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ΑΝΣΗ ΠΡΟΛΟΓΟΤ 

 

Ζ παξνχζα πηπρηαθή κειέηε, εθπνλήζεθε ζην Δ.ΚΔ.Β.Δ. «Αιέμαλδξνο 

Φιέκηγθ» ζε ζπλεξγαζία κε ην Δξγαζηήξην Γελεηηθήο ηνπ Γεσπνληθνχ 

Παλεπηζηεκίνπ Αζελψλ ππφ ηελ επίβιεςε ηεο Γξ Διέλεο Νηνχλε, θαη απνηέιεζε ην 

επηζηέγαζκα ζηα πιαίζηα ηεο κεηαπηπρηαθήο κνπ ζηαδηνδξνκίαο. Κιείλνληαο ινηπφλ 

απηφλ ηνλ θχθιν ζπνπδψλ, ζεσξψ ζθφπηκν λα επραξηζηήζσ φινπο εθείλνπο πνπ 

ζπλέβαιιαλ ζηελ νινθιήξσζε απηήο ηεο πξνζπάζεηαο.  

Αξρηθά ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηελ Αλαπιεξψηξηα Καζεγήηξηα θπξία 

Νηνχλε Διέλε αθελφο κελ, γηα ηελ ακέξηζηε ζηήξημε θαη εκπηζηνζχλε πνπ επέδεημε 

απφ ηελ πξψηε ζηηγκή ζην πξφζσπφ κνπ αθεηέξνπ δε γηα ηελ αδηάθνπε θαζνδήγεζή 

ηεο κε ηελ παξνρή ρξήζηκσλ ζπκβνπιψλ θαζ' φιε ηε δηάξθεηα ηεο εθπφλεζεο ηεο 

παξνχζαο πηπρηαθήο δηαηξηβήο. Δπίζεο, ζα  ήζεια λα επραξηζηήζσ ηα κέιε ηεο 

Σξηκεινχο πκβνπιεπηηθήο θαη Δμεηαζηηθήο Δπηηξνπήο, ηνλ Καζεγεηή θχξην Ζιία 

Ζιηφπνπιν θαη ηελ Λέθηνξα θπξία Βαζηιηθή Κνπκάληνπ, γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο 

δηαηξηβήο κνπ θαη ηηο ζπκβνπιέο ηνπο πνπ ήηαλ πάληνηε ρξήζηκεο. Δπηπιένλ, ζα 

ήζεια λα επραξηζηήζσ ηδηαίηεξα ηφζν ηελ Γξ Μαξηίλα ακησηάθε φζν θαη ηνλ Γξ 

Γηψξγν Παλαγηψηνπ ηεο Μνλάδαο Πξσηενκηθήο ηνπ Δ.ΚΔ.Β.Δ. «Αιέμαλδξνο 

Φιέκηγθ»  γηα ηελ ζεκαληηθή ζπλεηζθνξά ηνπο ζηελ πξσηενκηθή αλάιπζε. Αθφκα ζα 

ήζεια λα επραξηζηήζσ, Γηδάθηνξα Ρελψηα Βαγγέιε, φζν θαη ηελ ππνςήθηα 

Γηδάθηνξα Βηνιηηδή Φσηεηλή γηα ηελ ππνκνλή ηνπο, ηηο επνηθνδνκεηηθέο ηνπο 

ζπκβνπιέο θαζψο θαη ηελ πνιχηηκε βνήζεηα θαη ζηήξημε πνπ κνπ παξείραλ απφ ηελ 

πξψηε ζηηγκή πνπ βξέζεθα ζην εξγαζηήξην. Αθφκα, δελ ζα κπνξνχζα λα παξαιείςσ 

φια ηα κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ, αλεμαηξέησο, γηα ηε βνήζεηά ηνπο θαη γηα ην θιίκα 

ζπλαδειθηθφηεηαο πνπ επηθξαηεί ζην ζπγθεθξηκέλν εξγαζηήξην. 

Σέινο, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηελ νηθνγέλεηά κνπ γηα ηελ ηεξάζηηα 

ππνκνλή θαη ηελ  πνιχπιεπξε εζηθή θαη ςπρνινγηθή ζηήξημε πνπ κνπ έδηλε  ζε θάζε 

βήκα απηήο ηεο καθξνρξφληαο δηάξθεηαο ησλ ζπνπδψλ κνπ. Υσξίο ηελ 

ζπκπαξάζηαζή ηνπο, ζα ήηαλ δχζθνιε ε πξαγκαηνπνίεζε απηήο ηεο πηπρηαθήο 

κειέηεο. 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Σα ηειεπηαία ρξφληα έλα πιήζνο επηζηεκνληθψλ κειεηψλ έρνπλ αλαδείμεη ην 

γνλίδην SLC25A46 σο έλα λέν παζνγελεηηθφ ζηφρν ζε εηεξνγελείο γελεηηθέο αζζέλεηεο 

ηνπ αλζξψπνπ πνπ πξνζβάινπλ ην λεπξηθφ ζχζηεκα θαη πεξηιακβάλνπλ επηθξαηή 

νπηηθή αηξνθία, αμνληθή πεξηθεξηθή λεπξνπάζεηα, ζχλδξνκν Leigh, πξννδεπηηθή 

κπνθισληθή αηαμία, νπηηθή αηξνθία θαη λεπξνπάζεηα, θαη ζλεζηγφλν ζπγγελή 

γεθπξνπαξεγθεθαιηδηθή ππνπιαζία. Ζ ζνβαξφηεηα ησλ παξαπάλσ αζζελεηψλ 

εμαξηάηαη απφ ηελ κεξηθή ή πιήξε απψιεηα ηεο ιεηηνπξγηθφηεηαο ηεο SLC25A46 

πξσηεΐλεο. Ζ πξσηεΐλε SLC25A46 εληνπίδεηαη ζηελ εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή 

κεκβξάλε θαη ππάξρνπλ ελδείμεηο φηη εκπιέθεηαη ζε θαίξηεο θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο, 

φπσο ζηε δηαηήξεζε ηεο δνκήο θαη δπλακηθήο ησλ κηηνρνλδξίσλ, ζηελ κηηνρνλδξηαθή 

ελεξγφηεηα, ζηνλ κεηαβνιηζκφ ηνπ θπηηάξνπ, θαη ηε βηνζχλζεζε/κεηαθνξά 

θσζθνιηπηδίσλ κέζσ αιιειεπίδξαζεο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ κε ηα 

κηηνρφλδξηα. Χζηφζν, ν παζνθπζηνινγηθφο ξφινο ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 

παξακέλεη αζαθήο δπζρεξαίλνληαο ηελ θαηαλφεζε ησλ εκπιεθφκελσλ 

παζνγελεηηθψλ κεραληζκψλ. Ζ εξεπλεηηθή καο νκάδα δεκηνχξγεζε πξφζθαηα, κέζσ 

ηεο πξνζέγγηζεο ηεο Πξφζζηαο Γελεηηθήο ρξεζηκνπνηψληαο ηπραία ρεκηθή 

κεηαιιαμηγέλεζε ζην πνληίθη, έλα γελεηηθφ κνληέιν SLC25A46-ζρεηηδφκελεο 

αηαμίαο, πνπ ζπλεηζθέξεη ζηελ θαηαλφεζε ηνπ παζνθπζηνινγηθνχ ξφινπ ηεο 

SLC25A46 πξσηεΐλεο θαη ησλ κνξηαθψλ κεραληζκψλ πνπ επάγνληαη θαηά ηελ 

απνπζία ηεο.       

Πξνθεηκέλνπ λα θαηαλνήζνπκε πνηεο θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο απνξξπζκίδνληαη 

απφ ηελ απνπζία ηεο SLC25A46 πξσηεΐλεο in vivo, ζηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο 

κειέηεο πξαγκαηνπνηήζακε ζπγθξηηηθή πξσηενκηθή αλάιπζε ζε νιηθά πξσηετληθά 

εθρπιίζκαηα παξεγθεθαιίδαο κεηαμχ πνληηθηψλ αγξίνπ ηχπνπ θαη αηαμηθψλ, θαζψο ν 

ελ ιφγσ ηζηφο έρεη δεηρζεί φηη επεξεάδεηαη δξακαηηθά απφ ηελ απνπζία ηεο 

SLC25A46 πξσηεΐλεο. Σα απνηειέζκαηά καο έδεημαλ πσο ε απνπζία ηεο SLC25A46 

πξσηεΐλεο απμάλεη ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθά ηα επίπεδα κηηνρνλδξηαθψλ πξσηετλψλ 

πνπ εκπιέθνληαη ζηηο δηαδηθαζίεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζχληεμεο, ελψ παξάιιεια 

κεηψλεη αξθεηά κέιε ησλ ζπκπιφθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο, ππνδειψλνληαο 

αλεπάξθεηα ζηελ θπηηαξηθή αλαπλνή θαη ζηελ παξαγσγή ελέξγεηαο. Ζ πεξαηηέξσ 

κειέηε ησλ δηεξγαζηψλ απηψλ ζην αηαμηθφ κνληέιν δχλαηαη κειινληηθά λα 
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ζπκβάιιεη ζηελ θαηαλφεζε ησλ πνιχπινθσλ κνξηαθψλ παζνγελεηηθψλ κεραληζκψλ 

πνπ απνηεινχλ ηε βάζε ησλ SLC25A46-ζρεηηδφκελσλ λεπξνινγηθψλ αζζελεηψλ θαη 

ζπλεπψο ζηελ αλάπηπμε θαηλνηφκσλ ζεξαπεπηηθψλ πξνζεγγίζεσλ.  

Λέμεηο θιεηδηά: Γνλίδην SLC25A46, λεπξηθφ ζχζηεκα, νπηηθή αηξνθία, αηαμία,  

πξσηεΐλε SLC25A46, πξσηενκηθή αλάιπζε 
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ABSTRACT 

In recent years, a number of studies have demonstrated the SLC25A46 gene as 

a new pathogenic target in heterogeneous human diseases of the nervous system, 

including dominant optic atrophy, peripheral neuropathy, Leigh syndrome, 

progressive myoclonic ataxia, optic atrophy and neuropathy, and lethal congenital 

pontocerebellar hypoplasia. The severity of the above diseases depends on the partial 

or complete loss of the functionality of the SLC25A46 protein. The SLC25A46 

protein is located in the outer mitochondrial membrane and there is evidence that it is 

involved in fundamental cellular processes, such as mitochondrial dynamics and 

activity, cell metabolism, and biosynthesis/transfer of phospholipids through the 

interaction of the endoplasmic reticulum with the mitochondria. However, the 

pathophysiological role of the SLC25A46 protein remains unclear, making it difficult 

to understand the pathogenetic mechanisms involved. Our research group has recently 

generated, following a Forward Genetics approach using random chemical 

mutagenesis in the mouse, a genetic model of SLC25A46-related ataxia, that 

contributes to the understanding of the pathophysiological role of the SLC25A46 

protein and the molecular mechanisms induced in its absence.   

 In order to better understand which cellular processes are deregulated upon the 

absence of the SLC25A46 protein in vivo, in the present study we performed a 

comparative proteomic analysis on total protein extracts from cerebellum between 

wild-type and ataxic mice, as this tissue is dramatically affected upon SLC25A46 

loss. Our results showed that the absence of the SLC25A46 protein significantly 

increases mitochondrial protein levels involved in mitochondrial fusion, while it 

decreases the levels of several members involved in the respiratory chain complexes, 

suggesting a deficiency in cellular respiration and energy production. Further studies 

of these processes in the ataxic model may contribute to the understanding of the 

complex molecular pathogenetic mechanisms that constitute the basis of the 

SLC25A46-related neuropathologies and consequently to the development of 

innovative therapeutic approaches. 

Keywords: SLC25A46 gene, nervous system, optic atrophy, ataxia, SLC25A46 

protein, proteomic analysis 
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1. ΔΗΑΓΧΓΖ 

1.1 ΜΗΣΟΥΟΝΓΡΗΑ 

1.1.1 Πξνέιεπζε κηηνρνλδξίσλ 

Όπσο είλαη γλσζηφ ε πιεηνςεθία ησλ γνληδίσλ ελφο επθαξπσηηθνχ θπηηάξνπ 

απαληψληαη ζηνλ ππξήλα θαη έλα κηθξφ πνζνζηφ κφλν εληνπίδεηαη ζε άιια θπηηαξηθά 

νξγαλίδηα φπσο ν ρισξνπιάζηεο θαη ην κηηνρφλδξην. Ζ πηζαλφηεηα νξηζκέλα γνλίδηα 

λα εληνπίδνληαη εθηφο ηνπ ππξήλα – εμσρξσκνζσκηθά γνλίδηα (extrachromosomal 

genes) φπσο αξρηθά νλνκάζηεθαλ – πξσηνδηαηππψζεθε ηε δεθαεηία ηνπ 1950, σο έλα 

κέζν γηα ηελ εξκελεία αζπλήζηζησλ πξνηχπσλ θιεξνλνκηθφηεηαο νξηζκέλσλ 

γνληδίσλ ηνπ κχθεηα Neurospora crassa, ηεο δχκεο Saccharomyces cerevisiae θαη 

ηνπ θσηνζπλζεηηθνχ θχθνπο Chlamydomonas reinhardtii. Πεξίπνπ ηελ ίδηα πεξίνδν, 

ε εμέηαζε κε ην ειεθηξνληθφ κηθξνζθφπην θαη νη βηνρεκηθέο κειέηεο πξνζέθεξαλ 

ελδείμεηο φηη κφξηα DNA ζα κπνξνχζαλ λα βξίζθνληαη ζηα κηηνρφλδξηα θαη ηνπο 

ρισξνπιάζηεο. Σειηθά ζηηο αξρέο ηεο δεθαεηίαο ηνπ 1960, απηέο νη πνηθίιεο πεγέο 

ελδείμεσλ ζπλδπάζηεθαλ θαη ε χπαξμε κηηνρνλδξηαθψλ θαη ρισξνπιαζηηθψλ 

γνληδησκάησλ, αλεμάξηεησλ θαη δηαθξηηψλ απφ ην επθαξπσηηθφ ππξεληθφ γνληδίσκα, 

έγηλε απνδεθηή (Schwartz, 2007).      

 ήκεξα, ππάξρνπλ ηζρπξέο ελδείμεηο πνπ ππνζηεξίδνπλ ηε ζεσξία φηη ην 

επθαξπσηηθφ θχηηαξν εμειίρζεθε ζηαδηαθά κέζσ ηεο κφληκεο ελζσκάησζεο 

ρεκεηνξγαλνηξνθηθψλ θαη θσηνηξνθηθψλ ζπκβηνηψλ απφ ην «ρψξν» ησλ βαθηεξίσλ. 

Ζ ζεσξία απηή ηεο επθαξπσηηθήο εμέιημεο πνπ νλνκάδεηαη ελδνζπκβησηηθή ζεσξία 

ππνζηεξίδεη  φηη έλα αεξφβην βαθηήξην παγίσζε ηε ζέζε ηνπ  ζην θπηηαξφπιαζκα 

θάπνηνπ πξσηφγνλνπ επθαξπψηε θαη ηνλ πξνκήζεπε κε ελέξγεηα, δηαζθαιίδνληαο σο 

αληάιιαγκα έλα πξνζηαηεπκέλν πεξηβάιινλ θαη ηελ απξφζθνπηε παξνρή ζξεπηηθψλ 

ζπζηαηηθψλ (Δηθφλα 1.1). Απηφο ν ζπκβηψηεο ήηαλ ν πξφδξνκνο ηνπ ζεκεξηλνχ 

κηηνρνλδξίνπ.          

 Μάιηζηα, παξαηεξήζεθε φηη πνιιέο δηεξγαζίεο έθθξαζεο γνληδίσλ πνπ 

ζπκβαίλνπλ ζηα κηηνρφλδξηα είλαη παξφκνηεο κε ηηο αληίζηνηρεο δηεξγαζίεο ησλ 

βαθηεξίσλ. Δπηπιένλ, ζηα πιαίζηα κηαο ζπγθξηηηθήο αλάιπζεο δηαπηζηψζεθε πσο ζε 

επίπεδν λνπθιενηηδηθψλ αιιεινπρηψλ, ηα γνλίδηα ησλ κηηνρνλδξίσλ, κνηάδνπλ 

πεξηζζφηεξν κε ηα γνλίδηα ησλ βαθηεξίσλ παξά κε ηα γνλίδηα ηνπ επθαξπσηηθνχ 
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ππξήλα. Σν γεγνλφο απηφ νδήγεζε πνιινχο επηζηήκνλεο λα δηακνξθψζνπλ ηελ 

αληίιεςε φηη ηα νκνηάδνληα γνλίδηα κεηαθέξζεθαλ ζηνλ ππξήλα απφ βαθηεξηαθνχο 

ζπκβηψηεο θαηά ηε δηαδηθαζία εμέιημεο ησλ ζχγρξνλσλ νξγαληδίσλ (Gray, 2015).

 πλνπηηθά, ε πξνθαξπσηηθή-βαθηεξηαθή πξνέιεπζε ησλ κηηνρνλδξίσλ πνπ 

ππνζηεξίδεηαη απφ ηε αλσηέξσ ζεσξία, βαζίδεηαη ζηα αθφινπζα αδηάζεηζηα 

ζηνηρεία: 

 Σφζν νη ρισξνπιάζηεο φζν θαη ηα κηηνρφλδξηα πεξηέρνπλ ξηβνζψκαηα θαη 

κάιηζηα πξνθαξπσηηθήο θχζεσο, κεγέζνπο 70S. Αθφκε νξηζκέλα ξηβνζψκαηα 

απηψλ ησλ νξγαληδίσλ δηαζέηνπλ αιιεινπρίεο RNA  πνπ ραξαθηεξίδνπλ 

ζπγθεθξηκέλα βαθηήξηα θαη ε ιεηηνπξγία ηνπο παξεκπνδίδεηαη απφ ηα ίδηα 

αληηβηνηηθά πνπ επηδξνχλ ζηα ξηβνζψκαηα απηφλνκσλ βαθηεξίσλ (π.ρ 

ζηξεπηνκπθίλε). 

 Σα κηηνρφλδξηα θαη νη ρισξνπιάζηεο πεξηέρνπλ επηπιένλ, κηθξέο πνζφηεηεο 

θπθιηθνχ DNA, ραξαθηεξηζηηθνχ ησλ πξνθαξπσηψλ.  

 Φπινγελεηηθέο κειέηεο πνπ έγηλαλ κε ηε ρξήζε κεζφδσλ ζπγθξηηηθήο 

αλάιπζεο ηεο αιιεινπρίαο ησλ βάζεσλ ηνπ ξηβνζσκηθνχ RNA έδεημαλ κε 

πεηζηηθφ ηξφπν φηη ηφζν νη ρισξνπιάζηεο φζν θαη ηα κηηνρφλδξηα 

ζπγγελεχνπλ ζηελά κε ηα βαθηήξηα. Απηέο νη κέζνδνη ππνδεηθλχνπλ ζαθψο 

φηη ην ζχγρξνλν επθαξπσηηθφ θχηηαξν πξνέθπςε απφ ην ζπλδπαζκφ δπν 

νξγαληζκψλ, κέζσ ηεο δηαδηθαζίαο ηεο ελδνζπκβίσζεο. 

 

Δηθόλα 1.1: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο ζεσξίαο ηεο ελδνζπκβίσζεο. (Πεγή: 

https://explorebiochemistryworld.wordpress.com/2013/02/03/the-endosymbiotic-theory/) 
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1.1.2 Γνκή κηηνρνλδξίσλ 

Σα κηηνρφλδξηα έρνπλ κέγεζνο πξνθαξπσηηθνχ κηθξννξγαληζκνχ θαη ζρήκα 

ξάβδνπ ή πεξίπνπ ζθαηξηθφ. Έλα ηππηθφ δσηθφ θχηηαξν κπνξεί λα πεξηέρεη πάλσ απφ 

1000 κηηνρφλδξηα αιιά ν αξηζκφο ηνπο αλά θχηηαξν εμαξηάηαη απφ πνιινχο 

παξάγνληεο φπσο ην είδνο θαη ην κέγεζνο ηνπ θπηηάξνπ. Μάιηζηα, ν αξηζκφο ησλ 

κηηνρνλδξίσλ έρεη βξεζεί φηη  πνηθίιιεη εληππσζηαθά ζε θχηηαξα δηαθνξεηηθνχ είδνπο 

θαη δχλαηαη λα αιιάμεη αλάινγα κε ηηο ελεξγεηαθέο αλάγθεο ηνπ θπηηάξνπ (Frey, 

Renken, & Perkins, 2002). Γηα παξάδεηγκα, ζηα ζθειεηηθά κπτθά θχηηαξα ν αξηζκφο 

ησλ κηηνρνλδξίσλ κπνξεί λα απμεζεί θαηά 5-10 θνξέο ιφγσ ηεο αχμεζεο θαη 

δηαίξεζεο ησλ κηηνρνλδξίσλ πνπ ζπκβαίλεη αλ ν κπο δηεγεξζεί επαλαιεπηηθά ζε 

ζπζηνιή (Kühlbrandt, 2015).       

 Κάζε κηηνρφλδξην πεξηβάιιεηαη απφ δχν κεκβξάλεο, ηελ εμσηεξηθή (outer) θαη 

ηελ εζσηεξηθή (inner) πνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ πςειή εμεηδίθεπζε θαη 

δηαδξακαηίδνπλ πνιχ ζεκαληηθφ ξφιν ζηηο ιεηηνπξγίεο ηνπ (Szymański et al., 

2017;Aversa, Petrescu, Apicella, & Petrescu, 2016). Ζ εμσηεξηθή θαη ε εζσηεξηθή 

κεκβξάλε νξίδνπλ δχν κηηνρνλδξηαθά δηακεξίζκαηα: έλα κεγάιν εζσηεξηθφ ρψξν 

γλσζηφ σο κήηξα (matrix) θαη έλα πνιχ ζηελφηεξν, πνπ θαιείηαη δηακεκβξαληθφ 

ρψξνο (intermembrane space) (Δηθφλα 1.2). Δπίζεο, ακθφηεξεο νη δχν κεκβξάλεο 

έρνπλ δνκή παξαπιήζηα κε ηε απηή άιισλ ζηνηρεησδψλ κεκβξαλψλ: κηα 

δηπινζηηβάδα ιηπηδίσλ κε ελζσκαησκέλεο πξσηεΐλεο.   

 Αλαιπηηθφηεξα, ε εμσηεξηθή κεκβξάλε (outer membrane) απνηειείηαη θαηά 

30-40% απφ ιηπίδηα θαη θαηά 60-70% απφ πξσηεΐλεο, κε ζρεηηθά ιίγεο ελδπκηθέο θαη 

κεηαθνξηθέο πξσηεΐλεο. Δίλαη πινχζηα ζηε δηακεκβξαληθή πξσηεΐλε πνξίλε (ή 

VDAC-θαλάιη αληφλησλ εμαξηψκελν απφ ηε δηαθνξά δπλακηθνχ), ε νπνία 

απαξηίδεηαη απφ β-πηπρσηέο δνκέο πνπ ζρεκαηίδνπλ έλα θαλάιη, κέζσ ηνπ νπνίνπ 

επηηξέπεηαη ε δηέιεπζε κνξίσλ έσο 10 kDa. Σν γεγνλφο απηφ νδεγεί ζηε ρεκηθή 

εμίζσζε ηνπ δηακεκβξαληθνχ ρψξνπ κε ην θπηηαξφπιαζκα, φζνλ αθνξά ηα κφξηα πνπ 

πεξηέρεη.  Δπίζεο, ε κνλνακηλνμεηδάζε θαη ε πδξνμπιάζε θπλνπξελίλεο, έλδπκα 

ηδηαίηεξεο ζεκαζίαο, γηα ηελ απνκάθξπλζε ησλ λεπξνδηαβηβαζηψλ ζην λεπξηθφ ηζηφ, 

εληνπίδνληαη ζηελ εμσηεξηθή επηθάλεηα ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο (Kühlbrandt, 

2015).  
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Δηθόλα 1.2: ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο δνκήο ηνπ κηηνρνλδξίνπ. Δίλαη εκθαλείο ηφζν ε εμσηεξηθή 

(outer) φζν θαη ε εζσηεξηθή (inner) κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε θαζψο θαη νη εγθνιπψζεηο απηήο (cristae 

junctions). Δπίζεο, παξνπζηάδεηαη θαη ε κήηξα ηνπ κηηνρνλδξίνπ (matrix) θαζψο θαη νη δηαζηάζεηο ηνπ. 

(Πεγή: https://biochemist01.wordpress.com/category/etc/)  

         

 Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ε εζσηεξηθή κεκβξάλε, απνηειείηαη θαηά 80% απφ 

πξσηεΐλεο θαη είλαη πινχζηα ζε αθφξεζηα ιηπαξά νμέα, ελψ πεξηέρεη θαξδηνιηπίλε ζε 

πςειέο ζπγθεληξψζεηο. Αθφκα, ε εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε  ππνδηαηξείηαη 

ζε δπν πεξηνρέο: ηελ εζσηεξηθή νξηαθή κεκβξάλε (IBM - inner boundary membrane) 

πνπ βξίζθεηαη ζε πνιχ θνληηθή απφζηαζε κε ηελ εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε 

θαη ηηο αλαδηπιψζεηο (cristae) πνπ πξνβάιινπλ πξνο ηελ κήηξα ηνπ κηηνρνλδξίνπ θαη 

πεξηιακβάλνπλ ηα έλδπκα ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο (Rabl et al., 2009). 

Δπηπξφζζεηα, ε εζσηεξηθή κεκβξάλε είλαη αδηαπέξαζηε απφ ηφληα θαη ηα 

πεξηζζφηεξα κηθξά κφξηα ζε φιε ηελ έθηαζε ηεο, εθηφο απφ πεξηνρέο φπνπ 

εδξάδνληαη θαηάιιεινη δίαπινη πνπ ζρεκαηίδνληαη απφ ηηο κεηαθνξηθέο πξσηεΐλεο 

ηεο κεκβξάλεο. Δπνκέλσο, ε κηηνρνλδξηαθή κήηξα πεξηέρεη απνθιεηζηηθά κφξηα πνπ 

έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα δηαπεξλνχλ ηελ εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε. Γηα ην 

ιφγν απηφ ην πεξηερφκελν ηνπ κηηνρνλδξίνπ ραξαθηεξίδεηαη απφ πςειή εμεηδίθεπζε 

(Kühlbrandt, 2015).         

  Σα ελδπκηθά ζχκπινθα ηεο αιπζίδαο κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ θαη ηεο 

νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο εληνπίδνληαη ζηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε φπσο θαη 

https://biochemist01.wordpress.com/category/etc/
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πνηθίιεο αθπδξνγνλάζεο, θαζψο θαη ζπζηήκαηα κεηαθνξάο πνπ εκπιέθνληαη ζηε 

κεηαθνξά ππνζηξσκάησλ, ελδηάκεζσλ θαη κεηαβνιηηψλ θαη λνπθιενηηδίσλ αλάκεζα 

ζην θπηηαξφπιαζκα θαη ηε κήηξα. ηελ εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε 

ιακβάλεη ρψξα ε κεηαθνξά ησλ ειεθηξνλίσλ θαη ε άληιεζε ησλ πξσηνλίσλ, ελψ 

παξάιιεια εθεί εληνπίδεηαη ε ζπλζάζε ηνπ ATP. Ζ εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή 

κεκβξάλε ζρεκαηίδεη κηα ζεηξά πηπρσκέλσλ εζσηεξηθψλ κεκβξαλψλ, ηα cristae, πνπ 

πξνβάιινπλ ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα θαη απμάλνπλ πνιχ ζεκαληηθά ηε ζπλνιηθή 

επηθάλεηα ηεο κεκβξάλεο. Με ηνλ ηξφπν απηφ απμάλεηαη ε δηαζέζηκε επηθάλεηα επί 

ηεο νπνίαο δχλαηαη λα πξαγκαηνπνηεζεί ε παξαγσγή ATP. Μάιηζηα απμεκέλεο 

αλάγθεο ζε ATP ζπλδπάδνληαη πνιχ ζπρλά κε απμεκέλν αξηζκφ cristae ζηα 

αληίζηνηρα κηηνρφλδξηα (Kühlbrandt, 2015).        

 ηε κήηξα εκπεξηέρεηαη έλαο πνιχ κεγάινο αξηζκφο ελδχκσλ ζηα νπνία 

πεξηιακβάλνληαη ηα έλδπκα πνπ απαηηνχληαη γηα ηελ νμείδσζε ηνπ ππξνζηαθπιηθνχ 

θαη ησλ ιηπαξψλ νμέσλ θαζψο θαη ηα έλδπκα ηνπ θχθινπ ηνπ θηηξηθνχ νμένο, κε 

εμαίξεζε ηελ ειεθηξηθή αθπδξνγνλάζε πνπ είλαη δεζκεπκέλε ζηελ εζσηεξηθή 

κεκβξάλε. Δπηπιένλ, ζηε κήηξα εληνπίδνληαη ην κηηνρνλδξηαθφ DNA (mtDNA), 

ξηβνζψκαηα θαη πξσηεΐλεο απαξαίηεηεο γηα ηε κεηαγξαθή ηνπ mtDNA θαη ηε 

κεηάθξαζε ηνπ mRNA.         

1.1.3 Λεηηνπξγία κηηνρνλδξίσλ 

Σα κηηνρφλδξηα ζπκκεηέρνπλ ζε πιεζψξα εμαηξεηηθά ζεκαληηθψλ δηεξγαζηψλ 

γηα ηελ εχξπζκε θαη νκαιή ιεηηνπξγία ηνπ θπηηάξνπ ελψ απνηεινχλ πξσηίζησο 

εξγνζηάζηα παξαγσγήο ρεκηθήο ελέξγεηαο γηα ηελ θάιπςε ησλ αλαγθψλ ηνπ 

θπηηάξνπ. πγθεθξηκέλα, αμηνπνηνχλ  ηελ ελέξγεηα πνπ απειεπζεξψλεηαη απφ ηελ 

νμείδσζε κνξίσλ ηεο ηξνθήο, φπσο ζάθραξα, πξνθεηκέλνπ λα παξάγνπλ 

ηξηθσζθνξηθή αδελνζίλε (ATP), πνπ απνηειεί ην βαζηθφ ρεκηθφ θαχζηκν γηα ηε 

δηεμαγσγή ησλ θπηηαξηθψλ δηεξγαζηψλ (π.ρ θπηηαξηθή δηαίξεζε, αληηγξαθή DNA, 

ζχλζεζε, αλαδίπισζε θαη απνηθνδφκεζε πξσηετλψλ, δηαηήξεζε κεκβξαληθνχ 

δπλακηθνχ  θ.α).  Δπεηδή θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ζρεηηθήο δξαζηεξηφηεηαο ην 

κηηνρφλδξην θαηαλαιψλεη νμπγφλν θαη απειεπζεξψλεη δηνμείδην ηνπ άλζξαθα, φιε ε 

δηεξγαζία απνθαιείηαη θπηηαξηθή αλαπλνή (cellular respiration) θαη’αλαινγία κε ηελ 

αλαπλνή.           

 Χζηφζν, ηα κηηνρφλδξηα εθηφο απφ ηελ εμαηξεηηθή ηνπο ζπλεηζθνξά κέζσ ηεο 
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παξαγσγήο ελέξγεηαο ζπκκεηέρνπλ παξάιιεια θαη ζε άιιεο δηαδηθαζίεο, φπσο ε 

παξαγσγή ειεπζέξσλ ξηδψλ νμπγφλνπ (ROS), ε ζχλζεζε ιηπηδίσλ, αίκεο, ζεην-

ζηδεξνπξσηετλψλ, ιηπαξψλ νμέσλ, ρνιεζηεξφιεο, ζηεξνεηδψλ νξκνλψλ θαη άιισλ 

κνξίσλ, ελψ παξάιιεια ζπκκεηέρνπλ ζηελ απνηθνδφκεζε βηνκνξίσλ κέζσ 

δηεξγαζηψλ, φπσο ε νμείδσζε ιηπαξψλ νμέσλ, θαη ν θχθινο ηνπ Krebs. Δπηπξφζζεηα, 

ηα κηηνρφλδξηα δηαδξακαηίδνπλ θαίξην ξφιν ζηελ ζεξκνγέλεζε, ηελ νκνηφζηαζε 

αζβεζηίνπ, ζηελ έκθπηε αλνζία θαη ζηελ απφπησζε. Δπίζεο, ζχκθσλα κε πξφζθαηεο 

κειέηεο, ηα κηηνρφλδξηα ραξαθηεξίδνληαη σο θχξηνη ξπζκηζηέο ζεκαηνδφηεζεο 

θηλδχλνπ θαζψο έρνπλ ηε δπλαηφηεηα λα εθπέκπνπλ ζήκαηα πνπ ιεηηνπξγνχλ 

πξνεηδνπνηεηηθά γηα ην θχηηαξν ή θαη νιφθιεξν ηνλ νξγαληζκφ, έλαληη δηαηαξαρψλ 

ηεο νκνηφζηαζεο, πξνσζψληαο έηζη ηελ επαγσγή ελδνγελψλ θπηηαξηθψλ ή 

ζπζηεκηθψλ πξνζαξκνζηηθψλ απνθξίζεσλ (Galluzzi, Kepp, & Kroemer, 2012).  

Καηαιεθηηθά ινηπφλ, φια ηα αλσηέξσ θαηαδεηθλχνπλ ηελ εμαηξεηηθή ζεκαζία ησλ 

κηηνρνλδξίσλ, ζε φιεο ζρεδφλ ηηο πηπρέο ηoπ επθαξπσηηθνχ θπηηάξνπ. 

1.1.4 Μηηνρνλδξηαθή δπλακηθή, ύληεμε θαη ράζε  

Σα κηηνρφλδξηα απνηεινχλ εμαηξεηηθά δπλακηθά νξγαλίδηα ησλ 

επαθαξπσηηθψλ θπηηάξσλ, έρνληαο  ηελ ηθαλφηεηα λα αιιάδνπλ ην κέγεζνο, ην ζρήκα 

θαη ηε ζέζε ηνπο ξηδηθψο ή κεξηθψο ζε πνιχ ζχληνκα ρξνληθά δηαζηήκαηα, αλάινγα 

κε ηηο αλάγθεο ηνπ θπηηάξνπ θαη ηα εξεζίζκαηα πνπ δέρνληαη.  Πνιιέο απφ απηέο ηηο 

αιιαγέο είλαη ζηελά ζπζρεηηδφκελεο κε ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα πθίζηαληαη είηε 

ζπληνληζκέλε ζράζε (fission) δειαδή ηε δηαίξεζε ελφο κηηνρνλδξίνπ ζε δχν ή 

πεξηζζφηεξα) είηε ζχληεμε (fusion) φπνπ ελνπνηνχληαη δχν ή πεξηζζνηέξα 

κηηνρφλδξηα ζε έλα. Απηέο νη δηαδηθαζίεο είλαη ζπκπιεξσκαηηθέο θαη δχλαηαη λα 

ζπκβαίλνπλ ηαπηφρξνλα θαη αδηάθνπα ζε πιεζψξα θπηηαξηθψλ ηχπσλ, θαη ε κεηαμχ 

ηνπο ηζνξξνπία θαζνξίδεη ηε ζπλνιηθή κνξθνινγία ησλ κηηνρνλδξίσλ θάζε θπηηάξνπ. 

Σφζν ε ζράζε φζν θαη ε ζχληεμε, σο ελεξγεηηθέο δηεξγαζίεο απαηηνχλ πνιιέο 

εμεηδηθεπκέλεο πξσηεΐλεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ελδχκσλ πνπ εθ θχζεσο 

κεηαβάιινπλ ηηο κηηνρνλδξηαθέο κεκβξάλεο θαζψο θαη πξσηετλψλ (πξσηεΐλεο 

πξνζαξκνγείο) πνπ ξπζκίδνπλ ηελ αιιειεπίδξαζε απηψλ ησλ πξσηετλψλ κε δηάθνξα 

νξγαλίδηα (Δηθφλα 1.3). Αλ θαη δελ είλαη πιήξσο θαηαλνεηφ, νη κεηαβνιέο ζηε 

κηηνρνλδξηαθή κνξθνινγία θαίλνληαη λα εκπιέθνληαη ζε δηάθνξεο δξαζηεξηφηεηεο 

πνπ είλαη θξίζηκεο γηα ηελ ιεηηνπξγία ησλ θπηηάξσλ.  
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Δηθόλα 1.3: ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ κνξηαθνύ κεραληζκνύ ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζύληεμεο 

(fusion) θαη ζράζεο (fission (Dorn & Kitsis, 2015). 

1.1.4.1 Μηηνρνλδξηαθή ζύληεμε  

Δίλαη κηα ζπληεξεκέλε εμειηθηηθά δηαδηθαζία, πνπ ζηα ζειαζηηθά 

πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηξηψλ κεγάισλ GTPαζψλ ηεο ππεξνηθνγέλεηαο ησλ 

δπλακηλψλ (dynamin superfamily): Mitofusin 1 (MFN1), Mitofusin 2 (MFN2) θαη 

Optic Atrophy 1 (OPA1) (Chan et al., 2012;Labbi et al., 2014). Δπεηδή ηα κηηνρφλδξηα 

απνηεινχληαη απφ δχν κεκβξάλεο, ε δηαδηθαζία ηεο ζχληεμεο πξαγκαηνπνηείηαη ζε 

δχν ζηάδηα, θαζψο απαηηείηαη αξρηθά ε ζχληεμε ησλ εμσηεξηθψλ κεκβξαλψλ θαη ελ 

ζπλερεία ε ζχληεμε ησλ εζσηεξηθψλ (Δηθφλα 1.4). Ο ξπζκφο θαη ε ζπρλφηεηα κε ηελ 

νπνία πξαγκαηνπνηείηαη ε δηαδηθαζία ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζχληεμεο ελδέρεηαη λα 

δηαθέξεη ζεκαληηθά θαζψο εμαξηάηαη απφ πιεζψξα εηεξφθιηησλ παξακέηξσλ, φπσο 

ην είδνο ηνπ ηζηνχ θ.α. Δπίζεο, επεηδή ε ηζνξξνπία ζχληεμεο-ζράζεο ειέγρεη θαη 

θαζνξίδεη ηε κνξθνινγία ησλ κηηνρνλδξίσλ, γελεηηθή δηαγξαθή ησλ γνληδίσλ 

ζχληεμεο νδεγεί ζηνλ θαηαθεξκαηηζκφ ηνπ κηηνρνλδξηαθνχ δηθηχνπ (Chen & Chan, 

2005a; Chen & Chan, 2005; Hermann et al., 1998). ηνπο αλζξψπνπο κεηαιιάμεηο 

ζην γνλίδην Mfn2 πξνθαινχλ ηελ αζζέλεηα Charcot-Marie-Tooth ηχπνπ 2A, κηα 

πεξηθεξηθνχ ηχπνπ λεπξνπάζεηα πνπ επεξεάδεη ηνπο  θηλεηηθνχο θαη αηζζεηηθνχο 
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λεπξψλεο (Züchner et al., 2004). Μεηαιιάμεηο ζην γνλίδην Opa1 πξνθαινχλ θπξίαξρε 

νπηηθή αηξνθία, κηα κνξθή ηχθισζεο πνπ πξνθαιείηαη απφ εθθπιηζκφ ησλ 

γαγγιηνθπηηάξσλ ηνπ ακθηβιεζηξνεηδνχο (Olichon et al., 2007). Οη πξσηεΐλεο 

MFN1 θαη MFN2 είλαη ζπληεξεκέλεο GTPάζεο εληνπηζκέλεο ζηελ εμσηεξηθή 

κηηνρλνδξηαθή κεκβξάλε (Baselga et al., 2002; Chen, et al., 2003; Santel et al., 2001). 

Ο ηδηαίηεξα ζεκαληηθφο ηνπο ξφινο έρεη δεηρζεί κέζσ πεηξακάησλ ζηνρεπκέλσλ 

κεηαιιαγψλ ζε πνληίθηα (Chen et al., 2003). ε θχηηαξα, ζηα νπνία ππάξρεη απψιεηα 

κηαο εθ ησλ δχν πξσηετλψλ, παξαηεξείηαη κεησκέλε κηηνρνλδξηαθή ζχληεμε. 

Μάιηζηα, ζηα κεηαιιαγκέλα θχηηαξα ε αληζνξξνπία ζχληεμεο-ζράζεο δεκηνπξγεί 

θαηαθεξκαηηζκέλα κηηνρφλδξηα. Απνπζία ηφζν ηεο πξσηεΐλεο MFN1 φζν θαη ηεο 

πξσηεΐλεο MFN2 πξνθαιεί πιήξε αδπλακία ζχληεμεο ησλ κηηνρνλδξίσλ θαη 

θαη’επέθηαζε ιεηηνπξγηθέο αλσκαιίεο ζε απηά (Chen & Chan, 2005b). Λεηηνπξγηθά, 

ηφζν ε MFN1 φζν θαη ε MFN2, δηαδξακαηίδνπλ παξφκνηνπο ξφινπο ζηε δηαδηθαζία 

ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζχληεμεο, φληαο ηαπηφρξνλα ακθφηεξεο απαξαίηεηεο γηα ηελ 

επηηπρή έθβαζή ηεο (Chen & Chan, 2005b). Δπίζεο, έρεη βξεζεί φηη νη ζπγθεθξηκέλεο  

πξσηεΐλεο έρνπλ παξαπιήζηεο βηνρεκηθέο ηδηφηεηεο. Απηφ ην ζπκπέξαζκα ζηεξίδεηαη 

ζην γεγνλφο φηη απψιεηα έθθξαζεο ηεο MFN1 κπνξεί λα ηζνζηαζκηζηεί ζε 

ιεηηνπξγηθφ επίπεδν απφ ππεξέθθξαζε ηεο MFN2 θαη ην αληίζηξνθν. Χζηφζν, παξά 

ηηο αλακθίβνιια πνιιέο νκνηφηεηεο ππάξρνπλ θαη νξηζκέλεο δηαθνξέο κεηαμχ ηνπο. 

