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ΠΡΟΛΟΓΟ΢ 

Η πανμφζα δζδαηημνζηή δζαηνζαή εηπμκήεδηε ζημ ηιήια Βζμσαηνζηχκ Δνεοκχκ 

ημο Ικζηζημφημο Μμνζαηήξ Βζμθμβίαξ ηαζ Βζμηεπκμθμβίαξ (IMBB) ηαηά ηδ πνμκζηή 

πενίμδμ 2009-2016 οπυ ηδκ επίαθερδ ημο Ακαπθδνςηή ηαεδβδηή ημο ηιήιαημξ 

Βζμθμβζηχκ Δθανιμβχκ ηαζ Σεπκμθμβζχκ η. Θεμθυβμο Μζπαδθίδδ. 

Ανπζηά εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς εενιά ημκ επζαθέπμκηα ηαεδβδηή θ. Θενιόγν 

Μηραειίδε βζα ηδκ επζζηδιμκζηή ηαεμδήβδζδ, ηδκ εκενβυ ζοιιεημπή, ηδκ άνζζηδ 

ζοκενβαζία ηαζ ηδκ ειπζζημζφκδ πμο ιμο έδεζλε ζε υθα ηα ζηάδζα ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ 

ηαεχξ ηαζ βζα ηδκ αηένιμκδ αζζζμδμλία ημο.  

Δκ ζοκεπεία, εα ήεεθα ζδζαίηενα κα εοπανζζηήζς ηδκ ηαεδβήηνζα η. Αβθαΐα 

Αεακαζζάδμο, ιέθμξ ηδξ ηνζιεθμφξ ζοιαμοθεοηζηήξ επζηνμπήξ, δ ζοιαμθή ηδξ μπμίαξ 

ήηακ ηαηαθοηζηή βζα ηδκ δζαζηπεναίςζδ ηςκ πεζναιάηςκ πμο αθμνμφκ δείβιαηα απυ 

αζεεκείξ ιε κυζμ ημο Parkinson. 

Δπίζδξ, εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς ηδκ η. Γέζπμζκα Αθελακδνάηδ, ακαπθδνχηνζα 

ηαεδβήηνζα ημο Πακεπζζηδιίμο Κνήηδξ, ιέθμξ ηδξ ηνζιεθμφξ επζηνμπήξ ηαεχξ ηαζ ηα 

οπυθμζπα ιέθδ ηδξ επηαιεθμφξ ελεηαζηζηήξ επζηνμπήξ η. Μανζνέκα Γνδβμνίμο, η. 

Πακαβμφθα Κυθθζα, η. Μακχθδ Λαδμοηάηδ ηαζ η. Μανίηα ΢φννμο βζα ηδκ πμθφηζιδ 

ζοιιεημπή ηαζ ηδ ζοιαμθή ζηδ δζαδζηαζία αλζμθυβδζδξ ηδξ δζαηνζαήξ. Έκα ιεβάθμ 

εοπανζζηχ ζημοξ Frank Gillardon, Anton Pallua, Δζνήκδ ΢ηναηζδάηδ, Μζπάθδ Ασααθζχηδ, 

Μζπαέθα Φίθζμο ηαζ ηδκ Παθαζμθυβμο Αζηαηενίκδ βζα ηδκ αμήεεζα ημοξ ζηδκ μθμηθήνςζδ 

ηδξ δζαηνζαήξ.  

Αηυιδ, έκα ιεβάθμ εοπανζζηχ ζηα πμθφηζια ιέθδ ημο ενβαζηδνίμο ιμο, δεκ έπεζ 

ζδζαίηενδ ζδιαζία κα ακαθένς ζοβηεηνζιέκα ημο ζοιαμθή ημο ηαεεκυξ, μ ηάεε έκαξ έπεζ 

ιία πμθφ λεπςνζζηή εέζδ βζα ειέκα ηαζ ημοξ εοπανζζηχ βζα ημκ ζζπονυ δεζιυ πμο 

ακαπηφπεδηε ιεηαλφ ιαξ. Αοημί είκαζ μζ ζοκάδεθθμζ Κονζαηή Παπαβεςνβίμο, Ακαζηαζία 

Ξαβανά, Μανμφζα Γανζζκμφ, Ιςάκκδξ Σζίβηαξ, Μανία Κυηηαθδ, Θεμδχνα ΢μφνδδ ηαζ 

Αθελία Σζαηακέθδ ηαεχξ ηαζ παθαζυηενα ηαζ κευηενα ιέθδ ημο ενβαζηδνίμο.  

Δπζπθέμκ εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς υθα ηα ιέθδ ημο ζκζηζημφημο βζα ηδκ 

μιαδζηυηδηα, ηδ ζοκενβαζία ηαζ ηδκ έκημκδ δζάεεζδ αθθδθμαμήεεζαξ.  

Σέθμξ, εοπανζζηχ εενιά ημοξ αθακήξ ήνςεξ, ηδκ μζημβέκεζα ιμο, ημοξ ζηεκμφξ 

ιμο θίθμοξ ηαζ ημ ζφκηνμθυ ιμο πμο οπήνλακ ζηήνζβιά ζηζξ δφζημθεξ ζηζβιέξ ηαζ 

ζηενήεδηακ αδζαιανηφνδηα ημ πνυκμ ιμο, ιε οπμιμκή ηαζ αβάπδ. 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Η κυζμξ ημο Parkinson (PD) είκαζ ιζα πνμμδεοηζηή ηζκδηζηή κεονμεηθοθζζηζηή 

δζαηαναπή δ μπμία πνμζαάθθεζ πενίπμο ημ 1% ηςκ εκδθίηςκ δθζηίαξ άκς ηςκ 60 εηχκ. 

Οθείθεηαζ ζηδκ εηθεηηζηή εηθφθζζδ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ 

ηαζ παναηηδνίγεηαζ απυ ζοζζχνεοζδ ζοζζςιαηςιάηςκ ζκζδζαηήξ ιμνθήξ ηδξ πνςηεΐκδξ 

α-synuclein ηαζ ελαζεέκδζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ θεζημονβίαξ. Η α-synuclein είκαζ ιζα 

ιζηνή υλζκδ πνςηεΐκδ απμηεθμφιεκδ απυ 140 αιζκμλέα, δ μπμία εκημπίγεηαζ ηονίςξ ζηζξ 

πνμζοκαπηζηέξ κεονζηέξ απμθήλεζξ. Αολδιέκδ έηθναζδ ηδξ άβνζμο ηφπμο α-synuclein 

μδδβεί ζε δοζθεζημονβία ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ζε δζαβμκζδζαηά ιμκηέθα 

πμκηζηχκ. Σα ιζημπυκδνζα είκαζ γςηζηήξ ζδιαζίαξ βζα ηδκ επζαίςζδ ηαζ θεζημονβία ηςκ 

κεονζηχκ ηοηηάνςκ, ηαεχξ είκαζ μζ ααζζημί νοειζζηέξ ημο ιεηααμθζζιμφ ηδξ εκένβεζαξ, 

ηδξ εκδμηοηηανζηήξ μιμζυζηαζδξ ημο αζαεζηίμο, ηδξ ακαθμβίαξ NAD+/NADH, ηδξ 

παναβςβήξ εκενβχκ νζγχκ μλοβυκμο ηαζ ηδξ απυπηςζδξ. Η ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία 

επάβεζ ηδ ζοζζςιάηςζδ ηδξ α-synuclein, δ μπμία ηαζ απμηεθεί ημ ηφνζμ ζοζηαηζηυ ηςκ 

ζςιαηίςκ ημο Lewy, εκχ απυ ηδκ άθθδ πθεονά δ α-synuclein ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζε 

δμζμελανηχιεκδ απχθεζα ημο δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ Γυm. Οζ 

ιδπακζζιμί πμο δζέπμοκ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηδξ α-synuclein ηαζ ηδ ιζημπμκδνζαηή 

δοζθεζημονβία ηαεχξ ηαζ δ πζεακή ζοιιεημπή ημοξ ζηδ κεονμεηθφθζζδ δεκ είκαζ αηυιδ 

ζαθείξ. ΢ηυπμξ αοηήξ ηδξ δζαηνζαήξ ήηακ δ δδιζμονβία ηαηάθθδθςκ ηοηηανζηχκ ιμκηέθςκ 

βζα ηδ δζενεφκδζδ ηςκ ιμνζαηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ ηαζ ηςκ ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ 

πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ πνμμδεοηζηή εηδήθςζδ ηδξ κυζμο ημο Parkinson, ιε επίηεκηνμ ηδκ 

επίδναζδ ηδξ α-synuclein ζηδ ιζημπμκδνζαηή θεζημονβία. Χξ ηέημζα ιμκηέθα επζθέλαιε ηδκ 

ακάπηολδ ηοηηάνςκ ηάης απυ ζοκεήηεξ πμο επζαανφκμοκ ηδκ ηαηάζηαζδ ηςκ 

ιζημπμκδνίςκ ζηα κεονζηά ηφηηανα υπςξ δ έηεεζδ ζε κεονμημλίκεξ πμο αολάκμοκ ημ 

θμνηίμ ηςκ εθεφεενςκ νζγχκ, ηαεχξ ηαζ ηδ δδιζμονβία ιζαξ ζδζαίηενδξ ηαηδβμνίαξ 

οανζδζηχκ ηοηηάνςκ (cybrids) ακηζηαεζζηχκηαξ ηα ιζημπυκδνζα οβζχκ κεονζηχκ ηοηηάνςκ 

ιε ηα ιζημπυκδνζα αζεεκχκ ιε ηθδνμκμιζηέξ ιμνθέξ ηδξ κυζμο. Ακαπηφλαιε ηαζ 

παναηηδνίζαιε ηαζ ηα δφμ ιμκηέθα. Η θεπημιενήξ ακάθοζδ ημο πνχημο απυ αοηά, 

μδήβδζε ζηδκ ηαοημπμίδζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1, ιζαξ πνςηεΐκδξ πμο 

ήηακ ήδδ βκςζηή βζα ημ νυθμ ηδξ ζηδκ μιαθή θεζημονβία ηςκ ιζημπμκδνίςκ. Σα πεζνάιαηά 

ιαξ απμηάθορακ βζα πνχηδ θμνά, ιζα πζεακή ζφκδεζδ αοηήξ ηδξ πνςηεΐκδξ ιε ηδκ 

ειθάκζζδ παεμθμβζηχκ παναηηδνζζηζηχκ ηδξ κυζμο ζηα κεονζηά ηφηηανα, υπςξ δ 

ζοζζςιάηςζδ ηδξ α-synuclein ηαζ δ ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία. 
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Γζα ηδκ ακάπηολδ ημο πνχημο ιμκηέθμο, ηαθθζενβήζαιε ηφηηανα κεονζηήξ 

πνμέθεοζδξ, οπυ ζοκεήηεξ ήπζαξ αθθά ζοκεπμφξ (πνυκζαξ) πνυηθδζδξ μλεζδςηζημφ stress. 

Υνδζζιμπμζήεδηακ ηα ακενχπζκα κεονμαθαζηςιαηζηά ηφηηανα SHSY5Y ηαζ δ 

ηαηεπμθαιζκενβζηή κεονμημλίκδ 6-οδνμλοκημπαιίκδ (6-OHDA), έκα οδνμλοθζςιέκμ 

ακάθμβμ ηδξ κημπαιίκδξ (DA). Η μοζία αοηή ζοζζςνεφεηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια, επάβεζ 

ημ ζπδιαηζζιυ οπενμλεζδίμο ημο οδνμβυκμο ηαζ ακαζηέθθεζ ηδ δναζηζηυηδηα ημο 

ζοιπθυημο I ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ. Γζαπζζηχζαιε υηζ δ πνυκζα 

έηεεζδ ηςκ SHSY5Y ηοηηάνςκ ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ 1 ιM ηαζ 5 ιM 6-OHDA βζα 16 

ζοκεπυιεκεξ βεκζέξ (passages, P) επάβεζ ημ ζπδιαηζζιυ εβηθείζηςκ α-synuclein (ηα μπμία 

ανπίγμοκ κα ειθακίγμκηαζ απυ ηδ βεκζά P:12), υπςξ επίζδξ ηαζ ιζα ζδιακηζηή αφλδζδ ηςκ 

επζπέδςκ ηδξ πνςηεΐκδξ, ζηδ βεκζά P:16. Ιδζαίηενα εκδζαθένμοζα ήηακ δ παναηήνδζδ υηζ 

μνζζιέκα απυ ηα έβηθεζζηα, πανμοζζάγμοκ ιμνθμθμβία ζςιαηίςκ ημο Lewy, αθμφ 

πενζηθείμοκ ζημ εζςηενζηυ ημοξ ηδ θςζθμνοθζςιέκδ ιμνθή ηδξ α-synuclein ζημ 

ηαηάθμζπμ ζενίκδξ 129 (S129). Αοημί μζ θαζκυηοπμζ ζοκμδεφμκηαζ απυ ιείςζδ ημο 

δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ Γυm ηαζ αολδιέκδ ιεηαηίκδζδ ηδξ α-synuclein 

ζηα ιζημπυκδνζα. Δπζπθέμκ, ηάης απυ ηζξ ίδεξ ζοκεήηεξ παναηδνήεδηε εκενβμπμίδζδ, ηαζ 

είζμδμξ ηςκ εκενβχκ ιμνθχκ ηδξ ηζκάζδξ Akt, ηαεχξ ηαζ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα 

FOXO3a ζηα ιζημπυκδνζα. 

Ακάθοζδ ιε θαζιαημιεηνία ιάγαξ ιζημπμκδνζαηχκ εηποθζζιάηςκ, βζα ηδκ εφνεζδ 

ιζημπμκδνζαηχκ πνςηεσκχκ μζ μπμίεξ απμννοειίγμκηαζ ζε ηφηηανα SH-SY5Y ηα μπμία 

οπενεηθνάγμοκ άβνζμο ηφπμο ή ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ηδξ α-syn ηαζ έπμοκ εηηεεεί ζε 

rotenone, απμηάθορε έκα ζφκμθμ πνςηεσκχκ, ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ ήηακ πνςηεΐκεξ 

απυηνζζδξ ζημ stress, ηαεχξ ηαζ δ ιζημπμκδνζαηή πνςηεάζδ LonP1. ΢ε ζοκεήηεξ 

οπενέηθναζδξ ηδξ α-synuclein ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδ πνήζδ ηςκ κεονμημλζκχκ rotenone ηαζ 

6-OHDA παναηδνήεδηε ιζα έκημκδ αολμνφειζζδ ηδξ LonP1. Πεναζηένς έθεβπμξ ζημ 

ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ απμηάθορε ιζα έκημκδ ιεηαηυπζζδ ηδξ πνςηεάζδξ ζημ 

ηοηηανζηυ δζαιένζζια ημο πονήκα, εκχ δ αζμπδιζηή ακάθοζδ έδεζλε υηζ δ πνςηεΐκδ αοηή 

ηαηακέιεηαζ ζημ ηθάζια ηςκ πνςηεσκχκ πμο ζοκδέμκηαζ ζζπονά ιε ηδκ πνςιαηίκδ. 

Πεζνάιαηα ακμζμηαηαηνήικζζδξ βζα ηδκ LonP1 ζε ζοκδοζιυ ιε ακάθοζδ 

θαζιαημιεηνίαξ ιάγαξ μδήβδζακ ζηδκ ηαοημπμίδζδ ιζαξ ζεζνάξ πνςηεσκχκ μζ μπμίεξ 

αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ πνςηεάζδ ιυκμ ζηζξ ζοκεήηεξ ειθάκζζδξ ηςκ παεμθμβζηχκ 

ηοηηανζηχκ παναηηδνζζηζηχκ, ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ. Οζ πνςηεΐκεξ αοηέξ 

ειπθέημκηαζ ηονίςξ ζε αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ ζπεηζηέξ ιε ηδκ ακηζβναθή ημο DNA, ηδ 
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ιεηαβναθή ηαζ ηδ ιεηάθναζδ. Η ζοβηνζηζηή πνςηεςιζηή ακάθοζδ επζθεηηζηά βζα ηζξ 

πονδκζηέξ πνςηεΐκεξ, απμηάθορε νζαμζςιζηέξ πνςηεΐκεξ, πνςηεΐκεξ πμο δεζιεφμκηαζ ηαζ 

αθθδθεπζδνμφκ ιε ημ DNA, πνςηεΐκεξ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ ακηζβναθή ηαζ ιεηαβναθή 

ημο DNA, ζηδ θεζημονβία ημο πνςηεαζχιαημξ η.α. Σα εονήιαηα αοηά εκζζπφμοκ ημ 

εκδεπυιεκμ ειπθμηήξ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1 ζε έκα κέμ νυθμ εκηυξ ημο 

πονήκα, αθήκμκηαξ ακμζπηυ ημ εκδεπυιεκμ κα απμηεθεί ημιαζηυ ιυνζμ ζηδκ επζημζκςκία 

ιεηαλφ ιζημπμκδνίμο ηαζ πονήκα (βζα πανάδεζβια, επδνεάγμκηαξ ηδκ έηθναζδ 

επζθεβιέκςκ βμκζδίςκ ημο πονήκα χξ ςξ απάκηδζδ ζημ ήπζμ μλεζδςηζηυ stress). Σέθμξ, 

απυ ηα πεζνάιαηα ακμζμηαηαηνήικζζδξ επζαεααζχεδηε υηζ δ Hsp90 αθθδθεπζδνά άιεζα 

ιε ηδκ LonP1, ιζα παναηήνδζδ πμο δεκ ήηακ πνμδβμφιεκα βκςζηή.  

΢οιπεναζιαηζηά, δ πανμφζα ιεθέηδ μδήβδζε ζηδκ ακάπηολδ εκυξ αλζυπζζημο in 

vitro ζοζηήιαημξ βζα ηδ ιεθέηδ ημο πνμμδεοηζημφ παναηηήνα ηδξ κυζμο ημο Parkinson. 

Με ιζα ζεζνά αζμπδιζηχκ ηαζ ηοηηανμαζμθμβζηχκ ιεευδςκ απμδείλαιε υηζ ζημ ζφζηδια 

αοηυ ακαπανάβμκηαζ πμθθά απυ ηα πανηζκζμκζαηά παναηηδνζζηζηά πμο έπμοκ ηαηά 

ηαζνμφξ ακαθενεεί ζε πνμδβμφιεκεξ in vitro ηαζ in vivo ιεθέηεξ, ηαζ ιάθζζηα ιε ιζα 

ζοβηεηνζιέκδ πνμκζηή αημθμοεία, ηαζ ηαοημπμζήζαιε έκακ κέμ νυθμ βζα ηδ ιζημπμκδνζαηή 

πνςηεάζδ LonP1 ζημκ πονήκα, πζεακά ζδιακηζηυ βζα ηδκ πμνεία ηδξ κυζμο Parkinson. 

Σέθμξ, εζηζάγμκηαξ ζηδ ιζημπμκδνζαηή θεζημονβία, εβηαεζδνφζαιε ηαζ ακαπηφλαιε 

οανζδζηέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ, μζ μπμίεξ πενζέπμοκ ιζημπυκδνζα αζεεκχκ ιε ηδκ 

ηθδνμκμιζηή ιμνθή ηδξ κυζμο ημο Parkinson, ηαεχξ ηαζ απυ οβζή ζοββεκζηά ημοξ άημια. 

Αημθμφεδζε πθήνδξ παναηηδνζζιυξ αοηχκ ηςκ ζεζνχκ, υζμκ αθμνά ααζζηέξ ηοηηανζηέξ 

ζδζυηδηεξ υπςξ είκαζ δ θεζημονβζηυηδηα ηςκ ιζημπμκδνίςκ, μ πμθθαπθαζζαζιυξ ηαζ δ 

ζηακυηδηα δζαθμνμπμίδζήξ ημοξ, ηαζ έβζκε έθεβπμξ ημο ααειμφ ηςκ κμοηθεμηζδζηχκ 

αθθαβχκ πμο έπμοκ ζοζζςνεοηεί ζηδ ιζημπμκδνζαηή αθθδθμοπία, ιε ιεεμδμθμβία 

αθθδθμφπζζδξ κέαξ βεκζάξ (deep sequencing). Πανυηζ δεκ ακζπκεφεδηακ δζαθμνέξ ιεηαλφ 

«PD» ηαζ «οβζχκ» cybrids, ηα ηφηηανα αοηά παναιέκμοκ ζηδ δζάεεζή ιαξ ςξ έκα 

πμθφηζιμ πεζναιαηζηυ ιμκηέθμ ημ μπμίμ ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ ιμκηέθμ ημο πνυκζμο stress 

εα ιπμνμφζε ιεθθμκηζηά κα ζοιαάθθεζ ζηδκ ηαηακυδζδ ημο νυθμο ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

δοζθεζημονβίαξ ζηδκ κυζμ ημο Parkinson. 
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ABSTRACT 

Parkinson’s disease (PD) is a progressive, neurodegenerative movement disorder that 

affects approximately 1% of adults aged 60 and over. It is characterized by the selective 

degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra, accumulation of α-synuclein 

(α-syn) fibrils, and impaired mitochondrial function. Alpha-synuclein is a small acidic 

protein consisting of 140 amino acids, located mainly in the presynaptic terminals. 

Increased expression of wild type α-syn leads to dopaminergic neuron degeneration in 

transgenic mouse models. Mitochondria are vital for neuronal cell survival and function, as 

they are key regulators of energy metabolism, intracellular calcium homeostasis, 

NAD+/NADH ratio, generation of endogenous reactive oxygen species and apoptosis. 

Mitochondrial dysfunction induces α-syn aggregation, which constitutes the main 

component of Lewy bodies. On the other hand, α-syn can lead to a dose-dependent loss of 

mitochondrial transmembrane potential (Γυm). The mechanisms underlying the interplay 

between α-syn and mitochondrial dysfunction, as well as their potential involvement in 

neurodegeneration are not yet clear. The aim of this thesis was the generation of relevant 

cellular models for investigating molecular interactions and signaling pathways that are 

involved in the progressive appearance of PD-related cell phenotypes, focusing on the 

influence of α-synuclein in mitochondrial function. As such models, we considered the 

exposure of neuronal cells in conditions that lead to mitochondrial impairment, namely the 

presence of neurotoxins that increase the load of free radicals, and the generation 

cytoplasmic hybrid cells (cybrids) by replacing the mitochondria of healthy neuronal cells 

with the mitochondria from patients with inherited forms of the disease. We developed and 

characterized both models. The detailed analysis of the first of model, led to the 

identification of mitochondrial LonP1 protease, a protein already known for its role in 

protein quality control in mitochondria. Our experiments uncovered a previously unknown 

connection of this protein with the occurrence of pathological features of the disease in the 

neuronal cells, such as α-synuclein aggregation and mitochondrial dysfunction. 

In order to develop the first model, we cultured cells of neural origin in conditions 

of mild but continuous (chronic) oxidative stress challenge. We used the SHSY5Y human 

dopaminergic neuroblastoma cells and the catecholaminergic neurotoxin 6-

hydroxydopamine (6-OHDA), a hydroxylated analog of dopamine (DA). This substance is 

accumulated in the cytoplasm, induces the formation of hydrogen peroxide and inhibits the 

activity of the mitochondrial respiratory chain complex I. We found that prolonged 
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exposure of SHSY5Y cells to low concentrations of 6-OHDA (1ιM and 5ιM) for 16 

consecutive cell passages (P:16) induces formation of α-synuclein inclusions (which are 

starting to emerge from P:12), and leads to a significant increase in α-syn protein levels. 

Importantly, some of these inclusions exhibit Lewy body appearance as revealed by the 

phosphorylation of α-syn at the serine residue 129 (S129). These phenotypes are 

accompanied by a reduction of the mitochondrial membrane potential (Γυm), and an 

increased accumulation of α-syn in mitochondria. Furthermore, under the same conditions 

we observed activation and translocation of the active forms of Akt kinase and the 

transcription factor FOXO3a in mitochondria. 

A mass spectrometry screen to identify mitochondrial proteins that are 

differentially expressed in rotenone-stressed SH-SY5Y cells overexpressing wild-type or 

mutant forms of alpha-synuclein revealed a set of proteins, including the mitochondrial 

protease LonP1. A marked upregulation of LonP1 was observed in conditions where the 

cells were overexpressing α-synuclein in the presence of 6-OHDA, but not in either 

condition alone. Further scrutiny in the chronic model revealed a considerable 

translocation of this protease in the nucleus of the treated cells, and biochemical 

fractionation revealed a tight association of LonP1 with the chromatin. 

Immunoprecipitation experiments combined with mass spectrometry (MS) led to the 

identification of proteins that interact with LonP1 selectively in the PD-related condtions. 

These proteins are mainly involved in biological processes related to DNA replication, 

transcription and translation as well as in proteasome function. These findings put forward 

a new role of the mitochondrial protease LonP1 in the nucleus, and leave open the 

possibility that LonP1 may be a key molecule in the communication between mitochondria 

and nucleus (for example, by affecting the expression of selected nuclear genes in response 

to a mild oxidative stress). The immunoprecipitation experiments confirmed that Hsp90 

interacts directly with LonP1, an observation that was previously unknown.  

In conclusion, this study has led to the development of a reliable in vitro system to 

study the progression of Parkinson’s disease. By using a series of biochemical and cell 

biology approaches we demonstrated that this system can faithfully recapitulate many of 

the key PD features that have been reported in previous in vitro and in vivo studies, in a 

chronological order, and we have identified a new role of the mitochondrial protease 

LonP1 in the nucleus, probably important for the advancement of Parkinson's disease. 

Finally, focusing on the mitochondrial function, we developed cybrid cell lines containing 
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mitochondria from patients with the inherited form of PD as well as from healthy relatives. 

We characterized basic cellular properties such as mitochondria function, proliferation and 

differentiation potential, and examined possible nucleotide changes using next generation 

sequencing approaches (deep sequencing). Although no differences were detected between 

«PD» and «healthy» cybrids, these cell lines constitute a valuable experimental model, 

which in conjuction with the chronic stress model could be explored in future studies to 

contribute to the understanding of the role of mitochondria dysfunction in Parkinson's 

disease. 
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Α. Δηζαγσγή 

Κεθάιαην 1
ν  

Νόζνο ηνπ Parkinson 

Α.1.1 Ζ λόζνο ηνπ Parkinson ( Parkinson’s Disease, PD) 

Η κυζμξ ημο Parkinson απμηεθεί ηδκ δεφηενδ πζμ ζοπκή κεονμεηθοθζζηζηή 

δζαηαναπή, ιεηά ημ Alzheimer (Tanner and Aston 2000). Η κυζμξ πνμζαάθθεζ πενίπμο ημ 

1% ηςκ εκδθίηςκ δθζηίαξ άκς ηςκ 60 εηχκ, εκχ οπάνπμοκ πενζπηχζεζξ ειθάκζζδξ ηαζ ζε 

δθζηία ιζηνυηενδ ηςκ 40 εηχκ (early onset Parkinsonism). Οθείθεηαζ ζηδκ εηθεηηζηή 

εηθφθζζδ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ ηαζ παναηηδνίγεηαζ απυ 

ζοζζχνεοζδ ζκζδζαηχκ ζοζζςιαηςιάηςκ ιζαξ πνςηεΐκδξ, ηδξ α-synuclein. Η πνχηδ 

πενζβναθή ηδξ κυζμο έβζκε ημ 1817 απυ ημκ Άββθμ βζαηνυ James Parkinson ζηδκ ιεθέηδ 

ημο ιε ηίηθμ «An Essay on the Shaking Palsy». Σα ηφνζα ηθζκζηά παναηηδνζζηζηά είκαζ δ 

αναδοηζκδζία ( δοζημθία ή απμηοπία εηηέθεζδξ εημφζζςκ ηζκήζεςκ), μ ηνυιμξ ηαηά ηδκ 

δνειία, δ δοζηαιρία ηαζ μζ δζαηαναπέξ ηδξ ζηάζδξ ηαζ ηδξ αάδζζδξ (αζηάεεζα εέζδξ) 

(Jankovic 2008). Σμ 1912 μ Lewy πενζέβναρε ηδκ πανμοζία ηοηηανμπθαζιαηζηχκ 

εβθείζηςκ βκςζηά ςξ ζςιάηζα ημο Lewy (LBs) ζηδ δζάιεζδ θαζά μοζία ημο εβηεθάθμο 

αζεεκχκ. Σα ζςιάηζα ημο Lewy απμηεθμφκ ηοπζηυ ζζημπαεμθμβζηυ βκχνζζια ηδξ κυζμο 

ιε ααζζηυ ζοζηαηζηυ ηα ζκίδζα ηδξ α-synuclein (1997). Σδξ εηδήθςζδξ ηδξ κυζμο 

πνμδβείηαζ πμθοεηήξ αζοιπηςιαηζηή απχθεζα κεονζηχκ ηοηηάνςκ, εκχ ηαηά ηδκ έκανλδ 

ηδξ κυζμο πενίπμο ημ 60% ηςκ κεονζηχκ ηοηηάνςκ ζηζξ πνμζαθδεείζεξ πενζμπέξ ημο 

εβηεθάθμο έπμοκ ηαηαζηναθεί. Αοηυ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ ζδιακηζηή ιείςζδ ζηδκ 

παναβςβή ηδξ κημπαιίκδξ, αθθμζχζεζξ ζηα κεονζηά βάββθζα ηαζ ηδκ ειθάκζζδ ηςκ 

ηζκδηζηχκ ζοιπηςιάηςκ. Η πθεζμρδθία ηςκ πενζπηχζεςκ ηδξ κυζμο είκαζ ζπμναδζηή 

(Feng and Maguire-Zeiss 2010), εκχ δ αζηζμθμβία ηαζ δ παεμβέκεζδ παναιέκμοκ 

αζκζβιαηζηέξ (Brundin, Li et al. 2008). Η κυζμξ ημο Parkinson απμηεθεί ιζα 

πμθοπαναβμκηζηή κυζμ άιεζα ζπεηζγυιεκδ ιε ηδ βήνακζδ. Η πνμέθεοζδ ηαζ δ ελέθζλδ ηδξ 

θαίκεηαζ κα μθείθεηαζ ηυζμ ζε βεκεηζηή πνμδζάεεζδ υζμ ηαζ ζε πενζααθθμκηζημφξ 

πανάβμκηεξ. Η ηνέπμοζα θανιαημθμβζηή εεναπεία πενζθαιαάκεζ ηδ πνήζδ εκυξ 

πνυδνμιμο ιμνίμο ηδξ κημπαιίκδξ, ηδξ L-dopa (L-3,4-dihydroxyphenylalanine), ημ μπμίμ 

ακαημοθίγεζ ηδ αναδοηζκδζία, ηδκ αφλδζδ ημο ιοσημφ ηυκμο ηαζ ημκ ηνυιμ, αθθά δεκ έπεζ 

file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_397
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_204
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_132
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_53
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ηαιία επίδναζδ ζηδ ιείςζδ ηςκ ιδ-ηζκδηζηχκ ζοιπηςιάηςκ (Mercuri and Bernardi 

2005). 

 

Α.1.2 Σα θιηληθά ζπκπηώκαηα ηεο λόζνπ ηνπ Parkinson 

Σα ηφνζα ηθζκζηά παναηηδνζζηζηά ηδξ κυζμο ημο Parkinson είκαζ δ αναδοηζκδζία 

(δοζημθία ή απμηοπία εηηέθεζδξ εημφζζςκ ηζκήζεςκ), μ ηνυιμξ ηαηά ηδκ δνειία, δ 

δοζηαιρία ηαζ μζ δζαηαναπέξ ηδξ ζηάζδξ ηαζ ηδξ αάδζζδξ (αζηάεεζα εέζδξ) (Jankovic 

2008).  

Η αναδοηζκδζία απμηεθεί ημ πζμ παναηηδνζζηζηυ ηαζ επίιμπεμ ηθζκζηυ βκχνζζια 

ηδξ κυζμο. Η ανπζηή εηδήθςζδ ηδξ αναδοηζκδζίαξ βίκεηαζ ακηζθδπηή απυ ημκ ανβυ νοειυ 

πναβιαημπμίδζδξ ηαζ ακηίδναζδξ ζηζξ ηαεδιενζκέξ δναζηδνζυηδηεξ, ηαεχξ ηαζ απυ ηδκ 

επζηέθεζδ θεπηχκ ηζκήζεςκ. ΢οκέπεζεξ ηδξ αναδοηζκδζίαξ είκαζ δ ιεζςιέκδ 

εηθναζηζηυηδηα - οπμιζιία (ηαεδθςιέκμ, ακέηθναζημ πνμζςπείμ), δ εθαηηςιέκδ 

αζχνδζδ ημο άκς άηνμο ηαηά ηδ αάδζζδ, δ ιμκυημκδ ηαζ οπμημκζηή δοζανενία, δ 

ιζηνμβναθία, δ αημφζζα ζφζπαζδ ηςκ αθεθάνςκ, δ δοζηαιρία ηςκ άηνςκ, δ ζζεθυννμζα, 

δ δοζημθία ζηδκ έκανλδ ηδξ αάδζζδξ ηαζ ημ παναηηδνζζηζηυ αάδζζια ιε ιζηνά, ζονυιεκα 

αήιαηα (Jankovic 2008). 

Ο ηνυιμξ δνειίαξ είκαζ ημ πζμ εφημθα ακαβκςνίζζιμ παναηηδνζζηζηυ ηθζκζηυ 

ζφιπηςια ηδξ κυζμο. Διθακίγεηαζ ιε ζοπκυηδηα ιεηαλφ 4 ηαζ 6 Hz, ηαζ ζπεδυκ πάκηα 

είκαζ ειθακέξ ζημ πενζθενζηυ ηιήια ημο εκυξ άηνμο, ζοκήεςξ είκαζ αζφιιεηνμξ δδθαδή 

ζημ έκα πένζ ή πυδζ. Ο ηνυιμξ δνειίαξ ζε αζεεκείξ ιε PD ιπμνεί επίζδξ κα είκαζ ειθακήξ 

ζηα πείθδ, ημ πδβμφκζ, ημ ζαβυκζ ηαζ ηα πυδζα. ΢οκήεςξ δεκ εκημπίγεηαζ ζηδκ ηεθαθή ή 

ζηδ θςκή, ηαεχξ είκαζ ηαζ έκα ζφιπηςια πμο ιπμνεί κα εηθείπεζ ηεθείςξ. Ο ηνυιμξ 

δνειίαξ παφεζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ιζα εκένβεζαξ υπςξ ηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο φπκμο. 

Η δοζηαιρία παναηηδνίγεηαζ απυ αολδιέκδ ακηίζηαζδ ηαζ μθείθεηαζ ζηδκ αφλδζδ 

ημο ιοσημφ ηυκμο θυβς ηδξ ελςποναιζδζηήξ οπενημκίαξ. Δίκαζ μοζζαζηζηά ημ θαζκυιεκμ 

πμο είκαζ οπεφεοκμ βζα ημκ πυκμ ζημοξ αζεεκείξ, ηαζ είκαζ είηε δζάποημ είηε εκημπζζιέκμ 

ζε έκα άηνμ ή ζημκ ημνιυ. Κθζκζηά εηδδθχκεηαζ είηε ιε ημ θαζκυιεκμ ημο “μδμκηςημφ 

ηνμπμφ” (δίκεζ ηδκ αίζεδζδ «βνακαγζμφ), υπμο μ αζεεκήξ ζοκακηά ακηίζηαζδ ηαηά ηδκ 

ανβή, παεδηζηή ηίκδζδ ιζαξ άνενςζδξ, ππ. ημο ηανπμφ, είηε ιε ημ θαζκυιεκμ ημο 

“ιμθοαδμζςθήκα”, υπμο ζοκακηά ιία ζηαεενήξ ακηίζηαζδξ ηαε’ υθμ ημ εφνμξ ηδξ 

παεδηζηήξ ηίκδζδξ (Jankovic 2008). 
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file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_204
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_204
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Η αζηάεεζα (έθθεζρδ ζηαηζηήξ ζζμννμπίαξ) απμηεθεί ηθζκζηυ παναηηδνζζηζηυ ζηα 

πνμπςνδιέκα ζηάδζα ηδξ κυζμο. Υαναηηδνζζηζηυ ηδξ αζηάεεζαξ είκαζ δ «ηαιπημημνιία», 

δδθαδή δ ηάιρδ πνμξ ηα ειπνυξ, δ μπμία ανπζηά εκημπίγεηαζ ζημκ αοπέκα («πηχζδ 

ηεθαθήξ») ηαζ έπεζηα ζημκ ημνιυ. Η «ηαιπημημνιία» μοζζαζηζηά απμηεθεί πνμζπάεεζα 

ακηζννυπδζδξ ηαζ είκαζ ημ ηονζυηενμ αίηζμ πηχζεςκ ηςκ πανηζκζμκζαηχκ αζεεκχκ 

(Jankovic 2008). 

Απυ ηζξ ηζκδηζηέξ δζαηαναπέξ ηδξ PD παναηηδνζζηζηυ είκαζ ημ θαζκυιεκμ 

«freezing», υπμο μ αζεεκήξ έπεζ ηδκ αίζεδζδ υηζ ηα πυδζα ημο είκαζ ημθθδιέκα ζημ 

δάπεδμ. Σμ θαζκυιεκμ αοηυ ειθακίγεηαζ ζημ 1/3 πενίπμο ηςκ αζεεκχκ ηαζ απμηεθεί 

παναηηδνζζηζηυ βκχνζζια ηδξ κυζμο (Berardelli, Rothwell et al. 2001). Δπζπθέμκ ηθζκζηυ 

βκχνζζια είκαζ δ «πανάδμλδ ηζκδηζηυηδηα» υπμο μ αζεεκήξ απυ ηδ θάζδ αηζκδζίαξ ηάκεζ 

λαθκζηά απνυζιεκα βνήβμνεξ ηζκήζεζξ εάκ ακαζηαηςεεί. 

Σέθμξ, ημ θαζκυιεκμ «stops walking when talking» ζοκίζηαηαζ ζηδκ παναπχνδζδ 

«πνμηεναζυηδηαξ» ζηδ κμδηζηή εκημθή ζε ζπέζδ ιε ηδκ εηηέθεζδ ηδξ ηίκδζδξ, ιε 

απμηέθεζια ηδκ ειθάκζζδ αολδιέκμο ηζκδφκμο πηχζεςκ ζημοξ πανηζκζμκζαημφξ αζεεκείξ 

(Jankovic 2008). 

Σα πνμακαθενεέκηα ηζκδηζηά ζοιπηχιαηα ηδξ κυζμο βίκμκηαζ ειθακή ιεηά ηδκ 

εηθφθζζδ  ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ηδξ ιεθαζκμνααδςηήξ μδμφ ζε πμζμζηυ 50–

60%, ηαζ ηδκ ελάκηθδζδ ηςκ απμεειάηςκ κημπαιίκδξ ζε πμζμζηυ 70–80% (Gibb and Lees 

1991)Αοηυ οπμδδθχκεζ ηδκ φπανλδ εκυξ ζζπονμφ ιδπακζζιμφ ακηζζηάειζζδξ ζηα πνχζια 

ζηάδζα ηδξ κυζμο (Bernheimer, Birkmayer et al. 1973). 

Πανάθθδθα δ πθεζμρδθία ηςκ αζεεκχκ ειθακίγμοκ ζηαδζαηά ηαζ ιδ ηζκδηζηά 

πνμαθήιαηα υπςξ δζαηαναπέξ ημο Αοηυκμιμο Νεονζημφ ΢οζηήιαημξ, δζαηαναπέξ φπκμο 

ιε ηφνζα αοηχκ ηδ δζαηαναπή ζοιπενζθμνάξ ημο φπκμο REM, οπμζιία (εθαηηςιέκδ 

υζθνδζδ), πυκμζ ζοκήεςξ ζημκ χιμ (frozen shoulder), εφημθδ ηυπςζδ, βκςζηζηή 

ελαζεέκδζδ ηαζ άκμζα, ρεοδαζζεήζεζξ ηαζ ηαηάεθζρδ. Δκ ηαηαηθείδζ ηα ιδ ηζκδηζηά 

ζοιπηχιαηα ζοκοπάνπμοκ ιε ηα ηζκδηζηά ηαζ επδνεάγμοκ ζημκ ίδζμ ααειυ ηδκ πμζυηδηα 

γςήξ ημο αζεεκή. 

 

Α.1.3 Σα Παζνινγναλαηνκηθά ραξαθηεξηζηηθά ηεο λόζνπ ηνπ Parkinson 

Σμ ηονζυηενμ παεμθμβμακαημιζηυ παναηηδνζζηζηυ ηδξ κυζμο ημο Parkinson είκαζ 

δ εηηεηαιέκδ εηθφθζζδ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ (Dopaminergic neuron, DA), 
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ηονίςξ ζηδκ πενζμπή ηδξ ζοιπαβμφξ ιμίναξ ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ (substantia nigra pars 

compacta, SNpc), Δζηυκα 1. Σμ 1912 μ Frederich H. Lewy πενζέβναρε ηδκ πανμοζία 

ηοηηανμπθαζιαηζηχκ εβθείζηςκ ζηδ δζάιεζδ θαζά μοζία ημο εβηεθάθμο αζεεκχκ. Σα 

ηοηηανμπθαζιαηζηά αοηά έβηθεζζηα πνςηεσκχκ είηε έπμοκ αηναηημεζδή ιμνθή ηαζ 

ηαθμφκηαζ κεονίηεξ ημο Lewy (Lewy Neurites, LNs), ή εκημπίγμκηαζ ζημ ζχια ηςκ 

εκεπυιεκςκ ηοηηάνςκ, έπμοκ ζθαζνζηή ιμνθή ηαζ απμηεθμφκ ηα ζςιάηζα Lewy (Lewy 

Bodies, LBs) (Takahashi and Wakabayashi 2001). 

 

Δηθόλα 1. Παζνινγναλαηνκία ηεο λόζνπ ηνπ Parkinson. ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο εθθύιηζεο ησλ 

ληνπακηλεξγηθώλ λεπξώλσλ ζηελ πεξηνρή ηεο κέιαηλαο νπζίαο. Α. ζε έκα οβζέξ άημιμ, θοζζμθμβζηή 

εηθφθζζδ θυβς βήναημξ ηαζ Β. εηηεηαιέκδ εηθφθζζδ θυβς PD. (Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ Dzamko 

et al., 2014). 

 

Σα ζςιάηζα ημο Lewy απμηεθμφκ ημ δεφηενμ ηοπζηυ ζζημπαεμθμβζηυ βκχνζζια ηδξ 

PD ζημοξ εκαπμιείκακηεξ κημπαιζκενβημφξ κεονχκεξ ηδξ ζοιπαβμφξ ιμίναξ ηδξ ιέθαζκαξ 

μοζίαξ ημο, ιε ααζζηυ ζοζηαηζηυ ηα ζκίδζα ηδξ α-synuclein ηαζ ηδκ μοαζηζηίκδ (Spillantini, 

Schmidt et al. 1997). Δηηεηαιέκδ ένεοκα παναηηδνζζιμφ ηςκ LBs ζοκέααθθε ζημκ 

εκημπζζιυ πενζζζμηένςκ απυ 70 δζαθμνεηζηχκ πνςηεσκχκ, πμο ακήημοκ ζε 10 

δζαθμνεηζηέξ ηθάζεζξ πνςηεσκχκ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ δμιζηχκ ζημζπείςκ, πνςηεσκχκ 

πμο δεζιεφμκηαζ ζηδκ α-synuclein, πνςηεσκχκ πμο δεζιεφμκηαζ ζηδκ ζοιθζθίκδ-1, 

ζημζπεία ημο ζοζηήιαημξ μοαζηζηίκδξ-πνςηεαζχιαημξ, πνςηεΐκεξ πμο ειπθέημκηαζ ζε 
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ηοηηανζηέξ απμηνίζεζξ, πνςηεΐκεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ θςζθμνοθίςζδ ηαζ ηδκ 

ιεηαβςβή ζήιαημξ, πνςηεΐκεξ ημο ηοηηανμζηεθεημφ, πνςηεΐκεξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, 

πνςηεΐκεξ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ ηαζ άθθεξ (Wakabayashi, Tanji et al. 2007), ιε ημκ 

πονήκα ηςκ ζκζδίςκ κα απμηεθείηαζ απμηθεζζηζηά απυ α-synuclein (Crowther, Daniel et al. 

2000). ΢οβηεηνζιέκα ζημ εζςηενζηυ ηςκ LBs, εκαπμηίεεηαζ ηαζ ζοζζςνεφεηαζ ηαηά ηφνζμ 

θυβμ δ θςζθμνοθζςιέκδ ιμνθή ηδξ α-synuclein ζημ ηαηάθμζπμ ζενίκδξ 129 (p-S129 α-

synuclein), ζπδιαηίγμκηαξ δμιέξ ζκζδίςκ ιε α-πηοπςηά θφθθα (Fujiwara, Hasegawa et al. 

2002). Μμνθμθμβζηά, ηα ζςιάηζα Lewy δζαηνίκμκηαζ ζε δφμ ηφπμοξ: 

1) Σα ηθαζζζηά ζςιάηζα ημο Lewy, είκαζ εφημθα ακαβκςνίζζια ιεηά απυ ζζημθμβζηή 

πνχζδ ζακ ιεβάθα ζθαζνζηά δςζζκυθζθα ζοζζςιαηχιαηα. Απμηεθμφκηαζ απυ έκακ 

πονήκα ζημ ηέκηνμ ηαζ έκακ πενζθενεζαηυ δαηηφθζμ. Ο πονήκαξ απμηεθείηαζ ηονίςξ απυ 

ηοζηζδζηέξ δμιέξ αθθά ηαζ απυ ζκίδζα, εκχ μ δαηηφθζμξ ιυκμ απυ ζκίδζα, Δζηυκα 2. 

2) Σα ζςιάηζα Lewy ημο θθμζμφ είκαζ εθάπζζηα ηαεμνζζιέκεξ δμιέξ, ιε αηακυκζζημ 

ζπήια ηαζ πςνίξ ζοπκά κα ειθακίγμοκ δζαηνζηυ πονήκα ή δαηηφθζμ (Takahashi and 

Wakabayashi 2001).  

Δηθόλα 2. ΢σκάηηα ηνπ Lewy ζηε κέιαηλα νπζία 

αζζελνύο κε λόζν ηνπ Parkinson. Α. ΢ςιάηζμ ημο 

Lewy ζε κεονχκα ζηδκ πενζμπή ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ 

ιεηά απυ ζζημπδιζηή πνχζδ ιε αζιαημλοθίκδ-

δςζίκδ. Β. ΢ςιάηζμ ημο Lewy ζε κεονχκα ζηδκ 

πενζμπή ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ ιεηά απυ 

ακμζμσζημπδιζηή πνχζδ ιε ημ ακηίζςια ηδξ α-synuclein. Γζαηνίκεηαζ έκα εκδμκεονςκζηυ ζςιάηζμ ιε ηαθέ 

πνχια. Με ηδκ ηεθαθή ημο αέθμοξ δζαηνίκμκηαζ μζ κεονίηεξ Lewy. (Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ 

Taipa et al., 2012). 

Τπάνπεζ πθδεχνα εκδείλεςκ υηζ μζ κεονμπαεμθμβζηέξ αθάαεξ ζηδκ PD ιπμνεί κα 

πνμηφπημοκ απυ ημ βεβμκυξ υηζ δ α-synuclein έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα ελαπθχκεηαζ 

ζηαδζαηά ζηζξ βεζημκζηέξ πενζμπέξ ημο εβηεθάθμο ιέζς εκυξ δζαηοηηανζημφ ιδπακζζιμφ 

ιεηάδμζδξ. ΢ηδνζγυιεκμζ ζε αοηήκ ηδκ οπυεεζδ, μζ αζεεκείξ ιε PD ειθακίγμοκ 

ζοζζςιαηχιαηα ηδξ παεμθμβζηήξ ιμνθήξ ηδξ α-synuclein ζε δζαθμνεηζηέξ πενζμπέξ ημο 

εβηεθάθμο (Ulusoy, Rusconi et al. 2013). Η φπανλδ ηςκ ζςιαηίςκ Lewy δεκ πενζμνίγεηαζ 

ιυκμ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ, ηαεχξ έπμοκ ηαζ ζε άθθεξ πενζμπέξ ημο 

εβηεθάθμο υπςξ ζημκ οπμιέθαζκα ηυπμ (locus coeruleus), ημ ναπζαίμ ηζκδηζηυ πονήκα 

(dorsal motor nucleus), ημοξ πονήκεξ ηδξ ναθήξ (raphe nucleus), ημκ μζθνδηζηυ αμθαυ 

(olfactory bulb), ημοξ ζοιπαεδηζημφξ ηαζ παναζοιπαεδηζημφξ ιεηαβαββθζμκζημφξ 
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κεονχκεξ (parasympathetic and sympathetic post-ganglionic neurons), ημκ πονήκα ημο 

Meynert (Meynert nucleus), ηδκ αιοβδαθή (amygdaloid nucleus) ηαζ ημκ εβηεθαθζηυ 

θθμζυ (cerebral cortex) (Jellinger 2012). ΢ηδκ παεμθμβία ηςκ παναπάκς, ιδ 

κημπαιζκενβζηχκ πενζμπχκ ημο εβηεθάθμο, μθείθμκηαζ πμθθά απυ ηα ααζζηά ιδ ηζκδηζηά 

ζοιπηχιαηα πμο ζοκδέμκηαζ ιε ηδκ εηδήθςζδ ηδξ κυζμο, ιε παναηηδνζζηζηυ πανάδεζβια 

ηδκ απχθεζα ηδξ υζθνδζδξ πμο ζοκδέεηαζ ιε ηδκ πανμοζία ηςκ ζςιαηίςκ ηαζ κεονζηχκ 

Lewy ζημκ μζθνδηζηυ αμθαυ ηαζ ζηα ηέκηνα ημο εβηεθάθμο αιοβδαθή ηαζ πενζνζκζηυξ 

πονήκαξ (perirhinal nucleus) (Witt 2010). Σέθμξ, ηα LBs δεκ απμηεθμφκ απμηθεζζηζηυηδηα 

ηδξ PD. Δκαπμεέζεζξ α-synuclein έπμοκ ακζπκεοεεί ζε δζάθμνεξ κεονμεηθοθζζηζηέξ 

δζαηαναπέξ υπςξ ζηδκ άκμζα ιε Lewy bodies (Dementia with Lewy Bodies, DLB), ζημ 

Alzheimer (Alzheimer’s disease, AD) ηαζ ζηδκ αηνμθία πμθθαπθχκ ζοζηδιάηςκ (multiple 

system atrophy, MSA). Η ααζζηή δζαθμνά ιεηαλφ ηςκ δζαηαναπχκ είκαζ μζ πενζμπέξ ημο 

εβηεθάθμο ζηζξ μπμίεξ εκημπίγμκηαζ ηα LBs, ιε ηδκ DLB κα εκημπίγμκηαζ ηονίςξ ζημκ 

εβηεθαθζηυ θθμζυ (cortex), ζηδκ AD ζηδκ αιοβδαθή (amygdala) ηαζ ζηδκ MSA ζηα 

βθμζαηά ηφηηανα (glial cells) (Kim, Kagedal et al. 2014). Πανυηζ ηα ζςιάηζα ημο Lewy 

ακαηαθφθεδηακ πενίπμο έκακ αζχκα πνζκ, δ ζδιαζία ηαζ δ ζοιαμθή ημοξ ζηδκ 

παεμβέκεζα ηδξ κυζμο παναιέκεζ άβκςζηδ (Goedert, Spillantini et al. 2013).  

 

Α.1.4 Αίηηα θαη παξάγνληεο θηλδύλνπ γηα ηελ εθδήισζε ηεο λόζνπ ηνπ Parkinson 

Η κυζμξ ημο Parkinson απμηεθεί έκα ελαζνεηζηυ πανάδεζβια κεονμθμβζηήξ 

δζαηαναπήξ ζημ μπμίμ δ βήνακζδ, δ βεκεηζηή πνμδζάεεζδ ηαζ δ πενζααθθμκηζηή έηεεζδ 

ζοβηθίκμοκ ζε δζαθμνεηζηυ ααειυ ηαζ πνμηαθμφκ κεονμεηθφθζζδ. Πανά ηζξ δεηαεηίεξ 

ενεοκχκ, δ αζηία πνυηθδζδξ ηδξ αζεέκεζαξ παναιέκεζ άβκςζηδ. Η κυζμξ ημο Parkinson 

ηθδνμκμιζηήξ ιμνθήξ πνμηφπηεζ απυ ιεηαθθάλεζξ ζε έκακ απυ ημοξ 18 δζαθμνεηζημφξ 

βεκεηζημφξ ηυπμοξ ηαζ αθμνά ιυκμκ ημ 10% ηςκ πενζπηχζεςκ (Gasser 2009), εκχ δ 

ζπμναδζηή ιμνθή πμο αθμνά ημ 90% ηςκ πενζπηχζεςκ είκαζ απμηέθεζια αθθδθεπίδναζδξ 

ιεηαλφ πενζαάθθμκημξ ηαζ βεκεηζημφ οπυααενμο, οπυ ημ πνήζια ηδξ δθζηίαξ πμο απμηεθεί 

ηαζ ημκ ηονζυηενμ πανάβμκηα ηκδφκμο (Sulzer 2007). Σμ πζμ παναηηδνζζηζηυ πανάδεζβια 

πενζααθθμκηζημφ πανάβμκηα βζα ηδ κυζμ ημο Parkinson, απμηεθεί δ έηεεζδ ζηδ 

ιζημπμκδνζαηή ημλίκδ ΜΡΣΡ (1-ιεεοθμ-4-θαζκοθμ-1,2,3,6,-ηεηνατδνμπονζδίκδ).  

 

file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_206
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_431
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_216
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_155
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_145
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_386


 
 

23 
 

Α.1.4.1 Ζ γελεηηθή ηεο λόζνπ ηνπ Parkinson 

Γζα πμθθά πνυκζα επζηναημφιε δ ζδέα υηζ δ κυζμξ ημο Parkinson είκαζ ιζα ιδ 

βεκεηζηή αζεέκεζα. Πθδεοζιζαηέξ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ ιπμνεί κα απμηεθέζεζ ηαζ βεκεηζηή 

αζεέκεζα. Πανυηζ δ ηθδνμκμιζηή ιμνθή ηδξ κυζμο αθμνά πενίπμο ημ 10% ημο ζοκυθμο 

ηςκ αζεεκχκ, ημ βεκεηζηυ ημοξ οπυααενμ απμηεθεί έκα εονφ πεδίμ ιεθέηδξ θυβς ηδξ 

ιεβάθδξ μιμζυηδηαξ ζηα θαζκμηοπζηά παναηηδνζζηζηά ιε ηδκ ζπμναδζηή ιμνθή ηδξ 

κυζμο, πμο ιπμνεί κα ακαδείλμοκ ημοξ αζμπδιζημφξ ιδπακζζιμφξ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ 

ελέθζλδ ηδξ PD. Όζμκ αθμνά ηδ βεκεηζηή ηδξ κυζμο ιέπνζ ζήιενα, έπμοκ εκμπμπμζδεεί 18 

δζαθμνεηζημί βεκεηζημί ηυπμζ, μζ μπμίμζ παναηηδνζζηζηά μκμιάγμκηαζ ιε ημ υκμια PARK 

(πμο οπμδδθχκεζ ηδ ζοζπέηζζή ημοξ ιε ημ Parkinson), ηαζ έκακ ανζειυ π.π. PARK1, 

PARK2, PARK3, ηθπ πμο ακηζζημζπεί ζηδ πνμκμθμβζηή ζεζνά ζοζπέηζζδξ ημο βεκεηζημφ 

ηυπμο ιε ηδ κυζμ.  

Σμ πνχημ βμκίδζμ πμο ζοκδέεδηε ιε ηδ κυζμ ημο Parkinson είκαζ δ α-synuclein -

PARK1/4. Ανπζηά πανημβναθήεδηε ζημ πνςιυζςια 4q21 ιζα ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ημο 

βμκζδίμο (Α53Σ) (Polymeropoulos, Higgins et al. 1996), εκχ ζηδ ζοκέπεζα δ ίδζα 

ιεηάθθαλδ ακαηαθφθεδηε ζε μζημβέκεζεξ εθθδκζηήξ ηαζ ζηαθζηήξ ηαηαβςβήξ ιε 

αοημζςιζηυ επζηναηή ηνυπμ ηθδνμκμιζηυηδηαξ (Polymeropoulos, Lavedan et al. 1997). 

Αημθμφεδζε δ ακαηάθορδ δφμ αηυια ζδιεζαηχκ ιεηαθθάλεςκ (A30P, E46K) ζε δφμ 

λεπςνζζηέξ μζημβέκεζεξ (Belin and Westerlund 2008). Οζ αζεεκείξ πμο εηθνάγμοκ ηζξ 

ιεηαθθάλεζξ ημο βμκζδίμο ζοκήεςξ ειθακίγμοκ ηδκ αζεέκεζα ζε πνχζιμ ζηάδζμ. Η άιεζδ 

ζφκδεζδ ημο θοζζημφ ηφπμο (wild type-WT) ημο βμκζδίμο ιε ηδ κυζμ έβζκε απυ κευηενεξ 

ιεθέηεξ, μζ μπμίεξ απμηάθορακ υηζ μ δζπθαζζαζιυξ ή μ ηνζπθαζζαζιυξ ημο βεκεηζημφ 

ηυπμο εοεφκεηαζ βζα ηδκ ειθάκζζδ αοημζςιζημφ μζημβεκμφξ Parkinson (Singleton, Farrer 

et al. 2003) (Chartier-Harlin, Kachergus et al. 2004). ΢οβηεηνζιέκα μζ αζεεκείξ πμο 

θένμοκ ηνζπθαζζαζιυ ημο βεκεηζημφ ηυπμο ειθακίγμοκ πζμ έκημκα ζοιπηχιαηα ηαζ ζε πζμ 

πνχζια ζηάδζα ζοβηνζηζηά ιε αζεεκείξ ιε δζπθαζζαζιυ ημο βεκεηζημφ ηυπμο. Σμ 

παναπάκς εφνδια απμηέθεζε έκδεζλδ υηζ δ θοζζημφ ηφπμο α-synuclein ιπμνεί κα 

απμηηήζεζ παεμβυκμ δνάζδ ηαζ κα ζοιαάθθεζ ζηδκ ειθάκζζδ ηαζ ζηδκ πνυμδμ ηδξ κυζμο, 

ιε ηνυπμ δμζμ-ελανηχιεκμ απυ ηδκ πανμοζία ηδξ ζημ ηοηηανυπθαζια (Eriksen, 

Przedborski et al. 2005).  

Ο βεκεηζηυξ ηυπμξ PARK2 ακήηεζ ζε ιζα E3 θζβάζδ ηδξ μοαζηζηίκδξ, ηδκ πνςηεΐκδ 

Parkin (RING domain-containing E3 ubiquitin ligase). Η Parkin ηαηαθφεζ ηδκ πνμζεήηδ 

αθοζίδςκ μοαζηζηίκδξ ζηζξ πνςηεΐκεξ πμο πνέπεζ κα ζδιαημδμηδεμφκ πνμξ απμζημδυιδζδ 
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ζημ ζφζηδια μοαζηζηίκδξ – πνςηεαζχιαημξ (ubiquitin–proteasome system, UPS) ηαζ δ 

ακαηάθορή ηδξ απμηέθεζε ηδκ πνχηδ απυδεζλδ ειπθμηήξ ημο UPS ζηδ κημπαιζκενβζηή 

εηθφθζζδ (Mata, Lockhart et al. 2004). Η parkin εοεφκεηαζ βζα ημ 49% ηδξ ηθδνμκμιζηήξ 

ηαζ ημ 19% ηδξ ζπμναδζηήξ ιμνθήξ ηδξ PD ιε πνχζιδ ειθάκζζδ (Lucking, Durr et al. 

2000). Μεηαλφ ηςκ οπμζηνςιάηςκ ηδξ έπεζ ακαβκςνζζηεί ηαζ δ α-synuclein (Cookson 

2005). Δπίζδξ δ Parkin ειπθέηεηαζ ζηδκ απμζημδυιδζδ ηαζ απμιάηνοκζδ ηςκ 

ιζημπμκδνίςκ πμο έπμοκ οπμζηεί ζμαανέξ αθάαεξ ιέζα απυ ηδ δζαδζηαζία ηδξ αοημθαβίαξ, 

βκςζηή ζηδκ πνμηεζιέκδ ςξ ιζημθαβία, πμο απμηεθεί έκακ απυ ημοξ ηονζυηενμοξ 

ιζημπμκδνζαημφξ ιδπακζζιμφξ πμζμηζημφ εθέβπμο (Yoshii, Kishi et al. 2011).  

 Ο βεκεηζηυξ ηυπμξ PARK5 ακήηεζ ζηδκ πνςηεΐκδ UCH-L1 (Ubiquitin C-terminal 

Hydrolase-L1) πμο ηςδζημπμζεί δφμ ακηίεεηεξ εκγοιαηζηέξ δναζηδνζυηδηεξ. Δίκαζ ιέθμξ 

ιζαξ μζημβέκεζαξ βμκζδίςκ πμο δνμοκ ζακ οδνμθάζεξ. Σμ UCH-L1 εηθνάγεηαζ ηονίςξ 

ζημκ εβηέθαθμ, ηαηαθφεζ ηδκ οδνυθοζδ ημο ηαναμλοηεθζημφ άηνμο ηςκ εζηένςκ ηδξ 

μοαζηζηίκδξ ιε απμηέθεζια ηδκ ακαηφηθςζδ ηςκ αθοζίδςκ μοαζηζηίκδξ ζηα ιμκμιενή ηδξ. 

Η δεφηενδ εκγοιζηή ηδξ δναζηδνζυηδηα είκαζ υηζ ιπμνεί κα δζιενίγεηαζ ηαζ κα δνα ηαζ ςξ 

θζβάζδ ηδξ μοαζηζηίκδξ (Liu, Fallon et al. 2002). Έπεζ εκημπζζηεί ιία επζηναηήξ ιεηάθθαλδ 

ημο βμκζδίμο δ μπμία ιεζχκεζ ηδ δνάζδ ηδξ UCH-L1 ςξ θζβάζδ, ηαζ έκαξ πμθοιμνθζζιυξ 

πμο εκζζπφεζ ηδ δνάζδ ηδξ θζβάζδξ ηαζ πνμζηαηεφεζ έκακηζ ηδξ PD ιεζχκμκηαξ ηδκ 

πζεακυηδηα ειθάκζζδξ ηδξ ζπμναδζηήξ ιμνθήξ ηδξ κυζμο (Leroy, Boyer et al. 1998) 

(Maraganore, Lesnick et al. 2004). Η ακαηάθορδ ηδξ απμηεθεί ιζα επζπθέμκ επζαεααίςζδ 

ηδξ ειπθμηήξ ημο ζοζηήιαημξ μοαζηζηίκδξ-πνςηεαζχιαημξ ζηδ κεονμεηθφθζζδ. 

 Σμ PINK1 (PTEN-induced kinase protein 1- PARK6) εηθνάγεηαζ ζε υθμοξ ημοξ 

ζζημφξ ηαζ ζδζαίηενα ζημκ εβηέθαθμ ζε ορδθά επίπεδα (Nakajima, Kataoka et al. 2003) ηαζ 

ηςδζημπμζεί ιζα ιζημπμκδνζαηή ηζκάζδ ζενίκδξ/ενεμκίκδξ. Δκενβμπμζείηαζ ζε ζοκεήηεξ 

μλεζδςηζημφ stress απυ ημ ζδιαημδμηζηυ ιμκμπάηζ PTEN. Δκημπίγεηαζ ζηα ιζημπυκδνζα 

υπμο ζοιιεηέπεζ ζηδ θςζθμνοθίςζδ ιζημπμκδνζαηχκ πνςηεσκχκ ςξ απυηνζζδ ζημ stress, 

πνμζηαηεφμκηαξ απυ ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία (Poole, Thomas et al. 2008). 

Μεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ PINK1, επδνεάγμοκ ηδκ ζηακυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ κα 

ακαβκςνίζεζ ηα οπμζηνχιαηά ηδξ, ιε απμηέθεζια ηδκ πνχζιδ εηδήθςζδ ηδξ PD. Η 

αβνίμο ηφπμο PINK1 ιεζμθααεί ζηδ ιείςζδ ημο ηοημπνχιαημξ C (cytochrome C) πμο 

απεθεοεενχκεηαζ απυ ηα ιζημπυκδνζα, επάβμκηαξ ηδ κεονςκζηή απυπηςζδ, εκχ δ 

οπενέηθναζδ αοηήξ έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδ δναιαηζηή ιείςζδ ηδξ δναζηζηυηδηαξ 

ηαζπάζδξ-3 (Petit, Kawarai et al. 2005). Η θοζζμθμβζηή PINK1 πνςηεΐκδ ανέεδηε υηζ έπεζ 
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κεονμπνμζηαηεοηζηή δνάζδ ζε ηφηηανα κεονμαθαζηχιαημξ έκακηζ ημο εακάημο πμο 

πνμηαθείηαζ απυ ακαζημθή ημο πνςηεαζχιαημξ, εκχ δ ιεηαθθαβιέκδ PINK1 υπζ 

(Valente, Salvi et al. 2004). Δπίζδξ ημ PINK1 ιαγί ιε ηδκ Parkin απμηεθμφκ ημοξ ηφνζμοξ 

νοειζζηέξ ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ ιζημθαβίαξ, ιε ημ PINK1 κα ανίζηεηαζ ακμδζηά ηδξ Parkin 

επάβμκηαξ ηδκ απμζημδυιδζδ ηςκ ιζημπμκδνίςκ πμο έπμοκ οπμζηεί αθάαεξ (Lin and Kang 

2008) (Matsuda, Sato et al. 2010) (Narendra, Jin et al. 2010) 

H DJ1 (PARK7) είκαζ ιία μιμδζιενήξ πνςηεΐκδ, έπεζ πθεζμηνμπζηή δνάζδ, δνα ζακ 

πνςηεΐκδ ζοκμδυξ, ζακ ιεηαβναθζηυξ νοειζζηήξ, ακηζμλεζδςηζηυξ πενζζοθθέηηδξ ηαζ ζακ 

μλεζδμακαβςβζηυξ αζζεδηήναξ. Δπζπθέμκ αθθδθεπζδνά ιε ηδκ parkin ηαζ ημ PINK1 ηαζ 

ζοιιεηέπεζ ζημ ζπδιαηζζιυ εκυξ θεζημονβζημφ ζοιπθυημο ιε δνάζδ E3 θζβάζδ ηδξ 

μοαζηζηίκδξ. Σμ ζφιπθμημ αοηυ πνμάβεζ ηδκ απμζημδυιδζδ ηςκ ιδ-ζςζηά ακαδζπθςιέκςκ 

πνςηεσκχκ, ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηαζ ηδξ Parkin. Η πανειπυδζζδ ηδξ θεζημονβίαξ ημο 

ζοιπθυημο έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδ ζοζζχνεοζδ αοηχκ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ ηαηά 

ζοκέπεζα ηδκ αολδιέκδ εοαζζεδζία ζημ μλεζδςηζηυ stress, πμο απμηεθεί ημλζηυ πανάβμκηα 

ζηακυ βζα ηδκ ειθάκζζδ ηδξ PD (Xiong, Wang et al. 2009). 

Η LRRK2 (leucine rich repeat kinase 2, PARK8) είκαζ ιία πνςηεΐκδ ιε πέκηε 

θεζημονβζηά πεδία, δζαεέηεζ έκα πεδίμ ιε εκενβυηδηα GTPαζδξ, πανυιμζαξ ιε ηζξ Rho/Ras, 

έκα πεδίμ πνςηεσκζηήξ ηζκάζδξ ηδξ μζημβέκεζαξ MAPKKK, ηαεχξ επίζδξ έκα πεδίμ πμο 

θένεζ επακαθήρεζξ WD40 ηαζ έκα πεδίμ ιε επακαθήρεζξ πθμφζζεξ ζημ αιζκμλφ θεοηίκδ. 

Δπίζδξ οπάνπεζ έκα πεδίμ ιε άβκςζηδ θεζημονβία δ μπμία ανίζηεηαζ ηαναμλοηεθζηά ςξ 

πνμξ ηδκ επζηνάηεζα ιε εκενβυηδηα GTPαζδξ ηαζ μκμιάγεηαζ COR (Carboxy-terminal Of 

Ras). Μεηαθθάλεζξ ζηδκ LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2) (ή, υπςξ μκμιάγεηαζ 

αθθζχξ, dardarin) πνμηαθμφκ ηδκ αοημζςιζηή ιμνθή ηδξ κυζμο ημο Πάνηζκζμκ 

(Zimprich, Biskup et al. 2004) (Paisan-Ruiz, Jain et al. 2004). Δίκαζ ηαηά ηφνζμ θυβμ ιία 

ηοηηανμπθαζιαηζηή πνςηεΐκδ ηαζ αθθδθεπζδνά ιε ηδκ parkin (Smith, Pei et al. 2005). Ο 

αηνζαήξ νυθμξ ηδξ LRRK2 δεκ είκαζ αηυια βκςζηυξ, αθθά δ φπανλδ πμθθχκ επζηναηεζχκ 

ζημ ιυνζμ, οπμδεζηκφεζ υηζ δ πνςηεΐκδ ειπθέηεηαζ ζε έκα εονφ θάζια θεζημονβζχκ ημο 

ηοηηάνμο, υπςξ ζηδκ ακάπηολδ ηςκ κεονζηχκ, ηδκ ακαηφηθςζδ ηςκ ζοκαπηζηχκ 

ηοζηζδίςκ, ηαεχξ ηαζ ηδ νφειζζδ θεζημονβζχκ ηςκ θοζμζςιάηςκ, ημο ζοιπθέβιαημξ 

Golgi ηαζ ηςκ ιζημπμκδνίςκ (Zhu, Babar et al. 2006) (MacLeod, Dowman et al. 2006) 

(Sakaguchi-Nakashima, Meir et al. 2007) (Hatano, Kubo et al. 2007). Όπςξ είκαζ θοζζηυ, 

δοζθεζημονβίεξ ζηζξ παναπάκς δζενβαζίεξ, ιπμνεί κα επδνεάγμοκ ηδκ επζαίςζδ ηςκ 

κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ (Li and Beal 2005). Μεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ LRRK2 
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απμηεθμφκ ηδκ πζμ ζοπκή αζηία ηθδνμκμιζηήξ κυζμο ημο Parkinson ιε πμζμζηυ 5-15% ηςκ 

ηθδνμκμιζηχκ ιμνθχκ ιε αοημζςιζηυ επζηναηή ηνυπμ ηθδνμκμιζηυηδηαξ. 

Σμ ATP13A2 (PARK9) ακήηεζ ζηδκ οπενμζημβέκεζα ηςκ ATP-αζχκ ηαζ 

ηςδζημπμζεί ιζα κεονςκζηή ATP-άζδ ηφπμο-P. Μεηαθένεζ ακυνβακα ηαηζυκηα ηαζ άθθα 

οπμζηνχιαηα δζαιέζμο ηςκ ηοηηανζηχκ ιειανακχκ (Schultheis, Hagen et al. 2004), εκχ 

ιπθέηεηαζ ηαζ ζηδ θεζημονβία ηςκ θοζμζςιάηςκ (Podhajska, Musso et al. 2012). 

Σμ HTRA2 (PARK13) είκαζ έκα βμκίδζμ πμο ηςδζημπμζεί ιζα πνςηεάζδ ζενίκδξ δ 

μπμία εκημπίγεηαζ ζημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ ηαζ ζημκ δζαιειανακζηυ πχνμ ηςκ 

ιζημπμκδνίςκ. Απμηνίκεηαζ ζε απμπηςηζηά ενεείζιαηα, εηεέημκηαξ ζηδκ επζθάκεζα έκα 

ιμηίαμ πνυζδεζδξ ηςκ πνςηεσκχκ ακαζημθήξ ηδξ απυπηςζδξ (inhibitor of apoptosis 

proteins-IAP), ιεζμθααεί έηζζ ζημκ ηοηηανζηυ εάκαημ, ή ιέζς ηδξ δναζηζηυηδηάξ ηδξ ςξ 

πνςηεάζδ ζενίκδξ. Μεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ ηδξ έπμοκ ανεεεί ζε αζεεκείξ ιε Parkinson 

(Suzuki, Imai et al. 2001). 

Ο βεκεηζηυξ ηυπμξ PARK14 ηςδζημπμζεί ηδ θςζθμθζπάζδ Α2 δ μπμία είκαζ 

οπεφεοκδ βζα είκαζ έκγοια πμο οδνμθφμοκ ηα θςζθμθζπίδζα ζηδ 2-εέζδ ημο βθοηενζκζημφ 

ζηεθεημφ πνμξ θοζμ-θςζθμθζπίδζα ηαζ εθεφεενα θζπανά μλέα (Larsson Forsell, Kennedy 

et al. 1999). Μεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ PLA2G6 έπμοκ πενζβναθεί ζε δφμ παεήζεζξ ηδξ 

παζδζηήξ δθζηίαξ, ζηδκ κεονμαλμκζηή δοζηνμθία ηαζ ζηδκ κεονμεηθφθζζδ ιε ζοζζχνεοζδ 

ζζδήνμο. ΢ηα παεμθμβμακαημιζηά παναηηδνζζηζηά αοηχκ ηςκ δζαηαναπχκ 

ζοιπενζθαιαάκμκηαζ ηαζ ζςιάηζα ημο Lewy ιε ααζζηυ ζοζηαηζηυ ηδκ α-synuclein (Gasser 

2009).  

H FBXO7 (F-BOX only protein 7 - PARK15) πνςηεΐκδ απμηεθεί ζοζηαηζηυ ημο 

ζοιπθυημο ηςκ E3 θζβαζχκ μοαζηζηίκδξ SCFs ηαζ ζοιιεηέπεζ ζηδκ ακαβκχνζζδ ηςκ πνμξ 

απμζημδυιδζδ πνςηεσκχκ ζηυπςκ. Διπθέηεηαζ ηαζ ζηδ ιζημθαβία, παίγεζ νυθμ ηαεμδζηά 

ημο PINK1, ηαεμδδβχκηαξ ηδκ Parkin ζηα ηαηεζηναιιέκα εηπμθςιέκα ιζημπυκδνζα 

(Burchell, Nelson et al. 2013). Μεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ FBXO7 PARK15 ανέεδηακ ζε 

δφμ μζημβέκεζεξ ιε αναδείαξ ελέθζλδξ Parkinson, ζπαζηζηυηδηα ηαζ άκμζα (Di Fonzo, 

Dekker et al. 2009).  

Σμ VPS35 (Vacuolar protein sorting-associated protein 35 - PARK17) βμκίδζμ 

απμηεθεί ζοζηαηζηυ εκυξ πμθοιενμφξ ζοιπθυημο πμο μκμιάγεηαζ retromer ζφιπθμημ, ηαζ 

ειπθέηεηαζ ζηδκ ακάδνμιδ ιεηαθμνά πνςηεσκχκ απυ ηα εκδμζχιαηα ζημ δίηηομ trans-

Golgi. Έπεζ ανεεεί ιζα ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ ζημ βμκίδζμ αοηυ ζε ιέθδ ιζαξ Δθαεηζηήξ ηαζ 

ιζαξ Αοζηνζαηήξ μζημβέκεζαξ ιε ηοπζηή PD (Zimprich, Benet-Pages et al. 2011). 
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Η πνςηεΐκδ πμο ηςδζημπμζείηε απυ ημ βμκίδζμ EIF4G1(Eukaryotic translation 

initiation factor 4 gamma 1- PARK18) είκαζ μ εοηανοςηζηυξ πανάβμκηαξ έκανλδξ ηδξ 

ιεηάθναζδξ ηαζ απμηεθεί ζοζηαηζηυ ημο πνςηεσκζημφ ζοιπθυημο EIF4F. ΢ε ιέθδ ιζαξ 

Γαθθζηήξ μζημβέκεζαξ ιε PD έπεζ εκημπζζηεί ιζα αοημζςιζηή επζηναηήξ ιεηάθθαλδ. Αοηά 

ηα εονήιαηα ειπθέημοκ ηζξ αθάαεξ ζηδκ έκανλδ ηδξ ιεηάθναζδξ ιε ηδ κυζμ, ιε ηφνζα 

οπυεεζδ υηζ δ ιεηάθθαλδ αοηή ειπμδίγεζ ηδ βνήβμνδ ηαζ δοκαιζηή απυηνζζδ ζημ stress 

πμο είκαζ απαναίηδημ βζα ηδκ ηοηηανζηή επζαίςζδ (Chartier-Harlin, Dachsel et al. 2011).  

Τπάνπμοκ βμκζδζαημί ηυπμζ πμο έπμοκ πανημβναθδεεί ζε μζημβέκεζεξ ιε PD πμο 

θαίκεηαζ κα αημθμοεμφκ πνυηοπα ιεκηεθζηήξ ηθδνμκμιζηυηδηαξ, αθθά ηα οπεφεοκα 

βμκίδζα δεκ έπμοκ αηυια ακαβκςνζζεεί ή δεκ έπεζ δζεοηνζκζζεεί πθήνςξ δ ζπέζδ ημοξ ιε 

ηδκ παεμβέκεζδ, υπςξ μ βμκζδζαηυξ ηυπμξ PARK3, PARK10, PARK11, PARK12 ηαζ 

PARK16. 
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Πίλαθαο 1. Οζ βεκεηζημί ηυπμζ πμο έπμοκ ζοζπεηζζεεί ιέπνζ ζήιενα ιε ηδκ ηθδνμκμιζηυηδηα ηδξ Νυζμο ημο Parkinson. 

Γελεηηθόο 

ηόπνο 

Υξσκνζσκηθή 

ζέζε 

Πξσηεΐλε Φαηλόηππνο Μεληειηθή 

θιεξνλνκηθόηεηα 

Μεηαιιαγέο Βηβιηνγξαθηθή αλαθνξά 

PARK1 4q21-22 SNCA 

(α-synuclein) 

Πνχζιδ εηδήθςζδ PD Αοημζςιζηή 

Δπζηναηήξ 

Έλζ ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ: A30P, 

E46K, A53T, H50Q, G51D, A53E 

δζπθαζζαζιμί/ηνζπθαζζαζιμί ημο 

βεκεηζημφ ηυπμο. 

(Polymeropoulos, Lavedan 

et al. 1997) 

PARK2 6q25.2–q27 Parkin Πνχζιδ εηδήθςζδ- 
ειθάκζζδ PD ζε 

κεανή δθζηία 

Αοημζςιζηή 

Τπμθεζπυιεκδ 

 

Πενίπμο 170 Μεηαθθάλεζξ 

(ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ, ελμκζηέξ 

ακαδζαηάλεζξ). 

(Kitada, Asakawa et al. 

1998) 

PARK3 2p13 Άβκςζηδ Σοπζηή PD Αοημζςιζηή 

Δπζηναηήξ 

Γεκ έπμοκ εκημπζζηεί. (Gasser, Muller-Myhsok 

et al. 1998) 

PARK4 4q21–q23 SNCA Πνχζιδ εηδήθςζδ PD Αοημζςιζηή 

Δπζηναηήξ 

Σνεζξ ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ: A30P, 

E46K, A53T, 

δζπθαζζαζιμί/ηνζπθαζζαζιμί ημο 

βεκεηζημφ ηυπμο. 

(Farrer, Gwinn-Hardy et 

al. 1999) (Singleton, 

Farrer et al. 2003) 

PARK5 4p13 UCHL1 Σοπζηή PD Αοημζςιζηή 

Δπζηναηήξ 

Μία ιεηάθθαλδ  (Leroy, Boyer et al. 1998) 

PARK6 1p35–p36 PINK1 Πνχζιδ εηδήθςζδ PD Αοημζςιζηή 

Τπμθεζπυιεκδ 

Πενίπμο 50 ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ. (Valente, Bentivoglio et 

al. 2001) 

PARK7 1p36 DJ-1 Πνχζιδ εηδήθςζδ PD Αοημζςιζηή 

Τπμθεζπυιεκδ 

Πενίπμο 15 ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ 

ηαζ ιεβάθεξ απαθμζθέξ. 

(Bonifati, Rizzu et al. 

2003) 

PARK8 12q12 LRRK2 Σοπζηή PD Αοημζςιζηή 

Δπζηναηήξ 

>80 Πανακμδιαηζηέξ παναθθαβέξ, 

>7 απυ αοηέξ παεμβυκεξ, πζμ ζοπκή 

δ G2019S. 

(Zimprich, Biskup et al. 

2004) 

PARK9 1p36 ATP13A2 ΢φκδνμιμ Kufor-

Rakeb, άηοπμξ 

πανηζκζμκζζιυξ ιε 

άκμζα, ζπαζηζηή 

πανάθοζδ, ηαζ 

Πνμσμφζα 

Τπενπονδκζηή 

Πανάθοζδ 

Αοημζςιζηή 

Τπμθεζπυιεκδ 

>5 ΢διεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ. (Hampshire, Roberts et al. 

2001) 
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PARK10 1p32 Άβκςζηδ Σοπζηή PD Άβκςζηδ Γεκ έπμοκ εκημπζζηεί. (Li, Scott et al. 2002) 

PARK11 2q36-27 Άβκςζηδ, 

υπζ δ GIGYF2 

Όρζιδ εηδήθςζδ PD Αοημζςιζηή 

Δπζηναηήξ 

7 Πανακμδιαηζηέξ παναθθαβέξ. (Pankratz, Nichols et al. 

2003) 

PARK12 Xq21–q25 Άβκςζηδ Σοπζηή PD Φοθμζφκδεηδ Γεκ έπμοκ εκημπζζηεί. (Nichols, Pankratz et al. 

2002) 

PARK13 2p12 HTRA2 Σοπζηή PD Αοημζςιζηή 

Δπζηναηήξ 

2 Πανακμδιαηζηέξ παναθθαβέξ. (Strauss, Martins et al. 

2005) 

PARK14 22q13.1 PLA2G6 Πνχζιδ εηδήθςζδ 

PD-Γοζημκία 

Αοημζςιζηή 

Τπμθεζπυιεκδ 

2 Πανακμδιαηζηέξ ιεηαθθάλεζξ. (Paisan-Ruiz, Bhatia et al. 

2009) 

PARK15 22q12–q13 FBX07 Πνχζιδ εηδήθςζδ 

PD, Πανηζκζμκζηυ-

ποναιζδζηυ ζφκδνμιμ 

Αοημζςιζηή 

Τπμθεζπυιεκδ 

3 ΢διεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ. (Di Fonzo, Dekker et al. 

2009) 

PARK16 1q32 Άβκςζηδ Σοπζηή PD Άβκςζηδ Γεκ έπμοκ εκημπζζηεί. (Simon-Sanchez, Schulte 

et al. 2009) 

PARK17 16q11.2 VPS35 Σοπζηή PD Αοημζςιζηή 

Δπζηναηήξ 

1 ΢διεζαηή ιεηάθθαλδ (D620N). (Vilarino-Guell, Wider et 

al. 2011; Zimprich, Benet-

Pages et al. 2011) 

PARK18 3q27.1 EIF4G1 Σοπζηή PD Αοημζςιζηή 

Δπζηναηήξ 

1 ΢διεζαηή ιεηάθθαλδ (R1205H), 

2 Πανακμδιαηζηέξ παναθθαβέξ. 

(Chartier-Harlin, Dachsel 

et al. 2011) 

 

(Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ (Klein and Westenberger 2012) (Corti, Lesage et al. 2011) 
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Α.1.5 α-Synuclein 

Σμ βμκίδζμ ηδξ α-synuclein ανίζηεηαζ ζημ ιαηνφ ζηέθμξ ημο πνςιαημζχιαημξ 4 

(4q21). Η α-synuclein (Alpha-synuclein, α-syn) είκαζ ιζα ιζηνή υλζκδ πνςηεΐκδ 

απμηεθμφιεκδ απυ 140 αιζκμλέα ιμνζαημφ αάνμοξ 14.5 kDa (Bisaglia, Mammi et al. 

2009), πανμοζζάγεζ ζζπονυ πνυηοπμ ζοκηήνδζδξ ζηα ζπμκδοθςηά ηαζ εηθνάγεηαζ ζε 

ανηεηέξ πενζμπέξ ημο εβηεθάθμο ζηζξ πνμζοκαπηζηέξ κεονζηέξ απμθήλεζξ (Jain, Bhasne et 

al. 2013). Υαναηηδνίγεηαζ απυ ηδκ πανμοζία υλζκςκ αιζκμλέςκ ζημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ 

ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ παναηηδνζζηζηχκ επακαθαιαακυιεκςκ αθθδθμοπζχκ ζημ αιζκμηεθζηυ 

άηνμ. Η πνςηεΐκδ ακήηεζ ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ synucleins πμο πενζθαιαάκεζ ηνία ιέθδ ηδκ 

α-, α- ηαζ β- synuclein πμο ακηζζημζπμφκ ζηα βμκίδζα SNCA, SNCB ηαζ SNCG (Lavedan 

1998), ηαζ ημοξ βεκεηζημφξ ηυπμοξ 4q21, 5q35, 10q23.2-q23.3. Γζα πνχηδ θμνά 

απμιμκχεδηε απυ ημκ μνβακζζιυ Torpedo californica ημ 1988, επεζδή εκημπίζηδηε ζηδκ 

πνμ-ζοκαπηζηή πενζμπή ηαζ ζηδκ πονδκζηή ιειανάκδ ημο κεονζημφ ηοηηάνμο ηδξ δυεδηε 

ημ υκμια synuclein (Maroteaux, Campanelli et al. 1988) 

 

Α.1.5.1 Ζ πξσηνηαγήο δνκή ηεο α-synuclein 

Η α-synuclein ακήηεζ ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ ιδ δμιδιέκςκ πνςηεσκχκ αθμφ 

ζηενείηε δεοηενμηαβμφξ δμιήξ, ςζηυζμ παναηηδνίγεηαζ απυ έκημκδ δζαιμνθςηζηή 

πθαζηζηυηδηα πμο ηδξ επζηνέπεζ κα οζμεεηεί έκα εονφ θάζια απυ δοκαιζηέξ δμιέξ 

ακάθμβα ιε ημ πενζαάθθμκ ηαζ ηα αθθδθεπζδνχκηα ιυνζα (Jain, Bhasne et al. 2013). 

Γμιζηά απμηεθείηαζ απυ ηνεζξ δζαθμνεηζηέξ πενζμπέξ (Δζηυκα 3).  

1. Σμ αιζκμηεθζηυ άηνμ, απμηεθείηαζ απυ ηα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα 1-60. Η αιζκμηεθζηή 

αθθδθμοπία πενζθαιαάκεζ επακαθήρεζξ ιζα αθθδθμοπίαξ 11 αιζκμλέςκ, ιε έκα ζζπονά 

ζοκηδνδιέκμ ελαιενέξ ιμηίαμ υιμζμ ιε αοηυ πμο ανέεδηε ζηζξ αιθζπαεείξ έθζηεξ ηςκ 

απμθζπμπνςηεσκχκ (Bellucci et al., 2012; Deleersnijder et al., 2013). ΢ημ ηιήια αοηυ ηδξ 

πνςηεΐκδξ εκημπίγμκηαζ ηνεζξ ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ πμο έπμοκ ζοζπεηζζηεί ιε ηδ PD ηαζ 

έπμοκ ιεθεηδεεί εηηεκχξ, μζ A30P, A53T, ηαζ E46K (Bisaglia et al.,2009). Δπζπθέμκ, 

εκημπίγμκηαζ ηνεζξ αηυια ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ, δ H50Q (Appel-Cresswell et al., 2013), 

δ G51D (Kiely et al., 2013) ηαζ δ A53E (Pasanen et al., 2014) μζ μπμίεξ ακζπκεφεδηακ 

πμθφ πνυζθαηα ηαζ ζπεηίγμκηαζ επίζδξ ιε ηθδνμκμιζηήξ ιμνθήξ κυζμ ημο Parkinson.  

2. Σμ ηεκηνζηυ ηιήια ηδξ πνςηεΐκδξ μκμιάγεηαζ NAC (non-amyloid-α component) ηαζ 

απμηεθείηαζ απυ ηα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα 61–95. Απμηεθεί ημ πζμ οδνυθμαμ ηιήια ηδξ 
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πνςηεΐκδξ ηαζ πενζέπεζ ηνία επακαθαιαακυιεκα ιμηίαα. Σμ ηιήια αοηυ ηδξ πνςηεΐκδξ 

είκαζ οπεφεοκμ βζα ηδ ζοζζςιάηςζδ ηδξ. Υαναηηδνζζηζηά δ ηεκηνζηή αοηή πενζμπή 

πνχηδ θμνά απμιμκχεδηε ζε πθάηεξ αιοθμεζδμφξ απυ αζεεκήξ ιε Alzheimer ημ 1993 

(Ueda, Fukushima et al. 1993). Η ηεκηνζηή πενζμπή ιπμνεί κα οθίζηαηαζ δζαιμνθςηζηή 

ιεηααμθή απυ ιζα ηοπαία ζπείνα ζε α-πηοπςηυ θφθθμ ηαζ είκαζ ζε εέζδ κα ζπδιαηίζεζ 

ηοθζκδνζηά α-πηοπςηά θφθθα ηαζ ζκίδζα α-αιοθμεζδμφξ (Bellucci, Zaltieri et al. 2012; 

Deleersnijder, Gerard et al. 2013). ΢ημ ηιήια αοηυ ηδξ πνςηεΐκδξ απακηάηαζ ιζα εέζδ 

θςζθμνοθίςζδξ ζημ ηαηάθμζπμ ζενίκδξ 87 δ μπμία έπεζ εκημπζζηεί ζε αζεεκήξ ιε PD.  

3. Σμ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ ηδξ πνςηεΐκδξ απμηεθείηαζ απυ ηα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα 96–

140, ηαζ είκαζ πθμφζζμ ζε υλζκα αιζκμλέα (Bisaglia, Mammi et al. 2009) είκαζ δ πενζμπή 

πμο πνμζδίδεζ ηδ ιδ δζαιμνθςιέκδ δμιή ζηδκ πνςηεΐκδ ηαζ παίγεζ νοειζζηζηυ νυθμ ζημ 

ζπδιαηζζιυ ζκζδίςκ ηδξ πνςηεΐκδξ (Deleersnijder, Gerard et al. 2013). Η κημπαιίκδ 

αθθδθεπζδνά ιδ εζδζηά ιε ηα ηαηάθμζπα ζημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ οπμδδθχκμκηαξ υηζ 

αηαηάθθδθδ δζάζπαζδ ημο ηαναμλοηεθζημφ άηνμο ηδξ πνςηεΐκδξ, ηάηζ ημ μπμίμ ζοιααίκεζ 

ζε εβηεθάθμοξ ιε PD, ιπμνεί κα επδνεάγεζ ηδκ μιμζυζηαζδ ηδξ κημπαιίκδξ (Bisaglia, 

Mammi et al. 2009; Bellucci, Zaltieri et al. 2012). 

 

Δηθόλα 3. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ δνκηθώλ πεξηνρώλ ηεο πξσηεΐλεο α-synuclein.        Α. Σμ 

αιζκμηεθζηυ άηνμ απμηεθείηαζ απυ ηα ηαηάθμζπα 1-60, είκαζ δ οπεφεοκδ πενζμπή αθθδθεπίδναζδξ ιε ηζξ 

ιειανάκεξ. Πενζέπεζ ηα επακαθαιαακυιεκα ελαιενή ιμηίαα. ΢ε αοηή εκημπίγμκηαζ μζ έλζ ζδιεζαηέξ 

ιεηαθθαβέξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδ PD (A30P, E46K, A53T, H50Q, G51D ηαζ δ A53E), μζ μπμίεξ ζπεηίγμκηαζ 

ιε ηδκ ηθδνμκμιζηήξ ιμνθήξ κυζμ ημο Parkinson. Η ηεκηνζηή πενζμπή πενζθαιαάκεζ ηα ηαηάθμζπα 1-95, 
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μκμιάγεηαζ NAC πενζμπή (non-α amyloid component), απμηεθεί ημ πζμ οδνυθμαμ ηιήια ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ 

είκαζ απαναίηδημ βζα ηδ δζαδζηαζία ηδξ ζοζζςιάηςζδξ. Παίνκεζ δεοηενμηαβή δζαιυνθςζδ α-πηοπςημφ 

θφθμο ηαζ ζπδιαηίγεζ αιοθμεζδή ζκίδζα. ΢ε αοηήκ εκημπίγεηαζ δ θςζθμνοθίςζδ ζημ ηαηάθμζπμ ζενίκδξ 87. 

Σμ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ απμηεθείηαζ απυ ηα αιζκμλζηά ηαηάθμζπα 96–140 ηαζ παναηηδνίγεηαζ απυ φπανλδ 

υλζκςκ αιζκμλέςκ ηαζ ανκδηζημφ θμνηίμο. ΢ε αοηυ ημ ηιήια εκημπίγεηαζ δ θςζθμνοθίςζδ ζημ ηαηάθμζπμ 

ζενίκδξ 129, ημ μπμίμ απακηάηαζ ζηα ζςιάηζα ημο Lewy. B. ΢πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηδξ δμιζηήξ 

δζαιυνθςζδξ ηδξ α-synuclein. Η ακηζπανάθθδθδ α-έθζηα ζημ αιζκμηεθζηυ άηνμ (ιπθε πνχια), ζηδ NAC 

πενζμπή οπάνπεζ επίζδξ ιζα α-έθζηα (πμνημηαθί πνχια) ηαζ ημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ (ηυηηζκμ πνχια) ηαζ δεκ 

έπεζ ζοβηεηνζιέκδ δζαιυνθςζδ. (Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ (Gallegos, Pacheco et al. 2015).  

 

Η θςζθμνοθίςζδ ηδξ α-synuclein ζημ ηαηάθμζπμ ζενίκδξ 129 είκαζ ιζα απυ ηζξ πζμ 

ζοπκέξ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ηδξ πνςηεΐκδξ ζηδ PD, ηαζ παίγεζ νυθμ ζε 

πμθθμφξ ζηυπμοξ ηδξ πνςηεΐκδξ (Sato, Kato et al. 2013). Σμ 90% ηδξ α-synuclein πμο 

απακηάηαζ ζηα ζςιάηζα ημο Lewy είκαζ θςζθμνοθζςιέκδ ζημ ηαηάθμζπμ Ser129, ηάηζ ημ 

μπμίμ είκαζ αζμπδιζηά ακζπκεφζζιμ ζημκ εβηεθαθζηυ θθμζυ, ζηδ ιέθαζκα μοζία ηαζ ζημ 

ααζζηυ πονήκα ημο Meynert (Walker, Lue et al. 2013), εκχ ζε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ ημ 

πμζμζηυ αοηυ δεκ λεπενκά ημ 4%, ηάηζ ημ μπμίμ οπμδδθχκεζ ημκ αοζηδνυ έθεβπμ ηδξ 

θςζθμνοθίςζδξ ζηδ Ser129. Η θςζθμνοθίςζδ αοηή εθέβπεηαζ απυ δζάθμνεξ ηζκάζεξ ηαζ 

θςζθαηάζεξ. Σέημζεξ ηζκάζεξ, ιεηά απυ πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έβζκε βκςζηυ υηζ ιπμνεί κα 

είκαζ μζ ηζκάζεξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηφπμο –Polo, PLK2 ηαζ PLK3 (Polo-like kinase), 

μζ ηζκάζεξ ηαγεΐκδξ CK1 ηαζ CK2, ηαεχξ ηαζ ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ηζκαζχκ GRK2, 

GRK3, GRK5 ηαζ GRK6 (G-protein coupled receptor kinase) (Hara, Arawaka et al. 2013) 

(Sato, Kato et al. 2013) (Kosten, Binolfi et al. 2014), εκχ δ θςζθαηάζδ PPA2 ιάθθμκ 

εοεφκεηαζ βζα ηδκ απυ-θςζθμνοθίςζδ ηδξ α-synuclein, ηαεχξ εκίζποζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ 

PP2A μδήβδζε ζε ιεζςιέκα επίπεδα θςζθμνοθζςιέκδξ S129 α-synuclein ηαζ ηαη’ 

επέηηαζδ ιεζςιέκα επίπεδα ζοζζςιαηςιέκδξ πνςηεΐκδξ (Sato, Kato et al. 2013) (Walker, 

Lue et al. 2013).  

In vitro ιεθέηεξ απμηάθορακ υηζ δ α-synuclein έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα αθθδθεπζδνά 

ιε θζπζδζαηέξ ιειανάκεξ, ιέζς ηςκ επακαθαιαακυιεκςκ ιμηίαςκ, ηαζ ιε ανκδηζηά 

θμνηζζιέκα ηοζηίδζα ηαζ ιζηηφθζα πμο απμηεθμφκηαζ απυ ιμκή θζπζδζαηή ζημζαάδα 

(Ulmer, Bax et al. 2005). ΢ε αοηή ηδξ αθθδθεπίδναζδ ημ αιζκμηεθζηυ άηνμ ηδξ πνςηεΐκδξ 

απμηηά δζαιυνθςζδ α-έθζηαξ δ μπμία ιπμνεί κα είκαζ εηηεηαιέκδ ή ακηζπανάθθδθδ πμο 

αμδεά ζηδκ πνυζδεζδ, ακάθμβα ιε ηζξ ζδζυηδηεξ ηδξ ιειανάκδξ, εκχ ημ ηαναμλοηεθζηυ 

παναιέκεζ πςνίξ ζοβηεηνζιέκδ δζαιυνθςζδ (Ulmer, Bax et al. 2005) (Plotegher, Greggio 
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et al. 2014). Η ζηακυηδηα πνυζδεζδξ ζηα ιζηηοθζαηά θςζθμθζπίδζα ζζπφεζ ηαζ ζηζξ δφμ 

ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ηδξ πνςηεΐκδξ A53T ηαζ E46K, εκχ δ A30P ειθακίγεζ ιεζςιέκδ 

ζοββέκεζα πνυζδεζδξ ιε ηζξ ιειανάκεξ (Auluck, Caraveo et al. 2010). 

 

Α.1.5.2 Ζ θπζηνινγηθή ιεηηνπξγία ηεο α-synuclein  

Γζάθμνεξ ιεθέηεξ δείπκμοκ υηζ δ α-synuclein ειπθέηεηαζ ζημκ έθεβπμ ηςκ 

δζαδζηαζζχκ πμο νοειίγμκηαζ απυ ηζξ ζοκαπηζηέξ ιειανάκεξ (Bellucci, Zaltieri et al. 2012) 

ηαζ ζοιιεηέπεζ ζημκ έθεβπμ ηδξ απεθεοεένςζδξ ηςκ κεονμδζααζααζηχκ ιέζς ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ηδξ ιε ιέθδ ηςκ πνςηεσκχκ SNARE (SNAP (Soluble NSF Attachment 

Protein) REceptor) (Tsigelny, Sharikov et al. 2012). Σμ ζφιπθμημ SNARE απμηεθείηαζ 

απυ ηδκ ηοζηζδζαηή πνςηεΐκδ ζοκαπημιπνεαίκδ (VAMP) ηαζ ηζξ πνςηεΐκεξ ηδξ εκενβμφξ 

γχκδξ ζοκηαλίκδ ηαζ SNAP-25. Δζδζηυηενα δ α-synuclein πνμάβεζ ηδ ζοκανιμθυβδζδ ημο 

ζοιπθυημο SNARE ιέζς εκυξ ιδ εκγοιαηζημφ ιδπακζζιμφ, ημ αιζκμηεθζηυ άηνμ 

πνμζδέκεηαζ ζηα θςζθμθζπίδζα ηαζ ιε ημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ πνμζδέκεηαζ ζηδ 

ζοκαπημιπνεαίκδ ΙΙ (Burre, Sharma et al. 2010), ςζηυζμ δ αηνζαήξ θεζημονβία ηδξ α-

synuclein παναιέκεζ άβκςζηδ. Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ οπμζηδνίγμοκ υηζ δ α-synuclein παίγεζ 

ημ νυθμ πνςηεΐκδξ ζοκμδμφ βζα ημ πνμζοκαπηζηυ πνςηεσκζηυ ζφιπθμημ SNARE ηαζ 

εοεφκεηαζ ηυζμ βζα ηδ ζοκανιμθυβδζδ ηαζ ημκ έθεβπμ ηδξ απμζημδυιδζδξ, ηαεχξ ηαζ βζα 

ηδ δζαηήνδζδ ηαζ ηδκ ηαηακμιή ημο, ειπθέηεηαζ δδθαδή άιεζα ζηδκ απεθεοεένςζδ ηςκ 

κεονμδζααζααζηχκ ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηαζ ηδξ κημπαιίκδξ (Burre, Sharma et al. 2010).  

Μεθέηεξ ζε πμκηίηζα ζηα μπμία δ έηθναζδ ηςκ α-, β- ή γ-synuclein απμζζςπάηε 

έδεζλακ υηζ δεκ επδνεάγεηαζ δ αζςζζιυηδηά ημοξ (Lashuel, Overk et al. 2013), εκχ επίζδξ δ 

απμοζία έηθναζδξ ηδξ α-synuclein δεκ επδνεάγεζ ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ ζοκάρεςκ αθθά 

μφηε ηαζ ηδ αζςζζιυηδηα (Bisaglia, Mammi et al. 2009), αθθά παναηδνείηαζ 

ηαεοζηενδιέκδ ιεηαηυπζζδ ζηζξ πνμζοκαπηζηέξ απμθήλεζξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

ζοκαπημβέκεζδξ (Chandra, Fornai et al. 2004). Αοηυ οπμδδθχκεζ υηζ καζ ιεκ δεκ είκαζ 

απαναίηδημ ζοζηαηζηυ ημο ιδπακζζιμφ απεθεοεένςζδξ ηςκ κεονμδζααζααζηχκ, αθθά 

ιπμνεί κα ζοκεζζθένεζ ζηδ ιαηνμπνυεεζιδ νφειζζδ ηαζ δζαηήνδζδ ηςκ κεονζηχκ 

απμθήλεςκ. Πμκηίηζα ζηα μπμία βίκεηαζ ηαοηυπνμκδ απμζζχπδζδ ηαζ ζηα ηνία βμκίδζα ηςκ 

synucleins (α-, β- ηαζ γ-) είκαζ αζχζζια ηαζ βυκζια, ακέπηολακ υιςξ ζμαανέξ κεονμθμβζηέξ 

δζαηαναπέξ πμο επζδεζκχκμκηακ υζμ ιεβάθςκακ ηαζ μδήβδζακ ζε πνυςνμ εάκαημ (Burre, 

Sharma et al. 2010) (Greten-Harrison, Polydoro et al. 2010). Δπζπθέμκ ιε ημ πέναξ ημο 
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πνυκμο ζηα πμκηίηζα ημ SNARE ζφιπθμημ έπακε ηδκ ζηακυηδηα ζοκανιμθυβδζδξ, 

ηάκμκηαξ ζαθέξ υηζ δ θεζημονβία ηςκ synucleins είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδ δζαηήνδζδ ημο 

θοζζμθμβζημφ ζοιπθυημο SNARE ηαηά ηδ βήνακζδ ηςκ πμκηζηχκ (Burre, Sharma et al. 

2010), ηαζ παίγεζ ηαεμνζζηζηυ νυθμ ζηδ ιαηνμπνυεεζιδ επζαίςζδ (Greten-Harrison, 

Polydoro et al. 2010).  

Σμ βεβμκυξ υηζ δ α-synuclein είκαζ ιζα πμθοθεζημονβζηή πνςηεΐκδ ιπμνεί κα 

μθείθεηαζ ζηδ δζαιμνθςηζηή εοηαιρία πμο ηζξ επζηνέπεζ κα αθθάγεζ ηδ δζαιυνθςζή ηδξ 

ακάθμβα ιε ηδκ πνυζδεζδ ηαζ ηδ αθθδθεπίδναζδ ιε ηζξ αζμθμβζηέξ ιειανάκεξ, ηαζ κα 

αθθδθεπζδνά ιε άθθεξ πνςηεΐκεξ ή πνςηεσκζηά ζφιπθμηα (Lashuel, Overk et al. 2013; 

Plotegher, Greggio et al. 2014). 

