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εισαγωγή 

Η ιχθυοκαλλιέργεια είναι ένας δυναµικός κλάδος της Ελληνικής πρωτογενούς 

παραγωγής. Στη σχετικά µικρή του ιστορία, η εισαγωγή καινοτόµων µεθοδολογιών 

και η οικονοµική ενίσχυση από την Ευρωπαϊκή Ένωση οδήγησε σε ραγδαία αύξηση 

της Ελληνικής ιχθυοκαλλιέργειας µε πρωταγωνιστές την τσιπούρα (Sparus aurata) 

και το λαβράκι (Dicentrarchus labrax). Ειδικά µετά το 1980 που ξεκίνησε η 

συστηµατική εκτροφή αυτών των δύο ειδών, η Ελλάδα µεγέθυνε κατά 20 φορές την 

παραγωγή κατά τη δεκαετία 1990-2000, αγγίζοντας το 2002 τους 103.000 τόνους, 

που αντιστοιχεί στο 57% της παγκόσµιας παραγωγής. Αυτή τη στιγµή, η Ελλάδα 

διαθέτει την ισχυρότερη θαλασσοκαλλιέργεια σε όλη τη Μεσόγειο και είναι η 

µεγαλύτερη παραγωγός τσιπούρας σε όλη την Ευρώπη. Πάνω από το 80 % της αξίας 

του παραγόµενου προϊόντος και 76 % του όγκου παραγωγής εξάγεται, καθιστώντας 

την τσιπούρα και το λαβράκι, στο σύνολό τους, το υπ. αριθµόν ένα εξαγωγικό προϊόν 

του πρωτογενούς τοµέα, για το 2007, µε ύψος εξαγωγών 415 εκατοµµύρια ευρώ 

(Σύνδεσµος Ελληνικών Θαλασσοκαλλιεργειών, 2008). 

 

 Η τσιπούρα 

Ο τελεόστεος Sparus aurata, γνωστός ως τσιπούρα (Εικόνα 1), ζει σε 

παράκτιες θαλάσσιες περιοχές, µε αµµώδεις βυθούς και µαύρες φυκιάδες (Posidonia 

oceanica) και σε βάθη από 15-30m το καλοκαίρι ενώ το χειµώνα πιο βαθιά (150m), 

προκειµένου να αποφύγει τις χαµηλές θερµοκρασίες και να αναπαραχθεί. Συναντάται 

από τον Τροπικό Ατλαντικό ως τη Μεγάλη Βρετανία, τη Μεσόγειο και τις Ελληνικές 

θάλασσες ενώ σπανίζει στη Μαύρη θάλασσα. 
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Εικόνα 1. Τσιπούρα (Sparus aurata). 

 

Η τσιπούρα είναι σαρκοφάγο ψάρι και στις διατροφικές της προτιµήσεις 

περιλαµβάνονται δίθυρα µαλάκια, τα οποία διαρρηγνύει µε την ισχυρή οδοντοστοιχία 

της, µαλακόστρατα, σκουλήκια, µικρά ψάρια, καρκινοειδή και εχινόδερµα. 

Αναπαράγεται την περίοδο Οκτώβρη-∆εκέµβρη. Είναι πρώτανδρο ψάρι και πιο 

συγκεκριµένα, τα άτοµα του είδους ξεκινούν τη ζωή τους ως αρσενικά, για να 

εγκαταλείψουν µετά από τρία περίπου έτη αυτή τη φυλετική ταυτότητα, 

µετατρεπόµενα σε θηλυκά (www.fishbase.org). 

Το φιλέτο της τσιπούρας είναι άσπρο, τρυφερό και αποτελεί εξαιρετικής 

ποιότητας τροφή για τον άνθρωπο. Η χηµική σύσταση του κρέατος περιλαµβάνει 

81,10% νερό, 17,00% πρωτεΐνες, 0,93% λίπη και 0,97% τέφρα. Η απόδοση σε φιλέτο 

προσεγγίζει το 70% (Πανταρίδης, 2005). Το φιλέτο, δηλαδή ο λευκός µυς, είναι το 

τελικό προϊόν της ιχθυοκαλλιέργειας, που από τη δεκαετία του ’80 συγκεντρώνει 

ερευνητικό ενδιαφέρον τόσο στον ελλαδικό χώρο όσο και παγκόσµια. Οι µηχανισµοί 

αύξησης και ανάπτυξης του λευκού µυός έχουν µεγάλη σηµασία για τη φυσιολογία 

του ψαριού, όσον αφορά στη βελτιστοποίηση της κολυµβητικής ικανότητας, στην 

αξιοποίηση της τροφής, µε έµφαση στη συνολική ποιότητα των προνυµφικών 

σταδίων και στο δυναµικό αύξησης τους. Προκειµένου να αναπτυχθεί µια οικονοµικά 

βιώσιµη ιχθυοκαλλιέργεια είναι απαραίτητη η κατανόηση των µηχανισµών αυτών και 

των παραγόντων που τους επηρεάζουν προκειµένου να βελτιωθούν οι τρέχουσες 

πρακτικές εκτροφής. 

Sparus aurata 

Υπόφυλο Vertebrata 

Υπέρκλαση Osteichthyes 

Κλάση Actinopterygii 

Υπόκλαση Teleostei 

Τάξη Percinoformes 

Οικογένεια Sparidae 
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 Πως αυξάνεται σε µέγεθος το ψάρι; 

Η σωµατική αύξηση ορίζεται ως η αύξηση του σωµατικού µεγέθους ή του 

βάρους και ρυθµίζεται από την αλληλεπίδραση εξωγενών (από το περιβάλλον ή από 

την επάρκεια / ανεπάρκεια τροφής) και ενδογενών ερεθισµάτων (ορµονικός έλεγχος) 

(Company et al. 2001, Pèrez-Sánchez et al. 2002, Gahr et al. 2008). Η πληροφορία 

που προέρχεται από τα εξωγενή και ενδογενή ερεθίσµατα προωθείται και επιδρά στη 

ρύθµιση της αύξησης µέσω του σωµατοτροπικού άξονα της αυξητικής ορµόνης 

(Growth Hormone, GH) και του αυξητικού παράγοντα παρόµοιου της ινσουλίνης Ι 

(Insulin-like Growth Factor I , IGFI, Εικόνα 2). Στα ψάρια η αυξητική ορµόνη 

παράγεται από την αδενοϋπόφυση (Herrero-Turrión et al. 2003, Deane & Woo 2009) 

και όπως και σε άλλα είδη σπονδυλωτών, η απελευθέρωση της ρυθµίζεται από δύο 

νευροπεπτίδια του υποθαλάµου, την ανασταλτική σωµατοστατίνη (Somatostatin, 

SRIF) και τον διεγερτικό παράγοντα απελευθέρωσης της αυξητικής ορµόνης (Growth 

Hormone Releasing Hormone, GHRF). Από τη στιγµή που θα εκλυθεί η αυξητική 

ορµόνη, η διεγερτική επίδραση στην αύξηση των διαφόρων ιστών επιτυγχάνεται 

µέσω της πρόσδεσης στους υποδοχείς αυξητικής ορµόνης (GHRs), µέσων των οποίων 

επηρεάζει άµεσα την αύξηση και το µεταβολισµό των ιστών-στόχων, ή µέσω της 

έκκρισης του IGFI, όπως υποστηρίζεται από τη «θεωρία δράσης του διπλού τελεστή» 

(Dual effector theory of action, Green et al. 1985). Πολλές φορές η δράση της 

αυξητικής ορµόνης και του IGFI διαµεσολαβείται από τις πρωτεΐνες στις οποίες 

προσδένονται (GHBP, IGFBP). 
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Εικόνα 2. Ο σωµατοτροπικός άξονας (Moriyama et al. 2000). 

 

Ο σωµατοτροπικός άξονας διαδραµατίζει ένα ουσιαστικό ρόλο στη ρύθµιση 

της αύξησης και είναι πολύ σηµαντική η γρήγορη προσαρµογή του στις 

µεταβαλλόµενες απαιτήσεις του περιβάλλοντος. Ανάµεσα σε αυτές είναι οι 

διακυµάνσεις των θρεπτικών ουσιών που λαµβάνονται από το ψάρι. Η θρεπτική 

κατάσταση επενεργεί άµεσα στη ρύθµιση των επιπέδων της αυξητικής ορµόνης στην 

κυκλοφορία, όπως επίσης του IGFI, των πρωτεϊνών που συνδέονται µε την ορµόνη 

και τον IGFI (GHBP, IGFBP), και των αντίστοιχων υποδοχέων (Pèrez-Sánchez et al. 

2000). Στην τσιπούρα, και σε άλλα ψάρια, η στέρηση τροφής συνοδεύεται από 

αυξηµένα επίπεδα αυξητικής ορµόνης στο πλάσµα. Αλλά και τα χαρακτηριστικά του 

σιτηρέσιου της τσιπούρας, η οποία είναι ένα ψάρι µε υψηλές απαιτήσεις για 

διατροφικές πρωτεΐνες, παίζουν ρόλο στη διαθεσιµότητα της αυξητικής ορµόνης και 

στην απόκριση του ήπατος στην ορµόνη (Company et al. 2001). Αυτά τα 

χαρακτηριστικά αφορούν την ποσότητα και το ενεργειακό περιεχόµενο των 

διατροφικών πρωτεϊνών, το αµινοξικό προφίλ και την προέλευσή τους (ζωικές ή 

φυτικές) (Pèrez-Sánchez et al. 2000, 2002, Gómez-Requeni et al. 2004). 

Σε επίπεδο ιστών η αυξητική ορµόνη παρουσιάζει πλειοτροπική δράση, ενώ 

λειτουργεί ως πολυδύναµος ενδοκρινικός ρυθµιστής πολλών φυσιολογικών 
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διαδικασιών (Reineke et al. 2005). Στην τσιπούρα πλήθος εργασιών επιβεβαιώνει την 

αλληλένδετη σχέση περιβάλλοντος και συνθηκών διαβίωσης µε τη σύνθεση και 

έκλυση αυξητικής ορµόνης. Οι συγγραφείς Pèrez-Sánchez & Le Bail (1999) 

παρατήρησαν επιβράδυνση του ρυθµού αύξησης, της πρόσληψης τροφής και των 

επιπέδων της αυξητικής ορµόνης στο πλάσµα µε την ελάττωση της θερµοκρασίας του 

νερού. Ακόµη, η µεγάλη αύξηση της διάρκειας της ηµέρας κατά την άνοιξη διεγείρει 

τη σύνθεση και απελευθέρωση της αυξητικής ορµόνης (Pèrez-Sánchez et al. 2000, 

Vargas-Chacoff et al. 2009). Πειραµατικά δεδοµένα υποδεικνύουν ότι ο τρόπος 

µεταχείρισης των ιχθύων στις ιχθυογεννητικές µονάδες και το στρες λόγω 

συνωστισµού στους κλωβούς µειώνουν τα επίπεδα της ορµόνης στο πλάσµα 

(Rottland et al. 2001). Σε in vitro πειράµατα η αυξητική ορµόνη βρέθηκε να 

επηρεάζει άµεσα την έκκριση βιτελλογενίνης (Mosconi et al. 2002). Επιπλέον, έχει 

προταθεί, ο πιθανός ρόλος της αυξητικής ορµόνης ως αυξητικού παράγοντα 

ερυθροποίησης, µυελοποίησης και λεµφοποίησης σε καλλιέργειες λευκοκυττάρων 

(Calduch-Giner et al 1995). Πειραµατικά δεδοµένα σε in vitro συνθήκες έδειξαν ότι η 

αυξητική ορµόνη δρα διεγερτικά και στην ενεργοποίηση των φαγοκυττάρων. Αυτά τα 

δεδοµένα συµβάλλουν στη γνώση σχετικά µε την ενίσχυση της ανθεκτικότητας 

ενάντια στους παθογόνους οργανισµούς, που αποτελούν σηµαντικό πρόβληµα στις 

ιχθυοκαλλιέργειες. 

