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Ερευνητικό Εκπαιδευτικό και 
Πειραματικό Κέντρο ΕΛΠΕΝ

With 25 years of operation, ELPEN’s Center is recognized

today as the biggest privately owned Experimental and

Applied Biomedical Research laboratory for education

and translational research in Greece, and among the

ten most prominent in Europe.
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Το Νέο Ερευνητικό Ινστιτούτο





Διασφάλιση Ποιότητας 
(Quality Assurance – QA) 
Pharmathen International

Η διασφάλιση ποιότητας (QA) είναι ένας τρόπος πρόληψης λαθών και ελαττωμάτων στα προϊόντα 
και αποφυγής προβλημάτων κατά την παράδοση προϊόντων ή υπηρεσιών σε πελάτες. 

Αυτή η πρόληψη ελαττωμάτων στη διασφάλιση ποιότητας διαφέρει ελαφρώς από την ανίχνευση 
ελαττωμάτων και την απόρριψη στον έλεγχο ποιότητας (QC) επειδή επικεντρώνεται στην ποιότητα 
νωρίτερα στη διαδικασία.
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Τα Ινστιτούτα του ΙΤΕ
Στο Ηράκλειο: 
•Ινστιτούτο Ηλεκτρονικής Δομής και Λέιζερ (ΙΗΔΛ)
•Ινστιτούτο Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας (ΙΜΒΒ) 
•Τμήμα Βιοϊατρικών Ερευνών στα Ιωάννινα (TBE-IMBB)
•Ινστιτούτο Πληροφορικής (ΙΠ)
•Ινστιτούτο Υπολογιστικών Μαθηματικών (ΙΥΜ)
•Ινστιτούτο Αστροφυσικής (ΙΑ) – ιδρύθηκε το 2018

http://www.iesl.forth.gr/
http://www.imbb.forth.gr/el
http://www.imbb.forth.gr/el/research-el/biomedical-research-el
http://www.ics.forth.gr/
http://www.iacm.forth.gr/
https://www.ia.forth.gr/el
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Σημείωση…
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Μεταφορείς Γλυκόζης:

 Ανήκουν στην οικογένεια των major facilitators.

 Υπάρχουν 13 μέλη.

 Χωρίζονται σε τρεις κατηγορίες (I, II και III).

Περιέχουν 12 διαμεμβρανικές έλικες με διαφορετική 
δυνατότητα πρόσδεσης (affinity) στη γλυκόζη.

 Επίσης εκφράζονται σε διαφορετικούς ιστούς. 





Glut4

 1987: Απομόνωση και χαρακτηρισμός κυστιδίων που 
φέρουν μεταφορέα γλυκόζης και που απαντούν στην 
ινσουλίνη. [James DE, Brown R, Navarro J, Pilch PF (1988) Insulin-regulatable tissues express a unique 

insulin-sensitive glucose transport protein. Nature 333:183-185]

 1988: Ο μεταφορέας γλυκόζης σε αυτά τα κυστίδια είναι 
μοναδικός (antigenically unique). [James DE, Brown R, Navarro J, Pilch PF (1988) 

Insulin-regulatable tissues express a unique insulin-sensitive glucose transport protein. Nature 333:183-185]



Glut4
 Basal συνθήκες: ο Glut4 βρίσκεται σε ειδικά κυστίδια εσωτερικά 

του κυττάρου.

 Κατά τη «διέγερση»: ~50% των ενδοκυτταρικών Glut4-κυστιδίων
μεταφέρονται στην κυτταρική μεμβράνη.

 Στην περιφέρεια: «διέγερση» μπορεί να είναι σηματοδότηση από 
ινσουλίνη (μύες, λιπώδης ιστός) και μυϊκός τόνος (μύες).

 CNS: Ο κύριος μεταφορέας γλυκόζης είναι ο Glut3 

ΌΜΩΣ: ήταν γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι εκφράζεται και ο Glut4 
σε ορισμένα σημεία του εγκεφάλου.

Dr. GM Belfort



Απορρόφηση γλυκόζη από τον εγκέφαλο:
Τι σημαίνει για την λειτουργία του εγκεφάλου;

 Η γλυκόζη αποτελεί προστατευτικό παράγοντα για τα νευρικά κύτταρα. 

