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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 Οι µεταλλάξεις στο µιτοχονδριακό DNA (mtDNA) και η δυσλειτουργία των 
µιτοχονδρίων είναι υπεύθυνες για µια ετερογενή οµάδα ασθενειών, γνωστές ως 
µιτοχονδριακά νοσήµατα. Κοινό τους χαρακτηριστικό είναι η βλάβη της 
αναπνευστικής αλυσίδας µε αποτέλεσµα την ελαττωµένη παραγωγή ενέργειας. Στη 
νόσο του Alzheimer παρατηρείται µιτοχονδριακή δυσλειτουργία και µορφολογικές 
ανωµαλίες των µιτοχονδρίων υποδεικνύοντας την εµπλοκή των µιτοχονδρίων στην 
ασθένεια. Στην παρούσα µελέτη ελέγχθηκαν 50 ασθενείς µε Alzheimer για την 
παρουσία µεταλλάξεων σε 2 από τα 22 µιτοχονδριακά  tRNA γονίδια (tRNAGly, 
tRNAArg)  και 58 δείγµατα ατόµων χωρίς την ασθένεια για τα γονίδια tRNAPhe και 
tRNAArg. Στους 50 ασθενείς µε Alzheimer εντοπίστηκαν συνολικά 4 µεταλλάξεις. Οι 
δύο από αυτές, T10007C και T10034C, εντοπίζονται στο tRNAGly. Οι άλλες δύο, 
A10398G και C10128T, εντοπίζονται στη ND3 υποµονάδα του συµπλόκου Ι της 
αναπνευστικής αλυσίδας. Οι µεταλλάξεις οι οποίες ανιχνεύθηκαν βρέθηκαν σε µικρό 
ποσοστό στους ασθενείς 2% και δεν εντοπίστηκαν στην οµάδα αναφοράς, εκτός από 
την A10398G που εµφανίζεται µε ποσοστό 20% στους ασθενείς σε σχέση µε 13,7% 
στην οµάδα αναφοράς. Στα άτοµα χωρίς κάποιο κλινικό σύµπτωµα βρέθηκαν γνωστοί 
πολυµορφισµοί G709A, T10321C και T10463C οι οποίοι δεν εντοπίστηκαν στους 
ασθενείς µε Alzheimer. Για να εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα πρέπει να 
ολοκληρωθεί η έρευνα σε όλα τα tRNA γονίδια στους ασθενείς και να γίνει σύγκριση 
µε µεγάλη οµάδα του «φυσιολογικού» πληθυσµού.   
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ABSTRACT 
 

 The mutations in mitochondrial DNA (mtDNA) and the dysfunction of 
mitochondria are responsible for an heterogeneous group of diseases, known as 
mitochondrial disorders. Mitochondrial dysfunction and mitochondrial morphological 
abnormalities have been reported to Alzheimer’s disease indicating the involment of 
mitochondria in the disease. In this study, 50 samples of Alzheimer patients were 
examined for the presence of mutations in 2 of the 22 mitochondrial tRNA genes 
(tRNAGly, tRNAArg) and 58 samples of controls were examined for the presence of 
mutations in tRNAPhe and tRNAArg. 4 mutations were found in patients. 2 of them, 
T10007C και T10034C, are located at the tRNAGly and the two others, A10398G and 
C10128T, at the ND3 subunit of complex I of electron transport chain. The detected 
mutations were found in a low percentage in patients 2%  but in the controls, with the 
exception of the A10398G which was found in the percentage of 20% in patients 
compared to the percentage of the 13,7% in controls. In the control group we  found 
already known polymorphisms G709A, T10321C and T10463C that did not detected in 
the Alzheimer’s patients. Finally to reach safe results the completion of the research 
concerning all the mitochondrial tRNA genes in patients as well as the comparison with 
a greater group of controls are essential.   
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2. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
2.1 ΤΑ ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΑ  

Τα µιτοχόνδρια είναι µικρά, υποκυτταρικά οργανίδια που συναντώνται στους 
περισσότερους ευκαρυώτες µε εξαίρεση κάποιους µονοκύτταρους οργανισµούς. 
Υπάρχουν σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα (φωτοσυνθετικά και µη) µε εξαίρεση τα 
ώριµα ερυθρά αιµοσφαίρια.   
Μια σύντοµη αναδροµή στη µελέτη των µιτοχονδρίων περιλαµβάνει τα ακόλουθα:    
1886: Ανακάλυψη µιτοχονδρίων από τον R. Altmann.  
1898: Εισαγωγή του όρου «µιτοχόνδριο» (µίτος + χόνδρος).   
1904: Περιγραφή µιτοχονδρίων σε φυτικά κύτταρα.  
1934: Αποµόνωση των οργανιδίων µε υπερφυγοκέντρηση.  
1952: Παρατήρηση της δοµής των µιτοχονδρίων µε τη χρήση του ηλεκτρονικού. 
µικροσκοπίου και συσχέτιση δοµής µε λειτουργία (Εικόνα 1). 
1961: Χηµειοσµωτική θεωρία από τον P. Mitchell. 
1971: ∆ιατύπωση της θεωρίας της ενδοσυµβίωσης.  
1981: Αλληλούχιση του µιτοχονδριακού DNA.  
  

 
Εικόνα 1: ∆οµή ενός µιτοχονδρίου όπως διακρίνεται µε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. 

 
Τα µιτοχόνδρια αποτελούν συνήθως το 18-20% του συνολικού 

κυτταροπλασµατικού όγκου ενός ευκαρυωτικού κυττάρου. Ο αριθµός των 
µιτοχονδρίων σε ένα κύτταρο ποικίλλει σε µεγάλο βαθµό στους διάφορους 
οργανισµούς και κυτταρικούς τύπους και ανάλογα µε την κυτταρική δραστηριότητα, 
από ένα ως και αρκετές χιλιάδες.  Το σχήµα τους είναι ωοειδές και οι διαστάσεις τους 
κυµαίνονται από 0,3-1µm σε διάµετρο και 1-10µm σε µήκος, έχουν δηλαδή τις 
διαστάσεις βακτηρίου.  

Όπως έχει βρεθεί µε ανοσοφθορισµό, η κατανοµή των µιτοχονδρίων µέσα στα 
κύτταρα ακολουθεί σε πολλές περιπτώσεις την κατανοµή των µικροσωληνίσκων, ενώ 
µε παρατήρηση σε µικροσκόπια αντίθετης φάσης και µικροκινηµατογράφηση έχει 
διαπιστωθεί διαρκής κίνηση και αλλαγή σχήµατος (Bereiter-Hahn et al., 1998). 
Πιθανότητα αυτή η πλαστικότητα του σχήµατός τους και η ικανότητά τους να 
αλλάζουν θέση οφείλεται στις αλληλεπιδράσεις µε τον κυτταροσκελετό, µε τον οποίο 
φαίνεται να βρίσκονται σε επαφή (Rappaport et al., 1998). Ακόµη έχουν την ικανότητα 
να συντήκονται και να πολλαπλασιάζονται µε διαίρεση. 
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Κύρια λειτουργία των µιτοχονδρίων είναι η παραγωγή ενέργειας µε τη µορφή 
τριφοσφωρικής αδενοσίνης (ATP), απαραίτητη για την επιβίωση των κυττάρων, για 
αυτό και καλούνται «εργοστάσια παραγωγής ενέργειας». Εµπλέκονται ακόµη σε ένα 
εύρος διαδικασιών, όπως είναι η µεταγωγή σήµατος, η κυτταρική διαφοροποίηση, ο 
κυτταρικός θάνατος, η ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου και της κυτταρικής αύξησης, 
καθώς και η διατήρηση της οµοιόστασης του ενδοκυτταρικού ασβεστίου και η 
παραγωγή θερµότητας.   
   
 
2.1.1 ∆οµή του µιτοχονδρίου 

Η δοµή των µιτοχονδρίων ανακαλύφθηκε µε τη χρήση του ηλεκτρονικού 
µικροσκοπίου (Eικόνα 1). Τα µιτοχόνδρια έχουν δύο συστήµατα µεµβρανών: µια 
εξωτερική µεµβράνη και µια µεγάλων διαστάσεων πτυχωτή εσωτερική µεµβράνη. Έτσι 
δηµιουργούνται δύο διαµερίσµατα στο µιτοχόνδριο: ο διαµεµβρανικός χώρος µεταξύ 
της εσωτερικής και της εξωτερικής µεµβράνης και η µήτρα η οποία περιβάλλεται από 
την εσωτερική µεµβράνη. Οι πτυχώσεις τις εσωτερικής µεµβράνης ονοµάζονται 
ακρολοφίες (Εικόνα 2). 
 
ΕΞΩΤΕΡΙΚΗ ΜΕΜΒΡΑΝΗ (outer membrane):  
Περιβάλλει ολόκληρο το µιτοχόνδριο. Περιέχει πορίνες, που σχηµατίζουν πόρους και 
για αυτό είναι διαπερατή από όλα τα µικρά µόρια και ιόντα (µόρια µε ΜΒ µικρότερο 
από 10kD). 
 
∆ΙΑΜΕΜΒΡΑΝΙΚΟΣ ΧΩΡΟΣ (intermembrane space):  
Ο χώρος µεταξύ της εσωτερικής και εξωτερικής µεµβράνης, ο οποίος λόγω της 
διαπερατότητας της εξωτερικής µεµβράνης περιέχει ιόντα σε ισοδύναµες 
συγκεντρώσεις µε το κυτταρόπλασµα. 
 
ΕΣΩΤΕΡΙΚΗ ΜΕΜΒΡΑΝΗ (inner membrane): 
Είναι αδιαπέραστη σε όλα τα µόρια και η µεταφορά µορίων και ιόντων µέσα και έξω 
από τη µήτρα γίνεται µε τη βοήθεια ειδικών µεταφορέων. Στην εσωτερική µεµβράνη 
πραγµατοποιείται η οξειδωτική φωσφορυλίωση για αυτό και περιέχει ένα πλήθος 
πρωτεϊνών που σχετίζονται µε την κυτταρική αναπνοή. Εκτός από αυτές τις πρωτεΐνες 
στην εσωτερική µεµβράνη υπάρχουν και πρωτεΐνες που συµµετέχουν στη µεταφορά 
µορίων από και προς τη µήτρα και στη σύντηξη και τη διαίρεση των µιτοχονδρίων.     
 
ΑΚΡΟΛΟΦΙΕΣ (cristae):  
Είναι συνήθως κάθετες προς τον επιµήκη άξονα του µιτοχονδρίου και σχηµατίζουν 
ατελή διαφράγµατα, τα οποία δε διακόπτουν τη συνέχεια της µήτρας. Η κατανοµή των 
πτυχώσεων φαίνεται να έχει σχέση µε την έκταση της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης 
που επιτελείται, αφού ο αριθµός των πτυχώσεων αυξάνει καθώς αυξάνει ο ρυθµός της 
οξειδωτικής φωσφορυλίωσης.  
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ΜΗΤΡΑ (matrix):  
Η πυκνότητα της ποικίλλει ανάλογα µε τη λειτουργική κατάσταση του οργανιδίου. Η 
σταθερή της σύνθεση αποτελείται από τα ακόλουθα: τα µόρια του µιτοχονδριακού 
DNA, τα µιτοχονδριακά ριβοσώµατα, ακανόνιστα, πυκνά συσσωµατώµατα, διαµέτρου 
50nm, τα οποία δηµιουργούνται από τη συσσώρευση των κατιόντων, όλα τα ένζυµα 
που παίρνουν µέρος στον κύκλο του κιτρικού οξέος και στη βιοσύνθεση των λιπαρών 
οξέων. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Εικόνα 2: Σχηµατική απεικόνιση της δοµής του µιτοχονδρίου. 
 



 10

2.1.2 Λειτουργίες του µιτοχονδρίου 
α. Παραγωγή ενέργειας  

Στα µιτοχόνδρια ολοκληρώνεται ο µεταβολισµός των σακχάρων και 
παράγεται το ΑΤΡ που χρειάζονται τα αερόβια κύτταρα, µέσω των αντιδράσεων του 
κύκλου του κιτρικού οξέος, ο οποίος λαµβάνει χώρα στη µιτοχονδριακή µήτρα, και 
της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, που πραγµατοποιείται στην εσωτερική 
µιτοχονδριακή µεµβράνη. Για ένα µόριο γλυκόζης που οξειδώνεται παράγονται 
περίπου 36 µόρια ATP. 

Τα µιτοχόνδρια έχουν τη δυνατότητα να χρησιµοποιούν ως καύσιµα τόσο το 
πυροσταφυλικό οξύ, το κύριο προϊόν της γλυκολυτικής οδού, όσο και τα λιπαρά 
οξέα. Και τα δύο είδη καυσίµων εισέρχονται της εσωτερικής µιτοχονδριακής 
µεµβράνης µε ενεργή µεταφορά και κατόπιν µετατρέπονται στο καίριο µεταβολικό 
ενδιάµεσο µέσο, το ακέτυλο-CoA, µε τη δράση ενζύµων που εντοπίζονται στη 
µιτοχονδριακή µήτρα. Στη συνέχεια, οι ακετυλοµάδες του ακέτυλο-CoA 
οξειδώνονται στη µήτρα µέσω του κύκλου του κιτρικού οξέος (κύκλος του Krebs) 
(Εικόνα 3). Οι αντιδράσεις του κύκλου παράγουν CO2 το οποίο αποβάλλεται από το 
κύτταρο, και e- υψηλής ενέργειας που µεταφέρονται από τα ενεργοποιηµένα µόρια 
φορείς NADH και FADH2.  

 

Εικόνα 3: Σχηµατική απεικόνιση του κύκλου του κιτρικού οξέος. 

 
Στη συνέχεια τα e- αυτά µεταφέρονται στην εσωτερική µιτοχονδριακή 

µεµβράνη, όπου εισέρχονται στην αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων, γνωστή επίσης 
και ως αναπνευστική αλυσίδα. Η αναπνευστική αλυσίδα αποτελείται από τέσσερα 
σύµπλοκα στην εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη τα οποία λειτουργούν σαν 
αντλία πρωτονίων (Εικόνα 4) . Είναι οργανωµένη µε τέτοιο τρόπο ώστε να αυξάνεται 
το αναγωγικό δυναµικό σε κάθε βήµα της µεταφοράς των ηλεκτρονίων από το 
NADH στο O2. Η µεταφορά ηλεκτρονίων συνδέεται µε τη µετακίνηση πρωτονίων 
κατά µήκος της εσωτερικής µεµβράνης και αυτή η ηλεκτροχηµική διαβάθµιση 
µετατρέπεται σε χηµική ενέργεια για την παραγωγή ATP από την ATP συνθάση. Τα 
ηλεκτρόνια από το NADH µεταφέρονται στην προσθετική οµάδα FMN της 
οξειδοαναγωγάσης του ζεύγους NADH-συνενζύµου Q (σύµπλοκο Ι). Τα ηλεκτρόνια 
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εµφανίζονται στην QH2, την ανηγµένη µορφή της ουβικινόνης (Q). Το ένζυµο 
ηλεκτρική αφυδρογονάση του κύκλου του κιτρικού οξέος είναι συνιστώσα του 
συµπλόκου της αναγωγάσης του ζεύγους ηλεκτρικού συνενζύµου Q (σύµπλοκο ΙΙ), 
το οποίο προσφέρει ηλεκτρόνια από το  FADH2 στην Q για το σχηµατισµό QH2.  
Αυτός ο  φορέας µεταφέρει τα ηλεκτρόνιά του στην οξειδοαναγωγάση του ζεύγους 
Q-κυτοχρώµατος c (σύµπλοκο ΙΙΙ) το οποίο µε τη σειρά του ανάγει το κυτόχρωµα  c. 
Το κυτόχρωµα c µεταφέρει τα ηλεκτρόνια προς την οξειδάση του κυτοχρώµατος c 
(σύµπλοκο IV). Ένα άτοµο σιδήρου και ένα άτοµο χαλκού στην οξειδάση αυτή 
µεταφέρουν τα ηλεκτρόνια προς το O2, τον τελικό αποδέκτη, για το σχηµατισµό H2O. 

Η ροή των ηλεκτρονίων µέσω των τριών ασύµµετρα προσανατολισµένων 
διαµεµβρανικών συµπλόκων (I, III, IV) έχει ως αποτέλεσµα την άντληση πρωτονίων 
έξω από τη µιτοχονδριακή µήτρα προς το διαµεµβρανικό χώρο και την παραγωγή 
ενός µεµβρανικού δυναµικού. Παράγεται µια πρωτονιοκίνητη δύναµη η οποία 
αποτελείται από µια βαθµίδωση του pH, µε βασική την πλευρά της µήτρας, και ένα 
δυναµικό µεµβρανικό δυναµικό, µε αρνητική την πλευρά της µήτρας, Η ροή των 
πρωτονίων µέσω της ΑΤΡ συνθάσης οδηγεί στην παραγωγή ΑΤΡ από ADP και Pi. Η 
διαδικασία αυτή παρατηρήθηκε από τον Mitchell και ονοµάζεται χηµειόσµωση 
(Mitchell et al., 1967).  
 
 

 
 
Εικόνα 4: Σχηµατική απεικόνιση της αναπνευστικής αλυσίδας. Αποτελείται από τέσσερα 
σύµπλοκα τα οποία λειτουργούν ως αντλία πρωτονίων. Η µεταφορά ηλεκτρονίων συνδέεται µε 
τη µετακίνηση πρωτονίων κατά µήκος της εσωτερικής µεµβράνης και αυτή η ηλεκτροχηµική 
διαβάθµιση µετατρέπεται σε χηµική ενέργεια για την παραγωγή ATP από την ATP συνθάση. 
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β. Ρύθµιση της οµοιόστασης του ενδοκυτταρικού Ca2+ 
Τα µιτοχόνδρια συµµετέχουν στη διατήρηση της οµοιόστασης του 

ενδοκυτταρικού Ca2+. Από τη µια πλευρά παρέχουν την απαραίτητη ενέργεια για τη 
λειτουργία των ATPασών-Ca2+  στην κυτταρική µεµβράνη και στη µεµβράνη του 
ενδοπλασµατικού δικτύου και από την άλλη λειτουργούν ως αποθήκη Ca2+. Η 
πρόσληψη του Ca2+ από τα µιτοχόνδρια εξαρτάται από την παρουσία του δυναµικού 
µεµβράνης και πραγµατοποιείται µέσω µεταφορέων, ενώ η έξοδος από τα 
µιτοχόνδρια γίνεται µε ανταλλαγή H+ ή Na+. Είναι πιθανόν τα µιτοχόνδρια να 
προσλαµβάνουν Ca2+  κατά τη διάρκεια περιοδικών ξαφνικών αυξήσεων της 
ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης  Ca2+ ή όταν βρίσκονται σε στενή επαφή µε το 
ενδοπλασµατικό δίκτυο, την κύρια αποθήκη Ca2+ του κυττάρου.  Η φυσιολογική 
παρουσία του Ca2+  στα µιτοχόνδρια εκτός από τη διατήρηση της οµοιόστασής του 
ενδοκυτταρικά σχετίζεται και µε τη ρύθµιση κάποιων ενζύµων της κυτταρικής 
αναπνοής.   
 
