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Πεξίιεςε 

 

Σν γνλίδην Slc25a46 απνηειεί έλα λέν κέινο ηεο  SLC25 (solute carrier family) 

νηθνγέλεηαο κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ κε πιήξσο άγλσζηε ιεηηνπξγία θαη γηα ην 

νπνίν δελ έρεη αλαθεξζεί θάπνηα ιεηηνπξγηθή κεηάιιαμε ή ζπζρεηηζκόο κε ηελ 

παζνγέλεζε αζζελεηώλ ζε δσηθνύο νξγαληζκνύο κέρξη ζήκεξα.  Σα πεξηζζόηεξα κέιε 

ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο βξίζθνληαη ζηελ εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε θαη 

εμεηδηθεύνληαη αλάινγα κε ηα είδε ησλ ππνζηξσκάησλ πνπ κεηαθέξνπλ πξνο θαη από 

ηελ κήηξα ηνπ κηηνρνλδξίνπ.  Τπάξρνπλ αξθεηέο αζζέλεηεο πνπ πξνθαινύληαη από 

κεηαιιάμεηο ζε κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο πνπ εκπιέθνληαη είηε άκεζα ζηελ 

νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε είηε ζηνλ ελδηάκεζν κεηαβνιηζκό.  Ζ εξεπλεηηθή νκάδα 

ηεο Γξ Διέλεο Νηνύλε δεκηνύξγεζε πξόζθαηα κε ηπραία κεηαιιαμνγέλεζε 

ρξεζηκνπνηώληαο ηνλ αιθπιησηηθό παξάγνληα N-αηζπι-N-ληηξνδνπξία (ENU), έλα 

λέν κνληέιν ππνιεηπόκελεο απηνζσκηθήο λεπξνινγηθήο λόζνπ κε ραξαθηεξηζηηθά 

αηαμίαο θαη επηιεςίαο ζην πνληίθη πνπ νθείιεηαη ζε κηα ζεκεηαθή κεηάιιαμε ρσξίο 

λόεκα ζην γνλίδην Slc25a46.  Πξνεγνύκελεο κειέηεο καο έδεημαλ όηη ε ππεύζπλε 

κεηάιιαμε αθνξά κηα αιιαγή από C (θπηνζίλε) ζε T (ζπκίλε) ζηελ θσδηθή πεξηνρή 

ηνπ γνληδίνπ Slc25a46 πξνθαιώληαο έλα πξόσξν θσδηθόλην ιήμεο.  Χο απνηέιεζκα 

παξάγεηαη κηα πξσηεΐλε 95 ακηλνμέσλ αληί ηεο άγξηνπ ηύπνπ πξσηεΐλεο SLC25A46 

πνπ έρεη 418 ακηλνμέα θαη εληνπίδεηαη ζηα κηηνρόλδξηα.  Παξά ην γεγνλόο όηη ε 

κεηάιιαμε ζην γνλίδην Slc25a46 δελ επεξεάδεη ηα επίπεδα ηνπ mRNA, ε άγξηνπ 

ηύπνπ 46kDa SLC25A46 πξσηεΐλε παξάγεηαη κόλν ζηα πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ θαη 

όρη ζηα πνληίθηα κε ηνλ λεπξνινγηθό θαηλόηππν αηαμίαο.  

Ο ζθνπόο ηεο παξνύζα κειέηεο ήηαλ ε δεκηνπξγία θαη ραξαθηεξηζκόο δηαγνληδηαθώλ 

πνληηθηώλ πνπ θέξνπλ ην αλζξώπηλν Slc25a46 γνλίδην (TgSlc25a46) ώζηε ζε 

πεηξάκαηα γελεηηθήο αλαπιήξσζεο λα επηβεβαησζεί γελεηηθά εάλ ε κεηάιιαμε ζην 

γνλίδην Slc25a46 είλαη ππεύζπλε γηα ηνλ θαηλόηππν πνπ παξαηεξείηαη ζηα αηαμηθά 

δώα. ΢ηελ παξνύζα εξγαζία κειεηήζεθε ε έθθξαζε ηνπ Slc25a46 δηαγνληδίνπ ηόζν 

ζην επίπεδν ηνπ mRNA όζν θαη ζην επίπεδν ηεο παξαγόκελεο πξσηεΐλεο ζε 

δηάθνξνπο ηζηνύο δύν TgSlc25a46 δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ θαη ζηε ζπλέρεηα 

πξαγκαηνπνηήζεθε θαηλνηππηθή αλάιπζε θαη δηαζηαπξώζεηο γηα ηελ δηάζσζε ηνπ 

αηαμηθνύ θαηλνηύπνπ παξνπζία ηνπ δηαγνληδίνπ.  Σα απνηειέζκαηα καο έδεημαλ όηη 
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1) ην αλζξώπηλν Slc25a46 δηαγνλίδην αθνινπζεί ην πξόηππν έθθξαζεο ηνπ 

ελδνγελνύο Slc25a46 γνληδίνπ κε θύξηα έθθξαζε ζε ηζηνύο ηνπ Κεληξηθνύ Νεπξηθνύ 

΢πζηήκαηνο όπσο εγθέθαιν, παξεγθεθαιίδα θαη λσηηαίν κπειό ηόζν ζην επίπεδν ηνπ 

mRNA όζν θαη ηεο πξσηεΐλεο, 2) ε έθθξαζε ηνπ Slc25a46 δηαγνληδίνπ είλαη αλάινγε 

κε ηνλ αξηζκό αληηγξάθσλ ηνπ, 3) ηα δηαγνληδηαθά πνληίθηα νκόδπγα γηα ηε 

κεηάιιαμε (TgSlc25a46 m/m)  εκθαλίδνπλ πγηή θαηλόηππν θαη παξάγνπλ ηελ 

αλζξώπηλε SLC25A46 πξσηεΐλε κε θπζηνινγηθό πξόηππν έθθξαζεο θαη 4) ππεύζπλε 

γηα ηνλ αηαμηθό θαηλόηππν είλαη πξάγκαηη ε κεηάιιαμε ζην γνλίδην Slc25a46 

(γελεηηθή επηβεβαίσζε ηεο κεηάιιαμεο).  Ζ κειέηε ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ Slc25a46 

γνληδίνπ ζα ζπκβάιεη ζηελ θαηαλόεζε ησλ κνξηαθώλ παζνγελεηηθώλ κεραληζκώλ 

πνπ εκπιέθνληαη ζηελ ζπγθεθξηκέλε λεπξνινγηθή λόζν θαη πηζαλώο ζηελ απνθάιπςε 

λέσλ κεηαβνιηθώλ κνλνπαηηώλ ζηηο νπνίεο ηα κηηνρόλδξηα παίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν. 
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ABSTRACT 

 

The Slc25a46 gene is a member of the SLC25 (solute carrier family 25) family, which 

consists of mitochondrial carrier proteins.  Its function is totally unknown and neither 

functional mutations nor correlations with disease pathogenesis in animal organisms 

have been reported so far.  Most of the SLC25 members are located in the inner 

mitochondrial membrane and transport specific substrates inside and outside of the 

mitochondrial matrix. Several diseases are caused by the mutations in the 

mitochondrial carrier proteins that affect either directly oxidative phosphorylation or 

metabolism.  Dr. Eleni Douni‟s research group has recently created, through random 

mutagenesis using N-ethyl-N nitrosouria (ENU), a new mouse model of recessive 

autosomal neurological disease characterized by ataxia and epilepsy that is caused by 

a nonsense point mutation in the Slc25a46 gene.  Our previous studies showed that 

this mutation replaced a C (cytosine) by a T (thymine) in the coding region of the 

Slc25a46 gene introducing a premature stop cordon.  As a result, the truncated protein 

has only 95 amino acids instead of the 418 amino acids displayed by the SLC25A46 

wild type protein, which has mitochondrial localization.  Although this mutation does 

not affect the expression of Slc25a46 at the mRNA level, the 46kDa SLC25A46 wild 

type protein is not produced in ataxic mice. 

The aim of the present study was the creation and characterization of human Slc25a46 

transgenic mice (TgSlc25a46) in order to genetically confirm that the mutation in the 

Slc25a46 gene is responsible for the ataxic phenotype through genetic replacement 

experiments.  In this work, the expression of the Slc25a46 transgene was studied at 

the mRNA and the protein levels in different tissues among two TgSlc25a46 lines, the 

phenotype of the transgenic mice was analysed and crosses were established for the 

rescue of the ataxic phenotype in the presence of the human Slc25a46 transgene.  Our 

results showed that 1) the human Slc25a46 transgene follows the expression pattern of 

the endogenous Slc25a46 gene which is mainly expressed in the tissues of the Central 

Nerve System such as brain, cerebellum, and spinal cord, both at the mRNA and 

protein levels, 2) the expression of the Slc25a46 transgene depends on its copy 

number, 3) the transgenic mice carrying the nonsense mutation (TgSlc25a46 m/m) 

rescued the ataxic phenotype and displayed a physiological expression pattern of the 

human SLC25A46 protein, and 4) the mutation in the Slc25a46 gene is indeed 



9 

responsible for the ataxic phenotype (genetical confirmation for the mutation).  

Further studies on the Slc25a46 gene‟s function will reveal the molecular mechanism 

involved in disease pathogenesis dispayed by the ataxic model and identify possibly 

novel metabolic pathways where mitochondria play important role. 
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Κεθαιαίν 1: Δηζαγσγή 

 

1.1 Δύξεζε ελόο κνληέινπ αηαμίαο ζην πνληίθη κε ηπραία 

κεηαιιαμνγέλεζε 

 

1.1.1 Πξόζζηα Γελεηηθή θαη Υεκηθή Μεηαιιαμνγέλεζε κε ENU 

Ζ Πξόζζηα Γελεηηθή (Forward Genetics) απνηειεί έλα ζεκαληηθό θιάδν ηεο 

Λεηηνπξγηθήο Γνληδησκαηηθήο (Functional Genomics) πνπ ζηνρεύεη ζηελ εύξεζε ηνπ 

γνλνηύπνπ πνπ επζύλεηαη γηα ηελ εθδήισζε ελόο θαηλνηύπνπ. Ζ πξνζέγγηζε απηή 

μεθηλά από ηνλ θαηλόηππν, θαη αθνινπζνύλ ε γελεηηθή ραξηνγξάθεζε, ν εληνπηζκόο 

ηνπ ππεύζπλνπ γνληδίνπ ζε ρξσκνζσκηθή πεξηνρή θαη ηέινο ε ηαπηνπνίεζε ηεο  

ππεύζπλεο κεηάιιαμεο.  Ζ επαγσγή λέσλ θαηλνηύπσλ πξαγκαηνπνηείηαη κε ηπραία 

κεηαιιαμνγέλεζε από νπζίεο όπσο ε N-αηζπι-N-ληηξνδνπξία (N-ethyl-N-

nitorosourea, ENU).   

Ζ ENU δεκηνπξγεί ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο ζην γνληδίσκα, κεηαθέξνληαο ηελ 

αηζπινκάδα ηεο ζε ξίδεο νμπγόλνπ ή αδώηνπ ζηηο βάζεηο ηνπ DNA κε απνηέιεζκα λα 

γίλεη ιάζνο θαηά ην δεπγάξσκα θαη ππνθαηάζηαζε (Δηθόλα 1.1). H ENU ηξνπνπνηεί 

θπξίσο Α / Σ δεύγε βάζεσλ, κε 44% Α / Σ -> T / A, 38% Α / Σ -> G / C, 8% G / C -> 

A / T, 3% G / C -> C / G, 5% A / T -> C / G θαη 2% G / C -> T / A.  ΢ην επίπεδν ηεο 

πξσηεΐλεο, απηέο νη αιιαγέο κπνξεί λα νδεγήζνπλ θαηά 64% ζε κεηαιιάμεηο κε 

ιάζνο λόεκα (missense mutations) δειαδή αληηθαηάζηαζε ακηλνμέσλ, 10% ζε 

κεηαιιάμεηο ρσξίο λόεκα (nonsense mutations) δειαδή ζε εηζαγσγή ελόο πξόσξνπ 

θσδηθσλίνπ ιήμεο θαη 26% ζε ιάζε θαηά ηε δηαδηθαζία ηνπ καηίζκαηνο (splicing 

errors)  (Justice et al., 1999). Οη ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο πνπ πξνθαινύληαη από ηελ 

ENU, επηηξέπνπλ ηελ αλαθάιπςε ησλ ιεηηνπξγηώλ ησλ γνληδίσλ κε αλεπεξέαζην 

ηξόπν θαη ηε δπλαηόηεηα εκθάληζεο κηαο ζεηξάο αιιεινκόξθσλ από ηελ πιήξε ή 

κεξηθή απώιεηα ηεο ιεηηνπξγίαο έσο ηελ ππεξβνιηθή ιεηηνπξγία ηεο πξσηεΐλεο. 

Σέηνηεο πξνζεγγίζεηο είλαη εμαηξεηηθά ζεκαληηθέο γηα ηελ θαηαλόεζε ησλ 

παζνγελεηηθώλ κεραληζκώλ ζηηο θιεξνλνκήζηκεο αλζξώπηλεο αζζέλεηεο.   
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Δηθόλα  1.1:  Η δξάζε ηεο αηζπιληηξνδνπξίαο.  Σν κεηαιιαμνγόλν ENU πξνζζέηεη κηα 

αιθπιννκάδα ζηηο βάζεηο ηνπ DNA (A) δεκηνπξγώληαο δεύγε κε ζπκπιεξσκαηηθώλ βάζεσλ 

θαηά ηελ αληηγξαθή ηνπ DNA κε απνηέιεζκα ηελ επαγσγή ζεκεηαθώλ κεηαιιάμεσλ (B). 

 

Ζ νπζία ENU δξα ζε όινπο ηνπο θπηηαξηθνύο ηύπνπο αιιά θπξίσο ζηα πξνκεησηηθά 

ζπεξκαηνγόληα βιαζηηθά θύηηαξα.  Δπίζεο απμάλεη ηνλ αξηζκό ησλ κεηαιιάμεσλ έσο 

θαη 12 θνξέο ζε ζρέζε κε ηελ δξάζε ησλ αθηίλσλ Υ (Cook, et al., 2006).  Σα 

πςειόηεξα πνζνζηά ηεο κεηάιιαμεο ζπκβαίλνπλ ζε πξν-κεησηηθά ζπεξκαηνγόληα 

βιαζηηθά θύηηαξα, θαη 1,5-6*10
-3

 είλαη ε ζπρλόηεηα ηεο κεηάιιαμεο ζε κηα 

ζπγθεθξηκέλε ζέζε.  Απηό είλαη ηζνδύλακν κε ηελ απόθηεζε κηαο κεηάιιαμεο ζε έλα 

κεκνλσκέλν γνλίδην ηεο επηινγήο ζε έλα ζηνπο 175-655 γακέηεο κεηά ηελ ζάξσζε.   

Ζ κεηαιιαμνγέλεζε επηηπγράλεηαη κε ελδνπεξηηνληαθή ρνξήγεζε ENU ζε αξζεληθό 

πνληίθη (Γεληά G0), πξαγκαηνπνηώληαο κε απηό ηνλ ηξόπν έλα κεγάιν αξηζκό 

ζεκεηαθώλ κεηαιιάμεσλ ζηα ζπεξκαηνγόληα βιαζηηθά θύηηαξα (Cook, et al., 2006).  

Ζ ρεκηθή νπζία ENU πξνθαιεί παξνδηθή ζηεηξόηεηα πεξίπνπ 12 εβδνκάδσλ ζην 

πνληίθη, δηόηη θαηαζηξέθνληαη ηα ππάξρνληα ζπεξκαηνδσάξηα θαη ρξεηάδνληαη πάλσ 

από 8 εβδνκάδεο γηα λα παξαρζνύλ ζπεξκαηνδσάξηα κε ENU-επαγώκελεο ζεκεηαθέο 

κεηαιιάμεηο.  ΢ηελ ζπλέρεηα ν G0 αξζεληθόο δεπγαξώλεη κε άγξηνπ ηύπνπ ζειπθά 

πνληίθηα έηζη ώζηε λα πξνθύςνπλ απόγνλνη πξώηεο γεληάο γηα θάπνηα κεηάιιαμε (G1) 

πνπ είλαη εηεξόδπγνη.  Γηα ην εληνπηζκό ησλ επηθξαηώλ θιεξνλνκηθώλ κεηαιιαγώλ ε 

θαηλνηππηθή αλάιπζε κπνξεί λα γίλεη άκεζα ζηα G1 άηνκα ή ζηνπο απνγόλνπο ηεο 

δεύηεξεο γεληάο G2 πνπ πξνέξρνληαη από δηαζηαύξσζή ηνπ G1 κε ζειπθέο θπζηθνύ 

ηύπνπ.  Γηα ηνλ εληνπηζκό ησλ ππνιεηπόκελσλ κεηαιιάμεσλ απαηηείηαη ε δεκηνπξγία 
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θαη θαηλνηππηθή αλάιπζε απνγόλσλ ηξίηεο γεληάο G3, πνπ πξνέξρνληαη από 

δηαζηαύξσζε ηνπ G1 κε ηηο ζειπθέο απνγόλνπο ηνπ δεύηεξεο γεληάο G2 (Νηνύλε 

2011).  ΢ηελ G3 γεληά ππάξρεη 12.5% (1/8) πηζαλόηεηα λα βξίζθεηαη ζε νκνδπγσηία 

θάζε μερσξηζηή κεηάιιαμε πνπ κεηαθέξεη ν G1 αξζεληθόο (Nelms, et. al., 2001). 

 

1.1.2 Δύξεζε ηνπ θαηλνηύπνπ ηεο αηαμίαο 

Ζ εξεπλεηηθή νκάδα ηεο Γξ. Νηνύλε δεκηνύξγεζε ζην παξειζόλ κε ENU-επαγόκελε 

ηπραία κεηαιιαμνγέλεζε ζην πνληίθη έλα κνληέιν λεπξνινγηθήο λόζνπ κε έληνλε 

αηαμία θαηά ηελ βάδηζε θαη επηιεπηηθέο θξίζεηο πνπ εκθάληζε απηνζσκηθό 

ππνιεηπόκελν ηξόπν θιεξνλνκηθόηεηαο.  Ο θαηλόηππνο εκθαλίδεηαη κεηαμύ ηεο 2
εο

 – 

3
εο

 εβδνκάδαο ηεο δσήο ηνπο θαη ηα πνληίθηα δνπλ κέρξη 4 κελώλ. Σα ραξαθηεξηζηηθά 

ηεο αηαμίαο είλαη πιάγηαζκα θαηά ην πεξπάηεκα κε απξνζδηόξηζηα ζπλερή αιιαγή 

θαηεύζπλζεο, επηιεπηηθέο θξίζεηο, κεησκέλν βάξνο, κεησκέλε δξαζηεξηόηεηα θαη 

ππεξαλάπηπμε ησλ δνληηώλ (malocclusion). Ο θαηλόηππνο απηόο εκθαλίδεηαη 

ηαπηόρξνλα ζε αξζεληθά θαη ζειπθά πνληίθηα. 

 

1.1.3 Γελεηηθή αλάιπζε θαη εύξεζε ηεο κεηάιιαμεο ζην γνλίδην Slc25a46 

Ζ εύξεζε ηεο ππεύζπλεο κεηάιιαμεο πξαγκαηνπνηήζεθε κε γελεηηθή αλάιπζε 

ζαξώλνληαο όιν ην γνληδίσκα πνληηθώλ είηε κε λεπξνινγηθό θαηλόηππν είηε ρσξίο 

θαηλόηππν κε πνιπκνξθηθνύο γελεηηθνύο δείθηεο. Γηα λα επηηεπρζεί γελεηηθή αλάιπζε 

ην ζηέιερνο ηεο κεηαιιαμνγέλεζεο (C57BL/6x129SV6) δηαζηαπξώζεθε κε ην 

ζηέιερνο DBA/2J ηεο ραξηνγξάθεζεο θαη πξνέθπςε ε F1 γεληά πνπ ήηαλ εηεξόδπγε 

σο πξνο ηελ κεηάιιαμε.  Σα πνληίθηα πνπ ειέρζεζαλ γελεηηθά ήηαλ F2 γεληάο 

πξνεξρόκελα από ελδνδηαζηαύξσζε F1 X F1 εηεξόδπγσλ αηόκσλ (Douni et al., 2012). 

΢αξώλνληαο ην γνληδίσκα ηνπ πνληηθνύ κε γελεηηθνύο δείθηεο SSPLs θαη SNPs ε 

ππεύζπλε κεηάιιαμε γηα ηνλ θαηλόηππν ηεο αηαμίαο εληνπίζηεθε ζην ρξσκόζσκα 18 

κέζσ ηεο αλάιπζεο γελεηηθήο ζύλδεζεο ρξεζηκνπνηώληαο ην πξόγξακκα R-QTL.  

΢ηελ ζπλέρεηα, ε κεηάιιαμε βξέζεθε ζε κηα πεξηνρή κεγέζνπο 48.4 Mb κεηαμύ ησλ 

πεξηνρώλ 23.7Mb θαη 72.1 Mb, πνπ πεξηέρεη 300 γνλίδηα. Υξεζηκνπνηώληαο 

πεξηζζόηεξνπο γελεηηθνύο δείθηεο (SSLPs, SNPs) θαη κεγαιύηεξν αξηζκό αηόκσλ, ε 

κεηάιιαμε πεξηνξίζηεθε κηα πεξηνρή 2.85 Mb πνπ πεξηέρεη 24 γνλίδηα.  ΢ην ηέινο, κε 

αιιεινύρηζε ησλ γνληδίσλ απηώλ εληνπίζηεθε ε ππεύζπλε κεηάιιαμε ζε έλα λέν 
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γνλίδην, ην Slc25a46, ην νπνίν αλήθεη ζηελ SLC25 (solute carrier family 25) 

νηθνγέλεηα πνπ είλαη  κηηνρνλδξηαθνί κεηαθνξείο.  Ζ κεηάιιαμε αθνξά κηα αιιαγή 

από C (θπηνζίλε) ζε T (ζπκίλε) ζηελ θσδηθή πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ Slc25a46 

νδεγώληαο ζε έλα πξόσξν θσδηθόλην ιήμεο (stop codon) κε απνηέιεζκα λα 

παξάγεηαη κηα πξσηεΐλε 95 ακηλνμέσλ αληί ηεο άγξηνπ ηύπνπ πξσηεΐλεο πνπ έρεη 418 

ακηλνμέα (Καξαθώζηαο, 2010).  Ζ κεηάιιαμε απηή ρξεζηκνπνηείηαη πιένλ γηα ηελ 

γνλνηππηθή αλάιπζε όισλ ησλ αηαμηθώλ απνγόλσλ θαη ηελ αλαγλώξηζε ησλ 

εηεξόδπγσλ αηόκσλ πνπ δελ έρνπλ ηνλ αηαμηθό θαηλόηππν. 

 

1.1.4 Σν γνλίδην Slc25a46 

Σν γνλίδην SLC25A46 βξίζθεηαη ζην ρξσκόζσκα 5 (5q22.1) γηα ηνλ άλζξσπν (Homo 

sapiens) θαη έρεη 27.021 βάζεηο από 110.073.837 έσο 110.100.857 bp.  Γηα ην πνληίθη 

(Mus musculus) βξίζθεηαη ζην ρξσκόζσκα 18 θαη είλαη 29.735 βάζεηο από 

31.739.822 έσο 31.769.556 bp.  Οξζόινγα γνλίδηα Slc25a46 ππάξρνπλ ζε 

Caenorhabditis Elegans (Y40B1B.8), Drosophila melanogaster (CG8931, CG5755), 

ακθίβηα (Xenopus laevis: 48028059), πηελά (slc25a46), εξπεηά θαη ζειαζηηθά 

(slc25a46) κε πςειό βαζκό ζπληεξεηηθόηεηαο.  Σν γνλίδην Slc25a46 έρεη 8 εμώληα 

θαη θσδηθνπνηεί πξσηεΐλε 418 ακηλνμέσλ. 

 

1.1.5 Έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Slc25a46 

Ζ κειέηε ησλ Haitina et al., 2006, αλαθέξεη όηη ε έθθξαζε ηνπ Slc25a46 ζηνλ 

αξνπξαίν είλαη πςειόηεξε ζηνλ νπίζζην εγθέθαιν θαη ηελ ζπνλδπιηθή ζηήιε (Δηθόλα 

1.2). ΢ηελ κειέηε απηή θαίλεηαη όηη ηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ Slc25a46 ζην θεληξηθό 

λεπξηθό ζύζηεκα (ΚΝ΢) είλαη από ηα πςειόηεξα κεηαμύ ησλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο 

SLC25 θαη πςειόηεξα από ηνπο ηζηνύο ζηελ πεξηθέξεηα. Άιιε κειέηε (Nishimura et 

al., 2008), όκσο, ζηελ νπνία mRNA απνκνλώζεθε από αλζξώπηλνπο ηζηνύο έδεημε 

κεγαιύηεξε έθθξαζε ζην ζθειεηηθό κπ θαη αθνινπζνύλ νη ιείνη κύεο θαη ε θαξδηά, 

αλ θαη θαίλεηαη όηη ην Slc25a46 γνλίδην εθθξάδεηαη ζε όινπο ηνπο ηζηνύο. 

 



17 

 

Δηθόλα  1.2  ΢ρεηηθή έθθξαζε ηνπ Slc25a46 γνληδίνπ ζε επίπεδν mRNA ζηνλ αξνπξαίν 

(Haitina et al., 2006). 

 

1.1.6 Η κεηάιιαμε ζηελ SLC25A46 πξσηεΐλε  

Ζ πξσηεΐλε SLC25A46 θσδηθνπνηείηαη από ην γνλίδην SLC25A46 (Homo sapiens) / 

Slc25a46 (Mus musculus) θαη αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ κηηνρνλδξηαθώλ 

κεηαθνξέσλ, SLC25.  Έρεη 418 ακηλνμέα ηόζν ζην πνληίθη όζν θαη ζηνλ άλζξσπν κε 

ακηλνμηθή νκνινγία 89%.  Ζ SLC25A46 πξσηεΐλε όπσο θαη ηα ππόινηπα κέιε ηεο 

νηθνγέλεηαο αλακέλεηαη λα βξίζθεηαη ζηελ εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε, έρεη 

έμη α-έιηθεο θαη ε ιεηηνπξγία ηεο είλαη άγλσζηε.   

Ζ κεηάιιαμε πνπ εληνπίζηεθε ζην γνλίδην Slc25a46 αιιάδεη έλα λνπθιενηίδην  

θπηνζίλεο ζε ζπκίλε, ελώ ζε ακηλνμηθό επίπεδν ην 96
ν
 ακηλνμύ, ε γινπηακίλε, 

αιιάδεη ζε θσδηθόλην ιήμεο (Δηθόλα 1.3).  Απηό βξίζθεηαη αθξηβώο ζην ακηλνμύ από 

ην νπνίν μεθηλάεη ε πξώηε από ηηο έμη α-έιηθεο πνπ εηζρσξνύλ ζηελ εζσηεξηθή 

κεκβξάλε ηνπ κηηνρνλδξίνπ.  Χο απνηέιεζκα ε κεηαιιαγκέλε πξσηεΐλε απνηειείηαη 

από 95 ακηλνμέα θαη πεξηέρεη κόλν ην ακηλνηειηθό άθξν πνπ βξίζθεηαη ζηελ κεξηά 

ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο (Δηθόλα 1.4).  Απηό ζεκαίλεη όηη ε ελ ιόγσ πξσηεΐλε έρεη 

ράζεη ηελ ιεηηνπξγηθόηεηα ηεο θαη ηελ θπζηνινγηθή ηεο δνκή θαη δελ ελζσκαηώλεηαη 

ζηε κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε (Καξαθώζηαο, 2010). 
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KEGIGRVIGL GVPHSKRLLP LFSLIFPTVL HGVLHYIISS IIQKIVLLIL KRKTYNSHLA  
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Δηθόλα  1.3 : Η ζέζε ηεο κεηάιιαμεο ζηελ SLC25A46 πξσηεΐλε:  Σν 96
ν
 ακηλνμύ πνπ 

είλαη ε γινπηακίλε (ζε θόθθηλν γξάκκα) αιιάδεη ζε θσδηθόλην ιήμεο (stop codon).  

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q9CQS4 ) 

 

 

 

 

Δηθόλα  1.4:  Γνκηθό κνληέιν ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο ησλ κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ.  

Έμη α-έιηθεο δηαπεξλνύλ ηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε ηνπ κηηνρνλδξίνπ κε ηα ακηλνηειηθά θαη 

θαξβνμπηειηθά άθξα ηεο πξσηεΐλεο λα βξίζθνληαη πξνο ηελ κεξηά ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο.  

Όιε ε αιιεινπρία δηαθξίλεηαη ζε ηξία όκνηα ηκήκαηα κε δύν δηακεκβξαληθέο α-έιηθεο.  

Μεηαμύ ησλ ηκεκάησλ απηώλ νη δύν απηέο α-έιηθεο ελώλνληαη κε κία κεγάιε πδξόθηιε 

ελδνκηηνρνλδξηαθή δνκή (loop) πνπ εηζρσξεί κέζα ζηελ κεκβξάλε (Palmieri, 2004). Ζ ζέζε 

ηνπ θσδηθνλίνπ ιήμεο θαίλεηαη κε ηόμν. 

 

 

 

 

http://www.uniprot.org/uniprot/Q9CQS4
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1.2 Η νηθνγέλεηα κεηαθνξέσλ SLC 

Οη κεηαθνξείο SLC είλαη κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο ησλ επθαξπσηηθώλ θπηηάξσλ θαη 

είλαη ε δεύηεξε κεγαιύηεξε νηθνγέλεηα ησλ κεκβξαληθώλ πξσηετλώλ κε ηνπιάρηζηνλ 

384 πξσηεΐλεο ζην άλζξσπν (Fredriksson, et al. 2008).  Οη νηθνγέλεηεο ησλ SLC 

κεζνιαβνύλ ζηε ξνή ησλ δηαθόξσλ νπζηώλ, όπσο ζάθραξα, ακηλνμέα, λνπθιενηίδηα, 

αλόξγαλα ηόληα θαη θάξκαθα κέζσ ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο. Σα γνλίδηα SLC 

νλνκάδνληαη ζπρλά "ππεξνηθνγέλεηα" επεηδή κπνξνύλ λα ηαμηλνκεζνύλ πεξαηηέξσ ζε 

δεθάδεο κηθξόηεξεο νηθνγέλεηεο αλάινγα κε ην είδνο ησλ κνξίσλ ησλ νπνίσλ νη 

αληίζηνηρεο πξσηεΐλεο κεηαθέξνπλ.  Οη νηθνγέλεηεο απηέο ππνδεηθλύνληαη από έλαλ 

αξηζκό , ην γξάκκα «Α» θαη έλα δεύηεξν αξηζκό πνπ δειώλεη ην ζπγθεθξηκέλν 

γνλίδην ηεο νηθνγέλεηαο απηήο.  Γηα παξάδεηγκα, ην SLC39A1, δείρλεη ην πξώην κέινο 

ηεο νηθνγέλεηαο 39, πνπ πξόθεηηαη γηα κεηαθνξείο ηόλησλ κεηάιινπ. 

 

 

1.3 Η νηθνγέλεηα κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ SLC25 (SLC25, 

Solute Carrier Family 25) 

1.3.1 Μηηνρόλδξηα – Γνκή θαη ιεηηνπξγία 

Σα κηηνρόλδξηα είλαη θπηηαξηθά νξγαλίδηα ησλ επθαξπσηηθώλ νξγαληζκώλ.  

Αλαθέξνληαη θαη σο εξγνζηάζηα ησλ θπηηάξσλ, ιόγσ ησλ κεηαβνιηθώλ δηεξγαζηώλ 

πνπ επηηεινύλ απνδίδνληαο κεγάια πνζά ελέξγεηαο. ΢ηα κηηνρόλδξηα, ν κεηαβνιηζκόο 

ησλ ζαθράξσλ νινθιεξώλεηαη:  ην ππξνζηαθπιηθό εηζάγεηαη ζην κηηνρόλδξην θαη 

νμεηδώλεηαη από ην O2 ζε CO2 θαη H2O.  Απηό παξάγεη 15 θνξέο πεξηζζόηεξν ATP 

από εθείλν πνπ παξάγεηαη από ηε γιπθόιπζε.  Ο αξηζκόο ηνπο πνηθίιεη αλάινγα κε ην 

είδνο ησλ νξγαληζκώλ θαη ησλ θπηηαξηθώλ ηύπσλ.  Δίλαη εμαηξεηηθά θηλεηηθά θαη 

πιαζηηθά νξγαλίδηα, αιιάδνληαο ζπλερώο ην ζρήκα ηνπο.  Αλάινγα κε ηελ 

θαηάζηαζε ηνπ θπηηάξνπ κπνξεί λα γίλεηαη ζύδεπμε κεηαμύ δηαθνξεηηθώλ 

κηηνρνλδξίσλ θαη ζηε ζπλέρεηα λα ρσξίδoληαη θαη πάιη (Alberts et al., 2002).  

Απνηεινύληαη από δύν κεκβξάλεο, ηελ εμσηεξηθή πνπ είλαη ιεία, θαη ηελ εζσηεξηθή 

πνπ είλαη αλαδηπισκέλε θαη ζρεκαηίδεη πνιπάξηζκεο δηζθνεηδείο ή δαθηπιηνεηδείο 

πηπρώζεηο (cristae) (Δηθόλα 1.5). 
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Δηθόλα  1.5: ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ κηηνρνλδξηαθώλ δηακεξηζκάησλ.  (Πάλσ) 

Δκθαλίδνληαη νη θύξηνη ρώξνη κε ηηο ζπγθεθξηκέλεο δηεξγαζίεο θαη ηνπο παξάγνληεο. 