 

 Πως επιδρά η αυξητική ορµόνη στα ψάρια; 

Στα ψάρια έχουν γίνει αρκετές απόπειρες µεταφοράς και υπερέκφρασης 

διαγονιδίων της αυξητικής ορµόνης σε οµόλογα ή ετερόλογα συστήµατα, οι οποίες 

είχαν ως αποτέλεσµα αξιοσηµείωτη ενίσχυση της αύξησης των σολωµοειδών κατά 3-

10 φορές (Devlin, 1997). Εντυπωσιακή αύξηση σηµείωσε διαγονιδιακός σολοµός, ο 

οποίος έγινε 5-30 φορές µεγαλύτερος σε σχέση µε τους µη γενετικά τροποποιηµένους 

σολοµούς που συµπεριλήφθηκαν στο πείραµα (Devlin et al. 1995). Μικρότερη 

επίδραση καταγράφηκε για τον κυπρίνο (Zhu et al. 1992, Chen et al. 1993) και την 

τιλάπια (Martínez et al. 1996). Σε επίπεδο γονιδιακής έκφρασης λίγες εργασίες 

διευκρινίζουν τη µεταβολή του σωµατοτροπικού άξονα έπειτα από χορήγηση 
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ανασυνδυασµένης βόειας αυξητικής ορµόνης (Gomez et al. 1999, Biga et al. 2004α, 

2004β, 2005). Σε νεαρά άτοµα τσιπούρας µια µοναδική ένεση αυξητικής ορµόνης 

αύξησε το επίπεδο του IGFI στην κυκλοφορία (Vega-Rubín de Celis et al. 2003). 

Η απαρχή του σηµατοδοτικού µονοπατιού της αυξητικής ορµόνης 

περιλαµβάνει την αλληλεπίδραση µε τους ειδικούς υποδοχείς (Growth Hormone 

Receptors, GHRs) που υπάρχουν στην κυτταρική επιφάνεια των ιστών-στόχων της. 

Με την ειδική πρόσδεση επάγεται ο σχηµατισµός οµοδιµερών (δύο υποδοχείς µε ένα 

µόριο της αυξητικής ορµόνης), που ενεργοποιεί έναν καταρράκτη φωσφορυλιώσεων, 

επιφέροντας τελικά τις µεταβολικές και αυξητικές δράσεις της ορµόνης (Zhu et al. 

2001). 

Οι υποδοχείς της αυξητικής ορµόνης ανήκουν στην τάξη Ι της υπερ-

οικογένειας των υποδοχέων κυτταροκινών, η οποία περιλαµβάνει τους υποδοχείς της 

προλακτίνης, της λεπτίνης, της ερυθροποιητίνης, και άλλων µορίων (Kopchick & 

Andry 2010). Ωστόσο, οι συγκεκριµένοι υποδοχείς είναι ένας ετερογενής πληθυσµός. 

Στα ανώτερα σπονδυλωτά έχει παρατηρηθεί ανταγωνισµός για τη δέσµευση µε την 

ορµόνη των πρωτεϊνών που δεσµεύουν την ορµόνη GHBP και των τµηµάτων των 

διαµεµβρανικών µορφών των υποδοχέων (Edens & Talamantes 1998, Ross et al. 

1999). Η εναλλακτική δέσµευση παρέχει έναν ακόµη τρόπο ρύθµισης της 

συγκέντρωσης της ορµόνης ανάλογα µε τις εκάστοτε ανάγκες του οργανισµού. Εκτός 

από το χαρακτηριστικό µοτίβο δοµής της υπερ-οικογένειας (Kopchick & Andry 

2010), οι υποδοχείς της αυξητικής ορµόνης προσαρµόζουν την έκφρασή τους σε 

επίπεδο ιστών λόγω των παραλλαγών της 5’UTR περιοχής (Saera-Villa et al. 2007) 

ενώ έχει προταθεί η διαφορική τους έκφραση λόγω αναπτυξιακού σταδίου ή και 

φυσιολογικών µεταβολών, όπως επί παραδείγµατι µε την εναλλαγή των εποχών 

(Calduch-Giner et al. 2003). 

Στην τσιπούρα έχουν βρεθεί υποδοχείς της αυξητικής ορµόνης στο ήπαρ, στο 

σκελετικό µυ, στο λιπώδη ιστό, στον σπλήνα, στα ερυθροκύτταρα και στον νεφρώνα 

(Muñoz-Cueto et al. 1996, Saera-Villa et al. 2005, 2007). Σε κάθε ιστό-στόχο η 

βιολογική δράση είναι διαφορετική. Αξιοσηµείωτη είναι η µεγάλη έκφραση των 
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υποδοχέων στο ήπαρ, (Pèrez-Sánchez et al. 1994), και που καθιστά το ήπαρ τον κύριο 

ιστό-στόχο της αυξητικής ορµόνης της τσιπούρας. 

∆ύο τύποι GHR έχουν αποµονωθεί στην τσιπούρα και είναι προϊόντα δύο 

διαφορετικών γονιδίων (Saera-Villa et al. 2005). Ο υποδοχέας τύπου Ι (GHRI), ο 

οποίος είναι πιο συγγενικός µε τους υποδοχείς ιχθύων, εκτός των σολοµοειδών, και ο 

υποδοχέας τύπου ΙΙ (GHRII), ο οποίος είναι πιο συγγενικός µε τους υποδοχείς 

σολοµοειδών). Οι «διπλοί» υποδοχείς των ιχθύων προσθέτουν µια επιπλέον βαθµίδα 

ρύθµισης του σωµατοτροπικού άξονα σε αυτά τα ζώα. Σε επίπεδο ιστών, η έκφραση 

του GHRΙ στο ήπαρ και στο λιπώδη ιστό νεαρών ατόµων είναι 2-3 φορές υψηλότερη 

συγκριτικά µε τον GHRΙΙ ενώ και οι δύο υποδοχείς εκφράζονται στο ίδιο επίπεδο στο 

σκελετικό µυ. Πέραν τούτου, η εναλλαγή των εποχών και η ηλικία φαίνεται να επιδρά 

διαφορετικά στη µεταγραφή του GHRΙ ενώ ο GHRΙΙ ενδέχεται να µεταβάλλεται σε 

στρεσογόνες καταστάσεις του ψαριού, όπως για παράδειγµα στην επιδιόρθωση των 

ιστών και την επιβίωση (Saera-Villa et al. 2005, 2007). 

 

 Μοριακή δοµή του σκελετικού µυ  

Η ελαφριά αλυσίδα της µυοσίνης 2 (MLC2) 

Στο σκελετικό µυ η χορήγηση αυξητικής ορµόνης έχει διεγερτική επίδραση 

στην αύξηση του πρωτεϊνικού περιεχοµένου στο σολοµό (Fauconneau et al 1996). Το 

βασικό πρωτεϊνικό συστατικό του γραµµωτού µυϊκού ιστού είναι η µυοσίνη. Το 

µόριο της µυοσίνης αποτελείται από µια σφαιρική περιοχή µε διπλή κεφαλή, η οποία 

συνδέεται µε ένα πολύ µακρύ ραβδίο (Εικόνα 3). Το ραβδίο είναι ένα ελικοειδές 

σπείραµα α-έλικας, που σχηµατίζεται από δύο βαριές αλυσίδες (MHCs). Σε κάθε 

κεφαλή το αµινοτελικό άκρο δύο διαφορετικών βαριών αλυσίδων συνδέεται µε ένα 

ζευγάρι ελαφριών αλυσίδων (MLCs). Κάθε κεφαλή περιέχει µια περιοχή δέσµευσης 

της ακτίνης και έχει δραστηριότητα ATPάσης (Lowey 1994, Stryer 1997). Οι 

ελαφριές αλυσίδες ανήκουν στην υπερ-οικογένεια της τροπονίνης-C, που 

περιλαµβάνει, ακόµη, τις πρωτεΐνες που συνδέονται µε Ca2+, καλµοδουλίνη και 

παραλβουµίνη (Periasamy et al. 1984). Ταξινοµούνται σε δύο κατηγορίες: τις αλκαλι-
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ελαφριές αλυσίδες και τις ελαφριές αλυσίδες του δινιτροβενζοϊκού οξέος (DTNB) 

(Weeds & Lowey 1971). Στο σκελετικό µυ συναντώνται δύο διαφορετικοί τύποι 

ελαφριών αλυσίδων, η MLC1 και η MLC3. Οι DTNB-ελαφριές αλυσίδες 

ονοµάζονται MLC2 και έχουν ρυθµιστικό, και ίσως καταλυτικό, ρόλο προσδένοντας 

Ca2+. Για αυτό το λόγο, συχνά αναφέρονται ως ρυθµιστικές ελαφριές αλυσίδες 

(Weeds & Lowey 1971). 

 

 

Εικόνα 3: Το µόριο της µυοσίνης, που αποτελείται από δύο βαριές και τέσσερις ελαφριές 

αλυσίδες. 

 

Οι MHCs και οι MLCs απαντώνται σε πολλαπλές ισοµορφές. Η κατανοµή 

τους επηρεάζεται από τον τύπο του ιστού ή/και το αναπτυξιακό στάδιο ενώ η 

έκφρασή τους είναι υπό περιβαλλοντικό και ορµονικό έλεγχο (Gautier et al. 1982, 

Izumo et al. 1986). Όπως και στα υπόλοιπα σπονδυλωτά, οι µυοσίνες του σκελετικού 

µυός των ψαριών περιέχουν δύο αλκαλι-ελαφριές αλυσίδες, τις MLC1 και MLC3, και 

µία ρυθµιστική MLC2 αλυσίδα. Στην τσιπούρα έχουν βρεθεί δύο ισοµορφές της 

MLC2, η MLC2Α και η MLC2Β, οι οποίες εµφανίζουν διακριτό ιστο-ειδικό πρότυπο 

έκφρασης (Moutou et al. 2001, 2005, Sarropoulou et al. 2006). Η MLC2Α ισοµορφή 

έχει τρία εναλλακτικά µετάγραφα, που αποτελούν προϊόν επιλογής χρήσης 

διαφορετικών σηµάτων πολυαδενυλίωσης στο 3΄UTR. Η έκφρασή της περιορίζεται 

στο σκελετικό µυ, δηλαδή στο λευκό φιλέτο) και κόκκινο µυ ενώ σηµατοδοτεί το 

σχηµατισµό των νεοσυντιθέµενων µυϊκών ινών (Sarropoulou et al. 2006, Moutou et 

al. 2009). Η δεύτερη ισοµορφή είναι η MLC2Β, η οποία εµφανίζει ευρύτερη 

έκφραση, όπως για παράδειγµα στον κόκκινο και λευκό µυ, στο στοµάχι, στο έντερο, 

στην καρδιά, στο ήπαρ, στο νεφρό, στον σπλήνα, στον εγκέφαλο, στα βράγχια και 
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στην επιδερµίδα (Sarropoulou et al. 2006). Αποτελεί ενδιαφέρον το γεγονός ότι η 

τσιπούρα είναι ο δεύτερος τελεόστεος στον οποίο υπάρχουν δύο ισοµορφές της 

MLC2. Ο πρώτος είναι το halibut (Hippoglossus hippoglossus), µε τις αµινοξικές 

αλληλουχίες της MLC2Β να εµφανίζουν 98% οµοιότητα (Sarropoulou et al. 2006). 

 

 PCR πραγµατικού χρόνου 

Η τεχνική της PCR πραγµατικού χρόνου (Real-time PCR) έχει εφοδιάσει την 

επιστηµονική κοινότητα µε ένα πολυδύναµο εργαλείο για την ποιοτική και ποσοτική 

ανάλυση νουκλεϊκών οξέων. Αποτελεί µια βελτίωση της ήδη υπάρχουσας τεχνικής 

της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης, που πρωτοπεριγράφηκε από τον 

Mullis και τους συνεργάτες το 1990. Υπάρχουν πολλοί λόγοι που δίνουν προβάδισµα 

στη real-time PCR έναντι της απλής PCR (Πίνακας 1) µε τον σηµαντικότερο να 

έγκειται στη δυνατότητα για παρακολούθηση της παραγόµενης ποσότητας του 

προϊόντος κατά τη διάρκεια της αντίδρασης (Kubista et al. 2006). 