γ. ∆ηµιουργία ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) 

Τα µιτοχόνδρια αποτελούν την κύρια πηγή δηµιουργίας ενεργών ριζών 
οξυγόνου (ROS) µέσα στο κύτταρο, καθώς παράγονται σαν παραπροϊόντα της 
µεταφοράς ηλεκτρονίων. ∆ηλαδή µια µικρή ποσότητα µοριακού οξυγόνου µπορεί να 
υποστεί αναγωγή στα ενδιάµεσα βήµατα της αναπνευστικής αλυσίδας και στη 
συνέχεια µε τη δράση διαφόρων ενζύµων να σχηµατιστούν ελεύθερες ρίζες. Για αυτό 
το λόγο τα µιτοχόνδρια έχουν αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς. Το O2 µετατρέπεται σε 
H2O2 µε τη βοήθεια του ενζύµου δισµουτάση του υπεροξειδίου (SOD). Παρ’ όλα 
αυτά η αλληλεπίδραση του H2O2 µε Fe και Cu παράγει ΟΗ· που µπορεί να 
δηµιουργήσει βλάβες στο mtDNA και λιπιδιακή υπεροξείδωση. ∆ιαταραχές στη 
δηµιουργία των ROS ή στους αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς προκαλούν οξειδωτικό 
stress και κατ’ επέκταση µιτοχονδριακή και κυτταρική βλάβη (π.χ. βλάβες στην 
αναπνευστική αλυσίδα, βλάβες στο DNA, λιπιδιακή οξείδωση) (Allen et al., 1996). 
 
δ. Κυτταρικός θάνατος: νέκρωση και απόπτωση  

Τα µιτοχόνδρια µπορούν να σηµατοδοτήσουν τον κυτταρικό θάνατο είτε 
µέσω της διαδικασίας της νέκρωσης είτε µέσω της απόπτωσης. ∆υσλειτουργία των 
µιτοχονδρίων προκαλεί έλλειψη ATP που µπορεί να οδηγήσει το κύτταρο στη 
νέκρωση. Στην άλλη περίπτωση κατά τη διαδικασία της απόπτωσης τα µιτοχόνδρια 
απελευθερώνουν προ-αποπτωτικές πρωτεΐνες όπως το κυτόχρωµα c και  Bax οι 
οποίοι µε τη σειρά τους θα ενεργοποιήσουν έναν καταρράκτη κασπασών, τον κύριο 
αποπτωτικό µοριακό µηχανισµό (Desagher and Martinou, 2000).   
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2.2 ΤΟ ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΑΚΟ DNA (mtDNA) 
Το µιτοχονδριακό DNA είναι ένα δίκλωνο, υπερελικωµένο, κυκλικό (µε 

κάποιες εξαιρέσεις των πρωτοζώων που είναι ραβδόµορφο) µόριο που εντοπίζεται 
στη µήτρα των µιτοχονδρίων. Υπάρχει σε πολλαπλά αντίγραφα από 2 έως 10 σε κάθε 
µιτοχόνδριο, µε αποτέλεσµα να υπάρχουν 1000-100.000 αντίγραφα του µορίου σε 
κάθε κύτταρο. Η αντιγραφή, η µεταγραφή και η µετάφραση του µιτοχονδριακού  
DNA πραγµατοποιούνται καθ’ όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου ανεξάρτητα 
από τις αντίστοιχες διαδικασίες του πυρηνικού DNA. Αν και τα µιτοχόνδρια 
περιέχουν το δικό τους DNA, το οποίο κωδικοποιεί µια ποικιλία πρωτεϊνών και 
µορίων RNA, δεν περιέχει όλες τις απαραίτητες πληροφορίες για τη σύνθεση όλων 
των λειτουργικών και δοµικών αναγκών των οργανιδίων- γι’ αυτό χαρακτηρίζονται 
ηµιαυτόνοµα οργανίδια- και γίνεται εισαγωγή µορίων από το κυτταρόπλασµα 
(ενζύµων, ρυθµιστικών και ριβοσωµικών πρωτεϊνών) που η σύνθεσή τους ελέγχεται 
από το πυρηνικό DNA. Οι διαδικασίες της αντιγραφής και της µεταγραφής 
στηρίζονται σε πυρηνικούς παράγοντες. Οι πυρηνικοί παράγοντες που προορίζονται 
για τα µιτοχόνδρια µεταφράζονται στα ριβοσώµατα του κυτταροπλάσµατος και 
τροποποιούνται µεταµεταφραστικά µε µία αλληλουχία-οδηγό στο Ν-άκρο, ώστε να 
εισαχθούν στα µιτοχόνδρια µε τη βοήθεια µεταφορέων (Taanman et al., 1999). 
 
2.2.1 Ανθρώπινο µιτοχονδριακό DNA 

Το ανθρώπινο µιτοχονδριακό DNA έχει µέγεθος 16,569 kb (Εικόνα 5), η 
πρωτοταγής δοµή του δηµοσιεύτηκε για πρώτη φορά το 1981 και αναφέρεται ως 
Cambridge reference sequence (Anderson et al., 1981). Ο ένας κλώνος είναι πλούσιος 
σε γουανίνη και αναφέρεται ως βαρύς κλώνος (heavy strand-Η) και ο άλλος είναι 
πλούσιος σε κυτοσίνη και αναφέρεται ως ελαφρύς κλώνος (light strand-L). Οι δύο 
κλώνοι µπορούν να διαχωριστούν µε διαβαθµίσεις πυκνότητας  CsCl2. 

Το µιτοχονδριακό DNΑ κωδικοποιεί συνολικά 37 γονίδια, από τα οποία 13 
κωδικοποιούν υποµονάδες της αναπνευστικής αλυσίδας. Πιο συγκεκριµένα 7 
υποµονάδες του συµπλόκου Ι  (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6), 1 
υποµονάδα του συµπλόκου ΙΙΙ, 3 υποµονάδες του συµπλόκου IV (COXI, COXII, 
COXII I) και 2 υποµονάδες  του συµπλόκου V (ATPase6, ATPase8). Οι υπόλοιπες 
µιτοχονδριακές πρωτεΐνες, συµπεριλαµβανοµένων και όλων των υποµονάδων του 
συµπλόκου ΙΙ, κωδικοποιούνται από το πυρηνικό DNA. 2 από τα µιτοχονδριακά 
γονίδια κωδικοποιούν για rRNA (12S και16S) και 22 για tRNA. Στο µιτοχονδριακό 
γονιδίωµα έχει βρεθεί µια όχι τόσο συντηρηµένη περιοχή πλούσια σε Α-Τ, η οποία 
αποτελεί το σηµείο έναρξης της αντιγραφής και ονοµάζεται D βρόγχος (D-loop).   

Χαρακτηριστικό του ανθρώπινου mtDNA (όπως και των περισσότερων 
θηλαστικών) είναι ότι παρουσιάζει συµπαγή οργάνωση (Attardi, 1985). Αποτελεί 
πρότυπο οικονοµίας, γιατί απουσιάζουν ιντρόνια από τα γονίδιά του και σχεδόν όλη η 
πρωτοταγής νουκλεοτιδική αλληλουχία καθορίζει τη δοµή πρωτεϊνών ή µορίων RNA, 
καθώς δεν υπάρχουν µεσοδιαστηµατικές περιοχές. Το mtDNA κληρονοµείται 
µητρικά και όλα τα µιτοχονδριακά γονίδια προέρχονται αποκλειστικά από τη µητέρα. 
Κατά τη διάρκεια της γονιµοποίησης το σπερµατοζωάριο συνεισφέρει µόνο ένα 
αντίγραφο πυρηνικού DNA αλλά καθόλου µιτοχονδριακού (Hutchison et al., 1974). 
Το mtDNA του σπερµατοζωαρίου βρίσκεται στην ουρά του και δεν εισχωρεί στο 
ωάριο. Σε κάποιες περιπτώσεις έχει αναφερθεί ότι το mtDNA µπορεί να 
κληρονοµηθεί και πατρικά, καθώς µπορεί να διαφύγει µικρή ποσότητα 
κυτταροπλάσµατος από την ουρά και να µπει στο ωάριο (Johns et al., 2003).  
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Εικόνα 5: Σχηµατική απεικόνιση του ανθρώπινου µιτοχονδριακού γονιδιώµατος. Με κίτρινο 
απεικονίζονται τα tRNAs που προκύπτουν από τη µεταγραφή του κλώνου L και µε µπλε αυτά 
που προκύπτουν από τη µεταγραφή του κλώνου Η.  
 
Ο γενετικός κώδικας των µιτοχονδρίων των θηλαστικών έχει µερικά µοναδικά 
χαρακτηριστικά τόσο ως προς τον παγκόσµιο γενετικό κώδικα, όσο και ως προς τον 
κώδικα άλλου είδους (Jukes and Osawa, 1990) (Πίνακας 1). Τα κυριότερα από αυτά 
είναι:   

• Τα κωδικόνια AUA, AUU και AUG χρησιµοποιούνται ως κωδικόνια έναρξης. 
• Το κωδικόνιο UGA κωδικοποιεί για το αµινοξύ τρυπτοφάνη και δεν αποτελεί 

σήµα τερµατισµού, όπως στον παγκόσµιο κώδικα. 
• Τα κωδικόνια  AGA και AGG δεν κωδικοποιούν για το αµινοξύ αργινίνη, 

αλλά αποτελούν κωδικόνια λήξης.  
 

Πίνακας 1: ∆ιαφορές στο γενετικό κώδικα των µιτοχονδρίων των θηλαστικών σε σχέση µε τον 
παγκόσµιο γενετικό κώδικα  

ΚΩ∆ΙΚΟΝΙΟ ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΑΣ 

ΑΝΘΡΩΠΙΝΟΥ mtDNA 

ΠΑΓΚΟΣΜΙΟΣ 
ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΑΣ 

UGA Trp κωδικόνιο λήξης 
AUA Met, κωδικόνιο έναρξης Ile 
AGA Κωδικόνιο λήξης Arg 
AGG Κωδικόνιο λήξης Arg 
AUU Ile, κωδικόνιο έναρξης  Ile 
AUG Met Met, κωδικόνιο έναρξης 
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2.3 ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΑΚΕΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ ΚΑΙ ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΑΚΑ 
ΝΟΣΗΜΑΤΑ 

Το µιτοχονδριακό DNA εµφανίζει υψηλό ρυθµό µεταλλαξιγένεσης και 
µάλιστα 10 φορές υψηλότερο σε σχέση µε το πυρηνικό DNA (Pesole et al.,1999). Το 
mtDNA είναι ιδιαίτερα ευάλωτο σε βλάβες από ελεύθερες ρίζες λόγω της γειτνίασής 
του µε την εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη στην οποία εντοπίζεται η 
αναπνευστική αλυσίδα κατά  τη φυσιολογική λειτουργία της οποίας παράγονται 
ελεύθερες ρίζες (ROS) (Allen et al., 1996). Η απουσία προστατευτικών ιστονών και 
οι περιορισµένοι µηχανισµοί επιδιόρθωσης αυξάνουν την πιθανότητα µετάλλαξης. 
Τέλος το γεγονός ότι το ανθρώπινο mtDNA είναι συµπαγές και δεν έχει ιντρόνια 
µπορεί να συµβάλλει στον υψηλό βαθµό µεταλλαξιγένεσης, καθώς δεν υπάρχουν 
περιθώρια για «άχρηστο» DNA στο οποίο να συσσωρεύονται µεταλλάξεις. Βεβαίως 
τα µιτοχόνδρια περιέχουν έναν αριθµό αντιοξειδωτικών ενζύµων π.χ. δισµουτάση του 
υπεροξειδίου (SOD), ώστε να προστατεύονται από τις ROS και επιδιορθωτικά ένζυµα 
για την επιδιόρθωση των βλαβών στο DNA (Yang et al., 2008). 

Η πρώτη παθογόνος µετάλλαξη στο ανθρώπινο mtDNA περιγράφτηκε το 
1988 (Holt et al., 1988) και από τότε έχουν καταγραφεί άλλες 300 µιτοχονδριακές 
µεταλλάξεις (mitomap). Οι µιτοχονδριακές µεταλλάξεις χωρίζονται σε µεγάλης 
έκτασης ανακατατάξεις (ελλείψεις ή διπλασιασµοί) συνήθως σποραδικές και σε 
σηµειακές µεταλλάξεις, οι οποίες αφορούν γονίδια που συµµετέχουν στην 
πρωτεϊνοσύνθεση των µιτοχονδρίων ή γονίδια που κωδικοποιούν υποµονάδες της 
αναπνευστικής αλυσίδας (Schapira et al., 2006). Σε βιοχηµικό επίπεδο οι 
µιτοχονδριακές µεταλλάξεις µπορούν να επηρεάσουν την πρωτεϊνοσύνθεση και τη 
φυσιολογική λειτουργία της αναπνευστικής αλυσίδας. 

Το mtDNA βρίσκεται σε πολλαπλά αντίγραφα σε κάθε µιτοχόνδριο και σε 
µερικές εκατοντάδες σε κάθε κύτταρο. Σε φυσιολογικές καταστάσεις όλα τα 
αντίγραφα του mtDNA σε ένα κύτταρο είναι όµοια και µε αγρίου τύπου (wild type 
wt) αλληλουχίες. Μια µιτοχονδριακή µετάλλαξη µπορεί να επηρεάσει όλα τα 
αντίγραφα του mtDNA, ένα φαινόµενο που αναφέρεται ως οµοπλασµία. Παρ’ όλα 
αυτά οι περισσότερες παθογόνες µεταλλάξεις επηρεάζουν µόνο κάποια mtDNA 
αντίγραφα, µε αποτέλεσµα τη συνύπαρξη wt και µεταλλαγµένων mtDNA στο ίδιο 
µιτοχόνδριο, κύτταρο, όργανο, και κατ’ επέκταση στο άτοµο σε διαφορετικές 
αναλογίες (ετεροπλασµία).  

Οι διαταραχές που προκαλούνται από δυσλειτουργίες της αναπνευστικής 
αλυσίδας ονοµάζονται µιτοχονδριακά νοσήµατα (Πίνακας 2). Τα µιτοχονδριακά 
νοσήµατα έχουν ποικίλους φαινοτύπους και διαφορετικές ηλικίες έναρξης των 
συµπτωµάτων. Τα όργανα και οι ιστοί που πλήττονται περισσότερο είναι αυτά που 
εξαρτώνται άµεσα από την παραγωγή ενέργειας των µιτοχονδρίων, όπως ο νευρικός 
ιστός, ο καρδιακός και ο µυϊκός ιστός (Di Mauro and Schon., 2003).  

Το επίπεδο της ετεροπλασµίας καθορίζει την εκδήλωση και τη σοβαρότητα 
ενός κλινικού φαινοτύπου που οφείλεται σε µιτοχονδριακή µετάλλαξη. Υπάρχει 
δηλαδή ένα όριο της ετεροπλασµίας που, αν ξεπεραστεί, παρατηρείται κάποιου 
είδους βιοχηµική βλάβη. Όσο υψηλότερος είναι ο βαθµός παθογόνων µεταλλάξεων 
στο mtDNA, τόσο πιο πιθανό είναι ο ασθενής να εµφανίζει σοβαρότερα συµπτώµατα. 
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Πίνακας 2: Παρουσιάζονται κάποια  από τα κύρια µιτοχονδριακά νοσήµατα, οι κυριότερες 
µεταλλάξεις που τα προκαλούν και ο κλινικός τους φαινότυπος  

 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΑΣΘΕΝΕΙΑ ΜΕΤΑΛΛΑΞΗ ΚΛΙΝΙΚΟΣ ΦΑΙΝΟΤΥΠΟΣ 
Μιτοχονδριακή 
εγκεφαλοµυοπάθεια, 
γαλακτική οξέωση, 
εγκεφαλικά επεισόδια  
(ΜELAS)  

• Περίπου το 80% των 
ασθενών φέρει τη 
µετάλλαξη A3243G 
tRNALeu(UUR) 

      
 

Εγκεφαλικά επεισόδια πριν από 
την ηλικία των 40 ετών, 
εγκεφαλοπάθεια, µυοπάθεια, 
γαλακτική οξέωση, ερυθρές 
µυϊκές ίνες. Με µικρότερη 
συχνότητα εµφανίζονται 
σπασµοί, παράνοια, 
καρδιοµυοπάθεια, κώφωση, 
διαβήτης. 

Μυοκλωνική επιληψία µε 
ανώµαλες ερυθρές ίνες 
(MERRF)  

• Περίπου το 80% των 
ασθενών φέρει τη 
µετάλλαξη tRNALys 
A8344G 

 

Μυοκλωνική επιληψία, 
σύγχυση, µυϊκή  αδυναµία, 
ανώµαλες ερυθρές µυικές ίνες, 
κώφωση. 

Σύνδροµο του Leigh (LS) • Η τυπική µετάλλαξη 
εντοπίζεται στην 
υποµονάδα του 
συµπλόκου V    
ΑTPase 6 : T8993G  

 

Αδυναµία στήριξης του 
κεφαλιού, απώλεια ελέγχου 
συγκεκριµένων µυών, καρδιακά 
προβλήµατα, υποτονία, 
γαλακτική οξέωση. 

