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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1. Γενική εισαγωγή 
 

Οι γενετικές µελέτες βασίζονται σε επιλεκτικά ουδέτερους δείκτες (π.χ. 
µικροδορυφόροι) και έχουν ως σκοπό την εκτίµηση της διαφοροποίησης και της 
γενετικής ποικιλοµορφίας των φυσικών πληθυσµών, δίνοντας σαφείς ενδείξεις για 
την επιρροή του περιβάλλοντος σε αυτούς, όπως επίσης και των ανθρώπινων 
ενεργειών. Ο µηχανισµός ο οποίος διατηρεί τη γενετική ποικιλοµορφία, η σχετική 
συνεισφορά διάφορων γεγονότων µικροεξέλιξης καθώς και η δράση της φυσικής 
επιλογής η οποία διατηρεί τους προσαρµοστικούς πολυµορφισµούς είναι αντικείµενο 
της επιστήµης της εξελικτικής βιολογίας. Στα πλαίσια αυτά, θα µελετηθούν στη 
συγκεκριµένη εργασία οι πολυµορφισµοί που εµφανίζονται σε δύο µιτοχονδριακά 
γονίδια, το ATP6 και το NADH2, του είδους Lepus europaeus. Ο Lepus europaeus 
(Pallas 1778), ονοµάζεται αλλιώς ευρωπαϊκός ή καφέ λαγός, είναι ένα σηµαντικό 
είδος θηλαστικού της Ευρώπης, το οποίο προήλθε από την Ευρασία και έχει πλέον 
προσαρµοστεί άριστα σε πολλές χώρες ανά τον κόσµο. 
 
1.2. Το είδος Lepus europaeus 
 
Πίνακας 1: Ταξινόµηση του είδους Lepus europaeus 

 
 

 
1.2.1 Φυσική περιγραφή 

 
Ο Lepus europaeus είναι ζώο 

θηλαστικό, χορτοφάγο µε µέσο µήκος περίπου 
55 µε 60 εκατοστά και ζυγίζει από 2,5 έως 6,5 
κιλά. Το χρώµα του είναι καστανόγκριζο έως 
γκρίζο καφέ, εκτός από την περιοχή της κοιλιάς 
που είναι γκρι-άσπρη. Το κεφάλι είναι σε καφέ 
αποχρώσεις µε πιο ανοιχτόχρωµους κύκλους 
γύρω από τα µάτια (Εικόνα 1). Έχει µακριά 
αυτιά, τα πίσω πόδια του είναι πιο µακριά από 
τα µπροστινά, ενώ τα πέλµατά του καλύπτονται 
από παχύ τρίχωµα για να εµποδίζουν την 
ολίσθηση. Η ουρά, µε µήκος συνήθως 7-11 
εκατοστά, είναι µαύρη στο επάνω µέρος της και 

Ταξινόµηση του L. Europaeus (Hoffman et al. 
2005) 

Βασίλειο: Ζώων 

Φύλο: Χορδωτά 

Υπο-φύλο: Σπονδυλωτά 

Κλάση: Θηλαστικά 

Τάξη: Λαγόµορφα 

Οικογένεια: Leporidae 

Γένος: Lepus 

Είδος: Europaeus 

Εικόνα 1: Lepus europaeus σε φυσικό 
περιβάλλον 
(http://www.asturnatura.com/especie/l
epus-europaeus.html) 
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άσπρη στο κάτω. Η διάρκεια ζωής του φτάνει τα 7-8 χρόνια (Bansfield et al. 1974). 
Το χειµώνα ο Lepus europaeus δεν αλλάζει το τρίχωµά του σε άσπρο, αποκτά όµως 
συχνά µια ελαφρώς πιο γκρίζα απόχρωση. ∆εν έχει παρατηρηθεί διµορφισµός 
ανάµεσα στα δύο φύλα, τα οποία διαφέρουν µεταξύ τους µόνο ίσως ως προς το 
γεγονός ότι τα αρσενικά έχουν συνήθως πιο κοντό και παχύ λαιµό (Bansfield et al. 
1974, Dragg et al. 1974) 
 