[So Y. Seo, Journal of Neuroscience (1999), Vol.19 pp8849-8855; Delgado M, (2000), Journal of Neurochem, 
Vol.75, pp1618-24]

 Χαμηλά επίπεδα γλυκόζης εξαιτίας υπογλυκαιμικών επεισοδίων 
προκαλούν εγκεφαλική βλάβη.

 Ο εγκέφαλος ατόμων με Alzheimer’s Disease παρουσιάζουν ενός είδους 
«αντίσταση στην ινσουλίνη» (δεν απορροφούν την απαιτούμενη γλυκόζη).

[Ishii K, (1997) Journal of Nuclear Medicine, Vol.38, pp925-928; De la Monte MS, (2005) Journal of 
Alzheimer’s Disease, Vol.7, pp45-61]



 Η απορρόφηση γλυκόζης αυξάνει σε σημεία του εγκεφάλου 
που λειτουργούν κατά την διεξαγωγή συγκεκριμένων 
διεργασιών π.χ. η διεξαγωγή διεργασιών κίνησης στο χώρο 
μειώνει τη συγκέντρωση εξωκυτταρικής γλυκόζης σε νευρώνες 
ιππόκαμπου αρουραίου.
[McNay EC, (2000), PNAS, Vol.97, pp2881]

 Χορήγηση γλυκόζης (κεντρικά ή περιφερικά) προάγει την 
διανοητική ικανότητα με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο. 
[Messier C,(1986),Behav Neural Biol.Vol.48,pp104; Wenk L, (1989), Psychopharmacology, 

Vol.99, pp431; Gold PE, (1995) Am J Clin Nutr, Vol.61, pp.987; Messier C,(1996) Behav Brain 
Res. Vol.39, pp1; Korol DL, (1998) Am J Clin Nutr. Vol.67, pp764S; Benton D, (1993) 
Psychopharmacology. Vol.113,pp83]

Απορρόφηση γλυκόζη από τον εγκέφαλο:
Τι σημαίνει για την λειτουργία του εγκεφάλου;



Απορρόφηση γλυκόζη από τον εγκέφαλο:
Τι σημαίνει για τους ιστούς της περιφέρειας;

 1872: Ο εγκέφαλος επηρεάζει την ομοιόσταση της γλυκόζης 
στην περιφέρεια. Bernard, Leçons de physiologie experimentale appliqués á là medecine

(Baillere et Fils, Paris, 1854); Darwin, The expression of the emotions in man and animals (John Murrey, 
London, 1872)]

 2000: Ο φαινότυπος διαβήτη τύπου 2 (π.χ. παχυσαρκία, 
υπογονιμότητα ) επηρεάζεται και από σηματοδότηση που 
προέρχεται από το CNS. [Bruning, JC, et al, Science, (2000)]



Μια πιο πλήρης 
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Στόχοι μελέτης:

1. Ταυτοποίηση του Glut4 στην παρεγκεφαλίδα του
ποντικού.

2. Μελέτη των επιπέδων έκφρασης Glut4 στην
παρεγκεφαλίδα ποντικού κατά τη διάρκεια της
ανάπτυξης.

3. Μελέτη του ενδοκυτταρικού εντοπισμού του Glut4
στην παρεγκεφαλίδα και σύγκριση με την περιφέρεια.

4. Μελέτη της ρύθμισης/μετακίνησης του Glut4 σε
απόκριση στην ινσουλίνη και τη σωματική άσκηση.



Πειραματικά Μοντέλα: 

In vivo model A: Wild type CD-1 mouse.

In vitro model: Primary cerebellum-cell 
cultures, prepared from P7 or P8 CD-1 
mice.

 20x

CD-1

CGN



Μπορούμε να εντοπίσουμε Glut4 στην 
παρεγκεφαλίδα του ποντικιού;



Σε επίπεδο πρωτεΐνης
Western Blot:



Ο Glut4 εκφράζεται στην παρεγκεφαλίδα 
ποντικού CD-1: Western Blot Analysis



Σε επίπεδο mRNA
Reverse Transcriptase PCR:



1. 55 days old CD1 mouse cerebellum

2. P7 CD1 mouse cerebellum

3. Cerebellum primary neuronal culture.

Ο Glut4 εκφράζεται στην παρεγκεφαλίδα 
ποντικού CD-1: RT-PCR

Primers amplify a 338 bp fragment  of SLC2A4 
(mus musculus) exon 11 cDNA.