Κληρονοµική οπτική 
νευροπάθεια του Leber 
(LHON)  

• Το 90% των 
περιπτώσεων φέρει µία 
από τις µεταλλάξεις:  
ND4: G11778A 

             ND1: G3460A 
             ND6: T14484C 
 

Απώλεια όρασης, τύφλωση. 
Επιπρόσθετα µπορεί να 
δηµιουργηθούν καρδιακές 
διαταραχές, αταξία, δυστονία.  

Σύνδροµο Kearns-Sayre 
(KSS)  

• Η τυπική µετάλλαξη 
είναι tRNALeu(UUR) 

G3249A 

Οφθαλµοπάρεση, 
µελαγχρωµατική ρετινοπάθεια 
πριν από την ηλικία των 20 
ετών.  
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 Θεωρητικά απαιτείται 70-90% µεταλλαγµένου mtDNA για την εµφάνιση ενός 
κλινικού φαινοτύπου, αλλά αυτό ποικίλλει ανάλογα µε τη µετάλλαξη. Το όριο αυτό 
είναι διαφορετικό για κάθε κυτταρικό ιστό, κάτι που εξηγεί γιατί µερικοί ιστοί είναι 
πιο ευάλωτοι, ακόµη και µε την ύπαρξη µικρού ποσοστού µεταλλαγµένου DNA, σε 
σχέση µε κάποιους άλλους.  

Κατά τη διάρκεια της κυτταρικής διαίρεσης το mtDNA κατανέµεται τυχαία 
στα θυγατρικά κύτταρα οδηγώντας σε αλλαγή της αναλογίας των µεταλλαγµένων 
µορίων στη διάρκεια της ζωής ενός ασθενούς. Το φαινόµενο αυτό ονοµάζεται 
µιτωτικός διαχωρισµός. Λόγω των αποτελεσµάτων του µιτωτικού διαχωρισµού 
κάποιοι ασθενείς µεταπηδούν από έναν κλινικό φαινότυπο σε άλλο καθώς 
µεγαλώνουν. 

Η σύνδεση γονοτύπου και φαινοτύπου για τα µιτοχονδριακά νοσήµατα είναι 
πολύπλοκη. Οι φαινότυποι που οφείλονται σε παθογόνες µεταλλάξεις είναι 
πολυπληθείς. Η ίδια µετάλλαξη µπορεί να οδηγήσει σε διαφορετικούς φαινοτύπους, 
ενώ ο ίδιος φαινότυπος µπορεί να προκαλείται από διαφορετικές µεταλλάξεις. 
Συνεπώς δεν υπάρχει σαφής συσχέτιση φαινοτύπου-γονοτύπου. Γενικά ένας κλινικός 
φαινότυπος είναι το αποτέλεσµα της αλληλεπίδρασης του επιπέδου της 
ετεροπλασµίας και της κατανοµής των µεταλλαγµένων γονιδιωµάτων στο χώρο 
(οργανίδια, κύτταρα, ιστοί, όργανο) και στο χρόνο. Για αυτό το λόγο τα 
µιτοχονδριακά νοσήµατα είναι πιθανόν να εκδηλωθούν σε οποιοδήποτε ιστό και σε 
οποιαδήποτε ηλικία. Εντούτοις, όπως ήδη αναφέρθηκε, οι µύες, η καρδιά και ο 
εγκέφαλος που εξαρτώνται άµεσα από την οξειδωτική φωσφορυλίωση είναι πιο 
ευάλωτοι από τους υπόλοιπους ιστούς, ακόµη και αν το ποσοστό µετάλλαξης είναι 
χαµηλό. Επιπλέον κι άλλοι παράγοντες συµβάλλουν στην εκδήλωση των φαινοτύπων 
που οφείλονται στην ίδια µετάλλαξη, όπως τα πυρηνικά γονίδια, η ηλικία, το φύλο 
και το περιβάλλον. 
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2.3.1 Παθογόνες και ουδέτερες µεταλλάξεις σε µιτοχονδριακά γονίδια 
tRNA 

      Περισσότερες από τις µισές  
παθογόνες µεταλλάξεις που ευθύνονται  
για µιτοχονδριακές ασθένειες εντοπίζονται  
σε µιτοχονδρικά tRNA γονίδια, γεγονός  
αξιοσηµείωτο καθώς τα tRNA γονίδια 
αποτελούν µόνο το 10% του mtDNA. 
Ορισµένες µεταλλάξεις δεν προκαλούν 
αλλαγή στην τρισδιάστατη δοµή του 
tRNA και συνεπώς στη λειτουργία του 
οπότε αναφέρονται ως πολυµορφισµοί 
και άλλες είναι παθογόνες προκαλώντας 
διάφορα κλινικά συµπτώµατα. 
Ουδέτερες µεταλλάξεις, συνήθως 
σηµειακές, εντοπίζονται σε όλα τα  
tRNA γονίδια και δεν επηρεάζουν τη 
δοµική ακεραιότητα και το λειτουργικό 
ρόλο των µορίων. Παθογόνες 
µεταλλάξεις έχουν βρεθεί σε όλα  τα 
tRNA γονίδια, εκτός από αυτό της 
αργινίνης. Μάλιστα το 50% των 
γνωστών παθογόνων µεταλλάξεων 
εντοπίζεται σε τρία γονίδια tRNA:  
tRNALeu(UUR), tRNALys, tRNAIle  (Zifa et 
al.,2007). Έως τώρα, 243 πολυµορφικές 
και 139 παθογόνες mt tRNA 
µεταλλάξεις έχουν περιγραφεί και έχουν 
γίνει η αφορµή µελέτης πολυάριθµων 
µεµονωµένων αναφορών (Πίνακας 3).  
 Οι περισσότερες µεταλλάξεις είναι 
µεταπτώσεις (πυριµιδίνη σε πυριµιδίνη, 
πουρίνη σε πουρίνη) παρά µεταστροφές 
και κατανέµονται οµοιόµορφα στο 
µόριο των tRNA, τόσο στους βραχίονες 
όσο και στης θηλιές. Αυτές που 
εντοπίζονται στους βραχίονες 
διαταράσσουν το φυσιολογικό 
ζευγάρωµα των βάσεων κατά Watson-Crick και συνήθως εµφανίζονται ως C-A ή G-
U. Στην τριπλέτα του αντικωδικονίου εκλείπουν σχεδόν πλήρως οι µεταλλάξεις, γιατί 
τα νουκλεοτιδικά κατάλοιπα είναι εξαιρετικά συντηρηµένα και οποιαδήποτε αλλαγή 
θα είχε άµεση επίδραση στην πρωτεϊνοσύνθεση.  

Είναι δύσκολο να καθοριστεί πότε µία µετάλλαξη σε tRNA γονίδιο είναι 
παθογόνος. Συνήθως οι παθογόνες µεταλλάξεις µε σοβαρή επίδραση στο φαινότυπο 
επηρεάζουν πολύ συντηρηµένες θέσεις σε αντίθεση µε τις ουδέτερες που 
εντοπίζονται µε µεγαλύτερη συχνότητα σε µη συντηρηµένες περιοχές. Ωστόσο δεν 
υπάρχει σαφής διάκριση για την παθογένεια των µιτοχονδριακών tRNA 
µεταλλάξεων.  

 
 

tRNA 
 

Αριθµός 
παθογόνων 

µεταλλάξεων 

Αριθµός 
πολυµορφισµών

tRNALeu(UUR) 28         7 
tRNALys 14         9 
tRNAIle 14 7 

tRNALeu(CUN) 10 11 
tRNAThr 8 29 

tRNASer(UCN) 7 10 
tRNAPhe 7 10 
tRNAVal 6 10 
tRNATrp 6 13 
tRNAGly 5 12 
tRNATyr 4 7 
tRNAPro 4 9 
tRNAAsn 4 7 
tRNAGln 3 15 
tRNAHis 3 11 
tRNAMet 3 6 
tRNAAla 3 11 

tRNASer(AGY) 3 13 
tRNAGlu 3 9 
tRNACys 2 16 
tRNAAsp 2 11 
tRNAArg 0 9 
Ολικά 139 243 

Πίνακας 3: Παθογόνες και πολυµορφικές 
µεταλλάξεις στα ανθρώπινα γονίδια µιτοχονδριακών  
tRNA Πηγές: (www.mitomap.org και 
www.genpat.uu.se/mtDB) 
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2.4 Η ΝΟΣΟΣ ΤΟΥ ALZHEIMER  
Η νόσος του Alzheimer (Alzheimer Disease, AD) είναι µια νευροεκφυλιστική 

ασθένεια του εγκεφάλου. Περιγράφτηκε για πρώτη φορά από τον Lois Alzheimer το 
1907. Οι περιοχές του εγκεφάλου που πλήττονται είναι ο φλοιός, ο ιππόκαµπος, η 
αµυγδαλή, ο µετωπικός, κροταφικός, πλευρικός και ινιακός λοβός (Εικόνα 6). Τα 
συµπτώµατα της νόσου διακρίνονται σε δύο κατηγορίες:  
1. Γνωσιακές- νοητικές διαταραχές: σταδιακή απώλεια της µνήµης και ιδιαίτερα της 
πρόσφατης µνήµης, δυσκολία προσανατολισµού στο χώρο και στο χρόνο, δυσκολία 
στο λόγο, στη σκέψη, απραξία, αγνωσία. 
2. ∆ιαταραχές της συµπεριφοράς: εµφάνιση απάθειας, αδιαφορίας για το περιβάλλον, 
κοινωνική απόσυρση, κατάθλιψη, σεξουαλική ανικανότητα, επιθετικότητα.  
Επιπλέον µε την εξέλιξη της ασθένειας µπορεί να εµφανιστεί και απώλεια κινητικών 
λειτουργιών, όπως βάδισµα και προσανατολισµός. Μια κλινική εικόνα που µοιάζει µε 
εξωπυραµιδικές κινητικές διαταραχές, όπως η νόσος του Parkinson (Selkoe et al., 
2001).  
 

 
Εικόνα 6: Περιοχές του εγκεφάλου που πλήττονται στη νόσο του Alzheimer. Επηρεάζονται 
περισσότερο το κέντρο της µνήµης, του λόγου και η αµυγδαλή.   
 

Το AD είναι η πιο συχνή αιτία άνοιας στα άτοµα τρίτης ηλικίας. Η συχνότητά 
του µάλιστα αυξάνεται µε την αύξηση του προσδόκιµου της ζωής. ∆ύο είναι οι τύποι 
της νόσου: η οικογενής AD, η οποία κληρονοµείται µε αυτοσωµικό επικρατή 
χαρακτήρα και η σποραδική AD όπου δεν είναι προφανής κάποια κληρονοµικότητα. 
Οι περισσότερες περιπτώσεις της νόσου είναι σποραδικές. Πρόκειται για µια 
πολυπαραγοντική ασθένεια που επηρεάζεται από περιβαλλοντικούς και γενετικούς 
παράγοντες. Το οικογενές µε το σποραδικό Alzheimer είναι φαινοτυπικά όµοια, αλλά 
διαφέρουν στην ηλικία έναρξης συµπτωµάτων. Η οικογενής µορφή είναι πρώιµης 
έναρξης, εκδηλώνεται πριν από την ηλικία των 60 ετών και εµφανίζεται σε ποσοστό 
µικρότερο από 10% του συνολικού αριθµού των περιπτώσεων. Η πλειονότητα των 
περιπτώσεων της νόσου ανήκει στη σποραδική µορφή µε εµφάνιση συµπτωµάτων σε  
άτοµα ηλικίας άνω των 60 ετών. Παρ’ όλη τη διαφορά στην ηλικία έναρξης των 
συµπτωµάτων οι δύο µορφές φαίνονται να έχουν κοινή παθογένεια (Grazina et al., 
2006). 
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2.4.1. Μοριακή βάση της νόσου του Alzheimer 
Η ασθένεια χαρακτηρίζεται από προοδευτική και µη αναστρέψιµη 

καταστροφή νευρώνων, κυρίως χολινεργικών, σε συγκεκριµένες περιοχές του 
εγκεφάλου. Μακροσκοπικά παρατηρείται ατροφία του φλοιού του εγκεφάλου και 
διεύρυνση των αυλάκων (Εικόνα 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 7: Σχηµατική αναπαράσταση του εγκεφάλου φυσιολογικού ατόµου και εγκεφάλου 
ασθενούς που παρουσιάζει τη χαρακτηριστική ατροφία. Παρατηρείται συρρίκνωση του φλοιού 
και του ιππόκαµπου και µεγέθυνση της αµυγδαλής.  
 
 
 
Μικροσκοπικά στον εγκέφαλο ενός ασθενούς παρατηρούνται δύο κυρίως 
νευροπαθολογικά ευρήµατα: οι αµυλοειδείς πλάκες και οι νευροϊνιδιακοί σωροί 
(Εικόνα 8).  
 

 
 

Εικόνα 8: Αριστερά σχηµατική αναπαράσταση των αµυλοειδών πλακών και των 
νευροϊνιδιακών σωρών. ∆εξιά οι δοµές των νευροϊνιδιακών σωρών και των αµυλοειδών 
πλακών σε νευρικά κύτταρα του εγκεφάλου. 
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1. Αµυλοειδείς πλάκες: Πρόκειται για πυκνές και αδιάλυτες εναποθέσεις πρωτεϊνών 
και κυτταρικών συστατικών έξω και γύρω από τους νευρώνες του εγκεφάλου. 
Περιέχουν µεγάλα ποσά β- αµυλοειδούς µαζί µε τµήµατα νευρώνων και µη νευρικών 
κυττάρων, όπως µικρογλοία και αστροκύτταρα. Μορφολογικά οι νευρώνες αυτοί 
είναι διογκωµένοι και ελικοειδείς και χαρακτηρίζονται από δοµικές ανωµαλίες, 
συµπεριλαµβανοµένων µεγάλων λυσοσωµάτων, πολλών µιτοχονδρίων και 
ελικοειδών ινιδίων. Η  ανάπτυξη των πλακών γίνεται σταδιακά από µήνες ως χρόνια. 
Το κύριο συστατικό των πλακών είναι ένα µικρό πεπτίδιο 42 αµινοξέων που 
ονοµάζεται Αβ και προκύπτει µε πρωτεόλυση της πρόδροµης πρωτεΐνης του 
αµυλοειδούς β (APP, Amyloid β Precursor Protein) (Glenner et al., 1984). Η ΑΡΡ έχει 
θέσεις πρωτεόλυσης και αποτελεί υπόστρωµα για σεκρετάσες (α-, β-, γ-) που η 
καθεµία κόβει σε διαφορετικό σηµείο. Για την αποτελεσµατική δράση της γ-
σεκρετάσης απαιτείται η πρεσενιλίνη. 
2. Νευροϊνιδιακοί σωροί: Αποτελούνται από ενδοκυττάριες συγκεντρώσεις 
ανώµαλων ινιδίων µε κύριο συστατικό την πρωτεΐνη T (tau). Αυτή η πρωτεΐνη 
προάγει τον πολυµερισµό της σωληνίνης και τη συγκρότηση των µικροσωληνίσκων. 
Η ανώµαλη φωσφορυλίωσή της προκαλεί αυτές τις δοµές (Grundke et al., 1986).   

  
  2.4.2 Γενετική βάση της νόσου του Alzheimer 
  Σε περιπτώσεις οικογενούς µορφής του Alzheimer εντοπίστηκαν τρία 
διαφορετικά γονίδια τα οποία ευθύνονται για το ήµισυ περίπου των περιπτώσεων 
πρώιµης έναρξης της νόσου. Μεταλλάξεις οποιουδήποτε από αυτά τα γονίδια 
αυξάνουν τη συσσώρευση του πεπτιδίου Αβ, που σχηµατίζει τις αµυλοειδείς πλάκες. 
∆ύο από αυτά τα γονίδια, τα presenilin 1 (PS1) και presenilin 2 (PS2) (St George-
Hyslop et al., 1992; van Broeckhoven et al., 1992), κωδικοποιούν συστατικά ενός 
ενζύµου το οποίο ευθύνεται για το κόψιµο της πρόδροµης πρωτεΐνης του 
αµυλοειδούς β (ΑΡΡ). Τα άτοµα που φέρουν µεταλλάξεις στα γονίδια PS1 και PS2 
κόβουν την APP µε ανώµαλο τρόπο, µε αποτέλεσµα την αύξηση της συγκέντρωσης 
του πεπτιδίου Αβ. Επιπλέον σε ορισµένες σπάνιες περιπτώσεις έχουν εντοπιστεί 
µεταλλάξεις στο γονίδιο που κωδικοποιεί την ίδια την ΑΡΡ (St George-Hyslop et al., 
1987), οι οποίες επίσης αυξάνουν την παραγωγή του πεπτιδίου Αβ.  