1.2.2. Συµπεριφορά 

 
Γενικά ο Lepus europaeus θεωρείται νυκτόβιο ζώο. Κινείται περισσότερο τις 

νυχτερινές ώρες, είναι ζώο δειλό αλλά η πονηριά και η ταχύτητα του τού επιτρέπουν 
να κινείται και την ηµέρα όποτε χρειαστεί. Γενικά προτιµά τη µοναχική ζωή αν και 
έχουν παρατηρηθεί  εµφανίσεις του σε µικρές οµάδες. Χαρακτηριστικό του γνώρισµα 
είναι η µεγάλη ταχύτητα που αναπτύσσει, η οποία µπορεί να φτάσει τα 70 χιλιόµετρα 
την ώρα. Ο λαγός είναι συνεχώς σε εγρήγορση. Όταν ακούσει θόρυβο στέκεται στα 
πίσω πόδια για να έχει καλύτερη εποπτεία του χώρου, µε σηκωµένα τα 
χαρακτηριστικά µακριά αυτιά του (Hamilton et al. 1943). 

 
1.2.3. Εξάπλωση 

 
Ο Lepus europaeus προήλθε αρχικά 

από την Ευρασία και έχει πλέον 
προσαρµοστεί άριστα σε πολλές χώρες ανά 
τον κόσµο. Σήµερα συναντάται σε όλη την 
Ευρώπη, Μ. Ασία, Αραβία, Βόρεια Αφρική 
ενώ έχει επίσης εισαχθεί στην Αµερική, 
Αυστραλία και στη Νέα Ζηλανδία (Εικόνα 
3). Λόγω της µεγάλης του εξάπλωσης, το 
είδος µπορεί να παρουσιάζει κάποιες µικρές 
διαφορές από τόπο σε τόπο. Για παράδειγµα 
στη νότια Ευρώπη ο L.europaeus έχει 
µικρότερο µέσο µέγεθος σώµατος και 
κοντύτερο τρίχωµα από τους L.europaeus 
της βόρειας Ευρώπης (Lincoln et al. 1974, 
Poli et al. 1991). 

 
1.2.4. Βιότοπος 

 
Mε το µιµητικό του περιβάλλοντος τρίχωµά του, ο καφέ λαγός υπάρχει 

σχεδόν παντού και σε όλον τον κόσµο, σε πεδιάδες και σε βουνά µέχρι τα 1800µ 
υψόµετρο. Συνήθως δραστηριοποιείται σε ανοιχτές περιοχές, ενώ αποφεύγει τα µέρη 
µε πολλή υγρασία. Εκτιµά τα ξηρά, υγιή και αεριζόµενα εδάφη, όπως µεγάλα δάση 
δίπλα σε πεδιάδες, παράκτιες περιοχές µε καλλιέργειες κ.λπ. Συνήθως διαθέτει µια 
ζωτική περιοχή 300 περίπου στρεµµάτων την οποία µοιράζεται µε τους οµοφύλους 
του. Στο χώρο αυτό υπάρχουν και διαδροµές διαφυγής, ενώ ο χώρος που συχνάζει 
είναι 10-15 στρέµµατα. Η φωλιά του βρίσκεται σε κοιλώµατα, τρύπες, σε ψηλά χόρτα 
ή θάµνους, καλά καµουφλαρισµένη. ∆εν τη διαµορφώνει ο ίδιος, όπως για 
παράδειγµα το συγγενικό του κουνέλι, αλλά την αναζητά σε φυσικά προστατευµένα 
σηµεία (Bansfield et al. 1974). 
 