 Ζ ηνπνινγία ηνπο ηηο θαζηζηά ηδαληθέο γηα ηελ εκπινθή ηνπο ζηε ζχληεμε ηεο 

εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο. πγθεθξηκέλα, ηφζν ηα ακηλν-ηειηθφ φζν θαη 

ηα θαξβνμπ-ηειηθν άθξα ησλ ελ ιφγσ πξσηετλψλ, πξνβάιινπλ ζην θπηηαξφπιαζκα 

(Baselga et al., 2002). Έηζη ε δηακεκβξαληθή ηνπο πεξηνρή δηακνξθψλεηαη ζε ζρήκα 

U. Σν ακηλν-ηειηθφ άθξν θαη ησλ δχν πξσηετλψλ πεξηέρεη κηα επηθξάηεηα GTPάζεο 

αθνινπζνχκελε απφ κηα πδξφθνβε επαλαιακβαλφκελε πεξηνρή γλσζηή σο HR1 

(hydrophobic heptad repeat region). Σν θαξβφμπ-ηειηθφ άθξν θαη ησλ δχν πξσηετλψλ 

πεξηέρεη κηα πδξφθνβε επαλαιακβαλφκελε πεξηνρή γλσζηή σο HR2.  Ακθφηεξεο νη 

πεξηνρέο HR1 θαη HR2 δηαδξακαηίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηε δηαδηθαζία ηεο ζχληεμεο 

κηηνρνλδξίσλ. ρεηηθά κε ην άιιν κέινο ηεο ππεξνηθνγέλεηαο ησλ δπλακηλψλ, ηελ 

πξσηεΐλε OPA1, ε ππνθπηηαξηθή ηεο ηνπνζέηεζε εληνπίδεηαη ζηελ εζσηεξηθή 

κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε (Griparic et al., 2004; Herlan et al., 2003; Olichon et al., 

2002, 2007). Σν γνλίδην Opa1 θσδηθνπνηεί πνιιέο δηαθνξεηηθέο ηζνκνξθέο ηεο 

πξσηεΐλεο, ιφγσ εθηεηακέλσλ επηινγψλ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο, πνπ 
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ραξαθηεξίδνπλ ην mRNA ηνπ. πλνιηθά, έρνπλ βξεζεί νθηψ ηζνκνξθέο (Delettre et 

al., 2001), νη νπνίεο κπνξνχλ λα πξνθχςνπλ αθφκα θαη έπεηηα απφ κεηα-

κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ηεο πξσηεΐλεο. Ζ πξσηεΐλε OPA1 είλαη απαξαίηεηε γηα 

ηελ ζχληεμε ησλ εζσηεξηθψλ κεκβξαλψλ κηηνρνλδξίσλ. Απνζηψπεζε ηνπ γνληδίνπ 

Opa1 κέζσ ηνπ κεραληζκνχ ηνπ παξεκβαιιφκελνπ RNA (RNA interference - RNAi), 

νδεγεί ζε θαηαθεξκαηηζκφ ησλ κηηνρνλδξίσλ ιφγσ αληζνξξνπίαο κεηαμχ ησλ 

δηεξγαζηψλ ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζχληεμεο θαη ζράζεο (Chen & Chan, 2005; Cipolat et 

al., 2004; Griparic et al., 2004). Δθηφο απφ ηελ αδπλακία ζχληεμεο ησλ κηηνρνλδξίσλ, 

ε απελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ Opa1, νδεγεί ζε εκθαλείο αιινηψζεηο ζηε δνκή ησλ 

cristae (Griparic et al., 2004; Olichon et al., 2002). Χζηφζν, αμίδεη λα ζεκεησζεί πσο 

ε πιήξεο θαηαλφεζε ηεο ιεηηνπξγίαο ηεο πξσηεΐλεο OPA1 απνηειεί πεξίπινθε 

ππφζεζε, θαζψο ππεξέθθξαζή ηεο δχλαηαη λα νδεγήζεη είηε ζε θαηαθεξκαηηζκφ είηε 

ζε επηκήθπλζε ησλ κηηνρνλδξίσλ, αλάινγα κε ην εθάζηνηε πεηξακαηηθφ ζχζηεκα 

(Chen & Chan, 2005b; Cipolat et al., 2004; Olichon et al., 2002). Δπηπξφζζεηα, 

γελεηηθέο θαη βηνρεκηθέο κειέηεο ζην δπκνκχθεηα έρνπλ θαηαδείμεη πσο απαξαίηεηε 

πξνυπφζεζε γηα ηελ ιεηηνπξγηθφηεηα ηεο OPA1 είλαη ε θαηάιιειε κεηα-

κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζή ηεο.  

Όπσο αλαθέξζεθε πξνεγνχκελα, νη πξσηεΐλεο MFN1 θαη MFN2, απαηηνχληαη 

πξνθεηκέλνπ λα πξαγκαηνπνηεζεί ζχληεμε κεηαμχ εμσηεξηθψλ κηηνρνλδξηαθψλ 

κεκβξαλψλ (Δηθφλα 1.4). πγθεθξηκέλα, νη ελ ιφγσ πξσηεΐλεο είλαη απαξαίηεηεο γηα  

λα αιιειεπηδξάζνπλ θαη λα πιεζηάζνπλ δπν κηηνρφλδξηα κεηαμχ ηνπο πξνθεηκέλνπ 

λα ελεξγνπνηεζεί ε δηεξγαζία ηεο ζχληεμεο (Koshiba et al., 2004). Μάιηζηα, ζηε 

ζπγθεθξηκέλε αιιειεπίδξαζε ζπκκεηέρνπλ ηφζν νκνδηκεξή ζχκπινθα MFN1-MFN1 

θαη MFN2-MFN2 φζν θαη εηεξνδηκεξή MFN1-MFN2 (Hsiuchen Chen & Chan, 

2005b). Δίλαη επίζεο πηζαλφλ, νη MFN1 θαη MFN2 πξσηεΐλεο λα ζρεκαηίδνπλ trans 

ζχκπινθα αλάκεζα ζε γεηηνληθά κηηνρφλδξηα. ην πιαίζην απηφ, βηνρεκηθέο κειέηεο 

ππνζηεξίδνπλ φηη ην θαξβφμπ-ηειηθφ άθξν ηεο MFN1 πξσηεΐλεο, πνπ πεξηέρεη ηελ 

πδξνθνβηθή πεξηνρή HR2, κπνξεί λα νιηγνκεξίδεηαη κε ηνλ εαπηφ ηνπ, θαζψο θαη κε 

ηελ αλάινγε πεξηνρή ηεο πξσηεΐλεο MFN2, ζρεκαηίδνληαο αλάινγα ζχκπινθα 

(Koshiba et al., 2004). Πξνθεηκέλνπ, σζηφζν, λα επηηεπρζεί ε βέιηηζηε πξνζέγγηζε 

κεηαμχ δχν κηηνρνλδξίσλ, ζπκκεηέρνπλ ζπκπιεξσκαηηθά θαη άιιεο πξσηεΐλεο ελψ 

πξαγκαηνπνηνχληαη θαη αιιαγέο ζηελ δηακφξθσζε ηεο επηθξάηεηαο GTPάζεο ησλ 

πξσηετλψλ MFN1 θαη MFN2.       
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Δηθόλα 1.4: Μεηαβνιηθή ξύζκηζε ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζύληεμεο (Mishra & Chan, 2016). 

 

Σέινο, είλαη επηζηεκνληθά απνδεθηφ πσο ηφζν ε ζχληεμε κεηαμχ εμσηεξηθψλ 

κεκβξαλψλ φζν θαη ε ζχληεμε κεηαμχ ησλ εζσηεξηθψλ κεκβξαλψλ είλαη ζηελά 

ζπλδεδεκέλεο θαη αξκνληθά ζπληνληζκέλεο πξνθεηκέλνπ λα νινθιεξσζνχλ επηηπρψο 

(Δηθφλα 1.4). ρεηηθά κε ηνλ αθξηβή κεραληζκφ δξάζεο ηεο πξσηεΐλεο OPA1 θαηά ηε 

ζχληεμε ησλ εζσηεξηθψλ κηηνρνλδξηαθψλ κεκβξαλψλ ιίγα πξάγκαηα είλαη γλσζηά, 

θαη ππνδεηθλχνπλ φηη ε ελ ιφγσ πξσηεΐλε πηζαλφλ λα ζρεηίδεηαη κε δνκηθέο αιιαγέο 

θαη αιιαγέο ζηε δηακφξθσζε ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο θαζ’φιε ηε 

δηαδηθαζία. 

1.1.4.2 Μηηνρνλδξηαθή ζράζε  

Χο κηα δηαδηθαζία ζπκπιεξσκαηηθή ηεο ζχληεμεο, ε ζράζε ησλ κηηνρνλδξίσλ 

είλαη εμίζνπ ζεκαληηθή γηα ηελ θπζηνινγία ηφζν ηνπ θπηηάξνπ φζν θαη ηνπ 

νξγαληζκνχ γεληθφηεξα (Cribbs & Strack, 2007a; Labbé, Murley, & Nunnari, 2014). 

Ζ ζράζε ησλ κηηνρνλδξίσλ πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηεο δξάζεο ηεο πξσηεΐλεο DRP1 

(Dynamin-related Protein 1). Ζ ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε απνηειεί κηα GTPάζε πνπ 
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εληνπίδεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα θαη θάησ απφ θαηάιιειεο ζπλζήθεο κεηαβαίλεη ζηελ 

εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε θαη αιιειεπηδξά κε έλα πιήζνο δηαθνξεηηθψλ 

πξσηετλψλ-ππνδνρέσλ φπσο νη MFF, FIS1, MiD49 θαη MiD50, ζηα πιαίζηα ηεο 

κηηνρνλδξηαθήο ζράζεο.        

 Αλαιπηηθφηεξα, ζηα πξψηα ζηάδηα ηεο δηαδηθαζίαο κφξηα ηεο DRP1 

ζπλδένληαη ζε θαηάιιειεο ζέζεο επί ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο ηνπ κηηνρνλδξίνπ 

πνπ θαινχληαη ζέζεηο δηάζπαζεο (scission sites), δεκηνπξγψληαο κεγάια 

νκνπνιπκεξή ζχκπινθα πνπ πεξηθιείνπλ ζηαδηαθά ην κηηνρφλδξην ζε ζπεηξνεηδή 

δηάηαμε δεκηνπξγψληαο έλα ππνηππψδε δαθηχιην ζχζθημεο. Αθνινχζσο, 

πξαγκαηνπνηείηαη ελεξγεην-εμαξηψκελε ζπζηνιή ηνπ δηακνξθσζέληνο δαθηπιίνπ 

ζχζθημεο έσο φηνπ νινθιεξσζεί ε ζράζε ηνπ κηηνρνλδξίνπ. Ζ πξφζδεζε ηεο 

πξσηεΐλεο DRP1 ζηελ εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε ιακβάλεη ρψξα χζηεξα 

απφ ηελ αιιειεπίδξαζε θαη ηελ αλαγλψξηζή ηεο απφ θαηάιιειεο κεκβξαληθέο 

πξσηεΐλεο φπσο νη πξναλαθεξζείζεο. Σν θαξβφμπ-ηειηθφ άθξν απηψλ ησλ πξσηετλψλ 

ηνπνζεηείηαη εληφο ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο θαη ην ππφινηπν αληηθξίδεη ην 

θπηηαξφπιαζκα.  

Ο πιένλ γλσζηφο ξπζκηζηηθφο κεραληζκφο ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζράζεο αθνξά ηελ 

θσζθνξπιίσζε ηεο πξσηεΐλεο DRP1 (Δηθφλα 1.5). Ζ πξσηεΐλε DRP1 δηαζέηεη 

πνιιέο πεξηνρέο δεθηηθέο ζηε θσζθνξπιίσζε ελψ παξάιιεια έρνπλ ηαπηνπνηεζεί 

θηλάζεο ηθαλέο λα θσζθνξπιηψλνπλ ηε ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε. Έηζη, αλάινγα κε ηε 

ζέζε θσζθνξπιίσζεο ε πξσηεΐλε DRP1 ελεξγνπνηείηαη ή απελεξγνπνηείηαη. 

Δλδεηθηηθά, θσζθνξπιίσζε ηεο DRP1 ζηε ζεξίλε 637 απφ ηελ πξσηετληθή θηλάζε Α 

(Protein kinase A-PKA), πξνθαιεί ηελ απελεξγνπνίεζή ηεο, ελψ απνθσζθνξπιίσζε 

ηεο ζεξίλεο 637, κέζσ κηαο αζβεζηνεμαξηψκελεο θσζθαηάζεο ηεο θαιζηλεπξίλεο, 

πξνθαιεί ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο DRP1 θαη πξφζδεζή ηεο ζηελ εμσηεξηθή 

κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε (Cereghetti, 2008; Cribbs & Strack, 2007; Mishra & Chan, 

2016). Σέινο, κεηαιιάμεηο ζηελ πξσηεΐλε DRP1 παξεκπνδίδνπλ ηε κηηνρνλδξηαθή 

ζράζε θαη πξνθαινχλ αληζνξξνπία κεηαμχ ζράζεο θαη ζχληεμεο, δεκηνπξγψληαο 

δίθηπα δηαζπλδεδεκέλσλ κηηνρνλδξίσλ (Mishra & Chan, 2016). 
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Δηθόλα 1.5: O ξόινο ηεο πξσηεΐλεο DRP1 ζηε κηηνρνλδξηαθή ζράζε ζε λεπξηθό θύηηαξν. Πάλσ 

αξηζηεξά: Ζ θπζηνινγηθή ζράζε επηηξέπεη ηνλ δηαρσξηζκφ ησλ κηθξφηεξσλ κηηνρνλδξίσλ πξνο ηηο 

απνιήμεηο ησλ λεπξηθψλ θπηηάξσλ, φπνπ ελεξγνπνηνχλ ηελ αλάπηπμε ησλ λεπξηηψλ, ηε ζπλαπηνγέλεζε 

θαη βνεζνχλ ζηε λεπξνδηαβίβαζε. Κάησ αξηζηεξά: Καλνληθή ζχληεμε ησλ εμσηεξηθψλ θαη 

εζσηεξηθψλ κηηνρνλδξηαθψλ κεκβξαλψλ, κε ηε βνήζεηα ησλ πξσηετλψλ MFN θαη OPA1, αληίζηνηρα. 

Κέληξν: Ζ ελεξγνπνηεκέλε κε Ca
2+ 

θαιζηλεπξίλε απνκαθξχλεη ηε θσζθνξηθή νκάδα (Pi) απφ ηελ 

πξσηεΐλε DRP1, ε νπνία κε ηε ζεηξά ηεο κεηαηνπίδεηαη ζηα κηηνρφλδξηα θαη πξνάγεη ηε κηηνρνλδξηαθή 

ζράζε. Ζ απνδηάηαμε  ησλ cristae (cristae disruption) ζρεηίδεηαη κε ηελ απειεπζέξσζε ηνπ 

θπηνρξψκαηνο c (cyt c) θαη ηελ απφπησζε. ER: ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν. Fis1: κηηνρνλδξηαθφο 

ππνδνρέαο γηα DRP1. (Oliveira and Lightowlers, 2010). 

1.1.5  Παξαγσγή ελέξγεηαο θαη αεξόβηα αλαπλνή 

 Ζ αεξφβηα αλαπλνή (aerobic respiration), απνηειεί ηελ βηνινγηθή δηεξγαζία 

κε ηελ νπνία θηλεηνπνηνχληαη νη αλεγκέλεο νξγαληθέο ελψζεηο θαη ελ ζπλερεία 

νμεηδψλνληαη κε ειεγρφκελν ηξφπν. ηα θχηηαξα ησλ αεξφβησλ νξγαληζκψλ, νη 

δηαδηθαζίεο πνπ απνηεινχλ ηελ αλαπλνή απνζθνπνχλ ζηελ αλάθηεζε ηεο ελέξγεηαο 

πνπ είλαη απνζεθεπκέλε ζηα δηάθνξα νξγαληθά ππνζηξψκαηα θαη ζηελ απφθηεζε 

αλζξαθηθψλ ζθειεηψλ, νη νπνίνη ζα ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα ηελ αλάπηπμε θαη 

ζπληήξεζε ησλ θπηηάξσλ.  ηα πιαίζηα ηεο αλαπλνήο ειεπζεξψλεηαη ελέξγεηα ε 

νπνία απνζεθεχεηαη παξνδηθά ζε κία ρεκηθή έλσζε, ηελ ηξηθσζθνξηθή αδελνζίλε 

(adenosine triphosphate, ATP), ε νπνία αλά πάζα ζηηγκή κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί 
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πνηθηινηξφπσο απφ ην θχηηαξν γηα ηελ ζπληήξεζε θαη ηελ αλάπηπμή ηνπ. Ζ γιπθφδε 

αλαθέξεηαη, ζπρλά, σο ην βαζηθφ ππφζηξσκα ηεο αλαπλνήο. Χζηφζν ζε έλα δσληαλφ 

θχηηαξν ν αλεγκέλνο άλζξαθαο κπνξεί λα πξνέξρεηαη θαη απφ άιιεο πεγέο, φπσο 

άιια ζάθραξα, θαζψο επίζεο δηάθνξα ιηπίδηα, νξγαληθά νμέα θαη ζε νξηζκέλεο 

πεξηπηψζεηο πξσηεΐλεο.        

 Απφ ρεκηθή άπνςε ε θπηηαξηθή αλαπλνή κπνξεί λα εθθξαζζεί σο ε πιήξεο 

νμείδσζε ελφο κνξίνπ γιπθφδεο ζε δηνμείδην ηνπ άλζξαθα θαη λεξφ, κε ηελ 

ηαπηφρξνλε παξαγσγή ζπλνιηθά 36 κνξίσλ ATP.  Ζ θπηηαξηθή αλαπλνή κπνξεί λα 

δηαρσξηζηεί ζε ηξία δηαθξηηά ζηάδηα: 

 Γλςκόλςζη  

Ζ αξρηθή θάζε ζηνλ αεξφβην ή αλαεξφβην θαηαβνιηζκφ ησλ πδαηαλζξάθσλ 

ζεσξείηαη ε γιπθφιπζε, δειαδή κηα θαζνιηθή βηνρεκηθή δηαδηθαζία κεηαηξνπήο ηεο 

γιπθφδεο ζε ππξνζηαθπιηθφ. Ζ γιπθφιπζε πξαγκαηνπνηείηαη ζηα θπηά, ζηα δψα θαη 

ζε πνιιά είδε βαθηεξίσλ είηε απηά δηαβηνχλ ζε αεξφβηεο είηε ζε αλαεξφβηεο 

ζπλζήθεο θαη απνηειεί βαζηθή δηαδηθαζία παξαγσγήο ελέξγεηαο γηα ηνπο 

νξγαληζκνχο.  Μέζσ ηεο ελ ιφγσ δηαδηθαζίαο απνδίδεηαη κηα κηθξή πνζφηεηα 

ελέξγεηαο σο ATP, θαζψο θαη αλαγσγηθή δχλακε κε ηε κνξθή ελφο αλεγκέλνπ 

ληθνηηλακηδν-λνπθιενηηδίνπ, ηνπ NADH. 

 

 Κύκλορ ηος κιηπικού οξέορ 

Ο θχθινο ηνπ θηηξηθνχ νμένο είλαη επίζεο γλσζηφο θαη σο θχθινο ησλ 

ηξηθαξβνμπιηθψλ νμέσλ ή θχθινο ηνπ Krebs, ιφγσ ηεο ζεκαληηθφηεηαο ησλ 

ηξηθαξβνμπιηθψλ νμέσλ, θηηξηθφ θαη ηζνθηηξηθφ, σο αξρηθψλ ελδηάκεζσλ πξντφλησλ. 

Απηφο ν θχθινο απνηειεί ην δεχηεξν ζηάδην ηεο θπηηαξηθήο αλαπλνήο, φπνπ 

νμεηδψλνληαη φια ηα ππνζηξψκαηα θαη δηεμάγεηαη ζηε κήηξα ησλ κηηνρνλδξίσλ. 

Καηά ηε ιεηηνπξγία ηνπ απαηηείηαη κεηαθνξά ηνπ ππξνζηαθπιηθνχ, ην νπνίν 

παξάγεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα θαηά ηε γιπθφιπζε, κέζσ ηεο κε δηαπεξαηήο 

εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο κε ηε κεζνιάβεζε ελφο εηδηθνχ πξσηετληθνχ 

κεηαθνξέα. πλνπηηθά, απφ ηε ζηαδηαθή νμείδσζε ελφο κνξίνπ ππξνζηαθπιηθνχ, ζην 

κηηνρφλδξην παξάγνληαη ηξία κφξηα CO2, θαη ην κεγαιχηεξν κέξνο ηεο ειεχζεξεο 

ελέξγεηαο πνπ ειεπζεξψλεηαη ζηα πιαίζηα απηψλ ησλ νμεηδψζεσλ δηαηεξείηαη ζηε 
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κνξθή ηεζζάξσλ κνξίσλ NADH θαη ελφο FADH2. Δπίζεο παξάγεηαη 1 κφξην ATP 

απφ ηε θσζθνξπιίσζε ηνπ ππνζηξψκαηνο.  

 

 Οξειδωηική Φωζθοπςλίωζη (oxidative phosphorylation) και αλςζίδα 

μεηαθοπάρ ηλεκηπονίων 

ηα πιαίζηα ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο ηα ειεθηξφληα κεηαθέξνληαη θαηά 

κήθνο κηαο αιπζίδαο κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ πνπ απνηειείηαη απφ έλαλ αξηζκφ 

πξσηετλψλ-κεηαθνξέσλ ειεθηξνλίσλ, νη νπνίεο βξίζθνληαη ζηα cristae ηεο  

εζσηεξηθήο κεκβξάλεο ηνπ κηηνρνλδξίνπ. Μέζσ απηνχ ηνπ ζπζηήκαηνο 

κεηαθέξνληαη ειεθηξφληα απφ ην NADH θαη άιια ζρεηηθά κφξηα,  πνπ παξάγνληαη 

θαηά ηε γιπθφιπζε θαη ηνλ θχθιν ηνπ θηηξηθνχ νμένο, ζην νμπγφλν. Απηή ε 

κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ απειεπζεξψλεη έλα κεγάιν πνζφ ειεχζεξεο ελέξγεηαο, 

κεγάιν κέξνο ηεο νπνίαο δηαηεξείηαη κέζσ ηεο ζχλζεζεο ATP απφ ADP θαη Pi κε ηε 

δξάζε ηνπ ελδχκνπ ATP ζπλζάζε. Οη νμεηδναλαγσγηθέο αληηδξάζεηο ηεο αιπζίδαο 

κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ θαη ε ζχλζεζε ηνπ ATP νλνκάδνληαη ζπλνιηθά νμεηδσηηθή 

θσζθνξπιίσζε θαη πξαγκαηνπνηείηαη ζηελ εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε.  

Σν ληθνηηλακηδν-αδεληλν-δηλνπιενηίδην (NAD
+
/NADH) είλαη έλαο νξγαληθφο 

ζπκπαξάγνληαο (ζπλέλδπκν) πνπ ζπλδέεηαη κε πνιιά έλδπκα ηα νπνία κε ηε ζεηξά 

ηνπο θαηαιχνπλ νμεηδναλαγσγηθέο αληηδξάζεηο. Σν NAD
+ 

απνηειεί ηελ νμεηδσκέλε 

κνξθή ηνπ ζπκπαξάγνληα πνπ ζπκκεηέρεη ζε κία αληηζηξεπηή αληίδξαζε κε δχν 

ειεθηξφληα απφ ηελ νπνία παξάγεηαη NADH. Σν ηππηθφ αλαγσγηθφ δπλακηθφ απηήο 

ηεο αληίδξαζεο γηα ην νμεηδναλαγσγηθφ απηφ δεχγνο είλαη πεξίπνπ -320Mv, ηηκή πνπ 

ην θαζηζηά έλαλ αξθεηά ηζρπξφ αλαγσγηθφ (δειαδή δφηε ειεθηξνλίσλ). Γηα ην ιφγν 

απηφ ην NADH είλαη έλα κφξην θαηάιιειν γηα ηε δηαηήξεζε ηεο ειεχζεξεο ελέξγεηαο 

ησλ ειεθηξνλίσλ πνπ απειεπζεξψλνληαη θαηά ηηο ζηαδηαθέο νμεηδψζεηο ηεο 

γιπθφιπζεο θαη ηνπ θχθινπ ηνπ θηηξηθνχ νμένο.  

 

Αιπζίδα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ 

Ζ αιπζίδα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ θαηαιχεη ηε κεηαθνξά δχν ειεθηξνλίσλ απφ ην 

NADH (ή ην FADH2)  πξνο ην νμπγφλν, ηνλ ηειηθφ δέθηε ειεθηξνλίσλ ηεο 

αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο. Γηα ηελ νμείδσζε ηνπ NADH, ε αληίδξαζε κπνξεί λα πάξεη 

ηελ αθφινπζε κνξθή:  

NADH + H
+ 

+ ½ O2 NAD
+
 + H2O 
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Ο ξφινο ηεο αιπζίδαο κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ είλαη λα νμεηδψζεη ην NADH (θαη ην 

FADH2) θαη θαηά ηε δηεξγαζία λα ρξεζηκνπνηήζεη έλα κέξνο ηεο ειεχζεξεο ελέξγεηαο 

πνπ απειεπζεξψλεηαη γηα λα δεκηνπξγήζεη κηα ειεθηξνρεκηθή δηαβάζκηζε 

πξσηνλίσλ, κεηαμχ ησλ δχν πιεπξψλ ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο κε 

απψηεξν ζθνπφ ηε ζχλζεζε ATP. Αλαιπηηθφηεξα, θαηά ηε δηάξθεηα αθαίξεζεο ησλ 

ειεθηξνλίσλ απφ ηα ζπλέλδπκα, αληινχληαη πξσηφληα απφ ην εζσηεξηθφ ηνπ 

κηηνρνλδξίνπ ζην ρψξν ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο, ζρεκαηίδνληαο κηα 

ειεθηξνρεκηθή θιίζε θαηά κήθνο ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο, δηαδηθαζία πνπ 

πξνκεζεχεη ελέξγεηα γηα ην ζρεκαηηζκφ ηνπ ATP.      

 Οη θνξείο κηηνρνλδξηαθψλ ειεθηξνλίσλ σζηφζν δελ νξγαλψλνληαη ζε 

γξακκηθή δηάηαμε, αιιά ζπγθξνηνχληαη ζε πέληε κεγάια ζπκπιέγκαηα ζχκπινθα (Η-

V) πνπ θαηαιχνπλ δηάθνξεο επηκέξνπο αληηδξάζεηο ηεο αιπζίδαο κεηαθνξάο 

ειεθηξνλίσλ (Δηθφλα 1.6).         

 

ύκπινθν Η (NADH Αθπδξνγνλάζε) – Complex I (NADH Dehydrogenase) : Σν 

ζχκπινθν Η, ην πην ζχλζεην ζηα ζειαζηηθά, απνηειείηαη απφ ηνπιάρηζηνλ 40 

δηαθνξεηηθά πνιππεπηίδηα κε ζπλνιηθή κάδα θαηά πξνζέγγηζε 1 MDa. Σν ζχκπινθν 

Η, κεηαθέξεη ειεθηξφληα απφ ην NADH ζηελ νπβηθηλφλε (ζπλέλδπκν Q). Οη θνξείο 

ειεθηξνλίσλ απφ ην ζχκπινθν Η πεξηιακβάλνπλ έλαλ ζηελά πξνζδεδεκέλν 

ζπκπαξάγνληα (θιαβηλν-κνλνλνπθιενηίδην, flavin mononucleotide ή FMN), θαζψο 

θαη κεξηθά θέληξα ζηδήξνπ-ζείνπ. Σν NADH ην νπνίν παξάγεηαη ζηε κήηξα ησλ 

κηηνρνλδξίσλ θαηά ηνλ θχθιν ηνπ θηηξηθνχ νμέσο, νμεηδψλεηαη απφ ην ζχκπινθν Η. 

πγθεθξηκέλα, ε νμείδσζε ηνπ NADH μεθηλά κε ηε κεηαθνξά δχν ειεθηξνλίσλ θαη 

δπν πξσηνλίσλ απφ ην NADH  + H
+  

ζην FMN (θιαβηλν-κνλνλνπθιενηίδην), ην νπνίν 

πεξηέρεη ξηβνθιαβίλε (βηηακίλε Β2), νκνηνπνιηθά ζπλδεδεκέλε ζε κηα ππνκνλάδα 

ηνπ.           

 Σα ειεθηξφληα θαηφπηλ κεηαθέξνληαη, έλα θάζε θνξά, ζηελ νπβηθηλφλε κέζσ 

κηαο αθνινπζίαο θέληξσλ ζηδήξνπ-ζείνπ (2Fe2S θαη 4Fe4S). Έηζη ην FMN είλαη ν 

απνδέθηεο δχν ειεθηξνλίσλ απφ ην NADH θαη δφηεο ελφο ειεθηξνλίνπ, θάζε θνξά, 

ζηα θέληξα ζηδήξνπ-ζείνπ. Ζ νπβηθηλφλε είλαη επίζεο έλαο απνδέθηεο ελφο ή δπν 

ειεθηξνλίσλ γηαηί ζρεκαηίδεη κηα ζηαζεξή εκηθηλφλε. Ζ νπβηθηλφλε (ubiquinone) 

είλαη έλαο κηθξφο ιηπνδηαιπηφο θνξέαο ειεθηξνλίσλ θαη πξσηνλίσλ θαη εληνπίδεηαη 

ζηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε. Γηαζέηεη πδξφθηιν δαθηχιην θαζψο θαη κία πδξφθνβε 



26 

 

πιεπξηθή αιπζίδα πνπ απνηειείηαη απφ 10 κνλάδεο ηζνπξελίνπ θαη είλαη βπζηζκέλε 

ζηελ ιηπηδηθή δηπινζηηβάδα ηεο κεκβξάλεο. Δπίζεο, ηφζν ε νπβηθηλφλε φζν θαη ε 

νπβηθηλφιε δηαρένληαη ειεχζεξα ζηε κεκβξάλε θαη κπνξνχλ λα κεηαθέξνπλ 

ειεθηξφληα απφ ηα ζχκπινθα Η θαη ΗΗ ζην ζχκπινθν ΗΗΗ. Γηα θάζε δεχγνο ειεθηξνλίσλ 

πνπ δηαπεξλά ην ζχκπινθν Η αληινχληαη ηέζζεξα πξσηφληα απφ ηε κήηξα πξνο ην 

δηακεβξαληθφ ρψξν. Ζ ελέξγεηα πνπ απειεπζεξψλεηαη θαηά ηε δηάξθεηα ησλ 

νμεηδναλαγσγηθψλ αληηδξάζεσλ ζπληεξείηαη απφ απηή ηε κεηαθνξά πξσηνλίσλ 

δηακέζνπ ηεο κεκβξάλεο. 

ύκπινθν ΗΗ (Ζιεθηξηθή Αθπδξνγνλάζε) – Complex II (succinate 

dehydrogenase): Σν ζχκπιεγκα ΗΗ, πην γλσζηφ σο ειεθηξηθή αθπδξνγνλάζε, 

απνηειείηαη απφ κηα ππνκνλάδα ησλ 70 kDa πνπ πεξηέρεη FAD νκνηνπνιηθά 

ζπλδεδεκέλν κε έλα θαηάινηπν ηζηηδίλεο, κηα ππνκνλάδα ησλ 30 kDa πνπ πεξηέρεη 

ηξία θέληξα ζηδήξνπ-ζείνπ θαη δχν κηθξέο πδξφθνβεο πξσηεΐλεο. Καηά ηελ νμείδσζε 

ηνπ ειεθηξηθνχ ζε θνπκαξηθφ, δπν ειεθηξφληα θαη δπν πξσηφληα κεηαθέξνληαη ζην 

FAD. Σν FADH2  κεηαθέξεη ειεθηξφληα ζηελ νπβηθηλφλε κέζσ ησλ θέληξσλ FeS ηνπ 

ζπκπιέγκαηνο II. Σν ζχκπινθν ΗΗ δελ αληιεί πξσηφληα, γεγνλφο πνπ ην δηαθνξνπνηεί 

ζεκαληηθά απφ ηα ζχκπινθα I, III θαη IV.  

ύκπινθν ΗΗΗ (ύκπινθν θπηνρξώκαηνο bc1) - Complex IIΗ ( cytochrome bc1 

complex) : ηα ζειαζηηθά ην ελ ιφγσ ζχκπινθν απνηειείηαη απφ 11 ππνκνλάδεο, 

ηξεηο απφ ηηο νπνίεο δηαζέηνπλ πξνζζεηηθέο νκάδεο πνπ ιεηηνπξγνχλ ζαλ 

νμεηδναλαγσγηθά θέληξα. Σν ζχκπινθν ΗΗΗ νμεηδψλεη ηελ αλεγκέλε νπβηθηλφλε θαη 

κεηαθέξεη ηα ειεθηξφληα κέζσ ελφο θέληξνπ ζηδήξνπ-ζείνπ, δχν θπηνρξσκάησλ 

ηχπνπ – b (b565 θαη b560) θαη ελφο πξνζδεδεκέλνπ ζηε κεκβξάλε θπηνρξψκαηνο c1 

πξνο θπηφρξσκα c. Με ην ζχκπινθν ΗΗΗ αληινχληαη απφ ηε κήηξα ησλ κηηνρνλδξίσλ 

ηέζζεξα πξσηφληα αλά δεχγνο ειεθηξνλίσλ κε ηε ρξήζε ελφο κεραληζκνχ ν νπνίνο 

νλνκάδεηαη θχθινο Q (Q-cycle).         

 Σν θπηφρξσκα c  (cytochrome c) είλαη κηα κηθξή πξσηεΐλε ραιαξά 

πξνζδεδεκέλε ζηελ εμσηεξηθή επηθάλεηα ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο θαη ρξεζηκεχεη 

σο θηλεηφο θνξέαο γηα ηελ κεηαθνξά ησλ ειεθηξνλίσλ κεηαμχ ηνπ ζπκπιφθνπ ΗΗΗ θαη 

ηνπ ζπκπιφθνπ ΗV ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο.  
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Δηθόλα 1.6: ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο θαη ηεο αιπζίδαο 

κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ. Φαίλνληαη ηα κέιε θάζε ζπκπιφθνπ.                                                                                                                                            

(Πεγή: http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?map=map00190&show_description=show) 

 

ύκπινθν ΗV (Κπηνρξσκηθή νμεηδάζε c) – Complex IV (cytochrome c oxidase): 

Σν ζχκπιεγκα IV κεηαθέξεη ειεθηξφληα απφ ην θπηφρξσκα c ζην O2, ηνλ ηειηθφ 

απνδέθηε ειεθηξνλίσλ, πξνο ζρεκαηηζκφ χδαηνο θαη ηαπηφρξνλε κεηαθνξά 

πξσηνλίσλ δηακέζνπ ηεο κεκβξάλεο. Γχν πξσηφληα αληινχληαη απφ ηε κήηξα γηα 

θάζε δεχγνο ειεθηξνλίσλ. Σν ζχκπινθν ζηα ζειαζηηθά απνηειείηαη απφ 13 

ππνκνλάδεο κε ζπλνιηθή κάδα 200kDa θαη πεξηέρεη δχν θπηνρξψκαηα, α θαη α3 θαη 

δχν θέληξα ραιθνχ (CuA θαη CuB) 

ύκπινθν V ή F0F1-ATP ζπλζάζε – Complex V or F0F1ATP synthase : Ζ ATP 

ζπλζάζε ή ζχκπινθν V ηεο αιπζίδαο κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ, εληνπίδεηαη ζηελ 

εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε ησλ ζειαζηηθψλ, ησλ δπκνκπθήησλ θαη ησλ 

κπθήησλ, θαη θαηαιχεη ηε αδηάθνπε ζχλζεζε ηνπ ATP, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ 

ελέξγεηα ηεο ειεθηξνρεκηθήο βαζκίδσζεο. Ζ ζπλζάζε ηνπ ATP απνηειεί έλα 

πνιπζχλζεην ζχκπινθν κεγέζνπο 480-500 kDa, απαξηηδφκελν απφ δχν πεξηνρέο, ηελ 

F1 θαη ηελ F0 (Δηθφλα 1.7). Ζ F0 απνηειεί έλα ελζσκαησκέλν πξσηετληθφ ζχκπινθν 

πνπ απαξηίδεηαη απφ ηνπιάρηζηνλ ηξία δηαθνξεηηθά πνιππεπηίδηα θαη ζρεκαηίδεη ηνλ 

δίαπιν κέζσ ηνπ νπνίνπ ηα πξσηφληα δηαπεξλνχλ ηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε.  Ζ F1 

είλαη έλα πεξηθεξεηαθφ πξσηετληθφ ζχκπινθν πνπ απνηειείηαη απφ ηνπιάρηζηνλ πέληε 

δηαθνξεηηθέο ππνκνλάδεο θαη πεξηέρεη ηε ζέζε θαηάιπζεο γηα ηελ κεηαηξνπή ησλ 

ADP θαη Pi ζε ATP. Απηφ ην ζχκπινθν είλαη πξνζδεδεκέλν ζην F0 απφ ηελ πιεπξά 

ηεο κήηξαο.  Απνθφιιεζε ηεο F1 πεξηνρήο απφ ηελ εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή 

κεκβξάλε αθήλεη κηα άζηθηε αιπζίδα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ ηθαλή λα κεηαθέξεη 

ειεθηξφληα ρσξίο ζρεκαηηζκφ βαζκίδσζεο πξσηνλίσλ, κηαο θαη ηα πξσηφληα πνπ 

αληινχληαη θαηά κήθνο ηεο κεκβξάλεο θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο κεηαθνξάο 

ειεθηξνλίσλ, επηζηξέθνπλ ζηε κήηξα κέζσ ηεο F0 πεξηνρήο.  Ζ βαζκίδσζε ησλ 

πξσηνλίσλ απνθαζίζηαηαη κέζα απφ ηελ επαλαζχλδεζε ηεο F1 πεξηνρήο ζηηο 

απνγπκλσκέλεο κεκβξάλεο, θαζψο ε F1 επαλαζπδεχγλπηαη κε ηελ F0 πεξηνρή, γεγνλφο 

πνπ απνηξέπεη ηελ δηαξξνή ησλ πξσηνλίσλ κέζσ ηεο F0. Δπηπξφζζεηα, ε ελεξγφηεηα 

ηεο ζπλζάζεο ηνπ ATP επαλαθηάηαη.  

http://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?map=map00190&show_description=show
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Δηθόλα 1.7: Οη ππνκνλάδεο ηεο ATP ζπλζάζεο. Ζ ζπλζάζε ΑΣΡ απνηειείηαη απφ δχν ππνκνλάδεο: 

F0 θαη F1. Κάζε κία απφ απηέο ηηο ππνκνλάδεο απνηειείηαη απφ πνιιαπιέο πξσηεΐλεο. Ζ ππνκνλάδα 

F0 απνηειείηαη απφ ελζσκαησκέλεο ζηελ κεκβξάλε πξσηεΐλεο: 1 αληίγξαθν πξσηεΐλεο a, 2 αληίγξαθα 

ηεο πξσηεΐλεο b θαη 12-14 αληηγξάθα ηεο πξσηεΐλεο c, ε νπνία ζρεκαηίδεη ην θαλάιη γηα πξσηφληα λα 

ξένπλ θαηά κήθνο ηεο κεκβξάλεο. Ζ ππνκνλάδα F1 απνηειείηαη απφ πέληε δηαθξηηέο πξσηεΐλεο: 3 

αληίγξαθα άιθα, 3 αληίγξαθα βήηα, 1 αληίγξαθν απφ θάζε γ, θαζψο θαη ηηο ζπλδεδεκέλεο ππνκνλάδεο 

δέιηα (δ) θαη έςηινλ (ε). Καζψο ηα πξσηφληα ξένπλ δηακέζνπ ηεο κεκβξάλεο, νη ππνκνλάδεο c θαη νη 

ζπλδεδεκέλεο ππνκνλάδεο δέιηα θαη έςηινλ πεξηζηξέθνληαη. Σν ππφινηπν ησλ ππνκνλάδσλ είλαη 

αθίλεην. Απηή ε πεξηζηξνθή πξνθαιεί αιιαγέο δηακφξθσζεο ζηηο ππνκνλάδεο βήηα, πνπ θαηαιχνπλ 

ηε ζχλζεζε ηνπ ΑΣΡ  (Πεγή: https://wikispaces.psu.edu/display/230/Oxidative+Phosphorylation). 

 

1.1.6 ύκπινθν MICOS 

Αξθεηέο επηζηεκνληθέο κειέηεο θαηέδεημαλ ηελ χπαξμε ελφο κεγάινπ 

πνιππξσηετληθνχ ζπκπιφθνπ, ηδηαηηέξσο ζεκαληηθνχ γηα ηε δηακφξθσζε θαη 

δηαηήξεζε ηεο αξρηηεθηνληθήο ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο. Σν 

ζχκπινθν έιαβε δηάθνξεο νλνκαζίεο φπσο MINOS (Μitochondrial ΗΝner membrane 

Organizing System) (von der Malsburg et al. 2011), MitOS (Μitochondrial 
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Organizing Structure)  (Hoppins et al. 2011) θαη MICOS (MItochondrial COntact 

Site) (Harner et al. 2011), κε ηελ ηειεπηαία θαηά ζεηξά λα απνδεηθλχεηαη ε 

επηθξαηέζηεξε.         

 Οη ππνκνλάδεο ηνπ ελ ιφγσ ζπκπιφθνπ νλνκάδνληαη κε ηα αξρηθά γξάκκαηα 

“Mic” αθνινπζνχκελα απφ έλαλ αξηζκφ πνπ ππνδειψλεη ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο. ηε 

δχκε έρνπλ βξεζεί ζπλνιηθά έμη ππνκνλάδεο ηνπ ζπκπιφθνπ MICOS –Mic10, Mic12, 

Mic19, Mic26, Mic27 θαη Mic60 (Pfanner et al. 2014). ηα ζειαζηηθά, ν αξηζκφο ησλ 

ππνκνλάδσλ είλαη αξθεηά κεγαιχηεξνο θαη κέρξη πξφηηλνο είραλ πεξηγξαθεί 9 

ππνκνλάδεο, ελψ είλαη πηζαλφλ αθφκα πεξηζζφηεξεο λα πξνθχςνπλ (Πίλαθαο 1.1)  

(Alkhaja et al., 2012.; An et al., 2012; Darshi et al., 2011; Guarani et al., 2015; 

Ioakeimidis et al., 2014; Ott, Dorsch, Fraunholz, Straub, & Kozjak-Pavlovic, 2015).

