετίζεται με τα αυξημένα επίπεδα 

καβεολίνης-1 που παρατηρούνται στα γηρασμένα κύτταρα (Εικόνα 9).
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Δ. Συ»περάσ»ατα-Συζήτηση

Με σκοπό την αποσαφήνιση των βιολογικών μορίων και διεργασιών που ρυθμίζουν 

την κυτταρική γήρανση των μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων, στην παρούσα 

διπλωματική εργασία εστιάσαμε στην πρωτεΐνη καβεολίνη-1 και στην αυτοφαγική 

διαδικασία. Τόσο η καβεολίνη-1 όσο και η αυτοφαγία χαρακτηρίζονται ως 

πλειοτροπικοί ρυθμιστές της κυτταρικής γήρανσης λόγω της δράσης του ως 

επαγωγείς αλλά και ως αναστολείς της (5,242,247). Επιπλέον, πρόσφατες μελέτες 

δείχνουν μια ξεκάθαρη αλληλεπίδραση μεταξύ της καβεολίνης-1 και πολλών μορίων 

της αυτοφαγίας (23,268,274). Τα παραπάνω δεδομένα μας οδήγησαν στην 

διερεύνηση της σχέσης μεταξύ καβεολίνης-1 και της αυτοφαγικής διαδικασίας στο 

πλαίσιο της κυτταρικής γήρανσης των μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων 

προερχόμενων από τη γέλη του Wharton (WJ-MSCs).

Η σχέση της καβεολίνης-1 με την κυτταρική γήρανση έχει διερευνηθεί τόσο από 

προηγούμενες μελέτες του εργαστηρίου όσο και από άλλους ερευνητές. Στο πλαίσιο 

πρόσφατης μελέτη του εργαστηρίου (98), διαπιστώθηκε ότι τα επίπεδα καβεολίνης-1 

είναι υψηλά σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα τα οποία θεωρούνται από την 

βιβλιογραφία και από εμάς ως γηρασμένα λόγω στρες κύτταρα (281,293). Στην ίδια 

μελέτη δείχθηκε ότι η σωστή ρύθμιση της αύξησης και του υποκυτταρικού 

εντοπισμού της καβεολίνης-1 σε χονδροκύτταρα, είναι καίριας σημασίας για την 

αντιμετώπιση των δίκλωνων ρήξεων στο DNA που προκαλεί το οξειδωτικό στρες 

(98), ενώ άλλες μελέτες υποστηρίζουν ότι τα επίπεδα καβεολίνης-1 μειώνονται ως 

απόκριση στο οξειδωτικό στρες (93).

Επομένως, αρχικά επιχειρήσαμε να αποσαφηνίσουμε τον ρόλο της καβεολίνης-1 στην 

ρύθμιση της πρόωρης κυτταρικής γήρανσης βλαστοκυττάρων WJ-MSCs. Έτσι, σε 

early passage κύτταρα εφαρμόστηκαν υπο-θανατηφόρες συγκεντρώσεις οξειδωτικού 

στρες, οι οποίες είναι γνωστό ότι επάγουν πρόωρα την κυτταρική γήρανση τόσο σε 

μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα (294) όσο και σε άλλα είδη κυττάρων (295), και 

αξιολογήθηκαν τα πρωτεϊνικά επίπεδα καβεολίνης-1. Ανοσοαποτύπωση κατά 

Western έδειξε αυξημένα επίπεδα καβεολίνης-1 σε πρόωρα γηρασμένα λόγω 

οξειδωτικού στρες WJ-MSCs σε σχέση με τα control (νεαρά) WJ-MSCs. Τα 

συγκεκριμένα αποτελέσματα αποτελούν ενδείξεις ότι η αύξηση της καβεολίνης-1 

εμπλέκεται στην εγκαθίδρυση ενός πρόωρα γηρασμένου φαινοτύπου σε WJ-MSCs, 

γεγονός που συμφωνεί με αποτελέσματα μελετών σε άλλα είδη κυττάρων (295). Το 

οξειδωτικό στρες δρα προκαλώντας βλάβες στο DNA τις οποίες όταν το κύτταρο
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αδυνατεί να επιδιορθώσει οδηγείται σε πρόωρη γήρανση (87,294). Προηγούμενη 

μελέτη του εργαστηρίου σε χονδροκύτταρα έδειξε ότι υπό έκθεση σε οξειδωτικό 

στρες η έκφραση της καβεολίνης-1 αυξάνεται και ακολουθεί μετατόπιση της στον 

πυρήνα, η οποία συμπίπτει με την επιδιόρθωση των δίκλωνων ρήξεων στην αλυσίδα 

του DNA που προκαλεί το οξειδωτικό στρες, ενώ σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα 