Χρονοδιάγραμμα έκφρασης Glut4 σε 
παρεγκεφαλίδα ποντικού CD-1: Western Blot



Σε ποιο στρώμα(τα) της παρεγκεφαλίδας 
μπορούμε να ανιχνεύσουμε έκφραση Glut4;



Η παρεγκεφαλίδα: ανατομική θέση και στρώματα

Guoping Feng, ©2008 Endeavors

Mouse Brain: Lateral view

Mouse Brain: Sagittal Section

cerebellum

Mouse Cerebellum: 
Sagittal Section

Developmental Biology Online
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Ανοσοιστοχημεία:

i.e. Glut4



Ο Glut4 εκφράζεται στο granular layer 
της παρεγκεφαλίδας ενήλικου 
ποντικού: Ανοσοιστοχημεία

1ary: MC2Apoly

2ary: Cy3 poly
40X

1ary: IgGr

2ary: Cy3 poly

40X

Molecular cell layer

Granular cell layer

Purkinje 
cells



Ο Glut4 εκφράζεται σε πρωτογενείς 
παρεγκεφαλιδικούς νευρώνες: 
Ανοσοκυτταροχημεία

DAPI

Glut4

SyPhy

Merge

63X



Πού στον παρεγκεφαλιδικό νευρώνα βρίσκεται ο 
Glut4 σε basal συνθήκες;



Σε basal συνθήκες ο Glut4 βρίσκεται γύρω από τον 
πυρήνα του νευρώνα παρεγκεφαλίδας. 

IgG

64X

64x

MC2Apoly



Σε τι είδους/ποιο υποκυτταρικό διαμέρισμα βρίσκεται ο 
Glut4 στους παρεγκεφαλιδικούς νευρώνες;



Sub-cellular fractionation

10%

30%





Ο Glut4 βρίσκεται σε buoyant κυστίδια στους 
παρεγκεφαλιδικούς νευρώνες (GCVs)

10%

30%

10%

30%



Ποια είναι τα σχετικά φυσικά χαρακτηριστικά των 
παρεγκεφαλικών GCV σε σχέση με τα περιφερειακά GSV; 

Είναι αυτά τα κυστίδια ξεχωριστός πληθυσμός από τα 
συναπτικά κυστίδια; 



Τα παρεγκεφαλιδικά GCVs και τα μυϊκά GSVs 
έχουν την ίδια sedimentation coefficient.



Τα παρεγκεφαλιδικά GCVs και τα μυϊκά GSVs 
έχουν την ίδια πικνώτητα



Ο Glut4, η IRAP και η Sortilin βρίσκονται στο 
ίδιο κυστίδιο;
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Όλα τα γνωστά συστατικά των GSVs συνυπάρχουν με τον 
Glut4 στα GCVs της παρεγκεφαλίδας: Immunoaddsorption



Πρώτα συμπεράσματα

Ο Glut4 εκφράζεται στο granular layer του φλοιού 
παρεγκεφαλίδας ποντικού.

 Αυτή η έκφραση είναι εμφανής μεταξύ 6ης και 9ης

ημέρας μετά τη γέννηση.

 Σε basal συνθήκες βρίσκεται ενδοκυτταρικά, γύρω 
από τον πυρήνα.

Ο ενδοκυτταρικός Glut4 βρίσκεται σε κυστίδια(GCVs) 
με παρόμοια φυσικά χαρακτηριστικά με αυτά των 
περιφερικών GSV.

 Αυτός ο νέος πληθυσμός νευρωνικών κυστιδίων
διαφέρει από τα συναπτικά κυστίδια. 



Υπάρχουν. Αντιδρούν με τον ίδιο 
τρόπο;



Διέγερση: Σηματοδότηση ινσουλίνης και πρόσληψη γλυκόζης 
στους περιφερειακούς ιστούς
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Μπορεί η ινσουλίνη να ξεκινήσει σηματοδότηση στην 
παρεγκεφαλίδα;



Intracerebroventricular injections
Coronal section

Sagittal section

[K. Franklin, Paxinos, G., 1997]



Η ινσουλίνη που χορηγείται ICV μπορεί να ξεκινήσει 
σηματοδότηση στην παρεγκεφαλίδα του ποντικού.