 

Α.1.5.3 Ο παζνινγηθόο ξόινο ηεο α-synuclein 

Ο παεμθμβζηυξ νυθμξ ηδξ α-synuclein απμννέεζ απυ ηδκ εκδμηοηηανζηή 

ζοζζςιάηςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ζε αιοθμεζδή ζκίδζα παναηηδνζζηζηυ βκχνζζια ηςκ 

κεονμθμβζηχκ δζαηαναπχκ πμο μκμιάγμκηαζ Synucleinopathies, ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηαζ 

ηδξ κυζμο ημο Parkinson (Luk, Song et al. 2009; Danzer, Kranich et al. 2012). Η α-

synuclein ζε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ είκαζ ιμκμιενήξ εκχ ζε ιεβάθεξ ζοβηεκηνχζεζξ 

δδιζμονβεί πνςημσκίδζα, ηα μπμία πμθοιενίγμκηαζ πνμξ ζκίδζα ηαζ απμηεθμφκ ημ ααζζηυ 

δμιζηυ ζοζηαηζηυ ηςκ LBs, Δζηυκα 4. Γζάθμνμζ πανάβμκηεξ υπςξ δ οπενέηθναζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ, αθθαβέξ ζημ pH, ημ μλεζδςηζηυ stress, μζ ιέηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ 

(θςζθμνοθίςζδ ζηδ ζενίκδ 87 ηαζ 129), δ μοαζηζηίκςζδ, δ κίηνςζδ (ζηα ηαηάθμζπα 

ηονμζίκδξ 39, 125 ηαζ 133), δ απμημπή ηδξ ηαναμλοηεθζηήξ πενζμπήξ δ μπμία ζοιααίκεζ 

ζοκήεςξ ημκηά ζημ ηαηάθμζπμ 121 (Ross and Poirier 2004; Deleersnijder, Gerard et al. 

2013),δ αθθδθεπίδναζδ ιε θςζθμθζπίδζα ηαζ ιεηαθθζηά ζυκηα, δ ζοβηέκηνςζδ θζπανχκ 

μλέςκ, ή θυβς αθθδθεπίδναζδξ ιε ηδ κημπαιίκδ ιπμνεί κα επάβμοκ ή κα δζαιμνθχζμοκ 

ηδ δμιή ηαζ ημ ααειυ μθζβμιενζζιμφ in vitro ηαζ ιπμνεί κα επδνεάζμοκ ηδκ ζζμννμπία 

ιεηαλφ ηδξ ιμκμιενμφξ ηαζ ηδξ μθζβμιενμφξ ηαηάζηαζδξ in vivo. Μεηαλφ αοηχκ δ 

μοαζηζηίκςζδ ηαζ δ θςζθςνοθίςζδ ζηδ ζενίκδ 129 απμηεθμφκ ηζξ πζμ ζοπκά απακηχιεκεξ 

ιέηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ.  

In vitro ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ ηα πνςημσκίδζα έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα ιεηααάθθμοκ 

ηδ δζαπεναηυηδηα ηδξ πθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ, ιε απμηέθεζια ηδκ αφλδζδ ζηδκ εζζνμή 

αζαεζηίμο απυ ημκ ελςηοηηάνζμ ζημκ εκδμηοηηάνζμ πχνμ πμο μδδβεί ζε ηοηηανζηυ εάκαημ 

(Danzer, Haasen et al. 2007). Σα μθζβμιενή ιπμνεί κα πνμηαθέζμοκ επίζδξ ημλζηυηδηα 
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πανειααίκμκηαξ ζε δζάθμνμοξ ιδπακζζιμφξ υπςξ πνυηθδζδξ αθάαδξ ζηα ιζημπυκδνζα 

(Hsu, Sagara et al. 2000), εηηίκδζδ θοζμζςιζηήξ δζαννμήξ (Hashimoto, Kawahara et al. 

2004) ή δζάζπαζδ ηςκ ιζηνμζςθδκίζηςκ (Alim, Ma et al. 2004). Δπζπθέμκ ηα μθζβμιενή 

πανειααίκμοκ ζηδκ αλμκζηή ιεηαθμνά ηςκ ζοκαπηζηχκ πνςηεσκχκ υπςξ δ ζοκαρίκδ 1 

πνμηαθχκηαξ αθάαδ ζηζξ ζοκάρεζξ ηαζ πζεακή κεονμεηθφθζζδ (Scott, Tabarean et al. 

2010).  

 

Δηθόλα 4. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηνπ κνλνπαηηνύ ζπζζσκάησζεο ηεο α-synuclein. Η α-synuclein 

οθίζηαηαζ ζε δζάθμνεξ δζαιμνθχζεζξ ηαζ απακηάηαζ ζε δφμ δμιζηέξ ζζμιμνθέξ: έκα θοζζηά ιδ 

ακαδζπθςιέκμ ιμκμιενέξ ηαζ ιζα ιμνθή πθμφζζα ζε α-έθζηεξ πμο πνμζδέκεηαζ ζηζξ ιειανάκεξ. Καζ μζ δφμ 

ζζμιμνθέξ ιπμνμφκ κα οπμζημφκ ζδιακηζηέξ δμιζηέξ αθθαβέξ πμο έπμοκ ζακ απμηέθεζια ημ ζπδιαηζζιυ 

ηαζ ηδ ζοζζχνεοζδ α-πηοπςηχκ θφθθςκ. Απυ δζάθμνεξ in vitro ιεθέηεξ έβζκε βκςζηυ υηζ δ α-synuclein 

ανίζηεηαζ ζε ιζα δοκαιζηή ζζμννμπία, δ ιμκμιενήξ ιμνθή ιπμνεί κα ζοζζςιαηςεεί ζε δζάθμνμοξ ηφπμοξ 

ιζηνχκ μθζβμιενχκ ηα μπμία ζηαεενμπμζμφκηαζ ιε αθθδθεπζδνάζεζξ α-πηοπςημφ θφθθμο, ζηδ ζοκέπεζα ζε 

αδζάθοηα πνςημσκίδζα ορδθυηενμο ιμνζαημφ αάνμοξ, ηα μπμία πμθοιενίγμκηαζ ζε αιοθμεζδή θφθθα ζακ 

εηείκα πμο εκημπίγμκηαζ ζηα ζςιάηζα ημο Lewy. Χζηυζμ, μ ιδπακζζιυξ πμο δζέπεζ ηδ ααζζηή αθθαβή ζηδ 

δζαιυνθςζδ ηαζ ηδ ιεηααμθή ηδξ ηακμκζηήξ ιμκμιενμφξ ιμνθήξ ζε παεμθμβζηή, παναιέκεζ άβκςζημξ. ΢ηδ 

ιζηνμθςημβναθία απεζημκίγεηαζ έκα ζςιάηζμ ημο Lewy ζημ ιεζεβηέθαθμ αζεεκή ιε ζπμναδζηή PD 

(ηυηηζκμ πνχια), υπςξ θαίκεηαζ ιε ημ αέθμξ (πνάζζκμ πνχια). (Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ (Dehay, 

Bourdenx et al. 2015). 

 

Πμθθέξ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ ηα δζαθοηά μθζβμιενή ηδξ α-synuclein έπμοκ 

ιεβαθφηενδ ημλζηυηδηα ζοβηνζηζηά ιε ηα ζκίδζα ηδξ πνςηεΐκδξ (Stockl, Zijlstra et al. 2013). 
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Πανάβμκηεξ πμο ακαζηέθθμοκ ηδ ιεηαηνμπή ηςκ πνςημσκζδίςκ ζε ζκίδζα μδδβμφκ ζε 

ζοζζχνεοζδ πνςημσκζδίςκ ηαζ επζηαπφκμοκ ηδκ ελέθζλδ ηδξ κυζμο ημο Parkinson.  

Σμ 2008, ηνεζξ ακελάνηδηεξ ιεθέηεξ ακέθενακ υηζ ζε δείβια αζεεκχκ ιε κυζμ ημο 

Parkinson, ιεηά απυ ιεηαιυζπεοζδ ειανοσηχκ κεονχκςκ ιεζεβηεθάθμο εκηυξ ημο 

νααδςημφ ζχιαημξ ακέπηολακ δμιέξ υιμζεξ ιε ηα ζςιάηζα ημο Lewy ζημοξ 

ιεηαιμζπεοιέκμοξ κεονχκεξ 11, 14, ηαζ 16 πνυκζα ιεηά ηδκ επέιααζδ (Kordower, Chu et 

al. 2008; Li, Englund et al. 2008; Mendez, Vinuela et al. 2008). Αοηυ ημ εφνδια πνυηεζκε 

ηδ ιεηάδμζδ ηςκ ζςιαηίςκ ημο Lewy ζηα ηφηηανα λεκζζηέξ ηαζ μδήβδζε ζηδκ εζηαζία υηζ 

μζ παεμθμβζηέξ δζαιμνθχζεζξ ηδξ α-synuclein ιεηαδίδμκηαζ απυ ηφηηανμ ζε ηφηηανμ 

ζοιαάθθμκηαξ επζαανοκηζηά ζηδκ πνμμδεοηζηή ελέθζλδ ηδξ κυζμο. Αοηή δ οπυεεζδ 

εκζζπφεηαζ απυ ημ βεβμκυξ υηζ μζ αζεεκείξ ιε PD ειθακίγμοκ ζςιάηζα ημο Lewy ζε 

δζαθμνεηζηέξ πενζμπέξ ημο εβηεθάθμο υπςξ ακαθένεδηε πνμδβμοιέκςξ (Desplats, Lee et 

al. 2009). Η οπυεεζδ αοηή επζαεααζχεδηε ηαζ ιε in vivo ιεθέηεξ υπμο παναηηδνζζηζηά ζε 

πμκηίηζα ηα μπμία οπενέηθναγακ ακενχπζκδ α-synuclein παναηδνήεδηε ιεηάδμζδ ηδ α-

synuclein ζε κημπαιζκενβζημφξ κεονχκεξ πμο ιεηαιμζπεφεδηακ ζημ νααδςηυ ζχια ημο 

εβηεθάθμο. Η πανμοζία ζςιαηίςκ ημο Lewy ζε αοημφξ ημοξ κεονχκεξ απμηεθμφιε ιζα 

πνυκμ-ελανηχιεκδ δζαδζηαζία ιε ιεβαθφηενμ πμζμζηυ ειθάκζζδξ ζηα παθαζυηενα 

ιμζπεφιαηα (Angot, Steiner et al. 2012). Χζηυζμ απυ πμζμ ζδιείμ ημο ζχιαημξ λεηζκά δ 

παεμβέκεζα ηδξ α-synuclein ηαεχξ ηαζ μ ιδπακζζιυξ πμο εκενβμπμζείηαζ απυ ηδκ 

πνυζθδρδ ηδξ παεμθμβζηήξ α-synuclein απυ ηα ηφηηανα δέηηεξ πμο μδδβεί ζηδ 

ζοζζςιάηςζδ ηδξ παναιέκεζ άβκςζημ. Σα ηφηηανα δέηηεξ πνμζθαιαάκμοκ ηδ ιδ ζςζηά 

ακαδζπθςιέκδ α-synuclein δ μπμία θεζημονβεί ζακ εηιαβείμ βζα ηδκ ακάπηολδ 

ζοζζςιαηςιάηςκ πμο ηεθζηά μδδβμφκ ζημ ζπδιαηζζιυ ζςιαηίςκ ημο Lewy ζηα ηφηηανα 

δέηηεξ (Angot and Brundin 2009; Steiner, Angot et al. 2011). Ανηεημί ιδπακζζιμί 

εοεφκμκηαζ βζα ηδκ απεθεοεένςζδ ηδξ α-synuclein ζημκ ελςηοηηάνζμ πχνμ ηαζ ηδ 

ιεηάδμζδ ιεηαλφ ηςκ ηοηηάνςκ (Δζηυκα 5). Γζα πανάδεζβια in vitro ιεθέηδ ζηδκ 

ακενχπζκδ κεονςαθαζηςιαηζηή ηοηηανζηή ζεζνά SH-SY5Y απέδεζλε υηζ δ οπενέηθναζδ 

ηδξ αβνίμο ηφπμο α-synuclein, ηαεχξ ηαζ ηςκ ιεηαθθαβχκ A53T ηαζ A30P έπεζ ζακ 

απμηέθεζια ηδκ απεθεοεένςζδ ζημκ ελςηοηηάνζμ πχνμ ιέζς ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ 

ελςηοηηάνςζδξ αθμφ δ απεθεοεένςζδ ακαζηέθθεηαζ ζδιακηζηά ζε εενιμηναζία 18⁰C 

(Lee and Yu 2005). Σμ αιζκμηεθζηυ άηνμ ηδξ πνςηεΐκδξ, ηαζ ζοβηεηνζιέκα ημ 

επακαθαιαακυιεκμ ιμηίαμ ηςκ 11 αιζκμλέςκ, είκαζ αοηυ πμο ανπζηά ένπεηαζ ζε επαθή ιε 

ηδκ επζθάκεζα ηδξ πθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ, αοηυ μδδβεί ζε αθθαβέξ ζηδκ δεοηενμηαβή 
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δμιή μζ μπμίεξ επζηνέπμοκ ζηδκ α-synuclein κα δζεζζδφεζ ζηδ ιειανάκδ (Tsigelny, 

Sharikov et al. 2012).  

 

Δηθόλα 5. Μεραληζκνί κεηάδνζεο ηεο α-synuclein κεηαμύ ησλ θπηηάξσλ. (1) Σα ελςζχιαηα είκαζ ιζηνά 

ιειανακζηά ηοζηίδζα πμο πνμένπμκηαζ απυ ημ ιμκμπάηζ εκδμηφηηςζδξ, ηα μπμία εβηθςαίγμοκ ζημ εζςηενζηυ 

ημοξ μθζβμιενή α-synuclein ηαζ ηα απεθεοεενχκμοκ ζημκ ελςηοηηάνζμ πχνμ. (2) Η α-synuclein 

ζοζζςνεφεηαζ ζημκ ελςηοηηάνζμ πχνμ ηαζ πνμζθαιαάκεηαζ απυ βεζημκζηά ηφηηανα δέηηεξ ιε ημ ιμκμπάηζ 

ηδξ εκδμηφηηςζδξ. (3) Η α-synuclein πνμζδέκεηαζ ζηδκ πθαζιαηζηή ιειανάκδ ημο ηοηηάνμο δέηηδ δζαιέζμο 

ηδξ αιζκμηεθζηήξ πενζμπήξ, δζεζζδφεζ ζηδ ιειανάκδ ηαζ απμηηά πνυζααζδ ζημ ηοηηανυπθαζια. (4) ιεηαλφ 

ηςκ ηοηηάνςκ ζπδιαηίγμκηαζ κακμζήναββεξ, δδθαδή ιειανακζηέξ βέθονεξ επζημζκςκίαξ πμο απμηεθμφκηαζ 

ηαηά αάζδ απυ αηηίκδ, ιέζς ηςκ μπμίςκ ιπμνεί κα ιεηαδίδεηαζ δ α-synuclein, απμηεθεί έκακ οπμεεηζηυ 

ιδπακζζιυ. (5) Σα κεηνά ηφηηανα απμηεθμφκ ιζα ζδιακηζηή δελαιεκή παεμθμβζηήξ α-synuclein δ μπμία 

απεθεοεενχκεηαζ ιεηά ηδ θφζδ αοηχκ. [Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ (Gallegos, Pacheco et al. 2015)]. 

Σα ελςζχιαηα είκαζ ιζηνά ηοζηίδζα ιειανάκδξ πμο πνμένπεηαζ απυ ηδκ 

εκδμηοηηανζηή μδυ ηαζ απεθεοεενχκμκηαζ απυ ηα ηφηηανα ιέζα ζημκ πενζαάθθμκηα πχνμ. 

In vitro έκα εονφ θάζια ηοηηάνςκ εηηνίκμοκ ελςζχιαηα ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ 

κεονχκςκ ηαζ ηςκ αζηνμηοηηάνςκ (Angot and Brundin 2009). Σα ελςζχιαηα πμο 

ανίζημκηαζ ζημκ πενζαάθθμκηα πχνμ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ πενζέπμοκ μθζβμιενή α-synuclein 

είκαζ πζμ επζννεπή ζηδκ πνυζθδρδ απυ ηα ηφηηανα δέηηεξ ζοβηνζηζηά ιε ελςζχιαηα πμο 

δεκ πενζέπμοκ μθζβμιενή (Danzer, Kranich et al. 2012), εκχ δ δοζθεζημονβία ηςκ 

θοζμζςιάηςκ ιπμνεί κα επζηαπφκεζ ηδκ απεθεοεένςζδ ηςκ ελςζςιάηςκ (Alvarez-Erviti, 

Seow et al. 2011). Δπίζδξ δ ακηαθθαβή μθζβμιενχκ α-synuclein ιπμνεί κα θαιαάκεζ πχνα 

δζαιέζμο ηςκ TNTs (tunneling nanotubes), είκαζ ιειανακζηέξ βέθονεξ αηηίκδξ ιεηαλφ ηςκ 

ηοηηάνςκ πμο θεζημονβμφκ ζακ αβςβμί βζα ηδκ ακηαθθαβή ηοηηανμπθαζιαηζηχκ ηαζ 

ιειανακζηχκ ιμνίςκ, μνβακζδίςκ ηαεχξ ηαζ ιεηάδμζδξ παεμβυκςκ (Angot and Brundin 
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2009). Χζηυζμ έκα ζδιακηζηυ ηιήια ηςκ μθζβμιενχκ α-synuclein πμο απακηχκηαζ ζημκ 

δζαηοηηανζηυ πχνμ πνμένπεηαζ απυ ηδκ απεθεοεένςζδ ηςκ ζοζζςιαηςιάηςκ απυ ηα 

κεηνά ηφηηανα ζηζξ πνμζαθδεείζεξ πενζμπέξ ημο εβηεθάθμο (Angot and Brundin 2009). 

Σέθμξ, ανηεηέξ ιεθέηεξ επζαεααζχκμοκ υηζ δ πνυζθδρδ ηδξ ελςηοηηάνζαξ α-synuclein απυ 

ηα ηφηηανα δέηηεξ βίκεηαζ ιε ημ ιδπακζζιυ ηδξ εκδμηφηηςζδξ (Desplats, Lee et al. 2009; 

Hansen, Angot et al. 2011).  

  

Α.1.5.4 Ζ απνηθνδόκεζε ηεο α-synuclein 

Η αολδιέκδ ζοβηέκηνςζδ α-synuclein ζημ εζςηενζηυ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ 

ηοηηάνςκ ζε αζεεκήξ ιε PD οπμδδθχκεζ ημκ εθαηηςιαηζηυ πεζνζζιυ ηαζ ηδκ εηηαεάνζζδ 

ηδξ πνςηεΐκδξ, βεβμκυηα πμο ζοιαάθθμοκ ζηδκ παεμβέκεζδ. Η μιμζυζηαζδ ημο ηοηηάνμο 

ηαζ ηαη’ επέηηαζδ δ επζαίςζή ημο ελανηάηαζ άιεζα απυ ηδκ ζζμννμπία ιεηαλφ ημο 

ζπδιαηζζιμφ ηαζ ηδξ απμδυιδζδξ ηςκ ηοηηανζηχκ πνςηεσκχκ. ΢ηα εοηανοςηζηά ηφηηανα 

ημ ζφζηδια μοαζηζηίκδξ-πνςηεαζχιαημξ (ubiquitin–proteasome system, UPS) ηαζ ημ 

ιμκμπάηζ αοημθαβίαξ-θοζμζχιαημξ (autophagy-lysosomal pathway, ALP) είκαζ ηα δφμ 

πθέμκ ζδιακηζηά ζοζηήιαηα πνςηεσκζηήξ απμδυιδζδξ. Σμ UPS απμζημδμιεί ηζξ αναπφαζεξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηέξ ηαζ πονδκζηέξ πνςηεΐκεξ, ηαεχξ ηαζ ηζξ ακχιαθα ακαδζπθςιέκεξ 

πνςηεΐκεξ (Rubinsztein 2006). ΢ημ ζφζηδια ALP απμζημδμιμφκηαζ ιαηνυαζεξ ζηαεενέξ 

πνςηεΐκεξ, μνβακίδζα ηαζ πονδκζηά ζοβηνμηήιαηα (Levine and Klionsky 2004). Η α-

synuclein απμζημδμιείηαζ ηαζ απυ ηα δφμ ζοζηήιαηα. In vivo ιεθέηεξ δείπκμοκ υηζ δ 

θοζζμθμβζηή δζαθοηή α-synuclein απμζημδμιείηαζ επζθεηηζηά απυ ημ UPS, εκχ μζ πζμ 

πμθφπθμηεξ δζαιμνθχζεζξ υπςξ ηα μθζβμιένδ ηαζ ηα ζκίδζα δζαηίεεκηαζ πνμξ 

απμζημδυιδζδ ζημ ιμκμπάηζ ALP (Ebrahimi-Fakhari, Cantuti-Castelvetri et al. 2011). Η 

ακαηάθορδ υηζ ζηδ κυζμ ημο Parkinson ηα ζςιάηζα ημο Lewy απμηεθμφκηαζ ηονίςξ απυ 

ιυνζα α-synuclein ζογεοβιέκδξ ιε μοαζηζηίκδ, πζεακυηαηα δείπκεζ ιζα απμηοπδιέκδ 

πνμζπάεεζα απμζημδυιδζδξ ηδξ α-synuclein, ιέζς μοαζηζηίκςζδξ, ζημ πνςηεάζςια. Σμ 

ιυνζμ ηδξ θοζζμθμβζηήξ α-synuclein ιπμνεί κα απμζημδμιδεεί ζημ 20S πνςηεάζςια ιε 

ηνυπμ ακελάνηδημ ηδξ μοαζηζηίκδξ (Tofaris, Layfield et al. 2001), αθθά δ οπενέηθναζδ ηδξ 

α-synuclein, μζ ηνμπμπμζήζεζξ υπςξ κζηνμγοθίςζδ, δ θςζθμνοθίςζδ ηαζ μζ ιεηαθθάλεζξ, 

πνμηαθμφκ ζζπονή ιείςζδ ηδξ δναζηδνζυηδηαξ ημο 20S πνςηεαζχιαημξ (Tanaka, 

Engelender et al. 2001; Singleton, Farrer et al. 2003; Hodara, Norris et al. 2004). Δπζπθέμκ 

δ δέζιεοζδ ηςκ μθζβμιενχκ δζαθοηχκ ιμνθχκ α-synuclein ζημ πνςηεάζςια, μδδβεί ζε 
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ιείςζδ ηδξ πνςηεμθοηζηήξ δναζηδνζυηδηαξ ημο ηαηαθοηζημφ πονήκα (Lindersson, 

Beedholm et al. 2004). 

Όηακ δ πνςηεαζςιζηή δναζηδνζυηδηα αδοκαηεί κα ελαζθαθίζεζ ηδκ μιμζυζηαζδ 

ημο ηοηηάνμο ιέζς ηδξ απμζημδυιδζδξ ημλζηχκ ή επζννεπχκ ζηδ ζοζζςιάηςζδ 

εκδμηοηηανμπθαζιαηζηχκ πνςηεσκχκ, ημ ALP ακαθαιαάκεζ, ςξ έκαξ πθήνςξ εοδζάηνζημξ 

απυ ημ UPS ιδπακζζιυξ, κα δζαηδνήζεζ ηδκ πνςηεσκζηή μιμζυζηαζδ ημο ηοηηάνμο. Αοηυξ 

είκαζ ηαζ μ θυβμξ πμο παναηδνείηαζ αολδιέκμξ ανζειυξ αοημθαβζηχκ ηεκμημπίςκ ζε 

εβηεθάθμοξ αζεεκχκ ιε PD (Anglade, Vyas et al. 1997), παναηήνδζδ πμο επζαεααζχκεηαζ 

ηαζ ζε γςζηά Πανηζκζμκζαηά ιμκηέθα (Öztap E 2003). 

Η αοημθαβία απμηεθεί ιζα δζαδζηαζία πμθθχκ αδιάηςκ πμο πενζθαιαάκεζ ηδ 

δδιζμονβία ηςκ αοημ-θαβμζςιάηςκ ιε δζπθμιειανακζηή δμιή, ηα μπμία ζηδ ζοκέπεζα 

ιεηά ηδ ζφκηδλή ημοξ ιε ηα θοζμζχιαηα, ζπδιαηίγμοκ ηα αοημθαβμ-θοζμζχιαηα ηαζ ημ 

πενζεπυιεκυ ημοξ απμζημδμιείηαζ απυ ηα οδνμθοηζηά έκγοια. Η α-synuclein πενζέπεζ έκα 

ιμηίαμ ακαβκχνζζδξ ιμνίςκ ζοκμδχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ αοημθαβία, ημ VKKDQ56 

(KFERQ-like), πμο ηδξ επζηνέπεζ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή Hsc70 

πνςηεΐκδ, ηαζ ηδ ιεηαηυπζζή ηδξ ζημ θοζυζςια ιέζς ημο ιειανακζημφ θοζμζςιζημφ 

οπμδμπέα LAMP2a (Auluck, Chan et al. 2002; Bieschke, Russ et al. 2010). In vitro 

ιεθέηεξ απέδεζλακ υηζ μζ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ηδξ α-synuclein (A30P ηαζ A53T), ηαεχξ 

ηαζ δ ηνμπμπμζδιέκδ α-synuclein θυβς αθθδθεπίδναζδξ ιε ηδ κημπαιίκδ, ζε ακηίεεζδ ιε 

ηδκ αβνίμο ηφπμο, απμηοβπάκμοκ κα απεθεοεενςεμφκ ζημκ αοθυ ημο θοζμζχιαημξ ιεηά 

ηδκ πνυζδεζδ ιε ημκ οπμδμπέα LAMP2a (Cuervo, Stefanis et al. 2004; Martinez-Vicente, 

Talloczy et al. 2008). Σμ ιμκμπάηζ ALP ακαζηέθθεηαζ ζηδκ PD, υηακ ιεηαθθαβιέκεξ 

ιμνθέξ α-synuclein ή δζαθοηά μθζβμιενή δεζιεφμκηαζ ιε ορδθή πδιζηή ζοββέκεζα ζημοξ 

οπμδμπείξ ηδξ θοζμζςιζηήξ ιειανάκδξ, πνμηαθχκηαξ ακαζημθή ηδξ πνυζθδρδξ ηαζ ηαη’ 

επέηηαζδ ηδξ απμζημδυιδζδξ ηυζμ ηδξ ίδζαξ υζμ ηαζ άθθςκ πνςηεσκχκ (Cuervo, Stefanis 

et al. 2004). 
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Κεθάιαην 2
ν  

Μηηνρνλδξηαθή δπζιεηηνπξγία ζηε λόζν ηνπ Parkinson 

Α.2.1 Σν κηηνρόλδξην  

Σα ιζημπυκδνζα απακηχκηαζ ζε υθα ηα ειπφνδκα ηφηηανα ηαζ απμηεθμφκ ηα ηέκηνα 

παναβςβήξ εκένβεζαξ ιε ηδ ιμνθή ηδξ ηνζθςζθμνζηήξ αδεκμζίκδξ (Adenosine 

triphosphate, ATP) δζαιέζμο ηδξ μλεζδςηζηήξ θςζθμνοθίςζδξ (oxidative 

phosphorylation, OXPHOS). Καηαθαιαάκμοκ ζδιακηζηυ πμζμζηυ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ 

(18-20%), έπμοκ ιέβεεμξ απυ 1 έςξ 10 ιm ηαζ απεζημκίγμκηαζ ζακ έκα πενίπθμημ 

ηοθζκδνζηυ δίηηομ πμο ελαπθχκεηαζ ζπεδυκ ζε υθμ ημ ηοηηανυπθαζια, Δζηυκα 6. Β. ΢ηδκ 

πναβιαηζηυηδηα απανηίγμοκ έκα δοκαιζηυ δίηηομ ιε ιεβάθδ δμιζηή πθαζηζηυηδηα, πμο 

μκμιάγεηαζ ιζημπμκδνζαηυ δίηηομ (mitochondrial network). Σμ ιζημπμκδνζαηυ δίηηομ 

ανίζηεηαζ ζε ιζα ζοκεπυιεκδ ηίκδζδ ηαζ αθθαβή ζπήιαημξ ιέζς ηςκ δζαδζηαζζχκ ηδξ 

ζπάζδξ ηαζ ηδξ ζφκηδλδξ, πμο έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδκ ελάπθςζδ δ ηδ ζοννίηκςζδ ζημκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυ πχνμ, ζακ απυηνζζδ ζε πμζηίθα ηοηηανζηά ζήιαηα. Σμ ιζημπμκδνζαηυ 

δίηηομ ανίζηεηαζ ζε ιζα δοκαιζηή ζζμννμπία, έκα ζφκμθμ αθθδθεπζδνάζεςκ ηαεμνίγεζ ηαζ 

δζαιμνθχκεζ ηδ ιμνθμθμβία ηαζ ημ ζπήια ημο ιζημπμκδνζαημφ δζηηφμο (Nunnari and 

Suomalainen 2012). Γζαηαναπή ζηδκ μνβάκςζδ ηαζ ηδ δζαηίκδζδ ηςκ ιζημπμκδνίςκ 

απμηεθμφκ ημζκυ παναηηδνζζηζηυ κεονμεηθοθζζηζηχκ δζαηαναπχκ υπςξ ημ Parkinson ηαζ 

δ κυζμξ ημο Huntington (Schon and Przedborski 2011). 

Δίκαζ μνβακίδζα ιε παναηηδνζζηζηή δμιή. Ονζμεεημφκηαζ απυ δφμ ιειανάκεξ ηδκ 

ελςηενζηή ιζημπμκδνζαηή ιειανάκδ ηαζ ηδκ εζςηενζηή, δ μπμία ζπδιαηίγεζ πμθοάνζειεξ 

εζςηενζηέξ πηοπχζεζξ (cristae). Οζ ιειανάκεξ αοηέξ έπμοκ δζαθμνεηζηή θζπζδζαηή ηαζ 

πνςηεσκζηή ζφζηαζδ. Η ελςηενζηή ιειανάκδ απμηεθείηαζ ηονίςξ απυ ζφιπθμηα 

πνςηεσκχκ, ζηδκ πθεζμρδθία πμνίκεξ, πμο ζπδιαηίγμοκ οδνυθζθμοξ δίαοθμοξ, ηαζ είκαζ 

δζαπεναηή ζε ιυνζα ιεβέεμοξ έςξ 5 KDa. Ακηίεεηα δ δζαπεναηυηδηα ηδξ εζςηενζηήξ 

ιειανάκδξ παναηηδνίγεηαζ απυ ιεβάθδ επζθεηηζηυηδηα. Δίκαζ δ ιυκδ ηοηηανζηή ιειανάκδ 

πμο πενζέπεζ ζηδ ζφζηαζδ ηδξ ημ θςζθμθζπίδζμ ηανδζμθζπίκδ (cardiolipin), ηαζ ιάθζζηα ζε 

ιεβάθμ πμζμζηυ, βεβμκυξ πμο ηδκ ηάκεζ ζδζαίηενα ζηεβακή ζε ζυκηα. ΢ηδκ εζςηενζηή 

ιειανάκδ εδνάγμκηαζ ηα ζφιπθμηα ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ ηαεχξ ηαζ ζφιπθμηα πμο 

ζοιιεηέπμοκ ζημκ ηφηθμ ημο Krebs ηαζ ζηδ ζφκεεζδ ATP. ΢ημκ εζςηενζηυ πχνμ ηςκ 

ιζημπμκδνίςκ εκημπίγμκηαζ δφμ δζαθμνεηζηά δζαιενίζιαηα δ ιζημπμκδνζαηή ιήηνα 
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(mitochondrial matrix), ηαζ μ δζαιειανακζηυξ πχνμξ, Δζηυκα 6.Α. ΢ηδ ιζημπμκδνζαηή 

ιήηνα απακηάηαζ ημ ιζημπμκδνζαηυ DNA, ημκηά ζηδκ εζςηενζηή ιειανάκδ.  

 

Δηθόλα 6. ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο δνκήο ηνπ κηηνρνλδξίνπ. Α. Φςημβναθία ιζημπμκδνίμο απυ 

δθεηηνμκζηυ ιζηνμζηυπζμ. Η παναηηδνζζηζηή δμιή ημο ιζημπμκδνίμο πενζθαιαάκεζ ηδκ ελςηενζηή 

ιειανάκδ, ηδκ εζςηενζηή ιειανάκδ, ημκ δζαιειανακζηυ πχνμ, ηζξ εζςηενζηέξ πηοπχζεζξ (cristae) ηαζ ηδ 

ιήηνα ημο ιζημπμκδνίμο (matrix). Β. Δκδεζηηζηή εζηυκα ακμζμθεμνζζιμφ ζηδκ μπμία απμηοπχκεηαζ ημ 

ιζημπμκδνζαηυ δίηηομ ζηα εοηανοςηζηά ηφηηανα PtK2. Η ζήιακζδ ημο ιζημπμκδνζαημφ δζηηφμο έβζκε ιε ημ 

ακηίζςια Tom20 (πνάζζκμ), μζ ιζηνμζςθδκίζημζ ημο ηοηηανμζηεθεημφ ιε ημ ακηίζςια βζα ηδκ α-tubulin 

(ηυηηζκμ) ηαζ δ πνχζδ ημο πονήκα έβζκε ιε ηδ πνςζηζηή DAPI (ιπθε). (Scale bar: 20 ιm.) [Πνμζανιμβή ηαζ 

ηνμπμπμίδζδ απυ (Kukat, Wurm et al. 2011)]               

  

Σμ εηηεκηνζηυ παναηηδνζζηζηυ ηςκ ιζημπμκδνίςκ είκαζ υηζ, δζαεέημκηαξ δζηυ ημοξ 

βεκεηζηυ οθζηυ ηαζ νζαμζχιαηα, απμθαιαάκμοκ έκα είδμξ βεκεηζηήξ αοημκμιίαξ, ιζαξ ηαζ 

είκαζ ζηακά κα πανάβμοκ πνςηεΐκεξ, ηαη΄εκημθήκ ημο ιζημπμκδνζαημφ DNA, ηαζ υπζ ημο 

DNA ημο πονήκα. Ιζημνζηά δ πνχηδ παναηήνδζδ υηζ ηα ιζημπυκδνζα ηάκμοκ ακελάνηδηδ 

ζφκεεζδ πνςηεσκχκ ηαζ RNA (Mc, Cohn et al. 1958; Wintersberger 1964) δζηαζμθμβήεδηε 

απυ ηδκ ακαηάθορδ DNA, ημο ιζημπμκδνζαημφ DNA (mitochondrial DNA, mtDNA) εκηυξ 

ημο μνβακζδίμο (Nass, Nass et al. 1965; Nass 1969). Η απμηάθορδ αοηή πνμηάθεζε ημ 

εκδζαθένμκ βζα ηδκ ελεθζηηζηή πνμέθεοζδ ηςκ ιζημπμκδνίςκ. Η πνμέθεοζδ ηςκ 

ιζημπμκδνίςκ ζφιθςκα ιε ηδκ, αιθζθεβυιεκδ ανπζηά, εκδμζοιαζςηζηή εεςνία (Margulis 

1970) πνμηείκεζ υηζ ηα ιζημπυκδνζα πνμήθεακ απυ ηδ ζοιαίςζδ εκυξ ανπέβμκμο 

πνμηανοςηζημφ αενυαζμο μνβακζζιμφ ιε έκα ακαενυαζμ πνςημεοηανοςηζηυ λεκζζηή. Η 

ζοιαζςηζηή αοηή ζπέζδ δζαηδνήεδηε ηαζ δ ααειζαία πνμζανιμβή ζοκεηέθεζε ζηδ 

«ιεηαιυνθςζδ» ηςκ αενυαζςκ πνμηανοςηζηχκ μνβακζζιχκ ζε ιζημπυκδνζα. Η ποηκυηδηα 

ηςκ ιζημπμκδνίςκ ακά ηφηηανμ είκαζ άιεζα ελανηχιεκδ απυ ηζξ εκενβεζαηέξ απαζηήζεζξ 

file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_229
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_278
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_430
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_293
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_292
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_270
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_270


42 
 

ημο ηοηηάνμο, ιε ημοξ κεονχκεξ ηαζ ηα ιοσηά ηφηηανα κα πανμοζζάγμοκ ηδ ιεβαθφηενδ 

ποηκυηδηα.  

 

Α.2.1.1 Γνκή θαη νξγάλσζε ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA (mtDNA) 

Σμ ακενχπζκμ ιζημπμκδνζαηυ DNA είκαζ δίηθςκμ, ηοηθζηυ, οπενεθζηςιέκμ ιυνζμ 

DNA ημ μπμίμ εκημπίγεηαζ ιέζα ζηδκ εζςηενζηή ιειανάκδ ημο ιζημπμκδνίμο. Απμηεθείηαζ 

απυ 16,569 γεφβδ αάζεςκ (base pairs - bp) ηαζ δεκ πενζέπεζ ζκηνυκζα ζακ εκδζάιεζα ηςκ 

βμκζδίςκ. Η ακηζβναθή βίκεηαζ ηαε’ υθδ ηδ δζάνηεζα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. Σμ mtDNA 

ηςδζημπμζεί 13 ιζημπμκδνζαηέξ πνςηεΐκεξ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδ ζοκανιμθυβδζδ ηςκ 

ζοιπθυηςκ ηδξ μλεζδςηζηήξ θςζθμνοθίςζδξ (OXPHOS). Οζ πνςηεΐκεξ αοηέξ είκαζ εθηά 

οπμιμκάδεξ ηδξ αθοδνμβμκάζδξ NADH (ζφιπθμημ I), ιία οπμιμκάδα ηδξ ακαβςβάζδξ 

ημο ηοημπνχιαημξ C (ζφιπθμημ III), ηνεζξ οπμιμκάδεξ ηδξ μλεζδάζδξ ημο ηοημπνχιαημξ 

C (ζφιπθμημ IV) ηαζ δφμ οπμιμκάδεξ ηδξ ATP ζοκεάζδξ (ζφιπθμημ V; Δζηυκα 7. Α.). Οζ 

εκαπμιείκακηεξ οπμιμκάδεξ ηςκ ζοιπθυηςκ, ημ ζφιπθμημ ΙΙ ηαεχξ ηαζ αοηέξ πμο 

ζοιιεηέπμοκ ζηδ θεζημονβζηή ζοβηνυηδζδ ημο μνβακζδίμο πνμένπμκηαζ απυ ημ 

πνςιμζςιζηυ DNA. Δπζπθέμκ ημ mtDNA ηςδζημπμζεί ηαζ ηάπμζεξ πνςηεΐκεξ ηδξ 

ιεηαβναθζηήξ ηαζ ιεηαθναζηζηήξ ιδπακήξ, ηαζ ζοβηεηνζιέκα 22 ιεηαθμνζηά RNAs 

(tRNAs) ηαζ 2 νζαμζςιζηά RNAs (rRNAs), παναηηδνζζηζηυ ηδξ διζ-αοηυκμιδξ θφζδξ ημο 

μνβακζδίμο (Anderson, Bankier et al. 1981). Οζ αθοζίδεξ ημο mtDNA δζαπςνίγμκηαζ ζε 

εθαθνζά (Light-L) ηαζ αανζά (Heavy-H), ακάθμβα ιε ημ πμζμζηυ βμοακίκδξ ηαζ εοιίκδξ 

(G+T) πμο πενζέπμοκ. Σμ mtDNA πενζέπεζ ηαζ ιζα ιδ-ηςδζηή πενζμπή πμο μκμιάγεηαζ 

ανυβπμξ εηηυπζζδξ (D-loop), ηαζ έπεζ ιέβεεμξ 1124 γεφβδ αάζεςκ. Δκημπίγεηαζ ιεηαλφ 

ηςκ 16024-576 bp, ηαζ απμηεθεί ημ ζδιείμ εθέβπμοκ ηδξ έηθναζδξ ημο mtDNA ιζαξ ηαζ 

πενζέπεζ ηζξ εέζεζξ οπμηζκδηχκ βζα ηδκ έκανλδ ηδξ ακηζβναθήξ βζα ηδ αανζά ηαζ εθαθνζά 

αθοζίδα, ηαεχξ ηαζ ηδκ πενζμπή έκανλδξ ηδξ ακηζβναθήξ ηδξ αανζάξ αθοζίδαξ (H-strand 

replication, OH) (Clayton 2000). ΢ε αοηήκ αβηονμαμθμφκ ηα ιεηαβναθζηά ζφιπθμηα 

ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηαζ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ RNA πμθοιενάζδξ βζα ημκ έθεβπμ ηδξ 

ιεηαβναθήξ ημο mtDNA (Brown and Clayton 2002). ΢ημ εζςηενζηυ ηδξ εκημπίγμκηαζ δφμ 

οπενιεηααθδηέξ πενζμπέξ δ HV1 ηαζ δ HV2 (Hypervariable region 1 ηαζ 2) ζηζξ εέζεζξ 

16.024 - 16.383 ηαζ 57-372 ακηίζημζπα. Οζ πενζμπέξ αοηέξ απμηεθμφκ ζδιείμ εκημπζζιμφ 

πμθθχκ mtDNA ηνμπμπμζήζεςκ (Sharma, Singh et al. 2005).  
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Δηθόλα 7. ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ 

κηηνρνλδξηαθνύ DNA (mtDNA). Α. Σμ 

ακενχπζκμ ιζημπμκδνζαηυ βμκζδίςια mtDNA 

ηςδζημπμζεί 13 πνςηεΐκεξ, ζοζηαηζηά ηδξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ ETC. Αοηέξ είκαζ 

εθηά οπμιμκάδεξ ημο ζοιπθυημο Ι (ND 1–6 

ηαζ ND4L,), ιία οπμιμκάδα ημο ζοιπθυημο 

III (CytB), ηνεζξ οπμιμκάδεξ ημο ζοιπθυημο 

IV (COX I-III) ηαζ δφμ οπμιμκάδεξ ημο ζοιπθυημο V (ATPase6 ηαζ ATPase8). Δπίζδξ ηςδζημπμζεί δφμ 

rRNAs (12S ηαζ 16S) ηαζ 22 tRNAs. Η πενζμπή D-loop πενζέπεζ ημκ οπμηζκδηή ηδξ αανζάξ (H-strand 

promoter region, HSP) ηαζ ηδξ εθαθνζάξ αθοζίδαξ (L-strand promoter region, LSP), ηαεχξ ηαζ ηδκ πενζμπή 

έκανλδξ ηδξ ακηζβναθήξ ηδξ αανζάξ αθοζίδαξ (H-strand replication, OH). Η δεφηενδ πενζμπή έκανλδξ ηδξ 

ακηζβναθήξ βζα ηδκ εθαθνζά αθοζίδα (L-strand replication, OL) απμηεθείηαζ ιυκμ απυ 30 γεφβδ αάζεςκ, ηαζ 

εκημπίγεηαζ ιεηαλφ ηςκ βμκζδίςκ ND2 ηαζ COXI. Β. Ηθεηηνμκζηή ιζηνμβναθία ζάνςζδξ ημο ηοηθζημφ 

ιζημπμκδνζαημφ DNA. [Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ (Hudson and Vinograd 1967; St John, Facucho-

Oliveira et al. 2010)]        

Έκα απυ ηα ηφνζα παναηηδνζζηζηά ημο mtDNA είκαζ μ ζδζυιμνθμξ βεκεηζηυξ ημο 

ηχδζηαξ. ΢ηα ιζημπυκδνζα παναηδνμφκηαζ απμηθίζεζξ απυ ημκ βεκζηεοιέκμ βεκεηζηυ 

ηχδζηα. ΢οκμθζηά ζημ mtDNA απακηχκηαζ δφμ ηςδζηυκζα έκανλδξ (AUA ηαζ AUG) ηαζ 

ηέζζενα ηςδζηυκζα ηενιαηζζιμφ (UAA, UAG, AGA ηαζ AGG) ηδξ πνςηεσκμζφκεεζδξ, 

Δζηυκα 7. Η φπανλδ ιενζηχκ δζαθμνχκ ζημ βεκεηζηυ ηχδζηα ημο mtDNA, ζπεηίγεηαζ ιε 

ηδκ πανμοζία 22 ιυκμ tRNAs, ζε ακηίεεζδ ιε ηα 32 πμο απαζημφκηαζ βζα ηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή πνςηεσκμζφκεεζδ. Φαίκεηαζ υηζ ηα 22 tRNAs πμο ηςδζημπμζμφκηαζ 

ζημ ιζημπμκδνζαηυ βμκζδίςια επανημφκ βζα ηδ ζφκεεζδ ηςκ 13 πμθοπεπηζδίςκ πμο επίζδξ 

ηςδζημπμζμφκηαζ απυ αοηυ.  

Δηθόλα 8. Ο γελεηηθόο θώδηθαο ζηα κηηνρόλδξηα. Με 

ηυηηζκμ πνχια απεζημκίγμκηαζ μζ αθθαβέξ ζηα ηςδζηυκζα 

ζημ mtDNA. Σμ ηςδζηυκζμ UGA πνδζζιμπμζείηαζ ςξ 

ηςδζηυκζμ ηενιαηζζιμφ ζημκ παβηυζιζμ βεκεηζηυ ηχδζηα, 

αθθά ηςδζημπμζεί βζα ημ αιζκμλφ ηνοπημθάκδ ζημ mtDNA 

ηςκ εδθαζηζηχκ, ημ ηςδζηυκζμ ΑUA ηςδζημπμζεί βζα 

ζζμθεοηίκδ ζημκ παβηυζιζμ βεκεηζηυ ηχδζηα, αθθά 

ηςδζημπμζεί βζα ιεεεζμκίκδ ζημ mtDNA ηςκ εδθαζηζηχκ, 

ηα ηςδζηυκζα ΑGA ηαζ AGG ηςδζημπμζμφκ βζα ανβζκίκδ 

ζημκ παβηυζιζμ βεκεηζηυ ηχδζηα αθθά πνδζζιμπμζείηαζ ςξ 

ηςδζηυκζμ ηενιαηζζιμφ ζημ mtDNA ηςκ εδθαζηζηχκ. 

[Πνμζανιμβή πίκαηα απυ (Griffiths, Barrowclough et al. 2004)] 
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Γεδμιέκδξ ηδξ ελεθζηηζηήξ ααηηδνζαηήξ πνμέθεοζδξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ δεκ 

απμηέθεζε έηπθδλδ δ μιμζυηδηα ηδξ μνβάκςζδξ ημο mtDNA ιε ημ ααηηδνζαηυ DNA. Σμ 

ιζημπμκδνζαηυ βμκζδίςια οπμαάθθεηαζ ζε ζοιπίεζδ ημο υβημο ημο βζα κα ζπδιαηίζεζ ηα 

ιζημπμκδνζαηά πονδκμεζδή (mitochondrial nucleoid). Σα ιζημπμκδνζαηά πονδκμεζδή 

ηοπζηά έπμοκ δζάιεηνμ ~100 nm (Kukat, Wurm et al. 2011), εκχ έκα ηεθείςξ παθανυ 

ηοηθζηυ mtDNA ιυνζμ ιεβέεμοξ 16.6 kb έπεζ ιήημξ ηδξ ηάλδξ ηςκ ~2 ιm. Σα πονδκμεζδή 

είκαζ ειθακή ζημ ιζηνμζηυπζμ ζακ ιζηνέξ ζηζηηέξ δμιέξ πμο ηαηακέιμκηαζ ζε υθμ ημ 

ιζημπμκδνζαηυ δίηηομ (Alam, Kanki et al. 2003; Legros, Malka et al. 2004). Σα 

ιζημπμκδνζαηά πονδκμεζδή απμηεθμφκηαζ απυ έκα ζφκμθμ πνςηεσκχκ πμο ζοιιεηέπμοκ ζε 

έκα εφνμξ θεζημονβζχκ υπςξ δ ζοζηεοαζία ημο mtDNA, δ ακηζβναθή ηαζ δ ιεηαβναθή. 

Γμιζηά απμηεθμφκηαζ απυ ιζα ηεκηνζηή ηαζ ιία πενζθενζηή πενζμπή (Δζηυκα 9), υπμο δ 

ηεκηνζηή πενζμπή πενζέπεζ πνςηεΐκεξ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδ ζφκεεζδ κμοηθεσηχκ μλέςκ, 

εκχ ζηδκ πενζθενζηή πενζμπή εκημπίγμκηαζ πνςηεΐκεξ ηδξ ιεηαθναζηζηήξ ιδπακήξ ηαεχξ 

ηαζ αοηέξ πμο έπμοκ ζπέζδ ιε ηδ ζοβηνυηδζδ ηςκ πνςηεσκχκ (Bogenhagen, Rousseau et 

al. 2008). Ο ανζειυξ ηςκ πονδκμεζδχκ ακά ιζημπυκδνζo ηοιαίκεηαζ απυ 1 έςξ 10 , εκχ 

ηάεε πονδκμεζδέξ ιπμνεί κα πενζέπεζ απυ 1 έςξ 15 ακηίβναθα mtDNA ζφιθςκα ιε (Satoh 

2004), ή 2 έςξ 8 ζφιθςκα ιε (Legros, Malka et al. 2004).  

Δηθόλα 9. Γνκηθό κνληέιν ηνπ 

κηηνρνλδξηαθνύ ππξελνεηδνύο. ΢ηδκ 

ηεκηνζηή πενζμπή ημ mtDNA πνμζδέκεηαζ ιε 

πνςηεΐκεξ πμο ακήημοκ ζηδκ ιδπακή 

ακηζβναθήξ ηαζ ιεηαβναθήξ ηαζ έπμοκ 

ζηακυηδηα απεοεείαξ πνυζδεζδξ ζημ mtDNA. 

΢ηδκ πενζθενζηή πενζμπή εκημπίγμκηαζ μζ 

πνςηεΐκεξ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδ ιεηάθναζδ, 

δεκ αθθδθεπζδνμφκ άιεζα ιε ημ mtDNA, 

αθθά ιέζς αθθδθεπζδνάζεςκ ιεηαλφ ηςκ 

πνςηεσκχκ. ΢οβηεηνζιέκα, ζηδκ ηεκηνζηή πενζμπή ηςκ πονδκμεζδχκ εκημπίγμκηαζ μζ ιεηαβναθζημζ 

πανάβμκηεξ TFAM (mitochondrial transcription factor A) ηαζ TFBM (mitochondrial transcription factor B), 

ιε ημκ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα TFAM κα απμηεθεί ηδκ πζμ άθεμκδ πνςηεΐκδ ζοζηεοαζίαξ-παηεηανίζιαημξ 

ημο mtDNA. Η mtSSB (mitochondrial single-strand binding protein), δ ιζημπμκδνζαηή πμθοιενάζδ POLG, 

απμηεθείηαζ απυ δφμ οπμιμκάδεξ ζηα εδθαζηζηά ηδκ POLGA, είκαζ δ ηαηαθοηζηή οπμιμκάδα πμο έπεζ 

δναζηζηυηδηα 3’-5’ ελςκμοηθεάζδξ ηαζ εοεφκεηαζ βζα ηδκ ορδθή πζζηυηδηα ημο εκγφιμο (Graziewicz, 

Longley et al. 2006). Η δεφηενδ οπμιμκάδα είκαζ δ POLGB, είκαζ αμδεδηζηή οπμιμκάδα, ζπδιαηίγεζ 

εηενμδζιενέξ ζε ακαθμβία 2:1 ιε ηδκ POLGA, ζηαεενμπμζχκηαξ ημ έκγοιμ αολάκμκηαξ ηδκ 

απμηεθεζιαηζηυηδηά ημο (Carrodeguas, Kobayashi et al. 1999; Carrodeguas, Theis et al. 2001). Δπζπθέμκ 
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πνυζθαηδ ιεθέηδ οπμζηδνίγεζ υηζ δ POLGB απμηεθεί ηαεμνζζηζηυ πανάβμκηα βζα ημκ ανζειυ ακηζβνάθςκ 

ημο mtDNA (Di Re, Sembongi et al. 2009). Η POLRMT (mtRNA polymerase), δ εθζηάζδ Twinkle, δ 

πνςηεΐκδ mtSSB, απμηεθεί ιζα εηηοθζηηζηή πνςηεΐκδ, ιέζς ηδξ θοζζηήξ αθθδθεπίδναζδξ ιε ηδκ Twinkle 

ιεζμθααεί ζηδκ εηηφθζλδ ημο λεηφθζβια mtDNA. Η πνςηεΐκδ ATAD3 δεκ αθθδθεπζδνά άιεζα ιε ημ 

mtDNA, αθθά ιε ημ ιζημπμκδνζαηυ νζαυζςια ηαζ ηδκ εζςηενζηή ιειανάκδ ηςκ ιζημπμκδνίςκ. 

[Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ (St John, Facucho-Oliveira et al. 2010)]                       

Γεκ οπάνπμοκ ζζηυκεξ ζημ mtDNA, ημ νυθμ αοηυ ακαθαιαάκεζ μ ιεηαβναθζηυξ 

πανάβμκηαξ TFAM, ιζαξ ηαζ απμηεθεί ηδκ πζμ άθεμκδ ιζημπμκδνζαηή πνςηεΐκδ, αθμφ 

ακηζζημζπμφκ ~900–1000 ιυνζα TFAM :1 ιυνζμ mtDNA (Ekstrand, Falkenberg et al. 

2004). ΢οιιεηέπεζ εκενβά ζημκ έθεβπμ ηαζ ηδ ζοζηεοαζία ημο mtDNA υπςξ ακηίζημζπα μζ 

ζζηυκεξ ζημ πνςιμζςιζηυ DNA (Bianchi and Agresti 2005). Δπζπθέμκ δ β-πμθοιενάζδ, ημ 

έκγοιμ δδθαδή πμο είκαζ οπεφεοκμ βζα ηδκ ακηζβναθή ημο mtDNA, ζηενείηαζ ηδξ 

ζηακυηδηαξ επζδζυνεςζδξ θαεχκ, ηάηζ πμο έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδ ζοζζχνεοζδ 

ιεηαθθάλεςκ ζε ιεβαθφηενμ ααειυ ζοβηνζηζηά ιε ημ πονδκζηυ DNA. Η απμοζία 

ζκηνμκίςκ, ρεοδμβμκζδίςκ, επακαθαιαακυιεκμο DNA ηαζ ιεβάθςκ αημθμοεζχκ πμο κα 

πανειαάθθμκηαζ ιεηαλφ ηςκ βμκζδίςκ, ηαεζζηά ημ mtDNA πανάδεζβια βεκεηζηήξ 

μζημκμιίαξ ζηδ θφζδ. Οζ πενζζζυηενεξ απυ ηζξ βεκεηζηέξ αθθαβέξ πμο παναηδνμφκηαζ είκαζ 

απθέξ ακηζηαηαζηάζεζξ αάζεςκ, υπςξ ηαζ ιζηνέξ πνμζεήηεξ ή εθθείιιαηα (εκυξ ή θίβςκ 

κμοηθεμηζδίςκ), εκχ θζβυηενεξ πενζθαιαάκμοκ ιεβάθεξ αθθαβέξ (ιέπνζ ανηεηέξ 100άδεξ 

κμοηθεμηίδζα) ζημ ιήημξ ημο ιμνίμο. Οζ πενζζζυηενεξ δζαθμνέξ ιήημοξ πενζμνίγμκηαζ 

ζηδκ πενζμπή εθέβπμο ημο ιμνίμο D-Loop. Η ηθδνμκμιζηή ιεηααίααζδ ημο mtDNA 

βίκεηαζ ιδηνζηά. 

 

Α.2.2 Ομεηδσηηθό stress 

Σα ιζημπυκδνζα είκαζ δ ηφνζα πδβή παναβςβήξ εκενβχκ νζγχκ μλοβυκμο (Reactive 

Oxygen Species - ROS). Οζ εκενβέξ νίγεξ μλοβυκμο απμηεθμφκ παναπνμσυκηα ηδξ 

ηοηηανζηήξ ακαπκμήξ ηαζ ζοιαάθθμοκ ζδιακηζηά ζημ εκδμηοηηανζηυ μλεζδςηζηυ stress, 

δδθαδή ζηδ δζαηαναπή ηδξ ζζμννμπίαξ ιεηαλφ ηςκ εθεοεένςκ νζγχκ ηαζ ηδξ 

ακηζμλεζδςηζηήξ άιοκαξ ημο μνβακζζιμφ (Starkov 2008; Murphy 2009). Ο ζπδιαηζζιυξ 

ROS είκαζ ακάθμβμξ ιε ηδ δναζηζηυηδηα ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (Di Meo and 

Venditti 2001). Σμ ζφιπθμημ Ι ηαζ ζε ιζηνυηενμ ααειυ ημ ζφιπθμημ ΙΙΙ ηδξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ απμηεθμφκ ηζξ ηφνζεξ εζηίεξ παναβςβήξ ROS ζηα ιζημπυκδνζα. 

Καηά ηδ δζαδζηαζία ηδξ μλεζδςηζηήξ θςζθμνοθίςζδξ, ημ ζφιπθμημ Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ 
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αθοζίδαξ θεζημονβεί ζακ ζδιείμ εζζυδμο ηςκ δθεηηνμκίςκ απυ ηδ ιζημπμκδνζαηή ιήηνα 

ζηδκ ακαπκεοζηζηή αθοζίδα. Καεχξ ημ ιμνζαηυ μλοβυκμ ακάβεηαζ ζηαδζαηά ζε κενυ απυ 

ηα ζφιπθμηα ηδκ αθοζίδαξ, πανάβεηαζ έκα ιζηνυ πμζυ ζυκηςκ ζμοπενμλεζδίμο (∙O2
-
) απυ 

ηα ζφιπθμηα Ι ηαζ ΙΙΙ. Σα ζυκηα αοηά ιπμνμφκ κα ιεηαηναπμφκ ζε οπενμλείδζμ ημο 

οδνμβυκμο (H2O2) απυ ηδ δζζιμοηάζδ ημο ζμοπενμλεζδίμο, ηαζ ημ μπμίμ ζηδ ζοκέπεζα 

ιεηαηνέπεηαζ απυ ηδκ ηαηαθάζδ ηαζ ηδκ οπενμλεζδάζδ ηδξ βθμοηαεεζυκδξ ζε κενυ (H2O) 

ηαζ ιμνζαηυ μλοβυκμ (O2). ΢ηδκ ακαπκεοζηζηή αθοζίδα ημ 95-99% ημο μλοβυκμο πμο 

ηαηακαθχκεηαζ ακάβεηαζ ζε κενυ, ςζηυζμ έκα ιζηνυ πμζμζηυ 1-5%, εα μδδβήζεζ ζημ 

ζπδιαηζζιυ ∙O2
-
.  

Σμ H2O2 είκαζ έκα δναζηζηυ ιυνζμ, πμο ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζηδκ παναβςβή 

εθεοεένςκ νζγχκ, υπςξ δ νίγα ημο οδνμλοθίμο (∙ΟΗ). Δίκαζ ζηαεενυ, δζαπεναηυ ζηζξ 

ιειανάκεξ ηαζ έπεζ ιεβάθμ πνυκμ διζγςήξ ιέζα ζημ ηφηηανμ. Δίκαζ ηοηηανμημλζηυ, αθθά 

εεςνείηαζ έκαξ ζπεηζηά αζεεκήξ μλεζδςηζηυξ πανάβμκηαξ. Χζηυζμ, πανμοζία ιεηαθθζηχκ 

ζυκηςκ υπςξ μ ζίδδνμξ Fe2+, ημ οπενμλείδζμ ημο οδνμβυκμο ιπμνεί κα ιεηαηναπεί ζε 

πμθφ δναζηζηέξ νίγεξ οδνμλεζθίμο ζακ ζοκέπεζα ηδξ ακηίδναζδξ Fenton, δ μπμία πνμηαθεί 

ζμαανή μλεζδςηζηή αθάαδ ζηα ηοηηανζηά ζοζηαηζηά. Η δναζηζηυηδηα ηδξ νίγαξ 

οδνμλοθίμο είκαζ ελαζνεηζηά ορδθή (Bielski 1985; Akhlaq, Schuchmann et al. 1987; 

Halliwell 1999), απμηεθεί έκακ ζζπονυ μλεζδςηζηυ πανάβμκηα πμο ακηζδνά ιε πμθθά 

μνβακζηά ηαζ ακυνβακα ιυνζα ζημ ηφηηανμ ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηαζ ηςκ αζμθμβζηχκ 

ιαηνμιμνίςκ. 

Σα θζπίδζα ιειανακχκ πμο απακηχκηαζ ζηα εκδμηοηηανζηά μνβακίδζα, είκαζ 

ζδζαίηενα εοάθςηα ζε αθάαεξ πνμηαθμφιεκεξ απυ εθεφεενεξ νίγεξ. ΢οβηεηνζιέκα έκαξ 

ιεβάθμξ ανζειυξ ημλζηχκ παναπνμσυκηςκ ζπδιαηίγμκηαζ απυ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε ηζξ 

εθεφεενεξ νίγεξ, πμο μδδβεί ζε ιζα ελαζνεηζηά επζγήιζα αθοζίδα ακηζδνάζεςκ θζπζδζηήξ 

οπενμλείδςζδξ. Η αθάαδ πμο πνμηαθείηαζ απυ ηδ θζπζδζηή οπενμλείδςζδ είκαζ ζδζαίηενα 

επζγήιζα βζα ηδ θεζημονβία ημο ηοηηάνμο (Devasagayam, Boloor et al. 2003), αθμφ αθθάγεζ 

ηδ νεοζηυηδηα ηςκ ηοηηανζηχκ ιειανακχκ ηαζ ιεζχκεζ ηδκ ζηακυηδηα δζαηήνδζδξ ιζαξ 

ελζζζμνμπδιέκδξ ααειίδαξ ζοβηέκηνςζδξ. Αολάκεζ δδθαδή ηδ δζαπεναηυηδηα ηδξ 

ιειανάκδξ (Radak, Kaneko et al. 1999), ζοκεπχξ πνμηφπηεζ απχθεζα εκδμηοηηανζηχκ 

οβνχκ, ιείςζδ ηδξ ιεηαθμνάξ δθεηηνμκίςκ ζημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ ηαζ αθθαβέξ ζηδ 

ιζημπμκδνζαηή θεζημονβία (Jackson and O'Farrell 1993). 

Η ζοζζχνεοζδ ηςκ ROS έπεζ επίζδξ ζακ απμηέθεζια ηδκ μλείδςζδ ηςκ 

πνςηεσκχκ. ΢ακ ζοκέπεζα ηδξ μλείδςζδξ, μζ πνςηεΐκεξ ιπμνεί κα πάζμοκ αιζκμλέα ή κα 
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ηαηαηενιαηζζημφκ, ηαζ ςξ εη ημφημο απχθεζα ηδξ εκγοιζηήξ θεζημονβίαξ ηαζ αθθαβή ζηδκ 

ηοηηανζηή θεζημονβία (Grune, Michel et al. 1997; Halliwell 1999). Η μλείδςζδ ηςκ 

πνςηεσκχκ ηαζ ηςκ αιζκμλέςκ ζοκμδεφεηαζ απυ αφλδζδ ζηα επίπεδα ηςκ μιάδςκ ηςκ 

πνςηεσκζηχκ ηαναμκοθίςκ (Reinke, Smith et al. 2000; Levine 2002) ηαζ ηςκ μλεζδςιέκςκ 

αιζκμλέςκ (Leeuwenburgh, Hansen et al. 1999; Stadtman and Levine 2000). Σα ROS 

έπμοκ επίζδξ ηδκ ζηακυηδηα κα ελαζεεκμφκ ηδ θεζημονβία ηςκ ζοζηδιάηςκ πνςηεσκζηήξ 

απμδυιδζδξ (UPS) ηαζ ημ ιμκμπάηζ αοημθαβίαξ-θοζμζχιαημξ (ALP) ιε απμηέθεζια ηδ 

ζοζζχνεοζδ μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ ζημ εζςηενζηυ ημο ηοηηάνμο (Szweda, Friguet et al. 

2002).  

Πανυηζ ημ DNA απμηεθεί έκα ζηαεενυ ηαζ ηαθά πνμζηαηεοιέκμ ιυνζμ, ηα ROS 

αθθδθεπζδνμφκ ιε αοηυ ηαζ πνμηαθμφκ ιζα ζεζνά απυ αθάαεξ υπςξ ηνμπμπμζήζδ ηςκ 

αάζεςκ, εναφζεζξ ημο DNA, απχθεζα πμονζκχκ, αθθαβή ζημ ζάηπανμ δεμλονζαυγδξ ηαζ 

αθάαδ ζημ ζφζηδια επζδζυνεςζδξ ημο DNA. ΢οβηεηνζιέκα δ νίγα οδνμλοθίμο ακηζδνά ιε 

ηδ βμοακίκδ ζηδκ εέζδ C-8 ηαζ ζπδιαηίγεζ έκα μλεζδςηζηυ πνμσυκ ηδκ 8-οδνμλο-2-

βμοακμζίκδ (8-OHdG), εκχ αοηυ ιπμνεί κα πνμηφρεζ ηαζ ιεηά απυ αθθδθεπίδναζδ ηαζ ιε 

άθθεξ αάζεζξ υπςξ δ αδεκίκδ. Άθθα ημλζηά πνμσυκηα αθθδθεπίδναζδξ ακάιεζα ζηζξ 

πονζιζδίκεξ ηαζ ζηζξ νίγεξ οδνμλοθίμο είκαζ μ ζπδιαηζζιυξ οπενμλεζδίμο ηδξ εοιίκδξ, 5-

μοναηίθδξ, ηαζ βθοημθχκ ηδξ εοιίκδξ (Halliwell 2001; Dizdaroglu, Jaruga et al. 2002). 

΢ηζξ αθααενέξ ζοκέπεζεξ ημο μλεζδςηζημφ stress ημ ηφηηανμ έπεζ ακαπηφλεζ ιζα 

πθδεχνα ιδπακζζιχκ πμο εκενβμπμζμφκηαζ ηαηά ηδκ μλεζδςηζηή αθάαδ ηςκ ιζημπμκδνίςκ 

βζα κα δζαηδνήζμοκ ηδκ ηοηηανζηή μιμζυζηαζδ ηαζ ηδ αζςζζιυηδηά ημο. Η απμιάηνοκζδ 

ηςκ ιζημπμκδνζαηχκ πνςηεσκχκ πμο έπμοκ οπμζηεί αθάαδ ιέζς ηςκ πνςηεμθοηζηχκ 

ιδπακζζιχκ, δ απμηαηάζηαζδ ηςκ ηαηεζηναιιέκςκ ιζημπμκδνίςκ απυ ηα οβζή ιέζς ηςκ 

ιδπακζζιχκ ζπάζδξ ηαζ ζφκηδλδξ ηαζ δ απμιάηνοκζδ ηςκ ιζημπμκδνίςκ πμο έπμοκ 

οπμζηεί ακεπακυνεςηεξ αθάαεξ ιέζς ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ ιζημθαβίαξ απμηεθμφκ ημοξ 

ηφνζμοξ ιδπακζζιμφξ πμζμηζημφ εθέβπμο ηςκ ιζημπμκδνίςκ. 

 

Α.2.3 Ζ λόζνο ηνπ Parkinson απνηειεί κηηνρνλδξηαθή δηαηαξαρή 

Σα πνχηα ζημζπεία υηζ δ ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία ειπθέηεηαζ ζηδκ 

παεμβέκεζα ηδξ κυζμο ημο Parkinson, ένπμκηαζ ιεηά ηδκ παναηήνδζδ υηζ δ πνήζδ απυ 

ημλζημιακήξ κμεεοιέκςκ παναζηεοαζιάηςκ πμο πενζείπακ 1-ιεεοθ-4-θαζκοθ-1,2,4,5-

ηεηναοδνμπονζδίκδ (MPTP), έκακ ακαζημθέα ημο ζοιπθυημο Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ 
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αθοζίδαξ, πνμηαθεί πανηζκζμκζζιυ (Langston, Ballard et al. 1983). Απμδείλεζξ βζα ηδ 

ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία πνμέηορακ ζε αζεεκείξ ιε PD, υπμο επζαεααζχεδηε δ 

ακεπανηήξ δναζηδνζυηδηα ημο ζοιπθυημο Ι ζηδκ πενζμπή ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ (Schapira, 

Cooper et al. 1990; Hattori, Tanaka et al. 1991). Δπζπθέμκ έπεζ ακαθενεεί αηεθήξ 

ζοκανιμθυβδζδ ημο ζοιπθυημο Ι ζε αζεεκείξ ιε κυζμ ημο Parkinson, ζηδκ εβηεθαθζηή 

πενζμπή ημο θθμζμφ (Parker, Parks et al. 2008). Χζηυζμ δ δοζθεζημονβία ημο ζοιπθυημο Ι 

έπεζ παναηδνδεεί ηαζ ζε άθθμοξ ζζημφξ υπςξ ζε ιζημπυκδνζα πμο απμιμκχεδηακ απυ 

αζιμπεηάθζα αζεεκχκ ιε κυζμ ημο Parkinson (Krige, Carroll et al. 1992; Haas, Nasirian et 

al. 1995), ζημοξ ζκμαθάζηεξ (Mytilineou, Werner et al. 1994), ζημοξ ιοξ (Blin, Desnuelle 

et al. 1994), ηαζ ζημοξ θειθμαθάζηεξ (Yoshino, Nakagawa-Hattori et al. 1992; Haas, 

Nasirian et al. 1995), εκχ πνυζθαηα αοηή δ δοζθεζημονβία επζαεααζχεδηε ηαζ ζε 

απμιμκςιέκα ιζημπυκδνζα απυ ιεηςπζαίμ θθμζυ αζεεκχκ (Parker, Parks et al. 2008). 

Μείςζδ ζηδ δναζηζηυηδηα ημο ζοιπθυημο Ι παναηδνήεδηε ηαζ ζε ηοηηανμπθαζιαηζηά 

οανίδζα, ζε ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πμο πενζείπακ ιζημπμκδνζαηυ DNA απυ αζεεκείξ ιε ηδ 

ζπμναδζηή ιμνθή ηδξ κυζμο ημο Parkinson (Swerdlow, Parks et al. 2001). Πνυζθαηδ 

ιεθέηδ έδεζλε επίζδξ ζδζαίηενα αολδιέκα επίπεδα μλεζδςιέκμο ζοκεκγφιμο Q-10 ηαζ ημο 

μλεζδςηζημφ πνμσυκημξ 8-οδνμλο-2-βμοακμζίκδ (8-OHdG) ζημ εβηεθαθμκςηζαίμ οβνυ 

αζεεκχκ ιε PD εκζζπφμκηαξ ηδκ οπυεεζδ βζα ιζημπμκδνζαηή μλεζδςηζηή αθάαδ ηαζ 

μλεζδςηζηή αθάαδ ημο DNA ζηδκ παεμθμβία ημο Parkinson (Isobe, Abe et al. 2010).  

Η αφλδζδ ημο stress πμο πνμηφπηεζ απυ ηδκ παναβςβή ROS είκαζ έκαξ απυ ημοξ 

πνμηεζκυιεκμοξ οπεφεοκμοξ ιδπακζζιμφξ βζα ηδκ εηθεηηζηή απχθεζα ηςκ 

κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ζηδ κυζμ ημο Parkinson. Η ηαηαθοηζηή οπμιμκάδα ημο 

ζοιπθυημο Ι ανέεδηε κα πενζέπεζ μλεζδςιέκεξ πνςηεΐκεξ ηαζ δ πζεακή ζοζπέηζζδ ιεηαλφ 

ηςκ μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ ηαζ ηδξ ιείςζδξ ηδξ ιεηαθμνάξ δθεηηνμκίςκ πμο 

παναηδνείηαζ ζε αζεεκήξ ιε PD δείπκεζ υηζ δ μλεζδςηζηή αθάαδ ζε αοηέξ ηζξ οπμιμκάδεξ 

ιπμνεί κα έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδκ ακεπάνηεζα ημο ζοιπθυημο Ι (Keeney, Xie et al. 

2006).  

Η εββφηδηα ημο mtDNA ζηα ηέκηνα παναβςβήξ ROS, ηαεχξ ηαζ δ απμοζία 

ιδπακζζιχκ επζδζυνεςζδξ ηαζ πνμζηαηεοηζηχκ ζζημκχκ, ηαεζζημφκ ημ mtDNA εοάθςημ 

ζε ιεηαθθάλεζξ (Richter, Park et al. 1988; Ozawa 1997). Μεθέηεξ ζε γςζηά ιμκηέθα 

πμκηζηχκ απμδεζηκφμοκ υηζ αθάαεξ ζηα βμκίδζα πμο είκαζ απαναίηδηα βζα ηδ δζαηήνδζδ ηαζ 

ηδ ζοβηνυηδζδ ημο mtDNA ζοκεπάβμκηαζ ακεπανηή θεζημονβία ηδξ ακαπκεοζηζηήξ 

αθοζίδαξ, εκχ θαζκμηοπζηά πανμοζζάγμοκ παναηηδνζζηζηά πνυςνδξ βήνακζδξ (Reeve, 
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Krishnan et al. 2008; Larsson 2010; Park and Larsson 2011). Δπζπθέμκ μ νοειυξ 

ζοζζχνεοζδξ ιεηαθθάλεςκ ζημ mtDNA ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ αζεεκχκ ιε 

κυζμ ημο Parkinson είκαζ πμθφ ορδθυξ ζοβηνζηζηά ιε οβζή βεναζιέκα άημια (Bender, 

Krishnan et al. 2006). Οζ κεονχκεξ ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ θαίκεηαζ κα είκαζ ζδζαίηενα 

εοάθςημζ ζε ιεηαθθάλεζξ ημο mtDNA, δεδμιέκμο υηζ μζ κεονχκεξ ημο ζππυηαιπμο ή μζ 

ποναιζδζημί κεονχκεξ βεναζιέκςκ αηυιςκ δεκ πενζείπακ ορδθυ νοειυ ιεηαθθάλεςκ. 

Πανυθα αοηά δεκ οπάνπεζ αηυια ζζπονή απυδεζλδ υηζ μζ ιεηαθθάλεζξ ζημ mtDNA ιπμνεί 

κα απμηεθέζμοκ ηδκ πνςηανπζηή αζηία πνυηθδζδξ ηδξ κυζμο ημο Parkinson, αθθά θαίκεηαζ 

πμθφ πζεακυ μζ ιεηαθθάλεζξ κα ζοζζςνεφμκηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ κυζμο ζακ ζοκέπεζα 

ηδξ αφλδζδξ ημο ηοηηανζημφ stress ηαζ ηςκ θαεχκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ακηζβναθήξ ημο 

mtDNA. Όηακ δ ζοζζχνεοζδ ηςκ ιεηαθθάλεςκ λεπενάζεζ έκα ηνίζζιμ ηαηχθθζ, 

πνμηαθμφκ ακαπκεοζηζηή ακεπάνηεζα πμο ζοιαάθθεζ ζηδ κεονμεηθφθζζδ. Αλίγεζ κα 

ζδιεζςεεί υηζ ημ ζφιπθμημ Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ είκαζ ζδζαίηενα εοάθςημ ζηζξ 

ιεηαθθάλεζξ ιζαξ ηαζ 7 απυ ηζξ 45 οπμιμκάδεξ πμο είκαζ απαναίηδηεξ βζα ηδ θεζημονβζηή 

ζοκανιμθυβδζδ ημο ζοιπθυημο ηςδζημπμζμφκηαζ απυ ημ mtDNA. Γεδμιέκςκ ηςκ 

παναπάκς ζημζπείςκ είκαζ ειθακέξ υηζ ηα ιζημπυκδνζα απμηεθμφκ ηαοηυπνμκα πδβή ηαζ 

ζηυπμ ηςκ ROS (Starkov 2008; Murphy 2009). 

 

Α.2.4 Ζ α-synuclein ζπζζσξεύεηαη ζηα κηηνρόλδξηα αζζελώλ κε λόζν ηνπ Parkinson.  

Η α-synuclein θοζζμθμβζηά αθθδθεπζδνά ιε ηα ιζημπυκδνζα. Μεθέηεξ in vivo έπμοκ 

απμηαθφρεζ υηζ έκα ηιήια ηδξ πνςηεΐκδξ απακηάηαζ θοζζμθμβζηά ζηδ ιειανάκδ ηςκ 

ιζημπμκδνίςκ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ, εκχ έπεζ εκημπζζηεί ηαζ ζε δζάθμνεξ 

πενζμπέξ ημο εβηεθάθμο ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ μ μζθνδηζηυξ αμθαυξ, ημ νααδςηυ ζχια, μ 

ζππυηαιπμξ ηαζ μ εβηεθαθζηυξ θθμζυξ (Liu, Zhang et al. 2009). Δπζπθέμκ αοηυξ μ 

εκημπζζιυξ έπεζ επζαεααζςεεί ηαζ ζε in vitro ιεθέηεξ ζε δζάθμνεξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ υπςξ 

HELA, PC12 ηαζ SH-SY5Y (Zhu, Li et al. 2012).  

Η πενζμπή ηδξ α-synuclein πμο είκαζ οπεφεοκδ βζα αοηήκ ηδκ αθθδθεπίδναζδ είκαζ 

ημ αιζκμηεθζηυ ηδξ άηνμ. Όπςξ έπμοιε ακαθένεζ πνμδβμοιέκςξ (Πανάβναθμξ 1.5.1.) ημ 

αιζκμηεθζηυ άηνμ ηδξ πνςηεΐκδξ απμηεθείηαζ απυ 60 αιζκμλέα ηαζ πενζθαιαάκεζ 

επακαθήρεζξ ιζα αθθδθμοπίαξ 11 αιζκμλέςκ, ιε έκα ζζπονά ζοκηδνδιέκμ ελαιενέξ 

ιμηίαμ. Η ιεηάααζδ ηδξ α-synuclein ζηα ιζημπυκδνζα, βίκεηαζ ιέζς ιζαξ ιζηνήξ 

αθθδθμοπίαξ ιεηαλφ ηςκ ηαηαθμίπςκ 4-32 (KAKEGVVAAE), δ μπμία πνδζζιεφεζ ςξ 
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αθθδθμοπία ζηυπμξ βζα ηδκ ακαβκχνζζδ ηαζ ηδκ είζμδμ ζηα ιζημπυκδνζα, (Zigoneanu, 

Yang et al. 2012) Δζηυκα 10. Φοζζμθμβζηά απακηάηαζ ζηδκ εζςηενζηή ιειανάκδ ημο 

μνβακζδίμο υπμο αθθδθεπζδνά ιε ημ θςζθμθζπίδζμ, ζοζηαηζηυ ηδξ εζςηενζηήξ ιειανάκδξ, 

ηανδζμθζπίκδ (cardiolipin, CL). Η αβηονμαυθδζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ζηδ ιειανάκδ πζεακυκ 

επζηοβπάκεηαζ ιέζς αθθδθεπζδνάζεςκ δθεηηνμζηαηζηήξ θφζδξ ιεηαλφ ηςκ εεηζηά 

θμνηζζιέκςκ ηαηαθμίπςκ Λοζίκδξ (Lysine – Κ) ιε ημ ακζμκζηυ θςζθμθζπίδζμ CL 

(Zigoneanu, Yang et al. 2012).  

 

Δηθόλα 10. Ζ ακηλνμηθή αιιεινπρία ηεο α-

synuclein. ΢ημ ηυηηζκμ πθαίζζμ εζημκίγεηαζ δ 

οπεφεοκδ πενζμπή πμο πνδζζιεφεζ ζακ 

αθθδθμοπία ζηυπμξ βζα ηδ ιεηαθμνά ηδξ εκηυξ 

ηςκ ιζημπμκδνίςκ. [Πνμζανιμβή ηαζ 

ηνμπμπμίδζδ απυ (Gonzalez-Horta 2013)] 

 

Σα ιζημπυκδνζα απμηεθμφκ έκακ απυ ημοξ άιεζμοξ ζηυπμοξ ηδξ α-synuclein ηαηά 

ηδκ παεμβέκεζδ ημο Parkinson. ΢διακηζηή ζοζζχνεοζδ ηδξ πνςηεΐκδξ έπεζ παναηδνδεεί 

ζηα ιζημπυκδνζα πμο αθμνμφκ ηζξ πενζμπέξ ημο εβηεθάθμο ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ ηαζ ημ 

νααδςηυ ζχια ζε αζεεκήξ ιε κυζμ Parkinson. Η αβηονμαυθδζδ ηδξ α-synuclein ζηδκ 

εζςηενζηή ιειανάκδ ηςκ ιζημπμκδνίςκ ηαζ δ ζοζζχνεοζδ ηδξ έπεζ εονέςξ ζοζπεηζζηεί ιε 

ηδ ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία αθμφ απμζηαεενμπμζεί ηδκ εζςηενζηή ιειανάκδ (Cole, 

Dieuliis et al. 2008; Vila, Ramonet et al. 2008; Devi and Anandatheerthavarada 2010), 

πνμηαθεί δοζθεζημονβία ημο ζοιπθυημο Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (Ellis, Murphy et 

al. 2005; Devi, Raghavendran et al. 2008; Chinta, Mallajosyula et al. 2010), μλεζδςηζηυ 

stress (Parihar, Parihar et al. 2008), απχθεζα ημο δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ιειανάκδξ (mitochondrial membrane potential - ΓΦm), αφλδζδ ζηδκ παναβςβή ROS, 

απεθεοεένςζδ ημο cytochrome C ηαζ εκίζποζδ ηςκ θαζκμιέκςκ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ζπάζδξ (Nakamura, Nemani et al. 2011). Δπζπθέμκ δ α-synuclein αθθδθεπζδνά 

ζοβηεηνζιέκα ιε ημ ζφιπθμημ Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ πανειπμδίγμκηαξ έηζζ ηδ 

θεζημονβία ημο, εκχ είκαζ ζδιακηζηυ κα ημκίζμοιε υηζ δ α-synuclein ζηδκ μπμία έπεζ 

αθαζνεεεί δ πενζμπή πμο θένεζ ηδκ αθθδθμοπία - ιζημπμκδνζαηυ ζηυπμ απμηοβπάκεζ κα 

εζζέθεεζ ζηα ιζημπυκδνζα ηαζ δεκ πνμηαθεί ηαιία ακζπκεφζζιδ ιεηααμθή ζηδ θεζημονβία 

ημο ζοιπθυημο Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (Devi, Raghavendran et al. 2008). 
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Κεθάιαην 3
ν
  

Μνληεινπνίεζε ηεο λόζνπ ηνπ Parkinson 

Α.3.1 Δηζαγσγή  

Όπςξ ακαθένεδηε πνμδβμοιέκςξ δ κυζμξ ημο Parkinson είκαζ ιζα πνμμδεοηζηή 

κεονμεηθοθζζηζηή δζαηαναπή, δ μπμία επδνεάγεζ ηαηά αάζδ ηζξ εβηεθαθζηέξ θεζημονβίεξ 

ημο ακενχπμο. Σα πνχηα παεμθμβζηά εονήιαηα ααζίζηδηακ ζε δείβιαηα κεηνμρίαξ υηακ 

δ κυζμξ ανζζηυηακ ήδδ ζημ ηεθζηυ ζηάδζμ. Η επζηαηηζηή ακάβηδ ιεθέηδξ ηδξ κυζμο ζε 

πνχζια ζηάδζα, βζα ηδκ ηαηακυδζδ ηςκ ιδπακζζιχκ πμο ειπθέημκηαζ, μδήβδζε ζηδκ 

ακάπηολδ γςζηχκ πανηζκζμκζηχκ ιμκηέθςκ ηα μπμία ηαηδβμνζμπμζμφκηαζ ςξ ελήξ:  

(1) Σμλζηά ιμκηέθα πμο πνμηφπημοκ απυ ηδ πνήζδ ημλζκχκ υπςξ δ 1-ιεεοθ-4-θαζκοθ-

1,2,4,5-ηεηναοδνμπονζδίκδ (1-methyl-4-phenyl-1,2,4,5-tetrahydropyridine, MPTP), δ 6-

οδνμλοκημπαιίκδ (6-hydroxydopamine, 6-OHDA), δ νμηεκυκδ (rotenone) ηαζ ημ 

παναημοάη (paraquat), Δζηυκα 11.  

(2) Γεκεηζηά ιμκηέθα πμο πνμηφπημκ ιεηά απυ ιζα βεκεηζηή ηνμπμπμίδζδ ζηα βμκίδζα α-

synuclein, LRRK2, parkin, PINK1 and DJ- 1.  

(3) ΢οκδοαζηζηά ιμκηέθα, ιμκηέθα δδθαδή πμο ααζίγμκηαζ ζηδ πνήζδ εκυξ εη ηςκ 

παναπάκς πενζααθθμκηζηχκ παναβυκηςκ ηζκδφκμο ηαζ ιίαξ βεκεηζηήξ ηνμπμπμίδζδξ. 

Ιδακζηυ ιμκηέθμ ιεθέηδξ ηδξ κυζμο ημο Parkinson, είκαζ έκα ιμκηέθμ πμο είηε 

επάβεηαζ απυ πενζααθθμκηζημφξ πανάβμκηεξ είηε απυ βεκεηζημφξ πεζνζζιμφξ, έπεζ ζακ 

απμηέθεζια ηδκ επζηοπή ακαπαναβςβή ηςκ παναηηδνζζηζηχκ ηδξ κυζμο ημο Parkinson, 

υζμκ αθμνά ηζξ δζαηαναπέξ ηδξ ζοιπενζθμνάξ (ηζκδηζηέξ δζαηαναπέξ), ηα παεμθμβζηά 

παναηηδνζζηζηά (πνμμδεοηζηή, επζθεηηζηή εηθφθζζδ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ιε 

ηαοηυπνμκδ πανμοζία LBs), ηαεχξ ηαζ δζαηαναπέξ ζε ιμνζαημφξ ιδπακζζιμφξ. Γοζηοπχξ 

υθα ηα ηνέπμκηα γςζηά ιμκηέθα αδοκαημφκ κα ακαπαναζηήζμοκ πθήνςξ ημ ζφκμθμ ηςκ 

παναηηδνζζηζηχκ πμο έπμοκ πενζβναθεί ζηδ κυζμ ημο Parkinson. Πμθθά βεκεηζηά 

Πανηζκζμκζαηά ιμκηέθα, ααζζγυιεκα ηυζμ ζημκ αοημζςιζηυ επζηναηή υζμ ηαζ ζημκ 

αοημζςιζηυ οπμθεζπυιεκμ ηνυπμ ηθδνμκμιζηυηδηαξ, απμηοβπάκμοκ κα μδδβήζμοκ ζε 

κεονμεηθφθζζδ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ηαζ ζπεδυκ υθα δεκ μδδβμφκ ζημ 

ζπδιαηζζιυ ηςκ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ εβηθείζηςκ πμο εοιίγμοκ ηα ζςιάηζα ημο Lewy 

(Terzioglu and Galter 2008). Όζμκ αθμνά ηα πανηζκζμκζαηά ιμκηέθα ιεθέηδξ πμο 

ααζίγμκηαζ ζηδ πνήζδ ημλζκχκ, έπμοκ εονέςξ πνδζζιμπμζδεεί ηαζ έπμοκ ζοιαάθθεζ ζηδκ 

ηαηακυδζδ ιδπακζζιχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ κυζμ. Δπίζδξ απμηεθμφκ ηαηάθθδθα 

ιμκηέθα ιεθέηδξ θανιαημθμβζηχκ ζηυπςκ ζηδ δμηζιή πζεακυκ εεναπεζχκ. Χζηυζμ πνμξ 
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ημ πανυκ δεκ οπάνπεζ οπμδεζβιαηζηυ ιμκηέθμ πμο κα ακαπανζζηά πθήνςξ ηα θαζκμηοπζηά 

ηαζ παεμθμβζηά παναηηδνζζηζηά ηδξ κυζμο ημο Parkinson. 

 

Δηθόλα 11. Οη ρεκηθέο δνκέο ησλ λεπξνηνμηλώλ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζηα πην ζπρλα κνληέια κειέηεο 

ηεο λόζνπ ηνπ Parkinson. Α. 6-οδνμλοκημπαιίκδ (6-OHDA) Β. Ρμηεκμκδ (rotenone) Γ. Ν-ιεεοθ-4-θαζκοθ-

1, 2, 3, 6-ηεηναοδνμπονζδίκδ (MPTP) Γ. ημ ημλζηυ πανάβςβμ MPP+ Δ. Παναημοάη (Paraquat). 

[Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ (Tieu 2011)]. 

 

Α.3.2 Σνμηθά κνληέια 

Α.3.2.1 MPTP 

Σμ 1982 παναηδνήεδηε υηζ δ ηαηακάθςζδ ηδξ πδιζηήξ μοζίαξ MPTP (N-Methyl-

4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) πμο ανίζηεηαζ ζε κμεεοιέκα παναζηεοάζιαηα 

δνςίκδξ πνμηαθεί ζημοξ πνήζηεξ ιδ ακαζηνέρζιμ πανηζκζμκζηυ ζφκδνμιμ πμο 

παναηηδνίγεηαζ απυ υθα ηα ζοιπηχιαηα ηδξ κυζμο ημο Parkinson, ηαθή απυηνζζδ ζηδ 

levodopa ηαζ ακάπηολδ ηζκδηζηχκ δζαηαναπχκ ιεηά απυ πνυκζα πμνήβδζή ηδξ (Langston, 

Ballard et al. 1983). Αιέζςξ ιεηά ηδκ επζαεααίςζδ υηζ ημ MPTP θεζημονβεί ζακ 

κημπαιζκενβζηή κεονμημλζκή, δδιζμονβήεδηε ημ πνχημ απμηεθεζιαηζηυ γςζηυ ιμκηέθμ 

ιεθέηδξ ηδξ κυζμο ημο Parkinson (ζε πζεήημοξ) ιε ηδ πμνήβδζδ MPTP ζε 

επακαθαιαακυιεκεξ εκέζδξ (Burns, Chiueh et al. 1983).  

Όπςξ ηαζ ζηδ κυζμ ημο Parkinson, δ εοαζζεδζία ζημ MPTP, ημ μπμίμ έηημηε 

πνδζζιμπμζήεδηε ζε δζάθμνα γςζηά ιμκηέθα, αολάκεζ ιε ηδκ δθζηία (Ovadia, Zhang et al. 

1995). Μάθζζηα, πνυκζα πμνήβδζδ παιδθχκ ή ιεηνίςκ δυζεςκ MPTP μδδβεί ζε 

απυπηςζδ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ ηοηηάνςκ ηδξ SN (Tatton and Kish 1997). Δκδζαθένμκ 

πανμοζζάγεζ ηαζ δ ειπθμηή ηδξ α-synuclein ζηδκ παεμβέκεζα ημο ιμκηέθμο MPTP, ηαεχξ 

δ εηημιή ημο βμκζδίμο ηδξ απυ ημ βμκζδίςια ημο ιουξ επζθένεζ κεονμπνμζηαζία έκακηζ ημο 
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MPTP (Dauer, Kholodilov et al. 2002). Ακ ηαζ έπμοκ πενζβναθεί εκδμηοηηανζηά 

ζοζζςιαηχιαηα, δ ηθαζζηή ζζημπαεμθμβία ηςκ ζςιαηίςκ Lewy δεκ παναηδνείηαζ ζημ 

MPTP ιμκηέθμ (Forno, DeLanney et al. 1993), ιε ελαίνεζδ ιία ηαζ ιυκδ ακαθμνά υπμο 

πνυκζα πμνήβδζδ MPTP μδήβδζε ζημ ζπδιαηζζιυ ζοζςιαηςιάηςκ α-synuclein (Fornai, 

Schluter et al. 2005).  

Σμ MPTP είκαζ ιζα θζπυθζθδ μοζία, ιε απμηέθεζια δ ζοζηδιζηή πμνήβδζδ κα 

δζαπενκά ημκ αζιαημεβηεθαθζηυ θναβιυ (blood-brain barrier, BBB). Ολεζδχκεηαζ απυ ηα 

ζενμημκζκενβζηά ηαζ βθμζαηά ηφηηανα ιέζς ηδξ ιμκμαιζκζηήξ μλεζδάζδξ Β (MAO-B) ζε 

MPDP+, ημ μπμίμ ζηδ ζοκέπεζα ιε αοευνιδηδ μλείδςζδ ιεηαηνέπεηαζ ζε MPP+, πμο 

απμηεθεί ημ ημλζηυ πνμσυκ ημ μπμίμ απεθεοεενχκεηαζ ζημκ ελςηοηηάνζμ πχνμ. Απυ εηεί 

θυβς ορδθήξ ζοββέκεζαξ ιε ημ ιεηαθμνέα ηδξ κημπαιίκδξ (Dopamine transporter-DAT), 

ηαζ παιδθυηενμ ααειυ ηδξ κμνεπζκεθνίκδξ ηαζ ηδξ ζενμημκίκδξ, ιεηαθένεηαζ ζημ 

εζςηενζηυ ημο ηοηηάνμο (Javitch, D'Amato et al. 1985). Δηεί ειπθέηεηαζ ζε δφμ 

ιμκμπάηζα, είηε εα δεζιεοηεί ζημκ ηοζηζδζηυ ιεηαθμνέα ηδξ ιμκμαιίκδξ 2 (Vesicular 

Monoamine Transporter 2- VMAT2) ημ μπμίμ ιε ηδ ζεζνά ημο ημ ιεηαθένεζ ζηα 

ζοκαπηζηά ηοζηίδζα (Liu, Roghani et al. 1992), ιδπακζζιυξ πμο πζζηεφεηαζ υηζ 

πνμζηαηεφεζ ηα ηφηηανα απυ ηδκ εηθφθζζδ (Takahashi, Maruyama et al. 1997; Miller, 

Gainetdinov et al. 1999), είηε ιεηαθένεηαζ ζηα ιζημπυκδνζα υπμο ηαζ ζοζζςνεφεηαζ ιέζς 

εκυξ ιδπακζζιμφ ελανηχιεκμο απυ ημ δζαιειανακζηυ δοκαιζηυ, ακαζηέθθεζ ηδ δνάζδ ημο 

ζοιπθυημο Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, δζαηανάζζμκηαξ ηδκ μλεζδςηζηή 

θςζθμνοθίςζδ (Nicklas, Vyas et al. 1985). Η ακαζημθή αοηή έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ 

ναβδαία ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ημο ATP, πνμηαθχκηαξ εκενβεζαηυ έθθεζιια (Fabre, 

Monserrat et al. 1999). Δπζπθέμκ, δ εθάηηςζδ ημο ATP ιπμνεί κα μδδβεί ζε αδοκαιία ημο 

VMAT2 κα δζαηδνήζεζ ηδ δζααάειζζδ ζοβηέκηνςζήξ ημο ζημ ηφηηανμ, βεβμκυξ πμο 

ιπμνεί κα μδδβεί ζε απεθεοεένςζδ ηδξ κημπαιίκδξ απυ ηα ζοκαπηζηά ηοζηίδζα ζημ 

ηοηηανυπθαζια ηαζ επαηυθμοεμ μλεζδςηζηυ stress (Johnson 1988). Σέθμξ, 

δζαηανάζζμκηαξ ηδ νμή δθεηηνμκίςκ ιέζς ημο ζοιπθυημο Ι ηςκ ιζημπμκδνίςκ, ημ MPTP 

ιπμνεί κα μδδβεί άιεζα ζηδ δδιζμονβία εθεοεένςκ νζγχκ (Hasegawa, Kang et al. 1997). 

Σμ εκενβεζαηυ έθθεζιια ηαζ ημ μλεζδςηζηυ stress παναηδνμφκηαζ πμθφ πνζκ ηδκ εηθφθζζδ 

ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ θαίκεηαζ υηζ εκενβμπμζμφκ δζαδζηαζίεξ ζημ ηφηηανμ πμο ηεθζηά ημ 

ζημηχκμοκ (Vila, Jackson-Lewis et al. 2001). Δπζπθέμκ ζε in vitro ιεθέηεξ ημ MPTP 

ακαζηέθθεζ ηδ δνάζδ ηςκ ζοιπθυηςκ ΙΙΙ ηαζ ΙV ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ 

αθοζίδαξ (Desai, Feuers et al. 1996). Οζ κεονχκεξ ηδξ πενζμπήξ ημο ιεζεβηεθάθμο 
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πενζέπμοκ ηδ ιεβαθφηενδ ζοβηέκηνςζδ DAT ακά ηφηηανμ (Cerruti, Walther et al. 1993), 

πνάβια πμο εκ ιένεζ ελδβεί ηδκ επζθεηηζηή εοαζζεδζία ηςκ κεονχκςκ αοηχκ ζηδ δνάζδ 

ημο MPTP. Οζ DAT είκαζ απαναίηδημζ βζα ηδ δνάζδ ηδξ ημλίκδξ, αθμφ ζηεθέπδ πμκηζηχκ 

ιε ιδ θεζημονβζηή ιεηάθθαλδ βζα ημκ DAT ήηακ πνμζηαηεοιέκα απυ ημκ ηοηηανζηυ 

εάκαημ πμο πνμηαθείηαζ απυ ημ MPTP (Gainetdinov, Fumagalli et al. 1997). 

 

Α.3.2.2 6-OHDA  

Η 6-οδνμλοκημπαιίκδ (6-Hydroxydopamine, 6-OHDA), απμηεθεί έκα 

οδνμλοθζςιέκμ ακάθμβμ ηδξ κημπαιίκδξ πμο πενζβνάθδηε βζα πνχηδ θμνά ημ 1959 

(Senoh 1959; Senoh 1959). Δηηυξ απυ ηδ κημπαιίκδ απμηεθεί δμιζηυ ακάθμβμ ηςκ 

ηαηεπμθαιίκδ ηαζ κμναδνεκαθίκδ, ηαζ αζηεί ημλζηέξ επζδνάζεζξ ζημοξ 

ηαηεπμθαιζκενβζημφξ κεονχκεξ. Σμ 1968 μ Ungerstedt απέδεζλε υηζ δ εκέζζιδ πμνήβδζδ 

ηδξ 6-OHDA ζηδκ SNpc είπε ζακ απμηέθεζια ηδκ εηθφθζζδ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ 

κεονχκςκ. Αοηυ απμηέθεζε ημ πνχημ γςζηυ ιμκηέθμ ιεθέηδξ ηδξ κυζμο ημο Parkinson 

(Ungerstedt 1968). Έηημηε έπεζ πνδζζιμπμζδεεί εονέςξ ηαζ έπεζ ηαεζενςεεί ζακ PD 

ιμκηέθμ ιεθέηδξ ηδξ εηθφθζζδξ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ζηδκ SNpc. Η 6-OHDA 

δεκ έπεζ ηδ δοκαηυηδηα δζέθεοζδξ ημο αζιαημεβηεβαθζημφ θναβιμφ, εκφεηαζ ζηενεμηαλζηά 

ζηδ ιέθαζκα μοζία (SN), ζημ νααδςηυ ζχια ή ζηδκ έζς ηδθεβηεθαθζηή δεζιίδα (medial 

forebrain bundle-MFB) πμο πενζθαιαάκεζ κημπαιζκενβζηέξ ηαζ ζενμημκζκενβζηέξ ίκεξ. 

Μεηά ηδκ πμνήβδζή ηδξ, ηα κημπαιζκενβζηά ηφηηανα ανπίγμοκ κα εηθοθίγμκηαζ ιέζα ζε 24 

χνεξ πςνίξ κα ειθακίγμοκ απμπηςηζηή ιμνθμθμβία (Jeon, Jackson-Lewis et al. 1995).  

Ο κεονμημλζηυξ ιδπακζζιυξ δνάζδξ ηδξ απμηεθείηαζ απυ δφμ αήιαηα. Μεηά ηδ 

πμνήβδζδ, πνμζθαιαάκεηαζ απυ ημοξ ιεηαθμνείξ κημπαιίκδξ ηαζ κμναδνεκαθίκδξ (DAT 

ηαζ NAT ακηίζημζπα) θυβς ηδξ δμιζηήξ μιμζυηδηαξ ιε ηδκ εκδμβεκή ηαηεπμθαιίκδ 

(Luthman, Fredriksson et al. 1989) ηαζ ζοζζςνεφεηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια, υπμο μδδβεί 

ζηδ δδιζμονβία δναζηζηχκ ιμνθχκ μλοβυκμο –ROS- (Reactive Oxygen Species) ηαζ ζε 

επαηυθμοεμ μλεζδςηζηυ stress (Cohen and Werner 1994). Φανιαημθμβζηή ακαζημθή δ 

βεκεηζηή απεκενβμπμίδζδ ηςκ DAT ή ΝΑΣ, ειπμδίγεζ ηδκ ημλζηή δνάζδ ηδξ 6-OHDA, 

οπμδεζηκφμκηαξ υηζ δ ζοζζχνεοζδ ζημοξ ηαηεπμθαιζκενβζημφξ κεονχκεξ απμηεθεί ιζα 

εηδήθςζδ-ηθεζδί ζε αοηή ηδ δζαδζηαζία (Van Kampen, McGeer et al. 2000). Η 6-OHDA 

ζοιιεηέπεζ ζε εκγοιαηζηέξ ηαζ ιδ ακηζδνάζεζξ ηαζ πανάβεζ ηοηηανμημλζηά πνμσυκηα 

αλζμπμζχκηαξ εκδμηοηηανζηά ζημζπεία υπςξ μ ζίδδνμξ ηαζ ημ ιαββάκζμ (Cadet and 

Brannock 1998; Choi, Yoon et al. 1999; Lotharius, Dugan et al. 1999). Έηζζ, δ μλείδςζδ 
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ηδξ 6-OHDA απυ ηδκ ιμκμαιζκζηή μλεζδάζδ Α (MAO-A) μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ 

οπενμλεζδίμο ημο οδνμβυκμο (H2O2) ημ μπμίμ εηηυξ ημο υηζ είκαζ ελαζνεηζηά 

ηοηηανμημλζηυ, πονμδμηεί ηαζ ημ ζπδιαηζζιυ εθεοεενςκ νζγχκ μλοβυκμο Ο2
-
 ηαζ ROS 

(Cohen 1984). ΢οκέπεζα ηδξ ζοζζχνεοζδξ αοηήξ είκαζ δ ζηαδζαηή ελάκηθδζδ ηςκ 

εκδμηοηηάνζςκ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ, δζαηαναπέξ ζημοξ ιδπακζζιμφξ δζαηήνδζδξ ηδξ 

ηοηηανζηήξ μιμζυζηαζδξ ηαζ ηεθζηά κεονςκζηή αθάαδ (Blum, Torch et al. 2001).  

Δίκαζ ζδιακηζηυ υηζ δ ημλζηυηδηα ηδξ 6-OHDA ιεζχκεηαζ δναζηζηά ζε 

δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα ή ζε ηαθθζένβεζεξ ηοηηάνςκ υπμο οπενεηθνάγμκηαζ ηα έκγοια 

οπενμλεζδζηή δζζιμοηάζδ (Superoxide dismutase-SOD) ηαζ οπενμλεζδάζδ ηδξ 

βθμοηαεεζυκδξ (Glutathione peroxidase-GPx) (Callio, Oury et al. 2005; Ridet, Bensadoun 

et al. 2006). Δηηυξ απυ ημ μλεζδςηζηυ stress δ 6-OHDA επδνεάγεζ ηαζ ηδ ιζημπμκδνζαηή 

θεζημονβία, αθμφ θαίκεηαζ κα ιεζχκεζ ηδ δναζηζηυηδηα ημο ζοιπθυημο Ι ηδξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (Glinka and Youdim 1995). 

 

Α.3.2.3 Rotenone 

Η rotenone έπεζ πνδζζιμπμζδεεί εονέςξ ζηδ αζαθζμβναθία ζε πεζναιαηζηά ιμκηέθα 

ιεθέηδξ ημο Parkinson ηαζ είκαζ ζηακή απυ ιυκδ ηδξ κα πνμηαθέζεζ εηθφθζζδ ηςκ 

κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ηαεχξ ηαζ ημ ζπδιαηζζιυ ζοζζςιαηςιάηςκ α-synuclein 

(Sherer, Kim et al. 2003). Υνδζζιμπμζείηαζ εονέμξ ζακ εκημιμηηυκμ, εκημιμαπςεδηζηυ 

ηαεχξ ηαζ ζακ θοημθανιαημ. Απμιμκχκεηαζ απυ ηζξ νίγεξ ηαζ ημοξ ιίζπμοξ ηνμπζηχκ ηαζ 

οπμηνμπζηχκ θοηχκ, ζοβηεηνζιέκα απυ θοηά πμο ακήημοκ ζηα βέκδ Lonchocarpus ηαζ 

Derris (Soloway 1976). Η ζοπκή έηεεζδ ζε rotenone απμηεθεί πανάβμκηα ηζκδφκμο 

ειθάκζζδξ ηδξ κυζμο ημο Parkinson (Tanner, Kamel et al. 2011; Martinez and Greenamyre 

2012). Δίκαζ ιζα θζπυθζθδ πδιζηή έκςζδ, πνάβια πμο ηδξ δίκεζ ηδ δοκαηυηδηα κα δζαπενκά 

εφημθα ημκ αζιαημεβηεθαθζηυ θναβιυ ηαζ ηζξ αζμθμβζηέξ ιειανάκεξ πςνίξ ηδκ απαίηδζδ 

ηάπμζμο οπμδμπέα πνυζδεζδξ ή ηάπμζμο ιειανακζημφ ιεηαθμνέα (Martinez and 

Greenamyre 2012). Αοηυ απμηεθεί ααζζηυ πθεμκέηηδια βζα ηδ ζοζηδιαηζηή πνήζδ ηδξ ζε 

πεζναιαηζηά ιμκηέθα. Ιζημνζηά, πνδζζιμπμζήεδηε πνχηδ θμνά ζηδκ ένεοκα βζα ημ 

Parkinson ηδ δεηαεηία ημο 1980 ιεηά ηδκ ακαηάθορδ υηζ ημ MPTP, είκαζ ακαζημθέαξ ημο 

ζοιπθυημο I ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (Heikkila, Nicklas et al. 1985).  

