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1. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

 
Ένας µεγάλος αριθµός συνδρόµων µε σοβαρά κλινικά συµπτώµατα, έχουν συσχετιστεί τα 
τελευταία χρόνια µε µεταλλάξεις σε µιτοχονδριακά γονίδια που κωδικοποιούν µόρια tRNA.  
Τα µόρια tRNA κατέχουν καίρια θέση στη διαδικασία της σύνθεσης των µιτοχονδριακών 
πρωτεϊνών, που αποτελούν µέρος της αναπνευστικής αλυσίδας των µιτοχονδρίων και άρα 
είναι κρίσιµες για το µεταβολισµό.  Στα περισσότερα γονίδια που κωδικοποιούν tRNA 
έχουν εντοπιστεί τόσο πολυµορφισµοί όσο και παθογόνες µεταλλάξεις.  Με δεδοµένο το 
σηµαντικό ρόλο των µορίων  mt tRNA σε βασικές λειτουργίες στον οργανισµό, µελετήσαµε 
σε µια οµάδα 26 ασθενών µε άσθµα, την ύπαρξη µεταλλάξεων σε συγκεκριµένα γονίδια 
tRNA (αλλά και παρακείµενες περιοχές τους, κωδικές και µη) προκειµένου να δούµε κατά 
πόσο τέτοιες µεταλλάξεις θα µπορούσαν να συσχετιστούν µε την εµφάνιση του άσθµατος.  
Παράλληλα µε τους ασθενείς µελετήσαµε και ένα σύνολο 30 υγιών ατόµων ώστε τα 
αποτελέσµατα από τις δύο οµάδες ατόµων (ασθενείς και υγιείς) να συγκριθούν µεταξύ τους.  
Συνολικά µελετήσαµε την ύπαρξη µεταλλάξεων σε 9 τµήµατα µιτοχονδριακού DNA, τα 
οποία περιελάµβαναν 14 γονίδια tRNA (tRNAThr/tRNAPro, tRNASer(UCN)/tRNAAsp, tRNAAsn/ 

tRNACys/ tRNATyr, tRNATrp/ tRNAAla, tRNAVal, tRNAGly, tRNAPhe, tRNAArg και tRNAGlu) 
καθώς και τµήµατα άλλων παρακείµενων γονιδίων  όπως 12S rRNA και ND3  ή και µη 
κωδικών περιοχών.  Αφού τα τµήµατα αυτά ενισχύθηκαν µε PCR, ακολούθησε ανάλυση 
SSCP που αποσκοπούσε στον εντοπισµό διαφορετικών προτύπων στους ασθενείς, σε σχέση 
µε τα πρότυπα που παρουσίαζαν οι µάρτυρες (µε τη φυσιολογική DNΑ αλληλουχία).  Τα 
δείγµατα µε τα διαφορετικά πρότυπα, στάλθηκαν για αλληλούχιση προκειµένου να βρεθεί η 
ακριβής θέση των µεταλλάξεων.  Συνολικά εντοπίστηκαν 6 µεταλλάξεις στα γονίδια 
tRNAPhe, tRNAArg , tRNAThr, 12S rRNA και ND3 αλλά και στo µη κωδικό τµήµα ΜΤ-NC10 
στους ασθενείς.  Στα δείγµατα υγιών ατόµων εντοπίστηκαν 11 µεταλλάξεις, στα γονίδια 
tRNAPhe, tRNAAsp, tRNAGly, tRNAThr, 12S rRNA, ND3 και  cytB.  Ανάµεσα στα δείγµατα 
ασθµατικών και υγιών ατόµων, κοινές είναι δύο µεταλλάξεις.  Η συγκεκριµένη µελέτη, 
παρουσιάζει στοιχεία ότι µεταλλάξεις σε µιτοχονδριακά γονίδια, αυξάνουν τον κίνδυνο 
εµφάνισης του άσθµατος. 
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1. ABSTRACT 
 

A considerable number of syndromes which present severe clinical symptoms, have been 
correlated to mutations of mitochondrial tRNA genes.  tRNA molecules, are crucial for the 
synthesis of mitochondrial proteins which are part of the respiratory chain and subsequently 
are of great importance for the metabolism.  Many polymorphisms and pathogenic mutations 
have been identified in most mitochondrial tRNA genes over the past years.  Considering the 
huge importance of tRNA molecules in basic functions of the organisms, we examined a 
group of 26 asthmatic patients in order to identify the presence of mutations in specific mt 
tRNA genes.  In this way we could decide whether such mutations could be associated with 
asthma appearance.  In parallel to the asthmatic patients, we also examined a group of 30 
healthy individuals.  The acquisition of the results of both groups, would give us the 
opportunity to compare and come to conclusions.  We tried to identify mutations in a total of 
9 segments of mitochondrial DNA sequence, which included 14 tRNA genes 
(tRNAThr/tRNAPro, tRNASer(UCN)/tRNAAsp, tRNAAsn/ tRNACys/ tRNATyr, tRNATrp/ tRNAAla, 
tRNAVal, tRNAGly, tRNAPhe, tRNAArg and tRNAGlu), as well as neighbour coding and non 
coding regions (such as 12S rRNA, ND3 and NC10).  After the enhancement of each of the 
9 segments, we analysed our samples, performing Single Strand Conformation 
Polymorphism (SSCP).  SSCP aimed in the detection of different patterns in our samples in 
comparison to the ones of control samples.  Samples that presented different patterns after 
SSCP, were sequenced, so that we could identify the exact sites of the mutations.  We found 
a total of 6 mutations in tRNAPhe, tRNAArg , tRNAThr, 12S rRNA, ND3 genes and in MT-
NC10 non coding region, in patients.  Results of healthy individuals, showed a number of 11 
mutations in tRNAPhe, tRNAAsp, tRNAGly, tRNAThr, 12S rRNA, ND3 and cytB genes.  Two 
mutations, were common in both patients and healthy individuals.  This study, presents 
evidence that mutations of mitochondrial genes, increase the risk of asthma. 
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2.  ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

Μιτοχόνδριο 
 
Τα µιτοχόνδρια (µίτος + χονδρίον, κόκκος) αποτελούν θεµελιώδη οργανίδια όλων των 
ευκαρυωτικών κυττάρων.  Εντοπίζονται στο κυτταρόπλασµα και καταλαµβάνουν περίπου το 
18-20% του συνολικού κυτταροπλασµατικού όγκου.  Πρόκειται για ωοειδή οργανίδια που 
έχουν διαστάσεις ανάλογες µε αυτές των βακτηρίων, δηλαδή περίπου 2µm µήκος και 0,5µm 
διάµετρο.  Τα µιτοχόνδρια είναι υπεύθυνα για την παραγωγή ενέργειας υπό τη µορφή 
τριφωσφορικής αδενοσίνης (ΑΤΡ) και κατέχουν τον κεντρικό ρόλο στην όλη διαδικασία 
παραγωγής ενέργειας στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς.  Γι’ αυτό ακριβώς το λόγο 
χαρακτηρίζονται και σαν «εργοστάσια παραγωγής ενέργειας».  Ο αριθµός των µιτοχονδρίων 
σε ένα κύτταρο ποικίλλει, ανάλογα µε το είδος του οργανισµού αλλά και τον κυτταρικό τύπο 
στον οποίο αναφερόµαστε.  Γενικά, κύτταρα µε µεγάλες ενεργειακές απαιτήσεις διαθέτουν 
µεγάλο αριθµό µιτοχονδρίων, που µπορεί να φτάσει µέχρι και αρκετές χιλιάδες.  Βασικό 
χαρακτηριστικό των µιτοχονδρίων είναι  ηµιαυτονοµία τους.  Αυτό σηµαίνει ότι δεν 
εξαρτώνται αποκλειστικά από το πυρηνικό DNA για τη σύνθεση των απαραίτητων  
πρωτεϊνών και µορίων RNA που χρειάζονται, αλλά διαθέτουν και δικό τους DNA που 
κωδικοποιεί µια ποικιλία πρωτεϊνών και µορίων RNA.  Τα µιτοχόνδρια δηλαδή, φέρουν 
δικό τους ανεξάρτητο γονιδίωµα, το οποίο µοιάζει σε µεγάλο βαθµό µε εκείνο των 
βακτηρίων.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1: Μιτοχόνδριο όπως φαίνεται  
στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
2.1 ∆ΟΜΗ ΚΑΙ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΕΣ ΤΟΥ ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΟΥ 
 
2.1.1 ∆οµή  
 
Μέσω µελετών ηλεκτρονικής µικροσκοπίας που πραγµατοποιήθηκαν το 1952 από τους 
George Palade και Fritjof Sjostrand, έγινε γνωστή µε λεπτοµέρεια η δοµή των µιτοχονδρίων. 



 7 

Τα µιτοχόνδρια περιλαµβάνουν δύο συστήµατα µεµβρανών: µια εξωτερική µεµβράνη και 
µια πτυχωτή εσωτερική µεµβράνη.  Πιο συγκεκριµένα η εσωτερική µεµβράνη είναι µια 
µεµβράνη µεγάλων διαστάσεων η οποία αναδιπλώνεται δηµιουργώντας µεγάλο αριθµό 
πτυχώσεων που ονοµάζονται ακρολοφίες.  Η ύπαρξη της διπλής µεµβράνης, έχει σαν 
αποτέλεσµα τη δηµιουργία δύο διαµερισµάτων στο µιτοχόνδριο: το διαµεµβρανικό χώρο, 
µεταξύ εξωτερικής και εσωτερικής µεµβράνης και τη µήτρα ή στρώµα, το χώρο που 
περιβάλλεται από την εσωτερική µεµβράνη.  Οι δύο µεµβράνες του µιτοχονδρίου έχουν 
διαφορετική σύσταση.  Η εξωτερική µεµβράνη περιέχει 52% λιπίδια και 48% πρωτεΐνες 
(περίπου 1:1 κατά βάρος), ενώ η εσωτερική µεµβράνη περιέχει 24% λιπίδια και 76% 
πρωτεΐνες (περισσότερο από 3:1 κατά βάρος).  
 
 
Η εξωτερική µεµβράνη έχει σα βασικό χαρακτηριστικό, τη διαπερατότητά της στα 
περισσότερα µικρά µόρια και ιόντα.  Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι περιέχει µεγάλο 
αριθµό µορίων µιτοχονδριακής πορίνης (γνωστής και σα VDAC-τασεοεξαρτώµενος δίαυλος 
ιόντων).  Η πορίνη είναι µια µεταφορική πρωτεΐνη η οποία δηµιουργεί πόρους (υδρόφιλους 
διαύλους), διαµέσου της λιπιδικής διπλοστιβάδας.  Πρόκειται για µια πρωτεΐνη που 
αποτελείται από β-πτυχώσεις, που συνδέονται µεταξύ τους µέσω υδρογονικών δεσµών, 
σχηµατίζοντας µια β-πτυχωτή επιφάνεια.  Η επιφάνεια αυτή κάµπτεται δηµιουργώντας ένα 
κοίλο κύλινδρο.  Ο πόρος διατρέχει το µέσο της κυλινδροειδούς πρωτεΐνης.  Τέτοιοι πόροι 
επιτρέπουν τη διέλευση όσων µορίων έχουν µοριακό βάρος µικρότερο των 5kD από τη µια 
πλευρά της µεµβράνης στη άλλη.           
 
  
Ο διαµεµβρανικός χώρος, που βρίσκεται ανάµεσα στις δύο µεµβράνες, θεωρείται ότι 
παρουσιάζει την ίδια κατανοµή ιόντων µε αυτή του κυτταροπλάσµατος.  Αυτό οφείλεται στη 
διαπερατότητα της εξωτερικής µεµβράνης.  Επίσης  το τµήµα αυτό του µιτοχονδρίου 
περιλαµβάνει την αδενυλική κυκλάση και άλλα ένζυµα, που φωσφορυλιώνουν νουκλεοτίδια 
χρησιµοποιώντας τα εξερχόµενα µόρια ΑΤΡ. 
 
 
Η εσωτερική µεµβράνη σε αντίθεση µε την εξωτερική µεµβράνη είναι αδιαπέραστη, από 
όλα τα ιόντα και τα πολικά µόρια.  Για τη µετατόπιση µορίων διαµέσου αυτής της 
µεµβράνης, είναι απαραίτητη η δράση ειδικών µεµβρανικών µεταφορέων.  Η εσωτερική 
µεµβράνη χαρακτηρίζεται επίσης και από την παρουσία σε αυτή του ασυνήθιστου 
φωσφολιπιδίου καρδιολιπίνη. Στη µεµβράνη αυτή είναι που επιτελείται η διεργασία της 
οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, κατά την οποία η ενέργεια που απελευθερώνεται από την 
οξείδωση των τροφών χρησιµοποιείται για την παραγωγή ΑΤΡ. 
 
 
Οι ακρολοφίες, αναδιπλώσεις της εσωτερικής µεµβράνης, οδηγούν στην αύξηση της 
επιφάνειας της, διασφαλίζοντας την παραγωγή ΑΤΡ στο µεγαλύτερο δυνατό βαθµό.  Η 
κατανοµή των πτυχώσεων σχετίζεται µε την έκταση της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης.  Ο 
αριθµός των πτυχώσεων αυξάνει µε την αύξηση του ρυθµού της φωσφορυλίωσης. 
 
 
Η µήτρα, ο χώρος που περιβάλλεται από την εσωτερική µεµβράνη, περιλαµβάνει µεγάλο 
αριθµό ενζύµων, ριβοσώµατα, tRNAs και αντίγραφα του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος.   
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Εικόνα 2: 
∆ιάγραµµα  
ενός µιτοχονδρίου. 
    
 
 
2.1.2 Λειτουργίες 
 
 Τα µιτοχόνδρια σχετίζονται µε πολλές βασικές λειτουργίες των ευκαρυωτικών 
οργανισµών, όπως είναι η παραγωγή ενέργειας, η απόπτωση και ο κυτταρικός 
πολλαπλασιασµός.  
 Τα µιτοχόνδρια είναι οργανίδια θεµελιώδους σηµασίας για την παραγωγή ΑΤΡ στους 
ευκαρυωτικούς οργανισµούς.  Απουσία των συγκεκριµένων οργανιδίων, η παραγωγή 
ενέργειας θα στηριζόταν αποκλειστικά και µόνο στη διεργασία της γλυκόλυσης.  Η 
γλυκόλυση όµως, δεν αποδίδει παρά µόνο ένα πολύ µικρό µέρος της ενέργειας που 
περικλείεται στο µόριο της γλυκόζης (µόλις 2 µόρια ΑΤΡ ανά µόριο γλυκόζης). Εποµένως 
δε θεωρείται ιδιαίτερα αποτελεσµατική διεργασία, κυρίως σε οργανισµούς όπως οι 
πολυκύτταροι ευκαρυώτες, που έχουν µεγάλες ενεργειακές απαιτήσεις.  Αντίθετα, παρουσία 
µιτοχονδρίων, κατά την αερόβια αναπνοή (παρουσία οξυγόνου), επιτυγχάνεται ο πλήρης 
καταβολισµός των προϊόντων της γλυκόλυσης και η ενέργεια που απελευθερώνεται, 
αποδίδει περίπου 36 µόρια ΑΤΡ ανά µόριο γλυκόζης.  Απουσία οξυγόνου, τα γλυκολυτικά 
προϊόντα µπορούν να µεταβολιστούν µέσω αναερόβιων διαδικασιών στις οποίες δε 
συµµετέχουν τα µιτοχόνδρια.  Σηµαντικό είναι ότι τα µιτοχόνδρια, δεν χρησιµοποιούν 
αποκλειστικά και µόνο το πυροσταφυλικό οξύ (κύριο προϊόν τη γλυκόλυσης), σαν καύσιµη 
ουσία.  Μπορούν να αξιοποιήσουν επίσης και τα λιπαρά οξέα, τα οποία προκύπτουν από τη 
διάσπαση των λιπών, αλλά και αµινοξέα.  Μετά την είσοδο των καυσίµων µέσω της 
εσωτερικής µεµβράνης των µιτοχονδρίων, που γίνεται µε ενεργή µεταφορά, ακολουθεί η 
µετατροπή τους από ένζυµα της µήτρας στο κύριο µεταβολικό ενδιάµεσο, το ακέτυλο- CoΑ.     
 Το ακέτυλο- CoΑ, είναι αυτό που τελικά εισέρχεται σε µια πορεία οξείδωσης των 
καύσιµων οργανικών µορίων, που ονοµάζεται κύκλος του κιτρικού οξέος ή του 
τρικαρβοξυλικού οξέος ή του Krebs και που λαµβάνει χώρα στο κυτοσόλιο.  Στην 
πραγµατικότητα, ο κύκλος του κιτρικού οξέος περιλαµβάνει µια σειρά από αντιδράσεις 
οξειδοαναγωγής, που έχουν σαν τελικό αποτέλεσµα την οξείδωση µιας ακετυλικής οµάδας 
και την παραγωγή 2 µορίων διοξειδίου του άνθρακα.  Στο αρχικό στάδιο του κύκλου, 
έχουµε τη συµπύκνωση του ακέτυλο-CoA µε το οξαλοξικό οξύ, δίνοντας το κιτρικό οξύ.  
Ακολουθεί µια σειρά οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων, που οδηγεί στην παραγωγή και 
απελευθέρωση από το κύτταρο, 2 µορίων διοξειδίου του άνθρακα (από τα 2 άτοµα C της 
αρχικής ακετυλοµάδας), καθώς και ενεργοποιηµένα µόρια, φορείς ηλεκτρονίων υψηλής 
ενέργειας, τα NADH και FADH2.  Επίσης σηµαντικό είναι ότι σε κάθε κύκλο αντιδράσεων, 
παράγεται και ένα µόριο GTP το οποίο περιέχει ένα φωσφορικό δεσµό υψηλής ενέργειας.   
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                           Εικόνα 3: Σχηµατική απεικόνιση του κύκλου του κιτρικού οξέος 
 
 Τα e- από τα  ανηγµένα µόρια NADH και FADH2 µεταφέρονται στην εσωτερική 
µεµβράνη του µιτοχονδρίου και εισέρχονται σε µια αλυσίδα µεταφοράς e-, την αναπνευστική 
αλυσίδα.  Η πορεία µέσω αυτής της αλυσίδας οδηγεί στην οξείδωση των µορίων NADH και 
FADH2 και την παραγωγή 3 µορίων ATP για κάθε µόριο NADH και 2 µορίων ATP για κάθε 
FADH2.  Έτσι παράγονται συνολικά 22 µόρια ATP για κάθε µόριο γλυκόζης.  Η όλη 
διαδικασία παραγωγής ATP, µέσω αυτής της µεταφοράς e- που τελικά καταλήγουν σε ένα 
µόριο οξυγόνου, αναφέρεται σαν οξειδωτική φωσφορυλίωση.   
 Στην οξειδωτική φωσφορυλίωση συµµετέχουν 3 κύρια ενζυµικά σύµπλοκα, τα οποία 
βρίσκονται στην εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη. Πρόκειται για την NADH 
αφυδρογονάση (σύµπλοκο Ι), την κυτοχρωµική αναγωγάση (σύµπλοκο ΙΙΙ) και την 
κυτοχρωµική οξειδάση (σύµπλοκο IV).  Τα e- του NADH ελευθερώνονται από αυτό, εφόσον 
λόγω του αρνητικού δυναµικού του, έχουν µικρή συγγένεια µε αυτό.  Έτσι τα e- αποδίδονται 
στο πρώτο σύµπλοκο, την αφυδρογονάση του NADH από την οποία µεταφέρονται 
ακολούθως προς την κυτοχρωµική αναγωγάση, µέσω της ουβικινόνης (υδρόφοβη κινόνη).  
Σηµαντικό είναι ότι η ουβικινόνη αποτελεί και το σηµείο εισόδου των e- του FADH2 στην 
αναπνευστική αλυσίδα (το FADH2 µεταφέρεται στην ουβικινόνη από άλλο σύµπλοκο και 
όχι από τη NADH αφυδρογονάση, το οποίο δεν αντλεί πρωτόνια και γι’ αυτό το FADH2 
αποδίδει λιγότερη ενέργεια).  Από την κυτοχρωµική αναγωγάση, τα e- µεταφέρονται µέσω 
µιας µικρής πρωτεΐνης, γνωστής σαν κυτόχρωµα c, στην κυτοχρωµική οξειδάση.   Εκεί το 
O2 το οποίο λόγω θετικού δυναµικού αναγωγής έχει µεγάλη συγγένεια για τα e-, γίνεται ο 
τελικός αποδέκτης τους και ανάγεται σε νερό.   
 Παράλληλα µε τη µεταφορά  e- µέσω της αλυσίδας, παρατηρείται και άντληση 
πρωτονίων (Η+) από τη µήτρα προς το διαµεµβρανικό χώρο. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα η 
συγκέντρωση των Η+ στη µήτρα να µειώνεται και να δηµιουργείται µια διαφορά ηλεκτρικού 
δυναµικού ανάµεσα στις δύο πλευρές της εσωτερικής µεµβράνης (αρνητική στην πλευρά 
της µήτρας).  Το pH µάλιστα είναι κατά 1,4 µονάδες περίπου µικρότερο εξωτερικά της 
µεµβράνης.  Η παρουσία στην εσωτερική µεµβράνη του µιτοχονδρίου, της ΑΤΡ συνθάσης, 
ενός ενζύµικού συµπλόκου που δηµιουργεί υδρόφιλη δίοδο στην εσωτερική µεµβράνη, δίνει 
τη δυνατότητα στα πρωτόνια να µεταφερθούν και πάλι προς τη µήτρα. Κατ’ αυτή τη 
µεταφορά, το ενεργειακό δυναµικό των πρωτονίων, χρησιµοποιείται για την 
πραγµατοποίηση µιας µη ευνοούµενης ενεργειακά αντίδρασης, που είναι η παραγωγή ΑΤΡ 
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από ADP και Pi.  Ο συγκεκριµένος τρόπος παραγωγής ΑΤΡ, που στηρίζεται σε µια 
πρωτονιοκίνητη δύναµη, ονοµάζεται χηµειώσµωση.   

 
Εικόνα 4: Σχηµατική απεικόνιση της αναπνευστικής αλυσίδας.  Φαίνεται η πορεία που ακολουθούν τα 
e- µέσω των αναπνευστικών συµπλόκων µέχρι να φτάσουν στον τελικό αποδέκτη τους, το Ο2.  
∆ιακρίνουµε επίσης, τον τρόπο µε τον οποίο η διαβάθµιση στη συγκέντρωση Η+ ανάµεσα στις δύο 
πλευρές της µεµβράνης, αποτελεί την κινητήριο δύναµη για τη σύνθεση ΑΤΡ, µέσω του ενζυµικού 
συµπλόκου ΑΤΡ συνθάση.   
 
 
 Τα µιτοχόνδρια παίζουν επίσης σηµαντικό ρόλο στην απόπτωση (προγραµµατισµένο 
κυτταρικό θάνατο).  Η απόπτωση είναι µια φυσική διαδικασία µε την οποία το κύτταρο 
θανατώνεται.  Είναι πολύ σηµαντική για την απαλλαγή του οργανισµού από γερασµένα 
κύτταρα, κύτταρα τα οποία έχουν υποστεί κάποια βλάβη ή είναι γενικά ανεπιθύµητα από τον 
οργανισµό.  Τα κύτταρα τα οποία πρόκειται να εξουδετερωθούν, συρρικνώνονται, 
παρουσιάζουν προεξοχές στη µεµβράνη τους και συµπύκνωση της χρωµατίνης.  
Ακολούθως, το DNA κατακερµατίζεται και τελικά ο πυρήνας διασπάται µέσα σε 
αποπτωτικά κυστίδια.   
 Κεντρικά στοιχεία του µονοπατιού απόπτωσης είναι κάποιες εξειδικευµένες πρωτεάσες, 
γνωστές σαν κασπάσες.  Οι κασπάσες πραγµατοποιούν την πρωτεόλυση διάφορων κύριων 
πρωτεϊνών και οδηγούν το κύτταρο στο θάνατο.  Πρόσφατα δεδοµένα αποκάλυψαν 
συσχέτιση των µιτοχονδρίων µε την απόπτωση, εφόσον βρέθηκε ότι στα αρχικά στάδια της 
διαδικασίας, τα µιτοχόνδρια υφίστανται µορφολογικές αλλαγές (ελάττωση µεγέθους, 
συµπύκνωση θεµέλιας ουσίας).  Στη συνέχεια βρέθηκε να απελευθερώνουν το κυτόχρωµα c 
και τελικά να συγκεντρώνονται γύρω από τον πυρήνα του κυττάρου.  Πιο συγκεκριµένα, 
φαίνεται ότι πολλά αποπτωτικά σήµατα στοχεύουν στην ενεργοποίηση του υποδοχέα Fas, 
που έχει σαν αποτέλεσµα το σχηµατισµό ενός τριµερούς συµπλόκου, που περιλαµβάνει τον 
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υποδοχέα, ένα συµπαράγοντα και την κασπάση 8.  Μέσα σε αυτό το σύµπλοκο γίνεται η 
ενεργοποίηση της κασπάσης 8 η οποία πρωτεολύει την πρωτεΐνη Bid, της οποίας ένα τµήµα 
µεταφέρεται στο µιτοχόνδριο.  Το τµήµα αυτό της Bid είτε άµεσα είτε µέσω της πρωτεΐνης 
Bax, προκαλεί απελευθέρωση του κυτοχρώµατος c από το µιτοχόνδριο.  Το κυτόχρωµα c 
µεταφερόµενο στο κυτταρόπλασµα σχηµατίζει µαζί µε την προκασπάση 9 και ένα 
συµπαράγοντα (τον Αpaf1), το σύµπλοκο του αποπτωσώµατος.  Μέσα στο σύµπλοκο 
ενεργοποιείται η κασπάση 9, η οποία µε τη σειρά της ενεργοποιεί τον όλο καταρράκτη των 
κασπασών τελεστών. Αυτές θα οδηγήσουν τελικά στην αποικοδόµηση του κυττάρου µέσω 
πρωτεόλυσης µεγάλου αριθµού πυρηνικών και κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών.  
Εποµένως, το µιτοχόνδριο κρίνεται απαραίτητο στην όλη διαδικασία, αφού το κυτόχρωµα c 
έχει κρίσιµο ρόλο στη µετέπειτα ενεργοποίηση των κασπασών. 

      
 
 
 
 
Εικόνα 5: Σχηµατική 
αναπαράσταση της διαδικασίας  
απόπτωσης µέσω ενεργοποίησης 
του καταρράκτη των κασπασών. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2.2 ΜΙΤΟΧΟΝ∆ΡΙΑΚΟ ΓΟΝΙ∆ΙΩΜΑ 
 
 Αφορµή για την ανακάλυψη της ύπαρξης εξωπυρηνικών γονιδίων στους ευκαρυωτικούς 
οργανισµούς, αποτέλεσε η παρατήρηση µη µεντελικής κληρονοµικότητας σε ορισµένες 
περιπτώσεις στα φυτά.  Πειράµατα τα οποία ακολούθησαν, απέδειξαν ότι το DNA δεν 
εντοπίζεται αποκλειστικά στον πυρήνα, αλλά το συναντάµε και σε οργανίδια και 
συγκεκριµένα στα µιτοχόνδρια (όλων των ευκαρυωτικών κυττάρων) και στους 
χλωροπλάστες (φυτικά κύτταρα).  Το ανθρώπινο µιτοχονδριακό γονιδίωµα αποτελείται από 
ένα κυκλικό, δίκλωνο, υπερελικωµένο µόριο DNA µε µέγεθος 16.569 bp.  Πρόκειται για 
γονιδίωµα µικρού µεγέθους, το οποίο κωδικοποιεί περιορισµένο αριθµό λειτουργιών.  
Ωστόσο εµφανίζει εξαιρετικά συµπυκνωµένη οργάνωση, ενώ χαρακτηρίζεται από απουσία 
ιντρονίων αλλά και ιστονών (πρωτεΐνες µε τις οπoίες συνδέεται το πυρηνικό DNA).  Με 
εξαίρεση την περιοχή του βρόχου D, σχεδόν κάθε βάση του µιτοχονδριακού DNA 
αντιστοιχεί σε κάποιο γονίδιο και µόλις περίπου 87 βάσεις από το σύνολο των 16569, δεν 
περιλαµβάνονται σε κάποιο γονίδιο.  Ο βρόχος D παρόλο που αποτελεί µη κωδικοποιούσα 
περιοχή του γονιδιώµατος, είναι µια περιοχή κρίσιµη για την έκφραση του µιτοχονδριακού 
γονιδιώµατος, που φέρει πολλά ρυθµιστικά στοιχεία. Συνολικά το µιτοχονδριακό γονιδίωµα 
κωδικοποιεί  37 γονίδια: 2 µόρια rRNA, 22 µόρια tRNA, και 13 µόρια mRNA που 
µεταφράζονται σε πρωτεΐνες .  Όλες οι πρωτεΐνες, είναι συστατικά του µηχανισµού της 
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κυτταρικής αναπνοής.  Ειδικότερα, πρόκειται για µια υποµονάδα του κυτοχρώµατος  b, 3 
υποµονάδες της οξειδάσης του κυτοχρώµατος, 2 υποµονάδες της µιτοχονδριακής ATPασης 
(6 και 8) και 7 υποµονάδες της αφυδρογονάσης του NADH.  Tα γονίδια του µιτοχονδρίου 
καλύπτουν µόνο µικρό µέρος των λειτουργιών που επιτελούνται στο οργανίδιο. 70 
επιπρόσθετες υποµονάδες που κωδικοποιούνται από το πυρηνικό γονιδίωµα, εισέρχονται 
από το κυτταρόπλασµα στο οργανίδιο.  Έτσι επιτυγχάνεται ο σχηµατισµός, όλων των 
απαραίτητων συµπλόκων της αναπνευστικής αλυσίδας.  
 Η κληρονόµηση του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος γίνεται αποκλειστικά από τη 
µητέρα, δηλαδή κληρονοµείται µόνο ο γονότυπος της µητέρας στα µιτοχόνδρια του 
θυγατρικού κυττάρου ενώ ο πατρικός γονότυπος χάνεται.  Αυτό το φαινόµενο αναφέρεται 
σα µητρική κληρονόµηση.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      

Εικόνα 6: Χάρτης του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος όπου παρουσιάζονται οι θέσεις των γονιδίων του 
µεταφορικού RNA (tRNA), του ριβοσωµικού RNA (rRNA) καθώς και των γονιδίων που κωδικοποιούν 

        υποµονάδες των συµπλόκων της αναπνευστικής αλυσίδας. 
 