Εικόνα 2: Γεωγραφική κατανοµή του Lepus 
europaeus (κίτρινο χρώµα) ανά τον κόσµο. 
(Hare Preservation Trust http://www.hare-
preservation-trust.co.uk/img/) 
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1.2.5. Τροφή 
 
Την ηµέρα ο L.europaeus συνήθως κρύβεται και το σούρουπο αφήνει τη 

φωλιά για να αρχίσει την αναζήτηση της τροφής του. Αυτή αποτελείται από µεγάλη 
ποικιλία και εξαρτάται από τις εποχές του έτους. Γενικά µπορεί να φάει κάθε είδους 
φυτά, χόρτα, σιτηρά, λαχανικά, φύλλα θάµνων, κλαδιά αλλά και µπουµπούκια 
δένδρων. Επίσης χαρακτηριστικό του είναι και η κοπροφαγία, συχνά δηλαδή φαίνεται 
να καταναλώνει µαλακές κουτσουλιές πουλιών οι οποίες είναι πλούσιες σε βιταµίνες, 
αµινοξέα και βακτήρια τα οποία του είναι απαραίτητα (Bansfield et al. 1974, 
Hamilton et al. 1943). 

 

1.2.6. Αναπαραγωγή 
 
Αν και γενικά µοναχικό ζώο, ο Lepus 

eurpaeus κοινωνικοποιείται ιδιαίτερα κατά την 
περίοδο του ζευγαρώµατος, προς το τέλος του 
χειµώνα, κατά τη διάρκεια της οποίας επιδίδεται σε 
θεαµατικά άλµατα και µάχες (Εικόνα 2) διεκδικώντας 
το ταίρι του. Μέχρι πρόσφατα οι µάχες αυτές, κατά 
τις οποίες ο ένας λαγός χτυπούσε τον αντίπαλο µε τις 
πατούσες του, θεωρούνταν µια µορφή ανταγωνισµού 
µεταξύ των αρσενικών. Μια πιο στενή 
παρακολούθηση όµως έδειξε πως πολλές φορές 
επρόκειτο για θηλυκά άτοµα που χτυπούσαν 
αρσενικά είτε για να δείξουν πως δεν ήταν ακόµα 
έτοιµα για ζευγάρωµα είτε για να δοκιµάσουν την 
αποφασιστικότητα των αρσενικών. Το θηλυκό γεννά 
τρεις ως τέσσερις φορές το χρόνο, έπειτα από 
κυοφορία 30-45 ηµερών. Την πρώτη φορά, συνήθως 
τον Μάρτιο, γεννά 1-2 µικρά, τη δεύτερη 3-4 µικρά και την τρίτη και τέταρτη φορά 
1-2 µικρά. Η τελευταία γέννα συνήθως είναι στο τέλος του καλοκαιριού (Bonino and 
Montenegro 1997) 

Τα µικρά γεννιούνται καλυµένα από παχύ τρίχωµα µε τα µάτια ανοιχτά και 
µπορούν να κινηθούν και να βαδίσουν άνετα αµέσως, ένα εξελικτικό χαρακτηριστικό 
που προέκυψε σχετικά πρόσφατα στην ιστορία του είδους και δεν συναντάται σε 
συγγενικά είδη όπως πχ. στα νεογέννητα κουνέλια (Roellig et al. 2010). Τα µικρά του 
λαγού θηλάζουν µόνο µία εβδοµάδα και για τις δύο επόµενες εβδοµάδες µένουν 
κρυµµένα στην ίδια ή σε διαφορετική φωλιά από αυτή που γεννήθηκαν ενώ η µητέρα 
κάνει κύκλους για να τα φροντίσει και να φέρει στο καθένα τους τροφή. Αυτό το 
σκόρπισµα των νεογνών σε µια ευρεία περιοχή γίνεται συνήθως από την ίδια τη 
µητέρα για να προστατέψει τα µικρά της από κάποια επίθεση θηρευτή, που θα τα 
αφάνιζε όλα (Peterson et al. 1966). Ύστερα από 3 µε 4 εβδοµάδες τα µικρά έχουν 
ανεξαρτητοποιηθεί πλήρως και φροντίζουν µόνα τους για την αναζήτηση της τροφής 
τους, αλλά δεν αρχίζουν να ζευγαρώνουν και να αναπαράγονται πριν από τον πρώτο 
χρόνο της ζωής τους. 
 