Ιδζαίηενδ ζδιαζία βζα ηδ ιεθέηδ ημο Parkinson απέηηδζε ιεηά ηδ δδιμζίεοζδ ηδξ 

ιεθέηδξ ηςκ Greenamyre ηαζ ηςκ ζοκαδέθθςκ, δ μπμίμζ ιεηά απυ πνυκζα έηεεζδ ζε 

παιδθέξ δυζεζξ rotenone δζαπίζηςζακ ηδκ επζθεηηζηή εηθφθζζδ ηςκ κεονχκςκ ηδξ 
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ιέθαζκαξ μοζίαξ, ηαεχξ ηαζ μ ζπδιαηζζιυξ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ εβηθείζηςκ ιε ηφνζα 

ζοζηαηζηά α-synuclein ηαζ μοαζηζηίκδ (Betarbet, Sherer et al. 2000).  Σμ γςζηυ αοηυ 

ιμκηέθμ πανμοζίαγε ηαζ έκα ζφκμθμ ζοιπενζθμνζηχκ πανηζκζμκζαηχκ παναηηδνζζηζηχκ. 

Η ζοβηεηνζιέκδ ιεθέηδ απέηηδζε ζδζαίηενμ εκδζαθένμκ βζα δφμ θυβμοξ. Πνχημκ, βζαηί 

πανά ηδκ ακαζημθή ημο ζοιπθυημο Ι ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ ζημ 

ζφκμθμ ημο εβηεθάθμο δ εηθφθζζδ ήηακ επζθεηηζηή, ιε πζμ εοάθςημ ημκ πθδεοζιυ ηςκ 

κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ. Αοηυ απμηέθεζε ηδ αάζδ βζα ηδκ ζοζπέηζζδ ηδξ ακαζημθήξ 

ημο ζοιπθυημο Ι ηαζ ηςκ ιδπακζζιχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ κυζμ ημο Parkinson. Καζ 

δεφηενμκ, οπμδδθχκεζ υηζ δ πνυκζα έηεεζδ ζημοξ πανάβμκηεξ ηζκδφκμο ηδξ κυζμο είκαζ 

απαναίηδηδ βζα ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ εβηθείζηςκ ηδξ α-synuclein. Η rotenone είκαζ έκαξ 

ηθαζζηυξ ακαζημθέαξ ημο ζοιπθυημο I, μ μπμίμξ πνμζδέκεηαζ ζημκ ηεθζηυ δέηηδ ημο 

ζοιπθυημο ηαζ ακαζηέθθεζ ηδ ιεηαθμνά δθεηηνμκίςκ ζημ ζοκέκγοιμ Q10, ιε ζοκέπεζα ηδ 

ζοζζχνεοζδ αοηχκ ζηδ ιήηνα ημο ιζημπμκδνίμο υπμο ακηζδνμφκ ιε ημ ιμνζαηυ μλοβυκμ 

πανάβμκηαξ οπενμλείδζμ ημο οδνμβυκμο (H2O2) ηαζ εκενβέξ νίγεξ μλοβυκμο πνμηαθχκηαξ 

μλεζδςηζηυ stress. Η δνάζδ ηδξ επί ημο ζοιπθυημο I έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδ ιείςζδ ηςκ 

επζπέδςκ παναβςβήξ ATP ηαεχξ ηαζ ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ βθμοηαεεζυκδξ (Duty and 

Jenner 2011; Martinez and Greenamyre 2012).  

 

Α.3.2.4 Paraquat  

Σμ paraquat ή 1,1’-δζιεεοθμ-4,4’-δζπονζδίκζμ (1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridinium, 

paraquat) είκαζ έκα εονέςξ πνδζζιμπμζδιέκμ γζγακζμηηυκμ, ηαζ έβζκε βκςζηυ υηζ απμηεθεί 

πανάβμκηα ηζκδφκμο βζα ηδ κυζμ ημο Parkinson ημ 1985 (Snyder and D'Amato 1985). 

Έηημηε, έπεζ πνδζζιμπμζδεεί βζα ηδ ιμκηεθμπμίδζδ ηδξ κυζμο ζε πμκηζημφξ. Πανυηζ έπεζ 

πανυιμζα πδιζηή δμιή ιε ηδ κεονμημλίκδ MPP+ (εζηυκα 11), ημ paraquat έπεζ ηδκ 

ζηακυηδηα κα δζαπενκά ημκ αζιαημεβηεθαθζηυ θναβιυ ιέζς ηςκ ιειανακζηχκ 

ιεηαθμνέςκ αιζκμλέςκ μοδέηενμο θμνηίμο (Shimizu, Ohtaki et al. 2001; McCormack, 

Thiruchelvam et al. 2002).  

Ο ιδπακζζιυξ δνάζδξ είκαζ μλεζδμακαβςβζηήξ θφζδξ, αθθά δεκ είκαζ βκςζηυξ ζημ 

ζφκμθμ ημο. Η βεκζηή πνμζέββζζδ οπαβμνεφεηαζ απυ ημ βεβμκυξ υηζ εκμπμπμζείηαζ βζα ημ 

ζπδιαηζζιυ οπενμλεζδίςκ ηαζ άθθςκ ζζπονχκ ζε εκένβεζα νζγχκ πμο έπμοκ ζακ 

απμηέθεζια ηδ ζοζζχνεοζδ Η2Ο2 ηαζ ηδ ιεηααμθή ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο NADPH. Η 

αθθαβή ηδξ ζζμννμπίαξ ημο NADPH μδδβεί ζηδ ιείςζδ ηδξ παναβςβήξ θζπανχκ μλέςκ 

ηαζ θζπζδίςκ (Day, Patel et al. 1999). Δκημπίγεηαζ ζημ εζςηενζηυ ηςκ ιζημπμκδνίςκ, δεκ 
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είκαζ άιεζμξ ακαζημθέαξ ημο ζοιπθυημο Ι (Richardson, Quan et al. 2005), αθθά 

πςνμηαλζηά εηεί ακάβεηαζ βζα κα ζπδιαηίζεζ ημ οπενμλείδζμ ημο οδνμβυκμο (Cocheme and 

Murphy 2008). Παναηεηαιέκδ έηεεζδ πμκηζηχκ ζε paraquat μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ 

ηοηηανμπθαζιαηζηχκ εβηθείζηςκ α-synuclein ζημοξ κεονχκεξ ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ 

(Manning-Bog, McCormack et al. 2002). Δπζπθέμκ δ ζοζηδιαηζηή εκέζζιδ πμνήβδζδ ζε 

πμκηζημφξ πνμηαθεί ηζκδηζηέξ δζαηαναπέξ ηαζ απχθεζα κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ιε 

ηνυπμ δμζμ-ελανηχιεκμ (Brooks, Chadwick et al. 1999; McCormack, Thiruchelvam et al. 

2002), εκχ ζε αοηυ ζοκεζζθένεζ ανκδηζηά δ δθζηία ηςκ πεζναιαηυγςςκ (McCormack, 

Thiruchelvam et al. 2002; Thiruchelvam, McCormack et al. 2003). 

΢ημκ πίκαηα 2 ακαθένεηαζ ζοβηεκηνςηζηά δ δνάζδ ηςκ παναπάκς ημλζκχκ ηαεχξ 

ηαζ ηα παεμθμβζηά ηαζ ζοιπενζθμνζηά παναηηδνζζηζηά πμο έπμοκ παναηδνδεεί ζε 

Πανηζκζμκζαηά ιμκηέθα εδθαζηζηχκ.   
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Πίλαθαο 2. Ακηζπνμζςπεοηζηά Πνηζκζμκζαηά ιμκηέθα εδθαζηζηχκ επαβυιεκα απυ ηδ δνάζδ κεονμημλζκχκ. 

Νεπξνηνμίλε Παζνινγηθά θαη ζπκπεξηθνξηθά ραξαθηεξηζηηθά Μνξηαθνί Μεραληζκνί 

MPTP 1. Πανηζκζμκζζιυξ ιε μλεία έκανλδ (αναδοηζκδζία, ηνυιμξ δνειίαξ, 

δοζηαιρία) 

2. ΢πεηζηά ιζηνυηενδ ζζπφξ ζε ηνςηηζηά 

3. Καθή απυηνζζδ ζηδ εεναπεία ιε L-DOPA ηαζ αβςκζζηέξ κημπαιίκδξ 

(DA-agonists) 

4. Απχθεζα ηςκ TH-κεονχκςκ (κημπαιζκενβζηχκ ζκχκ) ηαζ ιείςζδ ζηδκ 

κημπαιίκδ πμο πενζέπεηαζ ζηα ηφηηανα ηδξ ιεθαζκμνααδςηήξ μδμφ. 

5. Απχθεζα ηςκ TH-κεονχκςκ (κημπαιζκενβζηχκ ζκχκ) ζημ εκηενζηυ 

κεονζηυ ζφζηδια. 

6. Έβηθεζζηα α-synuclein 

7. Αηακυκζζηα LBs 

1. Γζαπενκά εφημθα ημκ αζιαημεβηεθαθζηυ θναβιυ. 

2. Μεηαηνέπεηαζ απυ ηα κεονμβθμζαηά ηφηηανα ζημ ημλζηυ πανάβςβμ MPP+. 

3. Μεηαθένεηαζ ζημ εζςηενζηυ ηςκ ιζημπμκδνίςκ ιε εζδζημφξ ιειανακζημφξ 

ιεηαθμνείξ. 

4. Ακαζηέθθεζ ηδ θεζημονβία ημο ζοιπθυημο Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ. 

5. Αολμννφειζζδ ζηδκ επαβχβζιδ ζοκεάζδξ ημο κζηνζημφ μλεζδίμο (iNOS), 

ζηδκ μλεζδάζδ NADPH, ηαζ ζηδκ παναβςβή δναζηζηχκ ιμνθχκ μλοβυκμο 

(ROS) 

6. Δκενβμπμίδζδ ηδξ ιζηνμβθμίαξ. 

6-OHDA 1. Κζκδηζηέξ δζαηαναπέξ (πενζζηνμθή, αηζκδζία) 

2. Καθή απυηνζζδ ζηδ εεναπεία ιε L-DOPA ηαζ αβςκζζηέξ κημπαιίκδξ. 

3. Απχθεζα ηςκ TH-κεονχκςκ (κημπαιζκενβζηχκ ζκχκ) ηαζ ιείςζδ ζηδκ 

κημπαιίκδ πμο πενζέπεηαζ ζηα ηφηηανα ηδξ ιεθαζκμνααδςηήξ μδμφ. 

4. Αηακυκζζηα LBs 

1. Γεκ δζαπενκά ημκ αζιαημεβηεθαθζηυ θναβιυ. 

2. Μεηαθένεηαζ ζημ εζςηενζηυ ηςκ ιζημπμκδνίςκ 

3. Ακαζηέθθεζ ηδ θεζημονβία ημο ζοιπθυημο Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ.  

4. Δκενβμπμίδζδ ηδξ ιζηνμβθμίαξ. 

Rotenone 1. Πανηζκζμκζζιυξ (αναδοηζκδζία, δοζηαιρία ηαζ , ζηαεενή ζηάζδ 

ζχιαημξ) 

2. Καθή απυηνζζδ ζηδ εεναπεία ιε L-DOPA ηαζ αβςκζζηέξ κημπαιίκδξ. 

3. Απχθεζα ηςκ TH-κεονχκςκ (κημπαιζκενβζηχκ ζκχκ) ηαζ ιείςζδ ζηδκ 

κημπαιίκδ πμο πενζέπεηαζ ζηα ηφηηανα ηδξ ιεθαζκμνααδςηήξ μδμφ. 

4. Δκδμηοηηανζηά έβηθεζζηα α-synuclein, πανυιμζα ιε ηα ζςιάηζα 

Lewy. 

5. Απχθεζα ηςκ ιοεκηενζηχκ κεονχκςκ. 

1. Γζαπενκά εφημθα ημκ αζιαημεβηεθαθζηυ θναβιυ.  

2. Ακαζηέθθεζ ηδ θεζημονβία ημο ζοιπθυημο Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ.  

3. Αολμννφειζζδ of NADPH-oxidase 

4. Δκενβμπμίδζδ ηδξ ιζηνμβθμίαξ. 

Paraquat 1. Πανηζκζμκζζιυξ υιμζμξ ιε αοηυκ πμο πνμηφπηεζ απυ ηδ πνήζδ MPTP 

2. Μείςζδ ζηδκ κημπαιίκδ πμο πενζέπεηαζ ζηα ηφηηανα ηδξ 

ιεθαζκμνααδςηήξ μδμφ. 

3. Δκδμηοηηανζηά έβηθεζζηα α-synuclein ιεηά απυ ιεβάθδ έηεεζδ. 

 

1. Γζαπενκά ημκ αζιαημεβηεθαθζηυ θναβιυ ιέζα απυ ημοξ ιειανακζημφξ 

ιεηαθμνείξ αιζκμλέςκ μοδέηενμο θμνηίμο. 

2. Ακαζηέθθεζ ηδ θεζημονβία ημο ζοιπθυημο Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ. 

3. Μείςζδ ζημοξ κζημηζκζημφξ οπμδμπείξ ηδξ αηεηοθμπμθίκδξ, πμο 

ιεζμθααείηε απυ ηδκ απεθεοεένςζδ κημπαιίκδξ.  

4. Ακαζηέθθεζ ηδ θεζημονβία ημο ζοιπθυημο ΙΙΙ ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ. 

[Πνμζανιμβή απυ (Hisahara and Shimohama 2010)] 
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Α.3.3 Γελεηηθά θαη ζπλδπαζηηθά κνληέια 

Σα ηεθεοηαία πνυκζα έπμοκ βίκεζ ανηεηέξ ιεθέηεξ ζε γςζηά πανηζκζμκζαηά ιμκηέθα 

είηε ζε ζπμκδοθςηά (ηνςηηζηά, πνςηεφμκηα), είηε ζε αζπυκδοθα (ιφβεξ (Drosophila) ηαζ 

κδιαημεζδήξ ζηχθδηαξ (C. elegans)) ζοιπενζθαιαακμιέκςκ βμκζδίςκ πμο 

ζοιπενζθένμκηαζ ιε αοημζςιζηυ επζηναηή ηαζ ιε αοημζςιζηυ οπμθεζπυιεκμ ηνυπμ 

ηθδνμκυιδζδξ. Σα βμκίδζα πμο ηονίςξ έπμοκ ιεθεηδεεί ζε αοηά ηα ιμκηέθα είκαζ δ α-

synuclein, δ LRRK2, δ UCHL1, δ parkin, δ DJ-1, ηαζ δ PINK1, Πίκαηαξ 3.  

Η θμβζηή ηδξ ιεθέηδξ ηςκ ζπεηζηά ζπάκζςκ ηθδνμκμιζηχκ πενζπηχζεςκ ιίαξ 

βεκζηά ζπμναδζηήξ κυζμο ζηδνίγεηαζ ζηδκ πνμζδμηία υηζ μ ημζκυξ παεμθμβζηυξ 

θαζκυηοπμξ πμο παναηηδνίγεζ υθεξ ηζξ ιμνθέξ ηδξ κυζμο ημο Parkinson, ακελάνηδηα απυ 

ηδκ αζηία πνυηθδζδξ, οπμδεζηκφεζ ηδκ ειπθμηή ημζκχκ ιδπακζζιχκ παεμβέκεζαξ. Καη’ 

αοηυκ ημκ ηνυπμ, δ ιεθέηδ ηδξ θεζημονβίαξ ηςκ βμκζδίςκ πμο πνμηαθμφκ ηδκ ηθδνμκμιζηή 

ιμνθή ηδξ κυζμο, ηαεχξ ηαζ ηςκ ιδπακζζιχκ ιέζς ηςκ μπμίςκ μζ ιεηαθθάλεζξ ημοξ 

μδδβμφκ ζηδκ επζθεηηζηή εηθφθζζδ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ, ίζςξ πνμζδζμνίζεζ 

ημιαζηά ιμνζαηά ιμκμπάηζα ζδζαίηενδξ ζδιαζίαξ ζηδκ ελέθζλδ ηδξ παεμβέκεζαξ ηδξ κυζμο.  

Πένα απυ ηδκ ένεοκα ηδξ θοζζμθμβζηήξ θεζημονβίαξ ηςκ βμκζδίςκ ηδξ 

ηθδνμκμιζηήξ ιμνθήξ ημο Parkinson ηαζ ηδξ επίδναζδξ ηςκ ιεηαθθάλεςκ ημοξ (Πίκαηαξ 

1), έβζκακ εηηεηαιέκεξ ιεθέηεξ ζε δζαβμκζδζαηά γχα ηαεχξ ηαζ ζε γχα ζηα μπμία έπμοκ 

απεκενβμπμζδεεί (knockout) ηα ζοβηεηνζιέκα βμκίδζα.  

Έηζζ θμζπυκ δζαβμκζδζαηή οπενέηθναζδ ηδξ θοζζμθμβζηήξ ή ιεηαθθαβιέκδξ α-

synuclein μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ εκδμηοηηανζηχκ πνςηεσκζηχκ ζοζζςιαηςιάηςκ ζημοξ 

κημπαιζκενβζημφξ κεονχκεξ πςνίξ ςζηυζμ αοηυ κα ζοκμδεφεηαζ απυ κεονςκζηυ εάκαημ 

(Dauer and Przedborski 2003), εκχ δ εηημιή ημο βμκζδίμο ηδξ α-synuclein δεκ πνμηαθεί 

κεονμεηθφθζζδ (Abeliovich, Schmitz et al. 2000; Dauer, Kholodilov et al. 2002), βεβμκυξ 

πμο δείπκεζ υηζ μ ιδπακζζιυξ παεμβέκεζαξ ηδξ α-synuclein δε ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ απχθεζα 

θεζημονβίαξ ημο βμκζδίμο. Ακηίεεηα, οπενέηθναζδ ηδξ α-synuclein ιέζς ζχκ ζε 

ανμοναίμοξ επάβεζ ηδκ εηθφθζζδ ηδξ ιεθαζκμνααδςηήξ μδμφ. Δπεζδή δεκ οπήνπε 

κεονςκζηή απχθεζα ζηα πενζζζυηενα δζαβμκζδζαηά πμκηίηζα πνδζζιμπμζήεδηε ζακ 

επζπθέμκ επζαανοκηζηυξ πανάβμκηαξ ημ MPTP (Song 2004; Nieto, Gil-Bea et al. 2006). Η 

ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία θαίκεηαζ κα είκαζ επανηήξ βζα κα επάβεζ ηδ δδιζμονβία 

ζοζζςιαηςιάηςκ α-synuclein ηαεχξ ηαζ ημλζηυηδηα πμο μδδβεί ζε εηθφθζζδ ηςκ 

κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ. Όπςξ ήηακ ακαιεκυιεκμ μζ κημπαιζκενβζημί κεονχκεξ είκαζ 

πζμ εοαίζεδημζ ζηδ ιζημπμκδνζαηή ημλίκδ (Nieto, Gil-Bea et al. 2006). Δκδζαθένμκ είκαζ 
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υηζ ζε πμκηίηζα ζηα μπμία έπεζ απεκενβμπμζδεεί ημ βμκίδζμ ηδξ α-synuclein μζ 

κημπαιζκενβζημί κεονχκεξ πανμοζζάγμοκ ακεεηηζηυηδηα ζηδ δνάζδ ημο MPTP (Dauer, 

Kholodilov et al. 2002), δείπκμκηαξ υηζ βζα ηδκ απχθεζα ηςκ κεονχκςκ απαζηείηαζ 

ζοζζςιάηςζδ ηδξ α-synuclein ηαεμδζηά ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ δοζθεζημονβίαξ (Thomas, 

Mandir et al. 2011). 

΢ε υηζ αθμνά ηδκ parkin, ιφεξ ή ιφβεξ πμο ημ βμκίδζμ έπεζ αθαζνεεεί δεκ 

εηδδθχκμοκ παεμθμβία κημπαιζκενβζημφ εακάημο (Goldberg, Fleming et al. 2003; Greene, 

Whitworth et al. 2003). Πανυθα αοηά, ηα ζοβηεηνζιέκα γχα εηδδθχκμοκ ιζημπμκδνζαηή 

δοζθεζημονβία (Pesah, Pham et al. 2004). Παναδυλςξ πμκηίηζα ιε ιδ θεζημονβζηή 

ιεηάθθαλδ βζα ημ βμκίδζμ ηδξ Parkin, έπμοκ ηδκ ίδζα ημλζηή απυηνζζδ ζηδκ ημλίκδ MPTP 

ζοβηνζηζηά ιε ηα αβνίμο ηφπμο πμκηίηζα, εκχ δ οπενέηθναζδ ηδξ parkin θαίκεηαζ κα έπεζ 

πνμζηαηεοηζηυ νυθμ έκακηζ ηδξ ημλίκδξ (Perez, Curtis et al. 2005; Paterna, Leng et al. 

2007; Thomas, von Coelln et al. 2007). Οιμίςξ ιε ηδκ parkin ζοιπενζθένμκηαζ ηαζ ηα 

πμκηίηζα ζηα μπμία δεκ εηθνάγεηαζ δ PINK1, εκχ εηείκα ζηα μπμία δεκ εηθνάγεηαζ ημ 

βμκίδζμ DJ-1 πανμοζζάγμοκ ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία ηαζ αολδιέκδ εοαζζεδζία ζηδ 

δνάζδ ηδξ MPTP (Kim, Murphy et al. 2005). Ακηίζημζπα, ιφεξ πμο ζηενμφκηαζ ημο 

βμκζδίμο UCH-L1 οθίζηακηαζ κεονμεηθοθζζηζηέξ αθθαβέξ, αθθά υπζ ζηδ ιεθαζκμνααδςηή 

μδυ (Saigoh, Wang et al. 1999). 

΢οκμπηζηά, ζημκ πίκαηα 3 πανμοζζάγμκηαζ ημ ζφκμθμ ηςκ βεκεηζηχκ ιμκηέθςκ πμο 

έπμοκ πνδζζιμπμζδεεί ακά βμκίδζμ ιεθέηδξ ηαεχξ ηαζ ηα θαζκμηοπζηά ηαζ παεμθμβζηά ημοξ 

παναηηδνζζηζηά.  
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Πίλαθαο 3. Γεκεηζηά γςζηά Πανηζκζμκζαηά ιμκηέθα. 

Τπό 

κειέηε 

Γνλίδην 

Εσηθόο 

νξγαληζκόο 

Υεηξηζκόο Απώιεηα 

ληνπακηλεξγηθώλ 

λεπξώλσλ 

΢σκάηηα ηνπ 

Lewy 

Κηλεηηθά 

ζπκπηώκαηα 

Απηνζσκηθά επηθξαηή γνλίδηα 

 

a-synuclein 

(PARK1) 

Νδιαηχδδξ 

ζηχθδηαξ 

Μφβα 

Πμκηζηυξ 

Ανμοναίμξ 

Πίεδημξ 

 

 

Γζαβμκζδζα

ηά 

Ναζ/Όπζ 

Ναζ 

Όπζ 

Ναζ 

Ναζ 

Όπζ 

Ναζ 

Ναζ/Όπζ 

Όπζ 

Όπζ 

Ναζ 

Ναζ 

Ναζ/Όπζ 

Ναζ 

Ήπζα 

ζοιπηχιαηα 

UCHL1 

(PARK5) 

Πμκηζηυξ Γζαβμκζδζα

ηά 

Ναζ Όπζ Ναζ 

LRRK2 

(PARK8) 

Νδιαηχδδξ 

ζηχθδηαξ 

Μφβα 

Πμκηζηυξ 

 

Γζαβμκζδζα

ηά 

Ναζ 

Ναζ 

Όπζ 

Πανυιμζεξ 

δμιέξ 

Όπζ 

Όπζ 

Ήπζα 

ζοιπηχιαηα Ναζ 

Ναζ 

Απηνζσκηθά ππνιεηπόκελα γνλίδηα 

 

Parkin 

(PARK2) 

Νδιαηχδδξ 

ζηχθδηαξ 

Μφβα 

 

Πμκηζηυξ 

Knockout 

Knockout 

Transgenic 

Knockout 

Transgenic 

Όπζ 

Ναζ 

Ναζ 

Όπζ 

Ναζ 

Όπζ 

Όπζ 

Όπζ 

Όπζ 

Ναζ 

Όπζ 

Ναζ 

Ναζ 

Ήπζα 

ζοιπηχιαηα 

Ήπζα 

ζοιπηχιαηα 

PINK1 

(PARK6) 

Μφβα 

Πμκηζηυξ 

Knockout 

Knockout 

Ναζ 

Όπζ 

Όπζ 

Όπζ 

Ναζ 

Ήπζα 

ζοιπηχιαηα 

DJ-1 

(PARK7) 

Μφβα 

Πμκηζηυξ 

Knockout 

Knockout 

Ναζ 

Όπζ 

Όπζ 

Όπζ 

Ναζ 

Ήπζα 

ζοιπηχιαηα 

HtrA2/Omi 

(PARK13) 

Μφβα 

Πμκηζηυξ 

Knockout 

Knockout 

Όπζ 

Όπζ 

Όπζ 

Όπζ 

Όπζ 

Ήπζα 

ζοιπηχιαηα 

[Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ (Hisahara and Shimohama 2010)] 

 

Α.3.4 Κπηηαξνπιαζκαηηθά Τβξίδηα (CYtoplasmic hyBRIDS – Cybrids)  

Σα ηοηηανμπθαζιαηζηά οανίδζα, βκςζηά ςξ cybrids (CYtoplasmic hyBRID), είκαζ 

ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πμο πνμηφπημοκ απυ ηδ ζφκηδλδ απφνδκςκ ηοηηάνςκ πμο πενζέπμοκ 

ιυκμ ιζημπμκδνζαηυ DNA (mtDNA), ιε ηφηηανα δέηηεξ ζηα μπμία δεκ οπάνπεζ mtDNA- 

ν
0
 ηφηηανα. ΢ηζξ πενζζζυηενεξ ηςκ πενζπηχζεςκ ηα ηφηηανα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ζακ 

ηφηηανα δυηεξ είκαζ ηα αζιμπεηάθζα, εκχ ζακ δέηηεξ δ ακενχπζκδ κεονααθαζηςιαηζηή 

ηοηηανζηή ζεζνά SH-SY5Y ή δ ηοηηανζηή ζεζνά ηεναηςηανηζκχιαημξ NT2. Μεηά ηδ 

ζφκηδλδ ηα ηφηηανα δέηηεξ επακαπαηνίγμκηαζ ιε ημ mtDNA ηςκ ηοηηάνςκ δυηεξ ηαζ 
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βίκεηαζ δ δζαθμβή απυ ηα ηφηηανα πμο δεκ επακαπαηνίζηδηακ επζηοπχξ οπυ ημκ έθεβπμ ηδξ 

ιεηααμθζηήξ δζαθμβήξ (Swerdlow, Parks et al. 1996; Ghosh, Swerdlow et al. 1999). Σμ 

απμηέθεζια είκαζ ιεηά απυ ανηεημφξ ηφηθμοξ επακαθήρεςκ κα πνμηφπημοκ ηοηηανζηέξ 

ζεζνέξ πμο πενζέπμοκ ημ πενζεπυιεκμ mtDNA ηδξ επζθμβήξ ιαξ, οπυ ημκ έθεβπμ ημο 

πονδκζημφ βεκεηζημφ ηαζ πενζααθθμκηζημφ οπυααενμο πμο ειείξ επζθέβμοιε (Swerdlow, 

Parks et al. 1996; Ghosh, Swerdlow et al. 1999).  

 

 

Δηθόλα 12. ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ 

Cybrids. Οζ οανζδζηέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πμο 

πανάβμκηαζ απυ ηδ ζφκηδλδ απφνδκςκ ηοηηάνςκ 

(αζιμπεηαθίςκ-ηφηηανα δυηεξ) ιε ν
0
 ηφηηανα, 

δδθαδή ηφηηανα πμο δεκ πενζέπμοκ ιζημπμκδνζαηυ 

DNA.   

  

 

 

 

Σμ cybrid ηοηηανζηυ ιμκηέθμ επζηνέπεζ ζημοξ ενεοκδηέξ κα δζενεοκήζμοκ πςξ δ 

ιζημπμκδνζαηή θεζημονβία επδνεάγεζ ηδ θοζζμθμβία ηςκ ηοηηάνςκ. Σμ ιμκηέθμ αοηυ έπεζ 

πνδζζιμπμζδεεί ηονίςξ βζα ηδ ιεθέηδ κεονμεηθοθζζηζηχκ δζαηαναπχκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε 

ηδ ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία ηονίςξ ζημ Parkinson, αθθά ηαζ ζημ Alzheimer, ηδκ 

Αιομηνμθζηή Πθεονζηή ΢ηθήνοκζδ (Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS), ηαζ ηδκ 

Πνμμδεοηζηή Τπενπονδκζηή Πανάθοζδ (Progressive supranuclear palsy, PSP). Μεθεηεξ 

ζε Cybrid απυ αζεεκείξ ιε κυζμ ημο Parkinson, έδεζλακ υηζ ηα ιζημπμκδνζαηά βμκίδζα είκαζ 

επζγήιζα βζα ηδκ ηοηηανζηή επζαίςζδ, πνμηαθχκηαξ παεμθμβζηά παναηηδνζζηζηά πανυιμζα 

ιε αοηά πμο ειθακίγμκηαζ ζηδ κυζμ ημο Parkinson. ΢οβηεηνζιέκα ηα πανηζκζμκζαηά 

cybrid απμηάθορακ ιεζςιέκδ ηαηαθοηζηή δναζηζηυηδηα ημο ζοιπθυημο I ηδξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (Swerdlow, Parks et al. 1996; Gu, Cooper et al. 1998; Esteves, 

Domingues et al. 2008), αολδιέκδ παναβςβή ROS (Swerdlow, Parks et al. 1996; Esteves, 

Domingues et al. 2008) ηαζ μλεζδςιέκςκ πνςηεσκχκ (Esteves, Domingues et al. 2008), 

αθθαβέξ ζηδκ εκδμηοηηανζηή μιμζυζηαζδ ημο αζαεζηίμο (Sheehan, Swerdlow et al. 1997), 

αφλδζδ ζηα επίπεδα ηςκ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ (Cassarino, Fall et al. 1997), αολδιέκδ 
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πονδκζηή ιεηαηυπζζδ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα NFηα (Cassarino, Halvorsen et al. 

2000) ηαεχξ ηαζ αφλδζδ ζηα επίπεδα πνςηεσκχκ πμο πνμάβμοκ ηδκ επζαίςζδ Bcl-2 and 

Bcl-XL (Veech, Dennis et al. 2000), δζάζπαζδ ηδξ PARP, ιεζςιέκα επίπεδα ζημ 

ιζημπμκδνζαηυ cytochrome C, αολδιέκδ δναζηζηυηδηα Καζπάζδξ 3, απεθεοεένςζδ LDH 

(Lactate dehydrogenase, LDH) ηαζ εκενβμπμίδζδ ηςκ ηζκαζχκ απυηνζζδξ ζημ stress p38 

ηαζ JNK (Onyango, Tuttle et al. 2005; Esteves, Domingues et al. 2008), θζβυηενδ 

παναβςβή ATP ηαζ πενζζζυηενα εηπμθςιέκα ιζημπυκδνζα (Esteves, Domingues et al. 

2008). Δπζπθέμκ ηα PD cybrids απμηάθορακ αολδιέκα επίπεδα μθζβμιενζζιμφ ηδξ α-

synuclein (Esteves, Domingues et al. 2008), εκχ πανμοζζάγμοκ ιεβαθφηενδ εοαζζεδζία 

ζηδ δνάζδ ηδξ ημλίκδξ MPTP (Swerdlow, Parks et al. 1996). 

Όζμκ αθμνά ηδ ιμνθμθμβία, ακζπκεφμκηαζ πενζζζυηενα ζηνμββοθά ηαζ δζμβηςιέκα 

ιζημπυκδνζα, ιε ηδ ιήηνα κα πανμοζζάγεζ πμθφ θζβυηενεξ πηοπχζεζξ ζηδκ εζςηενζηή 

ιειανάκδ, εκχ παναηδνήεδηε αφλδζδ ζημκ ανζειυ ηςκ βζβάκηζςκ ιζημπμκδνίςκ 

(Trimmer, Swerdlow et al. 2000). Δπίζδξ δ παναηήνδζδ ημοξ απμηάθορε ημ ζπδιαηζζιυ 

ηοζηζδζαηχκ εβηθείζηςκ εεηζηχκ ζηα ακηζβμκζηά ηαζ δμιζηά παναηηδνζζηζηά ηςκ 

ζςιαηίςκ ημο Lewy. Ακ ηαζ ηα ζςιάηζα ημο Lewy απακηχκηαζ ζε πμθφ ιζηνυ πμζμζηυ 

ζηα PD Cybrids, αοηυ οπμδδθχκεζ υηζ δ πθδνμθμνία ζηα ιζημπμκδνζαηά βμκίδζα είκαζ 

ζηακή κα μδδβήζεζ ζημ ζπδιαηζζιυ ηςκ ζςιαηίςκ Lewy, δεδμιέκμο υηζ ζε control cybrids 

SH-SY5Y ηφηηανα αοηυ είκαζ έκα πμθφ ζπάκζμ θαζκυιεκμ. Σα cybrid ηφηηανα 

δζαθμνμπμζμφκηαζ ηακμκζηά οπυ ηδκ πανμοζία staurosporine (Borland, Mohanakumar et 

al. 2009). Σα κεονςκζηά ηφηηανα πμο πνμηφπημοκ εηθνάγμοκ κεονςκζημφξ δείηηεξ υπςξ 

ζοκαπημθοζίκδ, οδνμλοθάζδ ηδξ ηονμζίκδξ, ιεηαθμνέα ηδξ κημπαιίκδξ, ηαζ οπμδμπείξ 

κημπαιίκδξ D2. Η δζαθμνμπμίδζδ μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ ζςιαηίςκ ημο Lewy ηαεχξ ηαζ 

κεονζηζηχκ ζοζζςιαηςιάηςκ α-synuclein πμο ιμζάγμοκ ιε ημοξ κεονίηεξ ημο Lewy ζημοξ 

εβηεθάθμοξ αζεεκχκ (Borland, Mohanakumar et al. 2009), εκχ δ ηάζδ ζπδιαηζζιμφ ηςκ 

ζςιαηίςκ ημο Lewy υπςξ ηαζ μζ κεονίηεξ, δεκ επάβμκηαζ απυ ηδ δνάζδ ηάπμζμο ελςβεκμφξ 

πανάβμκηα υπςξ ηάπμζμξ ακαζημθέαξ ημο πνςηεαζχιαημξ, ακαζημθέαξ ημο θοζμζςιαημξ 

ή οπενέηθναζδ ηδξ α-synuclein. 
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Β. ΢ΚΟΠΟ΢ ΣΖ΢ ΓΗΑΣΡΗΒΖ΢ 

Με αάζδ ηα υζα ακαθένεδηακ παναπάκς, ζδακζηυ ιμκηέθμ ιεθέηδξ ηδξ κυζμο 

Parkinson, εα ήηακ έκα ιμκηέθμ πμο, είηε επάβεηαζ απυ πενζααθθμκηζημφξ πανάβμκηεξ είηε 

απυ βεκεηζημφξ πεζνζζιμφξ, είηε απυ ζοκδοαζιυ ηςκ δφμ, ηαζ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ 

επζηοπή ακαπαναβςβή ηςκ παναηηδνζζηζηχκ ηδξ κυζμο, υζμκ αθμνά ηζξ δζαηαναπέξ ηδξ 

ζοιπενζθμνάξ (ηζκδηζηέξ δζαηαναπέξ), ηα παεμθμβζηά παναηηδνζζηζηά (πνμμδεοηζηή, 

επζθεηηζηή εηθφθζζδ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ιε ηαοηυπνμκδ πανμοζία LBs), 

ηαεχξ ηαζ δζαηαναπέξ ζε ιμνζαημφξ ιδπακζζιμφξ. Χζηυζμ πνμξ ημ πανυκ δεκ οπάνπεζ 

οπμδεζβιαηζηυ ιμκηέθμ πμο κα ακαπανζζηά πθήνςξ ημ ζφκμθμ ηςκ θαζκμηοπζηχκ ηαζ 

παεμθμβζηχκ παναηηδνζζηζηχκ πμο έπμοκ πενζβναθεί ζηδ κυζμ.  

΢ηυπμξ ηδξ πανμφζαξ δζδαηημνζηήξ δζαηνζαήξ ήηακ δ δδιζμονβία εκυξ ηαηάθθδθμο 

ζοζηήιαημξ ιεθέηδξ ηδξ πνμμδεοηζηήξ θφζδξ ηδξ κυζμο ημο Parkinson. Η οπυεεζή ιαξ 

ήηακ υηζ δ πνυκζα έηεεζδ κεονζηχκ ηοηηάνςκ ζε πμθφ παιδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ 

κεονμημλίκδξ 6-OHDA, εα ιπμνμφζε κα επζαανφκεζ ηδ θεζημονβία ηςκ ιζημπμκδνίςκ, ηαζ 

ηαηά ζοκέπεζα ηδκ πνμζανιμβή ηςκ ηοηηάνςκ ζημ ζοκεπέξ μλεζδςηζηυ stress, αθθά ηαζ ηζξ 

ζδζυηδηεξ πνςηεσκχκ υπςξ δ α-synuclein. Έκα ηέημζμ ιμκηέθμ εα ιπμνμφζε κα δζεοημθφκεζ 

ηδ ιεθέηδ ηςκ ιμνζαηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ ηαζ ηςκ ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ πμο 

ειπθέημκηαζ ζηδκ ειθάκζζδ ηςκ ηοηηανζηχκ παναηηδνζζηζηχκ πμο ζοκμδεφμοκ ηδ κυζμ, 

ηαεχξ ηαζ ηδ δζενεφκδζδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ημο πονήκα ηαζ ημο ιζημπμκδνίμο ζε 

ζοκεήηεξ πμο πνμζμιμζάγμοκ ή επάβμοκ ηέημζα παναηηδνζζηζηά. 

Πνμηεζιέκμο κα εθεβπεεί δ παναπάκς οπυεεζδ ηαζ κα ακαπηοπεεί ημ ηοηηανζηυ 

ιμκηέθμ πνδζζιμπμζήεδηε δ ακενχπζκδ κεονμαθαζηςιαηζηή ηοηηανζηή ζεζνά SH-SY5Y. 

Η ζεζνά αοηή έπεζ αλζμπμζδεεί εονφηαηα βζα ηδ ιεθέηδ ηδξ κυζμο ημο Parkinson, ηαεχξ 

ηαηέπεζ πμθθά απυ ηα παναηηδνζζηζηά ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ, ηαζ θοζζμθμβζηά 

πανάβεζ παιδθά, αθθά ακζπκεφζζια επίπεδα α-synuclein. Πανάθθδθα, ζημ βεκζηυηενμ 

πθαίζζμ ηδξ ηαηακυδζδξ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ ηαζ ημο πονήκα ζε PD 

ζοκεήηεξ, δδιζμονβήεδηακ Cybrid (Cytoplasmic hybrids) ηοηηανζηέξ ζεζνέξ απυ άημια 

πμο ακήημοκ ζε βεκεαθμβζηυ δέκηνμ ιε ηθδνμκμιζηήξ ιμνθήξ κυζμ ημο Parkinson.  

Έκα απυ ηα ηαζκμημιζηά ζημζπεία ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ έβηεζηαζ ζηδκ πνυκζα 

έηεεζδ ηςκ SH-SY5Y ηοηηάνςκ ζε παιδθά επίπεδα ηδξ κεονμημλίκδξ 6-OHDA δ μπμία 

μδδβεί ζε πνμμδεοηζηέξ ιεηααμθέξ ζηδ ζοζζχνεοζδ ηαζ ηδκ ηαηακμιή ηδξ α-synuclein 

ζημ ηφηηανμ, ηαζ πανάθθδθδ ειθάκζζδ αθθαβχκ ζηδ ιζημπμκδνζαηή θεζημονβία. Σμ 

ζφζηδια αοηυ πνμζμιμζάγεζ ημκ πνμμδεοηζηυ παναηηήνα ηδξ κυζμο ημο Parkinson ηαζ 
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επζηνέπεζ ηδ ιεθέηδ ηςκ ιμνζαηχκ ιδπακζζιχκ ζε δζαθμνεηζηά ζηάδζα. Η βκχζδ αοηή εα 

ιπμνμφζε κα ζοιαάθθεζ ζηδκ ηαθφηενδ ηαηακυδζδ ηδξ αθθδθμοπίαξ ηςκ ιδπακζζιχκ 

παεμβέκεζαξ ηδξ κυζμο Parkinson, ηαζ πζεακά κα ακμίλεζ κέμοξ δνυιμοξ βζα ηδκ ακάπηολδ 

δζαβκςζηζηχκ ηαζ εεναπεοηζηχκ πνμζεββίζεςκ ζημ ιέθθμκ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

67 
 

Γ. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

Γ.1 ΤΛΗΚΑ 

Γ.1.1 Αλαιώζηκα  

- ΢ςθήκεξ θοβμηέκηνδζδξ ηφπμο eppendorf 1,5ml (Sarstedt)  

- ΢ςθήκεξ θοβμηέκηνδζδξ ηφπμο falcon 50ml ηαζ 15ml (Sarstedt) 

- ΢ςθδκάνζα ηαηάρολδξ ηοηηάνςκ 2ml (Cryo tube vials, Kisker) 

- Σνοαθία 100mm επίπεδμο ποεµέκα, επελενβαζµέκα βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ (Greiner 

Bio one)  

- Σνοαθία 60mm επίπεδμο ποεµέκα, επελενβαζµέκα βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ (Greiner 

Bio one) 

- Σνοαθία 6 θνεαηίςκ επίπεδμο ποεµέκα, επελενβαζµέκα βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ  

   (Greiner Bio one) 

- Σνοαθία 24 θνεαηίςκ επίπεδμο ποεµέκα, επελενβαζµέκα βζα ηοηηανμηαθθζένβεζεξ  

   (Greiner Bio one) 

-  Κνομθζαθίδζα βζα πάβςια ηοηηάνςκ ζημοξ -196
μ
C (Kisker) 

- Πζπέηεξ 25 ml, 10ml, 5ml ηαζ 2ml απμζηεζνςιέκεξ, βζα πνήζδ ζε 

ηοηηανμηαθθζένβεζεξ (Sarstedt) 

- Πζπέηεξ Pasteur 3ml, πθαζηζηέξ, ιδ απμζηεζνςιέκεξ (Sarstedt) 

- Μζηνμπζπέηεξ 0,2 – 1ιl, 2 – 20ιl, 20 – 200ιl, 200 – 1000ιl (Gilson) 

- Πθαζηζηά tips βζα ιζηνμπζπέηεξ 0,2 – 1ιl (Greiner Bio one) 

- Πθαζηζηά tips βζα ιζηνμπζπέηεξ 2 – 20ιl, 20 – 200ιl, 200 – 1000ιl (Sarstedt) 

- Αζιμηοηηανυιεηνμ Neubauer (HBG) 

- Cell Scraper βζα ηδ ζοβημιζδή ηςκ ηοηηάνςκ απυ ηα πζάηα ηοηηανμηαθθζένβεζαξ 

- Γοάθζκεξ ηαθοπηνίδεξ ζηνυββοθεξ Ø 11mm (Thermo Scientific, Cat. No.: 12688116) 

- Ακηζηεζιεκμθυνμζ πθάηεξ 26 x 76mm (Deltalab) 

- Φίθηνα 0,45ιm (Sarstedt) 

 

Γ.1.2 Γηαιύκαηα – Υεκηθά αληηδξαζηήξηα – Θξεπηηθά πιηθά  

Όθα ηα δζαθφιαηα, ηα πδιζηά ακηζδναζηήνζα ηαζ ηα ενεπηζηά οθζηά πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ ζε αοηή ηδ ιεθέηδ πνμένπμκηαζ απυ ηζξ εηαζνίεξ: Sigma-Aldrich, 

Applichem, Panreac, Merck, Riedel-de Haen, Carl Roth, Regilait, HT-Biotechnology, 

Fluka, Biorad, MRC, Cell signaling, Nippon Genetics, Polysciences, Calbiochem, Roche, 
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GE Healthcare, KAPA Biosystems, ThermoFisher Scientific, Kisker, Promega, Biosera, 

Axon Medchem, Cayman, Santa cruz, Selleckchem.com.  

 

Γ.1.2.1 Γηαιύκαηα κνξηαθήο βηνινγίαο πνπ παξαζθεπάζηεθαλ ζην εξγαζηήξην 

 Γζάθοια βάθαηημξ (5%) βζα ηδκ επακαζχνδζδ ηςκ δεοηενμβεκχκ ακηζζςιάηςκ 

Γζα ηδκ παναζηεοή 500ml δζαθφιαημξ, 25gr ζηυκδξ βάθαηημξ (Regilait) δζαθφμκηαζ 

ζε 480ml TBS – Tween-20 0,1%, (1x). 

 Γζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ πνςηεσκχκ SDS - PAGE (10x) 

Γζα ηδκ παναζηεοή 1lt δζαθφιαημξ 10x, 30gr Tris (Sigma – Adrich, T1503), 144gr 

βθοηίκδξ (Applichem, A1067) ηαζ 10gr SDS (Applichem, A1502) δζαθφμκηαζ ζε 

800ml δζξ απεζηαβιέκμ H2O ηαζ μ υβημξ ζοιπθδνχκεηαζ ζημ 1lt ιε H2O. To pH 

νοειίγεηαζ ζημ 8,3 ιε ΗCl (Sigma -Aldrich, 258148). Σμ δζάθοια θοθάζζεηαζ ζε 

ζημηεζκυ ιένμξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Σμ δζάθοια ζοθθέβεηαζ ιεηά ηδ πνήζδ 

ηαζ ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί άθθδ ιζα θμνά. 

 Γζάθοια οβνήξ ιεηαθμνάξ πνςηεσκχκ 10x 

Γζα ηδκ παναζηεοή 1lt δζαθφιαημξ 10x, 24,32gr Tris (Sigma – Adrich, T1503) ηαζ 

111,66gr βθφηζκδξ (Applichem, A1067) δζαθφμκηαζ ζε 800ml δζξ απεζηαβιέκμ H2O 

ηαζ μ υβημξ ζοιπθδνχκεηαζ ζημ 1lt ιε H2O. Σμ δζάθοια θοθάζζεηαζ ζε ζημηεζκυ 

ιένμξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. ΢ημ 1lt δζαθφιαημξ 1x πνμζηίεεκηαζ 200ml MeΟΗ 

(Merck, M/4056/17) θίβμ πνζκ ηδ πνήζδ. Σμ δζάθοια ζοθθέβεηαζ ιεηά ηδ πνήζδ ηαζ 

ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί άθθεξ δομ θμνέξ.  

 Γζάθοια οπενεεζσημφ αιιςκίμο (Ammonium Persulfate - APS) 10% 

Γζα ηδκ παναζηεοή 10ml δζαθφιαημξ, 1gr APS (Sigma-Aldrich, A3678) δζαθφεηαζ 

ζε 10ml δζξ απεζηαβιέκμ H2O. Σo δζάθοια θοθάζζεηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

 Γζάθοια θυνηςζδξ πνςηεσκχκ 4x (Laemmli) 

Γζα ηδκ παναζηεοή 12ml δζαθφιαημξ, 2,2ml Tris 1Μ, pH: 6,8 ακαιεζβκφμκηαζ ιε 

4,4ml βθοηενυθδξ 100%, 4,4ml SDS 10%, 0,5ml ηδξ πνςζηζηήξ ιπθε ηδξ 

ανςιμθαζκυθδξ ηαζ 0,5ml α-ιενηαπημαζεακυθδξ. Αημθμοεεί έκημκδ ακάδεοζδ ιε 

vortex ηαζ ημ δζάθοια θοθάζζεηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

 Γζάθοια BSA (5%) βζα ηδκ επακαζχνδζδ ηςκ πνςημβεκχκ ακηζζςιάηςκ 

Γζα ηδκ παναζηεοή 10ml δζαθφιαημξ, 1gr BSA (Sigma – Aldrich, A9647) δζαθφεηαζ 

ζε 10ml TBS – Tween-20 0,1%, (1x). 
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 Γζάθοια Phosphate Buffered Saline (PBS) 20x 

Γζα ηδκ παναζηεοή 1lt δζαθφιαημξ ζοιπφηκςζδξ 20x, 160gr NaCl (Applichem, A2942), 

4gr KCl (Sigma-Aldrich, P9541), 28,8gr Na2HPO4 (Panreac, 141679.124) ηαζ 4,8gr 

KH2PO4 (Merck, 1.04873) δζαθφμκηαζ ζε 800ml H2O. Tμ pH νοειίγεηαζ ζημ 7,4 ιε 

NaΟΗ (Riedel-de Haen, 30620) ηαζ μ υβημξ ζοιπθδνχκεηαζ ζημ 1lt ιε δζξ 

απεζηαβιέκμ H2O. Αημθμοεεί απμζηείνςζδ ιέζς αναζιμφ ζημοξ 121
o
C βζα 15min 

ηαζ θφθαλδ ημο δζαθφιαημξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

 Γζάθοια SDS 10% 

Γζα ηδκ παναζηεοή 100ml δζαθφιαημξ, 10gr SDS (Applichem, A1502) δζαθφμκηαζ 

ζε 80ml δζξ απεζηαβιέκμ H2O ηαζ μ υβημξ ζοιπθδνχκεηαζ ζηα 100ml ιε H2O. To 

δζάθοια θοθάζζεηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

 Γζάθοια Tris Buffered Saline (TBS) 20x 

Γζα ηδκ παναζηεοή 1lt δζαθφιαημξ ζοιπφηκςζδξ 20x, 160gr NaCl (Applichem, 

A2942), 4gr KCl (Sigma-Aldrich, P9541) ηαζ 60gr Tris base (Sigma – Adrich, 

T1503) δζαθφμκηαζ ζε 800ml H2O. Tμ pH νοειίγεηαζ ζημ 7,4 ιε HCl (Sigma -

Aldrich, 258148) ηαζ μ υβημξ ζοιπθδνχκεηαζ ζημ 1lt ιε δζξ απεζηαβιέκμ H2O. 

Αημθμοεεί απμζηείνςζδ ιέζς αναζιμφ ζημοξ 121
o
C βζα 15min ηαζ θφθαλδ ημο 

δζαθφιαημξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

 Γζάθοια Tris – HCl 1,5Μ, pH: 8,8 

Γζα ηδκ παναζηεοή 500ml δζαθφιαημξ, 20,85gr Tris (Sigma – Adrich, T1503) 

δζαθφμκηαζ ζε 450ml δζξ απεζηαβιέκμ H2O ηαζ μ υβημξ ζοιπθδνχκεηαζ ζηα 500ml 

ιε H2O. To pH νοειίγεηαζ ζημ 8,8 ιε ΗCl (Sigma -Aldrich, 258148). Αημθμοεεί 

απμζηείνςζδ ιέζς αναζιμφ ζημοξ 121
o
C βζα 15min ηαζ θφθαλδ ημο δζαθφιαημξ ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. 

 Γζάθοια Tris – HCl 1Μ, pH: 6,8 

Γζα ηδκ παναζηεοή 500ml δζαθφιαημξ, 60,56gr Tris (Sigma – Adrich, T1503) 

δζαθφμκηαζ ζε 450ml δζξ απεζηαβιέκμ H2O ηαζ μ υβημξ ζοιπθδνχκεηαζ ζηα 500ml 

ιε H2O. To pH νοειίγεηαζ ζημ 6,8 ιε ΗCl (Sigma -Aldrich, 258148). Αημθμοεεί 

απμζηείνςζδ ιέζς αναζιμφ ζημοξ 121
o
C βζα 15min ηαζ θφθαλδ ημο δζαθφιαημξ ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. 

 Γζάθοια TBS – Tween-20 0,1% 

Γζα ηδκ παναζηεοή 500ml δζαθφιαημξ TBS – Tween-20 0,1%, 5ml Tween-20 10% 

(αναζςιέκμ 10 θμνέξ απυ stock 100% (Sigma-Aldrich, P2287) ζε οπενηάεανμ H2O) 
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πνμζηίεεκηαζ ζε 495ml TBS 1x. Αημθμοεεί ακάδεοζδ ηαζ ημ δζάθοια θοθάζζεηαζ ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο.  

 Μείβια δεμλονζαμκμοηθεμηζδίςκ (dNTPs) 

Γζα ηδκ παναζηεοή 100ιl ιείβιαημξ, 25ιl απυ ημ ηαεέκα dNTP (dATP, dTTP, 

dGTP ηαζ dCTP - HT Biotechnology, SB23) ακαιεζβκφμκηαζ ηαζ ημ ιείβια 

θοθάζζεηαζ ζημοξ -20
⁰
C.  

 

Γ.1.2.2 Γηαιύκαηα κνξηαθήο βηνινγίαο ηνπ εκπνξίνπ 

 Αζεακυθδ (EtOH) οπενηάεανδ (Fluka E/0650DF/17 ) 

 Ακηζδναζηήνζμ Bradford 5x (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate, 

5000006) 

 Ακηζδναζηήνζμ TEMED (N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine - Carl Roth, 2367) 

 Ακηζδναζηήνζμ Trizol (MRC, RT-111) 

 Γζάθοια Acrylamide/Bis-Acrylamide 30 % (29:1) (Carl Roth, 3029.1) 

 Γζάθοια RIPA 10x (Cell signaling, 9806) 

 Μάνηοναξ ιμνζαηχκ αανχκ βζα δθεηηνμθυνδζδ κμοηθεσηχκ μλέςκ (HT 

Biotechnology, MK05b)  

 Μάνηοναξ ιμνζαηχκ αανχκ βζα δθεηηνμθυνδζδ πνςηεσκχκ (Nippon Genetics, 

MWP04)  

 Μείβια ακαζημθέςκ ηςκ πνςηεαζχκ (protease inhibitor cocktail, Sigma - Aldrich, 

P8340) 

 Νενυ βζα PCR (Calbiochem, 9601) 

 Πνμπακυθδ-2 (Merck, 109634) 

 Τπυζηνςια ECL βζα ηδκ ειθάκζζδ ηαηά ηδκ ακμζμαπμηφπςζδ (Lumilight western 

blotting Substrate, Roche, 1201520001)  

 Υθςνμθυνιζμ - CHCl3 (Fluka, C/4960/17) 

 Μειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ βζα ιεηαθμνά πνςηεσκχκ (GE Healthcare, 10600002)  

 Dimethyl Sulfoxide – DMSO (Sigma – Aldrich, D8418) 

 DNA πμθοιενάζδ (kit) (KAPA Biosystems, KK1510) 

 KAPA SYBR® FAST qPCR Kit (KAPA Biosystems, KK4601) 

 Oligo(dT)18 primer – εηηζκδηήξ μθζβμ-dT (Thermo Scientific, SO131) 

 PCR-Plate 96-well (Kisker, GK96LOW) 
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 RevertAid™ Premium Reverse Transcriptase - Ακηίζηνμθδ ιεηαβναθάζδ (Thermo 

Scientific, EP0733) 

 RiboLock RNase Inhibitor – ακαζημθέαξ ηςκ νζαμκμοηθεαζχκ (Thermo Scientific, 

EO0381) 

 RQ1 RNase-Free DNase kit (Promega, M6101) 

 PEG Poly (ethylene glycol) (Sigma – Aldrich, 86101) 

 

Γ.1.2.3 Γηαιύκαηα θπηηαξηθήο βηνινγίαο πνπ παξαζθεπάζηεθαλ ζην εξγαζηήξην 

 Γζάθοια ακμζμθεμνζζιμφ  

Γζα ηδκ παναζηεοή 50ml δζαθφιαημξ ακμζμθεμνζζιμφ, 500ιl Donkey serum ηαζ 

500ιl Triton X-100 10% (αναζςιέκμ 10 θμνέξ απυ stock 100% (Carl Roth, 3051) ζε 

οπενηάεανμ H2O) πνμζηίεεκηαζ ζε 49ml TBS 1x. Αημθμοεεί ακάδεοζδ ηαζ ημ 

δζάθοια θοθάζζεηαζ ζημοξ 4
⁰
C.  

 Ροειζζηζηυ δζάθοια Κζηνζημφ Ναηνίμο (NaCitrate) 

Γζα ηδκ παναζηεοή 20ml δζαθφιαημξ 1M, 5,88gr NaCitrate (M.B. 294,1g/mol) 

δζαθφμκηαζ ζε 18ml οπενηάεανμο H2O. Ροειίγεηαζ ημ pH ζημ 7,4 ιε ηζηνζηυ μλφ ηαζ 

μ υβημξ ζοιπθδνχκεηαζ ζημ 20ml ιε οπενηάεανμ H2O. Αημθμοεεί απμζηείνςζδ ιε 

θίθηνμ 0,45ιm ηαζ θφθαλδ ημο δζαθφιαημξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

 Γζάθοια ζςδζμφπμο πνμπζδίμο (Propidium Iodide - PI) 

Γζα ηδκ παναζηεοή 300ιl δζαθφιαημξ, 13,8ιl (ή 69ιΜ) Ιςδζμφπμο πνμπζδίμο 

(Sigma-Aldrich, P4864) πνμζηίεεκηαζ ζε 283,2ιl Κζηνζημφ Ναηνίμο (38mM). 

Αημθμοεεί ακάιεζλδ ηαζ ζημ ιείβια πνμζηίεεκηαζ 3ιl RNase (10mg/ml, Sigma-

Aldrich, R4875). Σμ δζάθοια θοθάζζεηαζ ζημοξ 4⁰C ζε ζημηεζκυ ιένμξ.  

 

Γ.1.2.4 Γηαιύκαηα θπηηαξηθήο βηνινγίαο ηνπ εκπνξίνπ 

 Μέζμ ζηενέςζδξ ηςκ ηαθοπηνίδςκ ζηδκ ακηζηεζιεκμθυνμ πθάηα: Aqua-Poly/Mount 

Coverslipping Medium (Polysciences, 18606 - 20) 

 

Γ.1.2.5 Θξεπηηθά πιηθά θαη δηαιύκαηα θπηηαξνθαιιηεξγεηώλ 

 Donkey Serum (Biosera, AS-228/500) 

 Fetal Bovine Serum - FBS (Biosera, FB-1001/500(B11636)) 

 Antibiotic-Antimycotic 100x (ThermoFisher Scientific, 15240062) 
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 Dulbecco's Modified Eagle Medium – DMEM (ThermoFisher Scientific, 41966029) 

 Dulbecco's Modified Eagle Medium – DMEM (- Sodium Pyruvate) (ThermoFisher 

Scientific, 11966) 

 Dulbecco's Modified Eagle Medium – DMEM (- Calcium Chloride) (ThermoFisher 

Scientific, 21068-028 ) 

 Γζάθοια ενορίκδξ 0,05% ιε 0,53mM EDTA ζε PBS (Biosera, LM-T1706/500) 

 Phosphate Buffered Saline – PBS βζα ηοηηανμηαθθζένβεζα (Biosera, LM-

S2041/500). 

 

Γ.1.3 Υεκηθνί αλαζηνιείο – επαγσγείο 

 6-OHDA (Sigma, H116-5MG) 

 Rotenone (Sigma, R8875-1G) 

 Uridine (Sigma, u3003-5G) 

 Ρεηζκμσηυ μλφ (Retinoic Acid – RA) (Sigma – Aldrich, R2625) 

 Βνςιζμοπμ Αζείδζμ (Ethidium Bromide – EtBr) (Sigma – Aldrich, E1510) 

 

Γ.1.4 Αληηζώκαηα 

 Aληηζώκαηα αλνζναπνηύπσζεο θαηά Western 

Πξσηνγελή αληηζώκαηα 

 Anti-α-Synuclein (BD Biosciences #610787), αναίςζδ 1:500. 

 Anti-p-α-Synuclein S129 (BD Biosciences #610787), αναίςζδ 1:500. 

 Anti-VDAC (Thermo Scientific #PA5-17460), αναίςζδ 1:500. 

 Anti-LonP1 (Sigma-Aldrich #HPA002192), αναίςζδ 1:500. 

 Anti-b-actin (Millipore #MAB1501), αναίςζδ 1:10000. 

 Anti-Parkin (Cell Signaling Technology #2132), αναίςζδ 1:500. 

 Anti-MnSOD (ADI-SOD-110), αναίςζδ 1:1000. 

 Anti-HSP70/HSP72 (ADI-SPA-810), αναίςζδ 1:1000. 

 Anti-Cytochrome C (Abcam #ab13575), αναίςζδ 1:1500. 

 Anti-Tim23 (BD Biosciences #611222), αναίςζδ 1:1200. 

 Anti-SFXN3 (proteintech #15156-1-AP), αναίςζδ 1:1200. 

 Anti- foxo3a FKHRL1 (Santa Cruz # sc-11351), αναίςζδ 1:500. 

 Anti-α-tubulin (Abcam # ab6046), αναίςζδ 1:10000. 
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 Anti-DCX C18 (Santa Cruz # sc-8066), αναίςζδ 1:200.  

 Anti-NF160KD (Invitrogen # 34-1000), αναίςζδ 1:500. 

 Anti-Akt (Cell signaling # 4691), αναίςζδ 1:2000. 

 Anti-Hsp40 (Abcam, # ab69402), αναίςζδ 1:5000. 

 Anti-Hsp90 (Millipore, # 386041), αναίςζδ 1:1000. 

 Anti-Hsc70 (Stressgen, # SPA-815B), αναίςζδ 1:5000. 

 Anti-p-Akt(Ser473) (Cell signaling, # 4060), αναίςζδ 1:1000. 

 Anti-p-Akt(Thr308) (Cell signaling, # 2965), αναίςζδ 1:1000. 

 Anti-HP1 gamma (Millipore, # MAB3450), αναίςζδ 1:2000. 

 Anti-Histone H3 (FL-136) (Santa Cruz # sc-10809), αναίςζδ 1:200. 

 Anti- ACO2 (A-22) (Santa Cruz # sc-130677), αναίςζδ 1:200. 

 Anti- Mitofilin antibody (2E4AD5) (Abcam # ab110329), αναίςζδ 1:500. 

 Anti- OXPHOS Rodent Total WB Antibody Cocktail (Abcam # ab110413), 

αναίςζδ 1:250. 

 

Γεπηεξνγελή αληηζώκαηα 

 Ακηίζςια ηαηζίηαξ έκακηζ IgG (H+L) ημοκεθζμφ ζογεοβιέκμ ιε HRP (goat anti-

rabbit, Thermo Scientific, 31460), αναίςζδ 1:2500 – 1:5000. 

 Ακηίζςια ηαηζίηαξ έκακηζ IgG (H+L) πμκηζημφ ζογεοβιέκμ ιε HRP (goat anti-

mouse, Jackson immunoresearch, 115-035-146), αναίςζδ 1:5000. 

 Ακηίζςια ηαηζίηαξ έκακηζ IgG (H+L) ανμοναίμο ζογεοβιέκμ ιε HRP (goat anti-

rat, Jackson immunoresearch, 112-035-003), αναίςζδ 1:5000. 

 

 Αλνζνθζνξηζκόο 

Πξσηνγελή αληηζώκαηα 

 Anti-αlpha-Synuclein (BD Biosciences #610787), αναίςζδ 1:500.  

 Anti-alpha-Synuclein (phospho S129) ( Abcam, ab51253), αναίςζδ 1:1000. 

 Anti-LonP1 (Sigma-Aldrich #HPA002192), αναίςζδ 1:500. 

 Anti- NF160KD (Invitrogen # 34-1000), αναίςζδ 1:200.  

 Anti-Ki67 (Abcam, ab15580), αναίςζδ 1:500. 
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Γεπηεξνγελή αληηζώκαηα 

 Ακηίζςια ηαηζίηαξ έκακηζ IgG (H+L) ημοκεθζμφ ζογεοβιέκμ ιε θεμνίγμοζα 

πνςζηζηή CF πμο εηπέιπεζ ζηα 555nm, δίκμκηαξ ηυηηζκμ πνχια (CF555 goat 

anti-rabbit, Biotium, 20033), αναίςζδ 1:1000. 

 Ακηίζςια ηαηζίηαξ έκακηζ IgG (H+L) πμκηζημφ ζογεοβιέκμ ιε θεμνίγμοζα 

πνςζηζηή Alexa fluor πμο εηπέιπεζ ζηα 488nm, δίκμκηαξ πνάζζκμ πνχια (Alexa 

fluor 488 goat anti-mouse, Invitrogen, A-11001), αναίςζδ 1:1000. 

 

Υξώζε ηνπ ππξήλα 

Γζα ηδ πνχζδ ημο πονήκα πνδζζιμπμζήεδηε δ πνςζηζηή DAPI (Sigma-Aldrich, 

D9542), δ μπμία εηπέιπεζ ζηα 460nm δίκμκηαξ ιπθέ πνχια, αναίςζδ 1:2000. 

 

Γ.1.5 Πιαζκίδηα  

Σα πθαζιίδζα βζα ηδκ οπενέηθναζδ ηδξ α-synuclein, πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ 

πανμφζα ιεθέηδ παναπςνήεδηακ απυ ημκ Anton Pallua ζε θμνέα pTRE2hyg-a-synWT 

ηαζ -a-synA30P, βζα ηδκ αβνίμο ηφπμο ηαζ ηδ ζδιεζαηή ιεηαθθαβή ακηίζημζπα. 

Αημθμφεδζε ηθςκμπμίδζδ ημο βμκζδίμο ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pEGFP-N1, Δζηυκα 13, 

μ μπμίμξ ηαζ πνδζζιμπμζήεδηε ζηα πεζνάιαηα πμο αημθμοεμφκ. 

 

Δηθόλα 13: Κπθιηθόο ράξηεο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα pEGFP-N1 ζηνλ νπνίν έρεη ελζσκαησζεί ην 

γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηελ αλζξώπηλε αγξίνπ ηύπνπ πξσηεΐλε α-synuclein (wt) θαη ηε κεηαιιαγκέλε 

κνξθή α-synuclein A30P. 
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Γ.1.6 Δθθηλεηέο 

Οζ εηηζκδηέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ ηαεχξ ηαζ μζ εέζεζξ ηςκ 

κμοηθεμηζδίςκ πμο ακαβκςνίγμοκ πάκς ζημ βμκζδίςια πενζβνάθμκηαζ ζημκ πίκαηα πμο 

αημθμοεεί. Η αθθδθμοπία ημο βμκζδζχιαημξ ηαηαβνάθεηαζ ζηδ αάζδ δεδμιέκςκ NCBI.  

Πίλαθαο 4. Σμ ζφκμθμ ηςκ εηηζκδηχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πανμφζα δζδαηημνζηή 

δζαηνζαή.  

Δθθηλεηέο Αιιεινπρία (5’ έσο 3’) Θέζεηο 

αλαγλώξηζεο πάλσ 

ζην γνλίδην 

Μέγεζνο 

πξντόληνο 

PCR (bp) 

LonP1s 5’-TCACACATCCACCTGCATGTGC-3’ 2317 - 2338  

191 LonP1a 5’-GCAATGGTCTTCTCCTTGATGC-3’ 2507 - 2486 

SRP14s 5’-CAGCGTGTTCATCACCCTCAA-3’ 154 - 174  

109 SRP14a 5’-GGCTCTCAACAGACACTTGTTTT-3’ 262 - 240 

α-syn-s 5’-TTCAAAGGCCAAGGAGGGAGTTG-3’ 144 - 166 
273 

α-syn-a 5’-TGGTCCTTTTTGACAAAGCCAGTG-3’ 416 - 393 

Hsf1-a 5’-CACTCTTCAGGGTGGACA-3’ 552 - 535 214 

 Hsf1-s 5’-CTGCCCAAGTACTTCAAG-3’ 339 - 356 

b/g actin-a 5’-ACATCTGCTGGAAGGTGGAC-3’ 1154 - 1135 
141 

b/g actin-s 5’-TTGCTGACAGGATGCAGAAG-3’ 1014 - 1033 

Ngn2-s 5'- CACTTCACAGGGCAGGTGTA-3' 1257 - 1276 
191 

Ngn2-a 5'- ATGCCACCATCATCTCTTCC-3' 1447 - 1428 

Pink1-s 5’-CAGCACATTTGCAGCTAAGCG-3’ 1415 - 1432 177 

 Pink1-a 5’-CCAATCCCTTCTATGGCCAAG-3’ 1591 - 1574 

APEX1-F 5’-CCAGAGGCCAAGAAGAGTAA-3’ 386 - 405 
135 

APEX1-R 5’-GCAGATCTTGAGTGTGGCAG-3’ 520 - 501 

MYH1-F 5’-GGCTTGTTCTGTGTCACTGT-3’ 452 - 471 
214 

MYH1-R 5’-GCTTGGTGTTCACAGTCTTC-3’ 665 - 646 

PARKIN-a 5’-GGTACGCTTCTTTACATTCCCG-3’ 1248 - 1227 
204 

PARKIN-s 5’-GGATTCTGGGAGAAGAGCAGTA-3’ 1045 - 1066 

POLG-s 5’-GCTCACTGACAATAGTGCCA-3’ 2310 - 2329 
182 

POLG-a 5’-CGTTGTAAGGTCCATTGC-3’ 2491 - 2474 

TFAM-s 5’-CGTTTCTCCGAAGCATGT-3’ 148 - 165 
145 

TFAM-a 5’-GGACAACTTGCCAAGACAGA-3’ 292 - 273 

TFB1M-s 5’-CCAAGATAGAGCAGCCATTC-3’ 518 - 537 
156 

TFB1M-a 5’-GGTCTATGTCTGCCAACTCT-3’ 673 - 654 

TFB2M-s 5’-GGAATGTTCCCAAGTAGAGG-3’ 702 - 721 
223 

TFB2M-a 5’-GCTCCATGTGCAGAACCTTA-3’ 924 - 905 
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UNG-s 5’-CCAACTCTCATAAGGAGCGA 3 850 - 869 
158 

UNG-a 5’-CGTCTGTAGTACATGGTG-3’ 1007 - 990 

OGG1-s 5’-CGCAAGTACTTCCAGCTAGA-3’ 627 - 646 
170 

OGG1-a 5’-GCGATGTTGTTGTTGGAGGAACAG-3’ 796 - 773 

DJ-1-s 5’-GGTTCTACCAGGAGGTAATC-3’ 393 - 412 139 

 DJ-1-a 5’-TTCATGAGCCAACAGAGCAG-3’ 531 - 512 

LRRK2-s 5’-CCTGGGATTCAGAAATGTGG-3’ 1785 - 1804 
148 

LRRK2-a 5’-CCAGACACTGAATTTCTTGGTC-3’ 1932 - 1911 

mtDNA-s 5’-CCTATGTCGCAGTATCTGTC-3 113-132 
167 

mtDNA-a 5’-GATGTCTGTGTGGAAAGT-3’ 280-163 

mtDNA-fragment A-s 5’- AACCAAACCCCAAAGACACC -3’ 550-569 
9289 

mtDNA-fragment A-a 5’- GCCAATAATGACGTGAAGTCC -3’ 9839-9819 

mtDNA-fragment B-s 5’- TCCCACTCCTAAACACATCC -3 9592-9610 
7752 

mtDNA-fragment B-a 5’- AGAAAGGCTAGGACCAAACC -3’ 671-652 

 

Η ζφκεεζδ ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ εηηζκδηχκ πναβιαημπμζήεδηε απυ ηδκ εηαζνία: VbC 

bIOTECH. 

 

Γ.1.7 Λνγηζκηθό  

Γζα ηδκ ακάθοζδ ηςκ πεζναιάηςκ ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ πνδζζιμπμζήεδηακ ηα 

παναηάης θμβζζιζηά:  

 Excel, υπμο δ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδ 

ιέεμδμ Paired t-TEST. 

 Bio-Rad CFX Manager, βζα ηδκ ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ QPCR. 

 FlowJo, βζα ηδκ ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ. 

 LAS AF Lite, βζα ηδκ ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ημο ακμζμθεμνζζιμο. 

 Quantity One 4.6 βζα ηδκ ποηκμιεηνζηή πμζμηζημπμίδζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ απυ 

πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά western. 

 

Γ.1.8 Δμνπιηζκόο 

 Ακαδεοηήναξ βζα ακάδεοζδ ηςκ ιειανακχκ (Kisker, mini Rocker, MR-1) 

 Δπζηναπέγζα θοβυηεκηνμξ βζα eppendorfs (KUBOTA 3300) 

 Δπζηναπέγζα θοβυηεκηνμξ βζα ζςθδκάνζα ηφπμο falcon (Heraeus, Megafuge 1R) 

 Θάθαιμξ κδιαηζηήξ νμήξ (Telstar, Bio II Advance) 

 Θενιμηοηθμπμζδηήξ βζα ζοιααηζηή PCR (Applied Biosystems, PCR system 8700) 
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 Θενιμηοηθμπμζδηήξ βζα QPCR (Biorad, CFX96 system) 

 Κθίαακμξ ηοηηάνςκ (FORMA SCIENTIFIC) 

 Κοηηανμιεηνδηήξ νμήξ (BD Biosciences FACSCalibur Flow Cytometer) 

 Μαβκδηζηυξ ακαδεοηήναξ (LABINCO L34) 

 Μδπάκδια ειθάκζζδξ θζθι (Amersham Hyperprocessor) 

 Μζηνμζηυπζμ TIRF (Leica) 

 Οπηζηυ ιζηνμζηυπζμ (ZEISS, Axiovert25) 

 ΢οζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ πνςηεσκχκ ιζηνήξ ηθίιαηαξ (Mini-PROTEAN® ΙΙ 

Electrophoresis Cell, BIORAD) 

 ΢οζηεοή ιέηνδζδξ ημο pH (ORION 410A) 

 ΢οζηεοή οπενήπςκ (BRANSON 250-D) 

 Φαζιαημθςηυιεηνμ οπενζχδμοξ/μναημφ (Hitachi, U-2001). 
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Γ.2 ΜΔΘΟΓΟΗ 

Γ.2.1 Καιιηέξγεηα θπηηάξσλ  

Όθεξ μζ δζαδζηαζίεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ηαθθζένβεζα ηςκ ηοηηάνςκ 

πναβιαημπμζμφκηαζ ζημ δςιάηζμ ηοηηανμηαθθζενβεζχκ ζε εάθαιμ κδιαηζηήξ νμήξ, οπυ 

αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ.  

Σα κεονμαθαζηςιαηζηά ηφηηανα SH-SY5Y ακαπηφζζμκηαζ ζε ενεπηζηυ ιέζμ πμο 

πενζθαιαάκεζ: 

 DMEM (4500 mg/L glucose) 

 10% FBS  

 1% ακηζαζμηζηυ (Antibiotic – Antimycotic). 

Σα ν
0
 SH-SY5Y ηφηηανα ακαπηφζζμκηαζ ζε ενεπηζηυ ιέζμ πμο πενζθαιαάκεζ: 

 DMEM (4500 mg/L glucose) 

 5% FBS 

 1% ακηζαζμηζηυ (Antibiotic – Antimycotic) 

 50 ιg/ml Uridine  

 100ιg/ml sodium pyruvate. 

Απαναίηδηδ πνμτπυεεζδ πνζκ ηδ πνήζδ ημο μνμφ (FBS) είκαζ δ εένιακζή ημο 

ζημοξ 56⁰C βζα 30min ιε ζημπυ ηδκ αδνακμπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ ημο ζοιπθδνχιαημξ 

ημο μνμφ. Οζ ζοβηεηνζιέκεξ πνςηεΐκεξ εκενβμπμζμφκ ηδκ ακμζμθμβζηή απυηνζζδ ηαζ δ 

αδνακμπμίδζή ημοξ εεςνείηαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ απμθοβή ηοπυκ θακεαζιέκςκ 

ακμζμθμβζηχκ απμηνίζεςκ απυ ημ ηφηηανμ. Αηυιδ, δ εένιακζδ ημο μνμφ έπεζ ζοκδεεεί 

ιε ηδκ αδνακμπμίδζδ ιζηνμμνβακζζιχκ υπςξ ημ ιοηυπθαζια (BIOCHROM AG, 2005). 

Η ηαθθζένβεζα βίκεηαζ ζε εζδζημφξ επςαζηήνεξ ζηζξ αηυθμοεεξ ζοκεήηεξ:  

 Θενιμηναζία: 37⁰C 

 Πενζεηηζηυηδηα ζε CO2: 5% 

(www.abcam.com) 

 

Γ.2.1.1 Αλαθαιιηέξγεηα ησλ SH-SY5Y θπηηάξσλ κε ηε ρξήζε ζξπςίλεο 

Γζα κα δζαηδνδεεί δ ηοηηανμηαθθζένβεζα ηςκ κεονμαθαζηςιαηζηχκ SH-SY5Y 

ηοηηάνςκ, υηακ ηα ηφηηανα ηαηαθάαμοκ ημ 80% - 90% ηδξ επζθάκεζαξ ημο ηνοαθίμο, 

πναβιαημπμζείηαζ ακαηαθθζένβεζα (ή passage) ζε ηαζκμφνζμ ηνοαθίμ ιε ηδ πνήζδ 

δζαθφιαημξ ενορίκδξ. Η ενορίκδ είκαζ ιζα πνςηεάζδ δ μπμία πνμηαθεί δζάζπαζδ ηςκ 
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αιζκμλζηχκ δεζιχκ ιεηαλφ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηδκ απμηυθθδζδ ημοξ απυ ηδκ επζθάκεζα 

ημο ηνοαθίμο. ΢οκήεςξ, πναβιαημπμζμφκηαζ έςξ 25 ακαηαθθζένβεζεξ πενίπμο, ηαεχξ απυ 

ημ ζδιείμ αοηυ ηζ έπεζηα ανπίγεζ κα θείκεζ μ πμθθαπθαζζαζιυξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ κα 

αολάκεηαζ μ ηοηηανζηυξ εάκαημξ. Η δζαδζηαζία ηδξ ακαηαθθζένβεζαξ πενζθαιαάκεζ ηα ελήξ 

αήιαηα: 

1. Απμιάηνοκζδ ημο ενεπηζημφ ιέζμο απυ ημ ηνοαθίμ. 

2. Απμιάηνοκζδ ημο εκαπμιείκακημξ ενεπηζημφ οθζημφ ιέζς πθφζδξ ιε δζάθοια PBS. 

3. Αθαίνεζδ ημο PBS ηαζ πνμζεήηδ 800ιl ενορίκδξ (βζα πζάημ δζαιέηνμο 100mm), 

επχαζδ ζημοξ 37
μ
C βζα 3 min, ζηακυ δζάζηδια βζα ηδκ απμηυθθδζδ ηςκ ηοηηάνςκ 

απυ ημ οπυζηνςια ημο πζάημο ιε εθαθνά πηοπήιαηα.  

4. Πνμζεήηδ κέμο ενεπηζημφ οθζημφ ηαζ ακάδεοζδ ηςκ ηοηηάνςκ, ιε πζπέηα ιζαξ 

πνήζεςξ, χζηε κα δζαθοεμφκ ηοπυκ ζοζζςιαηχιαηα ιεηαλφ ημοξ.  

5. Μέηνδζδ ηοηηάνςκ ζε αζιμηοηηανυιεηνμ Neubauer. 

6. Μεηαθμνά ημο επζεοιδημφ ανζειμφ ηοηηάνςκ ζε κέμ ηνοαθίμ, ζημ μπμίμ έπεζ ήδδ 

πνμζηεεεί ενεπηζηυ οθζηυ. 

7. Δπχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζημοξ 37
μ
C. ΢ημ δζάζηδια ηςκ επυιεκςκ 4-5 ςνχκ ηα 

ηφηηανα πνμζημθθχκηαζ λακά ζημ οπυζηνςια ημο ηνοαθίμο. 

 

Γ.2.1.2 Μέηξεζε ηνπ αξηζκνύ ησλ θπηηάξσλ κε αηκνθπηηαξόκεηξν Neubauer 

Ο ανζειυξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο απαζηείηαζ ζε ηάεε πενίπηςζδ οπμθμβίγεηαζ ιε ημ 

αζιμηοηηανυιεηνμ Neubauer ή πθάηα Neubauer. Πνμζηίεεκηαζ 10ιl ηοηηανζημφ 

εκαζςνήιαημξ ζηδκ πθάηα ηαζ ιεηνάηαζ μ ανζειυξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο ανίζημκηαζ εκηυξ 

ηςκ ηεζζάνςκ ιεβάθςκ ηεηναβχκςκ ηδξ πθάηαξ. Σα ηεηνάβςκα αοηά ανίζημκηαζ ζηζξ 

ηέζζενζξ βςκίεξ ηδξ πθάηαξ ηαζ απμηεθμφκηαζ απυ 16 ιζηνυηενα ηεηνάβςκα, Δζηυκα 14. Ο 

ζοκμθζηυξ ανζειυξ ηςκ ηοηηάνςκ πνμηφπηεζ απυ ημ άενμζζια ημο ανζειμφ ηςκ ηοηηάνςκ 

πμο πενζθαιαάκμκηαζ ζε ηαεέκα απυ ηα ηέζζενα ιεβάθα ηεηνάβςκα ηαζ δζαζνείηαζ δζα ημο 

4. Ο ανζειυξ πμο πνμηφπηεζ πμθθαπθαζζάγεηαζ x 10
4
 ηαζ απμηεθεί ημκ ανζειυ ηςκ 

ηοηηάνςκ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ακά ml (www.celeromics.com).  

 

 

Δηθόλα 14. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηςκ ζδιείςκ ιέηνδζδξ ηοηηάνςκ ζηδκ πθάηα 

Neubauer 

 

http://www.celeromics.com/
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Γ.2.1.3  Απνζήθεπζε θπηηαξηθώλ ζεηξώλ  

Σα ηφηηανα απμεδηεφμκηαζ ζε εζδζηά ηνομθζαθίδζα βζα ιεβάθα πνμκζηά 

δζαζηήιαηα ζε ααεζά ηαηάρολδ (-196
μ
C) ιε ηδκ παναηάης δζαδζηαζία:  

1. Θνορζκμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ημο ηνοαθίμο. 

2. Φοβμηέκηνδζδ ημο ηοηηανζημφ εκαζςνήιαημξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, βζα 5 min/ 

900rpm. 

3. Απμιάηνοκζδ ημο οπενηεζιέκμο ηαζ πνμζεήηδ 900ιl ενεπηζημφ ιέζμο (900ιl 

ηοηηανζημφ εκαζςνήιαημξ ακηζζημζπμφκ ζε έκα ηνομθζαθίδζμ) 

4. Πνμζεήηδ 900ιl δζαθφιαημξ ηαηάρολδξ (freezing mix) ημ μπμίμ πενζθαιαάκεζ: 50% 

FBS, 20% DMSO ηαζ 30% ενεπηζημφ οθζημφ (πςνίξ FBS). 

5. Μεηαθμνά ημο ζοκμθζημφ υβημο, 1.8 ml αοημφ ημο δζαθφιαημξ πμο πενζθαιαάκεζ ηα 

ηφηηανα, ζε έκα ηνομθζαθίδζμ ηαηάρολδξ. 

6. Σμπμεέηδζδ ζε εζδζηυ δμπείμ ιε ζζμπνμπακυθδ (βζα ανβυ ηαζ ζηαδζαηυ πάβςια) 

ζημοξ -80
μ
C. Σμ δζάθοια απμεήηεοζδξ είκαζ ημλζηυ βζα ηα ηφηηανα, βζ αοηυ ηα 

ηνομθζαθίδζα πνέπεζ κα ρφπμκηαζ ηαηεοεείακ ιεηά ηδκ πνμζεήηδ ημο ζημ ηοηηανζηυ 

εκαζχνδια.  

7. Μεηά απυ 12-24 χνεξ, ημ ηνομθζαθίδζμ θοθάζζεηαζ ζημ οβνυ άγςημ (-196
μ
C).  

 

Γ.2.1.4 Απόςπμε ησλ θπηηάξσλ  

Η απυρολδ ηςκ ηοηηάνςκ πενζθαιαάκεζ: 

1. Άιεζδ ιεηαθμνά ημο ηνομθζαθζδίμο απυ ημ οβνυ άγςημ ζημοξ 37
μ
C, αθμφ πνχηα 

ηαεανζζηεί ιε 70% αζεακυθδ. 

2. Μεηαθμνά ημο ηοηηανζημφ εκαζςνήιαημξ ζε έκα ζςθήκα θοβμηέκηνδζδξ ηφπμο 

falcon πμο πενζέπεζ 8.2ml πθήνμοξ ενεπηζημφ ιέζμο ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηα 900rpm/ 

5min.  

3. Απμιάηνοκζδ ημο οπενηεζιέκμο, επακαζχνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε κέμ ενεπηζηυ ιέζμ 

ηαζ ακάδεοζδ ιε πζπέηα ιζαξ πνήζεςξ. 

4. Μεηαθμνά ηςκ ηοηηάνςκ ζε πζάημ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ ηαζ ημπμεέηδζδ ζημοξ 37
 μ

C 

ιέπνζ ηδκ επυιεκδ ακαηαθθζένβεζα. 

 

Γ.2.2 Νεπξηθή δηαθνξνπνίεζε ησλ θπηηάξσλ SH-SY5Y  

Η δζαθμνμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ κεονμαθαζηχιαημξ SH-SY5Y, πναβιαημπμζείηαζ 

ιε ηδ πνήζδ νεηζκμσημφ μλέμξ (Retinoic Acid, RA). Σμ νεηζκμσηυ μλφ επάβεζ ηδ 
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δζαθμνμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαεχξ ειπθέηεηαζ ζε ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα πμο 

ηαηαζηέθθμοκ ηδκ έηθναζδ ηδξ μβημπνςηεΐκδξ N-Myc, δ μπμία είκαζ απαναίηδηδ βζα ημκ 

πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ κεονμαθαζηςιαηζηχκ ηοηηάνςκ ηαζ πανειπμδίγμοκ ηδ δδιζμονβία 

ημο ζοιπθυημο N-Myc/Max (Cetinkaya et al., 2007). Δπζπθέμκ ημ RA επάβεζ ηδ 

δζαδζηαζία ηδξ δζαθμνμπμίδζδξ, εκενβμπμζχκηαξ ιυνζα, υπςξ είκαζ μζ p21
Cip1

 ηαζ p27
Kip1

 

ηα μπμία ακαζηέθθμοκ ημκ ηοηηανζηυ ηφηθμ ζηζξ θάζεζξ G0/G1 (Dimberg et al., 2002).  

Σμ ενεπηζηυ ιέζμ δζαθμνμπμίδζδξ πενζθαιαάκεζ: 

 15ιΜ RA 

 DMEM  

 0,5% FBS  

 1% Antibiotic – Antimycotic 

Η δζαδζηαζία δζαθμνμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ έπεζ ςξ ελήξ: 

1. Αθμφ έπεζ πνμδβδεεί ενορζκμπμίδζδ, ιεηαθένεηαζ μ ηαηάθθδθμξ ανζειυξ ηςκ 

ηοηηάνςκ ζε κέμ ηνοαθίμ (π.π. 35000 ηφηηανα ζε πζάημ 6-well). Δίκαζ πμθφ ζδιακηζηυ 

κα πναβιαημπμζδεεί ηαθή ακάδεοζδ ηςκ ηοηηάνςκ, πνζκ ηδ ιεηαθμνά ζημ κέμ 

ηνοαθίμ, βζαηί κα ηφηηανα πνέπεζ κα είκαζ υζμ ημ δοκαηυκ ιμκήνδ. 

2. Σδκ επυιεκδ διένα, δ ποηκυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ πνέπεζ κα είκαζ πενίπμο 60%-70%, 

πνμζηίεεηαζ ημ RA ζηδκ ηαθθζένβεζα.  

3. Σμ RA ακακεχκεηαζ ακά δομ διένεξ αθαζνχκηαξ ηδ ιζζή πμζυηδηα ημο ενεπηζημφ 

ιέζμο ηαζ πνμζεέημκηαξ άθθδ ηυζδ πμο πενζέπεζ υιςξ ηδ δζπθάζζα πμζυηδηα RA. 

4. Σα ηφηηανα ζοθθέβμκηαζ ιεηά απυ 7 διένεξ πανμοζία ημο RA ηαζ είηε 

πνδζζιμπμζμφκηαζ ηαηεοεείακ, είηε ηα πζάηα ηαηαρφπμκηαζ ζημοξ -80
μ
C.  

 

Γ.2.3 Γηακόιπλζε ησλ θπηηάξσλ (Transfection)  

Η είζμδμξ ελςβεκμφξ DNA ζηα εοηανοςηζηά ηφηηανα (δζαιυθοκζδ) ιπμνεί κα 

πναβιαημπμζδεεί είηε ιε πδιζημφξ ηνυπμοξ (υπςξ CaCl2, θζπμζχιαηα, ηαηζμκζηά 

πμθοιενή), είηε ιε ιδ πδιζηέξ ιεευδμοξ (υπςξ δθεηηνμδζάηνδζδ, ορδθή πίεζδ, 

κακμζςιαηίδζα) ηαεχξ ηαζ πανμοζία ζχκ. Απυ ηζξ πδιζηέξ ιεευδμοξ, αημθμοεήεδηε δ 

δζαιυθοκζδ ιε ηδ ιέεμδμ ηςκ θζπμζςιάηςκ (lipofectamine 2000 # 11668030) ηαζ ηςκ 

ηαηζμκζηχκ πμθοιενχκ (PEI JetPRIME Polyplus #114-007), υπμο ημ πμζμζηυ επζηοπίαξ 

αββίγεζ ημ 40% - 50% ζηα ηφηηανα SH-SY5Y.  
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Γ.2.4 Πξνεηνηκαζία θπηηάξσλ γηα αλάιπζε FACS  

Η ακάθοζδ FACS (Fluorescence-activated cell sorting) απμηεθεί ιζα ελεζδζηεοιέκδ 

ιμνθή ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ. Η ιεεμδμθμβία αοηή επζηνέπεζ ηδ ιεθέηδ εηενμβεκχκ 

ηοηηανζηχκ πθδεοζιχκ υπμο δ ακάθοζδ βίκεηαζ ηφηηανμ πνμξ ηφηηανμ, ιε αάζδ ηάπμζα 

παναηηδνζζηζηά ημο ηάεε ηοηηάνμο, υπςξ είκαζ δ ζηέδαζδ ηαζ μ θεμνζζιυξ. Πανέπεζ ιζα 

βνήβμνδ, ακηζηεζιεκζηή ηαζ πμζμηζηή ηαηαβναθή ηςκ ζδιάηςκ θεμνζζιμφ απυ 

ιειμκςιέκα ηφηηανα, ηαεχξ ηαζ ηδ δοκαηυηδηα θοζζημφ δζαπςνζζιμφ ηαζ απμιυκςζδξ 

ηςκ ηοηηάνςκ (Julius et al., 1972). 

΢ηδκ πανμφζα ιεθέηδ, δ ιεεμδμθμβία FACS πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδ ακάθοζδ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο ηςκ ηοηηάνςκ ζηζξ δζάθμνεξ ζοκεήηεξ ημο πεζνάιαημξ. Ο ηοηηανζηυξ 

ηφηθμξ ηςκ εκενβά πμθθαπθαζζαγυιεκςκ ηοηηάνςκ ιζαξ ηαθθζένβεζαξ πανμοζζάγεζ 2 

ημνοθέξ, Δζηυκα 15. Η ημνοθή ζηα ανζζηενά (πθδζζέζηενα ζημκ άλμκα ηςκ y), ακηζζημζπεί 

ζηζξ θάζεζξ G0/G1 ηαζ δελζά ακηζζημζπεί ζηζξ θάζεζξ G2/M. Η πενζμπή πμο ανίζηεηαζ 

εκδζάιεζα απ’ ηζξ δομ ημνοθέξ ηαζ επζηαθφπηεηαζ ιε ηδκ χνζιδ G1 ηαζ ηδκ πνχζιδ G2, 

ακηζπνμζςπεφεζ ηα ηφηηανα πμο ανίζημκηαζ ζηδ θάζδ S ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, υπμο 

ακηζβνάθεηαζ ημ βεκεηζηυ οθζηυ (Hang et al., 2004). Σα ηφηηανα ηςκ θάζεςκ G0/G1 εκυξ 

δζπθμεζδμφξ μνβακζζιμφ έπμοκ δομ ακηίβναθα DNA, εκχ υηακ ανίζημκηαζ ζηζξ θάζεζξ 

G2/M έπμοκ ηέζζενα ακηίβναθα. Η ακίπκεοζδ ηδξ πμζυηδηαξ ημο DNA ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ 

μ δζαπςνζζιυξ ζηζξ επζιένμοξ θάζεζξ βίκεηαζ ιε ηδ πνήζδ ηδξ πνςζηζηήξ ζςδζμφπμ 

πνμπίδζμ δ μπμία είκαζ έκα θεμνίγμκ ιυνζμ πμο ζοκδέεηαζ ζηζξ αάζεζξ ημο DNA (ή RNA).  

 

 

 

Δηθόλα 15. Αληηπξνζσπεπηηθό δηάγξακκα ηεο θαηαλνκήο ησλ 

θάζεσλ ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ κέζσ θπηηαξνκεηξίαο ξνήο. 

(Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ Hang et al., 2004) 

 

 

Η πνμεημζιαζία ηςκ ηοηηάνςκ βζα ακάθοζδ FACS πενζβνάθεηαζ παναηάης 

(www.flemingtonlab.com): 

1. Γζα ηδκ ακάθοζδ απαζημφκηαζ 10
6
 ηφηηανα, ηα μπμία θοβμηεκηνμφκηαζ ζηα 900rpm/ 5 

min. 

2. Αημθμοεεί ιζα πθφζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 3ml - 5ml PBS.  



 
 

83 
 

3. Σα ηφηηανα επακαζςνμφκηαζ ζε 500ιl δζαθφιαημξ PBS ιε 0,1% βθοηυγδ (αοηυ ημ 

δζάθοια θοθάζζεηαζ ζημοξ 4°C). 

4. Αιέζςξ πνμζηίεεκηαζ 5ml παβςιέκδξ 70% EtOH (θοθάζζεηαζ ζημοξ -20
μ
C) ζηάβδδκ 

ηαεχξ πναβιαημπμζείηαζ ήπζα ακάδεοζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιέζς vortex. 

5. Σμ ιείβια ακαδεφεηαζ ηαζ θοθάζζεηαζ ζημοξ 4
μ
C βζα ημ πνμκζηυ δζάζηδια 1hr έςξ 1 

εαδμιάδα, ιε ζημπυ ηδ ιμκζιμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ πανμοζία ηδξ EtOH. 

6. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζηα 900rpm/ 5min. 

7. Πθφζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιζα θμνά ιε 1ml PBS. 

8. Φοβμηέκηνδζδ ηαζ αθαίνεζδ ημο PBS. Γεφηενδ θοβμηέκηνδζδ ηαζ αθαίνεζδ ημο 

εκαπμιείκακημξ PBS.  

9. Δπακαζχνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε 300ιl δζαθφιαημξ ζςδζμφπμο πνμπζδίμο ημ μπμίμ 

πενζέπεζ RNase βζα ημκ ηαηαηενιαηζζιυ ημο RNA ηαζ ηδκ πνυζδεζδ ημο ζςδζμφπμο 

πνμπζδίμο ιυκμ ζημ DNA (θοθάζζεηαζ ζημοξ 4
o
C).  

10. Ακάδεοζδ ηαζ επχαζδ ζημοξ 37
o
C / 30 – 45min. 

11. Ακάθοζδ ηςκ δεδμιέκςκ ζημ ηοηηανυιεηνμ. 

Η ζοβηεηνζιέκδ ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ζημ ενβαζηήνζμ Κθζκζηήξ Υδιείαξ ημο 

ηιήιαημξ Υδιείαξ ημο Πακεπζζηδιίμο Ιςακκίκςκ, ζημ ιδπάκδια πμο πενζβνάθεηαζ ζηδκ 

πανάβναθμ Γ.1.8.  

 

Γ.2.5 Έκκεζνο αλνζνθζνξηζκόο  

Ο ακμζμθεμνζζιυξ είκαζ ιζα ιέεμδμξ ηαηά ηδκ μπμία πνδζζιμπμζμφκηαζ 

θεμνζμπνχιαηα βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηαζ εκηυπζζδ ακηζβυκμο ή ακηζζχιαημξ ζε ζζημφξ ή 

ηφηηανα. Σα θεμνζμπνχιαηα, ή θεμνίγμοζεξ πνςζηζηέξ, εηπέιπμοκ θςξ ζοβηεηνζιέκμο 

ιήημοξ ηφιαημξ υηακ δζεβενεμφκ απυ θςξ ορδθυηενδξ εκένβεζαξ. Οζ θεμνίγμοζεξ 

πνςζηζηέξ είκαζ ζοκδεδειέκεξ ιε ηδκ πενζμπή Fc ηςκ ακηζζςιάηςκ, χζηε κα ιδκ 

επδνεάγμοκ ηδκ εζδζηυηδηά ημοξ. Μενζηέξ απυ ηζξ πζμ βκςζηέξ θεμνίγμοζεξ πνςζηζηέξ 

είκαζ δ ζζμεεζμηοακζηή θθμομνεζηεσκδ (FITC) πμο εηπέιπεζ πνάζζκμ πνχια, δ 

ζζμεεζμηοακζηή ηεηναµεεοθμναδαµίκδ (TMRITC) πμο εηπέιπεζ ηυηηζκμ πνχια ηαζ δ 

θοημενοενίκδ (RΔ) πμο εηπέιπεζ πμνημηαθί πνχια. ΢ημκ έιιεζμ ακμζμθεμνζζιυ ημ 

πνχημ ακηίζςια είκαζ ιδ ζδιαζιέκμ ηαζ ακζπκεφεηαζ ιε έκα δεφηενμ ακηζ-ζζμηοπζηυ 

ακηίζςια ζογεοβιέκμ ιε θεμνίγμοζα πνςζηζηή.  

Γζα ηδ πνχζδ ημο πονήκα πνδζζιμπμζμφκηαζ πνςζηζηέξ πμο δεζιεφμκηαζ ζημ DNA, 

υπςξ είκαζ μζ DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), PI (ζςδζμφπμ πνμπίδζμ) ηαζ TO-PRO-
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3, μζ μπμίεξ εηπέιπμοκ ζε δζαθμνεηζηυ ιήημξ ηφιαημξ. Σμ θχξ πμο εηπέιπεηαζ απυ ηζξ 

θεμνίγμοζεξ πνςζηζηέξ ιπμνεί κα βίκεζ μναηυ ιε απθυ ιζηνμζηυπζμ ημ μπμίμ είκαζ 

ελμπθζζιέκμ ιε θάιπα θεμνζζιμφ ή ιε ζοκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ.  

Σμ πνςηυημθθμ ακμζμθεμνζζιμφ πμο αημθμοεείηαζ ζημ ενβαζηήνζμ ιαξ είκαζ ημ 

αηυθμοεμ: 

1. Σα ηφηηανα ηαθθζενβμφκηαζ ζε πζάημ 24-well ζημ μπμίμ έπεζ πνμδβδεεί δ επίζηνςζδ 

ιε βοάθζκεξ ηαθοπηνίδεξ δζαιέηνμο 11mm. 

2. Αθαζνείηαζ ημ ενεπηζηυ οθζηυ απυ ηα ηφηηανα ηαζ πναβιαημπμζείηαζ ιζα πθφζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ιε 500ιl PBS. 

3. Σα ηφηηανα επί ηςκ ηαθοπηνίδςκ ιμκζιμπμζμφκηαζ ζε 200ιl δζaθφιαημξ PFA 4% 

(παναθμθιαδετδδξ) βζα 10min, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

4. Αημθμοεμφκ ηνεζξ πθφζεζξ ιε 500ιl PBS, απυ 5min δ ηαεειία. ΢ημ ζηάδζμ αοηυ, ηα 

ηφηηανα ιπμνμφκ κα θοθαπημφκ ζημοξ 4
μ
C. 

5. Οζ ηαθοπηνίδεξ ιε ηα ηφηηανα ιεηαθένμκηαζ ζε ιζα ηαηαζηεοή πμο ημοξ πανέπεζ 

οβναζία ηαζ πενζέπεζ ηα ελήξ: έκα πζάημ ηοηηανμηαθθζενβεζχκ ιεβάθδξ δζαιέηνμο ιε 3 

πανηζά whatman ζημ ιέβεεμξ ημο πζάημο, ηα μπμία δζαανέπμκηαζ ιε κενυ ηαζ πάκς 

ημοξ ημπμεεηείηαζ πθαζηζηή ιειανάκδ ηφπμο parafilm. Οζ ηαθοπηνίδεξ ιεηαθένμκηαζ 

πάκς ζηδκ ιειανάκδ ιε ηδκ πθεονά ηςκ ηοηηάνςκ πνμξ ηα πάκς. 

6. Σα ηφηηανα επςάγμκηαζ ιε 100ιl δζαθφιαημξ ακμζμθεμνζζιμφ βζα 1 χνα ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο, ιε ζημπυ ηδκ αφλδζδ ηδξ δζαπεναηυηδηαξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ 

ηδ δζεοηυθοκζδ ηδξ εζζυδμο ηςκ ακηζζςιάηςκ. 

7. ΢ηδ ζοκέπεζα αθαζνείηαζ ημ δζάθοια ακμζμθεμνζζιμφ ηαζ πνμζηίεεηαζ ημ πνςημβεκέξ 

ακηίζςια ζηδκ ηαηάθθδθδ αναίςζδ. Σα ηφηηανα επςάγμκηαζ ιε ημ πνςημβεκέξ 

ακηίζςια μθμκφηηζα ζημοξ 4⁰C.   

8. Αημθμοεμφκ δομ πθφζεζξ ιε 100ιl δζαθφιαημξ ακμζμθεμνζζιμφ, απυ 5min δ ηαεειία 

ηαζ ιζα αηυιδ πμο δζανηεί 30min. 

9. Αθαζνείηαζ ημ δζάθοια ακμζμθεμνζζιμφ ηαζ πνμζηίεεηαζ ημ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια, 

ζηδκ ηαηάθθδθδ αναίςζδ, βζα 2 χνεξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Η αναίςζδ ηαεχξ 

ηαζ δ επχαζδ ιε ημ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια βίκμκηαζ ζε ζημηεζκυ ιένμξ.  

10. Αημθμοεμφκ ηέζζενζξ πθφζεζξ ιε 100ιl PBS, απυ 5min δ ηαεειία. 

11. ΢ηδ ζοκέπεζα πνμζηίεεηαζ ζηα ηφηηανα δ πνςζηζηή DAPI, αναζςιέκδ ζε PBS (50ιl) 

βζα 2min. 

12. Πναβιαημπμζμφκηαζ ηέζζενζξ πθφζεζξ ιε 100ιl PBS, απυ 5min δ ηαεειία. 
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13. Σέθμξ, μζ ηαθοπηνίδεξ ημπμεεημφκηαζ ιε ηδκ επζθάκεζα ηςκ ηοηηάνςκ πνμξ ηα ηάης 

ζε ακηζηεζιεκμθυνμ πθάηα, ζημ ζδιείμ αηνζαχξ υπμο πνζκ έπεζ ημπμεεηδεεί ιζηνή 

πμζυηδηα (6-7ιl) ημο ιέζμο ζηενέςζδξ ηςκ ηαθοπηνίδςκ (mounting medium). 