 

Πίνακας 1: Διαφορές της απλής έναντι της PCR πραγµατικού χρόνου 

(www3.appliedbiosystems.com/AB_Home/applicationstechnologies/Real-TimePCR/Real-

TimePCRvsTraditionalPCR/index.htm, www.img.cas.cz/ge/p113.pdf) 

RReeaall--TTiimmee  PPCCRR  vvss  ααππλλήήςς  PPCCRR  

  Real-Time PCR Απλή PCR 

ΣΣυυννοοππττιικκάά  

Μετράει τον πολλαπλασιασµό του 

PCR προϊόντος κατά την εξέλιξη του 

πειράµατος 

Μετράει το συνολικό PCR 

προϊόν στο τέλος του 

πειράµατος, αφού έχουν 

ολοκληρωθεί οι κύκλοι 

πολλαπλασιασµού 

ΠΠοοσσοοττιικκήή  ήή  ηηµµιι--

πποοσσοοττιικκήή  

Ποσοτική γιατί τα δεδοµένα 

συλλέγονται κατά την εκθετική φάση 

της αντίδρασης PCR 

Ηµι-ποσοτική γιατί 

συγκρίνεται η ένταση της 

ζώνης σε gel µε πρότυπα 

γνωστής συγκέντρωσης 

ΕΕφφααρρµµοογγέέςς  
• Ποσοτικοποίηση γονιδιακής    

έκφρασης 

Πολλαπλασιασµός του DNA 

για 
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• Ανίχνευση παθογόνων 

• Γονοτύπιση SNPs 

• Εύρεση αριθµού αντιγράφων 

• siRNA/iRNA πειράµατα 

• Ανίχνευση miRNAs 

• Ανάλυση MicroRNAs 

• Immune qPCR 

• Γονιδιακό προφίλ έκφρασης 

γονιδίων – Διαγνωστική 

• Αλληλούχηση 

• Γονοτύπηση 

• Κλωνοποίηση 

ΠΠεερριιλληηππττιικκάά  

Πλεονεκτήµατα της Real-Time PCR 

• Αυξηµένο εύρος ανίχνευσης 

• Ανιχνεύσιµες αλλαγές δύο 

φορές περισσότερο 

• ΤΑ ΔΕΔΟΜΕΝΑ 

ΣΥΛΛΕΓΟΝΤΑΙ ΚΑΤΑ ΤΗΝ 

ΕΚΘΕΤΙΚΗ ΦΑΣΗ ΤΗΣ 

ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ 

• Αύξηση στην ένταση του 

φθορισµού του δείγµατος είναι 

ευθέως ανάλογη του αριθµού των 

αντιγράφων που παράγονται 

Μειονεκτήµατα της 

συµβατικής PCR 

• Χαµηλή ακρίβεια 

• Χαµηλή ευαισθησία 

• Μη αυτοµατοποιηµένη 

• Απαιτείται περαιτέρω 

επεξεργασία µε το πέρας της 

αντίδρασης 

• Διαχωρισµός βάση 

µεγέθους 

• Τα αποτελέσµατα δεν 

παριστάνονται µε αριθµούς 

 

� Αρχικό εκµαγείο: DNA ή cDNA 

Πριν την έναρξη πειράµατος προσδιορισµού της γονιδιακής έκφρασης µε την 

PCR πραγµατικού χρόνου είναι απαραίτητη η επιλογή της αρχικής µήτρας του DNA, 

η οποία µπορεί να προέρχεται από αποµόνωση DNA ή από αντίστροφα 

µεταγραµµένο RNA σε cDNA. Ανεξάρτητα από την προέλευσή του το DNA πρέπει 

να είναι εξαιρετικά καθαρό και χωρίς επιµολύνσεις µε αναλογία Α260/Α280 1,8-2,0 σε 

10 mM Tris, pH 8.5. 
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Περαιτέρω, η επιλογή των εκκινητών για την αντίδραση της αντίστροφης 

µεταγραφής εξαρτάται από την αλληλουχία που πρόκειται να ενισχυθεί και τις 

ανάγκες του πειράµατος. Οι εκκινητές µπορεί να είναι oligo-d(T), τυχαίοι εκκινητές 

(random primers) και ειδικοί για το στόχο (target specific primers), που έχουν 

διαφορετικά πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατα, ενώ οι αποδόσεις που επιτυγχάνουν 

δεν είναι ίδιες (Wong & Medrano, 2005, Kubista et al. 2006). Σε κάθε διαφορετική 

πειραµατική διαδικασία είναι συνήθως απαραίτητο να σχεδιάζονται, να συντίθενται 

και να αξιολογούνται αρκετά ζεύγη εκκινητών, µέχρι να βρεθεί το ζεύγος εκείνο που 

δεν σχηµατίζει διµερή και η απόδοση της ενίσχυσης προσεγγίζει το 100% (Bustin et 

al. 2005). 

 

� Από τη συµβατική PCR στη Real-Time PCR – Βασικές έννοιες 

Με την αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης επιτυγχάνεται η εκθετική 

αντιγραφή µιας αλληλουχίας στόχου χρησιµοποιώντας µια θερµοανθεκτική 

πολυµεράση. Η αντίδραση ακολουθεί τρία στάδια ξεκινώντας µε την εκθετική, 

περνώντας στη γραµµική και καταλήγοντας στο πλατό. Ο πολλαπλασιασµός των 

µορίων κατά την εκθετική φάση της αντίδρασης και περιγράφεται από τον τύπο 

Xn = Xo x (E+1)n         (1) 

όπου Xn είναι η ποσότητα του PCR προϊόντος στον κύκλο n, Xo είναι η 

ποσότητα του αρχικού εκµαγείου του DNA και Ε είναι η απόδοση του 

πολλαπλασιασµού (amplification efficiency), που κυµαίνεται από 0 (καθόλου 

πολλαπλασιασµός) ως 1 (διπλασιασµός του PCR προϊόντος σε κάθε κύκλο). Στην 

PCR πραγµατικού χρόνου συµµετέχουν φθορίζοντα µόρια δείκτες (για παράδειγµα 

µια χρωστική ουσία που προσδένεται στο δίκλωνο DNA ή ένας ανιχνευτής 

σηµασµένος µε χρωστική) που επιτρέπουν την παρακολούθηση της εξέλιξης της 

αντίδρασης PCR (Stratagene, 2004). Σε κάθε κύκλο πολλαπλασιασµού η ένταση του 

φθορισµού της χρωστικής ουσίας (R, ένταση του φθορισµού µετά την αφαίρεση του 

θορύβου) είναι ευθέως ανάλογη της ποσότητας του PCR προϊόντος, οπότε η εξίσωση 

(1) µετατρέπεται σε 
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Rn = Ro x (E+1)n         (2). 

Όπου Ro η ένταση φθορισµού στην αρχή της αντίδρασης και Rn η ένταση φθορισµού 

µετά από n κύκλους ενίσχυσης. Η ένταση του φθορισµού φθορισµού στην αρχή της 

αντίδρασης (Ro) είναι ανάλογη της ποσότητας του εκµαγείου DNA  και µπορεί να 

γραφεί εναλλακτικά ως εξής (Čikoš et al. 2009): 

 Ro = Rn / (E+1)n         (3) 

Χρησιµοποιώντας τις τιµές της έντασης φθορισµού του PCR προϊόντος έναντι 

του αριθµού των κύκλων ενίσχυσης που απαιτήθηκαν προκύπτουν καµπύλες 

πολλαπλασιασµού (amplification curves), που έχουν τη µορφή που παρουσιάζεται 

στην Εικόνα 4. Στις µεθόδους ανάλυσης των δεδοµένων που προκύπτουν από την 

PCR πραγµατικού χρόνου προσδιορίζεται ένα σηµείο αναφοράς που αντιπροσωπεύει 

τις ίδιες ποσότητες PCR προϊόντος σε κάθε δείγµα. Το σηµείο της καµπύλης 

πολλαπλασιασµού στο οποίο η καµπύλη προσεγγίζει αυτό το σηµείο αναφοράς 

χαρακτηρίζεται ως crossing point ενώ ο αριθµός των κύκλων για να επιτευχθεί αυτό 

σηµαίνεται ως CP. Το πιο κοινά χρησιµοποιούµενο σηµείο αναφοράς είναι η οριακή 

ένταση (threshold fluorescence), η τιµή της οποίας προσδιορίζεται από το χρήστη ή 

αυτόµατα από το µηχάνηµα και ο αριθµός των κύκλων για να επιτευχθεί αυτή είναι 

γενικά αποδεκτό ως Ct (cycle threshold). Είναι εύκολα αντιληπτό ότι όσο µικρότερη 

είναι η αρχική ποσότητα του εκµαγείου DNA, τόσο περισσότεροι κύκλοι 

πολλαπλασιασµού απαιτούνται για να προσεγγιστεί το σηµείο αναφοράς (Εικόνα 4, 

Čikoš et al. 2007, 2009). 

 

Εικόνα 4: Γράφηµα αναπαράστασης των βασικών εννοιών της PCR πραγµατικού χρόνου 

(http://rt-pcr.com/). 
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Στις µεθόδους ανάλυσης δεδοµένων που στηρίζονται στην εύρεση ενός ορίου 

(threshold) το n στην εξίσωση (3) µπορεί να αντικατασταθεί από το Ct και να 

προκύψει η εξίσωση (4) 

 Ro = RCt / (E+1)Ct         (4) 

όπου το RCt πλέον χαρακτηρίζει την οριακή ένταση φθορισµού (threshold 

fluorescence) που προσδιορίζεται για κάθε µία από τις συγκρινόµενες ενισχύσεις 

ξεχωριστά ή µία τιµή έντασης φθορισµού του κατωφλιού (threshold fluorescence) 

κοινή για όλες τις συγκρινόµενες ενισχύσεις. Στη δεύτερη περίπτωση η αριθµητική 

τιµή του RCt µπορεί να αγνοηθεί ή να αντικατασταθεί από 1.0 και η τιµή του Ro να 

υπολογίζεται όπως κατωτέρω (Čikoš et al. 2007) 

 R0= 1/(E+1)ct             (5)  

 

Προχωρώντας από τα δεδοµένα στην ποσοτικοποίηση 

 Στην PCR πραγµατικού χρόνου το σήµα φθορισµού αντανακλά τη 

συσσώρευση του PCR προϊόντος σε κάθε κύκλο πολλαπλασιασµού. Έχουν προταθεί 

αρκετές µέθοδοι που ποσοτικοποιούν τη γονιδιακή έκφραση, που διακρίνονται σε δύο 

µεγάλες κατηγορίες: την απόλυτη ποσοτικοποίηση (absolute quantification) και τη 

σχετική ποσοτικοποίηση (relative quantification). 

��  ΑΑππόόλλυυττηη  πποοσσοοττιικκοοπποοίίηησσηη  ((aabbssoolluuttee  qquuaannttii ffiiccaattiioonn))  

Σε αυτή τη µέθοδο προσδιορίζεται ο αριθµός µορίων µιας συγκεκριµένης 

αλληλουχίας-στόχου (DNA ή RNA) ανά κύτταρο, ανά ολικό DNA ή RNA ή ανά 

µονάδα µάζας ιστού. Απαιτείται η κατασκευή µιας πρότυπης καµπύλης όπου οι 

ποσότητες της αλληλουχίας – στόχου (αριθµός αντιγράφων ή µάζα RNA/DNA) είναι 

γνωστές µε µεγάλη ακρίβεια (Čikoš et al. 2009). Από την πρότυπη καµπύλη 

προκύπτει µια γραµµική σχέση µεταξύ του Ct και της αρχικής ποσότητας του 

εκµαγείου RNA ή cDNA (που δηλώνεται από την τιµή R2 ή Pearson Correlation 

Coefficient και πρέπει να προσεγγίζει τη µονάδα (≥0,985)), επιτρέποντας την εύρεση 
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των συγκεντρώσεων των άγνωστων δειγµάτων βάση του Ct τους (Wong & Medrano, 

2005, Stratagene, 2004, Čikoš et al. 2009). 