 
 
 
 

Εικόνα 3: Lepus europaeus 
σε περίοδο ζευγαρώµατος 
(http://www.ifaw.org/ifaw_u
nited_kingdom/save_animals
/hares/brown_hare.php) 
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1.2.7. Κίνδυνοι και Απειλές 
 
Ο Lepus europaeus αποτελεί θήραµα πολλών αρπακτικών και για το λόγο 

αυτό θεωρείται αρκετά σηµαντικός οικολογικός παράγοντας σταθερότητας του 
οικοσυστήµατος. Τον κυνηγούν σχεδόν όλα τα σαρκοφάγα ζώα, όπως ο λύκος,  ο 
σκύλος, το κουνάβι, η αλεπού αλλά ακόµη και τα αρπακτικά πτηνά, όπως για 
παράδειγµα τα γεράκια. Φυσικά από τη λίστα των εχθρών του δε θα µπορούσε να 
λείπει και ο άνθρωπος ως κυνηγός του. Ο λαγός αµύνεται τρέχοντας, 
χρησιµοποιώντας ταυτόχρονα ταχύτατους ελιγµούς για να µπερδέψει το θηρευτή του 
ή µένοντας κρυµµένος στο έδαφος. Ο πληθυσµός του παρουσιάζει κατά καιρούς 
έντονες και ακανόνιστες αυξοµειώσεις που µπορεί να οφείλονται σε παράγοντες όπως 
η ποσότητα και ποιότητα της διαθέσιµης τροφής, οι κλιµατικοί παράγοντες, καθώς 
και ο µεγάλος αριθµός των ατόµων του πληθυσµού και ο ανταγωνισµός στην 
εξεύρεση τροφής. Οι παραπάνω λόγοι έχουν σαν αποτέλεσµα την µείωση του ρυθµού 
της αναπαραγωγής των L.europaeus και την ελάττωση της αντοχής τους σε ασθένειες 
(Smith et al. 2008). 

 
1.2.8. Οικονοµική σηµασία για τον άνθρωπο  

 
Σχεδόν σε όλες τις περιοχές του κόσµου ο λαγός αποτελεί ένα σηµαντικό 

θήραµα, λόγω του άσπρου και εξαιρετικά νόστιµου κρέατός του (Bansfield 1974, 
Hamilton 1943). Σε πολλές  όµως περιοχές όπως είναι για παράδειγµα η Αργεντινή, η 
Αυστραλία και η Νότια Αµερική, ο Lepus europaeus εκτός από θηρεύσιµο είδος 
θεωρείται και ιδιαίτερα ζηµιογόνο, εξαιτίας του γρήγορου ρυθµού αναπαραγωγής του 
και των καταστροφών που προκαλεί στις γεωργικές καλλιέργειες των περιοχών στην 
προσπάθειά του να τραφεί (Campbell et al. 2006). 
 
1.2.9. Ερευνητική σηµασία 
 

Ο ευρωπαϊκός λαγός, είναι ένα είδος του οποίου η φυλογεωγραφική και 
πληθυσµιακή δοµή έχει µελετηθεί αρκετά, ιδιαίτερα σε περιοχές της κεντρικής 
Ευρώπης. Αποτελεί ένα από τα κυρίαρχα στοιχεία της πανίδας των ανοικτών 
εκτάσεων και διαθέτει ιδιαίτερη οικονοµική σηµασία. Η σηµασία αυτή σε συνδυασµό 
µε το γεγονός ότι η διεκπεραίωση ολοκληρωµένων µελετών του είδους στο χώρο της 
Βαλκανικής ενέχει ορισµένες από τις πιο σηµαντικές προκλήσεις στο χώρο της 
θεωρητικής πληθυσµιακής γενετικής, καθιστούν τη µελέτη του ευρωπαϊκού λαγού 
εξαιρετικής σηµασίας, µε ιδιαίτερο επιστηµονικό ενδιαφέρον (Αντωνίου 2008). 
 