 
2.2.1 Αντιγραφή του mtDNA 
 
 Η αντιγραφή του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος γίνεται µε τρόπο ηµισυντηρητικό, όπως 
συµβαίνει και στο πυρηνικό DNA.  ∆ηλαδή, καθένας από τους κλώνους χρησιµοποιείται σα 
µήτρα για τη σύνθεση του συµπληρωµατικού του.  Η αντιγραφή στο κυκλικό µόριο ξεκινά 
πάντα από µια ειδική θέση έναρξης, όπου προσδένεται η µιτοχονδριακή πολυµεράση.  Μόνο 
η µια από τις δύο αλυσίδες (Η), χρησιµοποιείται στην αρχή για τη σύνθεση µιας νέας, 
συµπληρωµατικής προς αυτή αλυσίδας.  Καθώς η σύνθεση του DNA προχωρά, η αλυσίδα 
που ήταν αρχικά συµπληρωµατική προς την αλυσίδα Η, η L, εκτοπίζεται και παραµένει στη 
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µονόκλωνη µορφή της.  Η περιοχή της εκτοπισµένης αλυσίδας, εξαιτίας της διαµόρφωσης 
της ονοµάζεται βρόχος D ή εκτόπιση.  Με την πρόοδο της αντιγραφής, ο βρόχος D 
επεκτείνεται ολοένα και περισσότερο.  Η επέκταση αυτή σταµατά σε µια θέση, όταν πλέον 
καλυφθούν περίπου τα 2/3 της περιφέρειας του κύκλου.  Η αντιγραφή αυτής της θέσης έχει 
σαν αποτέλεσµα να εκτίθεται η θέση έναρξης της αντιγραφής της αλυσίδας L, η οποία είναι 
πλέον διαθέσιµη.  Έτσι ξεκινά και η αντιγραφή της αλυσίδας L από την DNA πολυµεράση, 
µε κατεύθυνση αντιγραφής αντίθετη από αυτή της αλυσίδας Η.   
 Η αντιγραφή του µιτοχονδριακού DNA γίνεται µε πολύ βραδύτερο ρυθµό σε σύγκριση 
µε του πυρηνικού DNA (100 φορές βραδύτερη).  Σηµαντικό είναι ότι τα µιτοχόνδρια 
αντιγράφονται ανεξάρτητα από τον κυτταρικό κύκλο, ανάλογα µε τις ενεργειακές 
απαιτήσεις του κυττάρου.  Όταν το κύτταρο έχει υψηλές απαιτήσεις σε ενέργεια, τότε τα 
µιτοχόνδρια αντιγράφουν το DNA τους και διαιρούνται, αυξάνοντας τον αριθµό τους στο 
κύτταρο.  
 
2.2.2 Μεταγραφή του mtDNA 
 
 Για τη µεταγραφή του mtDNA στον άνθρωπο, είναι υπεύθυνη µια µιτοχονδριακή RNA 
πολυµεράση (POLMRT), ενώ κρίσιµη είναι και η παρουσία του µιτοχονδριακού 
µεταγραφικού παράγοντα Α (TFAM) καθώς και του µεταγραφικού παράγοντα Β1(TFB1M) 
ή Β2 (TFB2M).  Η µεταγραφή της βαριάς αλυσίδας (Η), ξεκινά είτε από τον υποκινητή 1 
(HSP1), δηµιουργώντας ένα µικρό µετάγραφο, το οποίο τερµατίζει στο 16S RNA, είτε από 
τον υποκινητή 2 (HSP2), δίνοντας ένα πολυκιστρονικό µήνυµα το οποίο περιλαµβάνει τα 2 
γονίδια rRNA, τα 12 γονίδια mRNA  και τα 14 γονίδια tRNA.  Η µεταγραφή της ελαφριάς 
αλυσίδας (L)  που γίνεται από τον υποκινητή ελαφριάς αλυσίδας (LSP), δηµιουργεί ένα 
µετάγραφο το οποίο περιλαµβάνει το mRNA της ND6  καθώς και τα υπόλοιπα 8 tRNA.   
 Η µεταγραφή από όλους τους υποκινητές απαιτεί την εµπλοκή του µεταγραφικού 
ενεργοποιητή TFAM,  ο οποίος προσδένεται ανοδικά των υποκινητών, καθώς και την 
υποµονάδα της RNA πολυµεράσης (POLMRT) η οποία σχηµατίζει ένα ετεροδιµερές 
σύµπλοκο µε ένα εκ των δύο παραγόντων TFB1M ή TFB2M. Τα αρχικά µόρια RNA που 
δηµιουργούνται, υφίστανται επεξεργασία από µια ενδονουκλεάση και µετατρέπονται στα 
ώριµα µόρια RNA.  
  Πρόσφατα ανακαλύφθηκε η ύπαρξη ενός παράγοντα, του MTERF3, ο οποίος φαίνεται 
ότι δρα ανασταλτικά στην όλη διαδικασία της µεταγραφής.  Αυτό το επιτυγχάνει µε την 
πρόσδεση του στους υποκινητές του mtDNA, ή κοντά σε αυτούς, προφανώς 
παρεµποδίζοντας την επακόλουθη πρόσδεση της RNA πολυµεράσης και την έναρξη της 
µεταγραφής.  Ο παράγοντας MTERF  φαίνεται να αλληλεπιδρά µε άλλους παράγοντες 
κρίσιµους για τη λειτουργία του, που ωστόσο δεν έχουν ακόµη ταυτοποιηθεί.      
 Είναι σηµαντικό το γεγονός ότι από τα µιτοχονδριακά µετάγραφα απουσιάζουν οι 
αλληλουχίες-σήµατα έναρξης, ενώ τα σήµατα τερµατισµού δηµιουργούνται µε την 
προσθήκη poly-A αλληλουχιών στο 3’ άκρο τους.  Επίσης τα µιτοχονδριακά µετάγραφα 
στερούνται και τη δοµή της καλύπτρας στο 5’ άκρο τους.  Τα κωδικόνια έναρξης της 
µετάφρασης των mRNA µορίων (AUG, AUA, AUU) εντοπίζονται είτε στο 5’ άκρο τους, 
είτε µερικές βάσεις πιο καθοδικά.  
 
 Είναι αξιοσηµείωτο το γεγονός, ότι ο γενετικός κώδικας του mtDNA των 
θηλαστικών παρουσιάζει αρκετές διαφορές από τον παγκόσµιο κώδικα.  Μια κρίσιµη 
διαφορά είναι η χρήση των κωδικονίων AUG, AUA, AUU  ως κωδικόνια έναρξης, τα οποία 
καθορίζουν την ενσωµάτωση της µεθειονίνης σαν πρώτο αµινοξύ στο αµινοτελικό άκρο της 
νεοσυντιθέµενης πολυπεπτιδικής αλυσίδας.  Οι βασικές αποκλίσεις του mtDNA από τον 
παγκόσµιο γενετικό κώδικα παρουσιάζονται συνοπτικά στον πίνακα 1.     
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Πίνακας 1: Βασικές αποκλίσεις µιτοχονδριακού κώδικα από τον παγκόσµιο γενετικό κώδικα στα 
θηλαστικά  

 
 
2.2.3 Πρωτεϊνοσύνθεση στα µιτοχόνδρια 
 
 Η διαδικασία της πρωτεϊνοσύνθεσης στα µιτοχονδρια δεν έχει ακόµη κατανοηθεί σε 
µεγάλο βαθµό, κυρίως λόγω της δυσκολίας της πειραµατικής της µελέτης in vitro.  Αυτό 
οφείλεται κατά ένα µεγάλο µέρος στο γεγονός ότι δεν είναι εύκολη η αποµόνωση επαρκούς 
για µελέτη, ποσότητας mt mRNA και rRNA. Επιπρόσθετα είναι δύσκολο να επιτευχθούν in 
vitro οι περίπλοκες τροποποιήσεις στις οποίες υπόκειται το mRNA πριν αυτό µεταφραστεί. 
 Τα µιτοχονδριακά ριβοσώµατα συνίστανται από δύο υποµονάδες, µια µικρή, η οποία 
έχει συντελεστή καθίζησης 28S και µια µεγάλη µε συντελεστή καθίζησης 39S.  Βασικό είναι 
ότι το ριβοσωµικό RNA, απαραίτητο για τη δόµηση των ριβοσωµάτων, κωδικοποιείται από 
το µιτοχονδριακό γονιδίωµα από τα δύο γονίδια 12S και 16S rRNA.  Βέβαια για τη σύσταση 
των δύο ριβοσωµικών υποµονάδων είναι απαραίτητη και η ύπαρξη πρωτεϊνών που 
κωδικοποιούνται από γονίδια του πυρηνικού γονιδιώµατος.  Η µικρή υποµονάδα 
αποτελείται από το 16 S rRNA  και 29 πρωτεΐνες πυρηνικής προέλευσης, ενώ η µεγάλη 
υποµονάδα αποτελείται από το 12S rRNA και 48 πρωτεΐνες πυρηνικής προέλευσης.  Τα 
ριβοσώµατα των µιτοχονδρίων εντοπίζονται είτε σε ελεύθερη µορφή στη µήτρα, είτε 
συνδεδεµένα στις πτυχώσεις της εσωτερικής µεµβράνης.  
 Η έναρξη της µετάφρασης παρουσιάζει αρκετές οµοιότητες µε τη µετάφραση που 
επιτελείται από τα ριβοσώµατα στο κυτταρόπλασµα των ευκαρυωτών.  Ωστόσο το 
εναρκτήριο tRNA, µεταφέρει αντί για ένα κατάλοιπο µεθειονίνης όπως συµβαίνει στους 
ευκαρυώτες, ένα κατάλοιπο µεθειονίνης το οποίο έχει φορµυλιωθεί στην αµινοµάδα του, το 
fmet (όπως συµβαίνει στα βακτήρια).  Το µιτοχονδριακό γονιδίωµα δεν είναι σε θέση να 
κωδικοποιήσει το σύνολο των πρωτεϊνών που απαιτούνται για τη διεκπεραίωση των 
λειτουργιών αλλά και τη βιογένεση των µιτοχονδρίων (κωδικοποιεί µόλις το 5-10% του 
συνόλου των πρωτεϊνών).  Οι υπόλοιπες πρωτεΐνες κωδικοποιούνται από γονίδια που 
εδράζονται στο πυρηνικό γονιδίωµα και αφού γίνει η σύνθεση τους στο κυτταρόπλασµα 
µεταφέρονται στο µιτοχόνδριο. 
 
 Είναι γνωστό ότι στο πυρηνικό γονιδίωµα υπάρχουν 64 κωδικόνια, από τα οποία τα 61 
είναι υπεύθυνα για την κωδικοποίηση  αµινοξέων και τα 3 αποτελούν κωδικόνια λήξης της 
µετάφρασης.  Για την αναγνώριση των 61 κωδικονίων είναι απαραίτητη η ύπαρξη 
τουλάχιστον 32 µορίων tRNA, ούτως ώστε η αναγνώριση να είναι όσο το δυνατό πιο 
ακριβής. Αυτό που παρατηρούµε στα ανθρώπινα µιτοχόνδρια είναι ότι ο αριθµός των 
ειδικών για την αναγνώριση µορίων tRNA είναι αρκετά µικρότερος, εφόσον υπάρχουν µόλις 
22 διαφορετικά µόρια tRNA.  Από αυτά τα 22 µόρια, τα 20 αντιστοιχούν σε καθένα από τα 
20 διαφορετικά αµινοξέα και τα εναποµείναντα 2, είναι επιπρόσθετα tRNA ειδικά για τη Ser 
και τη Leu, µε αποτέλεσµα σε καθένα από τα δύο αυτά αµινοξέα να αντιστοιχούν από δύο 
ειδικά µόρια tRNA.  
 Η ύπαρξη µειωµένου αριθµού µορίων tRNA εγείρει το ερώτηµα αν µπορεί να γίνει 
σωστή αναγνώριση όλων των κωδικονίων.  Η απάντηση σε αυτό είναι ότι όντως τα 
κωδικόνια µπορούν να διαβαστούν σωστά, ενώ ο περιορισµός στον αριθµό των µορίων 

Κωδικόνιο  Παγκόσµιος Γενετικός 
Κώδικας 

Μιτοχόνδρια 

AGA, AGG Αργινίνη Κωδικόνιο τερµατισµού 
AUA Ισολευκίνη Μεθειονίνη 
UGA Κωδικόνιο τερµατισµού Τρυπτοφάνη 
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αναγνώρισης τους στα µιτοχόνδρια, έχει να κάνει µε τη µικρότερη εξειδίκευση, που 
παρατηρείται στο ζευγάρωµα κωδικονίου- αντικωδικονίου στο µιτοχόνδριο.  Πιο 
συγκεκριµένα,  τα 14 µόρια tRNA που παράγονται από τον Η κλώνο, φέρουν στην τρίτη 
θέση του αντικωδικονίου είτε G είτε τροποποιηµένη U.  Αυτό τους δίνει τη δυνατότητα να 
ζευγαρώσουν, µε κωδικόνια που έχουν C ή U και A ή G αντίστοιχα.  Επιπρόσθετα, όσον 
αφορά τα υπόλοιπα 8 tRNA, έχουν στην πρώτη θέση του αντικωδικονίου (ασταθή θέση), τη 
βάση U.  Η συγκεκριµένη βάση έχει την ικανότητα να ζευγαρώνει ασθενώς µε όλες τις 
βάσεις.  Αυτό λοιπόν έχει σαν αποτέλεσµα, το ίδιο µόριο tRNA να αναγνωρίζει και τα 
τέσσερα µέλη µιας οικογένειας κωδικονίων.  ∆ηλαδή κωδικόνια που έχουν τις ίδιες δύο 
πρώτες βάσεις, π.χ AG και καθένα φέρει στην τρίτη θέση µια από τις τέσσερις βάσεις Α,G, 
C,U µπορούν να ζευγαρώσουν µε το ίδιο µόριο tRNA.  Με βάση τα πιο πάνω µπορεί να 
εξηγηθεί η µείωση του αριθµού των µορίων tRNA, από 32 που απαιτούνται για τη σύνθεση 
των πρωτεϊνών του πυρηνικού DNA, σε 22 στο µιτοχονδριακό γονιδίωµα.   
 
 
 
2.3 ΜΟΡΙΑ tRNA 
 
 Η όλη διαδικασία της σύνθεσης των πρωτεϊνών είναι κοινή σε όλα τα βασίλεια των 
ζωντανών οργανισµών, κάτι που αποδεικνύει και την εµφάνιση του συστήµατος 
πρωτεϊνοσύνθεσης πολύ νωρίς στην εξέλιξη.  Η σύνθεση µιας πολυπεπτιδικής αλυσίδας 
επιτελείται µε κατεύθυνση από το αµινοτελικό προς το καρβοξυτελικό της άκρο µε 
διαδοχική προσθήκη αµινοξέων που γίνεται στο καρβοξυτελικό της άκρο.   
 Τα αµινοξέα φτάνουν στα ριβοσώµατα για να ενσωµατωθούν στην πολυπεπτιδική 
αλυσίδα στην ενεργοποιηµένη µορφή του αµινοακυλο-tRNA.  Τα αµινοακυλο-tRNA, 
δηµιουργούνται µέσω της ένωσης της καρβοξυλικής οµάδας ενός αµινοξέος µε το 3’ άκρο 
του µορίου tRNA, διαδικασία που επιτελείται από το ένζυµο συνθετάση του αµινοακυλο-
tRNA.  Η σύνδεση αυτή γίνεται µε σχηµατισµό ενός οµοιοπολικού δεσµού, αντίδραση που 
προάγεται µε ενέργεια από την υδρόλυση ATP.  Βασικά χαρακτηριστικά των µορίων tRNA 
είναι, το 3’ τελικό τους άκρο µέσω του οποίου επιτυγχάνουν την σύνδεση τους µε το 
κατάλληλο αµινοξύ, καθώς και το αντικωδικόνιο τους µέσω του οποίου αναγνωρίζουν το 
κατάλληλο κωδικόνιο του mRNA και ζευγαρώνουν µε αυτό, εισάγοντας στην αυξανόµενη 
πολυπεπτιδική αλυσίδα το σωστό αµινοξύ.    
 
 
 ∆οµή µορίων tRNA 
 
 Τα µόρια tRNA (transfer RNA), αποτελούν µικρά µόρια RNA (73-93 νουκλεοτίδια) µε 
πρότυπο σχήµα τριφυλλιού στη δευτεροταγή τους δοµή και σχήµα  γράµµατος Γ στην 
τριτοταγή τους δοµή.  Στη δευτεροταγή τους δοµή τριφυλλιού, τα συγκεκριµένα µόρια 
έχουν περίπου τις µισές από τις βάσεις τους ζευγαρωµένες ενώ ανακαλύφθηκε ότι το 
συγκεκριµένο πρότυπο είναι κοινό για όλα τα µόρια tRNA.  Αυτή η συµπεριφορά είναι 
απόλυτα λογική, εφόσον θα πρέπει όλα τα µόρια να διατηρούν την ικανότητα 
αλληλεπίδρασης µε τον ίδιο περίπου τρόπο, µε τα ριβοσώµατα, τα mRNA και τους 
πρωτεϊνικούς παράγοντες κατά τη µετάφραση.  Βασικά δοµικά χαρακτηριστικά των µορίων 
tRNA είναι τα ακόλουθα: 
 
� Κάθε µόριο είναι µια µονόκλωνη αλυσίδα που περιλαµβάνει από 73-93 
ριβονουκλεοτίδια 
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� Περίπου τα µισά από τα νουκλεοτίδια συνδέονται µε ζεύγη βάσεων, δηµιουργώντας 
διπλές έλικες.  ∆ιακρίνονται 5 οµάδες βάσεων οι οποίες δεν είναι ζευγαρωµένες: α) η 
περιοχή του 3’ άκρου CCA, που αποτελεί τµήµα του βραχίονα υποδοχής β) η θηλιά 
ΤψC, ονοµάστηκε έτσι λόγω της αλληλουχίας ριβοθυµιδίνης-ψευδοουρακίλης-
κυτοσίνης γ) ο επιπλέον βραχίονας, µε ποικίλο αριθµό καταλοίπων δ) η θηλιά 
διυδροουρακίλης (DHU) που περιλαµβάνει κατάλοιπα διυδροουρακίλης και ε) η θηλιά 
του αντικωδικονίου 

� Το 5’ άκρο του µορίου είναι φωσφορυλιωµένο ενώ το 5’ τελικό κατάλοιπο είναι 
συνήθως η G (pG). 

� Η σύνδεση του µορίου tRNA  µε το αµινοξύ, γίνεται στο βραχίονα υποδοχής. 
Συγκεκριµένα, το ενεργοποιηµένο αµινοξύ συνδέεται σε µια υδροξυλική οµάδα του 
καταλοίπου αδενοσίνης στο 3’ άκρο της αλληλουχίας CCA που εντοπίζουµε στο 
βραχίονα υποδοχής. Στο βραχίονα υποδοχής, συναντώνται κατάλοιπα τα οποία 
ζευγαρώνουν µε τρόπο διαφορετικό από τον κλασικό κατά  Watson-Crick. 

� Το αντικωδικόνιο εντοπίζεται υπό τη µορφή µιας θηλιάς στο κέντρο της αλληλουχίας.  
� Τα µόρια tRNA περιλαµβάνουν και πολλές ασυνήθιστες βάσεις.  Οι περισσότερες από 
αυτές προκύπτουν, σαν αποτέλεσµα µεθυλίωσης ή διπλής µεθυλίωσης των 
φυσιολογικών βάσεων (εκτός της περιοχής του αντικωδικονίου), µέσω ενζυµικής 
τροποποίησης του πρόδροµου µορίου tRNA.  Η µεθυλίωση εµποδίζει το σχηµατισµό  
ορισµένων ζευγών βάσεων, ενώ παράλληλα προσδίδει υδρόφοβο χαρακτήρα σε κάποιες 
περιοχές των µορίων, διευκολύνοντας έτσι αλληλεπιδράσεις µε ένζυµα και ριβοσωµικές 
πρωτεΐνες. 

 
 
 
 
 
 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 7: Αριστερά, δευτεροταγής δοµή του µορίου tRNA όπου παρουσιάζονται µε πράσινο η 
αλληλουχία CCA του βραχίονα υποδοχής όπου προσαρµόζεται το αµινοξύ, µε κίτρινο η θηλιά TψC, µε 
µπλε η θηλιά του αντικωδικονίου και µε κόκκινο η θηλιά DHU.  Το βέλος δείχνει την περιοχή όπου 
εντοπίζεται ο επιπλέον βραχίονας (µεταβλητός). ∆εξιά,  τριτοταγής διαµόρφωση του µορίου tRNA µε 
σχήµα παρόµοιο µε το ελληνικό Γ. 
 
 

αντικωδικόνιο 

D-θηλιά 

Τ-θηλιά 

 

5’ άκρο 

ΟΗ 
 

3’ άκρο 

Θηλιά 3 

Θηλιά 1 

Θηλιά 2 αντικωδικόνιο 

Θέση 

προσαρμογής 

του αμινοξέος 

Μεταβλητός 

βραχίονας 
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2.4 ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ ΠΟΥ ΣΥΝ∆ΕΟΝΤΑΙ ΜΕ ΑΝΘΡΩΠΙΝΕΣ ΑΣΘΕΝΕΙΕΣ 
 
 Tο µιτοχονδριακό γονιδίωµα υπόκειται σε µεταλλάξεις µε πολύ µεγαλύτερο ρυθµό (10-
17 φορές περισσότερες), σε σχέση µε το πυρηνικό γονιδίωµα.  Αυτό µπορεί να οφείλεται σε 
διάφορους λόγους.  Καταρχήν, πολύ σηµαντικό είναι το γεγονός ότι τα µιτοχόνδρια 
στερούνται κάποιου αποτελεσµατικού µηχανισµού επιδιόρθωσης του DNA.  Αυτό έχει σαν 
αποτέλεσµα οποιοδήποτε λάθος εισάγεται στο γονιδίωµα κατά την αντιγραφή του mtDNA, 
να διατηρείται.  Επιπρόσθετα το mtDNA εντοπίζεται κοντά στην εσωτερική µεµβράνη του 
µιτοχονδρίου.  Αποτέλεσµα αυτού είναι να εκτίθεται σε µεγάλο βαθµό στις µεταλλαξιγόνες 
ελεύθερες ρίζες οξυγόνου, που παράγονται στην αναπνευστική αλυσίδα του ίδιου του 
µιτοχονδρίου.  Σηµαντικό φαίνεται να είναι και το γεγονός ότι από το µιτοχόνδριο 
απουσιάζουν και οι προστατευτικές για το DNA, αλληλεπιδράσεις µε τις ιστόνες.  Έτσι το 
DNA είναι πιο προσιτό στους διάφορους µεταλλαξιγόνους παράγοντες.  Τέλος πρέπει να 
ληφθεί υπόψη και το γεγονός ότι το µιτοχονδριακό γονιδίωµα είναι ιδιαίτερα συµπυκνωµένο 
και στερείται ιντρονίων, ενώ τα γονίδια του, είναι τοποθετηµένα το ένα δίπλα στο άλλο και 
πολλές φορές αλληλεπικαλύπτονται (µόλις 5% του DNA αντιστοιχεί σε µη κωδικοποιούσα 
αλληλουχία).  Αυτός θα µπορούσε να είναι άλλος ένας λόγος για το υψηλό ποσοστό 
µεταλλάξεων που παρατηρείται.   
 Οι διάφορες µεταλλάξεις του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος, έχουν συσχετιστεί µε ένα 
µεγάλο αριθµό ανθρώπινων ασθενειών, γνωστές σα «µιτοχονδριακές» ασθένειες.  Οι 
συγκεκριµένες ασθένειες παρουσιάζουν ποικίλους φαινοτύπους και µπορούν να είναι από 
ασθένειες µε ήπια συµπτώµατα, µέχρι ασθένειες µε βαριά κλινικά συµπτώµατα που οδηγούν 
στο θάνατο.  Στους πιο χαρακτηριστικούς φαινοτύπους µιτοχονδριακών ασθενειών 
περιλαµβάνονται, νευρολογικές δυσλειτουργίες, εγκεφαλοπάθειες, καρδιοµυοπάθειες, 
διαβήτης και ποικίλες άλλες σωµατικές διαταραχές.   Πρέπει να ληφθεί βέβαια υπόψη, ότι 
αρκετές πρωτεΐνες που είναι απαραίτητες για τις µιτοχονδριακές λειτουργίες, 
κωδικοποιούνται και από πυρηνικά γονίδια.  Τέτοιες µεταλλάξεις που µπορούν επίσης να 
προκαλέσουν δυσλειτουργίες στο µιτοχονδριακό µεταβολισµό, ενέχονται στην πρόκληση 
µιτοχονδριακών ασθενειών.           
 