��  ΣΣχχεεττιικκήή  πποοσσοοττιικκοοπποοίίηησσηη  ((aabbssoolluuttee  qquuaannttii ffiiccaattiioonn))  

Η σχετική ποσοτικοποίηση συσχετίζει την ένταση του σήµατος της PCR του 

µετάγραφου-στόχου (target transcript) στις οµάδες µεταχείρισης µε εκείνη ενός άλλου 

δείγµατος, όπως της οµάδας του µάρτυρα (Livak & Schmittgen 2001). Μεταβολές 

στη γονιδιακή έκφραση υπολογίζονται βάση ενός εξωτερικού προτύπου (external 

standard) ή ενός δείγµατος αναφοράς (reference sample ή calibrator). Υπάρχουν 

αρκετά διαφορετικά µαθηµατικά µοντέλα για τον υπολογισµό της µέσης 

κανονικοποιηµένης γονιδιακής έκφρασης (Wong & Medrano, 2005, Čikoš et al. 2007, 

Pfall 2001, Muller et al. 2002, Gentle et al 2001,  Liu & Saint 2002, Peirson et al. 

2003). Μεταξύ αυτών, η συγκριτική µέθοδος (comparative Ct method, Livak & 

Schmittgen 2001) είναι η µέθοδος επεξεργασίας των δεδοµένων στην παρούσα 

µελέτη και θα αναλυθεί εκτενώς παρακάτω. 

Στις τεχνικές που απαιτείται η χρήση της απόδοσης του πολλαπλασιασµού 

(amplification efficiency, Ε), η τελευταία υπολογίζεται από την κλίση της πρότυπης 

καµπύλης από σειρά διαδοχικών αραιώσεων αντιπροσωπευτικού δείγµατος (Wong & 

Medrano, 2005, Čikoš et al. 2007) 

Ε=[10(-1/κλίση)] -1             (6)  

 

  HH  µµέέθθοοδδοοςς  ττηηςς  σσχχεεττιικκήήςς  ππρρόόττυυππηηςς  κκααµµππύύλληηςς    

Στην εν λόγω µέθοδο η ποσότητα του κάθε πειραµατικού δείγµατος 

προσδιορίζεται πρώτα βάση της πρότυπης καµπύλης και µετά εκφράζεται σε σχέση 

µε ένα δείγµα αναφοράς. Είναι η απλούστερη µέθοδος ποσοτικοποίησης επειδή δεν 

απαιτείται η χρήση εξωγενών προτύπων, δεν ποσοτικοποιούνται τα δείγµατα 

αναφοράς και δεν βασίζεται σε σύνθετους µαθηµατικούς υπολογισµούς. Καθώς, 

όµως, δεν συµµετέχει ένα δείγµα ενδογενούς µάρτυρα (endogenous control, συνήθως 

ένα γονίδιο αναφοράς) στην ανάλυση των αποτελεσµάτων, η µέθοδος χρήζει 

κανονικοποίησης (Wong & Medrano, 2005, Čikoš et al. 2007). 
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  ΗΗ  σσυυγγκκρριιττιικκήή  ήή  22--∆∆∆∆CCtt  µµέέθθοοδδοοςς    

Αυτή η µέθοδος είναι ένα µαθηµατικό µοντέλο που υπολογίζει διαφορές στη 

γονιδιακή έκφραση ως µια σχετική διαφορά µεγέθους (relative fold difference) 

ανάµεσα σε πειραµατικό δείγµα και στο δείγµα αναφοράς. Οι συγκρίσεις ανάµεσα 

στα δείγµατα γίνονται άµεσα χωρίς την παρεµβολή καµπύλης αναφοράς. Παρότι δεν 

απαιτούνται οι αποδόσεις ενίσχυσης του γονιδίου-στόχου και του γονιδίου αναφοράς 

να είναι ίδιες, η κινητική της ενίσχυσης αυτών πρέπει να είναι περίπου ίση (Livak & 

Schmittgen 2001, Pfall 2001, Wong & Medrano, 2005, VanGuider et al. 2008, Čikoš 

et al. 2009). 

 

Κανονικοποίηση 

Εξαιτίας της εξαιρετικής ευαισθησίας της PCR πραγµατικού χρόνου και της 

αναπόφευκτης εµφάνισης πειραµατικού σφάλµατος είναι πιθανό να υπάρχει 

απόκλιση των πειραµατικών δεδοµένων από δείγµα σε δείγµα. Αρκετές παράµετροι 

που δεν σχετίζονται άµεσα µε την αντίδραση PCR, για παράδειγµα η αστάθεια του 

RNA, η παρουσία αναστολέων κατά τη διαδικασία αποµόνωσης, οι διαφορετικές 

αποδόσεις της αντίστροφης µεταγραφής και της PCR, ενδέχεται να παρεµβάλλονται 

και να αµφισβητούν την αξιοπιστία των πειραµατικών δεδοµένων (Huggett et al. 

2005). Συνεπώς αξιώνεται η εισαγωγή µιας µεθόδου κανονικοποίησης, που να 

αµβλύνει τις διαφορές από δείγµα σε δείγµα. 

Πρωταρχικά, η αντίστροφη µεταγραφή του RNA σε cDNA µπορεί να 

συµβάλλει στη διακύµανση και στην έλλειψη αναπαραγωγιµότητας των 

αποτελεσµάτων που συναντώνται συχνά κατά την ανάλυση. Η ακεραιότητα, η 

ποιότητα και η ποσότητα του αποµονωθέντος RNA σε συνδυασµό µε την ενδογενή 

αστάθεια και τη διαφορετική απόδοση της αντίστροφης µεταγραφής εισάγουν 

επιπλέον πηγές µεταβλητότητας που µπορούν να ξεπεραστούν µε τη συµµετοχή 

ενδογενών ή εξωγενών µαρτύρων (endogenous & exogenous controls) (Bustin et al. 

2005, Huggett et al. 2005, Wong & Medrano, 2005). 
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  ΕΕννδδοογγεεννήήςς  µµάάρρττυυρρααςς  

Η κανονικοποίηση ως προς ένα γονίδιο αναφοράς (reference gene/ control 

gene/ endogenous standard) είναι µια απλή και δηµοφιλής µέθοδος, που χρησιµεύει 

ως ένας θετικός µάρτυρας για την αντίδραση (positive control). Το ιδανικό γονίδιο 

αναφοράς για την κανονικοποίηση πρέπει να εκφράζεται µε αµετάβλητο τρόπο σε 

όλα τα δείγµατα σε µια δεδοµένη µελέτη σε διαφορετικούς ιστούς και κυτταρικούς 

τύπους, σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια, παρά την ενδεχόµενη διαφορετική 

πειραµατική µεταχείριση. Τα προαναφερθέντα µπορεί να είναι γονίδια βασικών 

λειτουργιών (mRNAs, housekeeping genes), ριβοσωµικό RNA (ribosomal RNA, 

rRNA), ολικό RNA ή πολλαπλά mRNAs (Wong & Medrano, 2005, Bustin et al. 

2005, Huggett et al. 2005, VanGuilder et al. 2005, Hendricks-Balks et al. 2007, 

Thellin et al. 1999, 2009). 

  ΕΕξξωωγγεεννήήςς  µµάάρρττυυρρααςς  

Μια άλλη προσέγγιση αφορά στην εισαγωγή εξωγενούς τεχνητού µορίου 

RNA στο δείγµα πριν το βήµα της αντίστροφης µεταγραφής. Είναι προτιµότερη 

αυτή η στρατηγική έναντι της χρήσης ολικού RNA διότι λαµβάνονται υπόψη και η 

πιθανή αποικοδόµηση του RNA κατά το χειρισµό και η απόδοση της αντίστροφης 

µεταγραφής. Εν τούτοις δεν αποτρέπεται ο κατακερµατισµός του RNA ούτε τα 

σφάλµατα στην ποσοτικοποίηση του ολικού RNA (Huggett et al. 2005, Thellin et al. 

2009). 

 

Μέθοδοι ανίχνευσης σήµατος  

Στα πρωτόκολλα της PCR πραγµατικού χρόνου το σήµα προέρχεται από 

χρωστικές που φθορίζουν στο δοκιµαστικό σωλήνα που λαµβάνει χώρα η 

αντίδραση και η ένταση του σήµατος θεωρείται ανάλογη της ενίσχυσης. Οι 

χρωστικές αυτές διαφέρουν στη χηµική τους δοµή και στον τρόπο που εκπέµπουν το 

σήµα φθορισµού. Στη διεθνή βιβλιογραφία έχουν παρουσιαστεί επτά χηµείες 

ανίχνευσης σήµατος (signal detection chemistries), που ανήκουν σε δύο µεγάλες 

κατηγορίες: 
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 Ανιχνευτής µε συµπληρωµατική αλληλουχία για το DNA στόχο, που 

απαρτίζεται από ένα ολιγονουκλεοτίδιο σηµασµένο µε χρωστική που φθορίζει 

συν έναν καταστολέα [όπως ανιχνευτές υβριδισµού, ανιχνευτές υδρόλυσης και 

τέσσερις τύποι ανιχνευτών φουρκέτας (molecular beacons, scorpions, εκκινητές 

Sunrise και εκκινητές LUX)]. 

 Μη ειδική χρωστική που προσδένεται στο DNA, µε κυριότερο 

εκπρόσωπο τη χρωστική SYBR Green I, που προσδένεται σε δίκλωνο DNA και 

είναι η µέθοδος ανίχνευσης του σήµατος φθορισµού που χρησιµοποιήθηκε στην 

παρούσα πειραµατική διαδικασία (Stratagene, 2004, Wong & Medrano, 2005, 

Thellin et al. 2009). 

Κάθε διακριτή χηµεία ανίχνευσης σήµατος διαφέρει στη χηµική της δοµή, 

στον αριθµό εκκινητών και ανιχνευτών που απαιτούνται, στην ικανότητα να 

συµµετέχει σε PCR ενίσχυσης πολλαπλών µεταγράφων (multiplex PCR), τη 

δυνατότητα ή µη για διάκριση αλληλοµόρφων, το κόστος της και την απαίτηση ή 

όχι για καµπύλη διαχωρισµού (dissociation curve) (Thellin et al. 2009). Η επιλογή 

έγκειται στις ξεχωριστές ανάγκες και ιδιαιτερότητες του κάθε πειράµατος, όπως 

επίσης στη διαφορετική ακρίβεια και ευαισθησία που παρέχει η καθεµιά τους.
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σκοπός 

Σκοπός της παρούσας µεταπτυχιακής διατριβής είναι η διερεύνηση της 

επίδρασης αυξητικής ορµόνης σε δοµικά (MLC2A, MLC2B) και ρυθµιστικά 

(µυογενίνη, υποδοχείς αυξητικής ορµόνης) γονίδια του λευκού µυ σε άτοµα 

τσιπούρας κατά τη φάση της ταχείας αύξησής τους. Νεαρά άτοµα τσιπούρας έλαβαν 

αυξανόµενες δόσεις πρόβειας αυξητικής ορµόνης ως µια ενδοπεριτοναϊκή ένεση. 