 ηε δχκε, φιεο πξσηεΐλεο πνπ απαξηίδνπλ ηηο ππνκνλάδεο ηνπ ζπκπιφθνπ 

MICOS βξίζθνληαη αγθπξνβνιεκέλεο ζηελ εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε 

εθζέηνληαο ην κεγαιχηεξν ηκήκα ηνπο ζηνλ δηακεκβξαληθφ ρψξν, κε εμαίξεζε ηελ 

πξσηεΐλε Mic19 πνπ δελ είλαη αγθπξνβνιεκέλε αιιά δηαιπηή. Απελεξγνπνίεζε 

απηψλ ησλ πξσηετλψλ ζηε δχκε επεξεάδεη ζεκαληηθά θαη αξλεηηθά ην ζρεκαηηζκφ 

ησλ cristae, κε ηελ δξακαηηθφηεξε επηξξνή λα παξαηεξείηαη θαηά ηελ 

απελεξγνπνίεζε ηεο κηηνθηιίλεο-Mic60  θαη ηεο Mic10 (MINOS1 ζηα ζειαζηηθά). 

Γηα ην ιφγν απηφ ηφζν ε κηηνθηιίλε φζν θαη ε Mic10 (MINOS1 ζηα ζειαζηηθά), 

ζεσξνχληαη ηα βαζηθά ζπζηαηηθά ηνπ ζπκπιφθνπ MICOS.   

 Δπηπξφζζεηα, ζηε δχκε ην ζχκπινθν MICOS  αιιειεπηδξά κέζσ ησλ 

επηκέξνπο πξσηετληθψλ ππνκνλάδσλ ηνπ κε πξσηεΐλεο ηεο εμσηεξηθήο 

κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο θαη ζπγθεθξηκέλα ηηο UGO1, VDAC (Harner et al., 2011; 

Hoppins et al.,2011) θαζψο θαη ηα ζχκπινθα TOM (Malsburg et al., 2011) θαη SAM 

(Harner et al., 2011).  
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Πίλαθαο  1.1: Σα κέιε ηνπ ζπκπόινπ MICOS  (Kozjak-Pavlovic, 2017). 

 

Απφ ηελ άιιε, ζηα αλζξψπηλα κηηνρφλδξηα ε κηηνθηιίλε αιιειεπηδξά κε 

πνηθίιεο πξσηεΐλεο φπσο ε Mic19/CHCHD3 (Darshi et al. 2011), ε Mic25/CHCHD6 

(An et al. 2012), ε Mic13/Qil1 (Guarani et al. 2015), ε DnaJC11 (Ioakeimidis et al., 

2014), ε SAM50 θαζψο θαη νη metaxin1 θαη metaxin 2 (Darshi et al. 2011; Ott et al. 

2012, 2015). πκπιεξσκαηηθά, ε αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ησλ ππνκνλάδσλ ηνπ 

ζπκπιφθνπ MICOS θαη ησλ ππνκνλάδσλ ηνπ ζπκπιφθνπ SAM, νδεγεί ζηε 

δεκηνπξγία ελφο κεγαιχηεξνπ κνξηαθνχ βάξνπο ζπκπιφθνπ πνπ ραξαθηεξίδεηαη απφ 

πςειή νξγάλσζε θαη ηεξαξρία θαη νλνκάδεηαη ζχκπινθν MIB (Kozjak-

Pavlovic,2016). Σν κνξηαθφ κέγεζνο ηνπ ζπκπιφθνπ MICOS θπκαίλεηαη πεξί ηα 700 

kDa, ελψ ηνπ ζπκπιφθνπ MIB πεξί ηα 2200-2800 kDa (Δηθφλα 1.8).  
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Δηθόλα 1.8: ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο ζπλαξκνιόγεζεο ησλ ζπκπιόθσλ MICOS θαη MIB 

(Kozjak-Pavlovic,2016). 

 

Σέινο, αμίδεη λα αλαθεξζεί πσο ζχκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα πξφζθαηεο 

εξεπλεηηθήο κειέηεο νη ππνκνλάδεο Mic60 θαη Mic19 ηεο  εζσηεξηθήο 

κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο θαη ε ππνκνλάδα SAM50 ηεο εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο 

κεκβξάλεο, απνδεηθλχνληαη εμαηξεηηθά ζεκαληηθέο γηα ηελ νξγάλσζε ησλ cristae θαη 

ηελ ελ γέλεη ζηαζεξφηεηα ηνπ ζπκπιφθνπ MIB ζπγθξαηψληαο ηηο 2 κηηνρνλδξηαθέο 

κεκβξάλεο ζε θνληηθή απφζηαζε (Ott et al. 2015). 

 

1.1.7 Μηηνρνλδξηαθέο πξσηεΐλεο κεηαθνξείο 

Σα κηηνρφλδξηα ζπλεξγάδνληαη ζηελά κε ην θπηηαξφπιαζκα ζε πιεζψξα 

κεηαβνιηθψλ θπηηαξηθψλ δηεξγαζηψλ θαη γηα ην ιφγν απηφ απαηηείηαη ζπλερήο θαη 

ηδηαίηεξα δηαθνξνπνηεκέλε ξνή κεηαβνιηηψλ, λνπθιενηηδίσλ θαη  δηαθφξσλ 

επηκέξνπο ζπκπαξαγφλησλ ηφζν κέζα φζν θαη έμσ απφ απηά. Ζ κεηαθνξά δηαιπηψλ 

ζηνηρείσλ δηακέζσ ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο θαηαιχεηαη απφ κηα 

νηθνγέλεηα πξσηετλψλ πνπ θσδηθνπνηνχληαη κε ηε ζεηξά ηνπο απφ ππξεληθά γνλίδηα 

θαη νλνκάδνληαη κηηνρνλδξηαθνί κεηαθνξείο. Οη ελ ιφγσ κεηαθνξείο παξέρνπλ ζην 

κηηνρφλδξην ρεκηθέο ελψζεηο πνπ εκπιέθνληαη ζε δηαδηθαζίεο, φπσο ν θχθινο ηνπ 

Krebs, ε νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε, ε ξχζκηζε ηεο ζπγθέληξσζεο 

ξηβνλνπθιενηηδίσλ θαη δενμπξηβνλνπθιενηηδίσλ ζηε κήηξα ηνπ κηηνρνλδξίνπ, ζηε 

ζχλζεζε θαη απνηθνδφκεζε κηηνρνλδξηαθνχ DNA, RNA θαη πξσηετλψλ, ζηελ 

νμείδσζε ησλ ιηπαξψλ νμέσλ, ζηε γιπθνλενγέλεζε, ζηε ιηπνγέλεζε, ζηε κεηαθνξά 

αλαγσγηθψλ ηζνδπλάκσλ, ζηε ζχλζεζε ηεο νπξίαο, ζηελ απνηθνδφκεζε ησλ 
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ακηλνμέσλ, θαζψο θαη άιισλ δηεξγαζηψλ πνπ κνηξάδνληαη ην θπηηαξφπιαζκα θαη ηα 

κηηνρφλδξηα (Δηθφλα 1.9) (Palmieri, 2014). 

  

 

Δηθόλα 1.9: Οη κεηαβνιηθνί ξόινη ησλ κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ. Παξνπζηάδνληαη 16 

κεηαθνξείο πνπ πξαγκαηνπνηνχλ κεηαθνξέο κεηαβνιηηψλ θαηά κήθνο ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο 

κεκβξάλεο. Οη ζπγθεθξηκέλνη κεηαθνξείο ζπκκεηέρνπλ ζηελ νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε 

(AAC,PiC,UCP), ζην κνλνπάηη ηεο νμεηδναλαγσγήο (AGC,OGC,DIC,CIC,CAC,PyC), ζηελ 

νκνηφζηαζε ηεο ελδνκηηνρνλδξηαθήο ζπγθέληξσζεο ησλ λνπθιενηηδίσλ αδελίλεο (APC), ζηε 

κεζπιίσζε ηνπ κηηνρνλδξηαθνχ DNA, RNA θαη κεξηθψλ ελδνκηηνρνλδξηαθψλ πξσηετλψλ (SAMC), 

ζηελ εηζαγσγή ηνπ απαξαίηεηνπ ζπλελδχκνπ ηεο ππξνθσζθαηηδηθήο ζπακίλεο (ThPP) πνπ είλαη 

απαξαίηεηε γηα ηελ δξαζηεξηφηεηα ησλ ζπκπιφθσλ ηνπ ππξνζηαθπιηθνχ θαη ηεο νμνγινπηαξηθήο 

δευδξνγελάζεο (TPC), ζηνλ κεηαβνιηζκφ ησλ ακηλνμέσλ (AGC, ORC, GC, ODC)  (Palmieri, 2014). 

 

1.1.8 Οηθνγέλεηα κηηνρνλδξηαθώλ κεηαθνξέσλ SLC25 

Ζ SLC25 (solute carrier family 25) νηθνγέλεηα κηηνρνλδξηαθψλ κεηαθνξέσλ, 

είλαη ε κεγαιχηεξε νηθνγέλεηα κεηαθνξέσλ δηαιπηψλ νπζηψλ, θαη ζηνλ άλζξσπν 

πεξηιακβάλεη 53 γνλίδηα πνπ είλαη θαηαλεκεκέλα ζε φια ζρεδφλ ηα ρξσκνζψκαηα 
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αιιά δηαθέξνπλ ζεκαληηθά ζηελ νξγάλσζε θαη ην κέγεζφο ηνπο. πγθεθξηκέλα, 

κπνξεί λα πεξηέρνπλ 1 – 18 εμψληα θαη ην  κέγεζφο ηνπο λα θπκαίλεηαη απφ 1184 έσο 

65.456 bp. Σα γνλίδηα ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο είλαη δηαδεδνκέλα ζε δηάθνξνπο 

επαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο (απφ πξψηηζηα έσο κεηάδσα).  Δπίζεο, απαληψληαη θαη ζε 

νξηζκέλνπο ηνχο θαη βαθηήξηα φπσο ηα Mimiviridae mimivirus, Legionella θαη 

Neorickettsia spp, πηζαλφηαηα σο απνηέιεζκα ηεο νξηδφληηαο κεηαθνξάο γνληδίσλ 

απφ έλα επθαξπσηηθφ μεληζηή ζε έλα παζνγφλν. Δπηπξφζζεηα,  ε SLC25 νηθνγέλεηα 

κεηαθνξέσλ δελ πεξηνξίδεηαη κφλν ζηα κηηνρφλδξηα θαζψο νξηζκέλα κέιε ηεο 

απαληψληαη θαη ζε άιια ππνθπηηαξηθά νξγαλίδηα φπσο ζε ππεξνμπζψκαηα (Agrimi et 

al., 2012). Δπίζεο, απαληψληαη ζε πνιχ κηθξέο πνζφηεηεο ζηηο κεκβξάλεο νξγαληδίσλ. 

Σα επίπεδα έθθξαζεο ησλ ελ ιφγσ κεηαθνξέσλ εκθαλίδνπλ ραξαθηεξηζηηθή 

πνηθηινκνξθία, θαζψο νξηζκέλνη απαληψληαη ζε φινπο ή ζρεδφλ φινπο ηνπο ηζηνχο 

ελψ άιινη είλαη ηζηνεηδηθνί θαη ραξαθηεξίδνληαη απφ ηδηαηηέξσο πςειή εμεηδίθεπζε 

(Palmieri, 2014).          

 Οη SLC25 κεηαθνξείο απνηεινχλ ην ζχλδεζκν αλάκεζα ζηηο κεηαβνιηθέο 

δηεξγαζίεο πνπ ζπκβαίλνπλ ζε δχν δηαθνξεηηθά ππνθπηηαξηθά δηακεξίζκαηα, φπσο ην 

θπηηαξφπιαζκα θαη ηε κηηνρνλδξηαθή κήηξα, επηηξέπνληαο ηελ εθιεηηθή κεηαθνξά 

πνιπάξηζκσλ δηαιπηψλ νπζηψλ δηακέζσ ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο. 

Δπίζεο, επεηδή ηα κηηνρφλδξηα θαη ην θπηηαξφπιαζκα ζπλεξγάδνληαη ζε κεγάιν 

αξηζκφ κεηαβνιηθψλ δηεξγαζηψλ θαη δεδνκέλεο ηεο δηακεξηζκαηνπνίεζεο ησλ 

ελδχκσλ πνπ απαηηνχληαη,  κηα ζπλερήο θαη ηδηαίηεξα δηαθνξνπνηεκέλε ξνή δηαιπηψλ 

νπζηψλ κέζα θαη έμσ απφ ηα κηηνρφλδξηα είλαη απαξαίηεηε θαη ιακβάλεη ρψξα θαηά 

κήθνο ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο, πξνθεηκέλνπ λα εμαζθαιηζηεί ε επηηπρήο 

αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ησλ ππνθπηηαξηθψλ δηακεξηζκάησλ. Ζ δηαθνξνπνηεκέλε ξνή 

εμαζθαιίδεηαη κέζα απφ ηε ιεηηνπξγία ησλ SLC25 κεηαθνξέσλ. Πξάγκαηη, νη ελ 

ιφγσ κεηαθνξείο εκπιέθνληαη ζε πνιιέο ζεκαληηθέο κεηαβνιηθέο δηεξγαζίεο ηνπ 

θπηηάξνπ, φπσο πξναλαθέξζεθε (Δηθφλα 1.9) (Palmieri, 2014) .   

1.1.8.1 Γνκή ησλ κειώλ ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο 

Οη πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο-κηηνρνλδξηαθνί κεηαθνξείο ραξαθηεξίδνληαη απφ 

ηελ ηξηπιή επαλάιεςε κηαο δνκηθήο αιιεινπρίαο, θαζψο πεξηέρνπλ ηξεηο δηαδνρηθά 

επαλαιακβαλφκελεο νκφινγεο επηθξάηεηεο κήθνπο πεξίπνπ 100 ακηλνμέσλ. Κάζε κηα 

επηθξάηεηα κε ηε ζεηξά ηεο πεξηέρεη δχν πδξφθνβεο πεξηνρέο νη νπνίεο θαηαλέκνληαη 
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ζην εζσηεξηθφ ηεο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο κε ηε κνξθή α-ειίθσλ θαη κεηαμχ ηνπο 

παξεκβάιιεηαη κηα πδξφθηιε πεξηνρή. Δπίζεο, νη ελ ιφγσ πξσηεΐλεο πεξηέρνπλ ην 

αθφινπζν κνηίβν : P-h-D/E-X-h-K/R-X-R/K- (20–30 θαηάινηπα)-D/E-G-(4 

θαηάινηπα )-a-K/R-G, φπνπ ην h αληηπξνζσπεχεη έλα πδξφθνβν θαη ην a έλα 

αξσκαηηθφ θαηάινηπν. Χζηφζν κεηαμχ ησλ κεηαθνξέσλ ελδέρεηαη λα ππάξρνπλ θαη 

ζρεηηθέο απνθιίζεηο (Palmieri, 2004).      

 Έλα απνδεθηφ δηζδηάζηαην κνληέιν ησλ κηηνρνλδξηαθψλ κεηαθνξέσλ, κε 

βάζε θαη ηα ραξαθηεξηζηηθά ηνπ πδξφθνβνπ πξνθίι ηεο ακηλνμηθήο αιιεινπρίαο πνπ 

αλαθέξζεθε πξνεγνχκελα, ππνζηεξίδεη φηη θάζε κηα απφ ηηο ηξεηο επαλαιήςεηο, 

πεξηέρεη δχν α-έιηθεο πνπ δηαζρίδνπλ ηελ κεκβξάλε ζρεκαηίδνληαο κηα δνκή κε έλα 

ζχλνιν απφ έμη α-έιηθεο (Δηθφλα 1.10). Οη α-έιηθεο ζπλδένληαη κεηαμχ ηνπ κε 

πδξφθηιεο ζειηέο-βξφγρνπο (loops). Σα ακηλν-ηειηθά θαη θαξβνμπ-ηειηθά άθξα 

εθηίζεληαη ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή πιεπξά ηεο κεκβξάλεο, νη βξφγρνη πνπ ζπλδένπλ 

ηηο δπν α-έιηθεο ηεο θάζε επαλάιεςεο βξίζθνληαη ζηελ πιεπξά ηεο κήηξαο ελψ ηα 

δχν κηθξφηεξα ηκήκαηα πνπ ζπλδένπλ ηηο ηξεηο επαλαιήςεηο βξίζθνληαη ζηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή πιεπξά (Palmieri, 2004). 

 

 

Δηθόλα 1.10: Πξνηεηλόκελν δηζδηάζηαην κνληέιν δνκηθήο θαη ηνπνινγηθήο απεηθόληζεο ησλ 

κειώλ ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο  ( Palmieri, 2004).  

Σέινο, κειέηεο δηαζηαπξνχκελεο ζχλδεζεο (cross-linking), ζηνηρεηνκεηξίαο 

δέζκεπζεο αλαζηνιέα αλά κνλνκεξέο θαζψο θαη κειέηεο πξνζδηνξηζκνχ ηνπ 

κνξηαθνχ βάξνπο κε πδξνδπλακηθέο κεηξήζεηο (hydrodynamic measurements) θαη 

ειεθηξνθφξεζε (blue native gel electrophoresis), ζε απνκνλσκέλεο πξσηεΐλεο 

κηηνρνλδξηαθψλ κεηαθνξέσλ, έδεημαλ φηη ζηελ πιεηνςεθία ηνπο ζρεκαηίδνπλ  

νκνδηκεξή κε πηζαλφ ξφιν ζην κεραληζκφ κεηαθνξάο κέζσ ηνπ ζρεκαηηζκνχ 
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θαλαιηψλ (Palmieri, 2004).  Αλ σζηφζν πξάγκαηη νη κηηνρνλδξηαθνί κεηαθνξείο 

ιεηηνπξγνχλ σο δηκεξή,  ε δνκή ηνπο ζα πξέπεη λα απνηειείηαη απφ 12 δηακεκβξαληθά 

ηκήκαηα, φπσο ζπκβαίλεη ζηελ πιεηνςεθία ησλ πξσηετλψλ κεηαθνξέσλ (Palmieri, 

2004).  

1.1.8.2 Λεηηνπξγηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ κειώλ ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο 

Σν κεγαιχηεξν κέξνο ησλ πιεξνθνξηψλ ζρεηηθά κε ηηο ιεηηνπξγηθέο ηδηφηεηεο 

ησλ SLC25 κηηνρνλδξηαθψλ κεηαθνξέσλ, πξνέξρεηαη απφ επηζηεκνληθέο κειέηεο κε 

αλαζπζηαζέληα ιηπνζψκαηα είηε κε θπζηθνχο κεηαθνξείο ησλ κηηνρνλδξίσλ είηε πην 

ζπρλά κε κεηαθνξείο πνπ εθθξάδνληαη εηεξφινγα (Palmieri, 2004, 2008, 2014). Ζ 

εληππσζηαθφηεξε ίζσο ηδηφηεηα αλάκεζα ζηα κέιε ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο είλαη ε 

πνηθηιία ησλ δηαιπηψλ νπζηψλ πνπ κεηαθέξνπλ. Σα ραξαθηεξηζκέλα κέιε ηεο 

νηθνγέλεηαο SLC25, κεηαθέξνπλ έλα επξχ θάζκα δηαιπηψλ νπζηψλ ( H
+ 

, NAD
+
, 

ζπλέλδπκν CoA) πνπ εκθαλίδνπλ εηεξνγέλεηα σο πξνο ηε δνκή θαη ην κέγεζφο ηνπο. 

Σα πεξηζζφηεξα απφ ηα κεηαθεξφκελα ππνζηξψκαηα είλαη αξλεηηθά θνξηηζκέλα, 

σζηφζν κεξηθά είλαη ζεηηθά θνξηηζκέλα ή ακθνιπηηθά ζε θπζηνινγηθέο ηηκέο  pH.  

 χκθσλα κε ηελ εμεηδίθεπζε σο πξνο ην ππφζηξσκά ηνπο νη SLC25 

κεηαθνξείο κπνξνχλ λα δηαρσξηζηνχλ ζε θνξείο γηα θαξβνμπιηθά, θεην-νμέα, 

ακηλνμέα, λνπθιενηίδηα, δηλνπθιενηίδηα θαη άιια ππνζηξψκαηα  (Palmieri, Pierri, De 

Grassi, Nunes-Nesi, & Fernie, 2011). Κάζε νκάδα δηαηξείηαη πεξαηηέξσ ζε επηκέξνπο 

ππν-νηθνγέλεηεο (Δηθφλα 1.11). Μέρξη ηψξα, έρνπλ απνθαιπθζεί θαη ραξαθηεξηζηεί 

24 ππν-νηθνγέλεηεο κηηνρνλδξηαθψλ κεηαθνξέσλ κε βάζε ηελ εμεηδίθεπζή ηνπο πξνο 

ην ππφζηξσκα θαη ηηο θηλεηηθέο  ηδηφηεηεο. Οη ελ ιφγσ ππν-νηθνγέλεηεο απαληψληαη 

ζπλήζσο ζε φια ηα επθαξπσηηθά ζπζηήκαηα θαη πεξηιακβάλνπλ σο ππνζηξψκαηα ηα 

αθφινπζα: ADP θαη ATP, CoA θαη 3’,5’- δηθσζθνξηθή αδελνζίλε (PAP), ATP-Mg 

θαη θσζθνξηθά (Pi), ππξνθσζθνξηθή ζεηακίλε, λνπιενηίδηα ηεο ππξηκηδίλεο, 

λνπθιενηίδηα αδελίλεο (ζε ππεξνμπζψκαηα), FAD θαη θπιιηθφ νμχ, NAD
+
, GTP θαη 

GDP, δηθαξβνμπιηθά, νμνγινπηαξηθφ, δη- θαη ηξη-θαξβνμπιηθά, ειεθηξηθφ θαη 

θνπκαξηθφ, θηηξηθφ, νμπδηθαξβνμπιηθά, νμαινμηθφ θαη ζεηηθφ, γινπηακηθφ, αζπαξηηθφ 

θαη γινπηακηθφ, νξληζίλε θαη άιια ζεηηθά θνξηηζκέλα ακηλνμέα, θαξληηίλε θαη 

αθπινθαξληηίλεο, SAM, Pi θαη H 
+
 (κεηαθνξείο UCPs) (Palmieri et al., 2011), θαζψο 

θαη CoA / FAD / NAD 
+
 ζηα ππεξνμπζψκαηα (Agrimi et al., 2012). Κάζε κία απφ 

απηέο ηηο ππν-νηθνγέλεηεο ραξαθηεξίδεηαη φρη κφλν απφ ηελ εμεηδίθεπζε ηνπ 
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ππνζηξψκαηνο αιιά θαη απφ ραξαθηεξηζηηθά κνηίβα-πξφηππα ζε επίπεδν ακηλνμηθήο 

αθνινπζίαο (Palmieri et al., 2011).  

 

 

Δηθόλα 1.11: Οκαδνπνίεζε ησλ δηαθόξσλ νηθνγελεηώλ κεηαθνξέσλ κε ηε ρξήζε βηνινγηθώλ 

δηθηύσλ πξσηετληθώλ αιιειεπηδξάζεσλ, κε βάζε Α) ηνλ ηχπν ηνπ ππνζηξψκαηνο θαη Β) ηνλ ηχπν 

ηεο κεηαθνξάο. Οη πξσηεΐλεο αλαπαξίζηαληαη σο θφκβνη θαη νη κεηαμχ ηνπο ζρέζεηο κε αθκέο. Κάζε 

νηθνγέλεηα αληηπξνζσπεχεηαη κε δηαθνξεηηθφ ρξψκα. (Schlessingeret al., 2013). 

Δπηπξφζζεηα, αμίδεη λα ζεκεησζεί φηη ην θαιχηεξν κεηαθεξφκελν ππφζηξσκα 

ζηα αλαζπζηαζέληα ιηπνζψκαηα κπνξεί λα κελ είλαη πάληνηε ην πξαγκαηηθφ 

ππφζηξσκα πνπ κεηαθέξεηαη ππφ θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο. Έλαο ιφγνο είλαη φηη 

κπνξεί λα ππάξρνπλ πεξηζζφηεξα απφ έλα κεηαθεξφκελα ππνζηξψκαηα ζην 

θπηηαξφπιαζκα θαη / ή ζηε κήηξα ηνπ κηηνρνλδξίνπ, ελψ είλαη πηζαλφλ νη αλαινγίεο 

ησλ ζπγθεληξψζεψλ ηνπο λα δηαθνξνπνηνχληαη απφ θχηηαξν ζε θχηηαξν ή αθφκα θαη 

εληφο ηνπ ίδηνπ θπηηάξνπ.         
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 Οη κηηνρνλδξηαθνί κεηαθνξείο δηαθέξνπλ σο πξνο ηνλ ηξφπν κεηαθνξάο ζηνλ 

νπνίν εκπιέθνληαη (Δηθφλα 1.12). ηελ πιεηνλφηεηά ηνπο εκπιέθνληαη ζηελ 

αληαιιαγή ππνζηξσκάησλ εθαηέξσζελ ηεο κεκβξάλεο (antiport), ελψ άιινη  δξνχλ 

σο ζπκκεηαθνξείο πξσηνλίσλ θαη ππνζηξσκάησλ απφ ηελ κία πιεπξά ηεο κεκβξάλεο 

ζηελ άιιε. Αθφκε, κεξηθνί κεηαθνξείο θαηαιχνπλ ηελ κνλφδξνκε κεηαθνξά 

ππνζηξσκάησλ (uniport).          

 Oη ηξφπνη κεηαθνξάο κπνξεί λα είλαη ειεθηξνθνξεηηθνί (ειεθηξνγελείο) φηαλ 

κεηαηνπίδεηαη έλα θαζαξφ ειεθηξηθφ θνξηίν ζηελ αληίδξαζε κεηαθνξάο ή ειεθηξηθά 

νπδέηεξνη. Ζ ειεθηξηθή νπδεηεξφηεηα επηηπγράλεηαη γεληθά κε ηελ ηζφπνζε 

αληαιιαγή θνξηίσλ εθαηέξσζελ ηεο κεκβξάλεο. Αθφκα, αμίδεη λα ζεκεησζεί πσο, ε 

θηλεηήξηνο δχλακε ησλ κηηνρνλδξηαθψλ κεηαθνξέσλ ζρεηίδεηαη κε (i) ηε 

ζπγθέληξσζε ησλ κεηαθεξφκελσλ νπζηψλ θαη (ii) ην ειεθηξνρεκηθφ δπλακηθφ θαηά 

κήθνο ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο (Δηθφλα 1.12).   

 

Δηθόλα 1.12: πλνπηηθή πεξηγξαθή ησλ ηξόπσλ κεηαθνξάο ζηνπο κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο 

(Palmieri et al., 2011). 

Σέινο, πξφζθαηεο κειέηεο ππνζηήξημαλ ηελ έκκεζε εκπινθή ησλ 

κηηνρνλδξηαθψλ κεηαθνξέσλ SLC25Α, κέζσ ελφο λένπ κεραληζκνχ, ζηελ 

δηακφξθσζε ηεο κνξθνινγίαο ησλ cristae θαη ηνπ κηηνρνλδξίνπ γεληθφηεξα (Patten et 
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al., 2014). πγθεθξηκέλα, κεηαβνιέο ζηε δηαζεζηκφηεηα ελεξγεηαθψλ ππνζηξσκάησλ 

αληρλεχνληαη απφ κηηνρνλδξηαθνχο κεηαθνξείο SLC25A46, νη νπνίνη κε ηε ζεηξά ηνπο 

ξπζκίδνπλ ηνλ νιηγνκεξηζκφ ηεο πξσηεΐλεο OPA1, πνπ φπσο είλαη γλσζηφ 

εκπιέθεηαη ζηε δηακφξθσζε ησλ cristae θαη ζηελ ζπλαξκνιφγεζε ηεο ζπλζάζεο ηνπ 

ATP, κε ηξφπν αλεμάξηεην ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζχληεμεο (Patten et al., 2014).  

1.1.8.3 Δμειηθηηθή πνξεία ηεο νηθνγέλεηαο SLC25 

Ζ ζεσξία ηεο εμέιημεο ππνζηεξίδεη φηη δχν πξσηεΐλεο κπνξεί λα 

παξνπζηάδνπλ παξφκνηα δνκηθά θαη ιεηηνπξγηθά ραξαθηεξηζηηθά, ρσξίο σζηφζν λα 

έρνπλ παξφκνηεο αιιεινπρίεο. Σέηνηεο πεξηπηψζεηο κπνξεί λα πξνθχςνπλ ηφζν ζηα 

πιαίζηα ηεο απνθιίλνπζαο εμέιημεο (divergent evolution) φζν θαη ζηα πιαίζηα ηεο 

ζπγθιίλνπζαο εμέιημεο (convergent evolution). Μηα ηέηνηα ραξαθηεξηζηηθή 

πεξίπησζε είλαη απηήο ησλ SLC25 κηηνρνλδξηαθψλ κεηαθνξέσλ.   

 Ζ νηθνγέλεηα απηή εκθαλίδεη ηε κεγαιχηεξε ιεηηνπξγηθή παξαιιαθηηθφηεηα 

ζπγθξηηηθά κε άιιεο νηθνγέλεηεο κεηαθνξέσλ θαη απηφ δηθαηνινγείηαη κεξηθψο απφ ην 

γεγνλφο φηη απνηειεί κηα αξραία νηθνγέλεηα πνπ απαληάηαη ηφζν ζε πξνθαξπσηηθά 

φζν θαη ζε επθαξπσηηθά θχηηαξα. πγθεθξηκέλα, ηα δηάθνξα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο 

κηηνρνλδξηαθψλ κεηαθνξέσλ SLC25 δηαθέξνπλ αξθεηά κεηαμχ ηνπο θαζψο έρνπλ έλα 

επξχ θάζκα ππνζηξσκάησλ, φπσο ακηλνμέα, λνπθιενηίδηα, ζπλέλδπκν Α, νξγαληθά 

θαη αλφξγαλα ηφληα. Ζ πιεηνςεθία ησλ κειψλ ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο απαληψληαη ζε 

νξγαληζκνχο πνπ αληηπξνζσπεχνπλ φιν ην βαζίιεην ησλ επθαξπσηψλ θαη ζπλήζσο 

απαληψληαη ζε φινπο ζρεδφλ ηνπο ηζηνχο ρσξίο λα ραξαθηεξίδνληαη απφ πςειή 

ηζηνεμεηδίθεπζε, γεγνλφο πνπ έξρεηαη ζε ζπκθσλία κε ηελ θαζνιηθή αλάγθε φισλ 

ησλ θπηηάξσλ αλεμαξηήησλ ηζηνχ, γηα κηηνρνλδξηαθέο ελεξγεηαθέο δηεξγαζίεο 

(Schlessinger et al., 2010).  Ζ παξέθθιηζε ηεο νηθνγέλεηαο SLC25 απφ άιιεο 

νηθνγέλεηεο κεηαθνξέσλ, απνηππψλεηαη κέζα ζε επηκέξνπο αιιαγέο πνπ πηζαλφλ 

πεξηιακβάλνπλ ηελ απφθηεζε βξαρέσλ κνηίβσλ ππεχζπλσλ γηα ηε ιεηηνπξγηθή 

δηαθνξνπνίεζε ησλ δηαθφξσλ κειψλ ηεο νηθνγέλεηαο. Δπίζεο, έλα αθφκα ελδηαθέξνλ 

ζηνηρείν είλαη ην γεγνλφο φηη νη αιιεινπρίεο ησλ κειψλ ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο 

εκθαλίδνληαη ηδηαηηέξσο ζπληεξεκέλεο , γεγνλφο πνπ ππνδειψλεη ηελ πηζαλή χπαξμε 

πεξηνξηζκψλ ζηελ εμέιημή ηνπο παξά ηηο πνηθίιεο ηδηαηηεξφηεηεο ησλ ππνζηξσκάησλ 

ηνπο (Schlessinger et al., 2010). 
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1.1.8.4 Αζζέλεηεο πνπ πξνθαινύληαη από κεηαιιάμεηο ζε κηηνρνλδξηαθνύο 

κεηαθνξείο ηεο νηθνγέλεηαο SLC25 

Σα ηειεπηαία ρξφληα, ε νινθιήξσζε ηεο αιιεινχρηζεο ηνπ γνληδηψκαηνο ηνπ 

αλζξψπνπ ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ ηαρεία πξφνδν ζηελ αλαγλψξηζε θαη ηαπηνπνίεζε 

ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ γηα ηνπο κηηνρνλδξηαθνχο 

κεηαθνξείο γεληθφηεξα, επέηξεςαλ ηελ αλαθάιπςε ελφο αμηνζεκείσηνπ αξηζκνχ 

αζζελεηψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε δπζιεηηνπξγίεο ησλ κηηνρνλδξηαθψλ κεηαθνξέσλ 

(Palmieri, 2013). πγθεθξηκέλα γηα ηελ νηθνγέλεηα κηηνρνλδξηαθψλ κεηαθνξέσλ 

SLC25 έρνπλ αληρλεπζεί αξθεηέο κεηαιιάμεηο πνπ πξνθαινχλ δπζιεηηνπξγίεο θαη 

ηειηθψο αζζέλεηεο (Πίλαθαο 1.1).       

 Δπηπξφζζεηα, νη αζζέλεηεο απηέο, ζρεηίδνληαη κε κεηαβνιηθά πξνβιήκαηα,  

θαη ε ζπκπησκαηνινγία ηεο εθάζηνηε αζζέλεηαο εμαξηάηαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ ην 

ζπγθεθξηκέλν κεηαβνιηζκφ πνπ επεξεάδεηαη.  Μέρξη ζήκεξα, δεθαεπηά αζζέλεηεο 

πνπ ζρεηίδνληαη κε δπζιεηηνπξγίεο κηηνρνλδξηαθψλ κεηαθνξέσλ ηεο νηθνγέλεηαο 

SLC25, έρνπλ κειεηεζεί θαη ραξαθηεξηζηεί επαξθψο (Πίλαθαο 1.2). Οη αζζέλεηεο 

απηέο αθνινπζνχλ ηελ Μελδειηαλή θιεξνλνκηθφηεηα θαη ζπγθεθξηκέλα 

θιεξνλνκνχληαη κε απηνζσκηθφ ππνιεηπφκελν ηξφπν, κε εμαίξεζε ηελ πξννδεπηηθή 

εμσηεξηθή νθζαικνπιεγία (adPEO) πνπ θιεξνλνκείηαη κε απηνζσκηθά επηθξαηή 

ηξφπν (Palmieri, 2013). Δλδεηθηηθά, κεηαιιάμεηο ζην γνλίδην Slc25a13 πνπ 

θσδηθνπνηεί γηα ηελ ηζνκνξθή 2 ηνπ κεηαθνξέα αζπαξηηθνχ/γινπηακηληθνχ 

(Αspartate/glutamate carrier 2, AGC2), νδεγνχλ ζηελ εκθάληζε θηηξνπιιηλαηκίαο 

ηχπνπ ΗΗ (OMIM 215700), ππνπξσηετλαηκίαο θαη ππεξακκσλαηκίαο κε απνηέιεζκα 

ηελ εγθεθαινπάζεηα θαη ηα λεπξνςπρηαηξηθά ζπκπηψκαηα. Μεηαιιάμεηο ζην γνλίδην 

Slc25a15, ην νπνίν θσδηθνπνηεί ην κεηαθνξέα νξληζίλεο 1 (Ornithine carrier 1, 

ORC1), πνπ θαηαιχεη ζηα πιαίζηα ηνπ θχθινπ ηεο νπξίαο ηελ αληαιιαγή κεηαμχ 

θπηνζνιηθήο νξληζίλεο θαη κηηνρνλδξηαθήο θηηξνπιιίλεο,  νδεγνχλ ζην ζχλδξνκν 

ΖΖΖ (hyperornithine-hyperammone-homocitrulline-mia) (OMIM 238970), πνπ 

ραξαθηεξίδεηαη απφ ηελ εκθάληζε ππεξνξληζηλαηκίαο, ππεξακκσλαηκίαο θαη 

νκνθηηξνπινπξίαο.  Δπίζεο, κεηαιιάμεηο ζην γνλίδην Slc25a20, πνπ θσδηθνπνηεί γηα 

ην κεηαθνξέα θαξληηίλεο/αθπινθαξληηίλεο, νδεγνχλ ζην ζχλδξνκν Stanley (OMIM 

212138). Δπηπιένλ,  ε αζζέλεηα ηεο εθ γελεηνχο κηθξνθεθαιίαο Amish (OMIM 

607196),  ζρεηίδεηαη κε κεηαιιάμεηο ζην γνλίδην Slc25a19, πνπ θσδηθνπνηεί γηα ην 

κεηαθνξέα ηεο ππξνθσζθνξηθήο ζεηακίλεο (Thiamine pyrophosphate carrier, TPC) 
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(Palmieri, 2013). Σέινο, ηδηαίηεξε αλαθνξά ρξήδεη ε πεξίπησζε ηνπ γνληδίνπ 

Slc25a46. πγθεθξηκέλα, ζχκθσλα κε πξφζθαηεο επηζηεκνληθέο κειέηεο κεηαιιάμεηο 

ζην ελ ιφγσ γνλίδην θαίλεηαη λα ζρεηίδνληαη άκεζα κε πιήζνο αζζελεηψλ 

λεπξνινγηθήο θχζεσο (Πίλαθαο 1.2).  

Πίλαθαο 1.2: Αζζέλεηεο πνπ πξνθαινύληαη από κεηαιιάμεηο γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνύλ 

κηηνρνλδξηαθνύο κεηαθνξείο ηεο νηθνγέλεηαο SLC25A. 
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1.2 Σν γνλίδην Slc25a46 

Σν γνλίδην Slc25a46 εληνπίδεηαη ζην ρξσκφζσκα 5 (5q22.1) ζην αλζξψπηλν 

γνληδίσκα (Homo sapiens) θαη έρεη κέγεζνο 27.021 βάζεηο (110.738.136 - 

110.765.161 bp), ελψ ην αληίζηνηρν ηνπ πνληηθηνχ εληνπίδεηαη ζην ρξσκφζσκα 18 

(Mus musculus)  θαη έρεη κέγεζνο 29.735 βάζεηο (31.739.822 – 31.769.556 bp). Σν 

γνλίδην Slc25a46, εκθαλίδεη πςειφ βαζκφ εμειηθηηθήο ζπληήξεζεο θαζψο  νξζφινγά 

ηνπ έρνπλ εληνπηζηεί ζε δηαθφξνπο νξγαληζκνχο φπσο: Drosophila melanogaster, 

Caenorhabditis elegans, Xenopus laevis, Danio rerio, αιιά θαη ζε πιεζψξα άιισλ 

νξγαληζκψλ φπσο ηα πηελά, ηα εξπεηά θαη ηα ζειαζηηθά. πλνιηθά, έρνπλ κέρξη 

ζήκεξα βξεζεί 227 νξζφινγα γνλίδηα ηνπ Slc25a46. Δπηπιένλ, ην γνλίδην Slc25a46 

τοσ ανθρώποσ, έρεη 9 εμψληα θαη θσδηθνπνηεί γηα κηα πξσηεΐλε κεγέζνπο 418 

ακηλνμέσλ. 

1.3 Λεηηνπξγηθόο ραξαθηεξηζκόο ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 

Όπσο πξναλαθέξζεθε, ην γνλίδην Slc25a46 θσδηθνπνηεί ηελ SLC25A46 

πξσηεΐλε. Ζ SLC25A46 έρεη κέγεζνο 418 ακηλνμέα ηφζν ζηνλ άλζξσπν φζν θαη ζην 

πνληίθη κε νκνινγία ακηλνμηθψλ αιιεινπρηψλ ηεο ηάμεο ηνπ 89%. Απφ δνκηθήο 

απφςεσο ε πξσηεΐλε SLC25A46 πεξηέρεη ηξεηο δηαδνρηθά επαλαιακβαλφκελεο 

νκφινγεο επηθξάηεηεο (κήθνπο πεξίπνπ 100 ακηλνμέσλ έθαζηε), θάζε κία απφ ηηο 

νπνίεο πεξηέρεη δχν πδξφθνβεο πεξηνρέο νη νπνίεο θαηαλέκνληαη ζην εζσηεξηθφ ηεο 

κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο κε ηε κνξθή α-ειίθσλ. πλνιηθά ινηπφλ, ε SLC25A46 

απνηειείηαη απφ έμη α-έιηθεο κε πηζαλή δηακφξθσζε απηή πνπ πξναλαθέξζεθε γηα ηα 

κέιε ηεο SLC25 νηθνγέλεηαο (Δηθφλα 1.10) (Palmieri, 2004).   

 Δλδειερήο ηνπνινγηθή αλάιπζε ζε ηζηνχο ηνπ θεληξηθνχ λεπξηθνχ 

ζπζηήκαηνο (ΚΝ) ζην πνληίθη, θαζψο θαη ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο/ηλνβιάζηεο 

ζειαζηηθψλ, έδεημε φηη ε πξσηεΐλε SLC25A46 εληνπίδεηαη ζηελ εμσηεξηθή 

κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε (Janer et al., 2016, Terzenidou et al., 2017), ζε αληίζεζε κε 

ηελ πιεηνςεθία ησλ κειψλ ηεο νηθνγέλεηαο SLC25 πνπ εληνπίδνληαη ζηελ εζσηεξηθή 

κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε.       
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1.4 Πξσηετληθέο αιιειεπηδξάζεηο θαη ε πξσηεΐλε 

SLC25A46 

Οινέλα θαη κεγαιχηεξν επηζηεκνληθφ ελδηαθέξνλ απνθηνχλ νη κειέηεο πνπ 

πξαγκαηεχνληαη ηηο δπλεηηθέο αιιειεπηδξάζεηο ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46  κε άιια 

κφξηα πξσηετληθήο θπξίσο θχζεσο, πνπ δηαδξακαηίδνπλ θαίξην ξφιν ζε πιήζνο 

θπηηαξηθψλ δηεξγαζηψλ. πγθεθξηκέλα, βξέζεθε πσο ε πξσηεΐλε SLC25A46 

αιιειεπηδξά κε ζπζηαηηθά ηνπ κεραληζκνχ ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζχληεμεο/ζράζεο, 

φπσο νη πξσηεΐλεο OPA1, MFN1, MFN2, θαζψο θαη κε κέιε ηνπ ζπκπιφθνπ MICOS, 

φπσο νη πξσηεΐλεο MIC60 θαη MIC19. Σα απνηειέζκαηα απηά ππνδεηθλχνπλ γηα 

αθφκε κηα θνξά φηη ε SLC25A46, απνηειεί κέινο ελφο επξχηεξνπ πξσηετληθνχ 

δηθηχνπ αιιειεπηδξάζεσλ (interactome), πνπ πεξηιακβάλεη πξσηεΐλεο πνπ 

εκπιέθνληαη ζηε νξγάλσζε θαη δηαηήξεζε ησλ cristae, θαζψο θαη πξσηεΐλεο ηεο 

εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε δπλακηθή ησλ 

κηηνρνλδξίσλ (Janer et al., 2016). Δπηπξφζζεηα, ε πξσηεΐλε SLC25A46 ζχκθσλα κε 

ηελ ίδηα επηζηεκνληθή κειέηε αιιειεπηδξά κε ζπζηαηηθά ηνπ ζπκπιφθνπ EMC 

(Endoplasmic reticulum membrane protein complex), θαη πηζαλψο εκπιέθεηαη κε ηνλ 

ηξφπν απηφ ζηελ κεηαθνξά ιηπηδίσλ απφ ην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν ζηα κηηνρφλδξηα. 