η ικανότητα αύξησης της καβεολίνης-1 ως απόκριση στο οξειδωτικό στρες χάνεται 

ενώ εντοπίζεται στον πυρήνα ακόμα και σε φυσιολογική κατάσταση. Ως αποτέλεσμα, 

οι δίκλωνες ρήξεις στην αλυσίδα του DNA παραμένουν σε μεγάλο βαθμό χωρίς 

επιδιόρθωση οδηγώντας έτσι στην εγκαθίδρυση του πρόωρα γηρασμένου φαινοτύπου 

τους (98). Επομένως, υπάρχουν ενδείξεις για την συμμετοχή της καβεολίνης-1 στον 

μηχανισμό επιδιόρθωσης βλαβών στο DNA σε χονδροκύτταρα (98). Έτσι, σε 

επόμενο στάδιο επιχειρήσαμε να διερευνήσουμε αν η καβεολίνη-1 εμπλέκεται στον 

μηχανισμό επιδιόρθωσης βλαβών και σε WJ-MSCs. Πραγματοποιήθηκε σίγηση της 

έκφρασης της καβεολίνης-1 σε νεαρά κύτταρα με την τεχνολογία της RNA 

παρεμβολής, εφαρμογή οξειδωτικού στρες για σύντομο χρονικό διάστημα και 

αξιολόγηση της ικανότητας επιδιόρθωσης δίκλωνων ρήξεων στην αλυσίδα του DNA 

στα κύτταρα αυτά σε σχέση με κύτταρα με φυσιολογική έκφραση καβεολίνης-1. 

Παρατηρήσαμε ότι υπό σίγηση της καβεολίνης-1 δεν ήταν δυνατή η επιδιόρθωση των 

δίκλωνων ρήξεων στην αλυσίδα του DNA, καθώς στον πυρήνα των κυττάρων αυτών 

εντοπίστηκαν εστίες της p53 συνδεόμενης πρωτεΐνης (53ΒΡ1) ακόμα και 24 ώρες 

μετά την επίδραση με υπεροξείδιο του υδρογόνου. Αντίθετα, στα κύτταρα με 

φυσιολογική έκφραση καβεολίνης-1 παρατηρήθηκε αύξηση των βλαβών στο DΝΑ 1 

ώρα μετά την επίδραση υπεροξειδίου του υδρογόνου αλλά 24 ώρες μετά την 

επίδραση η πλειοψηφία είχε επιδιορθωθεί. Τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώνουν την 

συμμετοχή της καβεολίνης-1 στον μηχανισμό απόκρισης σε βλάβες στο DNA σε WJ- 

MSCs, και οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η μείωση της έκφρασής της οδηγεί σε 

συσσώρευση βλαβών. Έχοντας αποσαφηνίσει την αύξηση των επιπέδων καβεολίνης- 

1 σε πρόωρα γηρασμένα WJ-MSCs αλλά και την σημασία της καβεολίνης-1 για την 

απόκριση του κυττάρου σε γενοτοξικές βλάβες, στη συνέχεια θελήσαμε να 

διερευνήσουμε αν η απορρύθμιση της καβεολίνης-1 εμπλέκεται στην επαγωγή 

πρόωρης γήρανσης λόγω συσσώρευσης βλαβών. Έτσι, πραγματοποιήθηκε σίγηση της 

έκφρασης της καβεολίνης-1 σε νεαρά WJ-MSCs και παρατεταμένη εφαρμογή υπο- 

θανατηφόρων συγκεντρώσεων υπεροξειδίου του υδρογόνου. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι και μόνο η σίγηση της έκφρασης της καβεολίνης-1 προκαλεί αύξηση στο
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ποσοστό των πρόωρα γηρασμένων κυττάρων. Επιπλέον, ο συνδυασμός εφαρμογής 