Μελετήθηκε η επίδραση των διαφορετικών δόσεων µία, δύο, τέσσερις και εφτά 

ηµέρες που ακολούθησαν τη χορήγηση της αυξητικής ορµόνης. Τα αποτελέσµατα 

σχετίστηκαν µε την έκφραση των υποδοχέων αυξητικής ορµόνης τύπου Ι και ΙΙ στο 

ήπαρ.
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υλικά και µέθοδοι 

� Χορήγηση αυξητικής ορµόνης 

Το πείραµα πραγµατοποιήθηκε στις εγκαταστάσεις του Ελληνικού Κέντρου 

Θαλασσίων Ερευνών στην Αθήνα, τον Ιούλιο του 2005. Εξήντα νεαρά άτοµα Sparus 

aurata (57,3 ± 1,1 g) διαιρέθηκαν σε τέσσερις πειραµατικές οµάδες των 15 ατόµων, 

τα οποία τοποθετήθηκαν σε 60-lt PVC δεξαµενές και εγκλιµατίστηκαν στις 

πειραµατικές συνθήκες για 10 ηµέρες. Κατά την έναρξη του πειράµατος τα ψάρια 

αναισθητοποιήθηκαν µε ΜS-222 (~ 35 mg/l), έλαβαν ενδοπεριτοναϊκά διαφορετικές 

δόσεις από πρόβεια αυξητική ορµόνη (ovineGH, NIADDK-oGH-15, National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) διαλυµένη σε 0,9% NaCl και 

επανατοποθετήθηκαν στις πειραµατικές δεξαµενές. Η οµάδα «Α» έλαβε 0,1 µg 

oGH/g σωµατικού βάρους, η οµάδα «Β» 1 µg oGH/g σωµατικού βάρους και η οµάδα 

«C» 10 µg oGH/g σωµατικού βάρους αντίστοιχα, ενώ ο µάρτυρας (οµάδα «Ο») έλαβε 

διάλυµα 0,9% NaCl. Οι ενέσιµοι χορηγούµενοι όγκοι ήταν ανάλογοι του σωµατικού 

βάρους κάθε ψαριού. 

Κατά τη διάρκεια του πειράµατος, η ηµερήσια προσφορά τροφής ήταν 2% του 

σωµατικού βάρους των ψαριών. Τα ψάρια διατρέφονταν µε εµπορικά σύµπηκτα 

(BioMar ΑΕ) αναγραφόµενης σύστασης: 44% πρωτεΐνη, 20% λιπίδια, 15,8% ΕΝΕΟ 

και 8,2% τέφρα, µια φορά ηµερησίως (14.00µµ). Κάθε ενυδρείο ήταν εξοπλισµένο µε 

αυτόνοµο αερισµό, σύστηµα φιλτραρίσµατος και ανακύκλωσης νερού. Η 

φωτοπερίοδος στη διάρκεια του πειράµατος ήταν 14D:10L. Τα επίπεδα οξυγόνου, 

θερµοκρασίας και αλατότητας µετρούνταν καθηµερινά. Η διακύµανση της 

θερµοκρασίας (27,4 ± 0,1 ºC) και της αλατότητας (37,5 ± 0.1 ppt) ήταν η ίδια µεταξύ 

των µεταχειρίσεων ενώ το διαλυµένο οξυγόνο κυµάνθηκε σε επίπεδα κορεσµού. 

Θνησιµότητες δεν καταγράφηκαν. 
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� Δειγµατοληψία και αποµόνωση RNA 

∆ειγµατοληψίες πραγµατοποιήθηκαν τις ηµέρες 1, 2, 4, και 7 του πειράµατος. 

Κάθε ηµέρα δειγµατοληψίας, τρία άτοµα από κάθε µεταχείριση αναισθητοποιούνταν 

µε MS 222 και ζυγίζονταν ατοµικά πριν τη λήψη δειγµάτων. Με τους κατάλληλους 

χειρισµούς, από κάθε ψάρι αφαιρούνταν περίπου 100 mg ήπατος και λευκού µυ, τα 

οποία εµβαπτίζονταν σε RNAlater (R0901, Sigma), που εξασφαλίζει για 24 h 

τουλάχιστον τη µη αποικοδόµηση του ευαίσθητου RNA σε θερµοκρασία δωµατίου 

και διατηρούνταν στους –20 οC µέχρι την εξαγωγή ολικού RNA. Τα δείγµατα 

λαµβάνονταν πάντα την ίδια ώρα (24 h µετά τη χορήγηση τροφής) και η ώρα 

δειγµατοληψίας καταγράφονταν. Η αποµόνωση ολικού RNA πραγµατοποιήθηκε 

µηχανικά (οµογενοποιητής ULTRA TURAX, IKA-WERKE) από τα δείγµατα των 

ιστών σύµφωνα µε τις οδηγίες του εµπορικού προϊόντος TRI Reagent (T9424, 

Sigma), ενός φαινολικού διαλύµατος για την αποµόνωση ολικού RNA µε τη χρήση 

χλωροφορµίου και ισοπροπανόλης. Τα δείγµατα RNA που προέκυψαν 

κατακρηµνίστηκαν σε διάλυµα αιθανόλης 75 % και διατηρήθηκαν στους -80ºC. Για 

την εξασφάλιση της καλύτερης δυνατής ποιότητας RNA, όλη η διαδικασία 

προετοιµασίας των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση διπλά 

αποστειρωµένων υλικών και DEPC ddH2O (Diethyl Pyrocarbonate, Research 

Organics) για την καταστροφή των υπαρχόντων νουκλεασών. 

 

� Ποσοτικός και ποιοτικός προσδιορισµός του RNA 

Αρχικά, τα δείγµατα RNA φυγοκεντρήθηκαν στις 12000 rpm για 30 min 

στους 4οC. Η υπερκείµενη αιθανόλη αποµακρύνθηκε και τα δείγµατα αφέθηκαν να 

στεγνώσουν. Τo RNA επαναδιαλυτοποιήθηκε σε ενέσιµο ύδωρ (Water for injection, 

DEMO S.A.) και τοποθετήθηκε στον πάγο. Όλοι οι ακόλουθοι χειρισµοί 

περιλάµβαναν την παραµονή των δειγµάτων σε πάγο. Η ποσότητα προσδιορίστηκε 

φωτοµετρικά (Eppendorf, Biophotometer), όπως και η ποιότητα του RNA βάσει της 

αναλογίας Α260/Α280. Από αυτά δηµιουργήθηκαν διαλύµατα RNA µε συγκέντρωση 

5 µg/mL µε ενέσιµο ύδωρ, τα οποία χρησιµοποιήθηκαν για τη δηµιουργία 

συµπληρωµατικού DNA (cDNA). 
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� Σύνθεση cDNA 

Η αντίδραση της αντίστροφης µεταγραφής περιελάµβανε τη σύνθεση του 

cDNA µε εκκινητές oligodT(18) (O 4387, Sigma) και τυχαία εξαµερή 48190-011, 

Invitrogen). Κάθε αντίδραση περιείχε  

5µg ολικού RNA 

 1 µL dNTP’s (10 mM)/ 1 µL RH (10  mM) 

 2 µL 10x RT buffer 

 2 µL DTT (0,1 M) 

 0,5 µL αντίστροφης µεταγραφάσης (Reverse Transcriptase, 200 U/µL; 

GIBCO) 

 

και οι συνθήκες είχαν ως εξής:  

25οC για 10 min  

42οC για 50 min  

72οC για 10 min 

Με το πέρας της αντίδρασης οι αντιδράσεις µε εκκινητές oligodT(18) και τυχαία 

εξαµερή συνενώνονταν και τα cDNAs φυλάσσονταν στους –20οC. 

 

Ο έλεγχος της επιτυχίας της σύνθεσης του cDNA εξακριβώθηκε µε τη µέθοδο 

της PCR µε εκκινητές για την ενίσχυση του γονιδίου της β-ακτίνης. Από τυχαίο 

δείγµα χρησιµοποιήθηκε 1 µl ως υπόστρωµα. Το µίγµα της αντίδρασης περιείχε: 

5 µl 10x PCR buffer 

3 µl MgCl2 (25 mM) 

1 µl dNTPs (10 mM) 

1 µl forward primer b-actin BAF 5' GAGGAGCACCCNGTCSTG 3' (100 

pmol/µl) 

1 µl reverse primer b-actin BAR 5' GGTGGTWCCWCCRGACARYAC 3' 

(100 pmol/µl) 

   0,2 µl Taq 

               37,8 µl dH2O 
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Η αντίδραση ενίσχυσης περιελάµβανε 

3 min στους 94οC  

45 sec στους 94οC         30 επαναλήψεις 

1 min στους 48 οC  

1 min στους 72 οC. 

Με το πέρας της αντίδρασης τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 

συγκέντρωσης 2 %, όπου παρατηρήθηκε η παραγωγή προϊόντος. 

 

� Ανάπτυξη µεθόδου Real-Time PCR 

• ∆ιαδικασία real-time PCR 

Για την πραγµατοποίηση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης πραγµατικού 

χρόνου (real-time PCR) 3 µl cDNA χρησιµοποιήθηκαν ως εκµαγείο. Κάθε αντίδραση 

περιείχε επιπλέον: 

21,7 µl SYBR GREEN Ι (KK4601, KAPA Biosystems) 

1 µl forward primer (10 pmol/µl) 

1 µl reverse primer (10 pmol/µl) 

16,6 µl dH2O, 

 

έτσι ώστε ο όγκος κάθε δείγµατος να ρυθµιστεί στα 43,3 µl. Από αυτό 

χρησιµοποιούνταν 20 µl για την αντίδραση, η οποία επαναλαµβάνονταν εις διπλούν. 

Τα δείγµατα φυγοκεντρούνταν στιγµιαία και τοποθετούνταν στο µηχάνηµα της real-

time PCR Mx3005p (Stratagene, 2004), όπου η αντίδραση προγραµµατιζόταν µε 

συνθήκες κοινές για όλα τα ζεύγη εκκινητών και περιλάµβαναν τα εξής βήµατα: 

3 min ενεργοποίησης της πολυµεράσης στους 95οC 

3 sec στους 95 οC για την αποδιάταξη των κλώνων 

30 sec στους 61οC για την υβριδοποίηση των εκκινητών     40 επαν 

                 µε το εκµαγείο και την επέκταση των κλώνων. 

Ακολουθούσε η καµπύλη τήξης (Melting Curve) µε σταδιακή 
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αύξηση της θερµοκρασίας από τους 55 οC στους 95 οC για τον έλεγχο διµερών των 

εκκινητών και των πιθανών διαφορετικών προϊόντων της PCR. Στην κάτωθι εικόνα 6 

παρουσιάζεται η εικόνα του µηχανήµατος κατά τη ρύθµιση των συνθηκών κάθε 

πειράµατος. 

 

 

Εικόνα 6: Προγραµµατισµός της αντίδρασης real-time PCR βάση των συνθηκών σύµφωνα µε 

τις οδηγίες του εµπορικού προϊόντος. 

 

• Πρότυπες καµπύλες - υπολογισµός βαθµού απόδοσης αντίδρασης 

Από τα 48 δείγµατα που συµµετείχαν στη µελέτη λήφθηκε 1µl για τη δηµιουργία 

ενός συλλεκτικού δείγµατος. Στη συνέχεια το συλλεκτικό δείγµα διαδοχικά 

αραιώθηκε 1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 και 1:1000 φορές, προκειµένου να 

χρησιµοποιηθεί για την κατασκευή πρότυπων καµπυλών για κάθε ζεύγος εκκινητών. 

Οι πρότυπες καµπύλες δηµιουργήθηκαν παριστάνοντας γραφικά τον αριθµό κύκλων 

(threshold cycle) µε το φυσικό λογάριθµο της αραίωσης του συλλεκτικού δείγµατος 

cDNA. Μέσω της κλίσης της κάθε καµπύλης υπολογίστηκε ο βαθµός απόδοσης 

(Efficiency) κάθε αντίδρασης χρησιµοποιώντας τον εξής τύπο: 
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, 

 

όπου slope η κλίση της πρότυπης καµπύλης. 

Ο βαθµός απόδοσης του κάθε γονιδίου πρέπει να πλησιάζει στο 100 %. Οι τιµές 

που λήφθηκαν απεικονίζονται στον Πίνακα 2. 

 

Πίνακας 2: Ο βαθµός απόδοσης των γονιδίων που έλαβαν µέρος στην ανάλυση. 