Μάιηζηα, απψιεηα ηεο SLC2546, επεξεάδεη αξλεηηθά ηε θσζθνιηπηδηθή ζχζηαζε 

ησλ κηηνρνλδξίσλ θαζψο θαη ηελ κνξθνινγία ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ (Janer et 

al., 2016).  Σέινο,  ε απψιεηα ηεο SLC25A46, επεξεάδεη αξλεηηθά ην κεραληζκφ 

ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο (θαη ηδηαίηεξα ην ζχκπινθν IV ηεο αλαπλεπζηηθήο 

αιπζίδαο), ελψ παξάιιεια πξνάγεη ηελ πξφσξε γήξαλζε θαη εκπνδίδεη ηε 

κεηαλάζηεπζε ησλ θπηηάξσλ (Janer et al., 2016). 

1.5  SLC25A46 επαγόκελεο παζνινγίεο ζηνλ άλζξσπν 

Σα ηειεπηαία ρξφληα πιήζνο επηζηεκνληθψλ κειεηψλ έρνπλ θαηαδείμεη ηελ 

πηζαλή ζπζρέηηζε κεηαιιάμεσλ ζην αλζξψπηλν γνλίδην Slc25a46, κε ηελ εκθάληζε 

εηεξνγελψλ θιηληθψλ ζπκπησκάησλ λεπξνπαζνινγηθήο θχζεσο (Πίλαθαο 1.3). Οη 

θπξηφηεξεο πεξηπηψζεηο είλαη νη αθφινπζεο: Δπηθξαηήο νπηηθή αηξνθία θαη αμνληθή 

πεξηθεξηθή λεπξνπάζεηα (Abrams et al., 2015), χλδξνκν Leigh (Janer et al., 2016), 

πξννδεπηηθή κπνθισληθή αηαμία, νπηηθή αηξνθία θαη λεπξνπάζεηα (Charlesworth et 

https://en.wikipedia.org/wiki/Endoplasmic_reticulum_membrane_protein_complex
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al., 2016), θαη ζλεζηγφλνο ζπγγελήο γεθπξνπαξεγθεθαιηδηθή ππνπιαζία (Wan et al., 

2016).  

 

Πίλαθαο 1.3: SLC25A46 επαγόκελεο παζνινγίεο ζηνλ άλζξσπν 

 

  

1.6 Αλαθάιπςε κηαο λέαο κεηάιιαμεο ζην Slc25a46  γνλίδην 

πνπ πξνθαιεί αηαμία  ζην πνληίθη κέζσ Πξόζζηαο Γελεηηθήο  

ην παξειζφλ πξαγκαηνπνηήζεθε, απφ ηελ Γξ Διέλε Νηνχλε, ηπραία ρεκηθή 

κεηαιιαμηγέλεζε ζην πνληίθη, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ κεηαιιαμνγφλν έλσζε 

αηζπιληηξνδνπξία (N-ethyl-N-nitrosourea, ENU), γηα ηε δεκηνπξγία θαη επηινγή 

θαηλνηχπσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ην λεπξνκπτθφ ζχζηεκα κε ζθνπφ ηε δεκηνπξγία 

λέσλ δσηθψλ κνληέισλ θαη ηελ εχξεζε ησλ ππεχζπλσλ παζνγελεηηθψλ κεηαιιάμεσλ. 

Ζ αηζπιληηξνδνπξία ρνξεγήζεθε ελδνπεξηηνλατθά ζε αξζεληθά πνληίθηα θαη ζηε 

ζπλέρεηα αθνινπζψληαο έλα ζρήκα δηαζηαπξψζεσλ θαηάιιεισλ γηα ηελ αλαγλψξηζε 

ππνιεηπφκελσλ κεηαιιάμεσλ, αλαγλσξίζηεθε έλαο λένο θαηλφηππνο απηνζσκηθήο 
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ππνιεηπφκελεο λεπξνινγηθήο λφζνπ (Douni et al., 2012).    

 Ο ελ ιφγσ θαηλφηππνο ραξαθηεξίδεηαη απφ αηαμία, αζηάζεηα θίλεζεο, 

ηνληθνθισληθνχο ζπαζκνχο, έλσζε ησλ άθξσλ (limb-clasping) θαηά ηελ αηψξεζή ηνπ 

απφ ηελ νπξά, κεησκέλε κπτθή δχλακε θαη επηβξαδχλνπζα αλάπηπμε κε πξφσξε 

ζλεζηκφηεηα έσο ηελ ειηθία ησλ ηξηψλ κελψλ. Λφγσ ησλ λεπξνινγηθψλ 

ζπκπησκάησλ ν ελ ιφγσ θαηλφηππνο νλνκάζηεθε αηαμηθφο (ataxic) θαη ε κεηάιιαμε 

atc. Σα πξψηα ζπκπηψκαηα εθδειψλνληαη θαηά ηε δεχηεξε εβδνκάδα κεηά ηε 

γέλλεζε, κε πιήξε δηείζδπζε θαη ζηα δχν θχια. Απφ ηελ ηξίηε εβδνκάδα, ζηακαηάεη 

ε αχμεζε ηνπ βάξνπο ζηα αηαμηθά πνληίθηα, ε κπηθή ηνπο δχλακε εμαζζελεί, ελψ 

θαηά ηελ πέκπηε εβδνκάδα αλάπηπμεο ε πιεηνςεθία ησλ πνληηθηψλ πεζαίλεη (Δηθφλα 

1.13) (Terzenidou et al., 2017). Σα εηεξφδπγα πνληίθηα δελ δηαθέξνπλ θαηλνηππηθά 

απφ ηα αγξίνπ ηχπνπ αδέξθηα ηνπο, θαζφιε ηε δηάξθεηα ηεο δσήο ηνπο. Δπηπξφζζεηα, 

εθηφο απφ ην λεπξνινγηθφ θαηλφηππν, ηα αηαμηθά πνληίθηα εκθάληζαλ ζνβαξή 

ππνπιαζία ηνπ ζχκνπ θαη ηνπ ζπιήλα κε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή κείσζε ησλ επηπέδσλ 

ησλ Σ θαη Β ιεκθνθπηηάξσλ, θαζψο θαη ησλ θπηηάξσλ ηεο κπειηθήο ζεηξάο 

(Terzenidou et al., 2017). 

 

Δηθόλα 1.13: Κιηληθόο ραξαθηεξηζκόο ηνπ αηαμηθνύ θαηλνηύπνπ. A) Κακπχιε κεηαβνιήο 

ζσκαηηθνχ βάξνπο, πνπ ππνδειψλεη ην κεησκέλν ζσκαηηθφ βάξνο ησλ  αηαμηθψλ (atc/atc) πνληηθηψλ 

έλαληη ησλ πγηψλ αδεξθψλ ηνπο (WT), B) Γξαθηθή απεηθφληζε κέηξεζεο κπτθήο δχλακεο, πνπ 

ππνδειψλεη ηε κεησκέλε κπτθή δχλακε ησλ αξζεληθψλ αηαμηθψλ (atc/atc) πνληηθηψλ έλαληη ησλ πγηψλ 

αδεξθψλ ηνπο (WT), C) Πξφσξε ζλεζηκφηεηα ησλ αηαμηθψλ (atc/atc) πνληηθηψλ έλαληη ησλ πγηψλ 

αδεξθψλ ηνπο (WT),  D) Αδπλακία έθηαζεο ησλ νπίζζησλ άθξσλ θαηά ηελ αηψξεζε απφ ηελ νπξά, 

αηαμηθψλ (atc/atc) πνληηθηψλ έλαληη ησλ πγηψλ αδεξθψλ ηνπο (WT) (Terzenidou et al., 2017). 

Ηζηνινγηθή αλάιπζε ζηελ παξεγθεθαιίδα ησλ αηαμηθψλ πνληηθψλ απνθάιπςε 

ππνπιαζία ζηελ κνξηαθή ζηoηβάδα ηεο παξεγθεθαιίδαο,  εθθπιηζκφ ησλ δελδξηηηθψλ 

δηαθιαδψζεσλ ησλ θπηηάξσλ Purkinje (Δηθφλα 1.14) θαζψο θαη αιινηψζεηο ζηε 
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ζπλδεζηκφηεηα ησλ λεπξηθψλ ζπλάςεψλ ηνπο (Terzenidou et al., 2017). Αθφκε 

παξαηεξήζεθαλ θπηηαξηθέο αιινηψζεηο ζηνλ ακθηβιεζηξνεηδή ρηηψλα θαη ζην νπηηθφ 

λεχξν (Terzenidou et al., 2017). 

 

Δηθόλα 1.14: Ηζηνινγηθέο αιινηώζεηο ζηελ παξεγθεθαιίδα αγξίνπ ηύπνπ θαη αηαμηθώλ πνληηθηώλ. 

Α-Β) Τπνπιαζία ζηελ κνξηαθή ζηoηβάδα ηεο παξεγθεθαιίδαο αηαμηθψλ πνληηθηψλ, C-F) Δθθπιηζκφο 

ησλ δελδξηηηθψλ δηαθιαδψζεσλ ησλ θπηηάξσλ Purkinje ζηελ παξεγθεθαιίδα αηαμηθψλ πνληηθηψλ 

(Terzenidou et al., 2017). 

1.7 Eύξεζε ηεο κεηάιιαμεο ζην γνλίδην Slc25a46 θαη 

γελεηηθή επηβεβαίσζε  

Γηα ηελ ραξηνγξάθεζε ηεο αηηηψδνπο κεηάιιαμεο γηα ηνλ αηαμηθφ θαηλφηππν, 

πξαγκαηνπνηήζεθε αλάιπζε γελεηηθήο ζχλδεζεο (genetic linkage analysis) θαη ε 

ππεχζπλε γηα ηνλ αηαμηθφ θαηλφηππν κεηάιιαμε αληρλεχηεθε ζην ρξσκφζσκα 18 θαη 

ζπγθεθξηκέλα ζην γνλίδην Slc25a46 (Terzenidou et al., 2017). Πξφθεηηαη γηα κία 

ζεκεηαθή κεηάιιαμε πνπ πξνθαιεί αιιαγή ελφο λνπθιενηηδίνπ θπηνζίλεο (C) ζε 

ζπκίλε (Σ) ζηελ θσδηθή πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ, νδεγψληαο ζηελ εκθάληζε ελφο 

πξφσξνπ θσδηθνλίνπ ιήμεο. Χο απνηέιεζκα ηεο ζπγθεθξηκέλεο κεηάιιαμεο, ε 

παξαγφκελε πξσηεΐλε πνπ έρεη κέγεζνο 95 ακηλνμέα έλαληη ηεο αγξίνπ ηχπνπ πνπ είρε 

κέγεζνο 418 ακηλνμέα (Δηθφλα 1.15). Ζ ζέζε ηεο κεηαιιαγήο αληηζηνηρεί αθξηβψο 

ζην ελαξθηήξην ακηλνμχ ηεο πξψηεο απφ ηηο έμη α-έιηθεο πνπ εηζρσξνχλ ζηελ 

εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε. Έηζη, ε κεηαιιαγκέλε πιένλ πξσηεΐλε θέξεη 

κφλν ην ακηλνηειηθφ άθξν ηεο αγξίνπ ηχπνπ πξσηεΐλεο. Ζ δξακαηηθή απηή δνκηθή 

αιιαγή ηεο κεηαιιαγκέλεο πξσηεΐλεο SLC25A46 νδεγεί ζηελ νινθιεξσηηθή 
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απψιεηα ηεο ιεηηνπξγηθφηεηαο ηεο θαη ζηελ αδπλακία ελζσκάησζήο ηεο ζηελ 

εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε (Terzenidou et al., 2017).  

Πεξαηηέξσ αλάιπζε ηνπ πξνθίι έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 έδεημε 

εμέρνπζα έθθξαζε ζην εγθέθαιν, ηελ παξεγγεθαιίδα θαη ην λσηηαίν κπειφ ζηα 

πνληίθηα αγξίνπ ηχπνπ. Οινθιεξσηηθή απψιεηα ηεο πιήξνπο κήθνπο 46kDa 

πξσηεΐλεο παξαηεξήζεθε ζηα κηηνρφλδξηα αηαμηθψλ (Slc25a46
atc/atc

 ) πνληηθηψλ 

(Terzenidou et al., 2017). 

 

Δηθόλα 1.15 : Δληνπηζκόο ηεο ζεκεηαθήο κεηάιιαμεο ζην Slc25a46 γνλίδην ζηα αηαμηθά πνληίθηα. 

Σα απνηειέζκαηα ηεο αιιεινχρηζεο ηνπ γνληδίνπ Slc25a46, φπνπ είλαη εκθαλήο ε αληηθαηάζηαζε ηεο 

θπηνζίλεο (C) απφ ηε ζπκίλε (T) (κε θφθθηλν ρξψκα) κε απνηέιεζκα ηελ εηζαγσγή ελφο θσδηθνλίνπ 

ιήμεο (ΣΑG, stop) ζην 96
ν
 ακηλνμχ (Terzenidou et al., 2017). 

Τπεξέθθξαζε ηνπ δηαγνληδίνπ πνπ θσδηθνπνηεί γηα ηελ αλζξψπηλε πξσηεΐλε 

SLC25A46 (TghuSLC25A46), ζε αηαμηθά πνληίθηα (Slc25a46
atc/atc

) νδήγεζε ζε πιήξε 

δηάζσζε ηνπ θαηλνηχπνπ. Απηφ ην γεγνλφο απνηέιεζε ηε γελεηηθή επηβεβαίσζε πσο ε 

ζεκεηαθή κεηάιιαμε πνπ πξναλαθέξζεθε ζην γνλίδην Slc25a46, ήηαλ απνθιεηζηηθά 

ππεχζπλε γηα ηνλ αηαμηθφ θαηλφηππν (Terzenidou et al., 2017).     

 Με πξσηενκηθή αλάιπζε ζηελ παξεγθεθαιίδα αγξίνπ ηχπνπ θαη αηαμηθψλ 

πνληηθηψλ  δηεπξεπλήζεθε θαηά πφζν in vivo απψιεηα ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46, 

επεξεάδεη ηα επίπεδα έθθξαζεο άιισλ πξσηετλψλ πνπ ζα κπνξνχζαλ λα 

αιιειεπηδξάζνπλ δπλεηηθά καδί ηεο (Terzenidou et al., 2017). Σα απνηειέζκαηα ηεο 

ζπγθεθξηκέλεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο έδεημαλ φηη ε απψιεηα ηεο πξσηεΐλεο 

SLC25A46 επεξεάδεη ζεκαληηθά ηα επίπεδα έθθξαζεο δηαθφξσλ κηηνρνλδξηαθψλ 
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πξσηετλψλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ ζχληεμε θαη ζράζε ησλ κηηνρνλδξίσλ, φπσο είλαη 

νη OPA1, MFN2 θαη MFF (Terzenidou et al., 2017).   

1.8 Πξσηενκηθή αλάιπζε 

Οη πξσηεΐλεο έρνπλ δνκηθφ ή ιεηηνπξγηθφ ξφιν πνπ θαζνξίδεηαη απφ ηελ 

αθνινπζία ησλ ακηλνμέσλ, ην κνξηαθφ κέγεζνο θαη ην ειεθηξηθφ θνξηίν. 

Οπνηαδήπνηε  αιιαγή ζε απηά ηα ραξαθηεξηζηηθά επεξεάδεη άκεζα ηε βηνινγηθή 

ιεηηνπξγία ηεο πξσηεΐλεο. Ζ γλψζε  κφλν ηεο ακηλνμηθήο αιιεινπρίαο δελ παξέρεη 

θαη ηε  γλψζε ηεο ηξηζδηάζηαηεο δνκήο, ηεο ιεηηνπξγίαο θαη ηεο αιιειεπίδξαζεο 

κεηαμχ πξσηετλψλ. Ζ Πξσηενκηθή (Proteomics), πξαγκαηεχεηαη ηελ αλάιπζε ηνπ 

ζπλφινπ ησλ παξαγφκελσλ πξσηετλψλ θαη πεπηηδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχληαη θαη 

παξάγνληαη απφ ην γνληδίσκα ελφο θπηηάξνπ, ηνπ απνθαινχκελν πξσηεψκαηνο.  

Οη εθαξκνγέο ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο είλαη νη αθφινπζεο:  

 Αλίρλεπζε,  δηαρσξηζκφο θαη ραξαθηεξηζκφο ησλ πξσηετλψλ ζε θχηηαξα, ηζηνχο 

θαη φξγαλα ζε νπνηνπδήπνηε αλαπηπμηαθφ ζηάδην ηφζν ζε θπζηνινγηθέο φζν θαη 

ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο. 

 Μειέηε ησλ πξσηετληθψλ αιιειεπηδξάζεσλ θαη ησλ ζπκπιφθσλ πνπ 

δεκηνπξγνχληαη. 

 Μειέηε ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ ελφο πξσηεψκαηνο, αθξηβήο 

πνζνηηθνπνίεζή ηνπο θαη ζπζρέηηζή ηνπο κε ηηο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο. 

 Μειέηε κεηακεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ. 

 πζηεκαηηθή αλάιπζε βηνρεκηθνχ δηθηχνπ, κε ηε ρξήζε 

καζεκαηηθψλ κνληέισλ ή άιισλ εξγαιείσλ ζηα πιαίζηα ηεο βηνινγίαο 

ζπζηεκάησλ.  

 Αλάπηπμε βηνδεηθηψλ θαη θαηαλφεζε παζνγελεηηθψλ κεραληζκψλ.   

ηα πιαίζηα ηεο πινπνίεζεο φισλ ησλ αλσηέξσ ζηφρσλ θαηά ηελ πξσηενκηθή 

αλάιπζε ρξεζηκνπνηείηαη πιεζψξα ηερληθψλ, φπσο ε ειεθηξνθφξεζε πεθηήο 

(δηαρσξηζκφο), ε ηξηρνεηδήο ειεθηξνθφξεζε (δηαρσξηζκφο) θαη ε πγξή 

ρξσκαηνγξαθία ζε ζπλδπαζκφ κε ηε θαζκαηνκεηξία κάδαο (δηαρσξηζκφο θαη 

πνζνηηθνπνίεζε), ε θαζκαηνκεηία κάδαο ζε ζεηξά (αιιεινχρηζε), ε θαζκαηνζθνπία 

NMR (αιιειεπηδξάζεηο πξσηετλψλ), θαη ε θξπζηαιινγξαθία (κειέηε ηξηζδηάζηαηεο 
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δνκήο).          

 Αλαιπηηθφηεξα, κηα ηππηθή πξσηενκηθή αλάιπζε ραξαθηεξίδεηαη απφ κηα 

θαζνξηζκέλε ξνή εξγαζηψλ (Δηθφλα 1.16). Αξρηθά, θχηηαξα απφ 

θπηηαξνθαιιηέξγεηεο ή απφ άιιν δείγκα ππφθεηληαη ζε θαηάιιειε θαηεξγαζία πξνο 

απνκφλσζε ησλ πξσηετλψλ. Οη απνκνλσκέλεο πξσηεΐλεο πθίζηαληαη πέςε κε 

πξσηενιπηηθφ έλδπκν, κε ζθνπφ ηε δηάζπαζή ηνπο ζε πεπηίδηα. Σα πεπηίδηα ζηε 

ζπλέρεηα αλαιχνληαη ζε ζχζηεκα πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο ζε ζπλδπαζκφ κε 

θαζκαηνκεηξία κάδαο (LC-MS/MS), φπνπ επηηπγράλεηαη ζε δηαθνξεηηθά ζηάδηα 

δηαρσξηζκφο, ηαπηνπνίεζε, αιιεινχρεζε θαη πνζνηηθνπνίεζε ησλ πεπηηδίσλ. 

Έπεηηα, κέζσ θαηάιιεισλ ινγηζκηθψλ πξαγκαηνπνηείηαη πνιππαξακεηξηθή 

ζηαηηζηηθή αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ. Σέινο, κε ηε βνήζεηα πξνγξακκάησλ 

βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο δεκηνπξγνχληαη βηνινγηθά δίθηπα αιιειεπίδξαζεο, πνπ 

παξέρνπλ πνιχηηκεο πιεξνθνξίεο γηα ηελ πεξαηηέξσ δηελέξγεηα πεηξακάησλ 

επηβεβαησηηθνχ θπξίσο ραξαθηήξα, κε απψηεξν ζθνπφ ηελ θαηαλφεζε ηεο βηνινγηθήο 

ιεηηνπξγίαο ηνπ ζπζηήκαηνο.         

 Αλ θαη ην πξσηέσκα ραξαθηεξίδεηαη απφ κεγαιχηεξε πνιππινθφηεηα θαη 

παξαιιαθηηθφηεηα ζπγθξηηηθά κε ην γνληδίσκα, ε πξσηενκηθή αλάιπζε 

αληηπξνζσπεχεη ην πην δπλακηθφ ηκήκα ησλ νιηζηηθψλ αλαιπηηθψλ ηερλνινγηψλ  

θαζψο πξνζθέξεη εμαηξεηηθά ζεκαληηθέο θαη κνλαδηθέο πιεξνθνξίεο ηφζν γηα ηε 

γνληδηαθή έθθξαζε φζν θαη γηα ηελ θαηαλφεζε βηνρεκηθψλ κεραληζκψλ, γεγνλφο 

απαξαίηεην γηα ηελ κειέηε ηνπ κνξηαθνχ ππνβάζξνπ δηαθφξσλ αζζελεηψλ θαη ηελ 

αλάπηπμε θαηλνηφκσλ δηαγλσζηηθψλ θαη ζεξαπεπηηθψλ πξνζεγγίζεσλ. 

Αληηπξνζσπεπηηθφ παξάδεηγκα απνηειεί ε εθηεηακέλε ρξήζε ηεο πξσηενκηθήο 

αλάιπζεο ζηελ πξνζπάζεηα θαηαλφεζεο ησλ κνξηαθψλ κεραληζκψλ παζνγέλεηαο 

δηαθφξσλ λεπξνεθθπιηζηηθψλ δηαηαξαρψλ θαη ηεο αλάπηπμεο θαηλνηφκσλ 

απνηειεζκαηηθψλ ζεξαπεηψλ (Θενδσξίδεο, 2015). 
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Δηθόλα 1.16: Σππηθό παξάδεηγκα ξνήο εξγαζηώλ ζηα πιαίζηα κηαο πξσηεσκηθήο αλάιπζεο 

(Kawahara et al., 2015). 

1.8.1 Γηαθνξηθή αλάιπζε πξσηενκηθήο έθθξαζεο ρσξίο 

ζήκαλζε (Label Free Quantification, LFQ) 

Ζ θαζκαηνκεηξία κάδαο αλακθίβνια θαηέρεη εμέρνπζα ζέζε ζηνλ επξχηεξν 

ηνκέα ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο, ε νπνία κε ηε ζεηξά ηεο θαη ζε ζπλδπαζκφ κε ηε 

ξαγδαία ηερλνινγηθή πξφνδν ζηε ζχγρξνλε επνρή, έρεη θαηαζηεί έλα εμαηξεηηθά 

ηζρπξφ θαη πνιχηηκν εξγαιείν, ζηελ πξνζπάζεηα εμεχξεζεο απαληήζεσλ ζε κηα ζεηξά 

πνιππαξαγνληηθψλ επηζηεκνληθψλ εξσηεκάησλ ζηνπο ηνκείο ηεο ηαηξηθήο, ηεο 

βηνινγίαο θαη ηεο βηνρεκείαο. Απηή ε ξαγδαία δηεχξπλζε ησλ εθαξκνγψλ ηεο 

πξσηενκηθήο αλάιπζεο θαζηζηά αλαγθαία ηε δηακφξθσζε ηερληθψλ θαη κεζφδσλ 
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εμεηδηθεπκέλσλ σο πξνο ην εθάζηνηε επηζηεκνληθφ εξψηεκα πνπ επηρεηξείηαη λα 

απαληεζεί, ηε θχζε ηνπ πξσηεψκαηνο πνπ δηεξεπλάηαη (π.ρ χπαξμε δηαιπηψλ ή 

κεκβξαληθψλ πξσηετλψλ, χπαξμε πξσηετλψλ πνπ θέξνπλ κεηακεηαθξαζηηθέο 

ηξνπνπνηήζεηο, χπαξμε πξσηετληθψλ ηζνκνξθψλ), θαζψο θαη ην είδνο ησλ δεηγκάησλ 

πνπ αλαιχνληαη (π.ρ ηζηφο, θαιιηεξγνχκελα θχηηαξα, ζσκαηηθά πγξά, θπηά, 

βαθηήξηα). Πξνθεηκέλνπ ινηπφλ, λα εθπιεξσζνχλ φιεο νη παξαπάλσ απαηηήζεηο ηα 

ηειεπηαία ρξφληα έρεη αλαπηπρζεί κηα πιεζψξα αληαγσληζηηθψλ πεηξακαηηθψλ 

ηερληθψλ γηα ηελ απνκφλσζε, ην δηαρσξηζκφ, ηελ πέςε, ηνλ εκπινπηηζκφ, ηε κείσζε 

θαζψο θαη ηελ πνζνηηθνπνίεζε (ζρεηηθή θαη απφιπηε) ησλ πξσηετλψλ, ελψ 

ζπλερίδνπλ λα αλαπηχζζνληαη νινέλα θαη πεξηζζφηεξεο λέεο κεζνδνινγίεο πξνο απηή 

ηελ θαηεχζπλζε.         

 Μηα λέα θαη αληηπξνζσπεπηηθή ησλ αλσηέξσ ηερληθή είλαη ε δηαθνξηθή 

αλάιπζε πξσηενκηθήο έθθξαζεο ρσξίο ζήκαλζε (Label Free Quantification, LFQ). Ζ 

ελ ιφγσ κέζνδνο ραξαθηεξίδεηαη απφ ηδηαίηεξα απμεκέλε αμηνπηζηία ζηελ αθξηβή 

πνζνηηθνπνίεζε πξσηετλψλ κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ βηνινγηθψλ δεηγκάησλ θαη γηα ην 

ιφγν απηφ ηα ηειεπηαία ρξφληα ρξεζηκνπνηείηαη φιν θαη πεξηζζφηεξν ζηελ βηνταηξηθή 

έξεπλα. πγθεθξηκέλα, δελ ρξεζηκνπνηεί ηζφηνπα, ηα νπνία πεξηέρνληαη ζε ελψζεηο 

θαη ζεκαίλνπλ ηηο πξσηεΐλεο, αιιά βαζίδεηαη ζηελ θαηακέηξεζε ησλ θαζκαηηθψλ 

θνξπθψλ. Αλαιπηηθφηεξα, πεξηιακβάλεη ηελ αλίρλεπζε ησλ πεπηηδίσλ, ηελ 

αληηζηνίρηζή ηνπο κε πεπηίδηα απφ πνιιαπιά δεδνκέλα LC/MS θαη ηελ επηινγή ησλ 

πεπηηδίσλ πνπ μερσξίδνπλ. Έηζη θαηακεηξψληαη νη θαζκαηηθέο θνξπθέο, πνπ 

εληνπίδνληαη γηα έλα ζπγθεθξηκέλν πεπηίδην ζε δηαθνξεηηθά βηνινγηθά δείγκαηα θαη 

ζηε ζπλέρεηα ελζσκαηψλνληαη ηα απνηειέζκαηα γηα φια ηα πεπηίδηα ησλ πξσηετλψλ 

πνπ πνζνηηθνπνηνχληαη. 

1.8.2  Πξσηενκηθή αλάιπζε σο εξγαιείν γηα ηε κειέηε 

λεπξνεθθπιηζηηθώλ αζζελεηώλ  

ηηο κέξεο καο, ε πξσηενκηθή αλάιπζε ρξεζηκνπνηείηαη επξέσο θαη 

ζπζηεκαηηθά γηα ηελ αλάπηπμε λέσλ βηνδεηθηψλ, πνπ ζα κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ ηφζν ζηε δηάγλσζε φζν θαη ζηε ζεξαπεία ζπγθεθξηκέλσλ 

λεπξνεθθπιηζηηθψλ αζζελεηψλ. Γηα ην ζθνπφ απηφ επηρεηξείηαη ηαθηηθά ε κειέηε ηνπ 

πξσηεψκαηνο ζε επίπεδν εγθεθαινλσηηαίνπ πγξνχ (Cerebrospinal Fluid - CSF) 

(Chaurand et al., 2004). Σν εγθεθαινλσηηαίν πγξφ είλαη κηα εμαηξεηηθή πεγή γηα ηνλ 
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εληνπηζκφ βηνινγηθψλ δεηθηψλ γηα λεπξνινγηθέο παζήζεηο, θαζψο κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί ζηε κειέηε ηεο βηνινγίαο ησλ λεπξνεθθπιηζηηθψλ αζζελεηψλ ζε 

αζζελείο θαη έρεη ρξεζηκνπνηεζεί σο κείδνλ δηαγλσζηηθφ εξγαιείν γηα έλα επξχ 

θάζκα ζπλζεθψλ πνπ επεξεάδνπλ ηφζν ην θεληξηθφ φζν θαη πεξηθεξηθφ λεπξηθφ 

ζχζηεκα (Björhall et al., 2005). Ζ ζπγθξηηηθή πξσηενκηθή αλάιπζε ηνπ CSF κεηαμχ 

πγηψλ θαη αζζελψλ αηφκσλ δχλαηαη λα ζπκβάιιεη ζεκαληηθά ζηελ αλαθάιπςε λέσλ 

βηνδεηθηψλ  γηα δηάθνξεο αζζέλεηεο ηνπ λεπξηθνχ ζπζηήκαηνο. Οη βηνδείθηεο 

ρξεζηκνπνηνχληαη σο αληηθεηκεληθνί θαη αληηπξνζσπεπηηθνί δείθηεο θπζηνινγηθψλ 

βηνινγηθψλ δηεξγαζηψλ, παζνγφλσλ δηεξγαζηψλ ή θαξκαθνινγηθψλ απνθξίζεσλ ζε 

κηα ζεξαπεπηηθή παξέκβαζε (Wagner, Williams, & Webster, 2007). Χο εθ ηνχηνπ, 

απνηεινχλ αλακθίβνια ηζρπξά εξγαιεία γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο εμέιημεο δηαθφξσλ 

λεπξνεθθπιηζηηθψλ δηαηαξαρψλ θαζψο θαη γηα ηε δηαρείξηζε ησλ ζεξαπεπηηθψλ 

πξνζεγγίζεσλ (Kawle et al., 2015).  

Ζ πξσηενκηθή αλάιπζε εθηφο απφ ηελ αλαθάιπςε λέσλ βηνδεηθηψλ, 

ρξεζηκνπνηείηαη θαη γηα ηε δηεξεχλεζε ηνπ νμεηδσηηθνχ ζηξεο ζηνλ εγθέθαιν 

αζζελψλ κε λεπξνεθθπιηζηηθέο δηαηαξαρέο.  πγθεθξηκέλα, ε νμείδσζε ησλ 

πξσηετλψλ, ε ππεξνμείδσζε ησλ ιηπηδίσλ, θαζψο θαη ε νμείδσζε ησλ DNA θαη RNA, 

απνηεινχλ ηηο βαζηθέο πεγέο νμεηδσηηθνχ ζηξεο ζηνλ εγθέθαιν αζζελψλ κε 

Alzheimer (Reed et al.,2009). Μάιηζηα, ε Castegna θαη νη ζπλεξγάηεο ηεο 

πξαγκαηνπνίεζαλ πξσηενκηθή αλάιπζε πξνθεηκέλνπ λα πξνζδηνξίζνπλ ηελ 

νμείδσζε ησλ πξσηετλψλ ζηνλ εγθέθαιν αηφκσλ πνπ έπαζραλ απφ ηε λφζν 

Alzheimer. πγθεθξηκέλα, πξαγκαηνπνίεζαλ αλνζνρεκηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ 

πξσηετληθψλ θαξβνλπιίσλ ζπλδπάδνληαο δηζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε πεθηήο 

πνιπαθξπιακηδίνπ θαη θαζκαηνκεηξία κάδαο (Castegna et al., 2003). Αθφκα, ε Reed 

κε ηνπο ζπλεξγάηεο ηεο, ρξεζηκνπνίεζαλ ζπλδπαζηηθά δηζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε 

θαη θαζκαηνκεηξία κάδαο, ζηα πιαίζηα κηαο πξσηενκηθήο αλάιπζεο, πξνθεηκέλνπ λα 

εμεηάζνπλ ηελ ππεξνμείδσζε ησλ ιηπηδίσλ ζηνλ εγθέθαιν αηφκσλ πνπ έπαζραλ 

Alzheimer πξψηκεο έλαξμεο ή επξχηεξα γλσζηφ σο λεαληθφ Alzheimer (Reed et 

al.,2009). 

πλνςίδνληαο, νη λεπξνεθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο απνηεινχλ αλακθίβνια, 

πνιχπινθεο θαη ζρεηηδφκελεο κε ηελ ειηθία δηαηαξαρέο, επεξεάδνληαο έλα ηδηαίηεξα 

κεγάιν αξηζκφ αλζξψπσλ ζηελ ζχγρξνλε επνρή. ήκεξα, κάιηζηα, πεξηζζφηεξν απφ 

πνηέ ε εχξεζε λέσλ απνηειεζκαηηθψλ ζεξαπεηψλ έλαληη ησλ λεπξνεθθπιηζηηθψλ 
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δηαηαξαρψλ απνηειεί αδηακθηζβήηεηα αδήξηηε αλάγθε. ηε θαηεχζπλζε απηή έρνπλ 

πξαγκαηνπνηεζεί ζεκαληηθά βήκαηα πξνφδνπ απφ ηελ επηζηεκνληθή θνηλφηεηα, πνπ 

αθνξνχλ ζηελ θαηαλφεζε ηεο κνξηαθήο βάζεο ησλ λεπξνεθθπιηζηηθψλ αζζελεηψλ 

θαη ηελ αλάπηπμε λέσλ απνηειεζκαηηθψλ ζεξαπεηψλ θαη ζηξαηεγηθψλ κε απψηεξν 

ζθνπφ ην φθεινο ησλ αζζελψλ. Πνιχηηκν εξγαιείν ζηελ επίηεπμε ησλ αλσηέξσ 

ζηφρσλ αλακέλεηαη λα δηαδξακαηίζεη ε ηερλνινγία ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο. 
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1.9 θνπόο ηεο παξνύζαο δηαηξηβήο 

Πξφζθαηεο κειέηεο, έρνπλ αλαδείμεη ην γνλίδην SLC25A46 σο έλα λέν 

παζνγελεηηθφ ζηφρν ζε γελεηηθέο αζζέλεηεο ηνπ λεπξηθνχ ζπζηήκαηνο κε θχξηα 

ραξαθηεξηζηηθά ηελ αηαμία θαη ηελ νπηηθή αηξνθία. Ζ εξεπλεηηθή καο νκάδα 

δεκηνχξγεζε πξφζθαηα έλα γελεηηθφ κνληέιν SLC25A46-ζρεηηδφκελεο αηαμίαο, πνπ 

ζπλεηζθέξεη ζηελ θαηαλφεζε ηνπ παζνθπζηνινγηθνχ ξφινπ ηεο SLC25A46 

πξσηεΐλεο θαη ησλ κνξηαθψλ κεραληζκψλ πνπ επάγνληαη θαηά ηελ απνπζία ηεο.  

 ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κεηαπηπρηαθήο δηαηξηβήο  δηελεξγήζεθε ζπγθξηηηθή 

πξσηενκηθή αλάιπζε ζε νιηθά πξσηετληθά εθρπιίζκαηα παξεγθεθαιίδαο κεηαμχ 

πνληηθηψλ αγξίνπ ηχπνπ θαη αηαμηθψλ θαη ζηε ζπλέρεηα έγηλε έιεγρνο επηιεγκέλσλ 

πξσηετλψλ κε αλνζναπνηχπσκα Western. Ζ απνθάιπςε αιιαγψλ ζην πξσηέσκα ηεο 

παξεγθεθαιίδαο πηζαλψο λα απνθαιχςεη παζνγελεηηθνχο κεραληζκνχο πνπ 

εκπιέθνληαη ζηελ εθδήισζε ηνπ αηαμηθνχ θαηλνηχπνπ, δεδνκέλνπ φηη ε δνκή ηεο 

παξεγθεθαιίδαο έρεη επεξεαζηεί ζεκαληηθά απφ ηελ έιιεηςε ηεο SLC25A46 

πξσηεΐλεο θαη ζρεηίδεηαη άκεζα κε ηνλ αηαμηθφ θαηλφηππν.  
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2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

2.1 ΓΟΝΟΣΤΠΖΖ ΠΟΝΣΗΚΗΧΝ  

2.1.1 Παξαιαβή ηζηώλ από πνληίθηα γηα ηελ απνκόλσζε γελσκηθνύ 

DNA 

Σα λεαξά πνληίθηα ειηθίαο 8-10 εκεξψλ ζεκαίλνληαη κε ελδεδεηγκέλν ηξφπν 

(θφςηκν ηκήκαηνο δαθηχισλ ή θαη απηηνχ) θαη αθνχ απνθηήζνπλ έλαλ 

αληηπξνζσπεπηηθφ αχμνληα αξηζκφ θαηαρσξνχληαη ζε εηδηθφ βηβιίν αξρεηνζέηεζεο 

(Tail Book). ηα πιαίζηα απηήο ηεο δηαδηθαζίαο απνθφπηεηαη ηκήκα κεγέζνπο 3-5 

mm απφ ηελ νπξά θάζε πνληηθηνχ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζηε ζπλέρεηα γηα απνκφλσζε 

γελσκηθνχ DNA θαη γνλνηχπεζε κε Αιπζηδσηή Αληίδξαζε Πνιπκεξάζεο 

(Polymerase Chain Reaction, PCR) θαη αλάιπζε κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα 

αγαξφδεο (Δηθφλα 2.1). 

 

Δηθόλα 2.1 : ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο δηαδηθαζίαο γνλνηύπεζεο πνπ πεξηιακβάλεη: 1) 

Απνκφλσζε γελσκηθνχ DNA απφ νπξέο πνληηθηψλ, 2) Αληίδξαζε PCR θαη 3) Ζιεθηξνθφξεζε ζε 

πήθησκα αγαξφδεο (Πεγή: https://www.practicallyscience.com/category/bio/animals/). 

2.1.2 Απνκόλσζε γελσκηθνύ DNA από νπξέο πνληηθηώλ 

Διαδικαζία 

 Σν ηκήκα ηεο νπξάο ηνπ δψνπ πνπ απνθφπηεηαη ηνπνζεηείηαη ζε 

ζσιελάξην eppendorf 1,5mL. 

 Πξνζηίζεληαη 200κL  «δηάιπκα γηα νπξέο» (tail buffer) θαη 1κL 

πξσηετλάζεο Κ ζπγθέληξσζεο 10mg/mL. 

 Σα eppendorfs ηνπνζεηνχληαη ζε πδαηφινπηξν 55
ν
C φιε ηε λχθηα 

(overnight, O/N) πξνθεηκέλνπ λα γίλεη ε επψαζε. 
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 Σελ επφκελε κέξα πξαγκαηνπνηείηαη έληνλε αλάκεημε πξνθεηκέλνπ λα 

δηαιπζεί πιήξσο ε νπξά ζε θάζε eppendorf θαη λα κελ ππάξρνπλ ηπρφλ 

ππνιείκκαηα. 

 Πξνζηίζεηαη ίζνο φγθνο θαηλφιεο (200κL) θαη 55κL 6M NaCl (ζπκβάιιεη 

ζηελ απνηειεζκαηηθφηεξε απνκφλσζε ηνπ DNA). 

 Αθνινπζεί  έληνλε αλάκημε γηα 5min. 

 Φπγνθέληξεζε 12.000 rpm ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. ρεκαηίδνληαη δχν 

θάζεηο.  

 Ζ πδάηηλε θάζε (πάλσ κέξνο) κεηαθέξεηαη ζε λέν eppendorf θαη 

πξνζηίζεληαη 0,7 φγθνη (~140κL) ηζνπξνπαλφιεο γηα ηελ θαηαθξήκληζε 

ηνπ DNA. 

 Πξαγκαηνπνηείηαη ειαθξηά αλάκημε θαη ελ ζπλερεία θπγνθέληξεζε ζε 

13.000 rpm, γηα ζπλνιηθή δηάξθεηα 10min. 

 Σν ππεξθείκελν αθαηξείηαη θαη ην ίδεκα μεπιέλεηαη κε 70% αηζαλφιε 

(EtOH) (~100κL). 

 χληνκε θπγνθέληξεζε γηα 2min ζηα 13.000 rpm. 

 Απνκάθξπλζε ηεο αηζαλφιεο.  

 Σν ίδεκα αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη ζηνλ αέξα γηα 10min πξνθεηκέλνπ λα 

θχγεη ε πεξίζζεηα αηζαλφιεο. 

 Δπαλαδηάιπζε ηνπ ηδήκαηνο ζε ddH2O (~100κL). 