 
2.4.1 Μεταλλάξεις µιτοχονδριακών tRNA γονιδίων 
 
 Η πρώτη φορά που χαρακτηρίστηκαν µεταλλάξεις του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος 
που συσχετίστηκαν µε παθογένεια, ήταν το 1988.  Από τότε, ανιχνεύθηκαν πάνω από 200 
τέτοιες µεταλλάξεις στο ανθρώπινο µιτοχονδριακό γονιδίωµα.  Πάνω από τις µισές 
µεταλλάξεις που σχετίζονται µε ασθένειες, εντοπίζονται στα γονίδια tRNA, κάτι που είναι 
ιδιαίτερα αξιοσηµείωτο δεδοµένου του ότι τα  tRNA γονίδια συνιστούν µόλις το 10% του 
µιτοχονδριακού γονιδιώµατος.  Αυτό ωστόσο εξηγείται, µέσω της  ζωτικής σηµασίας των 
µορίων tRNA, στη σύνθεση των πρωτεϊνών που εµπλέκονται στον ενεργειακό µεταβολισµό.    
 Το ενδιαφέρον γύρω από τα  µιτοχονδριακά µόρια tRNA εξαπλώθηκε µε πολύ 
γρήγορους ρυθµούς, εξαιτίας της ανακάλυψης ότι σηµειακές µεταλλάξεις στα γονίδια τους 
συσχετίζονται µε την εµφάνιση νευροµυικών και νευροεκφυλιστικών διαταραχών.  Τα 
µόρια tRNA συγκεντρώνουν µεγάλο αριθµό, τόσο παθογόνων, όσο και ουδέτερων 
µεταλλάξεων (Πίνακας 3).  Μέχρι σήµερα έχουν καταγραφεί 139 παθογόνες µεταλλάξεις σε 
όλα τα tRNA γονίδια µε µόνη εξαίρεση το γονίδιο tRNAArg.  Αξιοσηµείωτο είναι ότι 
περίπου το 50% των γνωστών παθογόνων µεταλλάξεων, συγκεντρώνεται σε µόνο τρία 
γονίδια και πιο συγκεκριµένα στα tRNALeu(UUR), tRNALys και tRNAIle.  Όσον αφορά τις 
ουδέτερες µεταλλάξεις ή πολυµορφισµούς, έχουν µέχρι στιγµής καταγραφεί 243 και 
εντοπίζονται σε όλα τα tRNA γονίδια.  Πρόκειται για σηµειακές αντικαταστάσεις, οι οποίες 
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ως επί το πλείστον, δεν επηρεάζουν τη δοµική ακεραιότητα ή τη λειτουργικότητα των 
µορίων tRNA, ενώ φαίνεται να συµβάλλουν σε µεγάλο βαθµό στη γενετική ποικιλοµορφία 
των ανθρώπινων πληθυσµών.     
 Οι περισσότερες µεταλλάξεις κατανέµονται σε όλη την έκταση του µορίου tRNA µε 
οµοιόµορφο τρόπο, τόσο στους βραχίονες όσο και στις θηλιές (Εικόνα 8).  Πολύ βασικό 
είναι ωστόσο ότι παρατηρείται σχεδόν πλήρης απουσία αυτών των µεταλλάξεων από την 
περιοχή του αντικωδικονίου, κάτι απόλυτα λογικό, αν αναλογιστεί κανείς τον κρίσιµο ρόλο 
της συγκεκριµένης περιοχής του µορίου για την αναγνώριση των κωδικονίων στο mRNA.  
Η οποιαδήποτε µετάλλαξη σε αυτή την περιοχή, θα µπορούσε να έχει θανατηφόρες 
επιπτώσεις στον οργανισµό, εφόσον θα διατάρασσε την όλη διαδικασία της 
πρωτεϊνοσύνθεσης.   
 Συνήθως οι µεταλλάξεις των tRNA, αφορούν µεταπτώσεις (πουρίνη σε πουρίνη και 
πυριµιδίνη σε πυριµιδίνη) και πιο σπάνια µεταστροφές (πουρίνη σε πυριµιδίνη και 
αντίστροφα).  Μια γενική παρατήρηση που προέκυψε µέσα από διάφορες µελέτες, είναι ότι 
συνήθως στις παθογόνες µεταλλάξεις επηρεάζονται κατάλοιπα µε υψηλό βαθµό 
συντήρησης, ενώ στις ουδέτερες λιγότερο συντηρηµένα κατάλοιπα.  Αυτό ωστόσο δεν 
µπορεί να διατυπωθεί σαν κανόνας.    
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Πίνακας 3: Τα δεδοµένα του πίνακα έχουν ληφθεί από διαδικτυακές βάσεις δεδοµένων 
          (www.mitomap.org και www.genpat.uu.se/mtDB ) 

 
 

  Παθογόνες και πολυµορφικές µεταλλάξεις στα µιτοχονδριακά 
tRNA γονίδια 

tRNA Παθογόνες 
µεταλλάξεις 

Πολυµορφικές 
µεταλλάξεις 

                 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 

Συνολικά 139 243 
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Εικόνα 8: Παθογόνες και πολυµορφικές µεταλλάξεις στα ανθρώπινα µιτοχονδριακά tRNA γονίδια. Τα 
µόρια tRNA αναπαρίστανται στη δευτεροταγή τους δοµή.  Οι παθογόνες µεταλλάξεις απεικονίζονται µε 
κόκκινο χρώµα ενώ οι πολυµορφικές µε µπλε. Οι αλληλουχίες των µιτοχονδριακών tRNA έχουν ληφθεί 
από τη βάση δεδοµένων αναφοράς www.tRNA.uni-bayreth.de ενώ οι παθογόνες και πολυµορφικές 
µεταλλάξεις από τις www.mitomap.org και www.genpat.uu.se/mtDB .  Στην εικόνα παρουσιάζονται 
επίσης οι ασθένειες που οφείλονται στις συγκεκριµένες µεταλλάξεις: ADPD: Νόσος 
AlzheimerκαιParkinson, AISA: Επίκτητη ιδιοπαθής σιδηροβλαστική αναιµία, AP:Ασυµπτωµατική 
πρωτεϊνουρία, BD: ∆ιπολική διαταραχή, CIPO: Χρόνια εντερική ψευδοαπόφραξη, CPEO: Χρόνια 
προοδευτική έξω οφθαλµοπληγία, DCM: ∆ιατακτική καρδιοµυοπάθεια, DEAF: Μητρικά 
κληρονοµούµενη κώφωση, DM: Σακχαρώδης διαβήτης, DMDF: Κληρονοµούµενος σακχαρώδης 
διαβήτης µε κώφωση, ECM: Εγκεφαλοκαρδιοµυοπάθεια, EEM: Εγκεφαλοεντεροµυοπάθεια, EI: Μη 
ανοχή στην άσκηση, EM: Εγκεφαλοµυοπάθεια,  FSGS: Είδος νεφρίιτιδας µε πρόβληµα «εστιασµένο» 
σε τµήµα των νεφρικών σπειραµάτων, GDM: Σακχαρώδης διαβήτης κατά την περίοδο της 
εγκυµοσύνης,  KSS: Σύνδροµο Kearns-Sayre, LA: Γαλακτική οξέωση, LHON: Κληρονοµική οπτική 
νευροπάθεια του Leber, LIMM: Θανατηφόρο βρεφική µυοπάθεια, LS: Σύνδροµο του Leigh, MELAS: 
Μιτοχονδριακή εγκεφαλοµυοπάθεια, γαλακτική οξέωση και εγκεφαλικά επεισόδια, MEPR: 
Μυοκλονική επιληψία µε ψυχοκινητική καθυστέρηση, MERRF: Μυοκλονική επιληψία µε ανώµαλες 
ερυθρές µυικές ίνες, MERME: επικάλυψη των συνδρόµων MERRF/MELAS, MHCM: Μητρικά 
κληρονοµούµενη υπερτροφική καρδιοµυοπάθεια, MICM: Μητρικά κληρονοµούµενη καρδιοµυοπάθεια, 
MID: Μητρικά κληρονοµούµενος διαβήτης, ΜΜ: Μιτοχονδριακή µυοπάθεια, MNGIE: Μιτοχονδριακή 
νευρογαστρεντερική εγκεφαλοπάθεια, MS: Σκλήρυνση κατά πλάκας, MSL: Πολλαπλή λιποµάτωση, 
PEM:Προοδευτική εγκεφαλοµυοπάθεια, PEO: Προοδευτική έξω οφθαλµοπληγία, SNHL: 
Νευροαισθητήρια κώφωση, SM: σκελετική µυοπάθεια. 
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2.4.2 Μεταλλάξεις σε µιτοχονδριακά γονίδια rRNA, γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες  
και πυρηνικά γονίδια. 
 
 Μεταλλάξεις στο µιτοχονδριακό γονιδίωµα δεν εντοπίζονται αποκλειστικά στα γονίδια 
tRNA, αλλά σε όλη την έκταση του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος.  Αυτό σηµαίνει ότι 
µεταλλάξεις µπορούν να εντοπιστούν και στα  2 µιτοχονδριακά rRNA, που συµβάλλουν στη 
σύνθεση των ριβοσωµάτων αλλά και στα 13 γονίδια που µεταγράφονται σε mRNA και 
κωδικοποιούν υποµονάδες της αναπνευστικής αλυσίδας.  Στα rRNA έχουν µέχρι στιγµής 
ανιχνευθεί 12 παθογόνες µεταλλάξεις και 168 πολυµορφικές µεταλλάξεις.  Στα 13 γονίδια 
των υποµονάδων της αναπνευστικής αλυσίδας, έχουν βρεθεί 163 παθογόνες και 1329 
πολυµορφικές µεταλλάξεις.   
 Όπως ήδη αναφέρθηκε, µεταλλάξεις σε πυρηνικά γονίδια ενδέχεται να επηρεάσουν τη 
λειτουργικότητα των µιτοχονδρίων, εφόσον τα µιτοχόνδρια δεν είναι σε θέση να συνθέσουν 
όλες τις απαραίτητες για τη λειτουργία τους πρωτεΐνες.  Αρκετές πρωτεΐνες 
κωδικοποιούνται από πυρηνικά γονίδια, συντίθενται στο κυτταρόπλασµα και µεταφέρονται 
στα µιτοχόνδρια.  Αν αυτές οι πρωτεΐνες αποτελούν µέρος της αναπνευστκής αλυσίδας, τότε 
τυχόν µεταλλάξεις στα γονίδια τους θα προκαλέσουν προβλήµατα στον οξειδωτικό 
µεταβολισµό που επιτελείται στα µιτοχόνδρια.  Επίσης πολύ βασικό, είναι ότι και οι 
υποµονάδες της DNA πολυµεράσης (POLG), η οποία ευθύνεται για την αντιγραφή του 
µιτοχονδριακού γονιδιώµατος κωδικοποιούνται από πυρηνικά γονίδια.  Μεταλλάξεις σε 
αυτά τα γονίδια θα µπορούσαν να παρεµποδίσουν την αντιγραφή του mtDNA και κατά 
συνέπεια τον έλεγχο των αντιγράφων του mtDNΑ εντός των κυττάρων.  Άρα προκύπτει ότι 
και µεταλλάξεις που συµβαίνουν σε πυρηνικά γονίδια, τα οποία όµως κωδικοποιούν 
πρωτεΐνες που είναι κρίσιµες για τη λειτουργία των µιτοχονδρίων, µπορούν να αποβούν 
εξίσου σοβαρές µε µεταλλάξεις που απαντώνται στο ίδιο το µιτοχονδριακό γονιδίωµα και να 
συµβάλουν στην εµφάνιση ασθενειών που σχετίζονται µε τα µιτοχόνδρια. 
 
 
2.4.3 Ετεροπλασµία 
 

Το µιτοχονδριακό γονιδίωµα είναι πολυπλοειδές, δηλαδή υπάρχουν πολλαπλά 
αντίγραφα του mtDNA σε κάθε µιτοχόνδριο, ενώ κάθε κύτταρο µπορεί να περιλαµβάνει 
αρκετές εκατοντάδες ή και περισσότερα µιτοχόνδρια.  Εντός των κυττάρων σε 
φυσιολογικούς ιστούς, όλα τα µιτοχονδριακά DNA είναι πανοµοιότυπα, µια κατάσταση που 
αναφέρεται σαν οµοπλασµία.  Υπάρχουν όµως και περιπτώσεις που παρατηρούνται 
µεταλλάξεις στο µιτοχονδριακό γονιδίωµα, οι οποίες όµως µπορεί να εµφανίζονται σε 
ορισµένα µόνο µόρια mtDNA και όχι  σε όλα τα µόρια mtDNA ενός κυττάρου, ή ενός ιστού.   

Η συνύπαρξη άγριου τύπου και µεταλλαγµένου mtDNA στο ίδιο µιτοχόνδριο, κύτταρο, 
όργανο ή άτοµο, σε ποικίλες αναλογίες αναφέρεται σαν ετεροπλασµία.  Ο καθορισµός του 
κλινικού φαινοτύπου, καθορίζεται κατά ένα πολύ µεγάλο βαθµό από το επίπεδο της 
ετεροπλασµίας.  Στην περίπτωση που µια µετάλλαξη είναι παθογόνος, τότε η αναλογία των 
µεταλλαγµένων µορίων mtDNA, σε ένα ετεροπλασµικό πληθυσµό µπορεί να επηρεάσει 
σηµαντικά τη σοβαρότητα της βιοχηµικής δυσλειτουργίας στο συγκεκριµένο ιστό ή όργανο.  
Ο φαινότυπος της ασθένειας, συνήθως εκφράζεται µόνο πάνω από µια συγκεκριµένη 
σχετική αναλογία µεταλλαγµένων µορίων mtDNA έναντι µορίων mtDNA άγριου τύπου.  
Συνήθως οι παθογόνες µεταλλάξεις γονιδίων φαίνεται να είναι ετεροπλασµικές, ενώ οι 
ουδέτεροι πολυµορφισµοί είναι οµοπλασµικοί.   

Κατά την κυτταρική  διαίρεση, η αντιγραφή και η κληρονόµηση του mtDNA αποτελεί 
ένα τυχαίο φαινόµενο που συχνά έχει σαν αποτέλεσµα τη µεταβολή της αναλογίας των 
µεταλλαγµένων µορίων κατά τη διάρκεια ζωής του ασθενή και επίσης σε διάφορα κύτταρα 
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ή ιστούς.  Το συγκεκριµένο φαινόµενο, αναφέρεται σα µιτωτικός διαχωρισµός και µε 
βάση αυτό είµαστε σε θέση να εξηγήσουµε τη µετάπτωση ασθενών σε κάποιο διαφορετικό, 
από τον αρχικό φαινότυπο που παρουσίαζαν, µε την πάροδο των χρόνων.  Έτσι λοιπόν 
µπορούµε να καταλάβουµε ότι ένας φαινότυπος καθορίζεται από την αλληλεπίδραση 
ανάµεσα στο επίπεδο ετεροπλασµίας και της κατανοµής των µεταλλαγµένων γονιδιωµάτων 
τόσο χωρικά όσο και χρονικά.     
  
 
 
2.5  ΒΡΟΓΧΙΚΟ ΑΣΘΜΑ 
 

Το βρογχικό άσθµα αποτελεί µια από τις πιο κοινές ασθένειες των σύγχρονων 
βιοµηχανοποιηµένων χωρών, η οποία προσβάλλει σηµαντικό ποσοστό του πληθυσµού (σε 
ορισµένες περιπτώσεις µέχρι και το 20%).  Συνεχώς έρχονται στο φως καινούρια στοιχεία 
που υποστηρίζουν ότι παρά την ολοένα και καλύτερη κατανόηση του άσθµατος και 
εφαρµογή κατάλληλης θεραπείας, η ασθένεια εξακολουθεί να εξαπλώνεται στους 
πληθυσµούς και η νοσηρότητα αυξάνεται σε µεγάλο βαθµό.  Αυτό το παράδοξο, 
υποδεικνύει ότι είναι απαραίτητο να µελετηθούν και να κατανοηθούν ακόµη καλύτερα οι 
µηχανισµοί που εµπλέκονται στην εµφάνιση του άσθµατος και να επινοηθούν πιο 
αποτελεσµατικές θεραπευτικές προσεγγίσεις για την αντιµετώπιση του.   

Το βρογχικό άσθµα, είναι µια χρόνια πάθηση του αναπνευστικού συστήµατος.  
Πρόκειται για µια φλεγµονώδη νόσο των αεραγωγών που προκαλεί µια σειρά από σοβαρά, 
πολλές φορές συµπτώµατα.  Χαρακτηρίζεται κυρίως από σποραδικά επεισόδια κατά τα 
οποία παρατηρούνται βήχας, συριγµός στην αναπνοή, σφίξιµο στο στήθος και γενικά 
δυσκολία στην αναπνοή.  Μπορεί να επηρεάσει άτοµα κάθε ηλικίας, ωστόσο συνήθως 
εµφανίζεται από την παιδική ηλικία.   

Για χρόνια επικρατούσε η αντίληψη ότι το βασικό ελάττωµα που οδηγούσε στην 
εµφάνιση των συµπτωµάτων του άσθµατος ήταν η υπερβολική συσταλτικότητα των λείων 
µυών στους αεραγωγούς, οδηγώντας σε παρεµπόδιση της φυσιολογικής ροής του αέρα.  
Εντούτοις µελέτες που έγιναν, αποκάλυψαν ότι αυτός ο παράγοντας από µόνος του, δεν 
είναι σε θέση να προκαλέσει άσθµα(14). Επίσης αποκαλύφθηκε ότι πολλές φορές δεν 
παρατηρείται καν, συστολή µυός σαν άµεση απόκριση σε κάποιο ερέθισµα στο οποίο ο 
οργανισµός παρουσιάζει ευαισθησία.  Είναι πιο πιθανό, το πρωταρχικό πρόβληµα να είναι η 
µη σωστή ρύθµιση της διαµέτρου των αεραγωγών, παρά η συσταλτικότητα των µυών.    
 

 
Εικόνα 9: ∆ιαφορές στους 
αεραγωγούς, ανάµεσα σε 
φυσιολογικά άτοµα και 
ασθµατικούς ασθενείς.  
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2.5.1 Τύποι άσθµατος 
 
 Το άσθµα διαχωρίζεται κυρίως σε δύο κατηγορίες: το εξωγενές και το ενδογενές 
άσθµα.  Το εξωγενές άσθµα µπορούµε να το συναντήσουµε και σαν αλλεργικό άσθµα.  
Πρόκειται για µια µορφή άσθµατος η οποία οφείλεται σε εξωτερικούς παράγοντες, δηλαδή 
περιβαλλοντικούς παράγοντες στους οποίους ο οργανισµός παρουσιάζει κάποια ευαισθησία, 
µε αποτέλεσµα να διεγείρει ανοσοαποκρίσεις έναντι τους.  Αυτοί οι παράγοντες δεν είναι 
άλλοι από µια κατηγορία αντιγόνων που αναφέρονται σαν αλλεργιογόνα, εφόσον 
προκαλούν την ενεργοποίηση µιας αλλεργικής αντίδρασης από µέρους του οργανισµού, 
προκειµένου να καταφέρει να τα εξουδετερώσει.  Η δεύτερη κατηγορία άσθµατος, το 
ενδογενές άσθµα, αναφέρεται επίσης και σα µη αλλεργικό άσθµα ή αλλιώς άσθµα άγνωστης 
αιτιολογίας.  Ο λόγος για τον οποίο δόθηκε η τελευταία ονοµασία, είναι ότι τις περισσότερες 
φορές είναι αδύνατο να εντοπιστεί ο παράγοντας που ευθύνεται για την εµφάνιση του.  Το 
µόνο σίγουρο είναι ότι δεν οφείλεται σε κάποιο αλλεργιογόνο, ενώ συχνά οφείλεται σε 
µολύνσεις του αναπνευστικού συστήµατος, άγχος, µολυσµένο αέρα και χηµικά που 
προκαλούν ερεθισµούς. Το εξωγενές άσθµα, εµφανίζεται συνήθως κατά την παιδική ηλικία 
και στις περισσότερες περιπτώσεις η αντιµετώπιση του είναι πολύ πιο αποτελεσµατική, σε 
σύγκριση µε αυτή του ενδογενούς άσθµατος.   
 Σηµαντικό, είναι ότι υπάρχουν περιπτώσεις ατόµων που έχουν άσθµα που αποτελεί 
συνδυασµό και των δύο κατηγοριών (εξωγενούς και ενδογενούς).  Προφανώς σε τέτοιες 
περιπτώσεις η εµφάνιση του άσθµατος οφείλεται ταυτόχρονα και σε αλλεργιογόνα αλλά και 
σε άλλους µη αλλεργιογόνους παράγοντες. 
 Πέραν από αυτές τις δύο µεγάλες κατηγορίες άσθµατος, µπορεί να γίνει διαχωρισµός 
του και σε κάποιες άλλες µορφές, που παρουσιάζουν συγκεκριµένες ιδιότητες.  Τέτοιες 
µορφές είναι οι ακόλουθες:  
 
Νυχτερινό άσθµα: είναι µια περίπτωση άσθµατος που τα συµπτώµατα του (κρίσεις 
δύσπνοιας, βήχας), εµφανίζονται κατά τη διάρκεια της νύχτας ή τις πρώτες πρωινές ώρες µε 
αποτέλεσµα να προκαλούνται προβλήµατα στον ύπνο του ατόµου.  Πιθανός λόγος 
εµφάνισης των συµπτωµάτων τη νύχτα, είναι η καθυστερηµένη αντίδραση του οργανισµού 
σε ερεθίσµατα στα οποία είχε εκτεθεί τις προηγούµενες ώρες.  Επίσης ίσως συµβάλλει και 
το γεγονός ότι όταν το άτοµο είναι ξαπλωµένο, η βλέννα η οποία συνεχώς παράγεται δε 
διοχετεύεται κατάλληλα, µε αποτέλεσµα να συσσωρεύεται και να προκαλεί τη στένωση των 
αεραγωγών και άρα την εµφάνιση των συµπτωµάτων.   
Εποχιακό άσθµα: αυτή η µορφή άσθµατος έχει να κάνει µε συγκεκριµένες εποχές του 
χρόνου.  Σε κάποια άτοµα παρατηρείται επιδείνωση του άσθµατος µια συγκεκριµένη εποχή, 
για παράδειγµα την άνοιξη λόγω της άνθησης των λουλουδιών.  Ανάλογα µε το άτοµο η 
εποχή επιδείνωσης του άσθµατος διαφέρει και αυτό εξαρτάται από τον παράγοντα 
πρόκλησης του άσθµατος και την εποχή που το άτοµο εκτίθεται περισσότερο σε αυτό τον 
παράγοντα. 
Επαγόµενο από άσκηση άσθµα: ο συγκεκριµένος τύπος άσθµατος κάνει την εµφάνιση του 
κατά τη διάρκεια ή µετά από εξαντλητική σωµατική άσκηση.  Πιστεύεται ότι προκύπτει σαν 
αντίδραση σε αλλαγές στη θερµοκρασία του αέρα στους πνεύµονες. 
Επαγγελµατικό άσθµα: εµφανίζεται σε άτοµα που λόγω του εργασιακού τους 
περιβάλλοντος, έρχονται σε επαφή µε διάφορες εισπνεόµενες ουσίες στις οποίες αντιδρά ο 
οργανισµός, όπως σκόνη ξύλου, αλεύρι, βαφές χρωµάτων.  Αποτελεί µια από τις πλέον 
κοινές µορφές άσθµατος µε κύριο χαρακτηριστικό τη βελτίωση της κατάστασης του ατόµου 
όταν αυτό αποµακρυνθεί για κάποιο διάστηµα από το χώρο εργασίας.    
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2.5.2 Παράγοντες που αυξάνουν τον κίνδυνο εµφάνισης άσθµατος 
 
 Παρά το γεγονός ότι συνεχώς αυξάνονται οι γνώσεις µας σχετικά µε το άσθµα, 
εξακολουθούν να παραµένουν πολλά αναπάντητα ερωτήµατα, ειδικότερα για τους 
παράγοντες που είναι υπεύθυνοι για την ανάπτυξη του.  Η γενετική προδιάθεση για την 
εµφάνιση του άσθµατος είναι προφανής. Οι ευρείες διακυµάνσεις ωστόσο που 
παρατηρούνται στο βαθµό εµφάνισης του άσθµατος αλλά και της αλλεργίας παγκοσµίως, θα 
µπορούσαν να εξηγηθούν καλύτερα από τις αλληλεπιδράσεις ανάµεσα στα γονίδια και το 
περιβάλλον

(19).  ∆ηλαδή, δεν αρκεί η γενετική προδιάθεση για την εκδήλωση της 
κατάστασης, αλλά σηµαντικό ρόλο διαδραµατίζει και το περιβάλλον διαβίωσης του ατόµου.   
 Περιβαλλοντικοί παράγοντες, όπως για παράδειγµα µολύνσεις ή έκθεση σε ενδοτοξίνες 
αποτελούν συχνά παράγοντες πρόκλησης άσθµατος ενώ υπάρχουν και περιπτώσεις που 
µπορούν να δράσουν και προστατευτικά απέναντι στο άσθµα (επάγοντας ανάπτυξη του 
ανοσοποιητικού συστήµατος), ανάλογα µε τη χρονική στιγµή έκθεσης του ατόµου στους 
συγκεκριµένους παράγοντες κατά τη βρεφική και παιδική ηλικία  
 
Προγεννητικοί παράγοντες πρόκλησης άσθµατος: 
Ένας από τους σηµαντικότερους προγεννητικούς παράγοντες πρόκλησης άσθµατος, 
αποτελεί το κάπνισµα από τη µητέρα κατά τη διάρκεια της εγκυµοσύνης.  Σηµαντικό ρόλο 
παίζει και το πόσο έντονο είναι το κάπνισµα (δόση, αριθµός τσιγάρων) στο αν το παιδί θα 
παρουσιάσει άσθµα, ενώ µπορεί να οδηγήσει και στην εµφάνιση και άλλων ειδών 
ευαισθησίας όπως τροφικές αλλεργίες.  Σηµαντικό ρόλο στην εµφάνιση του άσθµατος, 
φαίνεται να κατέχει και το διαιτολόγιο της µητέρας κατά την εγκυµοσύνη.  Έρευνες που 
έγιναν έχουν οδηγήσει στο συµπέρασµα ότι κατανάλωση ορισµένων τροφών, όπως ψάρια, 
γάλα και αυγά και γενικά τροφές που περιέχουν βιταµίνη Ε και ψευδάργυρο, µειώνουν την 
πιθανότητα το παιδί να παρουσιάσει συµπτώµατα νωρίς στην παιδική ηλικία.  Ρόλο στην 
ανάπτυξη άσθµατος φαίνεται να παίζει και το άγχος από πλευράς της µητέρας αλλά, και η 
λήψη αντιβιοτικών από τη µητέρα κατά την κύηση.   
Παράγοντες πρόκλησης άσθµατος κατά την παιδική ηλικία: 
Ένας παράγοντας ο οποίος είναι αµφιλεγόµενο κατά πόσο είναι ευεργετικός ή αυξάνει την 
πιθανότητα το παιδί να ασθενήσει είναι ο θηλασµός.  Έρευνες που έχουν γίνει, απέδειξαν ότι 
σε ορισµένες περιπτώσεις, ο θηλασµός έχει προστατευτικό ρόλο απέναντι στο άσθµα ενώ σε 
άλλες ότι αυξάνει τον κίνδυνο εµφάνισης του.  Προφανώς η λήψη αντισωµάτων µέσω του 
γάλακτος, βοηθά το βρέφος να προστατευτεί από διάφορα αντιγόνα, µέχρι να αναπτυχθεί 
πλήρως το δικό του ανοσοποιητικό σύστηµα.  Ο κίνδυνος ανάπτυξης του άσθµατος ίσως να 
έχει να κάνει µε τη λήψη µέσω του µητρικού γάλακτος κάποιων τροφικών αλλεργιογόνων.   
Παιδιά τα οποία έχουν αµέσως µετά τη γέννηση µικρότερης διαµέτρου αεραγωγούς, βρέθηκε 
να έχουν επίσης αυξηµένη πιθανότητα να νοσήσουν µε άσθµα.  Αυτό πιθανόν να οφείλεται 
στο ότι µικρότερης διαµέτρου αεραγωγοί, ακόµη και µε µικρής έντασης ερεθίσµατα, 
επηρεάζονται και έτσι τα συµπτώµατα γίνονται εµφανή. Η δοµή της οικογένειας βρέθηκε να 
σχετίζεται µε την εµφάνιση του άσθµατος.  Συγκεκριµένα αποδείχθηκε ότι παιδιά που έχουν 
και άλλα αδέρφια και κυρίως µεγαλύτερα, λόγω του ότι από πολύ νωρίς έρχονται σε επαφή 
µε µολύνσεις και βακτήρια, αναπτύσσουν πιο γρήγορα το ανοσοποιητικό τους σύστηµα.  Η 
έκθεση των παιδιών σε ζώα µπορεί επίσης να προκαλέσει εµφάνιση άσθµατος, κυρίως µέσω 
ευαισθητοποίησης των παιδιών σε αλλεργιογόνα.  Εντούτοις υπάρχουν περιπτώσεις που η 
έκθεση σε ζώα π.χ. σκύλους,  βοηθά στην καλύτερη ανάπτυξη του ανοσοποιητικού 
συστήµατος.  Ο καπνός του τσιγάρου, επίσης  αποτελεί σοβαρό παράγοντα πρόκλησης 
άσθµατος στην παιδική ηλικία.  Τέλος, το φύλο µπορεί να είναι παράγοντας που επηρεάζει 
την εµφάνιση άσθµατος εφόσον βρέθηκε ότι η επίδραση ορισµένων αλλεργιογόνων  είναι 
διαφορετική ανάλογα µε το φύλο.    
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Άσθµα στους ενήλικες: 
Ενήλικες που παρουσιάζουν άσθµα, µπορεί να το έχουν από την παιδική ηλικία χωρίς να 
έχουν θεραπευτεί.  Υπάρχουν περιπτώσεις που τα συµπτώµατα σταµατούν για κάποια 
χρόνια και γίνεται εκ νέου «επίθεση» κατά την ενήλικη ζωή.  Υπάρχουν όµως και 
περιπτώσεις ατόµων που µπορεί να εµφανίσουν άσθµα για πρώτη φορά στην ενήλικη ζωή 
τους, λόγω έκθεσης τους σε διάφορες ουσίες στις οποίες παρουσιάζουν ευαισθησία, στο 
χώρο εργασίας τους (επαγγελµατικό άσθµα).  Κυρίως πρόκειται για διάφορα χηµικά, σκόνη, 
καθαριστικά, λάτεξ κ.λ.π.  ∆εν αποκλείεται βέβαια και το ενδεχόµενο εµφάνισης άσθµατος 
λόγω καπνίσµατος τσιγάρων (ή και ναρκωτικών ουσιών), αλλά σε αυτές τις περιπτώσεις 
είναι πιο συνήθης η εµφάνιση χρόνιας βρογχίτιδας.         
 