1.2.10. Μελέτες πληθυσµιακής γενετικής στο είδος L. europaeus σε Ευρώπη και 
Ασία 

∆εδοµένα πληθυσµιακής γενετικής στο είδος του Lepus europaeus που έχουν 
βασιστεί σε δείκτες πυρηνικού DNA έχουν δείξει σχετικά µεγάλη γονιδιακή ροή 
ανάµεσα σε µεγάλο εύρος περιοχών (Mamuris et al. 2002, Fickel et al. 1999). Ακόµη 
και αναλύσεις βασισµένες σε µικροδορυφόρους, οι οποίοι παρουσιάζουν γρήγορους 
εξελικτικούς ρυθµούς και απεικονίζουν καλύτερα την πληθυσµιακή γενετική 
διαφοροποίηση, έχουν αποκαλύψει κοινά αλληλόµορφα µεταξύ ελληνικών, 
βουλγαρικών και ανατολικών πληθυσµών του L. europaeus (Slimen et al. 2008). Από 
την άλλη πλευρά, αναλύσεις του µιτοχονδριακού DNA έδειξαν ένα µεγαλύτερο 
βαθµό τοπολογικού διαχωρισµού (Stamatis et al. 2008, Kasapidis et al. 2005). Η 
παρατηρούµενη αυτή ασυµφωνία µεταξύ πυρηνικού και µιτοχονδριακού 
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γονιδιώµατος αποδόθηκε στην αυξηµένη εξάπλωση των αρσενικών ατόµων και στην 
πιο φιλοπατρική συµπεριφορά των θηλυκών ατόµων του είδους (Mamuris et al. 
2009). 

Πρόσφατα, σε µια πιο περιεκτική φυλεογεωγραφική ανάλυση που βασίστηκε 
σε περίπου 1000 άτοµα του είδους από Ευρώπη και Ασία, ταυτοποιήθηκαν πέντε 
µεγάλοι απλότυποι µε καθαρό φυλεογεωγραφικό σήµα, το οποίο αντικατόπτριζε 
σαφώς την παρουσία των καταφυγίων της πανίδας στα κεντρικά – ανατολικά 
Βαλκάνια και στην Ανατολή κατά το τέλος περίπου της Πλειστοκένου εποχής. Αυτή 
η µελέτη ανίχνευσε την παρουσία δύο καλά διαχωρισµένων απλοτύπων mtDNA 
ανάµεσα σε Ευρώπη και Ανατολή καθώς και την παρουσία τριών διακριτών mtDNA 
υπο-κλάδων µέσα στην Ευρώπη (Stamatis et al. 2009). 

Οι πληθυσµοί του είδους οι οποίοι βρίσκονται στην κεντρική Ευρώπη έχουν 
σίγουρα επηρεαστεί από τους παγετώνες, στο διάστηµα των τελευταίων 18.000 
χρόνων. Φαίνεται πολύ πιθανό η σηµερινή χωροταξική κατανοµή αυτών των 
πληθυσµών να έχει τις ρίζες της στα γεγονότα που συνέβησαν προς το τέλος της 
Πλειστόκενου εποχής, µε την υποχώρηση των πάγων. ∆ιάφορες µελέτες 
µιτοχονδριακού DNA (Awadalla et al. 1999, Garrigan et al. 2006), έδειξαν µετά την 
παγετωνική περίοδο αποικισµούς µεγάλων περιοχών στην Ευρώπη, οι οποίοι άρχισαν 
από ένα µόνο αρχικό πληθυσµό στα νότια – κεντρικά Βαλκάνια. Γενικά οι πληθυσµοί 
που προήλθαν από αυτά τα καταφύγια της Πλειστόκενου εποχής είναι πιθανό να 
έχουν δεχτεί µια µείωση στη γενετική ποικιλοµορφία που εµφανίζουν, ως 
αποτέλεσµα του φαινοµένου της αρχής του ιδρυτή. Για το συγκεκριµένο είδος λαγού, 
το Lepus europaeus, η επίδραση αυτή έχει δειχθεί τόσο µέσα από αναλύσεις του 
µιτοχονδριακού DNA όσο µέσα και από αναλύσεις αλλοενζύµων οι οποίες δείχνουν 
µειωµένη γενετική ποικιλοµορφία ανάµεσα σε πληθυσµούς των Βαλκανίων και της 
Ανατολής (Sert et al. 2005, Taberlet et al. 1998). 
 