Σε περιπτώσεις σποραδικής µορφής, όταν δηλαδή η ασθένεια εµφανίζεται σε 
άτοµα ηλικίας άνω των 60ετών, δεν εντοπίζονται µεταλλάξεις στα γονίδια που 
κωδικοποιούν την ΑΡΡ ή την πρεσενιλίνη. Προκειµένου οι ερευνητές να εντοπίσουν 
τους γενετικούς παράγοντες που εµπλέκονται στις συνηθέστερες µορφές της νόσου, 
έχουν εξετάσει γονίδια τα οποία κωδικοποιούν πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε την 
ΑΡΡ και προκαλούν αύξηση της συσσώρευσης του πεπτιδίου Αβ. Χάρη σε πειράµατα 
γενετικής σύνδεσης εντοπίστηκε µια περιοχή στο µεγάλο βραχίονα του 
χρωµοσώµατος 19, η οποία περιλαµβάνει το γονίδιο που κωδικοποιεί την 
απολιποπρωτεΐνη Ε (ΑΡΟΕ) (Pericak-Vance et al., 1991). Η γενετική ανάλυση που 
ακολούθησε έδειξε ότι η συµβολή του ΑΡΟΕ στη νόσο του Alzheimer είναι όντως 
σηµαντική. Η apoE4 είναι µια πρωτεΐνη 34kD, που παίζει ρόλο στο µεταβολισµό των 
λιπιδίων. Υπάρχουν τρία κύρια αλληλόµορφα του γονιδίου ΑΡΟΕ: το ε2, το ε3 και το 
ε4. ∆ιαπιστώθηκε ότι η παρουσία τουλάχιστον ενός αλληλοµόρφου ε4 ήταν σχεδόν 
τρεις φορές συχνότερη στα άτοµα που έπασχαν από τη νόσου του Alzheimer από ό,τι 
σε άτοµα από οµάδα αναφοράς (Corder et al., 1993). ∆ιαπιστώθηκε επίσης ότι οι 
γονότυποι του γονιδίου ΑΡΟΕ επηρεάζουν την ηλικία κατά την οποία εµφανίζεται η 
νόσος. Τυπικά η ηλικία εµφάνισης είναι τα 80-85 χρόνια, αλλά τα άτοµα που φέρουν 
το αλληλόµορφο ε4 του ΑΡΟΕ σε ετερόζυγη κατάσταση και εκδηλώνουν τη νόσο 
εµφανίζουν τα πρώτα συµπτώµατά της συνήθως σε ηλικία περίπου 75 ετών. Τα 
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άτοµα που φέρουν το ε4 σε οµόζυγη κατάσταση και εκδηλώνουν τη νόσο εµφανίζουν 
τα πρώτα συµπτώµατα ακόµα νωρίτερα, µεταξύ 65 και 70 ετών (Farrer et al., 1997). 
Αν και η συσχέτιση µεταξύ της νόσου του Alzheimer και της ΑΡΟΕ έχει 
επιβεβαιωθεί από πολλές µελέτες, ο µηχανισµός που συνδέει το µόριο αυτό µε την 
ασθένεια δεν είναι γνωστός. Ο γονότυπος του ΑΡΟΕ θεωρείται ότι ευθύνεται για το 
50% περίπου της προδιάθεσης για την όψιµη έναρξη της νόσου του Alzheimer, αλλά 
δεν αποτελεί ούτε αναγκαία ούτε ικανή συνθήκη για την εκδήλωσή της.  

Εκτός από τα 3 κύρια γονίδια που αναφέρονται παραπάνω (PS1, PS2, APOE) 
αλλά 660 γονίδια (www.alzgene.org) είναι υποψήφια για την εµπλοκή τους στη νόσο 
του Alzheimer. Τα περισσότερα από αυτά είναι πρωτεολυτικά ένζυµα, πρωτεΐνες 
πλάσµατος, αυξητικοί παράγοντες και µεµβρανικοί υποδοχείς. Ανάλογα µε τη 
λειτουργία τους και τη συµµετοχή τους στα µονοπάτια παθογένεσης του Alzheimer 
έχουν βρεθεί µεταλλάξεις σε γονίδια που σχετίζονται µε: τη σύνθεση της APP στο 
ενδοπλασµατικό δίκτυο, την πρωτεόλυση της ΑΡΡ, την ενδοκύττωση της ΑΡΡ, την 
αντιφλεγµονώδη αντίδραση λόγω της συνάθροισης του Αβ πεπτιδίου, το οξειδωτικό 
stress που επάγεται από τα Αβ πεπτίδια, το µεταβολισµό της χοληστερόλης στον 
εγκέφαλο, τη συναπτική δυσλειτουργία και τη διαταραχή της οµοιόστασης του Ca2+. 

Από τα παραπάνω φαίνεται ότι η νόσος είναι πιθανό να προκαλείται από 
πολλαπλούς γενετικούς παράγοντες. Στην πλειονότητα των περιπτώσεων οι γενετικοί 
παράγοντες δρουν σαν αιτίες προδιάθεσης, χωρίς να είναι ικανοί να προκαλέσουν την 
ασθένεια αλλά ικανοί να αυξήσουν τον κίνδυνο εµφάνισής της. Οι γενετικοί 
παράγοντες µπορούν να ασκήσουν την παθογόνο δράση τους αλληλεπιδρώντας µε 
περιβαλλοντικούς παράγοντες ή κάτω από φυσιολογικές ή παθολογικές συνθήκες. 
Μπορούν βέβαια να αλληλεπιδρούν και µεταξύ τους συµβάλλοντας έτσι στην 
εµφάνιση της νόσου.     

 
2.4.3 Τα µιτοχόνδρια και η συσχέτισή τους µε τη νόσο του Alzheimer 
 Όπως φαίνεται και από τα παραπάνω είναι πιθανόν να εµπλέκονται επιπλέον 
µηχανισµοί στην παθογένεση και στην εξέλιξη της νόσου του Alzheimer. Η εµπλοκή 
των µιτοχονδρίων στην παθογένεση της ασθένειας προτάθηκε αρχικά µε βάση την 
παρατήρηση ότι ο µεταβολισµός της γλυκόζης είναι µειωµένος στη νόσο (Horwitz et 
al., 1987; Hoyer et al., 1988), υποδεικνύοντας τη µη φυσιολογική λειτουργία τους. 
Ακόµη κύριο χαρακτηριστικό των ασθενών είναι η ανεπάρκεια κυτοχρωµικής 
οξειδάσης c (COX) που αρχικά παρατηρήθηκε στα αιµοπετάλια ασθενών (Parker et 
al., 1989) και αργότερα και στον εγκέφαλο (Kish et al., 1992; Mutisya et al., 1994). 
Έχουν βρεθεί επιπλέον αλλαγές στην ενεργότητα κάποιων ενζύµων του κύκλου του 
Krebs µε βασικότερες τη µείωση της ενεργότητας της πυροσταφυλικής 
δεϋδρογονάσης και της α-κετογλουταρικής δεϋδρογονάσης, ένζυµα κλειδιά του 
κύκλου (Blass and Brown, 2000; Gibson et al.,2008). In vitro πειράµατα έχουν δείξει 
ότι το Αβ πεπτίδιο καταστέλλει την COX, την πυροσταφυλική δεϋδρογονάση και την 
α-κετογλουταρική δεϋδρογονάση προτείνοντας ότι το Αβ έχει άµεση επίδραση στην 
παραγωγή της ενέργειας στα µιτοχόνδρια (Perez-Gracia et al., 2008).   

Ταυτόχρονα µε τις βλάβες που εντοπίζονται στη λειτουργία των µιτοχονδρίων 
εµφανίζονται και ανωµαλίες στη µορφή τους. Στους νευρώνες των ασθενών τα 
µιτοχόνδρια είναι επιµηκυµένα και διογκωµένα µε κατεστραµµένες ακρολοφίες 
(Εικόνα 9). Επιπλέον ο αριθµός τους είναι µειωµένος (Hirai et al., 2001; Castellanni 
et al., 2002). Οι µελέτες δείχνουν αλλαγές όχι µόνο στη µορφολογία των 
µιτοχονδρίων αλλά και στην κατανοµή τους. Ειδικότερα τα µιτοχόνδρια φαίνεται να 
συγκεντρώνονται γύρω από τον πυρήνα των προσβεβληµένων κυττάρων (Wang et al., 
2008). Τα παραπάνω ευρήµατα έχουν εντοπιστεί τόσο σε νευρώνες, που είναι ο 
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πρώτος στόχος της ασθένειας, όσο και σε άλλα κύτταρα όπως οι ινοβλάστες. Τέλος 
από αυτοψίες εγκεφάλων έχει εντοπιστεί Αβ αµυλοειδές στις µιτοχονδριακές 
ακρολοφίες (Petersen et al., 2008).   

 
 

 
 

Εικόνα 9: Στους νευρώνες των ασθενών µε Alzheimer παρατηρούνται λιγότερα, διογκωµένα 
και µε κατεστραµµένες ακρολοφίες µιτοχόνδρια. 

 
Όλα τα στοιχεία δείχνουν ότι στους ασθενείς µε Alzheimer τα µιτοχόνδρια δε 

λειτουργούν σωστά. Η µιτοχονδριακή δυσλειτουργία είναι µια σηµαντική αιτία για 
την εµφάνιση οξειδωτικού stress στον εγκέφαλο ασθενών. Ο εγκέφαλος είναι 
ευαίσθητος στο οξειδωτικό stress λόγω της υψηλής περιεκτικότητας του σε λιπίδια, 
των υψηλών απαιτήσεων του σε ενέργεια και των χαµηλών επιπέδων του σε 
αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς. Πράγµατι αυξηµένοι δείκτες οξειδωτικού stress, 
έχουν βρεθεί σε προσβεβληµένες περιοχές του εγκεφάλου, στο εγκεφαλονωτιαίο 
υγρό, στο πλάσµα, στον ορό και στα ούρα ασθενών µε Alzheimer υποδεικνύοντας 
την αυξηµένη παραγωγή ελεύθερων ριζών από τα µιτοχόνδρια. Ανάµεσα σ’ αυτούς 
τους δείκτες συγκαταλέγονται: η 8-υδροξυ-2΄δεοξυγουανοσίνη (8-OHdG) που 
βρέθηκε αυξηµένη στο mtDNA σε σχέση µε το nDNA, τα αυξηµένα προϊόντα 
λιπιδιακής υπεροξείδωσης (κυρίως αλδεϋδικά παράγωγα), τα αυξηµένα επίπεδα Cu 
και Fe που συµβάλλουν στη δηµιουργία ROS (Moreira et al., 2008). Με βάση τα 
παραπάνω προτείνεται ότι η υπερπαραγωγή των ROS από τα δυσλειτουργικά 
µιτοχόνδρια µπορεί να προκαλέσει οξειδωτική βλάβη σε µακροµόρια όπως τα 
λιπίδια, τις πρωτεΐνες και τα νουκλεϊκά οξέα, µε αποτέλεσµα την αποσταθεροποίηση 
της δοµής της κυτταρικής µεµβράνης, αλλαγή στη διαπερατότητα της µεµβράνης των 
µιτοχονδρίων, τη συγκέντρωση µη αναδιπλωµένων ή µη φυσιολογικά 
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αναδιπλωµένων πρωτεϊνών και µεταλλάξεις στο DNA. Σε εγκεφάλους ασθενών µε 
Alzheimer έχουν παρατηρηθεί αυξηµένα επίπεδα θρυµµατισµένου DNA και 
αυξηµένη ενεργοποίηση αποπτωτικών πρωτεϊνών όπως Bax και κασπάση-3 που 
δείχνουν την ενεργοποίηση µονοπατιών απόπτωσης (Su et al., 1997; Su et al., 2002).  
Tα µη φυσιολογικά µιτοχόνδρια λόγω της αλλαγής στη διαπερατότητα της µεµβράνης 
τους ενεργοποιούν µονοπάτια απόπτωσης απελευθερώνοντας κυτόχρωµα c και Ca2+ 

σε καταστάσεις που αυτό δεν είναι απαραίτητο.  
 
2.4.4 Μιτοχονδριακές µεταλλάξεις και νόσος του Alzheimer 

Λόγω των µεταβολών που παρατηρούνται στη δοµή και τη λειτουργία των 
µιτοχονδρίων σε ασθενείς µε Alzheimer µελετήθηκε τυχόν συµµετοχή  µεταλλάξεων 
στο mtDNA, οι οποίες θα µπορούσαν να ευθύνονται για τη µιτοχονδριακή 
δυσλειτουργία.  

Στη βιβλιογραφία αναφέρονται µεταλλάξεις σε όλες τις περιοχές του 
µιτοχονδριακού DNA, οι οποίες εµφανίζονται µε µεγαλύτερη συχνότητα στους 
ασθενείς µε Alzheimer σε σχέση µε τις οµάδες αναφοράς (Πίνακας 4), (Lin et al., 
1992; Shoffner et al., 1993; Brown et al., 1996; Coskun et al., 2004; Grazina et al., 
2005; Elson et al., 2006; Tanaka et al., 2010). Πιο ειδικά για τις µεταλλάξεις σε 
µιτοχονδριακά tRNA γονίδια και τη συµβολή τους στη νόσο του Alzheimer  δεν 
υπάρχει ξεκάθαρη εικόνα. Η πιο εδραιωµένη και συχνή µετάλλαξη tRNA γονιδίων 
που φέρουν άτοµα µε τη νόσο εντοπίζεται στο tRNAGln  και είναι η µετάπτωση 
T4336C που παρατηρήθηκε για πρώτη φορά  σε Καυκάσιους ασθενείς µε Alzheimer 
µε συχνότητα 5,2%, ενώ στην οµάδα ελέγχου µε 0,7%  (Shoffner et al., 1993). Η 
συσχέτιση αυτής της µετάλλαξης µε τη νόσο έχει επιβεβαιωθεί και από άλλες 
ερευνητικές οµάδες (Hutchin and Contopassi., 1995). Ωστόσο άλλες µελέτες 
υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει κάποια σύνδεση µεταξύ της συγκεκριµένης 
µετάλλαξης και της ασθένειας (Wragg et al., 1995).  

 Κάποιες έρευνες ταυτοποιούν την απλοοµάδα J σαν παράγοντα κινδύνου για 
εµφάνιση της νόσου και την απλοοµάδα T σαν προστατευτικό παράγοντα (Chagnon 
et al., 1999). Επιπλέον η απλοοµάδα U έχει βρεθεί να υπερ-αντιπροσωπεύεται σε 
αρσενικά άτοµα που εµφανίζουν τη νόσο, υπονοώντας έτσι κάποια προδιάθεση για 
τους άντρες που ανήκουν στην απλοοµάδα αυτή, ενώ στις γυναίκες ίσως προσδίδει 
κάποιο προστατευτικό πλεονέκτηµα καθώς υπο-αντιπροσωπεύεται (van der Walt et 
al., 2004). Εντούτοις υπάρχει και η άποψη ότι δεν υπάρχει σχέση µεταξύ των mtDNA 
απλοοµάδων και της νόσου (Zsurka et al., 1998).  
 
Πίνακας 4: Χρονολογική αναφορά µελετών στο mtDNA για την ανίχνευση µεταλλάξεων σε 
ασθενείς µε Alzheimer.  

ΜΕΛΕΤΕΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΣΤΟ mtDNA ΣΕ 
ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΜΕ ALZHEIMER 

• 10/19 ασθενείς µε Alzheimer έφεραν τη µετάλλαξη G5460A στο ND2 γονίδιο 
χωρίς αυτή να εντοπιστεί στα 11 controls (Lin et al., 1992). 

• H µετάλλαξη G5460A δεν επιβεβαιώθηκε σε καµία από τις 15 περιπτώσεις 
ασθενών που εξετάστηκαν (Petruzella et al., 1992).  

• Παρατηρήθηκε έλλειψη 4977bp µε συχνότητα 0,14% στους ασθενείς και 
0,12% στα controls (Blanchard et al., 1993). 

• Εντοπίστηκε η µετάλλαξη A4336G στο tRNAGln σε ποσοστό 5,2% των 
ασθενών και 0,7 στα controls. Βρέθηκαν ακόµη οι: 956-965 (προσθήκη C) 
στο 12S rRNA, G3196A στο 16S rRNA και A3397G στο ND1 (Shoffner et 
al., 1993). 
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• H έλλειψη 4977bp παρατηρήθηκε 15 φορές πιο συχνά σε εγκεφάλους από 

ασθενείς µε Alzheimer (Corral-Debrinski et al., 1994). 
• Επιβεβαίωση της µετάλλαξης A4336G σε 8,3% από 72 ασθενείς και σε 0,34% 

σε 296 controls (Hutcin and Cortopassi, 1995). 
• Εξέταση 155 δειγµάτων αίµατος ασθενών για την εύρεση της A4336G. ∆εν 

επιβεβαιώθηκε σε κανένα (Wragg et al., 1995).  
• Εξέταση 3 ασθενών µε Alzheimer και Parkinson και ενός µόνο µε Parkinson. 

1 από τους 3 έφερε την A4336G, ενώ βρέθηκαν και σπάνιες µεταλλάξεις µε 
αλλαγή αµινοξέος (Brown et al., 1996).  

• Εξέταση 70 ασθενών για τις µεταλλάξεις A4336G, A3397G, T4216C και 
G13708A. Βρέθηκε µόνο η A4336G σε έναν ασθενή και όχι στα controls 
(Zsurka et al., 1998).  

• Αλληλούχιση 69 δειγµάτων ασθενών και 83 controls για τα 3 CO γονίδια και 
τα 22 tRNA. Εντοπίστηκαν 95 πολυµορφισµοί: 52 σιωπηλοί, 15 στα tRNA 
και 9 στα rRNA και 19 που επέφεραν αλλαγή του αµινοξέος. Οι συχνότητες 
στους ασθενείς και στα controls ήταν παρόµοιες. Βρέθηκαν ακόµη 34 νέες 
µεταλλάξεις (Chagnon et al., 1999).  

• Εξέταση 20 ασθενών για τη σηµειακή µετάλλαξη C16390T στην D-loop 
περιοχή. Βρέθηκε ότι ήταν 3 φορές πιο συχνή στους εγκεφάλους ασθενών σε 
σχέση µε τα controls (Chang et al., 2000).    

• Αλληλούχιση της D-loop ανάµεσα στις θέσεις 333-785 σε ασθενείς. Βρέθηκε 
ένας καινούριος πολυµορφισµός, ο T466C (Chinnery et al., 2001).  

• Ανίχνευση των µεταλλάξεων G8206T και A8224T στο COII (Qui et al., 
2001). 

• Έρευνα για τη συσχέτιση της ασθένειας µε συγκεκριµένες απλοοµάδες. 
Εξετάστηκαν 989 ασθενείς και 328 controls. Αρσενικά άτοµα στην 
απλοοµάδα U είχαν αυξηµένο κίνδυνο για εµφάνιση Alzheimer σε αντίθεση 
µε τα θηλυκά (van der Walt et al., 2004). 

• Ανάλυση της D-loop περιοχής 23 ασθενών και 40 controls. Βρέθηκε σε 65% η 
µετάλλαξη T414G (Coskun et al., 2004).  

• Ανίχνευση των µεταλλάξεων T3197C και T3199C στο 16S rRNA και της 
Τ3338C στο ND1 (Grazina et al., 2005). 

• Ανίχνευση της προσθήκης 956-965 (poly-C) και της Α856G στο12S rRNA. 
Χαρακτηρισµός ως παράγοντες κινδύνου για την εµφάνιση της νόσου (Tanaka 
et al., 2010).  