 
2.5.3 Παθοφυσιολογία άσθµατος 
 
 Άτοµα τα οποία έχουν πεθάνει από σοβαρά επεισόδια άσθµατος, έχει βρεθεί ότι 
παρουσίαζαν εκτεταµένη φλεγµονή στους αεραγωγούς τους.  Σε αυτές τις περιπτώσεις, η 
κοιλότητα των αεραγωγών βρέθηκε να φράσσεται από ένα βλεννώδες στρώµα το οποίο 
αποτελείται από πρωτεΐνες του πλάσµατος που απελευθερώνονται από τα αιµοφόρα αγγεία 
των αεραγωγών καθώς και γλυκοπρωτεΐνες, οι οποίες εκκρίνονται από την επιφάνεια των 
επιθηλιακών κυττάρων.  Επιπρόσθετα στο τοίχωµα των αεραγωγών είχαν εισχωρήσει 
κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος, µε κυριότερους εκπροσώπους τα ηωσινόφιλα και 
τα λεµφοκύτταρα, ενώ στην κοιλότητα των αεραγωγών απαντώνται και συµπαγείς µάζες 
επιθηλιακών κυττάρων.  Αντίστοιχα φαινόµενα, όχι όµως τόσο έντονα παρατηρήθηκαν σε 
αεραγωγούς ασθµατικών ατόµων, που πέθαναν από κάποια άλλη αιτία(26).   
 Μέθοδοι που αναπτύχθηκαν πιο πρόσφατα όπως η βρογχοσκοπία µε χρήση οπτικών 
ινών και η βρογχική βιοψία επέτρεψαν τη µελέτη αεραγωγών σε ζώντες ασθενείς.  Τέτοιες 
µελέτες αποκάλυψαν επίσης, ότι παρουσιάζεται ερεθισµός και πρήξιµο των αεραγωγών σε 
ασθενείς που πάσχουν από άσθµα, όπως και αύξηση του αριθµού των λεµφοκυττάρων, των 
σιτευτικών κυττάρων και των ηωσινοφίλων στην ίδια περιοχή(27).  Επίσης στους 
αεραγωγούς παρατηρείται και ενεργοποίηση των µακροφάγων κάτι που δεν παρατηρείται σε 
φυσιολογικά άτοµα.  Όλες αυτές οι παρατηρήσεις ισχύουν και για ασθενείς µε ήπιο άσθµα, 
υποστηρίζοντας ότι η συγκεκριµένη νόσος, είναι µια φλεγµονώδης κατάσταση των 
αεραγωγών.  Αυτό το οποίο µέχρι στιγµής δεν έχει διασαφηνιστεί, είναι η σύνδεση ανάµεσα 
στη φλεγµονή και τα κλινικά συµπτώµατα του άσθµατος.   
 Υπάρχουν στοιχεία που δείχνουν ότι το µέγεθος της φλεγµονής σχετίζεται µε την 
υπεραπόκριση και ευαισθησία των αεραγωγών.  Αυτή η αυξηµένη ευαισθησία των 
αεραγωγών, εκδηλώνεται µε στένωση τους σαν απόκριση σε διάφορα ερεθίσµατα, κάτι που 
αποτελεί χαρακτηριστικό του άσθµατος. Ο βαθµός εντούτοις αυτής της ευαισθησίας και 
απόκρισης τους, συνδέεται µε τα συµπτώµατα του άσθµατος.  Η φλεγµονή, φαίνεται να 
είναι σε θέση να αυξάνει την απόκριση των αεραγωγών σε διάφορα ερεθίσµατα, µε 
αποτέλεσµα παράγοντες που κανονικά δε θα προκαλούσαν στένωση των αεραγωγών, τελικά 
να την προκαλούν.  Παράλληλα, η φλεγµονή είναι δυνατό να προκαλέσει άµεσα, 
συµπτώµατα άσθµατος µε ενεργοποίηση των απολήξεων των αισθητήριων νευρώνων που 
εντοπίζονται στην περιοχή των αεραγωγών.  Παρά το γεγονός ότι τα περισσότερα δεδοµένα 
που έχουµε για το άσθµα, προέρχονται από µελέτες σε ασθενείς που εκδήλωναν τα 
συµπτώµατα της ασθένειας τη δεδοµένη περίοδο (οξεία µορφή άσθµατος), είναι πολύ 
σηµαντικό ότι το άσθµα είναι µια χρόνια πάθηση και η φλεγµονή είναι παρούσα για πολλά 
χρόνια.   
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Τύποι κυττάρων που εµπλέκονται στο άσθµα 
 Πολλοί είναι οι τύποι των κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήµατος που εµπλέκονται 
στο άσθµα, παρόλο που δεν έχει ακόµα προσδιοριστεί µε ακρίβεια ο ρόλος του καθενός 
ξεχωριστά

(28,29).  Κανένας όµως µεµονωµένος κυτταρικός τύπος δεν µπορεί να θεωρηθεί 
κύριος υπεύθυνος, για την απόκριση που οδηγεί τελικά στα συµπτώµατα του άσθµατος.   
Σιτευτικά κύτταρα: Από τα πιο σηµαντικά κύτταρα για την έναρξη της οξείας απόκρισης 
στα αλλεργιογόνα, είναι τα σιτευτικά κύτταρα.  Η ενεργοποίηση των κυττάρων αυτών 
γίνεται ως εξής: η έκθεση του ατόµου σε  ένα αλλεργιογόνο στο οποίο παρουσιάζει 
ευαισθησία και στο οποίο έχει εκτεθεί ξανά, οδηγεί στην ενεργοποίηση των Β-
λεµφοκυττάρων µνήµης.  Τα κύττταρα αυτά παράγουν αµέσως αντισώµατα για το 
συγκεκριµένο αντιγόνο.  Τα αντισώµατα που παράγονται σε τέτοιες περιπτώσεις είναι τα 
IgE.  Στη συνέχεια τα IgE αντισώµατα τα οποία σχηµατίζουν σύµπλοκο µε το αντιγόνο, 
προσδένονται στους υποδοχείς των σιτευτικών κυττάρων, ενεργοποιώντας τα.  Η 
ενεργοποίηση τους αυτή προκαλεί την αποκοκκίωση τους µε αποτέλεσµα την 
απελευθέρωση του περιεχοµένου των κοκκίων (αγγειοδραστικές αµίνες, πρωτεάσες) καθώς 
και τη σύνθεση και έκκριση διαφόρων φλεγµονωδών παραγόντων όπως ισταµίνη, 
λευκοτριένια και κυτταροκίνες (ιντερλευκίνες IL-4, IL-5).  Ενώ τα σιτευτικά κύτταρα 
εµπλέκονται στην πρώιµη φάση της ανοσοαπόκρισης, οι κυτταροκίνες που παράγουν, 
αποτελούν στοιχεία της όψιµης φάσης, επιστρατεύοντας τα λευκοκύτταρα.  
Μακροφάγα: Κύτταρα τα οποία επίσης σχετίζονται µε την πρώιµη φάση της 
ανοσοαπόκρισης, είναι τα µακροφάγα τα οποία προκύπτουν από τα µονοκύτταρα του 
αίµατος και κυκλοφορούν στους αεραγωγούς.  Η ενεργοποίηση τους, επίσης επιτυγχάνεται 
µέσω υποδοχέων χαµηλής συγγένειας για τα IgE αντισώµατα.  Λόγω του πλούσιου 
ρεπερτορίου τους είναι σε θέση να παράγουν µεγάλη ποικιλία κυτοκινών, ενώ µπορούν να 
ξεκινήσουν και συγκεκριµένο τύπο απόκρισης παράγοντας συγκεκριµένους συνδυασµούς 
κυτοκινών.  Τα µακροφάγα τα οποία εντοπίζονται στο κυψελιδικό υγρό των βρόγχων 
φαίνεται να έχουν σε κάποιο βαθµό κατασταλτική δράση(30), όσον αφορά την ανάπτυξη της 
φλεγµονής, κυρίως µέσω καταστολής της λειτουργίας των λεµφοκυττάρων.  Εντούτοις η 
παρατεταµένη έκθεση στο αλλεργιογόνο προκαλεί εξασθένιση αυτής τους της δράσης.  
Μπορούν επίσης σε ορισµένες περιπτώσεις να λειτουργήσουν και σαν 
αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα, οδηγώντας τα αλλεργιογόνα στα Τ-λεµφοκύτταρα. 
∆ενδριτικά κύτταρα: Τα κύτταρα αυτά είναι τα κατεξοχήν αντιγονοπαρουσιαστικά 
κύτταρα, τα οποία επίσης θεωρείται ότι παίζουν σηµαντικό ρόλο, στην έναρξη µιας 
επαγόµενης από αλλεργιογόνο φλεγµονώδους αντίδρασης. 
Ηωσινόφιλα: Τα κύτταρα των οποίων το όνοµα έχει συνδεθεί πιο πολύ µε το άσθµα, δεν 
είναι άλλα από τα ηωσινόφιλα.  ∆εν είναι τυχαίο ότι το 1916 είχε δοθεί στο άσθµα ο 
χαρακτηρισµός «χρόνια ηωσινοφιλική βρογχίτιδα».  Μεγάλος αριθµός αυτών των κυττάρων 
φαίνεται να διηθείται στους αεραγωγούς σαν αποτέλεσµα της απόκρισης του οργανισµού 
στο αλλεργιογόνο.  Τα κύτταρα αυτά, τα οποία εµπλέκονται στην όψιµη φάση της 
ανοσοαπόκρισης, ενεργοποιούνται κυρίως µέσω των κυτοκινών που παράγονται κατά την 
πρώιµη φάση (π.χ. IL-4 και IL-5).  Η στρατολόγηση των συγκεκριµένων κυττάρων 
περιλαµβάνει την πρόσδεση τους στα αγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα των αεραγωγών, την 
επακόλουθη µετανάστευση τους στον υποβλεννογόνο και τελικά την ενεργοποίηση τους.  Η 
πρόσδεση στα αγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα περιλαµβάνει την έκφραση ιντεγρινών στην 
επιφάνεια των ηωσινοφίλων και µόρια διακυτταρικής προσκολλησης όπως το ICAM-1 στην 
επιφάνεια των ενδοθηλιακών κυττάρων.  Η µετανάστευση τους προς τους αεραγωγούς, είναι 
πιθανό να ελέγχεται από κάποιους χηµειοτακτικούς παράγοντες και είναι ιδιαίτερα 
σηµαντικό ότι κυτοκίνες όπως IL-3 και GM-CSF µπορούν να διεγείρουν τα ηωσινόφιλα, 
ώστε να αυξηθεί η απόκριση τους σε τέτοια χηµειοτακτικά µόρια.  Επίσης αυτές οι 
κυτοκίνες προάγουν και την επιβίωση των ηωσινοφίλων στους αεραγωγούς. Ενώ τα 
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ηωσινόφιλα αρχικά θεωρήθηκαν σαν κύτταρα που προκαλούσαν καταστολή της φλεγµονής, 
στη συνέχεια αποδείχθηκε ότι την εντείνουν, µέσω απελευθέρωσης βασικών πρωτεϊνών 
αλλά και ελευθέρων ριζών οξυγόνου(31).  Αποτέλεσµα της έκκρισης τέτοιων κυτταροτοξικών 
παραγόντων είναι η βλάβη του αναπνευστικού κροσσωτού επιθηλίου.  Αυτό έχει σαν άµεσο 
επακόλουθο την ευερεθιστότητα των αεραγωγών σε διάφορα αντιγόνα αλλά και την έκθεση 
αισθητήριων νευρώνων, που αντανακλαστικά αντιδρώντας σε κάποιους παράγοντες, 
προκαλούν τη συστολή των λείων µυών των αεραγωγών.      
Ουδετερόφιλα: Τα κύτταρα αυτά, επίσης εµπλέκονται στην όψιµη φάση της 
ανοσοαπόκρισης.  Επιστρατεύονται από τις κυτοκίνες που παράγονται από τα σιτευτικά 
κύτταρα ή από τα βοηθητικά Τ-λεµφοκύτταρα και απελευθερώνουν κυρίως πρωτεάσες, των 
οποίων στόχος είναι η αποικοδόµηση του αλλεργιογόνου.  Η απελευθέρωση των πρωτεασών 
έχει σαν αποτέλεσµα την πρόκληση ιστικής βλάβης του επιθηλίου. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 10: Στην εικόνα παρουσιάζονται οι κυριότεροι τύποι κυττάρων που συµµετέχουν στην 
αντίδραση φλεγµονής καθώς και ο τρόπος µε τον οποίο η είσοδος των αντιγόνων πυροδοτεί όλες αυτές 
τις αντιδράσεις από µέρους του ανοσοποιητικού συστήµατος. 
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Τ-λεµφοκύτταρα: Τα Τ-λεµφοκύτταρα αποτελούν τους κύριους συντονιστές της όψιµης 
φάσης της φλεγµονώδους αντίδρασης στο άσθµα.  Κύριος ρόλος των βοηθητικών Τ-
λεµφοκυττάρων (ΤH2), είναι η παραγωγή και απελευθέρωση κυτοκινών (IL-3, IL-4, IL-5)(32) 
που είναι υπεύθυνες για τη στρατολόγηση αλλά και την επιβίωση των ηωσινοφίλων στους 
αεραγωγούς.  Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα την παράταση της φλεγµονώδους αντίδρασης.  
Επιπρόσθετα η αντιγονοπαρουσίαση ενεργοποιεί και τα κυτταροτοξικά Τ-λεµφοκύτταρα 
που είναι υπεύθυνα για την εξουδετέρωση του εισβολέα µέσω παραγωγής διαφόρων 
κυτταροτοξικών ουσιών, που δρουν σκοτώνοντας τα µολυσµένα κύτταρα.    
Επιθηλιακά κύτταρα: Τα επιθηλιακά κύτταρα κατέχουν σηµαντικό ρόλο στη φλεγµονώδη 
αντίδραση µέσω παραγωγής µεσολαβητών (χηµειοκινών, ενδοθηλινών και αυξητικών 
παραγόντων)(33) που προάγουν και εντείνουν την ανοσοαπόκριση.   
 
 
Επιδράσεις µεσολαβητών στους αεραγωγούς 
 Πολλοί είναι οι µεσολαβητές οι οποίοι παράγονται από κύτταρα που εµπλέκονται στη 
φλεγµονή.  Οι επιδράσεις του καθενός από αυτούς είναι ποικίλες, µε αποτέλεσµα την ίδια 
επίδραση να έχουν περισσότεροι του ενός, µεσολαβητές.  Έτσι είναι αδύνατη η 
αντιµετώπιση του άσθµατος µε τη χρήση ανταγωνιστή για ένα συγκεκριµένο µεσολαβητή.   
 Η ισταµίνη, οι προσταγλανδίνες και τα λευκοτριένια που παράγονται κυρίως από τα 
σιτευτικά κύτταρα προκαλούν συστολή του λείου µυός των αεραγωγών, αυξηµένη 
παραγωγή βλέννας, διαστολή των µικρών αγγείων αλλά και συσσώρευση άλλων 
φλεγµονωδών κυττάρων στους αεραγωγούς.  Τα κυστεϊνιλικά λευκοτριένια (π.χ LTC4 ) 
πιθανόν να προκαλούν συστολή και σύσφιξη  των αεραγωγών και επίσης εντείνουν την 
υπεραπόκριση των αεραγωγών στα διάφορα ερεθίσµατα(34).   
 Στους κυριότερους µεσολαβητές συγκαταλέγονται οι κυτοκίνες, που παράγονται από 
τα περισσότερα φλεγµονώδη κύτταρα (σιτευτικά, µακροφάγα, ηωσινόφιλα, Τ-
λεµφοκύτταρα) αλλά και από δοµικά κύτταρα όπως τα επιθηλιακά.  Οι κυτοκίνες κατέχουν 
κυρίαρχη θέση στη χρόνια φλεγµονή και πιο συγκεκριµένα δρουν στα όψιµα στάδια της(35).  
Οι κυτοκίνες είναι κυρίως σηµαντικές για την επιβίωση των σιτευτικών κυττάρων στους 
ιστούς ( IL-3), για τη διέγερση των Β-λεµφοκυττάρων ώστε να παραγάγουν αντισώµατα 
(IL-4),  για τη διαφοροποίηση, τη διέγερση αλλά και την επιβίωση των ηωσινοφίλων στους 
αεραγωγούς (IL-5).  Γενικότερα οι κυτοκίνες είναι υπεύθυνες για τη διατήρηση της 
φλεγµονής για όσο το δυνατό µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα (χρόνια φλεγµονή).   
 Οι ενδοθηλίνες αποτελούν πιθανούς πεπτιδικούς µεσολαβητές.  Θεωρούνται υπεύθυνες 
για την πρόκληση αγγειοσυστολής και βρογχοσυστολής, καθώς και την επαγωγή του 
πολλαπλασιασµού των κυττάρων του λείου µυός των αεραγωγών και ίνωση.   
 Από πολλά κύτταρα παράγεται και απελευθερώνεται οξείδιο του αζώτου (ΝΟ).  
Αυξηµένη συγκέντρωση (ΝΟ) βρέθηκε και στον εκπνεόµενο αέρα ατόµων µε άσθµα.  Το 
ΝΟ συµπεριφέρεται σαν αγγειοδιασταλτικό µε αποτέλεσµα να προκαλεί αυξηµένη έκκριση 
πλάσµατος στους αεραγωγούς.  Επίσης θεωρείται πιθανό να ενισχύει και την απόκριση που 
επιτυγχάνεται µέσω των Τ- λεµφοκυττάρων(36).           
 
 
Αποτελέσµατα της χρόνιας φλεγµονής -  παθοφυσιολογικές αλλαγές στο άσθµα 
 Οι επιπτώσεις στους αεραγωγούς από τη χρόνια φλεγµονώδη αντίδραση είναι πολλές.  
Στο σύνολο τους οδηγούν στη χαρακτηριστική κλινική εικόνα του άσθµατος.  Από τις πιο 
χαρακτηριστικές συνέπειες της δράσης µεσολαβητών που παράγονται από τα διάφορα 
κύτταρα, όπως οι βασικές πρωτεΐνες και οι ελεύθερες ρίζες οξυγόνου από τα ηωσινόφιλα ή 
οι πρωτεάσες από τα σιτευτικά κύτταρα, είναι βλάβες στο αναπνευστικό κροσσωτό 
επιθήλιο.  Πιο συγκεκριµένα παρατηρείται καταστροφή του επιθηλίου, µε αποτέλεσµα τα 
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επιθηλιακά κύτταρα να βρίσκονται υπό τη µορφή συσσωµατωµάτων µέσα στο κυψελιδικό 
υγρό των βρόγχων, έχοντας απωλέσει τη σύνδεση τους µε τη βασική µεµβράνη(14).  
  Αυτή η καταστροφή του επιθηλίου οδηγεί µε τη σειρά της σε ευερεθιστότητα των 
αεραγωγών σε διάφορα αντιγόνα, εφόσον διάφορες λειτουργίες του επιθηλίου χάνονται από 
τη διάσπαση του.  Για παράδειγµα σταµατά να παράγει ένζυµα που διασπούν τους 
µεσολαβητές, παύει να αποτελεί φραγµό στην είσοδο των αλλεργιογόνων στους 
αεραγωγούς, ενώ η διάσπαση του αφήνει και εκτεθειµένες τις νευρικές απολήξεις 
αισθητήριων νευρώνων (αντανακλαστικά προκαλούν συστολή του λείου µυός των 
αεραγωγών).   
 Μια άλλη σηµαντική αλλαγή που παρατηρείται στο επιθήλιο, είναι η πάχυνση της 
βασικής του µεµβράνης(26).  Αυτό έχει κατά κύριο λόγο παρατηρηθεί σε περιπτώσεις 
θανατηφόρου άσθµατος. Η πάχυνση οφείλεται σε εναπόθεση κολλαγόνου τύπου Ι και 
κολλαγόνου τύπουV, που παράγονται από µυοινοβλάστες που βρίσκονται κάτω από το 
επιθήλιο.  Το πώς ακριβώς αυτά τα κύτταρα διεγείρονται και παράγουν µεγάλες ποσότητες 
κολλαγόνου δεν είναι ξεκάθαρο.  Πιθανό όµως να οφείλεται στη δράση κυτοκινών που 
παράγονται από διάφορα κύτταρα στους αεραγωγούς.  
  Κάποιες σηµαντικές αλλαγές που παρατηρούνται στους λείους µύες των αεραγωγών, 
µπορεί να σχετίζονται επίσης µε τα συµπτώµατα του άσθµατος.  Πιο συγκεκριµένα, έχει 
παρατηρηθεί ότι σε βρόγχους ασθµατικών ατόµων, η απόκριση των β-αδρενεργικών 
υποδοχέων στους αγωνιστές τους είναι µειωµένη(37).  Κάτι τέτοιο θα µπορούσε να είναι 
αποτέλεσµα της χρόνιας φλεγµονώδους αντίδρασης και θα µπορούσε να οφείλεται σε 
φωσφορυλίωση και απενεργοποίηση της G-πρωτεΐνης που συνδέει τον υποδοχέα µε το 
επόµενο µόριο του µονοπατιού.  Η φωσφορυλίωση γίνεται µέσω της ενεργοποιηµένης, από  
φλεγµονώδεις µεσολαβητές πρωτεϊνικής κινάσης C.  Εφόσον το µονοπάτι στο οποίο 
εµπλέκονται οι β-αδρενεργικοί υποδοχείς, έχει βρογχοδιασταλτική επίδραση, η µειωµένη 
απόκριση των υποδοχέων εντείνει περισσότερο τη συστολή των λειών µυών των 
αεραγωγών.  Επίσης είναι αξιοσηµείωτη η υπερτροφία και υπερπλασία των αεραγωγών 
που προκύπτει από τη διέγερση του λείου µυός, από αυξητικούς κυρίως παράγοντες που 
απελευθερώνονται από τα φλεγµονώδη κύτταρα(38).   
 Μια άλλη χαρακτηριστική επίπτωση της φλεγµονής, είναι η διαστολή των αγγείων 
των αεραγωγών.  Η κυκλοφορία του αίµατος στους αεραγωγούς µπορεί να παίζει ρόλο 
ρυθµιστικό, όσον αφορά τη διάµετρο τους.  Αυτό προφανώς οφείλεται στο γεγονός ότι η 
αυξηµένη ροή αίµατος και η αύξηση του όγκου των αγγείων συµβάλλουν στη στένωση των 
αεραγωγών.   
 Τέλος µια από τις πιο κοινές συνέπειες της φλεγµονής, είναι η αυξηµένη έκκριση 
βλέννας από τους εκκριτικούς ιστούς.  Η µεγάλη συσσώρευση βλέννας έχει σαν άµεσο 
επακόλουθο την απόφραξη των αεραγωγών.  Μελέτες, έχουν αποκαλύψει υπερπλασία των 
υποβλεννογόνων αδένων αλλά και αυξηµένο αριθµό των επιθηλιακών κυπελλοειδών 
κυττάρων που είναι υπεύθυνα για την παραγωγή βλέννας, σε ασθµατικούς ασθενείς.  
Πιθανότατα τα κύτταρα αυτά διεγείρονται για παραγωγή βλέννας από τους µεσολαβητές, 
αλλά και µέσω νευρικών ώσεων από ορισµένους αισθητήριους νευρώνες.  
 
 Ο συνδυασµός όλων αυτών των αλλαγών που προκαλούνται στους αεραγωγούς λόγω 
της φλεγµονής, οδηγεί τελικά στην εµφάνιση των χαρακτηριστικών συµπτωµάτων του 
άσθµατος και στη διαµόρφωση της κλινικής του εικόνας.   
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2.5.4 Μιτοχόνδριa και άσθµα 
 
Μιτοχονδριακές δυσλειτουργίες και συσχέτιση µε την εµφάνιση του άσθµατος 
 Γενετικές και επιδηµιολογικές µελέτες που έγιναν, αποκάλυψαν ότι παρατηρείται ένα 
είδος µητρικής κληρονόµησης( 21), όσον αφορά την εµφάνιση του άσθµατος.  ∆εδοµένου ότι 
οι µητρικά κληρονοµούµενες ασθένειες είναι κυρίως µιτοχονδριακές (λόγω της 
κληρονόµησης του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος µόνο από τη µητέρα), είναι απόλυτα 
λογικό να µελετηθεί η πιθανή εµπλοκή του µιτοχονδρίου στην εµφάνιση του άσθµατος.  Οι 
κύριοι λόγοι, για τους οποίους διερευνάται η συµβολή του µιτοχονδρίου στην εµφάνιση του 
άσθµατος παρουσιάζονται πιο κάτω.   
 Καταρχήν, είναι γνωστό ότι το µιτοχόνδριο αποτελεί µια από τις κύριες πηγές 
ενδογενών ριζών στον οργανισµό.  Ο λόγος είναι ακριβώς ότι κατά το µεταβολισµό των 
καύσιµων οργανικών ενώσεων για παραγωγή ενέργειας, έχουµε ροή e- κατά µήκος της 
αναπνευστικής αλυσίδας.  Παρά το γεγονός ότι τα ένζυµα της αναπνευστικής αλυσίδας είναι 
όσο το δυνατό πιο αποτελεσµατικά στη διαχείριση των e-, ώστε να µην σχηµατιστούν 
ελεύθερες ρίζες, εντούτοις κάποιο µικρό ποσοστό e- 

µπορεί να διαφύγει και τελικά να 
έχουµε παραγωγή ελευθέρων ριζών και συνεπώς οξειδωτικού στρες.  Οι ενδογενείς 
ελεύθερες ρίζες που παράγονται µέσω των µιτοχονδρίων στον οργανισµό δε δηµιουργούν 
κανένα σοβαρό πρόβληµα υπό φυσιολογικές συνθήκες, αφού παράγονται σε περιορισµένες 
ποσότητες. Εντούτοις αύξηση της ποσότητας των ελεύθερων ριζών λόγω κάποιας 
µιτοχονδριακής δυσλειτουργίας θα µπορούσε να έχει σοβαρές συνέπειες.  Σηµαντικό είναι 
να αναφερθεί και η παρουσία αντιοξειδωτικών συστηµάτων στο µιτοχόνδριο, όπως η 
δισµουτάση του σουπεροξειδίου και η γλουταθειόνη, των οποίων η αδράνεια θα µπορούσε 
να επαγάγει το οξειδωτικό στρες στον οργανισµό (41,42). 
 Χαρακτηριστικό των ελεύθερων ριζών είναι η εµπλοκή τους σε διάφορους τύπους 
ανοσοαποκρίσεων, ανάµεσα στις οποίες συγκαταλέγονται και οι αποκρίσεις του 
ανοσοποιητικού που έχουν καίριο ρόλο στην εµφάνιση του άσθµατος.  Πιο συγκεκριµένα, οι 
ελεύθερες ρίζες, µπορούν να επηρεάσουν τη δράση των κυττάρων που εµπλέκονται στη 
φλεγµονή

(21,22 ).  Για παράδειγµα µπορούν να επαγάγουν τη διαφοροποίηση των δενδριτικών 
κυττάρων, τον πολλαπλασιασµό των Τ και Β-λεµφοκυττάρων, την ενεργοποίηση των Τ-
λεµφοκυττάρων,  τη διαφοροποίηση των Β-λεµφοκυττάρων (για σύνθεση IgE 
αντισωµάτων), την απελευθέρωση µεσολαβητών από τα σιτευτικά κύτταρα (απαραίτητοι για 
διαφοροποίηση των Τ-λεµφοκυττάρων).  Εποµένως, οι ελεύθερες ρίζες, διεγείροντας τις 
φλεγµονώδεις αποκρίσεις µπορούν να εντείνουν ακόµη περισσότερο τη φλεγµονή, σε 
κάποιο άτοµο που παρουσιάζει ευαισθησία σε κάποιο αλλεργιογόνο και έτσι να αυξήσουν 
την πιθανότητα εµφάνισης άσθµατος.  Επιπρόσθετα οι ελεύθερες ρίζες είναι καταστροφικές 
για τα κύτταρα, εφόσον στρέφονται εναντίον τους, διασπώντας λιπίδια, πρωτεΐνες και 
νουκλεϊκά οξέα, οδηγώντας έτσι σε τραυµατισµούς των ιστών.  Η καταστροφή του 
επιθηλίου των πνευµόνων, που µπορεί να επαχθεί από τις ελεύθερες ρίζες, είναι σηµαντικός 
παράγοντας πρόκλησης άσθµατος. Με βάση τα πιο πάνω οδηγούµαστε στο συµπέρασµα ότι 
µιτοχονδριακές δυσλειτουργίες, που οδηγούν σε αυξηµένες ποσότητες ελευθέρων ριζών, 
ενισχύουν την πιθανότητα εµφάνισης άσθµατος. 
 ∆υσλειτουργίες στο µεταβολισµό θα µπορούσαν να προκύψουν για πολλούς λόγους.  
Μια πιθανή περίπτωση είναι η ύπαρξη µεταλλάξεων στα γονίδια που κωδικοποιούν τα 
ένζυµα της αναπνευστικής αλυσίδας. Αυτό θα οδηγούσε στην παραγωγή µη λειτουργικών 
ενζύµων ή ακόµη και στη µη σύνθεση τους.  Μια άλλη πιθανότητα θα ήταν αν υπήρχαν 
µεταλλάξεις στα γονίδια tRNA των µιτοχονδρίων, που θα µπορούσαν να επηρεάσουν τη 
λειτουργικότητα τους ως προς τη µεταφορά αµινοξέων.  Αποτέλεσµα και πάλι θα ήταν να 
υπάρξουν προβλήµατα στη σύνθεση των πρωτεϊνών του µιτοχονδρίου, που είναι 
υποµονάδες των ενζυµικών συµπλόκων του µεταβολισµού.  
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 Μια άλλη παράµετρος η οποία µελετάται τα τελευταία χρόνια σε σχέση µε την 
εµφάνιση του άσθµατος, είναι η πιθανότητα να υπάρχουν κάποιες ανωµαλίες στο µονοπάτι 
απόπτωσης των κυττάρων που συµµετέχουν στη φλεγµονή.  Η απόπτωση αποτελεί ένα 
ιδιαίτερα σηµαντικό µονοπάτι για την οµοιόσταση του οργανισµού και τη διατήρηση του 
σωστού κυτταρικού φορτίου στους διάφορους ιστούς.  Η έναρξη της απόπτωσης των 
φλεγµονωδών κυττάρων είναι επίσης κρίσιµη, προκειµένου να τερµατιστεί η φλεγµονώδης 
διαδικασία, µέσω ελάττωσης του αριθµού των φλεγµονωδών κυττάρων.  Η επίµονη λοιπόν 
και χρόνια παρουσία της φλεγµονής στην περίπτωση του άσθµατος, πιθανότατα σχετίζεται 
µε προβλήµατα στο αποπτωτικό µονοπάτι, οδηγώντας σε αύξηση της διάρκειας ζωής των 
φλεγµονωδών κυττάρων (ηωσινοφίλων, ουδετεροφίλων) στους αεραγωγούς.  Πολλές είναι 
οι µελέτες που υποστηρίζουν ότι µπορεί να ισχύει κάτι τέτοιο και ότι υπάρχουν πολλοί 
παράγοντες φλεγοµονώδεις όπως είναι οι κυτοκίνες που έχουν την ικανότητα να 
αποσυντονίζουν το όλο αποπτωτικό µονοπάτι δρώντας σε διάφορα επιµέρους στοιχεία του 
και αναστέλλοντας τη δράση τους(16,17).   Εφόσον τα µιτοχόνδρια είναι άρρηκτα συνδεδεµένα 
µε το µονοπάτι της απόπτωσης (µέσω της απελευθέρωσης και δράσης του κυτοχρώµατος c- 
ενεργοποίηση καταρράκτη κασπασών), θα µπορούσαµε να θεωρήσουµε ότι κάποιο 
πρόβληµα στην απελευθέρωση και δράση του κυτοχρώµατος c θα µπορούσε να 
παρεµποδίσει την όλη διαδικασία της απόπτωσης.  
 Άλλες έρευνες που πραγµατοποιήθηκαν αποκάλυψαν ότι εξωγενείς παράγοντες 
πρόκλησης άσθµατος έχουν την ικανότητα να προάγουν την απόπτωση των κυττάρων του 
επιθηλίου των βρόγχων, µέσω του µιτοχονδριακού µονοπατιού (43).  Τέτοιοι παράγοντες 
δρουν είτε άµεσα είτε µέσω παραγωγής ελευθέρων ριζών, οδηγώντας σε απελευθέρωση του 
κυτοχρώµατος c και ενεργοποιώντας το αποπτωτικό µονοπάτι µέσω της κασπάσης 9.  Η 
απόπτωση των κυττάρων του επιθηλίου και η νέκρωση του επιθηλίου, αποτελούν κρίσιµους 
παράγοντες για την εµφάνιση του άσθµατος. Επίσης κρίσιµο είναι και το γεγονός ότι οι 
ελεύθερες ρίζες µπορούν να διεγείρουν την απόπτωση των κυττάρων του επιθηλίου.  
Μελέτες που έγιναν, αποκάλυψαν ότι οι αλλαγές στους αεραγωγούς που οφείλονταν στη 
νέκρωση του επιθηλίου, ήταν ανεξάρτητες από την IL-4 ( προάγει τη διαφοροποίηση των Τ-
λεµφοκυττάρων σε ΤΗ2 που προκαλούν οξειδωτικό στρες)(20).  Αυτό αποδεικνύει ότι η 
απόπτωση προάγεται και άµεσα από τις ελεύθερες ρίζες χωρίς την παρέµβαση των Τ-
λεµφοκυττάρων.        
 Μια παρατήρηση εξίσου µεγάλης σηµασίας, είναι η αυξηµένη βιογένεση των 
µιτοχονδρίων στα φλεγµονώδη κύτταρα ασθµατικών ατόµων.  ∆εδοµένου ότι τα 
µιτοχόνδρια πέρα από το µονοπάτι της απόπτωσης σχετίζονται και µε τον κυτταρικό 
πολλαπλασιαµό, θεωρήθηκε ότι θα µπορούσε ο αυξηµένος αριθµός τους να οδηγεί σε 
πολλαπλασιασµό των φλεγοµονωδών κυττάρων, κάτι που επίσης εντείνει τη φλεγµονή(23).  
Πιο συγκεκριµένα, βρέθηκε ότι στο λείο µυ των βρόγχων σε ασθµατικούς, υπήρχαν 
µεταβολές στην οµοιόσταση του ασβεστίου µε αποτέλεσµα την αυξηµένη βιογένεση των 
µιτοχονδρίων.  Ο αυξηµένος αριθµός των µιτοχονδρίων, οδηγεί σε ενίσχυση του κυτταρικού 
πολλαπλασιασµού και προάγει τις χαρακτηριστικές για το άσθµα αλλαγές στους 
αεραγωγούς