΢πληνκνγξαθία σο εμήο: MIM κηηνρνλδξηαθή εζσηεξηθή κεκβξάλε, MOM κηηνρνλδξηαθή 

εμσηεξηθή κεκβξάλε, mtDNA κηηνρνλδξηαθό DNA. (Κάησ) Μία ηνκή κέζα από ηελ 3D 

ηνκνγξαθία ηνπ κηηνρόλδξηνπ (Marin-Garcia, 2013).  

 

Ζ εμσηεξηθή κεκβξάλε (outer membrane) πεξηέρεη πνιιά αληίγξαθα κηαο πξσηεΐλεο 

κεηαθνξάο πνπ νλνκάδεηαη Porin, ε νπνία απνηειεί κεγάια θαλάιηα κέζα ζηελ 

δηπινζηηβάδα ιηπηδίσλ.  Απηή ε κεκβξάλε κνηάδεη κε έλα θόζθηλν θαη είλαη 

δηαπεξαηή ζε όια ηα κόξηα κέρξη 5000 dalton, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ κηθξώλ 

πξσηετλώλ.  Σέηνηα κόξηα κπνξνύλ λα εηζέιζνπλ ζην ρώξν κεηαμύ ησλ κεκβξαλώλ 
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(intermembrane), αιιά ηα πεξηζζόηεξα από απηά δελ κπνξνύλ λα πεξάζνπλ ηελ 

αδηαπέξαζηε εζσηεξηθή κεκβξάλε.  Έηζη, ελώ ν ρώξνο αλάκεζα ζηηο δύν κεκβξάλεο 

είλαη ρεκηθά ηζνδύλακνο κε ην θπηηαξόπιαζκα ζε ζρέζε κε ηα κηθξά κόξηα πνπ 

πεξηέρεη, ε κήηξα πεξηέρεη κηα επηινγή ζε κεγάιν βαζκό από απηά ηα κόξηα (Alberts 

et al., 2002). 

Ζ εζσηεξηθή κεκβξάλε (inner membrane) είλαη πνιύ εμεηδηθεπκέλε.  Ζ δηπινζηηβάδα 

ησλ ιηπηδίσλ ηεο πεξηέρεη έλα πςειό πνζνζηό ησλ δηπιώλ θσζθνιηπηδίσλ, ηεο 

θαξδηνιηπίλεο, ε νπνία έρεη ηέζζεξα ιηπαξά νμέα αληί γηα δύν θαη κπνξεί λα 

βνεζήζεη λα γίλεη ε κεκβξάλε πνιύ αδηαπέξαζηε ζηα ηόληα.  Απηή ε κεκβξάλε 

πεξηέρεη επίζεο κηα πνηθηιία ησλ πξσηετλώλ κεηαθνξάο, πνπ ηελ θαζηζηνύλ 

επηιεθηηθά δηαπεξαηή ζηα κηθξά κόξηα, ηα νπνία κεηαβνιίδνληαη ή απαηηνύληαη από 

ηα πνιιά κηηνρνλδξηαθά έλδπκα ηα νπνία ζπγθεληξώλνληαη ζηε κήηξα.  Πεξηέρεη 

πξσηεΐλεο κε ηξεηο ηύπνπο ιεηηνπξγηώλ: 1) εθείλεο πνπ εθηεινύλ ηηο αληηδξάζεηο ηεο 

νμείδσζεο ζηελ αιπζίδα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ, 2) ε ATP ζπλζάζε πνπ παξάγεη  

ATP ζηε κήηξα, θαη 3) νη πξσηεΐλεο κεηαθνξάο πνπ επηηξέπνπλ ην πέξαζκα ησλ 

κεηαβνιηηώλ ηνπο κέζα θαη έμσ από ηελ κήηξα. Μηα ειεθηξνρεκηθή θιίζε H
+
 

πξαγκαηνπνηείηαη ζε απηή ηε κεκβξάλε, έηζη ώζηε ε κεκβξάλε  λα είλαη αδηαπέξαζηε 

ζηα ηόληα θαη ζηα πεξηζζόηεξα κηθξά θνξηηζκέλα κόξηα.  Οη αλαδηπιώζεηο (cristae) 

απμάλνπλ ζεκαληηθά ηε ζπλνιηθή επηθάλεηα ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο (Alberts et al., 

2002). 

Ο ρώξνο αλάκεζα ζηηο δύν κεκβξάλεο (intermembrane) πεξηέρεη δηάθνξα έλδπκα πνπ 

ρξεζηκνπνηνύλ ην ΑΣΡ πνπ πεξλάεη έμσ από ηελ κήηξα γηα λα θσζθνξπιηώζεη άιια 

λνπθιενηίδηα. Ζ κήηξα πεξηέρεη έλα κείγκα πςειήο ζπγθέληξσζεο ησλ εθαηνληάδσλ 

ελδύκσλ, θαζώο επίζεο θαη ηα αληίγξαθα ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA, εηδηθά 

κηηνρνλδξηαθά ξηβνζώκαηα, tRNA, θαη δηάθνξα έλδπκα πνπ απαηηνύληαη γηα ηελ 

έθθξαζε ησλ γνληδίσλ ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA (Alberts et al., 2002). 

Παξόιν πνπ ε θύξηα ιεηηνπξγία ησλ κηηνρνλδξίσλ είλαη ε ζύλζεζε ηνπ ATP κέζσ 

ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο απηά ηα νξγαλίδηα επηηεινύλ θαη πνιιέο άιιεο 

ιεηηνπξγίεο.  Λεηηνπξγνύλ ζ‟ απηά αξθεηά κεηαβνιηθά κνλνπάηηα, όπσο ν θύθινο ηνπ 

θηηξηθνύ νμένο όπνπ δεκηνπξγνύληαη θαη νη ειεύζεξεο ξίδεο (ROS) πνπ παξάγνληαη 

από ηελ νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε, αιιά θαη άιιεο ζεκειηώδεηο βηνινγηθέο 

ιεηηνπξγίεο όπσο ε Ca
+
 θπηηαξηθή ζεκαηνδόηεζε, ν θπηηαξηθόο πνιιαπιαζηαζκόο, ν 

θπηηαξηθόο ζάλαηνο θαη ε θπηηαξηθή απόπησζε.  Δπίζεο αξθεηά έλδπκα πνπ 

εκπιέθνληαη ζηελ δηαρείξηζε ησλ ειεύζεξσλ ξηδώλ (ROS), ζηνλ θαηαβνιηζκό ησλ 
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ακηλνμέσλ θαη ζηελ βηνζύλζεζε ησλ ιηπαξώλ νμέσλ, ηεο ρνιεζηεξόιεο, ησλ 

ζηεξνεηδώλ νξκνλώλ, ησλ νπβηθνπηηηλώλ θ.α. βξίζθνληαη ζην εζσηεξηθό ησλ 

κηηνρνλδξίσλ.  Ζ επηθνηλσλία ησλ κηηνρνλδξίσλ κε άιια ηκήκαηα ηνπ θπηηάξνπ 

πξαγκαηνπνηείηαη θπξίσο από πξσηεΐλεο κεηαθνξείο πνπ βξίζθνληαη ζηελ εζσηεξηθή 

κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε θαη επηηξέπνπλ επηιεθηηθά ηελ κεηαθνξά ζηνηρείσλ κέζα 

θαη έμσ από ηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα.  Όινη απηνί νη κεηαθνξείο θσδηθνπνηνύληαη 

από γνλίδηα ηνπ ππξήλα ηνπ θπηηάξνπ πνπ κεηαθξάδνληαη ζην θπηηαξόπιαζκα απν 

όπνπ κεηαθέξνληαη ζηα κηηνρόλδξηα (Palmieri, 2008). 

 

1.3.2 Η νηθνγέλεηα κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ SLC (SLC25, Solute 

Carrier Family 25) 

Ζ SLC25 νηθνγέλεηα κεηαθνξέσλ είλαη ε κεγαιύηεξε νηθνγέλεηα ησλ κεηαθνξέσλ 

δηαιπηώλ νπζηώλ θαη πεξηιακβάλεη ηα πξντόληα 53 αλζξώπηλσλ γνληδίσλ. Σα 

αλζξώπηλα γνλίδηα SLC25 θαηαλέκνληαη αξθεηά νκνηόκνξθα ζε όια ζρεδόλ ηα 

ρξσκνζώκαηα αιιά δηαθέξνπλ ζεκαληηθά σο πξνο ηελ νξγάλσζε θαη ην κέγεζόο 

ηνπο. Σα γνλίδηα ησλ SLC25 είλαη δηαδεδνκέλα ζε επθαξπσηηθά θύηηαξα (από 

πξώηηζηα κέρξη κεηάδσα). Δίλαη επίζεο παξόληα ζε κεξηθνύο ηνύο θαη βαθηήξηα 

(Mimiviridae mimivirus, Legionella θαη Neorickettsia spp), πηζαλόηαηα σο 

απνηέιεζκα ηεο νξηδόληηαο κεηαθνξάο γνληδίσλ από έλα επθαξπσηηθό μεληζηή ζε έλα 

παζνγόλν. Δπηπιένλ, απηή ε ππεξνηθνγέλεηα ησλ κεηαθνξέσλ δελ πεξηνξίδεηαη κόλν 

ζηα κηηνρόλδξηα.  Μεξηθά κέιε ηεο νηθνγέλεηαο βξίζθνληαη ζε άιια θπηηαξηθά 

νξγαλίδηα, όπσο ππεξνμπζώκαηα (SLC25A7) (Agrimi et al., 2012), ρισξνπιάζηεο 

θαη κηηνζώκαηα. Τπάξρνπλ ζπλήζσο ζε πνιύ κηθξέο πνζόηεηεο ζηηο κεκβξάλεο ησλ 

νξγαληδίσλ. Σα επίπεδα έθθξαζεο ησλ MCs (Mitochondrial Carriers) είλαη ηδηαίηεξα  

κεηαβιεηά. Μεξηθνί  MCs θαηαλέκνληαη επξέσο ζε όινπο ζρεδόλ ηνπο ηζηνύο ελώ 

άιινη είλαη ηζηνεηδηθνί θαί άξα ζεκαληηθνί ζε ζπγθεθξηκέλεο ιεηηνπξγίεο (Palmieri, 

2012).  

Σα γλσζηά κέιε ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο κεηαθέξνπλ κηα πνηθηιία δηαιπηώλ νπζηώλ 

(θεην νμέα, ακηλνμέα, λνπθιενηίδηα θαη ζπλέλδπκα / ζπκπαξάγνληεο) θαηά κήθνο ηεο 

εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο.  Δθηόο από ην λα παξέρνπλ ζύλδεζε κεηαμύ 

ησλ κηηνρνλδξίσλ θαη ησλ άιισλ θπηηαξηθώλ δηακεξηζκάησλ, νη κηηνρνλδξηαθνί 

κεηαθνξείο παίδνπλ ξόιν ζηε ξύζκηζε θαη ηε δηαηήξεζε ηεο ηζνξξνπίαο κεηαμύ ηνπ 

θπηηαξνπιάζκαηνο θαη ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο, γηα παξάδεηγκα ζηηο δηαδηθαζίεο 
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ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο θαη ηεο νμεηδναλαγσγήο (Δηθόλα 1.6).  Μεξηθνί 

κεηαθνξείο (carriers), είλαη επξέσο θαηαλεκεκέλνη ζε όινπο ή ζρεδόλ όινπο ηνπο 

ηζηνύο, ελώ άιινη βξίζθνληαη ζε ζπγθεθξηκέλνπο ηζηνύο θαη ε πεξηνξηζκέλε 

θαηαλνκή ηνπο αληηθαηνπηξίδεη ηε ζεκαζία ηνπο ζηνπο ηζηνύο απηνύο π.ρ. γηα ηελ 

βηνζύλζεζε ησλ ιηπαξώλ νμέσλ ή ηε ζεξκνγέλεζε. 

 

 

Δηθόλα  1.6: Μεηαβνιηθνί ξόινη ησλ κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ:  Φαίλνληαη 16 

κεηαθνξείο ζηελ εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε πνπ εκπιέθνληαη ζηελ νμεηδσηηθή 

θσζθνξπιίσζε (AAC, PiC, UCP), κνλνπάηηα νμείδσζεο/αλαγσγήο (AGC, OGC, DIC, CIC, 

CAC, PyC), νκνηόζηαζε ηεο ελδνκηηνρνλδξηαθήο απνζήθεο ησλ λνπθιενηηδίσλ αδελίλεο 

(APC), κεζπιίσζε ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA, RNA θαη κεξηθώλ ελδνκηηνρνλδξηαθώλ 

πξσηετλώλ (SAMC), εηζαγσγή ηεο ππξνθσζθνξηθήο ζεηακίλεο (ThPP) θαη ηέινο κπνξεί λα 

εκπιέθνληαη ζην κεηαβνιηζκό ησλ ακηλνμέσλ (AGC, ORC, GC, ODC) (Palmieri, 2012). 

 

Οη κηηνρνλδξηαθνί κεηαθνξείο είλαη κηθξέο πξσηεΐλεο νη νπνίεο ζπλήζσο έρνπλ 

κνξηαθό βάξνο πεξίπνπ 30-34 kDa.  Έλα θύξην ραξαθηεξηζηηθό είλαη ε παξνπζία 

ηξηώλ επαλαιακβαλόκελσλ νκόινγσλ δνκώλ κεγέζνπο πεξίπνπ 100 ακηλνμέσλ ε 

θαζεκία (Δηθόλα 1.4).  Κάζε δνκή πεξηιακβάλεη δύν πδξόθνβεο πεξηνρέο πνπ 

δηαπεξλνύλ ηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε σο α-έιηθεο  κε κηα ραξαθηεξηζηηθή αθνινπζία 



24 

πνπ έρεη ην κνηίβν P-X-[DE]-X-X-[K/R]-X-[K/R]-(20-30 θαηάινηπα)-[DΔ]-G-X-X-

X-X-[WYF]- [KR]-G.  Κάζε κνλνκεξέο κηηνρνλδξηαθνύ κεηαθνξέα έρεη 6 έιηθεο πνπ 

δηαζρίδνπλ ηελ κεκβξάλε θαη ζπλδένληαη κε πδξόθηινπο βξόγρνπο κε ηελ 

ακηλνηειηθή ή ηελ θαξβνμπηειηθή πεξηνρή. Σα ππνζηξώκαηα πνπ κεηαθέξνληαη από 

ηνπο κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο ζαθώο δηαθέξνπλ όρη κόλν ζηε θύζε (αληόληα, 

θαηηόληα) θαη ζηε δνκή, αιιά θαη ζε κέγεζνο, από ην κηθξόηεξν, H
+
, κέρξη ην 

κεγαιύηεξν θαη πην πνιύ θνξηηζκέλν από ηα κεηαθεξόκελα είδε κέζσ κεκβξαλώλ, 

π.ρ., NAD
+
, FAD θαη ην ζπλέλδπκν Α.  Δπηπιένλ, ε πιεηνλόηεηα ησλ κηηνρνλδξηαθώλ 

κεηαθνξέσλ θαηαιύνπλ αληηδξάζεηο αληαιιαγήο ππνζηξώκαηνο κε αλαινγία 1:1.  

Μόλν ιίγα κεζνιαβνύλ γηα ηε κεηαθνξά ησλ ππνζηξσκάησλ κε κνλή θαηεύζπλζε. 

Σν αλζξώπηλν γνληδίσκα θσδηθνπνηεί πεξίπνπ 53 SLC25 κηηνρνλδξηαθνύο 

κεηαθνξείο.  Από απηνύο 30 έρνπλ κειεηεζεί σο πξνο ηε ιεηηνπξγία θαη ηε κεηαθνξά 

ππνζηξώκαηνο. Ζ πξσηεΐλε SLC25A46 πνπ κειεηάηαη ζηελ παξνύζα εξγαζία έρεη 

ραξαθηεξηζηηθά κηηνρνλδξηαθνύ κεηαθνξέα αιιά ε ιεηηνπξγία ηεο παξακέλεη 

άγλσζηε. 

 

1.3.3 Λεηηνπξγηθέο ηδηόηεηεο ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο 

Σν κεγάιν κέξνο ησλ πιεξνθνξηώλ ζρεηηθά κε ηηο ιεηηνπξγηθέο ηδηόηεηεο ησλ MCs 

πξνέξρεηαη από ηηο κειέηεο ζε ιηπνζώκαηα ηα νπνία αλαζπζηάζεθαλ είηε κε ηνπο 

θαζαξηζκέλνπο κεηξηθνύο κεηαθνξείο από ηα κηηνρόλδξηα ή, πην ζπρλά, κε ηνπο 

κεηαθνξείο πνπ εθθξάδνληαη εηεξόινγα (Palmieri et al., 1993, 2011, Palmieri θαη 

Pierri, 2010). Ίζσο ην πην εληππσζηαθό ραξαθηεξηζηηθό κεηαμύ ησλ SLC25 κειώλ 

είλαη ε πνηθηιία ησλ δηαιπηώλ νπζηώλ πνπ κεηαθέξνπλ. Σα ραξαθηεξηζκέλα κέιε ηεο 

νηθνγέλεηαο SLC25 κεηαθέξνπλ έλα επξύ θάζκα δηαιπηώλ νπζηώλ  πνπ πνηθίινπλ 

επξέσο ζηε δνκή θαη ην κέγεζνο. Σα πεξηζζόηεξα από ηα ππνζηξώκαηα πνπ 

κεηαθέξνληαη είλαη αξλεηηθά θνξηηζκέλα, αιιά κεξηθά είλαη ζεηηθά θνξηηζκέλα ή 

δηπνιηθά ηόληα (zwitterions) ζε θπζηνινγηθέο ηηκέο pH. ΢ύκθσλα κε ηελ εηδηθόηεηα 

ηνπ ππνζηξώκαηνο ηνπο, νη MCs κπνξνύλ λα ρσξηζηνύλ ζε θνξείο γηα θαξβνμπιηθά, 

θέην νμέα, ακηλνμέα, λνπθιενηίδηα, δηλνπθιενηίδηα θαη άιια ππνζηξώκαηα.  Κάζε 

νκάδα δηαηξείηαη πεξαηηέξσ ζε αξθεηέο ππν-νηθνγέλεηεο. Μέρξη ηώξα, νη 24 MC ππν-

νηθνγέλεηεο έρνπλ απνθαιπθζεί θαη ραξαθηεξηζηεί κε βάζε ηελ εμεηδίθεπζε ηνπ 

ππνζηξώκαηνο θαη ησλ θηλεηηθώλ ηδηνηήησλ. ΢πλήζσο ππάξρνπλ ζε όια ηα 

επθαξπσηηθά θύηηαξα, απηέο νη ππν-νηθνγέλεηεο απνηεινύληαη από:  ηνπο θνξείο γηα 
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ηελ ADP θαη ATP, CoA θαη αδελνζίλε 3‟,5‟-δηθσζθνξηθή (PAP), ATP-Mg θαη 

θσζθνξηθά (Pi), ππξνθσζθνξηθή ζεηακίλε, λνπθιενηίδηα ηεο ππξηκηδίλεο, FAD θαη 

θπιιηθνύ νμένο, λνπθιενηίδηα ηεο αδελίλεο (ζε ππεξνμεηζώκαηα), NAD
+
, GTP θαη 

GDP, νμνγινπηαξηθό, δη-θαη ηξη-θαξβνμπιηθά, ειεθηξηθό θαη θνπκαξηθό, θηηξηθό, 

νμαινμηθό θαη ην ζεηηθό, γινπηακηθό, αζπαξηηθό θαη γινπηακηθό, νξληζίλε θαη άιια 

ζεηηθά θνξηηζκέλα ακηλνμέα, θαξληηίλε θαη αθπινθαξληηίλεο, SAM, Pi θαη ηνπο 

κεηαθνξείο ηνπ H
+
 (UCPs) (Palmieri et al., 2011), θαη ηνλ κεηαθνξέα ησλ CoA / FAD 

/ NAD
+
 ζηα ππεξνμεηζώκαηα (Agrimi et al., 2012). Καζε κία από απηέο ηηο ππν-

νηθνγέλεηεο ραξαθηεξίδεηαη όρη κόλν από ηελ εηδηθόηεηα ηνπ ππνζηξώκαηνο, αιιά 

επίζεο θαη από ηνπο ηδηαίηεξνπο ζπλδπαζκνύο ακηλνμέσλ (Robinson et al, 2008,. 

Palmieri et al, 2011). Αμίδεη λα ζεκεησζεί όηη ην θαιύηεξν ππόζηξσκα πνπ 

κεηαθέξεηαη κε ηα αλαζύζηακελα ιηπνζσκάηα κπνξεί λα κελ είλαη πάληα ην 

πξαγκαηηθό ππόζηξσκα θάησ από ηηο θπζηνπαζνινγηθέο ζπλζήθεο. Έλαο ιόγνο είλαη 

όηη κπνξεί λα ππάξρνπλ πεξηζζόηεξα από έλα κεηαθεξόκελα ππνζηξώκαηα ζην 

θπηηαξόπιαζκα θαη / ή ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα θαη νη αλαινγίεο ηεο 

ζπγθέληξσζήο ηνπο κπνξεί λα δηαθέξνπλ ζηα δηαθνξεηηθά θύηηαξα ή ζην ίδην ην 

θύηηαξν. Δπηπιένλ, ππάξρεη πηζαλόηεηα νξηζκέλεο ππν-νηθνγέλεηεο λα κεηαθέξνπλ 

πξόζζεηα ππνζηξώκαηα πνπ αθόκε δελ έρνπλ δνθηκαζηεί (Marobbio et al., 2008). 
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Δηθόλα  1.7: Οη ηξόπνη ησλ κεηαθνξώλ ζηνπο κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο (Palmieri, 

2012). 

 

Οη MCs, επίζεο, δηαθέξνπλ σο πξνο ηνλ ηξόπν κεηαθνξάο πνπ θαηαιύνπλ (Δηθόλα 

1.7). Ζ πιεηνςεθία ησλ MCs κεζνιαβνύλ ζηελ αληαιιαγή ππνζηξσκάησλ 

(αληηκεηαθνξείο, antiports) από αληίζεηεο πιεπξέο ηεο κεκβξάλεο, άιινη 

ζπκκεηαθέξνπλ H
+
 θαη έλα ππνζηξώκα (symports) από ηε κία πιεπξά ηεο κεκβξάλεο 

ζηελ άιιε θαη κεξηθνί MCs θαηαιύνπλ κεηαθνξέο κνλήο θαηεύζπλζεο 

(ζπκκεηαθνξείο, uniports). Απηνί νη ηξόπνη κεηαθνξάο κπνξεί λα είλαη 

ειεθηξνθνξεηηθνί (ειεθηξνγελήο), όηαλ έλα ειεθηξηθό θνξηίν κεηαηνπίδεηαη θαηά 

ηελ αληίδξαζε κεηαθνξάο, ή ειεθηξν-νπδέηεξνη. Ζ ειεθηξν-νπδεηεξόηεηα γεληθά 

επηηπγράλεηαη κε ηαπηόρξνλε θίλεζε H
+
, κε ηελ αληαιιαγή δηαιπηώλ νπζηώλ κε 

ηζόηηκν θνξηίν, ή ειεθηξηθά νπδέηεξσλ δηαιπηώλ νπζηώλ. Καηά ζπλέπεηα, σο 

θηλεηήξηα δύλακε νη MCs ρξεζηκνπνηνύλ (i) ηε δηαβάζκηζε ζπγθέληξσζεο ησλ 

κεηαθεξόκελσλ δηαιπηώλ νπζηώλ θαη (ii) είηε ηε δηαβάζκηζε H
+ 

πνπ δεκηνπξγείηαη 

θαηά κήθνο ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο από ηε δξάζε ηεο 

αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο. 

 

1.3.4 Γνκή 

Οη πεξηζζόηεξεο από ηηο απνκνλσκέλεο πξσηεΐλεο ησλ κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ 

ζρεκαηίδνπλ νκνδηκεξή κε πηζαλό ξόιν ζηνλ κεραληζκό κεηαθνξάο κέζσ ηεο 

δεκηνπξγίαο θαλαιηώλ.  Αλ πξάγκαηη νη κηηνρνλδξηαθνί κεηαθνξείο ιεηηνπξγνύλ σο 

δηκεξή, ε δνκή ηνπο απνηειείηαη από 12 δηακεκβξαληθά ηκήκαηα, όπσο ζηελ 

πιεηνςεθία ησλ κεηαθνξέσλ πξσηετλώλ (Palmieri, 2004). 

΢ύκθσλα κε ηελ πξνηεηλόκελε δνκή θαη ηα πδξόθνβα πξνθίι ηεο ακηλνμηθήο 

αθνινπζίαο ησλ κεηαθνξέσλ, πξνηάζεθε όηη θάζε κία από ηηο ηξεηο επαλαιήςεηο 

πεξηέρεη δύν α-έιηθεο πνπ δηαζρίδνπλ ηε κεκβξάλε ζρεκαηίδνληαο κηα δνκή κε έλα 

ζύλνιν από έμη α-έιηθεο.  Σα Ν- θαη C-ηειηθά άθξα εθηίζεληαη ζηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή πιεπξά ηεο κεκβξάλεο, νη βξόγρνη πνπ ζπλδένπλ ηηο δύν α-

έιηθεο ηεο θάζε επαλάιεςεο βξίζθνληαη ζηελ πιεπξά ηεο κήηξαο, θαη ηα δύν 

κηθξόηεξα ηκήκαηα πνπ ζπλδένπλ ηηο ηξεηο επαλαιήςεηο βξίζθνληαη ζηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή πιεπξά (Palmieri, 1994; Capobianco, et. al., 1995).  Σν 2003 

πξνζδηνξίζηεθε ε 3D δνκή ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ κεηαθνξέα ηνπ ADP / ATP καδί κε 
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έλαλ αλαζηνιέα ηνπ (Pebay-Peyroula, et. al., 2003) δείρλνληαο όηη ε βαζηθή δνκή ησλ 

6 α-ειίθσλ παξνπζηάδεη κηα ηξηκεξή ςεπδνζπκκεηξία (Δηθόλα 1.8).  Οη 6 

δηακεκβξαληθέο α-έιηθεο (H1-H6) ζρεκαηίδνπλ κηα θνηιόηεηα ρσληνύ ε νπνία είλαη 

αλνηθηή πξνο ην θπηηαξόπιαζκα αξηζηεξόζηξνθα. Οη πξνιίλεο ηνπ ραξαθηεξηζηηθνύ 

κνηίβνπ θιείλνπλ ηελ θνηιόηεηα ζηελ πιεπξά ηεο κήηξαο, ελώ νη α-έιηθεο 

ζπγθξαηνύληαη κεηαμύ ηνπο κε γέθπξεο άιαηνο πνπ ζρεκαηίδνληαη κεηαμύ ησλ 

θνξηηζκέλσλ ακηλνμέσλ ηνπ ραξαθηεξηζηηθνύ κνηίβνπ (Δηθόλα 1.8).  Ζ 

αλαδηεπζέηεζε ησλ δεζκώλ απηώλ κπνξεί λα αλνίμεη ηελ θνηιόηεηα ζηελ πιεπξά ηεο 

κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο.  Ζ ηξηηνηαγήο απηή δνκή κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο 

πξόηππν γηα ηελ κνληεινπνίεζε άιισλ κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ. 

 

 

Δηθόλα  1.8:  Η ηξηηνηαγήο πξόβιεςε γηα ηνλ κεηαθνξέα ηεο ADP / ATP.  Ζ δνκή ηνπ 

κεηαθνξέα ADP / ATP, BtAAC1 (βνόο), όπσο θαίλεηαη από ηνλ ελδηάκεζν κεκβξαληθό ρώξν 

(αξηζηεξά) θαη από ηε κεκβξάλε (δεμηά).  Οη κνλέο, δπγέο θαη κεηξηθέο α-έιηθεο είλαη 

ρξσκαηηζκέλεο κε θόθθηλν, κπιε θαη πξάζηλν, αληίζηνηρα.  Σν δίθηπν ηεο γέθπξαο άιαηνο 

ζην θάησ κέξνο ηεο θνηιόηεηαο ππνδεηθλύεηαη κε ην γξάκκα S θαη από ηηο θόθθηλεο 

δηαθεθνκκέλεο γξακκέο κεηαμύ ησλ ζεηηθώλ θαη αξλεηηθώλ ακηλνμέσλ ηνπ κνηίβνπ.  Δπίζεο, 

εκθαλίδεηαη ε ζρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ δηθηύνπ ηεο γέθπξαο άιαηνο ζην θάησ κέξνο ηεο 

θνηιόηεηαο.  Έλα κόξην ADP ζπλδέεηαη κε ην πξνηεηλόκελν ζεκείν ζύλδεζεο ηνπ 

ππνζηξώκαηνο ζηα ζεκεία επαθήο Η, ΗΗ, θαη ΗΗΗ (Kunji et al., 2006). 

 



28 

1.3.5 Αλάιπζε ηεο επζπγξάκκηζεο αθνινπζίαο 

Με ηελ εμέηαζε ησλ δηαηεξεκέλσλ ακηλνμέσλ ζηηο επζπγξακκίζεηο ησλ 

κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ κε γλσζηή εηδηθόηεηα ηνπ ππνζηξώκαηνο θαη ηε ρξήζε 

ζπγθξηηηθώλ κνληέισλ, νη Robinson θαη Kunji πξόηεηλαλ έλα ''θνηλό ζεκείν 

δέζκεπζεο ηνπ ππνζηξώκαηνο" ζηνπο κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο (Δηθόλα 1.9) 

(Robinson et al., 2006).  Ζ ζέζε απηή ζρεκαηίδεηαη από ηα ακηλνμέα ησλ ηξηώλ 

δηακεκβξαληθώλ α-ειίθσλ ηνπ δπγνύ αξηζκνύ πνπ πξνεμέρνπλ ζηελ θνηιόηεηα ηνπ 

κεηαθνξέα πξνο ην κέζνλ ηεο κεκβξάλεο, πάλσ από ηελ γέθπξα άιαηνο πνπ θιείλεη 

ηελ θνηιόηεηα.  Μεηαμύ ησλ πξνηεηλόκελσλ ηξηώλ ζεκείσλ επαθήο, ην ζεκείν ΗΗ ζηελ 

4
ε
 έιηθα είλαη ην πην ζεκαληηθό, δηόηη κόλν απηό κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα 

δηάθξηζε κεηαμύ ησλ ακηλνμέσλ, ησλ θαξβνμπιηθώλ νμέσλ (ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ 

ησλ θεην νμέσλ) θαη ησλ λνπθιενηηδίσλ.  ΢ηελ πξαγκαηηθόηεηα, ην ζεκείν II 

αλαπαξίζηαηαη από R-[D E] ζηνπο κεηαθνξείο ακηλνμέσλ, από R-[QHNTAV] ζηνπο 

κεηαθνξείο θαξβνμπιηθώλ νμέσλ θαη G-[IVLMT] ζηελ κεηαθνξείο λνπθιενηηδίσλ.  

Τπάξρνπλ, σζηόζν, νξηζκέλεο εμαηξέζεηο.  Πξόζθαηα ζηνηρεία δείρλνπλ όηη ηα 

ακηλνμηθά θαηάινηπα ησλ δηακεκβξαληθώλ α-ειίθσλ ηνπ κνλνύ αξηζκνύ πνπ 

πξνεμέρνπλ ζηελ θνηιόηεηα ζην επίπεδν ησλ ζεκείσλ ηεο επαθήο I, ΗΗ θαη ΗΗΗ 

κπνξνύλ επίζεο λα ζπκκεηάζρνπλ ζηε δέζκεπζε ηνπ ππνζηξώκαηνο.  Δπηπιένλ, 

νξηζκέλεο κεηαιιάμεηο ζηα θαηάινηπα ηεο έιηθαο ηνπ κνλνύ αξηζκνύ ζην ύςνο ησλ 

ζεκείσλ ηεο επαθήο (π.ρ., G133, A134 θαη S237 γηα ηνλ κεηαθνξέα ηνπ 

νμνγινπηαξηθνύ θαη H32 γηα ηνλ κεηαθνξέα ηνπ Pi) αλαζηέιινπλ ηηο δξαζηεξηόηεηεο 

ησλ κεηαθνξώλ (Cappello et al., 2007; Phelps et al., 1996). 