14. Οζ ηαθοπηνίδεξ αθήκμκηαζ κα ζηεβκχζμοκ μθμκφηηζα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ζε 

ζημηεζκυ ιένμξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα θοθάζζμκηαζ ζημοξ 4
o
C (ζε ζημηεζκυ ιένμξ) ιέπνζ 

ηδκ παναηήνδζή ημοξ ζημ ιζηνμζηυπζμ.  

Σα απμηεθέζιαηα ημο ακμζμθεμνζζιμφ ακζπκεφηδηακ ιέζς ιζηνμζημπίαξ TIRF. 

΢διείςζδ: Οζ αναζχζεζξ ημο πνςημβεκμφξ ηαζ ημο δεοηενμβεκμφξ ακηζζχιαημξ βίκμκηαζ 

ζε 100ιl δζαθφιαημξ ακμζμθεμνζζιμφ. 

 

Γ.2.6 Απνκόλσζε νιηθνύ RNA από επθαξπσηηθά θύηηαξα  

Η απμιυκςζδ ημο μθζημφ RNA απυ ηα εοηανοςηζηά ηφηηανα ιπμνεί κα 

πναβιαημπμζδεεί ιε δζάθμνεξ ιεευδμοξ. Κμζκυ παναηηδνζζηζηυ βζα υθεξ ηζξ ιεευδμοξ 

είκαζ δ ζδζαίηενδ πνμζμπή πμο εα πνέπεζ κα δζαηδνδεεί πνμηεζιέκμο κα απμθεοπεεί δ 

επζιυθοκζδ ημο RNA ιε απμδζαηαηηζηά έκγοια, υπςξ είκαζ μζ νζαμκμοηθεάζεξ (RNases) 

ηυζμ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ απμιυκςζδξ αθθά ηαζ ιεηά ημ πέναξ αοηήξ. Γζ’ αοηυ ημ θυβμ 

υθδ δ δζαδζηαζία εα πνέπεζ κα πναβιαημπμζδεεί ζε πενζαάθθμκ υπμο αημθμοεμφκηαζ υθεξ 

μζ ιζηνμαζμθμβζηέξ αζδπηζηέξ ηεπκζηέξ ηαζ πνδζζιμπμζείηαζ εζδζηυξ πθαζηζηυξ ελμπθζζιυξ 

πμο είκαζ απαθθαβιέκμξ απυ RNases. Η απμιυκςζδ ημο RNA ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ 

πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδ ιέεμδμ εηπφθζζδξ ιέζς ημο ζοκδοαζιμφ: εεζμηοακζηυ 

βμοακζδίκζμ – θαζκυθδ – πθςνμθυνιζμ. Σμ εεζμηοακζηυ βμοακζδίκζμ ηαζ δ θαζκυθδ 

πενζέπμκηαζ ζημ δζάθοια Trizol. Σμ πνςηυημθθμ απμιυκςζδξ RNA ιε ηδ ιέεμδμ Trizol, 

απυ ηφηηανα πμο ηαθθζενβήεδηακ ζε πζάημ 10cm, είκαζ ημ αηυθμοεμ 

(https://tools.thermofisher.com): 

1. 1ml δζαθφιαημξ Trizol πνμζηίεεηαζ ζηα ηφηηανα ημο πζάημο ηοηηανμηαθθζένβεζαξ 

(αθμφ έπεζ απμιαηνοκεεί ημ ενεπηζηυ οθζηυ) ή ζημ ίγδια ηςκ ηοηηάνςκ (αθμφ έπεζ 

πνμδβδεεί θοβμηέκηνδζδ). 

2. Σα ηφηηανα ιε ημ Trizol ζοθθέβμκηαζ ζε θζαθίδζμ ηφπμο eppendorf ηαζ ζε αοηυ ημ 

ζηάδζμ ιπμνμφκ κα θοθαπεμφκ ζημοξ -80
μ
C. Δζδάθθςξ, αημθμοεεί εναφζδ ηςκ 

ηοηηανζηχκ ιειανακχκ ιέζς έκημκδξ ακάδεοζδξ (15 θμνέξ) ιε ηδ πνήζδ ζφνζββαξ 

ζκζμοθίκδξ (1ml).  

3. Αημθμοεεί επχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ βζα 5min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 
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4. Πνμζηίεεκηαζ 200ιl πθςνμθμνιίμο ηαζ πναβιαημπμζείηαζ ήπζα ακάδεοζδ ιε ημ πένζ 

βζα 15sec. 

5. Αημθμοεεί επχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ βζα 5min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. 

6. Σα ηφηηανα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηα 12000g/ 15min/ 4
μ
C. Μεηά ηδ θοβμηέκηνδζδ 

πνμηφπηεζ έκα ιείβια ηνζχκ θάζεςκ: δ πάκς θάζδ (οδαηζηή) πενζθαιαάκεζ ηα 

κμοηθεσηά μλέα (DNA ηαζ RNA), δ ιεζυθαζδ πενζηθείεζ ηονίςξ πνςηεΐκεξ ηαζ δ 

ηάης θάζδ (μνβακζηή) πενζέπεζ ιειανακζηά εναφζιαηα, θζπίδζα, πμθοζαηπανίηεξ ηαζ 

εναφζιαηα μνβακζδίςκ. 

7. Η πάκς θάζδ, πμο πενζέπεζ ημ RNA, ιεηαθένεηαζ ζε κέμ θζαθίδζμ, πνμζηίεεκηαζ 200ιl 

ζζμπνμπακυθδξ ηαζ πναβιαημπμζείηαζ ήπζα ακάδεοζδ ιε ημ πένζ βζα 15sec.  

8. Αημθμοεεί επχαζδ βζα 10min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. ΢ε αοηυ ημ ζηάδζμ ημ RNA 

ηαηαηνδικίγεηαζ θυβς αανφηδηαξ ηαζ αδζαθοηυηδηαξ ζηδκ ζζμπνμπακυθδ. 

9. Σα ηφηηανα θοβμηεκηνμφκηαζ ζηα 12000g/ 10min/ 4
μ
C. 

10. Αημθμοεεί πθφζδ ημο ζγήιαημξ ιε 1ml δζαθφιαημξ 75% οπενηάεανδξ αζεακυθδξ. Σμ 

ίγδια ζε αοηυ ημ ζηάδζμ παναιέκεζ μναηυ ηαεχξ δεκ δζαθοημπμζείηαζ πανμοζία 

αζεακυθδξ.  

11. Σμ RNA θοβμηεκηνείηαζ ζηα 7500g/ 5min/ 4
μ
C. 

12. Απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηαζ αημθμοεεί αηυια ιζα θοβμηέκηνδζδ βζα ηδκ 

απμιάηνοκζδ ηοπυκ οπμθεζιιάηςκ αζεακυθδξ. 

13. Σα θζαθίδζα ιε ημ RNA αθήκμκηαζ κα ζηεβκχζμοκ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ιε 

ακμζηηά ηα ηαπάηζα βζα 5 - 10min. ΢ε αοηυ ημ ζηάδζμ απαζηείηαζ πνμζμπή ηαεχξ 

πνχημκ, ημ RNA εα πνέπεζ κα παναιείκεζ ζε πενζαάθθμκ ηαεανυ απυ RNases ηαζ 

δεφηενμκ, δεκ εα πνέπεζ κα λεπεναζηεί ημ δζάζηδια ηςκ 10min ηαεχξ οπάνπεζ 

ηίκδοκμξ κα λεναεεί ημ RNA ηαζ κα ιδκ επακαδζαθφεηαζ ζηδ ζοκέπεζα.  

14. Σέθμξ, ημ RNA επακαδζαθφεηαζ ζε 30ιl Η2Ο ηαζ θοθάζζεηαζ ζημοξ -20
μ
C βζα 

ζφκημιμ πνμκζηυ δζάζηδια ή ζημοξ -80
μ
C βζα ιεβαθφηενμ πνμκζηυ δζάζηδια. 

Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ βζα ηα πζάηα δζαθμνεηζηήξ δζαιέηνμο μζ πμζυηδηεξ ηςκ 

ακηζδναζηδνίςκ πνμζανιυγμκηαζ ακάθμβα. 

 

Γ.2.6.1 Καζαξηζκόο ηνπ απνκνλσκέλνπ RNA από ην DNA  

Μζα δζαδζηαζία δ μπμία είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ ελαζθάθζζδ ηδξ ηαεανυηδηαξ 

ημο απμιμκςιέκμο RNA είκαζ δ απμιάηνοκζδ ηοπυκ επζιμθφκζεςκ ιε βεκςιζηυ DNA. Η 

δζαδζηαζία πμο αημθμοεείηαζ πενζθαιαάκεζ ηδκ ηαηενβαζία ημο RNA ιε 
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δεμλονζαμκμοηθεάζδ (DNase), έκα έκγοιμ ημ μπμίμ απμζημδμιεί ημ DNA ηαεχξ ηαηαθφεζ 

ηδ δζάζπαζδ ηςκ θςζθμδζεζηενζηχκ δεζιχκ. ΢ηδκ πανμφζα ιεθέηδ πνδζζιμπμζήεδηε ημ 

RQ1 RNase-Free DNase kit ηδξ εηαζνίαξ Promega ηαζ δ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε 

πενζβνάθεηαζ παναηάης:  

1. Ακαιεζβκφμκηαζ ηα ζοζηαηζηά ηδξ ακηίδναζδξ: 

 

2. Αημθμοεεί επχαζδ ημο ιείβιαημξ ζημοξ 37
μ
C βζα 30min, υπμο δνα δ DNase.  

3. Η ακηίδναζδ ζηαιαηά ιε ηδκ πνμζεήηδ 1ιl δζαθφιαημξ STOP, ημ μπμίμ 

απεκενβμπμζεί ηδ δνάζδ ηδξ DNase. 

4. Δπχαζδ ημο ιείβιαημξ ζημοξ 65
μ
C βζα 10min, υπμο δνα ημ δζάθοια STOP ηαζ 

απμεήηεοζδ ημο RNA πνμζςνζκά ζημοξ -20
o
C ή απεοεείαξ ιεηαηνμπή ζε cDNA 

 

Γ.2.7 Αληίζηξνθε Μεηαγξαθή  

Καηά ηδκ ακηίδναζδ ηδξ Ακηίζηνμθδξ Μεηαβναθήξ (Reverse Transcription), έκα 

ιμκυηθςκμ RNA ιεηαηνέπεηαζ ζημ ζοιπθδνςιαηζηυ ημο ιμκυηθςκμ DNA 

(complementary DNA - cDNA), ιε ηδ αμήεεζα ημο εκγφιμο ακηίζηνμθδ ιεηαβναθάζδ 

(Reverse Transcriptase). Η ακηίζηνμθδ ιεηαβναθάζδ είκαζ ιζα RNA ηαηεοεοκυιεκδ DNA 

πμθοιενάζδ δ μπμία πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ εηιαβείμ ιζα αθοζίδα RNA ζοκεέηεζ ηδ 

ζοιπθδνςιαηζηή ηδξ αθοζίδα cDNA. Πανμοζία εκυξ εηηζκδηή πμο πενζέπεζ ηδκ 

αθθδθμοπία μθζβμ-dT, δ ακηίζηνμθδ ιεηαβναθάζδ ιπμνεί κα ζοκεέζεζ εζδζηυ cDNA, απυ 

mRNA, ηαεχξ μ εηηζκδηήξ αοηυξ ζπδιαηίγεζ γεφβδ αάζεςκ ιε ηδκ αθθδθμοπία πμθφ-Α 

πμο ανίζηεηαζ ζημ 3΄ άηνμ ηςκ εοηανοςηζηχκ ιμνίςκ mRNA. Σμ 3΄ άηνμ πμο 

ζπδιαηίζηδηε δδιζμονβεί ιζα δμιή θμονηέηαξ ηαζ εηηζκεί ηδ ζφκεεζδ ηδξ 

ζοιπθδνςιαηζηήξ αθοζίδαξ DNA (Sambrook et al., 2006). ΢ηδ ζοβηεηνζιέκδ ιεθέηδ δ 

ακηίδναζδ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ πναβιαημπμζήεδηε πνδζζιμπμζχκηαξ ακηζδναζηήνζα 

ηδξ εηαζνίαξ Thermo Scientific. Η πεζναιαηζηή πμνεία πμο αημθμοεήεδηε είκαζ δ 

αηυθμοεδ: 

Αληηδξαζηήξην Όγθνο 

RNA  1-8ιl (1,5ιg)                   

Ροειζζηζηυ δζάθοια ηδξ DNase, 10x(απαθθαβιέκμ απυ RNases)      1ιl 

DNase (απαθθαβιέκδ απυ RNases) 1ιl 

Η2Ο (απαθθαβιέκμ απυ RNases)  0-7ιl 

Σειηθόο όγθνο                      10κl 
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1. Πνμζεήηδ ηςκ ηνζχκ πνχηςκ ζοζηαηζηχκ βζα ηάεε δείβια (Σεθζηυξ υβημξ 13ιl).  

dH2O (απαθθαβιέκμ απυ κμοηθεάζεξ) 0-8ιl 

Δηηζκδηήξ (primer) OligodT (5ιΜ) 1ιl  

RNΑ (0.75 ιg/ακηίδναζδ) 1-12ιl 

2. Ακάδεοζδ (8-10 θμνέξ) ηαζ ιεηαθμνά ζε πάβμ. 

3. Δπχαζδ ηςκ ακηζδνάζεςκ βζα 5min ζημοξ 65
o
C ηαζ 2min ζημκ πάβμ. 

4. Πνμεημζιαζία ημο Master Mix ηδξ ακηίδναζδξ ζημκ πάβμ (Σεθζηυξ υβημξ 

7ιl/ακηίδναζδ). 

dH2O (απαθθαβιέκμ απυ κμοηθεάζεξ) 1ιl 

Μείβια dNTPs (10mM ημ ηαεέκα) 1ιl 

Ροειζζηζηυ δζάθοια 5x (Reaction Buffer buffer) 4ιl 

Ακαζημθέαξ ηςκ RNases (RiboLock RNase Inhibitor - 20U) 0.5ιl         

Ακηίζηνμθδ ιεηαβναθάζδ (RevertAid RT - 100U) 0.5ιl  

5. Ακάδεοζδ 12-15 θμνέξ. 

6. Απυ ημ Master Mix ιεηαθένμκηαζ 7ιl ζε ηάεε ακηίδναζδ. 

7. Δπχαζδ ηςκ ακηζδνάζεςκ ζημοξ 50
o
C βζα 30min. 

8. Απεκενβμπμίδζδ ηςκ εκγφιςκ ιε επχαζδ ζημοξ 85
o
C βζα 5min ηαζ άιεζδ ιεηαθμνά ζε 

πάβμ. 

9. Φφθαλδ ζημοξ -20
o
C. 

Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ μζ ακηζδνάζεζξ ιεηαηνμπήξ ημο RNA ζε cDNA έβζκακ εζξ δζπθμφκ 

βζα ημ ηάεε δείβια. Η ιζα ήηακ δ ηακμκζηή ηαζ δ άθθδ πμο μκμιάγεηαζ no RT ή –RT 

πενζεθάιαακε υθα ηα ζοζηαηζηά ηδξ ακηίδναζδξ (ιαγί ιε ημ RNA), πςνίξ υιςξ ηδκ 

ακηίζηνμθδ ιεηαβναθάζδ. Αοηυ ημ δείβια απμηεθεί ημ ανκδηζηυ δείβια εθέβπμο (negative 

control) ηδξ ακηίδναζδξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ ηαεχξ εάκ οπάνπεζ πνςιμζςιζηυ DNA 

ζημ RNA εα θακεί ηαζ εηεί πνμσυκ ιεηά ηδκ ακηίδναζδ PCR. 

 

Γ.2.8 Αιπζηδσηή Αληίδξαζε Πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain Reaction, PCR)  

Η αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ (PCR) ακαπηφπεδηε απυ ημκ Kary Mullis 

ηαζ ημοξ ζοκενβάηεξ ημο ζηα ιέζα ημο 1980, βζα ηδκ μπμία μ Kary Mullis ανααεφηδηε ημ 

1993 ιε ημ ανααείμ Nobel ζηδ Υδιεία (Kubista, Andrade et al. 2006). Με ηδκ απθή PCR, 

ιζα ζοβηεηνζιέκδ κμοηθεμηζδζηή αθθδθμοπία εκζζπφεηαζ ιε ζοβηεηνζιέκα πνζιμδμηζηά 

ιυνζα ηαζ ιε ηδ αμήεεζα ηδξ DNA πμθοιενάζδξ. Η PCR απμηεθείηαζ απυ δζάθμνα εενιζηά 

ζηάδζα. ΢ημ πνχημ ζηάδζμ ημ πνμξ εκίζποζδ DNA ιεημοζζχκεηαζ, ζημ δεφηενμ ζηάδζμ ηα 
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πνζιμδμηζηά ιυνζα (εηηζκδηέξ) εκχκμκηαζ ιε ηζξ ιμκυηθςκεξ ζοιπθδνςιαηζηέξ ημοξ 

αθοζίδεξ DNA (ηδκ κμδιαηζηή ηαζ ηδκ ακηζκμδιαηζηή αθοζίδα) ηαζ ζημ ηνίημ ζηάδζμ δ 

DNA πμθοιενάζδ ζοκεέηεζ ιζα ηαζκμφνβζα ιμκυηθςκδ αθοζίδα απυ ηάεε εηηζκδηή 

πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ εηιαβείμ ηδκ πνμξ εκίζποζδ αθοζίδα, Δζηυκα 16. 

 

 

Δηθόλα 16. ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ελόο θύθινπ PCR 

[Σνμπμπμίδζδ απυ (Lee 2009)]. 

 

 

 

Η ζφκεεζδ βίκεηαζ πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ 5’→3’ ηαζ μζ κεμζοκηζεέιεκεξ αθοζίδεξ 

πνδζζιεφμοκ ςξ εηιαβείμ βζα ημκ επυιεκμ ηφηθμ. Θεςνδηζηά, ημ DNA εκζζπφεηαζ ιέζς 

PCR 2κ θμνέξ ιεηά απυ κ ηφηθμοξ (Saiki, Gelfand D.H. et al. 1988). Σμ ιίβια ηδξ 

ακηίδναζδξ πενζθαιαάκεζ ημ DNA εηιαβείμ, ημοξ εηηζκδηέξ, dNTPs, DNA πμθοιενάζδ, 

ΜgCl2 ηαζ ημ ηαηάθθδθμ νοειζζηζηυ δζάθοια ημο εκγφιμο. 

 

Γ.2.8.1  ΢ρεδηαζκόο εθθηλεηώλ 

΢ηδκ πανμφζα ιεθέηδ ιεθεηήεδηε ημ βμκίδζμ LonP1 ηαζ ςξ βμκίδζμ ακαθμνάξ 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ SRP14, ηαεχξ δ έηθναζή ημο δεκ ιεηααάθθεηαζ ζηζξ ζοκεήηεξ ημο 

πεζνάιαηυξ ιαξ. ΢πεδζάζηδηακ ηα γεφβδ εηηζκδηχκ α) LonP1s (sense), α) LonP1a 

(antisense), β) SRP14s ηαζ δ) SRP14a. Δπζπθέμκ ζπεδζάζηδηακ έκα πθήεςξ εηηζκδηχκ πμο 

αθμνμφκ ημ ιζημπμκδνζαηυ βμκζδίςια. Οζ εηηζκδηέξ ζπεδζάζηδηακ ιε αάζδ ηδκ 

αθθδθμοπία ημο ηάεε βμκζδίμο ηαζ μζ πενζμπέξ πμο εκζζπφεδηακ ανίζημκηαζ εκηυξ ηδξ 

ηςδζηήξ πενζμπήξ ηςκ βμκζδίςκ ηαζ πενζθαιαάκμοκ ημοθάπζζημκ έκα ζκηνυκζμ. Οζ 

εηηζκδηέξ sense έπμοκ αηνζαχξ ηδκ ίδζα αθθδθμοπία ιε ηδκ κμδιαηζηή αθοζίδα ηαζ είκαζ 

ζοιπθδνςιαηζημί ηδξ ακηζκμδιαηζηήξ αθοζίδαξ, εκχ ημ ακηίεεημ ζοιααίκεζ ιε ημοξ 

εηηζκδηέξ antisense. Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ εηηζκδηχκ ηαζ μζ εέζεζξ πμο πνμζδέκμκηαζ πάκς 

ζημ βμκίδζμ πενζβνάθμκηαζ ζημκ πίκαηα 4, ζηδκ πανάβναθμ Γ.1.6.  
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Γ.2.8.2 ΢ύζηαζε κίγκαηνο αληίδξαζεο θαη πξόγξακκα ζην ζεξκνθπθινπνηεηή γηα ηα   

δηάθνξα δεύγε εθθηλεηώλ  

Σμ πνδζζιμπμζμφιεκμ πνυβναιια ζημκ εενιμηοηθμπμζδηή απμηεθείηαζ απυ ηα 

αηυθμοεα ζηάδζα:  

1. Ανπζηή ιεημοζίςζδ ημο DNA ζημοξ 94
o
C βζα 3min. 

2. 30 ηφηθμοξ απμηεθμφιεκμοξ απυ ηνία αήιαηα μ ηαεέκαξ: 

i. ιεημοζίςζδ ζημοξ 94
o
C/ 20sec 

ii. πνυζδεζδ ηςκ εηηζκδηχκ ζημοξ 60
o
C/ 20sec 

iii. επζιήηοκζδ ζημοξ 72
o
C/ 45sec 

3. Σεθζηή επζιήηοκζδ ζημοξ 72
o
C/ 2min.  

Η ζφζηαζδ ημο ιίβιαημξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR πενζβνάθεηαζ παναηάης. 

΢ύζηαζε κίγκαηνο αληίδξαζεο PCR 

Αληηδξαζηήξην Όγθνο 

Τπενηάεανμ H2O 33,4ιl 

5x buffer ιε MgCl2 (1x) 13ιl 

dNTPs (0,2 mM) 0,4ιl 

Δηηζκδηήξ Sense (s) (0,4ιM) 1ιl 

Δηηζκδηήξ Antisense (a) (0,4ιM) 1ιl  

Τπυζηνςια DNA 1ιl * 

Taq DNA Polymerase (1U) 0,2ιl  

Σεθζηυξ υβημξ 50ιl 

* Οζ πνδζζιμπμζμφιεκμζ υβημζ ακηζζημζπμφκ ζε πμζυηδηα 37,5ng. 

 

Γ.2.8.3 Αιπζηδσηή Αληίδξαζε Πνιπκεξάζεο πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (Q-PCR)  

Η PCR πναβιαηζημφ πνυκμο, ιπμνεί κα μκμιαζηεί ηαζ πμζμηζηή PCR (Q-

PCR/qPCR/qrt-PCR). Οζ πενζμνζζιμί πμο έεεηε δ απθή PCR ηάιθεδηακ ημ 1992 µε ηδκ 

ακάπηολδ ηδξ Q-PCR απυ ημκ Higuchi ηαζ ημοξ ζοκενβάηεξ ημο. Απυ ηδκ ακαηάθορή ηδξ 

ιέπνζ ηαζ ζήιενα, δ PCR έπεζ βκςνίζεζ ιεβάθδ άκεζζδ αθθά ηαζ αεθηίςζδ µε ηδκ Q-PCR. 

΢ηδκ απθή PCR ιεηά ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ ακηίδναζδξ αημθμοεεί δ ακίπκεοζδ ηαζ δ 

πμζμηζημπμίδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πδηηή αβανυγδξ. ΢ηδκ Q-PCR 

υιςξ, δ πμζυηδηα ημο πνμσυκημξ πμο ζπδιαηίγεηαζ ακζπκεφεηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

πμνείαξ ηδξ ακηίδναζδξ. Πνυηεζηαζ δδθαδή βζα ιζα ηεπκζηή ζηδκ μπμία βίκεηαζ ζοθθμβή 
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πθδνμθμνζχκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ PCR, ηαζ έηζζ ζοκδοάγεζ ημκ 

πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ ηδκ ακίπκεοζδ ζε έκα ζηάδζμ. Οζ πναβιαηζημφ πνυκμο ακηζδνάζεζξ 

εηηεθμφκηαζ ζε εενµμηοηθμπμζδηή μ μπμίμξ επζηνέπεζ ηδ ιέηνδζδ ηςκ επζπέδςκ 

θεμνζζιμφ εκυξ µμνίμο-ακζπκεοηή. Αοηυ επζηοβπάκεηαζ µε ηδκ αλζμπμίδζδ εζδζηχκ 

πδιζηχκ ακηζδναζηδνίςκ ηα μπμία θεμνίγμοκ ακάθμβα ιε ηδ ζοβηέκηνςζδ ημο PCR 

πνμσυκημξ. Δπεζδή μζ επζεοιδηέξ αθθδθμοπίεξ ακζπκεφμκηαζ ηαεχξ πμθθαπθαζζάγμκηαζ δεκ 

πνεζάγεηαζ κα αθαζνεεμφκ πμζυηδηεξ ημο πνμσυκημξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ δζαδζηαζίαξ. 

Ακηί βζα αοηυ, ημ ιδπάκδια απεζημκίγεζ ημ νοειυ ηδξ ζοζζχνεοζδξ ημο 

πμθθαπθαζζαγυιεκμο DNA ηαεχξ δ ακηίδναζδ ελεθίζζεηαζ. Όζμ ιεβαθφηενδ είκαζ δ 

ανπζηή ζοβηέκηνςζδ ηςκ πνμξ πμθθαπθαζζαζιυ αθθδθμοπζχκ ζημ ιίβια ηδξ ακηίδναζδξ 

ηυζμ θζβυηενμζ είκαζ μζ ηφηθμζ πμο απαζημφκηαζ βζα κα επζηεοπεεί µζα ζοβηεηνζιέκδ 

παναβςβή ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο πνμσυκημξ (Sambrook and Russell 2001). Γζα ηδκ 

ηαηακυδζδ ηδξ ηεπκζηήξ Q-PCR πνέπεζ κα βίκεζ ακαθμνά ζηδκ ηζιή Ct ηαζ ζηζξ 

θεμνίγμοζεξ πνςζηζηέξ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ. 

 

Γ.2.8.4 Ζ ηηκή Ct (threshold cycle – ην θαηώθιη ηνπ θύθινπ)  

Η ααζζηή πμνεία ζε ιζα PCR ιπμνεί κα δζαηνζεεί ζε ηνεζξ θάζεζξ:  

 Δηεεηζηή θάζδ: ΢οιααίκεζ μ δζπθαζζαζιυξ ημο πνμσυκημξ ζε ηάεε ηφηθμ (οπμεέημοιε 

100% απυδμζδ ζε ηάεε πνμσυκ). Η ακηίδναζδ είκαζ πμθφ εζδζηή ηαζ αηνζαήξ.  

 Γναιιζηή θάζδ (Τρδθή Μεηααθδηυηδηα): Σα ακηζδνχκηα ζοζηαηζηά ανπίγμοκ κα 

ηαηακαθχκμκηαζ, δ ακηίδναζδ επζαναδφκεηαζ, πθδζζάγμκηαξ ζηδ θάζδ ημνεζιμφ ηαζ 

δεκ θαιαάκμκηαζ πθέμκ ηα επζεοιδηά πνμσυκηα.  

 ΢ηαηζηή θάζδ (Σεθζηυ-΢διείμ): Υνήζδ ηδξ πδηηήξ αβανυγδξ βζα παναδμζζαηέξ 

ιεευδμοξ): Η ακηίδναζδ έπεζ παφζεζ ηαζ δεκ πανάβμκηαζ άθθα πνμσυκηα.  

΢ηα ανπζηά ζηάδζα ηςκ ηφηθςκ ημ ζήια είκαζ αζεεκέξ ηαζ δεκ ιπμνεί κα ηαηαβναθεί 

(είκαζ ιζηνυηενμ ημο οπμαάενμο, δδθαδή ημο μνίμο ακίπκεοζδξ). Καεχξ δ πμζυηδηα ημο 

πνμσυκημξ αολάκεηαζ, δ ακίπκεοζδ ημο ζήιαημξ ελεθίζζεηαζ εηεεηζηά. ΢ηαδζαηά υιςξ, 

παφεζ κα αολάκεηαζ άθθμ ηαζ έηζζ έπμοιε ημνεζιυ, Δζηυκα 17. ΢ε έκα ηοπζηυ πείναια Q-

PCR υθεξ μζ ηαιπφθεξ θηάκμοκ ζε ημνεζιυ ζημ ίδζμ επίπεδμ. Έηζζ, μζ ιεηνήζεζξ ζημ ηεθζηυ 

ζδιείμ (ζηαηζηή θάζδ) δεκ µαξ πθδνμθμνμφκ βζα ηζξ ανπζηέξ πμζυηδηεξ ηςκ µμνίςκ cDNA 

πμο εέθμοιε κα εκζζπφζμοιε ηαζ ηα μπμία ακηζζημζπμφκ ζηα επίπεδα RNA πμο πενζέπμκηαζ 

ζηα δείβιαηα. Σμ µυκμ πμο δζαπςνίγμοκ είκαζ ημ ανκδηζηυ απυ ημ εεηζηυ δείβια. Χζηυζμ, 

μζ ηαιπφθεξ ηςκ ακηζζημίπςκ δεζβιάηςκ δζαπςνίγμκηαζ ζηδ θάζδ ακάπηολδξ ηδξ 
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ακηίδναζδξ, βεβμκυξ πμο ακηακαηθά ηζξ δζαθμνεηζηέξ ανπζηέξ πμζυηδηεξ (Kubista, Andrade 

et al. 2006). Σμ ζδιείμ ημο πνυκμο ή μ ηφηθμξ υπμο ακζπκεφεηαζ βζα πνχηδ θμνά ημ ηιήια 

πμο εκζζπφεηαζ, μκμιάγεηαζ ηζιή Ct (threshold cycle). Δίκαζ μ πνυκμξ ζημκ μπμίμ δ έκηαζδ 

ημο θεμνζζιμφ είκαζ ιεβαθφηενδ απυ ημ θεμνζζιυ ημο οπμαάενμο. ΢οκεπχξ, υζμ 

πενζζζυηενδ είκαζ δ πμζυηδηα ημο DNA-ζηυπμο ζημ ανπζηυ οθζηυ, ηυζμ βνδβμνυηενα εα 

ειθακζζηεί µζα ζδιακηζηή αφλδζδ ημο ζήιαημξ θεμνζζιμφ, πμο ζδιαίκεζ έκα παιδθυ Ct 

(Wong and Medrano 2005). 

 

 

Δηθόλα 17. Γξαθηθέο παξαζηάζεηο ζηηο νπνίεο εηθνλίδεηαη ην 

θαηώθιη ηνπ θύθινπ ζηελ αξρή ηεο εθζεηηθήο θάζεο. 

 

 

 

Γ.2.8.5 Αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζηελ Q-PCR 

Οζ ιεηααμθέξ ζηδκ ζοβηέκηνςζδ ημο DNA ακζπκεφμκηαζ µε ηδ πνήζδ εζδζηχκ 

µμνίςκ πμο αθθδθεπζδνμφκ µε αοηυ ηαζ έπμοκ ζδζυηδηεξ θεμνζζιμφ. ΢ηδκ πανμφζα 

ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηακ θεμνίγμοζεξ πνςζηζηέξ πμο εζζπςνμφκ ζηδ δζπθή έθζηα ημο 

DNA. Αοηέξ μζ πνςζηζηέξ θεμνίγμοκ θίβμ υηακ ανίζημκηαζ εθεφεενεξ ζημ δζάθοια ημο 

δείβιαημξ (µδ δεζιεοιέκεξ), εκχ ανπίγμοκ κα θεμνίγμοκ έκημκα υηακ ζοκδέμκηαζ ζε δζπθή 

έθζηα DNA ηαζ εηηίεεκηαζ ζε έκα ηαηάθθδθμ ιήημξ ηφιαημξ θςηυξ. Έηζζ, υζμ μ ανζειυξ 

ηςκ ακηζβνάθςκ ημο DNA αολάκεηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ακηίδναζδξ, ηυζμ αολάκεηαζ 

ηαζ μ θεμνζζιυξ (Wong and Medrano 2005; Kubista, Andrade et al. 2006).  

Τπάνπμοκ δζάθμνεξ θεμνίγμοζεξ μοζίεξ υπςξ ΒΔΒΟ, ΒΟΥΣΟ, Eva Green® µε πζμ 

βκςζηή ηδ θεμνίγμοζα πνςζηζηή SYBR Green Ι, δ μπμία πνδζζιμπμζήεδηε ζηα πθαίζζα 

ηςκ πεζναιάηςκ ιαξ. 

 

Γ.2.8.6 ΢ύζηαζε κίγκαηνο θαη ζπλζήθεο ηεο αληίδξαζεο Q-PCR  

Σα δείβιαηα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ζηδκ Q-PCR έπμοκ ηεθζηυ υβημ 10 ιl ηαζ 

πενζέπμοκ: ημ πνμξ πμθθαπθαζζαζιυ DNA, ημοξ εηηζκδηέξ ηαζ πμζυηδηα έημζιμο ιίβιαημξ 

ημο ειπμνίμο (KAPA SYBR® FAST qPCR Kit) πμο πενζέπεζ υθα ηα απαναίηδηα 

ζοζηαηζηά βζα ηδκ ηέθεζδ ηδξ ακηίδναζδξ (KAPA SYBR® DNA Polymerase, πνςζηζηή 

SYBR® Green I, MgCl2 ηαζ dNTPs). Ο οπυθμζπμξ υβημξ ζοιπθδνχκεηαζ ιε οπενηάεανμ 
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H2O. Η ζφζηαζδ ημο ιίβιαημξ ηαζ μζ ζοκεήηεξ ημο εενιμηοηθμπμζδηή ακαθένμκηαζ 

παναηάης.    

΢φζηαζδ ιίβιαημξ Q-PCR ηαζ πνυβναιια εενιμηοηθμπμζδηή: 

Πξόγξακκα ζεξκνθπθινπνηεηή ΢ύζηαζε κίγκαηνο αληίδξαζεο 

95°C βζα 3min 1 – 4,8ιl DNA (<10 ng) 

95°C βζα 10sec (απμδζάηαλδ ημο DNA) 0,1 ιl απ’ ημκ εηηζκδηή Sense (200 nM) 

60°C βζα 1min (οανζδζζιυξ ηςκ εηηζκδηχκ ζημ 

DNA) 

0,1 ιl απ’ ημκ εηηζκδηή Antisense (200 nM) 

Ακάβκςζδ ηδξ πθαηέηαξ 

 

5 ιl ημο έημζιμο ιίβιαημξ ακηζδναζηδνίςκ πμο 

πενζέπμοκ ηαζ ηδ πνςζηζηή SYBR Green I 

Δπακάθδρδ ηςκ ζηαδίςκ 2 έςξ 4 βζα 40 ηφηθμοξ  0 – 3,8ιl ddH2O 

Γδιζμονβία ηαιπφθδξ ηήλδξ απυ 50°C έςξ 90°C ιε 

ακάβκςζδ 0,5
o
C ηάεε 5sec  

Σεθζηυξ υβημξ: 10 ιl 

Γζα ηδκ παναπάκς δζαδζηαζία πνδζζιμπμζήεδηε εζδζηυξ εενιμηοηθμπμζδηήξ βζα QPCR.  

 

Γ.2.9 Δλίζρπζε κηηνρνλδξηαθνύ DNA  

Η εκίζποζδ ημο ιζημπμκδνζαημφ βμκζδζχιαημξ έβζκε ιε ηδ πνήζδ ηδξ πμθοιενάζδξ 

LA Taq DNA Polymerase (RR042A, TaKaRa LA Taq® DNA Polymerase Hot-Start 

Version). Γζα ηάεε ακηίδναζδ PCR πνδζζιμπμζήεδηακ 50ng βεκςιζημφ DNA. 

Οζ ακηζδνάζεζξ πενζθαιαάκμοκ: 

PCR ακηίδναζδ:      1x 

Takara LA Taq       0.5 ιl 

10x LA PCR Buffer      5  ιl 

dNTPs Mixture (2.5mM)    8  ιl 

Γεκςιζηυ DNA       50ng ιl 

εηηζκδηήξ sense       0.5 ιl (10pmol/ακηίδναζδ) 

εηηζκδηήξ antisense      0.5 ιl (10pmol/ακηίδναζδ) 

H2O          … ιl 

Σεθζηυξ υβημξ ακηίδναζδξ:   50  ιl  
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Σμ πνυβναιια πμο αημθμοεήεδηε βζα ημ ηάεε ηιήια ιζημπμκδνζαημφ DNA είκαζ: 

Σιήια A:  Πνυβναιια    Σιήια Β: Πνυβναιια     

               94˚/3 min                    94˚/3min 

               94˚/15 sec                   94˚/15 sec  

               58˚/30 sec                   54˚/30 sec 

               72˚/10 min                  68˚/10 min  

                                                  72˚/10 min  

Οζ εηηζκδηέξ βζα ηα ηιήιαηα Α ηαζ Β ακαβνάθμκηαζ ζημκ Πίκαηα 4, Πανάβναθμ 

Γ.1.6. Σα πνμσυκηα ηδξ PCR εθέβπμκηαζ ζε πδηηή αβανυγδξ 1% , ζηα 50V/1 ½ hrs. 

Δκδεζηηζηή εζηυκα ηςκ πνμσυκηςκ Α ηαζ Β πανμοζζάγμκηαζ ζηδκ πανάβναθμ Γ.Β.10, 

Δζηυκα 33. Η πμζυηδηα πμο εθέβπεηαζ ζηδκ δθεηηνμθυνδζδ είκαζ 2ιl, απυ ημκ ζοκμθζηυ 

υβημ ακηίδναζδξ (50ιl). Αημθμοεεί ηαεανζζιυξ βζα ημ οπυθμζπμ πνμσυκ (PCR clean-up, 

Gel extraction, Macherey-Nagel). Σέθμξ, εηηζιάηαζ δ ηαηαεανυηδηα ημο πνμσυκημξ ζημ 

ΝanoDrop. 

 

Γ.2.10 Απνκόλσζε πξσηετληθνύ εθρπιίζκαηνο από λεπξηθά θύηηαξα  

Η απμιυκςζδ ημο πνςηεσκζημφ εηποθίζιαημξ απυ ηα ηφηηανα πναβιαημπμζήεδηε 

πνδζζιμπμζχκηαξ ημ δζάθοια θφζδξ RIPA Buffer (Cell Signaling). Η ζοβηεηνζιέκδ 

δζαδζηαζία ζοκίζηαηαζ απ’ ηα αηυθμοεα ζηάδζα: 

1. Απμιάηνοκζδ ημο ενεπηζημφ οθζημφ ηαζ πθφζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζημ πζάημ 

ηοηηανμηαθθζένβεζαξ ιζα θμνά ιε PBS. 

2. Πνμζεήηδ 400ιl δζαθφιαημξ RIPA 1x (βζα πζάημ 10cm) ζημ μπμίμ έπεζ πνμζηεεεί 

ιείβια ακαζημθέςκ ηςκ πνςηεαζχκ (1:100).  

3. Αημθμοεεί επχαζδ ζημκ πάβμ βζα 5min. 

4. Σα ηφηηανα ζοθθέβμκηαζ ιε ηδ αμήεεζα εζδζηήξ ζπάημοθαξ (cell scraper) ζε θζαθίδζμ 

ηφπμο eppendorf. 

5. Πναβιαημπμζείηαζ θφζδ ηςκ ηοηηανζηχκ ιειανακχκ ηαζ εναφζδ ηςκ κμοηθεσηχκ 

μλέςκ ιε ηδκ εθανιμβή οπενήπςκ βζα 4sec, ιε εκαθθάλ 0,5sec εναφζδ ηαζ 0,5sec 

παβυθμοηνμ ηαζ έκηαζδ 30%. 

6. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζηα 14000g/ 10min/ 4⁰C. 

7. ΢οθθέβεηαζ ημ οπενηείιεκμ ημ μπμίμ πενζθαιαάκεζ ημ πνςηεσκζηυ εηπφθζζια ηαζ 

απμεδηεφεηαζ ζημοξ -20⁰C.  
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Γ.2.10.1 Πξνζδηνξηζκόο ζπγθέληξσζεο ησλ πξσηετλώλ κε ηε κέζνδν Bradford 

Ο πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηςκ πνςηεσκχκ ιε ηδ ιέεμδμ Bradford ζηδνίγεηαζ ζημ 

βεβμκυξ υηζ δ πνςζηζηή Coomassie Brilliant Blue G-250 αθθάγεζ πνχια υηακ ζοκδέεηαζ ιε 

πνςηεΐκεξ ζε αναζά υλζκα δζαθφιαηα. Σμ ζφιπθμημ πνςζηζηήξ-πνςηεΐκδξ απμννμθά ζηα 

595nm. ΢οβηεηνζιέκα, πνδζζιμπμζήεδηε ημ ακηζδναζηήνζμ Bio-Rad Protein Assay Dye 

Reagent Concentrate (δζάθοια Bradford) πμο πενζέπεζ ηδκ παναπάκς πνςζηζηή ηαζ ιε ημ 

μπμίμ αημθμοεείηαζ δ ελήξ δζαδζηαζία: 

1. Πναβιαημπμζείηαζ ιζα πνυηοπδ ηαιπφθδ απμννυθδζδξ ζηα 595nm ζοκανηήζεζ ηδξ 

ζοβηέκηνςζδξ ημο πνμηφπμο δζαθφιαημξ BSA (1mg/ml) ζε 2.5ml δζαθφιαημξ 

Bradford αναζςιέκμ 1:5 (0-25ιg πνςηεΐκδξ). Σμ ιίβια παναιέκεζ βζα 60sec ηαζ 

αημθμοεεί θςημιέηνδζδ. 

2. Πμζυηδηα έςξ 40ιl δείβιαημξ επακαζςνείηαζ ζε 2.5ml αναζςιέκμο δζαθφιαημξ 

Bradford, παναιέκεζ βζα 60sec ηαζ θςημιεηνείηαζ ζηα 595nm. 

 

Γ.2.11 Αλνζναπνηύπσζε (Western blot)  

Η ακμζμαπμηφπςζδ (ή αθθζχξ Western blot) είκαζ ιζα ιέεμδμξ ακίπκεοζδξ 

ζοβηεηνζιέκςκ πνςηεσκχκ εκυξ ζφκεεημο ιίβιαημξ, πμο ζοκδοάγεζ ηδκ ορδθή ακαθοηζηή 

ζηακυηδηα ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ, ηδκ εζδζηυηδηα ηςκ ακηζζςιάηςκ ηαζ ηδκ εοαζζεδζία ηςκ 

εκγοιζηχκ ιεευδςκ. H ιέεμδμξ αοηή απμηεθείηαζ απυ ηα αηυθμοεα ζηάδζα: 

 Ηθεηηνμθυνδζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζε πδηηή SDS – πμθοαηνοθαιζδίμο.  

 Μεηαθμνά ηςκ πνςηεσκχκ ζε ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ. 

 Δπχαζδ ηδξ ιειανάκδξ ιε ακηζζχιαηα. 

 Ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ. 

 

Γ.2.11.1 Ζιεθηξνθόξεζε ησλ δεηγκάησλ ζε πεθηή SDS – πνιπαθξπιακηδίνπ 

΢πεδυκ υθεξ μζ ακαθοηζηέξ δθεηηνμθμνήζεζξ ηςκ πνςηεσκχκ πναβιαημπμζμφκηαζ ζε 

πδηηέξ πμθοαηνοθαιζδίμο. Η δθεηηνμθυνδζδ πναβιαημπμζείηαζ ηάης απυ ζοκεήηεξ μζ 

μπμίεξ δζαζθαθίγμοκ αθεκυξ µεκ ηδκ απμδζάηαλδ ηςκ πνςηεσκχκ ζηζξ ακηίζημζπεξ 

πμθοπεπηζδζηέξ ημοξ οπμιμκάδεξ, αθεηένμο δε ημκ µδ ζπδιαηζζιυ ζοζζςιαηςιάηςκ. 

΢οκήεςξ, πνδζζιμπμζείηαζ ημ ζζπονά ζμκζηυ απμννοπακηζηυ SDS ζε ζοκδοαζιυ µε έκακ 

ακαβςβζηυ πανάβμκηα ηαζ ηδκ ορδθή εενιμηναζία βζα ηδκ απμδζάηαλδ ηςκ πνςηεσκχκ 

πνζκ ηδ θυνηςζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζηδκ πδηηή. Δπζπθέμκ, δ πνμζεήηδ α-

ιενηαπημαζεακυθδξ ζηα δείβιαηα δζαζθαθίγεζ ημκ µδ-ζπδιαηζζιυ δζζμοθθζδζηχκ δεζιχκ. 
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Σα ιεημοζζςιέκα πμθοπεπηίδζα πνμζδέκμκηαζ µε ημ SDS ηαζ έηζζ θμνηίγμκηαζ ανκδηζηά. 

Δπεζδή δ πνυζδεζδ µε ημ SDS είκαζ ζπεδυκ πάκηα ακάθμβδ µε ημ µμνζαηυ αάνμξ ημο 

πμθοπεπηζδίμο ηαζ είκαζ ακελάνηδηδ µε ηδκ αθθδθμοπία ημο, ηα ζοιπθέβιαηα SDS-

πμθοπεπηζδίμο ιεηαηζκμφκηαζ ζηδκ πδηηή πμθοαηνοθαµζδίμο ζφιθςκα µε ημ ιέβεεμξ ημο 

πμθοπεπηζδίμο. Έηζζ, πνδζζιμπμζχκηαξ εζδζημφξ ιάνηονεξ βκςζηχκ µμνζαηχκ αανχκ 

ιπμνμφιε κα εηηζιήζμοιε ημ µμνζαηυ αάνμξ ηςκ πμθοπεπηζδζηχκ αθοζίδςκ. Μεηαηνμπέξ 

υιςξ ημο πμθοπεπηζδζημφ ζηεθεημφ, υπςξ Π.π. Ν- δ 0- βθοημγοθζχζεζξ έπμοκ µζα 

ζδιακηζηή επίδναζδ ζημ µμνζαηυ αάνμξ ημο πμθοπεπηζδίμο ηαζ πζεακυκ ημ µμνζαηυ αάνμξ 

πμο οπμθμβίγεηαζ κα µδκ ακηαπμηνίκεηαζ ζηδκ πναβιαηζηή ιάγα ηδξ πμθοπεπηζδζηήξ 

αθοζίδαξ (Sambrook and Russell 2001).  

΢ηζξ πενζζζυηενεξ ηςκ πενζπηχζεςκ, δ δθεηηνμθυνδζδ SDS-PAGE (SDS- 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis) πναβιαημπμζείηαζ ζε έκα δζαημπηυιεκμ ζφζηδια 

νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ ζημ μπμίμ, ημ νοειζζηζηυ δζάθοια ζηδ δελαιεκή έπεζ δζαθμνεηζηυ 

νΗ ηαζ ζμκζηή ζζπφ απυ αοηυ πμο πνδζζιμπμζείηαζ βζα κα παναζηεοαζηεί δ πδηηή. Σα 

ζοιπθέβιαηα SDS-πμθοπεπηζδίμο ιεηαηζκμφκηαζ πνμξ ημκ εεηζηυ πυθμ ηδξ ηαηαηυνοθδξ 

ζοζηεοήξ υηακ πενάζεζ ζοκεπέξ δθεηηνζηυ νεφια απυ ηα δθεηηνυδζα. Όηακ πενάζμοκ πζα 

µέζς ηδξ πδηηήξ επζζημίααλδξ (stacking) δ μπμία είκαζ ανηεηά πμνχδδξ, ηα ζοιπθέβιαηα 

ηαηαηάεμκηαζ ζε µζα πμθφ θεπηή γχκδ ζηδκ επζθάκεζα ηδξ πδηηήξ δζαπςνζζιμφ 

(separating).  

Σα ζυκηα πθςνίμο ζημ νοειζζηζηυ δζάθοια ημο δείβιαημξ ηαζ ζηδκ πδηηή 

επζζημίααλδξ ζπδιαηίγμοκ έκα πνμπμνεοιέκμ άηνμ ημο ηζκμφιεκμο μνμεεηζημφ δείηηδ εκχ 

ημ νοιμοθημφιεκμ άηνμ απμηεθείηαζ απυ µυνζα βθοηίκδξ. Μεηαλφ ημο πνμπμνεουιεκμο 

ηαζ ημο νοιμοθημφιεκμο άηνμο ημο ηζκμφιεκμο μνμεεηζημφ δείηηδ οπάνπεζ µζα γχκδ 

παιδθυηενδξ αβςβζιυηδηαξ δ μπμία εκαπμεέηεζ ηεθζηά ηα πμθοπεπηίδζα ζηδκ επζθάκεζα 

ηδξ πδηηήξ δζαπςνζζιμφ. Δηεί ημ ορδθυηενμ pΗ ηδξ πδηηήξ εοκμεί ημκ ζμκζζιυ ηδξ 

βθοηίκδξ ηαζ ηα ζυκηα βθοηίκδξ πμο πνμηφπημοκ ιεηακαζηεφμοκ ζηδκ πδηηή δζαπςνζζιμφ 

αηνζαχξ πίζς απυ ηα ζυκηα πθςνίμο. Δθεφεενα απυ ημκ ηζκμφιεκμ μνμεεηζηυ δείηηδ, ηα 

ζοιπθέβιαηα SDS-πμθοπεπηζδίςκ ιεηαηζκμφκηαζ ζηδκ πδηηή δζαπςνζζιμφ ηαζ 

δζαπςνίγμκηαζ ζφιθςκα µε ημ ιέβεεμξ ημοξ.  
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Δηθόλα 18. Βαζηθά ραξαθηεξηζηηθά ηεο 

ειεθηξνθόξεζεο SDS – PAGE. (Σνμπμπμίδζδ 

απυ www.slideshare.net). 

 

 

 

Οζ πδηηέξ πμθοαηνοθαιζδίμο ζοκεέημκηαζ απυ αθοζίδεξ πμθοιενζζιέκμο 

αηνοθαιζδίμο μζ μπμίεξ είκαζ ζοκδεδειέκεξ µε bis-αηνοθαιίδζμ. Με ηδκ πνμζεήηδ 

TEMED (Ν,Ν,Ν"Ν' -tetramethylethylenediamine) ηαηά ηδκ παναζηεοή ηςκ πδηηχκ 

επζηαπφκεηαζ μ πμθοιενζζιυξ ημο αηνοθαιζδίμο ηαζ ημο bis-αηνοθαιζδίμο ηαηαθφμκηαξ 

ημκ ζπδιαηζζιυ εθεοεένςκ νζγχκ μζ μπμίεξ πανέπμκηαζ απυ ημ APS (Τπενεεζσηυ 

αιιχκζμ), Η δζαπςνζζηζηή ζηακυηδηα αοηχκ ηςκ πδηηχκ ελανηάηαζ απυ ηδκ ζοβηέκηνςζδ 

ημο πμθοαηνοθαιζδίμο ζηδκ πδηηή.  

Η δζαδζηαζία πμο αημθμοεείηαζ βζα ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνςηεσκχκ µε ηδ 

ιέεμδμ SDS-PAGE είκαζ δ αηυθμοεδ:  

1. ΢οκανιμθμβείηαζ ηαηάθθδθα δ ζοζηεοή βοάθζκςκ πθαηχκ πμο εα πνδζζιμπμζδεεί 

έηζζ χζηε κα ιδκ οπάνπεζ δζαννμή. 

2. Καηαζηεοάγεηαζ ημ πήηηςια δζαπςνζζιμφ ζηδκ ηαηάθθδθδ ποηκυηδηα (Πίκαηαξ 3.4). 

3. Σμ ιείβια ημπμεεηείηαζ πμθφ βνήβμνα ζημ ζφζηδια ηςκ βοάθζκςκ πθαηχκ, ζηδκ 

επζθάκεζα ημο πνμζηίεεηαζ ζζμπνμπακυθδ βζα κα εοεοβναιιζζηεί δ ζηάειδ ηαζ κα 

απμθεοπεεί ηοπυκ ελάηιζζδ ημο οβνμφ. 

4. Σμ πήηηςια αθήκεηαζ ζε δνειία ~20min πνμηεζιέκμο κα μθμηθδνςεεί μ 

πμθοιενζζιυξ. 

5. Καηαζηεοάγεηαζ ημ πήηηςια επζζημίααλδξ ιε ζοβηέκηνςζδ αηνοθαιίδδξ 4%. 

6. Απμιαηνφκεηαζ δ ζζμπνμπακυθδ απυ ημ πήηηςια δζαπςνζζιμφ, λεπθέκεηαζ ημ 

πήηηςια ιε H2O ηαζ πνμζηίεεηαζ ημ δζάθοια ημο πδηηχιαημξ επζζημίααλδξ.  

7. Σμπμεεηείηαζ ημ εζδζηυ πηεκάηζ βζα ηδ δδιζμονβία ηςκ πδβαδζχκ, αθήκεηαζ ζε δνειία 

βζα ~15min κα μθμηθδνςεεί μ πμθοιενζζιυξ. ΢ημ ζηάδζμ αοηυ, ημ πήηηςια ιπμνεί κα 

απμεδηεοεεί ζημοξ 4⁰C ή κα πνδζζιμπμζδεεί ηδκ ίδζα διένα ιεηά ημ πέναξ 

ημοθάπζζημκ 45min. 

8. Η ζοζηεοή ιε ημ πήηηςια ημπμεεηείηαζ ζε εζδζηή δελαιεκή.  



98 
 

9. Η δελαιεκή βειίγεηαζ µε 1lt πενίπμο 1x SDS-PAGE νοειζζηζηυ δζάθοια, 

πνμζέπμκηαξ δ ζηάειδ ημο κα ανίζηεηαζ 1-2cm πάκς απυ ηδκ επζθάκεζα ηςκ πδηηχκ.  

10. Πνμεημζιαζία ηςκ δεζβιάηςκ µε επακαζχνδζή ημοξ ζε δζάθοια 1x νοειζζηζημφ 

δζαθφιαημξ θυνηςζδξ (Laemmli).  

11. Αθαζνείηαζ ημ πηεκάηζ απυ ημ πήηηςια επζζημίααλδξ ηαζ θμνηχκμκηαζ ηα δείβιαηα 

ζηδκ πδηηή, ιε ηεθζηυ υβημ 24ιl. 

12. Φμνηχκεηαζ επίζδξ ηαζ ιίβια ιε πνυηοπεξ πνςηεΐκεξ βζα SDS-PAGE (ιάνηοναξ 

ιμνζαηχκ αανχκ), έηζζ χζηε κα ιπμνεί κα οπμθμβζζηεί ημ ιμνζαηυ αάνμξ ηςκ 

πνςηεσκχκ πμο εα δζαπςνζζημφκ.  

13. Η δελαιεκή ηαθφπηεηαζ ηαζ δ υθδ δζάηαλδ θεζημονβεί πενίπμο ζηα 120 - 150Volt 

ιέπνζ δ γχκδ ηδξ πνςζηζηήξ δζαηνέλεζ ηαηά ιήημξ ηδκ πδηηή. 

Οζ υβημζ ηςκ ακηζδναζηδνίςκ βζα ηζξ πδηηέξ δζαπςνζζιμφ ηαζ επζζημίααλδξ πενζβνάθμκηαζ 

ζημκ πίκαηα πμο αημθμοεεί. 

Πίλαθαο 5. ΢φζηαζδ πδηηχκ πμθοαηνοθαιζδίμο βζα δθεηηνμθυνδζδ SDS-PAGE. 

Πεθηή δηαρσξηζκνύ 

(separating) 
8% 10% 12% 15% 

Πεθηή επηζηνίβαμεο 

(stacking) 5% 

Acryl:bis (29:1) 2.7ml 3.3ml 4ml 5ml 0.67ml 

1.5M Tris pH 8.8 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml  

1M Tris pH 6.8     0,5ml 

H20 (οπενηάεανμ) 4.6ml 4ml 3.3ml 2.3ml 2.7ml 

10 % SDS 100µl 100µΙ 100µΙ 100µΙ 40 µΙ 

10 % APS 100µl 100µΙ 100µΙ 100µΙ 40 µΙ 

TEMED 6µl 4µΙ 4µΙ 4µΙ 4 µΙ 

Σειηθόο όγθνο 10ml 10ml 10ml 10ml 4ml 

 

Γ.2.11.2 Μεηαθνξά ησλ πξσηετλώλ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο 

Μυθζξ δ πνςζηζηή θηάζεζ ζημ ηάης ιένμξ ηδξ πδηηήξ ζηαιαηά δ δθεηηνμθυνδζδ 

ηαζ ανπίγεζ δ δζαδζηαζία ηδξ οβνήξ ιεηαθμνάξ ηςκ πνςηεσκχκ ζε ιειανάκδ 

κζηνμηοηηανίκδξ. Η πνυζδεζδ ηςκ πνςηεσκχκ ζηδκ ιειανάκδ μθείθεηαζ ζε οδνμθμαζηέξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ ηαεχξ ηαζ ζε ζμκηζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιεηαλφ ηδξ ιειανάκδξ ηαζ ηςκ 

πνςηεσκχκ. Η δζαδζηαζία αοηή πενζθαιαάκεζ ηα αηυθμοεα ζηάδζα: 

1. Η ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ ηυαεηαζ ζημ ιέβεεμξ ηδξ πδηηήξ δζαπςνζζιμφ ηαζ 

δζαανέπεηαζ ιε οπενηάεανμ (nanopure) H2O. 
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2. 2 εζδζηά «ζθμοββανάηζα» ηαζ 4 δζδεδηζηά πανηζά Whatman δζαανέπμκηαζ ιε ημ 

δζάθοια οβνήξ ιεηαθμνάξ. 

3. Σμπμεεημφκηαζ ζηδ ζοζηεοή οβνήξ ιεηαθμνάξ απυ ηάης πνμξ ηα πάκς ηα ελήξ: 1 

«ζθμοββανάηζ», 2 πανηζά Whatman, δ πδηηή, δ ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ, αθθά 2 

πανηζά Whatman ηαζ ηέθμξ αηυιδ 1 «ζθμοββανάηζ». 

4. Η ζοζηεοή ζοκανιμθμβείηαζ, ιεηαθένεηαζ ζηδ δελαιεκή υπμο πναβιαημπμζήεδηε δ 

δθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ δ δελαιεκή βειίγεηαζ ιε 1lt πενίπμο δζαθφιαημξ 

οβνήξ ιεηαθμνάξ.  

5. Ξεηζκά δ ιεηαθμνά ηςκ πνςηεσκχκ, ζε παιδθή εενιμηναζία, ζηα 200mA βζα 1
1/2 

– 

4
1/2

 hrs, ακάθμβα ιε ημ ιμνζαηυ αάνμξ ηςκ πνμξ ιεηαθμνά πνςηεσκχκ.  

 

Γ.2.11.3 Δπώαζε ηεο κεκβξάλεο κε εηδηθά αληηζώκαηα θαη αλίρλεπζε ησλ πξσηετλώλ  

Μεηά ημ πέναξ ηδξ ιεηαθμνάξ δ ιειανάκδ επςάγεηαζ ιε εηείκα ηα ακηζζχιαηα 

πμο ακαβκςνίγμοκ ηζξ πνςηεΐκεξ ημο εκδζαθένμκημξ. Η δζαδζηαζία έπεζ ςξ ελήξ: 

1. Δπχαζδ ηδξ ιειανάκδξ ιε δζάθοια βάθαηημξ βζα 1 h ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

(Blocking). H ηαγεΐκδ ημο βάθαηημξ ιπθμηάνεζ ζηδ ιειανάκδ υθεξ ηζξ ιδ εζδζηέξ 

εέζεζξ δέζιεοζδξ ηςκ ακηζζςιάηςκ αθήκμκηαξ εηηεεεζιέκεξ ιυκμ αοηέξ ζηζξ μπμίεξ 

ανίζημκηαζ μζ πνςηεΐκεξ. 

2. Αημθμοεμφκ 3 πθφζεζξ ηδξ ιειανάκδξ, ηςκ 5min ιε δζάθοια TBS-T (Washing). 

3. Δπχαζδ ηδξ ιειανάκδξ ιε ημ πνςημβεκέξ ακηίζςια, ημ μπμίμ έπεζ επακαδζαθοεεί ζε 

δζάθοια TBS-T + BSA, βζα 1 h οπυ ζοκεπή ήπζα ακάδεοζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

ή O/N ζημοξ 4⁰C (Binding). 

4. Αημθμοεμφκ 3 πθφζεζξ ηδξ ιειανάκδξ ηςκ 5min ιε δζάθοια TBS-T (Washing). 

5. Δπχαζδ ηδξ ιειανάκδξ ιε ημ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια, ημ μπμίμ έπεζ επακαδζαθοεεί ζε 

δζάθοια βάθαηημξ, βζα 1 h οπυ ζοκεπή ήπζα ακάδεοζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

(Binding). 

6. Αημθμοεμφκ 3 πθφζεζξ ηδξ ιειανάκδξ ηςκ 5min ιε δζάθοια TBS-T (Washing). 

H ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ πναβιαημπμζείηαζ ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ πδιεζμθςηαφβεζαξ, 

πνδζζιμπμζχκηαξ ημ kit: Lumilight western blotting Substrate, ηδξ εηαζνίαξ Roche. H 

δζαδζηαζία αοηή πενζθαιαάκεζ ηα παναηάης ζηάδζα: 

1. Δπχαζδ ηδξ ιειανάκδξ ιε 700ιl απυ ημ ηάεε δζάθοια ειθάκζζδξ ημο kit βζα 5min, 

ιαηνζά απ΄ ημ πμθφ θςξ. 

2. Σμπμεέηδζδ ηδξ ιειανάκδξ ιέζα ζηδκ ηαζέηα ειθάκζζδξ. 
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Δηθόλα 19. ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο πεηξακαηηθήο πνξείαο 

απνκόλσζεο ησλ πξσηετλώλ πνπ πξνζδέλνληαη ζηε 

ρξσκαηίλε. 

3. Μεηάααζδ ζημ ζημηεζκυ εάθαιμ ηαζ ημπμεέηδζδ εκυξ θςημβναθζημφ θζθι πάκς ζηδκ 

ιειανάκδ βζα 1-15 min. 

4. Διθάκζζδ ημο θζθι ζε εζδζηυ ιδπάκδια. 

5. Μεηά ημ πέναξ ηδξ δζαδζηαζίαξ δ ιειανάκδ ζηεβκχκεηαζ ηαζ δζαηδνείηαζ ζημοξ -20⁰C. 

Σέθμξ ηα θζθι ζηακάνμκηαζ ηαζ μζ εζηυκεξ ακαθφμκηαζ ιε ηδ πνήζδ ημο θμβζζιζημφ 

Quantity One βζα ηδκ πμζμηζημπμίδζδ ηδξ ποηκυηδηαξ ηςκ πνςηεσκζηχκ γςκχκ. Σα 

δεδμιέκα απυ ηζξ πνςηεσκεξ εκδζαθένμκημξ ηαημηζημπμζήεδηακ ιε αάζδ ηζξ ηζιέξ 

ποηκυηδηαξ βζα ηζξ εηάζημηε πνςηεσκεξ ακαθμνάξ (β-actin, β-tubulin ηαζ Tim23). 

 

Γ.2.12 Γηαδηθαζία δηαρσξηζκνύ πξσηετλώλ πνπ πξνζδέλνληαη ζηε ρξσκαηίλε 

(Chromatin Binding Assay, CBA)  

Σμ πνςηυημθθμ δζαπςνζζιμφ ηςκ πνςηεσκχκ πμο πνμζδέκμκηαζ ζηδ πνςιαηίκδ 

πενζθαιαάκεζ ηα ελήξ αήιαηα: 

1. Πθφζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 5ml PBS. Γζάννδλδ ηαζ θφζδ ηςκ ηοηηάνςκ βζα 15min/ 

4°C ζημ αuffer CSK I (cytoskeleton buffer I): 10 mM Pipes (pH 6.8), 100 mM NaCI, 300 

mM sucrose, 3 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, ζοιπθδνχκεηαζ ιε 1 mM DTT, 1 

mM PMSF, protease inhibitor ηαζ 0.5% (vol/vol) Triton X-100. Δπχαζδ βζα 3/ 4°C. 

2. Απμεοηεφεηαζ ημ 1/10 

ημο εηποθίζιαημξ, απμηεθεί ημ 

ζοκμθζηυ πνςηεσκζηυ εηπφθζζια 

ηςκ ηοηηάνςκ (total fraction, 

T).  

3. Σμ οπυθμζπυ εηπφθζζια 

δζαπςνίγεηαζ ζζυπμζα ζε δφμ 

eppendorfs. Αημθμοεεί 

θοβμηέκηνδζδ ζηα 600g/ 3min/ 

4°C. Με ηδ θοβμηέκηνδζδ 

ηαηαηνδικίγμκηαζ μζ πνςηεΐκεξ 

ημο ηοηηανμζηεθεημφ ηαζ ημ 

πονδκζηυ εηπφθζζια, ηαζ 

παναιέκμοκ ζημ εκαζχνδια μζ 

δζαθοηέξ πνςηεΐκεξ. Σμ 
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εκαζχνδια μκμιάγεηαζ (S1 – supernatant 1), δδθαδή πνςηεΐκεξ δζαθοηέξ απυ Triton ή 

πνςηεΐκεξ πμο δεκ πνμζδέκμκηαζ ζηδ πνςιαηίκδ.  

4. Αημθμφεςξ δ ιία απυ ηζξ δφμ πεθέηεξ, δ μπμία πενζέπεζ πενζέπεζ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο 

πνμζδέκμκηαζ ζηδ πνςιαηίκδ, πνςηεΐκεξ ηδξ πονδκζηήξ ιήηναξ ηαζ αδζάθοηεξ πνςηεΐκεξ, 

επακαζςνείηαζ ζε RIPA buffer (εηπφθζζια P1). 

5. Η δεφηενδ πεθέηα επακαδζαθφεηαζ ζε CSK II buffer (10 mM Pipes (pH 6.8), 50 

mM NaCl, 300 mM sucrose, 6 mM MgCl2, 1 mM DTT), επχαζδ ιε DNase/ 30 min ηαζ 

πνμζεήηδ 250 mM (NH4)2SO4/ 10min/ 25 °C.  

6. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ 1200g/ 6min/ 4°C. απμιυκςζδ οπενηεζιέκμο εηπφθζζια 

S2, ημ μπμίμ πενζέπεζ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο απεθεοεενχεδηακ απυ ηδ πνςιαηίκδ ιεηά ηδκ 

επχαζδ ιε DNase ηαζ δ πεθέηα P2 δ μπμία πενζέπεζ ηζξ αδζάθοηεξ, ηοηηανμζηεθεηζηέξ ηαζ 

πνςηεΐκεξ ηδξ πονδκζηήξ ιήηναξ. Η πεθέηα P2 επακαδζαθφεηαζ ζε RIPA buffer ( Llano et 

al., 2006), ζπδιαηζηή απεζηυκζζδ Δζηυκα 19. 

 

Γ.2.13 Γηαρσξηζκόο κηηνρνλδξηαθώλ θπηηαξνπιαζκαηηθώλ εθρπιηζκάησλ 

(Subcellular fractionation protocol)  

Σμ πνςηυημθθμ δζαπςνζζιμφ ιζημπμκδνζαηχκ ηαζ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ 

εηποθζζιάηςκ πενζθαιαάκεζ ηα ελήξ αήιαηα: 

1. Απμιάηνοκζδ ημο ενεπηζημφ οθζημφ απυ ημ ηνοαθίμ ηαθθζένβεζα\»ξ ηαζ πθφζδ ιε 

δζάθοια PBS. 

2. Αθαίνεζδ ημο PBS ηαζ πνμζεήηδ 800ιl ενορίκδξ (βζα πζάημ δζαιέηνμο 100mm), 

επχαζδ ζημοξ 37⁰C βζα 3 min βζα ηδκ απμηυθθδζδ ηςκ ηοηηάνςκ απυ ημ οπυζηνςια ημο 

ηνοαθίμο.  

3. Πθφζδ ηδξ πεθέηαξ ηοηηάνςκ ιε 5ml PBS ηαζ επακάθδρδ ηδξ θοβμηέκηνδζδξ. 

4. Η πεθέηα επακαδζαθφεηαζ ζε 0.5ml Γζάθοια Λφζδξ: 20mM HEPES, 1.5mM MgCl2, 

10mM KCl, 1mM EDTA pH 8, 1mM EGTA, 2.5mM Sucrose, 5mM DTT, 1mM PMSF, 

1:100 Protease Inhibitor. Αημθμοεμφκ 300 πηοπήιαηα ζε βοάθζκμ Dounce Homogenizer 

ηςκ 2ml βζα ηδ δζάννδλδ ηςκ ηοηηάνςκ.  

5. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 800 g/4⁰C/5min. ΢ημ ζηάδζμ αοηυ ηαεζγάκμοκ μζ πονήκεξ ηαζ ηα 

αδζαννδηηα ηφηηανα 

6. ΢οθθέβεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηαζ θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 13.000 g/4⁰C/15min. ΢οθθέβεηαζ ημ 

οπενηείιεκμ ηαζ επακαθαιαάκεηαζ δ θοβμηέκηνδζδ. Σμ οπενηείιεκμ απμηεθεί ημ 
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ηοηηανμπθαζιαηζηυ εηπφθζζια ηαζ δ πεθέηηα απμηεθεί ημ εηπφθζζια ζημ μπμίμ 

εκημπίγμκηαζ ηα ιζημπυκδνζα.  

7. Η πεθέηα επακαδζαθφεηαζ άιεζα ζε 0.4ml Lysis Buffer ηαζ θοβμηεκηνείηαζ ζηζξ 13.000 

g/4⁰C/10min. Απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηαζ επακαθαιαάκεηαζ δ θοβμηέκηνδζδ.  

8. Η πεθέηα επακαδζαθφεηαζ 

ζε 40ιl RIPA Buffer (πμο 

πενζθαιαάκεζ 1:100 PMSF) 

ηαζ αημθμοεεί επχαζδ βζα 

30min ζημκ πάβμ (vortexing 

βζα 20-30 sec ηάεε 5min).  

9. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 

16.000xg/4⁰C/20min.  

10. ΢οθθέβεηαζ ημ 

οπενηείιεκμ ημ μπμίμ 

απμηεθεί ημ ηθάζια ηςκ 

ιζημπμκδνίςκ (ζπδιαηζηή 

απεζηυκζζδ, Δζηυκα 20). 

 

 

 

Γ.2.14 Απνκόλσζε γελσκηθνύ DNA από SH-SY5Y θύηηαξα 

Σμ πνςηυημθθμ απμιυκςζδξ βεκςιζημφ DNA απυ SH-SY5Y ηφηηανα πενζθαιαάκεζ ηα 

ελήξ αήιαηα: 

1. Απμιάηνοκζδ ημο ενεπηζημφ οθζημφ απυ ημ ηνοαθίμ ηαθθζένβεζαξ ηαζ πθφζδ ιε 

δζάθοια PBS. 

2. Αθαίνεζδ ημο PBS ηαζ πνμζεήηδ 800ιl ενορίκδξ (βζα πζάημ δζαιέηνμο 100mm), 

επχαζδ ζημοξ 37⁰C/ 3 min βζα ηδκ απμηυθθδζδ ηςκ ηοηηάνςκ απυ ημ οπυζηνςια ημο 

ηνοαθίμο.  

3. Πθφζδ ηδξ πεθέηαξ ηοηηάνςκ ιε 5ml PBS ηαζ επακάθδρδ ηδξ θοβμηέκηνδζδξ. 

4. Η πεθέηα επακαδζαθφεηαζ ζε 300-500ιL Γζάθοια Λφζδξ: 10mM Tris pH 7.5, 100mM 

EDTA pH 8, SDS 0,5%, RNaseA 200ιg/ml. 

5. Δπχαζδ βζα 30 min/ 37 ⁰C. 

Δηθόλα 20. ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ δηαρσξηζκνύ 

θπηηαξνπιαζκαηηθώλ (Cytoplasmic, C) – κηηνρνλδξηαθώλ 

(Mitochondrial, M) εθρπιίζκάησλ πνπ αθνινπζήζεθε. 
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6. ζημ οπενηείιεκμ βίκεηαζ πέρδ ιε ηδκ πνμζεήηδ 15ιl Proteinase K (stock 15mg/ml) ηαζ 

επχαζδ ζημοξ 1hr/ 55 ⁰C. 

7. Αημθμοεεί ηαεανζζιυξ ιε ημοξ μνβακζημφξ δζαθφηεξ θαζκυθδ ηαζ πθςνμθυνιζμ βζα ηδκ 

απμιάηνοκζδ ηςκ θζπζδίςκ ηαζ ηςκ πνςηεσκχκ.  

 

Γ.2.14.1 Καζαξηζκόο ηνπ DNA κε ηνπο νξγαληθνύο δηαιύηεο θαηλόιε θαη 

ρισξνθόξκην 

Σμ πνςηυημθθμ ηαεανζζιμφ ημο βεκςιζημφ DNA ιε ημοξ μνβακζημφξ δζαθφηεξ θαζκυθδ - 

πθςνμθυνιζμ πενζθαιαάκεζ ηα ελήξ αήιαηα:  

1. Ανπζηά πνμζηίεεηαζ ίζμξ υβημξ ιε ημ μιμβεκμπμίδια θαζκυθδξ ηαζ ακαιζβκφμκηαζ ιε 

ανβυ νοειυ έςξ υημο δδιζμονβδεμφκ ηνεζξ θάζεζξ. Η πάκς θάζδ είκαζ οδάηζκδ (πμθζηή) 

ηαζ πενζέπεζ ηα κμοηθεσηά μλέα, δ εκδζάιεζδ πενζέπεζ ηζξ πνςηεΐκεξ ηαζ δ ηάης θάζδ δ 

μνβακζηή πενζέπεζ ηα θζπίδζα. Οζ πνςηεΐκεξ ανίζημκηαζ ζηδκ εκδζάιεζδ θάζδ ηαεχξ 

απμηεθμφκηαζ ηαζ απυ οδνυθμαεξ ηαζ απυ οδνυθζθεξ πενζμπέξ.  

2. Φοβμηέκηνδζδ ζημ ιέβζζημ ηςκ ζηνμθχκ βζα 3min. 

3. Αθαζνείηαζ δ οδαηζηή θάζδ. Πνμζηίεεηαζ ζε αοηή ίζδ πμζυηδηα πθςνμθμνιίμο ηαζ 

ακαιζβκφμκηαζ ιε ανβυ νοειυ. Σμ πθςνμθυνιζμ (πθςνμθυνιζμ / ζζμαιοθζηή αθημυθδ 

24:1) απμιαηνφκεζ επζπθέμκ ηα θζπίδζα ηαζ ηδ θαζκυθδ απυ ηδκ οδάηζκδ θάζδ ηαζ 

ιεημοζζχκεζ ηζξ πνςηεΐκεξ.  

4. Φοβμηέκηνδζδ ζημ ιέβζζημ ηςκ ζηνμθχκ βζα 2min.  

5. Απμιαηνφκεηαζ δ πάκς θάζδ ηαζ πνμζηίεεκηαζ 1/10 ημο υβημο CH3COONa ηαζ δφμ 

υβημζ ημο ζοκμθζημφ απυθοηδ αζεακυθδ. Αημθμοεεί ήπζα ακάδεοζδ.  

6. Σμ δείβια ιεηαθένεηαζ ζημο -80⁰C/ 1hr ή εκαθθαηηζηά -20⁰C/ overnight.  

7. Φοβμηέκηνδζδ ζημ ιέβζζημ ηςκ ζηνμθχκ βζα 10min.  

8. Απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηαζ πνμζηίεεηαζ ίζμξ υβημξ αζεακυθδξ 70%.  

9. Φοβμηέκηνδζδ ζημ ιέβζζημ ηςκ ζηνμθχκ βζα 3min.  

10. Απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ ηαζ επακαθαιαάκεηαζ δ θοβμηέκηνδζδ βζα ιενζηά sec. 

Με ηδ αμήεεζα εκυξ tip απμιαηνφκεηαζ εκαπμιείκαζα αζεακυθδ.  

11. ΢ηέβκςια ζγήιαημξ ζημκ πάβημ βζα 7min. 

12. Γζαθοημπμίδζδ ζε ηαηάθθδθμ υβημ ΣΔ (10mM Tris –Cl pH 8.0, 1mM EDTA) 
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Γ.2.15 Αλνζνθαηαθξήκληζε πξσηετλώλ (Immunoprecipitation, IP)  

Η ακμζμηαηαηνήικζζδ απμηεθεί ιία ιμνθή πνςιαημβναθίαξ ζοββέκεζαξ. ΢ε αοηήκ, 

ςξ ζηενεή θάζδ πνδζζιμπμζμφκηαζ ζθαζνίδζα απυ αβανυγδ ή ηάπμζμ ακάθμβμ οθζηυ. Πάκς 

ζηα ζθαζνίδζα ανίζηεηαζ μιμζμπμθζηά δεζιεοιέκδ πνςηεΐκδ Α ηαζ πνςηεΐκδ G. Δίκαζ 

πνςηεΐκεξ ααηηδνζαηήξ πνμέθεοζδξ πμο δεζιεφμοκ ιε ιεβάθδ ζοββέκεζα ηδκ Fc πενζμπή 

μνζζιέκςκ ηφπςκ IgG ακμζμζθαζνζκχκ. Με ηδ πνήζδ ηδξ δδιζμονβείηαζ έκα ζφιπθμημ 

ζθαζνζδίςκ-πνςηεσκχκ Α ηαζ G-ακηζζςιάηςκ ζημ μπμίμ δεζιεφεηαζ επζθεηηζηά ημ 

ακηζβυκμ πμο εέθμοιε κα ηαηαηνδικίζμοιε. Σμ ζφιπθμημ αοηυ είκαζ δοκαηυ κα ζοθθεπεεί 

ιεηά απυ θοβμηέκηνδζδ ηαζ μζ πνςηεΐκεξ πμο οπάνπμοκ ζε αοηυ κα απμδεζιεοημφκ ιε ηδ 

πνήζδ απμδζαηαηηζηχκ παναβυκηςκ. 

΢φγεολδ ακηζζχιαημξ - Antibody conjugation 

1. Γζα ηδκ παναηάης δζαδζηαζία πνδζζιμπμζμφκηαζ ζθαζνίδζα αβανυγδξ ηαθοιιέκα ιε 

πνςηεΐκδ G - beads. Σμ ζφκμθμ ηςκ beads πμο εα πνεζαζημφκ ιεηαθένμκηαζ ζε έκα 

eppendorf, αημθμοεμφκ 3 πθφζεζξ, ιε ηδ αμήεεζα ημο ιαβκήηδ, ιε 200ιl PBS (δ 

αθαίνεζδ ημο PBS βίκεηαζ επίζδξ ιε ηδ πνήζδ ημο ιαβκήηδ).  

2. Σα beads επακαδοαθφμκηαζ ζημκ υβημ PBS πμο πνεζάγεηαζ βζα ημ ζφκμθμ ηςκ 

ακηζδνάζεςκ ηαζ ιμζνάγμκηαζ απυ 25ιl ζε ηάεε eppendorf υπμο πνμμνίγεηαζ κα βίκεζ 

ημ Antibody conjugation, (π.π ζε 75 ιl PBS ακ πνυηεζηαζ βζα 3 ακηζδνάζεζξ ηαζ 

ιεηαθένς απυ 25ιl ζε ηάεε κέμ eppendorf). 

3. Σα beads ιεηαθένμκηαζ ζημκ πάβμ (25ιl ακά ακηίζςια) ηαζ πνμζηίεεκηαζ: 

2.5ιg ακηίζςια 

5% Glycerol (for molecular biology, 99% clean)  

Ο υβημξ ζοιπθδνχκεηαζ ιέπνζ 200ιl ιε PBS. 

4. Δπχαζδ ζημ cold room / overnight. 

΢διεζχζεζξ:  

1. Γζα δφμ IP ακηζδνάζεζξ ημ conjugation βίκεηαζ ζε 200ιl, βζα παναπάκς ακηζδνάζεζξ μζ 

υβημο δζαιμνθχκμκηαζ ακαθμβζηά. 

2. Σμ PBS buffer ανίζηεηαζ ήδδ ζημκ πάβμ. 

3. ΢ηδκ πενίπηςζδ ακηζζςιάηςκ πμο ήδδ πενζέπμοκ glycerol ακ μ υβημξ ημο ακηζζχιαημξ 

πμο απαζηείηαζ βζα ηδκ IP ακηίδναζδ είκαζ ιεβάθμξ ηαζ ημκηά ζε αοηυκ ηδξ glycerol πμο 

ζοιπθδνχκμοιε ηυηε δεκ είκαζ απαναίηδημ κα πνμζεέζμοιε επζπθέμκ βθοηενυθδ ή ίζςξ 

πνεζάγεηαζ κα ζοιπθδνχζμοιε θζβυηενμ υβημ (θοζζηά εθέβπμοιε ηδ νμή ημο δείβιαημξ)  
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Δπχαζδ beads ιε ημ εηπφθζζια πνςηεΐκδξ. 

 Απμιαηνφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ πμο πενζέπεζ ημ ακηίζςια (θοθάζζεηαζ βζα 

ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά western θαιαάκεηαζ οπυρδ δ ζοκμθζηή αναίςζδ) 

(Supernatant - S). 

 Σα beads ιεηαθένμκηαζ ζημκ πάβμ, αημθμοεμφκ 2 πθφζεζξ ιε 200ιl PBS Buffer ηαζ 

ιζα ιε ηεθεοηαία πθφζδ ιε 200ιl RIPA buffer (1x). 

 Μεηά ηζξ πθφζεζξ επακαδζαθφμκηαζ ζε 110ιl RIPA Buffer ζημκ πάβμ (πνμμνίγεηαζ 

βζα δφμ ακηζδνάζεζξ), ακηίζημζπα ακ πνμμνίγμκηαζ βζα ιία ακηίδναζδ ζε 55ιl RIPA 

Buffer. 

 Πνμεημζιάγεηαζ έκα κέμ eppendorf tube ημ μπμίμ εα πενζθαιαάκεζ: 

 50ιl beads 

 200ιg εηπφθζζια πνςηεσκχκ  

 20ιl protease inhibitor 

 150mM ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ NaCl (εθέβπεηαζ πνχηα πυζμ πενζέπεηαζ ζημ 

buffer ηαζ ζοιπθδνχκεηαζ ακάθμβα) 

 5% Glycerol (απυ working stock 50%) ζε 200ιl ζοκμθζημφ υβημο RIPA. Ο 

υβημξ ηδξ ακηίδναζήξ δεκ πνέπεζ κα οπενααίκεζ ηα 250ιl. 

 Δπχαζδ ζημ cold room/ overnight (δ ακηίδναζδ είκαζ έημζιδ ιεηά απυ 3-4 χνεξ 

παναιμκήξ ζημ coldroom) 

Έθεβπμξ ηδξ ακμζμηαηαηνήικζζδξ. 

 Σμπμεεηείηαζ δ ακηίδναζδ ζημ ιαβκήηδ ηαζ ζοθθέβεηαζ ημ οπενηείιεκμ 

(Supernatant - S). 

 3 πθφζεζξ ιε 200ιl RIPA Buffer ηαζ ζοθθέβμκηαζ μζ ακηίζημζπεξ πθφζεζξ δδθαδή:  

Wash1, Wash2, Wash3 (W1, W2 ηαζ W3 ακηίζημζπα) (εκδζάιεζα απυ ηάεε πθφζδ 

ακαδεφς βζα πενίπμο 3min). 

 Σα beads επακαδοαθφμκηαζ ζε 40ιl Laemmli Buffer. 

 Σα πνμσυκηα ηδξ ακμζμηαηαηνήικζζδξ εθέβπμκηαζ ιε δθεηηνμθυνδζδ µε ηδ 

ιέεμδμ SDS-PAGE.  

 Tα δείβιαηα πμο εθέβπμκηαζ απυ ηάεε ακηίδναζδ είκαζ: 

L: Load, 20ιg απυ ημ ανπζηυ εηπφθζζια πνςηεσκχκ (ακαθμβζηά ακηζζημζπεί ζε 

υβημ 20ιl), B: Beads, 20ιl απυ ηα 40ιl Laemmli ζηα μπμία έπμοκ επακαδοαθοεεί 

ηα beads, S: Supernatant, 20ιl, W1: Wash 1, 20ιl. 
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Γ.2.16 Φαζκαηνκεηξία κάδαο θαη ηαπηνπνίεζε πξσηετλώλ νιηθνύ θπηηαξηθνύ 

θιάζκαηνο  

Γ.2.16.1 Υξώζε πεθηήο SDS– πνιπαθξπιακηδίνπ κε ηε ρξσζηηθή Coomassie brilliant 

blue R-250  

Ηθεηηνμθυνδζδ πνςηεσκχκ ζε πδηηή υπςξ πενζβνάθδηε ζηδκ ζε πδηηή SDS – 

πμθοαηνοθαιζδίμο 10%. 

Μμκζιμπμίδζδ πνςηεσκχκ: Σμ πήηηςια ιμκζιμπμζείηαζ πνμηεζιέκμο κα ηαηαηνδικζζημφκ 

μζ πνςηεΐκεξ ηαζ κα απμθεοπεεί δ δζάποζή ημοξ. 

Σμο πνςιαηζζιμφ ηδξ πδηηήξ πνμδβείηαζ δ ιμκζιμπμίδζδ ζε δζάθοια ιμκζιμπμίδζδξ βζα 

πνμκζηυ δζάζηδια 30min-1hr. 

Γζάθοια ιμκζιμπμίδζδξ (ζοκμθζηυξ υβημξ 50ml/ minigel): 

 30% Methanol 

 10% Acetic Acid 

Μεηά ηδ ιμκζιμπμίδζδ αημθμοεμφκ 4 πθφζεζξ ηςκ 15min ιε απεζηαβιέκμ H2O. 

Απεζηυκζζδ απμηεθεζιάηςκ – Υνςιαηζζιυξ ηδξ πδηηήξ αηνοθαιίδδξ (εθάπζζημξ πνυκμξ 

πνςιαηζζιμφ 3hrs): Οζ πνςηεΐκεξ πμο δζαπςνίγμκηαζ ιε δθεηηνμθυνδζδ ιπμνμφκ κα 

ειθακζζημφκ ιε πνχζδ Coomassie brilliant blue (ακζπκεφεζ 10ng ηαζ πάκς). Ο 

πνςιαηζζιυξ βίκεηαζ ιε ηδ πνςζηζηή coomassie, δ μπμία έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα πνμζδέκεηαζ 

ζηα ανςιαηζηά αιζκμλέα ηςκ πνςηεσκχκ, αθθάγμκηαξ πνχια απυ ημηηζκςπυ-ηαθέ έςξ 

έκημκμ ιπθε.  

Σμ δζάθοια πνςιαηζζιμφ πενζθαιαάκεζ (ζοκμθζηυξ υβημξ 50ml/ minigel): 

 0,12% πνςζηζηή 

 10% ammonium sulfate 

 10% phosphoric acid 

 20% methanol 

Γζα ηδκ πνμεημζιαζία ημο δζαθφιαημξ πνςζηζηήξ απαζηείηαζ δ παναηάης δζαδζηαζία: ΢ημ 

20% H2O ημο υβημο πμο απαζηείηαζ πνμζηίεεηαζ ανπζηά ημ phosphoric acid, αημθμοεεί δ 

πνμζεήηδ ημο ammonium sulfate. Όηακ ημ ammonium sulfate δζαθοημπμίδεεί, πνμζηίεεηαζ 

δ πνςζηζηή Coomassie brilliant blue R-250. Όηακ δζαθοημπμζδεεί πνμζηίεεηαζ ημ οπυθμζπμ 

H2O πμο απαζηείηαζ βζα ημ 80% ημο ζοκμθζημφ υβημο δζαθφιαημξ, ηαζ αημθμοεεί ημ 20% 

ηδξ methanol. Σμ δζάθοια αοηυ απμεδηεφεηαζ ζε ζημηεζκυ ιπμοηάθζ, ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο, ηαζ ιπμνεί κα δζαηδνδεεί βζα πνμκζηυ δζάζηδια > 6 ιδκχκ.  
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Απμπνςιαηζζιυξ: πθφζδ ηδξ πενίζζεζαξ πνςζηζηήξ: Σμ πήηηςια παναιέκεζ ζημ δζάθοια 

ηδξ πνςζηζηήξ βζα 12-24 χνεξ. Δπεζδή δ πνςζηζηή ανίζηεηαζ ζε πενίζζεζα, ζημ ηέθμξ 

αοηήξ ηδξ δζαδζηαζίαξ ημ πήηηςια έπεζ πνςιαηζζηεί ζε υθμ ημ ιήημξ ημο. ΢ηδ ζοκέπεζα ημ 

πήηηςια ημπμεεηείηαζ βζα ανηεηέξ χνεξ ζε δζάθοια απμπνςιαηζζιμφ (7% μλζηυ μλφ) 

πνμηεζιέκμο κα απμπνςιαηζζηεί δ ιδ-εζδζηή πνχζδ, δδθαδή μζ πενζμπέξ ημο πδηηχιαημξ 

πμο δεκ πενζέπμοκ πνςηεΐκεξ ηαζ κα παναιείκμοκ έβπνςιεξ απμηθεζζηζηά μζ γχκεξ ηδξ 

ηαηακμιήξ ηςκ πνςηεσκζηχκ ζοζηαηζηχκ. Η πνχζδ αοηή πανέπεζ ηδ δοκαηυηδηα 

ακίπκεοζδξ πνςηεσκχκ ζε ζοβηέκηνςζδ ημοθάπζζημκ 0,1 ιg (Candiano, Bruschi et al. 

2004). 

 

Γ.2.16.2 Αλάιπζε κε θαζκαηνθσηνκεηξία κάδαο (Mass spectrometry, MS)  

Η ηάεε θςνίδα-δζαδνμιή δείβιαημξ πμο απμιμκχεδηε απυ ηδκ πδηηή ηυπδηε ζε 

10 επζιένμοξ γςκχζεζξ, μζ μπμίεξ ζηδ ζοκέπεζα οπέζηδζακ πνςηευθοζδ ιε ενορίκδ 

(Shevchenko, Wilm et al. 1996). Σα ιίβια ηςκ πνςηεμθοιέκςκ πνςηεσκχκ λδνάκεδηε ιε 

ηδ αμήεεζα θοβμηέκηνμο ακηθίαξ ηεκμφ (speed-vacuum) ηαζ επακαδζαθφεδηε ζε δζάθοια 

5% ιεεακζηυ μλφ (formic acid) ζε οπενηάεανμ κενυ. Όθα ηα δείβιαηα αθαθαηχεδηακ ιε 

ηδ πνήζδ ζηδθχκ ηθαζιάηςζδξ πμο θένμοκ δίζημοξ εηπφθζζδξ C18 (Empore) ηαζ 

ζηαδζαηή έηθμοζδ ιε 80% MeOH ηαζ 5% ιεεακζηυ μλφ. Όθα ηα ηθάζιαηα έηθμοζδξ 

ζοθθέπεδηακ, απμλδνάκεδηακ ιε θοβυηεκηνμ ακηθίαξ ηεκμφ ηαζ επακαδζαθφεδηακ ζε 5% 

δζαθφιαημξ ιεεακζημφ μλέμξ βζα πεναζηένς MS ακάθοζδ. Η ηαοημπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ 

ηαζ δ ζπεηζηή πμζμηζημπμίδζδ ιε nLC-ESI-MS/MS έβζκε ζε LTQ-Orbitrap XL ζε 

ζοκδοαζιυ ιε ημ ζφζηδια Easy nLC (Thermo Scientific). Η πνμεημζιαζία ηςκ δεζβιάηςκ 

ηαζ μ δζαπςνζζιυξ LC πναβιαημπμζήεδηε υπςξ πενζβνάθδηε απυ ημοξ Aivaliotis et al. 

(Aivaliotis, Gevaert et al. 2007), ιε ιζηνέξ ηνμπμπμζήζεζξ. Δκ ζοκημιία, ηα απμλδναιέκα 

πεπηίδζα επακαδζαθφεδηακ ζε 20ιl 0.5% ιεεακζηυ μλφ, οδαηζηυ δζάθοια ηαζ ημ ιίβια ηςκ 

ενορζκμπμζδιέκςκ πεπηζδίςκ δζαπςνίζηδηε ζε ζηήθδ ακηίζηνμθδξ θάζδξ (Reprosil Pur 

C18 AQ, ιέβεεμξ ζςιαηζδίςκ = 3 ιm, ιέβεεμξ πυνςκ = 120 Α, μ Γν Maisch ), 

ζοβπςκεοιέκμζ πμιπμί πονζηίμο ιήημοξ 100 mm ιε εζςηενζηή δζάιεηνμ 75 ιm (Thermo 

Scientific), (35 to 40 bars of helium, Loader kit SP035, Proxeon). Ο νοειυξ νμήξ nLC 

ήηακ 200 nl min−1. Σα ενορζκμπμζδιέκα πεπηίδζα δζαπςνίζηδηακ ηαζ εηθμφζηδηακ ζε 

βναιιζηή ααειίδςζδ κενμφ-αηεημκζηνζθίμο. Αημθμοεδζε εβποζδ ζημ θαζιαηυιεηνμ 

ιάγαξ (Aivaliotis, Gevaert et al. 2007; Aivaliotis, Macek et al. 2009). Η ακάθοζδ MS 

ζανχζεςκ απμηηήεδηε ζημ Orbitrap απυ 200 έςξ 2,000m/z, ζε ακάθοζδ ηςκ 60,000, ηαζ 

file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_64
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_64
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_363
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file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_4
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_5
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βζα ημ MS/MS δζελήπεεζ πνυδνμιδ απμιυκςζδ ζηα 1.6 m/z ιε ηεπκζηή ηεηναπυθμο 

(quadrupole-Q). Ο ηαηαηενιαηζζιυξ ηςκ είημζζ πζμ έκημκςκ ζυκηςκ ιε επαβυιεκδ 

ζφβηνμοζδ δζάζηαζδξ (CID) ιε ηακμκζημπμζδιέκδ εκένβεζα ζφβηνμοζδξ 35% ηαζ 

ακάθοζδ ηαπείαξ ζάνςζδξ MS δζελήπεδζακ ζηδκ παβίδα ζυκηςκ. Η δοκαιζηή δζάνηεζα 

απμηθεζζιμφ μνίζηδηε ζε 15s ιε 10 ppm ακμπή βφνς απυ ημ επζθεβιέκμ πνυδνμιμ ζυκ ηαζ 

ηςκ ζζμηυπςκ ημο. Οζ ηζιέξ-ζηυπμζ AGC ηέεδηακ ζε 4.0x105 ηαζ 1.0x104 ηαζ μ ιέβζζημξ 

πνυκμξ έβποζδξ ήηακ 50 ms ηαζ 35 ms βζα ηζξ MS ηαζ ηζξ MSn ζανχζεζξ, ακηίζημζπα. ΢ηα 

ανπζηά δεδμιέκα MS raw έβζκε ακάθοζδ ιε Proteome Discoverer 1.4.0 (Thermo 

Scientific) πνδζζιμπμζχκηαξ αθβυνζειμ ακαγήηδζδξ Mascot 2.3.01 (Matrix Science). Σα 

δζαθμνεηζηά θάζιαηα έηνελακ αάζδ ημο Human theoretical proteome (Last ηνμπμπμίδζδ 9 

Ιμοθίμο, 2014. Έηδμζδ 153) πμο πενζθαιαάκεζ 140,330 εββναθέξ, ηαζ ιζα θίζηα απυ 

ημζκέξ πνμζιίλεζξ (Rappsilber, Ryder et al. 2002). Οζ πανάιεηνμζ ακαγήηδζδξ πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ πενζβνάθμκηαζ θεπημιενχξ ζημ Papanastasiou et al., 2013, ηα ηεθζηά 

πεπηίδζα ηαζ δ θίζηα πνςηεσκχκ ζοβηεκηνχεδηακ αάζδ εκυξ Scaffold (version 4.4.1.1, 

Proteome Software; Portland, OR) πνδζζιμπμζχκηαξ ηα ηνζηήνζα πμο πενζβνάθμκηαζ 

παναπάκς (Papanastasiou, Orfanoudaki et al. 2013). 

 

Γ.2.16.3 Λεηηνπξγηθή αλάιπζε θαη αλάιπζε ησλ κνλνπαηηώλ ησλ ππνζεηηθώλ LonP1 

αιιειεπηδξόλησλ κνξίσλ 

Η θεζημονβζηή ακάθοζδ ηςκ δεδμιέκςκ ηαζ δ ακάθοζδ ηςκ ειπθεηυιεκςκ 

ιμκμπαηζχκ πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδ πνήζδ ημο Perseus (1.5.2.6) ςξ ιένμξ ημο 

θμβζζιζημο MaxQuant Software Package (Cox and Mann 2012). Ο ζπμθζαζιυξ ηςκ 

ηαηδβμνζχκ πναβιαημπμζήεδηε απυ ηζξ αάζεζξ δεδμιέκςκ Gene Ontology (GO), υζμκ 

αθμνά ηδ αζμθμβζηή θεζημονβία (biological process-BP), ηδ ιμνζαηή θεζημονβία (molecular 

function-MF) ηαζ ημ ηοηηανζηυ δζαιένζζια (cellular component-CC), ηαζ ηδ αάζδ 

δεδμιέκςκ KEGG pathway database βζα ηδκ ακάθοζδ ηςκ ειπθεηυιεκςκ ιμκμπαηζχκ 

(Ashburner, Ball et al. 2000; Huang da, Sherman et al. 2009; Consortium 2014; Kanehisa, 

Sato et al. 2016). Οζ υνμζ GO επζθέπεδηακ βζα πεναζηένς ακάθοζδ ηαζ ενιδκεία, 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηα αηυθμοεα ηνζηήνζα βζα ηδ ζδιαζία: ηαηαιέηνδζδ βμκζδίςκ απυ δφμ 

ηαζ Benjamini-Hochberg πνμζανιμζιέκδ ηζιή p ≤ 0,05, Ύρμξ ιεηααμθήξ (fold change) 

≥2. Σα πζμ αζμθμβζηά ζδιακηζηά βμκίδζα ήηακ αοηά ιε ημ ιεβαθφηενμ «ειπθμοηζζιυ» 

(enrichment) ηαζ ηζξ ιεβαθφηενεξ ηζιέξ ηαηαιέηνδζδξ (count of genes values). Γζα ηδκ 

ηαθφηενδ ηαηακυδζδ ηςκ άιιεζςκ ηαζ έιιεζςκ ηςκ οπμεεηζηχκ αθθδθεπζδνυκηςκ 
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ιμνίςκ ιε ηδ LonP1, δδιζμονβήεδηε έκα δίηηομ αθθδθεπζδνάζδξ βμκζδίςκ (gene-

interaction-network) απυ ηδ STRING ηάκμκηαξ πνήζδ ηςκ ιμκμπαηζχκ ηαζ ηςκ 

πθδνμθμνζχκ απυ ηζξ αάζεζξ δεδμιεκςκ KEGG ηαζ UniProt (Franceschini, Szklarczyk et 

al. 2013).  

 

Γ.2.17 Πξνζδηνξηζκόο ηνπ δπλακηθνύ ηεο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο ΓΦm κε ηε 

ρξσζηηθή JC-1 

Σμ δοκαιζηυ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ ΓΦm εηηζιήεδηε ιε ηδ πνήζδ ηδξ 

πνςζηζηήξ JC-1 (5,5′,6,6′-tetrachloro-1,1′,3,3′- tetraethylbenzimidazole- carbocyanide 

iodine) (Cayman # 10009172). Σμ JC-1 είκαζ ιία θζπυθζθδ ηαηζμκζηή πνςζηζηή δ μπμία 

εζζένπεηαζ επζθεηηζηά ζημ εζςηενζηυ ηςκ ιζημπμκδνίςκ ιε ηνυπμ ελανηχιεκμ απυ ημ 

δοκαιζηυ ηδξ ιειανάκδξ. ΢ε οβζή ηφηηανα υπμο ημ δοκαιζηυ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ιειανάκδξ είκαζ ορδθυ δ ιμκμιενήξ ιμνθή ηδξ πνςζηζηήξ εζζένπεηαζ ζηδ ιήηνα ηςκ 

ιζημπμκδνίςκ ηαζ ζπδιαηίγεζ ζοζζςιαηχιαηα (J-aggregates) ηα μπμία εηπέιπμοκ ζε 

ιήημξ ηφιαημξ 590 nm (ηυηηζκμ). Όηακ ηα ιζημπυκδνζα δοζθεζημονβμφκ, ημ δοκαιζηυ ηδξ 

ιειανάκδξ είκαζ παιδθυ, ηαζ δ ιμκμιενήξ ιμνθή δεκ ζπδιαηίγεζ ζοζζςιαηχιαηα ζηα 

ιζημπυκδνζα, ακηίεεηα, δζαπέεηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ εηπέιπεζ ζε ιήημξ ηφιαημξ 527 

nm (πνάζζκμ). 

 Αναίςζδ ηδξ πνςζηζηήξ 1:100 ζε ενεπηζηυ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ, ηαζ επχαζδ βζα 

30min/ 37°C. Μία πθφζδ ιε ημ JC-1 Buffer, ηαζ δφμ πθφζεζξ ιε PBS. 

 Μμκζιμπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 4% PFA/ 10min. 

 Μζα πθφζδ ιε PBS ηαζ επχαζδ ιε DAPI 1:2000/ 2min.  

 Μεηά ηδ πνχζδ ημο πονήκα αημθμοεμφκ ηνεζξ πθφζεζξ ιε PBS ηαζ ζηενέςζδ ηςκ 

ηαθοπηνίδςκ ζε ακηζηεζιεκμθυνμ.  

Σα ηφηηανα είκαζ έημζια πνμξ παναηήνδζδ ηδκ επυιεκδ ιένα ζε ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ.  

 

Γ.2.18 Αλαιπηηθόο πξνζδηνξηζκόο ATP (5'-Adenosine-triphosphoric acid - ATP) 

Η ηαεζενςιέκδ ιέεμδμξ πνμζδζμνζζιμφ ATP ζε αζμθμβζηά οβνά είκαζ ελαζνεηζηά 

απθή ηαζ ααζίγεηαζ ζηδ αζμθςηαφβεζα (bioluminescence). Σμ ATP ακηζδνά ιε θμοζζθενίκδ 

(luciferin) πανέπμκηαξ ιζα εκδζάιεζδ έκςζδ, ηδκ αδεκοθμθμοζζθενίκδ, πανμοζία ημο 

εκγφιμο θμοζζθενάζδ (luciferase), ημ έκγοιμ πμο ηαηαθφεζ ηδκ εηπμιπή αζμθςηαφβεζαξ 

απυ ηζξ ποβμθαιπίδεξ, ηαζ πανμοζία ιζηνήξ ζοβηέκηνςζδξ ζυκηςκ ιαβκδζίμο, ζε pH 7,8. 

Η εκδζάιεζδ έκςζδ ακηζδνά ιε ημ δζαθοιέκμ μλοβυκμ πανέπμκηαξ αζμθςηαφβεζα (ιε θmax 
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= 560 nm), ηδξ μπμίαξ δ έκηαζδ ζοζπεηίγεηαζ βναιιζηά ιε ηδκ πμζυηδηα ATP ημο 

ελεηαγυιεκμο δείβιαημξ. Ο αζμθςηαοβεζμιεηνζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ημο ATP είκαζ 

ελαζνεηζηά απθυξ, ιε ιεβάθδ εηθεηηζηυηδηα ηαζ ζδζαίηενα εοαίζεδημξ ιε ηαηχηενμ υνζμ 

ακίπκεοζδξ πμζυηδηεξ ATP ηδξ ηάλδξ ημο 0,1 pmol ATP (50 pg). Η ιέηνδζδ έβζκε ιε 

θμνδηυ θςηαοβεζυιεηνμ (Luminometer Junior EG&G Berthold LB 9509). Γζα ηδ ιέηνδζδ 

ATP πνδζζιμπμζήεδηε ημ ATP determination kit, Molecular Probes A22066. Γίκεηαζ θφζδ 

ηςκ ηοηηάνςκ ζε RIPA buffer 1x ηαζ ιέηνδζδ ηςκ επζπέδςκ αιέζςξ ιεηά ηδ θφζδ. Σα 

επίπεδα ATP απμδυεδηακ ςξ nM/ιg εηποθίζιαημξ πνςηεΐκδξ. 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 21. Αιιεινπρία αληηδξάζεσλ θαηά ην βηνθσηαπγεηνκεηξηθό πξνζδηνξηζκό ATP. 

http://www.chem.uoa.gr/chemicals/chem_ATP.htm 

 

Γ.2.19 ΢ηαηηζηηθή αλάιπζε 

Σα απμηεθέζιαηα πανμοζζάγμκηαζ ςξ μ ιέζμξ υνμξ ± ηοπζηή απυηθζζδ. Γζα ημκ 

οπμθμβζζιυ ηδξ ζηαηζζηζηή δζαθμνάξ ακάιεζα ζε δφμ μιάδεξ δεδμιέκςκ, 

πνδζζιμπμζήεδηε αιθίπθεονμ (two tailed) Student’s t test. Η ηζιή p (p value) εεςνήεδηε 

ζηαηζζηζηά ζδιακηζηή ζε ηζιέξ ιζηνυηενδ απυ 0,05.  

http://www.chem.uoa.gr/chemicals/chem_ATP.htm
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Αποτελέσματα 

 

Μέρος Α 

 

 Εγκαθίδρσζη ενός in vitro τρόνιοσ μονηέλοσ μελέηης ηης νόζοσ ηοσ Parkinson. 