(23).   
 Τέλος, έχει ανακαλυφθεί ότι ο µεταβολισµός στο µιτοχόνδριο είναι απαραίτητος για τη 
διαφοροποίηση των δενδριτικών κυττάρων (τα κατεξοχήν αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα).  
Η διαφοροποίηση των κυττάρων αυτών, επάγεται από την έκθεση του οργανισµού σε 
κάποιο αλλεργιογόνο και συνοδεύεται από µορφολογικές αλλαγές σε αυτά τα κύτταρα, 
συµπεριλαµβανοµένης της αύξησης στον αριθµό των µιτοχονδρίων.  Τα δενδριτικά κύτταρα 
που λαµβάνονται από ζώα στα οποία είχε χορηγηθεί ένας αναστολέας της υπεραπόκρισης  
και φλεγµονής των αεραγωγών, παρατηρήθηκε µειωµένος αριθµός µιτοχονδρίων, 
υποδεικνύοντας µειωµένη λειτουργία και ικανότητα των δενδριτικών κυττάρων να 
διεγείρουν τον πολλαπλασιασµό των Τ-λεµφοκυττάρων (45).  
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 Με βάση όλα τα πιο πάνω, καταλήγουµε στο συµπέρασµα ότι το µιτοχόνδριο θα 
µπορούσε να συνδεθεί µε την εµφάνιση του άσθµατος.  ∆ιαταραχές στην οξειδωτική 
φωσφορυλίωση που λαµβάνει χώρα στο µιτοχόνδριο, µπορούν να οδηγήσουν στην 
εµφάνιση των συµπτωµάτων του άσθµατος λόγω της παραγωγής µεγάλων ποσοτήτων 
ελευθέρων ριζών που καταστρέφουν το επιθήλιο των αεραγωγών.  Αναστολή της 
λειτουργίας του αποπτωτικού µονοπατιού(16,17), το οποίο σχετίζεται άµεσα µε το 
µιτοχόνδριο, προκαλεί παράταση της ζωής των φλεγµονωδών κυττάρων, κάτι που επίσης 
προάγει την εµφάνιση της κλινικής εικόνας του άσθµατος.  Επίσης επαγωγή του 
αποπτωτικού µονοπατιού από εξωγενείς παράγοντες(43), οδηγεί σε θάνατο των επιθηλιακών 
κυττάρων και νέκρωση του επιθηλίου.  Τέλος και η σύνδεση του µιτοχονδρίου µε τον 
κυτταρικό πολλαπλασιασµό µπορεί να συσχετιστεί µε το άσθµα, αφού έχει βρεθεί σε 
περιπτώσεις άσθµατος, τόσο αυξηµένη βιογένεση των µιτοχονδρίων(23), όσο και αυξηµένος 
πολλαπλασιασµός των κυττάρων της φλεγµονής.  Με βάση την  εµπλοκή του µιτοχονδρίου 
σε κρίσιµες λειτουργίες του οργανισµού όπως ο µεταβολισµός και η απόπτωση, των οποίων 
ο αποσυντονισµός θα µπορούσε αποδεδειγµένα να προκαλέσει την εµφάνιση του άσθµατος, 
είναι απόλυτα λογικό να ανατρέξουµε τις αιτίες εµφάνισης της συγκεκριµένης πάθησης στο 
µιτοχόνδριο.  
 
 
Μιτοχονδριακό Γονιδίωµα και Γενετική Άσθµατος 
 Η µητρική κληρονοµήση του άσθµατος σε συνδυασµό µε τη µεγάλη ποικιλοµορφία που 
παρατηρείται στη γενετική της πάθησης ανάµεσα σε διαφορετικούς πληθυσµούς, µας 
υποδεικνύουν την πιθανή εµπλοκή του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος στο άσθµα.  Το 
γεγονός ότι η ποικιλοµορφία του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος, επηρεάζει το φαινότυπο του 
άσθµατος, είναι άλλη µια απόδειξη της µητρικής κληρονόµησης της πάθησης και του 
κινδύνου εµφάνισης άσθµατος σε περίπτωση ιστορικού άσθµατος από τη µητέρα(46,47).  Η 
ποικιλοµορφία στην αλληλουχία του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος, θεωρείται ότι 
εµπλέκεται στην παθογένεση του άσθµατος.  Αυτό υποστηρίζεται από το γεγονός ότι σε 654 
ασθµατικά παιδιά 9 διαφορετικών απλοοµάδων, αυτά που ανήκαν στην απλοοµάδα U 
παρουσίασαν αυξηµένα επίπεδα ανισωµάτων IgE στον ορρό του αίµατος(21).    
 Αρκετές µιτοχονδριακές µεταλλάξεις που ανιχνεύθηκαν, συσχετίστηκαν µε 
διαφορετικές ασθένειες που έχουν όµως σαν κοινό παρονοµαστή τη φλεγµονή.  ∆εκατρία 
(13) γονίδια, µε διαφορική έκφραση, ανιχνεύθηκαν σαν πιθανά γονίδια για την εµφάνιση 
του άσθµατος. Εννέα (9) από αυτά τα γονίδια είναι µιτοχονδριακά γονίδια ( γονίδια 
οξειδάσης του κυτοχρώµατος ΙΙ, ΙΙΙ, NADH αφυδρογονάσης κ.λ.π)  που σχετίζονται µε το 
µεταβολισµό στο µιτοχόνδριο(48).  Ένας πολυµορφισµός που συσχετίζεται µε την 
προδιάθεση για εµφάνιση άσθµατος, εντοπίστηκε στο γονίδιο του κυτοχρώµατος b.  
Πρόκειται για τον πολυµορφισµό A930G, του οποίου η συσχέτιση µε το άσθµα εξαρτάται 
και από το αν ο ασθενής είναι καπνιστής(49).  Μια σπάνια µετάλλαξη, η A3243G στο γονίδιο  
tRNALeu(UUR) η οποία έχει αναφερθεί στο 75% των ασθενών µε µιτοχονδριακή µυοπάθεια, 
εγκεφαλοπάθεια και  σύνδροµο MELAS, παρουσιάστηκε επίσης σε ένα ασθενή µε 
δερµατοπάθεια, απώλεια ακοής, υπέρταση και άσθµα(50).  Η ίδια µετάλλαξη εµφανίστηκε 
και σε ένα εννιάχρονο αγόρι, µε χρόνιο άσθµα και κατάθλιψη, το οποίο παρουσίαζε 
ανωµαλίες στα µιτοχόνδρια και µερική δυσλειτουργία σε ένζυµα της αναπνευστικής 
αλυσίδας

(51).  Τέλος, παθήσεις του αναπνευστικού συστήµατος, βρέθηκε να συσχετίζονται 
και µε συγκεκριµένους µονονουκλεοτιδικούς πολυµορφισµούς στην υπερµεταβλητή περιοχή 
ΙΙ του βρόγχου D του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος.  Πρόκειται για µια περιοχή που παίζει  
σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της λειτουργίας του ανθρώπινου µιτοχονδριακού DNA(52).             
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2.6 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 
Ο σκοπός µας µέσα από την παρούσα εργασία, ήταν η ανίχνευση και ταυτοποίηση 
µεταλλάξεων στα µιτοχονδριακά γονίδια που κωδικοποιούν tRNA, σε µια οµάδα ασθενών 
µε άσθµα, προκειµένου να ανακαλύψουµε αν υπάρχει κάποια συσχέτιση ανάµεσα σε τέτοιες 
µεταλλάξεις και τη συγκεκριµένη πάθηση.  Το άσθµα είναι µια πάθηση πολύ κοινή στις 
σύγχρονες κοινωνίες, που προσβάλλει µεγάλο µέρος των πληθυσµών.  Επειδή συνεχώς τα 
κρούσµατα άσθµατος αυξάνονται, κρίνεται κρίσιµο να κατανοήσουµε τις αιτίες εµφάνισης 
του, αλλά και τους µηχανισµούς που κρύβονται πίσω από την ανάπτυξη του, ώστε να 
µπορέσουµε να το αντιµετωπίσουµε όσο το δυνατό πιο αποτελεσµατικά.  Η µελέτη έγινε 
χρησιµοποιώντας δείγµατα 26 ασθενών µε άσθµα, είτε ήπιας είτε σοβαρής µορφής, από την 
Πνευµονολογική κλινική του ΠΠΝ Λάρισας.  Παράλληλα µε τους ασθενείς µελετήθηκε και 
ένα σύνολο από υγιή άτοµα, ούτε ώστε να µας παρέχουν τη δυνατότητα σύγκρισης των 
αποτελεσµάτων, για να αποφανθούµε αν όντως υπάρχει συσχέτιση της πάθησης µε τις 
µεταλλάξεις των µιτοχονδριακών tRNA γονιδίων.  Τα γονίδια  tRNA που επιλέξαµε να  
µελετήσουµε ήταν συνολικά 14 και περιλαµβάνονται σε 9 τµήµατα µιτοχονδριακού DNA τα 
οποία ενισχύσαµε.  Παράλληλα µε τα γονίδια tRNA ενισχύθηκαν και παρακείµενα τµήµατα 
τους τα οποία ήταν είτε κωδικά ή µη κωδικά. Τα γονίδια tRNA που µελετήθηκαν είναι: 
tRNAThr/tRNAPro, tRNASer(UCN)/tRNAAsp, tRNAAsn/ tRNACys/ tRNATyr, tRNATrp/ tRNAAla, 
tRNAVal, tRNAGly, tRNAPhe, tRNAArg και tRNAGlu.  Eνισχύθηκαν επίσης κωδικά τµήµατα 
από τα: 12S rRNA,  ND3 (υποµονάδα της αφυδρογονάσης), cyt b (κυτόχρωµα b) ενώ 
χαρακτηριστικό µη κωδικό τµήµα που ενισχύθηκε είναι το NC10, ανάµεσα στα γονίδια 
tRNA θρεονίνης και tRNA προλίνης και µέρος της D-θηλιάς του γονιδιώµατος.  Η όλη 
εργασία περιλαµβάνει την ενίσχυση των  τµηµάτων, την ανάλυση τους µε τη µέθοδο SSCP 
και ακολούθως τη  σύγκριση των προτύπων  µε πρότυπα φυσιολογικών δειγµάτων control.  
∆είγµατα µε διαφορετικά πρότυπα σε σχέση µε τα φυσιολογικά, στέλλονται για 
αλληλούχιση προκειµένου να γίνει επιβεβαίωση της ύπαρξης  µεταλλάξεων και 
ταυτοποίησης της θέσης τους.   
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
 
 
3.1 ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΥΛΙΚΟ 
 
Στην παρούσα µελέτη εξετάστηκε ένα σύνολο 26 ασθενών που παρουσίαζαν βρογχικό 
άσθµα.  Οι 15 από αυτούς παρουσίαζαν ήπιας έως µέτριας µορφής άσθµα, ενώ οι υπόλοιποι 
11 παρουσίαζαν βαριά µορφή άσθµατος.  Παράλληλα µε τους ασθενείς µελετήθηκε και ένα 
σύνολο 30 υγιών ατόµων από την ευρύτερη περιοχή του νοµού Θεσσαλίας.  Το βιολογικό 
υλικό το οποίο χρησιµοποιήθηκε ήταν ολικό αίµα στο οποίο είχε γίνει προσθήκη 
αντιπηκτικού.  Όλα τα δείγµατα ασθενών µε άσθµα λήφθηκαν από την Πνευµονολογική  
Κλινική του ΠΠΝ Λάρισας.  Όλα τα δείγµατα παρέµειναν στη θερµοκρασία των -200C 
µέχρι την εφαρµογή της διαδικασίας αποµόνωσης του DNA. 
 
          
 
              Πίνακας 4: Οι 26 ασθενείς που συµπεριλήφθηκαν στη µελέτη. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ασθενής Αριθµός δείγµατος Μορφή Άσθµατος 
ΚΕ 51 Σοβαρό 
Τ∆ 52 Ήπιο έως µέτριο 
ΓΠ 53 Ήπιο έως µέτριο 
ΝΒ 54 Σοβαρό 
ΜΣ 55 Ήπιο έως µέτριο 
ΤΒ 56 Σοβαρό 
ΧΜ 57 Σοβαρό 
ΒΒ 58 Ήπιο έως µέτριο 
ΣΒ 59 Ήπιο έως µέτριο 
ΤΑ 60 Σοβαρό 
ΚΕ 61 Ήπιο έως µέτριο 
ΚΓ 62 Σοβαρό 
Γ∆ 63 Σοβαρό 
ΜΜ 64 Ήπιο έως µέτριο 
ΚΑ 65 Ήπιο έως µέτριο 
ΓΘ 66 Ήπιο έως µέτριο 
ΚΜ 67 Σοβαρό 
ΠΕ 68 Ήπιο έως µέτριο 
ΖΑ 69 Σοβαρό 
ΘΦ 70 Σοβαρό 
ΤΕ 71 Ήπιο έως µέτριο 
ΒΕ 72 Ήπιο έως µέτριο 
ΣΓ 73 Ήπιο έως µέτριο 
ΠΕ 74 Ήπιο έως µέτριο 
ΜΖ 75 Ήπιο έως µέτριο 
ΣΑ 76 Σοβαρό 
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3.2 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA 
 
Πρωταρχικό βήµα για τη µελέτη της ύπαρξης µεταλλάξεων σε γονιδιακό επίπεδο, είναι η 
αποµόνωση του µιτοχονδριακού DNA από τα δείγµατα ολικού αίµατος.  Απαραίτητα 
διαλύµατα στο πρωτόκολλο αποµόνωσης που χρησιµοποιήθηκε είναι τα ακόλουθα: 
 
Α. ΤΕ Buffer (100mL).  Το συγκεκριµένο διάλυµα περιέχει: 
 

� 10mM Tris pH 7.4          (0,5mL από 2Μ stock) 
� 0,1mM EDTA pH 8.0     (20µL από 0,5M stock) 
� dd-H2O                           99,5mL 

 
Το Tris στο παραπάνω διάλυµα χρησιµεύει στη ρύθµιση του pH. 
Το EDTA λειτουργεί σαν χηλικός παράγοντας, δεσµεύοντας τα κατιόντα Ca2+ και  Mg2+ τα 
οποία απαιτούνται για τη δράση των νουκλεασών.  Έτσι διασφαλίζεται η ακεραιότητα του 
DNA αφού αποτρέπεται η δράση των πιο πάνω ενζύµων.  
Το νερό που χρησιµοποιείται στην παρασκευή του διαλύµατος, είναι απαλλαγµένο από την 
παρουσία ιόντων. 
Μετά την παρασκευή του το διάλυµα αποθηκεύεται στους 40C. 
 
B. Lysis Buffer (100mL και φτιάχνουµε aliquots του 1ml) 
 

� 0,2M NaCl                   1,17gr 
� 0,025M EDTA pH 8    5ml από 0,5M stock 
� 0,5% SDS                    5ml από10% stock 
� 0,2Μ Tris pH 8.5         10ml από 2M stock 
� dd-H2O                    συµπλήρωση µέχρι τελικό όγκο 100ml 

 
Στο παραπάνω διάλυµα: 
 
Το NaCl συµβάλλει στη διάσπαση των κυτταρικών µεµβρανών. 
Το δωδεκακυλοθειϊκό νάτριο (Sodium Dodecyl Sulfate: SDS) αποτελεί ένα ανιονικό 
απορρυπαντικό το οποίο διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη διάσπαση των µεµβρανών. 
Παράλληλα είναι σε θέση να προστατεύει το DNA από τη δράση των νουκλεασών, 
αποδιατάσσοντας τις (είναι δηλαδή και αποδιατακτικό πρωτεϊνών). 
Μετά την παρασκευή του το Lysis Buffer αποθηκεύεται στους -200C. 
 
Η διαδικασία που ακολουθήθηκε για την αποµόνωση του DNA είναι η εξής: 

1. Αρχικά αναµιγνύουµε 100µL αίµατος µε 1ml διαλύµατος ΤΕ σε eppendorf  
     του 1,5ml. 

2. Αφού ανακινήσουµε φυγοκεντρούµε για 10 δευτερόλεπτα στις 13000 στροφές.  
3. Γίνεται αποµάκρυνση του υπερκειµένου και το ίζηµα επαναδιαλυτοποιείται σε  
1ml TE.  
4. Ανακινούµε και φυγοκεντρούµε για 10 δευτερόλεπτα στις 13000 στροφές. 
5. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και το ίζηµα διαλύεται ξανά σε 1ml TE. 
6.  Ανακινούµε και φυγοκεντρούµε εκ νέου στις 13000 στροφές. 

     7.  Αφού αποµακρύνουµε το υπερκείµενο, διαλύουµε ξανά το ίζηµα σε 200µL      
     Lysis Buffer, προσθέτοντας και 20µL πρωτεϊνάσης Κ (10mg/mL). 
     8.  Ακολουθεί επώαση των δειγµάτων στους 560C για 45 λεπτά και στη συνέχεια 
στους 950C για 10 λεπτά.  Η σύντοµη θέρµανση στην υψηλή θερµοκρασία των 



 38 

950C έχει σαν σκοπό την απενεργοποίηση της πρωτεϊνάσης Κ. 
9.  Γίνεται προσθήκη 1mL παγωµένης αιθανόλης 100% (η αιθανόλη χάρη στη    

     µεγάλη διηλεκτρική σταθερά της επιτρέπει την κατακρήµνιση µόνο του DNA)     
     και αφήνουµε τα δείγµατα όλη τη νύχτα (overnight) στους -200C. 

 
10. Την επόµενη µέρα, γίνεται φυγοκέντρηση των δειγµάτων στις 13000 στροφές, για 20 
λεπτά, στους 40C. 
11.  Γίνεται προσεκτικά αποµάκρυνση του υπερκειµένου και το ίζηµα τοποθετείται στους 
37 0C για 1 ώρα.  
12.  Προσθέτουµε 50µL dd-H2O και αναδεύουµε ήπια σε vortex. 
13.  Τέλος πραγµατοποιούµε ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων σε πηκτή αγαρόζης 1%, που 
έχει σα σκοπό την ποιοτική ανίχνευση του µιτοχονδριακού DNA.     

 
> Για την παρασκευή της πηκτής αγαρόζης 1% χρησιµοποιούνται τα ακόλουθα: 
 
� 40mL TAE 1Χ* 
� 0,3gr αγαρόζης 
� 3µL βρωµιούχο αιθίδιο 

 
Αρχικά ζυγίζουµε 0,3gr αγαρόζης και τα τοποθετούµε σε κωνική φιάλη των 100mL.  Στη 
συνέχεια προσθέτουµε 40mL διαλύµατος ΤΑΕ και θερµαίνουµε το µίγµα σε φούρνο 
µικροκυµάτων για 1-2 λεπτά περίπου µέχρι η αγαρόζη να διαλυθεί πλήρως.  Αφήνουµε το 
διάλυµα λίγα λεπτά στον απαγωγό ώστε να µειωθεί λίγο η θερµοκρασία του, όχι όµως να 
στερεοποιηθεί και έπειτα προσθέτουµε πολύ προσεκτικά 3µL βρωµιούχου αιθιδίου (είναι 
καλό να µην προσθέτουµε αµέσως µετά τη θέρµανση του µίγµατος το βρωµιούχο αιθίδιο 
γιατί όταν το διάλυµα είναι πολύ ζεστό δηµιουργούνται αναθυµιάσεις).  Το βρωµιούχο 
αιθίδιο (BrEt) έχει την χαρακτηριστική ιδιότητα να παρεµβάλλεται ανάµεσα στις βάσεις του 
DNA και να φθορίζει στο υπεριώδες φως.  Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα να δίνει πρότυπα 
ζωνώσεων που αντιστοιχούν στην ποσότητα του DNA που έχει δεσµεύσει το βρωµιούχο 
αιθίδιο.  Εφόσον γίνει προσθήκη του BrEt στο διάλυµα, αυτό µεταφέρεται σε κατάλληλη 
πλάκα οριζόντιας ηλεκτροφόρησης µε τις κατάλληλες χτένες για το σχηµατισµό των 
πηγαδιών.  Απαιτούνται περίπου 20-30 λεπτά για την πλήρη πήξη του διαλύµατος.      
 
*  Το ΤΑΕ 1Χ αποτελεί ένα ρυθµιστικό διάλυµα το οποίο παρασκευάζεται από stock 
διάλυµα 50Χ.  Αυτό επιτυγχάνεται µε ανάµιξη 20mL 50X TAE  µε 980 mL dd-H2O.  Πιο 
συγκεκριµένα στα 500mL ΤΑΕ περιέχονται: 

� Tris                       121gr 
� Οξικό οξύ             28,5mL 
� EDTA 0,5M          50mL 
� dd-H2O µέχρι τα   500mL   

 
  
Το ΤΑΕ θα µπορούσε να αντικατασταθεί από ΤΒΕ (όπου αντί για οξικό οξύ περιέχεται 
βορικό), ή διάλυµα που στη θέση του οξικού περιέχει φωσφορικό. Και τα δύο αυτά 
διαλύµατα επιτυγχάνουν εξίσου καλό διαχωρισµό µε το ΤΑΕ και έχουν µάλιστα υψηλότερη 
ρυθµιστική ικανότητα.  Ωστόσο στα πειράµατα µας επιλέξαµε να χρησιµοποιήσουµε το 
διάλυµα ΤΑΕ στις πηκτές αγαρόζης και το διάλυµα ΤΒΕ στις πηκτές πολυακριλαµιδίου των 
αναλύσεων SSCP. 
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Στη συσκευή ηλεκτροφόρησης προστίθεται επίσης διάλυµα ΤΑΕ 1Χ σε τέτοια ποσότητα 
ώστε η πηκτή να είναι πλήρως βυθισµένη σε αυτό το διάλυµα.  Έτσι είναι πλέον έτοιµη η 
συσκευή για τη φόρτωση του δείγµατος.  Για να φορτώσουµε αναµιγνύουµε µε 5µL από το 
κάθε δείγµα µας 3µL loading buffer και έπειτα τα φορτώνουµε µε προσοχή σε κάθε 
πηγαδάκι της πηκτής.   
 
Το loading buffer (6Χ) 10mL που χρησιµοποιούµε περιέχει τα εξής: 

� 1mL χρωστική µπλε της βρωµοφαινόλης 
� 5mL γλυκερόλη 
� 0,5mL TBE 20X 
� 3,5mL dd-H2O 

 
Η γλυκερόλη που περιέχεται στο loading buffer είναι πολύ σηµαντική για την καταβύθιση 
του DNA στα πηγαδάκια, εφόσον η πυκνότητα της είναι µεγαλύτερη από αυτή του νερού, 
καθιστώντας έτσι και τα µόρια του DNA βαρύτερα.   
 
Η χρωστική (συνήθως χρώµατος µπλε) καθιστά τα δείγµατα που πρόκειται να φορτώσουµε 
ορατά, κάτι που επίσης διευκολύνει την τοποθέτηση τους στα πηγαδάκια. 
 
Η τάση που εφαρµόζουµε στη συσκευή ηλεκτροφόρησης είναι 100V.  Αφήνουµε τα 
δείγµατα να τρέξουν µέχρι να ολοκληρωθούν περίπου τα 2/3 της διαδροµής, κάτι που 
απαιτεί περίπου 20-30 λεπτά.  Στο τέλος αποµακρύνουµε την πηκτή από τη συσκευή και  
την παρατηρούµε σε υπεριώδες φως (UV).  Τα δείγµατα εκείνα που µας δίνουν ζωνώσεις 
όταν τα παρατηρήσουµε στο υπεριώδες, είναι αυτά τα οποία περιέχουν DNA και κατ’ 
επέκταση αυτά που θα χρησιµοποιήσουµε στη συνέχεια για την αντίδραση της PCR. 
 