Ζ ζύγθξηζε ησλ πεξηνρώλ αλάκεζα ζηα επαλαιακβαλόκελα ραξαθηεξηζηηθά κνηίβα 

κεηαμύ ησλ κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ κε γλσζηή ιεηηνπξγία (εηδηθόηεηα ηνπ 

ππνζηξώκαηνο) απνθάιπςε ηξηπιέηεο  νη νπνίεο κπνξεί λα είλαη ζπκκεηξηθέο, πνπ 

απνηεινύληαη από ηα ηξία όκνηα ακηλνμέα, ή αζύκκεηξεο, πνπ απνηεινύληαη από 

δηαθνξεηηθά ακηλνμέα (Robinson et al., 2008).  Οη εμαηξεηηθά ζπκκεηξηθέο θαη 

δηαηεξεκέλεο ηξηπιέηεο είλαη ζεκαληηθέο γηα ηε δνκή θαη / ή ηνλ κεραληζκό 

κεηαθνξάο, ελώ νη αζύκκεηξεο ηξηπιέηεο είλαη ζεκαληηθέο γηα ηελ αλαγλώξηζε ή / θαη 

πξόζδεζε ηνπ ππνζηξώκαηνο (πνπ έρεη ζπλήζσο κηα αζύκκεηξε θαηαλνκή ησλ 

ιεηηνπξγηθώλ νκάδσλ). 
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Δηθόλα  1.9: Η επζπγξάκκηζε αθνινπζίαο ησλ ακηλνμέσλ ησλ δπγώλ δηακεκβξαληθώλ α-

έιηθσλ ησλ κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ ηεο δύκεο θαη ηνπ αλζξώπνπ πνπ 

νκαδνπνηεζήθαλ από ηνλ ηύπν ηνπ ππνζηξώκαηνο.  Σν κπιε θνπηί πάλσ από ηελ 

επζπγξάκκηζε δείρλεη ηα θαηάινηπα πνπ βιέπνπλ ηελ θνηιόηεηα.  Ζ επζπγξάκκηζε είλαη ζην 

ζύζηεκα ηνπ ρξσκαηηζκνύ ZAPPO.  Σα ηξία ζεκεία επαθήο ζεκεηώλνληαη κε αζηεξίζθν θαη 

κε έλα ιεπθό πιαίζην γύξσ από ηα ζρεηηθά θαηάινηπα.  Ζ ζπληνκνγξαθίεο Bt είλαη γηα ηα 

βννεηδή (Bos taurus), Hs γηα ηνλ άλζξσπν (Homo sapiens), θαη Sc γηα ηε δύκε 

(Saccharomyces cerevisiae) (Kunji et al., 2006). 
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1.3.6 Μεραληζκόο κεηαθνξάο 

Καηά ηε δηάξθεηα ηνπ θύθινπ ηεο κεηαθνξάο ηνπ ππνζηξώκαηνο, ν κεηαθνξέαο 

ππνβάιιεηαη ζε κηα αλαζηξέςηκε αιιαγή ηεο δηακόξθσζή ηνπ κεηαμύ ηεο c-

θαηάζηαζεο θαη ηεο m-θαηάζηαζεο.  ΢ηελ πξώηε πεξίπησζε, ε ζέζε ζύλδεζεο κε ην 

ππόζηξσκα εθηίζεηαη πξνο ην θπηηαξόπιαζκα θαη ζηε δεύηεξε πξνο ηε 

κηηνρνλδξηαθή κήηξα.  Ζ θύξηα ηδέα απηήο ηεο ππόζεζεο είλαη ε παξνπζία κηαο θαη 

κόλεο ζέζεο δέζκεπζεο ηνπ ππνζηξώκαηνο (ζηελ θνηιόηεηα), όπνπ ζύκθσλα κε απηό 

ην κεραληζκό ε ζύλδεζε ηνπ ππνζηξώκαηνο ζε κία πιεπξά πξνθαιεί δνκηθέο αιιαγέο 

ζηνλ κεηαθνξέα ηνπ νπνίνπ ν αλαπξνζαλαηνιηζκόο ηεο δέζκεπζεο γίλεηαη πξνο ηελ 

αληίζεηε πιεπξά (Klingenberg, 1976).  Σν ππόζηξσκα ηώξα απνκαθξύλεηαη από ηελ 

ζέζε κεηαθνξάο θαη επηηξέπεηαη ζε άιιν ππόζηξσκα λα δεζκεπζεί θαη λα κεηαθεξζεί 

ζηελ αληίζεηε θαηεύζπλζε (Δηθόλα 1.10).  Ο κεραληζκόο απηόο πξνηάζεθε αξρηθά γηα 

ηνλ κεηαθνξέα ηεο ADP / ATP ιόγσ ηεο ύπαξμεο πςειήο ζπγγέλεηαο ησλ 

αλαζηνιέσλ πνπ ζπλδένληαη κε ην κεηαθνξέα είηε ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή πιεπξά 

ή ζηελ πιεπξά ηεο κήηξαο. Αλ θαη ε ύπαξμε ηεο c -θαηάζηαζεο έρεη απνδεηρζεί κε 

ηελ θξπζηαιιηθή δνκή, ε ηξηαδηαζηαζηηθή δνκή ησλ κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ 

ζηελ m-θαηάζηαζε δελ είλαη αθόκε δηαζέζηκε.   
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Δηθόλα  1.10: ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ δηακνξθσηηθώλ αιιαγώλ ζηνλ 

κηηνρνλδξηαθό κεηαθνξέα πνπ ζπκβαίλνπλ θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ θύθινπ κεηαθνξάο. Σα 

ππνζηξώκαηα εηζέξρνληαη είηε από ην θπηηαξόπιαζκα πξνο ηελ κήηξα (πξάζηλν νβάι)  είηε 

από ηελ κήηξα ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή πιεπξά (κπιε παξαιιειόγξακκν) (Palmieri et al., 

2009). 

1.3.7 Φπινγελεηηθή αλάιπζε 

Σν θπινγελεηηθό δέληξν ηεο αλζξώπηλεο νηθνγέλεηαο SLC25 δείρλεη κηα ζαθή 

νκαδνπνίεζε ησλ κεηαθνξέσλ νη νπνίνη κεηαθέξνπλ ην ίδην ππόζηξσκα (Δηθόλα 

1.11).  Μειέηε γηα ηελ νηθνγέλεηα SLC6 ζην παξειζόλ δείρλεη όηη πξσηεΐλεο πνπ 

ζρεηίδνληαη θπινγελεηηθά έρνπλ ηα ίδηα ή παξόκνηα ππνζηξώκαηα.  Γη' απηό κπνξεί 

θαλείο λα θάλεη ππνζέζεηο ζρεηηθά κε ηελ πηζαλή πξνηίκεζε ηνπ ππνζηξώκαηνο θαη 

ηηο ιεηηνπξγηθέο ηδηόηεηεο ζηνπο πξόζθαηα εληνπηδόκελνπο ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο 

κέιε  (Haitina el al, 2006).  Αμίδεη λα ζεκεησζεί όηη νύηε κε ηελ θπινγελεηηθή 

αλάιπζε αλαδεηθλύεηαη κηα νκαδνπνίεζε ηεο SLC25A46 πξσηεΐλεο κε άιινπο 

κεηαθνξείο πνπ έρνπλ γλσζηά ππνζηξώκαηα. 
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Δηθόλα  1.11: Η θπινγελεηηθή αλάιπζε ακηλνμηθώλ αθνινπζηώλ ησλ 53 αλζξώπηλσλ 

SLC25 πξσηετλώλ.  Σν όλνκα ηνπ γνληδίνπ θαη ςεπδώλπκν πνπ πεξηγξάθεη ηε ιεηηνπξγία 

θνξέα αλαθέξνληαη ζε θάζε θόκβν θύιινπ.  Σνλίδνληαη νη θιάδνη ησλ απνζπλδέζεσλ 

πξσηετλώλ (UCP) θαη ησλ θνξέσλ πνπ κεηαθέξνπλ λνπθιενηίδηα, θαξβνμπιηθά θαη ακηλνμέα. 

(Palmieri, 2012). 

 

1.3.8 Δμέιημε ηεο νηθνγέλεηαο SLC25 

Σα δηαθνξεηηθά κέιε ηεο νηθνγέλεηαο κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ SLC25 δηαθέξνπλ 

αξθεηά κεηαμύ ηνπο γηαηί έρνπλ έλα επξύ θάζκα ππνζηξσκάησλ.  Ζ πιεηνςεθία ησλ 

κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο SLC25 βξίζθνληαη ζε νξγαληζκνύο πνπ εθηείλνληαη ζε όιν ην 

βαζίιεην επθαξπσηηθώλ, θαη ζπλήζσο δελ εληνπίδνληαη ζε ζπγθεθξηκέλνπο ηζηνύο, 

θάηη πνπ είλαη ζύκθσλν κε ηελ θαζνιηθή αλάγθε γηα κηηνρνλδξηαθέο ελεξγεηαθέο 

δηαδηθαζίεο (Schlessinger et al., 2010). 
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Ζ νηθνγέλεηα SLC25 είλαη κηα αξραία νηθνγέλεηα πνπ βξίζθεηαη θαη ζηα 

πξνθαξπσηηθά θαη κνλνθπηηαξηθά επθαξπσηηθά θύηηαξα, έηζη δελ είλαη έθπιεμε ην 

γεγνλόο όηη έρεη παξεθθιίλεη από άιιεο νηθνγέλεηεο κεηαθνξέσλ αξθεηά ώζηε λα κελ 

αληρλεύεηαη νκνηόηεηα αιιεινπρίαο κεηαμύ ηνπο.  Απηέο νη αιιαγέο πεξηιακβάλνπλ 

πηζαλή απόθηεζε ζύληνκσλ κνηίβσλ ππεύζπλσλ γηα ηηο δηαθνξεηηθέο ιεηηνπξγίεο ησλ 

δηαθόξσλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο.  Δίλαη ελδηαθέξνλ όηη νη αθνινπζίεο SLC25 είλαη 

ζε ζρεηηθά πςειό βαζκό δηαηεξεκέλεο κέζα ζηε νηθνγέλεηα, γεγνλόο πνπ 

ππνδειώλεη όηη ππάξρνπλ θάπνηνη πεξηνξηζκνί γηα ηελ εμέιημή ηνπο παξά ηηο πνηθίιεο 

ηδηαηηεξόηεηεο ππόζηξσκα ηνπο (Schlessinger et al., 2010). 

Με πιήξε επζπγξάκκηζε ησλ αλζξσπίλσλ MCs εκθαλίδνληαη κόλν 5 ζέζεηο ζηηο 

νπνίεο παξαηεξνύληαη ηαπηόζεκα θαηάινηπα θαη κόιηο 9 ζέζεηο ζηηο νπνίεο 

βξίζθνληαη ηδηαίηεξα ζπληεξεκέλεο ππνθαηαζηάζεηο (Palmieri et al., 2012). 

Γεδνκέλνπ όηη νη MCs ηνπ H. sapiens, ηνπ S. cerevisiae θαη A. thaliana βξίζθνληαη 

ζηνπο ίδηνπο θιάδνπο κε πνιύ ιίγεο εμαηξέζεηο, κπνξεί θαλείο λα ζπκπεξάλεη όηη έλαο 

θνηλόο πξόγνλνο γηα όια ηα επθαξπσηηθά θύηηαξα θαηείρε ήδε πνιιέο ιεηηνπξγίεο 

ηνπ MCs πνπ έρνπλ δηαηεξεζεί ζηα θπηά, ζηνπο κύθεηεο θαη ζηα δώα (Palmieri et al., 

2011). Όζνλ αθνξά ηελ πξώηκε εμέιημε ησλ MCs, ηα δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά ηνπο 

δείρλνπλ ζαθώο όηη πξνθύπηνπλ από ηνλ ηξηπιαζηαζκό ηεο αξρέγνλεο δνκήο ησλ δύν 

α-ειίθσλ. Δπηπιένλ, δεδνκέλνπ όηη ππάξρεη κηα κηθξή νκνηόηεηα κεηαμύ ησλ δύν 

ειίθσλ, δηαηππώζεθε ε ππόζεζε όηη ε αξρέγνλε απηή δνκή κπνξεί λα εμειίρζεθε από 

ην δηπιαζηαζκό κηαο αιιεινπρίαο DNA πνπ θσδηθνπνηεί γηα έλα κόλν δηακεκβξαληθό 

ηκήκα (Fiermonte et al., 1999). 

 

1.3.9 Αζζέλεηεο πνπ πξνθαινύληαη από κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο 

SLC25 

Οη αζζέλεηεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνπο κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο είλαη ζπάληεο 

δηαηαξαρέο ηνπ κεηαβνιηζκνύ θαη πξνθαινύληαη από κεηαιιάμεηο ζηα ππξεληθά 

γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνύλ γηα κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο.  Τπάξρνπλ αξθεηέο 

αζζέλεηεο πνπ πξνθαινύληαη από κεηαιιάμεηο ζηνπο κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο ηεο 

νηθνγέλεηαο SLC25 (Πίλαθαο 1.1).  Όιεο απηέο νη αζζέλεηεο αθνινπζνύλ κεληειηαλή 

θιεξνλνκηθόηεηα θαη ζπγθεθξηκέλα θιεξνλνκνύληαη κε απηνζσκηθό ππνιεηπόκελν 
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ηξόπν, κε εμαίξεζε ηελ απηνζσκηθή επηθξαηή πξννδεπηηθή εμσηεξηθή 

νθζαικνπιεγία (adPEO). 

 

Αζζέλεηα Γνλίδην Μεηαθνξέαο Τπόζηξσκα 

Αλεπάξθεηα PiC SLC25A3  PiC Φσζθνξηθό 

Αλεπάξθεηα ACC1 SLC25A4  AAC1 ADP/ATP 

Απηνζσκηθή επηθξαηήο πξννδεπηηθή 

εμσηεξηθή νθζαικνπιεγία 

SLC25A4  AAC1 ADP/ATP 

Αλεπάξθεηα AGC1 SLC25A12  AGC1 Αζπαξηηθό/ 

γινπηακηληθό 

Αλεπάξθεηα AGC2 SLC25A13  AGC2 Αζπαξηηθό/ 

γινπηακηληθό 

΢ύλδξνκν HHH SLC25A15  ORC1 Οξληζίλε/ 

θηηξνπιίλε 

Δθ γελεηήο κηθξνθεθαιία Amish SLC25A19  TPC Ππξνθσζθνξηθή 

ζεηακίλε 

Νεπξνπάζεηα κε ακθίπιεπξε 

λέθξσζε ηνπ ξαβδσηνύ ζώκαηνο 

SLC25A19  TPC Ππξνθσζθνξηθή 

ζεηακίλε 

Αλεπάξθεηα CAC SLC25A20 CAC Καξληηίλε/ 

αθπινθαξληηίλε 

Πξόσξε επηιεπηηθή εγθεθαινπάζεηα SLC25A22  GC1 Γινπηακηληθό 

΢πγγελήο ζηδεξνβιαζηηθή αλαηκία SLC25A38  – ? 

Πίλαθαο 1.1 Οη αζζέλεηεο πνπ ζρεηίδνληαη κε κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο ηεο 

νηθνγέλεηαο SLC25. 

 

Οη κηηνρνλδξηαθέο αζζέλεηεο πνπ νθείινληαη ζε κεηαιιάμεηο ησλ κηηνρνλδξηαθώλ 

κεηαθνξέσλ SLC25 ρσξίδνληαη ζε δύν νκάδεο. Ζ πξώηε αθνξά κεηαιιάμεηο ζηνπο 

κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο πνπ ζπλδένληαη άκεζα κε ηελ νμεηδσηηθή 

θσζθνξπιίσζε, όπσο ν ADP / ATP κεηαθνξέαο θαη ν PiC.  Ζ ζπκπησκαηνινγία ησλ 

αζζελεηώλ απηώλ ραξαθηεξίδεηαη από κεησκέλε παξαγσγή ελέξγεηαο ζηνπο ηζηνύο 

όπνπ εθθξάδνληαη νη κεηαθνξείο θαη δηαδξακαηίδνπλ ζεκαληηθό ξόιν ζηελ 

νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε.  Ζ δεύηεξε νκάδα αζζελεηώλ νθείιεηαη ζε κεηαιιάμεηο 

ησλ γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνύλ γηα κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο πνπ ζπκκεηέρνπλ 

ζε κηηνρνλδξηαθέο ιεηηνπξγίεο εθηόο από ηελ νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε.  Ζ 
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ζπκπησκαηνινγία ηνπο εμαξηάηαη από ην κεηαβνιηθό κνλνπάηη πνπ επεξεάδεηαη θαη 

ηε ζεκαζία ηνπ ζε ζπγθεθξηκέλνπο ηζηνύο. 

Δίλαη ελδηαθέξνλ όηη κεηαμύ ησλ 48 παξεξκελεύζηκσλ κεηαιιάμεσλ πνπ βξέζεθαλ 

κέρξη ηώξα ζε αζζελείο πνπ πάζρνπλ από ηηο αζζέλεηεο πνπ ζρεηίδνληαη κε SLC25 

κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο, νη 30 αλαθέξνληαη ζε ακηλνμέα πνπ εμέρνπλ ζηελ 

εζσηεξηθή θνηιόηεηα ηνπ κεηαθνξέα.  Απηέο νη 30 κεηαιιάμεηο βξίζθνληαη ζηηο 

αθόινπζεο πεξηνρέο:  7 ζηελ πεξηνρή ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο, 10 ζηε ζέζε πξόζδεζεο 

ηνπ ππνζηξώκαηνο, 8 ζηνλ PG επίπεδν 1, 2 ζηνλ PG επίπεδν 2 θαη 3 ζηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή πεξηνρή (Δηθόλα 1.12) (Palmieri et al., 2009). 

 

 

Δηθόλα  1.12: Γνκηθέο πεξηνρέο ζηα SLC25 κέιε όπνπ εληνπίδνληαη πνιιέο 

παζνγελεηηθέο κεηαιιάμεηο.  Δκθαλίδεηαη ε 3D θξπζηαιιηθή δνκή ηνπ ADP/ATP 

κεηαθνξέα όπνπ θαίλνληαη:  ε θπηηαξνπιαζκαηηθή πεξηνρή (κπιε), ε ζέζε πξόζδεζεο ηνπ 

ππνζηξώκαηνο (πνξηνθαιί) θαη ε πεξηνρή ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο (κσβ).  ΢ην P-G 

επίπεδν 1 θαη ζην P-G επίπεδν 2, νη πξνιίλεο εκθαλίδνληαη κε θόθθηλν θαη νη γιπθίλεο κε 

θίηξηλν  (Palmieri et al., 2009). 

 

1.3.9.1 H αλεπάξθεηα ηνπ PiC (OMIM 610773) 

Μεηάιιαμε ζην γνλίδην SLC25A3 πξνθαιεί αλεπάξθεηα ηνπ κεηαθνξέα ηνπ 

θσζθνξηθνύ (Phosphate carrier, PiC) (Mayr et al., 2007, 2011). Ζ αλεπάξθεηα ηνπ 

PiC ραξαθηεξίδεηαη από κπτθή ππνηνλία, πξννδεπηηθή ππεξηξνθηθή κπνθαξδηνπάζεηα, 

απμεκέλα επίπεδα γαιαθηηθνύ νμένο ζην πιάζκα θαη γαιαθηηθή νμέσζε.   
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1.3.9.2 H αλεπάξθεηα ηνπ ACC1 (OMIM 192600) 

Σν γνλίδην SLC25A4 θσδηθνπνηεί γηα ην κεηαθνξέα ADP/ΑΣΡ (ADP/ΑΣΡ carrier 1, 

AAC1). Ζ αλεπάξθεηα ηνπ AAC1 ραξαθηεξίδεηαη από δπζαλνρή ζηελ άζθεζε, κε 

εύθνιε θόπσζε θαη κπτθό πόλν από ηελ πξώηκε παηδηθή ειηθία, πξννδεπηηθή 

ππεξηξνθηθή κπνθαξδηνπάζεηα, ήπηα κπνπάζεηα ρσξίο πξννδεπηηθή εμσηεξηθή 

νθζαικνπιεγία (PEO), θαη γαιαθηηθή νμέσζε. Δίλαη ελδηαθέξνλ όηη ε 

ζπκπησκαηνινγία ησλ αζζελώλ κνηάδεη πνιύ κε εθείλε ησλ Slc25a4 knock-out 

πνληηθώλ (Palmieri et al., 2005, Echaniz-Laguna et al., 2012, Palmieri, 2013).  

 

1.3.9.3 Απηνζσκηθή επηθξαηήο πξννδεπηθή εμσηεξηθή νθζαικνπιεγία (OMIM 

609283) 

Ζ απηνζσκηθή επηθξαηήο πξννδεπηηθή εμσηεξηθή νθζαικνπιεγία (adPEO, PEOA2) 

είλαη θιηληθά θαη γελεηηθά κηα εηεξνγελήο δηαηαξαρή ε νπνία ζπλήζσο θιεξνλνκείηαη 

σο επηθξαηήο.   Σα ηππηθά ζπκπηώκαηα ηεο δηαηαξαρήο απηήο είλαη ε πξννδεπηηθή 

εμσηεξηθή νθζαικνπιεγία ιόγσ ηεο αδπλακίαο ησλ εμσηεξηθώλ κπώλ ησλ καηηώλ, 

αζηάζεηα θαη ήπηα πησηηθή κπνπάζεηα.  Δπηπιένλ ζπκπηώκαηα πεξηιακβάλνπλ αηαμία, 

θηλεηηθή πεξηθεξηθή λεπξνπάζεηα, γεληθή κπτθή αδπλακία θαη Παξθηλζνληζκό.  Ζ 

PEO απνηειεί κία από ηηο πην θνηλέο αζζέλεηεο πνπ πξνθαιείηαη από ειιείςεηο ηνπ 

κηηνρνλδξηαθνύ DNA.  Παξόια απηά αλαθαιύθζεθαλ κεηαιιάμεηο ζε ηξία ππξεληθά 

γνλίδηα ηα νπνία έρνπλ δείμεη όηη ζπζρεηίδνληαη θαη είλαη ππεύζπλα γηα ηεο adPEO 

πξνθαιώληαο δεπηεξεύνπζεο ειιείςεηο ζην κηηνρνλδξηαθό DNA.  Έλα από απηά ηα 

γνλίδηα είλαη ην SLC25A4 ην νπνίν θσδηθνπνηεί έλαλ κπν-θαξδηαθό κηηνρνλδξηαθό 

ACC1 κεηαθνξέα (Kaukonen et al., 2000). 

 

1.3.9.4 H αλεπάξθεηα ηνπ AGC1 (OMIM 612949) 

Ζ αζζέλεηα απηή πξνθαιείηαη από κηα κεηάιιαμε ζηo SLC25A12 γνλίδην πνπ 

θσδηθνπνηεί γηα ηελ ηζνκνξθή 1 ηνπ κεηαθνξέα αζπαξηηθνύ/γινπηακηληθνύ 

(Aspartate/glutamate carrier 1, AGC1 ) (Wibom et al., 2009). Οη αζζελείο 

εθδειώλνπλ ζνβαξή ππνηνλία, αλαζηνιή ςπρνθηλεηηθήο αλάπηπμεο ζύιιεςε, 

επηιεπηηθέο θξίζεηο θαη ζπαζηηθόηεηα. Δίλαη ελδηαθέξνλ όηη ε ζπκπησκαηνινγία ησλ 

αζζελώλ κνηάδεη πνιύ κε εθείλε ησλ Slc25a12 knock-out πνληηθώλ (Palmieri, 2013). 
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1.3.9.5 H αλεπάξθεηα ηνπ AGC2 (OMIM 603471 θαη OMIM 605814) 

Σν γνλίδην SLC25A13 πξνζδηνξίζηεθε σο ην γνλίδην πνπ είλαη ππεύζπλν γηα ηελ 

θηηξνπιιηλαηκία ηύπνπ II (CTLN2) (Kobayashi et al., 1999) θαη θσδηθνπνηεί γηα ηελ 

ηζνκνξθή 2 ηνπ κεηαθνξέα αζπαξηηθνύ/γινπηακηληθνύ (Aspartate/glutamate carrier 2, 

AGC2). Ζ έιιεηςε ηνπ αζπαξηηθνύ ζην θπηηαξόπιαζκα ησλ επαηνθπηηάξσλ 

πξνθαιεί θηηξνπιιηλαηκία, ππνπξσηετλαηκία θαη ππεξακκσλαηκία κε απνηέιεζκα 

εγθεθαινπάζεηα θαη λεπξνςπρηαηξηθά ζπκπηώκαηα. Μέρξη ζήκεξα έρνπλ βξεζεί 56 

κεηαιιάμεηο (Palmieri, 2013). 

 

1.3.9.6 Σν ζύλδξνκν HHH (OMIM 238970) 

Σν ζύλδξνκν HHH (hyperammonemia, hyperornithinemia, homocitrullinuria) 

πξνθαιείηαη από κεηαιιάμεηο ζην γνλίδην SLC25A15, ην νπνίν θσδηθνπνηεί ην 

κεηαθνξέα νξληζίλεο 1 (Ornithine carrier 1, ORC1) (Camacho et al., 1999) θαη 

ραξαθηεξίδεηαη από ππεξνξληζηλαηκία, ππεξακκσλαηκία θαη νκνθηηξνπιιηλνπξία. 

Μεηαμύ άιισλ θιηληθώλ ζπκπησκάησλ νη αζζελείο εκθαλίδνπλ επηιεπηηθέο θξίζεηο, 

αηαμία θαη κπνθινληθνύο ζπαζκνύο (J. Camacho et al., 2006). Μέρξη ζήκεξα, έρνπλ 

βξεζεί 33 κεηαιιάμεηο ζην γνλίδην SLC25A15. 

 

1.3.9.7 Δθ γελεηήο κηθξνθεθαιία Amish (OMIM 607196) 

Ζ κηθξνθεθαιία Amish είλαη κηα δηαηαξαρή ηνπ κεηαβνιηζκνύ πνπ ραξαθηεξίδεηαη 

από αληθαλόηεηα πξνζαλαηνιηζκνύ ζηελ όξαζε ή ζηνλ ήρν, κεηαβνιηθή νμέσζε, 

δπζθνιία ζηελ δηαηήξεζε θπζηνινγηθήο ζεξκνθξαζίαο ζώκαηνο θαη επεξεζηζηόηεηα. 

Απηή ε ζνβαξή δηαηαξαρή πξνθαιείηαη από κηα κεηάιιαμε ζην γνλίδην SLC25A19 

(Rosenberg et al., 2002), πνπ θσδηθνπνηεί γηα ην θνξέα ηεο ππξνθσζθνξηθήο 

ζεηακίλεο (Thiamine pyrophosphate carrier, TPC) (Dolce et al., 2001., Lindhurst et al., 

2006). Σα Slc25a19 knock-out πνληίθηα εκθαλίδνπλ εκβξπτθή ζλεζηκόηεηα θαη 

αλαζηνιή ηνπ ζρεκαηηζκνύ ηνπ εγθεθάινπ ζην επίπεδν ηνπ θιεηζίκαηνο ηνπ 

λεπξηθνύ ζσιήλα. Δπηπιένλ, νη κεηαβνιηθέο δηαηαξαρέο είλαη πην ζνβαξέο ζην 

κνληέιν ηνπ πνληηθνύ από όηη ζε αζζελείο (Lindhurst et al., 2006). 
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1.3.9.8 Νεπξνπάζεηα κε ακθίπιεπξε λέθξσζε ηνπ ξαβδσηνύ ζώκαηνο (OMIM 

613710) 

Μηα άιιε αζζέλεηα πνπ ζπλδέεηαη κε ην γνλίδην SLC25A19 πεξηιακβάλεη 

επαλαιακβαλόκελα επεηζόδηα παξάιπζεο θαη εγθεθαινπάζεηα πνπ ζρεηίδεηαη κε 

ακθίπιεπξε λέθξσζε ηνπ ξαβδσηνύ ζώκαηνο θαη ρξνληθά πξννδεπηηθή 

πνιπλεπξνπάζεηα (Spiegel et al., 2009). 

 

1.3.9.9 Η αλεπάξθεηα ηνπ CAC (OMIM 212138) 

Ζ αλεπάξθεηα ηνπ κεηαθνξέα ηεο θαξληηίλεο/αθπινθαξληηίλεο 

(Carnitine/acylcarnitine carrier, CAC) είλαη ε πξώηε δηαηαξαρή πνπ ζπζρεηίζηεθε κε 

ηελ νηθνγέλεηα ησλ γνληδίσλ SLC25.  Ο κεηαθνξέαο απηόο θσδηθνπνηείηαη από ην 

γνλίδην SLC25A20. Σα θιηληθά ζπκπηώκαηα αληαλαθινύλ έλα ζπλδπαζκό ηεο 

έιιεηςεο ελέξγεηαο θαη ηεο ελδνγελνύο ηνμηθόηεηαο επεηδή πςειά επίπεδα 

αθπινθαξληηίλσλ είλαη ηνμηθά γηα ηελ θαξδηά θαη ηε ιεηηνπξγία ησλ κπώλ θαη κπνξεί 

λα νδεγήζνπλ ζε λεπξνινγηθή δπζιεηηνπξγία. Από ηελ πξώηε κεηάιιαμε πνπ 

αλαθέξζεθε ην 1997 (Huizing et al., 1997), 35 άιιεο κεηαιιάμεηο έρνπλ εληνπηζηεί 

ζην γνλίδην SLC25A20 (Palmieri, 2013).  

 

1.3.9.10 Πξόσξε επηιεπηηθή εγθεθαινπάζεηα (OMIM 609304) 

Μέρξη ζήκεξα, έρνπλ εληνπηζηεί δύν παξεξκελεύζηκεο κεηαιιάμεηο ζην γνλίδην 

SLC25A22 πνπ θσδηθνπνηεί γηα ηελ ηζνκνξθή 1 ηνπ γινπηακηληθνύ κεηαθνξέα 

(Glutamate carrier 1, GC1) (Fiermonte et al, 2002). Ο GC1 θαηαιύεη ηε ζπλκεηαθνξά 

γινπηακηληθνύ/H
+
 κε πνιύ κεγάιε εμεηδίθεπζε.  Σα ζπκπηώκαηα ηεο αζζελείαο πνπ 

πξνθαιείηαη από ηελ έιιεηςή ηνπ πεξηιακβάλνπλ εθδειώζεηο πξώηκσλ κπνθινληθώλ 

επηιεπηηθώλ θξίζεσλ, ππνηνλία, πξννδεπηηθή κηθξνθεθαιία θαη ηαρεία εμέιημε ζε 

εγθεθαινπάζεηα θαη ζπαζηηθόηεηα. Καηά ηελ δηάξθεηα ηεο αλάπηπμεο ηνπ εκβξύνπ, ν 

GC1 εθθξάδεηαη πξώηα ζηνλ εγθέθαιν θαη ζπγθεθξηκέλα ζηηο πεξηνρέο πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηε κπνθινληθή επηιεςία.  Ζ έθθξαζή ηνπ είλαη πνιύ κεγαιύηεξε ζηα 

αζηξνθύηηαξα από ηα λεπξηθά θύηηαξα.  Σα κηηνρόλδξηα ησλ αζηξνθπηηάξσλ δελ 

πεξηέρνπλ αζπαξηηθνύο/γινπηακηλθνύο κεηαθνξείο θαη γη‟ απηό ε εηζαγσγή ηνπ 

γινπηακηληθνύ πξαγκαηνπνηείηαη κόλν κέζσ ηνπ GC1.  Σν γινπηακηληθό είλαη 

ζεκαληηθόο δηεγεξηηθόο λεπξνδηαβηβαζηήο θαη κεηά ηελ απειεπζέξσζή ηνπ ζηηο 
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ζπλάςεηο ζπλερίδεη λα ιακβάλεηαη από ηα αζηξνθύηηαξα.  Πηζαλά ινηπόλ ε επηιεςία 

πνπ πξνθαιείηαη ιόγσ ηεο κεηάιιαμεο ηνπ GC1 είλαη απνηέιεζκα ηεο αλεπάξθεηαο 

ησλ γινπηακηληθώλ κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ ζηα αζηξνθύηαξα πνπ νδεγεί ζηελ 

αύμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ ελδνζπλαπηηθνύ γινπηακηληθνύ. (Molinari et al., 

2005). 

 

1.3.9.11 ΢πγγελήο ζηδεξνβιαζηηθή αλαηκία (OMIM 205950)  

Ζ ζπγγελήο ζηδεξνβιαζηηθή αλαηκία πξνθαιείηαη από κεηαιιάμεηο ζην γνλίδην 

SLC25A38 (Guernsey et al., 2009). Όπσο ππνδειώλεη ην όλνκά ηεο, απηή ε αζζέλεηα 

ραξαθηεξίδεηαη από βαξηά αλαηκία θαη ππνρξσκία, κηθξνθύηηνζε θαη δαθηπιηνεηδείο 

ζηδεξνβιάζηεο ζην κπειό ησλ νζηώλ. Μέρξη ηώξα έρνπλ βξεζεί 11 κεηαιιάμεηο ζην 

γνλίδην SLC25A38 (Palmieri, 2013).  

 

1.3.10 Μεηαιιάμεηο γηα ην γνλίδην Slc25a46 

Μέρξη ζήκεξα δελ έρνπλ εληνπηζηεί ιεηηνπξγηθέο κεηαιιάμεηο γηα ην γνλίδην  

Slc25a46 νύηε ζηνλ άλζξσπν νύηε θαη ζε θάπνην άιιν δσηθό νξγαληζκό εθηόο από 

ηελ κεηάιιαμε πνπ αληρλεύηεθε ζην πνληίθη πνπ εκθαλίδεη λεπξνινγηθή λόζν από ηελ 

εξεπλεηηθή νκάδα ηεο Γξ Νηνύλε (Καξαθώζηαο, 2010; Kano et al., 2012). 

Παξόια απηά, ηα ηειεπηαία ρξόληα δηάθνξεο κειέηεο πνπ ζθνπεύνπλ ζηνλ εληνπηζκό 

γελεηηθώλ ζέζεσλ ζε αζζέλεηεο πνζνηηθνύ ραξαθηήξα (QTLs) δειαδή ζηηο νπνίεο 

εκπιέθνληαη δηάθνξα γνλίδηα, έρνπλ απνθαιύςεη πνιπκνξθηζκνύο ζηελ πεξηνρή ηνπ 

Slc25a46 γνληδίνπ ζηνλ άλζξσπν. Ζ κειέηε ησλ Sun et al., δείρλεη όηη ην γνλίδην 

Slc25a46 σο QTL ζρεηίδεηαη κε ηελ αηνπηθή δεξκαηίηηδα ζηνλ θηλεδηθό πιεζπζκό 

Υαλ (Sun et al., 2011).  Ζ κειέηε ησλ Morrison et al., γηα ηελ ζλεζηκόηεηα ηεο 

θαξδηαθήο αλεπάξθεηαο κεηαμύ ησλ αηόκσλ κε επξσπατθή θαηαγσγή δείρλεη έλαλ 

πνιπκνξθηζκό θνληά ζην γνλίδην Slc25a46 (Morrison et al., 2010).  Ζ κειέηε ησλ 

Ramasamy et al., γηα ηελ αιιεξγηθή ξηλίηηδα θαη ηελ επνρηαθή αιιεξγηθή ξηλίηηδα 

δείρλνπλ επίζεο κηα ζπζρέηηζε κε πεξηνρή θνληά ζην γνλίδην Slc25a46 (Ramasamy et 

al., 2011).   