οξειδωτικού στρες και σίγησης της καβεολίνης-1 επέφερε πολύ μεγαλύτερη αύξηση 

στα ποσοστά πρόωρα γηρασμένων κυττάρων σε σχέση με την εφαρμογή της κάθε 

συνθήκης ξεχωριστά. Από αυτές τις παρατηρήσεις συμπεραίνουμε ότι η σίγηση της 

έκφρασης της καβεολίνης-1 οδηγεί σε πρόωρη κυτταρική γήρανση τα WJ-MSCs 

πιθανώς ως αποτέλεσμα της μη επιδιόρθωσης βλαβών στο DNA λόγω οξειδωτικού 

στρες, με σκοπό την αναστολή πολλαπλασιασμού τους για την αποφυγή της 

γενετικής αστάθειας και των αρνητικών συνεπειών της. Τα αποτελέσματα αυτά 

συμφωνούν με μελέτες που υποστηρίζουν ότι η καβεολίνη-1 δρα ανασταλτικά στην 

κυτταρική γήρανση (65,194,195) παρέχοντας παράλληλα και νέες πληροφορίες για 

αυτόν τον ρόλο της σε WJ-MSCs ο οποίος σχετίζεται με τον μηχανισμό απόκρισης σε 

γενοτοξικές βλάβες, ενώ έρχονται σε αντίθεση με μελέτες που υποστηρίζουν ότι η 

σίγηση της καβεολίνης-1 επαναφέρει τον μορφολογικά νεαρό φαινότυπο σε 

γηρασμένους ανθρώπινους ινοβλάστες δρώντας ανασταλτικά στην γήρανση (296). Σε 

αυτό το σημείο γίνεται εμφανής η πλειοτροπική δράση της καβεολίνης-1 στην 

κυτταρική γήρανση, καθώς σε πρόωρα γηρασμένα WJ-MSCs παρατηρείται αύξηση 

των επιπέδων της, ενώ η μείωση της έκφρασης της καβεολίνης-1 ευθύνεται για την 

πρόωρη επαγωγή της κυτταρικής γήρανσης μέσω συσσώρευσης βλαβών.

Ένας ακόμα πλειοτροπικός ρυθμιστής της κυτταρικής γήρανσης είναι και η 

αυτοφαγία όπως αναφέρθηκε και παραπάνω (242,247). Επιπλέον, πολλές μελέτες 

έχουν αποδείξει την σχέση μεταξύ καβεολίνης-1 και διάφορων αυτοφαγικών μορίων 

(141,268,297). Με βάση τα παραπάνω θελήσαμε να ερευνήσουμε πιθανή συμμετοχή 

της αυτοφαγίας στην επαγωγή της πρόωρης κυτταρικής γήρανσης που φαίνεται ότι 

επάγει η σίγηση της καβεολίνης-1 και πιθανώς να εξάγουμε συμπεράσματα για την 

σχέση μεταξύ αυτοφαγίας και γήρανσης σε μεσεγχυματικά βλαστοκύτταρα. Για τον 

σκοπό αυτό αρχικά πραγματοποιήθηκε σίγηση της έκφρασης της ATG5 πρωτεΐνης 

της αυτοφαγίας σε συνδυασμό με σίγηση της καβεολίνης-1 σε νεαρά WJ-MSCs και 

αξιολογήθηκε το ποσοστό γηρασμένων κυττάρων. Το συγκεκριμένο μόριο αποτελεί 

μέρος ενός εκ των δύο συστημάτων που οδηγούν στην λιπιδίωση της LC3-1 προς 

LC3-II και έχει βρεθεί ότι αλληλεπιδρά στενά με την καβεολίνη-1 σε ενδοθηλιακά 

κύτταρα (268). Τα αποτελέσματα του συγκεκριμένου πειράματος έδειξαν ότι η 

ταυτόχρονη σίγηση της καβεολίνης-1 και του ATG5 μειώνει δραματικά την εμφάνιση 

πρόωρης γήρανσης σε σχέση τόσο με την σίγηση της καβεολίνης-1 όσο και με την 

σίγηση του ATG5 ξεχωριστά. Επομένως, μπορούμε να συμπεράνουμε ότι η μείωση
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της έκφρασης της καβεολίνης-1 οδηγεί σε πρόωρη κυτταρική γήρανση μέσω 