 
3.3 ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) 
 
3.3.1 Γενικά για την PCR 
 
Η ιδέα της δηµιουργίας πολλαπλών αντιγράφων ενός συγκεκριµένου µορίου DNA, 
χρησιµοποιώντας µια DNA πολυµεράση και ολιγονουκλεοτιδικούς εκκινητές, είχε 
διατυπωθεί για πρώτη φορά ήδη από το 1971.  Ωστόσο υπήρχαν τότε αρκετοί περιορισµοί 
που δεν επέτρεπαν την εφαρµογή µιας τέτοιας ιδέας µε µεγάλη ευκολία, όπως το µεγάλο 
κόστος και η δυσκολία στο σχεδιασµό ολιγονουκλεοτιδίων, η µη διαθεσιµότητα 
θερµοανθεκτικών πολυµερασών καθώς και η έλλειψη αυτοµατοποιηµένων 
θερµοκυκλοποιητών.  Η τεχνική της PCR (Polymerase Chain Reaction), ήταν αυτή που 
υλοποίησε τελικά την πιο πάνω ιδέα και άρχισε να εφαρµόζεται περίπου από το 1984. 
Εµπνευστής της ήταν ο βιοχηµικός Kary Mullis ο οποίος µερικά χρόνια αργότερα (1993), 
κέρδισε νόµπελ για αυτή του την ανακάλυψη.   Σήµερα η τεχνική της PCR αποτελεί µια από 
τις πιο χρήσιµες τεχνικές και ένα απαραίτητο εργαλείο της µοριακής βιολογίας.  Τα 
παλιότερα προβλήµατα αντιµετωπίστηκαν, εφόσον πλέον υπάρχουν εύκολες µέθοδοι για την 
παρασκευή των ολιγονουκλεοτιδίων, έγινε ανακάλυψη θερµοανθεκτικών DNA 
πολυµερασών (όπως η Taq) και υπάρχουν αυτοµατοποιηµένοι θερµοκυκλοποιητές.  Κατ’ 
αυτό τον τρόπο η PCR εξελίχθηκε σε µια πολύ γρήγορη, εύκολη και αυτοµατοποιηµένη 
τεχνική µε µεγάλη ευαισθησία.  Χρησιµοποιείται είτε µόνη της για την ενίσχυση µορίων 
DNA, είτε σε συνδυασµό µε µεγάλο αριθµό άλλων τεχνικών όπως είναι χαρακτηριστικά η 
πέψη µε περιοριστικά ένζυµα ή ο πολυµορφισµός διαµόρφωσης µονόκλωνης αλυσίδας 
(SSCP).  Το όνοµα της συγκεκριµένης τεχνικής οφείλεται στο συστατικό  που 
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χρησιµοποιείται για την ενίσχυση ενός τµήµατος DNA, που δεν είναι άλλο από το ένζυµο 
DNA πολυµεράση.  Η αντίδραση PCR είναι πολύ γρήγορη, επιτρέποντας έτσι τη δηµιουργία 
εκατοµµυρίων αντιγράφων µιας δεδοµένης αλληλουχίας DNA σε περίπου 2 ώρες.  Έτσι σε 
πολύ µικρό χρονικό διάστηµα µπορούµε να έχουµε επαρκή ποσότητα DNA, που µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί ποικιλοτρόπως όπως για παράδειγµα για την ανάλυση της αλληλουχίας του, 
για ανίχνευση πολυµορφισµών, ή ακόµα και για κλωνοποίηση.  Η DNA πολυµεράση που 
χρησιµοποιείται σήµερα ευρέως στην PCR είναι η Taq πολυµεράση.  Το συγκεκριµένο 
ένζυµο αποµονώθηκε από ένα θερµόφιλο βακτήριο, το Thermus aquaticus µε αποτέλεσµα 
να διατηρεί τη δραστικότητα του σε πολύ υψηλές θερµοκρασίες (έως και 1000C), στις 
οποίες τα περισσότερα ένζυµα είναι αδρανή.  Έτσι το ένζυµο αυτό, µπορεί να δράσει στα 
υποστρώµατα DNA τα οποία έχουν αποδιαταχθεί εφαρµόζοντας υψηλές θερµοκρασίες 
(περίπου 950C) και να επιµηκύνει τις πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες.  Χάρη στην 
ανθεκτικότητα του ενζύµου δεν χρειάζεται ανανέωση του µετά από κάθε κύκλο της 
αντίδρασης και εποµένως µπορούν να γίνουν µε το ίδιο ένζυµο πολλοί διαδοχικοί κύκλοι 
της αντίδρασης πολυµερισµού.  Η δυνατότητα της PCR να πολλαπλασιάζει µια δεδοµένη 
αλληλουχία DNA δίνοντας µας πολλά αντίγραφα της, µας επιτρέπει να εντοπίσουµε γονίδια 
τα οποία βρίσκονται ακόµη και σε ένα µόνο ή λίγα αντίγραφα από ένα σύνολο αλληλουχιών 
και να τα ενισχύσουµε.   
 
Η λειτουργία της τεχνικής PCR στηρίζεται στη χρήση µιας µικρής µόνο ποσότητας 
γενετικού υλικού, που αποτελεί το µόριο στόχο προκειµένου να συντεθεί στη συνέχεια ένας 
µεγάλος αριθµός πανοµοιότυπων µε αυτό, µορίων.  Για να επιτευχθεί η σύνθεση των µορίων 
DNA, είναι απαραίτητη η παρουσία ειδικών ολιγονουκλεοτιδικών µορίων που ονοµάζονται 
εκκινητές (primers).  Τα µόρια αυτά αποτελούνται από µια µονόκλωνη αλυσίδα συνθετικών 
ολιγονουκλεοτιδίων και έχουν µήκος µόλις 15-28 ζεύγη βάσεων.  Λόγω της µονόκλωνης 
διαµόρφωσης και του µικρού τους µεγέθους, τα µόρια αυτά είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα στις 
συνήθεις θερµοκρασίες.  Εφόσον γίνει η αποδιάταξη του δίκλωνου µορίου DNA, ακολουθεί 
η προσκόλληση των µορίων των εκκινητών σε κάθε µια από τις αποδιαταγµένες αλυσίδες.  
Στη συνέχεια η DNA πολυµεράση ξεκινά να προσθέτει νουκλεοτίδια αρχίζοντας από το 
άκρο του κάθε εκκινητή, επιµηκύνοντας κατ’ αυτό τον τρόπο τις αλυσίδες.  Για τον 
πολυµερισµό των αλυσίδων, εκτός από το ένζυµο Taq πολυµεράση, είναι απαραίτητο να 
περιλαµβάνονται στο µίγµα της αντίδρασης και το ειδικό ρυθµιστικό διάλυµα της Taq, 
διάλυµα MgCl2 καθώς και διάλυµα dNTPs. 
 
3.3.2 ∆ιαδικασία της PCR-στάδια 
 
Η αντίδραση της PCR µπορεί να διαχωριστεί σε τρία βασικά στάδια: 
 

i. Αποδιάταξη  
  Έχει σα σκοπό τη διάσπαση του δίκλωνου µορίου του DNA στόχου 
  στις δύο µονόκλωνες αλυσίδες από τις οποίες αποτελείται.  Κάθε µια από αυτές τις     
  αλυσίδες θα λειτουργήσει στη συνέχεια σα µήτρα για τη σύνθεση της    
  συµπληρωµατικής της, µε αποτέλεσµα από κάθε ένα µόριο DNA να προκύπτουν δύο    
  θυγατρικά.  Κάθε θυγατρικό µόριο θα αποτελείται από µια νεοσυντιθέµενη αλυσίδα    
  και από µια πατρική αλυσίδα (ηµισυντηρητική αντιγραφή του DNA).  Για την  
  αποδιάταξη του δίκλωνου DNA εφαρµόζονται υψηλές θερµοκρασίες περίπου 94- 
  950C.  Συνήθως αρκούν 30 δευτερόλεπτα για την ολική αποδιάταξη του DNA σε   
  κάθε κύκλο αντίδρασης.  Στην περίπτωση που η αλληλουχία που θέλουµε να  
  ενισχύσουµε έχει υψηλή περιεκτικότητα σε G+C, τότε ίσως χρειαστεί υψηλότερη  
  θερµοκρασία για την αποδιάταξη (Τα ζεύγη  G-C συγκρατούνται µε 3 δεσµούς  
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  υδρογόνου και εποµένως απαιτούν περισσότερη ενέργεια για τη διάσπαση τους από  
  ότι τα ζεύγη Α-Τ που συνδέονται µε 2 δεσµούς υδρογόνου).  Σηµαντικό είναι  
  ωστόσο να µη διαρκεί η θέρµανση περισσότερο χρόνο από όσο χρειάζεται γιατί  
  µπορεί να οδηγήσει στην απενεργοποίηση του ενζύµου.  

 
   ii. Υβριδοποίηση των εκκινητών 
   Στην υβριδοποίηση οι εκκινητές συνδέονται (υβριδοποιούνται) µε τις   
   αποδιαταγµένες αλυσίδες του DNA, στα σηµεία εκείνα που η αλληλουχία του  
   µορίου στόχου είναι συµπληρωµατική µε εκείνη του εκκινητή.  Η θερµοκρασία και  
   ο χρόνος της υβριδοποίησης εξαρτώνται από τη συγκέντρωση των εκκινητών,  
   καθώς επίσης και από το µήκος και την αλληλουχία των βάσεων τους.  Συνήθως οι  
   θερµοκρασίες που δίνουν τα καλύτερα αποτελέσµατα είναι µεταξύ 550C και 650C.   
   Σηµαντικό είναι ότι όσο αυξάνεται η θερµοκρασία της υβριδοποίησης, τόσο  
   αυξάνεται και η ειδικότητα του τελικού προϊόντος που λαµβάνουµε, γιατί µε αυτό  
   τον τρόπο περιορίζεται η σύνδεση των εκκινητών στις περιοχές της αλληλουχίας µε  
   τη µέγιστη συµπληρωµατικότητα. 

 
   iii. Επέκταση των εκκινητών (πολυµερισµός)       
   Εφόσον έχει γίνει ήδη η υβριδοποίηση των εκκινητών, η DNA πολυµεράση ξεκινάει σε   
   αυτό το σηµείο να συνθέτει DNA αρχίζοντας από το τέλος του κάθε εκκινητή.  Η σύνθεση 
   επιτυγχάνεται µε προσθήκη νουκλεοτιδίων από την Taq πολυµεράση η οποία χρησιµοποιεί   
   την κάθε αποδιατεταγµένη αλυσίδα του DNA σα µήτρα για τη σύνθεση της  
   συµπληρωµατικής της.  Έτσι δηµιουργούνται τα δίκλωνα θυγατρικά µόρια DNA που είναι  
   πανοµοιότυπα µε το DNA στόχο.  Η επέκταση γίνεται συνήθως σε θερµοκρασία 720C.  Η  
   συγκεκριµένη θερµοκρασία επιτρέπει µεν στο ένζυµο να προσθέτει νουκλεοτίδια µε  
   ικανοποιητική ταχύτητα (35-100 νουκλεοτίδια/δευτερόλεπτο), αποτρέπει όµως την  
   προσκόλληση επιπλέον εκκινητών και συνεπώς τη δηµιουργία µη ειδικών µορίων.   
 
Τα 3 πιο πάνω στάδια επαναλαµβάνονται σε κάθε κύκλο της αντίδρασης.  Η αντίδραση είναι 
εκθετική.  Έτσι από ένα µόριο DNA µετά από 30 κύκλους αντίδρασης, παίρνουµε 230 µόρια.  
Ο αριθµός των κύκλων της PCR εξαρτάται από την αρχική συγκέντρωση του DNA στόχου.  
Όσο πιο µικρή η αρχική συγκέντρωση, τόσο πιο πολλοί πρέπει να είναι οι κύκλοι.  Ωστόσο 
αν γίνουν περισσότεροι κύκλοι από όσοι χρειάζονται υπάρχει κίνδυνος να αυξηθεί ο αριθµός 
των µη ειδικών προϊόντων.    

 
 

                                                                                                    Εικόνα 12: Σχηµατική αναπαράσταση της 
                                                                                          αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης. 
                                                                                          ∆ιακρίνονται τα 3 κύρια στάδια: αποδιάταξη,    
                                                                                   υβριδοποίηση, επέκταση.  Η αντίδραση είναι 
                                                                                   εκθετική, ώστε µετά την ολοκλήρωση 30 
                                                                                   κύκλων να έχουν παραχθεί συνολικά 230 

                                                                                                                            µόρια DNA. 
                         
 
 
 
 
 
 
3.3.3 Πολλαπλασιασµός των tRNA γονιδίων 

δΑ∆ασ

δΑΣ∆ 

Γονιδιωματικό     

      DNA 

Αλληλουχία     

 στόχος 

1. Αποδιάταξη: 

Θέρμανση για 

διαχωρισμό των 2 

κλώνων 

2. Υβριδοποίηση: 

 Οι εκκινητές 

προσδένονται στις  

αλληλουχίες  

στόχους. 

3. Επέκταση: 

Η DNA πολυμε- 

ράση προσθέτει  

νουκλεοτίδια 

στο 3’ άκρο  

του κάθε  

εκκινητή  

 
 
 
 

Πρώτος 

κύκλος: 

2 μόρια   

 

 

 

 

 

Δεύτερος 

κύκλος: 

4 μόρια  

 

Τρίτος 

κύκλος: 

6 μόρια  



 42 

Στην παρούσα µελέτη ενισχύθηκαν 9 τµήµατα µιτοχονδριακού DNA που συνολικά 
περιελάµβαναν 14 γονίδια tRNA.  Κατ’ επέκταση χρησιµοποιήσαµε 9 διαφορετικά ζεύγη 
εκκινητών.  Τα γονίδια tRNA τα οποία ενισχύθηκαν είναι τα ακόλουθα: tRNA Θρεονίνη-
tRNA Προλίνη (τµήµα µήκους 212bp), tRNA Ασπαραγίνη- tRNA Κυστεΐνη-tRNA 
Τυροσίνη (τµήµα µήκους 249bp), tRNA Σερίνη UCN – tRNA Ασπαρτικό (τµήµα µήκους 
229bp), tRNA Τρυπτοφάνη-tRNA Αλανίνη (τµήµα µήκους 242bp), tRNA Βαλίνη (τµήµα 
µήκους 140bp), tRNA Φαινυλαλανίνη (τµήµα µήκους 252bp),  tRNA Γλουταµικό (τµήµα 
µήκους 122bp), tRNA Αργινίνη (τµήµα µήκους 227bp) και tRNA Γλυκίνη (τµήµα µήκους 
224bp).  Ο σχεδιασµός των εκκινητών έγινε µε τέτοιο τρόπο ώστε πέρα από τα επιθυµητά 
γονίδια να ενισχύονται και µικρά τµήµατα παρακείµενων γονιδίων ή ακόµα και µη 
κωδικοποιών περιοχών.  Αυτός είναι και ο λόγος που τα τµήµατα που ενισχύθηκαν έχουν ως 
επί το πλείστον µεγαλύτερο µέγεθος από αυτό των tRNA γονιδίων.  Τα 9 ζεύγη εκκινητών 
που χρησιµοποιήθηκαν για κάθε τµήµα DNA παρουσιάζονται στη συνέχεια (πίνακας 5).  Οι 
αντιδράσεις PCR για την ενίσχυση των πιο πάνω γονιδίων, ήταν αντιδράσεις µε τελικό όγκο 
50mL.  Για µια τέτοια αντίδραση χρησιµοποιούνται τα εξής: 
 

� DNA (περίπου 200ng)                                             2-3µL 
� 50pmol από κάθε primer (RV-FW)                    1µL+1µL 
� 800µΜ dNTPs (από 40mM)                                    1µL 
� 2mM MgCl2 (από 50mM)                                        2µL 
� 1X PCR Buffer (από 10Χ)                                       5µL 
� 1U Taq πολυµεράση (5U/µL)                                  0,2µL 
� dd-H2O µέχρι συµπλήρωση 50µL                      +   37-38µL 

                                                                                             50µL 
 
Σε κάθε αντίδραση PCR φροντίζουµε να έχουµε και ένα µάρτυρα (blank), ο οποίος περιέχει 
όλα τα παραπάνω εκτός από το DNA στόχο.  Η παρουσία του µάρτυρα είναι σηµαντική 
εφόσον είναι ο µοναδικός τρόπος να ξέρουµε ότι δεν έχουµε ενίσχυση µη ειδικών 
προϊόντων. 
Οι συνθήκες που εφαρµόσαµε για την ενίσχυση των tRNA γονιδίων ήταν οι ακόλουθες: 
 

1. Αρχική αποδιάταξη                               950C για 4min 
2. Αποδιάταξη                                           950C για 30sec                     
3. Υβριδοποίηση εκκινητών                      500C για 40sec 
4.  Πολυµερισµός                                      720C για 40sec   
5. Τελικό στάδιο πολυµερισµού                720C για 10min 

 
Τα στάδια 2 µέχρι 4 επαναλαµβάνονται 35 φορές.  Πραγµατοποιούνται δηλαδή 35 κύκλοι 
της αντίδρασης PCR.  Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε ειδικούς αυτοµατοποιηµένους 
αναλυτές, γνωστούς σα θερµοκυκλοποιητές.  Οι συγκεκριµένες συσκευές επιτρέπουν τη 
γρήγορη και ακριβή αυξοµείωση της θερµοκρασίας, ανάλογα µε τις απαιτήσεις του κάθε 
σταδίου της αντίδρασης.  Συνολικά µια αντίδραση PCR διαρκεί περίπου 2 ώρες. 
Οι παραπάνω συνθήκες δε διατηρήθηκαν απόλυτα αναλλοίωτες σε όλα τα γονίδια.  
Υπήρξαν περιπτώσεις όπως χαρακτηριστικά στα γονίδια tRNA Arg, tRNA Gly, tRNA Phe, 
που χρειάστηκε να αυξηθεί κατά 2-30C η θερµοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών ούτως 
ώστε να αυξηθεί και η ειδικότητα των προϊόντων που λαµβάναµε.  Είναι πολύ σηµαντικό ότι 
η αύξηση της θερµοκρασίας υβριδοποίησης σε µια αντίδραση PCR µπορεί να αυξήσει και 
την ειδικότητα της, εφόσον ο εκκινητής προσκολλάται µόνο στις αλληλουχίες µε τις οποίες 
παρουσιάζει µέγιστη συµπληρωµατικότητα.  Εντούτοις θα πρέπει να δοθεί ιδιαίτερη 
προσοχή στις θερµοκρασίες που επιλέγονται, γιατί σε πολύ υψηλές θερµοκρασίες (πάνω από 
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την Τm), µειώνεται το ποσοστό των µορίων του εκκινητή που υβριδοποιούνται και υπάρχει 
ο κίνδυνος να µην ενισχυθεί ούτε καν το επιθυµητό τµήµα.  Σε αντίθετη περίπτωση, δηλαδή 
σε χαµηλές θερµοκρασίες υβριδοποίησης, ο εκκινητής προσδένεται και σε µη επιθυµητές 
αλληλουχίες, γιατί µειώνεται η ειδικότητα του.    
 
Πίνακας 5: Παρουσιάζονται οι αλληλουχίες των εκκινητών (primers), που χρησιµοποιήθηκαν για την 
ενίσχυση των 14 γονιδίων tRNA, που είχε σα σκοπό την περαιτέρω ανάλυση µε τη µέθοδο SSCP.  Οι 
εκκινητές επιλέγονται πάντα µε βάση συγκεκριµένα κριτήρια ώστε να ενισχύονται τα τµήµατα της 
επιλογής µας και να αποφεύγεται η ενίσχυση ανεπιθύµητων τµηµάτων DNA (παραπροϊόντα).  Βασικά 
κριτήρια για την επιλογή των εκκινητών είναι: να έχουν µήκος 17-28nt,  να έχουν παραπλήσιες τιµές 
Tm, η περιεκτικότητα τους σε GC να είναι περίπου 50-60%, να µην έχουν συµπληρωµατικά 3’ άκρα ή 
συνεχόµενες αλληλουχίες πολυπουρινών ή πολυπυριµιδινών  (σχηµατισµός διµερών µορφών και 
παραπροϊόντων) και να µη διαθέτουν παλίνδροµες περιοχές.       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

tRNA’s Primers Νουκλεοτιδική 
Θέση 

Μήκος 
(bp) 

 
Thr/Pro 

FW Primer 5’-3’ 
CTAATACCAACTATCTCCCT 

RV Primer 5’-3’ 
ACCCAAATCTGCTTCCCCAT 

 
(FW 15839-15858) 
(RV 16050-16031) 

 
212 

 
Asn/Cys/Tyr 

FW Primer 5’-3’ 
CAATGGGACTTAAACCCACAA 

RV Primer 5’-3’ 
GCGAACATCAGTGGGGGTGA 

 
(FW 5663-5683) 
(RV 5911-5892) 

 
249 

 
Gly 

FW Primer 5’-3’ 
CCATCTATTGATGAGGGTCT 

RV Primer 5’-3’ 
GGATATAGGGTCCAAGCCGCA 

 
(FW 9970-9989) 

(RV 10193-10173) 

 
224 

 
Phe 

FW Primer 5’-3’ 
CAGCACACACACACCGCTGC 

RV Primer 5’-3’ 
GAGCTGCATTGCTGCGTGCT 

 
(FW 511-530) 
(RV 780-761) 

 
252 

 
Val 

FW Primer 5’-3’ 
GTACTGGAAAGTGCACTTGG 

RV Primer 5’-3’ 
GGTTGTCTGGTAGTAAGG 

 
(FW 1576-1595) 
(RV 1715-1698) 

 
140 

 
Ser 

(UCN)/Asp 

FW Primer 5’-3’ 
ATTCGAAGAACCCGTATACA 

RV Primer 5’-3’ 
GCTCTTCTATGATAGGGGAA 

 
(FW 7415-7434) 
(RV 7643-7624) 

 

 
229 

 
Trp/Ala 

FW Primer 5’-3’ 
CGCTACTCCTACCTATCTCC 

RV Primer 5’-3’ 
TTAGGGTGCTTAGCTGTTAAC 

 
(FW 5470-5489) 
(RV 5711-5691) 

 
242 

 
Arg 

FW Primer 5’-3’ 
GCCCTACAAACAACTAACCT 

RV Primer 5’-3’ 
AGTGAGATGGTAAATGCTAG 

 
(FW 10290-10309) 
(RV 10516-10497) 

 
227 

 
Glu 

FW Primer 5’-3’ 
CCCACACTCAACAGAAACA 

RV Primer 5’-3’ 
TTGCGTATTGGGGTCATTG 

 
(FW 14642-14660) 
(RV 14763-14745) 

 
122 
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Εφόσον ολοκληρωθεί η αντίδραση της PCR, θα πρέπει να ελέγξουµε αν έχει γίνει επιτυχής 
ενίσχυση, ώστε να µπορούµε να προχωρήσουµε σε περαιτέρω ανάλυση των προϊόντων.  Ο 
έλεγχος αυτός επιτυγχάνεται µε ηλεκτροφόρηση των PCR προϊόντων σε πήκτωµα αγαρόζης 
2% (0,6gr αγαρόζη+ 40mL TAE).  Η όλη διαδικασία ηλεκτροφόρησης είναι όµοια µε την 
ηλεκτροφόρηση των προϊόντων αποµόνωσης.  Σηµαντικό είναι ότι στην περίπτωση της 
ηλεκτροφόρησης των PCR προϊόντων έχουµε και την παρουσία του µάρτυρα (blank).  Τα 
δείγµατα που δίνουν θετικό αποτέλεσµα ενίσχυσης, είναι αυτά στα οποία ανιχνεύονται 
ζωνώσεις όταν δούµε το πήκτωµα στο UV.  Στο µάρτυρα θα πρέπει να µην έχουµε 
ανίχνευση ζωνώσεων ώστε να είµαστε σίγουροι ότι ενισχύθηκαν µόνο ειδικά προϊόντα.         
 
 
 
 
3.4 ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΥ ∆ΙΑΜΟΡΦΩΣΗΣ ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΣ    
      ΑΛΥΣΙ∆ΑΣ (SSCP) 
 
Η ανάλυση πολυµορφισµού διαµόρφωσης µονόκλωνης αλυσίδας (Single Stranded 
Conformation Polymorphism) είναι µια πολύ βασική µέθοδος της µοριακής βιολογίας για 
τον έλεγχο ύπαρξης µεταλλάξεων και γενικότερα πολυµορφισµών στο γενετικό υλικό.  Είναι 
µια φθηνή, αξιόπιστη και ευαίσθητη µέθοδος που µας δίνει τη δυνατότητα προσδιορισµού 
διαφορών σε αλληλουχίες DNA.  Αρχή της συγκεκριµένης µεθόδου είναι ο 
ηλεκτροφορητικός διαχωρισµός µονόκλωνων νουκλεϊκών οξέων µε βάση µικρές διαφορές 
στην αλληλουχία τους.  Πιο συγκεκριµένα από υλικό το οποίο έχει πολλαπλασιαστεί µε 
PCR σχηµατίζονται µονόκλωνα DNA µόρια, τα οποία διαχωρίζονται σε πήκτωµα βάσει των 
διαφορών στην κινητικότητα τους.  Ενώ η κινητικότητα δίκλωνων µορίων DNA σε 
πήκτωµα εξαρτάται από το µήκος και το µέγεθος τους και είναι ανεξάρτητη από τη 
νουκλεοτιδική τους αλληλουχία, στην περίπτωση που έχουµε µονόκλωνα µόρια, δεν ισχύει 
το ίδιο.  Στις µονόκλωνες αλυσίδες, ακόµη και αλλαγή µιας µόνο βάσης σε ένα σύνολο 
εκατοντάδων βάσεων, µπορεί να επηρεάσει την κινητικότητα του µορίου DNA.  Αυτό 
συµβαίνει εξαιτίας της ασταθούς φύσης των µονόκλωνων αλυσίδων DNA, οι οποίες όταν 
απουσιάζει ο συµπληρωµατικός τους κλώνος είναι σε θέση να σχηµατίζουν ενδοµοριακούς 
δεσµούς ανάµεσα σε τµήµατα της ίδιας αλυσίδας.  Αυτό οδηγεί στη δηµιουργία βρόγχων και 
αναδιπλώσεων που δίνουν στη µονόκλωνη αλυσίδα µια µοναδική διαµόρφωση και κατ’ 
επέκταση τριτοταγή δοµή.  ∆ηλαδή η διαµόρφωση του κάθε κλώνου θα διαφέρει ελαφρώς 
ανάλογα µε την ακριβή αλληλουχία του και αυτές οι αλλαγές στη διαµόρφωση οδηγούν σε 
διαφορές στην κινητικότητα στο πήκτωµα.  Έτσι λοιπόν η τεχνική SSCP εκµεταλλεύεται τη 
συγκεκριµένη ιδιότητα και επιτυγχάνει τον ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό µονόκλωνων 
αλυσίδων νουκλεϊκών οξέων.  Κάτω από βέλτιστες συνθήκες, µε SSCP µπορούµε να 
ανιχνεύσουµε µέχρι και 80% των διαφορών της αλληλουχίας.  Η ευαισθησία της τεχνικής 
εξαρτάται από την αναλογία µεγέθους των κλασµάτων ssDNA.  Ωστόσο µε κατάλληλη 
τροποποίηση των συνθηκών, όπως η θερµοκρασία, η σύνθεση ρυθµιστικού διαλύµατος και 
πηκτώµατος καθώς και οι συνθήκες στις οποίες τρέχουν τα δείγµατα µπορούµε να λάβουµε 
τις απαραίτητες πληροφορίες για τις διαφορές στην αλληλουχία των δειγµάτων.   
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Εικόνα 13:  Σχηµατική αναπαράσταση της ανάλυσης                                                                                                
SSCP.  Εφόσον γίνει η αντίδραση PCR και ενισχυθούν οι 
αλληλουχίες DNA που θέλουµε να ελέγξουµε, 
πραγµατοποιούµε αποδιάταξη των µορίων DNA 
µετατρέποντας τα σε µονόκλωνα. Στη µονόκλωνη µορφή 
τους ανάλογα µε την ακριβή αλληλουχία                           
τους αποκτούν µια µοναδική διαµόρφωση και  συνεπώς µια 
χαρακτηριστική κινητικότητα στο πήκτωµα.  Έτσι µπορούµε 
να δούµε αν  οι υπό εξέταση αλληλουχίες είναι όµοιες ή αν 
παρουσιάζουν πολυµορφισµούς. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
3.4.1 Προετοιµασία των προϊότων PCR 
Για την πραγµατοποίηση της µεθόδου SSCP και την ανίχνευση πολυµορφισµών µπορούµε 
να χρησιµοποιήσουµε µόνο τα προϊόντα της PCR τα οποία παρουσίασαν χαρακτηριστικές 
ζωνώσεις στην ηλεκτροφόρηση (αυτά δηλαδή που ενισχύθηκαν).  Από κάθε ένα από τα 
ενισχυµένα προϊόντα λαµβάνουµε 5µL και τα µεταφέρουµε σε eppendorf που περιέχει 10µL 
από το ειδικό αποδιατακτικό διάλυµα (denaturation buffer) το οποίο περιέχει τα ακόλουθα 
(ανά 3mL): 
 

� 95% φορµαµίδιο (2,85mL) 
� 20mM EDTA 
� 10mM NaOH 
� 0,05% κυανούν του ξυλενίου (1,5µL) 
� 0,05% µπλε της βρωµοφαινόλης (1,5µL) 
 
 

Στη συνέχεια τοποθετούµε τα δείγµατα στο θερµοκυκλοποιητή στο ειδικό πρόγραµµα 
αποδιάταξης των δίκλωνων µορίων (denature).  Οι συνθήκες για την πλήρη αποδιάταξη των 
µορίων DNA είναι οι ακόλουθες: 2 λεπτά στους 920C, 2 λεπτά στους 950C και 7 λεπτά 
στους 970C.  Πριν ακόµη ολοκληρωθεί το έβδοµο λεπτό του τελευταίου σταδίου 
αποµακρύνουµε τα δείγµατα από τη συσκευή και τα τοποθετούµε γρήγορα σε πάγο.  Ο 
πάγος είναι απαραίτητος ώστε να αποτρέψουµε την επανασύνδεση των συµπληρωµατικών 
αλυσίδων του DNA και να τις διατηρήσουµε στη µονόκλωνη τους διαµόρφωση.  Αµέσως 
µετά φορτώνουµε τα δείγµατα σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου, το οποίο είναι ήδη έτοιµο 
όταν ολοκληρωθεί η αποδιάταξη στο θερµοκυκλοποιητή. 
 