 EF1a b-actin TubA GAPDH RPS18 Myog MLC2B MLC2A GHRI GHRII 

WM 96,88 99,91 97,55 96,79 107,15 105,52 90,62 95,63 105,13 90,56 

L 106,44 100,43 111,43 112,16 98,06 - -  100,58 97,93 

 

∆εδοµένης της απόδοσης της αντίδρασης για κάθε ιστό και γονίδιο, για τον 

προσδιορισµό της ποσότητας του αρχικού εκµαγείου cDNA χρησιµοποιήθηκε η 

συγκριτική µέθοδος (Comparative Ct Method, Čikoš et al., 2007). Σε αυτή τη µέθοδο 

το Ct προσδιορίζεται στο ίδιο επίπεδο φθορισµού για όλα τα δείγµατα στην εκθετική 

φάση της αντίδρασης. Το επίπεδο φθορισµού στην έναρξη της αντίδρασης είναι 

ανάλογο της ποσότητας του αρχικού εκµαγείου cDNA και προσδιορίζεται σύµφωνα 

µε τον τύπο: 

 

, 

όπου: R0, το επίπεδο φθορισµού στην έναρξη της αντίδρασης, το οποίο είναι ανάλογο 

της ποσότητας του αρχικού εκµαγείου cDNA, RCt, το επίπεδο φθορισµού που 

επιλέχθηκε για τη συγκριτική ανάλυση, Ε, η απόδοση της αντίδρασης, και Ct, ο 

αριθµός κύκλων της αντίδρασης για ένα συγκεκριµένο επίπεδο φθορισµού στην 

εκθετική φάση της αντίδρασης. 

 

R0= RCt/(E+1)
Ct 

Efficiency = 10( -1/slope) – 1 
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• Γονίδια αναφοράς - υπολογισµός παράγοντα κανονικοποίησης 

Στην παρούσα εργασία µε την µέθοδο της Real-time PCR µελετήθηκαν τα εξής πέντε 

γονίδια αναφοράς: 

• EF1a 

• b-actin 

• TubA 

• RPS18 

• GAPDH 

Οι εκκινητές των γονιδίων και τα µεγέθη των προϊόντων που χρησιµοποιήθηκαν 

παρουσιάζονται στον ακόλουθο Πίνακα 3. 

 

Πίνακας 3. Τα γονίδια αναφοράς που µελετήθηκαν, οι αριθµοί πρόσβασης στη GenBank, οι 

εκκινητές και το µέγεθος του ενισχυµένου προϊόντος. 

Γονίδιο 

Accession 

Number 

Εκκινητής 
Μέγεθος 

προϊόντος 

 

β-actin 

X89920 

FW    5’ CGACATCCGTAAGGACCTGT 3’ 

206 bp 
RV    5’ ACATCTGCTGGAAGGTGGAC 3’ 

EF1α 

AF184170 

 

FW    5’ TCAAGGCATGGAAGGTTGAG 3’ 

152 bp 
RV    5’ AGTTCCAATACCGCCGAT 3’ 
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RPS18 

AM490061 

FW    5’ AGGGTGTTGGCAGACGTTAC 3’ 
197 bp 

RV    5’ CAGGACCTGGCTGTATTTGC 3’ 

TubA 

AY326430 

FW    5’ AGGTGGGCATCAACTACCAG 3’ 
195 bp 

RV    5’ CACCCTCTTCCATACCCTCA 3’ 

GAPDH 

DQ641630 

FW    5’ ATCACTGCCACCCAGAAGAC 3’ 
192 bp 

RV    5’ GTCAACCACTGACACGTTGG 3’ 

 

Η σταθερότητα έκφρασης των γονιδίων-αναφοράς (M) υπολογίστηκε µε το 

geNorm και τα γονίδια κατατάχθηκαν κατά σειρά αυξανόµενης σταθερότητας. Το 

geNorm προσδιορίζει τη σταθερότητα στην έκφραση κάθε γονιδίου και υπολογίζει 

τελικά τη σταθερότητα όλων των γονιδίων βασιζόµενο στην οµοιότητα που 

παρουσιάζουν τα πρότυπα έκφρασής τους σε κατά ζεύγη συγκρίσεις, 

χρησιµοποιώντας το γεωµετρικό µέσο ως παράγοντα κανονικοποίησης. Σε κάθε βήµα 

της ανάλυσης επιλέγεται και εξαιρείται το γονίδιο µε τη µεγαλύτερη τιµή Μ και άρα 

το πιο ασταθές, µέχρι να προσδιορισθούν τα δύο πιο σταθερά γονίδια αναφοράς 

(Vandesompele et al. 2002). Για τον υπολογισµό των επιπέδων R0 των γονιδίων 

αναφοράς χρησιµοποιήθηκε η συγκριτική µέθοδος (comparative ct method). 

Ο παράγοντας κανονικοποίησης για κάθε δείγµα υπολογίστηκε µε την χρήση του 

geNorm ως ο γεωµετρικός µέσος των δύο καλύτερων γονιδίων αναφοράς. Η έκφραση 

όλων των γονιδίων-στόχων κανονικοποιήθηκε σύµφωνα µε αυτόν τον παράγοντα 

κανονικοποίησης. 

 

• Γονίδια- στόχοι 

Η έκφραση των ισοµορφών Α και Β της ελαφριάς αλυσίδας 2 της µυοσίνης, όπως 

επίσης και των τριών διαφορετικών εναλλακτικών µεταγράφων της ισοµορφής Α 

µελετήθηκε στο λευκό µυ των διαφορετικών οµάδων Ο, Α, B και C. Στην ανάλυση 

συµπεριλήφθηκε και το γονίδιο της µυογενίνης, η οποία αποτελεί ρυθµιστικό 
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παράγοντα της µυογένεσης, και συγκεκριµένα εκφράζεται στη φάση της 

διαφοροποίησης (Johnston et al., 2006). Επιπρόσθετα, εξετάστηκε η επίδραση της 

αυξητικής ορµόνης και σε επίπεδο υποδοχέων. Η έκφραση του υποδοχέα Ι (Growth 

Hormone Receptor I, GHRI) και ΙΙ (GHRIΙ) της αυξητικής ορµόνης διερευνήθηκε 

τόσο στο λευκό µυ όσο και στο ήπαρ. Τα γονίδια, οι εκκινητές και τα µεγέθη των 

προϊόντων τους φαίνονται αναλυτικά στον Πίνακα 4. 

 

Πίνακας 4. Τα γονίδια-στόχοι που µελετήθηκαν, οι αριθµοί πρόσβασης στη GenBank, οι 

εκκινητές και το µέγεθος του ενισχυµένου προϊόντος. 

Γονίδιο Εκκινητής 
Μέγεθος 

προϊόντος 

Myogenin 

FW    5’CAGAGGCTGCCCAAGGTGGAG 3’ 
183 bp 

RV    5’CAGGTGCTGCCCGAACTGGGCTCG 3’ 

MLC2A 

FW    5’GCCCCATCAACTTCACCGTCTTT 3’ 
184 bp 

RV    5’GGTTGGTCATCTCCTCAGCGG 3’ 

MLC2B 

FW    5’TCCCTTTGCTATTCTGCCTTC 3’ 
242 bp 

RV    5’AAATCAGCCCTATTCCCCATA 3’ 

GHRI 

FW 5’ TTGGGCATCCTCATACTCATC 3’ 
203 bp 

RV 5’ TGGTAGAAATCTGGCGCATAG 3’ 

GHRII 

FW 5’ GACAAGCTCACAGACCTGGAC 3’ 
174 bp 

RV 5’ TTGATTTGGGATGAGAGGATG 3’ 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
21/05/2024 15:52:58 EEST - 18.223.196.112



Υλικά & Μέθοδοι 

 

28 

 

� Στατιστική ανάλυση 

Τα αποτελέσµατα της κανονικοποιηµένης έκφρασης (ποσοστά) µετατράπηκαν 

µε τον τύπο του τόξου-ηµίτονου ποσοστού (arcsine transformation) και στη συνέχεια 

εισήχθηκαν στην two-way ANOVA, η οποία επηρεάζεται από δύο παράγοντες: τον 

χρόνο και την δόση της αυξητικής ορµόνης. 

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε και µε το πρόγραµµα REST 

2008 (Pfaffl et al. 2002), το οποίο επιτρέπει την κανονικοποίηση των επιπέδων 

έκφρασης των γονιδίων στόχων µε πολλαπλά γονίδια αναφοράς. Το REST 2008 είναι 

σχεδιασµένο για τη σύγκριση αποτελεσµάτων ανάµεσα σε µια οµάδα µάρτυρα και 

µια πειραµατική οµάδα και υπερβαίνει το πρόβληµα της στατιστικής ανάλυσης 

αναλογιών που δεν παρουσιάζουν κανονική κατανοµή εισάγοντας απλές στατιστικές 

δοκιµασίες τυχαιοποίησης (randomization tests) και λαµβάνοντας υπόψη το βαθµό 

απόδοσης κάθε αντίδρασης. 
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αποτελέσµατα 

  ΓΓοοννίίδδιιαα  ααννααφφοορράάςς  

• Πέντε γονίδια αναφοράς εξετάστηκαν ως προς τη σταθερότητα της έκφρασής 

τους στις συνθήκες της συγκεκριµένης πειραµατικής διαδικασίας. Το πρόγραµµα 

στατιστικής ανάλυσης geNorm επέλεξε ανάµεσα στα γονίδια EF1a, β-actin, TubA, 

RPS18 και GAPDH τα δύο µε τη µικρότερη τιµή Μ, δηλαδή τα γονίδια αναφοράς µε 

την πιο σταθερή έκφραση. Τόσο στο λευκό µυ (Εικόνα 6) όσο και στο ήπαρ (Εικόνα 

7) τα γονίδια EF1a και RPS18 ήταν αυτά µε τη σταθερότερη έκφραση. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6: Τα γονίδια µε τη χαµηλότερη τιµή Μ, δηλαδή τα γονίδια µε την πιο σταθερή 

έκφραση στο λευκό µυ, είναι τα γονίδια EF1a και RPS18 σύµφωνα µε το πρόγραµµα 

στατιστικής ανάλυσης geNorm. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7: Τα γονίδια µε την πιο σταθερή έκφραση στο ήπαρ είναι τα γονίδια EF1a και RPS18 

σύµφωνα µε το πρόγραµµα στατιστικής ανάλυσης geNorm. 
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  ΓΓοοννίίδδιιαα--σσττόόχχοοιι  

Η έκφραση όλων των γονιδίων-στόχων κανονικοποιήθηκε σύµφωνα µε τον 

παράγοντα κανονικοποίησης, όπως αυτός προκύπτει από το geNorm. Τα 

αποτελέσµατα της κανονικοποιηµένης έκφρασης υποδεικνύουν ότι η χορήγηση 

αυξανόµενων δόσεων αυξητικής ορµόνης σε νεαρά άτοµα τσιπούρας δεν είχε 

στατιστικώς σηµαντική επίδραση στο ήπαρ και στο λευκό µυ 1, 2, 4 και 7 ηµέρες 

έπειτα από τη χορήγηση. 

 

  ΛΛεευυκκόόςς  µµυυςς  

� MLC2A 

Η έκφραση της ελαφριάς αλυσίδας 2Α της µυοσίνης (MLC2A) στην οµάδα µάρτυρα 

δε διέφερε µεταξύ των ηµερών που ακολούθησαν τη χορήγηση της αυξητικής 

ορµόνης. Επίσης, η έκφραση της MLC2A δεν επηρεάστηκε σηµαντικά µετά τη 

χορήγηση 0,1, 1 και 10 µg oGH/g σωµατικού βάρους (Οµάδες Α, Β και C αντίστοιχα) 

µία, δύο, τέσσερις και εφτά ηµέρες που ακολούθησαν τη χορήγηση στο λευκό µυ 

(Εικόνα 8).  

 

Εικόνα 8: Κανονικοποιηµένη έκφραση (ΜΟ+ΤΣ) της MLC2A στο λευκό µυ. Οι οµάδες Α, Β 

και C έλαβαν 0,1, 1 και 10 µg oGH/g σωµατικού βάρους αντίστοιχα ενώ η οµάδα Ο 

(µάρτυρας) έλαβε διάλυµα 0,9% NaCl. 
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� MLC2Β 

Η επίδραση της αυξητικής ορµόνης δεν είχε στατιστικώς σηµαντικό αποτέλεσµα στην 

MLC2Β (Εικόνα 9). Συνολικά, τα επίπεδα έκφρασης της MLC2Β ήταν σχετικά 

αυξηµένα συγκριτικά µε την ισοµορφή MLC2Α. 