Δπίζεο, έρεη δεηρζεί όηη ην γνλίδην Slc25a46 σο QTL ζρεηίδεηαη κε ηελ αιιεξγηθή 

επαηζζεηνπνίεζε κε ηελ παξνπζία ηεο αλνζνζθαηξίλεο IgE (Bonnelykke et al., 2012). 

Δπηπιένλ, ε κειέηε ηεο θαξδηαθήο δνκήο θαη ιεηηνπξγίαο ησλ Vasan et al., γηα ηελ 
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αύμεζε ηεο κάδαο θαη ηνπ πάρνπο ηνπ ηνηρώκαηνο ζηελ ππεξηξνθία ηεο αξηζηεξήο 

θνηιίαο ηεο θαξδηάο (LVH) δείρλεη έλαλ πνιπκνξθηζκό θνληά ζην γνλίδην Slc25a46 

(Vasan et al., 2009).   Σέινο, ε κειέηε ησλ Parry et al., γηα ηελ ππεξηξνθία ηεο 

αξηζηεξήο θνηιίαο ηεο θαξδηάο (LVH), ε νπνία πξνθαιείηαη ζπρλά από ζαθραξώδεο 

δηαβήηεο ηύπνπ 2 (T2DM), κεηαμύ ησλ αηόκσλ ηεο Καπθάζηαο θπιήο ζηελ ΢θσηία 

(Tayside) δείρλεη έλαλ πνιπκνξθηζκό θνληά ζην γνλίδην Slc25a46 (Parry et al., 2013).  

Απηνί νη δπν πνιπκνξθηζκνί είλαη ίδηνη (rs17132261) θαη βξίζθεηαη ζην γνλίδην 

TMEM232 (transmembrane protein 232). 

 

1.4 Σερλνινγία δηαγνληδηαθώλ δώσλ 

Ζ ηερλνινγία δηαγνληδηαθώλ δώσλ είλαη κηα από ηνπο ηαρύηεξα αλαπηπζζόκελνπο 

ηνκείο ηεο βηνηερλνινγίαο. Υξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ ελζσκάησζε εμσγελώλ γνληδίσλ 

ζηα γνληδίσκα ησλ δώσλ κε ηελ ηερλνινγία ηεο γελεηηθήο κεραληθήο, ώζηε απηά ηα 

γνλίδηα λα εθθξάδνληαη θαη λα θιεξνλνκείηαη από ηνπο απνγόλνπο. Σν μέλν γελεηηθό 

πιηθό κεηαβηβάδεηαη ζηε ζπλέρεηα κέζσ ησλ γελλεηηθώλ θπηηάξσλ ζηνπο απνγόλνπο 

όπνπ όια ηα θύηηαξα πεξηέρνπλ ην ίδην ηξνπνπνηεκέλν γελεηηθό πιηθό. Ζ 

δηαγνληδηαθή απνδνηηθόηεηα θαη ν αθξηβήο έιεγρνο ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο είλαη νη 

βαζηθνί παξάγνληεο πνπ πεξηνξίδνπλ ηελ παξαγσγή ησλ δηαγνληδηαθώλ δώσλ. 

Τπάξρεη  πνηθηιία ησλ δηαγνληδηαθώλ ηερληθώλ δηαζέζηκε. Όκσο θαζεκία έρεη ηα δηθά 

ηεο πιενλεθηήκαηα θαη κεηνλεθηήκαηα θαη ρξεηάδεηαη πεξαηηέξσ κειέηε ιόγσ ησλ 

ηερληθώλ θαη ζεκάησλ αζθάιεηαο. Οη δηαγνληδηαθνί νξγαληζκνί ζπλήζσο 

ππεξεθθξάδνπλ κηα πξσηεΐλε νπόηε απνηεινύλ ηδαληθά ζπζηήκαηα κειέηεο 

δηαδηθαζηώλ θαη ιεηηνπξγηθώλ πνπ πηζαλόλ απνξξπζκίδνληαη θαη νδεγνύλ ζηελ 

αζζέλεηα.  Με ηνλ ηξόπν απηό κπνξνύλ λα κειεηεζνύλ θαη λα θαηαλνεζνύλ νη 

κνξηαθνί θαη θπηηαξηθνί κεραληζκνί πνπ εκπιέθνληαη ζηελ παζνγέλεζεε ησλ 

αζζελεηώλ απηώλ ελώ ηα δηαγνληδηαθά κνληέια κπνξνύλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα 

δνθηκέο θαξκαθεπηηθώλ νπζηώλ ζε πξνθιηληθό επίπεδν.  Δπίζεο, ηα δηαγνληδηαθά δώα 

κπνξνύλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ σο βηναληηδξαζηήξεο γηα ηελ παξαγσγή εμαηξεηηθά 

ρξήζηκσλ νπζηώλ ηόζν γηα ηελ ηαηξηθή, όζν θαη γηα ηελ γεσξγία ή ηελ θηελνηξνθία. 

(Xiangyang Miao 2012, Νηνύλε 2011) 

Οη πξόζθαηεο ρξεζηκνπνηεκέλεο κέζνδνη είλαη ε κέζνδνο κηθξνελέζεσο 

(microinjection), ε κέζνδνο ηνπ ζπεξκαηηθνύ θνξέα, ηα εκβξπτθά βιαζηηθά θύηηαξα 

(Embryonic stem cell), ε κέζνδνο ηεο κεηακόζρεπζεο ησλ ζσκαηηθώλ θπηηαξηθώλ 
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ππξήλσλ, ε κέζνδνο ηνπ θνξέα ξεηξντνύ, ε κέζνδνο ηεο κεζνιάβεζεο ησλ 

βιαζηηθώλ θπηηάξσλ γηα ηε βειηίσζε ηεο απνηειεζκαηηθόηεηαο, ε γνληδηαθή 

ζηόρεπζε (gene targeting) γηα λα βειηησζεί ε αθξίβεηα, ε παξέκβαζε RNA κε ηε 

κεζνιάβεζε ηνπ γνληδίνπ απνζηώπεζε ηεο ηερλνινγίαο, ςεπδαξγύξνπ-δαθηύινπ 

λνπθιεάζεο-γνληδηαθήο ζηόρεπζεο ηερληθή θαη ε ηερλνινγία ησλ πνιπδύλακσλ 

βιαζηηθὠλ θπηηάξσλ (pluripotent stem cell).  

 

1.4.1 Γεκηνπξγία δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ 

Σν πξώηα δηαγνληδηαθά πνληίθηα δεκνζηεύζεθαλ ην 1982, ζηα νπνία είρε γίλεη 

παξέκβαζε ζηα γνλίδηα πνπ θαζνξίδνπλ ηελ αλάπηπμε.  ΢ήκεξα, ζρεδόλ όια ηα 

δηαγνληδηαθά πνληίθηα δεκηνπξγνύληαη κε κηθξνέλεζε ηνπ μέλνπ DNA ζ΄ έλαλ από 

ηνπο δύν πξνππξήλεο ηνπ γνληκνπνηεκέλνπ σαξίνπ, έλαλ πξνεξρόκελν από ην 

ζπεξκαηνδσάξην θαη έλαλ από ην σάξην, πνπ κε ηελ ζύληεμή ηνπο ζα πξνθύςεη ν 

ππξήλαο ηνπ εκβξύνπ ζην ζηάδην ηνπ ελόο θπηηάξνπ.  ΢ηελ ζπλέρεηα ηα δπγσηά 

κεηαθέξνληαη ζηνλ  σαγσγό κηαο ζεηήο κεηέξαο όπνπ θαη αλαπηύζζνληαη 

θπζηνινγηθά θαη νη απόγνλνη πνπ ζα γελλεζνύλ ειέγρνληαη γηα ηελ παξνπζία ηνπ 

δηαγνληδίνπ (Νηνύλε 2011).   

Έλα νπνηνδήπνηε θισλνπνηεκέλν ηκήκα DNA, είηε cDNA, είηε γνληδησκαηηθό, 

κπνξεί λα εηζαρζεί κε κηθξνέλεζε ζηνλ πξνππξήλα αθνύ απνκαθξπλζεί πξώηα απ‟ 

απηό ε πεξηνρή ηνπ θνξέα θισλνπνίεζεο.  Ζ ελζσκάησζε γίλεηαη ηπραία ζε κία ή 

πεξηζζόηεξεο ζέζεηο ηνπ γνληδηώκαηνο ηνπ δπγσηνύ.  Δπίζεο, κπνξεί λα ελζσκαησζεί 

έλα κόλν αληίγξαθν ή πεξηζζόηεξα πνπ ζπλήζσο είλαη δηεπζεηεκέλα ζηελ ζεηξά κε 

θνηλό πξνζαλαηνιηζκό θεθαιήο-νπξάο (head to tail) κέζσ ζρεκαηηζκνύ concatemers 

πξηλ ηελ ελζσκάησζε ζην γνληδίσκα κε ηνλ κεραληζκό  έλσζεο κε-νκόινγσλ άθξσλ 

(NHEJ, non-homologous end joining) (Capecchi, 2005, Jun et al., 2010). 

Ζ επηινγή ελόο ηζηνεηδηθνύ ππνθηλεηή εμαζθαιίδεη ηε δπλαηόηεηα έθθξαζεο ηνπ 

δηαγνληδίνπ επηιεθηηθά ζε ζπγθεθξηκέλα θύηηαξα ηνπ δηαγνληδηαθνύ δώνπ.  Παξόια 

απηά ε έθθξαζε ελόο δηαγνληδίνπ επεξεάδεηαη αξθεηά ζπρλά από ηελ κεηαγξαθηθή 

θαηάζηαζε ηεο γεηηνληθήο ρξσκαηίλεο κε απνηέιεζκα είηε ηελ εθηνπηθή έθθξαζε ηνπ 

δηαγνληδίνπ δειαδή έθθξαζε θαη ζε άιινπο ηζηνύο είηε ηελ αλαζηνιή ηεο έθθξαζήο 

ηνπ.  Αλ έλα γνλίδην ελζσκαησζεί ζε εηεξνρξσκαηίλε, δειαδή ζε αλελεξγό 
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ρξσκαηίλε, ηόηε ην γνλίδην δελ ζα εθθξαζηεί.  Δπίζεο, ε ύπαξμε ελόο ηζρπξνύ 

εληζρπηή θνληά ζηε ζέζε ελζσκάησζεο ηνπ δηαγνληδίνπ θαηεπζύλεη ηελ έθθξαζε ηνπ 

ζε ζπγθεθξηκέλνπο θπηηαξηθνύο ηύπνπο.  ΢ηελ πεξίπησζε πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη σο 

δηαγνλίδηα κεγάια ηκήκαηα γνληδησκαηηθνύ DNA π.ρ. κεγέζνπο 200kb έρεη θαλεί όηη  

ε έθθξαζε ηνπ δηαγνληδίνπ είλαη αλάινγε ηνπ αξηζκνύ ησλ αληηγξάθσλ θαη δελ 

εμαξηάηαη από ηε ζέζε ελζσκάησζεο ηνπ (Van Keuren et al., 2009).  Ζ απνκόλσζε 

κεγάινπ κεγέζνπο DNA ηκεκάησλ επηηπγράλεηαη κε ηελ ρξεζηκνπνίεζε θνξέσλ 

BAC (Bacterial artificial chromosome). 

 

1.4.1.1 Υξήζε ηνπ BAC ζηελ κηθξνέλεζε 

Σκήκαηα DNA κεγέζνπο κέρξη 350 kb κπνξεί λα θισλνπνηεζνύλ ζην βαθηεξηαθό 

ηερλεηό ρξσκόζσκα (BAC). Σα BACs δηαηεξνύληαη ζε Ε. coli κε αξηζκό αληηγξάθσλ 

κόλν έλα αλά θύηηαξν (Casali θαη Preston, 2003). Σν BAC έρεη αξθεηά 

πιενλεθηήκαηα ζε ζρέζε κε ην παξαδνζηαθό κεγάιν ζύζηεκα θισλνπνίεζεο ηνπ 

DNA δειαδή ην ηερλεηό ρξσκόζσκα δύκεο (YAC, Yeast Artificial Chromosome) 

πνπ κπνξεί λα θέξεη κέρξη 3.000kb. Σα πιενλεθηήκαηα απηά είλαη ε κεγάιε 

θνξηηθόηεηα (100-300 kb), ε πςειή θισληθή ζηαζεξόηεηα, ην ρακειό πνζνζηό ηνπ 

ρηκαηξηζκνύ, θαη ν εύθνινο ρεηξηζκόο πνπ απνηξέπεη ην ζπάζηκό ηνπ ζε κηθξόηεξα 

θνκκάηηα (Monaco Larin, 1994, Birren et al., 1999).  

Ζ δηαγέλεζε κε ην BAC DNA απαηηεί ηελ δεκηνπξγία γξακκηθώλ κνξίσλ κε 

πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο, ηελ απνκάθξπλζε ηνπ θνξέα BAC,  ηελ απνκόλσζε 

θαη ηνλ θαζαξηζκό ηνπ γνληδησκαηηθνύ ηκήκαηνο. Ζ ρξήζε πνιπακίλεο (PA buffer) 

ζην δηάιπκα ηεο κηθξνέλεζεο πξνζηαηεύεη ην BAC DNA από ηνλ θαηαθεξκαηηζκό 

θαη in vitro δελ παξεκβαίλεη ζηελ αλάπηπμε ησλ απγώλ ζηα νπνία έγηλε κηθξνέλεζε 

(Van Keuren et al., 2009).  

Ζ ελζσκάησζε ηνπ BAC δηαγνληδίνπ ζην γνληδίσκα κε ηελ κέζνδν ηεο κηθξνέλεζεο 

γίλεηαη ζε ηπραία ζέζε (Δηθόλα 1.13).  Ζ πιήξεο ελζσκάησζε ηνπ BACs είλαη 

πηζαλόλ λα πξνζθέξεη ηα θπζηνινγηθά ζρεηηθά πξόηππα ηεο έθθξαζεο.  Σα επίπεδα 

ηεο έθθξαζεο εμαξηώληαη από ηνλ αξηζκό αληηγξάθσλ ηνπ δηαγνληδίνπ (Chandler et 

al 2007). Τπάξρεη κηα ηζρπξή ζπζρέηηζε κεηαμύ ηεο αύμεζεο ησλ αξηζκνύ 

αληηγξάθσλ θαη κηαο απμεκέλεο δηαγνληδηαθήο έθθξαζεο ζε δηαγνληδηαθά πνληίθηα. 
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Δπίζεο, κπνξεί λα ελζσκαησζνύλ όρη κόλν αθέξαηα ηκήκαηα DNA αιιά θαη ηα 

ζξαύζκαηα ηνπ. Ζ εμέηαζε ησλ θαηαθεξκαηηζκέλσλ BACs κπνξεί λα είλαη ρξήζηκε 

γηα ηνλ εληνπηζκό ξπζκηζηηθώλ αιιεινπρηώλ ηνπ DNA. Δπίζεο, ε ελζσκάησζε ηνπο 

κπνξεί λα γίλεη ζε κία ζέζε ή πεξηζζόηεξεο (Chandler et al 2007). ΢ηελ πιεηνςεθία 

ηνπο ηα δηαγνληδηαθά πνληίθηα πνπ έρνπλ δεκηνπξγεζεί κε BAC θιώλνπο, πεξηέρνπλ 

ιηγόηεξα από δώδεθα αληίγξαθα (Camper θαη Saunders 2000, Giraldo θαη Montoliu 

2001). Γεληθώο, ζηελ δηαγέλεζε κε BAC παξαηεξνύληαη νη ρακειόηεξνη αξηζκνί 

αληηγξάθσλ. Απηό πηζαλόηαηα αληαλαθιά ζηνλ κηθξόηεξν αξηζκό κνξίσλ ηνπ DNA 

πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ κηθξνέλεζε ζε θάζε γνληκνπνηεκέλν σάξην. Οη 

εθηηκήζεηο ηεο κηθξνέλεζεο κε κεξηθέο εθαηνληάδεο πιαζκηδηθά κόξηα αλά 

γνληκνπνηεκέλν σάξην πνληηθνύ είλαη ζύκθσλεο κε ηελ κηθξνέλεζε κε κεξηθέο 

δεθάδεο BAC κόξηα αλά γνληκνπνηεκέλν σάξην (Brinster et αl. 1985). Αθόκα θη αλ ε 

κηθξνέλεζε πεξηιακβάλεη ιηγόηεξα κόξηα, ε δηαγνληδηαθή απνδνηηθόηεηα κε BAC 

είλαη ζπγθξίζηκε κε εθείλε ησλ κηθξόηεξσλ πιαζκηδηθώλ δηαγνληδίσλ. Δπίζεο 

παξόιν πνπ νη εθηηκήζεηο ηνπ αξηζκνύ αληηγξάθσλ γηα ηνλ ηδξπηή θαη ηνπο 

απόγνλνπο F1 είλαη δηαθνξεηηθέο, νη εθηηκήζεηο γηα ηηο δηαδνρηθέο γεληέο από ηνπο F2 

είλαη ζηαζεξέο (Chandler et al, 2007). 
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Δηθόλα  1.13: Γεκηνπξγία ησλ δηαγνληδηαθώλ πνληίθσλ κε BAC. Σν ηξνπνπνηεκέλν BAC 

ρνξεγείηαη κε έλεζε ζε γνληκνπνηεκέλα σνθύηηαξα θαη ελζσκαηώλεηαη ηπραία ζην 

ρξσκνζσκηθό DNA.  Σα κηθξνελεζέληα απγά ζηε ζπλέρεηα κεηακνζρεύνληαη εληόο ηνπ 

σαγσγνύ ελόο ζειπθνύ. Γηα ηε δεκηνπξγία ησλ ζεηξώλ ησλ δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ, νη 

ηδξπηέο ζηε ζπλέρεηα δεπγαξώλνπλ κε πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ, θαη ην 50% ησλ απνγόλσλ ζα 

θιεξνλνκήζνπλ ην BAC (Valjent et al., 2009). 
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1.5 ΢ηόρνη ηεο παξνύζαο κειέηεο 

Ο ζθνπόο ηεο παξνύζα κειέηεο είλαη ε δεκηνπξγία θαη ραξαθηεξηζκόο δηαγνληδηαθώλ 

πνληηθηώλ πνπ εθθξάδνπλ ην αλζξώπηλν Slc25a46 γνλίδην (TgSlc25a46) ώζηε ζε 

πεηξάκαηα γελεηηθήο αλαπιήξσζεο λα επηβεβαησζεί εάλ ε κεηάιιαμε ζην γνλίδην 

Slc25a46 είλαη ππεύζπλε γηα ηνλ θαηλόηππν πνπ παξαηεξείηαη ζηα αηαμηθά δώα.   

΢ηελ παξνύζα εξγαζία κειεηήζεθε ε έθθξαζή ηνπ Slc25a46 δηαγνληδίνπ ηόζν ζην 

επίπεδν ηνπ mRNA όζν θαη ζην επίπεδν ηεο παξαγόκελεο πξσηεΐλεο ζε δηάθνξνπο 

ηζηνύο πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ θαη δύν TgSlc25a46 δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ. Δπίζεο, 

πξαγκαηνπνηήζεθε θαηλνηππηθή αλάιπζε ζηα TgSlc25a46 δηαγνληδηαθά πνληίθηα θαη 

έγηλαλ νη θαηάιιειεο δηαζηαπξώζεηο αηαμηθώλ πνληηθηώλ (Slc25a46
m/m

) θαη 

δηαγνληδηαθώλ πνληηθηώλ (TgSlc25a46) ώζηε λα κειεηεζεί εάλ ζηα πνληίθηα νκόδπγα 

γηα ηελ κεηάιιαμε ζηα νπνία έρεη ελζσκαησζεί ην δηαγνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηελ 

αλζξώπηλε πξσηεΐλε SLC25A46 (Slc25a46
m/m

/ TgSlc25a46) αλαζηξέθεηαη ν 

αηαμηθόο θαηλόηππνο. 
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Κεθαιαίν 2: Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία 

2.1 Τιηθά θαη κέζνδνη 

Γηα ην ραξαθηεξηζκό ηνπ θαηλνηύπνπ, θαηαγξάθεθε ε ζλεζηκόηεηα ησλ αγξίνπ 

ηύπνπ, δηαγνληδηαθώλ, αηαμηθώλ θαη δηαγνληδηαθώλ νκόδπγσλ γηα ηε κεηάιιαμε 

πνληηθώλ θαη κεηξήζεθαλ ην ζσκαηηθό βάξνο (Body weight) θαη ε κπτθή ηνπο 

δύλακε (Grip strength). Γηα ην ζσκαηηθό βάξνο κεηξήζεθαλ ηα πνληίθηα από ηελ 

ειηθία 2 εβδνκάδσλ έσο 11 εβδνκάδσλ κηα θνξά θάζε εβδνκάδα.  Γηα ηελ δύλακε 

κεηξήζεθαλ ηα πνληίθηα από ηελ ειηθία 3 εβδνκάδσλ έσο 11 εβδνκάδσλ κηα θνξά κε 

3 επαλαιήςεηο θάζε εβδνκάδα. 

Γηα ηελ αλάιπζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ Slc25a46 ζην επίπεδν ηνπ mRNA 

απνκνλώζεθε νιηθό RNA από 7 ηζηνύο (εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο κπειόο, 

ζπιήλα, θαξδηά, ήπαξ, κπο) ηόζν από πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ όζν θαη από 

δηαγνληδηαθά πνληίθηα ησλ δπν ζεηξώλ (Tg1332 θαη Tg1351) πνπ θέξνπλ ην 

αλζξσπηλό (human) γνλίδην Slc25a46.  Υξεζηκνπνηήζεθαλ ηξία πνληίθηα (αξζεληθά / 

ζειπθά) αλά νκάδα, ειηθίαο 5 εβδνκάδσλ.  Από απηά ηα δείγκαηα έγηλε ζύλζεζε 

cDNA.  Γηα ηελ επηβεβαίσζε ηεο επηηπρνύο ζύλζεζεο cDNA πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη 

αληηδξάζεηο PCR κε εθθηλεηέο γηα ην γνλίδην GAPDH (house keeping gene) θαζώο 

θαη γηα ην αλζξώπηλν (human) γνλίδην Slc25a46 θαη ην γνλίδην ηνπ πνληηθνύ (mouse) 

γηα ηα δείγκαηα ησλ 7 ηζηώλ.  ΢ηελ ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη αληηδξάζεηο 

πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ PCR (Real-Time PCR) κε εθθηλεηέο γηα ηα γνλίδηα: 

1. B2M (house keeping gene) 

2. Slc25a46 ηνπ αλζξώπνπ θαη ηνπ πνληηθνύ (θνηλνί, common) θαη 

3. Slc25a46 ηνπ αλζξώπνπ (human) 

γηα ηα δείγκαηα ησλ 8 ηζηώλ ηνπ άγξηνπ ηύπνπ θαη ησλ δπν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ. 

 

Γηα ηελ αλάιπζε ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 απνκνλώζεθαλ πξσηεΐλεο 

από ην θπηηαξνπιαζκαηηθό θαη ην κηηνρνλδξηαθό θιάζκα 8 ηζηώλ (εγθέθαινο, 

παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο κπειόο, ζύκνο, ζπιήλα, θαξδηά, ήπαξ, κπο). 

Υξεζηκνπνηήζεθαλ πνληίθηα (αξζεληθά / ζειπθά) άγξηνπ ηύπνπ, δηαγνληδηαθά ειηθίαο 

5 εβδνκάδσλ θαη δηαγνληδηαθά νκόδπγα γηα ηε κεηάιιαμε πνληίθηα ειηθίαο 10 

εβδνκάδσλ. ΢ηελ ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηα αλνζναπνηππώκαηα θαηά Western 
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κε πξώην αληίζσκα είηε γηα ην Slc25a46 είηε γηα ηελ GRP75 θαη ηα αληίζηνηρα 

δεύηεξα αληηζώκαηα. 

Γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ γνλνηύπνπ (άγξηνο ηύπνο, εηεξόδπγνο ή νκόδπγνο γηα ηελ 

κεηάιιαμε) απνκνλώζεθε γελσκηθό DNA θαη πξαγκαηνπνηήζεθε ππξναιιεινύρηζε 

(Pyrosequencing) γηα λα εληνπηζηεί ε ζεκεηαθή κεηάιιαμε σο πνιπκνξθηζκόο SNP. 

 

2.2 ΢ηειέρε πνληηθώλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

Ζ ρξήζε ησλ ηξσθηηθώλ (πνληίθηα, αξνπξαίνη θ.α.) από όια ηα δώα ζηηο βηνταηξηθέο 

έξεπλεο εθηηκάηαη 95%.  Σα πιενλεθηήκαηα είλαη ηα εμήο: 

1) εύθνιε θξνληίδα θαη εύθνινο ρεηξηζκόο 

2) ρακειό θόζηνο ζπληήξεζεο 

3) πςειή αλαπαξαγσγηθή ηθαλόηεηα 

4) ζύληνκνο ρξόλνο γεληάο θαη δηάξθεηα δσήο 

5) πινύζηεο πιεξνθνξίεο γηα ην γνληδίσκά ηνπο 

6) κεγάινο αξηζκόο ησλ γελεηηθά θαζαξώλ ζηειερώλ 

7) σο ζειαζηηθά έρνπλ νκνηόηεηεο κε ηνλ άλζξσπν ζηελ αλαηνκία, ηελ 

γελεηηθή θαη ηε θπζηνινγία 

8) ηα ηξσθηηθά θαη ηδηαίηεξα ηα πνληίθηα κπνξνύλ εύθνια λα ηξνπνπνηεζνύλ 

γελεηηθά θαη λα απνηειέζνπλ κνληέια αλζξώπηλσλ αζζελεηώλ (Kamber, 

Simmons, 2008) 

Έλα κεγάιν πιενλέθηεκα ηεο ρξήζεο ηνπ πνληηθνύ (Mus musculus) είλαη ε ύπαξμε 

πνιιώλ γελεηηθά θαζαξώλ ζηειερώλ.  ΢πγθεθξηκέλα σο γελεηηθό ππόβαζξν 

(background) ηεο δεκηνπξγίαο ησλ αηαμηθώλ πνληίθσλ κε ηελ κεηάιιαμε ηνπ 

γνληδίνπ Slc25a46 ρξεζηκνπνηήζεθε ην κηθηό ππόζηξσκα C57BL/6J θαη 129S6.  ΢ηελ 

ζπλέρεηα απηά ηα πνληίθηα πνπ έθεξαλ ηελ κεηάιιαμε είραλ δηαζηαπξσζεί πάλσ από 

10 γεληέο κε ην θαζαξό ζηέιερνο C57BL/6J ώζηε λα επηηεπρζεί γελεηηθή νκνηνκνξθία. 

Γηα ηελ δεκηνπξγία ησλ δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα ζηειέρε 

C57BL/6J θαη CBA. 

2.3 ΢εηξέο ησλ δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

Σα δηαγνληδηαθά πνληίθηα δεκηνπξγήζεθαλ κε ηε κέζνδν ηεο κηθξνέλεζεο (micro-

injection). Υξεζηκνπνηήζεθε έλαο θνξέαο BAC (pBACe3.6) (Δηθόλα 2.1) θαη 

πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε  κε έλδπκα πεξηνξηζκνύ γηα ηελ απνκόλσζε ηεο 
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γνληδησκαηηθήο πεξηνρήο (RP11-671K7, chr5, 200 kb) ηνπ αλζξώπηλνπ γνληδίνπ 

Slc25a46. Ζ εθηίκεζε ηνπ αξηζκνύ αληηγξάθσλ ηνπ δηαγνληδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε 

κε PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ ρξεζηκνπνηώληαο ην γελσκηθό DNA πνπ απνκνλώζεθε. 

Χο απνηέιεζκα, ηαπηνπνηήζεθαλ δύν δηαγνληδηαθέο, ε ζεηξά Tg1332 θαη ε ζεηξά 

Tg1351 κε 1 θαη 2 αληίγξαθα ηνπ δηαγνληδίνπ αληίζηνηρα. Οη ηδξπηέο ηεο θάζε ζεηξάο 

δηαζηαπξώζεθαλ κε πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ C57 ή ηα εηεξόδπγα πνληίθηα ηεο 

αηαμηθήο ζεηξάο, έηζη ώζηε λα απνθηεζνύλ νη απόγνλνη ηνπο. 

 

 

Δηθόλα  2.1: BAC (pBACe3.6) πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε. 

http://escience.ws/b572/L18/L18.htm 

 

 

2.4 Παξαιαβή ηζηώλ από πνληίθηα γηα ηελ απνκόλσζε γελσκηθνύ 

DNA 

Σν γελσκηθό DNA απνκνλώλεηαη από ηηο άθξεο ησλ νπξώλ ησλ πνληηθώλ.  Πξώηα 

γίλεηαη ζήκαλζε ηνπ δώνπ θαη θαηαρσξείηαη κε έλαλ αύμνληα αξηζκό.  Ζ θνπή ηεο 

νπξάο πξαγκαηνπνηείηαη πεξίπνπ ζηελ ειηθία ησλ 10 εκέξσλ. 

 

 



49 

2.5 Απνκόλσζε γελσκηθνύ DNA από νπξέο πνληηθώλ 

A. Με θαηλόιε 

1) Σνπνζέηεζε ηεο θνκκέλεο νπξάο ηνπ δώνπ πεξίπνπ 0,5cm ζε έλα άδεην 

eppendorf 1.5ml. 

2) Πξνζζήθε 400κl ηνπ tail buffer «δηάιπκα γηα νπξέο» θαη 2 κl ηεο 

πξσηετλάζεο Κ. 

3) Δπώαζε όιε ηε λύρηα ζε πδαηόινπηξν 55
 o
C. 

4) Σελ επόκελε κέξα: έληνλε αλάκημε γηα 10 δεπηεξόιεπηα γηα λα δηαιπζεί ε 

νπξά. 

5) Πξνζζήθε ίζνπ όγθνπ θαηλόιεο (400 κl) θαη έληνλε αλάκημε γηα 5 ιεπηά. 

6) Φπγνθέληξεζε ζε 12000rpm γηα 10 ιεπηά. 

7) Πξνζζήθε 300-350 κl ηεο πδάηηλεο θάζεο (πάλσ κέξνο) ζηελ ηζνπξνπαλόιε 

(290 κl) γηα ηελ θαηαθξήκληζε ηνπ DNA. 

8) Διαθξηά αλάκημε θαη «ςάξεκα» ηνπ DNA κε θιεηζηή ζηελ άθξε γπάιηλε 

πηπέηα Pasteur. 

9) Δκβάπηηζε ηεο πηπέηαο ζε 70% αηζαλόιε (4-8 θνξέο). 

10) Δκβάπηηζε ζε 100% αηζαλόιε (4-8 θνξέο). 

11) Αθήλεηαη ε πηπέηα λα ζηεγλώζεη ζηνλ αέξα γηα 10 ιεπηά. 

12) Σνπνζέηεζε ηεο πηπέηαο κέζα ζε έλα eppendorf πνπ πεξηέρεη ddH2O (~100 κl) 

γηα πεξίπνπ 30 ιεπηά ώζηε λα δηαιπζεί ην DNA. 

13) Απνζήθεπζε ζηνπο 4 ή -20
 o
C. 

 

B. Με άιαηα (6M NaCl) 

1) Σνπνζέηεζε ηεο θνκκέλεο νπξάο ηνπ δώνπ πεξίπνπ 0,5cm ζε έλα άδεην 

eppendorf 1.5ml. 

2) Πξνζζήθε 400κl ηνπ tail buffer «δηάιπκα γηα νπξέο» θαη 2 κl ηεο 

πξσηετλάζεο Κ. 

3) Δπώαζε όιε ηε λύρηα ζε πδαηόινπηξν 55
 o
C. 

4) Σελ επόκελε κέξα: έληνλε αλάκημε γηα 10 δεπηεξόιεπηα γηα λα δηαιπζεί ε 

νπξά. 

5) Πξνζζήθε 111 κl ηνπ 6M NaCl θαη 400 κl ηεο θαηλόιεο θαη έληνλε αλάκημε 

γηα 5 ιεπηά. 

6) Φπγνθέληξεζε ζε 13000rpm γηα 10 ιεπηά. 
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7) Μεηαθνξά 450 κl ηνπ ππεξθεηκέλνπ ζε λέν ζσιήλα eppendorf, ρσξίο λα 

δηαηαξαρζεί ε ελδηάκεζε θάζε. 

8) Πξνζζήθε ίζνπ όγθνπ ηεο παγσκέλεο 95% αηζαλόιεο (450 κl) θαη ειαθξηά 

αλάκημε γηα ηελ θαηαθξήκληζε ηνπ DNA. 

9) Φπγνθέληξεζε ζε 13000rpm γηα 10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

10) Απνκάθξπλζε όινπ ηνπ ππεξθείκελνπ. 

11) Πξνζζήθε 100 κl ηεο 70% αηζαλόιεο γηα ηνλ θαζαξηζκό. 

12) Αθήλεηαη ην eppendorf αλνηρηό λα ζηεγλώζεη γηα 5-10 ιεπηά. 

13) Πξνζζήθε ddH2O (100~200 κl) ζην eppendorf θαη επώαζε ζε πδαηόινπηξν 

55
 o
C γηα πεξίπνπ 5-10 ιεπηά ώζηε λα δηαιπζεί ην DNA. 

14) Απνζήθεπζε ζηνπο 4 ή -20
 o
C. 

 

Γηαιύκαηα 

Γηάιπκα γηα νπξέο (tail buffer) ζε ηειηθό όγθν 500ml: 

0.5M (25ml Tris 1M pH 8.0) 

0.1M (100ml EDTA 0.5M) 

0.1M (1-ml NaCl 5M) 

1% (50ml SDS 10%) 

 

΢ηελ αληίδξαζε ρξεζηκνπνηνύκε 400 κl από ην παξαπάλσ δηάιπκα. 