 

Γ.Α.1 Σα θύηηαξα SHSY5Y σο θαηάιιειν λεπξηθό θπηηαξηθό κνληέιν 

Η ηοηηανζηή ζεζνά πμο πνδζζιμπμζήζαιε είκαζ δ ακενχπζκδ κεονμαθαζηςιαηζηή 

ηοηηανζηή ζεζνά SH-SY5Y. Σμ κεονμαθάζηςια είκαζ ηανηίκμξ ηδξ παζδζηήξ δθζηίαξ ημο 

ζοιπαεδηζημφ κεονζημφ ζοζηήιαημξ πμο πνμένπεηαζ απυ ηφηηανα ηδξ κεονζηήξ 

αηνμθμθίαξ. Η ηοηηανζηή ζεζνά SH-SY5Y απμηεθεί οπμηθχκμ ηδξ ηοηηανζηήξ ζεζνάξ SK-

N-SH, πμο πνμήθεε απυ αζμρία ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ αζεεκμφξ ιε κεονμαθάζηςια 

πνμέθεοζδξ απυ ηα ζοιπαεδηζηά αδνεκενβζηά βάββθζα ζηζξ ανπέξ ηδξ δεηαεηίαξ ημο 1970 . 

Η ηοηηανζηή ζεζνά SK-N-SH πενζέπεζ πθδεοζιμφξ ηοηηάνςκ ιε ηνεζξ δζαθμνεηζημφξ 

θαζκμηφπμοξ: ηα κεονμαθαζηζηά ηφηηανα ιε κεονςκζηυ θαζκυηοπμ (N - type), ηα 

κεμπθαζιαηζηά ηφηηανα, είκαζ πμθοδφκαια πνυδνμια Schwann ηφηηανα ηαζ είκαζ έκημκα 

πνμζημθθδιέκα ζημ οπυζηνςια (S - type), ηαζ ημκ εκδζάιεζμ ηφπμ πμο ιπμνεί κα είκαζ 

ηφηηανα πμο ακηζπνμζςπεφμοκ είηε έκα αθαζημηφηηανμ είηε έκα εκδζάιεζμ ζηάδζμ ιεηαλφ 

Ν- ηαζ S-ηφπμο ηοηηάνςκ (I type) (Ciccarone, Spengler et al. 1989; Ross, Spengler et al. 

1995; Ross, Biedler et al. 2003; Joshi, Guleria et al. 2006). Σα ηφηηανα Ν-ηφπμο 

απμηεθμφκ ηα ηαημήεδ ηφηηανα ημο κεονμαθαζηχιαημξ, εκχ ηα S-ηφπμο θαίκεηαζ κα είκαζ 

ιδ-ηαημήεδ (Piacentini, Piredda et al. 1996; Spengler, Lazarova et al. 1997). Η SH-SY5Y 

ηοηηανζηή ζεζνά απμηεθεί ιζα ζοβηνζηζηά μιμζμβεκή κεονμαθαζηςιαηζηή ηοηηανζηή ζεζνά 

κεονςκζημφ ηφπμο (N - type) ιζαξ ηαζ πενζέπεζ Ν-ηφπμο ηφηηανα ζε πμζμζηυ 80% έκακηζ 

ηςκ S-ηφπμο πμο εκημπίγμκηαζ ζε πμζμζηυ 20% ζημκ ηοηηανζηυ πθδεοζιυ (Bell, Hann et 

al. 2013).  

Η ηοηηανζηή ζεζνά SH-SY5Y απμηεθεί έκα δδιμθζθέξ πεζναιαηζηυ ιμκηέθμ βζα ηδ 

κυζμ ημο Parkinson ιζαξ ηαζ ηαηέπεζ πμθθά παναηηδνζζηζηά ηςκ κημπαιζκενβζηχκ 

κεονχκςκ. Παεμθμβζηά δ κυζμξ ημο Parkinson παναηηδνίγεηαζ απυ ηδκ απχθεζα ηςκ 

κημπαιζκενβζηχκ ηοηηάνςκ ημο ιεζεβηεθάθμο. Σα παναηηδνζζηζηά πμο ημ ηαεζζημφκ 

ηαηάθθδθμ βζα ηδ ιεθέηδ ηδξ κυζμο είκαζ πνχημκ υηζ έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα εηθνάγμοκ 

κημπαιίκδ ηαζ κμναδνεκαθίκδ επεζδή εηθνάγμοκ ηονμζίκδ ηαζ α-οδνμλοθάζδ ηδξ 

κημπαιίκδξ (Oyarce and Fleming 1991). Γεφηενμκ ηα SH-SY5Y ηφηηανα εηθνάγμοκ ημ 
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ιεηαθμνέα ηδξ κημπαιίκδξ (dopamine transporter, DAT), ιία πνςηεΐκδ πμο απακηάηαζ 

ιυκμ ζημοξ κημπαιζκενβζημφξ κεονχκεξ ζημ ηεκηνζηυ κεονζηυ ζφζηδια. Η πνςηεΐκδ DAT 

νοειίγεζ ηδκ μιμζυζηαζδ ηδξ κημπαιίκδξ ιέζς εζδζηήξ πνυζθδρδξ ηαζ παβίδεοζδξ ηδξ 

(Takahashi, Deng et al. 1994). Καζ ηνίημκ ηα SH-SY5Y ηφηηανα ιπμνμφκ κα 

δζαθμνμπμζδεμφκ ζε χνζιμοξ θεζημονβζημφξ κεονχκεξ οπυ ηδκ πανμοζία ηάπμζςκ 

παναβυκηςκ υπςξ βζα πανάδεζβια ημ νεηζκμσηυ μλφ (RA), ημ μπμίμ έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα 

ακαζηέθθεζ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηαζ κα πνμάβεζ ηδ δζαθμνμπμίδζδ (Sidell 1982; Cheung, 

Lau et al. 2009). Σμ νεηζκμσηυ μλφ δζαθμνμπμζεί ηα SH-SY5Y ηφηηανα πνμξ 

κημπαιζκενβζημφξ κεονχκεξ, μδδβχκηαξ ζηδκ απυηηδζδ υθςκ ηςκ επζεοιδηχκ 

ιμνθμθμβζηχκ ηαζ αζμπδιζηχκ παναηηδνζζηζηχκ εκυξ in vitro ηοηηανζημφ ιμκηέθμο βζα ηδ 

ιεθέηδ ηδξ κυζμο ημο Parkinson. Ανηεηέξ ιεθέηεξ οπμδεζηκφμοκ υηζ δ δζαθμνμπμίδζδ 

πανμοζία νεηζκμσημφ μλευξ βζα 7 διένεξ απμηεθεί ημ ηαηαθθδθυηενμ πεζναιαηζηυ ιμκηέθμ 

βζα ηδ ιεθέηδ ιμνζαηχκ ηαζ ηοηηανζηχκ ιδπακζζιχκ πμο ααζίγμκηαζ ζηδκ 

παεμθοζζμθμβία ηδξ PD (Lopes, Schroder et al. 2010). ΢οβηεηνζιέκα, δ έηεεζδ 

δζαθμνμπμζδιέκςκ ηαζ ιδ SH-SY5Y ηοηηάνςκ ζε δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ 

κεονμημλίκδξ 6-OHDA επάβεζ ηδκ απχθεζα ημο δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ, 

πνμηαθεί ημ ζπδιαηζζιυ ROS, απεθεοεένςζδ ημο cytochrome c ηαζ εκενβμπμίδζδ ηδξ 

απυπηςζδξ (Ikeda, Tsuji et al. 2008), εκχ ζημ ίδζμ πθαίζζμ ένεοκαξ έπεζ ιεθεηδεεί ηαζ δ 

επίδναζδ ηςκ κεονμημλζκχκ MPTP ηαζ rotenone. 

Λυβς ηδξ δοζημθίαξ κα ανεεεί έκα ηαηάθθδθμ πνμζζηυ ηοηηανζηυ ιμκηέθμ βζα ηδκ 

in vitro ιεθέηδ ηδξ κυζμο ημο Parkinson, θαιαάκμκηαξ οπυρδ ιμνζαηέξ ηαζ αζμπδιζηέξ 

παναιέηνμοξ, έπμοκ ηαεζενςεεί μζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ SH-SY5Y and PC12 (ηοηηανζηή 

ζεζνά Φαζμπνςιμηοηχιαημξ ανμοναίμο) (Lee, Shin et al. 2002; Gomez-Lazaro, 

Bonekamp et al. 2008). Χζηυζμ δεκ πνέπεζ κα πανααθέπεηαζ ημ βεβμκυξ υηζ ελαζηίαξ ηδξ 

ηανηζκζηήξ θφζδξ μζ ηοηηανζηέξ αοηέξ ζεζνέξ έπμοκ μβημβυκεξ ηαζ ιζημβυκεξ ζδζυηδηεξ 

(Biedler, Roffler-Tarlov et al. 1978) 

 

Γ.Α.2. Αλάπηπμε ελόο in vitro θπηηαξηθνύ κνληέινπ γηα ηε λόζν PD κεηά από ρξόληα 

έθζεζε ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA 

Έπμκηαξ ςξ βκχιμκα υηζ δ κυζμξ ημο Parkinson απμηεθεί ιζα πνμμδεοηζηή 

κεονμεηθοθζζηζηή δζαηαναπή, απμθαζίζαιε κα πνμπςνήζμοιε ζηδκ ακάπηολδ εκυξ in 

vitro ιμκηέθμο πνυκζαξ έηεεζδξ κεονζηχκ ηοηηάνςκ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA βζα ηδ 

ιεθέηδ ιμκμπαηζχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ πνμμδεοηζηή ειθάκζζδ ηδξ κυζμο PD. Η 6-
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OHDA απμηεθεί έκα οδνμλοθζςιέκμ ακάθμβμ ηδξ κημπαιίκδξ, έπεζ πνδζζιμπμζδεεί εονέςξ 

ηαζ έπεζ ηαεζενςεεί ζακ Πανηζκζμκζαηυ ιμκηέθμ ιεθέηδξ ηδξ εηθφθζζδξ ηςκ 

κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ζηδκ SNpc πενζμπή (Δζζαβςβή, Πανάβναθμξ Α.3.3.2). Οζ 

πενζζζυηενεξ ιεθέηεξ πμο ακαθφμοκ ηζξ ζοκέπεζεξ ηέημζςκ μοζζχκ ζηα κεονζηά ηφηηανα 

πνδζζιμπμζμφκ ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ μζ μπμίεξ ζοκμδεφμκηαζ απυ ημλζηέξ δνάζεζξ ηαζ 

πανάπθεονδ εκενβμπμίδζδ απμπηςηζηχκ ιδπακζζιχκ. Ανπζηά, εθέβπεδηε δ ημλζηή δνάζδ 

δζάθμνςκ ζοβηεκηνχζεςκ ημλίκδξ 6-OHDA ζηδκ ηοηηάνζηή ζεζνά SH-SY5Y, βζα πνμκζηυ 

δζάζηδια ηνζχκ διενχκ. Σμ εφνμξ ηςκ ζοβηεκηνχζεςκ πμο εθέβπεδηακ ήηακ 1ιM, 5ιΜ, 

10ιM, 25ιΜ, 50ιM ηαζ 250ιΜ. Οζ ζοβηεκηνχζεζξ 10ιM, 25ιΜ, 50ιM ηαζ 250ιΜ, 

απεδείπεδζακ ημλζηέξ βζα ηδκ επζαίςζδ ηςκ ηοηηάνςκ, αθμφ παναηδνήεδηε έκημκμξ 

ηοηηανζηυξ εάκαημξ, Δζηυκα 22.  

 

Δηθόλα 22. Απεηθόληζε ηνπ αξηζκνύ ησλ 

θπηηάξσλ SH-SY5Y παξνπζία 

απμαλόκελσλ ζπγθεληξώζεσλ ηεο 

λεπξνηνμίλεο 6-OHDA γηα 3 εκέξεο. Οζ 

ζοβηεκηνχζεζξ πμο επζθέπηδηακ βζα ηδ 

πνυκζα έηεεζδ είκαζ 1ιΜ ηαζ 5ιΜ. Σα 

απμηεθέζιαηα πανμοζζάγμκηαζ ςξ μ ιέζμξ 

υνμξ ± ηοπζηή απυηθζζδ. (n=4, n.s. p > 0,05, 

* p < 0,05, *** p < 0,001). 

 

΢ημπυξ ηδξ ιεθέηδξ αοηήξ είκαζ δ πνήζδ ήπζαξ ζοβηέκηνςζδξ ακαζημθέα, 

πνμηεζιέκμο κα επζηεοπεεί πενζμνζζιέκδ ακαζημθή ημο ζοιπθυημο Ι, έκα παναηηδνζζηζηυ 

πμο έπεζ πενζβναθεί ζημ κεονζηυ ζφζηδια αζεεκχκ ιε ηδ κυζμ PD (Greenamyre, 

MacKenzie et al. 1999). Μάθζζηα δ πνυκζα πμνήβδζδ παιδθήξ ζοβηέκηνςζδξ rotenone 

είκαζ βκςζηυ υηζ πνμηαθεί κεονμεηθφθζζδ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ, ιε 

παναηηδνζζηζηά πανυιμζα ιε αοηά πμο παναηδνμφκηαζ ζημοξ αζεεκείξ, υπςξ είκαζ μ 

ζπδιαηζζιυξ ζοζζςιαηςιάηςκ ηδξ α-synuclein (Betarbet, Sherer et al. 2000).  

΢οβηεηνζιέκα βζα ηδκ ακάπηολδ ημο ιμκηέθμο πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ κεονμημλίκδ 6-

OHDA, επζθέπεδηακ δφμ ήπζεξ ζοβηεκηνχζεζξ 6-OHDA, μζ 1 ιM ηαζ 5 ιΜ, μζ μπμίεξ δεκ 

πςνίξ επάβμοκ ηοηηανζηυ εάκαημ, Δζηυκα 22. Σα ηφηηανα SHSY5Y ηαθθζενβήεδηακ 

πανμοζία ηδξ ημλίκδξ βζα 16 ζοκεπυιεκεξ βεκζέξ (passages, P), ιε αθθαβή ενεπηζημφ 

ιέζμο ηάεε 2 ιένεξ (Day 2, D2) βζα ηδκ ακακέςζδ ηδξ ημλίκδξ ηαζ πέναζια ζηδκ επυιεκδ 
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βεκζά ηάεε ηέζζενζξ ιένεξ (Day 4, D4), Δζηυκα 23Α. Η ηάεε βεκζά απμηεθεί πνμκζηυ 

δζάζηδια ηεζζάνςκ διενχκ.  

΢ηδ βεκζά 16 (P:16) παναηδνήεδηε ζημ εζςηενζηυ ηςκ ηοηηάνςκ μ ζπδιαηζζιυξ 

εβηθείζηςκ α-synuclein, Δζηυκα 23Β. Η ιέηνδζδ ημο ανζειμφ ηςκ ηοηηάνςκ ζηδ βεκζά 

P:12 ηαζ P:16, απμηάθορε υηζ ζηδ βεκζά 12 πενίπμο ημ 15% ηςκ ηοηηάνςκ έπμοκ 

ζπδιαηίζεζ ζημ εζςηενζηυ ημο έβηθεζζηα α-synuclein ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 5 ιΜ, εκχ 

ζηδ βεκζά 16 ημ πμζμζηυ ηςκ ηοηηάνςκ αολάκεηαζ πενίπμο ζημ 35%. ΢ηα δφμ αοηά ζδιεία 

ακαθμνάξ ζηδ ζοβηέκηνςζδ 1ιM ηα ηφηηανα πμο ζπδιάηζζακ έβηθεζζηα ήηακ πμθφ 

θζβυηενα, βεβμκυξ πμο απμδεζηκφεζ ημ δμζμελανηχιεκμ παναηηήνα ημο θαζκμιέκμο, 

Δζηυκα 23Γ.  

 

Δηθόλα 23. Υξόληα έθζεζε ησλ θπηηάξσλ SH-SY5Y ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA γηα 16 γεληέο νδεγεί ζην 

ζρεκαηηζκό ελδνθπηηαξηθώλ εγθιείζησλ α-synuclein, ηαπηόρξνλε αύμεζε ησλ ελδνγελώλ επηπέδσλ 

ηεο θαη κείσζε ζηα επίπεδα έθθξαζεο ηεο Parkin. Α. Δκδεζηηζηή εζηυκα ηδξ πεζναιαηζηήξ πμνείαξ πμο 

αημθμοεήεδηε. Καθθζένβεζα ηςκ ηοηηάνςκ βζα 16 βεκζέξ (P:16) πανμοζία 6-OHDA, ιε αθθαβή ενεπηζημφ 

ιέζμο ηάεε 2 ιένεξ (D2) βζα ηδκ ακακέςζδ ηδξ ημλίκδξ ηαζ πέναζια ζηδκ επυιεκδ βεκζά ηάεε ηέζζενζξ 

ιένεξ (D4). Β. Δκδεζηηζηή εζηυκα ακμζμθεμνζζιμφ ζημ P:12 ηαζ P:16 ιε ηδ πνήζδ εζδζημφ ακηζζχιαημξ 

έκακηζ ηδξ α-synuclein (α-syn). Με ηα αέθδ εζημκίγμκηαζ ηα έβηθεζζηα α-synuclein ζημ P:16. Η πνχζδ ημο 

πονήκα έβζκε ιε ηδ πνςζηζηή DAPI. (Φαηυξ 100x, ηθίιαηα 25ιm, n=4) Γ. Πμζμηζημπμίδζδ ηςκ ηοηηάνςκ 

πμο ειθάκζζακ εκδμηοηηάνζα έβηθεζζηα α-synuclein ζημ P:12 ηαζ P:16, ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ 1ιΜ ηαζ 5ιΜ. 
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Σα απμηεθέζιαηα πανμοζζάγμκηαζ ςξ μ ιέζμξ υνμξ ± ηοπζηή απυηθζζδ. (n=120, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** 

p < 0,001). Γ. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο απμηοπχκεηαζ δ αφλδζδ ηςκ εκδμβεκχκ επζπέδςκ ηδξ 

α-synuclein ζημ P:16 ζηδ ζοβηέκηνςζδ 5ιΜ 6-OHDA, δ μπμία ζοκμδεφεηαζ απυ ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ 

έηθναζδξ ηδξ Parkin. Χξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηακ δ α-tubulin ηαζ δ β-

actin.  

 

Σα έβηθεζζηα αοηά, πνμέηορακ απυ ηδ ζοζζχνεοζδ ηδξ εκδμβεκμφξ πνςηεΐκδξ, ηα 

επίπεδα ηδξ μπμίαξ αολάκμκηαζ ζημ P:16, υπςξ επζαεααζχεδηε ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά 

Western, Δζηυκα 23Γ. Δπζπθέμκ δ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western βζα ημ ακηίζςια ηδξ 

Parkin απμηάθορε υηζ ηα επίπεδά ηδξ ζημ P:16 έπμοκ πέζεζ δναιαηζηά, ηάηζ ημ μπμίμ 

αηυια δεκ είκαζ ειθακέξ ζημ P:12, Δζηυκα 23Γ. Η Parkin (Δζζαβςβή, Πανάβναθμξ 

Α.1.4.), είκαζ ιζα E3 θζβάζδ ηδξ μοαζηζηίκδξ. Καηαθφεζ ηδκ πνμζεήηδ αθοζίδςκ 

μοαζηζηίκδξ ζηζξ πνςηεΐκεξ πμο πνέπεζ κα ζδιαημδμηδεμφκ πνμξ απμζημδυιδζδ ζημ 

ζφζηδια μοαζηζηίκδξ – πνςηεαζχιαημξ (UPS), εκχ ιεηαλφ ηςκ οπμζηνςιάηςκ ηδξ έπεζ 

ακαβκςνζζηεί ηαζ δ α-synuclein (Cookson 2005). 

 

Γ.Α.2.1 Σα έγθιεηζηα α-synuclein πνπ ζρεκαηίδνληαη ζην in vitro κνληέιν ρξόληαο 

έθζεζεο ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA έρνπλ ζπζζσξεύζεη ζην εζσηεξηθό ηνπο P-α-

synuclein ζηε ΢εξίλε 129 

Δπυιεκμξ ζηυπμξ ήηακ κα εθέβλμοιε ακ ηα έβηθεζζηα α-synuclein πμο 

ζπδιαηίγμκηαζ πανμοζζάγμοκ ηα παναηηδνζζηζηά ηςκ ζςιαηίςκ ημο Lewy. Γζα ημ θυβμ 

αοηυ αημθμφεδζακ πεζνάιαηα ακμζμθεμνζζιμφ βζα ηδ θςζθμνοθζςιέκδ α-synuclein ζημ 

ηαηάθμζπμ ζενίκδξ 129 (P-α-syn (S129)). ΢ημ ζδιείμ αοηυ κα οπεκεοιίζμοιε υηζ δ 

θςζθμνοθίςζδ ηδξ α-synuclein ζημ ηαηάθμζπμ ζενίκδξ 129 απμηεθεί ιζα απυ ηζξ πζμ 

ζοπκέξ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ηδξ πνςηεΐκδξ ζηδκ PD (Sato, Kato et al. 

2013). Σμ 90% ηδξ α-synuclein πμο απακηάηαζ ζηα ζςιάηζα ημο Lewy είκαζ 

θςζθμνοθζςιέκδ ζημ ηαηάθμζπμ Ser129, ηάηζ ημ μπμίμ είκαζ αζμπδιζηά ακζπκεφζζιμ ζημκ 

εβηεθαθζηυ θθμζυ, ζηδ ιέθαζκα μοζία ηαζ ζημ ααζζηυ πονήκα ημο Meynert (Walker, Lue 

et al. 2013), εκχ ζε θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ ημ πμζμζηυ αοηυ δεκ λεπενκά ημ 4% 

οπμδδθχκμκηαξ ημκ αοζηδνυ έθεβπμ ηδξ θςζθμνοθίςζδξ ζηδ Ser129. Σα πεζνάιαηα 

ακμζμθεμνζζιμφ απμηάθορακ υηζ ιεηά απυ 16 βεκζέξ ηαθθζένβεζαξ ηςκ ηοηηάνςκ 

πανμοζία ηδξ ημλίκδξ ζημκ πθδεοζιυ ηςκ ηοηηάνςκ εκημπίγμκηαζ ηαζ έβηθεζζηα α-

synuclein πμο πενζέπμοκ ζημ εζςηενζηυ ημο ιεβάθα πμζμζηά ζοζζχνεοζδξ αοηήξ ηδξ 

ιεηα-ιεηαθναζηζηήξ ηνμπμπμίδζδξ, Δζηυκα 24. Σμ απμηέθεζια αοηυ εκζζπφεζ ηδκ 

file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_89
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_349
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_349
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_427
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_427


116 
 

οπυεεζή υηζ ημ in vitro ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ βεκζά P:16 πανμοζζάγεζ έβηθεζζηα α-

synuclein πμο έπμοκ ηα παεμθμβμακαημιζηά παναηηδνζζηζηά ηςκ ζςιαηίςκ ημο Lewy.  

 

Δηθόλα 24. Σα έγθιεηζηα α-synuclein πνπ ζρεκαηίδνληαη κεηά από ρξόληα έθζεζε ησλ θπηηάξσλ SH-

SY5Y ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA γηα 16 γεληέο πεξηέρνπλ P-α-syn (S129). Δκδεζηηζηή εζηυκα 

ακμζμθεμνζζιμφ ζημ P:16 ιε ηδ πνήζδ εζδζηχκ ακηζζςιάηςκ έκακηζ ηδξ α-synuclein (α-syn) ηαζ ηδξ 

θςζθμνοθζςιέκδξ α-syn ζηα ηαηάθμζπμ ζενίκδξ 129 (P-α-syn S129). Κάπμζα απυ ηα έβηθεζζηα α-synuclein 

πμο ζπδιαηίγμκηαζ ιεηά απυ έηεεζδ ζηδκ ημλίκδ 6-OHDA βζα 16 βεκζέξ (P:16) ζημ εζςηενζηυ ημοξ 

πανμοζζάγμοκ ζοζζςνεοιέκδ P-α-syn (S129), εκδεζηηζηυ ζημζπείμ ηςκ Lewy bodies (LBs). Η πνχζδ ημο 

πονήκα έβζκε ιε ηδ πνςζηζηή DAPI. (Φαηυξ 100x, ηθίιαηα 25ιm, Σεπκδηυ γμοι 2x)  

 

Γ.Α.3. Έιεγρνο ηεο κηηνρνλδξηαθήο ιεηηνπξγίαο ζην κνληέιν ρξόληαο έθζεζεο ζηελ 

ηνμίλε 6-OHDA. 

Έκα δεφηενμ πμθφ ζδιακηζηυ παναηηδνζζηζηυ ηδξ κυζμο ημο Parkinson είκαζ δ 

ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία. Η απχθεζα ημο δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ 

(mitochondrial membrane potential - ΓΦm) απμηεθεί ζοκέπεζα ηδξ ζοζζχνεοζδξ ROS ηαζ 

είκαζ έκα βεβμκυξ πμο έπεζ πενζβναθεί ζε πμθθά πανηζκζμκζαηά ιμκηέθα (Piccoli, 

Sardanelli et al. 2008; Gandhi, Wood-Kaczmar et al. 2009; Zanellati, Monti et al. 2015). 

Δπυιεκμξ ζηυπμξ θμζπυκ ήηακ κα εθέβλμοιε ακ ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο πνυκζμο stress έπεζ 

επδνεαζηεί ημ δοκαιζηυ ηδξ ιειανάκδξ. Γζα ημ θυβμ αοηυ ανπζηά εθέβλαιε εάκ ζηα 

πνμκζηά ζδιεία ηςκ P:12 ηαζ P:16 έπεζ πνμηφρεζ ηέημζμο είδμοξ δζαηαναπή 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ πνςζηζηή JC-1. Σμ JC-1 είκαζ ιία θζπυθζθδ ηαηζμκζηή πνςζηζηή δ 

μπμία εζζένπεηαζ επζθεηηζηά ζημ εζςηενζηυ ηςκ ιζημπμκδνίςκ ιε ηνυπμ ελανηχιεκμ απυ 

ημ δοκαιζηυ ηδξ ιειανάκδξ. ΢ε οβζή ηφηηανα υπμο ημ δοκαιζηυ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ιειανάκδξ είκαζ ορδθυ δ ιμκμιενήξ ιμνθή ηδξ πνςζηζηήξ εζζένπεηαζ ζηδ ιήηνα ηςκ 

ιζημπμκδνίςκ ηαζ ζπδιαηίγεζ ζοζζςιαηχιαηα (J-aggregates) ηα μπμία εηπέιπμοκ ζε 
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ιήημξ ηφιαημξ 590 nm (ηυηηζκμ), (Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ, Πανάβναθμξ Γ.2.17). Όηακ ηα 

ιζημπυκδνζα δοζθεζημονβμφκ, ημ δοκαιζηυ ηδξ ιειανάκδξ είκαζ παιδθυ, ηαζ δ ιμκμιενήξ 

ιμνθή δεκ ζπδιαηίγεζ ζοζζςιαηχιαηα ζηα ιζημπυκδνζα, ακηίεεηα, δζαπέεηαζ ζημ 

ηοηηανυπθαζια ηαζ εηπέιπεζ ζε ιήημξ ηφιαημξ 527 nm (πνάζζκμ). Η πνήζδ ηδξ 

πνςζηζηήξ απμηάθορε υηζ ζηδ βεκζά P:16 ημ δοκαιζηυ ηδξ ιειανάκδξ έπεζ ιεζςεεί ανηεηά 

ιε απμηέθεζια ζηδ ζοκεήηδ αοηή κα ακζπκεφεηαζ ιυκμ ημ πνάζζκμ πνχια. Ακηίεεηα, ζηδ 

βεκζά P:12 ημ δοκαιζηυ ηδξ ιειανάκδξ δεκ έπεζ αηυιδ επδνεαζηεί, Δζηυκα 25Α. 

Αημθμφεδζακ πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western, ζηα ζδιεία ακαθμνάξ P:12 

ηαζ P:16, υπμο εθέβπεδηακ ηα επίπεδα έηθναζδξ οπμιμκάδςκ ηςκ ζοιπθυηςκ ηδξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, ζοβηεηνζιέκα ιία οπμιμκάδα βζα ημ ηάεε ζφιπθμημ (C I, C II, 

CIII, ηαζ CV). Σα πεζνάιαηα αοηά δεκ απμηάθορακ ηαιία αθθαβή ζηα πνςηεσκζηά επίπεδα 

ηςκ οπμιμκάδςκ πμο εθέβπεδηακ ζηδ ζοβηεηνζιέκδ ιεθέηδ, δ μπμία κα ιπμνεί κα 

ζοζπεηζζηεί ιε οπμθεζημονβία ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, Δζηυκα 25Β. 

΢ηα πθαίζζα ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ θεζημονβίαξ, ζηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ εθέβπεδηακ ηα 

παναβυιεκα επίπεδα ATP. Η ηαεζενςιέκδ ιέεμδμξ πνμζδζμνζζιμφ ATP ζε αζμθμβζηά 

οβνά ααζίγεηαζ ζηδ αζμθςηαφβεζα (bioluminescence). Σμ ATP ακηζδνά ιε ηδ θμοζζθενίκδ 

(luciferin) πανέπμκηαξ ιζα εκδζάιεζδ έκςζδ, ηδκ αδεκοθμθμοζζθενίκδ, δ μπμία πανμοζία 

ημο εκγφιμο θμοζζθενάζδ (luciferase), ακηζδνά ιε ημ δζαθοιέκμ μλοβυκμ πανέπμκηαξ 

αζμθςηαφβεζα. Η έκηαζδ ηδξ αζμθςηαφβεζαξ ζοζπεηίγεηαζ βναιιζηά ιε ηδκ πμζυηδηα ATP 

ημο ελεηαγυιεκμο δείβιαημξ, υπςξ πενζβνάθδηε ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ, πανάβναθμξ 

Γ.2.18. ΢ηδ βεκζά P:12 παναηδνήεδηε ιζα ακαιεκυιεκδ πηχζδ ζηα επίπεδα ATP ιεηά ηδ 

πνήζδ ηδξ ημλίκδξ, ακαιεκυιεκμ ηδξ βεκζηυηενδξ έηεεζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζημκ πανάβμκηα 

stress. Παναδυλςξ δζαπζζηχεδηε αφλδζδ ζηα εκενβεζαηά επίπεδα ημο ηοηηάνμο ζηδ βεκζά 

P:16, ζοβηεηνζιέκα δζπθαζζαζιυξ ηςκ επζπέδςκ παναβςβήξ ATP, Δζηυκα 25Γ. Γζα κα 

επζαεααζςεεί εάκ δ αφλδζδ αοηή μθείθεηαζ ζε αολδιέκδ θεζημονβία ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ έβζκε απμιυκςζδ ιζημπμκδνζαηχκ εηποθζζιάηςκ ηαζ έθεβπμξ ηςκ 

επζπέδςκ ATP ζε αοηά. ΢ηα εηποθίζιαηα αοηά δζαπζζηχεδηε πανυιμζα αφλδζδ ηςκ 

επζπέδςκ ATP, Δζηυκα 25Γ.  
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Δηθόλα 25. Έιεγρνο ηνπ δπλακηθνύ ηεο κεκβξάλεο ησλ κηηνρνλδξίσλ (ΓΦm) κε ηε ρξήζε ηεο 

ρξσζηηθήο JC-1 θαη ησλ παξαγόκελσλ επηπέδσλ ATP, κεηά από ρξόληα έθζεζε ησλ θπηηάξσλ SH-

SY5Y ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA. Α. Δκδεζηηζηή εζηυκα ακμζμθεμνζζιμφ. Υνχζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζηδ βεκζά 

P:12 ηαζ P:16 ιε JC-1. Σμ ηυηηζκμ πνχια δζαηδνείηαζ ζηζξ ζοκεήηεξ απμοζία ηδξ ημλίκδξ (α, α, ε ηαζ ζη) 

ηαεχξ ηαζ ζηδ βεκζά P:12 (5ιM) πανμοζία ηδξ ημλίκδξ (β, δ), εκδεζηηζηυ ηδξ θοζζμθμβζηήξ θεζημονβίαξ ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ, εκχ πανμοζία ηδξ ημλίκδξ ζηδ βεκζά P:16 (5ιM) ειθακίγεηαζ ημ πνάζζκμ 

θεμνίγμκ ιμκμιενέξ ηδξ πνςζηζηήξ (δ, γ) εκδεζηηζηυ ηδξ ιείςζδξ ημο δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ιειανάκδξ ζημ ζηάδζμ αοηυ. Η πνχζδ ημο πονήκα έβζκε ιε ηδ πνςζηζηή DAPI. (Φαηυξ 100x, ηθίιαηα 

25ιm, Σεπκδηυ γμοι 2x). Β. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο απμηοπχκεηαζ δ έηθναζδ ηςκ 

οπμιμκάδςκ ηςκ ζοιπθυηςκ C I, C II, CIII, ηαζ CV ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, ζηζξ 

βεκζέξ P:12 ηαζ P:16. Χξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε ηαζ δ β-actin.  Γ. 

Έθεβπμξ ηςκ παναβυιεκςκ επζπέδςκ ATP ζηδ βεκζά P:12 ηαζ P:16 ζε μθζηά ηαζ ιζημπμκδνζαηά εηποθίζιαηα 

ακηίζημζπα. Η ιέηνδζδ ηδξ παναβυιεκδξ θςηαφβεζαξ έβζκε ιε ημ Φςηαοβεζυιεηνμ (luminometer) 

ενβαζηδνζαημφ πάβημο. Σα απμηεθέζιαηα πανμοζζάγμκηαζ ςξ μ ιέζμξ υνμξ ± ηοπζηή απυηθζζδ. (n=4, * p < 

0,05, ** p < 0,01).   

 

΢οκμρίγμκηαξ, δ ιζημπμκδνζαηή δζαηαναπή απμηεθεί ζοκέπεζα ηδξ πνυκζαξ έηεεζδξ 

ζηδκ ημλίκδ 6-OHDA. Πανμοζζάγεζ έκα πνμμδεοηζηυ παναηηήνα δεδμιέκμο υηζ ζηδ βεκζά 

P:12, πανυηζ ηα έβηθεζζηα α-synuclein έπμοκ ζπδιαηζζηεί, δεκ πνμηθήεδηε ηάπμζα 

ιεηααμθή ζημ δοκαιζηυ ηδξ ιειανάκδξ, εκ ακηζεέζεζ ιε ηδ βεκζά P:16 υπμο ημ δοκαιζηυ 
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ηδξ ιειανάκδξ έπεζ ιεζςεεί αζζεδηά. ΢ημ ζδιείμ αοηυ κα ζδιεζςεεί υηζ ζηδ ζοκεήηδ 

ζοβηέκηνςζδξ 1ιΜ 6-OHDA, ηαζ ζηζξ δφμ βεκζέξ, δεκ παναηδνήεδηε ηάπμζα ιεηααμθή 

ζημ δοκαιζηυ ηδξ ιειανάκδξ, βεβμκυξ πμο οπμδδθχκεζ ηδ δμζμελανηχιεκδ θφζδ ημο 

θαζκμιέκμο. Δπζπθέμκ δ αφλδζδ ζηα επίπεδα ATP ζηδ βεκζά P:16 απμηεθεί πανάδμλμ. Σμ 

βεβμκυξ αοηυ ένπεηαζ ζε ακηίεεζδ ιε ηδκ ιέπνζ ηχνα αζαθζμβναθία υπμο δ ζοζζχνεοζδ 

ROS έπεζ ςξ ζοκέπεζα ηδ δζαηάναλδ ζηδ νμή δθεηηνμκίςκ δζαιέζμο ημο ζοιπθυημο I ηδξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ ηαζ ηαηά ζοκέπεζα ζηδ ιείςζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ παναβςβήξ 

ATP (Chan, DeLanney et al. 1991; Fabre, Monserrat et al. 1999; Drechsel and Patel 2008; 

Winklhofer and Haass 2010). Σέθμξ, ημ βεβμκυξ υηζ δεκ παναηδνήεδηε ιεηααμθή ζηδκ 

έηθναζδ ηςκ οπμιμκάδςκ ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, απμηαθφπηεζ υηζ ημ δοκαιζηυ ηδξ 

ιειανάκδξ απμηεθεί έκα βεβμκυξ ημ μπμίμ πνμδβείηαζ πνμκζηά ηαζ πζεακυξ δ 

δοζθεζημονβία ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ κα έπεηαζ. Η πανάηαζδ ηδξ 

ηαθθζένβεζαξ ηςκ ηοηηάνςκ πανμοζία 6-OHDA βζα πενζζζυηενεξ βεκζέξ ιπμνεί κα 

απμηάθοπηε αοηή ηδ δοζθεζημονβία.  

 

Γ.Α.4. Ζ παξνπζία ηεο ηνμίλεο 6-OHDA γηα 16 ζπλερόκελεο γεληέο δελ έρεη θακία 

επίδξαζε ζην ξπζκό πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ θπηηάξσλ, αιιά πξνθαιεί επηκήθπλζε 

ηεο θάζεο G2-M ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ  

΢ηα ίδζα ζδιεία ακαθμνάξ ημο ιμκηέθμο πνυκζαξ έηεεζδξ, εθέβλαιε ακ δ πανμοζία 

ηδξ ημλίκδξ 6-OHDA έπεζ επδνεάζεζ ααζζηέξ ζδζυηδηεξ ηςκ κεονζηχκ ηοηηάνςκ υπςξ μ 

νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ ηαζ ημ δοκαιζηυ δζαθμνμπμίδζδξ. Γζα κα δζαπζζηχζμοιε εάκ δ 

πανμοζία ηδξ 6-OHDA έπεζ ηάπμζα ζοκέπεζα ζημ νοειυ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ 

εθέβλαιε ηδκ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ki67. Η πνςηεΐκδ Ki67 έπεζ ζοζπεηζζηεί αοζηδνά ιε 

ημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ ηαεχξ εηθνάγεηαζ ζε υθεξ ηζξ εκενβέξ θάζεζξ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο (G (1), S, G (2), ηαζ ιίηςζδ), αθθά απμοζζάγεζ απυ ηδ θάζδ G (0) 

(Gerdes, Li et al. 1991). Σμ βεβμκυξ αοηυ ηαεζζηά ηδκ πνςηεΐκδ Ki67 έκακ ελαζνεηζηυ 

δείηηδ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ημο θεβυιεκμο ηθάζιαημξ ακάπηολδξ εκυξ δεδμιέκμο 

ηοηηανζημφ πθδεοζιμφ. Δίκαζ ιζα πονδκζηή πνςηεΐκδ πμο δ ηαηακμιή ηδξ αθθάγεζ 

ακάθμβα ιε ηδ θάζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο (Scholzen and Gerdes 2000). Η πνήζδ 

εζδζημφ ακηζζχιαημξ βζα ηδκ παναπάκς πνςηεΐκδ απμηάθορε υηζ δ πανμοζία ηδξ ημλίκδξ 

6-OHDA, ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ 1 ηαζ 5ιM, ζημ ενεπηζηυ ιέζμ ηςκ ηοηηάνςκ βζα 16 

ζοκεπυιεκεξ βεκζέξ, δεκ είπε ηαιία επίδναζδ ζημ νοειυ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ 

ζοβηνζηζηά ιε ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο, εκχ μ έθεβπμξ αοηυξ πναβιαημπμζήεδηε ηαζ ζηδ 

βεκζά P:12 πςνίξ επίζδξ ηαιία ιεηααμθή, Δζηυκα 26Α ηαζ Β. 
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Χζηυζμ, ζηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ απμθαζίζαιε κα εθέβλμοιε εάκ δ ημλίκδ επδνεάγεζ 

ηάπμζα απυ ηζξ επζιένμοξ θάζεζξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ιε ηδ πνήζδ ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ 

νμήξ (ή ακάθοζδ FACS) (Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ, Πανάβναθμξ Γ.2.4). Η ακάθοζδ ιε 

ηοηηανμιεηνία νμήξ απμηάθορε υηζ δ 6-OHDA ζηδ βεκζά P:16 ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 

5ιM πνμηαθεί επζιήηοκζδ ηδξ θάζδξ G2-Μ απυ πμζμζηυ 10% ζηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο 

ζε πμζμζηυ 15%, εκχ δ επζιήηοκζδ αοηή δεκ είκαζ ειθακήξ ζηδ βεκζά P:12, Δζηυκα 26Γ.  

 

Δηθόλα 26. Έιεγρνο ηνπ ξπζκνύ πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ θπηηάξσλ SH-SY5Y κεηά από ρξόληα έθζεζε 

ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA. Α. Μεθέηδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ – δείηηδ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ Ki67. 

Δκδεζηηζηή εζηυκα ακμζμθεμνζζιμφ ζηδ βεκζά P:12 ηαζ P:16 ιε ηδ πνήζδ εζδζημφ ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ 

πνςηεΐκδξ Ki67. Η πνχζδ ημο πονήκα έβζκε ιε ηδ πνςζηζηή DAPI. (Φαηυξ 20x, ηθίιαηα 25ιm, Σεπκδηυ 

γμοι 4x). Β. Πμζμηζημπμίδζδ ημο ανζειμφ ηςκ Ki67(+) ηοηηάνςκ δζαζνμφιεκςκ δζα ημο ζοκμθζημφ ανζειμφ 

ηςκ ηοηηάνςκ ζηζξ βεκζέξ P:12 ηαζ P:16 πανμοζία ή απμοζία ηδξ ημλίκδξ 6-OHDA. Σα απμηεθέζιαηα 

πανμοζζάγμκηαζ ςξ μ ιέζμξ υνμξ ± ηοπζηή απυηθζζδ. (n=800, n.s.) Γ. Γζαβνάιιαηα ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ 

ζηζξ βεκζέξ P:12 ηαζ P:16 ηαζ πμζμηζημπμίδζδ ηςκ δζαβναιιάηςκ ακηίζημζπα. Σα απμηεθέζιαηα 

πανμοζζάγμκηαζ ςξ μ ιέζμξ υνμξ ± ηοπζηή απυηθζζδ. (n=4, n.s. p > 0,05, * p < 0,05) 
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Σμ βεβμκυξ αοηυ ζοκμδεφεηαζ απυ ιείςζεζ ηςκ ηοηηάνςκ ζηδ θάζδ G0-G1. ΢ηδ 

δζάνηεζα ηδξ θάζδξ G(2) ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο (gap2, δεφηενμ πάζια) ημ ηφηηανμ 

πνμεημζιάγεηαζ βζα ηδκ είζμδμ ημο ζηδκ επυιεκδ θάζδ, εηείκδ ηδξ ιίηςζδξ, θάζδ M 

(mitosis, ιίηςζδ) υπμο ημ δζπθαζζαζιέκμ DNA δζαπςνζγυιεκμ ιε αηνίαεζα ζε δφμ ίζα 

ιένδ ζοιποηκχκεηαζ ζπδιαηίγμκηαξ πνςιμζχιαηα χζηε ηαεέκα απυ ηα δφμ εοβαηνζηά 

ηφηηανα κα δζαεέηεζ πθήνεξ ακηίβναθμ ημο βεκεηζημφ οθζημφ ημο ιδηνζημφ ηοηηάνμο. Η 

υθδ δζαδζηαζία ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, πνμηεζιέκμο κα δζαηδνήζεζ ηδκ αηνίαεζα ηδξ, 

οπυηεζηαζ ζε πμθθαπθά ζδιεία εθέβπμο (check points) πμο ανίζημκηαζ ζε δζάθμνα πνμκζηά 

ζδιεία ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. ΢οβηεηνζιέκα ενεείζιαηα επζηνέπμοκ ηδκ ζοκέπζζδ ηαζ 

μθμηθήνςζδ ημο ηφηθμο ή ημκ ακαζηέθθμοκ (Hartwell and Weinert 1989). Σμ ζδιείμ 

εθέβπμο ιεηαλφ ηςκ θάζεςκ G2-Μ παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ ακαπαίηζζδ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαηά ηδκ ιεηάααζδ απυ ηδκ θάζδ G2 ζηδκ θάζδ M ιεηά απυ αθάαδ 

ημο DNA, εκχ δ ηαεοζηένδζδ ζηδκ έκανλδ ηδξ ιίηςζδξ είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ 

επζδζυνεςζδ αθααχκ ζημ DNA πμο έπμοκ ζοζζςνεοηεί ηαηά ηδ θάζδ S ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο (Taylor and Stark 2001). 

Η πνήζδ ηδξ 6-OHDA μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ ROS. Δίκαζ βκςζηυ απυ ηδ 

αζαθζμβναθία υηζ ηα ROS αθθδθεπζδνμφκ ιε ημ DNA, ζοβηεηνζιέκα δ νίγα οδνμλοθίμο 

ακηζδνά ιε ηδ βμοακίκδ ζηδκ εέζδ C-8 ηαζ ζπδιαηίγεζ έκα μλεζδςηζηυ πνμσυκ ηδκ 8-

οδνμλο-2-βμοακμζίκδ (8-oxodG) (Δζζαβςβή, Πανάβναθμξ Α.2.2), πμο πνδζζιμπμζείηαζ 

πθέμκ ςξ αζμθμβζηυξ δείηηδξ ηδξ μλεζδςηζηήξ αθάαδξ ημο DNA (Kasai 1997; Pilger and 

Rudiger 2006). Η 6-OHDA μδδβεί ζε αολδιέκδ μλεζδςηζηή αθάαδ ημο DNA ζημ νααδςηυ 

ζχια ιμκηέθςκ πμκηζημφ (Ferger, Rose et al. 2001), ηαεχξ ηαζ ζηδ ιέθαζκα μοζία 

πμκηζηχκ ιε PD θαζκυηοπμ (Yasuhara, Hara et al. 2007), εκχ αοηυ έπεζ επζαεααζςεεί ηαζ 

ζε in vitro ιεθέηεξ ζηζξ ακενχπζκεξ κεονμαθαζηςιαηζηέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ SK-N-SH ηαζ 

SH-SY5Y (Bruchelt, Schraufstatter et al. 1991; Kobayashi, Oikawa et al. 2008). 

Βζαθζμβναθζηά είκαζ βκςζηυ υηζ δ πμνήβδζδ 6-OHDA επάβεζ ηδκ επζιήηοκζδ ηδξ θάζδξ 

G2-M ζηδκ ηοηηανζηή ζεζνά PC12 ηαζ εκενβμπμίδζδ ηδξ απυπηςζδξ ιέζς εκενβμπμίδζδξ 

ημο ζδιαημδμηζημφ ιμκμπαηζμφ ERK1/2 (Zhang, Wang et al. 2009), εκχ δ ίδζα 

ζοιπενζθμνά έπεζ επζαεααζςεεί ηαζ ιε ηδ πμνήβδζδ ηδξ ημλίκδξ rotenone ζηδκ ηοηηανζηή 

ζεζνά SH-SY5Y, δ μπμία επίζδξ πνμηαθεί επζιήηοκζδ ηδξ θάζδξ G2-M ηαζ εκενβμπμίδζδ 

ηδξ απυπηςζδξ ιέζς ηδξ caspase-3 (Wang, Zhang et al. 2014). Δπζπθέμκ ιεθέηεξ έπμοκ 

δείλεζ υηζ μ ηοηηανζηυξ ηφηθμξ ακαζηέθθεηαζ ζηδ θάζδ G2 θίβμ πνζκ μζ εηθοθζγυιεκμζ 

κεονχκεξ μδδβδεμφκ ζε απμπηςηζηυ εάκαημ (Hoglinger, Breunig et al. 2007; Currais, 
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Hortobagyi et al. 2009), εκχ ιεθέηεξ ζε in vivo and in vitro PD ιμκηέθα επζαεααζχκμοκ υηζ 

μζ δζαηαναπέξ ζημκ ηοηηανζηυ ηφηθμ ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ απχθεζα ηςκ κημπαιζκενβζηχκ 

κεονχκςκ ιέζς ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηδξ απυπηςζδξ (Cabeza-Arvelaiz and Schiestl 2012). 

Έπμκηαξ ςξ βκχιμκα υθα ηα παναπάκς δ επζιήηοκζδ ζηδ θάζδ G2-M ζηδ βεκζά P:16, 

πμο παναηδνείηαζ απυ ηδ πνυκζα πμνήβδζδ ηδξ 6-OHDA, ιπμνεί κα μθείθεηαζ ζηδ 

ζοζζχνεοζδ αθααχκ ζημ DNA, βεβμκυξ πμο απαζηεί πενζζζυηενμ πνυκμ βζα ηδκ 

επζδζυνεςζδ αοηχκ. Δπζπθέμκ δ ιζηνή αφλδζδ ημο ηοηηανζημφ ανζειμφ ζηδ θάζδ G2-M 

ιπμνεί κα απμηεθεί έκδεζλδ ηδξ ανπήξ ιζαξ πνμμδεοηζηήξ ηαηάζηαζδξ, υπμο  εκδεπυιεκδ 

παναιμκή ηςκ ηοηηάνςκ ζηδκ ημλίκδ 6-OHDA βζα πενζζζυηενεξ βεκζέξ εα μδδβήζεζ ζε 

ιεβαθφηενμ ανζειυ ηοηηάνςκ ιε επζιήηοκζδξ ηδξ θάζδξ G2-M ηαζ εκδεπυιεκα 

εκενβμπμίδζδ ηδξ απυπηςζδξ.  

 

Γ.Α.5. Ζ παξνπζία ηεο ηνμίλεο 6-OHDA γηα 16 ζπλερόκελεο γεληέο επεξεάδεη 

αξλεηηθά ην δπλακηθό δηαθνξνπνίεζεο ησλ θπηηάξσλ. 

Έκα ααζζηυ παναηηδνζζηζηυ ηςκ SHSY5Y ηοηηάνςκ είκαζ δ δοκαηυηδηά ημοξ κα 

δζαθμνμπμζμφκηαζ πνμξ χνζια κεονζηά ηφηηανα ζπδιαηίγμκηαξ εηηεηαιέκεξ κεονζηζηέξ 

δμιέξ. Έκα εκδζαθένμκ ενχηδια απμηέθεζε ημ ηαηά πυζμκ ιεηά ηδκ εθανιμβή ημο 

πνυκζμο stress ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA ημ δοκαιζηυ δζαθμνμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ SH-

SY5Y έπεζ επδνεαζηεί. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ηα ηφηηανα δζαθμνμπμζήεδηακ πανμοζία 

νεηζκμσημφ μλέμξ ζοβηέκηνςζδξ 15 ιΜ βζα 7 διένεξ ζε ενεπηζηυ ιέζμ ιε 0,5% FBS, ιε 

ακακέςζδ ημο ηάεε δφμ διένεξ (Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ, Πανάβναθμξ Γ.2.2). Ο έθεβπμξ ηδξ 

δζαθμνμπμίδζδξ πναβιαημπμζήεδηε ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά western ηαζ πεζνάιαηα 

ακμζμθεμνζζιμφ βζα ηζξ πνςηεΐκεξ δείηηεξ ηδξ κεονζηήξ δζαθμνμπμίδζδξ Neurofilament 

160 (NF160) ηαζ Doublecortin (DCX). Η πνςηεΐκδ DCX εηθνάγεηαζ ζηα πνυδνμια 

κεονζηά ηφηηανα ηαζ ζημοξ ακχνζιμοξ κεονχκεξ. Βνίζηεηαζ ζοκδεδειέκδ ιε ημοξ 

ιζηνμζςθδκίζημοξ ηαζ επάβεζ ηδ δδιζμονβία ηαζ ηδκ ιεηακάζηεοζδ ηςκ κεονζηχκ (Brown, 

Couillard-Despres et al. 2003). Η NF160 ακήηεζ ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ Neurofilaments πμο 

απμηεθείηαζ απυ ηνία ιέθδ (NF-Light 68-70 kDa, NF-Medium 145-160 kDa ηαζ NF-Heavy 

200-220 kDa). Ακήηεζ ζηζξ πνςηεΐκεξ ιε ηα πζμ ορδθά πμζμζηά θςζθμνοθίςζδξ ζημ 

κεονζηυ ζφζηδια. Απμηεθμφκ ζδιακηζηυ ζοζηαηζηυ ημο ηοηηανμζηεθεημφ, πανέπμοκ ηδ 

δμιζηή ζηήνζλδ ημο κεονάλμκα ηαζ νοειίγμοκ ηδ δζάιεηνμ αοημφ (Kushkuley, Chan et al. 

2009).  
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Όπςξ πνμέηορε ιεηά απυ πεζνάιαηα ακμζμθεμνζζιμφ έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ 

NF160, ζηζξ βεκζέξ P:12 ηαζ P:16, ημ πνυκζμ stress ζηδκ ημλίκδ 6-OHDA έπεζ ζακ 

απμηέθεζια κα επδνεάγεηαζ ημ δοκαιζηυ δζαθμνμπμίδζδξ. Σμ θαζκυιεκμ αοηυ βίκεηαζ ήδδ 

ειθακέξ απυ ηδ βεκζά P:12 υπμο ζηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο ηαηαθένκμοκ κα 

δζαθμνμπμζδεμφκ πενίπμο ημ 68% ηςκ ηοηηάνςκ, εκχ πανμοζία ημλίκδξ ημ πμζμζηυ 

ιεζχκεηαζ ζημ 60%. Η ιείςζδ αοηή πανμοζζάγεζ πνμμδεοηζηυ παναηηήνα αθμφ ζηδ βεκζά 

P:16 ημ πμζμζηυ ηςκ δζαθμνμπμζδιέκςκ ηοηηάνςκ ιεζχκεηαζ ζε πμζμζηυ 38% ζηδ 

ζοβηέκηνςζδ ηςκ 5ιM, Δζηυκα 27Α ηαζ Β. Αημθμφεςξ αοηυ επζαεααζχεδηε ηαζ ιε 

πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά western ζηα ίδζα ζδιεία ακαθμνάξ. Ανπζηά 

επζαεααζχεδηε δ αφλδζδ ζηδκ έηθναζδ ηςκ δεζηηχκ δζαθμνμπμίδζδξ NF160 ηαζ DCX 

ζηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο, ζηζξ διένεξ δζαθμνμπμίδζδξ 2, 4 ηαζ 8 (day 2, 4, 8), Δζηυκα 

27Γ.1. ΢ηδ ζοκέπεζα αημθμφεδζακ πεζνάιαηα δζαθμνμπμίδζδξ ζηζξ βεκζέξ P:12 ηαζ P:16 

ιεηά απυ 8 διένεξ πανμοζία15ιΜ RA. Σα πεζνάιαηα αοηά επζαεααίςζακ ηδ ιείςζδ ζηδκ 

έηθναζδ ηςκ πνςηεσκχκ NF160 ηαζ DCX, δ μπμία είκαζ ζαθχξ πζμ έκημκδ ζηδ βεκζά P:16 

πανμοζία ημλίκδξ ζοβηέκηνςζδξ 5ιM, Δζηυκα 27Γ.2.  

 

Δηθόλα 27. Έιεγρνο ηνπ δπλακηθνύ δηαθνξνπνίεζεο ησλ θπηηάξσλ SH-SY5Y κεηά από ρξόληα έθζεζε 

ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA παξνπζία Retinoic Acid (RA) 15κΜ. Α. Δκδεζηηζηή εζηυκα ακμζμθεμνζζιμφ 

ιε ηδ πνήζδ εζδζημφ ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ– δείηηδ ηδξ δζαθμνμπμίδζδξ NF160, ζηδ βεκζά P:12 
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ηαζ P:16. Η πνχζδ ημο πονήκα έβζκε ιε ηδ πνςζηζηή DAPI. (Φαηυξ 100x, ηθίιαηα 25ιm) Β. 

Πμζμηζημπμίδζδ ημο ανζειμφ ηςκ NF160 (+) ηοηηάνςκ δζαζνμφιεκςκ δζα ημο ζοκμθζημφ ανζειμφ ηςκ 

ηοηηάνςκ ζηζξ βεκζέξ P:12 ηαζ P:16 πανμοζία ή απμοζία ηδξ ημλίκδξ 6-OHDA. Σα απμηεθέζιαηα 

πανμοζζάγμκηαζ ςξ μ ιέζμξ υνμξ ± ηοπζηή απυηθζζδ. (n=600, * p < 0,05, *** p < 0,001) Γ.1. 

Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο απμηοπχκεηαζ δ αφλδζδ ζηδκ έηθναζδ ηςκ πνςηεσκχκ DCX ηαζ 

NF160 ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ δζαθμνμπμίδζδξ, δδθαδή ζηζξ 2, 4 ηαζ 8 διένεξ (Day 2, 4, 8) πανμοζία RA 

15ιΜ, ζηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο SH-SY5Y. Γ.2. ΢ηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ δζαθμνμπμίδζδξ ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ 

έηεεζδξ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA παναηδνείηαζ ιείςζδ ζηα επίπεδα έηθναζδξ ηςκ πνςηεσκχκ DCX ηαζ 

NF160, πμο βίκεηαζ ειθακήξ απυ ηδ βεκζά P:12 (5ιM), εκχ είκαζ πζμ έκημκδ ζηδ βεκζά P:16 (5ιM). Χξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ α-tubulin. 

 

Γ.Α.6. Ζ ρξόληα έθζεζε ζηελ ηνμίλε 6-OHDA έρεη σο απνηέιεζκα ηελ ελεξγνπνίεζε 

ηνπ κνλνπαηηνύ PI3/Akt ζηε γεληά P:16.  

Η πνςηεΐκδ Akt ή PKB (Protein kinase B) ηζκάζδ απμηεθεί έκα απυ ηα ααζζηά 

ιυνζα επζαίςζδξ ηαζ ακήηεζ ζηδκ ηαηδβμνία ηςκ AGC ηζκαζχκ (υπςξ ηαζ μζ PKA, PKG 

ηαζ PKC). Απμηεθεί ιένμξ ημο ιμκμπαηζμφ ζδιαημδυηδζδξ PI3k/Akt. Φςζθμνοθζχκεζ 

ημοξ ζηυπμοξ ηδξ ζε ηαηάθμζπα ζενίκδξ ηαζ ενεμκίκδξ, βζ αοηυ ηαζ ακήηεζ ζηδκ μζημβέκεζα 

ηζκαζχκ ζενίκδξ/ενεμκίκδξ. Διπθέηεηαζ ζηδ νφειζζδ ζπεδυκ υθςκ ηςκ ααζζηχκ 

ηοηηανζηχκ θεζημονβζχκ υπςξ δ ιεηαβναθή, μ πμθθαπθαζζαζιυξ, δ απυπηςζδ, δ 

ιεηακάζηεοζδ, δ ακάπηολδ ηαζ μ ιεηααμθζζιυξ. Η εκενβμπμίδζή ηδξ βίκεηαζ απυ ηδκ 

ηζκάζδ PI3k δ μπμία θςζθμνοθζχκεζ ημ ιειανακζηυ θςζθμθζπίδζμ PIP2 

(phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate (PtdIns(3,4)P2) ιε απμηέθεζια ηδκ παναβςβή ημο 

PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PtdIns(3,4,5)P3). Σμ PIP3 πνμζεθηφεζ 

ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηζξ ηζκάζεξ Akt ηαζ PDK1 (3-phosphoinositide-

dependent protein kinase-1). Αοηή δ ζοκεκηυπζζδ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ θςζθμνοθίςζδ 

ηδξ Akt ζημ εκενβμπμζδηζηυ ηδξ ηαηάθμζπμ, Thr308, απυ ηδκ PDK1. Αοηυ μδδβεί ζε ιζα 

δζαιμνθςηζηή ιεηααμθή πμο επζηνέπεζ ηδ θςζθμνοθίςζδ ηαζ ζημ ηαηάθμζπμ Ser473 δ 

μπμία πναβιαημπμζείηαζ απυ ηδκ ηζκάζδ PDK2 (ή phosphatidylinositol-dependent kinase-

2) (Jacinto, Facchinetti et al. 2006; Lessmann, Ngo et al. 2007). Η θςζθμνοθίςζδ ζε 

αοηέξ ηζξ δφμ εέζεζξ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ πθήνδ εκενβμπμίδζδ ηδξ Akt. Η ηζκάζδ Akt, 

αθμφ εκενβμπμζδεεί, απμιαηνφκεηαζ απυ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηαζ είκαζ 

έημζιδ κα θςζθμνοθζχζεζ πθήεμξ οπμζηνςιάηςκ ζε δζάθμνα δζαιενίζιαηα ζημ 

ηοηηανυπθαζια, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηαζ ηςκ ιζημπμκδνίςκ (Andjelkovic, Alessi et al. 

1997; Bijur and Jope 2003). Δπζπθέμκ εζζένπεηαζ ζημκ πονήκα υπμο εκενβμπμζεί 
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δζάθμνμοξ ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ υπςξ CREB (cAMP response element binding), 

NF-ηΒ (nuclear factor kappa from B cells), E2F (eukaryotic transcription factor 2) ηαζ 

MDM2 (murine double minute 2). Αηυιδ, θςζθμνοθζχκεζ ηαζ απεκενβμπμζεί ημοξ 

ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ (Forkhead box O1 & Ο3) FOXO1 ηαζ FOXO3. Δίκαζ 

ζδιακηζηυ κα ημκίζμοιε υηζ δ Akt εκενβμπμζείηαζ απυ δζάθμνα ενεείζιαηα υπςξ 

αολδηζημί πανάβμκηεξ π.π. μ αολδηζηυξ πανάβμκηαξ ηδξ ζκζμοθίκδξ (Insulin-like growth 

factor 1, IGF1), δζάθμνεξ μνιυκεξ π.π. δ ζκζμοθίκδ ηαζ δζάθμνμζ ζηνεζμβυκμζ πανάβμκηεξ 

υπςξ ημ εενιζηυ ζμη (Datta, Brunet et al. 1999).  

΢ηα πθαίζζα ιεθέηδξ ημο ιμκμπαηζμφ PI3/Akt ανπζηά εθέβπεδηε δ έηθναζδ ηδξ 

ηζκάζδξ PDK1, οπεφεοκδ βζα ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ Akt ζηδ εέζδ Thr308. Σα πεζνάιαηα 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά western, απμηάθορακ ιείςζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ p- PDK1 ζηδ 

βεκζά P:12 πανμοζία ηδξ ημλίκδξ, Δζηυκα 28Α (δζαδνμιέξ 2 ηαζ 3) ηαζ αφλδζδ ηςκ 

επζπέδςκ ζηδ βεκζά P:16 (δζαδνμιέξ 5 ηαζ 6). Αημθμφεςξ εθέβπεδηε δ έηθναζδ ηδξ 

θςζθαηάζδξ PTEN. ΢ημ ζδιείμ αοηυ κα ημκίζμοιε υηζ δ δδιζμονβία ημο PIP3 

ακαζηέθθεηαζ απυ ηδ θςζθαηάζδ PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on 

chromosome 10) δ μπμία αθαζνεί θςζθμνζηέξ μιάδεξ απυ ημ PIP3 ηαζ ημ ιεηαηνέπεζ ζε 

PIP2. Σμ PIP3 πνμζεθηφεζ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηζξ ηζκάζεξ Akt ηαζ PDK1 

ακαβκςνίγμκηαξ ηδκ ημζκή πενζμπή ηςκ δομ ιμνίςκ, PH (pleckstrin homology). Αοηή δ 

ζοκεκηυπζζδ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ Akt ζημ εκενβμπμζδηζηυ ηδξ 

ηαηάθμζπμ, Thr308, απυ ηδκ PDK1. Όπςξ παναηδνήεδηε δ έηθναζδ ηδξ p-PTEN ζηζξ 

βεκζέξ P:12 ηαζ P:16 δεκ ιεηααάθθεηαζ, Δζηυκα 28Α. ΢ηδ ζοκέπεζα εθέβπεδηε δ έηθναζδ 

ηδξ Akt. Όπςξ ήηακ ακαιεκυιεκμ δ αφλδζδ ζηδκ έηθναζδ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ PDK1 

ηζκάζδξ έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ Akt πνςηεΐκδξ ζημ ηαηάθμζπμ 

Thr308, εκχ αολδιέκδ παναηδνείηαζ ηαζ δ θςζθμνοθίςζδ ζημ ηαηάθμζπμ Ser473, Δζηυκα 

28Α (δζαδνμιέξ 5 ηαζ 6). Δπακαθαιαάκεηαζ ςζηυζμ, ημ ίδζμ πνυηοπμ έηθναζδξ ιε ηδκ 

ηζκάζδ PDK1 δδθαδή ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ζηδ βεκζά P:12 (δζαδνμιέξ 2 ηαζ 3) ηαζ 

αφλδζδ ζηδκ εκενβή ιμνθή ηδξ Akt πανμοζία ηδξ ημλίκδξ 6-OHDA ζηδ βεκζά P:16. Σέθμξ 

δεκ παναηδνήεδηε ιεηααμθή ζηα ζοκμθζηά επίπεδα ηδξ Akt.  

Όπςξ ακαθένεδηε πνμδβμοιέκςξ έκα πεδίμ δνάζδξ ηδξ Akt είκαζ ηαζ ηα 

ιζημπυκδνζα. Δπμιέκςξ ζηδ ζοκέπεζα έβζκε απμιυκςζδ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ (Cytoplasm. 

C) – ιζημπμκδνζαηχκ (Mitochondrial, M) εηποθζζιάηςκ (Τθζηά ηαζ Μεεμδμζ, πανάβναθμξ 

Γ.2.13). Αημθμφεδζακ πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά western, υπμο εθέβπεδηε εάκ 

οπάνπεζ ιεηαηυπζζδ ηδξ Akt ζηα ιζημπυκδνζα. Πνάβιαηζ ζηδ βεκζά P:16, ζηα 
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ιζημπμκδνζαηά (Μ) εηποθίζιαηα ηαζ ζοβηεηνζιέκα ζηδ ζοβηέκηνςζδ ημλίκδξ 5ιM, 

παναηδνήεδηε αολδιέκμξ εκημπζζιυξ ζηα μθζηά επίπεδα ηδξ Akt. Η αφλδζδ αοηή 

ζοκμδεφεηαζ απυ αολδιέκα επίπεδα ηαζ ζηζξ θςζθμνοθζςιέκεξ ιμνθέξ ζηα ηαηάθμζπα 

Thr308 ηαζ Ser473, Δζηυκα 28Β (δζαδνμιή 6). Σμ βεβμκυξ αοηυ οπμδδθχκεζ υηζ ζακ 

ζοκέπεζα ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο ιμκμπαηζμφ PI3/Akt, δ Akt ιεηαημπίγεηαζ ζηα 

ιζημπυκδνζα υπμο ηαηά ηφνζμ θυβμ απακηάηαζ ζηδκ εκενβή ηδξ ιμνθή ηαζ ηαηά ζοκέπεζα 

θςζθμνοθζχκεζ δζάθμνα οπμζηνχιαηα. ΢οκμρίγμκηαξ ζηδ βεκζά P:16 δ ηζκάζδ Akt είκαζ 

πθήνςξ εκενβή, εκχ ζηδ βεκζά P:12 παναηδνείηαζ ιείςζδ ζηδκ εκενβή ηδξ ιμνθή, εκχ ηα 

ζοκμθζηά επίπεδα παναιέκμοκ ζηαεενά, Δζηυκα 28Α. Δπζπθέμκ παναηδνήεδηε ιεηαηυπζζδ 

ηδξ Akt ηαζ ηςκ θςζθμνοθζχζεςκ ζηα ηαηάθμζπα Thr308 ηαζ Ser473 ζημ εζςηενζηυ ηςκ 

ιζημπμκδνίςκ. 

 

Δηθόλα 28. Ζ ρξόληα έθζεζε ησλ SH-SY5Y θπηηάξσλ ζηελ ηνμίλε 6-OHDA έρεη σο απνηέιεζκα ηελ 

ελεξγνπνίεζε ηνπ κνλνπαηηνύ ηεο PI3/Akt ζηε γεληά P:16. Α. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο 

απμηοπχκεηαζ δ αφλδζδ ζηδκ έηθναζδ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ ηζκάζδξ PDK1 δ μπμία έπεζ ζακ απμηέθεζια 

ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Akt ζημ ηαηάθμζπμ Thr308, εκχ αολδιέκδ παναηδνείηαζ ηαζ δ 

θςζθμνοθίςζδ ζημ ηαηάθμζπμ Ser473. Σα ζοκμθζηά επίπεδα ηδξ Akt δεκ ιεηααάθθμκηαζ. Χξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ β-actin. Β. Έθεβπμξ ηδξ ιεηαηυπζζδ ηδξ Akt 

ζηα ιζημπυκδνζα. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ζηδ βεκζά P:16, υπμο παναηδνείηαζ αολδιέκδ ιεηαηυπζζδ 

ηδξ Akt, ηαεχξ ηαζ ηδξ θςζθμνοθζςιέκδξ p-Akt (Thr308) ηαζ p-Akt (Ser473) ζημ ιζημπμκδνζαηυ (Μ) 

εηπφθζζια. Η πνςηεΐκδ Tim23 πνδζζιμπμζήεδηε ςξ ιζημπμκδνζαηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ, εκχ ςξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ β-tubulin. 
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Κάπμζμζ απυ ημοξ ηοηηανμπθαζιαηζημφξ ζηυπμοξ ηδξ Akt είκαζ δ ηζκάζδ GSK-3α 

(glycogen-synthase kinase-3α), πμο απμηέθεζε ηαζ ημ πνχημ βκςζηυ οπυζηνςια ηδξ 

(Cross, Flannery et al. 1995). Η ακαηάθορδ ηδξ GSK3b ζηα ιζημπυκδνζα (Hoshi, 

Takashima et al. 1996) πνμηάθεζε ημ εκδζαθένμκ ιεθέηδξ βζα ημκ εκημπζζιυ ηαζ ηδξ Akt 

ζηα ιζημπυκδνζα δ μπμία επζαεααζχεδηε ημ 2003 (Bijur and Jope 2003). Γκςζηά 

οπμζηνχιαηα ηδξ Akt ζημ εζςηενζηυ ηςκ ιζημπμκδνίςκ είκαζ εηηυξ απυ ηδκ GSK3b, ηαζ δ 

α-οπμιμκάδα ηδξ ATP ζοκεάζδξ ή εκαθθαηηζηά ημ ζφιπθμημ V ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (Bijur and Jope 2003). Η θςζθμνοθίςζδ ηδξ ATP ζοκεάζδξ 

ιέζς ηδξ ηζκάζδξ Akt νοειίγεζ ηα επίπεδα παναβςβήξ ημο ATP ζε ζηεθεηζημφξ ιφεξ 

(Hojlund, Wrzesinski et al. 2003), εκχ έπεζ πνμηαεεί υηζ δ εκδμιζημπμκδνζαηή Akt 

νοειίγεζ ηδκ ελέθζλδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ημ πεπνςιέκμ ηςκ ηοηηάνςκ (Antico 

Arciuch, Galli et al. 2009). Σα παναπάκς εονήιαηα δζηαζμθμβμφκ ηδκ πανάδμλδ 

ζοιπενζθμνά ηςκ επζπέδςκ ATP, δδθαδή ηδ ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ζηδ βεκζά P:12 ηαζ ηδκ 

αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ATP ζηδ βεκζά P:16, Πανάβναθμξ Γ.Β.3, Δζηυκα 25Γ.  Φαίκεηαζ 

θμζπυκ, υηζ δ ιεηαηυπζζδ ηδξ Akt ζηα ιζημπυκδνζα έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ θςζθμνοθίςζδ 

ηδξ α-οπμιμκάδαξ ηδξ ATP ζοκεάζδξ ηαζ ηαηά ζοκέπεζα ηδκ αφλδζδ ζηδκ παναβςβή 

ATP, ζακ απυηνζζδ ζημ μλεζδςηζηυ stress πμο πνμηαθεί δ πνυκζα πανμοζία ηδξ ημλίκδξ 6-

OHDA.  

 

Γ.Α.7. Ζ παξνπζία ηεο ηνμίλεο 6-OHDA ζηα θύηηαξα έρεη σο απνηέιεζκα ηε 

ζπζζώξεπζε ηεο α-synuclein ζην εζσηεξηθό ησλ κηηνρνλδξίσλ. 

Αημθμφεςξ εθέβπεδηε, ζηζξ βεκζέξ P:12 ηαζ P:16, εάκ δ πνυκζα έηεεζδ ζηδκ ημλίκδ 

μδδβεί ζηδκ ζοζζχνεοζδ ηδξ α-synuclein ζηα ιζημπυκδνζα. Η αβηονμαυθδζδ ηδξ α-

synuclein ζηδκ εζςηενζηή ιειανάκδ ηςκ ιζημπμκδνίςκ ηαζ δ ζοζζχνεοζδ ηδξ έπεζ εονέςξ 

ζοζπεηζζηεί ιε ηδ ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία ζηδ κυζμ ημο Parkinson. Η ζοζζχνεοζή 

ηδξ πνμηαθεί απμζηαεενμπμίδζδ ηδξ εζςηενζηήξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ (Cole, 

Dieuliis et al. 2008; Vila, Ramonet et al. 2008; Devi and Anandatheerthavarada 2010), 

δοζθεζημονβία ημο ζοιπθυημο Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (Ellis, Murphy et al. 2005; 

Devi, Raghavendran et al. 2008; Chinta, Mallajosyula et al. 2010), μλεζδςηζηυ stress 

(Parihar, Parihar et al. 2008), απχθεζα ημο δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ 

(ΓΦm), αφλδζδ ζηδκ παναβςβή ROS, απεθεοεένςζδ ημο cytochrome C ηαζ εκίζποζδ ηςκ 

θαζκμιέκςκ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ζπάζδξ (Nakamura, Nemani et al. 2011) (Δζζαβςβή, Α. 

2.4.)  
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΢ηα δφμ ζδιεία ακαθμνάξ, δδθαδή ζηδ βεκζά P:12 ηαζ P:16, έβζκε απμιυκςζδ 

ηοηηανμπθαζιαηζηχκ (C) – ιζημπμκδνζαηχκ (M) εηποθζζιάηςκ, αημθμφεδζακ πεζνάιαηα 

ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά western ιε ακηίζςια έκακηζ ηδξ α-synuclein. Σα πεζνάιαηα αοηά 

απμηάθορακ υηζ πνάβιαηζ δ πνυκζα έηεεζδ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA έπεζ ζακ 

απμηέθεζια ηδ ζοζζχνεοζδ ηδξ α-synuclein ζηα ιζημπυκδνζα, Δζηυκα 29Α ηαζ Β.  

 

 

Δηθόλα 29. Ζ ρξόληα έθζεζε ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA νδεγεί ζηελ πξννδεπηηθή ζπζζώξεπζε ηεο α-

synuclein ζηα κηηνρόλδξηα. Α. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο απμηοπχκεηαζ δ έηθναζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ α-synuclein ζηδ βεκζά P:12 ηαζ P:16. Η πνςηεΐκδ Tim23 πνδζζιμπμζήεδηε ςξ ιζημπμκδνζαηυξ 

δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ, εκχ ςξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ β-tubulin. Β. 

Πμζμηζημπμίδζδ ηςκ επζπέδςκ ζοζζχνεοζδξ ηδξ α-synuclein ζηα ιζημπμκδνζαηά (Μ) εηποθίζιαηα ζηδ 

βεκζά P:12 ηαζ P:16. Η πμζμηζημπμίδζδ έβζκε ιε ημ πνυβναιια Quantity One. Σα απμηεθέζιαηα 

πανμοζζάγμκηαζ ςξ μ ιέζμξ υνμξ ± ηοπζηή απυηθζζδ. (n=4, * p < 0,05, ** p < 0,01) 

 

Σμ θαζκυιεκμ αοηυ πανμοζζάγεζ πνμμδεοηζηυ παναηηήνα ηαζ δ ζοζζχνεοζδ ηδξ α-

synuclein ζηα ιζημπυκδνζα είκαζ πζμ έκημκδ ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 5ιM 6-OHDA. ΢ημ 

ζδιείμ αοηυ κα οπεκεοιίζμοιε υηζ ζηδ βεκζά P:12, ζηδ ζοκεήηδ ηςκ 5 ιΜ, πενίπμο ημ 

15% ηςκ ηοηηάνςκ έπμοκ ζπδιαηίζεζ ζημ εζςηενζηυ ημο έβηθεζζηα α-synuclein, εκχ ζηδ 

βεκζά P:16 ημ πμζμζηυ ηςκ ηοηηάνςκ αολάκεηαζ πενίπμο ζημ 35%, ηαζ ζοκμδεφεηαζ απυ 

αφλδζδ ζηα εκδμβεκή επίπεδα ηδξ πνςηεΐκδξ, Πανάβναθμξ Γ.Α.2., Δζηυκα 23Γ. Έκα ιένμξ 

ηδξ πνςηεΐκδξ έπεζ ήδδ ανπίζεζ κα ζοζζςνεφεηαζ ζημ εζςηενζηυ ηςκ ιζημπμκδνίςκ απυ ηδ 

βεκζά P:12 υπμο ζοβηνζηζηά ιε ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 5ιM 

έπμοιε αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ πενίπμο 5,4 θμνέξ πάκς, εκχ ζηδ βεκζά P:16 δ αφλδζδ 

βίκεηαζ πζμ έκημκδ ηαζ θηάκεζ ημ 8,6, Δζηυκα 29Β. 
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Γ.Α.8. Ζ κεηαθίλεζε ηεο α-synuclein ζηα κηηνρόλδξηα ζπλνδεύεηαη από ηε 

ζπζζώξεπζε ηνπ κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα FOXO3a ζην εζσηεξηθό ησλ 

κηηνρνλδξίσλ. 

΢ηζξ ζοκεήηεξ πμο πενζβνάθδηακ παναπάκς εθέβλαιε ηδκ έηθναζδ ημο 

ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα FOXO3a. Ο ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ FOXO3a ακήηεζ ζηδκ 

μζημβέκεζα ηςκ FOXO ιεηαβναθζηχκ παναβυκηςκ (Forkhead transcription factors of the O 

class - FOXOs) (Kaestner, Knochel et al. 2000). Απμηεθμφκ ζδιακηζημφξ ζηυπμοξ ημο 

PI3/Akt ιμκμπαηζμφ ηαζ είκαζ ααζζημί νοειζζηέξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ηδξ 

απυπηςζδξ, εκχ απμηεθμφκ ηαζ πανάβμκηεξ απυηνζζδξ ζημ μλεζδςηζηυ stress. ΢ημοξ 

κεονχκεξ δ εκενβμπμίδζδ ημο πανάβμκηα FOXO3a έπεζ δζηηυ νυθμ, είηε θεζημονβεί 

πνμζηαηεοηζηά έκακηζ ημλζηχκ παναβυκηςκ πανέπμκηαξ ακεεηηζηυηδηα θυβς 

εκενβμπμίδζδξ ηδξ έηθναζδξ βμκζδίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ απμημλίκςζδ απυ ηα ROS 

(Mojsilovic-Petrovic, Nedelsky et al. 2009; Hamanaka and Chandel 2010), είηε 

πνμάβμκηαξ ημ κεονςκζηυ εάκαημ εκενβμπμζχκηαξ ηδκ απυπηςζδ (Gilley, Coffer et al. 

2003; Davila and Torres-Aleman 2008; Dick and Bading 2010). 

Ανπζηά εθέβπεδηε, ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western, εάκ ηα μθζηά επίπεδα ημο 

FOXO3a πανάβμκηα ζηζξ βεκζέξ P:12 ηαζ P:16 επδνεάγμκηαζ. Όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ Δζηυκα 

29Α, δζαπζζηχεδηε αφλδζδ ηςκ ζοκμθζηχκ επζπέδςκ δ μπμία υιςξ ακζπκεφεηαζ ιυκμκ ζηδ 

βεκζά P:16, ζε ζοιθςκία ιε ηα ζοκμθζηά επίπεδα έηθναζδξ ηδξ εκενβμφξ ιμνθήξ Akt, 

Δζηυκα 28Α. Δπίζδξ δ αφλδζδ ζηα ζοκμθζηά επίπεδα FOXO3a ζοιθςκεί ιε ηδκ αφλδζδ 

ζηα εκδμβεκή επίπεδα α-synuclein δ μπμία παναηδνείηαζ ιυκμ ζηδ βεκζά P:16. ΢ε αζεεκείξ 

ιε κυζμ ημο Parkinson έπεζ παναηδνδεεί αολδιέκδ δναζηζηυηδηα ηςκ FOXO 

ιεηαβναθζηχκ παναβυκηςκ ζημκ εβηέθαθμ (Dumitriu, Latourelle et al. 2012), εκχ 

επζπθέμκ έπεζ επζαεααζςεεί μ ζοκεκημπζζιυξ ηδξ πνςηεΐκδξ FOXO3a ιε ηδκ α-synuclein 

ζηα ζςιάηζα ημο Lewy ηαεχξ ηαζ ζημοξ Lewy κεονίηεξ (Su, Liu et al. 2009). Δπζπθέμκ 

πνυζθαηδ ιεθέηδ απμηάθορε υηζ δ οπενέηθναζδ ημο FOXO3a έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδ 

ιείςζδ ζημ πθευκαζια ηδξ ιμκμιενμφξ ιμνθήξ ηδξ α-synuclein, εκχ δεκ επδνεάγεζ ηα 

επίπεδα ηδξ ζοζζςνεοιέκδξ ιμνθήξ. Η ιείςζδ αοηή επζηοβπάκεηαζ ιέζς απμζημδυιδζδξ 

θυβς εκενβμπμίδζδξ ηδξ αοημθαβίαξ (Pino, Amamoto et al. 2014). 

΢ηδ ζοκέπεζα εθέβπεδηε ζηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ εάκ μ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ 

FOXO3a ιεηαημπίγεηαζ ζηα ιζημπυκδνζα. Ο ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ FOXO3a 

απακηάηαζ θοζζμθμβζηά ζηα ιζημπυκδνζα ηςκ κεονςκζηχκ ηοηηάνςκ υπμο αθθδθεπζδνά ιε 
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ημ mtDNA ζηδκ πενζμπή εθέβπμο D-loop (Caballero-Caballero, Engel et al. 2013), ιέζς 

ημο ιμηίαμο ακαβκχνζζδξ GTAAA(C/T)A (Greer and Brunet 2005), Δζηυκα 30.  

 

Δηθόλα 30. Θέζε δέζκεπζεο ηνπ κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα 

FOXO3a, ζηελ πεξηνρή D-loop ηνπ κηηνρνλδξηαθνύ DNA 

(mtDNA). 

 

 

Διπθέηεηαζ ζημκ έθεβπμ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ θεζημονβίαξ, ζηδ ιμνθμθμβία ηαζ ζηδ 

αζμβέκεζδ ηςκ ιζημπμκδνίςκ (Ferber, Peck et al. 2012), εκχ ημ βεβμκυξ υηζ δ PINK1 

πνςηεΐκδ (Δζζαβςβή Α.1.4.) απμηεθεί ηαεμδζηυ ζηυπμ ημο FOXO3a αθήκεζ ακμζπηυ ημ 

εκδεπυιεκμ ζοζπέηζζδξ ιε ηδ ιζημθαβία (Mei, Zhang et al. 2009). Γζα ημ θυβμ αοηυ έβζκε 

απμιυκςζδ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ (C) – ιζημπμκδνζαηχκ (M) εηποθζζιάηςκ ηαζ υπςξ 

δζαπζζηχεδηε, ιεηά απυ πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western, δ αφλδζδ ηςκ 

ζοκμθζηχκ επζπέδςκ FOXO3a ζηδ βεκζά P:16 έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδκ έκημκδ ιεηαηυπζζδ 

αοημφ ζηα ιζημπυκδνζα, Δζηυκα 31Β. Η αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ζοιααδίγεζ ιε ηα ζοκμθζηά 

επίπεδα, Δζηυκα 31Α. Σμ βεβμκυξ αοηυ ένπεηαζ ζε ζοιθςκία ιε ηδκ ιεηαηυπζζδ ηδξ Akt 

ζηα ιζημπυκδνζα, υπςξ παναηδνήεδηε ζηδκ Πανάβναθμξ Γ.Β.6., Δζηυκα 28Β. 

 

Δηθόλα 31. Ζ ρξόληα έθζεζε ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA έρεη σο απνηέιεζκα ηε κεηαηόπηζε ηνπ 

κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα FOXO3a ζηε γεληά P:16 ζηα κηηνρόλδξηα. Α. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western 

υπμο απμηοπχκεηαζ δ έηθναζδ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα FOXO3a ζε μθζηά εηποθίζιαηα πνςηεσκχκ 

ζηδ βεκζά P:12 ηαζ P:16. Χξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ β-actin. Β. 

Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ζε ηοηηανμπθαζιαηζηά (C) ηαζ ιζημπμκδνζαηά (Μ) εηποθίζιαηα ζηδ βεκζά 

P:12 ηαζ P:16 υπμο επζαεααζχκεηαζ δ έκημκδ ιεηαηυπζζδ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα FOXO3a ζηα 

ιζημπυκδνζα ζηδ βεκζά P:16. Χξ ιζημπμκδνζαηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ πνςηεΐκδ Tim23, 

εκχ ςξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ δ β-tubulin. 
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Γ.Α.9. ΢ην κνληέιν ρξόληαο έθζεζεο ζηελ ηνμίλε 6-OHDA εληνπίζηεθαλ κεηαβνιέο 

ζηα δνκηθά γνλίδηα ηεο κηηνρνλδξηαθήο ιεηηνπξγίαο θαζώο θαη ζε γνλίδηα πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζηελ αληηνμεηδσηηθή άκπλα. 

΢ηδ ζοκέπεζα απμθαζίζαιε κα ιεθεηήζμοιε ηδκ έηθναζδ πνςηεσκχκ πμο 

ζοιιεηέπμοκ ζημ ιεηααμθζζιυ ημο ζζδήνμο ηαεχξ ηαζ ζηδκ ακηζμλεζδςηζηή άιοκα ημο 

ηοηηάνμο. Σέημζεξ πνςηεΐκεξ είκαζ δ Sideroflexin 3 (SfxN3), ημ οπενμλείδζμ ηδξ 

δζζιμοηάζδξ ημο ιαββακίμο (superoxide dismutase (Mn)SOD,) ηαεχξ ηαζ ηδκ έηθναζδ 

ημο Cytochrome C (Cyt C). 

Η πνςηεΐκδ Sideroflexin 3 (SfxN3) ακήηεζ ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ sideroflexin, είκαζ 

ιζα πνςηεΐκδ ιεηαθμνέαξ πμο επζηνέπεζ ηδ ιεηαθμνά ζυκηςκ δζαιέζμο ηδξ ιειανάκδξ. 

Δδνάγεηαζ ζηδκ ελςηενζηή ιζημπμκδνζαηή ιειανάκδ ηαζ απμηεθεί ημκ πζεακυηενμ 

ιεηαθμνέα ζζδήνμο εκηυξ ημο ιζημπμκδνίμο. Σμ ιζημπυκδνζμ απμηεθεί ημ ηέκηνμ 

μιμζυζηαζδξ ημο ζζδήνμο, αθμφ εηεί ανπζηά ηαηακαθχκεηαζ βζα ηδ ζφκεεζδ ηδξ Αίιδξ, ημ 

ζπδιαηζζιυ ζοζηάδςκ Fe–S ηαζ ηδκ απμεήηεοζδ απυ ηδ ιζημπμκδνζαηή πνςηεΐκδ 

απμεήηεοζδξ ζζδήνμο ηδ Φεννζηίκδ (Ajioka, Phillips et al. 2006; Lill 2009; Asano, 

Komatsu et al. 2011). Ο ζίδδνμξ ιέζς ηδξ ακαζηνέρζιδξ ιεηαηνμπήξ απυ Fe
++

 ζε Fe
+++

 

έπεζ ηδκ ζηακυηδηα ιεηαθμνάξ δθεηηνμκίςκ ζηα Κοημπνχιαηα ηαζ ζηδκ ακαπκεοζηζηή 

αθοζίδα. Γζαηαναπέξ ζηδκ μιμζυζηαζδ ημο ζζδήνμο ζοκεζζθένμοκ ζηδκ ακάπηολδ 

κεονμεηθοθζζηζηχκ δζαηαναπχκ, εκχ ζοβηεηνζιέκα ζηδκ πενζμπή SNpc αζεεκχκ ιε 

Parkinson έπμοκ παναηδνδεεί αολδιέκα επίπεδα ζζδήνμο πμο πζεακυκ ζπεηίγμκηαζ ιε ηδ 

ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ Φεννζηίκδξ (Blum, Torch et al. 2001; Chen and Paw 2012). Τρδθά 

επίπεδα ζζδήνμο έπμοκ επζαεααζςεεί ηαζ in vivo ζηδκ πενζμπή ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ ηαζ ζημ 

νααδςηυ ζχια ημο εβηεθάθμο, ζε πανηζκζμκζαηά ιμκηέθα πμκηζημφ ιεηά απυ 

ζοζηδιαηζηή εκέζζιδ πμνήβδζδ 6-OHDA. Σα ορδθά επίπεδα ζζδήνμο ιε ηδ ζεζνά ημοξ 

ζοκεζζθένμοκ ζηδκ παναβςβή ROS (Blum, Torch et al. 2001). Η ιεζςνφειζζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ SfxN3 έπεζ επζαεααζςεεί ζηδ κυζμ ημο Parkinson ζακ απυννμζα ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ δοζθεζημονβίαξ (Simunovic, Yi et al. 2009).  

Όζμκ αθμνά ηδκ πνςηεΐκδ MnSOD ακήηεζ ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ ακηζμλεζδςηζηχκ 

εκγφιςκ SOD, δ μπμία πενζθαιαάκεζ ηνία ιέθδ, ημ οπενμλείδζμ ηδξ δζζιμοηάζδξ ημο 

παθημφ/ρεοδανβφνμο (superoxide dismutase (Cu/Zn)SOD, SOD1), ημ μπμίμ θεζημονβεί 

ζημ ηοηηανυπθαζια, ημ οπενμλείδζμ ηδξ δζζιμοηάζδξ ημο ιαββακίμο (superoxide 

dismutase (Mn)SOD, SOD2) ημ μπμίμ ζοιιεηέπεζ ζηδκ ακηζμλεζδςηζηή άιοκα εκηυξ ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ ιήηναξ ηαζ ημ οπενμλείδζμ ηδξ δζζιμοηάζδξ 3 πμο εδνάγεηαζ ηαζ 
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θεζημονβεί ζημκ ελςηοηηάνζμ πχνμ (extracellular superoxide dismutase ECSOD ή SOD3) 

(Candas and Li 2014). H πνςηεΐκδ MnSOD ηςδζημπμζείηαζ απυ ημ πονδκζηυ DNA ηαζ δ 

έηθναζή ημο είκαζ άιεζα ελανηχιεκδ απυ ηδκ μλεζδμακαβςβζηή ηαηάζηαζδ ημο 

ιζημπμκδνίμο. Ανπζηά εζζένπεηαζ ζηδ ιζημπμκδνζαηή ιήηνα υπμο ζπδιαηίγεζ πθήνςξ 

θεζημονβζηά ηεηναιενή πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδκ απμημλίκςζδ ηςκ εθεφεενςκ νζγχκ 

μλοβυκμο • O2
−
 (Fridovich 1995; Kim, Murphy et al. 2005). Η πανμοζία ημο MnSOD ζηα 

ιζημπυκδνζα απμζημπεί ζηδκ άιεζδ ιεηαηνμπή ηςκ παναπνμσυκηςκ ηδξ μλεζδςηζηήξ 

θςζθμνοθίςζδξ ζημκ ηυπμ παναβςβήξ ημοξ μφημξ χζηε ηα οπενμλείδζα κα ιδκ 

δζαπενκμφκ ηζξ ιειανάκεξ ηαζ κα πνμηαθμφκ επζπηχζεζξ ζηα αζμιυνζα. Ο πνμζηαηεοηζηυξ 

νυθμξ ημο MnSOD έκακηζ ημο μλεζδςηζημφ stress έπεζ ιεθεηδεεί εηηεκχξ, δίκμκηαξ έιθαζδ 

ζημκ ηνίζζιμ νυθμ ημο ζηδ δζαηήνδζδ ηδξ ηοηηανζηήξ θοζζμθμβίαξ ζε απυηνζζδ ζημ 

μλεζδςηζηυ stress. Πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ δ ζοζζχνεοζδ ROS εκηυξ ημο 

ιζημπμκδνίμο μδδβμφκ ζηδ ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ εζζαβςβήξ ημο εκγφιμο MnSOD ζημ 

ιζημπυκδνζμ, αθμφ δ ιζημπμκδνζαηή ιδπακή ιεηαθμνάξ πνςηεσκχκ ηαζ ζυκηςκ απμηεθεί 

εοαίζεδημ ζηυπμ ηςκ νζγχκ οπενμλεζδίμο, ηαηά ζοκέπεζα θζβυηενμ θεζημονβζηυ MnSOD 

έκγοιμ οπυ μλεζδςηζηέξ ζοκεήηεξ (Wright, Terada et al. 2001). Δπζπθέμκ ιεζςιέκα 

επίπεδα έηθναζδξ ημο εκγφιμο έπμοκ επζαεααζςεεί ζε δζάθμνεξ κεονμεηθοθζζηζηέξ 

δζαηαναπέξ (Evans, Dizdaroglu et al. 2004).  

Σμ cytochrome C, είκαζ ιζα ιζηνή πνςηεΐκδ πμο εκημπίγεηαζ ζηδκ εζςηενζηή 

ιζημπμκδνζαηή ιειανάκδ πνμζδεδειέκδ ζημ θςζθμθζπίδζμ CL. Απμηεθεί ζοζηαηζηυ ηδξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ ηαζ είκαζ οπεφεοκμ βζα ηδ ιεηαθμνά δθεηηνμκίςκ ζημ ζφιπθμημ 

IV. Η δζάζπαζή ημο απυ ηδκ εζςηενζηή ιζημπμκδνζαηή ιειανάκδ ηαζ δ απεθεοεένςζδ 

ιέζς ηςκ πυνςκ ηδξ ελςηενζηήξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ ζημ ηοηηανυπθαζια απμηεθεί 

ημ εκανηηήνζμ αήια ηδξ απυπηςζδξ (Orrenius and Zhivotovsky 2005).  

Mε πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά western ζηα ζδιεία ακαθμνάξ P:12 ηαζ 

P:16 παναηδνήεδηε δ ιείςζδ ζηδκ έηθναζδ ηςκ πνςηεσκχκ MnSOD, SfxN3 ηαζ Cyt C, 

ζοβηεηνζιέκα ζηδ βεκζά P:16, Δζηυκα 32. Αοηυ επζαεααζχκεηαζ ηαζ ζηζξ δφμ 

ζοβηεκηνχζεζξ 6-OHDA (δζαδνμιέξ 5 ηαζ 6), ιε πζμ έκημκδ ιείςζδ ζε εηείκδ ηςκ 5ιΜ 

(δζαδνμιή 6). ΢ηδ βεκζά P:12 δεκ παναηδνήεδηε ηαιία ιεηααμθή (δζαδνμιέξ 1-3). Σα 

απμηεθέζιαηα αοηά ένπμκηαζ ζε πθήνδ ζοιθςκία ιε πνμδβμφιεκδ ιεθέηδ πνυκζαξ 

έηεεζδξ πμκηζηχκ ζηδ κεονμημλίκδ MPTP βζα 6 εαδμιάδεξ (Patki, Che et al. 2009).  
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Δηθόλα 32. Έιεγρνο ησλ πξσηετλώλ MnSOD, Cyt C 

θαη SFxN3 ζην κνληέιν ρξόληαο έθζεζεο ζηε 

λεπξνηνμίλε 6-OHDA. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western 

υπμο απμηοπχκεηαζ δ έηθναζδ ηςκ πνςηεσκχκ MnSOD, 

SfxN3, ηαζ Cyt C, ζηδ βεκζά P:12 ηαζ P:16. Η πνςηεΐκδ 

Tim23 πνδζζιμπμζήεδηε ςξ ιζημπμκδνζαηυξ δείηηδξ 

ζζμθυνηςζδξ, εκχ ςξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ 

ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ β-tubulin. 

 

 

Γ.Α.10. Έιεγρνο ηνπ mtDNA γηα κεηαιιάμεηο ή απαινηθέο κε ηε κεζνδνινγία ηνπ «ελ 

ησ βάζεη» λνπθιενηηδηθήο αιιεινύρεζεο (Deep Sequencing). 

΢ε ηοηηανζηυ επίπεδμ, δ κυζμξ ημο Parkinson έπεζ επίζδξ ζοκδεεεί ιε ηδ 

ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία, δ μπμία ειθακίγεηαζ πνζκ απυ ηδκ έκανλή ηςκ 

ζοιπηςιάηςκ, ηαζ θαίκεηαζ υηζ απμηεθεί έκακ ιάθθμκ ημζκυ, παεμθμβζηυ ιδπακζζιυ ηςκ 

κεονμεηθοθζζηζηχκ δζαηαναπχκ. Ο πζεακυξ νυθμξ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ δοζθεζημονβίαξ 

ζηδκ παεμβέκεζδ ηδξ PD εκζζπφεδηε ζδιακηζηά ςξ ζδέα, ιυθζξ θίβα πνυκζα πνζκ, υηακ δφμ 

ακελάνηδηεξ ιεθέηεξ απμηάθορακ υηζ ηα κεονζηά ηφηηανα ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ 

παναηηδνίγμκηαζ απυ ζδιακηζηυ ανζειυ εθθεζιιάηςκ ζημ mtDNA ηαζ δζαηαναπή ηδξ 

θεζημονβίαξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ ημοξ. ΢ήιενα βκςνίγμοιε υηζ μζ κημπαιζκενβζημί κεονχκεξ 

ημο ιεζεβηεθάθμο είκαζ ζδζαίηενα εοάθςημζ ζε αθάαεξ ημο mtDNA, ηαεχξ ηαζ ζηδ 

ζοζζχνεοζδ ιεηαθθάλεςκ εηεί, ζοβηνζηζηά ιε κεονχκεξ απυ άθθεξ πενζμπέξ ημο 

εβηεθάθμο.  

Γζα ημοξ παναπάκς θυβμοξ, απμθαζίζαιε κα εθέβλμοιε εάκ δ πνυκζα πμνήβδζδ 

ηδξ ημλίκδξ 6-OHDA, ζημ in vitro ιμκηέθμ, έπεζ πνμηαθέζεζ κμοηθεμηζδζηέξ αθθαβέξ - 

ιεηαθθάλεζξ ζημ mtDNA, μζ μπμίεξ κα ζοζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ειθάκζζδ ηςκ θαζκμηοπζηχκ 

ιεηααμθχκ πμο πενζβνάθδηακ παναπάκς. Ανπζηά, έβζκε εκίζποζδ ημο mtDNA ιε PCR, ζε 

δφμ ιεβάθα ηιήιαηα. Η εκίζποζδ έβζκε ιε δφμ γεφβδ αθθδθεπζηαθοπηυιεκςκ εηηζκδηχκ, 

έκα γεφβμξ βζα ημ ηιήια Α ηαζ έκα βζα ημ ηιήια Β, μφηςξ χζηε κα εκζζπφεηαζ ημ ζφκμθμ 

ημο mtDNA, Δζηυκα 33Α. Σα πνμσυκηα πμο πνμηφπημοκ απυ ηδκ ακηίδναζδ PCR είκαζ ηα 

ηιήιαηα Α ηαζ Β ιήημοξ 9289 ηαζ 7752 γεοβχκ αάζεςκ (base pairs - bp), Δζηυκα 33Β. Σα 

ηιήιαηα Α ηαζ Β πμο εκζζπφμκηαζ πνμμνίγμκηαζ βζα ακάθοζδ μθζηήξ ζάνςζδξ ημο 

ιζημπμκδνζαημφ βμκζδζχιαημξ πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ ηεθεοηαία ηεπκμθμβία ηδξ «εκ ης 

αάεεζ» κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμφπδζδξ (Deep Sequencing). Η ζφβηνζζδ πμο αημθμφεδζε 
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ακαθένεηαζ ζημ πςνίξ έηεεζδ ζηδκ ημλίκδ 6-OHDA δείβια ηαζ ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 

5ιM 6-OHDA ζηδ βεκζά P:16 ιε ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο. Η ζφβηνζζδ ηςκ αθθδθμοπζχκ 

απμηάθορε ιζα ζεζνά απυ πμθοιμνθζζιμφξ (a single nucleotide polymorphism – SNP). Σα 

SNPs είκαζ μ πζμ ημζκυξ ηφπμξ ηδξ βεκεηζηήξ πμζηζθμιμνθίαξ ιεηαλφ ηςκ ακενχπςκ ηαζ 

ακηζζημζπεί ζε ιζα αθθαβή ζε έκα κμοηθεμηίδζμ ζε ιζα ζοβηεηνζιέκδ εέζδ ζημ DNA. Γζα 

πανάδεζβια, ζε ιία ζοβηεηνζιέκδ εέζδ αάζεςξ ζημ ακενχπζκμ βμκζδίςια, δ αάζδ C 

ιπμνεί κα ειθακζζηεί ζηα πενζζζυηενα άημια, αθθά ζε ιζα ιεζμρδθία ηςκ αηυιςκ, δ εέζδ 

έπεζ ακηζηαηαζηαεεί απυ αάζδ A. Αοηυ ακηζζημζπεί ζε έκα SNP ζε αοηή ηδ ζοβηεηνζιέκδ 

εέζδ αάζεςξ, μζ δφμ πζεακέξ παναθθαβέξ κμοηθεμηζδίςκ - C ή Α – μκμιάγμκηαζ 

αθθδθυιμνθα (alleles) βζα ηδ αάζδ ζηδ ζοβηεηνζιέκδ εέζδ. 

 
Δηθόλα 33. Δλίζρπζε ηνπ ζπλνιηθνύ κηηνρνλδξηαθνύ DNA. Α. Η εέζδ εκημπζζιμφ ηςκ εηηζκδηχκ βζα 

ηιήιαηα Α ηαζ Β πάκς ζημ mtDNA. Β. Ακηζπνμζςπεοηζηή εζηυκα, ηςκ ηιδιάηςκ Α ηαζ Β, πμο εκζζπφμκηαζ 

ιε αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ - PCR. 
 