 

Εικόνα 9: Κανονικοποιηµένη έκφραση (ΜΟ+ΤΣ) της MLC2Β στο λευκό µυ. Οι οµάδες Α, Β 

και C έλαβαν 0,1, 1 και 10 µg oGH/g σωµατικού βάρους αντίστοιχα ενώ η οµάδα Ο 

(µάρτυρας) έλαβε διάλυµα 0,9% NaCl. 

 

� Μυογενίνη 

Τα επίπεδα έκφρασης της µυογενίνης, που αποτελεί ρυθµιστικό παράγοντα της 

µυογένεσης, ήταν σχετικά σταθερά µεταξύ των διαφορετικών µεταχειρίσεων αλλά 

και µεταξύ των διαφορετικών ηµερών διεξαγωγής της πειραµατικής διαδικασίας 

(Εικόνα 10). ∆εν επηρεάστηκαν σηµαντικά από τη χορήγηση της ορµόνης. 
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Εικόνα 10: Κανονικοποιηµένη έκφραση (ΜΟ+ΤΣ) της µυογενίνης στο λευκό µυ. Οι οµάδες Α, 

Β και C έλαβαν 0,1, 1 και 10 µg oGH/g σωµατικού βάρους αντίστοιχα ενώ η οµάδα Ο 

(µάρτυρας) έλαβε διάλυµα 0,9% NaCl. 

 

� GHRI 

Η χορήγηση αυξανόµενων δόσεων της αυξητικής ορµόνης δεν επέφερε στατιστικώς 

σηµαντική µεταβολή στα επίπεδα έκφρασης του υποδοχέα της αυξητικής ορµόνης 

τύπου Ι στο λευκό µυ στη διάρκεια των εφτά ηµερών (Εικόνα 11). 

 

Εικόνα 11: Κανονικοποιηµένη έκφραση (ΜΟ+ΤΣ) του GHRI στο λευκό µυ. Οι οµάδες Α, Β 

και C έλαβαν 0,1, 1 και 10 µg oGH/g σωµατικού βάρους αντίστοιχα ενώ η οµάδα Ο 

(µάρτυρας) έλαβε διάλυµα 0,9% NaCl. 
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� GHRII 

Ο υποδοχέας της αυξητικής ορµόνης τύπου ΙΙ δεν επηρεάστηκε στατιστικώς 

σηµαντικά από την επίδραση της αυξητικής ορµόνης (Εικόνα 12). Συγκρινόµενος µε 

τον GHRI, ο GHRIΙ εµφάνισε µεγαλύτερα επίπεδα έκφρασης. 

 

Εικόνα 12: Κανονικοποιηµένη έκφραση (ΜΟ+ΤΣ) του GHRΙI στο λευκό µυ. Οι οµάδες Α, Β 

και C έλαβαν 0,1, 1 και 10 µg oGH/g σωµατικού βάρους αντίστοιχα ενώ η οµάδα Ο 

(µάρτυρας) έλαβε διάλυµα 0,9% NaCl. 

 

 

 

  ΉΉππααρρ  

  

� GHRI 

Ο GHRI δεν επηρεάστηκε στατιστικώς σηµαντικά στο ήπαρ µετά τη χορήγηση 0,1, 1 

και 10 µg oGH/g σωµατικού βάρους (Οµάδες A, B και C αντίστοιχα) µία, δύο, 

τέσσερις και εφτά ηµέρες που ακολούθησαν τη χορήγηση (Εικόνα 13). 
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Εικόνα 13: Κανονικοποιηµένη έκφραση (ΜΟ+ΤΣ) του GHRΙ στο ήπαρ. Οι οµάδες Α, Β και C 

έλαβαν 0,1, 1 και 10 µg oGH/g σωµατικού βάρους αντίστοιχα ενώ η οµάδα Ο (µάρτυρας) 

έλαβε διάλυµα 0,9% NaCl. 

 

� GHRII 

Ο GHRII δεν µεταβλήθηκε στατιστικώς σηµαντικά µε τη χορήγηση της αυξητικής 

ορµόνης στο ήπαρ (Εικόνα 14). Τα επίπεδα έκφρασής του ήταν παρόµοια µε τα 

επίπεδα του GHRI. 

 

Εικόνα 14: Κανονικοποιηµένη έκφραση (ΜΟ+ΤΣ) του GHRΙΙ στο ήπαρ. Οι οµάδες Α, Β και 

C έλαβαν 0,1, 1 και 10 µg oGH/g σωµατικού βάρους αντίστοιχα ενώ η οµάδα Ο (µάρτυρας) 

έλαβε διάλυµα 0,9% NaCl. 
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συζήτηση 

Ο ρυθµός σωµατικής αύξησης των ιχθύων κυµαίνεται ανάλογα µε την ηλικία, 

την εποχή του έτους και την ενεργειακή κατάσταση του ψαριού. Όπως 

προαναφέρθηκε, εξωτερικά και εσωτερικά σήµατα επεξεργάζονται, προωθούνται και 

ανταποκρίνονται στις ανάγκες του οργανισµού µέσω του σωµατοτροπικού άξονα 

(Company et al. 2001, Pèrez-Sánchez et al. 2002). Η πλειοτροπική δράση της 

αυξητικής ορµόνης υποστηρίζεται από την ευρεία κατανοµή των υποδοχέων της σε 

πολλούς ιστούς στο σώµα, µε το ήπαρ να ανταποκρίνεται πρώτο στη δράση της. Η 

µελέτη της επίδρασης αυξητικής ορµόνης σε νεαρά άτοµα τσιπούρας στο ήπαρ, που 

είναι ο κύριος ιστός-στόχος της, αλλά και στον λευκό µυ, που είναι ο βασικός 

αυξανόµενος ιστός, αποτέλεσε το αντικείµενο της παρούσας εργασίας. 

 Στη βιβλιογραφία πλήθος πειραµάτων πραγµατεύονται την ενίσχυση της 

αύξησης που επιτυγχάνεται µε ετερόλογα ή οµόλογα συστήµατα χορήγησης της 

αυξητικής ορµόνης σε σολοµοειδή (Gahr et al, 2008 και αναφορές) και µη 

σολοµοειδή, όπως στην τσιπούρα (Company et al. 2001, Pèrez-Sánchez et al. 2002 

και αναφορές). Η χρήση ετερόλογων ορµονών για τη διερεύνηση του ορµονικού 

ελέγχου στα ψάρια έχει εφαρµοστεί µε επιτυχία. Οι ετερόλογες ορµόνες εµφανίζουν 

µικρότερη συγγένεια µε τους υποδοχείς των τελεόστεων σε σχέση µε τις ορµόνες των 

ιχθύων. Ωστόσο, συγκρίσεις µεταξύ των φυσιολογικών επιδράσεων οµόλογων και 

ετερόλογων ορµονών υποδεικνύουν ποσοτικά όµοιες επιδράσεις σε πολλές 

φυσιολογικές λειτουργίες (Prunet & Aujerin 1995, Sangiao-Albarellos et al. 2005, 

2006). Στην παρούσα µελέτη χορηγήθηκε πρόβεια αυξητική ορµόνη (oGH, 

ετερόλογο σύστηµα), η οποία έχει χρησιµοποιηθεί ξανά µε επιτυχία στην τσιπούρα 

(Mancera et al. 2002) σε δόσεις όµοιες µε αυτές που έχουν περιγραφεί σε άλλες 

µελέτες στη τσιπούρα και σε άλλα είδη (Pèrez-Sánchez et al. 1994, Fauconneau et al. 

1996). 

 Αναπτυξιακές µελέτες έχουν δείξει ότι η αυξητική ορµόνη εµφανίζεται από τα 

πρώιµα αναπτυξιακά στάδια στην τσιπούρα ενώ τα επίπεδα της έκφρασής της 

αυξάνονται κατά την ανάπτυξη (Funkenstein et al 1992, Herrero-Turrión et al. 2003). 
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Έτσι, για την παρούσα µελέτη επιλέχθηκε η χορήγηση της oGH να γίνει σε άτοµα 

που έχουν ολοκληρώσει την ανάπτυξή τους και βρίσκονται σε φάση ταχείας αύξησης. 

 Η βιολογική δράση της αυξητικής ορµόνης ξεκινά µε την πρόσδεσή στους 

υποδοχείς της (GHRs). Ο κύριος ιστός στον οποίο προσδένεται είναι το ήπαρ και σε 

νεαρά άτοµα τσιπούρας η σύνδεση αυτή είναι 30-50 φορές υψηλότερη συγκριτικά µε 

το λιπώδη ιστό, το σκελετικό µυ και τον εγκέφαλο (Pèrez-Sánchez et al. 1994, 

Calduch-Giner et al. 2003). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι οι αυξανόµενες δόσεις 

αυξητικής ορµόνης στο ήπαρ των ατόµων που εξετάστηκαν δεν είχαν στατιστικώς 

σηµαντική επίδραση στην έκφραση των GHRs µέχρι και εφτά ηµέρες µετά τη 

χορήγηση. Η έκφραση των GHRs των οµάδων µεταχείρισης είναι σχεδόν ίδια µε την 

έκφραση των GHRs του µάρτυρα. Το αποτέλεσµα αυτό έρχεται σε αντίθεση µε τη 

θετική ρύθµιση (αύξηση των µεταγράφων) των GHRs στην πέστροφα έπειτα από 

τρεις ηµέρες από τη χορήγηση περίπου δεκαπλάσιας δόσης βόειας αυξητικής 

ορµόνης (120 mg/k) (Gahr et al, 2008). Η διαφορετική πηγή προέλευσης της 

ορµόνης, η πολύ µεγαλύτερη δόση και το είδος του ψαριού ίσως να διαφοροποιούν 

την έκφραση των υποδοχέων. 

 Στο ήπαρ, τα επίπεδα έκφρασης του GHRΙ ήταν όµοια µε τα επίπεδα του 

GHRΙΙ. Ο GHRΙ έχει βρεθεί να εκφράζεται σε µεγαλύτερο βαθµό συγκριτικά µε τον 

GHRΙΙ στο ήπαρ νεαρών ατόµων τσιπούρας που δεν είχαν υποστεί καµία 

µεταχείριση. Περαιτέρω, οι δύο τύποι υποδοχέων φαίνεται να αποκρίνονται µε τον 

ίδιο τρόπο στη στέρηση τροφής, µειώνοντας τα επίπεδα έκφρασής τους. Ακόµη, η 

εναλλαγή των εποχών επηρεάζει µε τον ίδιο τρόπο τα επίπεδα έκφρασής τους στο 

συγκεκριµένο ιστό (Saera-Vila et al. 2005, 2007). Ωστόσο, η ηλικία φαίνεται να 

επηρεάζει αρνητικά την ηπατική έκφραση του GHRΙ (Saera-Vila et al. 2005). 

 Στο λευκό µυ το πρότυπο έκφρασης των υποδοχέων ακολούθησε το πρότυπο 

του ήπατος. Η αυξητική ορµόνη δεν επέφερε στατιστικώς σηµαντική µεταβολή στα 

επίπεδα έκφρασης των δύο υποδοχέων, γεγονός που αντιτίθεται στην αύξησή τους 

στο λευκό µυ της πέστροφας στην προαναφερόµενη εργασία του Gahr και των 

συνεργατών του (2008). Ωστόσο, και οι δύο τύποι υποδοχέων εκφράζονται σε 
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µεγαλύτερο βαθµό στο λευκό µυ σε σχέση µε το ήπαρ, που επιβεβαιώνεται από την 

ίδια µελέτη. 

 Στο λευκό µυ ο GHRΙΙ εµφάνισε µεγαλύτερα επίπεδα έκφρασης 

συγκρινόµενος µε τον GHRΙ. Η διαφορετική ρύθµιση των δύο τύπων υποδοχέων 

είναι επιβεβαιωµένη από βιβλιογραφικά δεδοµένα, τα οποία υποστηρίζουν τη 

διακριτή µεταβολή τους ανάλογα µε το ερέθισµα που δέχονται. Πιο συγκεκριµένα, 

έχει βρεθεί ότι η έκφραση του GHRΙ στο λευκό µυ της τσιπούρας αυξάνεται σε 

ηλικιακά µεγαλύτερα ψάρια. Οι εποχές του έτους, που αντανακλούν θερµοκρασιακές 

διακυµάνσεις, επηρεάζουν την αυξητική ορµόνη και µεταβάλλουν µε διαφορετικό 

τρόπο την έκφραση των δύο τύπων υποδοχέων (Saera-Vila et al. 2007). 