1.3. Το µιτοχόνδριο 
 

Τα δύο γονίδια του Lepus europaeus που 
επιλέχθηκαν για να µελετηθούν στην παρούσα 
εργασία βρίσκονται στο µιτοχονδριακό 
γονιδίωµα και κωδικοποιούν για δύο πρωτεΐνες 
οι οποίες εδράζονται στις µεµβράνες των 
µιτοχονδρίων σαν υποµονάδες πρωτεϊνικών 
συµπλόκων. Τα µιτοχόνδρια είναι τα οργανίδια 
του κυττάρου τα οποία παράγουν το µεγαλύτερο 
µέρος της κυτταρικής ΑΤΡ, η οποία 
χρησιµοποιείται σαν πηγή χηµικής ενέργειας. 
Επιπλέον αυτής της παροχής τους σε ενέργεια, 
τα µιτοχόνδρια εµπλέκονται σε µια ποικιλία 
άλλων διεργασιών όπως η σηµατοδότηση, η 
κυτταρική διαφοροποίηση, ο κυτταρικός 
θάνατος και ο κυτταρικός κύκλος (McBride et 
al. 2006). Είναι ωοειδή οργανίδια που έχουν 
συνήθως µήκος 2µm και διάµετρο 0,5µm, 
δηλαδή έχουν διαστάσεις βακτηρίου. 
Συγκεκριµένα, σύµφωνα µε τη θεωρία της 
ενδοσυµβίωσης (Andersson et al. 2003), τα 
µιτοχόνδρια προήλθαν από την εισχώρηση ενός 

Εικόνα 4: Ενδοσυµβίωση µεταξύ 
ενός βακτηρίου και ενός πρωτόγονου 
ευκαρυωτικού κυττάρου (Watson et 
al. 2007, εκδόσεις Ι. Μπάσδρα) 
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βακτηρίου σε ένα πρωτόγονο 
ευκαρυωτικό (εµπύρηνο) κύτταρο 
(Eικόνα 4). 

Με µελέτες ηλεκτρονικής 
µικροσκοπίας αποκαλύφθηκε ότι τα 
µιτοχόνδρια έχουν δύο συστήµατα 
µεµβρανών οι οποίες αποτελούνται 
από συµπλέγµατα πρωτεϊνών και 
φωσφολιπιδίων (Alberts et al. 1994): 
µια εξωτερική µεµβράνη και µια 
µεγάλων διαστάσεων πτυχωτή 
εσωτερική µεµβράνη φτιαγµένη έτσι 
ώστε να παρέχει µεγαλύτερη 
επιφάνεια για τη σύνθεση του ΑΤΡ. Οι 
πτυχώσεις της εσωτερικής µεµβράνης 
ονοµάζονται ακρολοφίες (cristae). 
Έτσι δηµιουργούνται δύο διαµερίσµατα στο µιτοχόνδριο: (1) ο διαµεµβρανικός 
χώρος µεταξύ της εσωτερικής και της εξωτερικής µεµβράνης και (2) ο χώρος που 
περιβάλλεται από την εσωτερική µεµβράνη και ονοµάζεται µήτρα (matrix). Η 
οξειδωτική φωσφορυλίωση λαµβάνει χώρα µέσα στην εσωτερική µεµβράνη (Lewin 
et al. 2003, Ακαδηµαϊκές εκδόσεις) (Εικόνα 5). Η εξωτερική µεµβράνη του 
µιτοχονδρίου είναι διαπερατή από όλα τα µικρά µόρια και ιόντα διότι περιέχει πολλά 
µόρια µιτοχονδριακής πορίνης, µιας πρωτεΐνης µοριακού βάρους 30-35kD που 
σχηµατίζει πόρους. Αυτή η πρωτεΐνη παίζει ρόλο στη ρυθµιζόµενη ροή των 
µεταβολιτών – συνήθως ανιόντων όπως φωσφορικού, χλωρίου αλλά και οργανικών 
ανιόντων και νουκλεοτιδίων αδενίνης – µέσω της εξωτερικής µεµβράνης. Αντίθετα, η 
εσωτερική µεµβράνη είναι από τη φύση της αδιαπέραστη σε όλα τα ιόντα και τα 
πολικά µόρια. Για τις απαραίτητες µεταφορές ουσιών, υπάρχει µια µεγάλη οικογένεια 
µεταφορέων  η οποία προάγει  τη  µετατόπιση µορίων όπως ΑΤΡ, πυροσταφυλικό και 
κιτρικό οξύ µέσα από την εσωτερική µεµβράνη του µιτοχονδρίου (Chipuk 2006). 