Πξσηετλάζε Κ :  Γηάιπκα stock 10mg / ml ζε 50mM Tris pH 8.0 

Αηζαλόιε: 70%, 95% θαη 100% 

Ηζνπξνπαλόιε 

Φαηλόιε 

6M NaCl:  17.53gr NaCl ζε ηειηθό όγθν 50ml κε ddH2O 

 

Πιαζηηθά – Γπαιηθά 

Πηπέηεο Pasteur 

Απνζηεηξσκέλα eppendorfs 1.5 ml 

Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιε tips 

΢πζθεπέο 

Τδαηόινπηξν 

Φπγόθεληξνο 

Αλαδεπηήξαο 
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2.6 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

Ζ αληίδξαζε PCR απνηειεί κηα in vitro κέζνδν γηα ηελ ελδπκηθή ζύλζεζε 

εμεηδηθεπκέλσλ αιιεινπρηώλ DNA κε ηελ ρξήζε δπν νιηγνλνπθιενηηδίσλ πνπ 

ρξεζηκνπνηνύληαη σο εθθηλεηέο γηα ηελ αληηγξαθή ηεο κήηξαο ηνπ DNA κέζσ ηεο 

δξάζεο ηνπ ελδύκνπ Taq DNA πνιπκεξάζεο.  Σα δεύγε ησλ εθθηλεηώλ ζρεδηάδνληαη 

κε ηέηνην ηξόπν ώζηε λα είλαη ζπκπιεξσκαηηθά σο πξνο ηηο αιπζίδεο ηνπ δίθισλνπ 

DNA πνπ πξόθεηηαη λα αληηγξαθεί.  

A. Γηα ηε γνλνηππηθή αλάιπζε ησλ δηαγνληδηάθσλ πνληηθώλ κε ην γνλίδην 

Human Slc25a46 θαη ην ελδνγελέο γνλίδην OPGL/RANKL. 

Ζ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο πξαγκαηνπνηήζεθε σο εμήο: 

 

΢πζηαηηθά Αληίδξαζεο Όγθνο (κl) 

DNA κήηξα 1.0 

Taq DNA πνιπκεξάζε 0.3 

10 x Ρπζκηζηηθό Γηάιπκα PCR (Taq buffer) 2.0 

dNTPs 1.5 

MgCl2 1.6 

Δθθηλεηήο Forward θαη Reverse (Slc25a46 human), 

10pmol/ι 

Καζεκία 1.0 

Δθθηλεηήο Forward θαη Reverse (OPGL/RANKL), 

4pmol/ι 

Καζεκία 0.3 

ddH2O 11.0 

Σειηθόο όγθνο αληίδξαζεο 20.0 

 

Δθθηλεηέο 

Όλνκα Μήθνο Αθνινπζία 

OPGL/RANKL F 20 bp 5‟- AGGAGCTCCAGGTAACTATG -3‟ 

OPGL/RANKL R 20 bp 5‟- GGCAAGGTAGGGTTCAACTG -3‟ 

Human slc25a46 5‟ F  20 bp 5‟-AATCACGTGCTCCGAAGACT-3‟ 

Human slc25a46 5‟ 

R 

20 bp 5‟-TAACCCCTCATCCCTGTGTC-3‟ 
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1) 1κl DNA από θάζε δείγκα κεηαθέξζεθε ζε ζσιελάξηα 0.2ml. 

2) Πξνεηνηκάζηεθε Μεηξηθό Γηάιπκα αληίδξαζεο γηα ηα δείγκαηα. 

3) 19κl από ην Μεηξηθό Γηάιπκα κεηαθέξζεθαλ ζηα ζσιελάξηα 0.2ml πνπ ήδε 

πεξηείραλ 1κl DNA από θάζε δείγκα ώζηε ν ηειηθόο όγθνο ηεο αληίδξαζεο λα 

είλαη 20κl γηα όια ηα δείγκαηα. 

4) Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ αληηδξάζεσλ PCR κε ην γνλίδην Human 

Slc25a46 εθαξκόζηεθε ην αθόινπζν πξόγξακκα θύθισλ: 

 

Κύθινη ΢ηάδην Θεξκνθξαζία / ρξόλνο 

1 x Απνδηάηαμε  ζηνπο 94 
o
C γηα 4 ιεπηά 

30 x Απνδηάηαμε  ζηνπο 94 
o
C γηα 30 

δεπηεξόιεπηα 

Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ ζηνπο 57 
o
C γηα 30 

δεπηεξόιεπηα 

Δπηκήθπλζε ζηνπο 72
 o
C γηα 30 δεπηεξόιεπηα 

1 x  Δπηκήθπλζε  ζηνπο 72
 o
C γηα 10 ιεπηά 

1 x Γηαηήξεζε ζηνπο 16
 o
C γηα 30 δεπηεξόιεπηα 

 

5) Πξνζηέζεθαλ 5κl ηνπ orangeG ζε θάζε ζσιήλα πνπ πεξηείρε ην πξντόλ ηεο 

αληίδξαζεο PCR. 

6) Αλαιύζεθαλ ζε 2% πήθησκα αγαξόδεο. 

 

Γαιύκαηα  

Taq Buffer 10x:  500mM KCl, 100mM Tris-HCl pH 9, 1% Triton-X 

 

 

B. Γηα SNP60 

Ζ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο πξαγκαηνπνηήζεθε σο εμήο: 

 

΢πζηαηηθά Αληίδξαζεο Όγθνο (κl) 

DNA κήηξα 1.0 

Taq DNA πνιπκεξάζε 0.375 

10 x Ρπζκηζηηθό Γηάιπκα PCR (Taq buffer) 2.5 
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dNTPs 2.5 

MgCl2 1.8 

Δθθηλεηήο Forward θαη Reverse (SNP60F + SNP60R) 2.5 

ddH2O 15.0 

Σειηθόο όγθνο αληίδξαζεο 25.0 

 

Δθθηλεηέο 

Όλνκα Μήθνο Αθνινπζία 

SNP60 F 24 5‟- CTCCCTGTTCCATATCAGAATTTG -3‟ 

SNP60 R 24 5‟- AGATTACCTTGCAAGTCCAATACC -3‟ 

 

 

1) 1κl DNA από θάζε δείγκα κεηαθέξζεθε ζε ζσιελάξηα 0.2ml. 

2) Πξνεηνηκάζηεθε Μεηξηθό Γηάιπκα αληίδξαζεο γηα ηα δείγκαηα. 

3) 24κl από ην Μεηξηθό Γηάιπκα κεηαθέξζεθαλ ζηα ζσιελάξηα 0.2ml πνπ ήδε 

πεξηείραλ 1κl DNA από θάζε δείγκα ώζηε ν ηειηθόο όγθνο ηεο αληίδξαζεο λα 

είλαη 25κl γηα όια ηα δείγκαηα. 

4) Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ αληηδξάζεσλ PCR γηα ηνλ πνιπκνξθηζκό  

SNP60 πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ γνλνηύπεζε ησλ αηαμηθώλ πνληηθώλ 

(νκόδπγσλ, εηεξόδπγσλ) εθαξκόζηεθε ην αθόινπζν πξόγξακκα θύθισλ: 

 

Κύθινη ΢ηάδην Θεξκνθξαζία / ρξόλνο 

1 x Απνδηάηαμε  ζηνπο 94 
o
C γηα 3 ιεπηά 

30 x Απνδηάηαμε  ζηνπο 94 
o
C γηα 30 

δεπηεξόιεπηα 

Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ ζηνπο 55 
o
C γηα 30 

δεπηεξόιεπηα 

Δπηκήθπλζε ζηνπο 72
 o
C γηα 30 δεπηεξόιεπηα 

1 x  Δπηκήθπλζε  ζηνπο 72
 o
C γηα 10 ιεπηά 

1 x Γηαηήξεζε ζηνπο 16
 o
C γηα 30 δεπηεξόιεπηα 

 

5) Σνπνζεηήζεθαλ 5κl από ην πξντόλ ηεο αληίδξαζεο ζε θαζαξό eppendorf πνπ 

πεξηείρε 5κl ηνπ orangeG. 
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6) Αλαιύζεθαλ ζε 2% πήθησκα αγαξόδεο. 

 

Γαιύκαηα  

Taq Buffer 10x:  500mM KCl, 100mM Tris-HCl pH 9, 1% Triton-X 

 

PCR 

Stock εξγαζηεξίνπ – aliquots ΢πγθεληξώζεηο ζηελ αληίδξαζε 

ddH2O ddH2O 

10x Buffer 1x Buffer 

dNTPs 2.5mM dNTPS 0.25mM 

MgCl2 25mM MgCl2 1.5mM 

Taq 10U / κl Taq 1U 

Primers (R and F) 10pmol / κl Primers (R and F) 1-pmol 

 

Πιαζηηθά – Γπαιηθά  

Απνζηεηξσκέλα eppendorfs 0.2 θαη 1.5 ml 

Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιε tips 

΢πζθεπέο 

Biorad thermal cycler 

 

2.7 Ηιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 

Ζ ειεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο είλαη κηα κέζνδνο δηαρσξηζκνύ ησλ 

πξντόλησλ ηεο αληίδξαζεο PCR θαη βαζίδεηαη ζηελ δηαθνξά ηνπ κνξηαθνύ βάξνπο 

ησλ ηκεκάησλ απηώλ.  Ο δηαρσξηζκόο πξαγκαηνπνηείηαη κε ηελ βνήζεηα ηεο ηδηόηεηαο 

πνπ έρεη ην DNA λα αληηδξά ζην ειεθηξηθό πεδίν.  Σν DNA πεξηέρεη αξλεηηθέο 

θσζθνξηθέο νκάδεο δίλνληαο έηζη ζην κόξην απηό αξλεηηθό θνξηίν.  Σα δείγκαηα 

ινηπόλ πνπ ηνπνζεηνύληαη ζην πήθησκα αγαξόδεο δέρνληαη ηελ επίδξαζε ηνπ 

ειεθηξηθνύ πεδίνπ θαη θηλνύληαη πξνο ην ζεηηθό πόιν.  Καηά ηελ θίλεζή ηνπο απηή 

δηαρσξίδνληαη, αθνύ ηα ηκήκαηα ρακειόηεξνπ κνξηαθνύ βάξνπο θηλνύληαη πην 

γξήγνξα κέζα ζην πήθησκα. 

Παξαζθεπή ηνπ πεθηώκαηνο αγαξόδεο 2% (w/v) 

1) Αξαίσζε 100ml 10x TBE δηαιύκαηνο ζε ηειηθό όγθν 1000ml (1x TBE). 
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2) Σνπνζέηεζε 5g αγαξόδεο ζε θσληθή θηάιε πνπ πεξηέρεη 250ml ηνπ 

δηαιύκαηνο 1x TBE. 

3) Γηάιπζε ηεο αγαξόδεο κέρξη λα γίλεη δηαθαλήο (πεξίπνπ 5 ιεπηά) ζην θνύξλν 

κηθξνθπκάησλ. 

4) Πξνζζήθε 20κl βξσκηνύρνπ αηζηδίνπ θαη ειαθξηά αλάκημε. 

5) Σνπνζέηεζε ηνπ δηαιύκαηνο ζηελ εηδηθή ζπζθεπή κε ηηο ρηέλεο (tray) γηα 

πεξίπνπ 15 ιεπηά έσο λα ζηεξενπνηεζεί ην πήθησκα. 

6) Σνπνζέηεζε ηνπ πεθηώκαηνο ζηε ζπζθεπή ειεθηξνθόξεζεο, ζηελ νπνία είρε 

ήδε ηνπνζεηεζεί ην δηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο (1x TBE). 

7) Σνπνζέηεζε 10κl από ην κίγκα ηνπ πξντόληνο ηεο PCR αληίδξαζεο θαη ηνπ 

δηαιύκαηνο θαηαβύζηζεο (orangeG, 5 κl) ζην «πεγαδάθη». 

8) Δθαξκνγή ηάζεο 100 – 120V γηα ρξνληθή δηάξθεηα αλάινγα ηνπ είδνπο ησλ 

δεηγκάησλ (κεγάιν κνξηαθό βάξνο θαη κηθξή δηαθνξά ρξεηάδεηαη πεξηζζόηεξε 

ώξα από δείγκαηα κηθξόηεξνπ κνξηαθνύ βάξνπο θαη κεγάιεο δηαθνξάο 

βάζεσλ). 

9) Φσηνγξάθεζε ζε ιάκπα UV θαη απνζήθεπζε ζε ειεθηξνληθό ππνινγηζηή. 

 

Γηαιύκαηα  

TBE 10x:   

323.4g Tris 

165g Βνξηθό νμύ 

27.9g EDTA 

΢ε ηειηθό όγθν 3L κε ddH2O θαη ην δηάιπκα έρεη απηόκαηα pH = 8.0.  Γηα ην 

δηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο (buffer) ρξεζηκνπνηνύκε 1.5 1x TBE, αξαηώλνληαη 

150ml 10x TBE κε 1350ml ddH2O. 

Βξσκηνύρν αηζίδην:  1g / 100ml ddH2O 

Αγαξόδε (Sigma) 

OrangeG (Γηάιπκα θαηαβύζηζεο):  15g Ficoll 400 ζε 30ml ddH2O (ζε 

πδαηόινπηξν 55
o
C), πξνζζήθε 250mg OrangeG.  Σειηθόο όγθνο 100ml. 

 

Πιαζηηθά – Γπαιηθά 

Κσληθή θηάιε 500ml γηα ην πήθησκα 

Ογθνκεηξηθνί θύιηλδξνη 500 θαη 1000ml 

Γνρείν 3L γηα ηελ παξαζθεπή ηνπ 10x TBE 
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΢πζθεπέο 

Σξνθνδνηηθό BIO-RAD 

΢πζθεπή ειεθηξνθόξεζεο OWL 

Φνύξλνο κηθξνθπκάησλ 

Επγαξηά αθξηβείαο  

΢ύζηεκα θσηνγξάθεζεο κε UV 

 

2.8 Απνκόλσζε νιηθνύ RNA κε ηε κέζνδν νπξίαο/ρισξηνύρνπ 

ιηζίνπ (Urea / LiCl) 

1) Λήςε ηζηώλ από ην πνληίθη.  Γξήγνξε πιύζε ζε 1x PBS γηα λα απνκαθξπλζεί 

ην αίκα.  Κάζε δείγκα ηνπνζεηήζεθε ζε ζεκεησκέλν eppendorf θαη άκεζα ζε 

πγξό άδσην. 

2) Σνπνζέηεζε 3ml θξύνπ δηαιύκαηνο νπξίαο/ρισξηνύρνπ ιηζίνπ (Urea / LiCl) 

ζε ζσιελάξηα ζηνλ πάγν. 

3) Ο θαηεςπγκέλνο ηζηόο ηνπνζεηείηαη ζην ζσιελάξην απηό ώζπνπ λα  

μεπαγώζεη. 

4) Οκνγελνπνίεζε ζε κέγηζηε ηαρύηεηα ζε πάγν. 

5) Υξήζε ππεξήρσλ γηα 30 δεπηεξόιεπηα κε κέγηζηε δύλακε ζην πάγν ώζηε λα 

ζπάζνπλ ηα κεγαινκνξηαθά κόξηα (DNA, πξσηεΐλεο) . 

6) Δπώαζε ζηνπο 4 
o
C όιε ηε λύρηα πάλσ ζηνλ αλαθηλεηή (shaker). 

7) Μεηαθνξά ηνπ νκνγελνπνηεκέλνπ πιηθνύ δπν ζσιήλεο eppendorf, 1.5 ml ζε 

θαζέλα. 

8) Φπγνθέληξεζε ζηηο 13800 ζηξνθέο / ιεπηό γηα 20 ιεπηά, ζηνπο 4
 o
C. 

9) Απνκάθξπλζε ππεξθείκελνπ. 

10) Πξνζζήθε 1ml δηαιύκαηνο Urea / LiCl θαη επαλαηώξεζε ηνπ ηδήκαηνο. 

11) Φπγνθέληξεζε ζηηο 13800 ζηξνθέο / ιεπηό γηα 15 ιεπηά, ζηνπο 4
 o

C θαη 

απνκάθξπλζε ηνπ ππεξθείκελνπ. 

12) Πξνζζήθε 200κl δηαιύκαηνο RNA-TES, δηάιπζε ηνπ ηδήκαηνο θαη 

επαλέλσζε ηνπ δείγκαηνο ζε έλα eppendorf. 

13) Πξνζζήθε 400κl RNA-θαηλόιεο θαη έληνλε αλάκεημε ηνπ δείγκαηνο γηα 5 

ιεπηά. 
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14) Φπγνθέληξεζε ζηηο 13000 ζηξνθέο / ιεπηό γηα 10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. 

15) Μεηαθνξά 360κl ηνπ ππεξθεηκέλνπ ζε λέν ζσιήλα eppendorf, ρσξίο λα 

δηαηαξαρζεί ε ελδηάκεζε θάζε. 

16) Πξνζζήθε 40κl δηαιύκαηνο 2M NaOAc θαη 1ml 100% αηζαλόιεο.  Αλάκεημε 

ηνπ δείγκαηνο. 

17) Δπώαζε ζηνπο -20 
o
C γηα 2 ώξεο ή όιε ηε λύρηα. 

18) Φπγνθέληξεζε ζηηο 13000 ζηξνθέο / ιεπηό γηα 10 ιεπηά, ζηνπο 4
 o
C. 

19) Πξνζεθηηθή απνκάθξπλζε όινπ ηνπ ππεξθείκελνπ θαη ηνπνζέηεζε ζηνλ πάγν. 

20) Πξνζζήθε ζην ίδεκα πνπ πεξηέρεη ην RNA 400κl δηαιύκαηνο 70% αηζαλόιεο 

γηα λα απνκαθξπλζνύλ ηα άιαηα θαη επαλαηώξεζε. 

21) Φπγνθέληξεζε ζηηο 13000 ζηξνθέο / ιεπηό γηα 10 ιεπηά, ζηνπο 4
 o
C. 

22) Απνκάθξπλζε όινπ ηνπ ππεξθείκελνπ θαη ηνπνζέηεζε ζηνλ πάγν. 

23) Δμάηκηζε θαη δηαιπηνπνίεζε ζε αλάινγν όγθν ηνπ ddH2O. 

 

Γηαιύκαηα  

Νεξό κε DEPC γηα ηελ απνθπγή ησλ ελδύκσλ RNase 

Πξνζζήθε 0.1% diethylpyrocarbonate (DEPC) ζε απεζηαγκέλν λεξό, 

αλάκημε όιε ηε λύρηα, θαη απνζηείξσζε 20min γηα ηελ θαηαζηξνθή 

ηνπ DEPC. 

 

10x PBS (γηα 1 ιίηξν) 

80g NaCl 

2g KCl 

11.5g Na2HPO4 

2g KH2PO4 

 

Αλάκημε NaCl κε KCl. 

Αλάκημε Na2HPO4 κε KH2PO4 

Αλάκημε όισλ καδί. 

Σν pH πξέπεη λα είλαη ~6.8 

Απνζηείξσζε 

Απνζήθεπζε ζηελ ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 
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10% SDS (γηα 1 ιίηξν) 

100g SDS ζηα 900ml ηνπ H2O 

Θεξκαίλεηαη ζηνπο 68
 o
C γηα λα δηαιπζεί. 

Ρπζκίδεηαη ν όγθνο κέρξη 1 ιίηξν κε ην H2O. 

 

3M Sodium acetate, pH=5.2 (γηα 1 ιίηξν) 

408.1g of sodium acetate 3H2O ζηα 800ml ηνπ H2O 

Ρπζκίδεηαη ην pH ζε 5.2 κε glacial acetic acid. 

Ρπζκίδεηαη ν όγθνο κέρξη 1 ιίηξν κε ην dH2O. 

 

5M NaCl (γηα 1 ιίηξν) 

292.2g NaCl ζηα 800ml ηνπ H2O 

Ρπζκίδεηαη ν όγθνο κέρξη 1 ιίηξν κε ην H2O. 

Απνζηείξσζε. 

 

1M Tris pH=7.5 (γηα 1 ιίηξν) 

121.1g Trizma base ζηα 800ml ηνπ dH2O 

Ρπζκίδεηαη ην pH ζε 7.5 πξνζζέηνληαο ην ππθλό HCl. 

Ρπζκίδεηαη ν όγθνο κέρξη 1 ιίηξν κε H2O. 

Απνζηείξσζε  

 

RNA-TES (10mM Tris, 1mM EDTA, 0.5%SDS, pH=7.6) (γηα 1L) 

10ml 1M Tris pH=7.6 

2ml EDTA 0.5M 

50ml SDS 10% 

938ml sterile ddH2O 

Απνζηείξσζε θαη απνζήθεπζε ζηελ ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

 

LiCl / Urea (3m LiCl, 6M Urea solution) (γηα 500 ml) 

63g LiCl 

180g Urea 

ddH2O 

 

Φηιηξάξηζκα κε θίιηξν 0.22κm 
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Απνζήθεπζε ζηνπο 4
 o
C 

 

RNA-Phenol 

Phenol 25 κέξε 

Chloroform 24 κέξε 

Isoamyl alcohol 1 κέξνο 

Saturated with RNA-TES 

 

Πιαζηηθά – Γπαιηθά  

Απνζηεηξσκέλα ζσιελάξηα eppendorfs 1.5 ml 

Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιε tips 

Πνηήξη δέζεσο 

 

΢πζθεπέο 

Οκνγελνπνηεηήο  

Πεγή ππεξήρσλ 

Φπρόκελε θπγόθεληξνο 

Φπγόθεληξνο  

Αλαθηλεηήο 

 

2.9 Απνκόλσζε νιηθνύ RNA κε ηε κέζνδν Tri Reagent 

Ζ ελαιιαθηηθή απηή κέζνδνο πξνζθέξεηαη γηα ηζηνύο πνπ έρνπλ κηθξή κάδα.  

1) Λήςε ηζηώλ από ην πνληίθη.  Πιύζε ζε 1x PBS γηα λα απνκαθξπλζεί ην αίκα.  

Κάζε δείγκα ηνπνζεηήζεθε ζε ζεκεησκέλν eppendorf θαη άκεζα ζε πγξό 

άδσην. 

2) Σνπνζέηεζε 1ml δηαιύκαηνο Tri Reagent ζε εηδηθό ζσιελάξην ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

3) Ο θαηεςπγκέλνο ηζηόο ηνπνζεηείηαη ζην ζσιελάξην απηό ώζπνπ λα  

μεπαγώζεη. 

4) Οκνγελνπνίεζε θαη επώαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 5 ιεπηά. 

5) Πξνζζήθε 0.2 ml ρισξνθόξκηνπ θαη έληνλε αλάκημε γηα 15 δεπηεξόιεπηα. 

6) Δπώαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 15 ιεπηά. 

7) Φπγνθέληξεζε ζηηο 12000 ζηξνθέο / ιεπηό γηα 15 ιεπηά, ζηνπο 4
 o
C. 
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8) Μεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ ζε λέν ζσιήλα eppendorf. 

9) Πξνζζήθε 0.5ml ηζνπξνπαλόιεο γηα λα θαηαβπζηζηεί ην RNA. 

10) Δπώαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 5–10 ιεπηά. 

11) Φπγνθέληξεζε ζηηο 12000 ζηξνθέο / ιεπηό γηα 8 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. 

12) Απνκάθξπλζε ππεξθείκελνπ. 

13) Πξνζζήθε 1ml δηαιύκαηνο 70% αηζαλόιεο θαη επαλαηώξεζε ηνπ ηδήκαηνο 

πνπ πεξηέρεη ην RNA . 

14) Φπγνθέληξεζε ζηηο 7500 - 12000 ζηξνθέο / ιεπηό γηα 5 ιεπηά, ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

15) Απνκάθξπλζε ππεξθείκελνπ θαη εμάηκηζε ηεο αηζαλόιεο . 

16) Γηάιπζε ηνπ ηδήκαηνο ζε αλάινγν όγθν ηνπ ddH2O κε DEPC. 

17) Δπώαζε ζηνπο 50 - 60
 o
C γηα 10 - 15 ιεπηά. 

 

Πιαζηηθά – Γπαιηθά  

Απνζηεηξσκέλα ζσιελάξηα 10 ml θαη eppendorfs 1.5 ml 

Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιε tips 

 

΢πζθεπέο 

Οκνγελνπνηεηήο 

Φπρόκελε θπγόθεληξνο 

Φπγόθεληξνο 

Αλαθηλεηήο 

 

2.10 Μέηξεζε λνπθιετληθώλ νμέσλ 

Ο ππνινγηζκόο ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ λνπθιετθώλ νμέσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε 

κέηξεζε ηεο νπηηθήο ππθλόηεηαο ησλ δεηγκάησλ ζηα 260nm.  Δίλαη γλσζηό όηη 

νπηηθή απνξξόθεζε ζηα 260nm ίζε κε ηε κνλάδα (O.D260 = 1.0) αληηζηνηρεί ζε 

ζπγθέληξσζε RNA ίζε κε 40 κg/ml.  ΢πλεπώο ν πξνζδηνξηζκόο ηεο ζπγθέληξσζεο 

ηνπ RNA βαζίδεηαη ζηελ εμίζσζε  

40κg/ml (RNA)  x  O.D260 ηνπ δείγκαηνο  x  ΢πληειεζηήο αξαίσζεο 
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Πιαζηηθά – Γπαιηθά  

Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιε tips 

 

΢πζθεπέο 

Φσηόκεηξν (NanoDrop Spectrophotometer ND-1000) 

 

2.11 Απνκάθξπλζε ππνιεηκκάησλ γελσκηθνύ DNA κε DNase θαη 

ζύλζεζε cDNA 

Ζ δηαδηθαζία ηεο απνκάθξπλζεο ππνιεηκκάησλ γελσκηθνύ DNA κε ην έλδπκν DNase 

πξαγκαηνπνηήζεθε πξηλ ηελ αλάζηξνθε κεηαγξαθή (Reverse Transcription) ηνπ 

απνκνλσκέλνπ νιηθνύ RNA έηζη ώζηε λα θαηαζηξαθεί ην DNA πνπ πεξηέρεηαη ζην 

δείγκα γηα λα κελ δξάζεη σο αληαγσληζηηθό ππόζηξσκα ηνπ cDNA θαηά ηελ 

αληίδξαζε PCR.  Καηά ηε δηαδηθαζία ηεο ζύλζεζεο cDNA από ην RNA 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην έλδπκν Αλάζηξνθε Μεηαγξαθάζε (Reverse Transcriptase). 

Μεηά ηελ απνκόλσζε ηνπ νιηθνύ RNA απνκαθξύλζεθε ην γελσκηθό DNA κε ηε 

βνήζεηα ηνπ ελδύκνπ DNase θαη αθνινύζεζε ζύλζεζε cDNA σο εμήο: 

 

1) ΢ε απνζηεηξσκέλν eppendorf κεηαθέξζεθαλ 2κg νιηθνύ RNA θαη πξνζηέζεθε 

ddH2O κε DEPC γηα λα θηάζεη ν ηειηθόο όγθνο ζηα 8κl γηα θάζε δείγκα. 

2) Πξνζηέζεθε 1κl από ην δηάιπκα αληίδξαζεο (reaction buffer) θαη 1κl DNase. 

3) Δπώαζε γηα 15 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

4) Πξνζζήθε 1κl δηαιύκαηνο ηεξκαηηζκνύ (stop solution). 

5) Θέξκαλζε ζε 70
 o
C γηα 10 ιεπηά. 

6) Άκεζε κεηαθνξά ζηνλ πάγν. 

7) Πξνζζήθε 1κl dNTPs θαη 1κl εθθηλεηώλ (oligo „dT 12-15‟). 

8) Θέξκαλζε ζε 70
 o
C γηα 10 ιεπηά. 

9) Άκεζε κεηαθνξά ζηνλ πάγν. 

10) Πξνζζήθε 2κl δηαιύκαηνο αληίδξαζεο, 1κl Αλάζηξνθεο Μεηαγξαθάζεο M-

MLV θαη 4κl ddH2O ώζηε ν ηειηθόο όγθνο ηεο αληίδξαζεο λα είλαη 20κl. 

11) Θέξκαλζε ζε 37
 o
C γηα 50 ιεπηά. 

12) Ζ αληίδξαζε ηεξκαηίζηεθε κε ζέξκαλζε ζηνπο 70 
o
C γηα 15 ιεπηά. 
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Πιαζηηθά – Γπαιηθά  

Απνζηεηξσκέλα eppendorfs 0.2 θαη 1.5 ml 

Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιε tips 

΢πζθεπέο 

BioRad thermal cycler 

 

2.12 PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (Real-Time PCR) 

Ζ PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (Real-Time PCR) είλαη κηα κέζνδνο γηα ηελ 

πνζνηηθνπνίεζε mRNA ζηόρσλ όπνπ ε ζπζζώξεπζε ησλ πξντόλησλ ηεο PCR 

κεηξηέηαη ζε πξαγκαηηθό ρξόλν, θαζ‟ όιε ηε δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζίαο ελίζρπζεο.  

΢ηελ πξάμε έλαο αλαιπηήο (OCD βίληεν θάκεξα), θαηαγξάθεη ηελ δεπηεξνγελή 

αθηηλνβνιία θζνξηζκνύ πνπ εθπέκπεηαη από κία θζνξίδνπζα νκάδα ε νπνία 

ελζσκαηώλεηαη ζην λενζρεκαηηδόκελν πξντόλ ηεο αληίδξαζεο PCR.  Ζ δηέγεξζε ηεο 

θζνξίδνπζαο νκάδαο γίλεηαη κέζσ αθηηλνβνιίαο δηέγεξζεο (ζπλήζσο κνλνρξσκαηηθή 

αθηηλνβνιία laser) ε νπνία εθπέκπεηαη πξνο ην δείγκα από εηδηθή ιπρλία, ε νπνία 

πεξηιακβάλεηαη ζηε ζπζθεπή. ΢πλεπώο, ε κέζνδνο επηηξέπεη ηελ παξαθνινύζεζε ηεο 

ζπζζώξεπζεο ηνπ πξντόληνο ηεο ελίζρπζεο ζε πξαγκαηηθό ρξόλν ζε όιεο ηηο θάζεηο 

ηεο δηαδηθαζίαο (εθζεηηθή θάζε, γξακκηθή θάζε, πιαηώ). Ζ αθξηβήο παξαθνινύζεζε 

ηεο θακπύιεο ζπζζώξεπζεο ησλ πξντόλησλ ηεο PCR, επηηξέπεη ηνλ πξνζδηνξηζκό 

ηεο απνδνηηθόηεηαο ηεο αληίδξαζεο, θαζηζηώληαο δπλαηό ηνλ αθξηβή πξνζδηνξηζκό 

ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο αξρηθήο κήηξαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ αληίδξαζε PCR 

(Φιεκεηάθεο, 2009). 

 

Μέζνδνο ζύγθξηζεο ηηκώλ Ct 

Ζ πνζνηηθνπνίεζε ησλ επηπέδσλ ηεο αξρηθήο κήηξαο θαηά ηελ αληίδξαζε PCR είλαη 

αμηόπηζηε όηαλ ε κέηξεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ πξντόλησλ ηεο γίλεηαη θαηά ηελ 

εθζεηηθή θάζε ηεο ελίζρπζεο.  Γηα ην ζθνπό απηό, ε πνζνηηθνπνίεζε γίλεηαη κε βάζε 

ηνλ αξηζκό ηνπ θύθινπ ηεο PCR πνπ απαηηνύληαη γηα λα θζάζεη ε ζπγθέληξσζε ησλ 

πξντόλησλ κία ζπγθεθξηκέλε ηηκή (threshold), ε νπνία βξίζθεηαη κέζα ζηελ εθζεηηθή 

θάζε.  Ζ αιγεβξηθή ηηκή ηνπ θύθινπ, θαηά ηνλ νπνίν ε ζπγθέληξσζε ησλ πξντόλησλ 

θηάλεη ηελ ηηκή αλαθνξάο, νξίδεηαη σο θύθινο αλαθνξάο (threshold cycle, Ct) θαη 

απνηειεί ην κέγεζνο ην νπνίν ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ζύγθξηζε θαη ηελ 

πνζνηηθνπνίεζε ησλ επηπέδσλ αξρηθήο κήηξαο ζηα βηνινγηθά δείγκαηα.  Όζν 
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κεγαιύηεξε είλαη ε ζπγθέληξσζε ηεο αξρηθήο κήηξαο, ηόζν κηθξόηεξε ηηκή Ct ζα 

ιακβάλεηαη θαηά ηελ ελίζρπζε.  Ο πιένλ δηαδεδνκέλνο ηξόπνο πνζνηηθνπνίεζεο 

βαζίδεηαη ζηελ έθθξαζε ησλ επηπέδσλ ησλ κεηαγξαθεκάησλ ηνπ γνληδίνπ ζηόρνπ, σο 

θιάζκα ησλ επηπέδσλ ησλ κεηαγξαθεκάησλ ελόο γνληδίνπ αλαθνξάο ζην ίδην δείγκα.  

Ζ ζύγθξηζε επηηπγράλεηαη κε ηελ ελίζρπζε θαη ησλ δύν κεηαγξαθεκάησλ θαη ηνλ 

πξνζδηνξηζκό ησλ αληίζηνηρσλ ηηκώλ Ct (Φιεκεηάθεο, 2009).  Ο ιόγνο ζρεηηθήο 

έθθξαζεο ελόο γνληδίνπ ζηόρνπ (target) σο πξνο ην γνλίδην αλαθνξάο (reference) 

ππνινγίδεηαη βάζε ησλ απνδόζεσλ (Δ) ηεο PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ θαη ηεο 

δηαθνξάο ησλ ηηκώλ Ct ηνπ άγλσζηνπ δείγκαηνο (sample) θαη ηνπ δείγκαηνο 

αλαθνξάο (control) (Pfaffle) σο εμήο: 

 

   ratio=(Etarget)
ΓCttarget(control-sample)

 

                    (Eref)
ΓCt ref(control-sample) 

B2M (β2 κηθξνζθαηξίλε) 

Ζ β2 κηθξνζθαηξίλε, επίζεο γλσζηή θαη σο B2M, είλαη έλα ζπζηαηηθό ησλ MHC 

κνξίσλ ηάμεο Η, ηα νπνία βξίζθνληαη ζε όια ηα εκπύξελα θύηηαξα (εμαηξνύληαη ηα 

εξπζξά αηκνζθαίξηα). ΢ηνπο αλζξώπνπο, ε πξσηεΐλε β2 κηθξνζθαηξίλε 

θσδηθνπνηείηαη από ην γνλίδην B2M.  Σν γνλίδην απηό ρξεζηκνπνηήζεθε σο γνλίδην 

αλαθνξάο ζηελ PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ θαηά ηελ παξνύζα κειέηε.  