 
 
 Η εµπλοκή των µιτοχονδρίων στη νόσο του Alzheimer είναι ευρέως αποδεκτή 
λόγω των ανωµαλιών που παρουσιάζονται στη λειτουργία τους και των µεταλλάξεων 
που έχουν εντοπιστεί στο DNA τους, όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Αυτό που µένει 
να διασαφηνιστεί είναι αν η µιτοχονδριακή βλάβη είναι συνέπεια της ασθένειας ή αν 
οι µιτοχονδριακές ανωµαλίες παίζουν ρόλο στην παθογένεση και στην εξέλιξη της 
ασθένειας.  
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2.5 ΣΚΟΠΟΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ  
 Με  γνωστή τη µιτοχονδριακή δυσλειτουργία και τις µορφολογικές ανωµαλίες 
των µιτοχονδρίων που παρατηρούνται σε ασθενείς µε Alzheimer αλλά και τον αριθµό 
των µεταλλάξεων στο mtDNA που αναφέρονται στη βιβλιογραφία, σκοπός της 
παρούσας εργασίας είναι η ανίχνευση και ταυτοποίηση µεταλλάξεων σε 
µιτοχονδριακά tRNA γονίδια σε 50 ασθενείς µε τη νόσο του Alzheimer και σε 58 
άτοµα χωρίς κάποιο κλινικό σύµπτωµα. Τα γονίδια που µελετήθηκαν είναι: tRNAGly, 
tRNAArg  για τους ασθενείς µε το Alzheimer και tRNAPhe, tRNAArg για τα άτοµα 
χωρίς κάποιο κλινικό σύµπτωµα.  
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
3.1 ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΥΛΙΚΟ 

Για τη µελέτη χρησιµοποιήθηκαν 50 δείγµατα DNA ασθενών µε Alzheimer 
και 58 δείγµατα ολικού αίµατος υγιών ατόµων που προµηθευτήκαµε από το 
Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο Λάρισας.  

Η διαδικασία της µελέτης, µε σκοπό την εύρεση µεταλλάξεων σε tRNA 
γονίδια του µιτοχονδριακού DNA, συνολικά ήταν η ακόλουθη: PCR, SSCP, 
καθαρισµός των PCR προϊόντων, αλληλούχιση, επεξεργασία αλληλούχισης. 
 
3.2 ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR, Polymerase 
Chain Reaction)  

Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) επινοήθηκε από 
τον Kary Mullis το 1983 και αποτελεί σηµαντικό εργαλείο της Μοριακής Βιολογίας 
τόσο για ερευνητικές όσο και για διαγνωστικές εφαρµογές. Πρόκειται για µια 
ενζυµική µέθοδο που επιτρέπει τον in vitro ειδικό πολλαπλασιασµό µιας αλληλουχίας 
DNA από κάποιο βιολογικό δείγµα. Είναι µια ευαίσθητη τεχνική που µπορεί να 
παράγει εκατοµµύρια φορές µια αλληλουχία από ένα µόνο µόριο DNA, χωρίς πρώτα 
να κλωνοποιηθεί. Υπάρχουν αρκετές παραλλαγές της µεθόδου π.χ. RT-PCR. Στη 
συγκεκριµένη µελέτη πραγµατοποιήθηκε η απλή PCR. 
 
 3.2.1 Αρχή της µεθόδου 

Η PCR βασίζεται στη δράση του ενζύµου DNA πολυµεράση. Η DNA 
πολυµεράση χρησιµοποιεί µονόκλωνο DNA για τη σύνθεση ενός συµπληρωµατικού 
κλώνου µε κατεύθυνση 5΄-3΄. Για να προκύψει µονόκλωνο µόριο DNA αρκεί η 
θέρµανση του δίκλωνου σε υψηλές θερµοκρασίες οπότε και οι κλώνοι 
µετουσιώνονται και διαχωρίζονται. Και οι δύο κλώνοι της διπλής έλικας του DNA 
µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως µήτρα για τη σύνθεση νέων µορίων. Το ένζυµο 
απαιτεί ένα τµήµα δίκλωνου DNA ώστε να ξεκινήσει τη σύνθεση γι αυτό και στην 
αντίδραση προστίθενται δύο ειδικοί, συνθετικοί ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές. 
Καθένας από αυτούς είναι συµπληρωµατικός µε µια περιοχή του ενός από τους δύο 
κλώνους του DNA-στόχου, ώστε να υβριδοποιείται σε αυτή. Οι κύκλοι θέρµανσης, 
υβριδοποίησης των εκκινητών στη µήτρα και επέκτασής τους µε αποτέλεσµα τη 
σύνθεση νέων µορίων DNA επαναλαµβάνονται, έτσι ώστε µετά από n κύκλους η 
αντίδραση να δίνει θεωρητικά έως 2n δίκλωνα µόρια DNA τα οποία φέρουν 
αντίγραφα της αλληλουχίας που βρίσκεται ανάµεσα στους εκκινητές.  
 
Συστατικά της αντίδρασης  

Τα συστατικά της αντίδρασης περιλαµβάνουν: το DNA από κάποιο βιολογικό 
δείγµα, την ειδική DNA πολυµεράση, ρυθµιστικό διάλυµα (buffer solution), MgCl2, 
ένα ζεύγος κατάλληλων εκκινητών (primers), µίγµα από τα τέσσερα 
δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs) και ddH2O.  

• Το DNA χρησιµεύει ως εκµαγείο. 
• Η DNA πολυµεράση η οποία χρησιµοποιείται, Taq πολυµεράση, είναι 

θερµοάντοχη, δηλαδή αντέχει σε επαναλαµβανόµενη θέρµανση στους 94-
95oC, χωρίς να απαιτείται η προσθήκη νέου ενζύµου µετά από κάθε κύκλο 
πολυµερισµού. Οι πολυµεράσες αυτές αποµονώνονται από θερµόφιλα 
βακτήρια όπως το είδος Thermus Aquaticus ή από Αρχαία που ζουν σε υψηλές 
θερµοκρασίες. Πρέπει να σηµειωθεί ότι η Taq πολυµεράση δεν έχει 3΄-5΄ 
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δράση εξωνουκλεάσης και για αυτό στο τελικό προϊόν παραµένουν 
νουκλεοτίδια που έχουν εισαχθεί λανθασµένα.   

• Το ρυθµιστικό διάλυµα (buffer solution) δηµιουργεί το κατάλληλο 
περιβάλλον π.χ. pH για τη βέλτιστη δραστικότητα και σταθερότητα του 
ενζύµου.  

• Το MgCl2
 αποτελεί συµπαράγοντα για την DNA πολυµεράση, οπότε είναι 

απαραίτητο για τη δράση της.  
• Οι εκκινητές (primers) είναι συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια µήκους 17-28 

νουκλεοτιδίων µε δοµή συµπληρωµατική στην αρχή και στο τέλος της 
αλληλουχίας στόχου. Μεγαλύτερες συγκεντρώσεις µπορούν να προκαλέσουν 
λανθασµένη έναρξη και παραγωγή µη ειδικών προϊόντων. Στο σχεδιασµό των 
εκκινητών πρέπει να δίνεται σηµασία στα ακόλουθα:  

 Τα 3΄ άκρα των δύο εκκινητών να µην είναι συµπληρωµατικά, ώστε να 
αποφεύγεται η χρήση τους ως υπόστρωµα και συνεπώς ο σχηµατισµός 
διµερών. 

 Το περιεχόµενο σε G-C να είναι 50-60%. 
 Οι θερµοκρασίες τήξεως των δύο εκκινητών να είναι παρόµοιες.   

  
Στάδια της αντίδρασης  

Οι επαναλαµβανόµενοι κύκλοι αποδιάταξης, ένωσης και αντιγραφής από την 
πολυµεράση µπορούν να αυτοµατοποιηθούν µε τη χρήση µιας συσκευής, του 
θερµικού κυκλοποιητή, που προγραµµατίζεται ώστε να µεταβαίνει κυκλικά στις 
επιθυµητές θερµοκρασίες για συγκεκριµένα χρονικά διαστήµατα.  
 
Ένας κύκλος αποτελείται από τρία στάδια    (Εικόνα 10):  

1. Στάδιο αποδιάταξης DNA (denaturation): H θερµοκρασία ανέρχεται στους 
95oC για 30sec. Οι δύο κλώνοι του DNA µετουσιώνονται καθώς διασπώνται 
οι δεσµοί υδρογόνου και διαχωρίζονται σε µονόκλωνες αλυσίδες.  

2. Στάδιο υβριδισµού (annealing): Σε αυτό το στάδιο η θερµοκρασία µειώνεται 
στους 30-65 oC για 30sec επιτρέποντας την υβριδοποίηση των εκκινητών µε 
το µονόκλωνο DNA. Η θερµοκρασία και ο χρόνος που χρειάζεται για την 
υβριδοποίηση των εκκινητών εξαρτάται από τη συγκέντρωσή τους στην 
αντίδραση, το µήκος και την αλληλουχία των βάσεών τους. Η θερµοκρασία 
του υβριδισµού ρυθµίζεται περίπου 5 oC χαµηλότερα από το σηµείο τήξης 
(Tm).  

3. Στάδιο επιµήκυνσης (extention): Η θερµοκρασία ανεβαίνει και πάλι στους 65-
75 oC για 2-5min ώστε η DNA πολυµεράση να ξεκινήσει τη σύνθεση των 
νέων κλώνων.  
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Πριν αρχίσουν οι επαναλαµβανόµενοι κύκλοι στον θερµικό κυκλοποιητή 
προηγείται το αρχικό στάδιο στο οποίο η θερµοκρασία ανεβαίνει στους 95 oC και 
διατηρείται για 4min. Μετά τον τελευταίο κύκλο PCR ακολουθεί το στάδιο της 
τελικής επιµήκυνσης κατά το οποίο η θερµοκρασία παραµένει στους 72 oC για 
10min. Αυτό επιτρέπει σε ατελώς επιµηκυµένα προϊόντα στο µίγµα της 
αντίδρασης να επιµηκυνθούν πλήρως. Στο τελικό στάδιο η θερµοκρασία 
µειώνεται σταδιακά και παραµένει στους 4 oC.  

 

Εικόνα 10: Α. Κάθε κύκλος της 
PCR αποτελείται από τρία στάδια: 
αποδιάταξη, υβριδοποίηση, 
επέκταση. Β. Μετά τον 1ο κύκλο 
παράγονται 2 µόρια DNA , µε τον 
2ο κύκλο παίρνουµε 4 µόρια DNA 
και µετά από θεωρητικά n κύκλους 
παράγονται έως 2n δίκλωνα µόρια 
DNA. 
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3.2.2 Πολλαπλασιασµός των tRNA γονιδίων του mtDNA 
Στόχος της εργασίας είναι η µελέτη τριών µιτοχονδριακών γονιδίων: tRNAGly, 

tRNAArg, tRNAPhe για την εύρεση µεταλλάξεων. Γι αυτό το λόγο για την ενίσχυση 
των τριών γονιδίων χρησιµοποιούνται ζεύγη εκκινητών µε τα παρακάτω 
χαρακτηριστικά :  
 
 

γονίδιο 
tRNA 

FW Primer 5΄-3΄ 
RV Primer 5΄-3΄ 

νουκλεοτιδική 
θέση 

µήκος 
(bp) 

 
Gly 

 
CCATCTATTGATGAGGGTCT 
GGATATAGGGTCCAAGCCGCA 

 

 
(FW 9970-9989)  

& 
 (RV 10193-10173) 

 
224 

 
Arg 

  
GCCCTACAAACAACTAACCT   
AGTGAGATGGTAAATGCTAG  

 
(FW 10290-10309)  

&  
(RV10516-10497) 

 
227 

 
Phe 

   
  CAACCAAACCCCAAAGACA 
    GGATGCTTGCATGTGTAATC 

 

  
 (FW 549-567)  

&  
(RV 706-687) 

 
158 

  
ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ PCR 
  Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε eppendorfs των 500µl και ο τελικός όγκος της 
αντίδρασης είναι 50µl. Για µια αντίδραση PCR χρησιµοποιούνται τα παρακάτω:  
 ΑΡΧΙΚΗ 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
ΤΕΛΙΚΗ 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
DNA 100ng/µl 4ng/µl 

Buffer solution 10Χ 1Χ 
MgCl2 50mM 2mΜ 

Primers (F+R) 50pmol/µl 1pmol/µl 
dNTPs 10mM 

( Το διάλυµα dNTPs   
παρασκευάζεται από 

dATP, dCTP, dGTP και 
dTTP µε µίξη ίσων 

ποσοτήτων από ξεχωριστά 
διαλύµατα stock των 
0,2mM το καθένα.) 

0,2mM  
(0,2mM x 4= 0,8mM)    

Taq πολυµεράση 5u/µl 1u/µl 
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Οι ποσότητες των αντιδραστηρίων για µια αντίδραση είναι οι ακόλουθες:  
DNA 2 µl 

Buffer solution 5 µl 
MgCl2 1 µl 

Primers (F+R) 1+1 µl 
dNTPs 1 µl 

Taq πολυµεράση 0,2 µl 
ddH2O 39 µl 

 Vτελ=50µl 
 
Σηµειώνεται ότι για κάθε σύνολο αντιδράσεων χρησιµοποιείται και ένας αρνητικός 
µάρτυρας για να διαπιστωθεί αν υπάρχει επιµόλυνση. Φυσιολογικά στον αρνητικό 
µάρτυρα δεν θα πρέπει να υπάρχουν προϊόντα αφού δεν έχει προστεθεί DNA.  
Οι αντιδράσεις πραγµατοποιούνται σε θερµικό κυκλοποιητή ο οποίος ρυθµίζεται µε 
το ακόλουθο πρόγραµµα:  
ΣΤΑ∆ΙΟ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ ΧΡΟΝΟΣ 
Αρχική αποδιάταξη  95 oC 4min 

Αποδιάταξη 
    Υβριδοποίηση 

             Επέκταση 

95 oC 30sec 
50 oC 40sec 
72 oC 40sec 

Τελική επέκταση 72 oC 10min 
 
Μετά την τελική επέκταση η θερµοκρασία κατεβαίνει στους 4 oC και τα δείγµατα 
µπορούν να βγουν από τη συσκευή. Η διάρκεια της κάθε αντίδρασης κυµαίνεται από 
1h:30min µε 2h. Αφού το ενισχυµένο δείγµα βγει από τη συσκευή χρησιµοποιείται 
άµεσα σε κάποια άλλη τεχνική ή διατηρείται στους -20 oC επ’ αόριστον.  

 
 
 

3.2.3 Ποιοτικός έλεγχος των PCR προϊόντων µε ηλεκτροφόρηση σε 
πήκτωµα αγαρόζης  
  Για να επιβεβαιωθεί ο πολλαπλασιασµός του DNA χρησιµοποιείται  
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης, καθώς το DNA µετακινείται σε ηλεκτρικό 
πεδίο λόγω του αρνητικού φορτίου. 
 
Συστατικά 
  Για την παρασκευή πηκτώµατος αγαρόζης απαιτούνται: αγαρόζη, ΤΑΕ 1Χ, 
βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr) και για το «φόρτωµα» στη µήτρα loading buffer. 

• αγαρόζη: παράγοντας πήξης του πηκτώµατος  
• ΤΑΕ (Tris, Acetic, EDTA) 1Χ: ρυθµιστικό διάλυµα. To ρυθµιστικό 

διάλυµα TAE 1X παρασκευάζεται από stock διάλυµα 50X µε ανάµιξη 20 
ml 50Χ TAE και 980ml dd-H2O.  

Τα 500 ml του 50x TAE περιέχουν : 
 Tris 121 gr   
 Οξικό οξύ 28,5ml 
 EDTA 0,5M 50ml 
 dd-H2O µέχρι τα 500ml 

 
 

35 x 
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• Βρωµιούχο αιθίδιο: φθορίζουσα χρωστική που παρεµβάλλεται ανάµεσα 
στις βάσεις του DNA και φθορίζει σε υπεριώδες φως. Είναι 
µεταλλαξιγόνο.   

• loading buffer (6Χ):  
Τα 10ml περιέχουν: 1ml χρωστική µπλε της βρωµοφαινόλης  
                                 5ml γλυκερόλη  
                                 0,5ml TBE 20X 
                                 3,5ml ddH2O 
Στο loading buffer χρησιµοποιούνται χρωστικές για τον έλεγχο της 
ηλεκτροφόρησης και για το σωστό φόρτωµα των δειγµάτων στα 
«πηγάδια». Η γλυκερόλη χρησιµοποιείται ως µεγαλοµοριακή ουσία ώστε 
να αυξάνεται η ειδική πυκνότητα και το DNA να καθιζάνει στο «πηγάδι». 
*TBE (Tris/Borate/EDTA) : 1L TBE 5X περιέχει: 53g Tris, 27.5 βορικό 
οξύ, 20ml EDTA 0.5M 

Για την παρασκευή πηκτώµατος αγαρόζης 2%, 40ml χρησιµοποιούνται οι ακόλουθες 
ποσότητες:  
Αγαρόζη 0,6gr 
TAE 1X 40ml 
EtBr 4µl 
 Η διαδικασία έχει ως εξής:  
1. Ζύγιση 0,6gr αγαρόζης και ανάµειξη µε 40ml ΤΑΕ 1Χ σε κωνική φιάλη. 
2.Θέρµανση του διαλύµατος σε φούρνο µικροκυµάτων για 1-2min (για να 
πραγµατοποιηθεί ο πολυµερισµός της αγαρόζης)  
3. Προσθήκη 4µl EtBr αφού κρυώσει το διάλυµα. 
4.∆ιάχυση του διαλύµατος στη µήτρα όπου θα στερεοποιηθεί το πήκτωµα. 
Προηγουµένως έχουν τοποθετηθεί στη µήτρα τα «χτενάκια» για να δηµιουργηθούν οι 
θέσεις φόρτωσης των δειγµάτων, όταν πήξει η αγαρόζη. Το διάλυµα αγαρόζης πήζει 
σε 10-15min και τότε µπορούν να αφαιρεθούν και τα «χτενάκια».  
5. Τοποθέτηση της µήτρας µε το πήκτωµα σε οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης 
που περιέχει ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ 1Χ. 
6. Φόρτωµα των δειγµάτων στα «πηγαδάκια»: αναµιγνύονται 3µl loading buffer και 
5µl δείγµατος.  
Εφαρµόζεται τάση 180mA και τα δείγµατα ηλεκτροφορούνται στο πήκτωµα µέχρι η 
χρωστική να διανύσει τα 2/3 της διαδροµής του µήκους του πηκτώµατος. Με το τέλος 
της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα παρατηρείται σε ειδική συσκευή ακτινοβολίας UV 
για την εµφάνιση των ζωνών. Όσα δείγµατα περιέχουν την επιθυµητή αλληλουχία 
ενισχυµένη εµφανίζουν µία ζώνη, ενώ αυτά που δεν έχουν δουλέψει δεν εµφανίζουν 
καµία ζώνη (Εικόνα 11). Τα δείγµατα που περιέχουν PCR προϊόν αποθηκεύονται 
στους -20 oC για να χρησιµοποιηθούν σε επόµενες τεχνικές.  