1.3.1. Το µιτοχονδριακό DNA (mtDNA) 
 

Το γονιδίωµα των µιτοχονδρίων (mtDNA) έχει µέγεθος το οποίο γενικά 
κυµαίνεται σε εύρος που ξεπερνά µια τάξη µεγέθους. Τα ζωικά κύτταρα έχουν 
σχετικά µικρά µιτοχονδριακά γονιδιώµατα, περίπου 16kb για τα θηλαστικά. 
Υπάρχουν αρκετές εκατοντάδες µιτοχόνδρια ανά κύτταρο και κάθε µιτοχόνδριο 
διαθέτει πολλαπλά αντίγραφα mtDNA (2-10 αντίγραφα). Ωστόσο η συνολική 
ποσότητα του µιτοχονδριακού σε σχέση µε το πυρηνικό DNA είναι µικρή, λιγότερο 
όπως υπολογίζεται από 1%. Στα κύτταρα των υπάρχοντων οργανισµών, η 
συντριπτική πλειοψηφία των µιτοχονδριακών πρωτεϊνών (περίπου 1500 διαφορετικοί 
τύποι στα θηλαστικά) κωδικοποιούνται από το πυρηνικό DNA, όµως τα γονίδια 
πολλών από αυτές θεωρείται πως αρχικά ήταν βακτηριακά. Γενικότερα  έχει δειχθεί 
πως το µιτοχονδριακό DNA έχει διαφορετική εξελικτική προέλευση από το πυρηνικό 
DNA, αφού όπως έχει ήδη αναφερθεί, η θεωρία της ενδοσυµβίωσης υποστηρίζει τη 
βακτηριακή προέλευση του µιτοχονδρίου. Έτσι, το µιτοχονδριακό DNA προέρχεται 
από τα κυκλικά γονιδιώµατα των βακτηρίων που εισχώρησαν και συγχωνεύτηκαν µε 
τα πρωτόγονα ευκαρυωτικά κύτταρα (Gould et al. 2008). 

Στους ανθρώπους (και πιθανότατα στα µετάζωα γενικά), σε κάθε κύτταρο 
υπάρχουν περίπου 100-10.000 αντίγραφα mtDNA (εξαιρούνται τα ωοκύτταρα και τα 

Εικόνα 5: ∆ιάγραµµα ενός µιτοχονδρίου 
(Wolfe 1981, 2η έκδοση) 
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σπερµατοκύτταρα). Στα θηλαστικά, κάθε δίκλωνο κυκλικό µόριο mtDNA 
αποτελείται από περίπου 15.000-17.000 bp. Οι δύο κλώνοι του mtDNA 
διαφοροποιούνται µεταξύ τους από το νουκλεοτιδικό τους περιεχόµενο. Ο πλούσιος 
σε γουανίνη κλώνος ονοµάζεται βαριά αλυσίδα ενώ ο πλούσιος σε κυτοσίνη αποτελεί 
την ελαφριά αλυσίδα. Η βαριά αλυσίδα κωδικοποιεί 28 γονίδια και η ελαφριά 9 
γονίδια. Από αυτό το σύνολο των 37 γονιδίων, τα 13 κωδικοποιούν για πρωτεΐνες-
ένζυµα της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, τα 22 για µεταφορικό RNA (tRNA) και τα 
2 κωδικοποιούν για τη µεγάλη και τη µικρή υποµονάδα του ριβοσωµικού RΝΑ 
(rRNA). Αυτό το πρότυπο ισχύει για όλα σχεδόν τα µετάζωα, αν και σε κάποιες 
περιπτώσεις κάποιο ή κάποια από αυτά τα 37 γονίδια µπορεί να µην είναι παρόντα, 
όπως επίσης και το µέγεθος του mtDNA µπορεί να ποικίλει σηµαντικά (Chan et al. 
2006). 