 

Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε είλαη ε εμήο: 

1) 2κg RNA από ηζηό εγθεθάινπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ ζύλζεζε ησλ cDNA 

δεηγκάησλ. 

2) Σν θάζε  cDNA δείγκα αξαηώζεθε 1:3 κε ddH2O. 

3) Αθνινύζσο ζεηξηαθέο αξαηώζεηο ησλ αζξνηζηηθά ζπγθεληξσκέλσλ cDNA 

(pooled) δεηγκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ δεκηνπξγία ησλ πξόηππσλ 

θακπύισλ ηόζν γηα ην γνλίδην ζηόρν όζν θαη γηα ην γνλίδην αλαθνξάο.  

4) Πξαγκαηνπνηήζεθε ε Real-Time PCR γηα ηελ θακπύιε αλαθνξάο κε ηνπο 

εθθηλεηέο RT-B2M, RT-common slc25a46 θαη RT-human slc25a46. 

 

 

  B2M slc25a46 

1 x Απνδηάηαμε  ζηνπο  95
o
C γηα 2 ζηνπο 95

o
C γηα 2 



64 

ιεπηά ιεπηά 

40 x Απνδηάηαμε  ζηνπο 95
o
C γηα 15 

δεπηεξόιεπηα 

ζηνπο 95
o
C γηα 15 

δεπηεξόιεπηα 

Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ  ζηνπο 58 
o
C γηα 15 

δεπηεξόιεπηα 

ζηνπο 55 
o
C γηα 15 

δεπηεξόιεπηα 

Δπηκήθπλζε ζηνπο 72
 o

C γηα 20 

δεπηεξόιεπηα 

ζηνπο 72
 o

C γηα 20 

δεπηεξόιεπηα 

 

5) Με βάζε ηηο πξόηππεο θακπύιεο γηα ηα ηξία γνλίδηα (B2M, common slc25a46 

θαη human slc25a46) επηιέρζεθε ε αξαίσζε 1:10 γηα ηελ αλάιπζε  ησλ cDNA 

(πνπ πεξηιακβάλεηαη κέζα ζηελ γξακηθόηεηα ηεο πξόηππεο θακπύιεο). 

Αθνινύζσο, πξαγκαηνπνηήζεθε ε Real-Time PCR ησλ πξνο εμέηαζε 

δεηγκάησλ σο εμήο:   

΢πζηαηηθά Αληίδξαζεο Όγθνο (κl) 

cDNA κήηξα 1.0 

Ssofast EvaGreen Supermix 5.0 

Δθθηλεηήο Forward (RT-B2M ή RT-slc25a46) 5pmol / κl 1.0 

Δθθηλεηήο Reverse (RT-B2M ή RT-slc25a46) 5pmol / κl 1.0 

ddH2O 2.0 

Σειηθόο όγθνο αληίδξαζεο 10.0 

 

Δθθηλεηέο 

Όλνκα Μήθνο Αθνινπζία 

RT-common Slc25a46F 20bp 5‟-CAGACCTTGGCTATGAAGTGC-3‟ 

RT-common Slc25a46R 20bp 5‟-CAGTCTCTCATTCCCTCATA-3‟ 

RT-human Slc25a46F 23bp 5‟-TGAAATCCCTAACTTACGTGGTG-3‟ 

RT-human Slc25a46R 21bp 5‟-CACTCCCATGCCTATCACTCT-3‟ 

RT-B2MF 21bp 5‟-TTCTGGTGCTTGTCTCACTGA-3‟ 

RT-B2MR 22bp 5‟-CAGTATGTTCGGCTTCCCATTC-3‟ 

 

6) Αλαιύζεθαλ ηα απνηειέζκαηα ζηελ εηδηθή εθαξκνγή Rotor-Gene 6000 Series 

Software 1.7 θαη πεξαηηέξσ κε ηε ρξήζε ηνπ ζηαηηζηηθνύ πξνγξάκκαηνο 

GraphPad Prism 5(column statistics-one way ANOVA). 
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Πιαζηηθά – Γπαιηθά  

Απνζηεηξσκέλα eppendorfs 0.2 θαη 1.5 ml 

Απνζηεηξσκέλα ζσιήλεο ηεο Real-Time PCR θαη θαπάθηα ηνπο 

Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιε tips 

΢πζθεπέο 

Rotor-Gene, QIAGEN 

 

2.13 Απνκόλσζε πξσηετλώλ 

2.13.1 Απνκόλσζε νιηθήο πξσηεΐλεο 

1) Λήςε ηζηώλ από ην πνληίθη. Γξήγνξε πιύζε ζε 1x PBS γηα λα απνκαθξπλζεί 

ην αίκα.  Κάζε δείγκα ηνπνζεηήζεθε ζε ζεκεησκέλν eppendorf θαη άκεζα ζε 

πγξό άδσην. 

2) Σνπνζέηεζε 1m θξύνπ δηαιύκαηνο ιύζεο (lysis buffer) κε αλαζηνιείο 

πξσηεαζώλ (protease inhibitors) ζε εηδηθά ζσιελάξηα ζηνλ πάγν. 

3) Ο θαηεςπγκέλνο ηζηόο ηνπνζεηείηαη ζην ζσιελάξην απηό ώζπνπ λα  

μεπαγώζεη. 

4) Οκνγελνπνίεζε ζε κέγηζηε ηαρύηεηα ζε πάγν. 

5) Υξήζε ππεξήρσλ γηα 15 δεπηεξόιεπηα ζηνλ πάγν ηξεηο θνξέο. 

6) Μεηαθνξά ηνπ νκνγελνπνηεκέλνπ πιηθνύ ζε έλα θξέζθν ζσιήλα eppendorf. 

7) Φπγνθέληξεζε ζηηο 14000 ζηξνθέο / ιεπηό γηα 15 ιεπηά, ζηνπο 4
 o
C. 

8) Μεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ ζε έλα θξέζθν ζσιήλα eppendorf. 

9) Απνζήθεπζε ζηνπο -20
 o

C. 

10) Τπνινγηζκόο ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο πξσηεΐλεο κε ηελ κέζνδν Bradford. 

 

Γηαιύκαηα  

Lysis buffer (for kinases) 

50mM Tris HCl pH 7.4 

1mM EDTA 

150mM NaCl 

0.2% NP40 

 

Protease inhibitors 
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PI cocktail 10κl 

Sodium orthovanadate 10κl 

Total volume of lysis buffer 1ml 

 

2.13.2 Τπνθπηηαξηθή θιαζκάησζε (subcellular fractionation) 

΢ηελ παξνύζα πεηξακαηηθή δηαδηθαζία απνκνλώζεθε ην θπηηαξνπιαζκαηηθό 

θιάζκα από ην κηηνρνλδξηαθό σο εμήο:  

1) Λήςε ηζηώλ (50 – 100mg) από ην πνληίθη. Γξήγνξε πιύζε ζε 1x PBS γηα λα 

απνκαθξπλζεί ην αίκα.  Κάζε δείγκα ηνπνζεηήζεθε ζε ζεκεησκέλν eppendorf 

θαη άκεζα ζε πγξό άδσην. 

2) Σνπνζέηεζε 300κl θξύνπ δηαιύκαηνο απνκόλσζεο (isolation buffer) κε 

αλαζηνιείο πξσηεαζώλ (protease inhibitors) ζε έλα γπάιηλν γνπδί ζην πάγν. 

3) Σνπνζέηεζε ηνπ παγσκέλνπ ηζηνύ ζην γπάιηλν γνπδί. 

4) Οκνγελνπνίεζε κε γνπδνρέξη ζην γπάιηλν γνπδί ζε πάγν.  

5) Μεηαθνξά ηνπ νκνγελνπνηεκέλνπ πιηθνύ ζε έλα θξέζθν ζσιήλα eppendorf 

θαη μαλά ζην πάγν.   

6) Φπγνθέληξεζε ζηηο 3000 ζηξνθέο / ιεπηό γηα 5 ιεπηά ζηνπο 4
 o
C. 

7) Μεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ ζε έλα θξέζθν ζσιήλα eppendorf θαη 

δηαηήξεζε ζην πάγν. (sup1). 

8) Σνπνζέηεζε 250κl θξύνπ δηαιύκαηνο απνκόλσζεο (isolation buffer) ώζηε λα 

δηαιπζεί ην ίδεκα. 

9) Φπγνθέληξεζε ζηηο 3000 ζηξνθέο / ιεπηό γηα 5 ιεπηά ζηνπο 4
 o
C. 

10) Μεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ ζε έλα θξέζθν ζσιήλα eppendorf θαη 

δηαηήξεζε ζηνλ πάγν (sup2). 

11) Σα δπν ππεξθείκελα (sup1 + sup2) ηνπνζεηήζεθαλ καδί θαη έγηλε 

θπγνθέληξεζε ζηηο 12000 ζηξνθέο / ιεπηό γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
 o
C. 

12) Μεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ ζε έλα λέν ζσιήλα eppendorf θαη δηαηήξεζε 

ζην πάγν. (sup3)  Σν ππεξθείκελν απηό πεξηέρεη ην θπηηαξνπιαζκαηηθό 

θιάζκα. 

13) Σνπνζέηεζε 20 -50κl θξύνπ δηάιπκαηνο απνκόλσζεο ώζηε λα δηαιπζεί ην 

ίδεκα.  Απηό πεξηέρεη ην κηηνρνλδξηαθό θιάζκα. 

14) Απνζήθεπζε ζηνπο -20
 o

C. 

15) Τπνινγηζκόο ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο πξσηεΐλεο κε ηελ κέζνδν Bradford. 
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Γηαιύκαηα 

Isolation buffer 

320mM sucrose 

1mM EDTA 

10mM Trizma -Base 

dH2O 

Ρύζκηζε ηνπ pH κέρξη 7.4 κε ην HCl 

Απνζηείξσζε ηνπ δηαιύκαηνο κε δηήζεζε κέζσ θίιηξνπ 0.2κm. 

 

Πιαζηηθά – Γπαιηθά  

Απνζηεηξσκέλα eppendorfs 1.5 ml 

Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιε tips 

Γπάιηλν γνπδί 1 ml κε γνπδνρέξη  

Πηπέηηεο Pasteur 

΢πζθεπέο 

Φπγόθεληξνο 

Επγαξηά αθξηβείαο  

2.14 Αλνζναπνηύπσζε θαηά Western (Western Bloting) 

Ζ κέζνδνο αλνζναπνηύπσζεο θαηά Western (Western Blot) είλαη κία επξέσο 

ρξεζηκνπνηνύκελε ηερληθή ηεο αλίρλεπζεο ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετλώλ ζην θπηηαξηθό 

εθρύιηζκα ελόο ηζηνύ.  Υξεζηκνπνηεί ηελ ειεθηξνθόξεζε πεθησκάησλ γηα ην 

δηαρσξηζκό πξσηετλώλ βάζε ηνπ κήθνπο ηνπο ζε ζπλζήθεο πνπ νη πξσηεΐλεο 

απνδηαηάζζνληαη.  Οη πξσηεΐλεο ζηε ζπλέρεηα κεηαθέξνληαη ζε κηα κεκβξάλε, ε 

νπνία είλαη ζπλήζσο ληηξνθπηηαξίλεο ή PVDF, θαη ζηελ ζπλέρεηα αληρλεύεηαη κηα 

ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε κε ρξήζε εηδηθώλ αληηζσκάησλ γηα ηελ πξσηεΐλε-ζηόρν. 

Ζ ειεθηξνθόξεζε ζε αζπλερή πεθηώκαηα πνιπαθξπιακηδίνπ πξαγκαηνπνηείηαη ζε 

δύν θάζεηα πεθηώκαηα πνιπαθξπιακηδίνπ ηνπνζεηεκέλα ζε ζεηξά ην έλα πάλσ ζην 

άιιν.  Σα πξσηετληθά δείγκαηα εηζάγνληαη ζην ζύζηεκα ζην επάλσ πήθησκα, πνπ 

νλνκάδεηαη πήθησκα ζπζζώξεπζεο (stacking gel).  Σν πήθησκα ζπζζώξεπζεο έρεη 

ρακειή ζπγθέληξσζε πνιπαθξπιαηδίνπ (5%) θαη πξνθαιεί ζπζζώξεπζε ζε ζηελέο 

δώλεο ηνπ πξσηετληθνύ δείγκαηνο πξηλ εηζέιζεη ζην δεύηεξν πήθησκα πνπ νλνκάδεηαη 

πήθησκα δηαρσξηζκνύ (separating gel).  Σν πήθησκα δηαρσξηζκνύ έρεη πςειόηεξε 
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ζπγθέληξσζε πνιπαθξπιακηδίνπ (ζπλήζσο 8-15%) θαη πξαγκαηνπνηείηαη ν 

δηαρσξηζκόο ησλ πξσηετλώλ ηνπ δείγκαηνο θαηά ηελ θίλεζε ηνπο ζε απηό (Λάκπξνπ, 

2010). 

Σα ζπζηήκαηα ειεθηξνθόξεζεο παξνπζία δσδεθαλνζεΐθνύ λαηξίνπ (sodium dedecyl 

sulphate, SDS) ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ην δηαρσξηζκό πξσηετλώλ κε βάζε ην κνξηαθό 

ηνπο βάξνο.  Σν SDS είλαη ηζρπξόο απνδηαηαθηηθόο παξάγνληαο (ηζρπξό 

απνξξππαληηθό) ην νπνίν αιιειεπηδξά κε ηηο πξσηεΐλεο θαη πξνθαιεί νιηθή 

απνδηάηαμε ηεο δνκήο ηνπο.  Σα ζύκπινθα πνπ ζρεκαηίδνληαη έρνπλ ζηαζεξό ιόγν 

αληνληηθνύ θνξηίνπ πξνο κάδα θαη θαηά ηελ ειεθηξνθόξεζε όια ηα πξσηετληθά 

κόξηα θηλνύληαη πξνο ην ζεηηθά θνξηηζκέλν πόιν.  Παξάιιεια ην πήθησκα δξα ζαλ 

κνξηαθόο εζκόο όπνπ ην κέγεζνο ησλ πόξσλ ηεο θαζνξίδεη ηελ θηλεηηθόηεηα ηεο 

πξσηεΐλεο.  Ζ ηαρύηεηα ηεο κεηαθίλεζεο εμαξηάηαη από ην κέγεζνο ηνπ κνξίνπ ζε 

ζρέζε κε ηνπο πόξνπο ηνπ πεθηώκαηνο.  Όζν κηθξόηεξα ηα κόξηα ηόζν κεηαθηλνύληαη 

γξήγνξα ελώ ηα κεγαιύηεξα κόξηα κεηαθηλνύληαη πην αξγά (Λάκπξνπ, 2010). 

 

Πξηλ ηελ ειεθηξνθόξεζε, ηα πξσηετληθά δείγκαηα επεμεξγάδνληαη κε κία ζεηόιε, 

όπσο ε β-κεξθαπηναηζαλόιε (HO-CH2CH2-SH).  Ζ β-κεξθαπηναηζαλόιε αλάγεη 

όινπο ηνπο δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο πνπ ππάξρνπλ ζηα πξσηετληθά κόξηα έηζη ώζηε 

νη πξσηεΐλεο λα είλαη νιηθά απνδηαηαγκέλεο ρσξίο δηακνξηαθέο ή ελδνκνξηαθέο 

δηαζπλδέζεηο. 

Σα αληηζώκαηα (antibodies ή Abs) ή αλνζνζθαηξίλεο (immunoglobulins, Igs) είλαη 

ακπληηθέο πξσηεΐλεο πνπ παξάγνληαη από ηα δώα εμαηηίαο ηεο εηζβνιήο ζηνλ 

νξγαληζκό θάπνηαο μέλεο νπζίαο. Σα αληηζώκαηα εθθξίλνληαη από ηα 

πιαζκαηνθύηηαξα πνπ πξνέξρνληαη από ηα Β ιεκθνθύηηαξα.  Σα αληηζώκαηα 

αλαγλσξίδνπλ, αιιειεπηδξνύλ θαη δεζκεύνπλ αληζηξεπηά (ακθίδξνκα) ηελ μέλε 

νπζία πνπ έρε πξνθαιέζεη ηε ζύλζεζε ηνπο.  Κάζε μέλε νπζία πνπ έρεη ηελ ηθαλόηεηα 

λα πξνθαιέζεη ηε ζύλζεζε αληηζώκαηνο νλνκάδεηαη αληηγόλν (antigen ή Ag) θαη 

κπνξεί λα είλαη πξσηεΐλεο, πεπηίδηα, πνιπζαθραξίηεο, λνπθιετθά νμέα ή θαη άιια 

ζπλζεηηθά κόξηα κηθξόηεξνπ κνξηαθνύ βάξνπο.  Σα αληηζώκαηα αλαγλσξίδνπλ θαη 

αιιειεπηδξνύλ ζπλήζσο κε ηνλ επίηνπν / αληηγνληθό θαζνξηζηή πνπ είλαη ε κηθξή 

πεξηνρή ηνπ αληηγόλνπ.  Σα αληηζώκαηα έρνπλ δπν θαηεγνξίεο, πνιπθισληθά θαη 

κνλνθισληθά αληηζώκαηα.  Σα κνλνθισληθά αληηζώκαηα είλαη ηα θαζαξά 

αληηζώκαηα πνπ αλαγλσξίδνπλ απνθιεηζηηθά έλα αληηγνληθό θαζνξηζηή θαη είλαη 

εμεηδηθεπκέλα.  Σα πνιπθισληθά αληηζώκαηα είλαη ην κίγκα ησλ αληηζώκαησλ πνπ 
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αλαγλσξίδνπλ ην ίδην αληηγόλν κέζσ δηαθνξεηηθώλ αληηγνληθώλ θαζνξηζηώλ ηνπ θαη 

παξάγνληαη κε ηελ αλνζνπνίεζε ελόο δώνπ κε ην ζπγθεθξηκέλν αληηγόλν θαη ηελ 

ζπιινγή ηνπ νξνύ πνπ πεξηέρεη ηα πνιπθισληθά αληηζώκαηα (Λάκπξνπ, 2010; 

Νηνύλε 2011). 

 

2.14.1 Αλνζναπνηύπσκα Western (Western blot) 

Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε είλαη ε εμήο:  

1) Πιύζεθαλ νη γπάιηλεο πιάθεο, νη ρηέλεο θαη νη πιαζηηθέο ζπζθεπέο κε dH2O 

θαη ζηεγλώζεθαλ ζην αέξα.  ΢πλαξκνινγήζεθε o ζάιακνο ηνπ πεθηώκαηνο 

ζηελ θάζεηε ζπζθεπή ειεθηξνθόξεζεο. 

2) Δηνηκάζηεθε ην δηάιπκα ηνπ πεθηώκαηνο δηαρσξηζκνύ (Resolving Gel) θαη 

πξνζηέζεθε ζην θελό κεηαμύ ησλ γπάιηλσλ πιαθώλ, αθήλνληαο επαξθή ρώξν 

γηα ην πήθησκα ζπζζώξεπζεο (Stacking Gel).  Πξνζεθηηθά επηθαιύθηεθε ην 

δηάιπκα ηνπ αθξπιακηδίνπ κε ηζνπξνπαλόιε (γηα ην πήθησκα πνπ πεξηέρεη < 

10% αθξπιακίδην) ή 0.1% SDS (γηα ην πήθησκα πνπ πεξηέρεη < 8% 

αθξπιακίδην).  

 

Resolving Gel (bottom gel) 

   10%  12% 

30% Achylamide 3.3ml  4ml 

1.5M Tris pH 8.8 2.5ml  2.5ml 

10% SDS  0.1ml  0.1ml 

dH2O   4ml  3.3ml 

10% APS  100κl  100κl 

TEMED  5κl  5κl 

Total   10ml  10ml 

Μεηά ηελ πξνζζήθε ηνπ TEMED, ηνπνζεηήζεθε ην δηάιπκα ζην ρώξν κεηαμύ 

ησλ γπάιηλσλ πιαθώλ όζν πην γξήγνξα γίλεηαη. 

 

3) Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηνπ πνιπκεξηζκνύ, πιύζεθε αξθεηέο θνξέο ην πάλσ 

κέξνο ηνπ πεθηώκαηνο κε απηνληζκέλν λεξό γηα λα θύγεη ην αθξπιακίδην πνπ 

δελ έρεη πνιπκεξηζηεί.  ΢ηξαγγίζηεθε όζν ην δπλαηόλ πεξηζζόηεξν πγξό από 
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ην πάλσ κέξνο ηνπ πεθηώκαηνο, θαη ζηε ζπλέρεηα απνκαθξύλζεθε ην λεξό 

πνπ παξέκεηλε κε ηελ άθξε κηαο ραξηνπεηζέηαο. 

4) Πξνζηέζεθε ην δηάιπκα ηνπ πεθηώκαηνο ζπζζώξεπζεο (Stacking Gel) πάλσ 

ζηελ επηθάλεηα ηνπ πεθηώκαηνο δηαρσξηζκνύ θαη ακέζσο ηνπνζεηήζεθε ε 

ρηέλα ζην δηάιπκα πεθηώκαηνο ζπζζώξεπζεο. 

 

Stacking Gel (top gel, 4%) 

dH2O   30.25ml 

0.5M Tris pH 6.8 12.5ml 

10% SDS  0.5ml 

30% Acrylamide 6.7ml 

Total   50 ml 

Γηα ηα 2ml πξνζηέζεθαλ 20κl 10% θαη 2κl TEMED 

 

5) Καηά ηνλ πνιπκεξηζκό ηνπ πεθηώκαηνο ζπζζώξεπζεο, πξνεηνηκάζηεθαλ ηα 

δείγκαηα.  Θεξκάλζεθαλ ζηνπο 100
o
C γηα 3 ιεπηά ζε 5 x SDS gel-loading 

buffer γηα ηε κεηνπζίσζε ησλ πξσηετλώλ. 

6) Μόιηο νινθιεξώζεθε ν πνιπκεξηζκόο, αθαηξέζεθε ε ρηέλα πξνζεθηηθά θαη 

πιύζεθαλ ηα πεγάδηα κε απηνληζκέλν λεξό γηα λα θύγεη ην κε πνιπκεξηζκέλν  

αθξπιακίδην.  Σνπνζεηήζεθε ην πήθησκα ζηελ ζπζθεπή ηεο ειεθηξνθόξεζεο 

θαη ε δεμακελή ηεο γεκίζηεθε κε ην ξπζκηζηηθό δηάιπκα ηεο ειεθηξνθόξεζεο 

(Tris-glycine electrophoresis buffer). 

7) Φνξηώζεθαλ ηα δείγκαηα θαη πξσηεΐλεο γλσζηνύ κνξηαθνύ βάξνπο (Bio-rad 

prestaind SDS-PAGE standards.  Broad range, 5κl/well)  

8) H ειεθηξόθνξεζε έηξεμε ζε 90V κέρξη ην θπαλό ηεο βξσκνθαηλόιεο πνπ 

ππάξρεη ζε θάζε δείγκα λα βγεη από ην θάησ κέξνο ηνπ πεθηώκαηνο θαη κεηά 

1 ώξα επηπιένλ (πεξίπνπ 2.5-3 ώξεο).  Ζ ζπζθεπή απνζπλαξκνινγήζεθε θαη 

πξνεηνηκάζηεθε γηα western blot. 

9) Σνπνζεηήζεθαλ ηα δηεζεηηθά ραξηηά θαη ε ληηξνθπηηαξίλε ζην δηάιπκα 

κεηαθνξάο 10 ιεπηά λσξίηεξα. 

10) Σνπνζεηήζεθε ην πήθησκα ηνπ SDS πνιπαθξπιακηδίνπ πνπ κόιηο 

ειεθηξνθνξήζεθε ζε δηάιπκα κεηαθνξάο (ρξήζε κόλν κία θνξά).  ΢ηελ 

άλνδν ηνπνζεηήζεθαλ απεπζείαο έλα ζθνπγγάξη, δπν δηεζεηηθά ραξηηά θαη ην 

πήθησκα πάλσ ζε απηά.  Δπηθαιύθζεθε κε ηελ κεκβξάλε ηεο ληηξνθπηηαξίλεο 
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θαη ζηελ ζπλερεία ηνπνζεηήζεθαλ δπν βξεγκέλα δηεζεηηθά ραξηηά θαη έλα 

ζθνπγγάξη ζηελ θάζνδν. Αθαηξέζεθαλ νη θπζαιίδεο κεηαμύ ησλ 

δηαθνξεηηθώλ ζηξσκάησλ . 

11) Ζ κεηαθνξά πξαγκαηνπνηήζεθε ζε  ηάζε 110V γηα 60 ιεπηά (ή όιε ηε λύθηα 

ζηα 24V, 4
o
C). 

12) Απνζπλαξκνινγήζεθε ε δηάηαμε κεηαθνξάο θαη μεπιύζεθε ε κεκβξάλε ζε 

PBS. 

 

2.14.2 Δπώαζε κε αληηζώκαηα (Indirect Enzyme Immunoassay) έλαληη ηεο 

πξσηεΐλεο Slc25a46  

Ζ πξσηεΐλε Slc25a46 (46kDa) εληνπίζηεθε κε ηε ρξήζε θαηάιιεινπ 

πνιπθισληθνύ αληηζώκαηνο όπσο πεξηγξάθεηαη ζηε ζπλέρεηα: 

1) Ξεπιύζεθε ζύληνκα ε κεκβξάλε ηεο ληηξνθπηηαξίλεο ζην δηάιπκα κεηαθνξάο, 

ζηε ζπλέρεηα, επσάζηεθε γηα 3 ώξεο πάλσ ζε πιαηθόξκα αλαθίλεζεο ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ (22°C) κε ην ξπζκηζηηθό δηάιπκα παξεκπόδηζεο 

(blocking buffer, 1x PBS - 5% BSA - 0,1% Tween-20). 

2) ΢ύλδεζε ηνπ εηδηθνύ αληηζώκαηνο ζηηο πξσηεΐλεο:  Δπώαζε ηνπ αληηζώκαηνο 

(πξώην αληίζσκα γηα SLC25A46 αξαησκέλν 1 / 2500 κε παξεκπνδηζηηθό 

ξπζκηζηηθό δηάιπκα, SantaCruz Biotechnology Inc.) ζε θιεηζηό θνπηί όιε ηε 

λύθηα ζηνπο 4°C πάλσ ζε πιαηθόξκα αλαθίλεζεο. 

3) ΢ύλδεζε ηνπ δεύηεξνπ αληηζώκαηνο (1 ώξα):  Δπώαζε ηνπ δεύηεξνπ 

αληηζώκαηνο (αληίζσκα έλαληη ηεο αηγόο αξαησκέλν 1 / 5000 ζε ξπζκηζηηθό 

δηάιπκα παξεκπόδηζεο) ζε θιεηζηό θνπηί γηα 1 ώξα πάλσ ζε πιαηθόξκα 

αλαθίλεζεο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ (22°C). 

4) Πιύζηκν:  Ζ κεκβξάλε πιύζεθε κε δηάιπκα PBS - 0,1% Tween-20  ηξεηο 

θνξέο γηα 10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

5) Αλίρλεπζε ηεο ζύλδεζεο ηνπ αληηζώκαηνο:  Δθαξκόζηεθε ην δηάιπκα 

αλίρλεπζεο ECL  ζηελ κεκβξάλε πνπ επσάζηεθε γηα 1 - 3 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  Σπιίρηεθε ε κεκβξάλε κε δηαθαλέο πεξηηύιηγκα θαη 

αθνινύζεζε εκθάληζε κε ρεκεηνθσηαύγεηα. 
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2.14.3 Δπώαζε κε αληηζώκαηα έλαληη ηεο πξσηεΐλεο GRP75  

Ζ πξσηεΐλε Grp75 είλαη κηα πξσηεΐλε πνπ ξπζκίδεηαη από ηε γιπθόδε θαη έρεη 

κνξηαθό βάξνο 75kDa. Δίλαη κία πξσηεΐλε ηεο κηηνρνλδξηαθή κήηξαο πνπ γεληθά 

αλαγλσξίδεηαη σο κέινο ηεο θαηεγνξίαο ησλ πξσηετλώλ ηνπ ζεξκηθνύ ζνθ 70 

(HSP70). Ζ Grp75 επάγεηαη ζε ζπλζήθεο έιιεηςεο γιπθόδεο θαη άιιεο ζξεπηηθέο 

θαη πεξηβαιινληηθέο θαηαπνλήζεηο. Ζ Grp75 είλαη κία ζπλνδόο πξσηεΐλε πνπ 

εκπιέθεηαη ζηε κεηαθνξά πξσηετλώλ ζηα κηηνρόλδξηα. Ζ πξσηεΐλε απηή 

εληνπίδεηαη θπξίσο ζηα κηηνρόλδξηα, όκσο νη ζπλαθείο κνξθέο κπνξνύλ λα 

βξεζνύλ ζην θπηηαξόπιαζκα ή ζηελ επηθάλεηα ηεο εμσθπηηαξηθήο κεκβξάλεο. 

Ζ ίδηα ληηξνθπηηαξίλε ρξεζηκνπνηήζεθε γηα λα πξνζδηνξηζηνύλ ηα επίπεδα ηεο 

GRP75 (75kDa) σο κηηνρνλδξηαθή πξσηεΐλε αλαθνξάο γηα ηηο πνζόηεηεο 

πξσηετλώλ πνπ θνξηώζεθαλ ζην πήθησκα. 

 

1) Ξεπιύζεθε ζύληνκα ε κεκβξάλε ηεο ληηξνθπηηαξίλεο ζην δηάιπκα κεηαθνξάο, 

ζηε ζπλέρεηα, επσάζηεθε γηα 3 ώξεο πάλσ ζε πιαηθόξκα αλαθίλεζεο ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ (22 °C) κε ην ξπζκηζηηθό δηάιπκα παξεκπόδηζεο 

(blocking buffer, 5% απνβνπηπξνκέλν γάια – 1x TBS). 

2) Δπώαζε κε αληίζσκα έλαληη ηεο GRP75 (αξαησκέλν 1:1000 ζε 5% 

απνβνπηπξνκέλν γάια – 1x TBS, SantaCruz Biotechnology Inc.) ζε θιεηζηό 

θνπηί όιε ηε λύθηα ζηνπο 4°C πάλσ ζε πιαηθόξκα αλαθίλεζεο. 

3) Πιύζηκν ηξεηο θνξέο γηα 10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ κε ην δηάιπκα 

1x TBS. 

4) Με ην δεύηεξν αληίζσκα (anti-rabbit, αξαησκέλν 1:2000 ζε 5% 

απνβνπηπξνκέλν γάια – 1x TBS) γηα 1 ώξα ζηελ ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

5) Πιύζηκν ηξεηο θνξέο γηα 10 ιεπηά ζηελ ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ κε ην δηάιπκα 

1x TBS. 

6) Δκθάληζε κε ρεκεηνθσηαύγεηα. 

 

Γηαιύκαηα 

Γηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο (Tris-glycine electrophoresis buffer) 

25mM Tris Base  3g 

192mM Glyxine 14.4g 

0.1% SDS   10% SDS 10ml 
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dH2O   κέρξη 1000ml 

ζύλνιν   1000ml 

απνζήθεπζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί 3 - 4 θνξέο. 

 

Γηάιπκα κεηαθνξάο (Transfer buffer) 

25mM Tris Base  3g 

192mM Glyxine 14.4g 

Methanol   200ml 

dH2O   κέρξη 1000ml 

ζύλνιν   1000ml 

κόλν κηα ρξήζε 

 

Γηάιπκα ECL 

Stock solutions 

Luminol 250mM 

0.44g Luminol (3-aminophthalydrazide; sigma A8511) 

DMSO κέρξη 10ml 

Aliquot 0.5ml / tube.  απνζήθεπζε ζην ζθνηάδη ζηνπο -20
 o
C 

 

Coumaric acid 90mM 

0.15g p-Coymaric acid (sigma C9008) 

100% ETOH to 10ml 

Aliquot 0.5ml / tube.  απνζήθεπζε ζην ζθνηάδη ζηνπο -20
 o
C 

 

Tris-HCl, 2M pH 8.5 

8.72g Tris base 

ddH2O to 50ml.  Ρπζκίδεηαη ην pH κε ην HCl ζε 8.8. 