 
 
 
 

Κλώνος 1 

Κλώνος 2 

 

Κλώνος 1 

Κλώνος2 

 
 
 
ΔΕΙΓΜΑ 1 

 

 

ΔΕΙΓΜΑ 2 

Μετατροπή 

σε μονόκλωνο 

Ηλεκτροφόρηση 

   σε πήκτωμα 

 
ΔΕΙΓΜΑ 1 

 

 

ΔΕΙΓΜΑ 2 

«Σημείο Έναρξης» 

Το DNA κινείται στο gel → 
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3.4.2 Παρασκευή πηκτώµατος πολυακρυλαµιδίου 
 
Πολύ σηµαντικό πριν προχωρήσουµε στην παρασκευή του πηκτώµατος, είναι να έχουµε 
αποφασίσει ποια είναι η κατάλληλη συγκέντρωση για τις αλληλουχίες DNA που θέλουµε να 
τρέξουµε.  Τα πιο συχνά χρησιµοποιούµενα πηκτώµατα είναι αυτά που έχουν 
συγκεντρώσεις από 8% έως 12%.  Γενικά ισχύει ότι όσο µικρότερο σε µήκος είναι το τµήµα 
της µονόκλωνης αλυσίδας που θέλουµε να µελετήσουµε, τόσο πιο µεγάλη θα πρέπει να είναι 
η πυκνότητα του πηκτώµατος, για την καλύτερη δυνατή ανάγνωση των αποτελεσµάτων.  
Στην παρούσα εργασία τα τµήµατα DNA τα οποία εξετάστηκαν είχαν µήκος από 122 έως 
252bp  γι’ αυτό και σαν κατάλληλη συγκέντρωση, επιλέγηκε η συγκέντρωση 10% 
πολυακρυλαµιδίου, εφόσον ήταν αυτή που έδινε τη βέλτιστη ανάγνωση των 
αποτελεσµάτων.        
 
Για 125mL (2 gel) µε πυκνότητα 10%, χρησιµοποιούµε τις εξής ποσότητες των 
αντιδραστηρίων: 
 

� 12,375gr Ακρυλαµίδιο 
� 0,33gr ∆ις-ακρυλαµίδιο 
� 10mL TBE 10X 
� 12,5mL Γλυκερόλη 50% 
� 125µL TEMED 
� 600µL APS 20% 
 

 
>Αρχικά µεταφέρουµε σε ποτήρι ζέσεως την κατάλληλη ποσότητα του ακρυλαµιδίου και 
δις-ακρυλαµιδίου και εφόσον προσθέσουµε dd-H2O µέχρι περίπου την ένδειξη των 80mL, 
τοποθετούµε το ποτήρι σε µαγνητικό αναδευτήρα (stirrer).  Προσθέτουµε το TBE και τη 
γλυκερόλη και αφήνουµε στον αναδευτήρα µέχρι να διαλυθεί πλήρως το ακρυλαµίδιο και να 
δώσει ένα διαυγές διάλυµα.  Στη συνέχεια το διάλυµα διηθείται και συµπληρώνουµε µε dd-
H2O µέχρι να συµπληρωθεί ο όγκος των 125mL.  Τέλος προσθέτουµε το TEMED και το 
APS, ανακινούµε και µεταφέρουµε γρήγορα στα ειδικά τζαµάκια της συσκευής κάθετης 
ηλεκτροφόρησης για να πήξει το διάλυµα και να µας δώσει τα πηκτώµατα. 
 
 
Η δηµιουργία των πηκτωµάτων του πολυακρυλαµιδίου, στηρίζεται στον πολυµερισµό του 
ακρυλαµιδίου και του N,N’-µεθυλένο-δις ακρυλαµιδίου.  Η έναρξη της αντίδρασης 
πολυµερισµού γίνεται µε την προσθήκη υπερθειικού αµµωνίου (APS: ammonium 
persulfate).   Το APS όταν διαλυθεί στο νερό  έχει την ικανότητα να δηµιουργεί ελεύθερες 
ρίζες  ( S2O8

2-
→2 SO4

•-).   Οι ρίζες αυτές,  µαζί µε τη Ν,Ν’- τετραµεθυλοαιθυλενοδιαµίνη 
(TEMED), που λειτουργεί σα φωτοχηµικός καταλύτης (εξαιτίας της ικανότητας του να 
υφίσταται στη µορφή ελεύθερης ρίζας),  διαδίδονται στο σύστηµα πολυµερισµού.  Πιο 
συγκεκριµένα οι ελεύθερες ρίζες ενεργοποιούν τα µονοµερή ακρυλαµιδίου προάγοντας την 
αντίδραση τους µε άλλα µόρια ακρυλαµιδίου και οδηγώντας τελικά στο σχηµατισµό 
µακριών αλυσίδων.  Αυτός ο πολυµερισµός έχει ουσιαστικά σαν αποτέλεσµα τη δηµιουργία 
ενός τρισδιάστατου δικτύου, στο οποίο οι αλυσίδες διασυνδέονται µέσω του Ν,Ν’-
µεθυλένο-δις-ακρυλαµιδίου.  Η αντίδραση πολυµερισµού παρουσιάζεται στην εικόνα 14.    
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Εικόνα 14: Αντίδραση πολυµερισµού του 
ακρυλαµιδίου. Οι αλυσίδες που δηµιουργούνται από 
την ένωση  µορίων ακρυλαµιδίου συνδέονται µεταξύ 
τους µέσω µεθυλενο-δις-ακρυλαµιδίου.   
 
 
 
 
 
 
 

Η τιµή του pH του διαλύµατος καθορίζεται από την παρουσία του ρυθµιστικού διαλύµατος 
ΤΒΕ ενώ η προσθήκη της γλυκερόλης στο διάλυµα, ελαττώνει την τιµή αυτή αυξάνοντας 
την ευαισθησία της ανάλυσης .  Κατ’ αυτό τον τρόπο τα αποτελέσµατα είναι πιο ευδιάκριτα.   

 
Εφόσον δηµιουργηθεί το πήκτωµα (για να πήξει το δ/µα χρειάζονται περίπου 30 λεπτά), 
αφαιρούµε τα χτενάκια και καθαρίζουµε τα πηγαδάκια µε βελόνα ώστε να µην υπάρχουν 
µέσα σε αυτά ακαθαρσίες ή κοµµάτια από πήκτωµα.  Έπειτα µεταφέρουµε τα τζαµάκια σε 
ειδική συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης.   Η  συσκευή περιέχει ρυθµιστικό διάλυµα ΤΒΕ 
0,5Χ (100mL TBE 10X +1900mL H2O).  Αφού ολοκληρωθεί και η αποδιάταξη των 
προϊόντων της PCR, φορτώνουµε τα δείγµατα στα πηγαδάκια και ενεργοποιούµε τη 
συσκευή.  Η τάση που εφαρµόζουµε είναι 220V.  Τα δείγµατα αφήνονται να τρέξουν για 22 
ώρες (overnight), σε θερµοκρασία 40C (στο ψυγείο).  Προκειµένου να είναι εφικτή η 
ανάγνωση των αποτελεσµάτων πρέπει να ακολουθήσει χρώση των πηκτωµάτων.  Η χρώση 
µπορεί να γίνει είτε χρησιµοποιώντας βρωµιούχο αιθίδιο, είτε µε νιτρικό άργυρο (AgNO3).  
Στα πειράµατα µας χρησιµοποιήσαµε AgNO3  (Silver Staining). 

 
3.4.3 Χρώση νιτρικού αργύρου (Silver Staining) 

 
Για τη χρώση νιτρικού αργύρου είναι απαραίτητα 3 διαλύµατα τα οποία χρησιµοποιούνται 
διαδοχικά.  Τα διαλύµατα είναι τα ακόλουθα (για 2 gel): 

 
∆ιάλυµα 1: 800mL dd-H2O + 20mL Et100% + 1mL CH3COOH 
∆ιάλυµα 2: 400mL AgNO3 1gr/L (1gr AgNO3 σε 1L dd-H2O) 
∆ιάλυµα 3: 6gr NaOH + 0,02gr NaBH4 + 2mL HCHO +dd-H2O έως 400mL 

 
Αρχικά χρησιµοποιούµε 200mL από το διάλυµα 1 σε κάθε ένα από τα gel και 
αφήνουµε για 3min. Στη συνέχεια αποµακρύνουµε και ξεπλένουµε µε dd-H2O.  Ακολούθως 
προσθέτουµε εκ νέου 200mL από το διάλυµα 1 σε κάθε gel και αφήνουµε πάλι για 3min.  
Τέλος αποµακρύνουµε και ξεπλένουµε πάλι µε dd-H2O. 

 200mL από το διάλυµα 2 προστίθενται σε κάθε ένα από τα gel και αφήνουµε 
για 20min.  Με το πέρας των 20min αποµακρύνουµε το διάλυµα 2 και ξεπλένουµε 2 
φορές µε dd-H2O.   

 Τέλος 200mL από το διάλυµα 3 προστίθενται σε κάθε gel και αφήνουµε µέχρι 
την εµφάνιση χρώµατος.  Έπειτα αποµακρύνουµε το διάλυµα και ξεπλένουµε µε νερό.  

      Μεθυλενοδισακρυλαμίδιο 

Υπερθειικό Αμμώνιο 

Ακρυλαμίδιο 



 48 

Αφού ολοκληρωθεί και η χρώση είµαστε πλέον σε θέση να διαβάσουµε τα αποτελέσµατα 
και να δούµε κατά πόσο τα δείγµατα µας παρουσιάζουν το ίδιο πρότυπο στο πήκτωµα ή όχι 
(και συνεπώς αν οι αλληλουχίες είναι ίδιες ή διαφέρουν).   
 
3.5 ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ DNA (sequencing) 
 
Μετά τη σύγκριση όλων των δειγµάτων στα πηκτώµατα πολυακρυλαµιδίου, επιλέξαµε όσα 
δείγµατα εµφάνισαν διαφορετικά πρότυπα σε σχέση µε εκείνα των φυσιολογικών ατόµων 
(control).  Αυτά τα δείγµατα µετά από κατάλληλο καθαρισµό, ώστε να περιέχεται σε αυτά 
µόνο καθαρό DNA χωρίς οποιεσδήποτε προσµίξεις, στάλθηκαν για ανάλυση της 
αλληλουχίας τους (sequencing). 
 
3.5.1 Καθαρισµός των PCR προϊόντων 
Τα δείγµατα τα οποία παρουσίασαν διαφορετικά πρότυπα σε σχέση µε τα φυσιολογικά, είναι 
αυτά τα οποία πρέπει να σταλούν για ανάλυση της αλληλουχίας τους προκειµένου να 
ξέρουµε ποια είναι η ακριβής τους αλληλουχία και συγκρίνοντας τη µε τη φυσιολογική 
αλληλουχία να δούµε ποια είναι τα διαφορετικά νουκλεοτίδια (εάν όντως υπάρχουν 
διαφορές).  Προτού όµως σταλούν τα ενισχυµένα προϊόντα για αλληλούχιση θα πρέπει να 
γίνει ο καθαρισµός τους.  Ο καθαρισµός αποσκοπεί στην αποµάκρυνση οποιουδήποτε άλλου 
µορίου πέραν του ενισχυµένου προϊόντος.  Αυτό µπορεί να αφορά εκκινητές (ελεύθερους ή 
ακόµη και διµερισµένους), νουκλεοτίδια, µόρια πολυµεράσης, άλατα τα οποία µπορεί να 
βρίσκονται µέσα στο διάλυµα µαζί µε τα προϊόντα της PCR.    Για την επίτευξη του 
καθαρισµού ο οποίος γίνεται µε χρήση στηλών QIAquick Spin  ακολουθήσαµε το εξής 
πρωτόκολλο: 

 
1. Τοποθέτηση στηλών QIAquick Spin µέσα σε eppendorf (1,5mL).  
2.  Μέσα στις στήλες, µεταφέρουµε 50µL από κάθε PCR προϊόν και έπειτα 

προσθέτουµε 250µL διαλύµατος συλλογής (capture buffer). 
3. Φυγοκεντρούµε για ένα λεπτό στις 13000 στροφές.  Αυτό το στάδιο έχει σαν 

αποτέλεσµα την προσκόλληση των επιθυµητών αλληλουχιών πάνω στη στήλη.  
4. Αποµακρύνουµε το έκλουσµα και γίνεται επανατοποθέτηση της στήλης στον ίδιο 

σωλήνα συλλογής (eppendorf).  
5. Ακολουθεί προσθήκη 750µL διαλύµατος πλύσης (wash buffer) και γίνεται 

φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 13.000  rpm. 
6. Αποµακρύνουµε και πάλι το έκλουσµα και οι στήλες επανατοποθετούνται στα 

eppendorf.  Ακολουθεί εκ νέου φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm.  Η φυγοκέντρηση σε 
αυτό το σηµείο κρίνεται απαραίτητη, ώστε να γίνει πλήρης αποµάκρυνση από τη 
στήλη, της αιθανόλης που περιέχεται στο διάλυµα πλύσης.  

7. Οι στήλες QIAquick Spin, τοποθετούνται στη συνέχεια σε αποστειρωµένα eppendorf 
των 1,5mL.  

8. Γίνεται προσθήκη 50µL διαλύµατος έκλουσης (elution buffer), ακολουθεί επώαση 
των δειγµάτων για 1 λεπτό.  

9. Τέλος, πραγµατοποιείται φυγοκέντρηση για 1,5 λεπτό. 
 
Επόµενο βήµα, είναι ο προσδιορισµός της ποσότητας του PCR προϊόντος του κάθε 
δείγµατος (στα eppendorf).  Αυτό γίνεται είτε ποσοτικά, µε φωτόµετρο (1µL προϊόντος και 
49µL dd-H2O) είτε ποιοτικά µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 2%.  Θεωρούνται 
σαν ικανοποιητικές, όσον αφορά την ποσότητα του DNA, οι ενδείξεις φωτοµέτρου που είναι 
γύρω στα 100ng/µL.   
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Το DNA, αποστέλλεται στερεή µορφή (ίζηµα) και όχι σε διάλυµα προκειµένου να γίνει η 
αλληλούχιση. Ως εκ τούτου είναι απαραίτητη η κατακρήµνιση του, κάτι το οποίο 
επιτυγχάνεται χρησιµοποιώντας αιθανόλη και CH3COONa (sodium acetate). Για ποσότητα 
δείγµατος 50µL, γίνεται προσθήκη 500µL Et και 5µL CH3COONa.  Τα δείγµατα θα πρέπει 
να παραµείνουν overnight στους -20 0C και την επόµενη µέρα, γίνεται φυγοκέντρηση τους 
στις 13.000 στροφές, για 20 λεπτά, στους 4 0C.  Μετά τη φυγοκέντρηση γίνεται µε προσοχή, 
αποµάκρυνση του υπερκειµένου και ακολούθως το ίζηµα τοποθετείται στους 37 0C για 1 
ώρα. Τέλος είναι σηµαντικό ότι για την αλληλούχιση θα πρέπει να αποσταλούν και οι 
primers που χρησιµοποιήθηκαν στην αντίδραση ενίσχυσης.  Η συγκέντρωση των primers 
που απαιτείται για την αλληλούχιση είναι 5pmol/µL.  Επειδή  εµείς χρησιµοποιούµε τη 
δεκαπλάσια συγκέντρωση, προτού στείλουµε τους primers πραγµατοποιούµε µια αραίωση 
1/10 σε τελικό όγκο 40µL (4µL primer + 36µL H2O). 
 
 
3.5.2 Μέθοδος Sanger 
  
Η κύρια µέθοδος αλληλούχισης η οποία εφαρµόζεται σήµερα, είναι η µέθοδος Sanger και 
οφείλει την ονοµασία της στον επιστήµονα που την επινόησε, τον Frederick Sanger.  
Πρόκειται για την πλέον πάγια τεχνική, για τον προσδιορισµό των αλληλουχιών DNA και 
στηρίζεται στη χρήση τριφωσφορικών 2’,3’-διδεοξυνουκλεοτιδίων (ddNTPs), τα οποία όταν 
ενσωµατωθούν στην αναπτυσσόµενη αλυσίδα του DNA, προκαλούν τερµατισµό της 
επιµήκυνσης της.  Πιο συγκεκριµένα, τα ddNTP έχουν την ικανότητα να ενσωµατώνονται 
φυσιολογικά σε µια αλυσίδα DNA κατά τη σύνθεση της, µέσω των 5’ φωσφορικών τους 
οµάδων.  Ωστόσο, δε διαθέτουν 3’ υδροξυλική οµάδα, µε αποτέλεσµα να µην µπορούν να 
σχηµατίσουν φωσφοδιεστερικό δεσµό µε το επόµενο νουκλεοτιδικό κατάλοιπο που θα 
προστεθεί στην επιµηκυνόµενη αλυσίδα.  Ως εκ τούτου, η ενσωµάτωση ενός ddNTP σε µια 
αντιγραφόµενη αλυσίδα DNA προκαλεί τερµατισµό της επιµήκυνσης της στο σηµείο 
εισαγωγής του συγκεκριµένου ddNTP.  Έτσι λοιπόν αν σε µια in vitro αντίδραση 
αντιγραφής ενός µορίου, προστεθεί στο µίγµα της αντίδρασης µαζί µε τα 4 dNTP που 
χρειάζονται για να συντεθεί το DNA από την πολυµεράση, µικρή ποσότητα ενός ddNTP, 
τότε θα προκύψουν πολλές διαφορετικού µήκους αλυσίδες που θα έχουν τερµατιστεί ειδικά 
στο σηµείο ενσωµάτωσης του ddNTP.  Εποµένως για κάθε µόριο DNA που θέλουµε να 
αλληλουχηθεί, πραγµατοποιούµε 4 ξεχωριστές αντιδράσεις, χρησιµοποιώντας σε καθεµιά 
ένα διαφορετικό από τα 4 ddNTPs (ATP, GTP, CTP, TTP ).  Σε κάθε αντίδραση, συµµετέχει 
ο ένας εκ των δύο κλώνων του µορίου που θα αλληλουχηθεί  (ο οποίος χρησιµοποιείται σα 
µήτρα για τη σύνθεση του συµπληρωµατικού του), ένας εκκινητής συµπληρωµατικός προς 
το 3’ άκρο της µήτρας, DNA πολυµεράση,  τα 4 φυσιολογικά dNTPs και µια καλά 
προσδιορισµένη ποσότητα από ένα συγκεκριµένο ddNTP.  Επίσης χρησιµοποιείται µικρή 
ποσότητα από ένα ή περισσότερα ραδιοσηµασµένα dNTPs ώστε να µπορεί να γίνει 
ανίχνευση των παραγόµενων τµηµάτων µε αυτοραδιογραφία.  Ιδιαίτερη προσοχή δίνεται 
στο λόγο dNTP:ddNTP, ώστε να παράγεται µια σειρά από τµήµατα DNA διαφορετικών 
µηκών, που µπορεί να φτάνουν µέχρι και µερικές χιλιάδες βάσεις, και το καθένα τους να 
τερµατίζει σε µια συγκεκριµένη βάση.  Σαν αποτέλεσµα, σε κάθε αντίδραση προκύπτουν 
πολλές διαφορετικού µήκους αλυσίδες DNA για τις οποίες γνωρίζουµε πού έχουν 
τερµατιστεί, µε βάση το ddNTP που έχουµε χρησιµοποιήσει στη δεδοµένη αντίδραση.  
Ακολούθως γίνεται ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης, ούτως ώστε να 
διαχωριστούν τα τµήµατα DNA µε βάση το µέγεθος τους.  Τα διαφορετικού µεγέθους 
τµήµατα ανιχνεύονται µέσω αυτοραδιογραφίας, όπου κάθε τµήµα που είναι προϊόν 
τερµατισµού αλυσίδας εµφανίζεται σα µια σκούρα ζώνη.  Έτσι µπορεί πλέον να γίνει 
ανάγνωση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας.  Γνωρίζοντας ότι τα µικρότερα τµήµατα DNA 
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κινούνται πιο γρήγορα κατά την ηλεκτροφόρηση, θεωρούµε ότι η ζώνη στη βάση του 
πηκτώµατος είναι αυτή που αντιστοιχεί στο πρώτο νουκλεοτίδιο που έχει ενσωµατωθεί κατά 
την αντίδραση Sanger.  
 
3.5.3 Φθορίζουσα ταυτοποίηση της αλληλουχίας DNA 
 
Ένα ακόµη σηµαντικό βήµα προόδου στον τοµέα της αλληλούχισης DNA, έγινε όταν οι 
Michael Hunkapiller και Leroy Hood ανέπτυξαν µια µέθοδο σήµανσης του κάθε ddNTP µε 
χρωστική διαφορετικού χρώµατος.  Έτσι πλέον χρησιµοποιείται ευρέως µια τροποποιηµένη 
µορφή της αντίδρασης Sanger, η οποία στηρίζεται στη χρήση ddNTPs  τα οποία είναι 
σηµασµένα µε διαφορετικές φθοροχρωστικές.  Η συγκεκριµένη µέθοδος έχει σα βασικό της 
πλεονέκτηµα το γεγονός ότι πλέον η διαδικασία αλληλούχισης µπορεί να πραγµατοποιηθεί 
σε µια και µόνο αντίδραση, χωρίς να απαιτούνται οι τέσσερις µεµονωµένες αντιδράσεις της 
µεθόδου Sanger. Εφόσον διαφορετικού χρώµατος φθορίζουσες χρωστικές είναι 
ενσωµατωµένες σε κάθε ddNTP, αυτό σηµαίνει ότι µπορούµε να προσδιορίσουµε το 
συγκεκριµένο ddNTP στο οποίο τερµατίζει ένα τµήµα DNA µε βάση το χρώµα που 
αποδίδεται από τη διέγερση της χρωστικής.  Έτσι και τα τέσσερα προϊόντα της αντίδρασης 
µπορούν να ηλεκτροφορηθούν στο ίδιο αποδιατακτικό πήκτωµα.  Στη συνέχεια το κάθε 
προϊόν που έχει ενσωµατωµένη διαφορετική χρωστική, διεγείρεται µε λέιζερ και η χρωστική 
εκπέµπει ακτινοβολία συγκεκριµένου µήκους κύµατος και συνεπώς συγκεκριµένου 
χρώµατος.  Ακολούθως χρησιµοποιείται ένα σύστηµα περίθλασης το οποίο διαχωρίζει τις 
εκποµπές των κυµάτων, που ανιχνεύονται από µια συσκευή ανίχνευσης.  Τελικά οι 
αλληλουχίες αποκωδικοποιούνται από ένα υπολογιστή.  Οι αλληλουχίες που µπορούν να 
αναλυθούν µε τη συγκεκριµένη µέθοδο, φτάνουν σε µήκος έως και 1.000 bp. Βασικά 
πλεονεκτήµατα της συγκεκριµένης µεθόδου αλληλούχισης είναι η ταχύτητα, η µεγαλύτερη 
ευκολία στην πραγµατοποίηση της (εφόσον γίνεται σε µια µόνο αντίδραση) καθώς και η 
µεγάλου βαθµού αυτοµατοποίηση της (χρησιµοποιούνται αυτοµατοποιηµένες συσκευές που 
πλέον ως επί το πλείστον βασίζονται στη χρήση τριχοειδών σωληναρίων αντί πηκτωµάτων).           

 
 
                                                                
                                                                              
 
Εικόνα 15: Σχηµατική αναπαράσταση της 
µεθόδου Sanger. Mονόκλωνο DNA της υπό 
προσδιορισµό αλληλουχίας ενιχύεται σε 4 
διαφορετικές αντιδράσεις ,σε καθεµία από τις 
οποίες περιέχεται διαφορετικό ddNTP. Από κάθε 
αντίδραση προκύπτουν διαφορετικού µήκους 
αλυσίδες DNA που έχουν τερµατιστεί στο ειδικό 
ddNTP που χρησιµοποιήθηκε.  Τα τµήµατα DNA 
που παράγονται, διαχωρίζονται σε πήκτωµα µε 
ηλεκτροφόρηση και τελικά η αλληλουχία  
διαβάζεται µετά από αυτοραδιογραφία ή  
διέγερση µε λέιζερ και χρήση υπολογιστή.  
 
 
 
 
 
 

μίγματα  για τις 4 αντιδράσεις: 

σε καθεμιά περιέχεται διαφορετικό 

νουκλεοτίδιο τερματισμού 

κλώνος προς αλληλούχιση 

ενισχυμένο DNA 

Εκκινητής για  

αντιγραφή 

προϊόντα 

αντιγραφής 

διαχωρισμός των 

προϊόντων με 

ηλεκτροφόρηση 

εκκινητής 

εκκινητής 

εκκινητής 

εκκινητής 

«ανάγνωση»  της αλληλουχίας με 

 βάση τις ζώνες που περιέχουν  

τους σημασμένους κλώνους  
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
Με την ολοκλήρωση των πειραµάτων και έπειτα από την ανάλυση των αποτελεσµάτων, 
διαπιστώθηκε ότι ανάµεσα στα 26 δείγµατα των ασθενών µε άσθµα που εξετάστηκαν, 
υπήρχαν 6 µεταλλάξεις.  Πιο συγκεκριµένα οι µεταλλάξεις αυτές εντοπίστηκαν στα γονίδια 
tRNAThr, tRNAPhe, tRNAArg, 12S rRNA, ND3 και στο µη κωδικό τµήµα ΜΤ-ΝC10.  Καµιά 
µετάλλαξη δεν εντοπίστηκε στα γονίδια  των tRNAAsp/tRNACys/ tRNATyr, tRNAGly, tRNAVal,  
tRNASer/tRNAAsp, tRNATrp/tRNA/Ala και tRNAGlu.  Ανάµεσα στα δείγµατα των υγιών 
ατόµων, παρουσιάστηκαν συνολικά 11 µεταλλάξεις.  Οι µεταλλάξεις αυτές ανιχνεύθηκαν 
στα γονίδια tRNAThr, tRNAGly, tRNAAsp, cytB, ND3 καθώς και στο µη κωδικό τµήµα D-
θηλιάς (D-loop).    Στη συνέχεια παρουσιάζονται αναλυτικότερα τα γονίδια που φέρουν τις 
µεταλλάξεις στους ασθµατικούς ασθενείς. 
 
 
 
4.1 ΓΟΝΙ∆ΙΑ tRNAThr /tRNAPro 

 
Το τµήµα το οποίο ενισχύθηκε και το οποίο περιλαµβάνει τα γονίδια tRNA θρεονίνης (Thr) 
και tRNA προλίνης (Pro) είναι ένα τµήµα µήκους 212bp (15839-16050bp του 
µιτοχονδριακού γονιδιώµατος).  Στο τµήµα αυτό εντοπίστηκαν 2 µεταλλάξεις.  Πρόκειται 
για τη µετάλλαξη G15928A στο γονίδιο tRNAThr,  η οποία βρέθηκε σε 2 ασθενείς και τη 
µετάλλαξη A15954C, στο µη κωδικό τµήµα ΜΤ-ΝC10 η οποία βρέθηκε σε ένα ασθενή. 
 
                                                                                         Εικόνα 15: Απεικόνιση της 
                                                                                                           ηλεκτροφόρησης  PCR προΪόντων 
                                                                                                           σε πήκτωµα αγαρόζης για επιβεβαίωση 
                                                                                                 της ενίσχυσης τους. Οι φωτεινές ζώνες  
                                                                                                αντιστοιχούν στα προϊόντα ενίσχυσης, 
                                                                                                ενώ το πρώτο πηγαδάκι από αριστερά 
                                                                                                          είναι το τυφλό. 
                                                                                                                       
                                                                                              
   
   
 
                                          
                                              
 
 
                                         
                                             Εικόνα 16: Απεικόνιση των 3 διαφορετικών προτύπων µετά από ανάλυση             
                                        που έγινε µε τη µέθοδο SSCP για το ενισχυµένο τµήµα που περιλαµβάνει τα    
                                       γονίδια tRNA θρεονίνης και προλίνης. Όπως φαίνεται στην εικόνα, τα 3      
                                       δείγµατα στα οποία η αλληλούχιση που ακολούθησε αποκάλυψε διαφορές, σε   
                                       σχέση µε την αλληλουχία tRNA των φυσιολογικών δειγµάτων, παρουσιάζουν   
                                       διαφορετικά πρότυπα όταν συγκρίνονται µε δείγµατα control. Τα δείγµατα τα    
                                       οποία παρουσιάζουν τα διαφορετικά πρότυπα,  είναι τα 73, 55, και 65. 
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� Με τη χρήση των προγραµµάτων BIOEDIT 7.0 και CLUSTALX 1.8, πραγµατοποιήθηκε 
στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων της αλληλούχισης.  Με το πρόγραµµα 
BIOEDIT επιτυγχάνεται η «ανάγνωση» της αλληλουχίας του κάθε γονιδίου το οποίο 
ενισχύσαµε και το οποίο λόγω εµφάνισης διαφορετικού προτύπου µετά από 
πραγµατοποίηση SSCP, κρίναµε ότι έπρεπε να σταλεί για αλληλούχιση.  Η αλληλουχία 
βρίσκεται υπό µορφή χρωµατογραφήµατος, όπου σε κάθε κορυφή αντιστοιχεί και µια 
βάση της αλληλουχίας.  Έτσι χρησιµοποιώντας το BIOEDIT η αλληλουχία «διαβάζεται» 
και κατόπιν µπορεί να συγκριθεί µε το αντστοιχο χρωµατογράφηµα µιας πρότυπης 
αλληλουχίας η οποία δεν φέρει καµιά µεταλλαγή, δίνοντας µας τη δυνατότητα να 
εντοπίσουµε τυχόν διαφορές ανάµεσα στις δύο αλληλουχίες.  Αυτό µας επιτρέπει να 
εντοπίσουµε στην υπό εξέταση αλληλουχία σηµειακές αντικαταστάσεις καθώς και 
προσθήκη ή έλλειψη βάσεων, στηριζόµενοι στις διαφορές στις κορυφές των δύο 
αλληλουχιών.   Με το πρόγραµµα CLUSTALX  µπορούµε να επιτελέσουµε πολλαπλή 
οµοπαράθεση της υπό εξέταση αλληλουχίας µε µια πρότυπη αλληλουχία. Κατ’ αυτό τον 
τρόπο, µπορούµε να δούµε αν ανάµεσα στις δύο αλληλουχίες υπάρχουν όντως διαφορές 
και έτσι να επιβεβαιώσουµε την ορθότητα των αποτελεσµάτων στα οποία καταλήξαµε 
χρησιµοποιώντας το BIOEDIT.   