                             
3.3 ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΥ ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΣ ΑΛΥΣΙ∆ΑΣ  
Εικόνα 11: Φωτογραφία από πήκτωµα αγαρόζης 2% (180mA), για τον έλεγχο PCR προϊόντων στη 
συσκευή ακτινοβολίας UV. Στην πρώτη διαδροµή είναι ο αρνητικός µάρτυρας και στις υπόλοιπες 
δείγµατα στα οποία η PCR έχει δουλέψει.



 33

( SSCP, Single-Strand Conformation Polymorphism)  
3.3.1 Αρχή της µεθόδου 

Η µέθοδος ανάλυσης πολυµορφισµού µονόκλωνης αλυσίδας χρησιµοποιείται 
από το 1989 για τον εντοπισµό πολυµορφισµών και µεταλλάξεων. Πρόκειται για τον 
ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό µονόκλωνων νουκλεϊκών οξέων λόγω µικρών 
διαφορών στην αλληλουχία τους. Η κινητικότητα των δίκλωνων µορίων DNA σε 
πηκτώµατα εξαρτάται από το µέγεθος και το µήκος του µορίου, αλλά είναι 
ανεξάρτητη από τη νουκλεοτιδική αλληλουχία. Αντίθετα η κινητικότητα 
µονόκλωνων µορίων DNA επηρεάζεται από µικρές αλλαγές στη νουκλεοτιδική 
αλληλουχία, όπως από µονονουκλεοτιδικούς πολυµορφισµούς (SNPs), λόγω της 
ασταθούς φύσης τους. Απουσία της συµπληρωµατικής αλυσίδας, η µονόκλωνη 
αλυσίδα µπορεί να σχηµατίσει ενδοµοριακούς δεσµούς, οι οποίοι έχουν ως 
αποτέλεσµα τη δηµιουργία αναδιπλώσεων και θηλιών, προσδίδοντας µια 
χαρακτηριστική τρισδιάστατη δοµή µε αποτέλεσµα να εµφανίζονται µε διαφορετικά 
πρότυπα ζωνών σε πηκτώµατα πολυακρυλαµιδίου  (Εικόνα 12).  
 
 
 
 

 
 
 
Εικόνα 12: Σχηµατική αναπαράσταση της µεθόδου SSCP. Τα δείγµατα DNA θα πρέπει να 
υποστούν αποδιάταξη πριν την φόρτωσή τους στο πήκτωµα. Μία σηµειακή µετάλλαξη είναι 
ικανή να προσδώσει στη µονόκλωνη αλυσίδα τέτοια µοναδική διαµόρφωση, ώστε, µετά την 
ηλεκτροφόρηση, το πρότυπο της αντίστοιχης ζώνης να διαφέρει από αυτό του φυσιολογικού.  
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3.3.2 Παρασκευή πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης  
Η συγκέντρωση του πηκτώµατος κυµαίνεται από 8-12% και εξαρτάται από το 

µήκος του µορίου που έχει ενισχυθεί. Όσο πιο µικρό είναι τόσο πιο πυκνό πρέπει να 
είναι το πήκτωµα. Στη δικιά µας περίπτωση χρησιµοποιείται πήκτωµα 10%.  
 
Συστατικά  
  Για 2 πηκτώµατα 10% διαστάσεων 19cm x 17,5cm και πάχος 2mm µε τελικό όγκο 
125ml χρησιµοποιούνται:  
  ΤΕΛΙΚΗ 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 
Ακρυλαµίδιο 12,375gr 9,9% w/v 
∆ις- ακρυλαµίδιο 0,33gr 0,264% w/v 
ΤΒΕ 10Χ 10ml 0,8X 
Γλυκερόλη 50% 12,5ml 5% 
ΑPS 20% 650µl 0,008%  
TEMED 125µl  
 

• Ακρυλαµίδιο και δις-ακρυλαµίδιο: πολυµερίζονται και δίνουν το 
πήκτωµα. 

• ΤΒΕ 10Χ: ρυθµιστικό διάλυµα που καθορίζει το pH. 
• TEMED (Ν,Ν΄ τετραµεθυλοαιθυλενοδιαµίνη): φωτοχηµικός καταλύτης 

της αντίδρασης πολυµερισµού. 
• ΑPS (υπερθειϊκό αµµώνιο): ξεκινά την αντίδραση πολυµερισµού 

δηµιουργώντας ελεύθερες ρίζες   S2O8
2- → 2 SO4  . 

Η αντίδραση ολοκληρώνεται σε 30min περίπου και το πήκτωµα έχει σχηµατιστεί. 
Στη συνέχεια τοποθετείται σε συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης. 
 
Προετοιµασία και αποδιάταξη των PCR προϊόντων 
  Σε eppendorf του 0,5ml προστίθενται 5µl PCR προϊόντος και 10µl αποδιατακτικού 
διαλύµατος (Denaturation Buffer) . 
Τα 3ml αποδιατακτικού διαλύµατος περιέχουν: 95% φορµαµίδιο 
                                                                             20mM EDTA      
                                                                             10mM NaOH 
                                                                             0,05% κυανούν ξυλενίου 
                                                                             0,05% µπλε  της βρωµοφαινόλης 
Ακολουθεί αποδιάταξη των δειγµάτων σε θερµικό κυκλοποιητή σύµφωνα µε το 
ακόλουθο πρόγραµµα:  
ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ ΧΡΟΝΟΣ 
92 oC 2min 
95 oC 2min 
97 oC 7min 
 
Πριν ολοκληρωθεί το τελευταίο στάδιο τα δείγµατα βγαίνουν και τοποθετούνται 
απευθείας στον πάγο για την αποφυγή της επαναδιάταξης των µονόκλωνων µορίων 
DNA. Στη συνέχεια τα δείγµατα φορτώνονται στο πήκτωµα που βρίσκεται στη 
συσκευή αφού πρώτα προστεθεί σε αυτή ρυθµιστικό διάλυµα ΤΒΕ 0,5Χ. Τα δείγµατα 
ηλεκτροφορούνται για 22h σε τάση 220V και θερµοκρασία 4 oC. 
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3.3.3 Χρώση πηκτώµατος πολυακριλαµίδης µε διάλυµα νιτρικού αργύρου 
(silver staining)  

Για την εµφάνιση των ζωνών στο πήκτωµα γίνεται χρώση του πηκτώµατος µε 
νιτρικό άργυρο. 
Για δύο πηκτώµατα χρησιµοποιούνται:  
∆ιάλυµα 1 : 800ml ddH2O + 20ml αιθανόλη 100% + 1ml CH3COOH 
∆ιάλυµα 2 : 400ml AgNO3 1gr / l  (1gr AgNO3 σε 1 l ddH2O)   
∆ιάλυµα 3 : 6gr NaOH + 0,02gr NaBH4 + 2 ml HCHO και ddH2O έως 400ml 
Η διαδικασία της χρώσης πραγµατοποιείται υπό ανακίνηση και έχει ως εξής:  

1. ανακίνηση του πηκτώµατος µε 200 ml του διαλύµατος 1 για 3min 
2. αποµάκρυνση του διαλύµατος  
3. ανακίνηση του πηκτώµατος µε 200 ml του διαλύµατος 1 για 3min  
4. αποµάκρυνση του διαλύµατος και ξέπλυµα µε ddH2O  
5. ανακίνηση µε το διάλυµα 2 για 20 min 
6. αποµάκρυνση του διαλύµατος και ξέπλυµα µε ddH2O δύο φορές 
7. ανακίνηση µε το διάλυµα 3 έως την εµφάνιση χρώµατος και ζωνών 
8. αποµάκρυνση του διαλύµατος και ξέπλυµα µε ddH2O 

Τα πηκτώµατα παρατηρούνται για την εµφάνιση διαφορετικών προτύπων 
ηλεκτροφόρησης (Εικόνα 13). Τα δείγµατα που εµφανίζουν διαφορετικά πρότυπα 
επιλέγονται για να σταλούν για αλληλούχιση, αφού πρώτα γίνει καθαρισµός.   
 
 

 
Εικόνα 13: Πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10% (22h, 220V, 4oC) µετά από χρώση µε νιτρικό 
άργυρο. Στο συγκεκριµένο πήκτωµα εµφανίζονται δύο διαφορετικά πρότυπα, το 1 και το 2.  
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3.4 ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ PCR ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ  
Ο καθαρισµός των PCR προϊόντων που πρόκειται να σταλούν για αλληλούχιση 

γίνεται µε InvitrogenTM Kit. Με τη διαδικασία αυτή αποµακρύνονται εκκινητές, 
νουκλεοτίδια, πολυµεράση, άλατα που µπορεί να έχουν παραµείνει στο διάλυµα µαζί 
µε τα PCR προϊόντα και ίσως να προκαλέσουν προβλήµατα ανάγνωσης στη 
διαδικασία της αλληλούχισης.   

1. Προσθέτουµε 200µl από το διάλυµα σύνδεσης (Binding buffer) µε 50µl PCR 
προϊόντος, σε eppendorf των 750µl. Για να ανακτήσουµε ολόκληρη την 
ποσότητα του PCR προϊόντος ξεπλένουµε µε 50 µl Binding buffer ακόµη το 
eppendorf του PCR προϊόντος και το προσθέτουµε στο eppendorf. 

2. Τοποθετούµε τις στήλες PureLinkTM Spin σε eppendorf των 2ml. 
3. Μεταφέρουµε προσεκτικά το περιεχόµενο από το βήµα 1 στις στήλες 

PureLinkTM Spin και φυγοκεντρούµε για 1 λεπτό στις 10000g. Σε αυτό το 
βήµα πραγµατοποιείται η πρόσδεση των επιθυµητών αλληλουχιών πάνω στη 
στήλη. 

4. Αποµακρύνουµε το έκλουσµα και τοποθετούµε τη στήλη στον ίδιο σωλήνα 
συλλογής. 

5. Προσθέτουµε 650µl από το διάλυµα πλύσης (washing buffer) και 
φυγοκεντρούµε για 1 λεπτό στις 10000g. 

6. Αποµακρύνουµε το έκλουσµα και τοποθετούµε τη στήλη στον ίδιο σωλήνα 
συλλογής. Φυγοκεντρούµε ξανά για 2-3 λεπτά. Είναι πολύ σηµαντικό να µην 
µείνει καθόλου αιθανόλη από το διάλυµα πλύσης µέσα στη στήλη.  

7. Τοποθετούµε τις στήλες PureLinkTM Spin σε 1,7ml PureLinkTM elution tube 
που δίνεται µαζί µε το kit. 

8. Προσθέτουµε προσεκτικά 50µl από το διάλυµα έκλουσης (elution buffer) και 
επωάζουµε τα δείγµατα για 1 λεπτό σε θερµοκρασία δωµατίου. 

9. Τέλος, φυγοκεντρούµε στις 13.000 στροφές για 2 λεπτά για ανάκτηση του 
καθαρισµένου  DNA. 

Στη συνέχεια, ακολουθεί υπολογισµός της ποσότητας του PCR προϊόντος 
ποσοτικά µε φωτόµετρο (1µl και 49µl dd-H2O) ή ποιοτικά µε ηλεκτροφόρηση σε 
πηκτή αγαρόζης 2%. 

Λυοφιλίωση 

Τα δείγµατα που πρόκειται να σταλούν για αλληλούχιση πρέπει να είναι σε 
στερεή µορφή (ίζηµα) και για να επιτευχθεί αυτό ακολουθείται η εξής διαδικασία:  
Για κάθε δείγµα των 50µl: 

1. προσθήκη 300µl παγωµένης EtOH 100% και 10µl CH3COONa (3M) 
2. ελαφριά ανάδευση (flip-flop) 
3. επώαση των δειγµάτων overnight στους -20 oC 
4. την επόµενη µέρα: φυγοκέντρηση σε 13.000rpm για 20min στους 4 oC 
5. αποµάκρυνση του υπερκειµένου 
6. ξήρανση στους 37 oC  περίπου για 1h 

Μαζί µε τα δείγµατα που στέλλονται για αλληλούχιση αποστέλλονται και οι 
αντίστοιχοι εκκινητές για τη χρήση τους στη διαδικασία της αλληλούχισης. Οι 
εκκινητές αραιώνονται σε τελικό όγκο 20µl (4µl εκκινητή+ 16µl H2O). 
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3.5 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΣΗ  
3.5.1 ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΤΕΡΜΑΤΙΣΜΟΥ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΚΗΣ ΑΛΥΣΙ∆ΑΣ 
ΜΕ ∆Ι-∆ΕΟΞΥΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΑ (Μέθοδος Sanger) 
Αρχή µεθόδου 

Η ενζυµική µέθοδος κατά Sanger χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µορίων DNA. Βασίζεται στην ενζυµική σύνθεση ενός 
σηµασµένου µορίου DNA χρησιµοποιώντας ειδικά τροποποιηµένα νουκλεοτίδια, τα 
διδεοξυνουκλεοτίδια (ddNTPs). Τα ddNTPs δεν έχουν στη θέση 3΄την –ΟΗ οµάδα, 
που έχουν τα dNTPs, αλλά αντί αυτής έχουν –Η. Αυτά τα µόρια ενσωµατώνονται 
στην υπό σύνθεση αλυσίδα DNA από την DNA πολυµεράση µέσω των 
5΄φωσφορικών οµάδων, όπως και τα συνηθισµένα δεοξυνουκλεοτίδια. Όµως δεν 
έχουν την 3΄-ΟΗ οµάδα που είναι απαραίτητη για το σχηµατισµό του 
φωσφοδιεστερικού δεσµού µε το επόµενο νουκλεοτίδιο στην αναπτυσσόµενη 
αλυσίδα και συνεπώς, η ανάπτυξη της αλυσίδας σταµατάει σε εκείνο ακριβώς το 
σηµείο όπου έχει ενσωµατωθεί το συγκεκριµένο ddNTP. 
Συνοπτικά η διαδικασία έχει ως εξής:  

• Αποδιάταξη του δίκλωνου DNA για να δηµιουργηθεί µονόκλωνη µήτρα. 
• Σήµανση του εκκινητή ή των νουκλεοτιδίων. 
• Προσθήκη σε κάθε δείγµα εκκινητή, µίγµα από τα 4 

δεοξυριβονουκλεοτίδια dNTPs, DNA πολυµεράση και ένα από τα 
τέσσερα διδεοξυνουκλεοτίδια (ddNTPs). Εκτελούνται τέσσερις 
διαφορετικές αντιδράσεις ταυτόχρονα.  

• Αντιδράσεις επέκτασης και δηµιουργία τµηµάτων DNA διάφορων 
µεγεθών. 

• Αποδιάταξη του DNA και ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 
πολυακρυλαµιδίου, όπου τα κοµµάτια διαχωρίζονται βάση µεγέθους. Όταν 
τα προϊόντα των τεσσάρων αντιδράσεων ηλεκτροφορούνται στη σειρά, η 
ακολουθία µε την οποία τα νουκλεοτίδια προστίθενται στον εκκινητή 
µπορεί να βρεθεί από τα αυξανόµενου µεγέθους διαδοχικά θραύσµατα που 
προκύπτουν στις τέσσερις σειρές ηλεκτροφόρησης. Η θέση των 
θραυσµάτων εµφανίζεται µε τη σήµανση ραδιενεργή ή φθορίζουσα.  