 Τα επίπεδα έκφρασης του GHRΙΙ στο ήπαρ δε µεταβάλλονται µε την ηλικία. 

Ο ίδιος υποδοχέας ενεργοποιείται µεταγραφικά στο λευκό µυ µετά από στέρηση 

τροφής και σε περιπτώσεις στρες λόγω συνωστισµού. Αυτό υποδηλώνει ότι ο 

συγκεκριµένος υποδοχέας µεταβάλλει τα επίπεδα έκφρασής του όταν απαιτείται 

επιδιόρθωση ιστών και σε καταστάσεις που απειλούν την επιβίωση. Τα δεδοµένα 

αυτά υποστηρίζονται από την ύπαρξη δύο εναλλακτικών µεταγράφων του γονιδίου 

του υποδοχέα αυξητικής ορµόνης που κωδικοποιούν τους δύο τύπους υποδοχέων 

στην τσιπούρα. Οι διακριτές 5΄ µη µεταφραστικές περιοχές, φέρουν ρυθµιστικά 

στοιχεία που ανταποκρίνονται στις εκάστοτε ανάγκες του ψαριού. Ο υποκινητής του 

GHRΙ περιέχει συντηρηµένες CCAAT-περιοχές και περιοχές πλούσιες σε GC ενώ 

στον GHRΙΙ έχουν βρεθεί αλληλουχίες που σχετίζονται µε ανταπόκριση σε 

καταστάσεις στρες. Συνολικά τα παραπάνω δεδοµένα υποδεικνύουν ότι η συµβολή 

των δύο τύπων GHR στην αύξηση πιθανώς να διαφοροποιείται όχι µόνο µε το είδος 

του ψαριού αλλά και την ηλικία, την ενεργειακή κατάστασή του και τις συνθήκες του 

περιβάλλοντός (Saera-Vila et al. 2005, 2007, Benedito-Palos et al 2007). 

 Στα ψάρια ο λευκός µυς αντιπροσωπεύει µεγάλο µέρος της σωµατικής µάζας 

τους και αποτελεί το τελικό προϊόν της ιχθυοκαλλιέργειας. Εξαιτίας αυτού η γνώση 

των υπεύθυνων µηχανισµών για το σχηµατισµό, την ανάπτυξη και την αύξηση του 

λευκού µυ είναι εξαιρετικής σηµασίας. Η διαρκής αύξηση σε όλη τη διάρκεια ζωής 

είναι αξιοσηµείωτο χαρακτηριστικό του µυ του ψαριού. Ο µυς συντίθεται από βαριές 
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και ελαφρές αλυσίδες της µυοσίνης (MHC και MLC αντίστοιχα). Οι πολλαπλές 

ισοµορφές τους επιδεικνύουν ιστοειδική και αναπτυξιακή κατανοµή και η έκφρασή 

τους βρίσκεται υπό ορµονικό και περιβαλλοντικό έλεγχο (Gautier et al. 1982, Izumo 

et al. 1986). Η αυξητική ορµόνη που χορηγήθηκε σε νεαρά άτοµα τσιπούρας δεν 

βρέθηκε να επηρεάζει την έκφραση της ρυθµιστικής ελαφριάς αλυσίδας MLC2, 

καθώς δεν είχε στατιστικώς σηµαντική επίδραση στα επίπεδα έκφρασης της MLC2Α 

και MLC2Β στο λευκό µυ. Αντίθετα, η παροχή θυρεοειδικών ορµονών αύξησε τα 

µετάγραφα της MLC2 του λευκού µυός σε πιο νεαρά άτοµα τσιπούρας (Moutou et al. 

2001). 

 Τα επίπεδα έκφρασης της ισοµορφής MLC2Β ήταν αυξηµένα συγκριτικά µε 

τα επίπεδα της ισοµορφής MLC2Α. Είναι πιθανό η ισοµορφή MLC2Β να εκφράζεται 

σε µεγαλύτερο βαθµό φυσιολογικά, γεγονός που ενισχύεται από την ευρύτερη 

κατανοµή της σε επίπεδο ιστών. Η ισοµορφή MLC2Α εκφράζεται στο σκελετικό µυ 

(λευκός και κόκκινος µυς) ενώ η ισοµορφή MLC2Β εκφράζεται όχι µόνο στο µυ 

αλλά και σε περιφερικούς ιστούς (Moutou et al. 2001). Η ισοµορφή MLC2Α έχει 

βρεθεί ότι είναι δείκτης ανάπτυξης και αύξησης των νεοσυντιθέµενων µυϊκών ινών 

σε µοριακό επίπεδο και υπάρχουν ενδείξεις ότι η έκφρασή της µειώνεται µετά τη 

µεταµόρφωση ενώ σταθεροποιείται σε υψηλότερα επίπεδα η έκφραση της MLC2Β 

(Moutou et al. 2001, 2009, Sarropoulou et al. 2006). Οι δόσεις της αυξητικής ορµόνης 

και η πηγή προέλευσής της (πρόβεια αντί για της τσιπούρας) ίσως να µην ήταν 

κατάλληλες για να προκαλέσουν σηµαντικές αλλαγές στην έκφραση της MLC2. 

 Η ανάπτυξη του µυός περιλαµβάνει µια σειρά γεγονότων όπου ανώριµα 

κύτταρα καταλήγουν να διαφοροποιούνται και να ωριµάζουν σε µυϊκές ίνες. Η 

διαδικασία ελέγχεται από την έκφραση πολλών ρυθµιστικών παραγόντων της 

µυογένεσης (Myogenic Regulatory Factors, MRFs). Ανάµεσα στους ρυθµιστικούς 

παράγοντες βρίσκεται η µυογενίνη, η οποία εκφράζεται στη φάση διαφοροποίησης 

των κυττάρων (Johnston et al 2004). Ο υποκινητής της µυογενίνης της τσιπούρας 

περιλαµβάνει αλληλουχίες απαραίτητες για την ενεργοποίηση των περισσότερων 

µυϊκών γονιδίων και αλληλουχίες πρόσδεσης των MEF2 (Codina et al. 2008). Έχει 

βρεθεί, µάλιστα, πως η έκφραση της MLC2A ακολουθεί το πρότυπο έκφρασης της 

µυογενίνης (Moutou et al. 2009). Στην παρούσα µελέτη συµπεριλήφθηκε η έκφραση 
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της µυογενίνης στο µυ προκειµένου να διαπιστωθεί πιθανός σχηµατισµός νέων 

µυϊκών κυττάρων καθοδηγούµενων από τη χορήγηση της αυξητικής ορµόνης. Τα 

αποτελέσµατα δεν έδειξαν διαφορά στα επίπεδα έκφρασής της πριν και µετά τη 

χορήγηση αυξανόµενων δόσεων της αυξητικής ορµόνης, επιβεβαιώνοντας την 

παράλληλη ρύθµιση της έκφρασής της µε αυτή των ελαφριών αλυσίδων της 

µυοσίνης. 

Η ανάλυση του υποκινητή της ελαφριάς αλυσίδας της µυοσίνης περιέχει 

ιστοειδικές αλληλουχίες (Funkenstein 2007). Εκτός από την αλληλουχία TATA, η 

περιοχή 1400 bp ανοδικά περιέχει θέσεις πρόσδεσης για δύο µεγάλες οικογένειες 

µεταγραφικών παραγόντων χαρακτηριστικών του µυ: την οικογένεια MyoD των 

βασικών µεταγραφικών παραγόντων έλικας-θηλιάς-έλικας (basic helix-loop-helix, 

bHLH) και τον ενισχυτικό παράγοντα των µυοκυττάρων-2 (MEF2). Σηµαντικά µέλη 

της πρώτης οικογένειας είναι Myf5, MyoD, MRF4 και η µυογενίνη. Οι πρωτεΐνες 

MEF2 προσδένονται στον υποκινητή πολλών γνωστών γονιδίων που εκφράζονται 

στο µυ (Black & Olson 1998). Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι πολλά γονίδια 

του σκελετικού µυ απαιτούν τη συνέργεια των MEF2 και bHLH προκειµένου να 

ενεργοποιηθεί η µεταγραφή τους (Funkenstein 2007). Σύµφωνα µε τις παραπάνω 

πληροφορίες η αυξητική ορµόνη, ενδεχοµένως, να µην επηρεάζει άµεσα την έκφραση 

των ελαφριών αλυσίδων της µυοσίνης. Ίσως να απαιτείται µεγαλύτερο χρονικό 

διάστηµα προκειµένου να συµβούν όλα τα µεταβολικά γεγονότα που θα επιφέρουν 

µετρίσιµη µεταβολή στα επίπεδα έκφρασης των αλυσίδων της µυοσίνης. Πιθανώς 

αυτό να εξηγεί εν µέρει την έλλειψη διαφορών στα επίπεδα έκφρασης των αλυσίδων 

της µυοσίνης στα ψάρια που εξετάστηκαν. 

 Επιπλέον, η αυξητική ορµόνη αφού εκκριθεί στην κυκλοφορία έχει δύο 

µεταβολικές τύχες: να προσδεθεί στους ειδικούς υποδοχείς της στους ιστούς-στόχους 

ή να συνδεθεί µε τις πρωτεΐνες που προσδένουν την αυξητική ορµόνη (GHBP). Στους 

αρουραίους το ήπαρ είναι η κύρια πηγή των πρωτεϊνών (Bauman et al. 1993). Η 

σύνδεση µε τις ειδικές πρωτεΐνες έχει σαν αποτέλεσµα την καθυστέρηση των 

µεταβολικών επιδράσεων της ορµόνης, καθώς πιθανώς οι πρωτεΐνες παίζουν το ρόλο 

προσωρινών αποθηκών της ορµόνης ώσπου η τελευταία να προσδεθεί στον ιστό-

στόχο. Η ορµόνη, εποµένως, δεν είναι άµεσα διαθέσιµη να επάγει κάποια 
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αποτέλεσµα. Στην παρούσα εργασία δεν µελετήθηκε η εν λόγω πρόσδεση, που ίσως 

εξηγούσε καλύτερα τα πειραµατικά µας δεδοµένα. Εναλλακτικά, στους αρουραίους ο 

χρόνος ηµιζωής του υποδοχέα της αυξητικής ορµόνης είναι µικρός, µε αποτέλεσµα 

την έντονη σύνθεση του υποδοχέα (Baxter et al. 1985). Στην τσιπούρα δεν υπάρχουν 

δεδοµένα για το χρόνο ηµιζωής και το ρυθµό σύνθεσης και αποικοδόµησης των 

υποδοχέων της αυξητικής ορµόνης, που πιθανό να δικαιολογούσε την 

αναποτελεσµατική δράση της ορµόνης στον ήπαρ και στο λευκό µυ. 

Συµπερασµατικά, η χορήγηση αυξανόµενων δόσεων πρόβειας αυξητικής 

ορµόνης δεν επηρέασε τα επίπεδα έκφρασης των υποδοχέων αυξητικής ορµόνης 

τύπου Ι και ΙΙ στο λευκό µυ και στο ήπαρ ούτε τα επίπεδα έκφρασης των ελαφριών 

αλυσίδων MLC2A και MLC2Β και της µυογενίνης στο λευκό µυ. Οι παράµετροι, που 

ενδεχοµένως συνέβαλαν στα µη αναµενόµενα αποτελέσµατα, ήταν η πηγή 

προέλευσης αυξητικής ορµόνης, το εύρος δόσεων της ορµόνης που χορηγήθηκαν και 

αλληλεπιδράσεις µε ορµόνες ή µεταγραφικούς παράγοντες ή άλλους παράγοντες που 

συµµετέχουν στο µονοπάτι του σωµατοτροπικού άξονα. 
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