 

Hydrogen peroxide, 30% 

Working solutions 

Γηάιπκα 1 

Οπζία Όγθνο  Όγθνο 

ddH2O 9 ml 2.33 ml 
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2M Tris-HCl 0.5 ml 125 ml 

Coumaric acid 45 uL 11 uL 

Luminol 100 uL 25 uL 

Total 10 ml 2.5 ml 

 

Γηάιπκα 2 

Οπζία Όγθνο  Όγθνο 

ddH2O 9 ml 2.375 ml 

2M Tris-HCl 0.5 ml 125 ml 

Hydrogen 

Peroxide, 30% 

6 uL 1.5 uL 

΢ύλνιν 10 ml 2.5 ml 

 

 

Πιαζηηθά – Γπαιηθά  

Απνζηεηξσκέλα ζσιελάξηα eppendorfs 0.2 θαη 1.5 ml 

Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιε tips 

΢σιελάηηα ηύπνπ Falcon tube 15ml & 50ml 

΢πζθεπέο 

Western blot equipment (Bio-Rad) 

Σξνθνδνηηθό 

Thermoblock (AccuBlock, Digital Dry Bath, Labnet) 

Φπγόθεληξνο 

Πιαηθόξκα αλαθίλεζεο 
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Κεθαιαίν 3: Απνηειέζκαηα 

3.1 Υαξαθηεξηζηηθά ηνπ Slc25a46
m/m

 κνληέινπ αηαμίαο θαη ζθνπόο 

ηεο κειέηεο 

΢ε πξνεγνύκελεο κειέηεο επηηεύρζεθε κέζσ ηπραίαο κεηαιιαμνγέλεζεο ε δεκηνπξγία 

ελόο λένπ κνληέινπ αηαμίαο-επηιεςίαο ζην πνληίθη θαη κε γελεηηθή αλάιπζε 

εληνπίζηεθε κία ρσξίο λόεκα κεηάιιαμε (nonsense) ζην γνλίδην Slc25a46 

(Καξαθώζηαο, 2010).  Ζ κεηάιιαμε ηνπ γνληδίνπ Slc25a46 αιιάδεη ην λνπθιενηίδην 

ηεο θπηνζίλεο ζε ζπκίλε, ελώ ζε ακηλνμηθό επίπεδν ην 96
ν
 ακηλνμύ, ε γινπηακίλε, 

αιιάδεη ζε θσδηθόλην ιήμεο.  Χο απνηέιεζκα παξάγεηαη κηα πξσηεΐλε 95 ακηλνμέσλ 

αληί ηεο άγξηνπ ηύπνπ SLC25A46 πξσηεΐλεο πνπ έρεη 418 ακηλνμέα.  Ζ πξσηεΐλε 

απηή αλακέλεηαη λα έρεη ράζεη ηελ ιεηηνπξγηθόηεηα ηεο θαη ηελ θπζηνινγηθή ηεο 

δνκή κηαο θαη ιείπεη ε πεξηνρή πνπ είλαη ππεύζπλε γηα ηελ ελζσκάησζε ηεο 

πξσηεΐλεο ζηελ εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε. 

Σα πνληίθηα πνπ θέξνπλ ηε κεηάιιαμε ζην γνλίδην Slc25a46 (Slc25a46
m/m

) έρνπλ 

έληνλε αηαμία (θαη σο εθ ηνύηνπ αλαθέξνληαη σο αηαμηθά) θαηά ηελ βάδηζε θαη 

εκθαλίδνπλ επηιεπηηθέο θξίζεηο. Ο θαηλόηππνο ραξαθηεξίδεηαη από απηνζσκηθό 

ππνιεηπόκελν ηξόπν θιεξνλνκηθόηεηαο θαη εκθαλίδεηαη κεηαμύ ηεο 2
εο

 – 3
εο

 

εβδνκάδαο ηεο δσήο ησλ πνληηθηώλ κε έλα πνζνζηό πεξίπνπ 60% λα εκθαλίδεη 

πξόσξε ζλεζηκόηεηα ζε ειηθία 2 κελώλ ελώ ηα ππόινηπα δνπλ κέρξη 4 κελώλ. Σα 

ραξαθηεξηζηηθά ηεο αηαμίαο είλαη πιάγηαζκα θαηά ην πεξπάηεκα κε απξνζδηόξηζηε 

ζπλερή αιιαγή θαηεύζπλζεο, επηιεπηηθέο θξίζεηο, κεησκέλν βάξνο, κεησκέλε 

δξαζηεξηόηεηα θαη ππεξαλάπηπμε ησλ δνληηώλ (malocclusion). Ο θαηλόηππνο απηόο 

εκθαλίδεηαη εμίζνπ ζε αξζεληθά θαη ζειπθά πνληίθηα (Καξαθώζηαο, 2010; Kano, 

2012). 

Ο ζθνπόο ηεο παξνύζαο κειέηεο είλαη ε δεκηνπξγία θαη ραξαθηεξηζκόο 

δηαγνληδηαθώλ πνληηθηώλ πνπ εθθξάδνπλ ην αλζξώπηλν Slc25a46 γνλίδην 

(TgSlc25a46) ώζηε ζε πεηξάκαηα γελεηηθήο αλαπιήξσζεο λα επηβεβαησζεί εάλ ε 

κεηάιιαμε ζην γνλίδην Slc25a46 είλαη ππεύζπλε γηα ηνλ θαηλόηππν πνπ παξαηεξείηαη 

ζηα αηαμηθά δώα. Απηό επηηπγράλεηαη κε ηελ δηαζηαύξσζε αηαμηθώλ πνληηθηώλ 

(Slc25a46
m/m

) θαη δηαγνληδηαθώλ πνληηθηώλ (TgSlc25a46) ώζηε λα κειεηεζεί εάλ ζηα 

πνληίθηα νκόδπγα γηα ηελ κεηάιιαμε ζηα νπνία έρεη ελζσκαησζεί ην γνλίδην πνπ 
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θσδηθνπνηεί ηελ αλζξώπηλε πξσηεΐλε SLC25A46 (Slc25a46
m/m

/ TgSlc25a46) 

αλαζηξέθεηαη ν αηαμηθόο θαηλόηππνο. 

 

3.2 Γεκηνπξγία δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ θαη εθηίκεζε ηνπ αξηζκνύ 

αληηγξαθώλ 

Σα TgSlc25a46 δηαγνληδηαθά πνληίθηα δεκηνπξγήζεθαλ κε ηε κέζνδν ηεο 

κηθξνέλεζεο (micro-injection) ζε πξνππξήλεο γνληκνπνηεκέλσλ σαξίσλ (Douni et al., 

2004). Γηα ηελ δεκηνπξγία ηεο δηαγνληδηαθήο θαηαζθεπήο ρξεζηκνπνηήζεθε έλαο 

θνξέαο BAC (pBACe3.6) θαη πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε κε ην έλδπκν πεξηνξηζκνύ 

NotI γηα ηελ απνκόλσζε ηεο γνληδησκαηηθήο πεξηνρήο κεγέζνπο 202,7 kb (RP11-

671K7). Απηή ε πεξηνρή πεξηέρεη νιόθιεξν ην Slc25a46 γνλίδην ηνπ αλζξώπηλνπ 

(27kb) πνπ εθηόο από ηηο θσδηθέο πεξηνρέο πεξηιακβάλνληαη θαη νη ξπζκηζηηθέο ώζηε 

λα επηηεπρζεί ζσζηή ξύζκηζε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο. Δπίζεο, πεξηιακβάλεηαη θαη 

έλα ηκήκα ηνπ αλζξώπηλνπ γνληδίνπ TMEM232 πνπ δελ θέξεη θσδηθέο πεξηνρέο 

(Δηθόλα 3.1).   

 

 

 

Δηθόλα  3.1:  Η γνληδησκαηηθή πεξηνρή ηνπ αλζξώπηλνπ γνληδίνπ Slc25a46 (202,7 kb) πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ κηθξνέλεζε. Σα βέιε δείρλνπλ ηνλ πξνζαλαηνιηζκό ησλ 

γνληδίσλ. 

 

Mε απνκόλσζε γελσκηθνύ DNA θαη αληίδξαζε PCR ρξεζηκνπνηώληαο εηδηθνύο 

εθθηλεηέο γηα ην αλζξώπηλν Slc25a46 γνλίδην ηαπηνπνηήζεθαλ πέληε δηαγνληδηαθέο 

ζεηξέο (TgSlc25a46) : Tg1255, Tg1332, Tg1351, Tg1358 θαη Tg1371 (Δηθόλα 3.2). 
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Δηθόλα  3.2:  Tαπηνπνίεζε ησλ TgSlc25a46 δηαγνληδηαθώλ πνληηθηώλ.  

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ  PCR αληηδξάζεηο κε εηδηθνύο εθθηλεηέο γηα ην Slc25a46 γνλίδην ηνπ 

αλζξώπνπ. Χο κάξηπξαο ρξεζηκνπνηήζεθε ην ελδνγελέο γνλίδην RANKL.  Tg1255, Tg1332, 

Tg1351, Tg1358 θαη Tg1371:  δηαγνληδηαθέο ζεηξέο (TgSlc25a46), WT:  άγξηνο ηύπνο 

(ζεηηθόο κάξηπξαο), H2O:  λεξό (αξλεηηθόο κάξηπξαο).  

 

Ζ εθηίκεζε ηνπ αξηζκνύ αληηγξάθσλ ηνπ δηαγνληδίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε PCR 

πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (qPCR) ρξεζηκνπνηώληαο σο κήηξα γελσκηθό DNA (1ng/κl) θαη 

εθθηλεηέο πνπ «πνιιαπιαζηάδνπλ» ην γνλίδην Slc25a46 ηνπ αλζξώπνπ θαη ηνπ 

πνληηθνύ θαη ην γνλίδην αλαθνξάο HuR.  Σα απνηειέζκαηά καο έδεημαλ όηη ν αξηζκόο 

αληηγξάθσλ ζε θαζεκία δηαγνληδηαθή ζεηξά ήηαλ σο εμήο: Tg1255, Tg1332 θαη  

Tg1358 (1 αληίγξαθν), Σg1351 (2 αληίγξαθα), θαη Tg1371 (12 αληίγξαθα) (Δηθόλα 

3.3). 
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Δηθόλα  3.3:  Ο αξηζκόο αληηγξάθσλ ζηηο  TgSlc25a46 δηαγνληδηαθέο ζεηξέο. 

Υξεζηκνπνηήζεθαλ εηδηθνί εθθηλεηέο γηα ην γνλίδην Slc25a46 ηνπ αλζξώπνπ θαη ηνπ 

πνληηθνύ θαη ην γνλίδην αλαθνξάο HuR πνληηθνύ ζε qPCR.  
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3.3 Πνζνηηθή αλάιπζε ηεο έθθξαζεο ηνπ αλζξώπηλνπ Slc25a46 

δηαγνληδίνπ ζε επίπεδν mRNA 

΢ην παξόλ πείξακα κειεηήζεθαλ ηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ αλζξώπηλνπ Slc25a46 

δηαγνληδίνπ ζηηο Tg1332 θαη Tg1351 ζεηξέο. Ζ πνζνηηθή αλάιπζε ηεο έθθξαζεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (qPCR) πνπ είλαη κία πνιύ 

επαίζζεηε πνζνηηθή κέζνδνο όπνπ ε ζπζζώξεπζε ησλ πξντόλησλ ηεο PCR κεηξηέηαη 

ζε πξαγκαηηθό ρξόλν, θαζ‟ όιε ηε δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζίαο ελίζρπζεο.  

 

Γηα ηελ αλάιπζε ηεο έθθξαζεο ηνπ δηαγνληδίνπ Slc25a46 ζε επίπεδν mRNA 

απνκνλώζεθε RNA από 7 ηζηνύο (εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο κπειόο, 

ζπιήλα, θαξδηά, ήπαξ, κπο) ηόζν από πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ όζν θαη από 

δηαγνληδηαθά πνληίθηα ησλ δύν ζεηξώλ, Tg1332 θαη Tg1351.  Υξεζηκνπνηήζεθαλ ηξία 

πνληίθηα (αξζεληθά / ζειπθά) αλά νκάδα, ειηθίαο 5 εβδνκάδσλ.  Από απηά ηα 

δείγκαηα ζπληέζεθε cDNA κε ηε βνήζεηα αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο. Αθνύ έγηλε 

ζύλζεζε cDNA πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη αληηδξάζεηο Real Time PCR κε δεύγε 

εθθηλεηώλ πνπ αλαγλσξίδνπλ θαη εληζρύνπλ α) θαη ην ελδνγελέο  Slc25a46 γνλίδην 

ηνπ πνληηθνύ θαη ην αλζξώπηλν δηαγνλίδην, β) κόλν ην αλζξώπηλν γνλίδην Slc25a46 

θαη γ) ην γνλίδην αλαθνξάο B2M ηνπ πνληηθνύ.  Κάζε δείγκα επαλαιήθζεθε δύν 

θνξέο, ελώ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 3 βηνινγηθά δείγκαηα.  Οη ηηκέο Ct αλαιύζεθαλ ζηελ 

εηδηθή εθαξκνγή Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 ελώ ε βάζε ησλ Ct αλαιύζεθε 

ζηελ εηδηθή εθαξκνγή Bio-Rad Gene Expression Relative Quantitation θαη πεξαηηέξσ 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηαηηζηηθή αλάιπζε κε ηε ρξήζε ηνπ ζηαηηζηηθνύ πξνγξάκκαηνο 

GraphPad Prism 5.  

 

΢ηελ πεξίπησζε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη θνηλνί εθθηλεηέο γηα ηα Slc25a46 γνλίδηα 

πνληηθνύ θαη αλζξώπνπ έγηλε ζύγθξηζε κεηαμύ ηνπ άγξηνπ ηύπνπ θαη ησλ δπν 

δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ ζε θάζε ηζηό κε βάζε κηα ηηκή ηνπ άγξηνπ ηύπνπ γηα ην θνηλό 

γνλίδην Slc25a46 θαη ην γνλίδην αλαθνξάο B2M. Σα απνηειέζκαηα καο έδεημαλ όηη 

ππάξρνπλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Slc25a46 

αλάκεζα ζηα πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ θαη ζηελ δηαγνληδηαθή ζεηξά Tg1351 ζηνλ 

εγθέθαιν (P=0.0002), ζηελ παξεγθεθαιίδα (P=0.0334), ζην λσηηαίν κπειό 

(P=0.0135), ζηνλ ζπιήλα (P=0.0044) θαη ζην ήπαξ (P=0.0001). Ζ έθθξαζε ηνπ 

γνληδίνπ Slc25a46 ήηαλ ειαθξώο απμεκέλε ζηνπο ηζηνύο πνληηθώλ ηεο δηαγνληδηαθήο 
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ζεηξάο Tg1332 ζε ζρέζε ηα άγξηνπ ηύπνπ πνληίθηα θαη ζαθώο κηθξόηεξε από απηή 

ζηελ ζεηξά Tg1351 (Δηθόλα 3.4). Δπίζεο, παξαηεξήζεθε όηη ε αύμεζε ηεο έθθξαζεο 

είλαη αλάινγε κε ηνλ αξηζκό αληηγξάθσλ ηνπ δηαγνληδίνπ δειαδή ηα δηαγνλίδηα ηα 

νπνία ελζσκαηώζεθαλ, εθθξάδνληαη. Γελ παξαηεξήζεθαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο 

δηαθνξέο ζηελ θαξδηά θαη ζην κπ κεηαμύ δηαγνληδηαθώλ θαη άγξηνπ ηύπνπ πνληηθώλ 

(Δηθόλα 3.4).  Απηά ηα απνηειέζκαηα δείρλνπλ όηη ζηα δηαγνληδηαθά πνληίθηα ηα 

επίπεδα mRNA ηνπ Slc25a46 δηαγνληδίνπ απμάλνληαη αλάινγα κε ηνλ αξηζκό 

αληηγξάθσλ. 

 

 

Δηθόλα  3.4:  Πνζνηηθή αλάιπζε ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ηνπ δηαγνληδίνπ Slc25a46 

κεηαμύ ησλ πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ θαη δύν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ, Tg1332 θαη Tg1351, ζε 
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επηά ηζηνύο, (εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο κπειόο, ζπιήλαο, θαξδηά, ήπαξ, κπο).  Σα 

δείγκαηα είλαη ηξία αλά νκάδα.  Απηά ηα δείγκαηα απνκνλώζεθαλ από ηα πνληίθηα (αξζεληθά 

/ ζειπθά) ειηθίαο 5 εβδνκάδσλ θαη από απηά ζπληέζεθε cDNA κε ηε βνήζεηα αληίζηξνθεο 

κεηαγξαθάζεο. * P<0.05, ** P<0.01, *** P < 0.001 

 

Γηα λα επηβεβαησζνύλ ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα ρξεζηκνπνηήζεθε έλα δεύηεξν 

δεπγάξη εθθηλεηώλ πνπ αλαγλσξίδεη απνθιεηζηηθά ην αλζξώπηλν Slc25a46 γνλίδην.  Ζ 

ζύγθξηζε κεηαμύ ησλ δπν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ έγηλε ζε όινπο ηζηνύο κε βάζε κηα 

ηηκή ηνπ δείγκαηνο ηνπ ζπιήλα ηεο δηαγνληδηαθήο ζεηξάο Tg1332 γηα ην αλζξώπηλν 

δηαγνλίδην Slc25a46 θαη ην γνλίδην αλαθνξάο B2M. Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ όηη 

ππάξρνπλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ηνπ δηαγνληδίνπ αλάκεζα 

ζηα πνληίθηα ησλ δπν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ ζε όινπο ηνπο ηζηνύο, δειαδή ζηνλ 

εγθέθαιν (P=0.0251), ζηελ παξεγθεθαιίδα (P=0.0353), ζηνλ λσηηαίν κπειό 

(P=0.0006), ζηνλ ζπιήλα (P=0.0053), ζην ήπαξ (P=0.0026), ζηελ θαξδηά (P=0.0022) 

θαη ζην κπ (P=0.0035). Απηά ηα απνηειέζκαηα δείρλνπλ όηη απηό ην δεύγνο  

εθθηλεηώλ επηηξέπεη θαιύηεξε πνζνηηθνπνίεζε θαη αλίρλεπζε ησλ δηαθνξώλ κεηαμύ 

ησλ δεηγκάησλ ζε ζρέζε κε ην πξώην δεύγνο, θάηη πνπ πηζαλόλ εμεγεί ηηο δηαθνξέο ζε 

ηζηνύο όπσο ε θαξδηά θαη ν κπο. Δίλαη ζεκαληηθό λα αλαθέξνπκε όηη παξαηεξήζεθαλ 

πςειά επίπεδα έθθξαζεο ζην Κεληξηθό Νεπξηθό ΢ύζηεκα δειαδή ζε εγθέθαιν, 

παξεγθεθαιίδα θαη λσηηαίν κπειό, ρακειόηεξα επίπεδα έθθξαζεο ζε θαξδηά θαη κπο 

ελώ ε έθθξαζε ηνπ δηαγνληδίνπ ζε ζπιήλα θαη ήπαξ ήηαλ ζπγθξηηηθά ρακειή (Δηθόλα 

3.5). Δπίζεο, παξαηεξήζεθε όηη ε αύμεζε ηεο έθθξαζεο είλαη αλάινγε ηνπ αξηζκνύ 

ησλ αληηγξάθσλ ηνπ δηαγνληδίνπ (Δηθόλα 3.5) επηβεβαηώλνληαο ηα απνηειέζκαηα 

όπνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ν θνηλόο εθθηλεηήο (Δηθόλα 3.4). 

 



81 

Εγκ
έθ

αλο
ς

Παρεγ
κε

θαλί
δα

Νω
ηια

ίο
ς μ

σε
λό

ς

Καρδιά
Μ

σς

Σπλή
να

ς

Ή
παρ

0

20

40

60

80

Tg1332

Tg1351

*

*

***

**

**

**

**

Σ
τ

εη
ικ

ή
 έ

κ
θ

ρ
α

ζ
η

ηο
σ

 α
ν

θ
ρ

ώ
π

ιν
ο

σ
 γ

ο
ν

ιδ
ίο

σ
 S

lc
2

5
a

4
6

 

Δηθόλα  3.5:  Πνζνηηθή αλάιπζε ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ηνπ δηαγνληδίνπ Slc25a46 

κεηαμύ ησλ δπν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ, Tg1332 θαη Tg1351, ζε επηά ηζηνύο (εγθέθαινο, 

παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο κπειόο, θαξδηά, κπο, ζπιήλαο, ήπαξ).  Σα δείγκαηα είλαη ηξία αλά 

νκάδα.  Απηά ηα δείγκαηα απνκνλώζεθαλ από ηα πνληίθηα (αξζεληθά / ζειπθά) ειηθίαο 5 

εβδνκάδσλ θαη από απηά ζπληέζεθε cDNA κε ηε βνήζεηα αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο.  * 

P<0.05, ** P<0.01, *** P < 0.001 

 

΢ηελ ζπλέρεηα κειεηήζακε ην πξόηππν έθθξαζεο ηνπ ελδνγελνύο Slc25a46 γνληδίνπ 

ζε δηάθνξνπο ηζηνύο θαη είδακε όηη όπσο θαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ δηαγνληδίνπ, ην 

Slc25a46 γνλίδην ηνπ πνληηθνύ εθθξάδεηαη πεξηζζόηεξν ζην Κεληξηθό Νεπξηθό 

΢ύζηεκα (εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο κπειόο) θαη αθνινπζεί έθθξαζε ζε 

κπο θαη θαξδηά, ελώ ηα επίπεδα έθθξαζεο ζε ζπιήλα θαη ήπαξ είλαη ζπγθξηηηθά 

ρακειά (Δηθόλα 3.6). 

 

Από ηα απνηειέζκαηα ηεο πνζνηηθήο αλάιπζεο έθθξαζεο επηβεβαηώλεηαη όηη ε 

έθθξαζε ηνπ αλζξώπηλνπ Slc25a46 δηαγνληδίνπ αθνινπζεί ην πξόηππν έθθξαζεο ηνπ 

ελδνγελνύο Slc25a46 γνληδίνπ ηνπ πνληηθνύ θαη όηη ε έθθξαζε ηνπ Slc25a46 

δηαγνληδίνπ απμάλεηαη αλάινγα κε ηνλ αξηζκό αληηγξάθσλ ηνπ. 
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Δηθόλα  3.6:  Πνζνηηθή αλάιπζε ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ηνπ ελδνγελνύο  γνληδίνπ  

Slc25a46 ζηα πνληίθηα ηνπ άγξηνπ ηύπνπ ζε επηά ηζηνύο (εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, 

λσηηαίνο κπειόο, θαξδηά, κπο, ζπιήλαο, ήπαξ).  Σα δείγκαηα είλαη ηξία αλά νκάδα.  Απηά ηα 

δείγκαηα απνκνλώζεθαλ από ηα πνληίθηα (αξζεληθά / ζειπθά) ειηθίαο 5 εβδνκάδσλ θαη από 

απηά ζπληέζεθε cDNA κε ηε βνήζεηα αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο.  Ζ ζύγθξηζε κεηαμύ ησλ 

άγξησλ ηύπσλ έγηλε ζε όινπο ηζηνύο κε βάζε κηα ηηκή ηνπ δείγκαηνο ηνπ ζπιήλα γηα ην θνηλό 

γνλίδην Slc25a46 θαη ην γνλίδην αλαθνξάο B2M.  * P<0.05, ** P<0.01, *** P < 0.001 

 

3.4 Η έθθξαζε ηνπ δηαγνληδίνπ Slc25a46 ζην επίπεδν ηεο πξσηεΐλεο 

Σα πεηξάκαηα απηήο ηεο ελόηεηαο ζθνπεύνπλ λα δηαζαθελίζνπλ εάλ παξάγεηαη ε 

αλζξώπηλε SLC25A46 πξσηεΐλε ζηα δηαγνληδηαθά πνληίθηα. Δπίζεο, εμεηάδεηαη εάλ ε 

παξαγσγή ηεο SLC25A46 πξσηεΐλεο δηαθέξεη κεηαμύ 1) ησλ πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ 

θαη ησλ δύν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ (Tg1332, Tg1351), 2) ησλ δηάθνξσλ ηζηώλ ησλ 

δύν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ (Tg1332, Tg1351) θαη 3) κεηαμύ ησλ δηάθνξσλ ηζηώλ 

πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ θαη ησλ δηαγνληδηαθώλ νκόδπγσλ γηα ηε κεηάιιαμε πνληηθώλ 

(Tg1332 m/m, Tg1351 m/m).  

 

Γηα ηελ αλάιπζε ηεο παξαγσγήο ηεο SLC25A46 πξσηεΐλεο απνκνλώζεθαλ νη 

πξσηεΐλεο κε ηελ κέζνδν ηεο ππνθπηηαξηθήο θιαζκάησζεο (subcellular fractionation) 

όπνπ κειεηήζεθε ην κηηνρνλδξηαθό θαη ην θπηηαξνπιαζκαηηθό θιάζκα από 8 ηζηνύο 

(εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο κπειόο, ζύκνο, ζπιήλαο, θαξδηά, ήπαξ, κπο) 
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από πνληίθηα (αξζεληθά / ζειπθά) άγξηνπ ηύπνπ θαη δηαγνληδηαθά ειηθίαο 5 

εβδνκάδσλ θαη από ηα δηαγνληδηαθά νκόδπγα γηα ηε κεηάιιαμε πνληίθηα ειηθίαο 10 

εβδνκάδσλ.  Υξεζηκνπνηήζεθαλ 20κg πξσηεΐλεο από κηηνρνλδξηαθά θιάζκαηα ζε 

θάζε δείγκα αθνύ πξνεγνύκελε κειέηε έδεημε όηη ε πξσηεΐλε SLC25A46 εληνπίδεηαη 

κόλν ζηα κηηνρόλδξηα (Kano, 2012). ΢ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ 

αλνζναπνηππώκαηα θαηά Western κε πξώην αληίζσκα γηα ηελ SLC25A46 πξσηεΐλε 

πνληηθνύ θαη αλζξώπνπ (πνιπθισληθό αληίζσκα πνπ παξάρζεθε ζε αίγα (goat)) θαη 

δεύηεξν αληίζσκα (anti-goat) ζεκαζκέλν κε HRP (Horseradish Peroxidase). Δπίζεο, 

ρξεζηκνπνηήζεθε πνιπθισληθό αληίζσκα γηα ηνλ εληνπηζκό ηεο πξσηεΐλεο GRP75 

ηνπ πνληηθνύ πνπ βξίζθεηαη απνθιεηζηηθά ζηα κηηνρόλδξηα νπόηε απνηειεί πξσηεΐλε 

αλαθνξάο ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ θιάζκαηνο (Δηθόλα 3.7, Δηθόλα 3.8, Δηθόλα 3.9). 

 

Σν αλνζναπνηύπσκα θαηά Western ζε δείγκαηα ησλ ηξηώλ ηζηώλ πνπ εμεηάζηεθαλ 

(εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο κπειόο) πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ θαη ησλ δύν 

δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ (Tg1332, Tg1351) (Δηθόλα 3.7) έδεημε όηη ε έθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο SLC25A46 είλαη πςειόηεξε ζηηο δηαγνληδηαθέο ζεηξέο ζε ζύγθξηζε κε ηα 

πνληίθηα αγξίνπ ηύπνπ. Δπηπιένλ, ε έθθξαζε είλαη πςειόηεξε ζηε ζεηξά Tg1351 πνπ 

θέξεη δύν αληίγξαθα ηνπ δηαγνληδίνπ ζε ζρέζε κε ηε ζεηξά Tg1332 πνπ θέξεη έλα. 

Δπηβεβαηώλεηαη ινηπόλ θαη ζην επίπεδν ηεο πξσηεΐλεο πσο ε έθθξαζε ηνπ 

δηαγνληδίνπ είλαη αλάινγε κε ηνλ αξηζκό αληηγξάθσλ.  

 

 

Δηθόλα  3.7:  ΢ύγθξηζε ησλ επηπέδσλ ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 ηξηώλ ηζηώλ από 

πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ θαη ησλ δπν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ. Αλνζναπνηύπσκα θαηά 

Western ζε δείγκαηα κηηνρνλδξηαθώλ θιαζκάησλ ηξηώλ ηζηώλ (εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, 

λσηηαίνο κπειόο) από πνληίθηα ηνπ άγξηνπ ηύπνπ (WT) θαη ησλ δπν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ, 
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Tg1332 θαη Tg1351, ειηθίαο 5 εβδνκάδσλ.  Υξεζηκνπνηήζεθαλ αληηζώκαηα έλαληη ηεο 

SLC25A46 θαη ηεο GRP75.  Δ: εγθέθαινο, Π: παξεγθεθαιίδα, ΝΜ: λσηηαίνο κπειόο 

 

 

΢ηε ζπλέρεηα εμεηάζακε ηελ έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 ζε επηά ηζηνύο 

(εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο κπειόο, ζπιήλα, θαξδηά, ήπαξ θαη κπο) από 

πνληίθηα ησλ δπν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ (Tg1332, Tg1351) ζπγθξίλνληάο ηε κε δπν 

ηζηνύο (εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα) πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ (Δηθόλα 3.8). Σν 

αλνζναπνηύπσκα θαηά Western έδεημε όηη ε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 είλαη 

πςειόηεξε ζην Κεληξηθό Νεπξηθό ΢ύζηεκα (εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο 

κπειόο) ησλ δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ, ελώ ζην κπ, ζηελ θαξδηά θαη ζηνλ ζπιήλα ε 

έθθξαζε είλαη ρακειόηεξε.  ΢ην ήπαξ ε πξσηεΐλε εκθαλίδεηαη κηα κηθξόηεξνπ 

κνξηαθνύ βάξνπο πξσηεΐλε.  ΢πγθξίλνληαο κε ηελ έθθξαζε ηνπ άγξηνπ ηύπνπ, ε 

έθθξαζε είλαη πςειόηεξε θαη ζηηο δπν δηαγνληδηαθέο ζεηξέο. 

 

 

 

Δηθόλα  3.8:  ΢ύγθξηζε ησλ επηπέδσλ ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 ζηα κηηνρόλδξηα 

δηαθόξσλ ηζηώλ από πνληίθηα ησλ δπν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ. Αλνζναπνηύπσκα θαηά 

Western ζε δείγκαηα κηηνρνλδξηαθώλ θιαζκάησλ νθηώ ηζηώλ (εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, 

λσηηαίνο κπειόο, ζύκνο, ζπιήλα, θαξδηά, ήπαξ θαη κπο) από πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ (WT) θαη 

ησλ δπν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ, Tg1332 θαη Tg1351, ειηθίαο 5 εβδνκάδσλ. 

Υξεζηκνπνηήζεθαλ αληηζώκαηα έλαληη ηεο SLC25A46 θαη ηεο GRP75.  Δ: εγθέθαινο, Π: 

παξεγθεθαιίδα, ΝΜ: λσηηαίνο κπειόο, Μ: κπο, Κ: θαξδηά, ΢: ζπιήλα, Ζ: ήπαξ 

 

 

Σέινο, εμεηάζακε ην πξόηππν έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 ζηα δηαγνληδηαθά 

νκόδπγα γηα ηε κεηάιιαμε πνληίθηα (Tg1332 m/m, Tg1351 m/m) ζε νθηώ ηζηνύο 

(εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο κπειόο, ζύκνο, ζπιήλα, θαξδηά, ήπαξ, κπο) θαη 
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ην ζπγθξίλακε κε απηό ησλ πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ θαη ησλ αηαμηθώλ. Όπσο θαίλεηαη 

ζηελ Δηθόλα 3.9 ε 46 kDa SLC25A46 πξσηεΐλε δελ εληνπίδεηαη ζηνπο ηζηνύο ησλ 

αηαμηθώλ πνληηθώλ ιόγσ ηνπ πξόσξνπ ηεξκαηηζκνύ ηεο πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο. 

Αληηζέησο, ηα TgSlc25a46 m/m πνληίθηα παξάγνπλ κόλν ηελ αλζξώπηλε SLC25A46 

πξσηεΐλε θαη κάιηζηα ην πξόηππν έθθξαζεο αθνινπζεί εθείλν ησλ πνληηθώλ αγξίνπ 

ηύπνπ.  

 

 

Δηθόλα  3.9:  ΢ηα TgSlc25a46 m/m πνληίθηα ε παξαγσγή ηεο αλζξώπηλεο πξσηεΐλεο 

SLC25A46 αθνινπζεί ην πξόηππν έθθξαζεο ηεο ελδνγελνύο πξσηετλεο. 

Αλνζναπνηύπσκα θαηά Western ζε δείγκαηα κηηνρνλδξηαθώλ θιαζκάησλ νθηώ ηζηώλ 

(εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο κπειόο, ζύκνο, ζπιήλα, θαξδηά, ήπαξ θαη κπο) από έλα 

πνληίθη άγξηνπ ηύπνπ (WT), έλα αηαμηθό πνληίθη (m/m) θαη δύν δηαγνληδηαθώλ νκόδπγσλ γηα 

ηε κεηάιιαμε πνληηθώλ ησλ δπν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ, Tg1332 m/m θαη Tg1351 m/m.  

Υξεζηκνπνηήζεθαλ αληηζώκαηα έλαληη ηεο SLC25A46 θαη ηεο GRP75.  Δ: εγθέθαινο, Π: 

παξεγθεθαιίδα, ΝΜ: λσηηαίνο κπειόο, Μ: κπο, Κ: θαξδηά, Θ: ζύκνο, ΢: ζπιήλα, Ζ: ήπαξ 
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3.5 Αλαζηξνθή ηνπ αηαμηθνύ θαηλνηύπνπ παξνπζία ηνπ αλζξώπηλνπ 

Slc25a46 δηαγνληδίνπ  

Σα TgSlc25a46 δηαγνληδηαθά πνληίθηα δελ εκθαλίδνπλ θάπνην θιηληθό θαηλόηππν. 

Αξρηθά, νη ηδξπηέο ηεο θάζε ζεηξάο δηαζηαπξώζεθαλ κε πνληίθηα ηνπ άγξηνπ ηύπνπ 

ώζηε λα πξνθύςνπλ δηαγνληδηαθνί απόγνλνη. ΢ηελ ζπλέρεηα, νη δηαγνληδηαθνί 

απόγνλνη ηνπο (TgSlc25a46) δηαζηαπξώζεθαλ κε εηεξόδπγα πνληίθηα ηεο αηαμηθήο 

ζεηξάο (Slc25a46
m/+

). Οη απόγνλνη απηώλ (TgSlc25a46/ Slc25a46
m/+

) 

δηαζηαπξώζεθαλ κε εηεξόδπγα πνληίθηα ηεο αηαμηθήο ζεηξάο (Slc25a46
m/+

), θαη έλα 

κέξνο ησλ δώσλ πνπ πξνέθπςαλ (TgSlc25a46/ Slc25a46
m/m

 ή ζε ζπληνκνγξαθία 

TgSlc25a46 m/m) ήηαλ νκόδπγα γηα ηε κεηάιιαμε θαη πεξηείραλ ην αλζξώπηλν 

Slc25a46 γνλίδην. Γηα ηελ κειέηε καο ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη δηαγνληδηαθέο ζεηξέο 

Tg1332 (1 αληίγξαθν) θαη Tg1351 (2 αληίγξαθα). 