΢ηδκ πθεζμρδθία μζ πενζζζυηενμζ SNPs ακηζζημζπμφκ ιυκμ ζε δφμ δζαθμνεηζηά 

αθθδθυιμνθα, έπμοκ εκημπζζηεί ςζηυζμ ηαζ SNPs ζηα μπμία ηνεζξ δζαθμνεηζηέξ 

παναθθαβέξ αάζδξ ιπμνεί κα ζοκοπάνπμοκ ιέζα ζε έκα πθδεοζιυ (triallelic) (Hodgkinson 

and Eyre-Walker 2010). Απακηχκηαζ θοζζμθμβζηά ζημ ακενχπζκμ βμκζδίςια ιε ζοπκυηδηα 

1 ακά 300 κμοηθεμηίδζα, εκχ ιεβαθφηενδ ζοπκυηδηα ειθακίγμοκ ζηδκ αθθδθμοπία ιεηαλφ 

ηςκ βμκζδίςκ. Σα πενζζζυηενα SNPs δεκ έπμοκ ηαιία επίπηςζδ ζηδκ οβεία ηαζ ηδκ 

ακάπηολδ, ςζηυζμ υηακ ζοιααίκμοκ ζημ εζςηενζηυ εκυξ βμκζδίμο ή ζηδ νοειζζηζηή 

πενζμπή ημο, ιπμνεί κα δζαδναιαηίζμοκ πζμ άιεζμ νυθμ ζηδκ ειθάκζζδ ιζαξ δζαηαναπήξ 

επδνεάγμκηαξ ηδ θεζημονβία ημο βμκζδίμο. Η ιεθέηδ ημοξ πανέπεζ ζδιακηζηέξ πθδνμθμνίεξ 

βζα ηδκ παναημθμφεδζδ ηδξ ηθδνμκμιζηυηδηαξ βμκζδίςκ πμο εοεφκμκηαζ βζα ηδκ ειθάκζζδ 
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αζεεκεζχκ ιεηαλφ μζημβεκεζχκ. Οζ ακηζηαηαζηάζεζξ πμο πνμηφπημοκ απυ ηα SNPs ζηζξ 

ηςδζηέξ πενζμπέξ ηςκ βμκζδίςκ ηαηδβμνζμπμζμφκηαζ ζε ζοκχκοιεξ και μδ ζοκχκοιεξ 

ακηζηαηαζηάζεζξ. Οζ ζοκχκοιεξ ακηζηαηαζηάζεζξ δεκ μδδβμφκ ζηδκ αθθαβή ημο αιζκμλέςξ 

ζηδκ πνςηεΐκδ, πςνίξ ςζηυζμ αοηυ κα απμηθείεζ ημ εκδεπυιεκμ δ ακηζηαηάζηαζδ αοηή κα 

επδνεάζεζ ηδ θεζημονβία ηδξ πνςηεΐκδξ ιε άθθμοξ ηνυπμοξ. ΢ηζξ ιδ ζοκχκοιεξ 

ακηζηαηαζηάζεζξ, υπςξ μζ πανακμδιαηζηέξ, δ αθθαβή ιζαξ αάζδξ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ 

αθθαβή ζημ αιζκμλφ πμο ηςδζημπμζείηαζ ηαζ ηαηά ζοκέπεζα δοζθεζημονβία πμο μδδβεί ζε 

αζεέκεζα. Όπςξ έπμοιε πνμακαθένεζ ημ ιζημπμκδνζαηυ βμκζδίςια απακηάηαζ ζε πμθθαπθά 

ακηίβναθα ηαζ ηςδζημπμζεί 13 ζδιακηζηέξ πνςηεΐκεξ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ 

αθοζίδαξ. Οζ ιεηαθθάλεζξ πμο ηθδνμκμιμφκηαζ απυ ημ mtDNA είκαζ ιζα ζδιακηζηή αζηία 

ηςκ ακενχπζκςκ αζεεκεζχκ (Taylor and Turnbull 2005). Οζ ιεηαθθάλεζξ αοηέξ 

δζαπςνίγμκηαζ αάζδ εκυξ ζδζαίηενμο παναηηδνζζηζημφ ηδξ βεκεηζηήξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ ηδκ 

μιμπθαζιία (επδνεάγμκηαζ υθα ηα ακηίβναθα ημο ιζημπμκδνζαημφ βμκζδζχιαημξ) ηαζ ηδκ 

εηενμπθαζιία (επδνεάγμκηαζ ιενζηά απυ ηα ακηίβναθα ημο ιζημπμκδνζαημφ βμκζδζχιαημξ), 

Δζηυκα 34.  

 

 

Δηθόλα 34. ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο 

νκνπιαζκίαο, θαηάζηαζε ζηελ νπνία 

επεξεάδνληαη όια ηα αληίγξαθα mtDNA ηνπ 

θπηηάξνπ θαη ηεο εηεξνπιαζκίαο, θαηάζηαζε 

ζηελ νπνία επεξεάδνληαη κεξηθά από ηα 

αληίγξαθα mtDNA. 

 

 

 

 

Η εηενμπθαζιία μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ εκυξ ιμηίαμο ιςζασημφ εκηυξ ηςκ 

ηοηηάνςκ εκυξ ζζημφ ιε ηφηηανα ζηα μπμία δ ακαπκεοζηζηή αθοζίδα θεζημονβεί ηακμκζηά 

ηαζ ιε ηφηηανα ζημ μπμία πανμοζζάγεηαζ ακεπάνηεζα, παναηηδνζζηζηυ ηδξ πανμοζίαξ 

εηενμπθαζιζηχκ αθααχκ ζημ mtDNA. Η ζοζζχνεοζδ ιεηαθθάλεςκ ζημ mtDNA έπεζ 

ζοζπεηζζηεί ιε ηδ βήνακζδ ηαζ ηδ κεονμεηθφθζζδ, εκχ ορδθά επίπεδα ιζημπμκδνζαηχκ 

απαθμζθχκ έπμοκ ζοζπεηζζηεί ιε ηδ βήνακζδ ηαζ ηδ κυζμ ημο Parkinson (Bender, 

Krishnan et al. 2006). Δπζπθέμκ πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ υηζ ορδθά επίπεδα 
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ιεηαθθαβχκ ζημ mtDNA πνμηαθμφκ ακεπάνηεζα ζπεηζγυιεκδ ιε ηδκ δθζηία, ζηδκ 

μλεζδάζδ ημο ηοημπνχιαημξ c (cytochrome c oxidase - COX), δδθαδή ζηδ δναζηδνζυηδηα 

ημο ζοιπθυημο IV, θυβς ημο υηζ 3 απυ ηζξ 13 οπμιμκάδεξ ημο ζοιπθυημο 

ηςδζημπμζμφκηαζ απυ ημ mtDNA (Cottrell, Blakely et al. 2001).   

Η ακάθοζδ μθζηήξ ζάνςζδξ ημο ιζημπμκδνζαημφ βμκζδζχιαημξ έβζκε βζα ηνία 

δζαθμνεηζηά δείβιαηα: 1. Καθθζένβεζα εθέβπμο SH-SY5Y, 2. ηαθθζένβεζα SH-SY5Y 

απμοζία ημλίκδξ 6-OHDA ζηδ βεκζά P:16 ηαζ 3. ηαθθζένβεζα SH-SY5Y πανμοζία ημλίκδξ 

6-OHDA ζοβηέκηνςζδξ 5ιM ζηδ βεκζά P:16. Η ζοβηνζηζηή ακάθοζδ έβζκε αάζδ ηδξ 

αθθδθμοπίαξ ακαθμνάξ βζα ημ ιζημπμκδνζαηυ βμκζδίςια NC_012920.1 απυ ηδ αάζδ 

δεδμιέκςκ NCBI. Όπςξ ήηακ ακαιεκυιεκμ, πνμέηορακ ζοκμθζηά 10 ημζκέξ εέζεζξ SNPs 

βζα ηα ηνία δείβιαηα, Πίκαηαξ 4. Απυ αοημφξ, 7 εέζεζξ ακηζζημζπμφκ ζηα απμηαθμφιεκα 

ημζκά πθδεοζιζαηά SNPs, δδθαδή πμθοιμνθζζιμί πμο απακηχκηαζ ζημκ ακενχπζκμ 

πθδεοζιυ ζε πμζμζηυ ημοθάπζζημκ 1% (m.263A>G, m.750A>G, m.1438A>G, 

m.4769A>G, m.11016G>A, m.15326A>G ηαζ m.16519 T > C), ελ αοηχκ μζ δφμ 

εκημπίζηδηακ ζηδ ιζημπμκδνζαηή ιδ ηςδζηή πενζμπή D-loop (m.263A>G, m.16519T>C), 

εκχ μζ άθθμζ ηνείξ ημζκμί πμθοιμνθζζιμί (m.1217G>A, m.6267G>A, m.6457T>C) 

πζεακυκ κα απμηεθμφκ παναηηδνζζηζηυ ηδξ ηοηηανζηήξ ζεζνάξ. Επζπθέμκ, εκημπίζηδηε έκαξ 

πμθοιμνθζζιυξ ζηδκ ηςδζηή πενζμπή ημο βμκζδίμο ATP6, πμο απμηεθεί ιζα απυ ηζξ 17 

οπμιμκάδεξ ηδξ ATP ζοκεάζδξ ή ημο ζοιπθυημο V ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, ζηδ 

εέζδ m.8860A>G. Απμηεθεί ιία πανακμδιαηζηή ακηζηαηάζηαζδ πμο μδδβεί ζε επίπεδμ 

πνςηεΐκδξ ζηδ ιεηαθθαβή Thr112Ala. Σμ βμκίδζμ ηδξ ATP6 είκαζ πμθφ επζννεπέξ ζε 

πανακμδιαηζηέξ ακηζηαηαζηάζεζξ αιζκμλέςκ ζε αζεεκείξ ιε ηανηίκμ ημο ιαζημφ 

(Ghaffarpour, Mahdian et al. 2014), εκχ μ ζοβηεηνζιέκμξ πμθοιμνθζζιυξ έπεζ εονέςξ 

ζοζπεηζζηεί ιε ηδ κυζμ Alzheimer (Ridge, Maxwell et al. 2012).  

Σέθμξ ζημ δείβια SH-SY5Y πανμοζία ημλίκδξ 6-OHDA ζοβηέκηνςζδξ 5ιM ζηδ 

βεκζά P:16, εκημπίζηδηε ιζα εέζδ απαθμζθήξ ζηδ εέζδ m.9906deIG ζημ βμκίδζμ COX3 

(Cytochrome c oxidase subunit 3 - COX3), πμο απμηεθεί ιία απυ ηζξ ηεκηνζηέξ οπμιμκάδεξ 

ημο ζοιπθυημο IV ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, Πίκαηαξ 4. Χζηυζμ, 

επεζδή δ ακάθοζδ ακελάνηδημο δείβιαημξ δεκ επζαεααίςζε ηδκ απαθμζθή, ζημ δείβια 

πανμοζία ηδξ ημλίκδξ, πμο οπμδδθχκεζ υηζ ιπμνεί κα απμηεθεί έκα ηοπαίμ βεβμκυξ ή ιζα 

απαθμζθή πμο κα οπάνπεζ ζε πμθφ παιδθά πμζμζηά. Οζ πνμζεήηεξ ή μζ απαθμζθέξ 

(Insertions and deletions -Indels), απμηεθμφκ ημ δεφηενμ πζμ ημζκυ ηφπμ πμθοιμνθζζιχκ. 

Σμ ιέζμ πμζμζηυ ημο νοειμφ πνυηθδζδξ ηςκ indels είκαζ έκα ζε 5.1 έςξ 13.2 kb ημο 
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DNA (Mills, Luttig et al. 2006), εκχ εηηζιάηαζ υηζ ζοβηνζηζηά ιε ηα SNPs έπμοκ μπηχ 

θμνέξ ιζηνυηενδ πζεακυηδηα πνυηθδζδξ (Abecasis, Altshuler et al. 2010). Πμθφ ορδθά 

επίπεδα απαθμζθχκ ζημ ιζημπμκδνζαηυ βμκζδίςια (~50%) έπμοκ πενζβναθεί ζημοξ 

κεονχκεξ ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ ζε δείβιαηα εθέβπμο δθζηζςιέκςκ αηυιςκ ηαεχξ ηαζ ζε 

αζεεκείξ ιε κυζμ ημο Parkinson (Bender, Krishnan et al. 2006; Kraytsberg, Kudryavtseva 

et al. 2006). Αοηέξ μζ ιεηαθθάλεζξ επεηηείκμκηαζ ηαζ εάκ επζηεοπεμφκ ορδθά επίπεδα ιζαξ 

ιειμκςιέκδξ ιεηάθθαλδξ, ηυηε αοηυ μδδβεί ζε ιζα αζμπδιζηή δζαηαναπή (Reeve, Krishnan 

et al. 2008). ΢ημ ζδιείμ αοηυ κα ημκίζμοιε υηζ ζηα δείβιαηα ιαξ ιπμνεί κα οπάνπμοκ 

ιεηαθθαβέξ ή απαθμζθέξ μζ μπμίεξ κα ανίζημκηαζ ζε πμθφ ιζηνά ιδ ακζπκεφζζια πμζμζηά.  
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Πίλαθαο 6. Απμηφπςζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ απυ ηδκ ακάθοζδ ηδξ «εκ ης αάεεζ» κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμφπδζδξ (Deep Sequencing) βζα ημ 

ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA. 

 

 

Κνηλά SNPs 

Γνληδίσκα Ννπθιενηηδηθή 

Θέζε 

Ννπθιενηίδην 

Αλαθνξάο 

Ννπθιενηηδηθή 

Παξαιιαγή 

Κιήζε 

Αιιεινκόξθνπ 

΢πρλόηεηα 

Δκθάληζεο 

Πνηόηεηα Σύπνο 

Παξαιιαγήο 

Γελεηηθή 

Πεξηνρή  

Κσδηθόο Σαπηνπνίεζεο 

Μεηαγξάθνπ 

Ννπθι. 

Παξαιιαγή 

Μεηαγξάθνπ 

mtDNA 263 A G Οιυγοβμ 100 2209.92 SNP D-Loop NC_012920.1:576_1   

mtDNA 750 A G Οιυγοβμ 98.3 3275.66 SNP RNR1 MT-RNR1 

NC_012920.1:648_1601 

  

mtDNA 1217 G A Δηενυγοβμ 54.1 579.82 SNP RNR1 14T-RNR1 

NC_012920.1:648_1601 

  

mtDNA 1438 A G Οιυγοβμ 100 4030.2 SNP RNR1 LIT-RNR1 

NC_012920.1:648_1601 

  

mtDNA 4769 A G Οιυγοβμ 100 820.57 SNP ND2 MT-ND2 

NC_012920.1:4470_5511 

m.4769A>G 

mtDNA 6267 G A Δηενυγοβμ 24.9 123.15 SNP COX1 LIT-001 

NC_012920.1:5904_7445 

m.6267G>A 

mtDNA 6457 T C Δηενυγοβμ 30.1 145.79 SNP COX1 luIT-001 

NC_012920.1:5904_7445 

m.6457T>C 

mtDNA 11016 G A Οιυγοβμ 100 809.33 SNP ND4 LIT-ND4 

NC_012920.1:10760_121

37 

m.11016G>A 

mtDNA 15326 A G Οιυγοβμ 100 2331.63 SNP CYTB MT-CYB 

NC_012920.1:14747_158

87 

m.15326A>G 

mtDNA 16519 T C Οιυγοβμ 100 2872.01 SNP D-Loop NC_012920.1:16569_160

24 

  

mtDNA 8860 A G Οιυγοβμ 100 158.92 SNP ATP6 MT-ATP6 

NC_012920.1:8527_9207 

m.8860A>G 

Μόλν ζην δείγκα 5κM 6-OHDA (P:16) 

mtDNA 9906 G - Οκόδπγν 100 1542.56 DEL COX3 MT-0O3 

NC_012920.1:9207_9990 

m.9906deIG 



 
 

 

 

 

 

 

 

Κνηλά SNPs 

Παξαιιαγή 

Πξσηεΐλεο 

΢πλέπεηεο ζηε 

Μεηάθξαζε 

Σηκή p Βάζε 

Γεδνκέλσλ SNP 

΢πρλόηεηα 

΢πάληνπ 

Αιιεινκόξθνπ 

΢πλήζε SNPs 

θαηά ηελ UCSC 

Κάιπςε Ref+/Ref- , 

Var+/Var- 

Μέγεζνο 

Οκνπνιπκεξνύο 

   1,75E-140 rs2853515 0,019 YES 146 A=0/0, 

G=102/44 

1 

   1,52E-139 rs2853518 0,011 YES 167 A=1/7, G=81/78 2 

   7,21E-15 rs28673326     51 G=13/10, 

A=17/11 

1 

   2,70E-139 rs2001030 0,044 YES 145 A=0/0, G=76/69 2 

p.M100M ΢οκχκοιδ 2,47E-20 rs3021086 0,006 YES 20 A=0/0, G=14/6 1 

p.A122T Πανακμδιαηζηή 7,18E-17 rs202216551 0,002   116 G=33/36, 

A=22/25 

1 

p.V185A Πανακμδιαηζηή 2,77E-11       93 T=27/32, 

C=12/22 

1 

p.S86N  Πανακμδιαηζηή 7,03E-171 rs3937033 0,421 YES 178 T=0/0, C=128/50 1 

p.T194A  Πανακμδιαηζηή 1,02E-221 rs2853515 0,019 YES 231 A=0/0, 

G=146/85 

1 

   0 rs2853518 0,011 YES 362 A=3/3, 

G=223/133 

2 

 Πανακμδιαηζηή 1,11E-46       48 G=0/0, A=18/30 1 

 Μόλν ζην δείγκα 5κM 6-OHDA (P:16) 

 Παξαλνεκαηηθή 3,78E-163 rs2853508 0,007   181 A=1/3, G=80/97 2 
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Γ.Α.11. Υνξήγεζε Φνιηθνύ νμένο (Folic acid, FA) ζην κνληέιν ρξόληαο έθζεζεο ζηε 

λεπξνηνμίλε 6-OHDA 

΢ηδ ζοκέπεζα εθέβπεδηε δ επίδναζδ ηδξ ακηζμλεζδςηζηήξ μοζίαξ θμθζηυ μλφ (folic 

acid, FA) ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA. Σμ FA είκαζ έκα 

εονέςξ πνδζζιμπμζμφιεκμ ζοιπθήνςια δζαηνμθήξ ζε ακενχπμοξ, ηαζ δ αζθάθεζά ημο 

είκαζ ηαθά εδναζςιέκδ. Πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ υηζ πμκηίηζα πμο 

οπμαάθθμκηαζ ζε δίαζηα παιδθμφ FA, έπμοκ πενζζζυηενεξ πζεακυηδηεξ κα ειθακίζμοκ ηδ 

κυζμ PD ζοβηνζηζηά ιε πμκηίηζα πμο έπμοκ ιζα ηακμκζηή δζαηνμθή (Duan, Ladenheim et 

al. 2002; Chen, Zhang et al. 2004). Δπζπθέμκ, ιεθέηδ ζηδ Drosophila melanogaster πμο 

θένμοκ ιεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ PINK1, πνμηαθμφκ πνχζιδ έκανλδ ηδξ κυζμο ημο 

Parkinson, έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ εκίζποζδ ηδξ δελαιεκήξ κμοηθεμηζδίςκ, πνμςεχκηαξ 

ηδ αζμβέκεζδ ηςκ ιζημπμκδνίςκ ηαζ ζοβπνυκςξ αεθηζχκμκηαξ ηδ θεζημονβία ηςκ κεονχκςκ 

ιε κεονμεηθφθζζδ, επζαεααζχκμκηαξ ημκ ιδπακζζιυ ιε ημκ μπμίμ θεζημονβεί. Σα εονήιαηα 

ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ ιεθέηδξ οπμζηδνίγμοκ υηζ δίαζηα ορδθή ζε FA ιπμνεί κα είκαζ 

εοενβεηζηή βζα ηδκ πνμμδεοηζηή δζαιυνθςζδ ηδξ PD, απμηνέπμκηαξ ηδκ ηαηαζημθή ηδξ 

ιζημπμκδνζαηή θεζημονβίαξ (Tufi, Gandhi et al. 2014).  

Σo FΑ είκαζ ζδιακηζηυ βζα ηδκ παναβςβή S-adenosylmethionine, ημκ ηφνζμ δυηδ 

ιεεοθίμο βζα ηδ ιεεοθίςζδ ημο DNA. Η ιεηαηνμπή ηδξ ιμκμθςζθμνζηήξ δεμλομονζδίκδξ 

(deoxyuridine monophosphate, dUMP) ζε ιυκμθςζθμνζηή εοιζδίκδ (thymidine 

monophosphate, TMP) απαζηεί θμθζηυ μλφ ιε ηδ ιμνθή 5,10, ιεεοθεκμηεηνατδνμθμθζημφ 

(5,10, methylenetetrahydrofolate) ςξ δυηδ ιεεοθίμο. Φοζζμθμβζηά, δ πμζυηδηα ηδξ 

ηνζθςζθμνζηήξ δεμλομονζδίκδξ (dUTP, πδβή ηδξ μοναηίθδξ) ζημ ηφηηανμ δζαηδνείηαζ 

πμθφ παιδθή ζοβηνζκυιεκδ ιε ηα επίπεδα ηδξ ηνζθςζθμνζηήξ δεμλοεοιζδίκδξ (dTTP, 

πδβή ηδξ εοιίκδξ), ειπμδίγμκηαξ ηδκ εκζςιάηςζδ ηδξ μοναηίθδξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

ζφκεεζδξ ημο DNA. Ακ αοηή δ αοζηδνή νφειζζδ δζαηαναπεεί ηαζ δ ακαθμβία ηδξ dUTP 

πνμξ ηδ dTTP αολδεεί, δ πμζυηδηα ηδξ μοναηίθδξ πμο εκζςιαηχκεηαζ θακεαζιέκα ζημ 

DNA επίζδξ αολάκεηαζ. ΢ε ζοκεήηεξ ελάκηθδζδξ ημο FA, δ πανειπυδζζδ ηδξ ιεεοθίςζδξ 

ηδξ dUMP ζε TMP μδδβεί ζε αφλδζδ ζηα ηοηηανζηά επίπεδα ηδξ dUTP ηαζ θακεαζιέκδ 

εκζςιάηςζδ εκηυξ ημο ιμνίμο ημο DNA ηδξ μοναηίθδξ ζηδ εέζδ ηδξ εοιίκδξ. Σμ 

ζφζηδια επζδζυνεςζδξ, ημ μπμίμ ιπμνεί κα δζαπςνίζεζ ηδκ μοναηίθδ απυ ηδ εοιίκδ, ζηδ 

ζοκέπεζα απμιαηνφκεζ ηδκ μοναηίθδ ιε ηδ αμήεεζα ιζαξ μοναηζθμ-DNA βθοημγοθάζδξ 

ηαζ κα επακαζοκεέζεζ ημ DNA, πνάβια πμο πενζθαιαάκεζ πνμζςνζκά ηδ ζπάζδ (ηυρζιμ) 

ημο ζηεθεημφ ημο DNA. Χζηυζμ, ακ δ ακαθμβία ηδξ dUTP πνμξ ηδ dTTP ζοκεπίζεζ κα 
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αολάκεηαζ, αοηή δ επακαζφκεεζδ ιπμνεί κα εκζςιαηχζεζ πάθζ μοναηίθδ ακηί εοιίκδξ. 

Αοηυξ μ ηφηθμξ ηεθζηά μδδβεί ζε εναφζεζξ ηδξ αθοζίδαξ ημο DNA ηαζ ζε ηαηάηιδζδ ημο 

πνςιμζχιαημξ, υηακ αοηέξ μζ πνμζςνζκέξ ζπάζεζξ ζημ DNA ζοιααίκμοκ δ ιία ιεηά ηδκ 

άθθδ ηαζ πμθφ ημκηά ιεηαλφ ημοξ (Goulian, Bleile et al. 1980; Reidy 1987; MacGregor, 

Schlegel et al. 1990; Blount and Ames 1995). Γζα ημοξ παναπάκς θυβμοξ ημ FA είκαζ πμθφ 

ζδιακηζηυ βζα ηδ ζφκεεζδ ηαζ επζδζυνεςζδ ημο DNA.  

Ο ζημπυξ ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ πνμζπάεεζαξ ήηακ κα δζενεοκήζμοιε εάκ ζημ 

ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA δ πμνήβδζδ FA εα ιπμνμφζε κα 

επζαναδφκεζ ηα παεμθοζζμθμβζηά παναηηδνζζηζηά ηδξ PD, πμο πενζβνάθδηακ ζηζξ 

παναπάκς παναβνάθμοξ. Η πμνήβδζδ ημο FA λεηίκδζε ζηδ βεκζά P:12. Υνδζζιμπμζήεδηε 

ζε ζοβηέκηνςζδ  100nΜ FA ηαζ πμνδβήεδηε ζηδκ ηαθθζένβεζα έςξ ηδ βεκζά P:20, ιε 

ακακέςζδ ημο ηάεε δφμ διένεξ, Δζηυκα 35Α.  

 

Δηθόλα 35. Υνξήγεζε θνιηθνύ νμένο (Folic Acid - FA) ζην κνληέιν ρξόληαο έθζεζεο ζηε λεπξνηνμίλε 6-

OHDA. Α. Δκδεζηηζηή εζηυκα ηδξ πεζναιαηζηήξ πμνείαξ πμο αημθμοεήεδηε. Καθθζένβεζα ηςκ ηοηηάνςκ ζηζξ 

ζοκεήηεξ: + 6-OHDA/ - FA, + 6-OHDA/ + FA ηαζ - 6-OHDA/ + FA απυ ηδ βεκζά P:12 – P:20. Ακακέςζδ 

ημο FA ηάεε 2 ιένεξ. Β. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο απμηοπχκεηαζ δ αφλδζδ ηςκ εκδμβεκχκ 

επζπέδςκ ηδξ α-synuclein ζημ P:20, ζηδ ζοβηέκηνςζδ 5ιΜ ηαζ ζηζξ ηνεζξ δζαθμνεηζηέξ ηαθθζένβεζεξ (+6-

OHDA/ -FA, +6-OHDA/ +FA ηαζ -6-OHDA/ +FA). Χξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ 

πνδζζιμπμζήεδηε δ β-actin. Γ. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο απμηοπχκεηαζ δ ιεηαηυπζζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ α-synuclein ζηδ βεκζά P:20 απμοζία ηαζ πανμοζία FA (+6-OHDA/ -FA ηαζ +6-OHDA/ +FA 
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ακηίζημζπα). Η πνςηεΐκδ Tim23 πνδζζιμπμζήεδηε ςξ ιζημπμκδνζαηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ, εκχ ςξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ β-tubulin. 

 

Δπί ηδξ μοζίαξ, δζαηδνήεδηακ μζ ηαθθζένβεζεξ +6-OHDA/ -FA, +6-OHDA/ +FA 

ηαζ δ ηαθθζένβεζα -6-OHDA/ +FA απυ ηδ βεκζά P:12- P:20. Ανπζηά, εθέβπεδηακ ηα 

πνςηεσκζηά επίπεδα ηδξ α-synuclein ζηδ βεκζά P:20. ΢οβηνζηζηά ιε ηδκ ηαηάζηαζδ πνυκζαξ 

έηεεζδξ, Δζηυκα 35Β (δζαδνμιέξ 1, 2 ηαζ 3), δ πανμοζία ημο FA δεκ θαίκεηαζ κα επδνέαζε 

ηα επίπεδα ζοζζχνεοζδξ ηδξ α-synuclein, μφηε πανμοζία ηςκ δφμ παναβυκηςκ, δδθαδή 

FA ηαζ 6-OHDA ιαγί (δζαδνμιέξ 4, 5 ηαζ 6), αθθά μφηε ηαζ πανμοζία ιυκμ ημο FA 

(δζαδνμιέξ 7 ηαζ 8). Χζηυζμ, υηακ εθέβπεδηακ ηα επίπεδα ζοζζχνεοζδξ ηδξ α-synuclein 

ζηα ιζημπυκδνζα, δζαπζζηχεδηε υηζ δ πανμοζία ημο FA έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ ιείςζδ 

ζηδκ ιεηαηυπζζδ ηδξ εκηυξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ, Δζηυκα 35Γ (δζαδνμιή 12) ζοβηνζηζηά ιε 

ηδκ παναηδνμφιεκδ αολδιέκδ ιεηαηυπζζδ πανμοζία ηδξ 6-OHDA (δζαδνμιή 9). 

΢ηδ ζοκέπεζα εθέβπεδηε ιζα άθθδ ααζζηή ζδζυηδηα ηςκ κεονζηχκ ηοηηάνςκ, δ 

δζαθμνμπμίδζδ πνμξ χνζια κεονζηά πανμοζία Retinoic Acid. Όπςξ πενζβνάθδηε ζηδκ 

πανάβναθμ Γ.Α.5., Δζηυκα 27, δ πανμοζία ηδξ 6-OHDA βζα 16 ζοκεπυιεκεξ βεκζέξ 

ιεζχκεζ ημ δοκαιζηυ δζαθμνμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ. Ο έθεβπμξ ηδξ δζαθμνμπμίδζδξ 

πναβιαημπμζήεδηε ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά western βζα ημ δείηηδ κεονζηήξ 

δζαθμνμπμίδζδξ Neurofilament 160 (NF160), Δζηυκα 36. Ανπζηά επζαεααζχεδηε δ ιείςζδ 

ζηδκ έηθναζδ ηδξ NF160 ζηδ βεκζά P:20 ζηδκ ηαθθζένβεζα +6-OHDA/ -FA (δζαδνμιέξ 1, 

2 ηαζ 3). Η ιείςζδ αοηή παναηδνείηαζ ζε ιζηνυηενδ έκηαζδ ζηδκ ηαθθζένβεζα +6-OHDA/ 

+FA (δζαδνμιέξ 4, 5 ηαζ 6), εκχ ζηδκ ηαθθζένβεζα  -6-OHDA/ +FA δ έηθναζδ ημο δείηηδ 

δζαθμνμπμίδζδξ επακένπεηαζ (δζαδνμιέξ 7 ηαζ 8) ζε ζοβηνίζζια επίπεδα ιε ηδκ 

ηαθθζένβεζα εθέβπμο (δζαδνμιέξ 1 ηαζ 4).  

Δηθόλα 36. Έιεγρνο ηνπ δπλακηθνύ δηαθνξνπνίεζεο ησλ 

θπηηάξσλ κεηά από ρνξήγεζε FA ζην κνληέιν ρξόληαο 

έθζεζεο ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA γηα ην ρξνληθό 

δηάζηεκα P:12 – P:20. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western 

υπμο απμηοπχκεηαζ δ ιείςζδ ζηδκ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ 

NF160 ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ δζαθμνμπμίδζδξ ζηδκ 

ηαθθζένβεζα +6-OHDA/ -FA (δζαδνμιέξ 1, 2 ηαζ 3), δ ιζηνή 

αφλδζδ ηδξ NF160 ζηδκ ηαθθζένβεζα +6-OHDA/ +FA 

(δζαδνμιέξ 4, 5 ηαζ 6), ηαζ δ ακαζηνμθή ημο θαζκμιέκμο ζηδκ ηαθθζένβεζα -6-OHDA/ +FA (δζαδνμιέξ 7 ηαζ 

8). Η δζαθμνμπμίδζδ έβζκε βζα 8 διένεξ (Day 8) πανμοζία RA 15ιΜ, ιε ακακέςζδ ηάεε δφμ διένεξ. Χξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ β-actin. 
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Σα παναπάκς απμηεθέζιαηα δείπκμοκ υηζ δ δζαημπή ηδξ ημλίκδξ ζηδ βεκζά P:12 ηαζ 

δ πμνήβδζδ ημο FA βζα ημ πνμκζηυ δζάζηδια P:12-P:20 ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 100nΜ, 

απμηεθεί ιζα ζοκεήηδ ζηδκ μπμία ακαζηνέθεηαζ δ δοζημθία ηςκ ηοηηάνςκ πνμξ 

δζαθμνμπμίδζδ. Χζηυζμ, υπςξ ακαθένεδηε πνμδβμοιέκςξ δ πανμοζία ημο FA ιε ηδκ 

ημλίκδ 6-OHDA δεκ πνμηαθεί ακαζηνμθή ημο θαζκμιέκμο ηδξ αφλδζδξ ηςκ εκδμβεκχκ 

επζπέδςκ ηδξ α-synuclein. Δκδεπμιέκςξ ηαθθζένβεζα ηςκ ηοηηάνςκ ζε ιεβαθφηενδ 

ζοβηέκηνςζδ FA κα είπε ηαθφηενα απμηεθέζιαηα. 

 

Γ.Α.12. Υξήζε ρεκηθώλ αλαζηνιέσλ ζηε γεληά P:12 

Αημθμφεδζακ πεζνάιαηα εθέβπμο ηδξ απυηνζζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε μλφ stress ζηδ 

βεκζά P:12. Ο θυβμξ βζα ημκ μπμίμ επζθέπεδηε δ βεκζά P:12, είκαζ βζαηί απμηεθεί ζημ 

ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ έκα πνχζιμ ζηάδζμ εηδήθςζδξ ηδξ κυζμο, δεδμιέκμο υηζ μ 

ιυκμξ παεμθμβζηυξ θαζκυηοπμξ πμο έπεζ εηδδθςεεί είκαζ μ ζπδιαηζζιυξ εβηθείζηςκ. 

΢οβηεηνζιέκα, εθανιυζηδηακ ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ ακαζημθέςκ rotenone ηαζ 6-

OHDA, 500nΜ/5hrs ηαζ 25ιM/24hrs ακηίζημζπα.  

 

Δηθόλα 37. Έιεγρνο ηεο απόθξηζεο ησλ θπηηάξσλ ζηε γεληά P:12 ζε νμύ stress. Α. Δκδεζηηζηή εζηυκα 

ακμζμθεμνζζιμφ ζηδ βεκζά P:12 ηαζ P:16 ιε ακηίζςια έκακηζ ηδξ α-synuclein. Υνήζδ ηςκ ακαζημθέςκ 

rotenone ηαζ 6-OHDA, 500nΜ/5hrs ηαζ 25ιM/24hrs ακηίζημζπα. Η πνχζδ ημο πονήκα έβζκε ιε ηδ πνςζηζηή 

DAPI. (Φαηυξ 100x, ηθίιαηα 25ιm). Β. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο απμηοπχκεηαζ δ αφλδζδ 

ζηδκ έηθναζδ ηδξ α-synuclein ηαζ ζοβπνυκςξ δ ιείςζδ ζηδκ έηθναζδ ηδξ SFxN3 ιεηά απυ 25ιM/24hrs 6-

OHDA. Χξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ β-actin.  

 

Όπςξ πνμέηορε απυ πεζνάιαηα ακμζμθεμνζζιμφ ιε ακηίζςια έκακηζ ηδξ α-

synuclein, δ εθανιμβή ημο stress ςεεί ηα ηφηηανα ζημ ζπδιαηζζιυ ιεβάθμο ανζειμφ 
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εβηθείζηςκ α-synuclein, Δζηυκα 37Α. Η ζοιπενζθμνά αοηή παναηδνείηαζ ηαζ ζημοξ δφμ 

πδιζημφξ ακαζημθείξ. Δπζπθέμκ δ πμνήβδζδ 25ιM 6-OHDA βζα 24hrs έπεζ ςξ απμηέθεζια 

ηδ δναιαηζηή ιείςζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηδξ SFxN3 πνςηεΐκδξ, Δζηυκα 37Β, εκχ 

ζοβπνυκςξ αοηυ ζοκμδεφεηαζ απυ αφλδζδ ηςκ εκδμβεκχκ επζπέδςκ ηδξ α-synuclein. ΢ημ 

ζδιείμ αοηυ κα ζδιεζςεεί υηζ εθέβπεδηε εάκ ζε αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ επδνεάγμκηαζ ηα 

επίπεδα έηθναζδξ ηςκ οπμιμκάδςκ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, πςνίξ 

ςζηυζμ ηαιία ιεηααμθή. 

 

Γ.Α.13. Τπεξέθθξαζεο ηεο αγξίνπ ηύπνπ (WT) θαη ηεο κεηαιιαγκέλεο α-synuclein 

(A30P) 

΢ηδ ζοκέπεζα αημθμφεδζακ πεζνάιαηα οπενέηθναζδξ ηδξ α-synuclein, ηαζ 

ζοβηεηνζιέκα ηδξ αβνίμο ηφπμο (wild type, WT) ηαζ ηδξ πνςηεΐκδξ πμο θένεζ ηδ ζδιεζαηή 

ιεηάθθαλδ A30P. Οζ πθαζιζδζαημί θμνείξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ πενζβνάθδηακ ζηα 

Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ, Πανάβναθμξ Γ.1.5. Η οπενέηθναζδ ηςκ ιμνθχκ ηδξ α-synuclein 

έβζκε ζηδ βεκζά P:9 ηαζ P:12. Ο θυβμξ βζα ημκ μπμίμ επζθέπεδηε ημ P:9 ήηακ βζαηί απμηεθεί 

έκα πμθφ ανπζηυ ζηάδζμ ηδξ κυζμο, υπμο δεκ έπεζ εηδδθςεεί ηακέκαξ παεμθμβζηυξ 

θαζκυηοπμξ ηδξ PD μφηε έπμοκ ζπδιαηζζηεί ηα έβηθεζζηα ηδξ α-synuclein, εκχ ημ P:12 

πνδζζιμπμζήεδηε ςξ έκα πνχζιμ ζηάδζμ εηδήθςζδξ ηδξ κυζμο. Μεηά απυ οπενέηθναζδ 

βζα 48hrs, αημθμφεδζακ πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά Western ηαζ 

ακμζμθεμνζζιμφ.  
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Δηθόλα 38. Τπεξέθθξαζεο ηεο αγξίνπ ηύπνπ (WT) θαη ηεο κεηαιιαγκέλεο α-synuclein (A30P) ζηε 

γεληά P:9. Δκδεζηηζηή εζηυκα ακμζμθεμνζζιμφ ζημ P:9 ιε ηδ πνήζδ ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ α-synuclein (α-

syn). Η πνχζδ ημο πονήκα έβζκε ιε ηδ πνςζηζηή DAPI. (Φαηυξ 100x, ηθίιαηα 25ιm, Σεπκδηυ γμοι 3x)  

 

Η οπενέηθναζδ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ α-synuclein A30P ζηδ βεκζά P:9 ηαζ P:12, είπε 

ςξ απμηέθεζια ημ ζπδιαηζζιυ εβηθείζηςκ. Σα έβηθεζζηα ακζπκεφμκηαζ ήδδ ζηδ βεκζά P:9, 

αθθά δ ηάζδ ζπδιαηζζιμφ είκαζ πζμ έκημκδ ζηδ βεκζά P:12, αθμφ ανζειδηζηά εκημπίζηδηακ 

πενζζζυηενα ηφηηανα. Σα έβηθεζζηα ζπδιαηίγμκηαζ ιυκμ ιεηά απυ οπενέηθναζδ ηδξ 

A30P ζηζξ ζοκεήηεξ 1 ηαζ 5ιM 6-OHDA, Δζηυκα 38. Ακηζεέηςξ, δ οπενέηθναζδ ηδξ WT 

α-synuclein δεκ επάβεζ ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ εβηθείζηςκ. Δίκαζ ζαθέξ υηζ δ ιεηαθθαβιέκδ α-

synuclein A30P έπεζ πζμ ζζπονή ηάζδ ζπδιαηζζιμφ ηςκ εβηθείζηςκ ζοβηνζηζηά ιε ηδκ WT 

α-synuclein. Η ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ A30P εκημπίζηδηε ζε μζημβέκεζεξ ιε ηθδνμκμιζηήξ 

ιμνθήξ κυζμ ημο Parkinson ηαζ ζοζπεηίζηδηε ιε αζεεκείξ πμο εηθνάγμοκ ηζξ ιεηαθθάλεζξ 

ημο βμκζδίμο ζοκήεςξ ειθακίγμοκ ηδκ αζεέκεζα ζε πνχζιμ ζηάδζμ. Απυ ηδ αζαθζμβναθία 

είκαζ βκςζηυ υηζ δ A30P ειθακίγεζ ιεζςιέκδ ζοββέκεζα πνυζδεζδξ ηαζ αθθδθεπίδναζδξ 

ιε ηζξ ιειανάκεξ, ζοβηνζηζηά ιε ηδκ WT ηαζ A53T α-synuclein (Auluck, Caraveo et al. 

2010). Η A30P α-synuclein υπςξ ηαζ δ WT, δεκ έπεζ ζοβηεηνζιέκδ δμιή, αθθά έπεζ 

ιεβαθφηενδ ζηακυηδηα κα ζπδιαηίγεζ α-πηοπςηά θφθθα, δ μπμία πνμζδίδεζ ζηδκ πνςηεΐκδ 

ιζα αολδηζηή ηάζδ ζοζζςιάηςζδξ (Li, Uversky et al. 2001). Χζηυζμ, απμηεθεί πανάδμλμ 

ημ βεβμκυξ υηζ πανυηζ δ ιεηαθθαβή A30P έπεζ ιεζςιέκδ ζηακυηδηα αθθδθεπίδναζδξ ιε ηζξ 

ηοηηανζηέξ ιειανάκεξ, ζηδκ πνάλδ δφκαηαζ κα πανάβεζ είδδ μθζβμιενχκ πμο 

πανμοζζάγμοκ παεμβυκεξ επζδνάζεζξ. ΢οκμρίγμκηαξ, δ πνυκζα ζοζζχνεοζδ ROS ιέζς ηδξ 

πμνήβδζδξ ηδξ 6-OHDA μδδβεί ζηδκ εηδήθςζδ δζαθμνεηζηήξ ζοιπενζθμνάξ ιεηαλφ ηδξ 

αβνίμο ηφπμο (WT) ηαζ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ α-synuclein (A30P), ιε ηδ δεφηενδ κα 

πανμοζζάγεζ ιεβαθφηενδ εοαζζεδζία ςξ πνμξ ημ ζπδιαηζζιυ εβηθείζηςκ. 

΢ηδ ζοκέπεζα ζηα πνμκζηά ζδιεία P:9 ηαζ P:12 εθέβπεδηε εάκ δ οπενέηθναζδ ηδξ 

αβνίμο ηφπμο (WT) ηαζ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ α-synuclein (A30P) επδνεάγεζ ηδ 

ιζημπμκδνζαηή θεζημονβία. ΢οβηεηνζιέκα ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western, εθέβπεδηακ 

ηα επίπεδα έηθναζδξ ηςκ οπμιμκάδςκ ηςκ ζοιπθυηςκ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, πςνίξ ςζηυζμ κα παναηδνήεδηε ηάπμζα ιεηααμθή, Δζηυκα 39. 

Δπζπθέμκ, εθέβπεδηε δ έηθναζδ ηςκ πνςηεσκχκ MnSOD, Cyt c ηαζ SFxN3, ιε ηζξ δφμ 

πνχηεξ κα ιδκ επδνεάγμκηαζ, εκχ δ SFxN3 ιεζχκεηαζ ζηδ βεκζά P:12, ηονίςξ ιεηά απυ 

οπενέηθναζδ ιεηαθθαβιέκδξ α-synuclein (A30P). Σέθμξ, ζηδ βεκζά P:9 μ ζπδιαηζζιυξ 
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ηςκ εβηθείζηςκ ςξ απμηέθεζια ηδξ οπενέηθναζδξ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ α-synuclein (A30P) 

δεκ μδήβδζε ζε ηάπμζα ακζπκεφζζιδ ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία. 

Δηθόλα 39. Έιεγρνο γνληδίσλ ηεο 

κηηνρνλδξηαθήο ιεηηνπξγίαο έπεηηα 

από ππεξέθθξαζεο ηεο WT θαη ηεο 

A30P α-synuclein ζηε γεληά P:9 θαη 

P:12. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western 

υπμο απμηοπχκμκηαζ ηα επίπεδα 

έηθναζδξ ηςκ οπμιμκάδςκ ηςκ 

ζοιπθυηςκ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ ηαζ ηςκ 

πνςηεσκχκ SFxN3, MnSOD ηαζ Cyt c 

ζηδ βεκζά P:9 ηαζ P:12 ιεηά απυ 

οπενέηθναζδξ ηδξ αβνίμο ηφπμο (WT) 

ηαζ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ α-synuclein 

(A30P). Χξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ β-actin.  

 

Δκ ηαηαηθείδζ, ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδκ ημλίκδ 6-OHDA, ιεηά απυ 16 

ζοκεπυιεκεξ βεκζέξ ζηα ηφηηανα SH-SY5Y, επζαεααζχεδηακ δφμ ααζζηά παναηηδνζζηζηά 

ηδξ κυζμο ημο Parkinson, μ ζπδιαηζζιυξ εβηθείζηςκ α-synuclein ηαζ δ ιζημπμκδνζαηή 

δοζθεζημονβία. Ο ζπδιαηζζιυξ εβηθείζηςκ ηδξ α-synuclein επζαεααζχεδηακ ζηζξ βεκζέξ 

P:12 ηαζ P:16. Σα έβηθεζζηα αοηά έπμοκ παναηηδνζζηζηά ζςιαηίςκ ημο Lewy, αθμφ 

ιενζηά απυ αοηά πενζηθείμοκ ζημ εζςηενζηυ ημοξ ηδ θςζθμνοθζςιέκδ ιμνθή ηδξ α-

synuclein ζημ ηαηάθμζπμ Ser129. Σμ θαζκυιεκμ ημο ζπδιαηζζιμφ ηςκ εβηθείζηςκ ηδξ α-

synuclein πνχημκ πανμοζζάγεζ πνμμδεοηζηυ παναηηήνα, ηαεχξ μ ανζειυξ ηςκ ηοηηάνςκ 

πμο έπμοκ ζπδιαηίζεζ ηα έβηθεζζηα αολάκεηαζ υζμ αολάκεηαζ δ βεκζά ηςκ ηοηηάνςκ 

πανμοζία ημλίκδξ, ηαζ δεφηενμκ έπεζ δμζμελανηχιεκμ παναηηήνα ηαεχξ ηα έβηθεζζηα 

αολάκμκηαζ ζε ιεβαθφηενεξ ζοβηεκηνχζεζξ ημλίκδξ. Ο ζπδιαηζζιυξ ηςκ εβηθείζηςκ 

πνμδβείηαζ ηδξ αφλδζδξ ηςκ επζπέδςκ ηδξ εκδμβεκμφξ α-synuclein, δ μπμία βίκεηαζ 

ειθακήξ ζηδ βεκζά P:16. Σμ βεβμκυξ αοηυ απμδίδεηαζ ζηδκ ζηακυηδηα μθζβμιενζζιμφ ηδξ 

πνςηεΐκδξ. Πανάβμκηεξ υπςξ ημ μλεζδςηζηυ stress επδνεάγμοκ ηδκ ζζμννμπία ιεηαλφ ηδξ 

ιμκμιενμφξ ηαζ ηδξ μθζβμιενμφξ ηαηάζηαζδξ, εκχ βεβμκυξ είκαζ υηζ ηα μθζβμιενή ιπμνεί 

επίζδξ κα πνμηαθέζμοκ ημλζηυηδηα πανειααίκμκηαξ ζε δζάθμνμοξ ιδπακζζιμφξ υπςξ 

πνυηθδζδ αθάαδξ ζηα ιζημπυκδνζα (Hsu, Sagara et al. 2000).  
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Όζμκ αθμνά ημκ έθεβπμ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ θεζημονβίαξ παναηδνήεδηε απχθεζα 

ημο δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ ΓΦm ζηδ βεκζά P:16, ςξ ζοκέπεζα ηδξ 

ζοζζχνεοζδξ ROS πμο πνμηφπηεζ απυ ηδ πμνήβδζδ ηδξ ημλίκδξ. Δπζπθέμκ μ έθεβπμξ 

πνςηεσκχκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδ θοζζμθμβζηή θεζημονβία ηςκ ιζημπμκδνίςκ υπςξ ημ 

MnSOD, Cyt c ηαζ SFxN3 απμηάθορε ιεζςιέκα επίπεδα αοηχκ, πμο επίζδξ ζπεηίγμκηαζ 

ιε ηδ ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία. Ο έθεβπμξ πνςηεσκχκ πμο απμηεθμφκ οπμιμκάδεξ ηςκ 

ζοιπθυηςκ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ δεκ έδεζλε ηάπμζα ιεηααμθή ζηα 

επίπεδα έηθναζδξ αοηχκ. ΢οκέπεζα ηδξ πνυκζαξ πμνήβδζδξ 6-OHDA ζηα ηφηηανα SH-

SY5Y ήηακ δ πνμμδεοηζηή ιεηαηυπζζδ ηαζ ζοζζχνεοζδ ηδξ α-synuclein ζηα ιζημπυκδνζα, 

βεβμκυξ πμο είκαζ ειθακέξ απυ ηδ βεκζά P:12 ηαζ βίκεηαζ πζμ έκημκμ ζηδ βεκζά P:16. ΢ηδ 

ιεηαηυπζζδ αοηή ιπμνεί εκ ιένεζ κα μθείθεηαζ δ απχθεζα ημο δοκαιζημφ ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ. Δπζπθέμκ παναηδνήεδηακ αολδιέκα επίπεδα ATP ζηδ βεκζά 

P:16, βεβμκυξ πμο πζεακυηαηα μθείθεηαζ ζηδ ιεηαηυπζζδ ηδξ ηζκάζδξ Akt ζημ εζςηενζηυ 

ηςκ ιζημπμκδνίςκ. Η α-οπμιμκάδα ηδξ ATP-ζοκεάζδξ απμηεθεί οπυζηνςια ηδξ ηζκάζδξ 

Akt, ηαηά ζοκέπεζα δ θςζθμνοθίςζδ ηδξ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ αολδιέκδ παναβςβή 

ATP. Η ιεηαηυπζζδ ηδξ Akt ζηα ιζημπυκδνζα ζοκμδεφεηαζ απυ ηδ ιεηαηυπζζδ εκυξ 

βκςζημφ οπμζηνχιαημξ ηδξ ηζκάζδξ, ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα FOXO3a. Ο FOXO3a 

παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ απυηνζζδ ζημ μλεζδςηζηυ stress ηαζ ζηδ νφειζζδ ημο 

ιεηααμθζζιμφ ηδξ εκένβεζαξ ζε έκα εφνμξ ζζηχκ επάβμκηαξ ηδκ ζημπεοιέκδ εκενβμπμίδζδ 

ζοκημκζζιέκδξ ιεηαβναθήξ βμκζδίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο, ζημ ιεηααμθζζιυ, ζηδκ αοημθαβία ηαζ ζηδκ ακεεηηζηυηδηα ζημ stress (van der 

Horst and Burgering 2007; Calnan and Brunet 2008; Chiacchiera F 2010). Η πνυζδεζδ ημο 

FΟΥΟ3α ζηδκ πενζμπή D-loop ημο mtDNA, ιεζμθααείηε απυ ηδ ιζημπμκδνζαηή 

απμαηεηοθάζδ Sirt3, μδδβεί ζηδ ιεηαβναθή ιζημπμκδνζαηχκ πνςηεσκχκ πμο ζοιιεηέπμοκ 

είηε ςξ ηφνζεξ οπμιμκάδεξ είηε ςξ ηαηαθοηζηά ηέκηνα ζηδ ιδπακή ηδξ μλεζδςηζηήξ 

θςζθμνοθίςζδξ ηαζ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ αφλδζδ ηδξ θεζημονβίαξ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, αολδιέκδ παναβςβή ATP ηαζ ηαηά ζοκέπεζα ηδ δζαηήνδζδ ημο 

εκενβεζαημφ ιεηααμθζζιμφ (Peserico, Chiacchiera et al. 2013). Σέθμξ ημ παναπάκς in vitro 

ζφζηδια πανμοζζάγεζ ιεβαθφηενδ εοαζζεδζία ζηδκ οπενέηθναζδ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ α-

synuclein A30P, ζοβηνζηζηά ιε ηδκ αβνίμο ηφπμο (WT) ιμνθή, αθμφ δ οπενέηθναζδ ηδξ 

ιεηάθθαλδξ ζε έκα πμθφ πνχζιμ ζηάδζμ, υπςξ δ βεκζά P:9, επάβεζ ημ ζπδιαηζζιυ 

εβηθείζηςκ. Αοηή δ ζοιπενζθμνά ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ α-synuclein, παναηδνείηαζ ηαζ ζηδ 

βεκζά P:12, ιε ηδκ ηάζδ ζπδιαηζζιμφ εβηθείζηςκ κα είκαζ πζμ έκημκδ. Ακηζεέηςξ ζηδκ 
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αβνίμο ηφπμο δεκ εκημπίγμκηαζ ηέημζμζ ζπδιαηζζιμί. ΢οκμπηζηά ηα παναπάκς βεβμκυηα 

πανμοζζάγμκηαζ ζημ απεζημκζζηζηυ ιμκηέθμ πμο αημθμοεεί, Δζηυκα 40. 

 

 
 

Δηθόλα 40. Απεηθόληζε ησλ κνξηαθώλ γεγνλόησλ πνπ παξαηεξήζεθαλ ζηε γεληά P:16 ζην in vitro 

κνληέιν ρξόληαο έθζεζεο ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA. Η πνυκζα πμνήβδζδ ηδξ 6-οδνμλοκημπαιίκδξ βζα 16 

ζοκεπυιεκεξ βεκζέξ δζαηανάζζεζ ημ ζζμγφβζμ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηςκ εθεφεενςκ νζγχκ ζημ εζςηενζηυ ηςκ 

κεονζηχκ ηοηηάνςκ ηαζ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ ζοζζχνεοζδ ROS ηα μπμία ιε ηδ ζεζνά ημοξ μδδβμφκ 

πνμμδεοηζηά ζημ ζπδιαηζζιυ ζοζζςιαηςιάηςκ α-synuclein ηαζ ιεηαηίκδζδ αοηήξ ζηα ιζημπυκδνζα. 

Κάπμζα απυ ηα έβηθεζζηα πανμοζζάγμοκ παναηηδνζζηζηά ηςκ ζςιαηίςκ ημο Lewy, εκχ δ εθανιμβή 

επζπθέμκ stress ιε ηδ πνήζδ πδιζηχκ ακαζημθέςκ ή ηδκ οπενέηθναζδ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ A30P α-synuclein, 

επάβεζ ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ εβηθείζηςκ. Χξ απυνμζα ηδξ πνυκζαξ έηεεζδξ εκενβμπμζείηαζ ημ ζδιαημδμηζηυ 

ιμκμπάηζ επζαίςζδξ ηδξ PI3K/Akt ηζκάζδξ, δ μπμία ιεγί ιε ημ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα FOXO3a 

ιεηαηζκμφκηαζ ζημ ιζημπυκδνζμ, εζζάβςκηαξ έκα κέμ πεδίμ δνάζδξ ηςκ ιμνίςκ αοηχκ ζηδ κυζμ ημο 

Parkinson. Ο ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ FOXO3a αθθδθεπζδνά θοζζμθμβζηά ιε ημ mtDNA ζηδκ πενζμπή 

εθέβπμο D-loop, έκα αήια πμο ιεζμθααείηε απυ ηδ ιζημπμκδνζαηή απμαηεηοθάζδ Sirt3, ηαζ ειπθέηεηαζ ζημκ 

έθεβπμ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιεηαβναθήξ.  
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Αποτελέσματα 

Μέρος Β 

 

Η ηασηοποίηζη ηης μιηοτονδριακής πρφηεάζης LonP1 ζηο τρόνιο μονηέλο 

μελέηης ηης νόζοσ ηοσ Parkinson. 

 

Γ.Β.1 Έιεγρνο γηα ηνλ εληνπηζκό πξσηετλώλ ησλ νπνίσλ ην πξόηππν αιιάδεη ζε 

ζπλζήθεο PD θάλνληαο ρξήζε ηνπ αλαζηνιέα ηνπ ζπκπιόθνπ Η ηεο κηηνρνλδξηαθήο 

αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο Rotenone: ηαπηνπνίεζε ηεο κηηνρνλδξηαθήο πξσηεάζεο 

LonP1 

Γζα ηδκ έκανλδ ηςκ πεζναιάηςκ ιαξ πνδζζιμπμζήζαιε δφμ πανάβμκηεξ ηζκδφκμο 

πμο έπμοκ εκμπμπμζδεεί βζα ηδ κυζμ ημο Parkinson, έκα βεκεηζηυ πανάβμκηα ηαζ 

ζοβηεηνζιέκα ηδκ οπενέηθναζδ ηδξ α-synuclein, ηαζ έκα πενζααθθμκηζηυ πανάβμκηα ηδκ 

ημλίκδ rotenone. Ανπζηυξ ιαξ ζημπυξ είκαζ δ ζοκενβαηζηή ιεθέηδ αοηχκ ηςκ παναβυκηςκ 

ζηδκ αζμθμβία ηαζ ηδ θεζημονβία ημο ιζημπμκδνίμο δεδμιέκμο υηζ δ ιζημπμκδνζαηή 

δοζθεζημονβία έπεζ ζοκδεεεί ιε ηδ κυζμ ημο Parkinson.  

Γζα ημ θυβμ αοηυ πνδζζιμπμζήεδηακ ιυκζια δζαιμθοζιέκεξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ SH-

SY5Y βζα ηδκ αβνίμο ηφπμο (WT α-syn) ηαζ ηδ ιεηαθθαβιέκδ α-synuclein ζηδ εέζδ 53 ηδξ 

αιζκμλζηήξ αθθδθμοπίαξ (A53T α-syn). Έβζκε επχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε έκα εφνμξ 

ζοβηεκηνχζεςκ rotenone ιεηαλφ ηςκ 100nM έςξ 500nΜ. Η rotenone (Δζζαβςβή, 

Πανάβναθμξ Α.3.2.3) είκαζ ακαζημθέαξ ημο ζοιπθυημο I ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (Heikkila, Nicklas et al. 1985). Δπζθέπεδηε ιζα ήπζα 

ζοβηέκηνςζδ ακαζημθέα ηςκ 100 nM πμο δεκ έπεζ ακηίηηοπμ ζηδ θεζημονβία ημο 

ιζημπμκδνίμο ηαζ ιζα αηναία ηςκ 500 nM υπμο έπεζ δζαπζζηςεεί πνμδβμοιέκςξ υηζ μδδβεί 

ζηδκ παναβςβή ROS, ιείςζδ ηςκ παναβυιεκςκ επζπέδςκ ATP, ηαηαηενιαηζζιυ ημο 

DNA, απεθεοεένςζδ ημο ηοημπνχιαημξ c ηαζ εκενβμπμίδζδ ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ 

caspase 3 (Li, Ragheb et al. 2003). Αημθμφεδζε επχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε αοηέξ ηζξ 

ζοβηεκηνχζεζξ βζα 5 χνεξ ηαζ εθέβπεδηε δ επίδναζδ αοηχκ ηςκ παναβυκηςκ ζηδ 

θεζημονβία ηςκ ιζημπμκδνίςκ. ΢οβηεηνζιέκα έβζκε απμιυκςζδ ιζημπμκδνζαηχκ 

εηποθζζιάηςκ, δθεηηνμθυνδζδ αοηχκ ζε πδηηή SDS – πμθοαηνοθαιζδίμο ηαζ πνχζδ ημο 

πδηηχιαημξ ιε δζάθοια πνςζηζηήξ ηοακυ ημο Coomassie (Coomassie brilliant blue). 

Δκημπίζηδηακ μζ γχκεξ ημ πνυηοπμ ηςκ μπμίςκ ιεηααάθθμκηακ αολακυιεκδξ ηδξ 

ζοβηέκηνςζδξ ηδξ rotenone, έβζκε απμημπή αοηχκ ηαζ ακάθοζδ ιε θαζιαημιεηνία ιάγαξ 
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(mass spectrometry - MS), Δζηυκα 41Α. Η θαζιαημιεηνία ιάγαξ πναβιαημπμζήεδηε ιε 

ηδκ πνήζδ ζμκζζιμφ ιέζς Ηθεηηνμρεηαζιμφ (ElectoSpray Ionization – ESI) ηαζ 

επελενβαζία ηςκ δεζβιάηςκ ιε ημκ ακαθοηή LTQ Orbitrap.  

 

 

Δηθόλα 41. Αλίρλεπζε κηηνρνλδξηαθώλ πξσηετλώλ ην πξόηππν ησλ νπνίσλ κεηαβάιιεηαη κεηά ηελ 

ππεξέθθξαζε WT θαη A53T α-synuclein θαη έθζεζε ζηνλ αλαζηνιέα ηνπ ζπκπιόθνπ Η ηεο 

κηηνρνλδξηαθήο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο, rotenone. Α. Μζημπμκδνζαηά εηποθίζιαηα ζηαεενχκ 

ηοηηανζηχκ ζεζνχκ SH-SY5Y βζα ηδκ αβνίμο ηφπμο ηαζ ηδ ιεηαθθαβιέκδ α-synuclein (WT α-syn ηαζ A53Σ 

α-syn) πανμοζία 100nM-500 nM rotenone. Απεζηυκζζδ ημο πδηηχιαημξ (10%) ιεηά ηδ πνχζδ ιε Coomassie 

brilliant blue. Με ηα αέθδ εζημκίγμκηαζ μζ γχκεξ ηςκ μπμίςκ αημθμφεδζε ακάθοζδ ιε θαζιαημιεηνία ιάγαξ. 

Β. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο επζαεααζχκεηαζ δ ζηαδζαηή αφλδζδ ζηα επίπεδα ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1 ζηδ ζηαεενή ηοηηανζηή ζεζνά βζα ηδκ WT α-syn, αολακυιεκςκ ηςκ 

ζοβηεκηνχζεςκ ηδξ rotenone. Χξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ GAPDH, 

εκχ ςξ ιζημπμκδνζαηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ δ porin. 

 

Η MS ακάθοζδ απμηάθορε έκα ζφκμθμ πνςηεσκχκ. ΢ημκ Πίκαηα 5 πανμοζζάγμκηαζ 

μζ πνςηεΐκεξ πμο πνμέηορακ ιεηά απυ δζαθμβή αοηχκ αάζδ ηδξ ζοπκυηδηαξ ειθάκζζδξ ηαζ 

ημο ιμνζαημφ αάνμοξ (εφνμοξ 103 έςξ 74 kDa) πμο ακηζζημζπεί ζηζξ γχκεξ πμο 

απμιμκχεδηακ ηαζ εζημκίγμκηαζ ιε αέθδ ζηδκ Δζηυκα 42Α. Όπςξ ήηακ ακαιεκυιεκμ 

ιεηαλφ ηςκ πνςηεσκχκ εκημπίζηδηακ ανηεηά ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ heat shock 

πνςηεσκχκ (HSPs), υπςξ δ Hsp105/110, δ Hsp90 ηαζ δ Hsp75. Δίκαζ βκςζηυ απυ in vitro 

ηαζ in vivo ιεθέηεξ υηζ ηα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ HSPs πνςηεσκχκ, επδνεάγμκηαζ ηάης 

απυ δζάθμνεξ ζοκεήηεξ ηοηηανζημφ stress. Σα ιυνζα ζοκμδμί (chaperones), είκαζ οπεφεοκα 

βζα ηδ δζαηήνδζδ ηδξ μιμζυζηαζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζοιιεηέπμκηαξ ζηδκ μνεή ακαδίπθςζδ 
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ηςκ πνςηεσκχκ, δνμοκ ακαζηαθηζηά ζηδ ζοζζχνεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ ζοιιεηέπμοκ 

ζηδ νφειζζδ ηςκ ιμκμπαηζχκ απμζημδυιδζδξ (Hartl and Hayer-Hartl 2009). Απυ ιζα 

ζεζνά ιεθεηχκ έπμοκ πνμηφρεζ ζμαανέξ εκδείλεζξ βζα ηδκ πζεακή ειπθμηή ζοκμδχκ 

ιμνίςκ υπςξ δ Hsp70 ζηδκ παεμβέκεζδ ηδξ κυζμο PD (Broadley and Hartl 2009; 

Bandopadhyay and de Belleroche 2010; Witt 2010), εκχ επζπθέμκ έπεζ παναηδνδεεί ιζα 

εηηεηαιέκδ απμννφειζζδ ζηδκ έηθναζδ ηςκ δζαθμνεηζηχκ ιεθχκ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ 

HSPs ζηδκ πενζμπή SNpc ημο εβηεθάθμο, ζηδκ μπμία ζοιααίκεζ επζθεηηζηά δ 

κεονμεηθφθζζδ (Grunblatt, Mandel et al. 2001; Hauser, Li et al. 2005).  

 

Πίλαθαο 7. ΢ημκ πίκαηα ζοιπενζθαιαάκμκηαζ μζ πνςηεΐκεξ πμο πνμέηορακ ιεηα ηδκ 

ακάθοζδ ιε θαζιαημιεηνία ιάγαξ (mass spectrometry-MS) ηαζ ακηζζημζπμφκ ζηδ 

ιεβαθφηενδ ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ ιε ιμνζαηυ αάνμξ εφνμοξ 103 έςξ 74 kDa. 

Γείγκα Κσδηθόο 

πξσηεΐλεο 

Όλνκα πξσηεΐλεο kDa 

1 P12814 (+1) Alpha-actinin-1  103 

2 B4DYH1(+3) Heat shock 105kDa/110kDa protein 1  97 

3 Q4W4Y1(+1) Dopamine receptor interacting protein 4  96 

4 B3KU28  Lon protease homolog  95 

5 P13591 (+3) Neural cell adhesion molecule 1  95 

6 B4DH02 (+1) cDNA FLJ50510, highly similar to Heat shock 70 kDa 

protein 4  

94 

7 B7Z4B2 (+2) cDNA FLJ56108, highly similar to Puromycin-

sensitive aminopeptidase (EC 3.4.11.-)  

93 

8 P14625 (+1) Endoplasmin  92 

9 Q53FR4 Vacuolar protein sorting 35 variant (Fragment)  92 

10 Q58F09 Glucosidase I  92 

11 A2A274 (+1) Aconitase 2 mitochondrial  88 

12 P47897 (+1) Glutaminyl-tRNA synthetase  88 

13 P05556 Integrin beta-1  88 
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14 B3KQF0 (+1) cDNA FLJ90354 fis, clone NT2RP2003390, highly 

similar to Translocation protein SEC63 homolog  

88 

15 P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha  85 

16 P08238 Heat shock protein HSP 90-beta  83 

17 Q16891-2 Isoform 2 of Mitochondrial inner membrane protein  83 

18 Q96RP9 Elongation factor G, mitochondrial  83 

19 B4DR68 (+3) cDNA FLJ58608, highly similar to Heat shock protein 

75 kDa, mitochondrial  

74 

 

Μεηαλφ ηςκ πνςηεσκχκ ακζπκεφεδηε ηαζ δ ιζημπμκδνζαηή πνςηεάζδ LonP1. Η 

LonP1 ακήηεζ ζηδκ μζημβέκεζα πνςηεαζχκ ζενίκδξ ηαζ είκαζ ιένμξ ημο ιδπακζζιμφ 

πμζμηζημφ εθέβπμο εκηυξ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιήηναξ, ζοιιεηέπεζ δδθαδή ζηδκ 

απμζημδυιδζδ πνςηεσκχκ πμο έπμοκ οπμζηεί αθάαδ, ιε πανυιμζα θεζημονβία ιε αοηή ημο 

πνςηεαζχιαημξ ζημ ηοηηανυπθαζια (Ngo and Davies 2007). Δίκαζ δ ιυκδ ιζημπμκδνζαηή 

πνςηεΐκδ πμο ζοιιεηέπεζ ζηδκ απμζημδυιδζδ ηςκ πνςηεσκχκ εκηυξ ημο ιζημπμκδνίμο, εκχ 

δ ιείςζδ ηδξ έηθναζήξ ηαζ ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ έπεζ επζαεααζςεεί ζε βεναζιέκμοξ 

πμκηζημφξ (Bota, Van Remmen et al. 2002). Δπζπθέμκ δ ιεζςνφειζζδ ηδξ LonP1 

ζοκεζζθένεζ ζηδκ πνυμδμ ηδξ βήνακζδξ. Έπμκηαξ ςξ βκχιμκα υθα ηα παναπάκς ηαζ 

θαιαάκμκηαξ οπυρδ ιζα πνυζθαηδ ιεθέηδ δ μπμία ζοκέδεε ηδκ απμννφειζζδ ηδξ LonP1 

ιε αζεέκεζεξ πμο πανμοζζάγμοκ ιζημπμκδνζαηή δζαηαναπή (Felk, Ohrt et al. 2010), 

απμθαζίζαιε ηδκ πεναζηένς ιεθέηδ. Με ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western, ζηα ίδζα 

ιζημπμκδνζαηά εηποθίζιαηα πμο πενζβνάθδηακ παναπάκς επζαεααζχεδηε δ αφλδζδ ηςκ 

επζπέδςκ ηδξ LonP1 πανμοζία ηδξ rotenone, δ μπμία βίκεηαζ πζμ ειθακήξ ζηδ 

ζοβηέκηνςζδ ακαζημθέα 500nΜ, Δζηυκα 42Β. 

 

Γ.Β.2 Ζ θπζηνινγηθή ιεηηνπξγία ηεο κηηνρνλδξηαθήο πξσηεάζεο LonP1 

Η ιζημπμκδνζαηή Lon πνςηεΐκδ ηςδζημπμζείηαζ απυ έκα πονδκζηυ πνςιμζςιζηυ 

βμκίδζμ, ιεηαθνάγεηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ ζακ πνυδνμιμ πμθοπεπηίδζμ ημ μπμίμ θένεζ 

ζημ αιζκμηεθζηυ άηνμ ηδκ ιζημπμκδνζαηή αθθδθμοπία ζηυπμ (mitochondrial targeting 

sequence - MTS) εζζένπεηαζ ζηα ιζημπυκδνζα. Αοηή δ αθθδθμοπία ηαηεοεφκεζ ημ 

πνυδνμιμ πμθοπεπηίδζμ δζαιέζμο ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ελςηενζηήξ ηαζ εζςηενζηήξ 

ιειανάκδξ ζηδ ιζημπμκδνζαηή ιήηνα υπμο εκ ζοκεπεία δ αθθδθμοπία ζηυπμξ δζαζπάηαζ ιε 

απμηέθεζια ηδκ χνζιδ επελενβαζιέκδ πνςηεΐκδ δ μπμία ζπδιαηίγεζ έκα θεζημονβζηυ 
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ελαιενέξ ζφιπθμημ.  Η ηάεε οπμιμκάδα ημο ζοιπθυημο πενζέπεζ ηνεζξ θεζημονβζηέξ 

πενζμπέξ:  

1. Σμ αιζκμηεθζηυ άηνμ (N-terminal domain - N-domain) ημ μπμίμ ειπθέηεηαζ ζηδκ 

ακαβκχνζζδ ηαζ πνυζδεζδ ημο οπμζηνχιαημξ, ηαζ ειθακίγεζ ημκ ορδθυηενμ ααειυ 

απυηθζζδξ ηυζμ ζηδ ζφκεεζδ ηςκ αιζκμλέςκ υζμ ηαζ ζημ ιήημξ (Ebel, Skinner et al. 

1999). 

2. Σδκ εκδζάιεζδ πενζμπή ATP-άζδξ (ATPase domain ή AAA+ module) ζημ εζςηενζηυ 

ηδξ μπμίαξ εκημπίγμκηαζ δφμ ιμηίαα Walker Box A ηαζ B ηα μπμία είκαζ οπεφεοκα βζα ηδ 

δέζιεοζδ ηαζ οδνυθοζδ ημο ATP, εκχ είκαζ ηαζ οπεφεοκδ πενζμπή βζα ηδκ πνυζδεζδ ζημ 

mtDNA (Nomura, Kato et al. 2004). 

3. Καζ ημ πεδίμ πνςηεάζδξ (protease domain - P-domain) ζημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ, 

πενζέπεζ ηδκ πνςηεμθοηζηή εκενβή εέζδ πμο ζπδιαηίγεηαζ απυ ιζα ηαηαθοηζηή δοάδα 

ζενίκδξ (S) – θοζίκδξ (K) ηαζ είκαζ αοηυ πμο πανμοζζάγεζ ηδ ιεβαθφηενδ ελεθζηηζηή 

ζοκηήνδζδ, ηαζ (Amerik, Antonov et al. 1991), Δζηυκα 42. 

 

Δηθόλα 42. ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ησλ δνκηθώλ θαη ιεηηνπξγηθώλ κνηίβσλ ζηελ πξσηνηαγή δνκή ηεο 

αλζξώπηλεο κηηνρνλδξηαθήο πξσηεάζεο LonP1. Η ιζημπμκδνζαηή αθθδθμοπία ζηυπμξ MTS ηδξ 

πνυδνμιδξ πνςηεΐκδξ πνμζδέκεηαζ ζηδ ιζημπμκδνζαηή ιδπακή ιεηαηυπζζδξ ηδξ ελςηενζηήξ ιειανάκδξ ηαζ 

ιεζμθααεί ζηδκ εζζαβςβή ζηδ ιζημπμκδνζαηή ιήηνα. Η N πενζμπή (Ν domain) ζημ αιζκμηεθζηυ άηνμ, είκαζ 

ελαζνεηζηά ιεηααθδηή, ιεζμθααεί ζηδκ ακαβκχνζζδ ηαζ πνυζδεζδ ημο οπμζηνχιαημξ. Η πενζμπή AAA
+
 , δ 

μπμία απμηεθείηαζ απυ ηζξ οπμπενζμπέξ α/β (α/β domain) ζηζξ μπμίεξ εκημπίγμκηαζ ηα ιμηίαα Walker Box A 

ηαζ B, οπεφεοκα βζα ηδκ πνυζδεζδ ηαζ ηδκ οδνυθοζδ ημο ATP. Δπζπθέμκ πενζέπεζ ιζα ιζηνή α οπμπενζμπή (α 

domain). Η πενζμπή P (P domain) ζημ ηαναμλοηεθζηυ άηνμ, είκαζ δ πενζμπή ιε εκενβυηδηα πνςηεάζδξ. 

Πενζέπεζ ημ πνςηεμθοηζηυ εκενβυ ηέκηνμ πμο ζπδιαηίγεηαζ απυ ιζα ηαηαθοηζηή δοάδα ζενίκδξ (S) - θοζίκδξ 

(K). [Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ (Venkatesh, Lee et al. 2012)]. 

 

Δπζπθέμκ πενζέπεζ ιζα πενζμπή ιεηαλφ ηςκ ιμηίαςκ Walker Box A ηαζ B, ηδκ 

πενζμπή SSD (sensor and substrate discrimination domain), πμο επίζδξ ειπθέηεηαζ ζηδκ 

ακαβκχνζζδ ηςκ οπμζηνςιάηςκ (Smith, Baker et al. 1999) ηδξ πνςηεάζδξ. Δπί ηδξ μοζίαξ 

δ πνςηεάζδ LonP1 θένεζ εκηυξ ηδξ ίδζαξ πμθοπεπηζδζηήξ αθοζίδαξ ηυζμ ηδκ εκενβυηδηα 

ATP-άζδξ υζμ ηαζ ηδκ πνςηεμθοηζηή δναζηζηυηδηα.  
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Γ.Β.2.1 Ζ ζεκαζία ηε πξσηεάζεο LonP1 ζην κεραληζκό πνηνηηθνύ ειέγρνπ ησλ 

κηηνρνλδξίσλ 

Η LonP1 ζοιιεηέπεζ ζηδκ απμζημδυιδζδ ηςκ ιδ ζςζηά ακαδζπθςιέκςκ 

πνςηεσκχκ ζηδ ιήηνα ηςκ ιζημπμκδνίςκ ειπμδίγμκηαξ έηζζ ηδ ζοζζχνεοζή ημοξ, ιζα 

ζδζυηδηα πμο είκαζ πμθφ ζδιακηζηή ηυζμ βζα ηδ ιζημπμκδνζαηή θεζημονβία υζμ ηαζ βζα ηδκ 

μιμζυζηαζδ ημο ηοηηάνμο. Δκημφημζξ, πανυηζ δ Lon ιπμνεί κα απμζημδμιήζεζ πνςηεΐκεξ 

πμο έπμοκ οπμζηεί μλεζδςηζηή αθάαδ, δ ίδζα είκαζ εοάθςηδ ζε μλεζδςηζηή 

απεκενβμπμίδζδ. Πένακ ημο πμζμηζημφ εθέβπμο ηςκ πνςηεσκχκ, δ ελανηχιεκδ απυ ηδ 

LonP1 απμζημδυιδζδ επίζδξ ζοκεζζθένεζ ζηδ νφειζζδ ιμκμπαηζχκ ζηα ιζημπυκδνζα ιέζς 

ημο ηενιαηζζιμφ ηδξ δναζηζηυηδηαξ εζδζηχκ πνςηεσκχκ ή νοειίγμκηαξ ηδκ δναζηζηυηδηα 

πνςηεσκζηχκ ζοιπθυηςκ ιέζς ηδξ επζθεηηζηήξ απμζημδυιδζδξ οπμιμκάδςκ ημοξ.   

Ο ιδπακζζιυξ ακαβκχνζζδξ ηςκ πνμξ απμζημδυιδζδ οπμζηνςιάηςκ ηδξ δεκ είκαζ 

αηυιδ λεηάεανμξ, αθθά ηαηά πνμζέββζζδ δ δζαδζηαζία απμζημδυιδζδξ αοηχκ 

πενζθαιαάκεζ ηα παναηάης αήιαηα, Δζηυκα 43. 

 

Δηθόλα 43. ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο αλαγλώξηζεο θαη απνηθνδόκεζεο ησλ πξσηετηληθώλ 

ππνζηξσκάησλ από ηελ πξσηεάζε Lon. Βήκα 1, ακαβκχνζζδ ηαζ πνυζδεζδ ημο οπμζηνχιαημξ. Βήκα 2, 

λεδίπθςια ηςκ δμιδιέκςκ οπμζηνςιάηςκ απυ ηζξ πενζμπέξ AAA+ ημο ελαιενμφξ μθμεκγφιμο, δ δζαδζηαζία 

αοηή απαζηεί ηδκ πνυζδεζδ ηαζ οδνυθοζδ ημο ATP. Γζα οπμζηνχιαηα πμο δεκ έπμοκ δεοηενμηαβή δμιή ημ 

αήια αοηυ παναηάιπηεηαζ. Βήκα 3, ιεηαηυπζζδ ηδξ λεηοθζβιέκδξ ιμνθήξ ημο οπμζηνχιαημξ ζημ εζςηενζηυ 

ημο ελαιενμφξ υπμο ανίζηεηαζ ημ ηέκηνμ απμζημδυιδζδξ. Σμ αήια αοηυ επίζδξ απαζηεί πνυζδεζδ ηαζ 

οδνυθοζδ ATP. Βήκα 4, πνςηευθοζδ δζάζπαζδ δδθαδή ηςκ πεπηζδζηχκ δεζιχκ ηαζ απεθεοεένςζδ ιζηνχκ 

πεπηζδίςκ. [Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ (Venkatesh, Lee et al. 2012)]. 

 

Έκα απυ ηα πζμ βκςζηά οπμζηνχιαηα ηδξ LonP1 είκαζ δ ιζημπμκδνζαηή πνςηεΐκδ 

Aconitase, δ μπμία είκαζ εοπαεήξ ζε μλεζδςηζηή αδνακμπμίδζδ ηαζ ζοζζχνεοζδ ζε 

πμθθέξ δζαηαναπέξ ζπεηζγυιεκεξ ιε ηδ βήνακζδ. Η LonP1 επζθεηηζηά ακαβκςνίγεζ ηαζ 

απμζημδμιεί ηδκ μλεζδςιέκδ ιμνθή ιεηά απυ ακαβκχνζζδ ηδξ οδνυθμαδξ ιμνθήξ πμο 

πνμηφπηεζ απυ ηδκ μλεζδςηζηή ηνμπμπμίδζδ. Με αοηυκ ημκ ηνυπμ ειπμδίγεζ ηδκ 
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εηηεηαιέκδ μλείδςζδ ηαζ ζοζζχνεοζδ, πμο εα έεεηε ζε ηίκδοκμ ηδ ιζημπμκδνζαηή 

θεζημονβία ηαζ ηδκ ηοηηανζηή αζςζζιυηδηα.  Η Aconitase απμηεθεί έκα απυ ηα πμθθά 

πζεακά οπμζηνχιαηα ηδξ LonP1 ζηδ ιζημπμκδνζαηή ιήηνα πμο απμζημδμιμφκηαζ 

επζθεηηζηά απυ ηδκ πνςηεάζδ ιεηά απυ μλεζδςηζηή ηνμπμπμίδζδ (Bota, Van Remmen et 

al. 2002). Έκα άθθμ οπμζηνχιαηα, πμθφ ζδιακηζηυ βζα ηδ θοζζμθμβζηή ιζημπμκδνζαηή 

θεζημονβία, είκαζ μ ιζημπμκδνζαηυξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ A (TFAM). Η απμζζχπδζδ 

ηδξ LonP1 πνςηεΐκδξ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ αφλδζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηδξ 

TFAM πνςηεΐκδξ ηαεχξ ηαζ αφλδζδ ζημκ ανζειυ ακηζβνάθςκ ημο mtDNA, εκχ ακηίεεηα 

δ οπενέηθναζδ ηδξ ιεζχκεζ ηα επίπεδα TFAM ηαεχξ ηαζ ημκ ανζειυ ακηζβνάθςκ ημο 

mtDNA (Matsushima, Goto et al. 2010). Δπζπθέμκ δ απμζζχπδζδ ηδξ LonP1 μδδβεί ζε 

αφλδζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ημο ιζημπμκδνζαημφ ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα B2 

(transcription factor B2 of mitochondria - TFB2M), οπμδδθχκμκηαξ υηζ ιπμνεί επίζδξ κα 

απμηεθεί οπυζηνςια ηδξ Lon. ΢ε ζοκεήηεξ οπμλίαξ, δ LonP1 ζοιιεηέπεζ ζηδκ 

ακαδζαιυνθςζδ ημο μθμεκγφιμο COX ιέζς ηδξ απμζημδυιδζδξ ηδξ οπμιμκάδαξ Cox4-1 

(Fukuda, Zhang et al. 2007). ΢οβηεηνζιέκα υηακ δ δζαεεζζιυηδηα ημο μλοβυκμο είκαζ 

παιδθή, μ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ HIF-1α (hypoxia-inducible transcription factor HIF-

1α) πνμζδέκεηαζ ζηα ζημζπεία απυηνζζδξ ζηδκ οπμλία (hypoxia response elements - HRE) 

ζημκ οπμηζκδηή ημο βμκζδίμο ηδξ LonP1 μδδβχκηαξ ζε αολμννφειζζδ ηδξ LonP1 ηαζ 

απμζημδυιδζδ ηδξ οπμιμκάδαξ Cox4-1. Σδκ ίδζα ζηζβιή μ HIF-1α μδδβεί ζηδκ 

αολμννφειζζδ ιζαξ εκαθθαηηζηήξ ζζμιμνθήξ ηδξ Cox4-2, δ μπμία ζοκανιμθμβείηαζ ζημ 

ζφιπθμημ COX πνμξ ακηζηαηάζηαζδ ηδξ οπμιμκάδαξ Cox4-1. Σα ζφιπθμηα πμο 

πενζέπμοκ ηδκ οπμιμκάδα Cox4-2 απμδείπηδηε υηζ έπμοκ αέθηζζηδ ιεηαθμνά δθεηηνμκίςκ 

ηαζ ηαηά ζοκέπεζα αφλδζδ ηδξ απμηεθεζιαηζηυηδηαξ ηδξ ακαπκμήξ ζε ζοκεήηεξ οπμλίαξ 

(Bota and Davies 2001; Hori, Ichinoda et al. 2002; Fukuda, Zhang et al. 2007). Η ζδζυηδηα 

αοηή οπμδδθχκεζ υηζ δ LonP1 πνςηεάζδ ιπμνέζ κα έπεζ ηαζ νυθμ ιμνίμο ζοκμδμφ 

(chaperone-like function) πμο ηαεμνίγεζ ηδ ζοκανιμθυβδζδ ηαζ απμζοκανιμθυβδζδ 

πνςηεσκχκ.  

 

Γ.Β.3 Ζ απνξξύζκηζε ηεο κηηνρνλδξηαθήο πξσηεάζεο LonP1 επηβεβαηώλεηαη θαη ζε 

ζπλζήθεο ζρεκαηηζκνύ εγθιείζησλ α-synuclein κε ηε ρξήζε ησλ αλαζηνιέσλ 

rotenone θαη 6-OHDA 

΢ηδ ζοκέπεζα ζπεδζάζηδηακ επζπθέμκ πεζνάιαηα επζαεααίςζδξ. Έβζκε δζαιυθοκζδ 

ηςκ SH-SY5Y ηοηηάνςκ ιε πθαζιζδζαημφξ θμνείξ πμο ελέθναγακ ηδκ αβνίμο ηφπμο α-
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synuclein (WT α-syn) ηαζ αημθμφεςξ εθανιμβή stress ιε δφμ δζαθμνεηζημφξ ακαζημθείξ 

ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ θεζημονβίαξ, ηζξ κεονμημλίκεξ rotenone ηαζ 6-OHDA ζηζξ 

ζοβηεκηνχζεζξ 500nM/5hrs ηαζ 50ιΜ/24hrs ακηίζημζπα. ΢ηα πεζνάιαηα αοηά 

επζαεααζχεδηε δ αολδηζηή ηάζδ έηθναζδξ ηδξ LonP1 πανμοζία ηςκ ακαζημθέςκ, Δζηυκα 

29Β (δζαδνμιέξ 2 ηαζ 6) ζοβηνζηζηά ιε ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο, Δζηυκα 44Α (δζαδνμιέξ 1 

ηαζ 5), εκχ βεβμκυξ είκαζ υηζ δ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ βίκεηαζ πζμ έκημκδ υηακ ζοκμδεφεηαζ 

απυ οπενέηθναζδ ηδξ WT α-syn, Δζηυκα 44Α (δζαδνμιέξ 4 ηαζ 8). ΢ημ ζδιείμ αοηυ κα 

ημκίζμοιε υηζ δ οπενέηθναζδ ηδξ WT α-syn απμοζία ημο ακαζημθέα δεκ επδνεάγεζ ηα 

επίπεδα έηθναζδξ ηδξ πνςηεάζδξ LonP1 ζε πνςηεσκζηυ επίπεδμ, Δζηυκα 44Α (δζαδνμιέξ 3 

ηαζ 7). Η πμζμηζημπμίδζδ αοηχκ ηςκ πεζναιάηςκ επζαεααίςζε υηζ δ πνήζδ ηςκ 

ακαζημθέςκ πνμηαθεί αφλδζδ απυ ημ επίπεδμ 1 ζημ 1.5, εκχ δ ζοκενβαηζηή δνάζδ ηςκ 

ακαζημθέςκ ηαζ ηδξ οπενέηθναζδξ ηδξ α-synuclein μδδβεί ζε αφλδζδ ζημ 2.5, Δζηυκα 

44Β.  

 

Δηθόλα 44. Ζ ππεξέθθξαζε ηεο α-synuclein ζε ζπλδπαζκό κε ηελ αλαζηνιή ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ 

ζπκπιόθνπ Η ηεο κηηνρνλδξηαθήο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο έρεη σο απνηέιεζκα ηελ αύμεζε ησλ 

επηπέδσλ ηεο κηηνρνλδξηαθήο πξσηεάζεο LonP1 θαη ην ζρεκαηηζκό θπηηαξνπιαζκαηηθώλ εγθιείζησλ 

α-synuclein.  
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Α. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο απμηοπχκμκηαζ μζ ιεηααμθέξ ζηδκ έηθναζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

πνςηεάζδξ LonP1, ηαηά ηδκ οπενέηθναζδ ηδξ WT α-syn, πανμοζία δ απμοζία rotenone (500nM/5hrs) ηαζ 

6-OHDA (50ιΜ/24hrs). Χξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ β-tubulin, εκχ 

ςξ ιζημπμκδνζαηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ δ πνςηεΐκδ porin. Β. Πμζμηζημπμίδζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ηδξ 

LonP1 ιε ημ πνυβναιια Quantity One, έκακηζ ηδξ έηθναζδξ ηδξ β-tubulin. ΢ηαηζζηζηή επελενβαζία ιε one 

way ANOVA (*P < 0,05, n=4). Γ. Δκδεζηηζηή εζηυκα ακμζμθεμνζζιμφ ιε ηδ πνήζδ εζδζημφ ακηζζχιαημξ 

έκακηζ ηδξ α-synuclein. Η οπενέηθναζδ ηδξ WT α-syn πανμοζία rotenone (500nM/5hrs) ηαζ 6-OHDA 

(50ιΜ/24hrs) ζοκμδεφεηαζ απυ ηδκ ειθάκζζδ εβηθείζηςκ α-synuclein. Η ηαθθζένβεζα εθέβπμο ακαθένεηαζ 

ςξ control (-). Η πνχζδ ημο πονήκα έβζκε ιε ηδ πνςζηζηή DAPI. (Φαηυξ 100x, ηθίιαηα 25ιm, n=4) Γ. 

Γζαβναιιαηζηή απεζηυκζζδ ηςκ ζπεηζηχκ επζπέδςκ mRNA ημο βμκζδίμο LonP1 ζηζξ παναπάκς ζοκεήηεξ. Η 

ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδκ ηεπκζηή ηδξ πμζμηζηήξ PCR (Q-PCR). Χξ βμκίδζμ ακαθμνάξ 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ SRP14 ηαζ ςξ δείβια ακαθμνάξ ημ Control (-) (n.s. P > 0,05, n=3).  

 

Δπζπθέμκ, δ οπενέηθναζδ ηδξ α-synuclein ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ ακαζημθή ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ θεζημονβίαξ είπε ςξ απμηέθεζια ημ ζπδιαηζζιυ εβηθείζηςκ α-synuclein 

ζημ εζςηενζηυ ηςκ ηοηηάνςκ, έκα παναηηδνζζηζηυ πμο μθείθεηαζ επίζδξ ζηδ ζοκενβαηζηή 

δνάζδ ηςκ δφμ παναβυκηςκ, ιζαξ ηαζ ιυκμ δ οπενέηθναζδ ηδξ α-synuclein δεκ απμηεθεί 

ζηακυ πανάβμκηα βζα ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ εβηθείζηςκ, Δζηυκα 44Γ. Ο ζπδιαηζζιυξ ηςκ 

εβηθείζηςκ ηδξ α-synuclein απμηεθεί ημ πζμ ζδιακηζηυ παεμθμβζηυ παναηηδνζζηζηυ ηδξ 

κυζμο ημο Parkinson. Σέθμξ ζηζξ παναπάκς ζοκεήηεξ εθέβπεδηακ ηα επίπεδα mRNA ηδξ 

πνςηεάζδξ LonP1 ηαζ δεκ παναηδνήεδηε ηαιία ιεηααμθή ζε ιεηαβναθζηυ επίπεδμ, 

Δζηυκα 44Γ.  

 

Γ.Β.4 Έιεγρνο ηεο ζπκπεξηθνξάο ηεο κηηνρνλδξηαθήο πξσηεάζεο LonP1 ζην κνληέιν 

ρξόληαο έθζεζεο ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA 

΢ηδ ζοκέπεζα έβζκε έθεβπμξ ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ 

πνςηεάζδξ LonP1. Ανπζηά ιε πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά western εθέβπεδηε εάκ 

επδνεάγμκηαζ ηα πνςηεσκζηά επίπεδα έηθναζδξ. ΢ε ακηίεεζδ ιε ηδκ αφλδζδ πμο 

παναηδνήεδηε ζηδκ μλεία ηαηάζηαζδ stress (Δζηυκα 42 ηαζ 44), δζαπζζηχεδηε υηζ ηα 

επίπεδα ηδξ πνςηεΐκδξ παναιέκμοκ ζηαεενά ηαζ ζηα δφμ ζδιεία ακαθμνάξ, δδθαδή ζηζξ 

βεκζέξ P:12 ηαζ P:16 πανμοζία ηδξ ημλίκδξ 6-OHDA (1ιM ηαζ 5ιM), Δζηυκα 46Α. 

επζπθέμκ μ έθεβπμξ ηδξ πνςηεσκδξ Aconitase 2, ςξ βκςζηυ οπυζηνςια ηδξ LonP1, δεκ 

απμηάθορε ηάπμζα ιεηααμθή, βεβμκυξ πμο ζδιαίκεζ υηζ δ ηάηαζηαζδ πνυκζμο stress δεκ 

έπεζ επδνεάζεζ ηδκ ζηακυηδηα πνςηεάζδξ ηδξ LonP1. Χξ δείηηδξ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ιάγαξ πνδζζιμπμζήεδηε δ ιζημπμκδνζαηή πνςηεΐκδ porin. Χζηυζμ, πεζνάιαηα 

ακμζμθεμνζζιμφ έκακηζ ηδξ LonP1 απμηάθορακ ιζα έκημκδ ιεηαηυπζζδ ηδξ πνςηεΐκδξ 



158 
 

ζημκ πονήκα, Δζηυκα 45Β. Η ιεηαηυπζζδ αοηή είκαζ ειθακήξ ζηδ βεκζά P:16 ηυζμ ζηδ 

ζοβηέκηνςζδ 1ιM, αθθά ζαθχξ πζμ έκημκδ ζηα 5ιM. Δπμιέκςξ αθμφ ηα ζοκμθζηά 

επίπεδα ηδξ πνςηεΐκδξ δεκ ιεηααάθθμκηαζ δ ιεηαηυπζζδ αοηή μδδβεί ηεθζηά ζημ κα 

απμιείκμοκ ιζηνυηενα επίπεδα ζημ ηοηηανζηυ δζαιένζζια ηςκ ιζημπμκδνίςκ ηαζ έκα ιένμξ 

αοημφ κα ιεηαημπζζηεί ζημκ πονήκα.  

 

Δηθόλα 45. ΢ην κνληέιν ρξόληαο έθζεζεο ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA παξαηεξήζεθε έληνλε κεηαηόπηζε 

ηεο LonP1 ζηνλ ππξήλα, παξόηη ηα ζπλνιηθά πξσηετληθά επίπεδα παξακέλνπλ ζηαζεξά. Α. 

Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο δεκ παναηδνμφκηαζ ιεηααμθέξ ζηδκ έηθναζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

πνςηεάζδξ LonP1 ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA ζηα ζδιεία ακαθμνάξ P:12 ηαζ 

P:16. Χξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ β-tubulin, εκχ ςξ ιζημπμκδνζαηυξ 

δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ δ πνςηεΐκδ porin. Β. Δκδεζηηζηή εζηυκα ακμζμθεμνζζιμφ ιε ηδ πνήζδ εζδζημφ 

ακηζζχιαημξ έκακηζ ηδξ LonP1 ζηα ζδιεία ακαθμνάξ P:12 ηαζ P:16. Η πνχζδ ημο πονήκα έβζκε ιε ηδ 

πνςζηζηή DAPI. (Φαηυξ 100x, ηθίιαηα 50ιm, Σεπκδηυ γμοι 3x). 

 

΢οκμρίγμκηαξ, ζηδκ μλεία ηαζ πνυκζα ηαηάζηαζδ stress παναηδνείηαζ δζαθμνεηζηυξ 

ηνυπμξ νφειζζδξ ζηδκ έηθναζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1. ΢ηδκ μλεία 

ηαηάζηαζδ, δ απυηνζζδ ζημ stress έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ 

LonP1. Ακηζεέηςξ, ζηδκ πνυκζα ηαηάζηαζδ ηα πνςηεσκζηά επίπεδα παναιέκμοκ ζηαεενά, 

αθθά παναηδνείηαζ έκα δζαθμνεηζηυ πνυηοπμ ηαηακμιήξ ηδξ πνςηεΐκδξ ιε έκημκδ 

ιεηαηυπζζδ αοηήξ ζημκ πονήκα.  

Γ.Β.5 Ο εληνπηζκόο ηεο κηηνρνλδξηαθήο πξσηεάζεο LonP1 ζηε ρξσκαηίλε ζην 

κνληέιν ρξόληαο έθζεζεο ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA. 

Η ζοιπενζθμνά αοηή ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1 πνμηάθεζε ζδζαίηενδ 

αίζεδζδ. Αημθμφεςξ εθέβλαιε εάκ δ ιεηαηυπζζδ ζημκ πονήκα εζηζάγεηαζ ζημ πονδκζηυ 

DNA, δδθαδή εάκ δ LonP1 αθθδθεπζδνά ιε ηδ πνχιαηίκδ ή εάκ ανίζηεηαζ απθά ζημ 
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πονδκζηυ δζαιένζζια. Γζα ημ θυβμ αοηυ αημθμοεήεδηε δ απμιυκςζδ πνςηεσκζηχκ 

ηθαζιάηςκ ιε ηδκ ηεπκζηή απμιυκςζδξ πνςηεσκχκ πμο δεζιεφμκηαζ ζηδ πνςιαηίκδ - 

Chromatin Binding Assay (CBA) πμο πενζβνάθδηε ζηα Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ Πανάβναθμξ 

Γ.2.12, δ μπμία επζηνέπεζ ηδκ απμιυκςζδ πνςηεσκζηχκ ηθαζιάηςκ πμο δζαπςνίγμοκ ηδ 

πνςιαηίκδ απυ ηα οπυθμζπα ζοζηαηζηά ημο πονήκα. Ο δζαπςνζζιυξ ηςκ πνςηεσκχκ βίκεηαζ 

ζε δφμ ζηάδζα. ΢ημ 1
μ
 ζηάδζμ δζαπςνίγμκηαζ μζ ηοηηανμπθαζιαηζηέξ (S1) απυ ηζξ 

πονδκζηέξ πνςηεΐκεξ (P1), Δζηυκα 46 (δζαδνμιέξ 4 - 9). Ήδδ απυ ημκ δζαπςνζζιυ αοηυ 

εκημπίγεηαζ έκα ηιήια ηδξ πνςηεΐκδξ LonP1 ζημ εηπφθζζια πμο πενζέπεζ ηζξ πονδκζηέξ 

πνςηεΐκεξ (δζαδνμιέξ 5, 7 ηαζ 9). ΢ημ 2
μ
 ζηάδζμ αημθμοεεί μ δζαπςνζζιυξ ηςκ πονδκζηχκ 

πνςηεσκχκ ζε αοηέξ πμο είκαζ πνμζδεδειέκεξ ζηδ πνςιαηίκδ (S2) ηαζ ζε αοηέξ πμο είκαζ 

εθεφεενεξ ζημκ πονήκα (P2). Ο έθεβπμξ αοηυξ πναβιαημπμζήεδηε ζηδ βεκζά P:16. Όπςξ 

δζαπζζηχεδηε δ ιεηαηυπζζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1 ζημκ πονήκα 

εκημπίγεηαζ ζημ εηπφθζζια πμο αθμνά ηζξ πνςηεΐκεξ πμο πνμζδέκμκηαζ ζηδ πνςιαηίκδ, 

Δζηυκα 46 (δζαδνμιέξ 10, 12 ηαζ 14). Γεβμκυξ είκαζ υηζ δ αθθδθεπίδναζδ ηδξ LonP1 ιε ηδ 

πνςιαηίκδ παναηδνείηαζ ζε πμθφ ιζηνυ ααειυ ηαζ ζηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο (δζαδνμιή 

10), πμο οπμδδθχκεζ υηζ αοηυ ιπμνεί κα είκαζ ιζα θοζζμθμβζηή αθθδθεπίδναζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ. Χζηυζμ, δ ιεηαηυπζζδ ζηδ πνςιαηίκδ βίκεηαζ πμθφ πζμ έκημκδ πανμοζία ηδξ 

ημλίκδξ 6-OHDA, ιε ηνυπμ ελανηχιεκμ απυ ηδ ζοβηέκηνςζή ηδξ, αθμφ παναηδνείηαζ 

αφλδζδ ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 5ιM ζοβηνζηζηά ιε ηδ ζοβηέκηνςζδ 1ιM, Δζηυκα 46 

(δζαδνμιέξ 12 ηαζ 14). Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ αλζμπζζηίαξ ηδξ ιεευδμο δζαπςνζζιμφ ηςκ 

πνςηεσκχκ, ηαζ ζηα δφμ ζηάδζα, πνδζζιμπμζήεδηε ςξ δείηηδξ ιζα πονδκζηή πνςηεΐκδ δ 

μπμία είκαζ βκςζηυ υηζ πνμζδέκεηαζ ζηδ πνςιαηίκδ, δ Heterochromatin protein 1 gamma 

(HP1 gamma). Πνάβιαηζ, δ HP1 εκημπίγεηαζ ζημ 1
μ
 ΢ηάδζμ δζαπςνζζιμφ ιυκμ ζημ ηθάζια 

πνςηεσκχκ πμο πενζέπεζ ηζξ πονδκζηέξ πνςηεΐκεξ (P1) ηαζ ζημ 2
μ
 ΢ηάδζμ δζαπςνζζιμφ 

ιυκμκ ζημ ηθάζια ηςκ πνςηεσκχκ πμο πνμζδέκμκηαζ ζηδ πνςιαηίκδ (S2).  
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Δηθόλα 46. H ρξόληα έθζεζε ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA έρεη σο απνηέιεζκα ηε κεηαηόπηζε ηεο 

κηηνρνλδξηαθήο πξσηεάζεο LonP1 ζηε ρξσκαηίλε. Α. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο δεκ 

παναηδνμφκηαζ ιεηααμθέξ ζηδκ έηθναζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1 ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ 

έηεεζδξ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA ζημ ζδιείμ ακαθμνάξ P:16. Β. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο 

απεζημκίγεηαζ δ έηθναζδ ηδξ LonP1 ιεηά απυ ηδ ιέεμδμ ηθαζιάηςζδξ πνςηεσκχκ πμο πνμζδέκμκηαζ ζηδ 

πνςιαηίκδ. Η LonP1 εκημπίγεηαζ ζημ ηθάζια ηςκ πνςηεσκχκ πμο πνμζδέκμκηαζ ζηδ πνςιαηίκδ (δζαδνμιέξ 

10, 12 ηαζ 14), ιε πζμ έκημκμ εκημπζζιυ πανμοζία ηδξ ημλίκδξ κεονμημλίκδ 6-OHDA ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ 

1ιM ηαζ 5ιM (δζαδνμιέξ 12 ηαζ 14 ακηίζημζπα). Χξ δείηηδξ πνςηεΐκδξ πμο πνμζδέκεηαζ ζηδ πνςιαηίκδ 

πνδζζιμπμζήεδηε δ πνςηεΐκδ Heterochromatin protein 1 gamma (HP1 gamma). Χξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ 

δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ α-tubulin, εκχ ςξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνςιαηίκδξ δ πνςηεΐκδ 

Ιζηυκδ 3 (Histone 3 – H3). 

 

Η πνυζδεζδ ηδξ ATP-ελανηχιεκδξ Lon πνςηεάζδξ ζημ DNA, είκαζ ιζα ελεθζηηζηά 

ζοκηδνδιέκδ ζδζυηδηα απυ ηα ααηηήνζα (La, μιυθμβμ ζηα ααηηήνζα) ζημκ άκενςπμ, 

βεβμκυξ πμο οπμδδθχκεζ υηζ απμηεθεί ιζα ζδιακηζηή ζδζυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ. ΢ηα 

εδθαζηζηά, ιένμξ ηδξ πνςηεάζδξ πμο απακηάηαζ ζηδ ιζημπμκδνζαηή ιήηνα εκημπίγεηαζ 

ζηα ιζημπμκδνζαηά πονδκμεζδή (Cheng, Kanki et al. 2005; Kucej and Butow 2007; 

Bogenhagen, Rousseau et al. 2008) ηαζ αθθδθεπζδνά ιε ημ mtDNA ιέζς ιζαξ εζδζηήξ 

αθθδθμοπίαξ πνυζδεζδξ (Fu and Markovitz 1998; Liu, Lu et al. 2004; Lu, Yadav et al. 

2007). ΢ε ακηίεεζδ ιε ηδ ααηηδνζαηή πνςηεάζδ, δ μπμία έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα 

πνμζδέκεηαζ ζε δίηθςκμ DNA (double-stranded DNA - dsDNA), ζηα εδθαζηζηά η Lon 

πνςηεάζδξ αθθδθεπζδνά ιε ιμκυηθςκμ DNA (single-stranded DNA - ssDNA), ιέζς ηδξ 

εζδζηήξ αθθδθμοπία πνυζδεζδξ, ζε πενζμπέξ πθμφζζεξ ζε κμοηθεμηζδζηέξ αάζεζξ βμοακίκδξ 

(G-rich) ηυζμ ζημ DNA υζμ ηαζ ζημ RNA (Suzuki, Suda et al. 1994; Van Dyck, Pearce et 

al. 1994; Haynes, Yang et al. 2010). Η πνυζδεζδ ηδξ Lon ζημ mtDNA ιπμνεί άιεζα κα 
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ακαζηέθθεζ ή κα επάβεζ ηζξ δζαδζηαζίεξ ακηζβναθήξ ή ιεηαβναθήξ. ΢οβηεηνζιέκα δ Lon 

απμζημδμιεί ημ ιζημπμκδνζαηυ ιεηαβναθζηυ πανάβμκηα TFAM ηαζ νοειίγεζ ιε αοηυκ ημκ 

ηνυπμ ημκ ανζειυ ακηζβνάθςκ ημο mtDNA (Matsushima, Goto et al. 2010). Όπςξ 

ακαθένεδηε παναπάκς, δ Lon πνμζδέκεηαζ ζημ mtDNA ζε αθθδθμοπίεξ πμο θένμοκ 

ημοθάπζζημκ 4 ζοκεπυιεκα ηαηάθμζπα Γμοακίκδξ πμο έπμοκ ηδκ ηάζδ κα ζπδιαηίγμοκ 

ηεηναιενή πμο απμηεθμφκηαζ απυ Γμοακίκδ - G-quadruplexes. ΢ημ ιζημπμκδνζαηυ 

βμκζδίςια ηάεε ~150 κμοηθεμηίδζα ζηδ αανζά αθοζίδα ημο mtDNA εκημπίγμκηαζ 4–6 

βεζημκζηά ηαηάθμζπα βμοακίκδξ πμο ιπμνεί δοκδηζηά κα αθθδθεπζδνάζμοκ ηαζ κα 

ζπδιαηίζμοκ αοηέξ ηζξ δμιέξ (Chen, Suzuki et al. 2008). 