� Πιο κάτω παρουσιάζονται τα χρωµατογραφήµατα των δειγµάτων που είχαν σταλεί για 
αλληλούχιση, σε σύγκριση µε το χρωµατογράφηµα µιας πρότυπης αλληλουχίας.  Τρία 
δείγµατα παρουσίασαν διαφορές στην αλληλουχία τους σε σχέση µε την πρότυπη 
αλληλουχία του τµήµατος που περιλαµβάνει τα γονίδια  tRNA Thr/tRNAPro.  Τα δύο 
δείγµατα είχαν ακριβώς την ίδια αλλαγή, µια αντικατάσταση βάσης εντός του γονιδίου 
tRNA θρεονίνης, ενώ το τρίτο παρουσίασε µια αντικατάσταση βάσης που βρίσκεται στο 
όριο ανάµεσα στα δύο γονίδια tRNA Thr/tRNAPro (ΜΤ-NC10).      

 
(A) 

 
(B) 
 

 
Εικόνα 17: Χρωµατογράφηµα από sequencing ενός τµήµατος του γονιδίου tRNA  θρεονίνης (tRNAThr) 
σε ένα άτοµο control (A) και σε ένα άτοµο µε άσθµα (Β).  ∆ύο ήταν τα δείγµατα που παρουσίασαν αυτή 
τη διαφορά στην αλληλουχία, το δείγµα 55 και το 73.  Στο χρωµατογράφηµα του ασθενούς είναι 
εµφανής η µετάπτωση G σε A στη θέση 15928. 
 
� Η µετάλλαξη στην αλληλουχία του γονιδίου tRNAThr στους δύο ασθενείς (G15928A), 
είναι µια αντικατάσταση βάσης η οποία βρίσκεται στο στέλεχος του αντικωδικονίου 
(ζεύγος βάσεων C27:G43) στο µόριο tRNA. 
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(A) 

 
(B) 
 

 
Εικόνα 18: Χρωµατογράφηµα από sequencing, τµήµατος το οποίο περιλαµβάνει µέρος και από τα δύο 
γονίδια tRNAThr/tRNAPro (κοντά στο όριο γονιδίων tRNAThr /tRNAPro). Στο (Α) έχουµε το άτοµο control 
και στο (Β) τον ασθενή (δείγµα 65).  Είναι εµφανής η µεταστροφή της Α σε C στη θέση 15954 (στο µη 
κωδικό τµήµα MT-NC10) 
 
 
� Η αλλαγή η οποία εντοπίστηκε στην αλληλουχία του ασθενή, στο όριο των γονιδίων tRNA 
θρεονίνης-tRNAπρολίνης (Α15954C), είναι µια µετάλλαξη του µη κωδικού τµήµατος ΜΤ-
NC10.. 

 
Στον επόµενο πίνακα παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των µελετών µας για το τµήµα που 
περιλαµβάνει τα  δύο γονίδια tRNA Thr/tRNA Pro, καθώς και τα αντίστοιχα δείγµατα στα 
οποία βρέθηκαν  οι µεταλλάξεις.  
 

 
Πίνακας 6: Στον πίνακα παρουσιάζεται η 
µετάλλαξη στο γονίδιο tRNAThr που βρέθηκε 
σε δύο ασθενείς και η µετάλλαξη στο MT-
NC10 που παρουσιάστηκε σε ένα ασθενή.   
 
 
 
 

 
4.2 ΓΟΝΙ∆ΙΟ tRNAPhe 
 
Το γονίδιο tRNA φαινυλαλανίνης (tRNAPhe), είναι γονίδιο µήκους 71bp (καταλαµβάνει το 
τµήµα 577-647bp του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος).  Μετά την ενίσχυση του τµήµατος 
που περιλαµβάνει το γονίδιο (τµήµα 252bp εφόσον περιλαµβάνει και κοµµάτι του 12S 
rRNA γονιδίου),  µε κατάλληλους εκκινητές και την πραγµατοποίηση SSCP, βρέθηκαν 5 
δείγµατα ασθενών µε άσθµα, τα οποία παρουσίαζαν διαφορετικά πρότυπα σε σύγκριση µε 
τα πρότυπα φυσιολογικών δειγµάτων control που χρησιµοποιήσαµε.  Μετά την αλληλούχιση 
των 5 αυτών δειγµάτων, εντοπίστηκαν πράγµατι αλλαγές στην αλληλουχία τους, σε σχέση 

Ασθενείς Μεταλλάξεις 

Νο 55 tRNAThr  G15928A 

Νο 73 tRNAThr  G15928A 

Νο 65 NC10 A15954C 
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µε την πρότυπη αλληλουχία του ενισχυµένου τµήµατος.  Πιο κάτω παρουσιάζονται τόσο τα 
αποτελέσµατα που είχαµε µετά την πραγµατοποίηση SSCP όσο και τα χρωµατογραφήµατα 
που προέκυψαν µετά την αλληλούχιση των δειγµάτων.      
  
  
 
 
  
 
 
 
  Εικόνα 19: Απεικόνιση των 5 διαφορετικών προτύπων που προέκυψαν  
                                          µετά από ανάλυση µε τη µέθοδο SSCP.  Τα 5 δείγµατα ασθενών µε άσθµα   
                                         υποδεικνύοντα  µε µαύρα βέλη και από αριστερά προς τα δεξιά είναι τα  
                                         εξής: 53, 54, 55, 66, 71.  Όπως φαίνεται στην εικόνα, τα 5 αυτά δείγµατα     
                                         παρουσιάζουν διαφορετικά πρότυπα σε σχέση µε τα δύο τελευταία που    
                                         αντιστοιχούν στα control. Πάνω από το κάθε δείγµα αναγράφεται η αλλαγή   
                                         που τελικά εντοπίστηκε στην αλληλουχία του µετά από sequencing.  Στα δύο  
                                         τελευταία δείγµατα 66 και 71, υπάρχουν στο καθένα από 2 αλλαγές στην    
                                         αλληλουχία τους.  Η δεύτερη που αφορά την προσθήκη µιας βάσης     
                                         αναγράφεται µε λευκό χρώµα πάνω στο σχήµα.         
 
 
 
 
 
 
 
(A) 

 
(B) 

 
Εικόνα 20: Χρωµατογράφηµα από sequencing, τµήµατος του 12S rRNA, που βρίσκεται αµέσως µετά 
το γονίδιο  tRNA  φαινυλαλανίνης (η ενίσχυση γονιδίων τις περισσότερες φορές εκτείνεται και στα 
παρακείµενα τµήµατα του γονιδίου).  Στο (Α) έχουµε το άτοµο control και στο (Β) άτοµο µε άσθµα.  
Παρατηρούµε ότι στον ασθενή υπάρχει µετάπτωση Α σε G στη θέση 750 του 12S rRNA. 
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(A) 

 
(B) 

 
Εικόνα 21: Χρωµατογράφηµα από sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNA φαινυλαλανίνης.  Στο (Α) 
έχουµε το άτοµο control και στο (Β) τον ασθενή.  Φαίνεται καθαρά η ενσωµάτωση ενός πρόσθετου 
καταλοίπου C στη θέση 595 στην περίπτωση του ασθενή.  Η αλλαγή αυτή στην αλληλουχία του γονιδίου 
tRNAPhe σε συνδυασµό µε την προηγούµενη αντικατάσταση βάσης στο 12S rRNA εντοπίστηκε σε δύο 
ασθενείς (δείγµατα 66 και 71).  
 
� Όπως φαίνεται και µε βάση τα προηγούµενα χρωµατογραφήµατα, η µια διαφορά που 
εντοπίσαµε σε 5 δείγµατα από ασθενείς µε άσθµα, αφορά την αντικατάσταση µιας βάσης 
στο 12S rRNA, στη θέση 750.  Πιο συγκεκριµένα έχουµε µετάπτωση µιας Α σε G 
(A750G).    

 
� Η δεύτερη διαφορά σε σχέση µε την πρότυπη αλληλουχία του µιτοχονδριακού DNA, 
εντοπίστηκε µέσα στο γονίδιο tRNA φαινυλαλανίνης και αφορά την προσθήκη µιας C στη 
θέση 595 (595 ins C).  Η συγκεκριµένη προσθήκη βάσης βρίσκεται στη θηλιά DHU του 
µορίου tRNAPhe.  Η αλλαγή αυτή εντοπίστηκε σε δύο από τους 5 ασθενείς οι οποίοι είχαν 
επίσης εµφανίσει και την αντικατάσταση βάσης στο 12S rRNA.  

 
 Πίνακας 7:  
 Στον πίνακα  
 παρουσιάζονται οι   
 µεταλλάξεις που   
 εντοπίστηκαν στα 
 γονίδια tRNAPhe  

 και 12S  rRNA.                                                                                                                                 
                                                                                                                           
  
 
4.3 ΓΟΝΙ∆ΙΟ tRNAArg 

 
Το γονίδιο tRNA αργινίνης (tRNAArg) είναι γονίδιο µεγέθους 65bp (καταλαµβάνει το τµήµα 
10405-10469bp του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος).  Το ενισχυµένο τµήµα περιλαµβάνει και 

Ασθενείς Μεταλλάξεις 
Νο 53 12S rRNA A750G 
Νο 54 12S rRNA Α750G 
Νο 55 12SrRNA A750G 
Νο 66 12S rRNA A750G/tRNAPhe 595 insC 
Νο 71 12S rRNA A750G/tRNAPhe 595 insC 
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µέρος του γονιδίου ND3 και έχει µήκος 227bp.  Η ανάλυση SSCP που ακολούθησε την 
ενίσχυση του γονιδίου, αποκάλυψε 3 δείγµατα τα οποία είχαν διαφορετικό πρότυπο σε 
σύγκριση µε την αλληλουχία control.  Τα 3 αυτά δείγµατα στάλθηκαν για αλληλούχιση και 
τελικά αποκαλύφθηκε ότι παρουσίαζαν σηµειακές αντικαταστάσεις βάσεων σε σχέση µε την 
πρότυπη αλληλουχία του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος.  Τα διαφορετικά πρότυπα στην 
ανάλυση SSCP αλλά και τα χρωµατογραφήµατα που προέκυψαν µετά από sequencing 
παρουσιάζονται πιο κάτω. 
 
 
 
  
  
                                                            
 
                                                       Εικόνα 22: Απεικόνιση 2 διαφορετικών προτύπων που  
                                                            προέκυψαν κατά την ανάλυση µε τη µέθοδο SSCP. Τα   
                                                            2 δείγµατα εκατέρωθεν του control(κόκκινο βέλος), 
                                                            παρουσιάζουν διαφορετικά πρότυπα.  Η αλληλούχιση   
                                                            του ενός δείγµατος αποκάλυψε µια αντικατάσταση στο 
                                                            tRNAArg (δείγµα 53) ενώ του άλλου µια αντικατάσταση 
                                                            στο ND3 (παρακείµενο του γονιδίου tRNAArg). Η ίδια  
                                                            αντικατάσταση στο ND3 παρουσιάστηκε σε 2 ασθενείς 
                                                            µε άσθµα  (δείγµατα 59 και 66). 
 
 
(Α) 

 
(Β) 

 
Εικόνα 23: Χρωµατογράφηµα από sequencing, τµήµατος του γονιδίου ND3, που κωδικοποιεί µια 
υποµονάδα της αφυδρογονάσης (η ενίσχυση γονιδίων τις περισσότερες φορές εκτείνεται και στα 
παρακείµενα τµήµατα του γονιδίου και ακριβώς γι’ αυτό βλέπουµε εδώ ότι εκτός από το γονίδιο 
tRNAArg ενισχύθηκε και τµήµα του ND3).  Στο (Α) έχουµε το άτοµο control και στο (Β) ένα δείγµα από 
ασθενή.  Παρατηρώντας το χρωµατογράφηµα µπορούµε να διαπιστώσουµε τη µετάπτωση της Α σε G 
στη  θέση 10398 του ατόµου µε άσθµα.  Η αντικατάσταση αυτή εντοπίστηκε σε 2 ασθενείς. 
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(Α)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Β)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 24:  Χρωµατογράφηµα από sequencing τµήµατος του γονιδίου tRNA αργινίνης.  Στο (Α) 
έχουµε το control και στο (Β) τον ασθενή.  Όπως φαίνεται στον ασθενή, υπάρχει µια µετάπτωση Τ σε C 
στη θέση 10448 στο tRNAArg.  Η µετάπτωση αυτή εντοπίστηκε µόνο σε ένα ασθενή (δείγµα 53).  
 
 
 
� Από τα χρωµατογραφήµατα µπορούµε να δούµε την αντικατάσταση µιας βάσης στη θέση 

10398 στο γονίδιο ND3. Πιο συγκεκριµένα έχουµε µια µετάπτωση Α σε G (Α10398G).  Η 
αντικατάσταση αυτή εντοπίστηκε σε 2 ασθενείς µε άσθµα. 

 
� Η δεύτερη αντικατάσταση βάσης εντοπίζεται µέσα στο γονίδιο tRNAArg  και αφορά τη 
µετάπτωση µιας T σε C στη θέση 10448 (Τ10448C).  Η συγκεκριµένη αλλαγή εντοπίζεται 
στο µεταβλητό βραχίονα του µορίου tRNAArg.   

 
 
 

 Πίνακας 8: Στον πίνακα 
 παρουσιάζονται οι  2 
µεταλλάξεις που ανιχνεύθηκαν 
σε 3 ασθενείς στα γονίδια 
tRNAArg  και ND3. 
 

 
   
                                                                                                         
 
Πιο κάτω παρουσιάζονται συγκεντρωτικά τα αποτελέσµατα µας για όλα τα γονίδια στα 
οποία εντοπίστηκαν µεταλλάξεις στους ασθενείς µε άσθµα. 
   
 
 

Ασθενής Μεταλλάξεις 
Νο 53 ND3 Α10398G 
Νο 59 ND3 Α10398G 
Νο 66 tRNAArg  

Τ10448C 

Α 

Α 

Α 
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Πίνακας 9: Στον πίνακα φαίνονται συγκεντρωτικά τα αποτελέσµατα µας στους ασθενείς. 
Παρουσιάζονται τα γονίδια (και το µη κωδικό τµήµα ΜΤ-NC10), όπου εντοπίστηκαν µεταλλάξεις. 

 
 
 
� Σηµαντικό είναι το γεγονός, ότι 3 από τα δείγµατα µας παρουσίασαν περισσότερες από µια  
αλλαγές στην αλληλουχία των τµηµάτων που εξετάσαµε.  Πιο συγκεκριµένα: 
 
∆είγµα 53: tRNAArg T10448C και 12S rRNA A750G 
∆είγµα 55: tRNAThr G15928A και 12S rRNA A750G 
∆είγµα 66: tRNAPhe 595 insC, ND3 A10398G και 12S rRNA A750G 
Επίσης είναι εµφανές ότι η µια αλλαγή είναι κοινή και στα 3 πιο πάνω δείγµατα. 
             
 
  
Όπως προκύπτει από τα αποτελέσµατα µας, ανάµεσα στους ασθενείς µε άσθµα  και τα υγιή 
άτοµα, υπάρχουν 2 κοινές µεταλλάξεις.  Πρόκειται για την  A750G στο 12S rRNA και τη 
G15928A στο tRNAThr. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Γονίδιο Νουκλεοτιδική 
Αλλαγή 

Αποτέλεσµα 
Αλλαγής 

Αριθµός 
ατόµων 

Θέση στο 
tRNA 

Αριθµός nt 
στο tRNA 

tRNAThr G15928A Μη 
κωδικοποιούσα 

2 Στέλεχος 
αντικωδικονίου  

43 

MT-NC10 A15954C Μη 
κωδικοποιούσα 

1 - - 

12S rRNA 
 

A750G Συνώνυµη 
 

5 - - 

tRNAPhe 595 insC Μη 
κωδικοποιούσα 

2 Θηλιά 
DHU 

20 

ND3 A10398G 
 

Thr σε Ala 2 - - 

tRNAArg T10448C Μη 
κωδικοποιούσα 

1 Μεταβλητός 
βραχίονας 

47 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 
 Τα τελευταία χρόνια ανακαλύφθηκε ότι πολλές ασθένειες µε ποικίλα κλινικά 
συµπτώµατα, οι οποίες είναι κατά βάση µητρικά κληρονοµήσιµες οφείλονται σε καλά 
χαρακτηρισµένες µεταλλάξεις στο µιτοχονδριακό γονιδίωµα.  Ο ρόλος των µιτοχονδρίων 
στον οργανισµό, είναι καίριος, εφόσον εµπλέκονται σε βασικές για τη ζωή λειτουργίες, 
όπως ο µεταβολισµός, η απόπτωση και ο κυτταρικός πολλαπλασιασµός.  Κάποιες πρωτεΐνες 
µάλιστα, οι οποίες συµµετέχουν στο µεταβολισµό µέσω της αναπνευστικής αλυσίδας, 
κωδικοποιούνται από το ίδιο το µιτοχονδριακό γονιδίωµα, κάτι που σηµαίνει ότι 
µεταλλάξεις των γονιδίων που τις κωδικοποιούν θα µπορούσαν να αποβούν µοιραίες, γιατί 
θα επηρέαζαν την οµαλή λειτουργία του οργανισµού. Με  δεδοµένη λοιπόν την τεράστια 
σηµασία των µιτοχονδρίων στον οργανισµό και στηριζόµενοι σε µελέτες που αποκάλυψαν 
ότι η µητρική κληρονόµηση είναι  ουσιαστικός παράγοντας εµφάνισης του άσθµατος(21), 
προχωρήσαµε στην παρούσα εργασία, προκειµένου να διερευνήσουµε το ρόλο του 
µιτοχονδριακού γονιδιώµατος στην εµφάνιση του άσθµατος. 
  
 Μέσα από τη συγκεκριµένη µελέτη, προσπαθήσαµε να ανιχνεύσουµε µεταλλάξεις σε 
µιτοχονδριακά tRNA γονίδια και τις γειτονικές περιοχές τους, ώστε να ελέγξουµε την 
πιθανότητα τέτοιες µεταλλάξεις να αποτελούν παράγοντες πρόκλησης του βρογχικού 
άσθµατος.  Είναι σηµαντικό να αναφερθεί, ότι µεταλλάξεις σε γονίδια που κωδικοποιούν 
πρωτεΐνες, συνήθως προκαλούν δυσλειτουργίες µεµονωµένων συµπλόκων.  Αντίθετα οι 
µεταλλάξεις σε γονίδια mt tRNA, επηρεάζουν γενικά την πρωτεϊνοσύνθεση στο 
µιτοχόνδριο, µε αποτέλεσµα να προκαλούν δυσλειτουργίες στο σύνολο των συµπλόκων της 
αναπνευστικής αλυσίδας. Πρόκειται εποµένως για κρίσιµες µεταλλάξεις µε σοβαρές 
επιπτώσεις στον οργανισµό. 
 Στα 26 δείγµατα ασθενών που µελετήσαµε, εντοπίσαµε 6 µεταλλάξεις.  Προκειµένου να 
ανιχνεύσουµε εάν οι συγκεκριµένες αντικαταστάσεις βάσεων µπορούν να έχουν 
παθολογικές επιπτώσεις στον οργανισµό, ελέγξαµε την παρουσία τους και στα 30 δείγµατα 
υγιών ατόµων που εξετάσαµε.  Οι τέσσερις από τις έξι µεταλλάξεις που εντοπίστηκαν στους 
ασθενείς, δε βρέθηκαν στα υγιή άτοµα τα οποία εξετάστηκαν.  Πρόκειται για τις 595insC 
στο tRNAPhe, T10448A στο tRNAArg, A10398G στο ND3 και Α15954C  στο MT-NC10. ∆ύο 
από τις έξι µεταλλάξεις που εντοπίστηκαν στους ασθενείς βρέθηκαν επίσης και στα υγιή 
άτοµα.  Αυτές είναι οι: G15928A στο γονίδιο tRNAThr  και A750G στο γονίδιο12S rRNA.  
Επιπρόσθετα, για κανένα από τους συνδυασµούς µεταλλάξεων, που βρέθηκαν στα δείγµατα 
των ασθενών, δεν υπήρξε αντίστοιχος του στα δείγµατα των υγιών ατόµων.  
  
 Η µετάλλαξη A10398G, στο γονίδιο ND3, βρέθηκε σε 2 από τους 26 ασθενείς µε 
άσθµα.  Το γονίδιο ND3 του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος, κωδικοποιεί µια από τις 45 
πολυπεπτιδικές αλυσίδες της NADH αφυδρογονάσης (του µεγαλύτερου από τα ενζυµικά 
σύµπλοκα της αναπνευστικής αλυσίδας).  Η νουκλεοτιδική θέση 10398 στο γονίδιο ND3, 
παρουσιάζεται ιδιαίτερα πολυµορφική.  Σύµφωνα µε την αναθεωρηµένη πρότυπη 
αλληλουχία του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος του Cambridge(58), η βάση για την άγριου 
τύπου αλληλουχία είναι η Α.  Εντούτοις σε πολλούς πληθυσµούς σε αυτή τη θέση κυριαρχεί 
η παρουσία της βάσης G.  Η περαιτέρω ανάλυση της συγκεκριµένης νουκλεοτιδικής θέσης 
σε πληθυσµούς µε κλινικά συµπτώµατα, οδήγησε σε αντικρουόµενα αποτελέσµατα για το 
ποια από τις δύο βάσεις Α ή G σχετίζεται µε την εµφάνιση ασθενειών.  Πιο συγκεκριµένα, ο 
πολυµορφισµός 10398Α παρουσιάζει αυξηµένη συχνότητα εµφάνισης σε νευροεκφυλιστικές 
ασθένειες όπως η νόσος του Parkinson και το Alzheimer(60).   Ο πολυµορφισµός 10398G, 
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θεωρείται σαν παράγοντας προδιάθεσης για τον καρκίνο του µαστού(61,62).  Στη µελέτη µας 
εντοπίστηκε µόνο ο πολυµορφισµός 10398G.   
 Μια άλλη µετάλλαξη η οποία εντοπίστηκε σε δύο δείγµατα ασθενών µε άσθµα είναι η 
G15928A στο γονίδιο tRNAThr.  Η συγκεκριµένη µετάλλαξη έχει βρεθεί µε µεγάλη 
συχνότητα σε άτοµα που παρουσιάζουν σκλήρυνση κατά πλάκας και νόσο του 
Parkinson(63,64).  Πρόσφατα έχει επίσης ανιχνευθεί στο 10% των γυναικών που παρουσίαζαν 
ιδιοπαθείς επαναλαµβανόµενες αποβολές(65).   
 Οι µεταλλάξεις tRNAPhe 595insC, tRNAArg T10448, και MT-NC10 A15954C είναι 
αλλαγές που στη µελέτη µας παρουσιάστηκαν µόνο στα δείγµατα ασθµατικών ατόµων (δεν 
εντοπίστηκαν σε υγιή άτοµα).  Ωστόσο, οι συγκεκριµένες αλλαγές, έχουν αναφερθεί µόνο 
σαν ουδέτεροι πολυµορφισµοί(66) 

και ποτέ σαν παθογόνες µεταλλάξεις.  Η µετάλλαξη 12S 
rRNA A750G, η οποία εντοπίστηκε τόσο σε ασθενείς, όσο και σε υγιή άτοµα, έχει επίσης 
αναφερθεί σαν ένας ουδέτερος πολυµορφισµός(67). 
  Φαίνεται αρκετά δύσκολο ένας  απλός ουδέτερος πολυµορφισµός ενός νουκλεοτιδίου, 
να έχει τόσο µεγάλη επίδραση στην αποτελεσµατικότητα της διαδικασίας παραγωγής 
ενέργειας στα µιτοχόνδρια, ώστε να είναι ικανός να προκαλέσει µια ασθένεια.  Εντούτοις, 
υπάρχουν στοιχεία που αποδεικνύουν ότι ένα συγκεκριµένο µιτοχονδριακό γενετικό 
υπόβαθρο, είναι ικανό να  συµβάλει στη φαινοτυπική έκφραση, άλλων κύριων µεταλλάξεων 
του µιτοχονδριακού DNA(68).  Επιπρόσθετα, δεν µπορούµε να αποκλείσουµε την πιθανή 
παρουσία και άλλων διαφοροποιήσεων στην αλληλουχία του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος, 
στους ασθενείς που εξετάσαµε, εφόσον ακόµη δεν έχει αποτιµηθεί το πλήρες µιτοχονδριακό 
γονιδίωµα.  
 Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι πολλές φορές, για την εκδήλωση ενός φαινοτύπου, 
δεν αρκεί η παρουσία µιας µεµονωµένης µετάλλαξης.  Πολλές φορές, διαφορετικές αλλαγές 
στην αλληλουχία του µιτοχονδριακού DNΑ (είτε µεταλλάξεις είτε πολυµορφισµοί), 
µπορούν να αλληλεπιδρούν µεταξύ τους, ή ακόµη και µε άλλους παράγοντες (π.χ. 
επιγενετικούς), αυξάνοντας έτσι τον κίνδυνο εµφάνισης µιας ασθένειας.  Επίσης αλλαγές 
στην αµινοξική αλληλουχία των πρωτεϊνών οι οποίες είναι φαινοµενικά ουδέτερες, θα 
µπορούσαν να καταστήσουν τις πρωτεΐνες περισσότερο ευπαθείς σε οξειδωτικές βλάβες και 
εποµένως να επηρεάσουν τη λειτουργικότητα τους. 
 
 Οι µεταλλάξεις που ανιχνεύθηκαν στους ασθενείς, στη συγκεκριµένη µελέτη, δεν 
µπορούν µε απόλυτη βεβαιότητα να χαρακτηριστούν σαν παθογόνες µεταλλάξεις. 
Προκειµένου να αποφασίσουµε για την παθογένεια τους, θα πρέπει να γίνουν περαιτέρω 
βιοχηµικές αναλύσεις. 
 
 Στηριζόµενοι στα αποτελέσµατα της έρευνας µας, µπορούµε να θεωρήσουµε ότι το 
µιτοχονδριακό γενετικό υπόβαθρο, µπορεί να σχετίζεται µε αυξηµένο κίνδυνο εµφάνισης 
άσθµατος.   Οι µεταλλάξεις που εντοπίστηκαν στον πληθυσµό των ασθµατικών ασθενών, 
µπορούν να συνδεθούν µε την πιθανότητα εµφάνισης άσθµατος στον ελληνικό πληθυσµό. 
Θα πρέπει βέβαια, να γίνουν περισσότερες µελέτες, οι οποίες θα εξετάσουν την παρουσία 
µεταλλάξεων και στα υπόλοιπα γονίδια του µιτοχονδριακού DNA, ώστε να µπορούµε να 
συζητήσουµε και το ενδεχόµενο της συνεργιστικής δράσης µεταλλάξεων του 
µιτοχονδριακού γονιδιώµατος στην εµφάνιση του άσθµατος.  Ακόµη θα πρέπει να γίνουν 
µελέτες µεγαλύτερης κλίµακας, που θα περιλαµβάνουν περισσότερα άτοµα (πιο 
αντιπροσωπευτικό δείγµα του πληθυσµού), ώστε να µπορούµε µε µεγαλύτερη στατιστική 
ακρίβεια να επιβεβαιώσουµε τις παρατηρήσεις µας. 
   
 Καινούριοι δρόµοι έρευνας, έχουν επίσης χαραχθεί προς την κατεύθυνση του 
µονοπατιού της απόπτωσης και της σχέσης που µπορεί να έχει το συγκεκριµένο µονοπάτι µε 



 61 

την εµφάνιση του άσθµατος.  Τα στοιχεία που συνηγορούν υπέρ της πιθανής εµπλοκής του 
αποπτωτικού µονοπατιού στην εµφάνιση του άσθµατος, αυξάνονται συνεχώς.  Αλλαγές 
στους µηχανισµούς του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου, των κυττάρων που 
βρίσκονται µόνιµα στους αεραγωγούς, ή των κυττάρων που µεταφέρονται εκεί λόγω της 
φλεγµονώδους απόκρισης, µπορούν να συµβάλουν στην ανάπτυξη του άσθµατος, αλλά και 
στον καθορισµό της σοβαρότητας του.  Μεγαλύτερη διερεύνηση του ρόλου του 
αποπτωτικού µονοπατιού στο άσθµα, θα µας οδηγήσει σε µεγαλύτερη κατανόηση και 
διαµόρφωση µιας πιο ολοκληρωµένης εικόνας σε σχέση µε τους παράγοντες που µπορούν 
να αυξήσουν τον κίνδυνο εµφάνισης του άσθµατος.        
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