 
 
3.5.2 Αυτόµατη αλληλούχιση   

Για την αλληλούχιση ενός τµήµατος DNA πραγµατοποιείται µια σύνθετη 
αντίδραση τερµατισµού. Η αντίδραση γίνεται παρουσία των τεσσάρων κανονικών 
dNTPs, σε σχετικά µεγάλη συγκέντρωση, και τεσσάρων ddNTPs, σε µικρότερη 
συγκέντρωση, τα οποία είναι σηµασµένα το καθένα µε διαφορετική φθορίζουσα 
χηµική οµάδα. Η αλληλούχιση τεσσάρων χρωµάτων βασίζεται στην αρχή σήµανσης 
καθενός από τα τέσσερα ddNTPs µε διαφορετική φθορίζουσα οµάδα. Οι φθορίζουσες 
χρωστικές συνδέονται στα ddNTPs µε τρόπο που δεν εµποδίζει την DNA 
πολυµεράση να δράσει και να προσθέτει τη συµπληρωµατική βάση τους στη DNA 
µήτρα. Κατά τις αντιδράσεις επέκτασης σχηµατίζεται µίγµα προϊόντων τερµατισµού 
που µπορεί να έχουν οποιαδήποτε από τις τέσσερις βάσεις στο 3΄ άκρο τους. Τα 
προϊόντα αυτά προκύπτουν από την ενσωµάτωση ενός ddNTP σε µια τυχαία θέση 
κατά τη σύνθεση. Επειδή οι τέσσερις φθορίζουσες χρωστικές που χρησιµοποιούνται 
εκπέµπουν φωτεινή ακτινοβολία σε διαφορετικό µήκος κύµατος, λόγω των 
διαφορετικών χρωµάτων, η ταυτότητα της βάσης στην οποία τερµατίζεται η σύνθεση 
αντιστοιχεί στο χρώµα του ddNTP που έχει ενσωµατωθεί στο 3΄ άκρο. Τα προϊόντα 
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της αντίδρασης φορτώνονται και αναλύονται στην ίδια διαδροµή του πηκτώµατος ή 
σε ένα τριχοειδές σωληνάκι µιας συσκευής αυτόµατης αλληλούχισης. Καθώς η 
κλίµακα των σηµασµένων προϊόντων τερµατισµού ηλεκτροφορείται στη συσκευή 
αυτόµατης αλληλούχισης, κάθε τµήµα «φωτίζεται» από το λέιζερ του ανιχνευτή. 
Πρόκειται για µια ακτίνα φωτός µε µήκος κύµατος που διεγείρει και τις τέσσερις 
φθορίζουσες χρωστικές. Οι διεγερµένες χρωστικές επανέρχονται στο ενεργειακό 
επίπεδο ηρεµίας εκπέµποντας φως συγκεκριµένου µήκους κύµατος χαρακτηριστικό 
για κάθε χρωστική. Ο αισθητήρας του ανιχνευτή καταγράφει την ένταση και το µήκος 
κύµατος του φωτός και στέλνει ένα σήµα στον υπολογιστή που είναι συνδεδεµένος µε 
τη συσκευή αλληλούχισης (Εικόνα 14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 14: Σχεδιαγραµµατική απεικόνιση της 
αυτόµατης αλληλούχισης. (α): Τα συστατικά της 
αντίδρασης Sanger περιλαµβάνουν: dNTPs, ddNTPs 
σηµασµένα το καθένα µε διαφορετική φθορίζουσα 
χηµική οµάδα, το DNA µήτρα, εκκινητές και DNA 
πολυµεράση. Κατά τις αντιδράσεις επέκτασης 
σχηµατίζεται µίγµα προϊόντων τερµατισµού που 
µπορεί να έχουν οποιαδήποτε από τις τέσσερις βάσεις 
στο 3΄ άκρο τους. Τα προϊόντα αυτά έχουν 
διαφορετικό µέγεθος προκύπτουν από την 
ενσωµάτωση ενός ddNTP σε µια τυχαία θέση κατά τη 
σύνθεση. (β): Η κλίµακα των σηµασµένων προϊόντων 
τερµατισµού ηλεκτροφορείται στη συσκευή αυτόµατης 
αλληλούχισης και «φωτίζεται» από το λέιζερ του 
ανιχνευτή το οποίο διεγείρει τις φθορίζουσες ουσίες 
και δίνουν σήµα. 
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Η κατανοµή των σηµάτων από την ακτινοβολία εκποµπής των τεσσάρων χρωστικών, 
κατά την ηλεκτροφόρηση ενός τµήµατος, αναπαριστάται στο γράφηµα εκποµπής. Στο 
γράφηµα εκποµπής καθεµία από τις βάσεις παριστάνεται µε διαφορετικό χρώµα. Στον 
οριζόντιο άξονα αντιπροσωπεύεται ο χρόνος από την έναρξη της ηλεκτροφόρησης, 
ενώ στον κατακόρυφο άξονα η ένταση των αντίστοιχων σηµάτων. Κάποια τµήµατα 
DNA δίνουν πολύ καθαρές, οξείες κορυφές, ενώ άλλες είναι πιο αµβλείες και 
επικαλύπτονται µε γειτονικά σήµατα ( Εικόνα 15).          
  

 
Εικόνα 15: Χρωµατογράφηµα για γονίδιο από δείγµα που στάλθηκε για αλληλούχιση. 
 
           Για την επεξεργασία των αποτελεσµάτων χρησιµοποιήθηκαν τα προγράµµατα: 
BIOEDIT 7.0 και CLUSTALX 1.8. Το πρώτο χρησιµεύει στην «ανάγνωση» της 
αλληλουχίας του κάθε γονιδίου που απεικονίζεται µε τη µορφή χρωµατογραφήµατος. 
Με τον τρόπο αυτό συγκρίνοντας τη ζητούµενη αλληλουχία µε µια πρότυπη, 
εντοπίζουµε τυχόν σηµειακές µεταλλάξεις, την προσθήκη ή την έλλειψη βάσει των 
διαφορών στις κορυφές τους. Το δεύτερο χρησιµεύει για πολλαπλή οµοπαράθεση της 
ζητούµενης αλληλουχίας µε µια πρότυπη, για την επιβεβαίωση της σωστής 
ανάγνωσης της αλληλουχίας µε το BIOEDIT.  
 
3.6 ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΣ ΜΗΚΟΥΣ ΤΜΗΜΑΤΩΝ ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΥ      
(RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism ) 

  Πολλά βακτήρια παράγουν ένζυµα που ονοµάζονται ενδονουκλεάσες 
περιορισµού. Τα ένζυµα αυτά προστατεύουν τα βακτήρια αποικοδοµώντας ξένο προς 
αυτά DNA. Κάθε ένζυµο περιορισµού αναγνωρίζει µια συγκεκριµένη αλληλουχία 
µήκους τεσσάρων µε οκτώ νουκλεοτιδίων. Αυτές οι αλληλουχίες, που υπάρχουν στο 
γενετικό υλικό του ίδιου του βακτηρίου, προστατεύονται χάρη στη µεθυλίωση µιας 
τριφωσφορικής αδενοσίνης ή τριφωσφορικής κυτοσίνης, ενώ αλληλουχίες ξενιστών 
που δεν είναι µεθυλιωµένες, αποκόπτονται από τις ενδονουκλεάσες περιορισµού. Μια 
συγκεκριµένη ενδονουκλεάση περιορισµού θα κόψει σε µια σειρά συγκεκριµένων 
τµηµάτων οποιοδήποτε δίκλωνο µόριο DNA που έχει αποµονωθεί από ένα κύτταρο. 
Τα τµήµατα αυτά ονοµάζονται τµήµατα περιορισµού. Συγκρίνοντας το µέγεθος των 
τµηµάτων περιορισµού που έχουν παραχθεί από µια συγκεκριµένη γενετική περιοχή 
µετά την επεξεργασία της µε ένα συνδυασµό διαφορετικών ενζύµων περιορισµού, 
δηµιουργείται ένας χάρτης περιορισµού. 
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3.6.1 Ενίσχυση του γονιδίου COI - ∆ιαδικασία πέψης 

Πριν από την πέψη προηγείται ενίσχυση της κατάλληλης αλληλουχίας 
(γονίδιο COI) µε τους εξής εκκινητές: FW 5΄ CTCTGAGCCCTAGGATTCATC 3΄ 
και RV 5΄GTGGTGTATGCATCGGGGTA 3΄. Το πρόγραµµα που ακολουθείται για 
την PCR είναι:  

95oC για 4min 

95oC για 40sec 

59oC για 50sec 

72oC για 50sec 

72oC για 10min  

Η αλληλουχία που αναγνωρίζει το ένζυµο Alu I είναι 5΄AGCT 3΄ και κόβει 
ανάµεσα από το GC. Το κοµµάτι που ενισχύεται έχει µέγεθος 332bp (ανάµεσα στα 
µπλε γράµµατα).  Μέσα σε αυτό η αλληλουχία αναγνώρισης υπάρχει µια φορά στη 
θέση 7057 (κόκκινα γράµµατα), οπότε αν γίνει πέψη µε το Alu I προκύπτουν δύο 
ζώνες µε µέγεθος 193bp και 139bp. Αν όµως γίνει µετάλλαξη στη θέση 7028 
(γαλάζια επισήµανση) και από C γίνει T, τότε δηµιουργείται και δεύτερη θέση 
αναγνώρισης µέσα στο κοµµάτι µε αποτέλεσµα µετά από πέψη µε Alu I να υπάρχουν 
3 ζώνες 193bp, 10bp και 29bp (Εικόνα 16).  

6901aatgatctgc tgcagtgctc tgagccctag gattcatctt tcttttcacc gtaggtggcc 
6961tgactggcat tgtattagca aactcatcac tagacatcgt actacacgac acgtactacg 
7021ttgtagccca cttccactat gtcctatcaa taggagctgt atttgccatc ataggaggct 
7081tcattcactg atttccccta ttctcaggct acaccctaga ccaaacctac gccaaaatcc 
7141atttcactat catattcatc ggcgtaaatc taactttctt cccacaacac tttctcggcc 
7201tatccggaat gccccgacgt tactcggact accccgatgc atacaccaca tgaaacatcc 
7261tatcatctgt aggctcattc atttctctaa cagcagtaat attaataatt ttcatgattt 

x35 
κύκλους  
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Εικόνα 16: Σχηµατική απεικόνιση των ζωνών του κοµµατιού 332bp του γονιδίου COI που 
εµφανίζονται µετά από πέψη µε  Alu I πάνω χωρίς και κάτω µε τη µετάλλαξη στη θέση 7028.  

Στην αντίδραση πέψης χρησιµοποιούνται 2µl από τα κατάλληλα PCR προϊόντα. Για 
τελικό όγκο 10µl το διάλυµα περιέχει: 

• 2µl DNA 
• 0,2µl ενζύµου Alu I (4U) 
• 1µl NEB buffer (10x) 
• 6,8µl dd-H2O 
 

Τα δείγµατα επωάζονται overnight στους 37οC. 

3.6.2 Παρασκευή πηκτώµατος πολυακρυλαµιδίου 

Το πήκτωµα αυτή τη φορά έχει 8% περιεκτικότητα σε ακρυλαµίδιο καθώς επίσης και 
αποδιατακτικές ιδιότητες λόγω της παρουσίας ουρίας. Για 62,5ml (για 1 gel) οι 
ποσότητες των αντιδραστηρίων είναι: 
 
• 8 gr Ουρίας  
• 16,625 ml από µητρικό διάλυµα ακρυλαµιδίου 30% (Vτελ=100ml) 

29 gr Aκρυλαµίδιο 
1 gr ∆ις-ακρυλαµίδιο 
Συµπληρώνουµε µε H2O έως τα 100ml 

• 8,25 ml TBE 10x 
      ∆ιηθούµε και συµπληρώνουµε µε H2O έως τα 62,5ml και προσθέτουµε: 
• 83,75 µl TEMED 

139bp 193bp 

332bp 

 1 θέση αναγνώρισης στη 
θέση 7057 

110bp 29bp 193bp

139bp 

332bp 

η µετάλλαξη στη 
θέση T7028C 
δηµιουργεί 2η θέση 
αναγνώρισης  
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• 200 µl APS 20% 
 
Ο χρόνος που απαιτείται για να πήξει το πήκτωµα κυµαίνεται από µισή έως 1 ώρα. 
 
Παράλληλα µε τα δείγµατα είναι απαραίτητη, η παρουσία ladder. Έτσι για την 
ηλεκτροφόρηση στο πήκτωµα ετοιµάζουµε: 
- Ladder (100bp) 2µl + 4 µl loading buffer (η σύστασή του είναι αυτή που 
αναφέρθηκε παραπάνω). 
- DNA δείγµα (το οποίο επωάστηκε µε το ΑluI overnight) 10µl + 4µl loading buffer 
 
Οι συνθήκες ηλεκτροφόρησης είναι : 
- 2,5 ώρες (έως η χρωστική να φτάσει στο κάτω µέρος του πηκτώµατος) 
- 220V  
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

 Στους 50 ασθενείς µε Alzheimer εντοπίστηκαν συνολικά 4 µεταλλάξεις. Οι 
δύο από αυτές, T10007C και T10034C, εντοπίζονται στο tRNAGly και οι άλλες δύο, 
A10398G και C10128T, στη ND3 υποµονάδα του συµπλόκου Ι της αναπνευστικής 
αλυσίδας.  

Στα 58 δείγµατα από τα άτοµα χωρίς κάποιο κλινικό σύµπτωµα για το γονίδιο 
tRNAArg  βρέθηκαν 3 µεταλλάξεις, Α10398G, T10321C και T10463C. Από τα 58 
«φυσιολογικά» δείγµατα εξετάστηκαν 46 για µεταλλάξεις στο γονίδιο tRNAPhe  
βρέθηκε 1 µετάλλαξη η G709A. 
 
 
4.1 ΓΟΝΙ∆ΙΟ tRNAGly  ΚΑΙ ΠΑΡΑΚΕΙΜΕΝΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΣΕ 
ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΜΕ ALZHEIMER 
 Για το τµήµα των 224bp που κωδικοποιεί το γονίδιο tRNAGly καθώς και για 
τµήµατα των παρακείµενων γονιδίων COIII και ND3 εντοπίστηκαν 3 µεταλλάξεις. Οι 
δύο από αυτές εντοπίζονται στο tRNAGly και η άλλη στη ND3 υποµονάδα του 
συµπλόκου Ι της αναπνευστικής αλυσίδας  (Πίνακας 5).  
 
 Πίνακας 5: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο tRNAGly και στις παρακείµενες 
περιοχές. 

 
 
 
 
 

 
Εικόνα 17: Οι µεταλλάξεις που βρέθηκαν στις παρακείµενες περιοχές (COIII, ND3) του 
γονιδίου tRNAGl y.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΤΟΠΟΣ ΣΥΧΝΟΤΗΤΑ 
Τ10007C tRNAGly 1/50 (2%) 
T10034C tRNAGly 1/50 (2%) 
C10128T ND3           1 /50 (2%) 

 ND3 
 tRNA Gly

9991-10058
  

  COIII 

C10128T  

 

9971 10194 
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Εικόνα 18:Στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 10% (22h,220V,4οC) απεικονίζονται µε το 
πράσινο βέλος το πρότυπο της µετάλλαξης tRNAGly T10007C, µε το κίτρινο βέλος  το πρότυπο 
του πολυµορφισµού tRNAGly Τ10034C, µε το µπλε βέλος το πρότυπο της µετάλλαξης C10128T 
(ND3) και µε το κόκκινο βέλος το πρότυπο που δε φέρει καµία µετάλλαξη.     
 
 
   
 
 
 
 
 

 
 
Εικόνα 19: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNAGly σε άτοµο control 
(πάνω) και στο άτοµο A12(κάτω). Είναι εµφανής η µετάπτωση Τ→C στη θέση 10007. 
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Εικόνα 20: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNAGly σε άτοµο control 
(πάνω) και στο άτοµο A14(κάτω). Είναι εµφανής η µετάπτωση Τ→C στη θέση 10034. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Εικόνα 21: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου ND3 σε άτοµο control 
(πάνω) και στο άτοµο A23(κάτω). Είναι εµφανής η µετάπτωση C→T στη θέση 10128. 
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Εικόνα 22: Οι µεταλλάξεις που βρέθηκαν στο tRNAGly. Οι γαλάζιες επισηµάνσεις παραπέµπουν 
στη θέση που επηρεάζει η µετάλλαξη.  
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4.2 ΓΟΝΙ∆ΙΟ tRNAΑrg  ΚΑΙ ΠΑΡΑΚΕΙΜΕΝΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΣΕ 
ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΜΕ ALZHEIMER 
 Για το τµήµα των 227bp που κωδικοποιεί το γονίδιο tRNAΑrg  καθώς και για 
τµήµατα των παρακείµενων γονιδίων ND3 και ND4L δε βρέθηκε κάποια µετάλλαξη 
στο tRNAΑrg . Ωστόσο βρέθηκε η µετάλλαξη Α10398G στην ND3 υποµονάδα του 
συµπλόκου Ι της αναπνευστικής αλυσίδας (Πίνακας 6). 
 
 Πίνακας 6: Μεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο tRNAArg και στις παρακείµενες 
περιοχές. 

 
 

 
Εικόνα 23: Η µετάλλαξη που βρέθηκε σε παρακείµενη περιοχή (ND3) του tRNAΑrg. 
 

Εικόνα 24: Στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 10% (22h,220V,4οC) απεικονίζονται µε το µπλε 
βέλος το πρότυπο της µετάλλαξης A10398G (ND3) και µε το κόκκινο βέλος το δεύτερο πρότυπο 
το οποίο δε φέρει καµία µετάλλαξη.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΜΕΤΑΛΛΑΞH ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΤΟΠΟΣ ΣΥΧΝΟΤΗΤΑ 
A10398G ΝD3 10/50 (20%) 

  

  

 

A10398G 

ND4L ND3 
tRNA Arg  

10405-10469 
 

10291 10510 
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Εικόνα 25: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου ND3 σε άτοµο control 
(πάνω) και στο άτοµο A6 (κάτω). Είναι εµφανής η µετάπτωση A→G στη θέση 10398. 
 
 
Η µετάλλαξη A10398G όπως και η  Τ7028C καθορίζουν απλοοµάδες. Για την 
τελευταία πραγµατοποιήθηκε RFLP  σε 14 ασθενείς που έχουν την A10398G και 
άλλους πολυµορφισµούς απλοοµάδων οι οποίοι έχουν ανιχνευθεί στο εργαστήριό 
µας, για να διαπιστωθεί αν όντως τη φέρουν (Εικόνα 26) και στη συνέχεια να 
ακολουθήσει η κατάταξη των ασθενών σε απλοοµάδες.  
 

 
 
Εικόνα 26: Στο αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 8% (2,5 h, 220V) φαίνεται ότι όλοι 
οι ασθενείς (από τη δεύτερη διαδροµή και µετά) έχουν το πρότυπο της µετάλλαξης Τ7028C 
εκτός από αυτόν στην τελευταία διαδροµή που δεν την έχει.  
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4.3 ΓΟΝΙ∆ΙΟ tRNAΑrg  ΚΑΙ ΠΑΡΑΚΕΙΜΕΝΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΣΕ ΑΤΟΜΑ 
ΠΟΥ ∆ΕΝ ΕΜΦΑΝΙΖΟΥΝ ΚΑΠΟΙΟ ΚΛΙΝΙΚΟ ΣΥΜΠΤΩΜΑ  
 Για το τµήµα των 227bp που κωδικοποιεί το γονίδιο tRNAΑrg  καθώς και για 
τµήµατα των παρακείµενων γονιδίων ND3 και ND4L εντοπίστηκαν 3 µεταλλάξεις. Η 
µία από αυτές βρέθηκε στο tRNAΑrg και οι άλλες δύο στη ND3 υποµονάδα του 
συµπλόκου Ι της αναπνευστικής αλυσίδας (Πίνακας 7).  
 
 
Πίνακας 7: Οι µεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο tRNAΑrg και στις παρακείµενες περιοχές. 

ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΤΟΠΟΣ ΣΥΧΝΟΤΗΤΑ 
Α10398G ND3 8/58 (13,7%) 
T10321C ND3 1/58 (1,7%) 
T10463C 

 
tRNAΑrg  7/58 (12%) 

 
 

 
 
Εικόνα 27: Οι µεταλλάξεις που βρέθηκαν σε παρακείµενη περιοχή (ND3) του tRNAΑrg. 
 