 Απνζήθεπζε ζηνπο 4
ν
C ή ζηνπο -20

 ν
C. 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ: 

 Γηάιπκα γηα νπξέο (tail buffer) ζε ηειηθφ φγθν 500 mL: 

 0.5M (25mL Tris 1M pH 8.0) 

 0.1M (100mL EDTA 0.5M) 

 0.1M (1mL NaCl 5M) 

 1% (50mL SDS 10%) 

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

 70% EtOH 
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 Ηζνπξνπαλφιε  

 Φαηλφιε 

 6M NaCl : 17.53gr NaCl ζε ηειηθφ φγθν 50mL κε ddH2O 

ΠΛΑΣΗΚΑ-ΓΤΑΛΗΚΑ: 

 Απνζηεηξσκέλα eppendorfs 1.5mL 

 Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιε tips 

ΤΚΔΤΔ: 

 Τδαηφινπηξν 

 Φπγφθεληξνο  

 Αλαδεπηήξαο  

2.1.3 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

Ζ αληίδξαζε PCR απνηειεί κηα ελδπκηθή κέζνδν ελίζρπζεο ζπγθεθξηκέλσλ 

ηκεκάησλ γελεηηθνχ πιηθνχ in vitro. Καηά ηε δηάξθεηα κηαο ηππηθήο ελδπκηθήο 

αληίδξαζεο PCR ην επηζπκεηφ ηκήκα γελεηηθνχ πιηθνχ πνιιαπιαζηάδεηαη κέρξη θαη 

έλα ηξηζεθαηνκκχξην θνξέο, γηα κεηέπεηηα ρεηξηζκνχο, φπσο ε ειεθηξνθφξεζε, ε 

πέςε κε έλδπκα πεξηνξηζκνχ θ.α.      

 Απαξαίηεην ζπζηαηηθφ γηα ηελ ελ ιφγσ αληίδξαζε είλαη ε ρξήζε εθθηλεηψλ, 

δειαδή νιηγνλνπθιενηηδίσλ πνπ νξηνζεηνχλ ην ηκήκα DNA πνπ πξφθεηηαη λα 

πνιιαπιαζηαζηεί. Ο ζσζηφο ζρεδηαζκφο ησλ εθθηλεηψλ επεξεάδεη ζεκαληηθά ην 

απνηέιεζκα ηεο PCR. Έηζη ινηπφλ, κεηά ηελ πιήξε απνζαθήληζε ηεο αιιεινπρίαο-

ζηφρνπ πνπ πξφθεηηαη λα εληζρπζεί κέζσ PCR θαζψο θαη ηνπ επηζπκεηνχ πξντφληνο 

πνπ αλακέλεηαη, πξαγκαηνπνηείηαη ν ζρεδηαζκφο ησλ εθθηλεηψλ. Βαζηθή πξνυπφζεζε 

είλαη νη εθθηλεηέο λα ζρεκαηίδνπλ, κε φζν ην δπλαηφλ κηθξφηεξε πηζαλφηεηα, 

δεπηεξνηαγείο δνκέο φπσο cis/trans δηκεξή θαη θνπξθέηεο. πγθεθξηκέλα, νη 

δεπηεξνηαγείο δνκέο, θαζνξίδνληαη απφ ηελ χπαξμε ελδνκνξηαθψλ ή/θαη δηακνξηαθψλ 

αιιειεπηδξάζεσλ (intramolecular or  intermolecular interactions) θαη κπνξεί λα 

πξνθαιέζνπλ κεησκέλε ή θαη κεδεληθή παξαγσγή ηνπ επηζπκεηνχ πξντφληνο. Δπίζεο, 

κπνξνχλ λα επεξεάζνπλ αξλεηηθά ηελ πξφζδεζε ησλ εθθηλεηψλ ζηελ κήηξα DNA 

θαζψο θαη λα κεηψζνπλ ζεκαληηθά ηε δηαζεζηκφηεηά ηνπο ζηελ αληίδξαζε.
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 πλνπηηθά, ινηπφλ, νη βαζηθνί θαλφλεο πνπ δηέπνπλ ηε ζρεδίαζε ησλ 

εθθηλεηψλ είλαη νη αθφινπζνη:  

 Σν ηδαληθφ κήθνο θάζε εθθηλεηή θπκαίλεηαη απφ 18-32 δεχγε βάζεσλ. 

 Σν πνζνζηφ  GC% ηνπ εθθηλεηή  λα θπκαίλεηαη απφ 40-60% 

 Σν Tm ηνπ εθθηλεηή λα είλαη κεηαμχ 50 θαη 65 
ν
C θαη ηδαληθά 57 έσο 62 

ν
C.  

 ηα πξψηα θαη ζηα ηειεπηαία 5 λνπθιενηίδηα λα ππάξρνπλ 2-3 βάζεηο G ή C.  

 Σα Tms ηνπ δεχγνπο λα είλαη φζν ην δπλαηφλ πην θνληά.  

 Οη εθθηλεηέο ειέγρνληαη ψζηε λα απνθεχγνληαη φζν είλαη δπλαηφ cis-δηκεξή, 

trans-δηκεξή θαη θνπξθέηεο.  

 Σν Tm ηνπ θάζε εθθηλεηή ππνινγίδεηαη απφ ηνλ ηχπν:  

Tm = 69.3 + 0.42*(GC %) - 650/L, φπνπ L= κήθνο εθθηλεηή 

2.1.4 Αληίδξαζε PCR γηα γνλνηύπεζε TgSLC25A46 δηαγνληδηαθώλ 

πνληηθηώλ 

ηα πιαίζηα ηεο γνλνηππηθήο αλάιπζεο ησλ TgSLC25A46 δηαγνληδηαθψλ 

πνληηθψλ πξαγκαηνπνηήζεθε αληίδξαζε PCR κε ζπζηαηηθά θαη ζπλζήθεο πνπ 

πεξηγξάθνληαη ζηε ζπλέρεηα. 

πζηαηηθά αληίδξαζεο 
Όγθνο (κL) 

DNA κήηξα 
1.0 

TaqDNA πνιπκεξάζε, 10U/κL 
0.3 

10X ξπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR 

(TaqBuffer) 

2.0 

dNTPs, 2.5mM 
1.5 

MgCl2, 25Mm 

 

1.6 

Δθθηλεηήο Forward θαη Reverse (human 

SLC25A46), 10pmol/κL 

Καζέλαο 1.0 

Δθθηλεηήο Forward θαη Reverse 

(RANKL), 4pmol/κL 

Καζέλαο 0.3 

ddH2O 
11.0 

Σειηθφο φγθνο αληίδξαζεο 
20.0 
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ρεδηάζηεθαλ θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαηάιιεινη θαη αληηπξνζσπεπηηθνί 

εθθηλεηέο ηφζν γηα ην δηαγνλίδην humanSLC25A46 φζν θαη γηα ην ελδνγελέο γνλίδην 

RANKL πνπ ρξεζηκνπνηείηαη σο κάξηπξαο γηα ηνλ έιεγρν ηεο επηηπρνχο δηεμαγσγήο 

ηεο αληίδξαζεο. Οη αιιεινπρίεο φισλ ησλ εθθηλεηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

παξνπζηάδνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα: 

 

ΓΗΑΓΗΚΑΗΑ: 

 1κLDNA απφ θάζε δείγκα κεηαθέξεηαη ζε ζσιελάξηα φγθνπ 200κL 

 Μεηά απφ ηνπο θαηάιιεινπο ππνινγηζκνχο κε βάζε ηηο πνζφηεηεο πνπ 

ελδείθλπληαη γηα θάζε ζπζηαηηθφ ηεο αληίδξαζεο πξνεηνηκάδεηαη έλα κεηξηθφ 

δηάιπκα αληίδξαζεο γηα ηα δείγκαηα. 

 19κL απφ ην κεηξηθφ δηάιπκα κεηαθέξνληαη ζε ζσιελάξηα πνπ ήδε πεξηέρνπλ 

1κLDNA απφ θάζε δείγκα θαη έηζη ν ηειηθφο φγθνο ηεο αληίδξαζεο αλέξρεηαη 

ζε 20κL γηα φια ηα δείγκαηα. 

 Γηα ηελ επηηπρή έθβαζε ηεο PCR απαηηείηαη θαηάιιεινο ζπλδπαζκφο 

ζεξκνθξαζίαο-ρξφλνπ. Απηφ επηηπγράλεηαη κέζα απφ νξζφ πξνγξακκαηηζκφ 

ηνπ ζεξκηθνχ θπθινπνηεηή σο εμήο: 
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Κύθινη ηάδην Θεξκνθξαζία/ρξόλνο 

1x Απνδηάηαμε ηνπο  94
ν
C γηα 4 ιεπηά 

30x Απνδηάηαμε ηνπο  94
ν
C γηα 30 

δεπηεξόιεπηα 

Τβξηδηζκόο εθθηλεηώλ ηνπο  57
ν
C γηα 30 

δεπηεξόιεπηα 

Δπηκήθπλζε ηνπο 72
ν
C γηα 30 

δεπηεξόιεπηα 

1x Δπηκήθπλζε ηνπο  72
ν
C γηα 10 ιεπηά 

1x Γηαηήξεζε ηνπο  16
ν
C γηα 30 

δεπηεξόιεπηα 

 

 Αθνινχζσο, 5κL δηαιχκαηνο OrangeG πξνζηίζεληαη ζε θάζε ζσιελάξην πνπ 

πεξηέρεη ην πξντφλ ηεο αληίδξαζεο PCR. 

 Αλάιπζε ησλ πξντφλησλ ηεο PCR κέζσ ειεθηξνθφξεζεο ζε  2% πήθησκα 

αγαξφδεο. 

 

2.1.5 Αληίδξαζε PCR γηα γνλνηύπεζε SLC25A46
atc/atc 

πνληηθηώλ 

Ζ αληίδξαζε PCR γηα ηελ ελίζρπζε ηνπ ηκήκαηνο DNA (επξηζθφκελνπ 

εζσηεξηθά ηνπ γνληδίνπ SLC25A46 ηνπ πνληηθνχ) πνπ ζα νδεγεζεί ζε πέςε κε 

θαηάιιειν έλδπκν πεξηνξηζκνχ πξνθεηκέλνπ λα δηαπηζησζεί ε ελδερφκελε χπαξμε 

ηεο ζεκεηαθήο κεηάιιαμεο θαη ζπλεπψο ν γνλφηππνο ησλ αηαμηθψλ πνληηθψλ 

(νκνδπγσηψλ, εηεξνδπγσηψλ) πξαγκαηνπνηήζεθε σο εμήο: 
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πζηαηηθά αληίδξαζεο 
Όγθνο (κL) 

DNA κήηξα 
1.0 

TaqDNA πνιπκεξάζε, 10U/κL 
0.3 

10X ξπζκηζηηθφ δηάιπκα PCR 

(TaqBuffer) 

2.0 

dNTPs, 2.5mM 
1.5 

MgCl2, 25mΜ 

 

1.5 

Δθθηλεηήο Forward θαη Reverse 

(mSlc25a46), 10pmol/κL 

Καζέλαο 1.0 

ddH2O 
11.7 

Σειηθφο φγθνο αληίδξαζεο 
20.0 

 

Δθθηλεηήο Αιιεινπρία 

mSlc25a46 F 5'-TGG AAC TTG CCA TGT GCT CA-3' 

mSlc25a46 R 5'-ACT GCC AGG TTT AGG GAG-3' 

Ζ ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ είλαη  60
ν
C θαη ην παξαγφκελν πξντφλ ηεο PCR έρεη 

κέγεζνο 504bp. 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ: 

 TaqBuffer 10x: 500mMKCL, 100mMTris-HCLpH 9, 1% Triton-X 

 Γηάιπκα Orange G ζεηειηθφφγθν 100mL : 40% Sucrose (Sigma, #S0389), 

0.2% Orange G (AppliChem, #A1404) 

ΤΚΔΤΔ: 

 Θεξκηθφο θπθινπνηεηήο (BIO-RAD C1000 thermal cycler) 

ΠΛΑΣΗΚΑ-ΓΤΑΛΗΚΑ: 

 Απνζηεηξσκέλα eppendorfs 0.2 θαη 1.5mL 

 Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιε tips 
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2.1.6 Πέςε πξντόλησλ PCR κε ελδνλνπθιεάζε πεξηνξηζκνύ γηα 

γνλνηύπεζε SLC25A46
atc/atc 

πνληηθηώλ 

Πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε κε ην έλδπκν πεξηνξηζκνχ HpyCH4III ηεο 

αιιεινπρίαο DNA πνπ εληζρχζεθε κέζσ ηεο αληίδξαζεο PCR(γηα θάζε δείγκα), 

πξνθεηκέλνπ λα δηαπηζησζεί ε ελδερφκελε χπαξμε ηεο ζεκεηαθήο κεηάιιαμεο θαη 

ζπλεπψο ν γνλφηππνο ησλ αηαμηθψλ πνληηθψλ (νκνδπγσηψλ, εηεξνδπγσηψλ).  

 

Ολνκαζία Δλδύκνπ 

 

Αιιεινπρία αλαγλώξηζεο 

 

HpyCH4III 
 

Ζ πέςε πξαγκαηνπνηήζεθε σο εμήο: 

πζηαηηθά αληίδξαζεο 
Όγθνο (κL) 

DNA κήηξα 
15 

Δλδνλνπθιεάζε πεξηνξηζκνχ 

HpyCH4III, 10U/κL 

0.5 

1X ξπζκηζηηθφ δηάιπκα CutSmart® 

Buffer 

2 

ddH2O 
2.5 

Σειηθφο φγθνο αληίδξαζεο 
20 

 ηα απνζηεηξσκέλα eppendorfs, φπνπ κεηά ηελ αληίδξαζε PCR θέξνπλ 15κL 

απφ ην πξντφλ ηεο αληίδξαζεο (δεδνκέλεο ηεο αθαίξεζεο ησλ 5κL πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ ειεθηξνθφξεζε), πξνζηέζεθαλ ηα ζπζηαηηθά ηεο 

αληίδξαζεο πέςεο φπσο απηά αλαθέξνληαη ζηνλ αλσηέξσ πίλαθα, ψζηε ν 

ηειηθφο φγθνο ηεο αληίδξαζεο λα είλαη 20κL.  

 Ζ αληίδξαζε πξαγκαηνπνηείηαη ζε ζεξκνθξαζία 37
ν
C γηα 3 ψξεο, ζχκθσλα κε 

ηηο νδεγίεο ρξήζεο ηνπ ελδχκνπ.  

 Μεηά ην πέξαο ηεο αληίδξαζεο ζε θάζε eppendorf, πξνζηέζεθαλ 

5κLδηαιχκαηνο OrangeG, κε απνηέιεζκα ηε δηακφξθσζε ηνπ ηειηθνχ φγθνπ 

ζηα 25κL. 
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 Αθνινπζεί ειεθηνξθφξεζε ησλ δεηγκάησλ ζε 2% πήθησκα αγαξφδεο. 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ: 

 1X CutSmart® Buffer ηεο NEB: 50 mM Potassium Acetate, 20 mM Tris-

acetate, 10 mM Magnesium Acetate, 100 κg/ml BSA (pH 7.9 @ 25°C) 

 Δλδνλνπθιεάζε πεξηνξηζκνχ HpyCH4III ηεο NEB 

 Γηάιπκα Orange G ζεηειηθφφγθν 100mL : 40% Sucrose (Sigma, #S0389), 

0.2% Orange G (AppliChem, #A1404) 

ΤΚΔΤΔ: 

 Τδαηφινπηξν 

ΠΛΑΣΗΚΑ-ΓΤΑΛΗΚΑ: 

 Απνζηεηξσκέλα eppendorfs 0.2  

 Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιεtips 

2.1.7 Ζιεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα αγαξόδεο 

Ζ ειεθηξνθφξεζε είλαη κηα επξέσο δηαδνκέλε ηερληθή γηα ηελ αλάιπζε ησλ 

λνπθιετθψλ νμέσλ. Βαζίδεηαη ζηνλ δηαρσξηζκφ θνξηηζκέλσλ κνξίσλ (π.ρ DNA) θαηά 

κήθνο ελφο ζηεξενχ πνξψδνπο ππνζηξψκαηνο ζηα άθξα ηνπ νπνίνπ εθαξκφδεηαη 

ειεθηξηθή ηάζε. Σα θνξηηζκέλα κφξηα θηλνχληαη κέζα ζην ππφζηξσκα θαη 

δηαρσξίδνληαη αλάινγα κε ην κέγεζφο ηνπο. πγθεθξηκέλα, ηα λνπθιετθά νμέα είλαη 

αξλεηηθά θνξηηζκέλα εμαηηίαο ηεο θσζθνξηθήο ηνπο νκάδαο κε απνηέιεζκα λα 

κεηαλαζηεχνπλ ζηνλ ζεηηθφ πφιν κε ηαρχηεηα πνπ εμαξηάηαη απφ ην κέγεζφο ηνπο. Σα 

κηθξά κφξηα DNA κεηαθηλνχληαη ηαρχηεξα αλάκεζα ζηνπο πφξνπο ηνπ πεθηψκαηνο 

ζε ζρέζε κε ηα κεγαιχηεξα.        

  Καηάιιειεο ηερληθέο επηηξέπνπλ ηελ νπηηθνπνίεζε ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ κε 

εηδηθέο ρξψζεηο, κε παξαηήξεζε ζε ηξάπεδα ππεξηψδνπο αθηηλνβνιίαο ή κε 

απηνξαδηνγξαθία. ηελ παξνχζα κειέηε πξαγκαηνπνηήζεθε ρξψζε κε βξσκηνχρν 

αηζίδην πνπ έρεη ηελ ηδηφηεηα λα ελζσκαηψλεηαη αλάκεζα ζηηο βάζεηο ησλ λνπθιετθψλ 

νμέσλ θαη λα θζνξίδεη φηαλ εθηεζεί ζε ππεξηψδε αθηηλνβνιία. Με ην βξσκηνχρν 

αηζίδην αληρλεχνληαη ηκήκαηα DNA ζε δψλεο πνπ πεξηέρνπλ ηνπιάρηζηνλ 10 ng 

(Sambrook and Russell 2001).       
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 Ζ πην ζπρλή κνξθή ειεθηξνθφξεζεο είλαη ε ειεθηξνθφξεζε κνξίσλ DNA ζε 

πήθησκα αγαξφδεο. Ζ κέζνδνο είλαη απιή θαη απνηειεζκαηηθή θαη επηηξέπεη ηνλ 

δηαρσξηζκφ κνξίσλ DNA κεγέζνπο απφ 500 bp έσο 25 kb. Χο ηερληθή 

ρξεζηκνπνηείηαη επξχηαηα ζηηο βηνινγηθέο επηζηήκεο, ζε ηνκείο φπσο ε κνξηαθή 

βηνινγία, ε ηαηξνδηθαζηηθή θαη ε έξεπλα. Σα πεθηψκαηα αγαξφδεο θέξνπλ επκεγέζεηο 

πφξνπο θαη είλαη θαηάιιεια γηα ην δηαρσξηζκφ κεγάισλ κνξίσλ DNA θαη RNA.

 Σέινο, ε αγαξφδε έρεη ηελ ηδηφηεηα, φηαλ θξπψλεη λα δεκηνπξγεί έλα 

πήθησκα, θαζψο νη δεζκνί πδξνγφλνπ ζπλδένπλ ηα κφξηα ηεο αγαξφδεο.  

 Ζ θηλεηηθφηεηα ησλ κνξίσλ DNA ζε έλα πήθησκα αγαξφδεο θαζνξίδεηαη απφ 

ηα αθφινπζα:  1) ην κέγεζνο ηνπ κνξίνπ DNA, 2) ηε ζπγθέληξσζε αγαξφδεο, 3) ηε 

δηακφξθσζε ηνπ DNA, 4) ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα  ειεθηξνθφξεζεο θαη 5) ηελ 

έληαζε ηνπ ειεθηξηθνχ πεδίνπ. Μεηά ην δηαρσξηζκφ, ηα κφξηα DNA κπνξνχλ λα 

παξαηεξεζνχλ χζηεξα απφ ηνπνζέηεζή ηνπο ζε ηξάπεδα ππεξηψδνπο αθηηλνβνιίαο.  

ΤΚΔΤΔ: 

 Σξνθνδνηηθφ (BIO-RAD) 

 πζθεπή ειεθηξνθφξεζεο (OWL) 

 χζηεκα θσηνγξάθεζεο κε UV 

 

2.1.8 Παξαζθεπή πεθηώκαηνο αγαξόδεο 2% (w/v) 

 100mL 10Υ TBE δηαιχκαηνο αξαηψλνληαη ζε ηειηθφ φγθν 1000mL (1X TBE). 

 5g αγαξφδεο πξνζηίζεληαη ζε θσληθή θηάιε πνπ πεξηέρεη 250mL ηνπ 

δηαιχκαηνο 1X TBE (Δηθφλα 2.2). 

 Ζ θσληθή θηάιε ηνπνζεηείηαη ζην θνχξλν κηθξνθπκάησλ γηα πεξίπνπ 5 min, 

πξνθεηκέλνπ λα δηαιπζεί πιήξσο ε αγαξφδε. 

 Ζ θσληθή θηάιε ςχρεηαη γξήγνξα κε δηαξθή αλάδεπζε θάησ απφ ηξερνχκελν 

λεξφ. 

 Έπεηηα πξνζηίζεληαη 20κL δηαιχκαηνο βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ (1% w/v) θαη 

αθνινπζεί ειαθξηά αλάκημε. 
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 Σν δηάιπκα ελ ζπλερεία, ηνπνζεηείηαη ζε θαηάιιειν εθκαγείν θαη πξνζζήθε 

εμαξηεκάησλ πνπ νκνηάδνπλ κε ρηέλεο γηα πεξίπνπ 15 ιεπηά κέρξη λα 

ζηεξενπνηεζεί πιήξσο ην πήθησκα θαη λα δεκηνπξγεζνχλ ηα κηθξά βνζξία 

ππνδνρήο ηνπ δείγκαηνο.  

 Μεηά ηελ πξνζζήθε ηνπ δηαιχκαηνο ειεθηξνθφξεζεο (1X TBE) ζηε ζπζθεπή 

ειεθηξνθφξεζεο ηνπνζεηείηαη θαη ην εθκαγείν πνπ θέξεη ην πήθησκα 

αγαξφδεο. 

 15 κL  απφ ην κίγκα ηνπ πξντφληνο ηεο αληίδξαζεο PCR θαη ηνπ δηαιχκαηνο 

θαηαβχζηζεο ηνπνζεηνχληαη ζην «πεγαδάθη». Ζ ρξσζηηθή επηηξέπεη ζην 

δείγκα λα θαζηδάλεη κέζα ζηα πεγαδάθηα πνπ έρνπλ δεκηνπξγεζεί απφ ηελ 

ρηέλα ζην πήθησκα, ιφγσ ηεο παξνπζίαο ζαθραξφδεο.  

 Δθαξκνγή ζηαζεξήοειεθηξηθήο ηάζεο 120V γηα ην βέιηηζην ρξφλν πνπ 

απαηηείηαη γηα ην δηαρσξηζκφ ησλ κνξίσλ ηνπ DNA. 

 Λήςε θσηνγξαθίαο κέζσ εηδηθψλ ζπζηεκάησλχζηεξα απφ ηνπνζέηεζε ηνπ 

πεθηψκαηνο ζε ππεξηψδε αθηηλνβνιία (ιάκπα UV) θαη απνζήθεπζε ζε 

ειεθηξνληθφ ππνινγηζηή ηνπ αξρείνπ εηθφλαο ζε θαηάιιειε κνξθή. 

 

Δηθόλα 2.2: Πξνεηνηκαζία ελόο πεθηώκαηνο αγαξόδεο γηα ειεθηξνθόξεζε DNA Πεγή: 

https://repository.kallipos.gr/bitstream/11419/4140/1/02_chapter_11.pdf 
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ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ: 

 ΣΒΔ 10x: 323.4gTris, 165g Βνξηθφ νμχ, 27.9gEDTA 

ε ηειηθφ φγθν 3L κε ddH2O θαη ην δηάιπκα έρεη απηφκαηα pH=8.  

 Βξσκηνχρν αηζίδην : 1g/100 mLddH2O 

 Αγαξφδε (Sigma) 

ΤΚΔΤΔ: 

 Φνχξλνο κηθξνθπκάησλ 

 Επγαξηά αθξηβείαο 

2.2 ΥΔΗΡΗΜΟΗ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ 

2.2.1 Απνκόλσζε νιηθήο πξσηεΐλεο 

 Λήςε ηζηψλ απφ ην πνληίθη. Γξήγνξε πιχζε ζε 1X PBS πξνθεηκέλνπ λα 

απνκαθξπλζεί ην αίκα. Κάζε δείγκα ηνπνζεηείηαη ζε ζεκεησκέλν eppendorf 

θαη άκεζα ζε πγξφ άδσην 

 Πξνζζήθε 200-500κL θξχνπ δηαιχκαηνο ιχζεο (lysis buffer) κε αλαζηνιείο 

πξσηεαζψλ (protease inhibitors) ζε ζσιελάξηα eppendorf ζηνλ πάγν 

 Μεηαθνξά ησλ ηζηψλ ζε ζσιελάξην eppendorf πνπ πεξηέρεη δηάιπκα ιχζεο 

θαη νκνγελνπνίεζε κε κεραληθφ γνπδνρέξη 

 Δπψαζε ζηνπο 4
ν
C γηα 30min ππφ ζπλερή αλάδεπζε 

 Φπγνθέληξεζε ζηηο 12000 ζηξνθέο/ ιεπηφ γηα 10 ιεπηά, ζηνπο 4
ν
C 

 Μεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ ζε λέν eppendorf 

 Απνζήθεπζε ζηνπο -20
ν
C 

 Τπνινγηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο πξσηεΐλεο κε ηελ κέζνδν Bradford 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ: 

 Γηάιπκα ιχζεο (Lysis buffer): 50Mm Tris HCl pH 7.4, 1mM EDTA, 150mM 

NaCl, 1% Triton 

 Protease inhibitors: 10κL PI cocktail ζε 1mL δηαιχκαηνο ιχζεο 
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2.2.2 Τπνθπηηαξηθή θιαζκάησζε (subcellular fractionation)  

Με ηελ κέζνδν απηή επηηπγράλεηαη δηαρσξηζκφο ησλ πξσηετλψλ ζε απηέο πνπ 

αλήθνπλ ζην κηηνρνλδξηαθφ θιάζκα θαη ζε απηέο πνπ αλήθνπλ ζην 

θπηηαξνπιαζκαηηθφ θιάζκα.  

ΓΗΑΓΗΚΑΗΑ: 

 Θαλάησζε πνληηθηψλ θαη ιήςε ηζηψλ (50-100mg) αλά πνληίθη. Γξήγνξε 

πιχζε ζε 1Υ PBS πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζεί ην αίκα. Γξήγνξν ζηέγλσκα 

ζε απνξξνθεηηθφ ραξηί θαη κεηαθνξά ζε ζεκεησκέλν eppendorf. Άκεζε 

κεηαθνξά ηνπ eppendorf ζε πγξφ άδσην. 

 Οκνγελνπνίεζε ηζηνχ ζε 300κL δηαιχκαηνο απνκφλσζεο (MSHEB) πνπ 

πεξηέρεη αλαζηνιείο πξσηεαζψλ (protease inhibitors) γηα θάζε 100mg ηζηνχ, 

κε κεραληθφ γνπδνρέξη . 

 Μεηαθνξά ηνπ νκνγελνπνηεκέλνπ πιηθνχ ζε λέν eppendorf  θαη ηνπνζέηεζε 

ζηνλ πάγν. 

 Φπγνθέληξεζε ζε 1000g γηα 5 ιεπηά ζηνπο 4 
ν
C. 

 Μεηαθνξά ηνπ ππεξθείκελνπ ζε λέν eppendorf θαη θπγνθέληξεζε ζηα 12000g 

γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
 ν

C. Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε λέν eppendorf θαη 

θπγνθεληξείηαη μαλά 12000g γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
 ν
C.  

 Σν λέν ππεξθείκελν απνξξίπηεηαη θαη πιένλ δηαηεξνχληαη κφλν ηα δπν 

eppendorfs κε ηα ηδήκαηα. 

 Πξνζζήθε 100κL δηαιχκαηνο απνκφλσζεο (MSHEB) πνπ πεξηέρεη 

αλαζηνιείο πξσηεαζψλ (protease inhibitors) ζην eppendorf πνπ βξίζθεηαη ην 

ίδεκα ηεο πξψηεο θπγνθέληξεζεο.  

 Δπαλαδηάιπζε ηνπ pellet θαη κεηαθνξά φιεο ηεο πνζφηεηαο ζην eppendorf 

πνπ θέξεη ην δεχηεξν ίδεκα. 

 Δπαλαδηάιπζε θαη ηνπ δεχηεξνπ pellet. 

 Φπγνθέληξεζε ζηα  12000g γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
 ν

C. Σν ππεξθείκελν 

απνξξίπηεηαη.  

 Δπαλαδηάιπζε ηνπ pellet ζε 40-50κLδηαιχκαηνο απνκφλσζεο (MSHEB) πνπ 

πεξηέρεη αλαζηνιείο πξσηεαζψλ (protease inhibitors).  

 Απνζήθεπζε ζηνπο -20
 ν

C. 
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 Τπνινγηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο πξσηεΐλεο κε ηελ κέζνδν Bradford 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ: 

 ΓηάιπκαMSHEB: 210mΜ mannitol, 70mM sucrose, 5mMHEPES, 

1mMEGTA, 0.5% BSA pH 7.2. Ρχζκηζε ηνπ pH κε πξνζζήθε NaOH 0.1Ν 

θαη απνζηείξσζε ηνπ δηαιχκαηνο κε δηήζεζε κέζσ θίιηξνπ 0.2κm. 

Απνζήθεπζε ζηνπο 4
 ν

C. Πξηλ ηελ ρξήζε εκπινπηίδεηαη κε 10κL/mL απφ 

θνθηέηι κε αλαζηνιείο πξσηεαζψλ (Roche, #04693116001). 

ΠΛΑΣΗΚΑ-ΓΤΑΛΗΚΑ: 

 Απνζηεηξσκέλα eppendorfs 1.5mL 

 Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιεtips 

ΤΚΔΤΔ: 

 Φπγφθεληξνο  

 

2.2.3 Πξνζδηνξηζκόο ζπγθέληξσζεο νιηθήο πξσηεΐλεο κε ηε κέζνδν 

Bradford 

Ζ κέζνδνο Bradford είλαη κηα ζχληνκε θαη αμηφπηζηε κέζνδνο γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηεο πξσηεΐλεο πνπ πεξηέρεηαη ζε έλα δηάιπκα, ε νπνία βαζίδεηαη ζηε 

ρξήζε ρξσζηηθήο ε νπνία ζε φμηλεο ζπλζήθεο απνξξνθά ζηα 465 nm φηαλ είλαη κφλε 

ηεο ζην δηάιπκα θαη ε απνξξφθεζε απηή κεηαηνπίδεηαη ζηα 595 nm φηαλ είλαη 

πξνζδεδεκέλε ζε πξσηεΐλε. Οη ηνληηθέο θαη πδξφθνβεο αιιειεπηδξάζεηο ηεο 

ρξσζηηθήο κε ηελ πξσηεΐλε δεκηνπξγνχλ κηα ζηαζεξή ηνληθή κνξθή ηεο ρξσζηηθήο 

πνπ απνξξνθά ζηα 595 nm.         

  ηα πιαίζηα ηεο παξνχζεο εξγαζίαο ρξεζηκνπνηήζεθε ην αληηδξαζηήξην 

Biorad Protein Assay (Biorad), ην νπνίν αιιάδεη ρξψκα αλάινγα κε ηηο πξσηεΐλεο 

πνπ ππάξρνπλ ζε θάζε δείγκα.  Ζ δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηήζεθε ζε πηάην 96 

πεγαδηψλ (Sarstedt). Σν αληηδξαζηήξην αξαηψλεηαη ζε αλαινγία 1:5 ζε dH2O θαη απφ 

ην αξαησκέλν δηάιπκα πνπ πξνθχπηεη κνηξάδνληαη 300κL ζε θάζε πεγάδη. 

Πξνθεηκέλνπ λα θαηαζθεπαζηεί επξφηππε θακπχιε αλαθνξάο πξνζηίζεηαη 
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θαηάιιειε πνζφηεηα δηαιχκαηνο αιβνπκίλεο νξνχ κφζρνπ  (Bovine serum albumin, 

BSA SIGMA, #A7906) 0.5 mg/mL ζηα αληίζηνηρα πεγάδηα ηνπ πηάηνπ. 

πγθεθξηκέλα γηα ηελ πξφηππε θακπχιε πξνζηίζεληαη 1,2,4,6,8,10,12 κL ζε 300 κL 

αληηδξαζηεξίνπ εηο δηπινχλ γηα ηελ αχμεζε ηεο αμηνπηζηίαο ησλ απνηειεζκάησλ. ηε 

ζπλέρεηα πξνζηίζεληαη ηα ππφ πξνζδηνξηζκφ δείγκαηα (2 κL/ 300 κL 

αληηδξαζηεξίνπ), πάιη εηο δηπινχλ. Αθνινπζεί επψαζε ηνπ πηάηνπ ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ γηα 10min. Δλ ζπλερεία, κεηξάηαη ε νπηηθή απνξξφθεζε ζηα 595nm κε 

θαηάιιειε ζπζθεπή (Molecular Devices, Optimax microplate reader). Σέινο, 

δεκηνπξγείηαη ε πξφηππε θακπχιε y=a+bx, φπνπ y=κg θαη x=OD θαη δηακέζνπ απηήο 

ππνινγίδνληαη ηα κg ζπλνιηθήο πξσηεΐλεο ζηα δείγκαηα. 

2.2.4 Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ ζε πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ 

Σα πεθηψκαηα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη επξχηαηα ζήκεξα γηα ην δηαρσξηζκφ 

πξσηετλψλ είλαη ηα πεθηψκαηα πνιπαθξπιακηδίνπ, κηαο θαη παξέρνπλ θαιχηεξα 

απνηειέζκαηα ζε ζχγθξηζε κε ηελ αγαξφδε.      

 Σν πήθησκα ζρεκαηίδεηαη κε πνιπκεξηζκφ ηνπ κνλνκεξνχο αθξπιακηδίνπ, 

πνπ νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ καθξηψλ αιπζίδσλ πνιπαθξπιακηδίνπ πνπ ελψλνληαη 

κεηαμχ ηνπο κε κφξηα Ν,Ν΄- κεζπιελν-δηο αθξπιακίδεο (bis). Ο πνιπκεξηζκφο 

επηηπγράλεηαη κε ηε βνήζεηα δπν πνιπκεξηζηηθψλ παξαγφλησλ: ηνπ ππεξζεηηθνχ 

ακκσλίνπ (ammonium persulfate, APS) θαη ηνπ TEMED (N,N,N΄,Ν΄- ηεηξακέζπιν – 

2- δηακηλναηζάλην), ην νπνίν θαηαιχεη ηνλ ζρεκαηηζκφ ειεπζέξσλ ξηδψλ απφ ην APS. 

Έηζη ζρεκαηίδεηαη έλα πιέγκα κε κέγεζνο πφξσλ πνπ θπκαίλεηαη αλάινγα κε ηελ 

νιηθή ζπγθέληξσζε αθξπιακηδίνπ. Γεληθά, πεθηψκαηα κε κηθξή ζπγθέληξσζε 

αθξπιακηδίνπ έρνπλ κεγαιχηεξνπο πφξνπο θαη ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ην δηαρσξηζκφ 

καθξνκνξίσλ κεγάινπ κνξηαθνχ βάξνπο. Πεθηψκαηα κε ζπγθέληξσζε κεγαιχηεξε 

απφ 12%, έρνπλ κηθξνχο πφξνπο θαη ρξεζηκνπνηνχληαη γηα δηαρσξηζκφ πξσηετλψλ 

κηθξνχ ζρεηηθά κνξηαθνχ βάξνπο.        

 Ο δηαρσξηζκφο ησλ πξσηετλψλ γίλεηαη θπξίσο κε βάζε δηαθνξέο ζην θνξηίν 

(ειεθηξνθφξεζε ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο), ζηε κάδα ή ζε δηάθνξεο άιιεο θπζηθέο 

ηδηφηεηεο ησλ κνξίσλ. Πνιχ ζπρλά, ηα καθξνκφξηα απνδηαηάζζζνληαη πξηλ ηελ 

ειεθηξνθφξεζε, κε ηε ρξεζηκνπνίεζε θαηάιιεισλ απνδηαηαθηηθψλ παξαγφλησλ. 

Σέηνηνη απνδηαηαθηηθνί παξάγνληεο είλαη γηα ηηο πξσηεΐλεο: ην δσδεθπινζεηηθφ λάηξην 

(sodium dodecyl sulfate, SDS). Σν SDS είλαη έλα αληνληθφ απνξξππαληηθφ πνπ 
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απνδηαηάζζεη ηηο πξσηεΐλεο μεδηπιψλνληαο πιήξσο θάζε πνιππεπηηδηθή αιπζίδα, 

ζρεκαηίδνληαο έλα ζχκπινθν πνιππεπηηδηθήο αιπζίδαο-SDS πνπ είλαη θνξηηζκέλν 

αξλεηηθά. Ζ απνδηάηαμε νινθιεξψλεηαη κε ζέξκαλζε θαη πξνζζήθε 

κεξθαπηναηζαλφιεο ή δηζεηνζξετηφιεο, πνπ αλάγνπλ ηνπο δηζνπιθηδηθνχο δεζκνχο νη 

νπνίνη αλαπηχζζνληαη αλάκεζα ζε δχν νκάδεο –SH θπζηετλψλ ηεο ίδηαο ή δχν 

δηαθνξεηηθψλ πνιππεπηηδηθψλ αιπζίδσλ. Σα ζχκπινθα SDS-απνδηαηαγκέλεο 

πξσηεΐλεο ειεθηξνθνξνχληαη κε θαηεχζπλζε απφ ηελ θάζνδν πξνο ηελ άλνδν. ε κία 

ηππηθή ειεθηξνθφξεζε ζε απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο (SDS-PolyAcrylamide Gel 

Electrophoresis, SDS-PAGE) νη πξσηεΐλεο δηαρσξίδνληαη θπξίσο κε βάζε ηε κάδα 

ηνπο. Πξσηεΐλεο πνπ απνηεινχληαη απφ πεξηζζφηεξεο απφ κηα πνιππεπηηδηθέο 

αιπζίδεο δηαρσξίδνληαη κε ην SDS ζηηο ππνκνλάδεο ηνπο θαη κε ηελ ειεθηξνθφξεζε 

κπνξεί λα πξνζδηνξηζηεί ην κνξηαθφ βάξνο θάζε κίαο.      

 Σα δείγκαηα ησλ πξσηετλψλ «θνξηψλνληαη» ζηα πεγάδηα πνπ δεκηνπξγνχληαη 

ζε πήθησκα επίπεδεο ειεθηξνθφξεζεο κε ηε βνήζεηα εηδηθήο ρηέλαο πνπ 

ηνπνζεηείηαη φζν ην πήθησκα δελ έρεη αθφκα ζηεξενπνηεζεί πιήξσο. Ζ επίπεδε 

ειεθηξνθφξεζε έρεη ην πιενλέθηεκα φηη φια ηα δείγκαηα δηαρσξίδνληαη ζην ίδην 

πήθησκα, ζπλεπψο ζηηο ίδηεο ζπλζήθεο ζπγθέληξσζεο αθξπιακηδίνπ, ζεξκνθξαζίαο 

θ.ιπ., θαη έηζη είλαη πεξηζζφηεξν αμηφπηζηε ε πνηνηηθή θαη πνζνηηθή ζχγθξηζε δσλψλ 

κεηαμχ ηνπο.           

 Μηα παξαιιαγή απηνχ ηνπ ηχπνπ ειεθηξνθφξεζεο είλαη ε αζπλερήο 

ειεθηξνθφξεζε, φπνπ ην πήθησκα απνηειείηαη απφ δχν κέξε πνπ δηαθέξνπλ σο πξνο 

ην κέγεζνο ησλ πφξσλ, έρνπλ ξπζκηζηεί ζε  δηαθνξεηηθά pH θαη φπνπ δηαθέξνπλ ηα 

ξπζκηζηηθά δηαιχκαηα ηνπ πεθηψκαηνο θαη ησλ ειεθηξνδίσλ (Δηθφλα 2.3). Σν κίγκα 

πνπ πξφθεηηαη λα ρξεζηκνπνηεζεί κεηαθηλείηαη απφ έλα πήθησκα κε κεγάινπο πφξνπο 

(πήθησκα «παθεηαξίζκαηνο») ζε έλα πήθησκα κε κηθξφηεξνπο πφινπο πνπ 

αθνινπζεί (πήθησκα δηαρσξηζκνχ). Σν πήθησκα παθεηαξίζκαηνο δελ δηαρσξίδεη ηηο 

πξσηεΐλεο αιιά κάιινλ ηηο «ζπκππθλψλεη» ζε κία κηθξή δψλε, γεγνλφο πνπ 

εμαζθαιίδεη φηη νη πξσηεΐλεο θάζε δείγκαηνο ζα θηάζνπλ ηαπηφρξνλα ζην θπξίσο 

πήθησκα δηαρσξηζκνχ. Κάησ απφ ηελ επίδξαζε ηνπ ειεθηξηθνχ πεδίνπ, νη πξσηεΐλεο 

κεηαθηλνχληαη κέζα ζηνπο πφξνπο ηνπ πεθηψκαηνο δηαρσξηζκνχ ζε απφζηαζε 

αληηζηξφθσο αλάινγε κε ηε κάδα ηνπο. Οη κηθξέο πξσηεΐλεο κεηαθηλνχληαη εχθνια 

δηακέζνπ ηνπ πεθηψκαηνο, ελψ νη κεγάιεο κέλνπλ ζηελ θνξπθή θνληά ζην ζεκείν 

εθθίλεζεο. Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο ειεθηξνθνξεηηθήο δηαδξνκήο, νη πξσηεΐλεο 
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ζην πήθησκα εκθαλίδνληαη κε ρξψζε θπαλνχ ηνπ Coomasssie (Coomasie Brilliant 

Blue), ρξψζε αξγχξνπ ή άιιεο εηδηθέο ρξψζεηο. Δλαιιαθηηθά, νη πξσηεΐλεο κπνξνχλ 

λα αληρλεπηνχλ κε ξαδηελεξγή ζήκαλζε θαη εκθάληζή ηνπο ζε θηικ 

απηνξαδηνγξαθίαο. Ζ SDS-ειεθηξνθφξεζε είλαη γξήγνξε, επαίζζεηε θαη έρεη 

κεγάιε δηαρσξηζηηθή (αλαιπηηθή) ηθαλφηεηα. Ο δηαρσξηζκφο πξσηετλψλ ζε SDS-

PAGE ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ κνξηαθνχ βάξνπο θαη ηεο ζρεηηθήο 

πνζφηεηαο πξσηετληθψλ κνξίσλ ζε έλα δείγκα, αιιά θαη γηα ηνλ θαζαξηζκφ ηεο 

θαηαλνκήο πξσηετλψλ ζε δηάθνξα βηνρεκηθά εθρπιίζκαηα ηζηψλ θαη θπηηάξσλ. Δίλαη 

επίζεο βήκα γηα άιιεο ηερληθέο, φπσο ην αλνζναπνηχπσκα Western, θαη ε 

δηζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε. 