ενεργοποίησης της αυτοφαγικής διαδικασίας. Στη συνέχεια θελήσαμε να 

διερευνήσουμε την σχέση μεταξύ αυτοφαγίας και καβεολίνης-1 στο πλαίσιο της 

αναδιπλασιαστικής γήρανσης με σκοπό να κατανοήσουμε την πλήρη εικόνα. Έτσι, σε 

early και late passage WJ-MSCs πραγματοποιήθηκε στέρηση θρεπτικών συστατικών 

από το μέσο καλλιέργειας, η οποία αποτελεί ισχυρό ενεργοποιητή της αυτοφαγίας 

(298,299), σίγηση της καβεολίνης-1 και συνδυασμός των δύο συνθηκών και 

αξιολόγηση των πρωτεϊνικών επιπέδων πολλών μορίων της αυτοφαγίας. Σε early 

passage WJ-MSCs με φυσιολογική έκφραση καβεολίνης-1 παρατηρείται αύξηση της 

αυτοφαγικής ροής ως απόκριση σε έλλειψη θρεπτικών συστατικών από το μέσο 

καλλιέργειας. Υπό σίγηση της καβεολίνης-1 παρατηρείται ακόμα μεγαλύτερη αύξηση 

της αυτοφαγικής ροής, ενώ συνδυασμός των δύο συνθηκών οδηγεί σε αθροιστική 

αύξηση της αυτοφαγίας. Παρατηρούμε επίσης ότι η ενεργοποίηση της αυτοφαγίας 

λόγω στέρησης θρεπτικών συστατικών οδηγεί σε αύξηση του μορίου ATG5, όπως 

είναι αναμενόμενο, η οποία είναι πολύ εντονότερη υπό σίγηση της καβεολίνης-1. 

Αυτό έρχεται σε συμφωνία με την διαπίστωση μελέτης των Chen και συνεργατών, οι 

οποίοι υποστηρίζουν ότι φυσιολογικά η καβεολίνη-1 δημιουργεί σύμπλοκο με το 

ATG5 και αναστέλλει την σύνδεση του στο ATG12 εμποδίζοντας έτσι την 

αυτοφαγία, ενώ υπό στρεσογόνες συνθήκες αλλά και υπό σίγηση της καβεολίνης-1 η 

αλληλεπίδραση αυτή αίρεται και η αυτοφαγία επάγεται (268). Από τα παραπάνω 

γίνεται κατανοητό ότι η καβεολίνη-1 φυσιολογικά σε νεαρά WJ-MSCs ασκεί μια 

ανασταλτική ρύθμιση στην αυτοφαγία καθώς η σίγηση της οδηγεί σε υπέρμετρη 

αύξηση της αυτοφαγίας. Σε late passage κύτταρα τα επίπεδα καβεολίνης-1 είναι πολύ 

αυξημένα ήδη και στην ΝΤ κατάσταση. Μετά την αφαίρεση θρεπτικών συστατικών 

από το μέσο καλλιέργειας παρατηρείται μια οριακή αύξηση της αυτοφαγικής ροής 

ενώ τα επίπεδα καβεολίνης-1 παραμένουν υψηλά. Η σίγηση της έκφρασης της 

καβεολίνης-1 αυξάνει την αυτοφαγική ροή όπως και ο συνδυασμός των δύο 

συνθηκών, ωστόσο και πάλι αυτή η αύξηση είναι μικρή σε σχέση με τα νεαρά 

κύτταρα. Συνολικά, θα μπορούσαμε να πούμε ότι στα late passage WJ-MSCs τα 

υπερβολικά αυξημένα επίπεδα καβεολίνης-1 που παρατηρούνται ακόμα και σε 

φυσιολογικές συνθήκες οδηγούν σε απορρύθμιση της αυτοφαγικής απόκρισης σε 

σχέση με τα early passage κύτταρα, η οποία παραμένει ακόμα και σε συνθήκες στρες 

(έλλειψη θρεπτικών συστατικών). Αυτό πιθανώς αποτελεί αιτία για τον γηρασμένο 

φαινότυπο που εμφανίζουν καθώς έχει προταθεί από μελέτες ότι η αυτοφαγία δρα
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προστατευτικά ενάντια στην γήρανση μέσω απομάκρυνσης κατεστραμμένων μορίων 

και οργανιδίων (243). Συνολικά τα παραπάνω δεδομένα αναδεικνύουν την σημασία 

της σωστής ρύθμισης των επιπέδων καβεολίνης-1 στα κύτταρα, απορρύθμιση της 

οποίας με την μορφή αύξησης ή μείωσης οδηγεί σε απορρύθμιση και της 

αυτοφαγικής διαδικασίας η οποία με τη σειρά της οδηγεί σε κυτταρική γήρανση. 

Συνοψίζοντας, η παρούσα διπλωματική εργασία παρέχει στοιχεία τα οποία βοηθούν 

στην αποσαφήνιση του πλειοτροπικού τρόπου ρύθμισης της γήρανσης των 

μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων της γέλης του Wharton από την καβεολίνη-1, 

επεξηγώντας τις φαινομενικά αντίθετες δράσεις της υπό το πρίσμα της επιδιόρθωσης 

γενοτοξικών βλαβών ενώ αναδεικνύει και τον ρόλο της αυτοφαγικής διαδικασίας 

στην ρύθμιση αυτή.
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