Η ζδιαζία ηςκ G-quadruplexes ζημ ιζημπμκδνζαηυ βμκζδίςια δεκ έπεζ ιεθεηδεεί, 

ςζηυζμ G-quadruplexes έπμοκ εκημπζζηεί ζηζξ πενζμπέξ ηςκ οπμηζκδηχκ πονδκζηχκ 

βμκζδίςκ ηαζ θεζημονβμφκ είηε πνμάβμκηαξ είηε ειπμδίγμκηαξ ηδ ιεηαβναθή αοηχκ 

(Simonsson, Pecinka et al. 1998; Siddiqui-Jain, Grand et al. 2002). ΢ηδκ εζηυκα 48 

εζημκίγμκηαζ μζ εέζεζξ ζημ ιζημπμκδνζαηυ βμκζδίςια υπμο εκημπίγμκηαζ ζοκμθζηά ηα 

ηεηναιενή βμοακίκδξ πμο ζπδιαηίγμοκ ηζξ δμιέξ G-quadruplexes ζημ mtDNA, ηαεχξ ηαζ 

μζ εέζδξ δέζιεοζδξ ηδξ πνςηεάζδξ LonP1, υπςξ απμδείπεδηε απυ in vitro πεζνάιαηα 

ακμζμηαηαηνήικζζδξ ζημ ιζημπμκδνζαηυ DNA (Lu, Yadav et al. 2007). Δπίπθέμκ, δμιέξ 

G-quadruplexes έπμοκ ηαοημπμζδεεί ηαζ ζημ βμκζδίςια ηδξ Escherichia coli ζημοξ 

οπμηζκδηέξ βμκζδίςκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδ ιεηαβναθή, ιε ηδ αζμζφκεεζδ ιεηααμθζηχκ ηαζ 

ηδ ιεηαβςβή ζήιαημξ (Rawal, Kummarasetti et al. 2006).  

 

Δηθόλα 47. Οζ ζρεηηθέο ζέζεηο ζην mtDNA όπνπ 

εληνπίδνληαη ηα G-quadruplexes θαη νη 

πξνβιεπόκελεο ζέζεηο δέζκεπζεο ηεο LonP1. Οζ 

εέζεζξ ηςκ G-quadruplexes πάκς ζηδ αανζά 

ιζημπμκδνζαηή αθοζίδα πνμζδζμνίζηδηακ ιε ημ 

πνυβναιια αζμπθδνμθμνζηήξ ακάθοζδξ Quadfinder 

Version 1 (http://miracle.igib.res.in/quadfinder/) 

(Chen, Suzuki et al. 2008) The mtDNA regions 

bound by Lon in cultured HeLa cells were 

determined by mtDNA immunoprecipitation (mIP) 

(Lu, Yadav et al. 2007). [Πνμζανιμβή ηαζ 

ηνμπμπμίδζδ απυ (Venkatesh, Lee et al. 2012)].  
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Γ.Β.5.1 Ζ βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε ηεο πξσηνηαγνύο αιιεινπρίαο ηεο LonP1 

απνθάιπςε κηα πηζαλή αιιεινπρία NLS ππεύζπλε γηα ηε κεηαθνξά ηεο ζηνλ ππξήλα 

Έπμκηαξ ςξ δεδμιέκα, πνχημκ ηδκ ζηακυηδηα ηδξ πνςηεάζδξ LonP1 κα 

αθθδθεπζδνά ιε ημ DNA ηαζ δεφηενμκ ημκ εκημπζζιυ ζηδ ζοκεήηδ πνυκζμο stress ζημκ 

πονήκα ηαζ ζοβηεηνζιέκα ζηδ πνςιαηίκδ, ηαζ ηνίημκ δ πθδεχνα ηςκ G-quadruplexs 

δμιχκ ζημοξ οπμηζκδηέξ πονδκζηχκ βμκζδίςκ εθέβπεδηε εάκ εκημπίγεηαζ ζηδκ πνςημηαβή 

αιζκμλζηή αθθδθμοπία ηδξ πνςηεΐκδξ αθθδθμοπία ζηυπμξ πμο είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδ 

ιεηαθμνά ηδξ ζημκ πονήκα (Nuclear Localization Signal – NLS). Η ακάθοζδ ηδξ 

πνςημηαβμφξ αιζκμλζηήξ αθθδθμοπίαξ έβζκε ιε ημ πνυβναιια http://nls-

mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi.  

 

Δηθόλα 48. Ζ πξσηνηαγήο ακηλνμηθή αιιεινπρία ηεο αλζξώπηλεο κηηνρνλδξηαθήο πξσηεάζεο LonP1. 

΢ηζξ εέζεζξ αιζκμλέςκ 1-67 εκημπίγεηαζ δ ιζημπμκδνζαηή αθθδθμοπία ζηυπμξ (Mitochondrial Target 

Sequence - MTS) δ μπμία είκαζ οπέοεοκδ βζα ηδ ιεηαθμνά ηδξ εκηυξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ. Η δμιζηή πενζμπή 

N-domain εκημπίγεηαζ ζηζξ εέζεζξ 124-484 ηαζ είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδκ ακαβκχνζζδ ηαζ πνυζδεζδ ημο 

http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi
http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi
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οπμζηνχιαημξ, δ δμιζηή πενζμπή ΑΑΑ+ module ζηζξ εέζεζξ Η πενζμπή AAA+ module, ζηδκ μπμία 

εκημπίγμκηαζ ηα ιμηίαα Walker Box A ηαζ B (ζηζξ εέζεζξ 522-531 ηαζ 590-593 ακηίζημζπα), οπεφεοκδ βζα ηδκ 

πνυζδεζδ ηαζ ηδκ οδνυθοζδ ημο ATP. Δπζπθέμκ πενζέπεζ ηδκ πενζμπή πνυζδεζδξ ζημ DNA ιεηαλφ ηςκ 

αιζκμλέςκ 522-530. Η πενζμπή P domain, εκημπίγεηαζ ζηζξ εέζεζξ 730-949, πενζέπεζ ημ πνςηεμθοηζηυ εκενβυ 

ηέκηνμ πμο ζπδιαηίγεηαζ ηδκ ηαηαθοηζηή δοάδα ζενίκδξ (S) - θοζίκδξ (K) ζηα ηαηάθμζπα 855 ηαζ 896 

ακηίζημζπα. Δίκαζ δ πενζμπή ιε εκενβυηδηα πνςηεάζδξ. ΢ηζξ εέζεζξ αιζκμλέςκ 236-247 εκημπίγεηαζ δ πζεακή 

αθθδθμοπία ζηυπμξ πμο είκαζ οπεφεοκδ βζα ηδ ιεηαθμνά ζημκ πονήκα NLS (Nuclear Localization Signal).  

 

Η ακάθοζδ αοηή μδήβδζε ζημκ εκημπζζιυ ιζαξ αθθδθμοπίαξ NLS, πμο απμηεθείηαζ 

απυ 12 αιζκμλέα, ηαζ εκημπίγεηαζ ζημ αιζκμηεθζηυ άηνμ ηδξ πνςηεΐκδξ ζηζξ εέζεζξ 

αιζκμλέςκ 236-247, Δζηυκα 48. Η αθθδθμοπία NLS απμηεθείηαζ απυ ηα αιζκμλέα 

RRKSKRGKKEAE. Σμ παναπάκς εφνδια δίκεζ ιζα ελήβδζδ βζα ημ πχξ δ ιζημπμκδνζαηή 

πνςηεάζδ LonP1 εζζένπεηαζ ζημκ πονήκα, ηάηζ ημ μπμίμ πνέπεζ κα απμδεζπεεί ιε 

ζημπεοιέκα πεζνάιαηα.  

Αημθμφεδζε ζοβηνζηζηή ακάθοζδ ιεηαλφ δζαθυνςκ εζδχκ, πνμηεζιέκμο κα 

εθεβπεεί εάκ δ αθθδθμοπία ζηυπμξ NLS είκαζ ζοκηδνδιέκδ ιεηαλφ ηςκ εζδχκ. Η 

ζοβηνζηζηή ακάθοζδ έβζκε ιεηαλφ ηςκ εζδχκ Homo sapiens (NP_004784.2), Gallus gallus 

(XP_001232112.3), Xenopus tropicalis (XP_002938599.1), Drosophila melanogaster 

(NP_649133.1) ηαζ Saccharomyces cerevisiae (NP_009531.1) (Οιυθμβδ πνςηεΐκδ PIM1) 

ηαζ απμηάθορε υηζ δ αθθδθμοπία ζηυπμξ πμο πζεακά επζηνέπεζ ηδκ είζμδμ ηδξ LonP1ζημκ 

πονήκα, εκημπίγεηαζ ιυκμ ζημ ημηυπμοθμ ηαζ απμοζζάγεζ απυ ηα παναηάης ελεθζηηζηά 

είδδ, Δζηυκα 49.  

 

Δηθόλα 49. ΢οβηνζηζηή ακάθοζδ ηδξ μιμθμβίαξ ηδξ NLS αθθδθμοπίαξ ιεηαλφ ηςκ εζδχκ Homo sapiens 

(NP_004784.2), Gallus gallus (XP_001232112.3), Xenopus tropicalis (XP_002938599.1), Drosophila 

melanogaster (NP_649133.1) ηαζ Saccharomyces cerevisiae (NP_009531.1). 

Σα παναπάκς εονήιαηα εκζζπφμοκ ηδκ οπυεεζδ ηδξ ιεηαηίκδζδξ ηδξ LonP1ζημκ 

πονήκα, ιέζς ηδξ αθθδθμοπίαξ ζηυπμο NLS πμο εκημπίζηδηε. Δκ ηαηαηθείδζ, θαίκεηαζ υηζ 

Saccharomyces      VVEDANNPEDQEST---------SPATPKLEDIVVERIPDSELQHHKRVE---ATEEESE 
Drosophila         PIKSRSDPARKPRGRIPRSRTGKSRESAAAEELIQNQTLEPPLKSGKVESSSLPKPPTEE 
Xenopus            ----KGEGKKKRRN---------------------------------------VVPKLTK 
Homo               --ENKHKPRRKSKR---------------------------------------GKKEAED 
Gallus             ----KQKVRRKQKR---------------------------------------PKKEAEE 
                         .   :                                                . 
  
Saccharomyces      ELDDIQEG--EDINPTEFLKNYNVSLVNVLNLEDEPFDRKSPVINALTSEILKVFKEISQ 
Drosophila         KIVEPETGAKENVNQSAPSAQ-PVLIVEVENVKQPIY-KQTEEVKALTQEIIKTLRDIIT 
Xenopus            EMEKLEQ---VLIDPSSPP---GVLMVEVDNVAHEDF-QNTEEVKALTAEIVKTIRDIIA 
Homo               ELSARHPA-ELAMEPTPELPA-EVLMVEVENVVHEDF-QVTEEVKALTAEIVKTIRDIIA 
Gallus             EPGAKEQAVEVVLDPVAASSQ-EVLMVEVENVVHEDF-QITEEVKALTAEIVKTIRDIIA 
                   :           ::         * :*:* *:    : . :  ::*** **:*.:.:*   

NLS 
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μζ θεζημονβίεξ ηδξ πνςηεΐκδξ LonP1 δεκ πενζμνίγμκηαζ ιυκμ ζημ ηοηηανζηυ δζαιένζζια 

ηςκ ιζημπμκδνίςκ, αθθά οπυ ζοκεήηδ stress έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα εζζένπεηαζ ζημκ 

πονήκα, υπμο αθθδθεπζδνά ιε ημ πονδκζηυ DNA, πςνίξ ςζηυζμ κα βκςνίγμοιε 

ζοβηεηνζιέκα ζε πμζεξ εέζεζξ πνμζδέκεηαζ ζημ DNA ηαζ ιε πμζα βμκίδζα αθθδθεπζδνά.    

 

Γ.Β.6 Έιεγρνο γηα πηζαλά αιιειεπηδξώληα κόξηα κε ηε κηηνρνλδξηαθή πξσηεάζε 

LonP1 ζην κνληέιν ρξόληαο έθζεζεο ζηε λεπξνηνμίλε 6-OHDA 

Ο εκημπζζιυξ ηδξ LonP1 ζημκ πονήκα δδιζμφνβδζε πμθθά ενςηδιαηζηά. ΢ηδκ 

πνμζπάεεζα ιαξ κα ηαηακμήζμοιε ηδκ πζεακή θεζημονβία ηδξ ζημκ πονήκα, ηαεχξ ηαζ 

πζεακέξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιε πονδκζηά ζφιπθμηα πνςηεσκχκ ή ειπθμηή ζηδ ιεηαβναθή 

πονδκζηχκ βμκζδίςκ, πνμπςνήζαιε ζε πεζνάιαηα ακμζμηαηαηνήικζζδξ βζα ηδ LonP1 ηαζ 

αημθμφεςξ ακάθοζδ ιε θαζιαημιεηνία ιάγαξ (mass spectrometry - MS), πνμηείιεκμο κα 

ακζπκεοεμφκ ηα αθθδθεπζδνχκηα ιυνζα πμο εα δζαθςηίζμοκ ημ θυβμ ιεηαηίκδζδξ, ζηδ 

βεκζά P:16. ΢οβηεηνζιέκα επζθέπεδηακ δφμ ζοκεήηεξ δ ηαθθζένβεζα εθέβπμο (control, -), 

δδθαδή ηαθθζένβεζα ηοηηάνςκ SH-SY5Y βζα 16 ζοκεπυιεκεξ βεκζέξ πςνίξ πνήζδ ημλίκδξ 

ηαζ ηαθθζένβεζα SH-SY5Y ηοηηάνςκ πανμοζία ημλίκδξ 6-OHDA ζηδ ζοβηέκηνςζδ 5ιM 

ζηδ βεκζά P:16. Αημθμφεδζε ακμζμηαηαηνήικζζδ ζε μθζηά ηοηηανζηά εηποθίζιαηα ζηδ 

βεκζά P:16, ιε ακηίζςια έκακηζ ηδξ LonP1. Ανπζηά, ιε πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ ηαηά 

western επζαεααζχεδηε δ επζηοπία ηδξ ακμζμηαηαηνήικζζδξ, Δζηυκα 50Α (δζαδνμιέξ 2 ηαζ 

7, ηαθθζένβεζα εθέβπμο (control, -) ηαζ 5ιM P:16 ακηίζημζπα). Αημθμφεδζε 

δθεηηνμθυνδζδ αοηχκ ζε πδηηή SDS – πμθοαηνοθαιζδίμο (10%) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα πνχζδ 

ημο πδηηχιαημξ ιε δζάθοια πνςζηζηήξ Coomassie brilliant blue (ζοιααηυ βζα MS). 

Απμιμκχεδηε ημ ζφκμθμ ηδξ δζαδνμιήξ απυ ηδκ πδηηή, υπςξ εζημκίγεηαζ ιε ηδ θεοηή 

δζαηεημιιέκδ βναιιή ηαζ αημθμφεδζε ακάθοζδ ηςκ δεζβιάηςκ ιε θαζιαημιεηνία ιάγαξ.  

 



 
 

165 
 

Δηθόλα 50. Πεηξάκαηα αλνζνθαηαθξήκληζεο ζην κνληέιν ρξόληαο έθζεζεο ζηε γεληά P:16 γηα ηε 

κηηνρνλδξηαθή πξσηεάζε LonP1. Α. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο επζαεααζχκεηαζ δ επζηοπήξ 

ακμζμηαηαηνήικζζδ ηδξ LonP1 ζηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο control (-) ηαζ ζηδ ζοκεήηδ 5ιM, ζηδ βεκζά P:16 

(δζαδνμιέξ 2 ηαζ 7). Χξ δείβια εθέβπμο πνδζζιμπμζήεδηε ημ ακηίζημζπμ ηοηηανζηυ πνςηεσκζηυ εηπφθζζια L- 

Loud, επζπθέμκ ημ οπενηείιεκμ S - Supernatant ηαζ δ πνχηδ πθφζδ W1- Wash 1 (Τθζηά ηαζ Μέεμδμζ, 

πανάβναθμξ Γ.2.15). Β. Απεζηυκζζδ ημο πδηηχιαημξ SDS – πμθοαηνοθαιζδίμο (10%) ιεηά ηδ πνχζδ ιε 

Coomassie brilliant blue (ζοιααηυ βζα MS) βζα ηζξ ηνεζξ δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ, ζθαζνίδζα πνςηεΐκδξ G - 

IgG, 5ιM 6-OHDA P:16 ηαζ ηαθθζένβεζα εθέβπμο (-) P:16 ακηίζημζπα. Απμιυκςζδ ημο ζοκυθμο ηδξ 

δζαδνμιήξ, υπςξ εζημκίγεηαζ ιε ηδ θεοηή δζαηεημιιέκδ βναιιή (δζαδνμιέξ 1, 2 ηαζ 3). Η ζοκεήηδ IgG 

πνδζζιμπμζήεδηε ςξ δείβια εθέβπμο βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ημο εμνφαμο απυ ηδ πνήζδ ηςκ ζθαζνζδίςκ.  

 

Σα δείβιαηα πμο ζηάθεδηακ βζα ακάθοζδ ακηζζημζπμφκ ζηζξ ζοκεήηεξ: 1) 

ζθαζνίδζα πνςηεΐκδξ G - IgG, 2) 5ιM 6-OHDA P:16 ηαζ 3) ηαθθζένβεζα εθέβπμο (-) P:16 

ακηίζημζπα, Δζηυκα 50Β (δζαδνμιέξ 1, 2 ηαζ 3). Η πεζναιαηζηή αοηή δζαδζηαζία 

πναβιαημπμζήεδηε ηνεζξ θμνέξ ιε ηνία ακελάνηδηα ηοηηανζηά εηποθίζιαηα ζηδ βεκζά 

P:16. 

 

Γ.Β.7 Σαπηνπνίεζε κε Φαζκαηνκεηξία κάδαο (MS) ησλ πξσηετλώλ πνπ 

αιιειεπηδξνύλ κε ηε LonP1  

Η πνςηεςιζηή ακάθοζδ μδήβδζε ζηδκ ηαοημπμίδζδ ηαζ ηδ ζπεηζηή 

πμζμηζημπμίδζδ πνςηεσκχκ πμο απμηεθμφκ πζεακά αθθδθεπζδνχκηα ιυνζα ιε ηδκ LonP1. 

Η ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ζε δείβιαηα απυ ηνεζξ δζαθμνεηζηέξ πεζναιαηζηέξ 

επακαθήρεζξ (IgG, (-) ηαζ 5ιM) ηαζ είπε ςξ απμηέθεζια ηδ ζοκμθζηή ηαοημπμίδζδ 1080 

πνςηεσκχκ (431 ζημ δείβια IgG, 504 ζημ δείβια (-) ηαζ 1077 ζημ 5ιM). ΢πεδυκ υθεξ μζ 

πνςηεΐκεξ πμο ηαοημπμζήεδηακ ζηα δείβιαηα IgG ηαζ (-) ηαοημπμζήεδηακ ηαζ ζημ δείβια 

5ιM, ιε ηδκ πνμζεήηδ 409 πνςηεσκχκ πμο ηαοημπμζήεδηακ ιυκμ ζημ δείβια 5ιM, 

Δζηυκα 51A (Πανάνηδια, Πίκαηαξ 1). Απυ αοηυ ημ ζφκμθμ ηςκ πνςηεσκχκ ειείξ 

επζθέλαιε βζα πεναζηένς ιεθέηδ ιυκμ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο ηαοημπμζήεδηακ ηαζ ζηζξ ηνεζξ 

αζμθμβζηέξ επακαθήρεζξ ζημ ηάεε δείβια, πνμξ απμθοβήκ ηςκ ρεοδχξ εεηζηά (false 

positives), Δζηυκα 51B (Πανάνηδια, Πίκαηαξ 2).  
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Δηθόλα 51. Σαπηνπνίεζε ησλ πηζαλώλ αιιειεπηδξώλησλ κνξίσλ κε ηε κηηνρνλδξηαθή πξσηεάζε 

LonP1. Α. Γζαβναιιαηζηή απμηφπςζδ (venn diagram) ημο ζοκμθζημφ ανζειμφ ηςκ πνςηεσκχκ πμο 

ηαοημπμζήεδηακ ηαζ πμζμηζημπμζήεδηακ ζπεηζηά, ζηζξ ηνεζξ δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ ηαζ ημ ααειυ ηάθορδξ 

ιεηαλφ ηςκ ζοκεδηχκ. Οζ ηνεζξ δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ αθμνμφκ ημ δείβια ανκδηζημφ εθέβπμο, πμο 

πενζθαιαάκεζ ιυκμ ηα ζθαζνίδζα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ ακμζμηαηαηνήικζζδ (IgG), ημ δείβια 

ακμζμηαηαηνήικζζδξ βζα ηδκ πνςηεάζδ LonP1 ιε πνςηεσκζηυ εηπφθζζια ηαθθζένβεζαξ ηοηηάνςκ SH-SY5Y 

βεκζάξ P:16 πςνίξ επχαζδ ιε ημλίκδ 6-OHDA, control (-) ηαζ ημ δείβια ακμζμηαηαηνήικζζδξ βζα ηδκ 

πνςηεάζδ LonP1 ιε πνςηεσκζηυ εηπφθζζια ηαθθζένβεζαξ ηοηηάνςκ SH-SY5Y βεκζάξ P:16 ιε επχαζδ 

ημλίκδξ 6-OHDA ζε ζοβηέκηνςζδ 5ιM. ΢οκμθζηά βζα ηζξ ηνεζξ ζοκεήηεξ ηαοημπμζήεδηακ 1080 πνςηεΐκεξ. 

Β. Γζάβναιια Venn πμο απεζημκίγεζ ηζξ 250 πνςηεΐκεξ πμο ηαοημπμζήεδηακ, ηαζ ζηζξ ηνεζξ αζμθμβζηέξ 

επακαθήρεζξ, βζα ηα δείβιαηα control (-) ηαζ 5ιM ζηδ βεκζά P:16, ηαζ ημ ααειυ ηάθορδξ ιεηαλφ ηςκ δφμ 

ζοκεδηχκ. Γζα ημ δείβια control (-) ηαοημπμζήεδηακ 15 πνςηεΐκεξ, εκχ βζα ημ δείβια 5ιM 250, ιε ηζξ 15 

απυ αοηέξ κα είκαζ ημζκέξ ιε ημ δείβια control (-). Γ. Γεκδνυβναιια ζενανπζηήξ μιαδμπμίδζδξ ιε αάζδ ηδκ 

ζπεηζηή αθεμκία ηςκ ημζκχκ πνςηεσκχκ ηαζ εενιζηή απεζηυκζζδ ηδξ ζπεηζηήξ ημοξ αθεμκίαξ ζηζξ δφμ 

δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ control (-) ηαζ 5ιΜ. Γ. Απεζηυκζζδ ηςκ αθθδθεπζδνάζεςκ ιεηαλφ ηςκ ημζκχκ 

πνςηεσκχκ, ηαηά STRING. Η εζηυκα ζοκμρίγεζ ηδκ απεζηυκζζδ ηςκ αθθδθεπζδνάζεςκ, ζφιθςκα ιε ηδ αάζδ 

δεδμιέκςκ STRING ιεηαλφ ηςκ ημζκχκ πνςηεσκχκ ζηζξ δφμ δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ control (-) ηαζ 5ιΜ. Οζ 

αθθδθεπζδνάζεζξ απμηοπχκμκηαζ ιε ηοηθζηά ζδιεία, ημοξ ηυιαμοξ, ηαζ ιε αηιέξ ακάιεζα ζε ηυιαμοξ πμο 

ζοκδέμκηαζ. Κάεε ηυιαμξ ακαπανζζηά ιία πνςηεΐκδ.  
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Οζ πνςηεΐκεξ πμο δεκ επζθέπεδηακ εα είκαζ δζαεέζζιεξ βζα ιεθθμκηζηέξ ιεθέηεξ. 

΢ηδκ πανμφζα ιεθέηδ, μζ πνςηεΐκεξ πμο πνμηείκμκηαζ ςξ πζεακά αθθδθεπζδνχκηα ιυνζα ιε 

ηδκ LonP1 είκαζ 250, 15 ηαοημπμζήεδηακ βζα ημ δείβια (-) ηαζ 250 ζημ 5ιM. Οζ 15 απυ 

αοηέξ ηαοημπμζήεδηακ ζηα δείβιαηα (-) ηαζ 5ιM, απμηεθμφκ δδθαδή ημζκέξ πνςηεΐκεξ, ιε 

επζπθέμκ 235 πνςηεΐκεξ ιμκαδζηέξ βζα ημ δείβια 5ιM. Οζ 15 ημζκέξ πνςηεΐκεξ 

απεζημκίγμκηαζ ζε εενιζηυ πάνηδ έπεζηα απυ ζενανπζηή μιαδμπμίδζδ ιε αάζδ ηδκ ζπεηζηή 

ημοξ αθεμκία ζηα δείβιαηα (-) ηαζ 5ιM, Δζηυκα 51Γ. ΢ηδ ζοκέπεζα δζενεοκήεδηε, 

ζφιθςκα ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ STRING, ημ πζεακυ δίηηομ αθθδθεπζδνάζεςκ ιεηαλφ ηςκ 

ημζκχκ πνςηεσκχκ. Σμ δίηηομ αθθδθεπζδνάζεςκ απμηάθορε υηζ οπάνπεζ ιζα ορδθή ήδδ 

βκςζηή αθθά ηαζ πνμαθεπυιεκδ δζαδναζηζηυηδηα ιεηαλφ αοηχκ, Δζηυκα 51Γ. 

 

Γ.Β.8 Αλάιπζε Γνληδηαθήο Οληνινγίαο γηα ηα πηζαλά αιιειεπηδξώληα κόξηα κε ηε 

LonP1  

Αημθμφεςξ, εθανιυζηδηε πεναζηένς ακάθοζδ ηςκ αθθδθεπζδνχκηςκ πνςηεσκχκ, 

πμο ηαοημπμζήεδηακ ηαζ ζηζξ ηνεζξ αζμθμβζηέξ επακαθήρεζξ, πνδζζιμπμζχκηαξ ηα 

θμβζζιζηά πνμβνάιιαηα GO ηαζ KEGG PATHWAY analysis, ελεηάγμκηαξ ηδ ζοιιεημπή 

ηςκ πνςηεσκχκ ζε ηαηδβμνίεξ Γεκεηζηήξ Οκημθμβίαξ. Σα απμηεθέζιαηα ηδξ πνςηεςιζηήξ 

ακάθοζδξ μιαδμπμζήεδηακ πνδζζιμπμζχκηαξ ημοξ αθβυνζειμοξ ηδξ αάζδξ δεδμιέκςκ GO 

ηαζ KEGG PATHWAY analysis ηαζ ζφιθςκα ιε ημ ααειυ ειπθμοηζζιμφ ημοξ ζηα 

ζοιιεηέπμκηα ιυνζα. ΢ημπυξ αοηήξ ηδξ ακάθοζδξ ήηακ δ απμζαθήκζζδ ημο πνςηεςιζημφ 

πνμθίθ ηςκ πζεακυκ αθθδθεπζδνχκηςκ πνςηεσκχκ. Η ακάθοζδ πανείπε πμθφηζιεξ 

πθδνμθμνίεξ βζα ηζξ αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ, ηα ηοηηανζηά δζαιενίζιαηα ηαζ ηδ ιμνζαηή 

θεζημονβία ζηζξ μπμίεξ δ LonP1 ιπμνεί κα ειπθέηεηαζ, Δζηυκα 52 (Πανάνηδια, Πίκαηεξ 1-

5). ΢οβηεηνζιέκα, απμηάθορε έκα ζδιακηζηυ ειπθμοηζζιυ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζε 

αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ υπςξ: δ ιεηααμθζηή δζαδζηαζία mRNA, δ ιεηάθναζδ, μ 

πνςηεσκζηυξ εκημπζζιυξ ηαζ δ ζηυπεοζδ ζηδ ιειανάκδ, δ ιεηααμθζηή δζαδζηαζία, δ 

βμκζδζαηή έηθναζδ, μ ηοηηανζηυξ ηφηθμξ ηαζ πμθθέξ άθθεξ, Δζηυκα 52Α. 
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Δηθόλα 52. Γηαγξακκαηηθή απνηύπσζε ηεο αλάιπζεο Γνληδηαθήο Οληνινγίαο ησλ πξσηετλώλ πνπ είλαη 

θνηλέο θαη ζηηο ηξεηο βηνινγηθέο επαλαιήςεηο κεηά από νκαδνπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο 

πξσηεσκηθήο αλάιπζεο κε ηε ρξήζε ησλ αιγνξίζκσλ ηεο βάζεο δεδνκέλσλ GO θαη KEGG 

PATHWAY θαη ζύκθσλα κε ην βαζκό εκπινπηηζκνύ ηνπο ζηα ζπκκεηέρνληα κόξηα. Α. Οιαδμπμίδζδ 

ηςκ πνςηεσκχκ αάζδ ηδξ ζοιιεημπήξ ημοξ ζε Βζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ ηαηά GO, Β. Κοηηανζηά δζαιενίζιαηα 

ηαηά GO, Γ. Μμνζαηή θεζημονβία ηαηά GO ηαζ Γ. Μμκμπάηζα ηαηά KEGG. 

 

Ακαθμνζηά ιε ημκ εκημπζζιυ ηςκ πζεακχκ αθθδθεπζδνχκηςκ ιμνίςκ ιε ηδ LonP1, 

δ ακάθοζδ είπε ςξ απμηέθεζια ημκ ειπθμοηζζιυ πνςηεσκχκ μζ μπμίεξ πζεακυκ 

εκημπίγμκηαζ ζε ελςηοηηανζηά ελςζςιάηζα, ζημ ηοηηανυπθαζια, ζε ηοζηίδζα, ζηδκ 

ελςηοηηάνζα πενζμπή, ζημκ πονήκα, ζημ νζαυζςια ηαζ ζηδ ιειανάκδ, Δζηυκα 52Β. Η 

ιμνζαηή θεζημονβία ηςκ πενζζζμηένςκ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ πνυζδεζδ ζημ 

κμοηθεσηυ μλφ ζοιπενζθαιαακμιέκμο ημο RNA, ημο mRNA ηαζ ημο DNA, Δζηυκα 52Γ. Η 

ακάθοζδ ημο ιμκμπαηζμφ KEGG απμηάθορε ειπθμοηζζιυ ζε νζαμζςιζηέξ πνςηεΐκεξ, 

πνςηεΐκεξ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ αζμζφκεεζδ ηςκ αιζκμλέςκ, ηδ ιεηαθμνά RNA, ηδκ 
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ακηζβναθή ημο DNA, ημ ζςιάηζμ ζοκανιμβήξ (spliceosome), ημ ιεηααμθζζιυ, ημκ 

ηοηηανζηυ ηφηθμ ηαζ ημ πνςηεάζςια, Δζηυκα 52Γ. 

Γζα ηδκ ηαθφηενδ ηαηακυδζδ ηςκ άιεζςκ ηαζ έιιεζςκ αθθδθεπζδνάζεςκ ιεηαλφ 

ηςκ ηαοημπμζδιέκςκ αθθδθεπζδνχκηςκ, δ ζοβηνζηζηή πνςηεςιζηή ακάθοζδ εζζήπεδ ζηδ 

αάζδ δεδμιέκςκ STRING, πνμηεζιέκμο κα μπηζημπμζδεμφκ μζ ηαηαβεβναιιέκεξ ζε αοηή 

πνςηεσκζηέξ αθθδθεπζδνάζεζξ. Έηζζ, πνμέηορε έκα δίηηομ βμκζδζαηχκ αθθδθεπζδνάζεςκ, 

πμο επζηνέπεζ, ιε ιζα ιαηζά, ηδκ απεζηυκζζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ ζοζπεηίζεςκ ιε άθθα 

πνςηεσκζηά ιυνζα, ημ ααειυ νφειζζδξ ηςκ ζοιιεηεπυκηςκ πνςηεσκχκ ηαζ ηδκ 

μιαδμπμίδζή ημοξ αάζεζ ηδξ ζοιιεημπήξ ημοξ ζε πνμαθεπυιεκα θεζημονβζηά ιμκμπάηζα, 

Δζηυκα 53.  

 

 

 

Δηθόλα 53. Απεηθόληζε αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ ησλ πηζαλώλ αιιειεπηδξώλησλ πξσηετλώλ κε ηε 

LonP1 ζηηο δύν δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο, control (-) θαη 5κΜ. Η εζηυκα ζοκμρίγεζ ηδκ ακαπανάζηαζδ ηςκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ, ζφιθςκα ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ STRING, ιεηαλφ ηςκ πνςηεσκχκ ζηζξ δφμ δζαθμνεηζηέξ 

ζοκεήηεξ ημο ιμκηέθμο πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA, control (-) ηαζ 5ιΜ (P:16), ηαζ ηδκ 

ηαηδβμνζμπμίδζή ημοξ ζφιθςκα ιε ηδ ζοιιεημπή ζε δζάθμνεξ αζμθμβζηέξ δζενβαζίεξ (ζοζηάδεξ πνςηεσκχκ 

ανζειδιέκεξ ζε μιάδεξ απυ ημ 1-11). Σμ βνάθδια μπηζημπμίδζδξ αθθδθεπζδνάζεςκ απμηοπχκεηαζ ιε 

ηοηθζηά ζδιεία βζα ημοξ ηυιαμοξ ηαζ ιε ηυλα ακάιεζα ζημοξ ηυιαμοξ πμο ζοκδέμκηαζ. Κάεε ηυιαμξ 
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ακαπανζζηά ιία πνςηεΐκδ. Ο ηυηηζκμξ ηυιαμξ ακαπανζζηά ηδκ πνςηεΐκδ LonP1. Σα ηυηηζκα ηυλα 

ακαπανζζημφκ ηζξ αθθδθεπζδνάζεζξ ηδξ LonP1 ιε 12 βκςζηά ή πνμαθεπυιεκα αθθδθεπζδνχκηα ιυνζα. 

Μενζημί ηυιαμζ ζοιιεηέπμοκ ζε πμθθαπθέξ αθθδθεπζδνάζεζξ. 

 

Η μιαδμπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ, ηαηά GO ηαζ KEGG, απμηάθορε υηζ 

ακαπηφπεδηακ ζζπονέξ αθθδθεπζδνάζεζξ ακάιεζα ζε μιάδεξ πνςηεσκχκ υπςξ δ 

ιεηαθναζηζηή ιδπακή ζοιπενζθαιαακμιέκμο ηαζ ημο νζαμζχιαημξ, ημ ζφιπθμημ έκανλδξ 

ηδξ ιεηάθναζδξ, πνςηεσκχκ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδκ αιζκμαηοθίςζδ ημο tRNA (aa-tRNA), 

πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ πνςηευζηαζδ (πνςηεάζςια, ακαδίπθςζδ πνςηεσκχκ, 

ζοκμδά ιυνζα πμο πενζέπμοκ ημ ζφιπθμημ T), ηδκ πνυζδεζδ ζημ DNA (ακηζβναθή ημο 

DNA ηαζ αθθδθεπίδναζδ), ημ ιεηααμθζζιυ, ηδ ιεηαβςβή ζήιαημξ ηαζ ηδ ιεηαηίκδζδ 

πνςηεσκχκ/RNA ζημκ πονήκα ηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια (ζφιπθμημ πονδκζημφ πυνμο). Χξ 

ηφνζα απυδεζλδ ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ, 12 βκςζηά ή πνμαθεπυιεκα αθθδθεπζδνχκηα ιε 

ηδκ LonP1 ζοιπενζθαιαάκμκηαζ ζηα απμηεθέζιαηα. Αοηά είκαζ: PHB, PHB2, TUBG1, 

DYNC1H, AFG3L2, CCT4, CCT7, CCT2, HSP90B1, HSP90AA1, HSP90AB1 ηαζ 

MTHFD1. 

 

Γ.Β.9 Αλάιπζε Γνληδηαθήο Οληνινγίαο γηα ηα πηζαλά αιιειεπηδξώληα κόξηα πνπ 

εληνπίδνληαη ζηνλ ππξήλα 

Γζα ηδκ ηαθφηενδ ηαηακυδζδ ηςκ άιεζςκ ηαζ έιιεζςκ αθθδθεπζδνάζεςκ ιεηαλφ 

ηςκ ηαοημπμζδιέκςκ αθθδθεπζδνχκηςκ, πμο αθμνμφκ υιςξ ημκ εκημπζζιυ ηδξ πνςηεάζδξ 

LonP1 ζημκ πονήκα, αημθμφεδζε ζοβηνζηζηή πνςηεςιζηή ακάθοζδ ιυκμ βζα ηζξ πονδκζηέξ 

πνςηεΐκεξ. Απυ αοηήκ πνμέηορε έκα ζφκμθμ 104 πονδκζηχκ πνςηεσκχκ απυ ηζξ μπμίεξ μζ 9 

είκαζ ημζκέξ ιεηαλφ ηςκ δφμ ζοκεδηχκ, control (-) ηαζ 5ιΜ, ηαζ μζ 95 αθμνμφκ ιυκμ ηδ 

πνυκζα ζοκεήηδ stress, δδθαδή ημ δείβια 5ιΜ, Δζηυκα 54Α.  
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Δηθόλα 54. Σαπηνπνίεζε ησλ πηζαλώλ αιιειεπηδξώλησλ κνξίσλ κε ηε κηηνρνλδξηαθή πξσηεάζε 

LonP1 πνπ εληνπίδνληαη ζην θπηηαξηθό δηακέξηζκα ηνπ ππξήλα. Α. Γζάβναιια Venn πμο απεζημκίγεζ ηζξ 

104 πονδκζηέξ πνςηεΐκεξ πμο ηαοημπμζήεδηακ, ηαζ ζηζξ ηνεζξ αζμθμβζηέξ επακαθήρεζξ, βζα ηα δείβιαηα 

control (-) ηαζ 5ιM ζηδ βεκζά P:16, ηαζ ημ ααειυ ηάθορδξ ιεηαλφ ηςκ δφμ ζοκεδηχκ. Γζα ημ δείβια control 

(-) ηαοημπμζήεδηακ 9 πνςηεΐκεξ, εκχ βζα ημ δείβια 5ιM 104, ιε ηζξ 9 απυ αοηέξ κα είκαζ ημζκέξ ιε ημ δείβια 

control (-). B. Γζαβναιιαηζηή απμηφπςζδ ηδξ ακάθοζδξ Γμκζδζαηήξ Οκημθμβίαξ ηςκ πονδκζηχκ πνςηεσκχκ 

πμο είκαζ ημζκέξ ηαζ ζηζξ ηνεζξ αζμθμβζηέξ επακαθήρεζξ ιεηά απυ μιαδμπμίδζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ 

πνςηεςιζηήξ ακάθοζδξ ιε ηδ πνήζδ ηςκ αθβμνίειςκ ηδξ αάζδξ δεδμιέκςκ GO ηαζ KEGG PATHWAY ηαζ 

ζφιθςκα ιε ημ ααειυ ειπθμοηζζιμφ. Οιαδμπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ αάζδ ηδξ ζοιιεημπήξ ημοξ ζε 

ιμκμπάηζα ηαηά KEGG ηαζ ζε Βζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ ηαηά GO. 

 

Η ακάθοζδ, ιε ηδ πνήζδ ηςκ αθβμνίειςκ ηδξ αάζδξ δεδμιέκςκ GO ηαζ KEGG 

PATHWAY analysis, πανείπε ζδιακηζηέξ πθδνμθμνίεξ βζα ημ ααειυ ειπθμοηζζιμφ ηςκ 

πνςηεσκχκ ζε αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ υπςξ: δ ιεηααμθζηή δζαδζηαζία mRNA, δ βμκζδζαηή 

έηθναζδ μ πνςηεσκζηυξ εκημπζζιυξ ηαζ δ ζηυπεοζδ ζηδ ιειανάκδ, δ ιεηάθναζδ, δ 

ιεηααμθζηή δζαδζηαζία, δ ιεηαβναθζηή νφειζζδ ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ, μ ηοηηανζηυξ 

ηφηθμξ ηαζ πμθθέξ άθθεξ, Δζηυκα 54Β.α΢ηδ ζοκέπεζα δζενεοκήεδηε ζφιθςκα ιε ηδ αάζδ 

δεδμιέκςκ STRING ημ πζεακυ δίηηομ αθθδθεπζδνάζεςκ ιεηαλφ ηςκ πονδκζηχκ 

πνςηεσκχκ, πνμηεζιέκμο κα μπηζημπμζδεμφκ μζ ηαηαβεβναιιέκεξ ζε αοηή πνςηεσκζηέξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ, Δζηυκα 55. 
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Δηθόλα 55. Απεηθόληζε αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ ησλ ππξεληθώλ πξσηετλώλ θαηά STRING. Η εζηυκα 

ζοκμρίγεζ ηδ ζφιθςκα ιε ηδ αάζδ δεδμιέκςκ STRING απεζηυκζζδ ηςκ αθθδθεπζδνάζεςκ ιεηαλφ ηςκ 

πονδκζηχκ πνςηεσκχκ. Οζ αθθδθεπζδνάζεζξ απμηοπχκμκηαζ ιε ηοηθζηά ζδιεία, ημοξ ηυιαμοξ, ηαζ ιε αηιέξ 

ακάιεζα ζε ηυιαμοξ πμο ζοκδέμκηαζ. Κάεε ηυιαμξ ακαπανζζηά ιία πνςηεΐκδ. ΢ημ βνάθδια μπηζημπμίδζδξ 

δ μιαδμπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ, ηαηά GO ηαζ KEGG, ζφιθςκα ιε ηδ ζοιιεημπή ζε δζάθμνεξ αζμθμβζηέξ 

δζενβαζίεξ απμηάθορε ζζπονέξ ιε μζημβέκεζεξ πνςηεσκχκ (ζοζηάδεξ 1-4) πμο ζπεηίγμκηαζ ιε 1: ημ νζαυζςια, 

2: Γέζιεοζδ/Αθθδθεπίδναζδ ιε DNA, 3: Ακηζβναθή DNA ηαζ 4: Πνςηεάζςια. 

 

Η μιαδμπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ, ηαηά GO ηαζ KEGG, απμηάθορε ζζπονέξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ ηδξ LonP1 ιε μζημβέκεζεξ πνςηεσκχκ (ζοζηάδεξ 1-4) πμο ζπεηίγμκηαζ ιε 

1: ημ νζαυζςια, 2: Γέζιεοζδ/Αθθδθεπίδναζδ ιε DNA, 3: Ακηζβναθή DNA ηαζ 4: 

Πνςηεάζςια, Δζηυκα 55Β. Μεηαλφ ηςκ πζεακχκ αθθδθεπζδνχκηςκ ιμνίςκ εκημπίζηδηακ 

ηαζ μζ πνςηεΐκεξ ζζημκχκ H3.3 (P84243), H4 (P62805) ηαζ H2A1D (P20671), υπμο ζε 

ζοκδοαζιυ ιε υθεξ ηζξ άθθεξ πνςηεΐκεξ πμο αθθδθεπζδνμφκ ιε ημ DNA επζαεααζχκμοκ 

ηδκ οπυεεζή ιαξ υηζ δ ιζημπμκδνζαηή πνςηεάζδ LonP1 αθθδθεπζδνά ιε ημ πονδκζηυ 

DNA. Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ μζ παναπάκς πνςηεΐκεξ πμο αθθδθεπζδνμφκ ιε ημ πονδκζηυ 

DNA ακζπκεφεδηακ ιυκμ ζηδ ζοκεήηδ ακάθοζδξ 5ιΜ 6-OHDA P:16, ζε ζοιθςκία ιε 

ημκ πονδκζηυ εκημπζζιυ ηδξ LonP1 ζηα πεζνάιαηα ακμζμθεμνζζιμφ (Δζηυκα 45Β) ηαζ 

CBA (Δζηυκα 46Β). 
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Γ.Β.10 Δπηβεβαίσζε ηεο θπζηνινγηθήο αιιειεπίδξαζεο ηεο Hsp90 κε ηε 

κηηνρνλδξηαθή πξσηεάζε LonP1  

Απυ ηδκ πνςηεςιζηή ακάθοζδ πνμέηορακ έκα ζφκμθμ πνςηεσκχκ πμο απμηεθμφκ 

πζεακά αθθδθεπζδνχκηα ιυνζα ιε ηδκ πνςηεάζδ LonP1. ΢ε ζοιθςκία ιε ηδκ MS ακάθοζδ 

πμο ακαθένεδηε ζηδκ πανάβναθμ Γ.Γ.1 ιεηαλφ ηςκ πνςηεσκχκ εκημπίζηδηακ ανηεηά 

ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ heat shock πνςηεσκχκ (HSPs), υπςξ δ Hsp105/110, δ Hsp90 ηαζ 

δ Hsp75. ΢ε αοηυ ημ πθαίζζμ εθέβπεδηακ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western, ζηζξ βεκζέξ 

P:12 ηαζ P:16 ηα επίπεδα έηθναζδξ ηςκ heat shock πνςηεσκχκ Hsp90, Hsp70, Hsp40 ηαζ 

Hsc70. Γζαπζζηχεδηε υηζ δ έηθναζδ ηςκ Hsp40 ηαζ Hsc70 δεκ επδνεάζηδηε, εκχ 

παναηδνήεδηε ιζα αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ Hsp70 δ μπμία ζοκμδεφεηαζ απυ ακηίζημζπδ 

ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ Hsp90 ζηδ βεκζά P:16, Δζηυκα 56Α. ΢φιθςκα ιε ηα 

απμηεθέζιαηα ηδξ πνςηεςιζηήξ ακάθοζδξ, δ Hsp90 απμηεθεί έκα πζεακυ αθθδθεπζδνχκ 

ιυνζμ ιε ηδ LonP1. Γζα ημ θυβμ αοηυ απμθαζίζαιε κα εθέβλμοιε ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηδξ 

πνςηεάζδξ LonP1 ιε ηδκ πνςηεΐκδ Hsp90. Αημθμφεδζακ πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ 

ηαηά western βζα ηδκ LonP1 ηαζ ηδκ Hsp90, ζηα εηποθίζιαηα πμο πνμέηορακ απυ ηα 

πεζνάιαηα ακμζμηαηαηνήικζζδξ. ΢ηα εηποθίζιαηα αοηά επζαεααζχεδηε δ αθθδθεπίδναζδ 

αοηχκ ηςκ δφμ πνςηεσκχκ ζε αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ, Δζηυκα 53Β. Σέθμξ αημθμφεδζε ημ 

ακηίζηνμθμ πείναια επζαεααίςζδξ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ, δδθαδή ακμζμηαηαηνήικζζδ ιε 

ακηίζςια έκακηζ ηδξ Hsp90, ηαζ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά western ανπζηά βζα ηδκ Hsp90 ηαζ 

έπεζηα βζα ηδκ πνςηεάζδ LonP1. ΢ημ ακηίζηνμθμ πείναια επίζδξ επζαεααζχεδηε δ 

αθθδθεπίδναζδ ηδξ πνςηεάζδξ LonP1 ιε ηδκ πνςηεΐκδ Hsp90, Δζηυκα 56Β.  

Δηθόλα 56. Ζ Hsp90 αιιειεπηδξά 

άκεζα κε ηε κηηνρνλδξηαθή 

πξσηεάζε LonP1, όπσο 

απνδείρζεθε από πεηξάκαηα 

αλνζνθαηαθξήκληζεο. Α. 

Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western βζα 

ηζξ Heat shock πνςηεΐκεξ Hsp90, 

Hsp70, Hsp40 ηαζ δ Hsc70 ζηζξ 

βεκζέξ P:12 ηαζ P:16. Χξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ 

ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηακ μζ 

β-actin ηαζ β-tubulin. B. 

Ακμζμηαηαηνήικζζδ ζηδ βεκζά P:16 βζα ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο ηαζ ηδκ ηαθθζένβεζα πανμοζία 6-OHDA 

5ιM, ιε ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεάζδξ LonP1 ηαζ Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western βζα ηα ακηζζχιαηα 

LonP1 ηαζ Hsp90 πμο απμδεζηκφεζ ηδκ αθθδθεπίδναζδ αοηχκ ηςκ ιμνίςκ. Δηηυξ απυ ηδκ Hsp90 εθέβπεδηε 
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ηαζ δ Hsp70, ςξ ιέθμξ ηςκ Hsp’s πνςηεσκχκ, πςνίξ ςζηυζμ κα πνμηφπηεζ αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ πνςηεάζδ 

LonP1. Ακμζμηαηαηνήικζζδ ζηδ βεκζά P:16 βζα ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο ηαζ ηδκ ηαθθζένβεζα πανμοζία 6-

OHDA 5ιM, ιε ακηίζςια έκακηζ ηδξ Hsp90. Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά western βζα ηα ακηζζχιαηα LonP1 ηαζ 

Hsp90.  

 

Ακαηεθαθαζχκμκηαξ, ημ ζφκμθμ ηςκ παναπάκς εονδιάηςκ επζαεααζχκμοκ ηδκ 

ειπθμηή ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1 ζε πονδκζηέξ δζενβαζίεξ ηαζ εκζζπφμοκ 

ηδκ οπυεεζδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ηδξ ιε ημ πονδκζηυ DNA, ζε ζοκεήηεξ ζπεηζηέξ ιε ηδ 

κυζμ ημο Parkinson. Η οπυεεζδ ιαξ, βζα ηδ ζοιπενζθμνά ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ 

ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ βζα ηδ κυζμ ημο Parkinson είκαζ υηζ δ LonP1 ιεηαηζκείηαζ 

ζημκ πονήκα υπμο αθθδθεπζδνά ιε ημ πονδκζηυ DNA ζε εέζεζξ ζπδιαηζζιμφ G-

quadruplexes, πνμηεζιέκμο κα επάβεζ ή κα ακαζηείθεζ ηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ πμο 

ζπεηίγμκηαζ ιε ηδ κυζμ ημο Parkinson. Χζηυζμ, επζπνυζεεηα ζημπεοιέκα πεζνάιαηα 

απαζημφκηαζ βζα ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ αηνζαήξ εέζδξ αθθδθεπίδναζδξ ιε ημ πονδκζηυ 

βμκζδίςια. 

 
 

Δηθόλα 57. Ππξεληθόο εληνπηζκόο ηεο κηηνρνλδξηαθήο πξσηεάζεο LonP1 ζην κνληέιν ρξόληαο έθζεζεο 

γηα ηε λόζν ηνπ Parkinson. 
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Αποτελέσματα 

Μέρος Γ 
 

Δημιοσργία κσηηαροπλαζμαηικών σβριδίφν (CYtoplasmic hyBRIDS - cybrids), 

ανηικαθιζηώνηας ηα μιηοτόνδρια σγιών νεσρικών κσηηάρφν με ηα μιηοτόνδρια 

αζθενών με κληρονομική μορθή ηης νόζοσ ηοσ Parkinson. 

 

Γ.Γ.1. Σα cybrids (CYtoplasmic hyBRID) σο in vitro κνληέιν κειέηεο ηεο λόζνπ ηνπ 

Parkinson 

Πανάθθδθα, πνμηεζιέκμο κα δζενεοκήζμοιε ηζξ ιμνζαηέξ ιεηααμθέξ ζε επίπεδμ 

έηθναζδξ ημο βμκζδζχιαημξ, ηυζμ ζηα ιζημπυκδνζα υζμ ηαζ ζημκ πονήκα, δδιζμονβήζαιε 

ιζα ζδζαίηενδ ηαηδβμνία οανζδζηχκ ηοηηανζηχκ ιμκηέθςκ, πμο είκαζ βκςζηά ςξ cybrids 

(CYtoplasmic hyBRID) (Swerdlow 2007; Borland, Mohanakumar et al. 2009). Αοηέξ μζ 

οανζδζηέξ ζεζνέξ δδιζμονβμφκηαζ ιεηά απυ ζφκηδλδ αζιμπεηαθίςκ απυ αζεεκείξ (ηφηηανα 

δυηεξ ιζημπμκδνίςκ), ιε κεονζηά ηφηηανα-δέηηεξ απυ ηα μπμία έπμοκ αθαζνεεεί ηα 

ιζημπυκδνζα (ηφηηανα Rho0 ή ν
0
) (King and Attardi 1996; Miller, Trimmer et al. 1996). Οζ 

ηοηηανζηέξ ζεζνέξ μκμιάζηδηακ πνχηδ θμνά ςξ ¨cybrid¨ απυ ημοξ Bunn et al. βζα κα ηα 

δζαπςνίζμοκ απυ ηα ¨hybrid¨, πμο ακαθένμκηαζ ζηδκ ακάιζλδ δφμ ειπφνδκςκ ηοηηάνςκ 

(Bunn, Wallace et al. 1974). Σα PD-cybrids ειθακίγμοκ πμθθά απυ ηα ζδζαίηενα 

παναηηδνζζηζηά πμο παναηδνμφκηαζ ζηδκ PD, υπςξ μ ζπδιαηζζιυξ έβηθεζζηςκ ηα μπμία 

πενζέπμοκ α-synuclein ή πθήνςξ ζπδιαηζζιέκςκ ζςιαηίςκ Lewy. Απμηεθμφκ έκα 

ελαζνεηζηυ ιμκηέθμ βζα ηδ ιεθέηδ ιμνζαηχκ ιδπακζζιχκ πμο ζοκδέμκηαζ ιε ηδ κυζμ 

(Trimmer, Swerdlow et al. 2000; Trimmer and Bennett 2009)εκχ πμθθέξ ιεθέηεξ 

οπμδδθχκμοκ υηζ ημ mtDNA αζεεκχκ ιε PD είκαζ ζηακυ κα ιεηαθένεζ παεμβυκα 

πθδνμθμνία (Ikebe, Tanaka et al. 1990; de Coo, Smeets et al. 1996; Kosel, Grasbon-Frodl 

et al. 2000; Simon, Mayeux et al. 2000; Richter, Sonnenschein et al. 2002), Σα PD-cybrids 

επζηνέπμοκ ηδ ζοβηνζηζηή ιεθέηδ ηςκ θεζημονβζηχκ ζδζμηήηςκ ηςκ ιζημπμκδνίςκ 

δζαθμνεηζηχκ αζεεκχκ ιε PD ζε έκα ηαηά ηα άθθα πακμιμζυηοπμ βεκεηζηυ οπυααενμ 

(αθμφ μ πονήκαξ ημο οανζδζημφ ηοηηάνμο πνμένπεηαζ απυ ημ ηφηηανμ-δέηηδ). 

Χζηυζμ, θίβα είκαζ βκςζηά βζα ηδ νφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηςκ ιζημπμκδνζαηχκ 

βμκζδίςκ ηαζ ηδ ζοκεζζθμνά ημο πονδκζημφ βμκζδζχιαημξ ζε αοηή ηδ δζαδζηαζία ηαεχξ 

ηαζ ζηδκ αηεναζυηδηα ημο ιζημπμκδνζαημφ DNA. Δπζπθέμκ, πενζμνζζιέκεξ είκαζ μζ βκχζεζξ 

file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_389
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_45
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_218
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_284
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_54
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_409
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_408
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_198
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_104
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_223
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_223
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_368
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_338


176 
 

ζε υηζ αθμνά ηδκ επίδναζδ ημο ιζημπμκδνζαημφ βμκζδζχιαημξ ηαζ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

θεζημονβίαξ ζηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ ημο πονήκα. Η ηαθφηενδ ηαηακυδζδ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ηςκ δφμ βμκζδζςιάηςκ, ηαζ δ ηαοημπμίδζδ εκδζάιεζςκ ιμνίςκ ηαζ 

ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ πμο ηδ ζοκημκίγμοκ είκαζ ζδιακηζηή βζα ηδκ ηαηακυδζδ ηδξ 

αζμβέκεζδξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ ηαζ ηδξ απμννφειζζδξ ηδξ θεζημονβίαξ ημοξ. 

 

Γ.Γ.2. Γεκηνπξγία ξ
0
 θπηηάξσλ (Rho 0). 

Ανπζηά, ηα πεζνάιαηα πμο εηπμκήεδηακ ακαθένμκηαζ ζημ ζπδιαηζζιυ ηςκ ν
0
 

ηοηηάνςκ ηαζ ηαηά δεφηενμκ ζημκ επζηοπή ζπδιαηζζιυ ηςκ οανζδζηχκ ηοηηάνςκ. Η 

ηοηηανζηή ζεζνά πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδ δδιζμονβία ηςκ ν
0
 ηοηηάνςκ ήηακ δ 

ακενχπζκδ κεονμαθαζηςιαηζηή ηοηηανζηή ζεζνά SH-SY5Y. ν
0 

Οκμιάγμκηαζ ηα ηφηηανα 

ζηα μπμία απμοζζάγεζ πακηεθχξ ημ ιζημπμκδνζαηυ DNA. Ιζημνζηά, δ πνχηδ παναηήνδζδ 

ηοηηανμπθαζιαηζημφ κμοηθεσημφ μλέμξ, δδθαδή ημο mtDNA, μκμιάζηδηε ¨ν-κμοηθεζηυ 

μλφ¨ ή ¨ ν-DNA ¨ (1949; B. Ephrussi, Hottingueb et al. 1949; B. Ephrussi, Hottingueb et al. 

1949) ηαηά ζοκέπεζα μζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ζηζξ μπμίεξ απμοζζάγεζ ημ mtDNA 

μκμιάζηδηακ ν
0
 ηοηηανζηέξ ζεζνέξ. Η ζηακυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ κα ιεζχκμοκ ημ mtDNA 

ακαηαθφθεδηε πνχηδ θμνά ζε ιμκηέθα γοιμιφηδηα, υπμο δ θοζζηή ελάκηθδζδ ηςκ 

mtDNA ιμνίςκ ζοκέααζκε ζε ακαπηολζαηέξ ζοκεήηεξ υπμο εοκμμφκηακ δ βθοηυθοζδ 

έκακηζ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκμήξ.  Οζ King and Attardi ήηακ μζ πνχημζ πμο 

δδιζμφνβδζακ ιε επζηοπία ν
0
 ηφηηανα απυ ηοηηανζηή ζεζνά μζηεμζανηχιαημξ, ηζξ 

143Β101 ηαζ 143Β206 (King and Attardi 1989). Η επζηοπήξ δδιζμονβία ηςκ ν
0
 

επζηεφπεδηε ιε ηδ πνυκζα έηεεζδ ηδξ παηνζηήξ ηοηηανζηήξ ζεζνάξ ζηδκ DNA 

πανειααθθυιεκδ πνςζηζηή, ανςιζμφπμ αζείδζμ (King and Attardi 1989; Hayashi, Ohta et 

al. 1991) Σμ ανςιζμφπμ αζείδζμ (Ethidium Bromide - EtBr) απμηεθεί ιζα εεηζηά 

θμνηζζιέκδ μοζία, πμο ηδξ επζηνέπεζ κα ζοζζςνεφεηαζ ζηδκ ανκδηζηά θμνηζζιέκδ 

ιζημπμκδνζαηή ιήηνα, ηαζ ηαηά ζοκέπεζα κα πανειαάθθεηαζ ζημ ανκδηζηά θμνηζζιέκμ 

DNA. Η πνςζηζηή αοηή απμηεθεί ακαζημθέα ηδξ ακηζβναθήξ ημο mtDNA. ΢οβηεηνζιέκα, 

απμηεθεί ζζπονυ ακαζημθέα ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ RNA πμθοιενάζδξ. Η δζαδζηαζία 

έκανλδξ ηδξ ακηζβναθήξ ζηα ιζημπυκδνζα απαζηεί ηδ ζφκεεζδ ιζηνχκ εηηζκδηχκ απυ ηδκ 

RNA πμθοιενάζδ, πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζακ ζδιεία εηηίκδζδξ βζα ηδκ 

ιζημπμκδνζαηή DNA πμθοιενάζδ (Kasiviswanathan, Collins et al. 2012), Δζηυκα 57.  

Η ιαηνμπνυκζα έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζημκ ακαζημθέα EtBr, έπεζ ςξ απμηέθεζια 

ζηαδζαηά, θυβς ακαζημθήξ ηδξ ακηζβναθήξ, ηαηά ηδκ ηοηηανζηή δζαίνεζδ κα πνμηφπημοκ 
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εοβαηνζηά ηφηηανα ιε ιεζςιέκμ ανζειυ ακηζβνάθςκ mtDNA. Μεηά απυ ανηεημφξ 

ηφηθμοξ ηαθθζένβεζαξ, πανμοζία ημο ακαζημθέα EtBr, ηα ηφηηανα πμο πνμηφπημοκ 

μκμιάγμκηαζ ν
0
 ηφηηανα, ηαζ παναηηδνίγμκηαζ απυ ηδκ μθμηθδνςηζηή απαθμζθή ημο 

ιζημπμκδνζαημφ βμκζδζχιαημξ. Δπζπθέμκ, ζηενμφκηαζ δναζηζηυηδηαξ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (ETC), εκχ πανμοζζάγμοκ ιζαξ αολυηνμθδ ζπέζδ ιε ηδκ 

μονζδίκδ ηαζ ημ πονμζηαθοθζηυ (Desjardins, Frost et al. 1985; King and Attardi 1989). 

 

Δηθόλα 58. ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο αλαζηνιήο ηεο αληηγξαθήο ηνπ mtDNA από ην Βξσκηνύρν 

αηζίδην (Ethidium Bromide - EtBr). Σμ εεηζηά θμνηζζιέκμ EtBr εζζένπεηαζ ζηδκ ανκδηζηά θμνηζζιέκδ 

ιζημπμκδνζαηή ιήηνα ηαζ ζοζζςνεφεηαζ. Σμ EtBr ακαζηέθθεζ ηδκ RNA πμθοιενάζδ (RNA pol) κα ζοκεέζεζ 

ηςκ εηηζκδηή (μδμκηςηή ηυηηζκδ βναιιή) πμο πνεζάγεηαζ βζα ηδκ έκανλδ ηδξ ακηζβναθήξ απυ ηδκ DNA 

πμθοιενάζδ (Polβ), ηαζ μ μπμίμξ απμζημδμιείηαζ έπεζηα απυ ηδκ πνςηεΐκδ RNase H1 (ηίηνζκμ). ΢ηδ δζπάθα 

ακηζβναθήξ εκημπίγεηαζ ηαζ δ ιζημπμκδνζαηή εθζηάζδ Twinkle (ιςα), δ μπμία λεηοθίβεζ ηαεμδζηά ημ 

mtDNA, ζπδιαηίγμκηαξ ιζα ιμκυηθςκδ εδθζά. Η δζαηήνδζδ ημο DNA ζηδ ιμκυηθςκδ ηαηάζηαζδ 

επζηοβπάκεηαζ απυ ηδκ ιζημπμκδνζαηή πνςηεΐκδ πνυζδεζδξ ζε ιμκυηθςκμ DNA mtSSB (mitochondrial 

Single Stranded Binding protein) (ιπθε), εκχ ηαεμδζηά εκημπίγεηαζ ηαζ δ ιζημπμκδνζαηή ημπμσζμιενάζδ 

Topo (ηαθέ) δ μπμία απεθεοεενχκεζ ημ DNA απυ ηζξ οπενεθζηχζεζξ. [Πνμζανιμβή ηαζ ηνμπμπμίδζδ απυ 

(Kasiviswanathan, Collins et al. 2012)] 

 

΢ηδ ν
0
 ηαηάζηαζδ δεκ ηςδζημπμζμφκηαζ μζ ιζημπμκδνζαηέξ οπμιμκάδεξ ηςκ 

ζοιπθυηςκ I ηαζ IV ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, ηαηά ζοκέπεζα 

απμδζμνβάκςκεηαζ δ ακαπκεοζηζηή θεζημονβία ςεχκηαξ ηα ηφηηανα ζηδκ παναβςβή 

εκένβεζαξ ιέζς ηδξ βθοηυθοζδξ (King and Attardi 1996; Marusich, Robinson et al. 1997). 

Δπζπθέμκ δ απμοζία θεζημονβζηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ 

απχθεζα ημο δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ (ΓΦm). Όζμκ αθμνά ηα δμιζηά 
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παναηηδνζζηζηά ηςκ ιζημπμκδνίςκ έπεζ παναηδνδεεί δ απμδζμνβάκςζδ ηαζ δ δναιαηζηή 

ιείςζδ ηςκ πηοπχζεςκ (cristae) ηδξ εζςηενζηήξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ, πανυηζ δεκ 

παναηδνμφκηαζ ιεηααμθέξ ζηδκ εζςηενζηή ηαζ ελςηενζηή ιειανάκδ (Gilkerson, 

Margineantu et al. 2000), εκχ δ αλζμθυβδζδ ηδξ πνςηεσκζηήξ ζφζηαζδξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ 

πμο ειπθέημκηαζ ζε άθθεξ θεζημονβίεξ έδεζλακ υηζ δεκ παναηδνείηαζ ηαιία ιεηααμθή 

(Gilkerson, Margineantu et al. 2000). ΢ηδ θάζδ αοηή ηα ιζημπυκδνζα έπμοκ παναηηδνζζηεί 

απυ ηάπμζμοξ ενεοκδηέξ ςξ “ιζημείδδ” (Swerdlow, Parks et al. 1996).  

Σα ν
0
 ηφηηανα, πανυηζ είκαζ απαθθαβιέκα απυ ημ mtDNA, ιπμνμφκ ηαζ επζαζχκμοκ 

ηαζ κα πμθθαπθαζζάγμκηαζ εθυζμκ πνμζηίεεηαζ ελςβεκχξ ζημ ενεπηζηυ ιέζμ 

πονμζηαθοθζηυ μλφ ηαζ μονζδίκδ βζα ηδ νφειζζδ ηδξ μλεζδςηζηήξ ηαηάζηαζδξ. Η απαίηδζδ 

βζα μονζδίκδ (Uridine) αζηζμθμβείηαζ απυ ημ βεβμκυξ υηζ ημ έκγοιμ dihydrooratate 

dehydrogenase πμο ζοιιεηέπεζ ζημ αζμζοκεεηζηυ ιμκμπάηζ ηςκ πονζιζδζκχκ, εδνάγεηαζ 

ζηδκ εζςηενζηή ιζημπμκδνζαηή ιειανάκδ ηαζ βζα ηδ θεζημονβία ημο απαζηεί ιζημπμκδνζαηή 

ιεηαθμνά δθεηηνμκίςκ. Η πνμζεήηδ μονζδίκδξ έπεζ ςξ απμηέθεζια κα παναηάιπηεηαζ ημ 

ηαηαθουιεκμ αήια απυ ημ έκγοιμ dihydrooratate dehydrogenase ζημ ιμκμπάηζ ζφκεεζδξ 

πονζιζδζκχκ (Gregoire, Morais et al. 1984). Η απαίηδζδ βζα πονμζηαθοθζηυ (Pyruvate) 

είκαζ ακαβηαία βζα ηδ δζαηήνδζδ ηδξ ηοηηανζηήξ μλεζδμακαβςβήξ. Σα ηφηηανα πμο 

ζηενμφκηαζ mtDNA ζηδνίγμκηαζ ζηδ βθοηυθοζδ βζα ηδκ παναβςβή ΑΣΡ. Τπυ 

θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ, δ βθοηυθοζδ αολάκεζ ηα επίπεδα NADH, εκχ δ ιζημπμκδνζαηή 

ακαπκμή πανάβεζ NAD+. Χξ εη ημφημο, δ απμοζία ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκμήξ αολάκεζ 

ζδιακηζηά ηδκ ακαθμβία NADH:NAD+, πανειααίκμκηαξ ζηδ βθοημθοηζηή ζηακυηδηα. Η 

ζοιπθήνςζδ ιε πονμζηαθοθζηυ μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ ημο βαθαηηζημφ, ημ μπμίμ ιε ηδ 

ζεζνά ημο πανάβεζ NAD+, επζηνέπμκηαξ έηζζ ηδ βθοημθοηζηή θεζημονβία ηαζ ηδκ παναβςβή 

ΑΣΡ.  

Ο ζπδιαηζζιυξ ν
0
 ηοηηάνςκ ζοβηεηνζιέκα απυ ηδκ ηοηηανζηή ζεζνά SH-SY5Y 

πενζβνάθδηε πνχηδ θμνά ημ 1996 (Miller, Trimmer et al. 1996). Σα παναηηδνζζηζηά ηςκ 

ηοηηάνςκ αοηχκ ήηακ ζαθχξ δ ιεζςιέκδ δναζηζηυηδηα ηςκ ζοιπθυηςκ I ηαζ IV ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, ηαεχξ ηαζ δ ιεζςιέκδ ηαηακάθςζδ μλοβυκμο. 

Δπζπθέμκ παναηδνήεδηακ ιεζςιέκα επίπεδα παναβςβήξ ROS ηαζ ιεζςιέκδ εοαζζεδζία 

ζηζξ ημλίκεξ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (Miller, Trimmer et al. 1996).  
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Γ.Γ.2.1. Πεηξακαηηθή πνξεία πνπ αθνινπζήζεθε γηα ηα ξ
0
 θύηηαξα. 

Ανπζηά, έβζκε ηαθθζένβεζα ηδξ ηοηηανζηήξ ζεζνάξ SH-SY5Y πανμοζία ημο 

ακαζημθέα EtBr βζα έκα πνμκζηυ δζάζηδια πενίπμο δφμ ιδκχκ, Δζηυκα 59. Οζ 

ζοβηεκηνχζεζξ ακαζημθέα πμο δμηζιάζηδηακ ήηακ απυ 20 ng/ml έςξ 5 ιg/ml. Δίκαζ 

βκςζηυ απυ ηδ αζαθζμβναθία υηζ ζοβηεκηνχζεζξ ιέπνζ 5 ιg/ml δεκ επδνεάγμοκ ηδκ 

ακηζβναθή ημο DNA ημο πονήκα πανά ιυκμκ ηςκ ιζημπμκδνίςκ (Miller, Trimmer et al. 

1996). Χξ εη ημφημο ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ηοηηανζηήξ ακάπηολδξ μ ανπζηυξ ανζειυξ ηςκ 

ιμνίςκ mtDNA ιεζχκεηαζ ζηαδζαηά ιε ηεθζηυ απμηέθεζια ηδκ πθήνδ απμοζία mtDNA 

ιμνίςκ ζηα ν
0
 ηφηηανα. Καε’ υθδ ηδ δζάνηεζα ηδξ πεζναιαηζηήξ πμνείαξ, ημ ενεπηζηυ ιέζμ 

ειπθμοηίγεηαζ ιε μονζδίκδ ηαζ πονμζηαθοθζηυ ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ 50 ιg/ml ηαζ 100 ιg/ml 

ακηίζημζπα. Σμ εφνμξ ζοβηεκηνχζεςκ EtBr πμο δμηζιάζηδηακ είκαζ 20ng/ml, 50ng/ml, 

0,1ιg/ml, 1ιg/ml, 2ιg/ml ηαζ 5ιg/ml. Η ηαθθζένβεζα ηςκ ηοηηάνςκ ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ 

αοηέξ έβζκε ζε ενεπηζηυ ιέζμ DMEM (high glucose, w/ pyruvate), ημ μπμίμ 

ζοιπθδνχκεηαζ ιε 5% FBS, 100 ιg/ml Pyruvate ηαζ 50ιg/ml Uridine, ιε αθθαβή ημο 

ενεπηζημφ ιέζμο ηάεε δφμ διένεξ. Μεηά απυ ηαθθζένβεζα δζαζηήιαημξ 2 ιδκχκ 

επζαεααζχεδηε ιε αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ πναβιαηζημφ πνυκμο δ πθήνδξ 

απμοζία ηςκ mtDNA ιμνίςκ ιε ηδ πνήζδ εζδζηχκ εηηζκδηχκ πμο ακζπκεφμοκ ιυκμκ 

mtDNA. Δζηυκα 59Β. Οζ ζοβηεκηνχζεζξ ακαζημθέα πμο ηεθζηά μδήβδζακ ζημκ επζηοπή 

ζπδιαηζζιυ ηςκ ν
0
 ηοηηάνςκ ήηακ μζ 2 ηαζ 5ιg/ml. ΢ηδ ζοβηέκηνςζδ ημο 1ιg/ml 

παναηδνήεδηε ιζα ιζηνή πηχζδ ζηα επίπεδα ημο mtDNA ζοβηνζηζηά ιε ηδκ ηαθθζένβεζα 

εθέβπμο, εκχ μζ ιζηνυηενεξ ζοβηεκηνχζεζξ ζημ πνμκζηυ δζάζηδια ηςκ 2 ιδκχκ δεκ 

επδνέαζακ ηαευθμο ηα επίπεδα. Η ιμνθμθμβζηή παναηήνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ, Δζηυκα 59Α. 

έδεζλε υηζ ημ ζπήια ηςκ ηοηηάνςκ έπεζ αθθάλεζ ζοβηνζηζηά ιε ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο 

SH-SY5Y, πζμ ζηνμββοθυ ζχια ηαζ ιζηνυηενδ επαθή ιε ημ οπυζηνςια, εκχ επζπθέμκ 

παναηδνήεδηε οπμδζπθάζζμξ νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ ζοβηνζηζηά ιε ηδκ παηνζηή SH-

SY5Y ηοηηανζηή ζεζνά, Δζηυκα 59Γ. Όπςξ ακαθένεδηε πνμδβμοιέκςξ δ ηαθθζένβεζα ηςκ 

ν
0
 ηοηηάνςκ απαζηεί ηδκ ελςβεκή πνμζεήηδ Uridine. Ο έθεβπμξ επζαίςζδξ ηςκ ν

0
 

ηοηηάνςκ ζε ενεπηζηυ ιέζς απμοζία ηδξ Uridine, απμηάθορε υηζ ηα ηφηηανα μδδβμφκηαζ 

ζε ηοηηανζηυ εάκαημ, Δζηυκα 59Γ. Αοηυ απμηεθεί έκα επζπθέμκ ζδιείμ εθέβπμο βζα ηδκ 

επζαεααίςζδ ημο επζηοπμφξ ζπδιαηζζιμφ ηςκ ν0. Σέθμξ, ιε πεζνάιαηα ακμζμαπμηφπςζδξ 

ηαηά Western, βζα ηδκ ιζημπμκδνζαηή δμιζηή πνςηεΐκδ porin, ζοζηαηζηυ ηςκ πυνςκ ηδξ 

ελςηενζηήξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ, επζαεααζχεδηε υηζ δεκ ακζπκεφεηαζ ηαιία 

ιεηααμθή ζηδ ζοκμθζηή ιάγα ηςκ ιζημπμκδνίςκ ζηδ ν
0
 ηαηάζηαζδ, Δζηυκα 59Γ.  
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Δηθόλα 59. Γηαδηθαζία δεκηνπξγίαο ησλ ξ
0
 θπηηάξσλ παξνπζία ηνπ αλαζηνιέα EtBr. A. ΢πδιαηζηή 

απεζηυκζζδ ηδξ πεζναιαηζηήξ πμνείαξ πμο αημθμοεήεδηε. Καθθζένβεζα ηςκ SH-SY5Y ηοηηάνςκ ζηζξ 

ζοβηεκηνχζεζξ EtBr 20ng/ml, 50ng/ml, 0,1ιg/ml, 1ιg/ml, 2ιg/ml kai 5ιg/ml βζα ζοκμθζηυ πνμκζηυ 

δζάζηδια 2 ιδκχκ. Μμνθμθoβζηή απεζηυκζζδ ηςκ ν
0
 ηοηηάνςκ ζοβηνζηζηά ιε ηδκ παηνζηή SH-SY5Y 

(Φαηυξ 20x). Β. Αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ πναβιαηζημφ πνυκμο ιε ηδ πνήζδ εηηζκδηχκ έκακηζ 

ημο ιζημπμκδνζαημφ βμκζδζχιαημξ (mtDNA). Χξ βμκίδζμ ακαθμνάξ πνδζζιμπμζήεδηακ εηηζκδηέξ βζα 

πονδκζηυ βμκίδζμ. Δπζαεααίςζδ ηδξ ηδξ απμιάηνοκζδξ ημο ιζημπμκδνζαημφ DNA ιεηά απυ 2 ιήκεξ 

επελενβαζίαξ ιε EtBr ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ 2 ηαζ 5ιg/ml. Γ. Απεζηυκζζδ ημο νοειμφ πμθθαπθαζζαζιμφ 

ηςκ ν0 ηοηηάνςκ πανμοζία ή απμοζία ηδξ Uridine (n=3). Γ. Η ζοκμθζηή ιζημπμκδνζαηή ιάγα δεκ 

ιεηααάθθεηαζ ζηδ ν0 ηαηάζηαζδ, υπςξ επζαεααζχεδηε ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western βζα ηδ 

ιζημπμκδνζαηή δμιζηή πνςηεΐκδ porin. Χξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ β-

tubulin. 

Γζα υθεξ ηζξ πνμζπάεεζεξ δδιζμονβίαξ ν
0
 ηοηηάνςκ πμο αημθμφεδζακ, οζμεεηήεδηε 

δ ζοβηέκηνςζδ ακαζημθέα EtBr ηςκ 2ιg/ml. Δπυιεκμξ ζηυπμξ ήηακ μ έθεβπμξ ημο 

δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ ΓΦm. Γζα ημ θυβμ αοηυ, πνδζζιμπμζήεδηε δ 

θζπυθζθδ ηαηζμκζηή πνςζηζηή JC-1 δ μπμία εζζένπεηαζ επζθεηηζηά ζημ εζςηενζηυ ηςκ 

ιζημπμκδνίςκ ιε ηνυπμ ελανηχιεκμ απυ ημ δοκαιζηυ ηδξ ιειανάκδξ. ΢ηα ν
0
 ηφηηανα 

δζαπζζηχεδηε υηζ ημ δοκαιζηυ ηδξ ιειανάκδξ έπεζ ιεζςεεί ιε απμηέθεζια ιεηά ηδ πνχζδ 

ιε ηδ πνςζηζηή JC-1 κα ακζπκεφεηαζ ιυκμ ημ πνάζζκμ πνχια ημο ιμκμιενμφξ ζε πθήνδ 
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ζοιθςκία ιε ημοξ Gilkerson et al., 2000. Ακηζεέηςξ ζηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο 

ακζπκεφμκηαζ ηαζ μζ δφμ ιμνθέξ ηδξ πνςζηζηήξ, Δζηυκα 60. 

 

Δηθόλα 60. Έιεγρνο ηνπ δπλακηθνύ ηεο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο ΓΦm ζηα ξ
0
 θύηηαξα κε ηε ρξήζε 

ηεο ρξσζηηθήο JC-1. ΢ηδκ παηνζηή ζεζνά SH-SY5Y ακζπκεφμκηαζ ηαζ μζ δφμ ιμνθέξ ηδξ πνςζηζηήξ δδθαδή, 

ηαζ δ ιμκμιενήξ ιμνθή (πνάζζκμ) ηαζ δ ζοζζςιάηςζδ αοηήξ (ηυηηζκμ), δείηηδξ ορδθμφ ΓΦm, εκχ ζηδκ ν
0
 

ηαηάζηαζδ ακζπκεφεηαζ ιυκμ δ ιμκμιενήξ ιμνθή ηδξ πνςζηζηήξ, δείηηδξ παιδθμφ ΓΦm (Φαηυξ 100x, 

ηθίιαηα 25ιm). 

 

΢οκμρίγμκηαξ, βζα ηδ δδιζμονβία ηςκ ν
0
 ηοηηάνςκ εεςνήεδηε ςξ δ αέθηζζηδ 

ζοβηέκηνςζδ ακαζημθέα EtBr δ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 2ιg/ml. Η ηαθθζένβεζα ηςκ ν
0
 

ηοηηάνςκ βίκεηαζ ζε ενεπηζηυ ιέζμ DMEM (4500mg/liter glucose) ημ μπμίμ ειπθμοηίγεηαζ 

ιε 5% FBS, 50ιg/ml Uridine, 100ιg/ml pyruvate ηαζ 1% Anti-Myc. Η ηαθθζένβεζα 

πανμοζία ημο ακαζημθέα βίκεηαζ βζα ζοκμθζηυ πνμκζηυ δζάζηδια 2 ιδκχκ, ιε αθθαβή 

ενεπηζημφ ιέζμο ηαζ ακακέςζδ ημο ακαζημθέα ηάεε 2 διένεξ. Μέηα ηδκ επζηοπή 

δδιζμονβία ηςκ ν
0
 ηοηηάνςκ, ηαθθζενβμφκηαζ ζε ενεπηζηυ ιέζμ απμοζία ημο ακαζημθέα, 

ςζηυζμ εάκ ηα ηφηηανα παναιείκμοκ ζε ηαθθζένβεζα βζα πνμκζηυ δζάζηδια πένακ ημο εκυξ 

ιήκα, αημθμοεεί πνμζεήηδ ημο ακαζημθέα βζα 3 βεκζέξ βζα κα απμθεοπεεί ημ εκδεπυιεκμ 

επακαπαηνζζιμφ απυ εκαπμιείκακηα ιυνζα mtDNA.  

 

Γ.Γ.3. Γεκηνπξγία SH-SY5Y Κπηηαξνπιαζκαηηθώλ Τβξηδίσλ (Cytoplasmic Hybrids, 

cybrids). 

Σα ηοηηανμπθαζιαηζηά οανίδζα, βκςζηά ςξ cybrids (Cytoplasmic hybrid), είκαζ 

ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πμο πνμηφπημοκ απυ ηδ ζφκηδλδ απφνδκςκ ηοηηάνςκ, πμο πενζέπμοκ 

ιυκμ ιζημπμκδνζαηυ DNA, ιε ηφηηανα δέηηεξ ζηα μπμία απμοζζάγεζ ημ mtDNA- ν
0
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ηφηηανα. ΢ηζξ πενζζζυηενεξ ηςκ πενζπηχζεςκ ηα ηφηηανα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ζακ 

ηφηηανα δυηεξ είκαζ ηα αζιμπεηάθζα (απφνδκα ηφηηανα), εκχ ζακ δέηηεξ δ ακενχπζκδ 

κεονααθαζηςιαηζηή ηοηηανζηή ζεζνά SH-SY5Y ή δ ηοηηανζηή ζεζνά 

ηεναηςηανηζκχιαημξ NT2. Μεηά ηδ ζφκηδλδ ηα ηφηηανα δέηηεξ επακαπαηνίγμκηαζ ιε ημ 

mtDNA ηςκ ηοηηάνςκ δυηεξ. Σμ ηεθζηυ αήια πενζθαιαάκεζ ημ δζαπςνζζιυ απυ ηα 

ηφηηανα πμο δεκ επακαπαηνίζηδηακ επζηοπχξ οπυ ημκ έθεβπμ ηδξ ιεηααμθζηήξ δζαθμβήξ 

(Swerdlow, Parks et al. 1996; Ghosh, Swerdlow et al. 1999).  

 

Γ.Γ.3.1. Απνκόλσζε αηκνπεηαιίσλ από θιεβηθό αίκα 

Η δζαδζηαζία απμιυκςζδξ αζιμπεηαθίςκ απυ θθεαζηυ αίια πενζθαιαάκεζ ηα 

αηυθμοεα αήιαηα: 

1. Η απμιυκςζδ ζηακμφ ανζειμφ αζιμπεηαθίςκ απαζηεί 15-20 ml θθεαζηυ αίια, ημ 

μπμίμ ζοθθέβεηαζ ζε ζςθήκεξ δπανίκδξ ηαζ δζαηδνείηαζ ζημκ πάβμ (μ πνυκμξ δζαηήνδζδξ 

ζημκ πάβμ δεκ πνέπεζ κα οπενααίκεζ ηζξ 8 χνεξ).  

2. Κάεε δείβια ακαιζβκφεηαζ ιε 1/10 ημο υβημο ημο ιε δζάθοια 0.15 M NaCl ηαζ 0.1 

M sodium citrate (pH 7.0). 

3. Ακαηίκδζδ (ιε ακαζηνμθή) ηαζ θοβμηέκηνδζδ ημο αίιαημξ ζε 200 g / 20 min/ 

12⁰C.  

4. Μεηά ημ πέναξ ηδξ θοβμηέκηνδζδξ ζοθθέβμκηαζ ηα 3/4 ημο οπενηεζιέκμο 

(πθάζια), αθήκμκηαξ πίζς ημοθάπζζημκ 3mm ημο πθάζιαημξ πάκς απυ ηδκ ζημζαάδα ηςκ 

ενοενχκ αζιμζθαζνίςκ, βζα κα απμθεοπεεί μπμζαδήπμηε επζιυθοκζδ απυ ενοενά 

αζιμζθαίνζα. 

 5. Σμ πθάζια (αήια 4) θοβμηεκηνείηαζ ζε απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα θοβμηέκηνδζδξ 

ηφπμο falcon ηςκ 15ml, ζηζξ 2300 g / 4 ⁰C / 30-40 min.  

6. Απμιάηνοκζδ ημο οπενηεζιέκμο ηαζ πνμζεήηδ (ημ ίγδια πενζέπεζ ηα αζιμπεηάθζα) 

2 ml θοζζμθμβζημφ μνμφ ή νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ PBS. Αημθμοεεί ήπζα ακάδεοζδ ιε ηδ 

πνήζδ πζπέηαξ απμθεφβμκηαξ ημ ζπδιαηζζιυ θοζαθίδςκ.  

7. ΢ε αοηυ ημ ζδιείμ εηηζιάηαζ δ ζοβηέκηνςζδ ηςκ αζιμπεηαθίςκ ζημ πθάζια ιεηά 

απυ ιέηνδζδ αοηχκ ζημ αζιμηοηηανυιεηνμ.  

8. ΢οιπθδνχκεηαζ μ υβημξ ζηα 10 ml ιε ηδκ πνμζεήηδ θοζζμθμβζημφ μνμφ. ΢ημ 

ζηάδζμ αοηυ είκαζ δοκαηή δ απμεήηεοζδ εκυξ ιένμοξ ηςκ αζιμπεηαθίςκ ζε εζδζηά 

ηνομθζαθίδζα βζα ιεβάθα πνμκζηά δζαζηήιαηα ζε ααεζά ηαηάρολδ (-196⁰C), 

ακαιζβκφμκηαξ 1,05 ml εκαζςνήιαημξ αζιμπεηαθίςκ ιε δζαθφια ηαηάρολδξ (freezing mix) 
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ημ μπμίμ πενζθαιαάκεζ 0,15 ml απμζηεζνςιέκμ DMSO ηαζ 0,30 ml FBS ζε ζοβηέκηνςζδ 

10
7
 ηφηηνανα/ηνομθζαθίδζμ. Μεηαθμνά αοημφ ημο δζαθφιαημξ ιαγί ιε ηα ηφηηανα ζε έκα 

ηνομθζαθίδζμ ηαηάρολδξ. Σμπμεέηδζδ ζε εζδζηυ δμπείμ ηαηάρδλδξ ιε ζζμπνμπακυθδ (πμο 

επζηνέπεζ ηδκ ανβή πηχζδ ηδξ εενιμηναζίαξ ~ 1˚ / min) ζημοξ -80⁰C. Μεηά απυ 12-24 

χνεξ, ημ ηνομθζαθίδζμ θοθάζζεηαζ ζημ οβνυ άγςημ (-196⁰C).  

 

Γ.Γ.3.2. Γηαδηθαζία ζύληεμεο ησλ αηκνπεηαιίσλ (θύηηαξα δόηεο κηηνρνλδξίσλ) κε ηα 

ξ
0 
SH-SY5Y θύηηαξα (θύηηαξα δέθηεο κηηνρνλδξίσλ). 

1. Σα απμιμκςιέκα αζιμπεηάθζα (αήια 8, πανάβναθμξ Γ.Γ.3.1.) (10
7
 ή 10

8
) 

θοβμηεκηνμφκηαζ ζηα 2300 g/ 20min/ 15˚C. 

2. Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ηςκ ν
0
 ηοηηάνςκ (10

5
 ή 10

6
) ζηα 300 g/ 5 min. 

 Απυννζρδ ημο οπενηεζιέκμο ηαζ πνμζεήηδ 2ml ενεπηζημφ ιέζμο DMEM (πςνίξ 

Ca2
+
), ήπζα ακάδεοζδ ιε πζπέηα βζα ηδκ επακαζχνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ. Μεηαθμνά ηςκ ν

0
 

ηοηηάνςκ ιεηά ηδκ επακαζχνδζδ ζημ ίγδια αζιμπεηαθίςκ πμο πνμέηορε ιεηά ηδ 

θοβμηέκηνδζδ ζημ αήια 1. ΢ημ αήια αοηυ βίκεηαζ ακάιζλδ ηςκ ηοηηάνςκ δέηηεξ - ν
0
, ιε 

ηα ηφηηανα δυηεξ (αζιμπεηάθζα). Δπχαζδ βζα 10 min αοζηδνά ζημοξ 23⁰C.  

3. Φοβμηέκηνδζδ ζηα 300 g/10 min , απυννζρδ οπενηεζιέκμο ηαζ επακαζχνδζδ ζε 

100 ιl δζαθφιαημξ 42% πμθοαζεοθεκζηήξ βθοηυθδξ (polyethylene glycol - PEG). 

4. Δπχαζδ 1-1.5 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ πνμζεήηδ 10 ml ενεπηζημφ 

ιέζμο DMEM πμο πενζθαιαάκεζ 15% FBS, 50ιg/ml Uridine, 100 ιg/ml pyruvate ηαζ 1% 

Anti-Myc. Σμ ιείβια ηοηηάνςκ ηαηακέιεηαζ ζε πέκηε ηνοαθία δζαζηάζεςκ 10cm (2x10
4
-

2x10
5
 ν

0
 ηφηηανα/ηνοαθίμ). 

5. ΢ημ ζηάδζμ αοηυ ηα ηφηηανα αθήκμκηαζ κα ακαννχζμοκ ζε ν
0
 ενεπηζηυ ιέζμ βζα 

ιία εαδμιάδα (DMEM πμο πενζθαιαάκεζ 5% FBS, 50ιg/ml Uridine, 100 ιg/ml pyruvate 

ηαζ 1% Anti-Myc), ιε αθθαβή ενεπηζημφ ηάεε δφμ διένεξ. ΢ημ πνμκζηυ δζάζηδια ηδξ ιίαξ 

εαδμιάδαξ, βίκεηαζ επακαπαηνζζιυξ ηςκ ν
0
 ηοηηάνςκ ιε ηα ιζημπυκδνζα ηςκ αζιμπεηαθίςκ 

ηαζ πνμηφπημοκ ηα οανζδζηά ηφηηανα – cybrids. Χζηυζμ ζηδκ ηαθθζένβεζα παναιέκεζ έκαξ 

ανζειυξ ν
0
 ηοηηάνςκ ζηα μπμία δεκ έβζκε επζηοπήξ ζφκηδλδ. Γζα ημ θυβμ αοηυ ιεηά ημ 

πέναξ ηδξ ιίαξ εαδμιάδαξ, βίκεηαζ ακηζηαηάζηαζδ ημο ενεπηζημφ ιέζμο ιε ενεπηζηυ ιέζμ 

ημ μπμίμ δεκ πενζθαιαάκεζ uridine, δδθαδή ενεπηζηυ ιέζμ «δζαθμβήξ» (DMEM πμο 

πενζθαιαάκεζ 10% FBS). ΢ε αοηυ ημ ενεπηζηυ ακαιέκεηαζ κα επζαζχζμοκ ιυκμ ηα ν
0 
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ηφηηανα πμο επακαπαηνίζηδηακ ιε θεζημονβζηά ιζημπυκδνζα αζιμπεηαθίςκ, αθμφ ηα ν
0
 

ηφηηανα αδοκαημφκ κα επζαζχζμοκ απμοζία uridine (King and Attardi 1989).  

6. Έπεζηα απυ δζάζηδια 2-4 εαδμιάδςκ, ιεηά ηδ ζφκηδλδ, ζημ ηνοαθίμ έπμοκ 

ζπδιαηζζηεί ιειμκςιέκμζ ηθχκμζ Cybrid ηοηηάνςκ. 

 

Δηθόλα 61. ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο δηαδηθαζίαο ζρεκαηηζκνύ ησλ Κπηηαξνπιαζκαηηθώλ πβξηδίσλ 

(Cytoplasmic Hybrids – Cybrids). Η δζαδζηαζία πενζθαιαάκεζ ηνία ζηάδζα. ΢ημ 1
μ
 ΢ηάδζμ απεζημκίγεηαζ δ 

πεζναιαηζηή δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε βζα ηδκ απμιυκςζδ αζιμπεηαθίςκ απυ δείβια θθεαζημφ αίιαημξ 

υβημο 15-20 ml. Σα ν
0
 ηφηηανα είκαζ ηα ηφηηανα δέηηεξ, δδθαδή ηα ηφηηανα εηείκα ηα μπμία εα δεπημφκ ηα 

θεζημονβζηά ιζημπυκδνζα ηαζ ηα αζιμπεηάθζα είκαζ ηα ηφηηανα δυηεξ, δδθαδή ηα ηφηηανα πμο εα δχζμοκ ηα 

θεζημονβζηά ιζημπυκδνζα. Σα Cybrids πνμηφπημοκ ιεηά απυ ηδ δζαδζηαζία ηδξ ζφκηδλδξ 2
μ
 ΢ηάδζμ. Η 

δζαθμβή ηςκ ηοηηάνςκ ζε αοηά πμο επακαπαηνίζηδηακ επζηοπχξ ιε θεζημονβζηά ιζημπυκδνζα βίκεηαζ ζε 

ενεπηζηυ ιέζμ δζαθμβήξ. 

 

΢εκείσζε: Γζα ηάεε δείβια αζιμπεηαθίςκ πνμεημζιάγμκηαζ δφμ δείβιαηα ν
0
 ηοηηάνςκ 

(10
5
 ή 10

6
 ηφηηανα), ημ έκα πνμμνίγεηαζ κα δεπηεί ηδκ επζιυθοκζδ ιε ηα αζιμπεηάθζα 

(ηφηηανα δυηεξ ιζημπμκδνίςκ) ηαζ ημ άθθμ πνδζζιμπμζείηαζ ςξ ηαθθζένβεζα ανκδηζημφ 

εθέβπμο. Χξ επζπθέμκ ηαθθζένβεζα ανκδηζημφ εθέβπμο πνδζζιμπμζείηαζ ηαζ έκα δείβια πμο 

πενζέπεζ ιυκμ αζιμπεηάθζα. 
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Πίλαθαο 8. ΢ημκ πίκαηα ζοιπενζθαιαάκμκηαζ ηα δζαθφιαηα ηαζ ηα ενεπηζηά ιέζα 

ηαθθζένβεζαξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδ δδιζμονβία ηςκ Cybrid ηοηηάνςκ.  

Γηαιύκαηα θαη ζξεπηηθά ΢ύζηαζε 

Φοζζμθμβζηυξ μνυξ 0.15 M NaCl, 15 mM Tris-HCl, pH 7.4 (25˚C) 

10x citrate ζε θοζζμθμβζηυ 

μνυ 

0.15 M NaCl, 0.10 M sodium citrate  (Na3C6H5O7·2H2O; trisodium 

salt, dihydrate) 

Γζάθοια ηαηάρολδξ 

(freezing mix) 

70% εκαζχνδια αζιμπεηαθίςκ (DMEM), 20% FBS, ηαζ 10% DMSO 

Γζάθοια 42% PEG Απμζηείνςζδ 8.4 g PEG 1500 ζε θθάζηα ηςκ 50 ml βζα 15 θεπηά. 

Μεηά ηδκ απμζηείνςζδ ημ PEG δζαθοημπμζείηαζ. ΢ε εενιμηναζία 

δςιαηίμο, θίβμ πνζκ ανπίζεζ κα ζηαεενμπμζείηαζ πνμζηίεεκηαζ 2 ml 

DMSO ηαζ 9.6 ml DMEM (πςνίξ Ca
2+

). Δάκ ημ PEG ζηαεενμπμζδεεί 

πνζκ ηδκ πνμζεήηδ ημο DMSO, βίκεηαζ ακάηδλδ ζε οδαηυθμοηνμ 

εενιμηναζίαξ 65˚C. Σμ δζάθοια PEG δζαηδνείηαζ ζε εενιμηναζία 

37˚C. Σμ δζάθοια πνμεημζιάγεηαζ θίβεξ χνεξ πνζκ ηδ πνήζδ ημο!!! 

Θνεπηζηυ ιέζμ ακάννςζδξ 

ιεηά ηδ ζφκηδλδ. 

DMEM πμο πενζθαιαάκεζ 10% FBS, 50ιg/ml Uridine ηαζ 100ιg/ml 

pyruvate. 

Θνεπηζηυ ιέζμ δζαθμβήξ ηςκ 

Cybrids 

DMEM (high glucose) πμο πενζθαιαάκεζ ιυκμ 10% FBS. 

 

 

Μζα εαδμιάδα ιεηά ηδ ζφκηδλδ ζηα ηνοαθία ηαθθζένβεζαξ έπμοκ ήδδ ζπδιαηζζηεί 

ανηεηέξ ζοζηάδεξ ηοηηάνςκ, μζ μπμίεξ απμηεθμφκ πζεακμφξ ηθχκμοξ ηοηηάνςκ ηα μπμία 

έπμοκ απμηηήζεζ θεζημονβζηά ιζημπυκδνζα, Δζηυκα 62Α. Η ηαθθζένβεζα ζημ ενεπηζηυ ιέζμ 

«δζαθμβήξ» έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ επζαίςζδ ζηδκ ηαθθζένβεζα, ιυκμκ ηςκ ηοηηάνςκ ζηα 

μπμία δ ζφκηδλδ έβζκε επζηοπχξ ηαζ επζπθέμκ ηα ιζημπυκδνζα πμο εζζήπεδζακ είκαζ 

θεζημονβζηά, χζηε κα επζαζχκμοκ απμοζία μονζδίκδξ ηαζ πονμζηαθοθζημφ. Η ηαθθζένβεζα 

ζημ ενεπηζηυ ιέζμ δζαθμβήξ ηναηάεζ πενίπμο έκα ιήκα. ΢ε αοηυ ημ πνμκζηυ δζάζηδια, μ 

ηοηηανζηυξ εάκαημξ είκαζ ειθακήξ (ηφηηανα ηα μπμία δεκ πνμζέθααακ ιζημπυκδνζα 

πεεαίκμοκ), εκχ ανπίγμοκ κα ακαπηφζζμκηαζ ζε ανβμφξ νοειμφξ απμζηίεξ ηςκ ηοηηάνςκ 

ζηα μπμία ακαηηήεδηε επζηοπχξ δ ιζημπμκδνζαηή θεζημονβία, Δζηυκα 62Α. ΢ημ ηεθζηυ 

αήια ηδξ δζαδζηαζίαξ αημθμοεεί δ απμιυκςζδ ηςκ απμζηζχκ. Οζ απμζηίεξ ηαθθζενβμφκηαζ 

ςξ ακελάνηδημζ ηθχκμζ βζα έκακ επζπθέμκ ιήκα. Μεηά απυ έκακ επζπθέμκ ιήκα 

ηαθθζένβεζαξ ηςκ απμζηζχκ έβζκε έθεβπμξ βζα ημ πενζεπυιεκμ mtDNA ιμνίςκ ιε ηδ πνήζδ 

ηςκ εζδζηχκ εηηζκδηχκ βζα ημ mtDNA ιε αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ 
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πναβιαηζημφ πνυκμο. Γζαπζζηχεδηε υηζ δ ηαθθζένβεζα ηςκ Cybrid ηοηηάνςκ βζα ημ 

ζοκμθζηυ δζάζηδια ηςκ 2 ιδκχκ ιεηά ηδκ απμιυκςζδ ηςκ απμζηζχκ, είκαζ έκα επανηέξ 

πνμκζηυ δζάζηδια βζα ηδκ ακάηαιρδ ηςκ ηοηηάνςκ, αθμφ ηα επίπεδα ημο mtDNA είκαζ 

πανυιμζα ιε εηείκα ηδξ παηνζηήξ ηοηηανζηήξ ζεζνάξ SH-SY5Y, Δζηυκα 62Β.  

 

Δηθόλα 62. Απεηθόληζε ησλ cybrid απνηθηώλ όπσο απηέο παξαηεξήζεθαλ ζηα ρξνληθά δηαζηήκαηα 1 

εβδνκάδα κεηά ηε ζύληεμε θαη 4 εβδνκάδεο κεηά ηε δηαινγή θαη έιεγρνο ησλ ηδηνηήησλ 

πνιιαπιαζηζκνύ θαη ηνπ δπλακηθνύ ηεο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο. Α. ΢ηζξ 7 διένεξ ιεηά ηδ ζφκηδλδ 

ζε ενεπηζηυ ιέζμ ακάννςζδξ (+ Οονζδίκδ/+ Πονμζηαθοθζηυ) έπμοκ ανπίζεζ κα ζπδιαηίζγμκηαζ ζοζηάδεξ 

ηοηηάνςκ. ΢ημ ζοκμθζηυ δζάζηδια ηςκ 4 εαδμιάδςκ πνζκ ηδ απμιυκςζδ ζε ενεπηζηυ ιέζμ δζαθμβήξ (- 

Οονζδίκδ/ - Πονμζηαθοθζηυ) εζημκίγμκηαζ εκδεζηηζηά θςημβναθίεξ ηςκ απμζηζχκ πμο απμιμκχεδηακ 

(Φαηυξ 20x). Β. Ακηίδναζδ PCR ιε εηηζκδηέξ πμο εκζζπφμοκ ιζημπμκδνζαηέξ ή πνςιμζςιζηέξ πενζμπέξ. Σμ 

mtDNA ακζπκεφεηαζ ηαζ πάθζ ζηα Cybrids ήδδ 1 ιήκα ιεηά ηδκ ζφκηδλδ ιε ηα αζιμπεηάθζα. Γ. Απεζηυκζζδ 

ημο νοειμφ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ Cybrid ηοηηάνςκ ζοβηνζηζηά ιε ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο SH-SY5Y ηαζ 

ηα ν
0
 SH-SY5Y ηφηηανα. Σα Cybrids ιεηά απυ 2 ιήκεξ ηαθθζένβεζαξ έπμοκ απμηηήζεζ ημκ ίδζμ νοειυ 

πμθθαπθαζζαζιμφ ιε ηδκ παηνζηή ηοηηανζηή ζεζνά πανμοζία ή απμοζία ηδξ Uridine (n=3). Γ. Έθεβπμξ ημο 

δοκαιζημφ ηδξ ιειανάκδξ ζηα Cybrids ιε ηδ πνήζδ ηδξ πνςζηζηήξ JC-1. Η ζοζζχνεοζδ ηδξ πνςζηζηήξ 

εκηυξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ είκαζ απμηέθεζια ημο ορδθμφ δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ. Αοηυ 

μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ ηςκ «ηυηηζκςκ» ιζημπμκδνίςκ ηαζ επζαεααζχκεζ ημ βεβμκυξ υηζ ηα ν
0
 ηφηηανα 

απέηηδζακ θεζημονβζηά ιζημπυκδνζα αθμφ ημ ιειανακζηυ δοκαιζηυ είκαζ πθέμκ θοζζμθμβζηυ (Φαηυξ 100x, 

ηθίιαηα 25ιm). 
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Σέθμξ, βζα κα επζαεααζςεεί δ θεζημονβζηυηδηα ηςκ ιζημπμκδνίςκ, εθέβπεδηε ημ 

δοκαιζηυ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ ιε ηδ πνήζδ ηδξ πνςζηζηή JC-1, ηαζ υπςξ 

απμδείπεδηε ηα ιζημπυκδνζα ζηα Cybrids είκαζ πθήνςξ θεζημονβζηά, Δζηυκα 61. 