 

Δηθόλα 2.3: Δπίπεδε αζπλερήο SDS- ειεθηξνθόξεζε ζε πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ. 

Παξνπζηάδεηαη ν ηξφπνο «θφξησζεο» ησλ δεηγκάησλ θαη ε θαηεχζπλζε κεηαθίλεζεο ησλ 

πξσηετλψλ Πεγή: https://repository.kallipos.gr/bitstream/11419/4140/1/02_chapter_11.pdf.  

Ζ δηαδηθαζία έρεη σο εμήο: 

 πλαξκνινγείηαη ε ζπζθεπή θαη ηα ηδακάθηα αθνχ ηνπνζεηεζνχλ ζην 

θαηάιιειν πιαίζην ειέγρνληαη γηα ηπρφλ δηαξξνέο κε ηελ πξνζζήθε λεξνχ. 

 Αθνχ βεβαηψλεηαη φηη δελ ππάξρεη δηαξξνή απνκαθξχλεηαη ην λεξφ.  

 Πξνεηνηκάδεηαη ην δηάιπκα πεθηψκαηνο δηαρσξηζκνχ (Resolving gel)  θαη 

πξνζηίζεηαη ζην θαινχπη κεηαμχ ησλ γπάιηλσλ ηδακηψλ. Ζ επζπγξάκκηζε ηεο 
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επηθάλεηαο γίλεηαη κε πξνζζήθε κηθξήο πνζφηεηαο ηζνπξνπαλφιεο. 

Αθνινπζεί επψαζε 30 min γηα πνιπκεξηζκφ ηνπ πεθηψκαηνο. 

 ηε ζπλέρεηα απνκαθξχλεηαη ε ηζνπξνπαλφιε θαη ε πεξίζζεηα μεπιέλεηαη κε 

dH2O. 

 Αθαηξείηαη φιε ε πνζφηεηα ηνπ λεξνχ θαη πξνζηίζεηαη ην δηάιπκα 

ζπζζψξεπζεο (Stacking gel) θαζψο θαη ε εηδηθή ρηέλα πξνθεηκέλνπ λα 

πνιπκεξηζηεί ην πήθησκα θαη λα δηακνξθσζνχλ ηα πεγάδηα ζηα νπνία ζα 

θνξησζνχλ ηα δείγκαηα. Γηα ηνλ πνιπκεξηζκφ πξαγκαηνπνηείηαη επψαζε γηα 

30 min. 

 Σέινο ην πιαίζην κε ηα ηδακάθηα θαη ην πήθησκα ηνπνζεηείηαη ζηε ζπζθεπή 

ειεθηξνθφξεζεο ε νπνία ζηε ζπλέρεηα πιεξψλεηαη κε δηάιπκα 

ειεθηξνθφξεζεο 

Καηά ηε δηάξθεηα ηνπ πνιπκεξηζκνχ γίλεηαη ε πξνεηνηκαζία ησλ πξσηετληθψλ 

δεηγκάησλ σο εμήο: 20κg πξσηεΐλεο αξαηψλνληαη ζε 5x δηάιπκα θφξησζεο (loading 

buffer) θαη dH2O κέρξη ηειηθνχ φγθνπ 20κL. Σα δείγκαηα ζεξκαίλνληαη ζε πιάθα 

ζέξκαλζεο 100
ν
C γηα 5 min θαη κεηαθέξνληαη ακέζσο ζηνλ πάγν. Έπεηηα 

θπγνθεληξνχληαη (spin down) γηα ηνπιάρηζηνλ 1 δεπηεξφιεπην ζε θπγφθεληξν. 

Αθνινχζσο, ηφζν ηα δείγκαηα φζν θαη νη αληίζηνηρνη markers γλσζηνχ κνξηαθνχ 

βάξνπο θνξηψλνληαη ζην πήθησκα θαη αλαιχνληαη κε εθαξκνγή ειεθηξηθήο ηάζεο 

90V έσο 120V γηα ρξφλν πνπ εμαξηάηαη απφ ηε θχζε ησλ πξσηετλψλ πνπ επηδηψθεηαη 

λα παξαηεξεζνχλ. Οη ζπζηάζεηο ησλ πεθησκάησλ παξνπζηάδνληαη ζηνπο παξαθάησ 

πίλαθεο. 

Resolving Gel (12%) 

30% Acrylamide 4 mL 

1.5M Tris pH 8.8 2.5 mL 

10% SDS 0.1 mL 

dH2O 3.3 mL 

10% APS 100 κL 

TEMED 5 κL 

χλνιν 10 mL 
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Stacking Gel (4%) 

30% Acrylamide 6.7mL 

0.5MTrispH6.8 12.5 mL 

10% SDS 0.5mL 

dH2O 30.25mL 

χλνιν 50 mL 

Γηα θάζε gel πξνζζέηνπκε ζε 2mL δηαιχκαηνο 20κL 10% APS θαη 3κLTEMED 

 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ: 

 Γηάιπκα ειεθηξνθφξεζεο (Tris-glycine electrophoresis buffer): 25mM Tris, 

192mM Glycine, 0.1%SDS (10mL απφ 10% SDS) 

 Γηάιπκα θφξησζεο 5x (loading buffer): Γηα παξαζθεπή 15mL stock 

αλακηγλχνληαη: 1.5g SDS, 3.75mL 1M Tris pH 6.8, 0.015g κπιε ηεο 

βξσκνθαηλφιεο (Sigma, #114391), 7.5mL Glycerol θαη ζπκπιεξψλεηαη ν 

φγθνο κέρξη ηα 15mL κε ddH2O. Πξηλ ηε ρξήζε πξνζηίζεληαη 50κL β-

κεξθαπηναηζαλφιεο (Sigma, #M7522) αλά mL buffer. 

 30% Acrylamide (Applichem, #A0951) 

 SDS (Fisher Scientific, #BP 166-500) 

 APS: Amonium persulfate (Applichem, #A2941, 0100) ζε ddH2O 

 TEMED: N,N,N’,N’ tetramethylethylenediamine (Fluka, #87689) 

ΤΚΔΤΔ: 

Western blot equipment 

 Σξνθνδνηηθφζπζθεπήοειεθηξνθφξεζεοθαηκεηαθνξάο (BIO-RAD) 

 πζθεπήειεθηξνθφξεζεο (BIO-RAD, Mini-Protean Tetra cell) 

 Γπάιηλα ηδάκηα-θαινχπηα (BIO-RAD, #1653308) 

2.2.5 Μεηαθνξά (transfer) θαη Αλνζναπνηύπσκα Western 

Σν πήθησκα δηαρσξηζκνχ ηνπνζεηείηαη ζηε δηάηαμε κεηαθνξάο κεηαμχ ηεζζάξσλ 

δηεζεηηθψλ ραξηηψλ Whatman θαη θαηάιιεισλ ζπφγγσλ (Δηθφλα 2.4). Απφ ηελ 
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πιεπξά ηεο αλφδνπ ηνπνζεηείηαη κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο πάλσ ζην πήθησκα, ζηηο 

δηαζηάζεηο ηνπ πεθηψκαηνο (5 x 8 cm). 

 

Δηθόλα 2.4: ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο θαηαζθεπήο γηα ηελ κεηαθνξά πξσηετλώλ θαηά Western. 

 Ζ δηάηαμε ηνπνζεηείηαη ζηε ζπζθεπή κεηαθνξάο εκβαπηηδφκελε ζε δηάιπκα 

κεηαθνξάο (Transfer buffer) θαη αθνινχζσο φιε ε ζπζθεπή βπζίδεηαη ζε πάγν 

 Ζ κεηαθνξά πξαγκαηνπνηείηαη εθαξκφδνληαο ειεθηξηθή ηάζε 110V γηα 60 

min 

 ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηείηαη απνζπλαξκνιφγεζε ηεο δηάηαμεο θαη 

εκβάπηηζε ηεο κεκβξάλεο ζε δηάιπκα παξεκπφδηζεο (Blocking Solution) 

1XTBS (5% άπαρν γάια) είηε ζε 1XPBS (5% BSA, 0.1%Tween-20), γηα 2 

ψξεο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ππφ ζπλερή αλάδεπζε 

 Δκβάπηηζε ηεο κεκβξάλεο ζε δηάιπκα παξεκπφδηζεο (Blocking Solution) πνπ 

θέξεη ην πξσηνγελέο αληίζσκα θαη ηνπνζέηεζή ηεο ζηνπο 4
ν
C  φιε ηε λχρηα 

ππφ ζπλερή αλάδεπζε 

 Απνκάθξπλζε ηνπ πξσηνγελνχο αληηζψκαηνο θαη μέπιπκα ηεο κεκβξάλεο 3 

θνξέο ζπλνιηθά κε 1XTBS είηε κε 1XPBS - 0.1%Tween-20 (αλάινγα κε ην 

δηάιπκα παξεκπφδηζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε) ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ππφ 

ζπλερή αλάδεπζε. Ζ θάζε πιχζε δηαξθεί 10 min 

 Δκβάπηηζε ηεο κεκβξάλεο ζε θαηάιιεια αξαησκέλν δηάιπκα παξεκπφδηζεο 

πνπ θέξεη ην δεπηεξνγελέο αληίζσκα θαη επψαζή ηεο ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ γηα 60 min, ππφ ζπλερή αλάδεπζε 
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 Απνκάθξπλζε ηνπ δεπηεξνγελνχο αληηζψκαηνο θαη μέπιπκα ηεο κεκβξάλεο 3 

θνξέο ζπλνιηθά κε 1XTBS είηε κε 1XPBS - 0.1%Tween-20 (αλάινγα κε ην 

δηάιπκα παξεκπφδηζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε) ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ππφ 

ζπλερή αλάδεπζε. Ζ θάζε πιχζε δηαξθεί 10 min 

 Δπψαζε ηεο κεκβξάλεο γηα 3 min ζην δηάιπκα εκθάληζεο 

 Δκθάληζε ηεο κεκβξάλεο 

Σα αληηζψκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαζψο θαη νη αληίζηνηρεο αξαηψζεηο ηνπο 

θαίλνληαη ζηνλ πίλαθα πνπ αθνινπζεί: 

Αληίζσκα 

(-anti) 

Κισληθόηεηα Πξνκεζεπηήο Αξαίσζε Γηαιύηεο Γεύηεξν 

αληίζσκα 

(-anti) 

SLC25A46 Πνιπθισληθφ Proteintech 1:5000 1x PBS Rabbit 

MFN1 Πνιπθισληθφ Santacruz 1:1000 1x PBS Rabbit 

MFN2 Πνιπθισληθφ Proteintech 1:500 1x PBS Rabbit 

DRP1 Πνιπθισληθφ Proteintech 

(12957-1-AP) 
1:500 1x PBS Rabbit 

Mitofilin 

(IMMT) 

Πνιπθισληθφ Proteintech 

(10179-1-AP) 
1:500 1x TBS Rabbit 

CHCHD3 Πνιπθισληθφ Proteintech 

(25625-1-AP) 
1:500 1x TBS Rabbit 

CHCHD6 Πνιπθισληθφ Proteintech 

(11663-1-AP) 
1:500 1x TBS Rabbit 

TOMM40 Πνιπθισληθφ Proteintech 

(18409-1-AP) 
1:500 1x PBS Rabbit 

GRP75 Πνιπθισληθφ Santa Cruz 

(sc-13967) 

1:2500 1x TBS Rabbit 

COX-2 Μνλνθισληθφ Santa Cruz 

(sc-376861) 

1:1000 1x PBS Mouse 

NDUFA10 Μνλνθισληθφ Santa Cruz 

(sc-376357) 

1:1000 1x PBS Mouse 

NDUFA5 Μνλνθισληθφ Santa Cruz 

(sc-393273) 

1:1000 1x PBS Mouse 
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UQCRC2 Μνλνθισληθφ Santa Cruz 

(sc-390378) 

1:1000 1x PBS Mouse 

SDHA Μνλνθισληθφ Santa Cruz 

(sc-390381) 

1:1000 1x PBS Mouse 

a-GAD65 Πνιπθισληθφ DSHB 1:100 1x PBS Mouse 

a-SV2 Πνιπθισληθφ DSHB 1:100 1x TBS Mouse 

 

Οη δηαιχηεο ήηαλ είηε 1xPBS (5% BSA, 0.1% Tween-20), είηε 1x ΣΒS (5% 

άπαρν γάια) 

ΓΗΑΛΤΜΑΣΑ : 

 Γηάιπκα κεηαθνξάο (Transfer buffer): 3g 25mM Tris, 14.4g 192mM Glycine, 

200mL methanol θαη ζπκπιήξσζε κε dH2O κέρξη ην 1L 

 Γηάιπκα παξεκπφδηζεο: 5% άπαρν γάια ζε 1ΥTBS ή 5% BSA,0.1% Tween -

20 ζε 1ΥPBS 

 Γηάιπκα 10Υ PBS (γηα ηελ παξαζθεπή 1Υ PBS): 1.36 M NaCl (Fisher 

Scientific, #S/3160/65), 26.8 mM KCl (Applichem, #A3582), 81mM  

Na2HPO4 (Fisher Scientific, #7558-79-4), 14.6mM  KH2PO4 (Fluka, #60230) 

 Γηάιπκα 10x TBS (γηα ηελ παξαζθεπή 1Υ TBS): 1.38 M NaCl (Fisher 

Scientific, #S/3160/65), 27 mM KCl (Applichem, #A3582), 500mM  Trizma 

Base (SIGMA, #T1503) 

Γηάιπκα εκθάληζεο (ECL solution): 

 Stock solutions: Luminol (Sigma, #A8511) 250mM ζε DMSO (Sigma, 

#472301), 

 Coumaric acid (Sigma, #C9008) 90mM ζε 100% EtOH 

 Hydrogen peroxide, 30% (Fluka, #95313) 

 Tris-HCl, 2M, pH 8.5 

Γηα θάζε εκθάληζε παξαζθεπάδνληαη θξέζθα ηα θάησζη δηαιχκαηα Α θαη Β θαη 

αλακηγλχνληαη. Σν δηάιπκα πνπ πξνθχπηεη νλνκάδεηαη δηάιπκα εκθάληζεο (ECL 

solution). 



77 

 

Γηάιπκα Α 

 

Γηάιπκα Β 

 

Γηάιπκα Όγθνο Γηάιπκα Όγθνο 

dH2O 2.33 mL dH2O 2.375 mL 

2M Tris-HCl pH 

8.5 

125κL 2M Tris-HCl pH 

8.5 

125κL 

Coumaric acid 11κL Hydrogen 

Peroxide 30% 

1.5κL 

Luminol 
25κL 

Total 
2.5 mL Total 2.5 mL 

 

ΠΛΑΣΗΚΑ-ΓΤΑΛΗΚΑ 

 Απνζηεηξσκέλα ζσιελάξηα eppendorfs 0.2 θαη 1.5 mL 

 Απνζηεηξσκέλα θίηξηλα θαη κπιεtips 

 σιελάξηα ηχπνπ  Falcon tube 15mL& 50mL 

ΤΚΔΤΔ 

 Western blot equipment (Bio-Rad) 

 Σξνθνδνηηθφ 

 Thermoblock 

 Φπγφθεληξνο 

 

2.3 Γηαθνξηθή αλάιπζε πξσηενκηθήο έθθξαζεο ρσξίο 

ζήκαλζε (Label free quantification, LFQ) 

Ζ δηαθνξηθή αλάιπζε πξσηενκηθήο έθθξαζεο ρσξίο ζήκαλζε (Label free 

quantification, LFQ), είλαη κηα κέζνδνο ηεο πξσηενκηθήο πνπ σο βαζηθφ ζηφρν έρεη 

ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο ζρεηηθήο πνζφηεηαο ησλ πξσηετλψλ ζε δχν ή πεξηζζφηεξα 

βηνινγηθά δείγκαηα. Ζ ελ ιφγσ αλάιπζε είλαη κηα γξήγνξε θαη ρακεινχ θφζηνπο 

κέζνδνο θαζκαηνκεηξίαο κάδαο (LC/MS) θαη ην γεγνλφο απηφ ηεο πξνζδίδεη 

ζεκαληηθφ ζπγθξηηηθφ πιενλέθηεκα έλαληη άιισλ κεζφδσλ αλάιπζεο.   
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 Δπηπξφζζεηα, ε δηαθνξηθή αλάιπζε πξσηενκηθήο έθθξαζεο ρσξίο ζήκαλζε, 

δελ ρξεζηκνπνηεί ηζφηνπα, ηα νπνία πεξηέρνληαη ζε ελψζεηο θαη ζεκαίλνπλ ηηο 

πξσηεΐλεο, αιιά βαζίδεηαη ζηελ θαηακέηξεζε ησλ θαζκαηηθψλ θνξπθψλ.

 Αλαιπηηθφηεξα, πεξηιακβάλεη ηελ αλίρλεπζε ησλ πεπηηδίσλ πνπ πξνέθπςαλ 

χζηεξα απφ πέςε ησλ πξσηετλψλ κε ηξπςίλε (Terzenidou et al., 2017), ηελ 

αληηζηνίρηζή ηνπο κε πεπηίδηα απφ πνιιαπιά δεδνκέλα LC/MS θαη ηελ επηινγή ησλ 

πεπηηδίσλ πνπ μερσξίδνπλ. Αξρηθά, θαηακεηξψληαη νη θαζκαηηθέο θνξπθέο πνπ 

εληνπίδνληαη γηα έλα ζπγθεθξηκέλν πεπηίδην ζε δηαθνξεηηθά βηνινγηθά δείγκαηα θαη 

ζηε ζπλέρεηα ελζσκαηψλνληαη ηα απνηειέζκαηα γηα φια ηα πεπηίδηα ησλ πξσηετλψλ 

πνπ πνζνηηθνπνηνχληαη.         

 ηα πιαίζηα ηεο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο ηεο Μαξίαο Δηξήλεο Σεξδελίδνπ κε 

ηίηιν «Μειέηε ηνπ παζνγελεηηθνχ ξφινπ ηνπ κηηνρνλδξηαθνχ κεηαθνξέα SLC25Α46 

ζε έλα γελεηηθφ κνληέιν λεπξνινγηθήο λφζνπ ζην πνληίθη » (Σεξδελίδνπ Μ., 2017),  

ρξεζηκνπνηήζεθε ε ηερληθή ηεο πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο ππεξ-πςειήο πίεζεο 

(UltimateRSLC) ζε ζπλδπαζκφ κε δηαδνρηθή θαζκαηνκεηξία κάδαο (LC-MS/MS). Ζ 

φιε δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηήζεθε ζηελ Μνλάδα Πξσηενκηθήο ηνπ Δ.ΚΔ.Β.Δ. «Αι. 

Φιέκηγθ» απφ ηε Γξ. Μ.ακησηάθε, Δηδηθή Λεηηνπξγφο Δπηζηεκνληθήο βαζκίδαο Β. 

Γηα ηνπο ζθνπνχο ηνπ πεηξάκαηνο ρξεζηκνπνηήζεθαλ νιηθά πξσηετληθά εθρπιίζκαηα 

(whole protein extracts) απφ ηνλ ηζηφ ηεο παξεγθεθαιίδαο, πνπ απνκνλψζεθε απφ 

πνληίθηα αγξίνπ ηχπνπ θαζψο θαη αηαμηθά (κε 2 θαη 3 βηνινγηθέο επαλαιήςεηο 

αληίζηνηρα). Γηα ην θάζε δείγκα πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο ηερληθέο επαλαιήςεηο. 

 ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κεηαπηπρηαθήο δηαηξηβήο ε επεμεξγαζία ησλ 

απνηειεζκάησλ ηεο αλσηέξσ πξσηενκηθήο αλάιπζεο έγηλε κε ηα ινγηζκηθά 

MaxQuant (1.6.0.16) θαη Perseus (έθδνζε 1.5.6.0), ηα νπνία παξέρνληαη θαη 

ππνζηεξίδνληαη δσξεά απφ ην Ηλζηηηνχην Βηνρεκείαο  MaxPlank ζηε Γεξκαλία. Σν 

MaxQuant αλαγλσξίδεη ηε κνξηαθή κάδα θάζε πεπηηδίνπ θαη ηνλ ρξφλν αλάιπζεο θαη 

αληηζηνηρεί ηα πεπηίδηα ζηελ πξσηεΐλε πνπ έρεη πξνέιζεη. Πέξα απφ ηελ ηαπηφηεηα 

ησλ πξσηετλψλ ηνπ πξνο αλάιπζε δείγκαηνο, κε εηδηθνχο ινγαξίζκνπο ην πξφγξακκα 

απνδίδεη πνζνηηθή ηηκή ζε θάζε δείγκα θαη πξαγκαηνπνηεί  θαλνληθνπνίεζε ησλ 

δεηγκάησλ ψζηε λα είλαη άκεζα ζπγθξίζηκα κεηαμχ ηνπο. Ζ πνζνηηθή ηηκή γηα θάζε 

πξσηεΐλε δίλεηαη κε ηε κνξθή LFQ (Label Free Quantification) θαη ηα απνηειέζκαηα 

πνπ παξέρνληαη ραξαθηεξίδνληαη απφ πιεξφηεηα, πηζηφηεηα θαη αθξίβεηα. 
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Δηθόλα 2.5: Ζ δηαθνξηθή αλάιπζε πξσηενκηθήο έθθξαζεο ρσξίο ζήκαλζε (Label free 

quantification, LFQ) Πεγή: https://www.creative-proteomics.com/services/label-free-

quantification.htm. 

Σέινο, πξνθεηκέλνπ λα εμαζθαιηζηεί ε εγθπξφηεηα ηεο αλάιπζεο απφ 

ζηαηηζηηθήο πιεπξάο, πξαγκαηνπνηνχληαη ηα εμήο βήκαηα: 

1. Καηάιιειν θηιηξάξηζκα πξνο αθαίξεζε ησλ πξσηετλψλ πνπ αλαγλσξίδνληαη 

σο «πηζαλέο πξνζκίμεηο (possible contaminants)». 

2. Οκαδνπνίεζε φισλ ησλ επαλαιήςεσλ αλά γνλφηππν.  

3. Φηιηξάξηζκα φισλ ησλ νκάδσλ πξσηετλψλ πνπ πξνέθπςαλ γηα ηελ απφθηεζε 

ηνπιάρηζηνλ 3 έγθπξσλ ηηκψλ απφ ηηο 6 θαη 9 αληίζηνηρα ζπλνιηθέο 

επαλαιήςεηο. 

4. Φηιηξάξηζκα πξνθεηκέλνπ λα πεξηέρνληαη ηνπιάρηζηνλ δχν πεπηίδηα αλά 

έγθπξε ηηκή. 

5. Αληηθαηάζηαζε ησλ κεδεληθψλ ηηκψλ απφ κηα ρακειή ηηκή, ππνζέηνληαο φηη ε 

αληίζηνηρε πξσηεΐλε βξίζθεηαη ζε κηθξή πνζφηεηα ζην δείγκα, πξνο 

δηεπθφιπλζε κεηαμχ άιισλ ηεο νπηηθνπνίεζεο ησλ απνηειεζκάησλ ζηε 

ζπλέρεηα. 

6. Μεηαζρεκαηηζκφο κέζσ ηνπ ινγηζκηθνχ Perseus ησλ ηηκψλ πνπ παξέρνληαη απφ 

ην ινγηζκηθφ MaxQuant (εληάζεηο LFQ) ζε ινγαξηζκηθέο (Log2). 

7. Δθαξκνγή θαηάιιεινπ ζηαηηζηηθνχ ειέγρνπ θαη ζπγθεθξηκέλα « Two-sided 

student t-test » κε επίπεδν ζεκαληηθφηεηαο p-value<0.05. 
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2.4 Αλάιπζε DAVID θαη ινγηζκηθό Enrichr 

ηα πιαίζηα ηεο ζπγθεθξηκέλεο αλάιπζεο ρξεζηκνπνηείηαη ε βάζε δεδνκέλσλ 

DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery). Ζ ελ 

ιφγσ βάζε δεδνκέλσλ ρξεζηκνπνηείηαη ραξαθηεξηζκφ θαη νπηηθνπνίεζε ζρεηηθά  κε 

γνλίδηα ή/θαη πξσηεΐλεο θαζψο θαη γηα νιφθιεξεο ιίζηεο κε δηαθνξεηηθά γνλίδηα θαη 

πξσηεΐλεο. Σν ζπγθεθξηκέλν ινγηζκηθφ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ ιεηηνπξγηθή 

ηαμηλφκεζε γνληδίσλ, ηελ αλαγλψξηζε ηνπ βηνινγηθνχ ηνπο ξφινπ, ηελ εχξεζε 

νκνηηήησλ κεηαμχ γνληδίσλ, ηελ εχξεζε δπλεηηθψλ αιιειεπηδξάζεσλ ζε επίπεδν 

πξσηετλψλ θαζψο θαη ηε ζπζρέηηζε γνληδίσλ κε αζζέλεηεο.    

 ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κειέηεο ε αλάιπζε DAVID ρξεζηκνπνηήζεθε γηα 

ηνλ ιεηηνπξγηθφ ραξαθηεξηζκφ ησλ γνληδίσλ πνπ ζχκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα ηεο 

πξσηενκηθήο αλάιπζεο εκθάληδαλ ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθέο κεηαβνιέο ζηα επίπεδα 

έθθξαζήο ηνπο. Σέινο, ην ινγηζκηθφ Enrichr ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ 

θαηεγνξηνπνίεζε ησλ γνληδίσλ κε βάζε ηελ αζζέλεηα, ζηελ νπνία έρνπλ βξεζεί πσο 

εκπιέθνληαη ζχκθσλα κε ηε βάζε δεδνκέλσλ OMIM. 
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3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

3.1 Γνλνηππηθή αλάιπζε αηαμηθώλ πνληηθηώλ 

Όπσο αλαθέξζεθε πξνεγνχκελα, ε κεηαηξνπή κηαο θπηνζίλεο (C) ζε ζπκίλε 

(Σ) ζην γνλίδην Slc25a46 πνπ αληρλεχζεθε ζην αηαμηθφ (Slc25a46
atc/atc

) κνληέιν, είρε 

σο απνηέιεζκα ηελ αιιαγή ηνπ 96
νπ

 ακηλνμένο (γινπηακίλε) ζε θσδηθφλην ιήμεο. 

πλεπψο, ε κεηαιιαγκέλε πξσηεΐλε ζπλίζηαηαη απφ 95 ακηλνμέα θαη θέξεη κφλν ην 

ακηλνηειηθφ άθξν ηεο αγξίνπ ηχπνπ πξσηεΐλεο, ρσξίο ηηο δηακεκβξαληθέο πεξηνρέο 

ηεο. Πξνγελέζηεξεο κειέηεο έρνπλ δείμεη ηελ νιηθή απψιεηα ηεο αγξίνπ ηχπνπ 46kDa 

SLC25A46 πξσηεΐλεο ζηα κηηνρφλδξηα αηαμηθψλ πνληηθηψλ (Terzenidou et al., 2017). 

ηελ παξνχζα κειέηε ε ζπγθεθξηκέλε κεηάιιαμε ρξεζηκνπνηήζεθε  πξνθεηκέλνπ λα 

πξαγκαηνπνηεζεί ε γνλνηππηθή αλάιπζε φισλ ησλ αηαμηθψλ απνγφλσλ 

(Slc25a46
atc/atc

) θαζψο θαη ησλ εηεξφδπγσλ αηφκσλ (Slc25a46
atc/+

) πνπ δελ έρνπλ ηνλ 

αηαμηθφ θαηλφηππν. Μέρξη ηψξα, ε γνλνηχπεζε ησλ αηαμηθψλ πνληηθηψλ γηλφηαλ κε 

αιιεινχρεζε ηεο πεξηνρήο πνπ πεξηειάκβαλε ηελ κεηάιιαμε κέζσ 

ππξναιιεινχρεζεο. ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κειέηεο, δεκηνπξγήζεθε κηα 

ελαιιαθηηθή δηαδηθαζία γνλνηχπεζεο ησλ ελ ιφγσ πνληηθηψλ, πνπ πεξηγξάθεηαη ζηε 

ζπλέρεηα θαη απνηειεί κηα πην νηθνλνκηθή πξνζέγγηζε ζε ζρέζε κε ηελ 

ππξναιιεινχρεζε. 

Γλσξίδνληαο ηελ αθξηβή ζέζε ηεο ζεκεηαθήο κεηάιιαμεο ζηελ λνπθιενηηδηθή 

αθνινπζία ησλ αηαμηθψλ πνληηθηψλ, ζρεδηάζηεθαλ θαηάιιεινη εθθηλεηέο πνπ 

εληζρχνπλ κέζσ αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR) ηκήκα ηνπ γνληδίνπ 

Slc25a46 κεγέζνπο 504bp πνπ πεξηιακβάλεη ηελ πεξηνρή ηεο κεηάιιαμεο (Δηθφλα 

3.1). Γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ απνγφλσλ πνπ θέξνπλ ηελ κεηάιιαμε ζηνλ έλαλ 

αιιειφκνξθν (Slc25a46
atc/+

) ή θαη ζηνπο δχν αιιεινκφξθνπο (Slc25a46
atc/atc

) ή 

θέξνπλ κφλν αγξίνπ ηχπνπ αιιεινκφξθνπο (Slc25a46
+/+

), πξαγκαηνπνηήζεθε πέςε 

ηνπ πξντφληνο ηεο αληίδξαζεο PCR κε ην πεξηνξηζηηθφ έλδπκν HpyCH4III (Δηθφλα 

3.1), πνπ θφβεη ηε λνπθιενηηδηθή αθνινπζία: 5’-ACNGT-3’, φπνπ Ν ζπκβνιίδεη 

νπνηνδήπνηε λνπθιενηίδην. Ζ αληηθαηάζηαζε ηεο θπηνζίλεο (C) απφ  ζπκίλε (Σ) ζηελ 

θσδηθή πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ νδεγεί ζηελ θαηαζηξνθή ηεο ζέζεο θνπήο απφ ην  

έλδπκν HpyCH4III.  Έηζη, ε πεξηνρή πνπ θέξεη ηελ κεηάιιαμε ζηα αηαμηθά πνληίθηα 

δελ αλαγλσξίδεηαη απφ ην έλδπκν πεξηνξηζκνχ θαη δελ θφβεηαη ζε αληίζεζε κε ηελ 

αγξίνπ ηχπνπ αθνινπζία.        
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Δηθόλα 3.1: ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο λνπθιενηηδηθήο αθνινπζίαο ηνπ γνληδίνπ 

Slc25a46, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ γνλνηύπεζε ησλ Slc25a46
atc/atc 

πνληηθηώλ. Με πξάζηλν 

ρξψκα θαίλεηαη  ε αιιεινπρία ηνπ πξφζζηνπ εθθηλεηή θαη κε κπιε ρξψκα ηνπ αλάζηξνθνπ εθθηλεηή. 

Πάλσ απφ ηελ αιιεινπρία θαίλνληαη νη ηξεηο ζέζεηο θνπήο απφ ην πεξηνξηζηηθφ έλδπκν HpyCH4III. 

Με θφθθηλν ρξψκα ππνδεηθλχεηαη ε ζέζε ηεο ζεκεηαθήο κεηάιιαμεο ζηα αηαμηθά πνληίθηα, ε νπνία 

θαηαζηξέθεη κηα ζέζε θνπήο γηα ην HpyCH4III. Έηζη ην έλδπκν πεξηνξηζκνχ αλαγλσξίδεη ηξεηο ζέζεηο 

πξφζδεζεο ζηα αγξίνπ ηχπνπ πνληίθηα έλαληη δχν ζηα αηαμηθά, γεγνλφο πνπ θαζηζηά δηαθνξεηηθά ηα 

πξντφληα ηεο εθάζηνηε πέςεο θαη πξνζθέξεη ηε δπλαηφηεηα γνλνηχπεζεο ησλ πνληηθηψλ.  

 

 

Αξθεηέο δνθηκέο έιαβαλ ρψξα πξνθεηκέλνπ λα πξνζδηνξηζηνχλ νη βέιηηζηεο 

ζπλζήθεο γηα ηελ αληίδξαζε PCR (Δηθφλα 3.2) κέζσ ηεο δηαδηθαζίαο ηεο βαζκηδσηής 

αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (Grandient PCR). πλνιηθά, εμεηάζηεθαλ ηξεηο 

δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο καγλεζίνπ (1,5 /1,875 /2,25 mΜ αληίζηνηρα ζε ηειηθφ 

φγθν αληίδξαζεο 20κL) θαη γηα θάζε κηα εμεηάζηεθαλ ζπλδπαζηηθά 8 δηαθνξεηηθέο 

ζεξκνθξαζίεο ζε εχξνο απφ 55 
ν
C εψο 62 

ν
C (Δηθφλα 3.2). 
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Δηθόλα 3.2: Απνηειέζκαηα αληίδξαζεο PCR γηα ηνπο δηαθόξνπο ζπλδπαζκνύο ζπγθέληξσζεο Mg 

θαη ζεξκνθξαζίαο πβξηδηζκνύ γηα ηελ βειηηζηνπνίεζε ησλ ζπλζεθώλ ηεο αληίδξαζεο. Σν  PCR 

πξντφλ κεγέζνπο 504bp  αλαιχζεθε ζε 2% πήθησκα αγαξφδεο. ηελ πξψηε ζέζε έρνπλ αλαιπζεί 

γλσζηά κνξηαθά βάξε. 

χκθσλα κε ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα πξνέθπςε φηη ν βέιηηζηνο 

ζπλδπαζκφο ζπγθέληξσζεο Mg θαη ζεξκνθξαζίαο πβξηδηζκνχ γηα ηελ ελ ιφγσ 

αληίδξαζε PCR είλαη 1.875mM Mg  θαη 60 
ν
C, αληίζηνηρα. Ζ επηηπρήο έθβαζε ηεο 

αληίδξαζεο PCR επηβεβαηψζεθε  έπεηηα απφ ειεθηξνθφξεζε ηνπ PCR πξντφληνο ζε 

πήθησκα αγαξφδεο πεξηεθηηθφηεηαο 2% (Δηθφλα 3.3). 
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Δηθόλα 3.3: Αληηπξνζσπεπηηθή απεηθόληζε ηνπ επηζπκεηνύ πξντνληνο ηεο αληίδξαζεο PCR 

κεγέζνπο 504bp ζε ππό εμέηαζε δείγκαηα θαη δείγκαηα αλαθνξάο. Σα πξντφληα ηεο PCR 

αλαιχζεθαλ ζε 2% πήθησκα αγαξφδεο. ηελ πξψηε ζέζε έρνπλ αλαιπζεί γλσζηά κνξηαθά βάξε, 

αθνινπζνχλ ηξία δείγκαηα, λεξφ (ddH2O) γηα έιεγρν ηπρφλ επηκφιπλζεο ζηελ αληίδξαζε θαη 

αληηπξνζσπεπηηθνί κάξηπξεο γηα ηνπο ηξεηο γνλνηχπνπο, φπνπ +/+: αγξίνπ ηχπνπ, +/atc: εηεξφδπγα, 

atc/atc: νκφδπγα πνληίθηα.   

Όπσο αλαθέξζεθε, ην πεξηνξηζηηθφ έλδπκν HpyCH4III αλαγλσξίδεη θαη θφβεη 

ηελ αγξίνπ ηχπνπ αιιεινπρία θαη φρη απηή πνπ πεξηέρεη ηελ atc κεηάιιαμε. 

Φπζηνινγηθά, ζηα δείγκαηα αγξίνπ ηχπνπ ππάξρνπλ ηξεηο ζέζεηο αλαγλψξηζεο ηνπ 

ελδχκνπ ζην πξντφλ ηεο αληίδξαζεο PCR (Δηθφλα 3.1), πνπ έρνπλ σο απνηέιεζκα ηε 

δεκηνπξγία ηεζζάξσλ ηκεκάησλ DNA κε κνξηαθά βάξε 50bp, 117bp, 318 bp θαη 

19bp, αληίζηνηρα. ηελ πεξίπησζε πνπ ππάξρεη ε CT κεηάιιαμε, ην έλδπκν 

αλαγλσξίδεη δχν κφλν πεξηνρέο θαη ηα ηκήκαηα πνπ πξνθχπηνπλ έρνπλ κνξηαθά βάξε 

116bp, 368bp θαη 20bp. χκθσλα ινηπφλ κε φζα πξναλαθέξζεθαλ, χζηεξα απφ πέςε 

πξνθχπηνπλ ηξεηο πηζαλέο πεξηπηψζεηο:  

 1
η
 πεπίπηωζη: ε πεξίπησζε πνληηθηψλ αγξίνπ ηχπνπ (Slc25a46

+/+
),  

αλακέλεηαη λα πξνθχςνπλ ηα εμήο πξντφληα πέςεο κε ηε ζεηξά απφ 5' πξνο 3': 

50bp, 117bp, 318bp, 19bp. 

 2
η
 πεπίπηωζη: ε πεξίπησζε πνληηθηψλ κε αηαμηθφ θαηλφηππν, δειαδή 

νκνδπγσηψλ σο πξνο ηνλ ππνιεηπφκελν αιιειφκνξθν (Slc25a46
atc/atc

), 

αλακέλεηαη λα πξνθχςνπλ ηα εμήο πξντφληα πέςεο: 116bp, 368bp, 20bp . 

 3
η
 πεπίπηωζη: ε πεξίπησζε πνληηθηψλ εηεξνδπγσηψλ σο πξνο ηελ ελ ιφγσ 

κεηάιιαμε (Slc25a46
+/atc

), αλακέλεηαη λα πξνθχςνπλ ηα εμήο πξντφληα πέςεο: 

50bp, 117bp, 318bp, 19bp, 116bp, 368bp, 20bp.  

Σα απνηειέζκαηα ηεο γνλνηχπεζεο θαίλνληαη ζηελ Δηθφλα 3.4, φπνπ ηα πξντφληα 

ηεο PCR αληίδξαζεο, ππέζηεζαλ πέςε κε HpyCH4III θαη ζηε ζπλέρεηα 

ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πήθησκα 2% αγαξφδεο. Να ζεκεησζεί φηη παξαηεξήζεθαλ θαη 

ηκήκαηα άθνπνπ DNA (504bp), ελψ γηα πξαθηηθνχο ιφγνπο ηκήκαηα DNA κε 

κέγεζνο κηθξφηεξν απφ 100bp δελ παξνπζηάδνληαη. 
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Δηθόλα 3.4: Γνλνηππηθή αλάιπζε  ησλ Slc25a46
atc/atc 

πνληηθηώλ θαη ησλ αδειθώλ ηνπο. Σα 

πξντφληα ηεο πέςεο αλαιχζεθαλ ζε 2% πήθησκα αγαξφδεο. ηελ πξψηε ζέζε έρνπλ αλαιπζεί γλσζηά 

κνξηαθά βάξε θαη αθνινπζνχλ ηα ππφ εμέηαζε δείγκαηα. Δπίζεο, έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί 

αληηπξνζσπεπηηθνί κάξηπξεο γηα ηνπο ηξεηο γνλνηχπνπο, φπνπ +/+: αγξίνπ ηχπνπ, +/atc: εηεξφδπγα, 

atc/atc: νκφδπγα πνληίθηα, θαζψο θαη λεξφ (ddH2O) γηα έιεγρν ηπρφλ επηκφιπλζεο ζηελ αληίδξαζε. 

Γεμηά επηζεκαίλνληαη ηα κνξηαθά βάξε ησλ PCR πξντφλησλ. 

3.2 Γνλνηππηθή αλάιπζε TgSLC25A46 δηαγνληδηαθώλ 

πνληηθηώλ 

Σα TgSLC25A46  δηαγνληδηαθά πνληίθηα δεκηνπξγήζεθαλ κε ηε κέζνδν ηεο 

κηθξνέλεζεο  (microinjection) ζε πξνππξήλεο γνληκνπνηεκέλσλ σαξίσλ (Douni et al., 

2004). ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κειέηεο ρξεζηκνπνηήζεθε απνθιεηζηηθά ε 

δηαγνληδηαθή ζεηξά Tg1351 πνπ θέξεη 2 αληίγξαθα ηνπ αλζξψπηλνπ γνληδίνπ 

SLC25A46 (Terzenidou et al., 2017). Σα ελ ιφγσ πνληίθηα ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ 

ιήςε νιηθψλ πξσηετληθψλ εθρπιηζκάησλ παξεγθεθαιίδαο,  σο κάξηπξεο ζηα πιαίζηα 

ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο (Δλφηεηα 3.3).      

 ηα πιαίζηα ηεο γνλνηππηθήο αλάιπζεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ δχν δεχγε 

εθθηλεηψλ. Έλα δεχγνο εθθηλεηψλ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ ελδνγελνχο 

γνληδίνπ Rankl ηνπ πνληηθηνχ θαη ην κέγεζνο ηνπ πξντφληνο πνπ πξνθχπηεη απφ ηελ 

αληίδξαζε PCR είλαη 317bp. Σν ζπγθεθξηκέλν πξντφλ ρξεζηκνπνηείηαη σο έλδεημε γηα 
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ηελ επηηπρή πξαγκαηνπνίεζε ηεο αληίδξαζεο PCR. Δπηπξφζζεηα, ζηελ ίδηα 

αληίδξαζε ρξεζηκνπνηείηαη θαη δεχηεξν δεχγνο εθθηλεηψλ γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ 

αλζξψπηλνπ SLC25A46 δηαγνληδίνπ δίλνληαο έλα πξντφλ 484bp. χκθσλα ινηπφλ κε 

ηα αλσηέξσ, αλακέλνληαη δπν πξντφληα, 317 θαη 484bp αληίζηνηρα, ζηελ πεξίπησζε 

ησλ δηαγνληδηαθψλ πνληηθηψλ θαη έλα πξντφλ ζηελ πεξίπησζε πνληηθηψλ αγξίνπ ηχπνπ 

(Δηθφλα 3.5).     