 

Γηα ηε θαηλνηππηθή αλάιπζε ησλ πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ, TgSlc25a46 δηαγνληδηαθώλ, 

αηαμηθώλ (Slc25a46
m/m 

ή m/m) θαη δηαγνληδηαθώλ νκόδπγσλ γηα ηε κεηάιιαμε 

πνληηθώλ (TgSlc25a46 m/m) κεηξήζεθαλ: 1) ε ζλεζηκόηεηα (Lethality), 2) ην 

ζσκαηηθό βάξνο (Body Weight) θαη 3) ε κπτθή δύλακε (Grip Strength). Ο έιεγρνο γηα 

ηελ επηβίσζε όπσο θαη νη κεηξήζεηο γηα ην ζσκαηηθό βάξνο πξαγκαηνπνηήζεθαλ από 

ηελ ειηθία ησλ 2 εβδνκάδσλ έσο ηελ  ειηθία ησλ 11 εβδνκάδσλ κηα θνξά θάζε 

εβδνκάδα. Οη κεηξήζεηο γηα ηε ζσκαηηθή δύλακε πξαγκαηνπνηήζεθαλ από ηελ ειηθία 

ησλ 3 εβδνκάδσλ έσο ηελ  ειηθία ησλ 11 εβδνκάδσλ κηα θνξά θάζε εβδνκάδα κε 

εηδηθό κεράλεκα (Grip Strength Test Meter Model GS3, BIOSEB). ΢ηε ζπλέρεηα 

παξαηίζεληαη ηα δηαγξάκκαηα ηεο θακπύιεο επηβίσζεο (Δηθόλα 3.10), ηνπ ζσκαηηθνύ 

βάξνπο (Δηθόλα 3.11) θαη ηεο κπτθήο δύλακεο (Δηθόλα 3.12). 

 

Σν δηάγξακκα επηβίσζεο (Δηθόλα 3.10) δείρλεη όηη ην 100% ησλ δηαγνληδηαθώλ 

νκόδπγσλ γηα ηε κεηάιιαμε πνληηθώλ (TgSlc25a46 m/m) επηβηώλνπλ ζε ζύγθξηζε κε 

ηα αηαμηθά πνληίθηα (m/m). 
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Δηθόλα  3.10:  Γηάγξακκα επηβίσζεο (Survival Curve) κεηαμύ ησλ πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ 

(WT), ησλ αηαμηθώλ (m/m) θαη ησλ δηαγνληδηαθώλ νκόδπγσλ γηα ηε κεηάιιαμε (Σg m/m) ησλ 

δπν ζεηξώλ.  Ο άμνλαο Τ αλαθέξεηαη ζην πνζνζηό επηβίσζεο %, ελώ ν Υ ζε εβδνκάδεο δσήο. 

 

΢ηε ζπλέρεηα θαηαγξάθεθε ην ζσκαηηθό βάξνο ζε πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ, αηαμηθά,  

δηαγνληδηαθά (Tg1332, Tg1351) θαη δηαγνληδηαθά νκόδπγα γηα ηε κεηάιιαμε 

(TgSlc25a46/ Slc25a46
m/m

) από ηελ ειηθία ησλ 2 εβδνκάδσλ έσο 11 εβδνκάδσλ θαη 

ζπγθξίζεθαλ ηα απνηειέζκαηα. Σα απνηειέζκαηα δείρλνπλ όηη ε αύμεζε ηνπ 

ζσκαηηθνύ βάξνπο ησλ δύν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ θαη ησλ δηαγνληδηαθώλ νκόδπγσλ 

γηα ηε κεηάιιαμε πνληηθώλ αθνινπζεί ην θπζηνινγηθό πξόηππν ζε αξζεληθά θαη 

ζειπθά πνληίθηα. 
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Δηθόλα  3.11:  Γηαγξάκκαηα ηνπ ζσκαηηθνύ βάξνπο κεηαμύ ησλ πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ 

(WT), ησλ αηαμηθώλ (m/m), ησλ δηαγνληδηαθώλ (Tg) θαη ησλ δηαγνληδηαθώλ νκόδπγσλ γηα ηε 

κεηάιιαμε (Σg m/m).  α) ζεηξά Tg1332, β) ζεηξά Tg1351. 
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Έλα αθόκα ραξαθηεξηζηηθό ησλ αηαμηθώλ πνληηθώλ είλαη ε κεησκέλε δύλακε ησλ 

άθξσλ πνπ εκθαλίδνπλ ζε ζρέζε κε ηα πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ.  Γηα λα κειεηεζεί 

απηόο ν θαηλόηππνο κεηξήζεθε ε κπτθή δύλακε πνληηθώλ όισλ ησλ γνλνηύπσλ από 

ηελ ειηθία ησλ 3 εβδνκάδσλ έσο ηηο 11 εβδνκάδεο. Πξνεγνπκέλε κειέηε έδεημε όηη 

ζηα αηαμηθά πνληίθηα εκθαλίδεηαη κεησκέλε ε δύλακε από ηελ 3
ε
 εβδνκάδα ζε 

ζύγθξηζε κε ηα πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ ελώ θαηά ηελ δηάξθεηα ηνπ ρξόλνπ ε κείσζε 

γίλεηαη κε όιν θαη κεγαιύηεξε απόθιηζε (Καξαθώζηαο, 2010).  Απηό πηζαλόλ 

νθείιεηαη ζηε λεπξνεθθπιηζηηθή αηαμηθή αζζέλεηα θαη ζηελ κπτθή δπζιεηηνπξγία, 

αιιά θπξίσο ζηελ κεγάιε δηαθνξά βάξνπο πνπ εκθαλίδνπλ ζε ζρέζε κε ηα πνληίθηα 

άγξηνπ ηύπνπ κε απνηέιεζκα ηελ κείσζε ηεο κπτθήο ηνπο κάδαο θαη θαη‟ επέθηαζε 

ηεο κπτθήο ηνπο δύλακεο.  Σα δηαγξάκκαηα ηεο κπτθήο δύλακεο (Δηθόλα 3.12) 

δείρλνπλ όηη ζηηο δύν δηαγνληδηαθέο ζεηξέο θαη ζηα δηαγνληδηαθά νκόδπγα γηα ηε 

κεηάιιαμε πνληίθηα, ε αύμεζε ηεο κπτθήο δύλακεο είλαη θπζηνινγηθή θαη αλάινγε 

ηεο θπζηνινγηθήο αύμεζεο ηνπ ζσκαηηθνύ βάξνπο όπσο θαη ζηα άγξηνπ ηύπνπ 

πνληίθηα.  
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Δηθόλα  3.12:  Γνθηκή κπτθήο δύλακεο (Grip Strength Test) ησλ πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ 

(WT), ησλ αηαμηθώλ (m/m), ησλ δηαγνληδηαθώλ (Σg) θαη ησλ δηαγνληδηαθώλ νκόδπγσλ γηα ηε 

κεηάιιαμε (Σg m/m).  α) ζεηξά Tg1332, β) ζεηξά Tg1351. 

 

΢ηα δηαγνληδηαθά πνληίθηα νκόδπγα γηα ηε κεηάιιαμε (TgSlc25a46 m/m) (είηε 

αξζεληθά είηε ζειπθά) δελ εκθαλίδνληαη νη θαηλόηππνη ηεο αηαμίαο όπσο πιάγηαζκα 

θαηά ην πεξπάηεκα κε απξνζδηόξηζηα ζπλερή αιιαγή θαηεύζπλζεο, επηιεπηηθέο 

θξίζεηο, κεησκέλε δξαζηεξηόηεηα θαη ππεξαλάπηπμε ησλ δνληηώλ. Δπίζεο από ηηο 

αλαιύζεηο ηεο ζλεζηκόηεηαο, ηνπ ζσκαηηθνύ βάξνπο θαη ηεο κπηθήο δύλακεο (Grip 
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strength), είλαη θαλεξό όηη ηα TgSlc25a46 m/m πνληίθηα δελ εκθαλίδνπλ ηνλ αηαμηθό 

θαηλόηππν θαη αλαπηύζζνληαη θπζηνινγηθά  κνινλόηη ην ελδνγελέο Slc25a46 γνλίδην 

θέξεη ηελ ρσξίο λόεκα κεηάιιαμε πνπ πξνθαιεί ηνλ αηαμηθό θαηλόηππν.  ΢πλεπώο, ηα 

απνηειέζκαηά καο δείρλνπλ όηη ε παξνπζία ηνπ αλζξώπηλνπ γνληδίνπ Slc25a46 

ζπκβάιεη θαζνξηζηηθά ζηελ πιήξε δηάζσζε ηνπ αηαμηθνύ θαηλνηύπνπ. 

 

΢πλνπηηθά, ηα απνηειέζκαηά καο έδεημαλ όηη ηα TgSlc25a46 m/m πνληίθηα εκθάληζαλ 

θπζηνινγηθό θαηλόηππν ρσξίο παζνινγηθά ζπκπηώκαηα αθνινπζώληαο ην θαλνληθό 

πξόηππν αλάπηπμεο ζε αληίζεζε κε ηα αηαμηθά πνληίθηα (m/m) πνπ πξνέξρνληαη από 

ηελ ίδηα γέλλα θαη εθδειώλνπλ πιήξσο ηνλ θαηλόηππν. Ο παζνινγηθόο θαηλόηππνο 

αλαζηξέθεηαη εμίζνπ ζε αξζεληθά θαη ζειπθά πνληίθηα. ΢ε ζπλδπαζκό κε ηα 

απνηειέζκαηα καο πνπ αθνξνύλ ζην θπζηνινγηθό πξόηππν έθθξαζεο ηνπ 

αλζξώπηλνπ Slc25a46 δηαγνληδίνπ θαηαιήγνπκε ζην ζπκπέξαζκα όηη ε έθθξαζε ηνπ 

αλζξώπηλνπ δηαγνληδίνπ ππνθαζηζηά πιήξσο ηελ έιιεηςε ηεο ελδνγελνύο Slc25a46 

πξσηεΐλεο ηνπ πνληηθνύ επαλαθέξνληαο έηζη ηνλ πγηή θαηλόηππν ζηα δηαγνληδηαθά 

νκόδπγα γηα ηε κεηάιιαμε πνληίθηα. ΢πλεπώο, ηα πεηξάκαηα γελεηηθήο δηάζσζεο 

δείρλνπλ όηη γηα ηελ εθδήισζε ηνπ αηαμηθνύ θαηλνηύπνπ επζύλεηαη ε ρσξίο λόεκα 

κεηάιιαμε ζην Slc25a46 γνλίδην.  
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Κεθαιαίν 4: ΢πκπεξάζκαηα 

4.1 Γεκηνπξγία θαη κειέηε ηεο έθθξαζεο ηνπ αλζξώπηλνπ Slc25a46 

δηαγνληδίνπ ζην επίπεδν ηνπ mRNA 

΢ην παξειζόλ ε εξεπλεηηθή νκάδα ηεο Γξ Νηνύλε δεκηνύξγεζε κε ηπραία 

κεηαιιαμνγέλεζε έλα λέν κνληέιν απηνζσκηθήο ππνιεηπόκελεο λεπξνινγηθήο λόζνπ 

ζην πνληίθη πνπ νθείιεηαη ζε κηα ζεκεηαθή κεηάιιαμε ζην γνλίδην Slc25a46 πνπ 

αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ SLC25 (Slc25a46
m/m  

ή ελ 

ζπληνκία m/m). Ζ βηνινγηθή ιεηηνπξγία ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 είλαη άγλσζηε θαη 

δελ ππάξρνπλ δεδνκέλα γηα ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Slc25a46 ζην πνληίθη. Δπίζεο, 

κέρξη ζήκεξα δελ έρνπλ αλαθεξζεί ιεηηνπξγηθέο κεηαιιάμεηο γηα απηό ην γνλίδην νύηε 

ζε δσηθνύο νξγαληζκνύο νύηε ζηνλ άλζξσπν. Ο ζθνπόο ηεο παξνύζα κειέηεο ήηαλ ε 

δεκηνπξγία θαη ραξαθηεξηζκόο δηαγνληδηαθώλ πνληηθηώλ πνπ εθθξάδνπλ ην 

αλζξώπηλν Slc25a46 γνλίδην (TgSlc25a46) ώζηε ζε πεηξάκαηα γελεηηθήο 

αλαπιήξσζεο λα επηβεβαησζεί εάλ ε κεηάιιαμε ζην γνλίδην Slc25a46 είλαη ππεύζπλε 

γηα ηνλ θαηλόηππν πνπ παξαηεξείηαη ζηα αηαμηθά δώα.  

Γηα ηελ ππεξέθθξαζε ηνπ αλζξώπηλνπ Slc25a46 γνληδίνπ ζην πνληίθη 

ρξεζηκνπνηήζεθε έλαο θιώλνο BAC πνπ πεξηιακβάλεη ηελ γνληδησκαηηθή πεξηνρή 

ηνπ αλζξώπηλνπ Slc25a46 γνληδίνπ κεγέζνπο πεξίπνπ 200kb. Ο BAC θνξέαο 

ρξεζηκνπνηήζεθε επεηδή επηηξέπεη ηελ απνκόλσζε κεγάινπ κεγέζνπο 

γνληδησκαηηθώλ πεξηνρώλ πνπ εθηόο ηηο θσδηθέο πεξηιακβάλνπλ θαη ηηο ξπζκηζηηθέο 

πεξηνρέο ππεύζπλεο γηα ηελ ζσζηή ξύζκηζε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο. Όηαλ κεγάινπ 

κεγέζνπο γνληδησκαηηθά ηκήκαηα ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηε δεκηνπξγία δηαγνληδηαθώλ 

πνληηθώλ, ζπλήζσο επηηπγράλεηαη έλα θπζηνινγηθό πξόηππν έθθξαζεο όπνπ ε 

έθθξαζε ηνπ δηαγνληδίνπ είλαη αληίζηνηρε ηνπ αξηζκνύ ησλ αληηγξάθσλ ηνπ 

αλεμάξηεηα από ηε ζέζε ελζσκάησζεο (Van Keuren et al., 2009). Δπεηδή ε ύπαξμε 

πξνθαξπσηηθώλ αιιεινπρηώλ ζην δηαγνλίδην παξεκπνδίδνπλ ηελ έθθξαζή ηνπ, ν 

BAC θνξέαο απνκαθξύλζεθε από ηελ γνληδησκαηηθή πεξηνρή ε νπνία ζηε ζπλέρεηα  

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ παξαγσγή δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ κε ηελ ηερληθή ηεο 

κηθξνέλεζεο ζε πξνππξήλεο γνληκνπνηεκέλσλ σαξίσλ. Με ηε δηαδηθαζία ηεο 

δηαγέλεζεο εληνπίζηεθαλ 5 δηαγνληδηαθέο ζεηξέο από ηηο νπνίεο επηιέμακε λα 
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κειεηήζνπκε  ηε ζεηξά Tg1332 (κε έλα αληίγξαθν ηνπ δηαγνληδίνπ) θαη ηε ζεηξά 

Tg1355 (κε δύν αληίγξαθα).  

Γηα ηελ πνζνηηθή αλάιπζε ηεο έθθξαζεο ηνπ αλζξώπηλνπ δηαγνληδίνπ Slc25a46 ζε 

επίπεδν mRNA κειεηήζεθαλ άγξηνπ ηύπνπ θαη δηαγνληδηαθά πνληίθηα, Tg1332 θαη 

Tg1351. Σα απνηειέζκαηα ηεο πνζνηηθήο αλάιπζεο έθθξαζεο έδεημαλ όηη ε έθθξαζε 

ηνπ αλζξώπηλνπ Slc25a46 δηαγνληδίνπ αθνινπζεί ην πξόηππν έθθξαζεο ηνπ 

ελδνγελνύο Slc25a46 γνληδίνπ ηνπ πνληηθνύ θαη όηη ε έθθξαζε ηνπ Slc25a46 

δηαγνληδίνπ απμάλεηαη αλάινγα κε ηνλ αξηζκό αληηγξάθσλ ηνπ. ΢πγθεθξηκέλα, ε 

έθθξαζε ηνπ Slc25a46 δηαγνληδίνπ είλαη πςειόηεξε ζηηο δηαγνληδηαθέο ζεηξέο ζε 

ζύγθξηζε κε ηα πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ θαη κεηαμύ ησλ δπν δηαγνληδηαθώλ ζεηξώλ, ε 

έθθξαζε είλαη πςειόηεξε ζηε ζεηξά Tg1351 πνπ θέξεη δύν αληίγξαθα ηνπ 

δηαγνληδίνπ ζε ζρέζε κε ηε ζεηξά Tg1332 πνπ θέξεη έλα (Δηθόλα 3.4, Δηθόλα 3.5).  

Δπίζεο, παξαηεξήζεθαλ πςειά επίπεδα έθθξαζεο ζην Κεληξηθό Νεπξηθό ΢ύζηεκα 

δειαδή ζε εγθέθαιν, παξεγθεθαιίδα θαη λσηηαίν κπειό θαη ρακειόηεξα επίπεδα 

έθθξαζεο ζε ζπιήλα θαη ήπαξ (Δηθόλα 3.5).  Απηά ηα απνηειέζκαηα ζπκθσλνύλ κε 

ην πξόηππν έθθξαζεο ζηα πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ. Σα απνηειέζκαηά καο 

επηβεβαηώλνπλ ηα απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο ησλ Haitina et al., θαηά ηελ νπνία 

κειεηήζεθε ε έθθξαζε κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ SLC25 

ζε ηζηνύο αξνπξαίσλ, θαη δείρζεθε όηη ην γνλίδην Slc25a46 εθθξάδεηαη θπξίσο ζην 

Κεληξηθό Νεπξηθό ΢ύζηεκα όπσο ζηνλ νπηζζεγθέθαιν (hindbrain) πνπ πεξηιακβάλεη 

ηελ παξεγθεθαιίδα, ηνλ πξνκήθε κπειό θαη ην ζηέιερνο (Haitina et al., 2006). 

΢ην παξειζόλ έρεη αλαθεξζεί ηζρπξή ζπζρέηηζε κεηαμύ ηνπ αξηζκνύ αληηγξάθσλ ηνπ 

δηαγνληδίνπ θαη ηεο έθθξαζεο ηνπ δηαγνληδίνπ ζε δηαγνληδηαθά πνληίθηα (Chandler et 

al 2007). Απηό επηβεβαηώλεηαη θαη ζηελ παξνύζα κειέηε, όπνπ ε Tg1351 ζεηξά κε 

δύν αληίγξαθα ηνπ δηαγνληδίνπ εκθαλίδεη κεγαιύηεξε έθθξαζε από ηελ Tg1332 

ζεηξά κε έλα αληίγξαθν. Απηό πηζαλόλ νθείιεηαη, όπσο πξναλαθέξακε, ζην γεγνλόο 

όηη ην δηαγνλίδην έρεη κεγάιν κέγεζνο νπόηε εθηόο από ην όηη πεξηιακβάλεη ηηο 

θσδηθέο θαη ηηο ξπζκηζηηθέο πεξηνρέο δελ επεξεάδεηαη ζε επίπεδν έθθξαζεο από ηελ 

πεξηνρή ελζσκάησζεο. ΢πλεπώο, ε πιήξεο ελζσκάησζε ηνπ δηαγνληδίνπ είλαη 

πηζαλόλ λα νδεγήζεη ζε θπζηνινγηθή έθθξαζε πνπ λα πξνζνκνηάδεη ην ελδνγελέο 

πξόηππν. Από ηα απνηειέζκαηα ησλ δπν ζπγθξίζεσλ επηβεβαηώλεηαη όηη ην 

δηαγνλίδην Slc25a46 εθθξάδεηαη ζην επίπεδν ηνπ mRNA θπζηνινγηθά θαη ε έθθξαζε 

ηνπ απμάλεηαη αλάινγα κε ηνλ αξηζκό αληηγξάθσλ ηνπ. 
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4.2 Η έθθξαζε ηνπ δηαγνληδίνπ Slc25a46 ζην επίπεδν ηεο πξσηεΐλεο 

΢ηελ ζπλέρεηα εμεηάζακε ηελ παξνπζία ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 ζην κηηνρνλδξηαθό 

θιάζκα νθηώ ηζηώλ (εγθέθαινο, παξεγθεθαιίδα, λσηηαίνο κπειόο, ζύκνο, ζπιήλα, 

θαξδηά, ήπαξ θαη κπο) από πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ θαη ησλ δύν δηαγνληδηαθσλ ζεηξώλ 

(Tg1332 θαη Tg1351) (Δηθόλα 3.8) Σα απνηειέζκαηα καο έδεημαλ όηη ε SLC25A46 

πξσηεΐλε παξάγεηαη θπζηνινγηθά ζε όινπο ηνπο ηζηνύο ησλ δπν δηαγνληδηαθώλ 

ζεηξώλ όπσο ζηα πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ.  Ζ έθθξαζε ηεο SLC25A46 πξσηεΐλεο είλαη 

πςειόηεξε ζην Κεληξηθό Νεπξηθό ΢ύζηεκα δειαδή ζηνλ εγθέθαιν, ηελ 

παξεγθεθαιίδα θαη ην λσηηαίν κπειό, αθνινπζεί ρακειόηεξε έθθξαζε ζε κπ θαη 

θαξδηά ελώ ηα επίπεδα έθθξαζεο είλαη αθόκα ρακειόηεξα ζε ζπιήλα θαη ζύκν.  ΢ην 

ήπαξ εκθαλίδεηαη κηα κηθξόηεξνπ κνξηαθνύ βάξνπο πξσηεΐλε πνπ αμίδεη λα 

δηεξεπλεζεί πεξαηηέξσ. Δπίζεο, ηα απνηειέζκαηα καο δείρλνπλ όηη ε έθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο SLC25A46 είλαη πςειόηεξε ζηηο δηαγνληδηαθέο ζεηξέο ζε ζύγθξηζε κε ηα 

πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ θαη όηη ε έθθξαζε είλαη πςειόηεξε ζηε ζεηξά Tg1351 πνπ 

θέξεη δύν αληίγξαθα ηνπ δηαγνληδίνπ ζε ζρέζε κε ηε ζεηξά Tg1332 πνπ θέξεη έλα. 

΢πγθξίλνληαο ηα απνηειέζκαηα ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ Slc25a46 ζηα 

δηαγνληδηαθά πνληίθηα ζε επίπεδν mRNA θαη ζε επίπεδν πξσηεΐλεο θαίλεηαη όηη 

ππάξρνπλ νκνηόηεηεο.  Γηα παξάδεηγκα, θαη ζηηο δύν πεξηπηώζεηο θαίλεηαη όηη α) ην 

δηαγνλίδην αθνινπζεί ην πξόηππν έθθξαζεο ηνπ ελδνγελνύο γνληδίνπ, β) ππάξρεη 

πςειή έθθξαζε ζην Κεληξηθό Νεπξηθό ΢ύζηεκα θαη ρακειή έθθξαζε ζηνλ ζπιήλα 

θαη ζην ήπαξ, θαη γ) ε έθθξαζε ηνπ δηαγνληδίνπ είλαη αλάινγε ηνπ αξηζκνύ ησλ 

αληηγξάθσλ ηνπ δηαγνληδίνπ. 

 

Δπεηδή ην αληίζσκα πνπ ρξεζηκνπνηήζακε αλαγλσξίδεη ηελ SLC25A46 πξσηεΐλε 

ηόζν ζε πνληίθη όζν θαη ζηνλ άλζξσπν, ζηελ παξαπάλσ αλάιπζε δελ είλαη εύθνιε ε 

εθηίκεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ δηαγνληδίνπ απνθιεηζηηθά. Γηα ηνλ ιόγν απηό 

κειεηήζακε ηελ έθθξαζε ηνπ δηαγνληδίνπ ζε δηαγνληδηαθά πνληίθηα νκόδπγα γηα ηε 

κεηάιιαμε (TgSlc25a46 m/m) (Δηθόλα 3.9), όπνπ δελ εληνπίδεηαη ε άγξηνπ ηύπνπ 

SLC25A46 πξσηεΐλε. Δμεηάζακε κε ηνλ ηξόπν απηό εάλ δηαθέξεη ε έθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο SLC25A46 κεηαμύ ησλ πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ θαη ησλ δύν δηαγνληδηαθώλ 

ζεηξώλ (Tg1332 θαη Tg1351).  Ζ SLC25A46 πξσηεΐλε δελ εθθξάδεηαη ζηα αηαμηθά 

πνληίθηα (m/m) επεηδή ε ζεκεηαθή κεηάιιαμε νδεγεί ζε πξόσξν θσδηθόλην ιήμεο 

(stop codon) θαη σο απνηέιεζκα παξάγεηαη κηα πξσηεΐλε 95 ακηλνμέσλ αληί ηεο 
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άγξηνπ ηύπνπ SLC25Α46 πξσηεΐλεο πνπ έρεη 418 ακηλνμέα.  ΢πλεπώο, ε 

κεηαιιαγκέλε πξσηεΐλε είλαη αξθεηά κηθξόηεξε ηεο θπζηνινγηθήο, δελ 

ελζσκαηώλεηαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε θαη ζηεξείηαη ιεηηνπξγηθόηεηαο. Σα 

απνηειέζκαηά καο έδεημαλ όηη ζηα νκόδπγα γηα ηε κεηάιιαμε δηαγνληδηαθά πνληίθηα 

(TgSlc25a46 m/m) εθθξάδεηαη ε αλζξώπηλε SLC25A46 πξσηεΐλε θαη κάιηζηα 

αθνινπζώληαο έλα θπζηνινγηθό πξόηππν έθθξαζεο.  

 

4.3 Γηάζσζε ηνπ αηαμηθνύ θαηλνηύπνπ παξνπζία ηνπ huSlc25a46 

δηαγνληδίνπ - Γελεηηθή επηβεβαίσζε  

΢ηελ ζπλέρεηα κειεηήζεθε ν θαηλόηππνο ησλ TgSlc25a46 δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ 

θαη ησλ δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ νκόδπγσλ γηα ηε κεηάιιαμε  (TgSlc25a46 m/m) ζε 

ζύγθξηζε κε ηα πνληίθηα άγξηνπ ηύπνπ θαη ηα αηαμηθά. Καηαξρήλ, ηα TgSlc25a46 

δηαγνληδηθά πνληίθηα αλαπηύζζνληαη θπζηνινγηθά θαη δελ εκθαλίδνπλ θάπνην 

παζνινγηθό θαηλόηππν. Δπίζεο, ηα πεηξάκαηα γελεηηθήο αλαπιήξσζεο έδεημαλ όηη ηα 

αξζεληθά θαη ζειπθά δηαγνληδηαθά νκόδπγα γηα ηε κεηάιιαμε πνληίθηα (TgSlc25a46 

m/m) δελ εκθαλίδνπλ θαλέλα από ηα παζνινγηθά ζπκπηώκαηα ησλ αηαμηθώλ 

πνληηθώλ πνπ πεξηιακβάλνπλ πιάγηαζκα θαηά ην πεξπάηεκα κε απξνζδηόξηζηα 

ζπλερή αιιαγή θαηεύζπλζεο, επηιεπηηθέο θξίζεηο, κεησκέλε δξαζηεξηόηεηα θαη 

ππεξαλάπηπμε ησλ δνληηώλ. Ο πγηήο θαηλόηππνο επηβεβαηώλεηαη θαη από ηηο 

αλαιύζεηο ηεο ζλεζηκόηεηαο (Δηθόλα 3.10), ηνπ ζσκαηηθνύ βάξνπο (Δηθόλα 3.11) θαη 

ηεο κπηθήο δύλακεο (Δηθόλα 3.12) όπνπ θαίλεηαη όηη ηα δηαγνληδηαθά νκόδπγα γηα ηε 

κεηάιιαμε πνληίθηα (TgSlc25a46 m/m) αθνινπζνύλ ην θπζηνινγηθό πξόηππν 

αλάπηπμεο όκνην κε ησλ πνληηθώλ άγξηνπ ηύπνπ.  

 

Απηό ζεκαίλεη πσο ν λεπξνινγηθόο θαηλόηππνο ζηα αηαμηθά πνληίθηα αλαζηξέθεηαη 

πιήξσο παξνπζία ηνπ αλζξώπηλνπ δηαγνληδίνπ Slc25a46.  Σν γεγνλόο απηό απνηειεί 

ηελ γελεηηθή επηβεβαίσζε όηη ν αηαμηθόο θαηλόηππνο νθείιεηαη ζηελ ρσξίο λόεκα 

κεηάιιαμε ηνπ Slc25a46 γνληδίνπ. Φαίλεηαη ινηπόλ όηη ην ζσζηό πξόηππν έθθξαζεο 

ηνπ Slc25a46 δηαγνληδίνπ είλαη ηθαλό λα αλαπιεξώζεη ηελ έιιεηςε ηεο ελδνγελνύο 

SLC25A46 πξσηεΐλεο.  
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4.4 Μειινληηθνί ζηόρνη 

Μειινληηθά ζα κειεηεζνύλ: α) ε ιεηηνπξγία ηεο SLC25A46 πξσηεΐλεο κε ηελ 

αλαθάιπςε ησλ ππνζηξσκάησλ πνπ κεηαθέξνληαη, β) εάλ ε κεηάιιαμε ζην Slc25a46 

γνλίδην επεξεάδεη ηελ δνκή θαη ηελ ιεηηνπξγία ησλ κηηνρνλδξίσλ, γ) ην Κεληξηθό 

Νεπξηθό ΢ύζηεκα κε ζθνπό λα εληνπηζηεί ε πξσηνγελήο ηζηηθή βιάβε πνπ νδεγεί 

ζηνλ λεπξνινγηθό θαηλόηππν αηαμίαο θαη δ) εάλ ππάξρνπλ πνιπκνξθηζκνί ή 

ιεηηνπξγηθέο κεηαιιάμεηο ζην SLC25A46 γνλίδην ζε αζζελείο κε λεπξνινγηθέο 

αζζέλεηεο πνπ ραξαθηεξίδνληαη από επηιεςία θαη αηαμία. 

 

Σν ζεκαληηθόηεξν βήκα ζηελ θαηαλόεζε ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ κεηαθνξέα SLC25A46 

είλαη ε αλαθάιπςε ησλ ππνζηξσκάησλ πνπ κεηαθέξεη από ην θπηηαξόπιαζκα ζηελ 

κηηνρνλδξηαθή κήηξα θαη αληίζηξνθα. Μία από ηηο πην απνηειεζκαηηθέο κεζόδνπο γηα 

ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο εμεηδίθεπζεο ππνζηξώκαηνο  είλαη ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ ζε 

Escherichia coli ή / θαη Saccharomyces cerevisiae, ν θαζαξηζκόο ηεο SLC25A46 

πξσηεΐλεο θαη ε αλαζύζηαζή ηεο ζε ιηπνζώκαηα (Palmieri, 2004). Παξνπζία ηνπ 

θαηάιιεινπ ζεκαζκέλνπ ππνζηξώκαηνο κπνξεί λα πξνζδηνξηζηεί εάλ ε SLC25A46 

πξσηεΐλε κπνξεί λα ην κεηαθέξεη ζην εζσηεξηθό ησλ ιηπνζσκάησλ.  Ζ θπινγελεηηθή 

νκαδνπνίεζε, νη γελεηηθέο πιεξνθνξίεο, ε γλώζε ηνπ κεηαβνιηζκνύ ησλ θπηηάξσλ 

θαη ε αιιεινζπκπιήξσζε ησλ θαηλνηύπσλ ζπρλά παξέρνπλ ηηο ελδείμεηο γηα ηελ 

επηινγή ηνπ ππνζηξώκαηνο πνπ πξόθεηηαη λα δνθηκαζηεί.  Όκσο, ηα δεδνκέλα απηά 

δελ απνηεινύλ απόδεημε θαη ε εηδηθόηεηα ηνπ ππνζηξώκαηνο παξακέλεη λα 

πξνζδηνξηζηεί κε αλαιύζεηο κεηαθνξώλ. Με ηελ αλαθάιπςε ησλ ππνζηξσκάησλ ηνπ 

κεηαθνξέα SLC25A46 κπνξεί λα θαηαλνεζεί ν βηνινγηθόο ξόινο ηνπ θαη ζα 

απνθαιπθζεί ην κεηαβνιηθό κνλνπάηη ζην νπνίν εκπιέθεηαη. Με ηνλ ηξόπν απηό ζα 

δηαιεπθαλζεί ν παζνγελεηηθόο ξόινο ηνπ Slc25a46 γνληδίνπ ζην λεπξνινγηθό 

θαηλόηππν ηεο αηαμίαο θαη ζα εμεηαζηεί εάλ ππάξρνπλ αληίζηνηρεο αζζέλεηεο ηνπ 

αλζξώπνπ κε παξόκνηα παζνινγία. Ζ γλώζε απηή είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ δηάγλσζε 

θαη ηε ζεξαπεία αληίζηνηρσλ αλζξώπηλσλ αζζελεηώλ. Δπίζεο, ηα αηαμηθά πνληίθηα 

πνπ θέξνπλ ηελ κεηάιιαμε ζην γνλίδην Slc25a46 απνηεινύλ πνιύηηκα δσηθά κνληέια, 

κνλαδηθά παγθνζκίσο, γηα ηελ θαηαλόεζε ησλ εκπιεθόκελσλ παζνγελεηηθώλ 

κεραληζκώλ θαη ηελ εθαξκνγή λέσλ ζεξαπεπηηθώλ πξνζεγγίζεσλ. 
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