 
 
 

 
 

Εικόνα 28: Στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 10% (22h,220V,4οC) απεικονίζονται µε το 
πράσινο βέλος το πρότυπο της µετάλλαξης tRNAArg T10463C, µε το κόκκινο βέλος  το 
πρότυπο του συνδυασµού των πολυµορφισµών Τ10321C και A10398G (ND3), µε το κίτρινο 
βέλος το πρότυπο που δε φέρει καµία µετάλλαξη, µε το µπλε βέλος το πρότυπο της µετάλλαξης 
A10398G (ND3). 
 
 
 
 

 

A10398G 

ND4L ND3 

10291 

tRNA Arg  
10405-10469 

  

10510 

T10463C 
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Εικόνα 29: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNAΑrg σε άτοµο control 
(πάνω) και στο άτοµο 7.8 (κάτω). Είναι εµφανής η µετάπτωση T→C στη θέση 10463. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Εικόνα 30: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου ND3 σε άτοµο control 
(πάνω) και στο άτοµο 8.2 (κάτω). Είναι εµφανής η µετάπτωση T→C στη θέση 10321. 
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Εικόνα 31: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου ND3 σε άτοµο control 
(πάνω) και στο άτοµο 8.2(κάτω). Είναι εµφανής η µετάπτωση A→G στη θέση 10398.  
 
 
 
 

 
 
 
 
Εικόνα 32:: Οι µεταλλάξεις που βρέθηκαν στο tRNAΑrg. Η γαλάζια επισήµανση  παραπέµπει  
στη θέση που επηρεάζει η µετάλλαξη.  
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4.4 ΓΟΝΙ∆ΙΟ tRNAPhe  ΚΑΙ ΠΑΡΑΚΕΙΜΕΝΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΣΕ ΑΤΟΜΑ 
ΠΟΥ ∆ΕΝ ΕΜΦΑΝΙΖΟΥΝ ΚΑΠΟΙΟ ΚΛΙΝΙΚΟ ΣΥΜΠΤΩΜΑ  
 Για το τµήµα 158bp που κωδικοποιεί το γονίδιο tRNAPhe  καθώς και για 
τµήµατα των παρακείµενων γονιδίων βρέθηκε µία  µετάλλαξη στην περιοχή 12S 
rRNA (Πίνακας 8).  
 
Πίνακας 8: Οι µεταλλάξεις που βρέθηκαν στο γονίδιο tRNAPhe και στις παρακείµενες περιοχές 

 
 

 
Εικόνα 33: Η µετάλλαξη που βρέθηκε σε παρακείµενη περιοχή (12S rRNA) του tRNAPhe. 
 
 
 

 
Εικόνα 34: Στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου 10% (22h,220V,4οC) απεικονίζονται µε το 
κόκκινο βέλος το πρότυπο της µετάλλαξης G709A (12S rRNA) και µε το πράσινο  βέλος  το 
πρότυπο που δε φέρει καµία µετάλλαξη.    
 
 
 
 
 
 

ΜΕΤΑΛΛΑΞH ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΤΟΠΟΣ ΣΥΧΝΟΤΗΤΑ 
G709A 12S rRNA 5/46 (10,8%) 

 12S rRNA D-loop 

576 

tRNA Phe 
577-647 

  

784 

 

G709A 
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Εικόνα 35: Χρωµατογράφηµα sequencing τµήµατος του γονιδίου 12S rRNA σε άτοµο control 
(πάνω) και στο άτοµο 7.8(κάτω). 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
 

Στην παρούσα εργασία µελετήθηκαν 2 µιτοχονδριακά tRNA γονίδια 
(tRNAGly, tRNAArg) 50 ασθενών µε Alzheimer. Όσον αφορά τα tRNA γονίδια 
εντοπίστηκαν δύο σηµειακές µεταλλάξεις στο tRNAGly. Η T10007C και η T10034C. 
Επειδή όµως οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν δεν ενισχύουν µόνο τα tRNA 
γονίδια, αλλά και τµήµατα των παρακείµενων γονιδίων βρέθηκαν και δύο 
µεταλλάξεις στη ND3 υποµονάδα του συµπλόκου Ι της αναπνευστικής αλυσίδας, η 
A10398G και η C10128T.  

Από τις προαναφερθείσες µεταλλάξεις σε µεγαλύτερο ποσοστό 20% βρέθηκε 
η A10398G, η οποία εντοπίζεται στη ND3 υποµονάδα του συµπλόκου Ι της 
αναπνευστικής αλυσίδας. H αλλαγή του A σε G έχει ως αποτέλεσµα την µετατροπή 
της θρεονίνης στη θέση 114 της υποµονάδας ND3 σε αλανίνη (Τ114Α). Ο 10398G 
είναι ένας από τους πολυµορφισµούς που καθορίζουν τις απλοοµάδες K,J,I,Z 
(Herrnstadt et al., 2002). Φαίνεται να έχει προστατευτικό χαρακτήρα για την ασθένεια 
του Parkinson καθώς είναι λιγότερο συχνή σε ασθενείς µε τη νόσο (van der Walt et 
al., 2003, Pyle et al., 2005). Εκτός από τις οµάδες αναφοράς που έχει βρεθεί, 
εντοπίζεται και σε ασθενείς µε MERRF (Noer et al., 1991), LHON (Brown et al., 
2001), εγκεφαλοµυοπάθειες (Pozzo et al., 2004), χωρίς όµως να χαρακτηρίζεται ως η 
υπεύθυνη µετάλλαξη για την ασθένεια (Da Pozzo et al., 2004). Θεωρείται ακόµη ως 
παράγοντας προδιάθεσης για τον καρκίνο του στήθους και του προστάτη, καθώς 23% 
ασθενών µε καρκίνο του στήθους έφεραν τη µετάλλαξη 10398G ενώ στην οµάδα 
αναφοράς εµφανίστηκε σε ποσοστό 3% (Bai et al., 2007; Czarnecka et al., 2009).    

Στην οµάδα αναφοράς που εξετάστηκε σε σχέση µε τους ασθενείς µε 
Alzheimer το ποσοστό εµφάνισης της συγκεκριµένης µετάλλαξης είναι 13,7%. 
Φαίνεται δηλαδή ότι έχει χαµηλότερο ποσοστό σε σχέση µε τους ασθενείς µε 
Alzheimer στους οποίους φτάνει 20%.  Σε υψηλότερο ποσοστό εµφανίζεται και σε 
µία µελέτη ασθενών µε Alzheimer όπου η συχνότητά της φτάνει 37,7% στους 
ασθενείς, ενώ στην οµάδα αναφοράς 26,5% (Chagnon et al., 1999). Ωστόσο δεν 
µπορούµε να υποθέσουµε ότι µόνη της η Α10398G σχετίζεται µε την εµφάνιση της 
ασθένειας, γιατί πρόκειται για έναν πολύ κοινό πολυµορφισµό. Παρ’ όλα αυτά δεν 
αποκλείεται το ενδεχόµενο ο συνδυασµός αυτής της µετάλλαξης µε άλλες να 
συµβάλλουν στην εµφάνιση της νόσου.  

Όπως ήδη αναφέρθηκε η Α10398G µαζί µε άλλες µεταλλάξεις καθορίζει 
απλοοµάδες. Τα 50 δείγµατα ασθενών µε Alzheimer που χρησιµοποιήθηκαν έχουν 
εξεταστεί στο εργαστήριό µας και για άλλες µεταλλάξεις. Σύµφωνα µε αυτές και µε 
τα στοιχεία από το RFLP για τη µετάλλαξη T7028C έγινε η κατάταξη κάποιων 
ασθενών σε απλοοµάδες., σύµφωνα µε τον παρακάτω πίνακα: 
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Πίνακας 9:Πολυµορφισµοί που χαρακτηρίζουν απλοοµάδες. (Raule et al., 2006) 
 

 
 
 
 

ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΣΥΝ∆ΥΑΣΜΟΣ 
ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΠΟΥ 

ΚΑΘΟΡΙΖΟΥΝ 
ΑΠΛΟΟΜΑ∆Α 

ΑΠΛΟΟΜΑ∆Α 

Α19 G8251A (COII) 
T7028C 

W 

Α20 G8251A (COII) 
T7028C 

 

W 

 
 Προαναφέρθηκε ότι στο tRNAGly εντοπίστηκαν δύο σηµειακές µεταλλάξεις. 
Από αυτές η Τ10007C βρέθηκε σε έναν ασθενή, εµφανίζεται δηλαδή µε συχνότητα 
2%. Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία χαρακτηρίζεται ως ουδέτερος πολυµορφισµός σε 
φυσιολογικούς πληθυσµούς (Wong et al., 2002). Οµοίως και η µετάλλαξη T10034C 
εντοπίστηκε σε έναν ασθενή και πρόκειται για έναν ταυτοποιηµένο πολυµορφισµό 
τόσο σε άτοµα χωρίς κάποιο κλινικό σύµπτωµα (Marzuki et al., 1991; Finnila et al., 
2001) όσο και σε ασθενείς µε MERRF και εγκεφαλοµυοπάθειες (Noer et al., 1991). 
Πρέπει να αναφερθεί ότι σε µελέτη ασθενών µε Alzheimer για την ανίχνευση 
µιτοχονδριακών µεταλλάξεων βρέθηκε να εµφανίζεται σε ποσοστό 15,9% στους 
ασθενείς, ενώ στην οµάδα ελέγχου σε ποσοστό 10,8% (Chagnon et al., 1999).  
Ωστόσο, λόγω του ποσοστού µε το οποίο συναντάται στο φυσιολογικό πληθυσµό και 
του γεγονότος ότι δεν αποδεικνύεται καµία αιτιολογική συσχέτιση µε τις παραπάνω 
ασθένειες αναφέρεται ως πολυµορφισµός και όχι ως παθογόνος µετάλλαξη στη βάση 
δεδοµένων του mitomap. Σε οµάδα αναφοράς που εξετάστηκε στο εργαστήριό µας 
για µεταλλάξεις στο tRNAGly οι παραπάνω µεταλλάξεις δεν εντοπίστηκαν. Και σε 
αυτήν την περίπτωση δεν µπορούµε να ισχυριστούµε ότι οι µεταλλάξεις αυτές είναι οι 
υπεύθυνες για την εµφάνιση του Alzheimer αλλά η συνύπαρξή τους µε άλλες 
µεταλλάξεις ίσως να συνεισφέρουν στην εµφάνισή της.  
 Τέλος ανιχνεύθηκε και η µετάλλαξη T10128C στη ND3 υποµονάδα του 
συµπλόκου Ι της αναπνευστικής αλυσίδας µε συχνότητα 2% στους ασθενείς µε 
Alzheimer. Η συγκεκριµένη µετάλλαξη δεν είναι καταχωρηµένη στη βάση 
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δεδοµένων του mitomap και δεν υπάρχει κάποια αναφορά στη βιβλιογραφία. 
Συνεπώς θα πρέπει να ερευνηθεί περισσότερο και να συγκριθεί µε άτοµα χωρίς 
Alzheimer για να διαπιστωθεί αν όντως εµφανίζεται πιο συχνά στην ασθένεια και αν 
σχετίζεται µε αυτή.  
 Συνοψίζοντας για τις µεταλλάξεις που εντοπίστηκαν στους ασθενείς µε 
Alzheimer καµία από αυτές δε φαίνεται να έχει αιτιολογική σχέση µε την ασθένεια 
από µόνη της και καµία από αυτές δεν έχει αναφερθεί σε αυξηµένο ποσοστό σε 
µελέτες για τη νόσο του Alzheimer. Είναι πιο πιθανό κάποιες mtDNA µεταλλάξεις 
δρώντας συνεργιστικά (Brown et al., 1996) να είναι παθογόνες για ένα µικρό µέρος 
του πληθυσµού που εµφανίζει τη νόσο του Alzheimer και ένα µικρό ποσοστό που δεν 
την εµφανίζει να φέρει µια mtDNA µετάλλαξη που έχει προστατευτικό ρόλο (Elson 
et al., 2006). Τα άτοµα µε Alzheimer που εξετάστηκαν για µεταλλάξεις στα δύο 
tRNA γονίδια έχουν εξεταστεί στο εργαστήριό µας και για µεταλλάξεις σε άλλα 
tRNA γονίδια. Πράγµατι διαπιστώνεται ότι φέρουν περισσότερες από µία 
µεταλλάξεις οι οποίες όλες µαζί µπορεί να συµβάλλουν στην εκδήλωση του κλινικού 
φαινοτύπου του Alzheimer (Πίνακας 10).     
 
 
Πίνακας 10: Ενδεικτική παρουσίαση κάποιων ασθενών µε Alzheimer που εξετάστηκαν στο 
εργαστήριο και εµφανίζουν περισσότερες από µία µεταλλάξεις στα µιτοχονδριακά  tRNA  
γονίδια.  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  ΑΣΘΕΝΕΙΣ  
tRNA γονίδια     Α6 Α14 Α23 
Ile-Gln-Met √ √ √ 
Asn-Cys-Tyr √ √ √ 
Leu (UUR) G3337A (ND1) √ T3336C (ND1) 
Lys √ G8251A (COII) √ 
Thr-Pro C15946T 

(tRNA Thr) 
A15924G 

(tRNA Thr) 
√ 

Phe √ ins568-572 (3C) 
(D-loop)  

 

T669C (12S rRNA)    
ins568-573 (5C) (D-

loop) 
Trp-Ala √ √ √ 
Ser (UCN)-Asp √ √ √ 
Gly √ T10034C  

(tRNA Gly) 
C10128T (ND3) 

Arg A10398G (ND3) A10398G (ND3) A10398G (ND3) 
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 Όσον αφορά τα µιτοχονδριακά tRNA γονίδια (tRNAArg, tRNAPhe ) που 
εξετάστηκαν σε ένα σύνολο ατόµων χωρίς κάποιο κλινικό σύµπτωµα βρέθηκαν 4 
µεταλλάξεις. Μόνο µία από αυτές εντοπίζεται στο tRNAArg,, η T10463C . Οι άλλες 
δύο, Α10398G και T10321C, βρίσκονται στη  ND3 υποµονάδα του συµπλόκου Ι της 
αναπνευστικής αλυσίδας και η τελευταία, G709A, στην περιοχή 12S rRNA.  
 Και στην περίπτωση των ατόµων που δεν εµφανίζουν κάποιο κλινικό 
σύµπτωµα η µετάλλαξη µε τη µεγαλύτερη συχνότητα από αυτές που βρέθηκαν είναι η 
A10398G, η οποία εµφανίζεται µε ποσοστό 13,7%. Όπως ήδη αναφέρθηκε αυτή η 
µετάλλαξη είναι ένας ταυτοποιηµένος πολυµορφισµός µε αυξηµένη συχνότητα 
εµφάνισης.  
 Στο tRNAArg της οµάδας αναφοράς που εξετάστηκε ανιχνεύθηκε η µετάλλαξη 
T10463C µε συχνότητα 12%. Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία εντοπίζεται και στο 
φυσιολογικό πληθυσµό (Hofmann et al., 1997; Finnila et al., 2001) και σε ασθενείς µε 
µιτοχονδριακές διαταραχές όπως MELAS, MERRF, PEO, κώφωση, αταξία 
(Sternberg et al., 2008), σε ασθενείς µε Parkinson (Vives-Bauza et al., 2002). Ωστόσο 
λόγω του ποσοστού µε το οποίο συναντάται στο φυσιολογικό πληθυσµό και του 
γεγονότος ότι δεν αποδεικνύεται καµία αιτιολογική συσχέτιση µε τις συγκεκριµένες 
ασθένειες αναφέρεται ως πολυµορφισµός και όχι ως παθογόνος µετάλλαξη στη βάση 
δεδοµένων του mitomap.  
 Σε ποσοστό 10,8% του φυσιολογικού πληθυσµού ταυτοποιήθηκε η µετάλλαξη 
G709A που είναι ένας πολυµορφισµός (Finnila et al., 2001). Σύµφωνα µε µια µελέτη 
προτείνεται ότι αυτή η µετάλλαξη µπορεί να έχει προστατευτικό χαρακτήρα έναντι 
της νόσου του Alzheimer καθώς βρέθηκε ότι είναι 3 φορές πιο συχνή στην οµάδα 
αναφοράς σε σχέση µε τους ασθενείς (Chagnon et al., 1999). Σηµειώνεται ότι η ίδια 
µετάλλαξη εµφανίζεται σε ένα ποσοστό 20% ατόµων µε άσθµα που εξετάστηκαν στο 
εργαστήριο. Φαίνεται δηλαδή ότι το ποσοστό είναι υψηλότερο στην περίπτωση 
ασθενών σε σχέση µε το δείγµα των υγιών ατόµων. Γι’ αυτό απαιτείται η περαιτέρω 
µελέτη της µετάλλαξης, ώστε να επιβεβαιωθεί η συσχέτισή της µε την ασθένεια ή η 
ύπαρξή της ως απλός πολυµορφισµός.   

Η µετάλλαξη T10321C στη ND3 υποµονάδα του συµπλόκου Ι της 
αναπνευστικής αλυσίδας εµφανίζεται µε συχνότητα 1,7% στα άτοµα χωρίς κάποιο 
κλινικό σύµπτωµα. Πρόκειται για έναν πολυµορφισµό (Herrnstadt et al., 2002) που 
αλλάζει τη βαλίνη σε αλανίνη. Πρέπει να σηµειωθεί ότι ο πολυµορφισµός αυτός 
εντοπίζεται στο ίδιο άτοµο το οποίο φέρει και τον πολυµορφισµό Α10398G. Ωστόσο 
δεν µπορεί να εξαχθεί κάποιο συµπέρασµα για το αν αυτοί οι δύο πολυµορφισµοί 
συγκληρονοµούνται, γιατί αυτός ο συνδυασµός βρέθηκε µόνο µία φορά σε ένα µικρό 
δείγµα πληθυσµού.  

Για να εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα για το ρόλο των σηµειακών 
µεταλλάξεων στα µιτοχονδριακά tRNA γονίδια και γενικότερα για το ρόλο του 
µιτοχονδριακού DNA στην εµφάνιση της νόσου του Alzheimer πρέπει να 
ολοκληρωθεί η έρευνα σε όλα τα tRNA γονίδια στους ασθενείς και να γίνει σύγκριση 
µε µεγάλη οµάδα του «φυσιολογικού» πληθυσµού.  

.   
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