 

Δηθόλα 3.5: Γνλνηππηθή αλάιπζε ησλ TgSLC25A46 πνληηθηώλ. Σαπηνπνίεζε δηαγνληδηαθψλ 

πνληηθηψλ κε PCR ρξεζηκνπνηψληαο εθθηλεηέο γηα ην αλζξψπηλν δηαγνλίδην hSLC25A46 (άλσ δψλε) 

θαη γηα ην ελδνγελέο γνλίδην Rankl (θάησ δψλε) σο κάξηπξα. ηελ πξψηε ζέζε έρνπλ αλαιπζεί γλσζηά 

κνξηαθά βάξε. TgSLC25A46: δηαγνληδηαθφ πνληίθη (ζεηηθφο κάξηπξαο), Wild-Type: αγξίνπ ηχπνπ 

(αξλεηηθφο κάξηπξαο), ddH2O: λεξφ (αξλεηηθφο κάξηπξαο). 

3.3 Πξσηενκηθή αλάιπζε ζην Slc25a46
atc/atc 

κνληέιν 

ην παξειζφλ, ρξεζηκνπνηήζεθε απφ ην εξγαζηήξηφ καο ε ηερληθή ηεο πγξήο 

ρξσκαηνγξαθίαο ππεξ-πςειήο πίεζεο (Ultimate RSLC) ζε ζπλδπαζκφ κε δηαδνρηθή 

θαζκαηνκεηξία κάδαο (LC-MS/MS), φπνπ παξαηεξήζεθαλ κεηαβνιέο ζε 

κηηνρνλδξηαθά εθρπιίζκαηα πξσηετλψλ απφ παξεγθεθαιίδα κεηαμχ πνληηθηψλ αγξίνπ 

ηχπνπ θαη αηαμηθψλ (Σεξδελίδνπ Μ., 2017). ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κειέηεο 

εμεηάζακε εάλ παξαηεξνχληαη κεηαβνιέο ζην πξσηέσκα κεηαμχ ησλ δχν 

γνλνηππηθψλ νκάδσλ φηαλ ε απνκφλσζε αθνξνχζε νιηθά πξσηετληθά εθρπιίζκαηα 

(whole protein extracts) ρσξίο θιαζκάησζε. Γηα ηνπο ζθνπνχο ηνπ πεηξάκαηνο 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νιηθά πξσηετληθά εθρπιίζκαηα απφ ηνλ ηζηφ ηεο παξεγθεθαιίδαο, 
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πνπ απνκνλψζεθε απφ πνληίθηα αγξίνπ ηχπνπ θαζψο θαη αηαμηθά (κε 2 θαη 3 

βηνινγηθέο επαλαιήςεηο, αληίζηνηρα θαη ηξεηο ηερληθέο επαλαιήςεηο γηα θάζε δείγκα). 

Ζ απνκφλσζε ησλ δεηγκάησλ θαη ε θαζκαηνκεηξία κάδαο (LC-MS/MS) έγηλε ζε 

πξνγελέζηεξν ζηάδην ηεο παξνχζαο κειέηεο. Σα απνηειέζκαηα ηεο πξσηενκηθήο 

αλάιπζεο έρνπλ πξνθχςεη κέζσ ηεο κεζφδνπ δηαθνξηθήο αλάιπζεο πξσηενκηθήο 

έθθξαζεο ρσξίο ζήκαλζε (Label Free Quantification, LFQ).   

 ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κειέηεο, ε αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο 

πξσηενκηθήο  έγηλε κε ην ινγηζκηθφ MaxQuant θαη ε πεξαηηέξσ επεμεξγαζία ηνπο κε 

ηε βνήζεηα ηνπ πξνγξάκκαηνο βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο Perseus. Ζ δηαθνξά 

κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ δηαθνξεηηθνχ γνλνηχπνπ απεηθνλίζηεθε κε ηε δεκηνπξγία  

δηαγξακκάησλ Volcano, φπνπ ν άμνλαο ρ δείρλεη ηε πνζνηηθή κεηαβνιή ηεο έθθξαζεο 

(difference) ελψ ν άμνλαο ς ηνλ αξλεηηθφ ινγάξηζκν ηεο ζηαηηζηηθήο 

ζεκαληηθφηεηαο, p (Δηθφλα 3.6). Αξηζηεξά ηνπ 0 ζηνλ άμνλα ρ απνηππψλνληαη νη 

πξσηεΐλεο πνπ εκθαλίδνπλ κείσζε  ζηα αηαμηθά δείγκαηα, ελψ δεμηά εκθαλίδνληαη νη 

πξσηεΐλεο πνπ εκθαλίδνπλ αχμεζε  ζε απηά ζε ζρέζε κε ηα δείγκαηα αγξίνπ ηχπνπ. 

Έρνληαο ινηπφλ νινθιεξψζεη ηε ζηαηηζηηθή αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ, ηα 

δεδνκέλα επεμεξγάζηεθαλ πεξαηηέξσ κε ην ινγηζκηθφ DAVID γηα ηελ νκαδνπνίεζε 

ησλ πξσηετλψλ ζε θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο θαη ιεηηνπξγίεο.    

  

3.3.1 Πξσηενκηθή αλάιπζε ζε νιηθά πξσηετληθά εθρπιίζκαηα 

παξεγθεθαιίδαο πνληηθηώλ αγξίνπ ηύπνπ θαη αηαμηθώλ 

Καηά ηελ πξσηενκηθή αλάιπζε ζε νιηθά πξσηετληθά εθρπιίζκαηα 

παξεγθεθαιίδαο απφ πνληίθηα αγξίνπ ηχπνπ θαζψο θαη αηαμηθψλ πξαγκαηνπνηήζεθε 

ζπγθξηηηθή αλάιπζε ζπλνιηθά 2971 πξσηετλψλ απφ ηηο νπνίεο νη 614 είλαη 

κηηνρνλδξηθέο. Ζ SLC25A46 πξσηεΐλε δελ αληρλεχζεθε  ζηελ παξεγθεθαιίδα ησλ 

αηαμηθψλ πνληηθηψλ (Δηθφλα 3.6) παξά κφλν ζηελ παξεγθεθαιίδα πνληηθηψλ αγξίνπ 

ηχπνπ, ζε ζπκθσλία κε παξάιιεια πεηξάκαηά καο κε αλνζναπνηχπσκα Western 

(Δηθφλα 3.9). Απηφ επηβεβαηψλεη φηη ε κεηάιιαμε πνπ αληρλεχηεθε ζην Slc25a46
atc/atc

 

κνληέιν  νδεγεί ζε κε παξαγσγή ηεο αγξίνπ ηχπνπ SLC25A46 πξσηεΐλεο in vivo. 
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Δηθόλα 3.6: πγθξηηηθή πξσηενκηθή αλάιπζε ζε παξεγθεθαιίδα κεηαμύ πνληηθηώλ αγξίνπ ηύπνπ 

θαη αηαμηθώλ. Γηάγξακκα Volcano ζε νιηθά πξσηετληθά εθρπιίζκαηα  παξεγθεθαιίδαο πνληηθηψλ 

αγξίνπ ηχπνπ (Wild-type) θαη αηαμηθψλ (Ataxic). Ζ καχξε θνπθίδα πάλσ αξηζηεξά αληηζηνηρεί ζηελ 

SLC25A46 πξσηεΐλε. Με θφθθηλν επηζεκαίλνληαη νη πξσηεΐλεο πνπ ππεξεθθξάδνληαη ζηα αηαμηθά 

πνληίθηα ελψ κε κπιε νη πξσηεΐλεο πνπ ππν-εθθξάδνληαη ζηα ίδηα δείγκαηα. Με γθξη επηζεκαίλνληαη νη 

πξσηεΐλεο πνπ βξέζεθαλ θάησ απφ ην θαηψθιη ηεο ζηαηηζηηθήο ζεκαληηθφηεηαο, πνπ παξηζηάλεηαη κε 

δηαθεθνκκέλε γξακκή (p≤ 0.05). εκείσζε: Ζ SLC25A46 πξσηεΐλε δελ αληρλεχηεθε ζηα αηαμηθά 

δείγκαηα, σζηφζν ε κεδεληθή ηεο ηηκή αληηθαηαζηάζεθε απφ κηα βαζηθή ρακειή ηηκή (imputation) 

ράξηλ ηνπ δηαγξάκκαηνο. 

 

Πεξαηηέξσ νπηηθνπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο 

έγηλε κε ηε βνήζεηα ηνπ ινγηζκηθνχ Perseus, κέζσ ηεο ρξήζεο ζεξκηθνχ ράξηε (heat 

map). ηελ εηθφλα 3.7 παξνπζηάδνληαη ζπλνιηθά νη πξσηεΐλεο κε ζηαηηζηηθή 

ζεκαληηθή δηαθνξηθή έθθξαζε  κεηαμχ ησλ αηαμηθψλ θαη αγξίνπ ηχπνπ πνληηθηψλ. Οη 

πξσηεΐλεο πνπ εκθάληζαλ απμνξξχζκηζε ζηα αηαμηθά ζε ζρέζε κε ηα αγξίνπ ηχπνπ 

πνληίθηα επηζεκαίλνληαη κε θφθθηλν ρξψκα, ελψ ε κεηνξξχζκηζε παξηζηάλεηαη κε 

κπιε ρξψκα. Κάζε ζηήιε αλαπαξηζηά κία ηερληθή επαλάιεςε (technical replicas) 

ελφο βηνινγηθνχ δείγκαηνο (ηξεηο επαλαιήςεηο αλά δείγκα). πλνιηθά, 
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ηαπηνπνηήζεθαλ 638 πξσηεΐλεο πνπ δηέθεξαλ κεηαμχ ησλ πνληηθηψλ αγξίνπ ηχπνπ θαη 

αηαμηθψλ (Δηθφλα 3.7). 

 

Δηθόλα 3.7: Θεξκηθόο ράξηεο (heatmap) πνπ απεηθνλίδεη ηηο πξσηεΐλεο πνπ εκθαλίδνπλ 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηελ παξεγθεθαιίδα κεηαμύ πνληηθηώλ αγξίνπ ηύπνπ θαη 

αηαμηθώλ. Ο ζπλνιηθφο αξηζκφο ησλ πξσηετλψλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ είλαη 638 θαη είλαη 

νκαδνπνηεκέλεο ζε δχν θαηεγνξίεο. Οη πξσηεΐλεο πνπ εκθάληζαλ απμνξξχζκηζε ζηα αηαμηθά 

επηζεκαίλνληαη κε θφθθηλν ρξψκα, εθείλεο πνπ εκθάληζαλ κεηνξξχζκηζε  κε κπιε ρξψκα, ελψ κε 

ιεπθφ ρξψκα εθείλεο ρσξίο θακία νπζηαζηηθή κεηαβνιή. Σέινο, κε γθξη ρξψκα επηζεκαίλνληαη νη 

πξσηεΐλεο πνπ δελ αληρλεχηεθαλ ζην ελ ιφγσ δείγκα. πλνιηθά, αλαπαξίζηαληαη 3 δείγκαηα απφ 

αηαμηθά (Ataxic) θαη 2 δείγκαηα αγξίνπ ηχπνπ (Wild-Type). Γηα θάζε έλα απφ ηα πέληε δείγκαηα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο ηερληθέο επαλαιήςεηο (technical replicas). Κάζε ζηήιε αλαπαξηζηά κηα 

ηερληθή επαλάιεςε γηα θάζε δείγκα, ελψ θάζε γξακκή αλαπαξηζηά κηα πξσηεΐλε. 

Παιαηφηεξεο επηζηεκνληθέο κειέηεο, έδεημαλ φηη ε SLC25A46 πξσηεΐλε 

αιιειεπηδξά κε άιιεο πξσηεΐλεο πνπ ξπζκίδνπλ ηε δνκή, ηε ιεηηνπξγία θαη ηελ 

νξγάλσζε ησλ κηηνρνλδξίσλ. Σέηνηεο πξσηεΐλεο ελδεηθηηθά είλαη α) νη MFN1, MFN2, 

θαη OPA1, πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε κηηνρνλδξηαθή ζχληεμε/ζράζε, β) κέιε ηνπ 

ζπκπιφθνπ MICOS, φπσο Mitofilin (IMMT ή Mic60), θαη CHCHD3 (Mic 19), γ) 

άιιεο πξσηεΐλεο πνπ αιιειεπηδξνχλ κε ην ζχκπινθν MICOS, φπσο ε SAMM50 θαη 

ηέινο δ) πξσηεΐλεο ηεο εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο φπσο νη πνξίλεο 

(VDACs). Ζ αιιειεπίδξαζε απηή κπνξεί λα είλαη είηε πνζνηηθή ζε επίπεδν 

έθθξαζεο είηε πνηνηηθή (π.ρ ξχζκηζε νιηγνκεξηζκνχ) (Janer et al., 2016, Steffen et al., 
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2016, Terzenidou et al., 2017, Duchesne et al., 2017, Li et al., 2017). Γηα παξάδεηγκα, 

ε πξσηεΐλε SLC25A46, κπνξεί δπλεηηθά λα επεξεάδεη είηε ηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ 

αλσηέξσ πξσηετλψλ (αχμεζε ή κείσζε) είηε λα επεξεάδεη ηνλ de novo νιηγνκεξηζκφ 

ηνπο, φπσο ζηελ πεξίπησζε ησλ MFN1/2 (Janer et al., 2016, Steffen et al., 2016, 

Terzenidou et al., 2017, Duchesne et al., 2017, Li et al., 2017). Δπηπξφζζεηα, 

ζχκθσλα κε κία απφ ηηο πιένλ πξφζθαηεο επηζηεκνληθέο κειέηεο δηαηππψζεθε ε 

άπνςε φηη ε απνπζία ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 δχλαηαη λα επεξεάζεη ηελ επηκέξνπο 

ελεξγφηεηα θαη ιεηηνπξγία ελ γέλεη ησλ ελδπκηθψλ ζπκπιφθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο 

αιπζίδαο (Li et al., 2017). ηελ παξνχζα κειέηε, ινηπφλ, κε ηε ρξήζε ηνπ 

πξνγξάκκαηνο πξσηενκηθήο αλάιπζεο Perseus, πξαγκαηνπνηήζεθε ζπγθξηηηθή 

αλάιπζε ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ αλσηέξσ πξσηετλψλ, θαζψο θαη άιισλ 

πξσηετλψλ κε δηαθνξηθή έθθξαζε  ζηελ παξεγθεθαιίδα κεηαμχ πνληηθηψλ αγξίνπ 

ηχπνπ θαη αηαμηθψλ.  

3.3.2 Δπίδξαζε ηεο SLC25A46 ζην πξσηετληθό πξνθίι ζπκπιόθσλ  

νξγάλσζεο ησλ κηηνρνλδξίσλ 

χκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο, ηα επίπεδα 

έθθξαζεο πξσηετλψλ κε θαίξην ξφιν ζηε δνκηθή νξγάλσζε ησλ κηηνρνλδξίσλ, φπσο 

νη MNF1, MFN2, OPA1 θαη ΜFF, αιιά θαη πξσηεΐλεο πνπ εκπιέθνληαη ζηελ 

κεηαθνξά ησλ κηηνρνλδξηαθψλ πξσηετλψλ απφ ην θπηηαξφπιαζκα φπσο νη ΣΟΜΜ22 

θαη ΣΗΜΜ44,   παξνπζηάδνπλ ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθή κεηαβνιή ζηελ παξεγθεθαιίδα 

ησλ αηαμηθψλ πνληηθηψλ ζπγθξηηηθά κε ηα αγξίνπ ηχπνπ αδέιθηα ηνπο (Πίλαθαο 3.1). 

Αληίζεηα, νη πξσηεΐλεο DRP1, IMMT, CHCHD3, CHCHD6, TOMM40, TOMM70a, 

SAM50, ATP5A1 θαζψο θαη νη πνξίλεο VDAC1/VDAC2 ζεκεηψλνπλ κηθξή αιιά κε 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή κεηαβνιή, κεηαμχ αηαμηθψλ θαη αγξίνπ ηχπνπ δεηγκάησλ. Σα 

απνηειέζκαηα απηά ππνδεηθλχνπλ φηη ε έιιεηςε ηεο SLC25A46 επεξεάδεη ηελ 

δνκηθή νξγάλσζε ησλ κηηνρνλδξίσλ θαη ηε δπλακηθή ηνπο. 

Πεξαηηέξσ επηιεθηηθή επηβεβαίσζε ησλ αλσηέξσ απνηειεζκάησλ 

επηρεηξήζεθε κε αλνζναπνηχπσκα  Western ηφζν ζε κηηνρνλδξηαθά φζν θαη ζε νιηθά 

πξσηετληθά εθρπιίζκαηα παξεγθεθαιίδαο γηα ηελ έθθξαζε ησλ εμήο πξσηετλψλ: 

MFN1, MFN2, DRP1, IMMT, CHCHD3, CHCHD6, TOMM40 (Δηθφλα 3.8). Ζ 

απνκφλσζε έγηλε απφ πνληίθηα άγξηνπ ηχπνπ, αηαμηθά θαη δηαγνληδηαθά γηα ην 
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SLC25A45 γνλίδην (TgSLC25A46). Όπσο θαη ζηελ πξσηενκηθή αλάιπζε, ην Western 

έδεημε απνπζία ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 ζηα αηαμηθά δείγκαηα, ελψ ππήξρε 

έθθξαζε ζηα πνληίθηα αγξίνπ ηχπνπ θαη ππεξέθθξαζε ζηα TgSLC25A46. Δπίζεο, ε 

πξσηεΐλε DRP1 δελ εληνπίδεηαη ζηα κηηνρνλδξηαθά δείγκαηα, φπσο αλακελφηαλ, 

θαζφηη εθ θχζεσο βξίζθεηαη εθηφο ηνπ κηηνρνλδξίνπ. Παξφια απηά, δελ 

παξαηεξήζεθε θάπνηα αμηνζεκείσηε δηαθνξά ζηηο ειερζείζεο πξσηεΐλεο κεηαμχ 

πνληηθψλ αγξίνπ ηχπνπ θαη αηαμηθψλ.    

 πλνςίδνληαο, ηα απνηειέζκαηα ησλ δχν δηαθνξεηηθψλ πξνζεγγίζεσλ 

(πξσηενκηθή αλάιπζε θαη αλνζναπνηχπσκα Western) εκθάληζαλ ζηελ πιεηνςεθία 

ηνπο πιήξε ηαχηηζε. Απνθιίζεηο πνπ παξαηεξήζεθαλ φπσο ζηελ πεξίπησζε ησλ 

πξσηετλψλ MFN1 θαη MFN2, πηζαλφλ νθείινληαη ζην γεγνλφο φηη ε δηαθνξά ζηα 

επίπεδα έθθξαζεο κεηαμχ δεηγκάησλ αγξίνπ ηχπνπ θαη αηαμηθψλ είλαη ηφζν κηθξή 

πνπ θαζίζηαηαη δπζδηάθξηηε κε ηε κέζνδν ηνπ αλνζναπνηππψκαηνο Western. 

Μάιηζηα, πξφζθαηεο δεκνζηεχζεηο έρνπλ θαηαδείμεη πσο ζχγρξνλεο κέζνδνη 

πξσηενκηθήο αλάιπζεο πνπ  έρνπλ σο βάζε ηελ ηερληθή ηεο θαζκαηνκεηξίαο κάδα 

(MS), ηείλνπλ λα θαηαζηνχλ πην αμηφπηζηεο ζηα πιαίζηα κηα πνζνηηθήο αλάιπζεο 

ζπγθξηηηθά κέζνδν αλνζναπνηππψκαηνο Western (Aebersold et al., 2013). 
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Πίλαθαο 3.1: ηαηηζηηθή αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο κε ην 

ινγηζκηθό Perseus. Απνηππψλεηαη ε δηαθνξά ζηελ έθθξαζε (εθθξαζκέλε σο Log2 θνξέο δηαθνξά) 

ησλ αλαθεξφκελσλ πξσηετλψλ ζηα δείγκαηα ηεο παξεγθεθαιίδαο κεηαμχ αγξίνπ ηχπνπ θαη αηαμηθψλ 

πνληηθηψλ. Ζ απμεκέλε έθθξαζε ζηα αηαμηθά δείγκαηα έρεη ζεηηθφ πξφζεκν, ελψ ε κεησκελε 

αξλεηηθφ. 
∞
: ε δηαθνξά είλαη άπεηξε δηφηη ε SLC25A46 πξσηεΐλε δελ αληρλεχηεθε ζηα αηαμηθά 

δείγκαηα. Με * ππνδεηθλχεηαη ε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή δηαθνξά ζηελ ηηκή p (*p<0.05  **p<0.01 θαη 

*** p<0.001). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5380310/table/pgen.1006656.t001/
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Δηθόλα 3.8: Αλάιπζε κε αλνζναπνηύπσκα Western ηόζν ζε κηηνρνλδξηθά (mito extracts) όζν θαη 

ζε νιηθά πξσηετληθά δείγκαηα (whole extracts) πνπ πξνήιζαλ από παξεγθεθαιίδα πνληηθηώλ 

αγξίνπ ηύπνπ (+/+, n=3), αηαμηθώλ (atc/atc, n=2) θαζώο θαη δηαγνληδηαθώλ TgSLC25A46 (Tg, 

n=1). Υξεζηκνπνηήζεθαλ αληηζψκαηα έλαληη ησλ πξσηετλψλ SLC25A46, MFN1, MFN2, DRP1, 

IMMT, CHCHD3, CHCHD6 θαη TOMM40. Χο ζεηηθφο κάξηπξαο θνξηψκαηνο ρξεζηκνπνηήζεθε 

αληίζσκα έλαληη ηεο πξσηεΐλεο GRP75. πλνιηθά, γηα θάζε δείγκα θνξηψζεθαλ 30κg πξσηεΐλεο. Σν 

πείξακα επαλαιήθζεθε ζπλνιηθά 3 θνξέο. 
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3.3.3 Δπίδξαζε ηεο SLC25A46 ζηα ελδπκηθά ζύκπινθα ηεο 

αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο 

ηα πιαίζηα ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζηελ 

παξνχζα εξεπλεηηθή κειέηε, ε πιεηνςεθία ησλ πξσηετλψλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε 

δηαδηθαζία ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο εκθάληζε κεηαβνιή κεηαμχ ησλ 

αηαμηθψλ θαη ησλ αγξίνπ ηχπνπ πνληηθηψλ (Δηθφλα 3.9Α). Δπηπξφζζεηα, ηα επίπεδα 

έθθξαζεο ηεο πιεηνςεθίαο ησλ πξσηετλψλ κε θαίξην ξφιν ζηε δνκηθή νξγάλσζε ησλ 

ελδπκηθψλ ζπκπιφθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο ησλ κηηνρνλδξίσλ, 

κεηαβάιινληαη ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθά ζηελ παξεγθεθαιίδα ησλ αηαμηθψλ πνληηθηψλ 

ζπγθξηηηθά κε ηα αγξίνπ ηχπνπ αδέιθηα ηνπο (Δηθφλα 3.9Β θαη Πίλαθεο 3.2, 3.3). Ζ 

ζεκαληηθφηεξε σζηφζν κεηαβνιή παξαηεξήζεθε ζηα επίπεδα έθθξαζεο πξσηεΐλψλ 

ηνπ ζπκπιφθνπ I ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο.  

χκθσλα κε ηα παξαπάλσ είλαη εκθαλέο πσο ηφζν νη δνκηθέο πξσηεΐλεο ησλ 

ζπκπιφθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο, φζν θαη νη πξσηεΐλεο πνπ ζπκκεηέρνπλ 

ζηελ εμαηξεηηθά ζεκαληηθή βηνινγηθή δηεξγαζία ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο, 

ζηελ πιεηνςεθία ηνπο εκθαλίδνπλ κεηνξξχζκηζε ζηα αηαμηθά πνληίθηα έλαληη ησλ 

πνληηθηψλ αγξίνπ ηχπνπ. Μάιηζηα, απφ ηα απνηειέζκαηα ηεο αλάιπζεο εηδηθά γηα ηηο 

δνκηθέο πξσηεΐλεο ησλ ζπκπιφθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο, εμάγνληαη δχν 

ηδηαηηέξσο ζεκαληηθέο παξαηεξήζεηο. πγθεθξηκέλα, απφ ηηο 67 ζπλνιηθά δνκηθέο 

πξσηεΐλεο ησλ ζπκπιφθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο πνπ κειεηήζεθαλ, 

ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθή κεηαβνιή ησλ επηπέδσλ έθθξαζήο ηνπο εκθάληζαλ νη 37. Απφ 

ηηο 37 απηέο πξσηεΐλεο νη 26 αλήθνπλ ζην ζχκπινθν Η ελψ κφιηο 11 κνηξάδνληαη ζηα 

ππφινηπα ζχκπινθα ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο. Αθφκα, απφ ηηο 37 πξσηεΐλεο κφιηο 

κία εκθαλίδεη απμεκέλε έθθξαζε, ελψ 36 εκθαλίδνπλ ζεκαληηθή  κείσζε ησλ 

επηπέδσλ  ηνπο.  

Πεξαηηέξσ επηιεθηηθή επηβεβαίσζε ησλ αλσηέξσ απνηειεζκάησλ 

επηρεηξήζεθε κε αλνζναπνηχπσκα  Western γηα ηελ έθθξαζε ησλ εμήο πξσηετλψλ: 

NDUFA5 θαη NDUFA10 γηα ην ζχκπινθν I, SDHA γηα ην ζχκπινθν II, UQCRC2 

γηα ην ζχκπινθν III θαη ηέινο COX-2 γηα ην ζχκπινθν IV (Δηθφλα 3.10). 

πγθεθξηκέλα, νη πξσηεΐλεο COX-2, SDHA, NDUFA5 δελ παξνπζίαζαλ κεηαβνιή 

ζηα επίπεδα έθθξαζεο, σζηφζν νη COX-2 θαη NDUFA5, παξνπζίαζαλ ζηαηηζηηθψο 
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ζεκαληηθή κεηαβνιή ζηελ πξσηενκηθή αλάιπζε. Δπηπξφζζεηα, νη πξσηεΐλεο 

NDUFA10, UQCRC2 παξνπζίαζαλ κείσζε ζηα αηαμηθά δείγκαηα έλαληη ησλ αγξίνπ 

ηχπνπ, επηβεβαηψλνληαο ηα απνηειέζκαηα ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο. 

 

 

 

Δηθόλα 3.9: Γηάγξακκα Volcano ζε νιηθά πξσηετληθά εθρπιίζκαηα παξεγθεθαιίδαο πνληηθηώλ 

αγξίνπ ηύπνπ θαη αηαμηθώλ κε εζηίαζε ζηελ νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε θαη ζηελ δνκηθή 
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νξγάλσζε ησλ ζπκπιόθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο. Α) Με θφθθηλν επηζεκαίλνληαη νη 

πξσηεΐλεο πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε δηαδηθαζία ηεο νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ 

ησλ πξσηετλψλ φισλ ησλ ζπκπιφθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο.  Β) Δλδεηθηηθά, κε θφθθηλν 

επηζεκαίλνληαη βαζηθέο δνκηθέο πξσηεΐλεο ηνπ ζπκπιφθνπ I, κε θίηξηλν ηνπ ζπκπιφθνπ II, κε κπιε ηνπ 

ζπκπιφθνπ III θαη ηέινο κε πξάζηλν ηνπ ζπκπιφθνπ IV ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο. 
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Πίλαθαο 3.2: Μείσζε (εθθξαζκέλε σο Log2 δηαθνξά) ζηελ έθθξαζε ησλ πξσηετλώλ ηνπ 

ζπκπιόθνπ Η ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο ζηε παξεγθεθαιίδα αηαμηθώλ πνληηθηώλ. 

Απνηειέζκαηα φπσο παξέρνληαη απφ ην δηάγξακκα Volcano θαη ηελ αλάιπζε κε ην ινγηζκηθφ Perseus.  

* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Με θφθθηλν βέινο ππνδειψλεηαη ε απμεκέλε έθθξαζε. 
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Πίλαθαο 3.3: Μείσζε (εθθξαζκέλε σο Log2 δηαθνξά) ζηελ έθθξαζε ησλ πξσηετλώλ ησλ 

ζπκπιόθσλ III, IV θαη V ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο ζηα δείγκαηα ηεο παξεγθεθαιίδαο 

αηαμηθώλ πνληηθηώλ. Απνηειέζκαηα φπσο παξέρνληαη απφ ην δηάγξακκα Volcano θαη ηελ αλάιπζε κε 

ην ινγηζκηθφ Perseus. * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Με θφθθηλν βέινο ππνδειψλεηαη ε απμεκέλε 

έθθξαζε. 
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Δηθόλα 3.10: Αλάιπζε κε αλνζναπνηύπσκα Western ησλ επηπέδσλ αληηπξνζσπεπηηθώλ 

πξσηετλώλ ησλ ζπκπιόθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο ζε νιηθά πξσηετληθά δείγκαηα (whole 

extracts) πνπ πξνήιζαλ από παξεγθεθαιίδα πνληηθηώλ αγξίνπ ηύπνπ (+/+, n=2), αηαμηθώλ 

(atc/atc, n=2) θαζώο θαη δηαγνληδηαθώλ (Tg, n=1). Υξεζηκνπνηήζεθαλ αληηζψκαηα έλαληη ησλ 

πξσηετλψλ SLC25A46, NDUFA5, NDUFA10, SDHA, UQCRC2, COX-2. Χο ζεηηθφο κάξηπξαο 

θνξηψκαηνο ρξεζηκνπνηήζεθε αληίζσκα έλαληη ηεο πξσηεΐλεο GRP75. Σν πείξακα επαλαιήθζεθε 

ζπλνιηθά 3 θνξέο.  

πλνςίδνληαο, ηα απνηειέζκαηα ησλ δχν δηαθνξεηηθψλ πξνζεγγίζεσλ 

(πξσηενκηθή αλάιπζε θαη αλνζναπνηχπσκα Western) ζπκθσλνχλ ζε κεγάιν βαζκφ. 

Απνθιίζεηο πνπ παξαηεξήζεθαλ φπσο ζηελ πεξίπησζε ηεο πξσηεΐλεο NDUFA5, πνπ 

ζχκθσλα κε ηελ πξσηενκηθή αλάιπζε κεηψλεηαη, ελψ ζχκθσλα κε ην 

αλνζναπνηχπσκα Western παξακέλεη ακεηάβιεηε ε έθθξαζή ηεο,  πηζαλφλ 

νθείινληαη ζην γεγνλφο φηη ε δηαθνξά ζηα επίπεδα έθθξαζεο κεηαμχ δεηγκάησλ 

αγξίνπ ηχπνπ θαη αηαμηθψλ είλαη ηφζν κηθξή πνπ θαζίζηαηαη δπζδηάθξηηε κε ηε 
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κέζνδν ηνπ αλνζναπνηππψκαηνο Western, πηζαλφλ θαη ιφγσ κεησκέλεο 

απνηειεζκαηηθφηεηαο ηνπ αληηζψκαηνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ή ιφγσ κεγαιχηεξεο 

επαηζζεζίαο ηεο  θαζκαηνκεηξίαο κάδα (MS) ζε ζρέζε ην αλνζναπνηχπσκα Western  

(Aebersold et  al., 2013).        

    

3.3.4 πγθξηηηθή κειέηε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο πξσηενκηθήο 

αλάιπζεο κέζσ βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο DAVID 

Δπηπξφζζεηα ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο πνπ πξνεγήζεθε, πξαγκαηνπνηήζεθε 

αλάιπζε DAVID. Ζ ελ ιφγσ αλάιπζε εθαξκφζηεθε ηφζν γηα ηα γνλίδηα πνπ 

ππεξεθθξάδνληαη ζηα δείγκαηα ηεο παξεγθεθαιίδαο αηαμηθψλ πνληηθηψλ (θφθθηλν 

ρξψκα/δεμηά ηνπ 0 ζηνλ άμνλα ρ, Δηθφλα 3.6), φζν θαη γηα ηα γνλίδηα πνπ 

ππνεθθξάδνληαη ζηα ίδηα δείγκαηα (κπιε ρξψκα/ αξηζηεξά ηνπ 0 ζηνλ άμνλα ρ, 

Δηθφλα 3.6). χκθσλα κε ηελ παξνχζα αλάιπζε ηα γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνχλ γηα ηηο 

αληίζηνηρεο πξσηεΐλεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ πξσηενκηθή αλάιπζε, 

θαηαηάζζνληαη ζε ζπγθεθξηκέλεο θαηεγνξίεο κε γλψκνλα ηηο βηνινγηθέο δηεξγαζίεο 

ζηηο νπνίεο ζπκκεηέρνπλ θαζψο θαη ηηο ιεηηνπξγίεο πνπ επηηεινχλ. Σα απνηειέζκαηα 

ηεο ζπγθεθξηκέλεο αλάιπζεο παξνπζηάδνληαη ζηνπο Πίλαθεο 3.4 θαη 3.5.  

 Όπσο θαίλεηαη ζηνλ Πίλαθα 3.4 ε πιεηνςεθία ησλ γνληδίσλ πνπ 

ππεξεθθξάδνληαη ζηελ παξεγθεθαιίδα αηαμηθψλ πνληηθηψλ εκπιέθνληαη ζηε 

δηαδηθαζία ηεο πξσηετλνζχλζεζεο θαη ηεο ελδνθπηηαξηθήο κεηαθνξάο πξσηετλψλ. 

Δπίζεο, παξαηεξείηαη ππεξέθθξαζε ζε πξσηεΐλεο πνπ εκπιέθνληαη ζηελ αλάπηπμε 

θαη δηαθνξνπνίεζε ησλ λεπξψλσλ, πηζαλψο σο έλαο νκνηνζηαηηθφο κεραληζκφο γηα 

ηελ ξχζκηζε ηνπ λεπξνινγηθνχ θαηλνηχπνπ. Απφ ηελ άιιε πιεπξά, φπσο θαίλεηαη θαη 

ζηνλ Πίλαθα 3.5, ε πιεηνςεθία ησλ γνληδίσλ πνπ ππνεθθξάδνληαη ζηελ 

παξεγθεθαιίδα αηαμηθψλ πνληηθηψλ εκπιέθνληαη ζε δηεξγαζίεο πνπ ζρεηίδνληαη κε 

ηελ παξαγσγή ελέξγεηαο ζην θχηηαξν θαη ζπγθεθξηκελα ηελ παξαγσγή ATP θαη ηελ 

νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε.  Δπίζεο, έλαο θξίζηκνο αξηζκφο γνληδίσλ πνπ ζρεηίδεηαη  

κε ηελ εχξξπζκε ιεηηνπξγία ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ 

ραξαθηεξίδεηαη απφ ζεκαληηθά κεησκέλα επίπεδα έθθξαζεο, ππνδεηθλχνληαο 

θαηάξξεπζε ηεο θπηηαξηθήο αλαπλνήο.  
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Πίλαθαο 3.4: Λεηηνπξγηθόο ραξαθηεξηζκόο ησλ γνληδίσλ πνπ ππεξεθθξάδνληαη ζηα δείγκαηα ηεο 

παξεγθεθαιίδαο αηαμηθώλ πνληηθηώλ όπσο παξέρνληαη από ηελ αλάιπζε DAVID. 
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Πίλαθαο 3.5: Λεηηνπξγηθόο ραξαθηεξηζκόο ησλ γνληδίσλ πνπ ππνεθθξάδνληαη ζηα δείγκαηα ηεο 

παξεγθεθαιίδαο αηαμηθώλ πνληηθηώλ όπσο παξέρνληαη από ηελ αλάιπζε DAVID. 

 

Δπηπξφζζεηα, γηα φια ηα γνλίδηα ηα νπνία παξνπζίαζαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή 

κεηαβνιή ζηελ παξεγθεθαιίδα ησλ αηαμηθψλ πνληηθηψλ ζχκθσλα κε ηελ πξσηενκηθή 

αλάιπζε κέζσ ηνπ ινγηζκηθνχ Perseus, πξαγκαηνπνηήζεθε ζπκπιεξσκαηηθή 

αλάιπζε κε ην ινγηζκηθφ Enrichr (Chenetal., 2013; Kuleshovetal., 2016), ην νπνίν 

θαηεγνξηνπνηεί ηα γνλίδηα κε βάζε ηελ αζζέλεηα ζηελ νπνία έρεη βξεζεί πσο 

εκπιέθνληαη ζχκθσλα κε ηε βάζε δεδνκέλσλ OMIM. Έηζη ινηπφλ, φπσο θαίλεηαη 

ζηνλ Πίλαθα 3.6 ηα γνλίδηα πνπ κεηαβάιινληαη ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθά (p-value 

≤0.05) ζηα δείγκαηα ηεο παξεγθεθαιίδαο ησλ αηαμηθψλ πνληηθηψλ εκπιέθνληαη ζηηο 

λεπξνινγηθέο αζζέλεηεο χλδξνκν Leigh, Δγθεθαινπάζεηα, Charcot-marie-tooth 

disease, απηηζκφ θαζψο θαη ζε πεξηπηψζεηο κπνζθειεηηθψλ παζήζεσλ φπσο νη 

κπνπάζεηεο .          
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Πίλαθαο 3.6: Οη αζζέλεηεο ζηηο νπνίεο ζύκθσλα κε ηε βάζε δεδνκέλσλ OMIM εκπιέθνληαη  

γνλίδηα πνπ κεηαβάιινληαη ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθά ζηελ παξεγθεθαιίδα ησλ αηαμηθώλ 

πνληηθηώλ. Σηκέο p-value θαη γνλίδηα πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ απφ ηελ αλάιπζε Enrichr. 

 

 

Καηαιεθηηθά, ηα απνηειέζκαηα ησλ αλαιχζεσλ DAVID θαη Enrichr, ηφζν γηα 

ηα γνλίδηα πνπ ππεξεθθξάδνληαη φζν θαη γηα ηα γνλίδηα πνπ ππνεθθξάδνληαη ζηελ 

παξεγθεθαιίδα αηαμηθψλ πνληηθηψλ, ιεηηνπξγνχλ ζπκπιεξσκαηηθά κε ηα 

απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ πξσηενκηθή αλάιπζε θαη θαηαδεηθλχνπλ ηνλ 

ζεκαληηθφ ξφιν ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 ζηε κηηνρνλδξηαθή δπλακηθή θαη 

ιεηηνπξγία πνπ ζρεηίδεηαη άκεζα κε ηελ παζνγέλεζε πιήζνπο λεπξνινγηθψλ 

αζζελεηψλ. 
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4.ΤΕΖΣΖΖ 

ην παξειζφλ κέζσ ηεο πξνζέγγηζεο ηεο Πξφζζηαο Γελεηηθήο, 

ρξεζηκνπνηψληαο ηπραία ρεκηθή κεηαιιαμηγέλεζε ζην πνληίθη, αλαγλσξίζηεθε έλαο 

λένο θαηλφηππνο απηνζσκηθήο ππνιεηπφκελεο λεπξνινγηθήο λφζνπ, πνπ 

ραξαθηεξίδεηαη απφ αηαμία, αζηάζεηα θίλεζεο, ηνληθνθισληθνχο ζπαζκνχο, κεησκέλε 

κπηθή δχλακε, θαη επηβξαδχλνπζα αλάπηπμε κε πξφσξε ζλεζηκφηεηα έσο ηελ ειηθία 

ησλ ηξηψλ κελψλ.  Λφγσ ησλ εκθαληδφκελσλ λεπξνινγηθψλ ζπκπησκάησλ ν ελ ιφγσ 

θαηλφηππνο νλνκάζηεθε αηαμηθφο. Ζ ππεχζπλε κεηάιιαμε (θπηνζίλε ζε ζπκίλε) 

εληνπίζηεθε ζηελ θσδηθή πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ Slc25a46 θαη πξνθάιεζε ηελ  

εκθάληζε ελφο πξφσξνπ θσδηθνλίνπ ιήμεο. Χο απνηέιεζκα ηεο ζπγθεθξηκέλεο 

κεηάιιαμεο, ε παξαγφκελε πξσηεΐλε είρε κέγεζνο 95 ακηλνμέα έλαληη ηεο αγξίνπ 

ηχπνπ πνπ είρε 418 ακηλνμέα.  

Ζ πξσηεΐλε SLC25A46, εληνπίδεηαη ζηελ εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή 

κεκβξάλε, ελψ νινθιεξσηηθή απψιεηα ηεο αγξίνπ ηχπνπ 46kDa πξσηεΐλεο 

παξαηεξήζεθε ζηα κηηνρφλδξηα αηαμηθψλ (Slc25a46
atc/atc

) πνληηθηψλ (Terzenidou et 

al., 2017). Δπηπξφζζεηα, ιεηηνπξγηθέο ζεκεηαθέο κεηαιιαγέο ζην γνλίδην Slc25a46 

έρνπλ αλαθεξζεί πξνζθάησο ζε πιήζνο λεπξνινγηθψλ δηαηαξαρψλ ε ζνβαξφηεηα ησλ 

νπνίσλ εμαξηάηαη απφ ηελ κεξηθή ή πιήξε απψιεηα ηεο ιεηηνπξγηθφηεηαο ηεο 

SLC25A46 πξσηεΐλεο (Abrams et al., 2016, Nguyen et al., 2016, Janer et al., 2016, 

Charlesworth et al., 2016, Wan et al., 2016, Terzenidou et al., 2017, Li et al., 2017). 

Αλ θαη ν βηνινγηθφο ξφινο ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 παξακέλεη αζαθήο, εληνχηνηο 

ππάξρνπλ ελδείμεηο φηη εκπιέθεηαη ζε θαίξηεο γηα ην θχηηαξν δηεξγαζίεο, φπσο ζηε 

δηαηήξεζε ηεο δνκήο θαη δπλακηθήο ησλ κηηνρνλδξίσλ, ζηνλ κεηαβνιηζκφ ηνπ 

θπηηάξνπ θαη ηε βηνζχλζεζε/κεηαθνξά θσζθνιηπηδίσλ κέζσ αιιειεπίδξαζεο ηνπ 

ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ κε ηα κηηνρφλδξηα.  