Μπορεί η σηματοδότηση ινσουλίνης να προκαλέσει την 
μετακίνηση των GSVs στην κυτταρική μεμβράνη των 
νευρώνων της παρεγκεφαλίδας;



- Insulin

MC2A & Cy3C20 & Cy2

Τα GCVs της παρεγκεφαλίδας μετακινούνται στην κυτταρική 
μεμβράνη μετά από σηματοδότηση ινσουλίνης in vitro: 
Ανοσοκυτταροχημεία

+ Insulin

MC2A & Cy3C20 & Cy2



Συνοδεύεται αυτή η μετακίνηση από αύξηση στην 
απορρόφηση γλυκόζης από τους νευρώνες;



Η απορρόφηση γλυκόζης αυξάνει από την σηματοδότηση 
ινσουλίνης in vitro: 3H-Deoxy-D-Glucose uptake assay



Μυϊκός τόνος (άσκηση) και απορρόφηση γλυκόζης στον 
μυϊκό ιστό

GSVs

Physical exercise: 
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Μπορεί η άσκηση να προκαλέσει την ενεργοποίηση της 
AMPK και της σηματοδοτικής οδού της στους νευρώνες της 
παρεγκεφαλίδας;



IACUC approved protocol



Η άσκηση ενεργοποιεί την AMPK και την ACC στην 
παρεγκεφαλίδα
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Μπορεί η άσκηση να προκαλέσει την μετακίνηση των GCVs στην 
κυτταρική μεμβράνη στους νευρώνες της παρεγκεφαλίδας;



Τα GCVs της παρεγκεφαλίδας μετακινούνται στην κυτταρική 
μεμβράνη κατά τη σωματική άσκηση: Western blot analysis
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Τα GCVs της παρεγκεφαλίδας μειώνονται στο κυτταρόπλασμα 
των νευρώνων κατά τη σωματική άσκηση: Sucrose velocity 
gradient

Control

Glut4

Synaptophysin

1  3  5  7 9 11 13 15  17    19 21   

Glut4

Synaptophysin

30%                      Cerebellum                      10%

Exercised



Synaptophysin

Synaptophysin

IRAP

Control

Exercised

30%                                                      10% Cerebellum

IRAP

Sortilin

Sortilin

P 1  3   5    7      9      11  13    15  17 19  21    23  

Τα GCVs της παρεγκεφαλίδας μειώνονται στο κυτταρόπλασμα 
των νευρώνων κατά τη σωματική άσκηση: Sucrose velocity 
gradient



Μπορεί η άσκηση να αυξήσει την απορρόφηση 
γλυκόζης στην παρεγκεφαλίδα;



Το ραβδωτό σώμα: σημείο αναφοράς για την basal glucose 
uptake:

It serves as a common 
PET-scan control due to 
minimum fluctuations in 
glucose uptake.

Western blot analysis 
shows no Glut4 expression 
in striatum homogenate.

Cerebellum Striatum Muscle

Glut4

Synaptophysin



Positron Emission Tomography:
Πειραματική Διαδικασία

Exercise or Rest

2hrs

anesthesia

18FDG injection

Catheterized, blood glucose test

attenuation

PET scan

1hrTime



Η 18FDG στην παρεγκεφαλίδα αυξάνει μετά από 
άσκηση: PET-scan analysis

striatum

cerebellum

striatum

cerebellum

Time (min) Time (min)



 Mean 18FDG accumulation (last 40min) is 
calculated for striatum (Sm) and cerebellum 
(Cm) for each animal. 

 Then, the difference between the 
accumulation in each compartment is 
calculated (Cm-Sm) for each animal.

 Finally, the %increase in the accumulation in 
the cerebellum as compared to striatum is 
calculated for each animal.

 The mean %increase for each group (control 
or exercised mice of all experiments) is plot.

 Groups are compared using a Student’s T 
test.

Η 18FDG στην παρεγκεφαλίδα αυξάνει μετά από 
άσκηση: PET-scan analysis



Μπορεί η παρεγκεφαλίδα να αυξήσει τα επίπεδα 
έκφρασης Glut4 μετά από χρόνια άσκηση;



Η μυϊκή αλλά και η παρεγκεφαλιδική έκφραση Glut4 αυξάνει 
μετά από 5 exercise sessions: Western blot analysis
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Μελλοντική έρευνα...



KO-Mouse model: Brain specific Glut4 knock-out 
mice

 Σχεδιάσαμε CNS specific Glut4 knock-out mouse.

 Χρησιμοποιήσαμε το σύστημα Cre-lox: 

XNes-Cre loxGlut4

Neuronal Cell Glut4 
knockout mouse
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Ευχαριστώ!