΢οκμθζηά έβζκακ ηνεζξ επζηοπδιέκεξ πνμζπάεεζεξ ζπδιαηζζιμφ cybrid ηοηηανζηχκ 

ζεζνχκ, απυ ηνία ακελάνηδηα δείβιαηα αίιαημξ. Αοηέξ μζ cybrid ηοηηανζηέξ ζεζνέξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ cybrid ηοηηανζηέξ ζεζνέξ εθέβπμο ζε ιεηέπεζηα πνμζπάεεζεξ. Σμ 

πθεμκέηηδια ηδξ παναπάκς πεζναιαηζηήξ ζφκηδλδξ είκαζ ιεηά απυ ανηεημφξ ηφηθμοξ 

επακαθήρεςκ κα πνμηφπημοκ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πμο πενζέπμοκ ημ πενζεπυιεκμ mtDNA 

ηδξ επζθμβήξ ιαξ, οπυ ημκ έθεβπμ ημο πονδκζημφ βεκεηζημφ ηαζ πενζααθθμκηζημφ 

οπυααενμο πμο ειείξ επζθέβμοιε (Swerdlow, Parks et al. 1996; Ghosh, Swerdlow et al. 

1999).  

 

Γ.Γ.4. Γεκηνπξγία Cybrid θπηηαξηθώλ ζεηξώλ πνπ πεξηέρνπλ κηηνρόλδξηα αζζελώλ κε 

ηελ θιεξνλνκηθή κνξθή λόζν ηνπ Parkinson. 

΢ηδ ζοκέπεζα ηςκ πεζναιάηςκ ιαξ, αθμφ επζαεααζχζαιε ηδκ επζηοπία ζπδιαηζζιμφ 

θεζημονβζηχκ cybrid ηοηηανζηχκ ζεζνχκ, πνμπςνήζαιε ζημ ζπδιαηζζιυ cybrid 

ηοηηανζηχκ ζεζνχκ απυ δείβιαηα αηυιςκ ιε ηδκ ηθδνμκμιζηή ιμνθή ηδξ κυζμο ημο 

Parkinson. ΢οβηεηνζιέκα, πνδζζιμπμζήεδηακ δείβιαηα αηυιςκ απυ ημ βεκεαθμβζηυ δέκηνμ 

πμο εζημκίγεηαζ ζηδκ Δζηυκα 63. Σα δείβιαηα αίιαημξ αθμνμφκ ηα άημια: 

 IV2: αζεεκήξ ιε ηθδνμκμιζηή κυζμ ημο Parkinson πμο θένεζ ηδ ζδιεζαηή 

ιεηάθθαλδ ζημ βμκίδζμ ηδξ α-synuclein A53T. 

 IV5: αδενθυξ αζεεκμφξ πμο δεκ έπεζ εηδδθχζεζ ηδ κυζμ ηαζ δεκ θένεζ ηδ 

ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ ζηδκ α-synuclein A53T. 

 IV4: άημιμ πμο θένεζ ηδ ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ ζηδκ α-synuclein A53T, 

αθθά δεκ έπεζ εηδδθχζεζ ηδ κυζμ. 

 V9: ηυνδ ηδξ IV4, πμο δεκ έπεζ ζοιπηχιαηα ηδξ κυζμο ηαζ δεκ θένεζ ηδ 

ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ α-synuclein A53T. 

Η ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ A53T, είκαζ απμηέθεζια ηδξ ζδιεζαηήξ ακηζηαηάζηαζδξ 

G209A ζε επίπεδμ βμκζδζαηήξ αθθδθμοπίαξ, πμο μδδβεί ζηδκ ακηζηαηάζηαζδ ημο 

αιζκμλέμξ Αθακίκδ (Ala) ζε Θνεμκίκδ (Thr). Η ζδιεζαηή αοηή ιεηαθθαβή εκημπίζηδηε 

ανπζηά ζε μζημβέκεζεξ εθθδκζηήξ ηαζ ζηαθζηήξ ηαηαβςβήξ ιε ηοπζηή μζημβεκή κυζμ ημο 

Parkinson πμο ζοκμδεφεηαζ απυ ειθάκζζδ ζςιαηίςκ ημο Lewy, ηαζ ηθδνμκμιείηαζ ιε 

αοημζςιζηυ επζηναηή ηνυπμ ηθδνμκμιζηυηδηαξ (Polymeropoulos, Lavedan et al. 1997). 

file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_391
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_150
file:///E:/Downloads/Evi%202/keimeno%20V1%20(2).docx%23_ENREF_150
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Απυ ημ παναηάκς βεκεαθμβζηυ δέκηνμ, Δζηυκα 63Α, έβζκε αζιμθδρία απυ ηα άημια IV2, 

IV5, IV4 ηαζ V9. Αημθμφεδζε απμιυκςζδ αζιμπεηαθίςκ ηαζ ζφκηδλδ αοηχκ ιε ν
0
 SH-

SY5Y ηφηηανα βζα ηδ δδιζμονβία cybrid ηοηηανζηχκ ζεζνχκ ιε ημ πνςηυημθθμ πμο 

πενζβνάθδηε παναπάκς. Μεηά ημ πνμκζηυ δζάζηδια ηςκ δφμ ιδκχκ απυ ηδκ απμιυκςζδ 

ηςκ απμζηζχκ, ζημ ενεπηζηυ ιέζμ δζαθμβήξ, έβζκε έθεβπμξ βζα ημ πενζεπυιεκμ mtDNA 

ιμνίςκ ιε ηδ πνήζδ ηςκ ηςκ εζδζηχκ εηηζκδηχκ βζα ημ mtDNA ιε αθοζζδςηή ακηίδναζδ 

πμθοιενάζδξ πναβιαηζημφ πνυκμο. Γζαπζζηχεδηε υηζ δ ηαθθζένβεζα ηςκ Cybrid ηοηηάνςκ 

βζα ημ ζοκμθζηυ δζάζηδια ηςκ 2 ιδκχκ ιεηά ηδκ απμιυκςζδ ηςκ απμζηζχκ, μδήβδζε ζημ 

ζπδιαηζζιυ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ πμο πενζέπμοκ πανυιμζα επίπεδα mtDNA ιμνίςκ ιε 

εηείκα ηδξ παηνζηήξ ηοηηανζηήξ ζεζνάξ SH-SY5Y. Δπζπθέμκ δεκ παναηδνήεδηε ηαιία 

δζαθμνά ζηα επίπεδα ηςκ mtDNA ιμνίςκ, ιεηαλφ ημο αηυιμο πμο πάζπεζ (IV2) ηαζ ηςκ 

οπμθμίπςκ πμο δεκ έπμοκ εηδδθχζεζ ηδ κυζμ (V9, IV4 ηαζ IV5). Χξ ηαθθζένβεζα εθέβπμο, 

εηηυξ απυ ηδκ παηνζηή ηοηηανζηή ζεζνά SH-SY5Y, πνδζζιμπμζήεδηε ηαζ ηοηηανζηή ζεζνά 

cybrid απυ πνμδβμφιεκδ επζηοπδιέκδ πνμζπάεεζα (cybrid control). Χξ ανκδηζηή 

ηαθθζένβεζα εθέβπμο πνδζζιμπμζήεδηε δ ηοηηανζηή ζεζνά ν
0
 SH-SY5Y πμο 

πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδ ζφκηδλδ ηαζ ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ cybrids. ΢ηα πθαίζζα ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ θεζημονβίαξ, εθέβπεδηε ημ δοκαιζηυ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ ιε ηδ 

πνςζηζηή JC-1, ηαζ υπςξ απμδείπεδηε ηα ιζημπυκδνζα ζηα Cybrids πμο πνμήθεακ απυ ημ 

βεκεαθμβζηυ δέκηνμ, πενζέπμοκ θεζημονβζηά ιζημπυκδνζα, υπςξ απμδείπεδηε ιεηά ηδ 

ζφβηνζζδ ιε ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο SH-SY5Y, Δζηυκα 63Γ. 
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Δηθόλα 63. Καηαζθεπή cybrid θπηηαξηθώλ ζεηξώλ από Γελεαινγηθό δέληξν κε νηθνγελή λόζν ηνπ 

Parkinson ζην νπνίν εκθαλίδεηαη ε ζεκεηαθή κεηάιιαμε ζην γνλίδην ηεο α-synuclein, Α53Σ. Α. Απυ ημ 

βεκεαθμβζηυ δέκηνμ πνδζζιμπμζήεδηακ δείβιαηα αίιαημξ βζα ηδ δδιζμονβία cybrids ηοηηανζηχκ ζεζνχκ. ΢ημ 

βεκεαθμβζηυ δέκηνμ ημ ηυηηζκμ πνχια ακηζζημζπεί ζηα άημια απυ ηα μπμία έβζκε αζιμθδρία, ηαζ ηαηά 

ζοκέπεζα ημ θθεαζηυ αίια πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ απμιυκςζδ ηςκ αζιμπεηαθίςκ. Σμ άημιμ IV2 πάζπεζ 

απυ ηδ κυζμ ημο Parkinson ηαζ θένεζ ηδ ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ Α53Σ, εκχ ζημ άημιμ IV4 ειθακίγεηαζ δ 

ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ Α53Σ, αθθά δεκ πάζπεζ απυ ηδ κυζμ ημο Parkinson. Σα άημια IV5 ηαζ V9 είκαζ οβζή 

ηαζ δεκ θένμοκ ηδ ιεηάθθαλδ ηδξ α-synuclein. Β. Αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ πναβιαηζημφ πνυκμο 

ιε ηδ πνήζδ εηηζκδηχκ έκακηζ ημο ιζημπμκδνζαημφ βμκζδζχιαημξ (mtDNA). Χξ βμκίδζμ ακαθμνάξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ εηηζκδηέξ βζα πονδκζηυ βμκίδζμ. Δπζαεααίςζδ ηδξ πανμοζίαξ ημο ιζημπμκδνζαημφ DNA 

ζηζξ cybrid ηοηηανζηέξ ζεζνέξ, Χξ ηαθθζένβεζα εθέβπμο εηηυξ απυ ηδκ παηνζηή ηοηηανζηή ζεζνά SH-SY5Y, 

πνδζζιμπμζήεδηε ηαζ ηοηηανζηή ζεζνά cybrid απυ πνμδβμφιεκδ επζηοπδιέκδ πνμζπάεεζα (Cybrids control). 

Χξ ανκδηζηή ηαθθζένβεζα εθέβπμο πνδζζιμπμζήεδηε δ ηοηηανζηή ζεζνά ν
0
 SH-SY5Y πμο πνδζζιμπμζήεδηε 

βζα ηδ ζφκηδλδ ηαζ ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ cybrids. Γ. Έθεβπμξ ημο δοκαιζημφ ηδξ ιειανάκδξ ζηα Cybrids ιε ηδ 

πνήζδ ηδξ πνςζηζηήξ JC-1. Η ζοζζχνεοζδ ηδξ πνςζηζηήξ εκηυξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ είκαζ απμηέθεζι,α ημο 

ορδθμφ δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ. Αοηυ μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ ηςκ «ηυηηζκςκ» 

ιζημπμκδνίςκ ηαζ επζαεααζχκεζ ημ βεβμκυξ υηζ ηα ν
0
 ηφηηανα απέηηδζακ θεζημονβζηά ιζημπυκδνζα αθμφ ημ 

ιειανακζηυ δοκαιζηυ είκαζ πθέμκ θοζζμθμβζηυ (Φαηυξ 100x, ηθίιαηα 50ιm). 
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΢ηδ ζοκέπεζα εθέβπεδηε μ νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ Cybrid ηοηηανζηχκ 

ζεζνχκ. Γζα ημ θυβμ αοηυ εθέβπεδηε δ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ki67, πμο απμηεθεί δείηηδ 

βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ημο θεβυιεκμο ηθάζιαημξ ακάπηολδξ εκυξ δεδμιέκμο ηοηηανζημφ 

πθδεοζιμφ. Ο νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ ζε υθεξ ηζξ Cybrid ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πμο 

δδιζμονβήεδηακ ήηακ ίδζμξ ιε ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο SH-SY5Y, Δζηυκα 64Α. Έκα 

ααζζηυ παναηηδνζζηζηυ ηςκ SHSY5Y ηοηηάνςκ είκαζ δ δοκαηυηδηά ημοξ κα 

δζαθμνμπμζμφκηαζ πνμξ χνζια κεονζηά ηφηηανα ζπδιαηίγμκηαξ εηηεηαιέκεξ κεονζηζηέξ 

δμιέξ εκχ ηάης απυ μνζζιέκεξ ζοκεήηεξ απμηημφκ κημπαιζκενβζηά παναηηδνζζηζηά. Έκα 

εκδζαθένμκ ενχηδια θμζπυκ ήηακ ηαηά πυζμκ ηα ιζημπυκδνζα εκυξ αζεεκή ιε κυζμ ημο 

Parkinson ιπμνμφκ κα επδνεάζμοκ ημ δοκαιζηυ δζαθμνμπμίδζδξ αοηχκ ηςκ ηοηηάνςκ. 

Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ηα ηφηηανα δζαθμνμπμζήεδηακ πανμοζία νεηζκμσημφ μλέμξ 

ζοβηέκηνςζδξ 15 ιΜ βζα 8 διένεξ ζε ενεπηζηυ ιέζμ ιε 0,5% FBS, ιε ακακέςζδ ημο 

ενεπηζημφ ιέζμο ηάεε δφμ διένεξ. Ο έθεβπμξ ηδξ δζαθμνμπμίδζδξ πναβιαημπμζήεδηε ιε 

ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά western ηαζ πεζνάιαηα ακμζμθεμνζζιμφ βζα ηζξ πνςηεΐκεξ δείηηεξ 

ηδξ κεονζηήξ δζαθμνμπμίδζδξ Neurofilament 160 (NF160) ηαζ Doublecortin (DCX).  

 

Δηθόλα 64. Έιεγρνο ηνπ ξπζκνύ πνιιαπιαζηαζκνύ θαη ηνπ δπλακηθνύ δηαθνξνπνίεζεο ησλ Cybrid 

θπηηαξηθώλ ζεηξώλ πνπ πξνήιζαλ από Γελεαινγηθό δέληξν κε νηθνγελή κνξθή λόζν ηνπ Parkinson. Α. 

Ο νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ cybrids ηοηηανζηχκ ζεζνχκ είκαζ ζε ίδζα επίπεδα ιε ηδκ ηαθθζένβεζα 

εθέβπμο SH-SY5Y, υπςξ απεζημκίγεηαζ ζημ δζάβναιια πμζμηζημπμίδζδξ πεζναιάηςκ ακμζμθεμνζζιμφ ιε ηδ 

πνήζδ ακηζζχιαημξ βζα ημκ δείηηδ πμθθαπθαζζαζιμφ Ki67. Δκδεζηηζηή εζηυκα ακμζμθεμνζζιμφ βζα ηδκ 

πνςηεσκδ Ki67. Η πνχζδ ημο πονήκα έβζκε ιε ηδ πνςζηζηή DAPI. (Φαηυξ 100x, ηθίιαηα 25ιm). Β. 

Δκδεζηηζηή εζηυκα ακμζμθεμνζζιμφ βζα ημ δείηηδ κεονζηήξ δζαθμνμπμίδζδξ NF160. H πνχζδ ημο πονήκα 
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έβζκε ιε ηδ πνςζηζηή DAPI. (Φαηυξ 100x, ηθίιαηα 50ιm). Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western υπμο 

απμηοπχκεηαζ δ αφλδζδ ζηδκ έηθναζδ ηςκ πνςηεσκχκ DCX ηαζ NF160 ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ 

δζαθμνμπμίδζδξ, δδθαδή 8 διένεξ (Day 8) πανμοζία RA 15ιΜ. Η αφλδζδ ζημοξ δείηηεξ δζαθμνμπμίδζδξ 

παναηδνείηαζ ζε υθεξ ηζξ Cybrid ηοηηανζηέξ ζεζνέξ, ζε πανυιμζα επίπεδα ιε ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο SH-

SY5Y. Χξ ηοηηανμπθαζιαηζηυξ δείηηδξ ζζμθυνηςζδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ α-tubulin. 

 

Όπςξ πνμέηορε, μζ Cybrid ηοηηανζηέξ ζεζνέξ εηθνάγμοκ ημοξ δείηηεξ 

δζαθμνμπμίδζδξ ζε ζοβηνίζζια επίπεδα ιε ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο SH-SY5Y, εκχ δεκ 

παναηδνείηαζ ηαιία ακζπκεφζζιδ δζαθμνά ζηα cybrids πμο πνμένπμκηαζ απυ ημκ αζεεκή 

δδθαδή ηα IV2, Δζηυκα 64Β. 

 

Γ.Γ.5. Έιεγρνο ηνπ mtDNA γηα κεηαιιάμεηο ή απαινηθέο ζηηο Cybrid θπηηαξηθέο 

ζεηξέο πνπ πξνέξρνληαη από ην γελεαινγηθό δέληξν κε νηθνγελή λόζν ηνπ Parkinson 

κε ηελ ηερλνινγία ηνπ «ελ ησ βάζεη» λνπθιενηηδηθήο αιιεινύρηζεο (Deep 

Sequencing). 

Δπυιεκμξ ζηυπμξ ήηακ μ έθεβπμξ κμοηθεμηζδζηχκ αθθαβχκ πμο ιπμνεί ιε ημ 

πέναζια ημο πνυκμο ηαζ ηδκ εηδήθςζδ ηδξ κυζμο κα έπμοκ ζοζζςνεοηεί ζηδ 

ιζημπμκδνζαηή αθθδθμοπία. Σα SNPs είκαζ μ πζμ ημζκυξ ηφπμξ ηδξ βεκεηζηήξ 

πμζηζθμιμνθίαξ ιεηαλφ ηςκ ακενχπςκ ηαζ δ πζμ ημζκή παναθθαβή ημο mtDNA πμο είκαζ 

βκςζηυ υηζ απμηεθεί πανάβμκηα ηζκδφκμο βζα ηδκ εηδήθςζδ ηδξ κυζμο ημο Parkinson. Η 

ιεθέηδ ηςκ SNPs πανέπεζ ζδιακηζηέξ πθδνμθμνίεξ βζα ηδκ παναημθμφεδζδ ηδξ 

ηθδνμκμιζηυηδηαξ βμκζδίςκ πμο εοεφκμκηαζ βζα ηδκ ειθάκζζδ αζεεκεζχκ ιεηαλφ 

μζημβεκεζχκ. Η ζφβηνζζδ ηςκ αθθδθμοπζχκ απμηάθορε ιζα ζεζνά απυ SNPs. Ο έθεβπμξ 

αοηυξ έβζκε ιε ηδ ιεεμδμθμβία ημο deep sequencing ηαζ αθμνά ηζξ cybrid ηοηηανζηέξ 

ζεζνέξ IV2, V9, IV4, IV5 ηαζ ηζξ ηαθθζένβεζεξ εθέβπμο SH-SY5Y ηαζ control cybrid. 

Ανπζηά, έβζκε εκίζποζδ ημο mtDNA ιε PCR, ζε δφμ ιεβάθα ηιήιαηα. Η εκίζποζδ έβζκε ιε 

δφμ γεφβδ αθθδθεπζηαθοπηυιεκςκ εηηζκδηχκ, έκα γεφβμξ βζα ημ ηιήια Α ηαζ έκα βζα ημ 

ηιήια Β, μφηςξ χζηε κα εκζζπφεηαζ ημ ζφκμθμ ημο mtDNA, ιε ημκ ίδζμ ηνυπμ πμο 

πενζβνάθδηε ζηδκ πανάβναθμ Γ.Α.10, Δζηυκα 33Α. Σα πνμσυκηα πμο πνμηφπημοκ απυ ηδκ 

ακηίδναζδ PCR είκαζ ηα ηιήιαηα Α ηαζ Β ιήημοξ 9289 ηαζ 7752bp, Δζηυκα 24Β. Σα 

ηιήιαηα Α ηαζ Β πμο εκζζπφμκηαζ πνμμνίγμκηαζ βζα ακάθοζδ μθζηήξ ζάνςζδξ ημο 

ιζημπμκδνζαημφ βμκζδζχιαημξ πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ ηεθεοηαία ηεπκμθμβία ηδξ «εκ ης 

αάεεζ» κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμφπζζδξ (Deep Sequencing). Η ζοβηνζηζηή ακάθοζδ έβζκε 



192 
 

αάζδ ηδξ αθθδθμοπίαξ ακαθμνάξ βζα ημ ιζημπμκδνζαηυ βμκζδίςια NC_012920.1 απυ ηδ 

αάζδ δεδμιέκςκ NCBI. Όπςξ ήηακ ακαιεκυιεκμ, πνμέηορακ ηάπμζεξ ημζκέξ εέζεζξ SNPs 

βζα υθα ηα δείβιαηα πμο ακηζζημζπμφκ ζηα απμηαθμφιεκα ημζκά πθδεοζιζαηά SNPs, 

δδθαδή πμθοιμνθζζιμί πμο απακηχκηαζ ζημκ ακενχπζκμ πθδεοζιυ ζε πμζμζηυ 

ημοθάπζζημκ 1%. ΢οκμθζηά εκημπίζηδηακ 7 ημζκά SNPs (m.263A>G, m.750A>G, 

m.1438A>G, m.4769A>G, m.11016G>A, m.15326A>G ηαζ m.16519 T > C), εη ηςκ 

μπμίςκ δφμ εκημπίζηδηακ ζηδ ιδ ηςδζηή πενζμπή D-loop (m.263A>G, m.16519T>C), εκχ 

μζ οπυθμζπμζ ζε ηςδζηέξ πενζμπέξ. Η ζοβηνζηζηή ακάθοζδ απμηάθορε δζαθμνεηζηέξ εέζεζξ 

πμθοιμνθζζιχκ ιεηαλφ ηςκ δεζβιάηςκ. ΢διακηζηυ είκαζ ημ βεβμκυξ υηζ εκημπίζηδηακ 

εέζεζξ εηενμπθαζιίαξ ζοβηεηνζιέκα ζημκ αζεεκή IV2 ηαζ ζημκ αδεθθυ IV5 m.1217G>A 

ηαζ αηυια ιία ιεηαλφ ηςκ αηυιςκ IV2(C), IV4(C) m.6457T>C. 

Γεβμκυξ είκαζ υηζ υζμκ αθμνά ηδκ ανζζηενή πθεονά ημο βεκεαθμβζημφ δέκηνμο ηα 

άημια III3, IV4 ηαζ V9 έπμοκ αηνζαχξ ηα ίδζα SNPs. To άημιμ III3 πανυηζ έθενε ηδ 

ιεηάθθαλδ ηδξ α-synuclein δεκ κυζδζε πμηέ απυ ηδ κυζμ ημο Parkinson, επζπθέμκ δ ηυνδ 

IV4 πμο ανίζηεηαζ ζηδκ δθζηία εηδήθςζδξ ηςκ ζοιπηςιάηςκ ηδξ κυζμο δεκ οπάνπμοκ 

εκδείλεζξ ζημ mtDNA πμο κα οπμδδθχκμοκ ηάηζ ηέημζμ. Όζμκ αθμνά ηδ δελζά πθεονά ημο 

βεκεαθμβζημφ δέκηνμο δεκ παναηδνήεδηε ηάπμζα δζαθμνά ζηα SNPs πμο ακζπκεφηδηακ 

ζημ ιζημπμκδνζαηυ DNA ηςκ δφμ αδεθθχκ πανυηζ ημ έκα απυ ηα δφμ κμζεί. Η ζδιακηζηή 

δζαθμνά ιεηαλφ ηςκ αηυιςκ πμο ανίζημκηαζ ζηζξ δφμ πθεονέξ ημο βεκεαθμβζημφ δέκηνμο 

είκαζ υηζ ζηδκ ανζζηενή πθεονά ημο βεκεαθμβζημφ δέκηνμο έπμοκ ζοζζςνεοηεί ζημ 

mtDNA πενζζζυηενα SNPs ζοβηνζηζηά ιε ηδ δελζά πθεονά. Κάπμζα απυ αοηά, υπςξ 

θαίκεηαζ ζημκ Πίκαηα 9, έπμοκ ζοζπεηζζηεί ιε δζαηαναπέξ υπςξ, μ πμθοιμνθζζιυξ 

m.3010G>A Cyclic Vomiting Syndrome with Migraine, μ πμθοιμνθζζιυξ m.4216T>C 

απακηάηαζ ζε αζεεκείξ ιε ηθδνμκμιζηή μπηζηή κεονμπάεεζα Leber (Leber Hereditary 

Optic Neuropathy / LHON), είκαζ ιία ιζημπμκδνζαηή κεονμεηθοθζζηζηή κυζμξ πμο 

πνμζαάθθεζ ημ μπηζηυ κεφνμ ηαζ ζοπκά παναηηδνίγεηαζ απυ αζθκίδζα απχθεζα υναζδξ ζε 

κεανμφξ εκήθζηεξ θμνείξ. Ο πμθοιμνθζζιυξ m.10398A>G έπεζ παναηηδνζζηεί ςξ 

πνμζηαηεοηζηυξ πανάβμκηαξ έκακηζ ημο PD (Gaweda-Walerych, Maruszak et al. 2008), 

έπεζ ζοζπεηζζηεί ιε ιαηνμγςία, αθθμίςζδ ημο ηοηηανζημφ pH, ιεηααμθζηυ ζφκδνμιμ ηαζ 

ηζκδφκμο ακάπηολδξ ηανηίκμο ημο ιαζημφ. Σέθμξ μ πμθοιμνθζζιυξ m. 13708 G>A έπεζ 

ζοζπεηζζηεί ιε ηδ LHON, αολδιέκμ ηίκδοκμ ζηθήνοκζδξ ηαηά πθάηαξ, εκχ είκαζ έκαξ 

πμθοιμνθζζιυξ ιε ορδθή ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ ζε αζεεκείξ ιε PD-ADS.  
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Καζ μζ δφμ πμθοιμνθζζιμί ζηζξ εέζεζξ 10398G ηαζ 13708A απμηεθμφκ 

πανακμδιαηζηέξ ακηζηαηαζηάζεζξ μζ μπμίεξ μδδβμφκ ζε επίπεδμ αιζκμλζηήξ αθοζίδαξ 

αθθαβή απυ ημ αιζκμλφ ηδξ ενεμκίκδξ (Thr) ζε αθακίκδ (Ala) ζημ βμκίδζμ ND3 ηαζ απυ 

αθακίκδ (Ala) ζε ενεμκίκδ (Thr) ζημ βμκίδζμ ND5. Σα βμκίδζα αοηά απμηεθμφκ δφμ απυ ηζξ 

επηά οπμιμκάδεξ ημο ζοιπθυημφ I ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ πμο 

ηςδζημπμζμφκηαζ απυ ημ mtDNA. Πνμδβμφιεκδ ιεθέηδ έδεζλε υηζ δ πανμοζία ημο 

αθθδθμιυνθμο 10398G πανμοζζάγεζ ορδθυηενδ ζοπκυηδηα ζημκ θοζζμθμβζηυ πθδεοζιυ 

ζοβηνζκυιεκμ ιε αζεεκείξ ιε κυζμ ημο Parkinson υπμο θαίκεηαζ κα επζηναηεί ημ 10398A 

πμο απμηεθεί αθθδθυιμνθμ ηζκδφκμο βζα ηδκ ακάπηολδ ηδξ κυζμο (Simon, Mayeux et al. 

2000). 

Δκ ηαηαηθείδζ, ιε αάζδ ηδ ιεεμδμθμβία ηαηαζηεοήξ ηςκ cybrids πμο 

εβηαεζδνφζαιε, ακαπηφλαιε cybrid ηοηηανζηέξ ζεζνέξ μζ μπμίεξ πενζέπμοκ ιζημπυκδνζα 

αζεεκχκ ιε ηδκ ηθδνμκμιζηή ιμνθή ηδξ κυζμο ημο Parkinson, ηαεχξ ηαζ απυ οβζή 

ζοββεκζηά ημοξ άημια. Αημθμφεδζε πθήνδξ παναηηδνζζιυξ ηςκ cybrids, ανπζηά υζμκ 

αθμνά ααζζηέξ ηοηηανζηέξ ζδζυηδηεξ υπςξ είκαζ δ θεζημονβζηυηδηα ηςκ ιζημπμκδνίςκ, μ 

πμθθαπθαζζαζιυξ ηςκ ηοηηάνςκ, ηαζ δ ζηακυηδηα δζαθμνμπμίδζδξ ημοξ, ηαζ ηαηά 

δεφηενμκ έβζκε έθεβπμξ ημο ααειμφ ηςκ κμοηθεμηζδζηχκ αθθαβχκ πμο έπμοκ ζοζζςνεοηεί 

ζηδ ιζημπμκδνζαηή αθθδθμοπία, ιε ηδ ιεεμδμθμβία ημο deep sequencing. Σμ βεβμκυξ υηζ 

δεκ εκημπίζηδηακ SNPs ζημ mtDNA ημο αζεεκμφξ (IV2), απμηέθεζε ιεβάθδ έηπθδλδ. 

΢ηδκ πενίπηςζδ αοηή θαίκεηαζ κα παίγμοκ ηαεμνζζηζηυ νυθμ ηυζμ μζ πενζααθθμκηζημί 

πανάβμκηεξ ηζκδφκμο ζημοξ μπμίμοξ εηηίεεηαζ ημ άημιμ ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ βεκεηζηυ 

οπυααενμ ζηδκ πνμηεζιέκδ ηδ ιεηαθθαβή ζημ βμκίδζμ ηδξ α-synuclein.  
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Πίλαθαο 9. Απμηφπςζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ απυ ηδκ ακάθοζδ ηδξ «εκ ης αάεεζ» κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμφπζζδξ (Deep Sequencing) βζα ηζξ 

cybrid ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ζοβηνζηζηά ιε ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο SH-SY5Y. 

Position Locus Type Zygosity Reference Variant 

tx Effect dbsnp 

Dissease assosiation 

(Mitomaster) 

samples 

73 HVS2/ATT/D-Loop/7S 

DNA 

SNP Hom A G 

non-coding rs3087742  

III3(A), V9(A), IV4(A), 

IV5(A) 

263 HVS2/OH/ATT/D-

Loop 

SNP Hom A G 

non-coding rs2853515  

ALL, SH-SY5Y 

462 ATT/D-Loop SNP Hom C T 
non-coding rs41402146  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

489 ATT/D-Loop SNP Hom T C 
non-coding rs28625645  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

750 12S SNP Hom A G 
rRNA rs2853518  

ALL, SH-SY5Y 

1217 rRNA SNP Het G A 
rRNA   

IV2(C), IV5(C)  

1438 12S SNP Hom A G 
rRNA rs2001030  

ALL, SH-SY5Y 

2706 16S SNP Hom A G 
rRNA rs2854128  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

3010 16S SNP Hom G A 

rRNA rs3928306 

Cyclic Vomiting 

Syndrome with 

Migraine 

III3(A), IV2(A), V1(A), 

V2(A), V3(A), V9(A), 

IV4(A), IV5(A) 

4216 ND1 SNP Hom T C 

non-syn:Y=>H rs1599988 

LHON(Leber 

Hereditary Optic 

Neuropathy) / Insulin 

Resistance /possible 

adaptive high altitude 

variant 

III3(A), V9(A), IV4(A) 

4547 ND2 SNP Hom A G 
syn:W=>W  

 III3(A), V9(A), IV4(A) 

4769 ND2 SNP Hom A G 
syn:M=>M rs3021086  

ALL, SH-SY5Y 

6457 MT-COI SNP Het T C 
   

IV2(C), IV4(C)  

7028 COI SNP Hom C T 
syn:A=>A rs2015062  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

8269 COII SNP Hom G A syn:TERM=>TE

RM rs8896  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

8460 ATPase8 SNP Hom A G 
non-syn:N=>S rs1116906  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

8860 ATPase6 SNP Hom A G 
non-syn:T=>A rs2001031  

ALL, SH-SY5Y 



 
 
10398 ND3 SNP Hom A G 

non-syn:T=>A rs2853826 

PD protective factor / 

longevity / altered cell 

pH / metabolic 

syndrome / breast 

cancer risk 

III3(A), V9(A), IV4(A) 

10978 ND4 SNP Hom A G 
syn:L=>L   

III3(A), V9(A), IV4(A) 

11016 ND4 SNP Hom G A 

non-syn:S=>N   

V9(C), IV4(C), IV5(C), 

IV2(C), SH-SY5Y 

11251 ND4 SNP Hom A G 
syn:L=>L rs3915952  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

11719 ND4 SNP Hom G A 
syn:G=>G rs2853495  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

12612 ND5 SNP Hom A G 
syn:V=>V rs28359172  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

12810 ND5 SNP Hom A G 
syn:W=>W rs28359174  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

13708 ND5 SNP Hom G A 

non-syn:A=>T rs28359178 

LHON / Increased 

Multiple Sclerosis 

risk / higher freq in 

PD-ADS 

III3(A), V9(A), IV4(A) 

14766 Cytb SNP Hom C T 
non-syn:T=>I rs3135031  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

15326 Cytb SNP Hom A G 
non-syn:T=>A rs2853508  

ALL, SH-SY5Y 

15452 Cytb SNP Hom C A 
non-syn:L=>I rs3088309  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

15747 Cytb SNP Hom T C 
non-syn:I=>T  

 III3(A), V9(A), IV4(A) 

16069 ATT/D-Loop/HVS1 SNP Hom C T 
non-coding rs147903261  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

16126 ATT/D-Loop/HVS1/7S 

DNA 

SNP Hom T C 

non-coding rs147029798  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

16145 ATT/D-Loop/HVS1/7S 

DNA 

SNP Hom G A 

non-coding rs41419246  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

16169 ATT/D-Loop/HVS1/7S 

DNA/TAS 

SNP Hom C T 

non-coding rs375568603  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

16222 ATT/D-Loop/HVS1/7S 

DNA 

SNP Hom C T 

non-coding  

 III3(A), V9(A), IV4(A) 

16261 ATT/D-Loop/HVS1/7S 

DNA 

SNP Hom C T 

non-coding rs138126107  

III3(A), V9(A), IV4(A) 

16519 ATT/D-Loop/7S DNA SNP Hom T C 
   

ALL, SH-SY5Y 
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΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

Η κυζμξ Parkinson απμηεθεί ηδκ δεφηενδ πζμ ζοπκή πνυκζα κεονμεηθοθζζηζηή 

δζαηαναπή, ιεηά ηδ κυζμ Alzheimer (Tanner and Aston 2000). Οθείθεηαζ ζηδκ εηθεηηζηή 

εηθφθζζδ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ ηαζ παναηηδνίγεηαζ απυ 

ζοζζχνεοζδ ζοζζςιαηςιάηςκ, ζκζδζαηήξ θφζδξ, ηδξ πνςηεΐκδξ α-synuclein (Spillantini, 

Schmidt et al. 1997). Πθήεμξ in vitro ηαζ in vivo ιεθεηχκ επζαεααζχκμοκ ηδκ πζεακή 

ζοζπέηζζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ δοζθεζημονβίαξ ιε ηζξ κεονμεηθοθζζηζηέξ δζαηαναπέξ, εκχ 

δ έηεεζδ ζε πενζααθθμκηζημφξ πανάβμκηεξ εεςνείηαζ υηζ έπεζ ζδιακηζηή ζοιαμθή ζηδκ 

παεμβέκεζδ ηδξ κυζμο ημο Parkinson. Μεηά ηδκ πνχηδ ακαθμνά ημ 2000 (Betarbet, Sherer 

et al. 2000) υηζ δ πνυκζα έηεεζδ ανμοναίςκ ζε rotenone μδδβεί ζε επζθεηηζηή εηθφθζζδ 

ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ, αημθμφεδζακ ακαθμνέξ υπμο δ 

πνυκζα έηεεζδ ακενχπζκςκ κεονμαθαζηςιαηζηχκ ηοηηάνςκ, ζε παιδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ 

ακαζημθέα, επάβεζ ημ ζπδιαηζζιυ εβηθείζηςκ α-synuclein ζημ εζςηενζηυ ηςκ κεονζηχκ 

ηοηηάνςκ (Sherer, Betarbet et al. 2002; Shaikh and Nicholson 2008).  

΢ηυπμξ ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ ήηακ δ ακάπηολδ εκυξ in vitro ζοζηήιαημξ βζα ηδ 

ιμκηεθμπμίδζδ ημο πνμμδεοηζημφ παναηηήνα ηδξ κυζμο ημο Parkinson ηαζ ηδ ιεθέηδ ηςκ 

δζαδμπζηχκ βεβμκυηςκ έςξ ηδκ ειθάκζζδ ηςκ εβηθείζηςκ ηδξ α-synuclein ηαζ ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ δοζθεζημονβίαξ. Γζα ημκ ζημπυ αοηυ, πνδζζιμπμζήεδηε δ ακενχπζκδ 

κεονμαθαζηςιαηζηή ηοηηανζηή ζεζνά SH-SY5Y, δ μπμία ηαηέπεζ πμθθά απυ ηα 

παναηηδνζζηζηά ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ (Cheung, Lau et al. 2009). Η ήπζα 

πνυηθδζδ μλεζδςηζημφ stress ιε ηδ πμνήβδζδ 6-OHDA ζε ιζηνέξ ζοβηεκηνχζεζξ μδδβεί 

ζηδ ζηαδζαηή ζοζζχνεοζδ ROS πνμζδίδμκηαξ παναηηήνα πνυκζαξ μλεζδςηζηήξ 

ηαηάζηαζδξ. Η πμνήβδζδ 6-OHDA απμηεθεί ηδ ιυκδ πδβή ζοζζχνεοζδξ ROS ζε έκα 

ζφζηδια ιεθέηδξ ιε κημπαιζκενβζηά παναηηδνζζηζηά βζα έκα πνμκζηυ δζάζηδια 16 βεκεχκ 

(passages). Η 6-OHDA, έκα οδνμλοθζςιέκμ ακάθμβμ ηδξ κημπαιίκδξ, πνδζζιμπμζήεδηε 

ζημ πνχημ επζηοπέξ γςζηυ ιμκηέθμ ιεθέηδξ ηδξ κυζμο ημο Parkinson (Ungerstedt 1968). 

Έηημηε έπεζ ηαεζενςεεί ζακ PD ιμκηέθμ ιεθέηδξ ηδξ εηθφθζζδξ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ 

κεονχκςκ ζηδκ SNpc. Η 6-OHDA ζοζζςνεφεηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια, υπμο μδδβεί ζηδ 

δδιζμονβία δναζηζηχκ ιμνθχκ μλοβυκμο –ROS- (Reactive Oxygen Species) ηαζ ζε 

επαηυθμοεμ μλεζδςηζηυ stress (Cohen and Werner 1994), εκχ επδνεάγεζ ηαζ ηδ 

ιζημπμκδνζαηή θεζημονβία, αθμφ οπάνπμοκ εκδείλεζξ υηζ ιεζχκεζ ηδκ εκενβυηδηα ημο 

ζοιπθυημο Ι ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (Glinka and Youdim 1995).  
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Η πμνήβδζδ 6-OHDA ζε πμθφ παιδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ (1 ηαζ 5 ιM) βζα δεηαέλζ 

ζοκεπυιεκεξ βεκζέξ (16 passages) μδήβδζε ζημ ζπδιαηζζιυ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ 

εβηθείζηςκ α-synuclein ζηα ηφηηανα. Η ειθάκζζδ ηςκ εβηθείζηςκ απμηέθεζε ημ πνχημ 

παεμθμβζηυ παναηηδνζζηζηυ ηδξ κυζμο ημο Parkinson πμο ακζπκεφηδηε ζημ ιμκηέθμ. Ο 

ζπδιαηζζιυξ ηςκ εβηθείζηςκ πμο πνμήθεε απυ ηδκ εκδμβεκή α-synuclein, είπε 

πνμμδεοηζηυ παναηηήνα ηαεχξ άνπζζακ κα θαίκμκηαζ ζηδ βεκζά P:12, ηαζ μ ανζειυξ ηςκ 

ηοηηάνςκ πμο πενζείπακ ηα έβηθεζζηα αολακυηακ ζηαδζαηά ιέπνζ ηδ βεκζά P:16. ΢ημ ζδιεί 

αοηυ παναηδνήεδηε ηαζ ζδιακηζηή αφλδζδ ηςκ ζοκμθζηχκ επζπέδςκ πνςηεΐκδξ α-

synuclein. Δπζπθέμκ, μ ζπδιαηζζιυξ ηςκ εβηθείζηςκ είπε δμζμελανηχιεκμ παναηηήνα 

ηαεχξ ζηδκ ορδθή ζοβηέκηνςζδ ημλίκδξ (5ιM) εκημπίγεηαζ ιεβαθφηενμξ ανζειυξ 

ηοηηάνςκ ζοβηνζηζηά ιε ηδ ιζηνή ζοβηέκηνςζδ (1ιM). Σμ θαζκυιεκμ αοηυ ένπεηαζ ζε 

απυθοηδ ζοιθςκία ιε πνμδβμφιεκδ πνυκζα ιεθέηδ έηεεζδξ ηςκ ηοηηάνςκ SH-SY5Y ζηδκ 

ημλίκδ rotenone, ακαζημθέα ημο ζοιπθυημο I ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ 

(Sherer, Betarbet et al. 2002). Η θςζθμνοθίςζδ ηδξ α-synuclein ζημ ηαηάθμζπμ ζενίκδξ 

129 απμηεθεί ιζα απυ ηζξ πζμ ζοπκέξ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ηδξ πνςηεΐκδξ 

ζηδκ PD (Sato, Kato et al. 2013), αθμφ ημ 90% ηδξ α-synuclein πμο απακηάηαζ ζηα 

ζςιάηζα ημο Lewy είκαζ θςζθμνοθζςιέκδ ζημ ηαηάθμζπμ Ser129, ηάηζ ημ μπμίμ είκαζ 

αζμπδιζηά ακζπκεφζζιμ ζημκ εβηεθαθζηυ θθμζυ, ζηδ ιέθαζκα μοζία ηαζ ζημ ααζζηυ πονήκα 

ημο Meynert (Walker, Lue et al. 2013). O έθεβπμξ ζηδ βεκζά P:16 απμηάθορε έβηθεζζηα 

πμο πενζέηθεζακ ζημκ πονήκα ημοξ ηδ θςζθμνοθζςιέκδ α-synuclein ζηδ Ser129, βεβμκυξ 

πμο εκζζπφεζ ηδκ οπυεεζή υηζ ημ in vitro ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ βεκζά P:16 

πνμζμιμζάγεζ ηα παεμθμβμακαημιζηά παναηηδνζζηζηά ηςκ ζςιαηίςκ ημο Lewy. Σα 

παναπάκς εονήιαηα επζαεααζχκμοκ ηδκ δήθςζδ ηςκ Lee et al. υηζ ιζα ελαζεεκδιέκδ 

ιζημπμκδνζαηή θεζημονβία, ςξ απμηέθεζια ηδξ πμνήβδζδξ 6-OHDA, ιπμνεί κα 

πνμηαθέζεζ αολδιέκδ έηθναζδ α-synuclein ηαζ κα επάβεζ ημ ζπδιαηζζιυ εβηθείζηςκ (Lee, 

Shin et al. 2002).  

Η ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία έπεζ πενζβναθεί εηηεκχξ ζηδ κυζμ ημο Parkinson. 

Σα πνχηα ζημζπεία υηζ δ ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία ειπθέηεηαζ ζηδκ παεμβέκεζα ηδξ 

κυζμο, ένπμκηαζ ιεηά ηδκ παναηήνδζδ υηζ δ ζοζηδιαηζηή πνήζδ παναζηεοαζιάηςκ πμο 

πενζείπακ 1-ιεεοθ-4-θαζκοθ-1,2,4,5-ηεηναοδνμπονζδίκδ (MPTP), έκακ ακαζημθέα ημο 

ζοιπθυημο Ι ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, πνμηαθεί πανηζκζμκζζιυ (Langston, Ballard et 

al. 1983). Μείςζδ ζηδ δναζηζηυηδηα ημο ζοιπθυημο I ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ 

αθοζίδαξ ηαηά 30% έπεζ πενζβναθεί ζημκ εβηέθαθμ, ζημοξ ιφεξ, ηαζ ζηα αζιμπεηάθζα 
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αζεεκχκ ιε ζπμναδζηή κυζμ ημο Parkinson (Schapira, Cooper et al. 1990), εκχ 

ζοκμδεφεηαζ απυ αφλδζδ ζημ μλεζδςηζηυ stress ηαζ ιείςζδ ζημ δοκαιζηυ ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ ΓΦm. ΢ημ ιμκηέθμ ιαξ, δ πνήζδ ηδξ θζπυθζθδξ πνςζηζηήξ JC-1 

απμηάθορε ιείςζδ ημο ΓΦm ζηδ βεκζά P:16, εκχ δεκ παναηδνήεδηε ηαιία ιεηααμθή ζηα 

πνςηεσκζηά επίπεδα έηθναζδξ ηςκ οπμιμκάδςκ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ 

αθοζίδαξ. Σα ιζημπυκδνζα είκαζ δ ηφνζα πδβή παναβςβήξ εκενβχκ νζγχκ μλοβυκμο 

(Reactive Oxygen Species - ROS). Οζ εκενβέξ νίγεξ μλοβυκμο απμηεθμφκ παναπνμσυκηα 

ηδξ ηοηηανζηήξ ακαπκμήξ ηαζ ζοιαάθθμοκ ζδιακηζηά ζημ εκδμηοηηανζηυ μλεζδςηζηυ 

stress, δδθαδή ζηδ δζαηαναπή ηδξ ζζμννμπίαξ ιεηαλφ ηςκ εθεοεένςκ νζγχκ ηαζ ηδξ 

ακηζμλεζδςηζηήξ άιοκαξ ημο μνβακζζιμφ (Starkov 2008; Murphy 2009). Πνμδβμφιεκεξ 

ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ δ ζοζζχνεοζδ ROS εκηυξ ημο ιζημπμκδνίμο μδδβεί ζηδ ιείςζδ ηςκ 

επζπέδςκ εζζαβςβήξ ημο εκγφιμο MnSOD ζημ ιζημπυκδνζμ, αθμφ δ ιζημπμκδνζαηή ιδπακή 

ιεηαθμνάξ πνςηεσκχκ ηαζ ζυκηςκ απμηεθεί εοαίζεδημ ζηυπμ ηςκ νζγχκ οπενμλεζδίμο, ηαζ 

ηαηά ζοκέπεζα θζβυηενμ θεζημονβζηυ έκγοιμ MnSOD οπυ μλεζδςηζηέξ ζοκεήηεξ (Wright, 

Terada et al. 2001). Δπζπθέμκ ιεζςιέκα επίπεδα έηθναζδξ ημο εκγφιμο έπμοκ 

επζαεααζςεεί ζε δζάθμνεξ κεονμεηθοθζζηζηέξ δζαηαναπέξ (Evans, Dizdaroglu et al. 2004). 

΢ηδ βεκζά P:16 παναηδνήεδηε ζδιακηζηή ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ MnSOD ηαζ Cytochrome 

c, ζε ζοιθςκία ιε πνμδβμφιεκδ ιεθέηδ πνυκζαξ έηεεζδξ πμκηζηχκ ζηδ κεονμημλίκδ 

MPTP βζα πνμκζηυ δζάζηδια 6 εαδμιάδςκ (Patki, Che et al. 2009). Η ίδζα ζοιπενζθμνά 

παναηδνείηαζ ηαζ βζα ηδκ πνςηεΐκδ Sideroflexin 3 (SfxN3), δ μπμία ακήηεζ ζε ιζα 

μζημβέκεζα πνςηεσκχκ πμο ιεηαθένμοκ ζυκηα δζαιέζμο ηδξ ελςηενζηήξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ιειανάκδξ, ηαζ απμηεθεί ημκ πζεακυηενμ ιεηαθμνέα ζζδήνμο εκηυξ ημο ιζημπμκδνίμο. Η 

ιεζςνφειζζδ ηδξ πνςηεΐκδξ SfxN3 έπεζ επζαεααζςεεί ζηδ κυζμ Parkinson ςξ απυννμζα ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ δοζθεζημονβίαξ (Simunovic, Yi et al. 2009). Ο έθεβπμξ ηςκ παναβυιεκςκ 

επζπέδςκ ATP απμηάθορε αφλδζδ ζηδ βεκζά P:16, ιζα παναηήνδζδ πμο ένπεηαζ ζε 

ακηίεεζδ ιε ιεθέηεξ πμο δείπκμοκ υηζ δ ζοζζχνεοζδ ROS έπεζ ςξ ζοκέπεζα ηδ δζαηάναλδ 

ηδξ νμήξ δθεηηνμκίςκ δζαιέζμο ημο ζοιπθυημο I ηδξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ ηαζ ηαηά 

ζοκέπεζα ζηδ ιείςζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ παναβςβήξ ATP (Chan, DeLanney et al. 1991; 

Fabre, Monserrat et al. 1999; Drechsel and Patel 2008; Winklhofer and Haass 2010). 

Σέθμξ, ημ βεβμκυξ υηζ δεκ παναηδνήεδηε ιεηααμθή ζηδκ έηθναζδ ηςκ οπμιμκάδςκ ηδξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ, απμηαθφπηεζ υηζ δ δζαηάναλδ ημο δοκαιζημφ ηδξ ιειανάκδξ 

απμηεθεί έκα βεβμκυξ ημ μπμίμ πνμδβείηαζ πνμκζηά ηαζ πζεακυκ δ δοζθεζημονβία ηδξ 

ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ κα έπεηαζ. ΢ηδ βεκζά P:12 δεκ παναηδνήεδηε 
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ηάπμζα έκδεζλδ βζα ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία, πανυηζ έπμοκ ακζπκεοηεί έβηθεζζηα α-

synuclein, ηάκμκηαξ ζαθή ηδ πνμκζηή ζεζνά ειθάκζζδξ ηςκ βεβμκυηςκ. Σμ βεβμκυξ αοηυ 

ιαξ επζηνέπεζ κα εεςνήζμοιε ηδ βεκζά P:12 ςξ έκα πνχζιμ ζηάδζμ εηδήθςζδξ ηδξ κυζμο.  

Η ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία ζοκμδεφηδηε απυ έκημκδ ιεηαηυπζζδ ηαζ 

ζοζζχνεοζδ ηδξ α-synuclein ζημ εζςηενζηυ ηςκ ιζημπμκδνίςκ. Ήδδ απυ ηδ βεκζά P:12 

παναηδνήεδηε ειπθμοηζζιυξ ημο θοζζμθμβζημφ ιζημπμκδνζαημφ ηθάζιαημξ ζηδκ α-

synuclein. Η ζοζζχνεοζδ ηδξ α-synuclein ζηα ιζημπυκδνζα βίκεηαζ πμθφ έκημκδ ζηδ βεκζά 

P:16, βεβμκυξ ημ μπμίμ επίζδξ έπεζ πνμμδεοηζηυ ηαζ δμζμελανηχιεκμ παναηηήνα. Δίκαζ 

βκςζηυ υηζ δ ιεηαηυπζζδ ηδξ α-synuclein ζηα ιζημπυκδνζα ακενχπζκςκ κημπαιζκενβζηχκ 

κεονχκςκ πνμηαθεί ακαζημθή ηδξ δναζηζηυηδηαξ ημο ζοιπθυημο I ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ ηαζ αφλδζδ ζηδκ παναβςβή δναζηζηχκ ιμνθχκ μλοβυκμο (ROS), 

εκχ υηακ βίκεηαζ απαθμζθή ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ αθθδθμοπίαξ ζηυπμο δ α-synuclein 

απμηοβπάκεζ κα αθθδθεπζδνάζεζ ιε ηα ιζημπυκδνζα ηαζ δεκ πνμηαθεί ιζημπμκδνζαηή 

δοζθεζημονβία (Devi, Raghavendran et al. 2008). ΢ηα ιζημπυκδνζα απυ ηδ ιέθαζκα μοζία 

ηαζ ημ νααδςηυ ζχια αζεεκχκ ιε PD, έπμοκ ακαθενεεί ορδθά πμζμζηά ζοζζχνεοζδξ 

ηδξ α-synuclein ηαζ ιεζςιέκδ δναζηζηυηδηα ημο ζοιπθυημο I, ηάηζ ημ μπμίμ δεκ 

ακζπκεφεηαζ ζηδκ πανεβηεθαθίδα (Devi, Raghavendran et al. 2008). In vitro ιεθέηεξ έπμοκ 

απμδείλεζ υηζ δ α-synuclein εκημπίγεηαζ ηαηά ηφνζμ θυβμ ζηδκ εζςηενζηή ιζημπμκδνζαηή 

ιειανάκδ (Devi, Raghavendran et al. 2008; Liu, Zhang et al. 2009), εκχ άθθεξ ιεθέηεξ 

δείπκμοκ υηζ δ α-synuclein ιπμνεί κα εκημπζζηεί ζηδκ ελςηενζηή ιειανάκδ, ζημκ 

δζαιειανακζηυ πχνμ ηαζ ζηδκ εζςηενζηή ιειανάκδ ακάθμβα ιε ηδκ ηοηηανζηή ζεζνά ηαζ 

ηζξ ιεηααμθέξ ημο εκδμηοηηανζημφ pH (Li, Yang et al. 2007; Cole, Dieuliis et al. 2008; 

Devi, Raghavendran et al. 2008; Parihar, Parihar et al. 2008; Zhang, Zhang et al. 2008; 

Liu, Zhang et al. 2009). Δίκαζ εκδζαθένμκ υηζ οπυ υλζκεξ ζοκεήηεξ δ α-synuclein 

εκημπίγεηαζ απμηθεζζηζηά ζηδκ ελςηενζηή ιειανάκδ (Cole, Dieuliis et al. 2008). Χζηυζμ δ 

ημπμθμβία ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ α-synuclein ηαζ μ θυβμξ εκημπζζιμφ ζηα ιζημπυκδνζα δεκ 

είκαζ βκςζηυξ, πανυηζ οπάνπεζ άιεζδ ζοζπέηζζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ζοζζχνεοζδξ ηδξ α-

synuclein ιε ηδ ιζημπμκδνζαηή δοζθεζημονβία. Η ζοζζχνεοζδ ιεηαθθάλεςκ ζημ mtDNA 

έπεζ ζοζπεηζζηεί ιε ηδ βήνακζδ ηαζ ηδ κεονμεηθφθζζδ, εκχ ορδθά επίπεδα 

ιζημπμκδνζαηχκ απαθμζθχκ έπμοκ ζοζπεηζζηεί ιε ηδ βήνακζδ ηαζ ηδ κυζμ ημο Parkinson 

(Bender, Krishnan et al. 2006). ΢ημοξ κεονχκεξ ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ, ζε δείβιαηα εθέβπμο 

δθζηζςιέκςκ αηυιςκ ηαεχξ ηαζ ζε αζεεκείξ ιε κυζμ ημο Parkinson, έπμοκ πενζβναθεί 

πμθφ ορδθά επίπεδα ιεηαθθάλεςκ ζημ ιζημπμκδνζαηυ βμκζδίςια (~50%) (Bender, 
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Krishnan et al. 2006; Kraytsberg, Kudryavtseva et al. 2006). Ο έθεβπμξ βζα ζδιεζαηέξ 

αθθαβέξ ή άθθεξ ιεηαθθάλεζξ ζημ mtDNA, ιε ηδκ ηεπκμθμβία ηδξ «εκ ης αάεεζ» 

κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμφπζζδξ (Deep Sequencing) δεκ απμηάθορε ηνμπμπμζήζεζξ ημο 

ιζημπμκδνζαημφ DNA ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ. Χζηυζμ, οπάνπεζ ακμζπηυ ημ 

εκδεπυιεκμ κα οπάνπμοκ ιεηαθθαβέξ ή απαθμζθέξ μζ μπμίεξ κα ανίζημκηαζ ζε πμθφ ιζηνά 

ιδ ακζπκεφζζια πμζμζηά.  

΢ηδ βεκζά P:16 παναηδνήεδηε εκενβμπμίδζδ ηδξ ηζκάζδξ Akt (αολδιέκα επίπεδα 

ηςκ θςζθμνοθζςιέκςκ ιμνθχκ ζηα ηαηάθμζπα Thr308 ηαζ Ser473), δ μπμία ζπεηίγεηαζ ιε 

ηδκ ακάβηδ επζαίςζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ςξ έκαξ ιδπακζζιυξ απυηνζζδξ ζημ stress, ιζα 

ζοιπενζθμνά πμο εκδεπμιέκςξ κα ελδβεί ηδκ πανάδμλδ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ATP ζηδ 

βεκζά P:16. Η εκενβμπμίδζδ αοηή ζοκμδεφεηαζ απυ ηδκ πανμοζία ηδξ Akt ζηα ιζημπυκδνζα 

πμο ακαθένεδηε παναπάκς. Δίκαζ βκςζηυ υηζ δ Akt ιεηαημπίγεηαζ ζηα ιζημπυκδνζα, υπμο 

ηαηά ηφνζμ θυβμ απακηάηαζ ζηδκ εκενβή ηδξ ιμνθή ηαζ ζοβηεηνζιέκα θςζθμνοθζςιέκδ 

ζημ ηαηάθμζπμ Thr308. Η ιεηαηυπζζδ ηδξ Akt ζηα ιζημπυκδνζα δ μπμία επζαεααζχεδηε ημ 

2003, εζζάβεζ ζημ ενεοκδηζηυ εκδζαθένμκ έκα κέμ πεδίμ δνάζδξ ηζξ ηζκάζδξ. Γκςζηά 

οπμζηνχιαηα ηδξ Akt ζημ εζςηενζηυ ηςκ ιζημπμκδνίςκ είκαζ εηηυξ απυ ηδκ GSK3α, ηαζ δ 

α-οπμιμκάδα ηδξ ATP ζοκεεηάζδξ ή εκαθθαηηζηά ημ ζφιπθμημ V ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ (Bijur and Jope 2003). Η θςζθμνοθίςζδ ηδξ ATP ζοκεεηάζδξ 

ιέζς ηδξ ηζκάζδξ Akt νοειίγεζ ηα επίπεδα παναβςβήξ ημο ATP ζε ζηεθεηζημφξ ιφεξ 

(Hojlund, Wrzesinski et al. 2003), εκχ έπεζ πνμηαεεί υηζ δ εκδμιζημπμκδνζαηή Akt παίγεζ 

νοειζζηζηυ νυθμ ζηδκ ελέθζλδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ημ πεπνςιέκμ ηςκ ηοηηάνςκ 

(Antico Arciuch, Galli et al. 2009). Η ιεηαηυπζζδ ηδξ Akt ζοκμδεφεηαζ απυ ηδκ 

ζοζζχνεοζδ ηαζ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα FOXO3a ζηα ιζημπυκδνζα. Ο πανάβμκηαξ 

αοηυξ ακήηεζ ζηδκ μζημβέκεζα FOXO (Forkhead transcription factors of the O class, - 

FOXOs), ηαζ απμηεθεί έκα άθθμ βκςζηυ οπυζηνςια ηδξ Akt (Kaestner, Knochel et al. 

2000). ΢ημοξ κεονχκεξ δ εκενβμπμίδζδ ημο πανάβμκηα FOXO3a έπεζ δζηηυ νυθμ, είηε 

θεζημονβεί πνμζηαηεοηζηά έκακηζ ημλζηχκ παναβυκηςκ πανέπμκηαξ ακεεηηζηυηδηα θυβς 

εκενβμπμίδζδξ ηδξ έηθναζδξ βμκζδίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ απμημλίκςζδ απυ ηα ROS 

(Mojsilovic-Petrovic, Nedelsky et al. 2009; Hamanaka and Chandel 2010), είηε επάβεζ 

κεονςκζηυ εάκαημ εκενβμπμζχκηαξ ηδκ απυπηςζδ (Gilley, Coffer et al. 2003; Davila and 

Torres-Aleman 2008; Dick and Bading 2010). ΢ε αζεεκείξ ιε κυζμ ημο Parkinson έπεζ 

παναηδνδεεί αολδιέκδ δναζηζηυηδηα ηςκ ιεηαβναθζηχκ παναβυκηςκ FOXO ζημκ 

εβηέθαθμ (Dumitriu, Latourelle et al. 2012), εκχ έπεζ ακαθενεεί ηαζ ζοκεκημπζζιυξ ηδξ 
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πνςηεΐκδξ FOXO3a ιε ηδκ α-synuclein ζηα ζςιάηζα ημο Lewy, ηαεχξ ηαζ ζημοξ Lewy 

κεονίηεξ (Su, Liu et al. 2009). Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί εδχ, υηζ μ πανάβμκηαξ FOXO3a 

απακηάηαζ θοζζμθμβζηά ζηα ιζημπυκδνζα ηςκ κεονςκζηχκ ηοηηάνςκ, υπμο αθθδθεπζδνά ιε 

ημ mtDNA ζηδκ πενζμπή εθέβπμο D-loop (Caballero-Caballero, Engel et al. 2013), εκχ 

ειπθέηεηαζ ηαζ ζημκ έθεβπμ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ θεζημονβίαξ, ηαεχξ ηαζ ζηδ ιμνθμθμβία 

ηαζ ηδ αζμβέκεζδ ηςκ ιζημπμκδνίςκ (Ferber, Peck et al. 2012).  

Όπςξ πνμέηορε απυ πεζνάιαηα ακμζμθεμνζζιμφ, δ εθανιμβή επζπθέμκ stress ζηα 

ηφηηανα πμο ανίζημκηαζ ζημ πνχζιμ ζηάδζμ ηδξ βεκζάξ P:12, ιέζς επχαζδξ ιε ορδθέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ μοζζχκ rotenone ηαζ 6-OHDA βζα ιζηνά πνμκζηά δζαζηήιαηα 

(500nM/5hrs ηαζ 25Μ/24hrs ακηίζημζπα), ςεεί ηα ηφηηανα ζημ ζπδιαηζζιυ ιεβάθμο 

ανζειμφ εβηθείζηςκ α-synuclein. Δπζπθέμκ δ πμνήβδζδ 25ιM 6-OHDA βζα 24hrs έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδ δναιαηζηή ιείςζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηδξ SFxN3 πνςηεΐκδξ, εκχ 

ζοβπνυκςξ αοηυ ζοκμδεφεηαζ απυ αφλδζδ ηςκ εκδμβεκχκ επζπέδςκ ηδξ α-synuclein. Σα 

απμηεθέζιαηα αοηά οπμδδθχκμοκ υηζ δ πνυκζα έηεεζδ εοαζζεδημπμζεί ηα ηφηηανα ζε 

επζπνυζεεεημ stress. 

Δίκαζ εκδζαθένμκ υηζ ζε πεζνάιαηα οπενέηθναζδξ παναηδνήεδηακ δζαθμνεηζηέξ 

επζπηχζεζξ ιεηαλφ ηδξ αβνίμο ηφπμο (WT) ηαζ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ ιμνθήξ (A30P) ηδξ α-

synuclein. Η οπενέηθναζδ ηδξ A30P α-synuclein ζηδ βεκζά P:12, μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ 

εβηθείζηςκ ζηζξ ζοκεήηεξ 1 ηαζ 5ιM 6-OHDA. Ακηίεεηα, δ οπενέηθναζδ ηδξ 

θοζζμθμβζηήξ ιμνθήξ δεκ επάβεζ ημ ζπδιαηζζιυ εβηθείζηςκ. Ο έθεβπμξ ζηδ βεκζά P:9, ςξ 

έκα ζδιείμ ακαθμνάξ ζημ μπμίμ δεκ εκημπίζηδηε ηακέκαξ παεμθοζζμθμβζηυξ θαζκυηοπμξ, 

απμηάθορε επίζδξ ημ ζπδιαηζζιυ εβηθείζηςκ ζηδ ιεηαθθαβιέκδ A30P α-synuclein, ιε 

ηδκ ηάζδ ζπδιαηζζιμφ κα είκαζ πζμ έκημκδ ζηδ βεκζά P:12. Σα πεζνάιαηα αοηά δείπκμοκ 

υηζ δ ιεηαθθαβιέκδ α-synuclein έπεζ πζμ ζζπονή ηάζδ ζπδιαηζζιμφ ηςκ εβηθείζηςκ 

ζοβηνζηζηά ιε ηδκ WT ιμνθή. Η ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ A30P εκημπίζηδηε ζε μζημβέκεζεξ 

ιε ηθδνμκμιζηήξ ιμνθήξ κυζμ Parkinson ηαζ ζοζπεηίζηδηε ιε αζεεκείξ πμο εηθνάγμοκ 

ηζξ ιεηαθθάλεζξ ημο βμκζδίμο, ηαζ ζοκήεςξ ειθακίγμοκ ηδκ αζεέκεζα ζε πνχζιμ ζηάδζμ. 

Απυ ηδ αζαθζμβναθία είκαζ βκςζηυ υηζ δ A30P πανμοζζάγεζ ιεζςιέκδ ζοββέκεζα 

πνυζδεζδξ ηαζ αθθδθεπίδναζδξ ιε ηζξ ιειανάκεξ, ζοβηνζηζηά ιε ηδκ WT ηαζ ιζα άθθδ 

ιεηάθθαλδ (A53T) ηδξ α-synuclein (Auluck, Caraveo et al. 2010), έκα βεβμκυξ πμο ιπμνεί 

κα ζοκδέεηαζ ιε ηδκ πζμ έκημκδ ηάζδ ζπδιαηζζιμφ εβηθείζηςκ. Έηζζ θμζπυκ, δ πνυκζα 

ζοζζχνεοζδ ROS ιέζς ηδξ πμνήβδζδξ ηδξ 6-OHDA μδδβεί ζηδκ εηδήθςζδ 

δζαθμνεηζηχκ θαζκμηοπζηχκ εηαάζεςκ ιεηαλφ ηδξ αβνίμο ηφπμο (WT) ηαζ ηδξ 
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ιεηαθθαβιέκδξ α-synuclein (A30P), ιε ηδ δεφηενδ κα πανμοζζάγεζ ιεβαθφηενδ 

εοαζζεδζία ςξ πνμξ ημ ζπδιαηζζιυ εβηθείζηςκ. 

Έθεβπμξ ιε θαζιαημθςημιεηνία ιάγαξ ζε ζοκεήηεξ οπενέηθναζδξ ηδξ αβνίμο 

ηφπμο α-synuclein ηαζ επχαζδ ιε rotenone, απμηάθορε υηζ μζ ζοκεήηεξ αοηέξ επδνεάγμοκ 

ηδκ έηθναζδ δζαθυνςκ πνςηεσκχκ ακάιεζα ζηζξ μπμίεξ ηαζ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

πνςηεάζδξ LonP1. Μζα εκδζαθένμοζα παναηήνδζδ ήηακ υηζ εκχ δ απυηνζζδ ζημ μλφ 

stress μδδβεί ζε αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ πνςηεΐκδξ, ζημ ιμκηέθμ ημο πνυκζμο, ήπζμο 

stress, ηα επίπεδα ηδξ LonP1 παναιέκμοκ ζηαεενά, παναηδνείηαζ υιςξ ιζα έκημκδ 

ιεηαηυπζζή ηδξ ζημκ πονήκα. Η LonP1 είκαζ ιζα πνςηεΐκδ απυηνζζδξ ζημ stress, δ μπμία 

πανμοζζάγεζ δζηηή ζοιπενζθμνά (Ngo and Davies 2009; Ngo, Pomatto et al. 2013). Σα 

επίπεδά ηδξ αολάκμκηαζ ζε ζοκεήηεξ εθανιμβήξ εενιζημφ ζμη, ζηένδζδξ μνμφ ή 

μλεζδςηζηυ ζηνεξ βζα ιζηνυ πνμκζηυ δζάζηδια (μλφ stress), πνμηεζιέκμο κα 

απμιαηνοκεμφκ πνςηεΐκεξ πμο έπμοκ οπμζηεί αθάαδ ζημ εζςηενζηυ ημο ιζημπμκδνίμο 

(Luciakova, Sokolikova et al. 1999; Bender, Leidhold et al. 2010; Ngo, Pomatto et al. 

2013). Ακηίεεηα, ηα επίπεδά ηδξ ιεζχκμκηαζ ζημ ιοσηυ ζζηυ βεναζιέκςκ πμκηζηζχκ (Lee, 

Klopp et al. 1999), ζε πμκηίηζα εηενυγοβα βζα ηδ δζζιμοηάζδ ημο οπενμλεζδίμο (SOD) 

(Bota, Van Remmen et al. 2002), ηαεχξ ηαζ ζε ηφηηανα αζεεκχκ ιε Κθδνμκμιζηή 

΢παζηζηή Παναπθδβία (Hereditary Spastic Paraplegia, SPG13) (Hansen, Corydon et al. 

2008). Έπμοκ ηαηαβναθεί επίζδξ ηαζ πενζπηχζεζξ υπμο ηα ζοκμθζηά πνςηεσκζηά επίπεδα 

θυβς βήνακζδξ δεκ ιεηααάθθμκηαζ αθθά παναηδνείηαζ ιείςζδ ζηδκ εκενβυηδηα 

πνςηεάζδξ (Bakala, Delaval et al. 2003). Αοηά ηα ζημζπεία ένπμκηαζ ζε απυθοηδ ζοιθςκία 

ιε ηα εονήιαηα ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ, ζε υηζ αθμνά ηδ ζοιπενζθμνά ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

πνςηεάζδξ LonP1 ζε ζοκεήηεξ μλέμξ ηαζ πνυκζμο stress (Δζηυκεξ 42, 45 ηαζ 46 

ακηίζημζπα).  

Πεναζηένς έθεβπμξ βζα ημκ πονδκζηυ εκημπζζιυ ηδξ LonP1 ζημκ πονήκα έδεζλε υηζ 

εκημπίγεηαζ ζημ ηθάζια ηδξ πνςιαηίκδξ. Η ιεηαηυπζζδ ζηδ πνςιαηίκδ βίκεηαζ πμθφ πζμ 

έκημκδ πανμοζία 6-OHDA, ιε έκακ ηνυπμ μ μπμίμξ ελανηάηαζ απυ ηδ ζοβηέκηνςζδ ηδξ 

ημλίκδξ. Η πνυζδεζδ ηδξ ATP-ελανηχιεκδξ Lon πνςηεάζδξ ζημ DNA, είκαζ ιζα 

ελεθζηηζηά ζοκηδνδιέκδ ζδζυηδηα απυ ηα ααηηήνζα (La, μιυθμβμ ζηα ααηηήνζα) ζημκ 

άκενςπμ, βεβμκυξ πμο οπμδδθχκεζ υηζ ίζςξ κα απμηεθεί έκα ζδιακηζηυ παναηηδνζζηζηυ 

αοηήξ ηδξ πνςηεΐκδξ. ΢ε ηφηηανα εδθαζηζηχκ, έκα ζδιακηζηυ πμζμζηυ ηδξ πνςηεάζδξ 

πμο ανίζηεηαζ ζηδ ιζημπμκδνζαηή ιήηνα, εκημπίγεηαζ ζηα ιζημπμκδνζαηά πονδκμεζδή 

(Cheng, Kanki et al. 2005; Kucej and Butow 2007; Bogenhagen, Rousseau et al. 2008), ηαζ 
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αθθδθεπζδνά ιε ημ mtDNA ιέζς ιζαξ εζδζηήξ αθθδθμοπίαξ πνυζδεζδξ (Fu and Markovitz 

1998; Liu, Lu et al. 2004; Lu, Yadav et al. 2007). ΢ε ακηίεεζδ ιε ηδ ααηηδνζαηή 

πνςηεάζδ, δ μπμία έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα πνμζδέκεηαζ ζε δίηθςκμ DNA (double-stranded 

DNA, dsDNA), ζηα εοηανοςηζηά, δ Lon πνςηεάζδ αθθδθεπζδνά ιε ιμκυηθςκμ DNA 

(single-stranded DNA - ssDNA), ιέζς ηδξ πνυζδεζήξ ηδξ ζε πενζμπέξ πθμφζζεξ ζε 

κμοηθεμηζδζηέξ αάζεζξ βμοακίκδξ (G-rich), ηυζμ ζημ DNA υζμ ηαζ ζημ RNA (Suzuki, 

Suda et al. 1994; Van Dyck, Pearce et al. 1994; Haynes, Yang et al. 2010). Μπμνμφιε κα 

οπμεέζμοιε υηζ δ πνυζδεζδ ηδξ Lon ζημ mtDNA ιπμνεί κα επδνεάγεζ ηζξ δζαδζηαζίεξ 

ακηζβναθήξ ή ιεηαβναθήξ, εκχ ημ βεβμκυξ υηζ απμζημδμιεί ημ ιζημπμκδνζαηυ ιεηαβναθζηυ 

πανάβμκηα TFAM νοειίγμκηαξ ιε αοηυκ ημκ ηνυπμ ημκ ανζειυ ακηζβνάθςκ ημο mtDNA 

εκζζπφεζ ηδκ ειπθμηή ηδξ ζηδ ιζημπμκδνζαηή ιεηαβναθζηή νφειζζδ, ηαζ ηδ αζμθμβία ηςκ 

ιζημπμκδνίςκ (Matsushima, Goto et al. 2010). Όπςξ ακαθένεδηε παναπάκς, δ Lon 

πνμζδέκεηαζ ζημ mtDNA ζε αθθδθμοπίεξ πμο θένμοκ ημοθάπζζημκ 4 ζοκεπυιεκα 

ηαηάθμζπα G, ηαζ έπμοκ ηδκ ηάζδ κα ζπδιαηίγμοκ ηεηναιενή ηα μπμία είκαζ βκςζηά ςξ G-

quadruplexes. ΢ημ ιζημπμκδνζαηυ βμκζδίςια, ζε ηάεε ~150 κμοηθεμηίδζα ζηδ αανζά 

αθοζίδα ημο mtDNA, εκημπίγμκηαζ 4–6 βεζημκζηά ηαηάθμζπα βμοακίκδξ πμο ιπμνεί 

δοκδηζηά κα αθθδθεπζδνάζμοκ ηαζ κα ζπδιαηίζμοκ ηέημζεξ δμιέξ (Chen, Suzuki et al. 

2008). Δπζπθέμκ, G-quadruplexes έπμοκ εκημπζζηεί ζηζξ πενζμπέξ ηςκ οπμηζκδηχκ 

πονδκζηχκ βμκζδίςκ ηαζ θεζημονβμφκ είηε πνμάβμκηαξ είηε ειπμδίγμκηαξ ηδ ιεηαβναθή 

ημοξ (Simonsson, Pecinka et al. 1998; Siddiqui-Jain, Grand et al. 2002).  

Σα παναπάκς ζημζπεία, ζε ζοκδοαζιυ ιε ημκ εκημπζζιυ ηδξ LonP1 ζηδ 

πνςιαηίκδ, ιαξ μδδβμφκ ζηδκ οπυεεζδ υηζ δ ιζημπμκδνζαηή πνςηεάζδ LonP1 ιπμνεί κα 

ακαβκςνίγεζ ηέημζεξ δμιέξ ζημ πονδκζηυ DNA. Ο ζοβηνζηζηυξ έθεβπμξ ιε πεζνάιαηα 

ακμζμηαηαηνήικζζδξ βζα ηδ LonP1 ηαζ ακάθοζδ MS, ιεηαλφ ηςκ ζοκεδηχκ control ηαζ 

5ιM 6-OHDA (P:16), απμηάθορε ηδκ πζεακή αθθδθεπίδναζδ ηδξ LonP1 ιε πνςηεΐκεξ πμο 

ειπθέημκηαζ ζε αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ πμο επζηεθμφκηαζ ζημκ πονήκα. Η μιαδμπμίδζδ 

ηςκ πνςηεσκχκ, ηαηά GO ηαζ KEGG έδεζλε ζζπονέξ αθθδθεπζδνάζεζξ ακάιεζα ζε μιάδεξ 

πνςηεσκχκ πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδ ιεηαθναζηζηή ιδπακή ζοιπενζθαιαακμιέκμο ημο 

νζαμζχιαημξ, ημο ζοιπθυημο έκανλδξ ηδξ ιεηάθναζδξ ηαζ ηδξ αιζκμαηοθίςζδξ ημο 

tRNA (aa-tRNA), ζηδκ πνςηευζηαζδ (πνςηευζςια, ακαδίπθςζδ πνςηεσκχκ, ζοκμδά 

ιυνζα πμο πενζέπμοκ ημ ζφιπθμημ T), ζηδκ πνυζδεζδ ζημ DNA (ακηζβναθή ημο DNA), 

ζηδ ιεηαηίκδζδ πνςηεσκχκ/RNA ιεηαλφ πονήκα ηαζ ηοηηανμπθάζιαημξ (ζφιπθμηα 

πονδκζημφ πυνμο). Δπζπθέμκ, ιεηαλφ ηςκ παναπάκς πνςηεσκχκ εκημπίζηδηακ ηαζ ζζηυκεξ. 
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Σα παναπάκς εονήιαηα εκεαννφκμοκ ηδκ οπυεεζδ υηζ δ ιζημπμκδνζαηή πνςηεάζδ LonP1 

ιπμνεί κα ειπθέηεηαζ ηαζ ζε πονδκζηέξ δζαδζηαζίεξ, ςζηυζμ απαζημφκηαζ επζπνυζεεηα, 

ζημπεοιέκα πεζνάιαηα βζα ηδκ επζαεααίςζή ηδξ, ηαζ ημκ εκημπζζιυ ηδξ αηνζαήξ εέζδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ιε ημ πονδκζηυ βμκζδίςια. ΢διεζχκεηαζ υηζ δ LonP1 έπεζ ζοζπεηζζηεί ζε 

πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ ηυζμ ιε ηδ βήνακζδ, υζμ ηαζ ιε ιζημπμκδνζαηέξ δζαηαναπέξ υπςξ 

ημ ζφκδνμιμ MELAS (Felk, Ohrt et al. 2010), ηαζ δ ηθδνμκμιζηή αζεέκεζα Hereditary 

Spastic Paraplegia, αθθά είκαζ δ πνχηδ θμνά πμο ημ ιυνζμ αοηυ θαίκεηαζ κα ζπεηίγεηαζ ηαζ 

ιε ηδ κυζμ ημο Parkinson. ΢ημ ιμκηέθμ ιαξ, παναηδνήεδηε ιζα έκημκδ ιεηαηυπζζδ 

ζδιακηζηχκ ιμνίςκ βζα ηδκ επζαίςζδ ηςκ ηοηηάνςκ (υπςξ δ ηζκάζδ Akt ηαζ μ 

ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ Foxo3a) ζημ ιζηνυημζιμ ηςκ ιζημπμκδνίςκ, ςξ ζοκμδυ 

παναηηδνζζηζηυ ηδξ ιεηαηυπζζδξ ηδξ α-synuclein. ΢οβπνυκςξ δζαπζζηχζαιε ιζα έκημκδ 

ιεηαηυπζζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1 ζημκ πονήκα ηαζ ζοβηεηνζιέκα ζημ 

ηθάζια ηδξ πνςιαηίκδξ. Χζηυζμ, ηα οπεφεοκα ιυνζα πμο ζδιαημδμημφκ αοηέξ ηζξ 

ιεηαηζκήζεζξ, αθθά ηαζ μζ δζενβαζίεξ πμο πονμδμημφκ ζημ ηοηηανζηυ δζαιένζζια πμο 

εζζένπμκηαζ, είηε αοηυ είκαζ ηα ιζημπυκδνζα είηε μ πονήκαξ, είκαζ ζδιακηζηά ενςηήιαηα ηα 

μπμία ακαδφεδηακ απυ αοηή ηδ ιεθέηδ, ηαζ αλίγεζ κα δζενεοκδεμφκ ζημ ιέθθμκ. 
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΢ΤΝΣΟΜΟΓΡΑΦΗΔ΢ 

6-OHDA: 6-Τδνμλοκημπαιίκδ, (6-Hydroxydopamine) 

8-OHdG: 8-οδνμλο-2-βμοακμζίκδ (8-hydroxy-2' –deoxyguanosine)  

ΓΦm: Γοκαιζηυ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ, (mitochondrial membrane potential) 

A 

AD: κυζμξ ημο Alzheimer, (Alzheimer’s Disease)  

ALP: ζφζηδια απμζημδυιδζδξ αοημθαβίαξ-θοζμζχιαημξ, (autophagy-lysosomal 

pathway) 

ALS: αιομηνμθζηή πθεονζηή ζηθήνοκζδ, (amyotrophic lateral sclerosis) 

α-syn: Alpha-synuclein  

ATP: ηνζθςζθμνζηή αδεκμζίκδ, (Adenosine-5'-triphosphate) 

B 

C 

C: Κοηηανμπθαζιαηζηυ, (Cytoplasm) 

CBA: Chromatin Binding Assay  

CL: ηανδζμθζπίκδ, (cardiolipin)  

COR: Carboxy-terminal Of Ras 

COX: cytochrome c oxidase 

CREB: cAMP response element binding 

Cybrids: Κοηηανμπθαζιαηζηά οανίδζα, (Cytoplasmic hybrids)  

cyt c: ημ ηοηυπνςια c, (cytochrome c) 

D 

DA: Νημπαιζκενβζηυξ κεονχκαξ, (Dopaminergic neuron)  

DAPI: 4 ', 6-δζαιζδζκμ-2-θαζκοθζκδυθδ, (4',6-diamidino-2-phenylindole) 

DAT: Μεηαθμνέαξ κημπαιίκδξ, (dopamine transporter) 

DCX: Doublecortin 

DLB: Άκμζα ιε ζςιάηζα Lewy, (Dementia with Lewy bodies)  

DMSO: δζιεεοθμ-ζμοθθμλείδζμ, (dimethyl sulfoxide) 

dsDNA: double-stranded DNA  

DTT: δζεεζμενεσηυθδ, (dithiothreitol)  

dUMP: ιμκμθςζθμνζηή δεμλομονζδίκδ, (deoxyuridine monophosphate) 

E 

E2F: eukaryotic transcription factor 2  
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ECL: εκζζποιέκδ πδιεζμθςηαφβεζα, (Enchanced Chemilluminescence) 

EDTA: EthyleneDiamineTetraAcetic acid 

EIF4G1: Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1 

EtBr: ανςιζμφπμ αζείδζμ, (Ethidium bromide) 

EtOH: Αζεακυθδ, (Ethanol)  

F  

FA: Φμθζηυ μλφ, (Folic acid)  

FACS: (Fluorescence-activated cell sorting) 

FBS: Ονυξ ειανφμο ιυζπμο, (Fetal Bovine Serum)  

FOXOs: Forkhead transcription factors of the O class  

G  

GRK6: G-protein coupled receptor kinase 

GSK-3α: glycogen-synthase kinase-3α 

GO: Gene Ontology 

H  

Hepes: 4-(2-οδνμλο-αζεοθμ)-1-πζπεναγζκμ-αζεακμ-εεζσηυ μλο, (4-(2-hydroxyethyl)-1- 

HIF: hypoxia-inducible transcription factor  

HP1: Heterochromatin protein 1  

HSP: heat shock protein 

I  

IGF1: Insulin-like growth factor 1  

IP: Ακμζμηαηαηνήικζζδ, (Immunoprecipitation)  

J 

JC-1: 5,5′,6,6′-tetrachloro-1,1′,3,3′- tetraethylbenzimidazole- carbocyanide iodine  

K 

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

L 

LBs: ζςιάηζα Lewy, (Lewy bodies)  

L-dopa: L-3,4-δζοδνμλοθαζκοθαθακίκδ, (L-3,4-dihydroxyphenylalanine)  

LNs: Νεονίηεξ Lewy, (Lewy Neurites) 

LRRK2: leucine rich repeat kinase 2 

M 

M: Μζημπμκδνζαηυ, (Mitochondrial)  
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ΜΡΣΡ: 1-ιεεοθμ-4-θαζκοθμ-1,2,3,6,-ηεηνατδνμπονζδίκδ, (1-methyl-4-phenyl- 1,2,3,6-

tetrahydropyridine) 

MS: Φαζιαημιεηνία ιάγαξ, (Mass spectrometry)  

mtDNA: ιζημπμκδνζαηυ DNA, (mitochondrial DNA)  

MTS: mitochondrial targeting sequence 

mtSSB: mitochondrial single-strand binding protein  

N 

NAC: non-amyloid-α component 

NF160: Neurofilament 160  

NF-ηΒ: nuclear factor kappa from B cells 

NLS: Nuclear Localization Signal 

O 

OXPHOS: μλεζδςηζηή θςζθμνοθίςζδ, (oxidative phosphorylation) 

P 

PBS: δζάθοια θςζθμνζηχκ αθάηςκ, (phosphate buffered saline) 

PCR: Αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ, (Polymerase Chain Reaction) 

PD: κυζμξ ημο Parkinson (Parkinson’s Disease) 

PDK1: phosphoinositide-dependent protein kinase-1 

PDK2: phosphatidylinositol-dependent kinase-2 

PFA: παναθμνιαθδεΰδδ, (paraformaldehyde) 

PINK1: PTEN-induced kinase protein 1 

PIP2: phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate (PtdIns(3,4)P2  

PIP3: phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PtdIns(3,4,5)P3 piperazineethanesulfonic 

acid ) PKB/Akt: πνςηεσκζηή ηζκάζδ Β/Αkt, (Protein kinase Β/Αkt) 

PLK3: Polo-like kinase 

PSP: Πνμμδεοηζηή Τπενπονδκζηή Πανάθοζδ, (Progressive supranuclear palsy) 

Q 

R 

RIPA Βuffer: δζάθοια ναδζμακμζμηαηαηνήικζζδξ, (Radioζmmunoprecipitation Assay 

Βuffer) 

RA: all-trans νεηζκμσηυ μλφ, (all-trans retinoic acid)  

ROS: εκενβέξ ιμνθέξ μλοβυκμο, (reactive oxygen species) 
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S 

SDS: δςδεηοθμ-εεζζηυ κάηνζμ, (sodium dodecyl-sulphate) 

Ser: ΢ενίκδ, (Serine)  

SfxN3: Sideroflexin 3  

SNARE: SNAP (Soluble NSF Attachment Protein) Receptor 

SNCA: βμκίδζμ α-synuclein, (α-synuclein gene) 

SNP: a single nucleotide polymorphism 

SNpc: ζοιπαβήξ ιμίνα ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ, (Substantia nigra pars compacta) 

ssDNA: single-stranded DNA  

T 

TFAM: ιζημπμκδνζαηυξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ Α, (mitochondrial transcription factor 

A) 

TFBM: ιζημπμκδνζαηυξ ιεηαβναθζηυξ πανάβμκηαξ Β, (mitochondrial transcription factor 

B) 

TH: οδνμλοθάζδ ηδξ ηονμζίκδξ, (Tyrosine Hydroxylase) 

Thr: Θνεμκίκδ, (Threonine) 

TMP: ιυκμθςζθμνζηή εοιζδίκδ, (thymidine monophosphate)  

TNTs: tunneling nanotubes 

Tyr: Σονμζίκδ, (Tyrosine) 

U 

UCH-L1: Ubiquitin C-terminal Hydrolase-L1 

UPS: ζφζηδια απμζημδυιδζδξ μοαζημοσηζκδξ-πνςηεαζχιαημξ, (Ubiquitin-proteasome 

system) 

UV: οπενζχδδξ, (ultra violet) 

V 

VPS35: Vacuolar protein sorting-associated protein 35 

W 

WB: Ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά western, (Western blot) 

WT: Αβνίμο ηφπμο, (wild type)  

X 

Y 

Z 
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ΔΤΡΔΣΖΡΗΟ ΔΗΚΟΝΧΝ 

Δηζαγσγή 

Δηθόλα 1. Παεμθμβμακαημιία ηδξ κυζμο ημο Parkinson. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ 

εηθφθζζδξ ηςκ κημπαιζκενβζηχκ κεονχκςκ ζηδκ πενζμπή ηδξ ιέθαζκαξ μοζίαξ.  

Δηθόλα 2. ΢ςιάηζα ημο Lewy ζηδ ιέθαζκα μοζία αζεεκμφξ ιε κυζμ ημο Parkinson.           

Δηθόλα 3. ΢πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηςκ δμιζηχκ πενζμπχκ ηδξ πνςηεΐκδξ α-synuclein. 

Δηθόλα 4. ΢πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ημο ιμκμπαηζμφ ζοζζςιάηςζδξ ηδξ α-synuclein. 

Δηθόλα 5. Μδπακζζιμί ιεηάδμζδξ ηδξ α-synuclein ιεηαλφ ηςκ ηοηηάνςκ. 

Δηθόλα 6. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ δμιήξ ημο ιζημπμκδνίμο. 

Δηθόλα 7. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ημο ιζημπμκδνζαημφ DNA (mtDNA) 

Δηθόλα 8. Ο βεκεηζηυξ ηχδζηαξ ζηα ιζημπυκδνζα. 

Δηθόλα 9. Γμιζηυ ιμκηέθμ ημο ιζημπμκδνζαημφ πονδκμεζδμφξ.  

Δηθόλα 10. Η αιζκμλζηή αθθδθμοπία ηδξ α-synuclein. 

Δηθόλα 11. Οζ πδιζηέξ δμιέξ ηςκ κεονμημλζκχκ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ζηα πζμ ζοπκα 

ιμκηέθα ιεθέηδξ ηδξ κυζμο ημο Parkinson. 

Δηθόλα 12. ΢πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηςκ Cybrids. 

Τιηθά θαη Μέζνδνη 

Δηθόλα 13. Κοηθζηυξ πάνηδξ ημο πθαζιζδζαημφ θμνέα pEGFP-N1 ζημκ μπμίμ έπεζ 

εκζςιαηςεεί ημ βμκίδζμ πμο ηςδζημπμζεί ηδκ ακενχπζκδ αβνίμο ηφπμο πνςηεΐκδ α-

synuclein (wt). 

Δηθόλα 14. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηςκ ζδιείςκ ιέηνδζδξ ηοηηάνςκ ζηδκ πθάηα 

Neubauer. 

Δηθόλα 15. Ακηζπνμζςπεοηζηυ δζάβναιια ηδξ ηαηακμιήξ ηςκ θάζεςκ ημο ηοηηανζημφ 

ηφηθμο ιέζς ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ.  

Δηθόλα 16. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ εκυξ ηφηθμο PCR. 

Δηθόλα 17. Γναθζηέξ παναζηάζεζξ ζηζξ μπμίεξ εζημκίγεηαζ ημ ηαηχθθζ ημο ηφηθμο ζηδκ 

ανπή ηδξ εηεεηζηήξ θάζδξ. 

Δηθόλα 18. Βαζζηά παναηηδνζζηζηά ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ SDS – PAGE.  
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Δηθόλα 19. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ πεζναιαηζηήξ πμνείαξ απμιυκςζδξ ηςκ πνςηεσκχκ 

πμο πνμζδέκμκηαζ ζηδ πνςιαηίκδ. 

Δηθόλα 20. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ημο δζαπςνζζιμφ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ – 

ιζημπμκδνζαηχκ εηποθζζιάηςκ πμο αημθμοεήεδηε. 

Δηθόλα 21. Αθθδθμοπία ακηζδνάζεςκ ηαηά ημ αζμθςηαοβεζμιεηνζηυ πνμζδζμνζζιυ ATP. 

Απνηειέζκαηα 

Δηθόλα 22. Απεζηυκζζδ ημο ανζειμφ ηςκ ηοηηάνςκ SH-SY5Y πανμοζία αολακυιεκςκ 

ζοβηεκηνχζεςκ ηδξ κεονμημλίκδξ 6-OHDA βζα 3 διένεξ.  

Δηθόλα 23. Υνυκζα έηεεζδ ηςκ ηοηηάνςκ SH-SY5Y ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA βζα 16 

βεκζέξ μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ εκδμηοηηανζηχκ εβηθείζηςκ α-synuclein, ηαοηυπνμκδ 

αφλδζδ ηςκ εκδμβεκχκ επζπέδςκ ηδξ ηαζ ιείςζδ ζηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ Parkin. 

Δηθόλα 24. Σα έβηθεζζηα α-synuclein πμο ζπδιαηίγμκηαζ ιεηά απυ πνυκζα έηεεζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ SH-SY5Y ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA βζα 16 βεκζέξ πενζέπμοκ p-α-syn (S129). 

Δηθόλα 25. Έθεβπμξ ημο δοκαιζημφ ηδξ ιειανάκδξ ηςκ ιζημπμκδνίςκ (ΓΦm) ιε ηδ πνήζδ 

ηδξ πνςζηζηήξ JC-1 ηαζ ηςκ παναβυιεκςκ επζπέδςκ ATP, ιεηά απυ πνυκζα έηεεζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ SH-SY5Y ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA. 

Δηθόλα 26. Έθεβπμξ ημο νοειμφ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ SH-SY5Y ιεηά απυ 

πνυκζα έηεεζδ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA. 

Δηθόλα 27. Έθεβπμξ ημο δοκαιζημφ δζαθμνμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ SH-SY5Y ιεηά απυ 

πνυκζα έηεεζδ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA πανμοζία Retinoic Acid (RA) 15ιΜ. 

Δηθόλα 28. Η πνυκζα έηεεζδ ηςκ SH-SY5Y ηοηηάνςκ ζηδκ ημλίκδ 6-OHDA έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ PI3/Akt ζηδ βεκζά P:16.  

Δηθόλα 29. Η πνυκζα έηεεζδ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA μδδβεί ζηδκ πνμμδεοηζηή 

ζοζζχνεοζδ ηδξ α-synuclein ζηα ιζημπυκδνζα. 

Δηθόλα 30. Θέζδ δέζιεοζδξ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα FOXO3a, ζηδκ πενζμπή D-loop 

ημο ιζημπμκδνζαημφ DNA (mtDNA). 

Δηθόλα 31. Η πνυκζα έηεεζδ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ 

ιεηαηυπζζδ ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα FOXO3a ζηδ βεκζά P:16 ζηα ιζημπυκδνζα. 

Δηθόλα 32. Έθεβπμξ ηςκ πνςηεσκχκ MnSOD, Cyt C ηαζ SFxN3 ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ 

έηεεζδξ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA. 

Δηθόλα 33. Δκίζποζδ ημο ζοκμθζημφ ιζημπμκδνζαημφ DNA. 
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Δηθόλα 34. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ μιμπθαζιίαξ, ηαηάζηαζδ ζηδκ μπμία επδνεάγμκηαζ 

υθα ηα ακηίβναθα mtDNA ημο ηοηηάνμο ηαζ ηδξ εηενμπθαζιίαξ, ηαηάζηαζδ ζηδκ μπμία 

επδνεάγμκηαζ ιενζηά απυ ηα ακηίβναθα mtDNA. 

Δηθόλα 35. Υμνήβδζδ θμθζημφ μλέμξ (Folic Acid - FA) ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ 

κεονμημλίκδ 6-OHDA. 

Δηθόλα 36. Έθεβπμξ ημο δοκαιζημφ δζαθμνμπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιεηά απυ πμνήβδζδ 

FA ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA βζα ημ πνμκζηυ δζάζηδια P:12 

– P:20. 

Δηθόλα 37. Έθεβπμξ ηδξ απυηνζζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζηδ βεκζά P:12 ζε μλφ stress. 

Δηθόλα 38. Τπενέηθναζδξ ηδξ αβνίμο ηφπμο (WT) ηαζ ηδξ ιεηαθθαβιέκδξ α-synuclein 

(A30P) ζηδ βεκζά P:9. 

Δηθόλα 39. Έθεβπμξ βμκζδίςκ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ θεζημονβίαξ έπεζηα απυ οπενέηθναζδξ 

ηδξ WT ηαζ ηδξ A30P α-synuclein ζηδ βεκζά P:9 ηαζ P:12. 

Δηθόλα 40. Απεζηυκζζδ ηςκ ιμνζαηχκ βεβμκυηςκ πμο παναηδνήεδηακ ζηδ βεκζά P:16 ζημ 

in vitro ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA. 

Δηθόλα 41. Ακίπκεοζδ ηςκ ιζημπμκδνζαηχκ πνςηεσκχκ ημ πνυηοπμ ηςκ μπμίςκ 

ιεηααάθθεηαζ ιεηά ηδκ οπενέηθναζδ WT ηαζ A53T α-synuclein ηαζ έηεεζδ ζε rotenone, 

ακαζημθεά ημο ζοιπθυημο Ι ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ. 

Δηθόλα 42. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηςκ δμιζηχκ ηαζ θεζημονβζηχκ ιμηίαςκ ζηδκ 

πνςημηαβή δμιή ηδξ ακενχπζκδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1. 

Δηθόλα 43. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ ακαβκχνζζδξ ηαζ απμζημδυιδζδξ ηςκ πνςηεσζκζηχκ 

οπμζηνςιάηςκ απυ ηδκ πνςηεάζδ Lon. 

Δηθόλα 44. Η οπενέηθναζδ ηδξ α-synuclein ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ ακαζημθή ηδξ 

θεζημονβίαξ ημο ζοιπθυημο Ι ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ακαπκεοζηζηήξ αθοζίδαξ έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1 ηαζ ημ 

ζπδιαηζζιυ ηοηηανμπθαζιαηζηχκ εβηθείζηςκ α-synuclein. 

Δηθόλα 45. ΢ημ ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA παναηδνήεδηε 

έκημκδ ιεηαηυπζζδ ηδξ LonP1 ζημκ πονήκα, πανυηζ ηα ζοκμθζηά πνςηεσκζηά επίπεδα 

παναιέκμοκ ζηαεενά. 

Δηθόλα 46. H πνυκζα έηεεζδ ζηδ κεονμημλίκδ 6-OHDA έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδ 

ιεηαηυπζζδ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1 ζηδ πνςιαηίκδ. 

Δηθόλα 47. Οζ ζπεηζηέξ εέζεζξ ζημ mtDNA υπμο εκημπίγμκηαζ ηα G-quadruplexes ηαζ μζ 

πνμαθεπυιεκεξ εέζεζξ δέζιεοζδξ ηδξ LonP1. 
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Δηθόλα 48. Η πνςημηαβήξ αιζκμλζηή αθθδθμοπία ηδξ ακενχπζκδξ ιζημπμκδνζαηήξ 

πνςηεάζδξ LonP1. 

Δηθόλα 49. ΢οβηνζηζηή ακάθοζδ ηδξ μιμθμβίαξ ηδξ NLS αθθδθμοπίαξ ιεηαλφ ηςκ εζδχκ 

Homo sapiens (NP_004784.2), Gallus gallus (XP_001232112.3), Xenopus tropicalis 

(XP_002938599.1), Drosophila melanogaster (NP_649133.1) ηαζ Saccharomyces 

cerevisiae (NP_009531.1). 

Δηθόλα 50. Πεζνάιαηα ακμζμηαηαηνήικζζδξ ζημ ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ βεκζά P:16 

βζα ηδ ιζημπμκδνζαηή πνςηεάζδ LonP1.  

Δηθόλα 51. Σαοημπμίδζδ ηςκ πζεακχκ αθθδθεπζδνχκηςκ ιμνίςκ ιε ηδ ιζημπμκδνζαηή 

πνςηεάζδ LonP1. 

Δηθόλα 52. Γζαβναιιαηζηή απμηφπςζδ ηδξ ακάθοζδξ Γμκζδζαηήξ Οκημθμβίαξ ηςκ 

πνςηεσκχκ πμο είκαζ ημζκέξ ηαζ ζηζξ ηνεζξ αζμθμβζηέξ επακαθήρεζξ ιεηά απυ μιαδμπμίδζδ 

ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ πνςηεςιζηήξ ακάθοζδξ ιε ηδ πνήζδ ηςκ αθβμνίειςκ ηδξ αάζδξ 

δεδμιέκςκ GO ηαζ KEGG PATHWAY ηαζ ζφιθςκα ιε ημ ααειυ ειπθμοηζζιμφ ημοξ ζηα 

ζοιιεηέπμκηα ιυνζα. 

Δηθόλα 53. Απεζηυκζζδ αθθδθεπζδνάζεςκ ιεηαλφ ηςκ πζεακχκ αθθδθεπζδνχκηςκ 

πνςηεσκχκ ιε ηδ LonP1 ζηζξ δφμ δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ, control (-) ηαζ 5ιΜ.  

Δηθόλα 54. Σαοημπμίδζδ ηςκ πζεακχκ αθθδθεπζδνχκηςκ ιμνίςκ ιε ηδ ιζημπμκδνζαηή 

πνςηεάζδ LonP1 πμο εκημπίγμκηαζ ζημ ηοηηανζηυ δζαιένζζια ημο πονήκα. 

Δηθόλα 55. Απεζηυκζζδ αθθδθεπζδνάζεςκ ιεηαλφ ηςκ πονδκζηχκ πνςηεσκχκ ηαηά 

STRING. 

Δηθόλα 56. Η Hsp90 αθθδθεπζδνά άιεζα ιε ηδ ιζημπμκδνζαηή πνςηεάζδ LonP1, υπςξ 

απμδείπεδηε απυ πεζνάιαηα ακμζμηαηαηνήικζζδξ. 

Δηθόλα 57. Πονδκζηυξ εκημπζζιυξ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ πνςηεάζδξ LonP1 ζημ ιμκηέθμ 

πνυκζαξ έηεεζδξ βζα ηδ κυζμ ημο Parkinson. 

Δηθόλα 58. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ ακαζημθήξ ηδξ ακηζβναθήξ ημο mtDNA απυ ημ 

Βνςιζμφπμ αζείδζμ (Ethidium Bromide - EtBr). 

Δηθόλα 59. Γζαδζηαζία δδιζμονβίαξ ηςκ ν0 ηοηηάνςκ πανμοζία ημο ακαζημθέα EtBr.  

Δηθόλα 60. Έθεβπμξ ημο δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ ΓΦm ζηα ν0 ηφηηανα 

ιε ηδ πνήζδ ηδξ πνςζηζηήξ JC-1. 

Δηθόλα 61. ΢πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ δζαδζηαζίαξ ζπδιαηζζιμφ ηςκ 

Κοηηανμπθαζιαηζηχκ οανζδίςκ (Cytoplasmic Hybrids – Cybrids). 
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Δηθόλα 62. Απεζηυκζζδ ηςκ cybrid απμζηζχκ υπςξ αοηέξ παναηδνήεδηακ ζηα πνμκζηά 

δζαζηήιαηα 1 εαδμιάδα ιεηά ηδ ζφκηδλδ ηαζ 4 εαδμιάδεξ ιεηά ηδ δζαθμβή ηαζ έθεβπμξ 

ηςκ ζδζμηήηςκ πμθθαπθαζζζιμφ ηαζ ημο δοκαιζημφ ηδξ ιζημπμκδνζαηήξ ιειανάκδξ.  

Δηθόλα 63. Καηαζηεοή cybrid ηοηηανζηχκ ζεζνχκ απυ Γεκεαθμβζηυ δέκηνμ ιε μζημβεκή 

κυζμ ημο Parkinson ζημ μπμίμ ειθακίγεηαζ δ ζδιεζαηή ιεηάθθαλδ ζημ βμκίδζμ ηδξ α-

synuclein, Α53Σ.  

Δηθόλα 64. Έθεβπμξ ημο νοειμφ πμθθαπθαζζαζιμφ ηαζ ημο δοκαιζημφ δζαθμνμπμίδζδξ 

ηςκ Cybrid ηοηηανζηχκ ζεζνχκ πμο πνμήθεακ απυ Γεκεαθμβζηυ δέκηνμ ιε μζημβεκή 

ιμνθή κυζμ ημο Parkinson.  
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κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμφπδζδξ (Deep Sequencing) βζα ημ ιμκηέθμ πνυκζαξ έηεεζδξ ζηδ 

κεονμημλίκδ 6-OHDA. 

Πίλαθαο 7. ΢ημκ πίκαηα ζοιπενζθαιαάκμκηαζ μζ πνςηεΐκεξ πμο πνμέηορακ ιεηα ηδκ 

ακάθοζδ ιε θαζιαημιεηνία ιάγαξ (mass spectrometry-MS) ηαζ ακηζζημζπμφκ ζηδ 

ιεβαθφηενδ ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ ιε ιμνζαηυ αάνμξ εφνμοξ 103 έςξ 74 kDa. 

Πίλαθαο 8. ΢ημκ πίκαηα ζοιπενζθαιαάκμκηαζ ηα δζαθφιαηα ηαζ ηα ενεπηζηά ιέζα 

ηαθθζένβεζαξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδ δδιζμονβία ηςκ Cybrid ηοηηάνςκ. 

Πίλαθαο 9. Απμηφπςζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ απυ ηδκ ακάθοζδ ηδξ «εκ ης αάεεζ» 

κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμφπδζδξ (Deep Sequencing) βζα ηζξ cybrid ηοηηανζηέξ ζεζνέξ 

ζοβηνζηζηά ιε ηδκ ηαθθζένβεζα εθέβπμο SH-SY5Y. 
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