Σα αηαμηθά πνληίθηα (Slc25a46
atc/atc

) απνηεινχλ έλα άξηζην ζχζηεκα γηα ηελ 

θαηαλφεζε ησλ εκπιεθφκελσλ παζνγελεηηθψλ κεραληζκψλ ζηηο SLC25A46-

ζρεηηδφκελεο παζνινγίεο. 
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4.1 Ο ξόινο ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 ζηε  κηηνρνλδξηαθή 

δπλακηθή   

4.1.1 SLC25A46 θαη κηηνρνλδξηαθή ζύληεμε 

Όπσο είλαη επξέσο γλσζηφ, ηα κηηνρφλδξηα απνηεινχλ εμαηξεηηθά δπλακηθά 

νξγαλίδηα ησλ επθαξπσηηθψλ θπηηάξσλ, έρνληαο ηελ ηθαλφηεηα λα αιιάδνπλ ην 

κέγεζνο, ην ζρήκα θαη ηε ζέζε ηνπο ξηδηθψο ή κεξηθψο ζε πνιχ ζχληνκα ρξνληθά 

δηαζηήκαηα, αλάινγα κε ηηο ζπλζήθεο πνπ επηθξαηνχλ, ηε κεηαβνιηθή θαηάζηαζε, 

θαζψο θαη ηηο κεηαβνιηθέο αλάγθεο ηνπ θπηηάξνπ. Ζ πξνζαξκνζηηθφηεηά ηνπο απηή 

πεγάδεη απφ ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα πθίζηαληαη ζπληνληζκέλε ζράζε (fission) ή 

ζχληεμε (fusion), δπν δηαδηθαζίεο πνπ εθ θχζεσο είλαη ζπκπιεξσκαηηθέο θαη δχλαηαη 

λα ζπκβαίλνπλ ηαπηφρξνλα θαη αδηάθνπα ζε πιεζψξα θπηηαξηθψλ ηχπσλ, ελψ ε 

κεηαμχ ηνπο ηζνξξνπία ξπζκίδεη ηε δπλακηθή ησλ κηηνρνλδξίσλ θάζε επθαξπσηηθνχ 

θπηηάξνπ. Σφζν ε ζράζε φζν θαη ε ζχληεμε, σο ελεξγεηηθέο δηεξγαζίεο απαηηνχλ 

πνιιέο εμεηδηθεπκέλεο πξσηεΐλεο, φπσο νη MFN1, MFN2, MFF, OPA1 θαη DRP1. 

Πξφζθαηεο κειέηεο αλνζνθαηαθξήκληζεο έδεημαλ φηη ε SLC25A46 πξσηεΐλε 

αιιειεπηδξά κε ηηο πξσηεΐλεο κηηνρνλδξηαθήο ζχληεμεο MFN1, MFN2 θαη OPA1, 

ππνδεηθλχνληαο ηελ εκπινθή ηεο ζηνλ ζπγθεθξηκέλν κεραληζκφ, πνπ ξπζκίδεη ηελ 

δπλακηθή ησλ κηηνρνλδξίσλ (Janer et al., 2016). Χζηφζν, ηα απνηειέζκαηα δηίζηαληαη 

φζνλ αθνξά ζηελ επίδξαζε ηεο απψιεηαο ηεο SLC25A46 ζηα επίπεδα ησλ 

ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετλψλ.        

 Μειέηεο ζε ηλνβιάζηεο αζζελψλ κε SLC25A46 κεηαιιάμεηο έδεημαλ φηη ε 

απνπζία ή ε ππεξέθθξαζε ηεο SLC25A46, δελ επεξέαζε πνζνηηθά ηα επίπεδα ηεο 

MFN2 (Janer et al.,2016). Παξνκνίσο, ζε κία άιιε κειέηε (Duchesne et al., 2017), 

χζηεξα απφ πξσηενκηθή αλάιπζε ζε κηηνρνλδξηαθά πξσηετληθά εθρπιίζκαηα 

θπηηάξσλ εγθεθάινπ πνληηθηψλ κε κεηάιιαμε ζην γνλίδην Slc25a46, δελ 

παξαηεξήζεθαλ ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθέο κεηαβνιέο ζηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ 

πξσηετλψλ πνπ ειέγρνπλ ηελ κηηνρνλδξηαθή ζχληεμε θαη ζράζε (Duchesne et al., 

2017).   
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Αληίζεηα, ζε κε κηα πξφζθαηε κειέηε (Steffen et al., 2016) ππνζηεξίρζεθε φηη  

ε πξσηεΐλε SLC25A46, ιεηηνπξγεί σο ξπζκηζηήο ηνπ νιηγνκεξηζκνχ ησλ 

MFN1/MFN2, θαζψο κεησκέλε έθθξαζή ηεο, ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο νδήγεζε ζε 

απμεκέλε ζηαζεξφηεηα θαη νιηγνκεξηζκφ ησλ πξσηετλψλ MFN1 θαη MFN2, 

πξνάγνληαο ηελ ππέξκεηξε ζχληεμε κηηνρνλδξίσλ (mitochondrial hyperfusion). 

Δπίζεο, παξαηεξήζεθε πσο ε απνπζία ηεο SLC25A46, δελ επεξεάδεη πνζνηηθά ηελ 

έθθξαζε ησλ MFN1/MFN2 ζε επίπεδν mRNA, αιιά απμάλεη ηα πξσηετληθά επίπεδά 

ηνπο, ππνδεηθλχνληαο έλα πηζαλφ ξφιν ζηε κεησκέλε απνηθνδφκεζή ηνπο. Σα 

απνηειέζκαηα απηά ζπκθσλνχλ κε κία πξφζθαηε επηζηεκνληθή κειέηε ηνπ 

εξγαζηεξίνπ καο (Terzenidou et al., 2017), φπνπ πξαγκαηνπνηψληαο πξσηενκηθή 

αλάιπζε ζε κηηνρνλδξηαθά εθρπιίζκαηα θπηηάξσλ παξεγθεθαιίδαο αηαμηθψλ 

(Slc25a46
atc/atc

) πνληηθηψλ, παξαηεξήζεθε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή αχμεζε ησλ 

πξσηετλψλ MFN1, MFN2, θαη MFF απνπζία ηεο SLC25A46 πξσηεΐλεο. Παξνκνίσο, 

ηα απνηειέζκαηα ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο ζηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κειέηεο 

έδεημαλ ηελ αχμεζε ησλ επηπέδσλ ησλ πξσηετλψλ MNF1, MFN2, OPA1 θαη ΜFF ζε 

νιηθά πξσηετληθά εθρπιίζκαηα παξεγθεθαιίδαο, θάηη πνπ ζπλεγνξεί ζηελ ζπκκεηνρή 

ηεο SLC25A46 ζηε ξχζκηζε ησλ βαζηθψλ πξσηετλψλ πνπ ξπζκίδνπλ ηελ 

κηηνρνλδξηαθή ζχληεμε. Γηαθαίλεηαη ινηπφλ φηη ε SLC25A46 πξσηεΐλε πηζαλφλ έρεη 

ξπζκηζηηθφ ξφιν ζηηο πξσηεΐλεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζχληεμε, σζηφζν ν ξφινο απηφο 

πηζαλά πνηθίιεη αλάινγα κε ηνλ θπηηαξηθφ ηχπν.    

 Παξνκνίσο, ηα απνηειέζκαηα πνπ αθνξνχλ ζηελ κνξθνινγία ησλ 

κηηνρνλδξίσλ δηαθέξνπλ αλάινγα κε ην θπηηαξηθφ ηχπν. Άιιεο κειέηεο αλαθέξνπλ 

φηη ε απνπζία SLC25A46 νδεγεί ζε επηκεθπζκέλα κηηνρφλδξηα, άιιεο ζε 

θαηαθεξκαηηζκέλα θαη άιιεο αλαθέξνπλ φηη δελ επεξεαδεηαη ε δνκή (Duchesne et al., 

2017; Janer et al., 2016; Li et al., 2017; Steffen et al., 2017; Terzenidou et al., 2017; 

Wan et al., 2016). πλεπψο, πεξηζζφηεξεο έξεπλεο ρξεηάδνληαη γηα λα δηειεπθάλνπλ 

ηνλ ξφιν ηεο  SLC25A46 πξσηεΐλεο ζηε δπλακηθή ησλ κηηνρνλδξίσλ, κηαο θαη 

αλάινγα κε ηηο ζπλζήθεο θαη ηνλ ηχπν ησλ θπηηάξσλ ηα απνηειέζκαηα πνηθίινπλ.   
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4.1.2  SLC25A46, κηηνρνλδξηαθή ζράζε θαη αιιειεπίδξαζε 

κε ην ελδνπιαζκαηηθό δίθηπν 

Γεδνκέλνπ φηη ζηηο πεξηζζφηεξεο κειέηεο έρεη ζπζρεηηζηεί ε απψιεηα 

SLC25A46 κε επηκεθπζκέλα κηηνρφλδξηα, έρεη πξνηαζεί φηη πηζαλφλ ε SLC25A46 

ξπζκίδεη ηελ κηηνρνλδξηαθή ζράζε. Παξφια απηά, ε έιιεηςή ηεο SLC25A46 δελ 

θαίλεηαη λα επεξεάδεη νχηε ηα επίπεδα ηεο DRP1, νχηε ηελ ζηξαηνιφγεζή ηεο ζην 

ζεκείν πνπ πξφθεηηαη λα μεθηλήζεη ε κηηνρνλδξηθή ζράζε, νχηε ηα επίπεδα 

θσζθνξπιίσζήο ηεο (Janer et al., 2016). Απηφ αθήλεη αλνηθηφ ην ελδερφκελν ε 

SLC25A46 λα ξπζκίδεη ηελ ζράζε κέζσ ζηαζεξνπνίεζεο κηαο πξσηεΐλεο ηεο 

εμσηεξηθήο κεκβξάλεο πνπ ζηξαηνινγεί ηελ DRP1.   

Eθηφο ησλ άιισλ, δηαπηζηψζεθε φηη ε απνπζία ηεο SLC25A46 αιιάδεη ηε 

ιηπηδηθή ζχζηαζε ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ θαη παξεκπνδίδεηαη ε δεκηνπξγία 

κεκβξαληθψλ πξνεθβνιψλ (membrane tabulation), πνπ είλαη θξίζηκεο γηα ηελ 

ππφδεημε ηνπ ζεκείνπ έλαξμεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζράζεο κέζσ πεξηέιημήο ηνπο 

γχξσ απφ απηφ. Δπίζεο, ε νκαιή δηαθίλεζε θσζθνιηπηδίσλ κεηαμχ ελδνπιαζκαηηθνχ 

δηθηχνπ θαη κηηνρνλδξίνπ είλαη απαξαίηεηε γηα λα εμαζθαιίζεη ηελ νκαιφηεηα ησλ 

κεκβξαληθψλ αιιαγψλ πνπ ζπκβαίλνπλ θαηά ηε ζράζε ή ηε ζχληεμε. Απψιεηα απηήο 

ηεο νκαιφηεηαο νδεγεί ζηελ εκθάληζε ππεξζπληεγκέλσλ κηηνρνλδξίσλ αθφκα θαη 

φηαλ ππάξρεη ζε αθζνλία ε επλντθή γηα ηε κηηνρνλδξηαθή ζράζε κνξθή ηεο OPA1 (s-

OPA1). Πξνηείλεηαη, ινηπφλ, φηη ε SLC25A46, δηαδξακαηίδεη θαίξην ξφιν ζηελ 

απεπζείαο κεηαθνξά ιηπηδίσλ απφ ην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν πξνο ην κηηνρφλδξην θαη 

ην αληίζηξνθν. ηελ ίδηα θαηεχζπλζε νη Duchesne et al. (2017), χζηεξα απφ 

πξσηενκηθή αλάιπζε ζε κηηνρφλδξηα εγθεθάινπ, δηαπίζησζαλ κεηνξξχζκηζε ηεο 

πξσηεΐλεο GRP78 (γλσζηή θαη σο BiP) πνπ είλαη απφ ηνπο ζεκαληηθφηεξνπο 

ξπζκηζηέο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ, θαηαδεηθλχνληαο αθφκε κηα θνξά ηελ 

ηδηαηηέξσο πηζαλή ζπκκεηνρή ηεο SLC25A46 ζηελ επηθνηλσλία κηηνρνλδξίσλ – 

ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ.  Αλαιπηηθφηεξα, πξφζθαηεο κειέηεο έρνπλ θαηαδείμεη πσο 

ζπληειείηαη κηα δηαξθήο αιιειεπίδξαζε (crosstalk), κεηαμχ ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ 

δηθηχνπ θαη ησλ κηηνρνλδξίσλ. Μάιηζηα έρεη θαλεί πσο απηή ε κεηαμχ ηνπο 

επηθνηλσλία απνηππψλεηαη κέζα απφ πξσηετληθέο αιιειεπηδξάζεηο θαη είλαη 

απαξαίηεηε γηα νξηζκέλεο εμαηξεηηθά ζεκαληηθέο δηεξγαζίεο, πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ 
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επηβίσζε ή/θαη ην ζάλαην ηνπ θπηηάξνπ. Σέηνηεο δηεξγαζίεο είλαη ε βηνζχλζεζε θαη 

αληαιιαγή θσζθνιηπηδίσλ, ε κεηαθνξά αζβεζηίνπ, ε ξχζκηζε ηεο κηηνρνλδξηαθήο 

δπλακηθήο θαζψο θαη ε απφπησζε. Αξθεηέο είλαη νη πεξηπηψζεηο εθείλεο φπνπ 

δηαηαξαρή ζηελ επηθνηλσλία κεηαμχ ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ θαη ηνπ 

κηηνρνλδξίνπ, ζρεηίδεηαη κε πνιχ ζεκαληηθέο λεπξεθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο φπσο ην 

Alzheimer θαη ην Parkinson (Li et al., 2017, Lahiri et al., 2014, Janer et al., 2016). 

 ρεηηθά κε ηε ξχζκηζε ηεο βηνζχλζεζεο θαη αληαιιαγήο θσζθνιηπηδίσλ 

δηακέζνπ ηεο επηθνηλσλίαο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ θαη ηνπ κηηνρνλδξίνπ, 

θαζψο θαη ηεο εκπινθήο ηεο SLC25A46 ζε απηή ηελ αιιειεπίδξαζε, ηα πξάγκαηα 

δελ έρνπλ απνζαθεληζηεί πιήξσο έσο ζήκεξα. πγθεθξηκέλα, φπσο είλαη γλσζηφ ελψ 

ε βηνζχλζεζε ησλ ιηπηδίσλ ιακβάλεη ρψξα, ζρεδφλ απνθιεηζηηθά, ζην 

ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν, ρξεηάδεηαη γηα ηελ νινθιήξσζή ηεο, ηελ ζπκβνιή 

νξηζκέλσλ ελδχκσλ πνπ εληνπίδνληαη θπζηνινγηθά ζηελ κεκβξάλε δηαθνξεηηθψλ 

ππνθπηηαξηθψλ νξγαληδίσλ, φπσο ηα κηηνρφλδξηα. Έλα ηέηνην αξθεηά θαιά 

κειεηεκέλν παξάδεηγκα απνηειεί ε βηνζχλζεζε ηεο θσζθαηηδπινρνιίλεο (PC). Ζ 

πεξηνρή ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ πνπ ζπλνξεχεη θαη αιιειεπηδξά κε ηελ 

εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε απνθαιείηαη MAM (mitochondrial associated 

membrane) θαη ραξαθηεξίδεηαη απφ πςειή εμεηδίθεπζε, θαζψο θαη απφ πνιχ 

ζπγθεθξηκέλε ιηπηδηθή θαη πξσηετληθή ζχζηαζε. Γχν πξσηεΐλεο ραξαθηεξηζηηθέο ηεο 

ελ ιφγσ πεξηνρήο είλαη ε ζπλζάζε ηεο θσζθαηηδπινζεξίλεο-1 (PSS1) θαη ε ζπλζάζε 

ηεο θσζθαηηδπινζεξίλεο-2 (PSS2). Οη πξσηεΐλεο PSS1 θαη PSS2 βξέζεθαλ λα 

ζπκκεηέρνπλ ζηελ ζχλζεζε ηεο θσζθαηηδπινρνιίλεο ζηελ MAM. Μεηά ηε ζχλζεζή 

ηεο ε θσζθαηηδπινζεξίλε (PS), κεηαθέξεηαη ζην γεηηνληθφ κηηνρφλδξην, φπνπ κηα 

απνθαξβνμπιάζε (Psd1) ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο ηε κεηαηξέπεη ζε 

θσζθαηηδπιναηζαλνιακίλε (PE). Ζ PE κεηαθέξεηαη κε ηε ζεηξά ηεο πίζσ ζην 

ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν φπνπ κηα κεζπινηξαλζθεξάζε (Cho2 ή Opi3), ηε κεηαηξέπεη 

ζε PC (παξνπζία ρνιίλεο), πνπ σο γλσζηφλ απνηειεί βαζηθφ ζπζηαηηθφ ησλ 

κεκβξαλψλ. Έηζη ε PC πξέπεη λα κεηαθεξζεί εθ λένπ πίζσ ζην κηηνρφλδξην, θαζψο 

απνηειεί βαζηθφ ζπζηαηηθφ ησλ κηηνρνλδξηαθψλ κεκβξαλψλ.   

 χκθσλα ινηπφλ κε ηα παξαπάλσ είλαη εκθαλέο φηη ε βηνζχλζεζε ηεο PC 

πξνυπνζέηεη ηε βέιηηζηε επηθνηλσλία ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ κε ηα 

κηηνρφλδξηα. Δλδερφκελε αλσκαιία ζηε κεηαθνξά ησλ θσζθνιηπηδίσλ δχλαηαη λα 

επεξεάζεη αξλεηηθά ηε δπλακηθή ησλ κηηνρνλδξίσλ θαη ηελ αξρηηεθηνληθή ησλ 
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cristae. ην πιαίζην απηφ, νη Janer et al.(2016), έδεημαλ επηπξφζζεηα ζε θχηηαξα 

HEK293, φηη ε SLC25A46 πξσηεΐλε αιιειεπηδξά κε ηα κέιε ηνπ πξσηετληθνχ 

ζπκπιφθνπ EMC ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ (EMC 1-9)  (Janer et al., 2016), ηα 

νπνία είλαη απαξαίηεηα γηα ηε κεηαθνξά θσζθνιηπηδίσλ ζηε δχκε (Lahiri et al., 

2014). Πξνρσξψληαο έλα βήκα αθφκα ηελ αλάιπζή ηνπο νη Janer et al. (2016), κε ηε 

ρξήζε θαζκαηνκεηξίαο κάδαο, παξαηήξεζαλ φηη ηα επίπεδα ησλ PE, PA θαη PS ήηαλ 

κεησκέλα απνπζία ηεο SLC25A46, ελψ παξάιιεια χζηεξα απφ θαηάιιειε ρξψζε 

εληφπηζαλ δνκηθέο αλσκαιίεο θαη απνδηνξγάλσζε ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ, ππφ 

ηελ απνπζία ηεο SLC25A46. Χζηφζν, ζηελ πξσηενκηθή αλάιπζε πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κειέηεο, ε απνπζία ηεο πξσηεΐλεο 

SLC25A46, δελ θαίλεηαη λα επεξεάδεη ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθά ηα επίπεδα ησλ 

ζπζηαηηθψλ ηνπ ζπκπιφθνπ EMC, ρσξίο απηφ ην γεγνλφο λα απνθιείεη ελδερφκελε 

κεηαμχ ηνπο αιιειεπίδξαζε θαζψο πξέπεη λα κειεηεζνχλ ελδειερψο θαη άιιεο 

παξάκεηξνη ηνπ ελ ιφγσ θαηλνκέλνπ.    

4.2. Ο ξόινο ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 ζηα  κηηνρνλδξηαθά cristae 

Έλα εμίζνπ ζεκαληηθφ ζηνηρείν ζηα πιαίζηα ηεο δηαηήξεζεο ηεο 

κηηνρνλδξηθήο δπλακηθήο είλαη ε δηαζθάιηζε ηεο αθεξαηφηεηαο ηεο αξρηηεθηνληθήο 

ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο θαη ζπλεπψο ησλ cristae. Mέζσ 

πεηξακάησλ αλνζνθαηαθξήκληζεο παξαηεξήζεθε φηη ε SLC25A46 αιιειεπηδξά κε 

κέιε ηνπ ζπκπιφθνπ MICOS φπσο ε κηηνθηιίλε (IMMT ή MIC60) θαη ε CHCHD3 

(MIC19), πνπ νξγαλψλνπλ ηε δνκή ησλ κηηνρνλδξηαθψλ cristae. Σν γεγνλφο απηφ 

ππνδειψλεη φηη ε SLC25A46, είλαη πηζαλφηαηα κέινο ελφο κεγαιχηεξνπ δηθηχνπ 

αιιειεπηδξψλησλ κνξίσλ πνπ ξπζκίδνπλ ηελ νξγάλσζε ησλ cristae θαη ηε 

δηακφξθσζε ηεο κηηνρνλδξηαθήο δπλακηθήο (Janer et al., 2016) ρσξίο φκσο λα γίλεηαη 

αθφκα αληηιεπηή ε ιεηηνπξγία ηεο.       

 Πξνο απηή ινηπφλ, ηελ θαηεχζπλζε ζηελ παξνχζα δηαηξηβή εμεηάζηεθε εάλ 

θαη θαηά πφζν ε απψιεηα ηεο SLC25A46 πξσηεΐλεο, ζε θχηηαξα παξεγθεθαιίδαο 

αηαμηθψλ πνληηθηψλ επεξεάδεη πνζνηηθά ηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ πξσηεηλψλ ηνπ 

ζπκπιφθνπ MICOS. πγθεθξηκέλα, πξσηεΐλεο ηνπ ζπκπιφθνπ MICOS φπσο νη 

IMMT, CHCHD3, CHCHD6 δελ έδεημαλ ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθή κεηαβνιή ζηε 

παξεγθεθαιίδα αηαμηθψλ πνληηθηψλ έλαληη ησλ αγξίνπ ηχπνπ αδεξθψλ ηνπο. ην ίδην 

πιαίζην, κε ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθή ήηαλ ε κεηαβνιή πνπ παξνπζίαζαλ νη πξσηεΐλεο 
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SAM50 ηνπ ζπκπιφθνπ SAM, θαζψο θαη νη πνξίλεο VDAC1 θαη VDAC2, πνπ επίζεο 

αιιειεπηδξνχλ κε ηελ SLC25A46. Πξνεγνχκελε πξσηενκηθή αλάιπζε πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε κηηνρνλδξηαθά πξσηετληθά δείγκαηα θπηηάξσλ παξεγθεθαιίδαο 

αηαμηθψλ πνληηθηψλ (Terzenidou et al., 2017), έδεημε κηθξή αιιά ζηαηηζηηθψο 

ζεκαληηθή δηαθνξά ησλ αλσηέξσ πξσηετλψλ. Ζ δηαθνξά απηή ησλ δχν αλαιχζεσλ 

πηζαλφλ λα νθείιεηαη κεηαμχ άιισλ, ζην δηαθνξεηηθφ βαζκφ αληηπξνζψπεπζεο 

(βαζκφ εκπινπηηζκνχ) ησλ ελ ιφγσ πξσηετλψλ κεηαμχ κηηνρνλδξηαθψλ θαη νιηθψλ 

πξσηετληθψλ ερπιηζκάησλ. Γειαδή, κηθξέο θαη ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηα 

επίπεδα έθθξαζεο ησλ αλσηέξσ πξσηετλψλ ζε κηηνρνλδξηαθά εθρπιίζκαηα είλαη 

πηζαλφλ λα κελ ραξαθηεξίδνληαη σο ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο ζε νιηθά πξσηετληθά 

εθρπιίζκαηα ιφγσ ππναληηπξνζψπεπζήο ηνπο ζε απηά, θαζψο ν αξηζκφο ησλ 

εμεηαδφκελσλ πξσηετλψλ είλαη θαηά πνιχ κεγαιχηεξνο. 

4.3 Ο ξόινο ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 ζηελ κηηνρνλδξηαθή 

ιεηηνπξγία θαη θπηηαξηθή αλαπλνή      

Αθφκα, ε πξσηενκηθή αλάιπζε πνπ έιαβε ρψξα ζηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο 

δηαηξηβήο έδεημε φηη ε απνπζία ηεο SLC25A46 επεξεάδεη ηελ έθθξαζε ησλ 

πξσηετλψλ πνπ ζπκκεηέρνπλ, ζηελ πνιχηηκε γηα ην θχηηαξν δηαδηθαζία, ηεο 

νμεηδσηηθήο θσζθνξπιίσζεο. Αλαιπηηθφηεξα, ηα επίπεδα έθθξαζεο πνιιψλ 

πξσηετλψλ κε θαίξην ξφιν ζηε δνκηθή νξγάλσζε θαη ιεηηνπξγία ησλ ελδπκηθψλ 

ζπκπιφθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο ησλ κηηνρνλδξίσλ, κεηαβάιινληαη 

ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθά ζηα θχηηαξα ηεο παξεγθεθαιίδαο ησλ αηαμηθψλ πνληηθηψλ 

ζπγθξηηηθά κε ηα αγξίνπ ηχπνπ αδέξθηα ηνπο. Σε ζεκαληηθφηεξε κεηαβνιή, θάλεθε 

λα εκθαλίδνπλ νη πξσηεΐλεο ηνπ ζπκπιφθνπ Η ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο κε απηέο 

ησλ ζπκπιφθσλ III, IV θαη V, λα αθνινπζνχλ. Αμίδεη λα ζεκεησζεί, φηη νη πξσηεΐλεο 

ηνπ ζπκπιφθνπ ΗΗ, πνπ ζην ζχλνιφ ηνπο θσδηθνπνηνχληαη απφ ππξεληθά γνλίδηα δελ 

εκθάληζαλ ζεκαληηθέο κεηαβνιέο ζηα επίπεδα έθθξαζήο ηνπο. Απφ ην ζχκπινθν V, 

κφλν ε πξσηεΐλε ATP5L εκθάληζε κηθξή αιιά ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθή δηαθνξά ζηα 

αηαμηθά πνληίθηα (Πίλαθεο 3.2 θαη 3.3, ελφηεηα 3.3.3). Γηα επηβεβαησηηθνχο ιφγνπο 

πξαγκαηνπνηήζεθε επηπξφζζεηα αλνζναπνηχπσκα Western, έλαληη 

αληηπξνζσπεπηηθψλ γηα θάζε ζχκπινθν πξσηετλψλ θαη ηα απνηειέζκαηα πνπ 

πξνέθπςαλ εκθάληζαλ κεγάιε ηαχηηζε κε ηελ πξσηενκηθή αλάιπζε (Δηθφλα 3.11). 
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Χζηφζν θαη εδψ φπσο θαη πξνεγνχκελα, κηθξέο δηαθνξέο δελ απνηππψλνληαη 

επαξθψο κέζσ αλνζναπνηππψκαηνο Western πηζαλφηαηα ιφγσ κηθξφηεξεο 

δηαθξηηηθήο ηθαλφηεηαο ηεο κεζφδνπ έλαληη ηε θαζκαηνκεηξίαο κάδαο πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ πξσηενκηθή αλάιπζε (Gstaiger et al., 2009).  Σέινο, ζηελ 

παξνχζα κειέηε παξαηεξήζεθε πσο ηα επίπεδα ησλ πξσηετλψλ ησλ ζπκπιφθσλ I θαη 

IV, εκθαλίδνληαη λα επεξεάδνληαη πεξηζζφηεξν απφ ηελ απνπζία ηεο SLC25A46, 

γεγνλφο πνπ ελδέρεηαη λα ζπλδέεη ηελ χπαξμε ηεο SLC254A6 κε ηελ εχξπζκε 

ιεηηνπξγία ηνπο. ην πιαίζην απηφ νη Janer et al. (2016), ζε πεηξάκαηα ζε ηλνβιάζηεο 

παξαηήξεζαλ φηη απνπζία ηεο SLC25A46, κεηψλνληαη ηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ 

ππνκνλάδσλ COX2 θαη COXIV ηνπ ζπκπιφθνπ IV ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο. ε 

αλάινγα ζπκπεξάζκαηα θαηέιεμαλ θαη νη Duchesne et al. (2017), φηαλ χζηεξα απφ 

πξσηενκηθή αλάιπζε ζε κηηνρφλδξηα παξεγθεθαιηδηθψλ θπηηάξσλ, δηαπίζησζαλ 

κεηνξξχζκηζε ησλ πξσηετλψλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε δηακφξθσζε ησλ ζπκπιφθσλ 

I,III θαη  IV ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο ησλ κηηνρνλδξίσλ.   

 Αθφκα, ζχκθσλα κε κηα ηειεπηαία επηζηεκνληθή κειέηε (Li et al., 2017) 

παξαηεξήζεθε φηη απνπζία ηεο SLC25A46 πξνθαιείηαη αληζνξξνπία ησλ 

δηαδηθαζηψλ ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζχληεμεο/ζράζεο, γεγνλφο πνπ ζπζρεηίζηεθε κε 

κεησκέλε ιεηηνπξγηθφηεηα ησλ ζπκπιφθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο θαη 

κεησκέλε παξαγσγή ATP (ζε πνζνζηφ 20%), ππνδειψλνληαο κε απηφ ηνλ ηξφπν ηνλ 

έκκεζν ξφιν πνπ δηαδξακαηίδεη ε SLC25A46, ζηελ εκθάληζε ή κε κεηαβνιηθψλ 

δπζιεηηνπξγηψλ ηνπ θπηηάξνπ. ην παξειζφλ, απφ πξνεγνχκελεο κειέηεο έρεη 

δηαπηζησζεί πσο αλσκαιίεο ζηελ κηηνρνλδξηαθή δπλακηθή θαζψο θαη ζηε δνκηθή 

νξγάλσζε ησλ cristae επηδξνχλ αξλεηηθά θαη πνηθηινηξφπσο ζηνλ ελεξγεηαθφ 

κεηαβνιηζκφ ηνπ θπηηάξνπ θαη εηδηθφηεξα ζηελ κηηνρνλδξηαθή αλαπλνή. Χζηφζν, ην 

ηνπίν ζρεηηθά κε ηε ρξνληθή ξνή ησλ δηαδηθαζηψλ παξακέλεη κέρξη θαη ζήκεξα 

αξθεηά ζνιφ. Μάιηζηα, έρνπλ πξνηαζεί αξθεηέο δηαθνξεηηθέο ζεσξίεο ζηελ 

πξνζπάζεηα εμήγεζεο απηήο ηεο ηδηφκνξθεο θαη πεξίπινθεο ζχλδεζεο.  

 πγθεθξηκέλα, νη Chen et al. (2007), παξαηήξεζαλ δπζιεηηνπξγίεο ζηελ 

αιπζίδα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ ζε κηηνρφλδξηα λεπξηθψλ θπηηάξσλ Purkinje, ππφ 

ζπλζήθεο έιιεηςεο ηεο πξσηεΐλεο MFN2, θαζψο ε ελδπκηθή ελεξγφηεηα ησλ 

ζπκπιφθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο εκθάληζε ζεκαληηθή κείσζε. Μάιηζηα 

ηδηαίηεξε κείσζε ηεο ελδπκηθήο ελεξγφηεηαο εκθάληζαλ ηα ζχκπινθα I θαη IV, πνπ 

θαη ζηα πιαίζηα ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο ηεο παξνχζαο κειέηεο επεξεάζηεθαλ 
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πεξηζζφηεξν απφ ηελ απνπζία ηεο SLC25A46. Έηζη, νη Chen et al. (2007), 

δηαηχπσζαλ ηελ άπνςε φηη ε απνπζία ηεο MFN2 θαη γεληθφηεξα ε εκθάληζε 

δηαηαξαρψλ ζηε κηηνρνλδξηαθή δπλακηθή επηδξνχλ αξλεηηθά ζηελ ελεξγφηεηα ησλ 

ζπκπιφθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο. Μάιηζηα ζηελ πξνζπάζεηα δηαηήξεζεο ζε 

ηθαλνπνηεηηθά επίπεδα ηεο ελεξγφηεηαο ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο θηλεηνπνηείηαη ε 

ππεξζχληεμε κηηνρνλδξίσλ. Βάζε απηνχ πξνηείλεηαη φηη ε ππεξζχληεμε 

κηηνρνλδξίσλ, απνηειεί κεηαμχ άιισλ κηα νκνηνζηαηηθή απφθξηζε ηνπ θπηηάξνπ 

πξνθεηκέλνπ λα δηαηεξεζεί ζε ηθαλνπνηεηηθά επίπεδα ε ελεξγφηεηα ησλ ζπκπιφθσλ 

ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο θαη θαη’επέθηαζε ε παξαγσγή ηνπ ATP, αλ θαη ην 

αληηζηάζκηζκα θαίλεηαη λα είλαη παξνδηθφ (Friedman et al., 2011). Έλαο ηέηνηνο 

κεραληζκφο είλαη ε επέθηαζε ηνπ κηηνρνλδξηαθνχ δηθηχνπ κέζσ ζχληεμεο θαη 

επηκήθπλζεο ησλ κηηνρνλδξίσλ, πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί απμεκέλε παξαγσγή ATP 

(Rolland et al., 2013; Rossignol et al.,2004). χκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα ηεο 

πξσηενκηθήο αλάιπζεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζηελ παξνχζα κειέηε, είλαη πηζαλφλ 

ε κεηνξξχζκηζε πξσηετλψλ πνπ απαξηίδνπλ ηα ζχκπινθα ηεο αλαπλεπζηηθήο 

αιπζίδαο λα ππνδειψλεη θαη ελ γέλεη δπζιεηηνπξγία απηήο, πνπ λα επεξεάδεη 

αξλεηηθά ηελ παξαγσγή ηνπ ATP.       

 χκθσλα κε κηα άιιε ελαιιαθηηθή ζεσξία (Mishra et al., 2016), πηζαλή 

δπζιεηηνπξγία ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο πξνθαιεί κεησκέλε παξαγσγή ATP. ηελ 

πξνζπάζεηα αληηζηάζκηζεο ηνπ ειιείκαηνο ζε ATP, απμάλεηαη ε δξάζε ηεο 

κεηαιινπξσηεάζεο Yme1L, πξνο βέιηηζηε ελδπκηθή επεμεξγαζία ηεο πξσηεΐλεο 

OPA1 θαη κεηαηξνπή ηεο απφ ηελ short ζηε long κνξθή ηεο. Έηζη ε απμεκέλε 

παξνπζία ηεο L-OPA1, πξνάγεη ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζχληεμεο θαη 

θαη’επέθηαζε ηελ επηκήθπλζε ησλ κηηνρνλδξίσλ θαη ηελ δεκηνπξγία 

ππεξζπληεγκέλσλ κηηνρνλδξίσλ (hyperfused mitochondria) (Wai & Langer, 2016). 

Χζηφζν, ζε αξρηθά πεηξάκαηα πνπ έγηλαλ ζηελ παξεγθεθαιίδα αηαμηθψλ πνληηθηψλ 

φκνησλ κε απηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνχζα κειέηε δελ αληρλεχηεθε 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή κεηαβνιή ησλ επηπέδσλ ATP κεηαμχ αηαμηθψλ θαη αγξίνπ 

ηχπνπ πνληηθηψλ, αλ θαη ρξεηάδεηαη πεξαηηέξσ δηεξεχλεζε πξνο απηή ηελ θαηεχζπλζε 

(Σεξδελίδνπ, 2017). 
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4.4 Μειέηε ηνπ πξνθίι γνληδηαθήο έθθξαζεο ζηελ 

παξεγθεθαιίδα αηαμηθώλ πνληηθηώλ 

πκπιεξσκαηηθή βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κέζσ ηνπ 

ινγηζκηθνχ DAVID, ζηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κειέηεο θαηέδεημε αιιαγέο ζην 

πξνθίι γνληδηαθήο έθθξαζεο  ζηα θχηηαξα ηεο παξεγθεθαιίδαο αηαμηθψλ πνληηθηψλ 

ζπγθξηηηθά κε ηα αγξίνπ ηχπνπ αδέξθηα ηνπο (Δλφηεηα 3.3.4). Αλαιπηηθφηεξα, 

γνλίδηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ ελδνθπηηαξηθή κεηαθνξά κνξίσλ, θπζηηδίσλ θαη 

πξσηετλψλ θαζψο θαη κε δηεξγαζίεο φπσο ε πξσηετλνζχλζεζε, ε επεμεξγαζία ηνπ 

mRNA, ε ακηλναθεηπιίσζε ηνπ tRNA, θαζψο θαη ν θαηαβνιηζκφο ησλ νξγαληθψλ 

νμέσλ εκθαλίδνπλ ππεξέθθξαζε ζηα αηαμηθά πνληίθηα. Σν γεγνλφο, ινηπφλ, φηη ηα 

γνλίδηα πνπ εκπιέθνληαη ζε κεηαβνιηθέο δηεξγαζίεο θαζψο θαη ζηε γνληδηαθή 

ξχζκηζε, ππεξθθξάδνληαη ζηα αηαμηθά πνληίθηα, είλαη πηζαλφλ λα ζρεηίδεηαη θαη λα 

ππνδειψλεη κηα κεηαβαηηθή γηα ην θχηηαξν θαηάζηαζε πνπ ζπλνδεχεηαη απφ αιιαγή 

ηνπ γελεηηθνχ ηνπ πξνθίι, ζην πιαίζην πηζαλφηαηα πξνζαξκνγήο ηνπ ζηηο λέεο 

ζπλζήθεο. Χζηφζν γηα ηελ άληιεζε αζθαιέζηεξσλ ζπκπεξαζκάησλ είλαη 

απαξαίηεηε ε πεξαηηέξσ δηεξεχλεζε θαη ζε επίπεδν mRNA αλάιπζεο.  

Απφ ηελ άιιε πιεπξά γνλίδηα πνπ εκπιέθνληαη ζηνλ ελεξγεηαθφ κεηαβνιηζκφ 

ηνπ θπηηάξνπ θαη ζπγθεθξηκέλα ζε δηαδηθαζίεο φπσο ε ζχλζεζε ηνπ ATP, ε 

παξαγσγή πξφδξνκσλ κεηαβνιηηψλ θαη ελέξγεηαο, ε θπηηαξηθή αλαπλνή, ε 

νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε, ε παξαγσγή ελέξγεηαο κε νμείδσζε νξγαληθψλ νμέσλ, νη 

αληηδξάζεηο νμεηδναλαγσγήο  θαη ε κεηαθνξά ηφλησλ, ππνεθθξάδνληαη ζηα θχηηαξα 

ηεο παξεγθεθαιίδαο αηαμηθψλ πνληηθηψλ, γεγνλφο πνπ έξρεηαη ζε ζπκθσλία κε ηα 

απνηειέζκαηα ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο πνπ παξνπζηάζηεθε πξνεγνχκελα. 

 Σέινο, αμίδεη λα ζεκεησζεί πσο ζχκθσλα κε ην ινγηζκηθφ βηνπιεξνθνξηθήο 

αλάιπζεο Enrichr, πνιιά απφ ηα γνλίδηα πνπ κεηαβάιινληαη ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθά 

ζηελ παξεγθεθαιίδα αηαμηθψλ πνληηθηψλ, φπσο ηα Opa1 θαη Mfn1/2, έρεη βξεζεί πσο 

εκπιέθνληαη ζε πιήζνο λεπξνινγηθψλ αζζελεηψλ φπσο ην ζχλδξνκν Leigh θαη 

δηάθνξεο εγθεθαινπάζεηεο, ππνδειψλνληαο έηζη ηελ έκκεζε επίδξαζε ηεο απψιεηαο 

ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 ζηελ εθδήισζε αζζελεηψλ ζρεηηδφκελσλ κε ην λεπξηθφ 

ζχζηεκα.           

 Δλ θαηαθιείδη, ζχκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο δηαηξηβήο 

θαίλεηαη πσο ε απνπζία ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46, έρεη ζεκαληηθή επίδξαζε ζηα 
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επίπεδα ησλ πξσηετλψλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε κηηνρνλδξηαθή δπλακηθή θαη ηελ 

νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε, ππνδεηθλχνληαο ην θαίξην ξφιν ηεο ζηε κηηνρνλδξηαθή 

δπλακηθή θαη ιεηηνπξγία πνπ πηζαλψο επζχλνληαη γηα ηελ εθδήισζε ησλ SLC25A46-

ζρεηηδφκελσλ λεπξνινγηθψλ αζζελεηψλ.   

4.5 Μειινληηθνί ζηόρνη 

Πξνθεηκέλνπ σζηφζν λα θαηαλνεζεί θαιχηεξα ν πνιχπιεπξνο ξφινο πνπ 

δηαδξακαηίδεη ε πξσηεΐλε SLC25A46 ζηελ θπζηνινγία ηνπ κηηνρνλδξίνπ θαη ηνπ 

θπηηάξνπ γεληθφηεξα, θαη λα δηειεπθαλζεί ν παζνγελεηηθφο ξφινο ηνπ Slc25a46 

γνληδίνπ ζην λεπξνινγηθφ θαηλφηππν αηαμίαο πνπ παξνπζηάζηεθε, είλαη ζεκαληηθφ λα 

ηεζνχλ κειινληηθνί ζηφρνη πξνο πεξαηηέξσ δηεξεχλεζε. Δλδεηθηηθά νξηζκέλνη 

κειινληηθνί ζηφρνη είλαη νη αθφινπζνη:  

 Μειέηε δπλεηηθψλ αιιειεπηδξάζεσλ ηεο πξσηεΐλεο SLC25A46 κε πξσηεΐλεο 

πνπ εκπιέθνληαη ζηε δπλακηθή ησλ κηηνρνλδξίσλ φπσο νη OPA1, MFN1/2, 

MFF, θαη EMC1-9 θαη αλίρλεπζε ησλ πεξηνρψλ αιιειεπίδξαζεο.  

 Μειέηε ηεο ελδπκηθήο δξαζηηθφηεηαο θαη ηεο δνκηθήο αθεξαηφηεηαο ησλ 

ζπκπιφθσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο ζηα κηηνρφλδξηα λεπξηθψλ θπηηάξσλ 

αηαμηθψλ πνληηθηψλ. 

 Μειέηε ηεο δνκηθήο νξγάλσζεο θαη κνξθνινγίαο ησλ κηηνρνλδξίσλ θαη ηνπ 

ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ κεηαμχ αηαμηθψλ θαη αγξίνπ ηχπνπ πνληηθηψλ, 

πξνθεηκέλνπ λα δηαπηζησζεί ηπρφλ επίδξαζε ηεο απνπζίαο ηεο SLC25A46 

πξσηεΐλεο ζε απηά. 

 Μειέηε ηεο αιιειεπίδξαζεο ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ κε ηα κηηνρφλδξηα, 

θαη ηδηαίηεξα ηεο δηαθίλεζεο θσζθνιηπηδίσλ κεηαμχ ησλ δχν. 
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