Χαρακτηριστικό του µιτοχονδριακού DNA 
είναι ο µητρικός του τρόπος κληρονόµησης. Στους 
περισσότερους πολυκύτταρους οργανισµούς, το 
mtDNA κληρονοµείται µόνο από τα θηλυκά άτοµα 
στους απογόνους τους, ανεξάρτητα από το φύλο αυτών. 
Το DNA του σπερµατοζωαρίου εισέρχεται από το 
σπερµατοζωάριο στο ωοκύτταρο, όπου σχηµατίζει τον 
αρσενικό προπυρήνα. Κατά την είσοδό του όµως, το 
σπερµατοζωάριο δε συνεισφέρει µιτοχονδριακό DNA 
στο ζυγωτό αλλά αυτό παρέχεται αποκλειστικά από το 
κυτταρόπλασµα του γονιµοποιηµένου ωοκυττάρου 
(Kimbal et al. 2006) (Εικόνα 6). Οι µηχανισµοί µε τους 
οποίους γίνεται αυτό περιλαµβάνουν την απλή διάχυση 
(ένα ωοκύτταρο περιέχει 100.000 µε 1.000.000 µόρια 
mtDNA ενώ ένα σπερµατοκύτταρο περιέχει µόνο 100 
µε 1000 µόρια), αποικοδόµηση του mtDNA του 
σπερµατοκυττάρου στο γονιµοποιηµένο ωοκύτταρο και 
- σε ορισµένους οργανισµούς - αποτυχία του mtDNA 
του σπερµατοκυττάρου να εισχωρήσει στο ωοκύτταρο. 

Όποιος και αν είναι για την κάθε περίπτωση οργανισµού ο µηχανισµός, αυτό το 
πρότυπο κληρονόµησης του µιτοχονδριακού DNA από τον ένα µόνο γονιό 
συναντάται στα περισσότερα ζώα, φυτά και µύκητες (Lewin et al. 2003, Ακαδηµαϊκές 
εκδόσεις). 

Μια ακόµη απόρροια της βακτηριακής προέλευσης του µιτοχονδρίου είναι ότι 
τα γονιδιώµατα των οργανιδίων αντιγράφονται και κληρονοµούνται µε διαφορετικό 
τρόπο απ’ ότι τα γονίδια του πυρήνα. Το µικρό µέγεθος του mtDNA και ο εξαιρετικά 
υψηλός ρυθµός αντικαταστάσεων των βάσεων του έχουν εγείρει µεγάλο ενδιαφέρον 
σχετικά µε την εξέλιξή του. Ο µέσος ρυθµός συνώνυµων αντικαταστάσεων στα 
µιτοχονδριακά γονίδια των θηλαστικών είναι πολύ µεγαλύτερος από το µέσο ρυθµό 
συνώνυµων µεταλλάξεων των γονιδίων του πυρήνα. Ο ρυθµός µη συνώνυµων 
αντικαταστάσεων ποικίλλει σηµαντικά µεταξύ των γονιδίων του µιτοχονδρίου αλλά 
σε κάθε περίπτωση είναι επίσης σηµαντικά υψηλότερος από το µέσο ρυθµό 
συνώνυµων αντικαταστάσεων που παρατηρείται στα πυρηνικά γονίδια. Το γεγονός 
αυτό είναι πιθανό να σχετίζεται µε την  χαµηλότερη αξιοπιστία του µηχανισµού 
αντιγραφής του DNA και εποµένως µε υψηλότερο ρυθµό εισαγωγής σφαλµάτων 
κατά την αντιγραφή. Το µιτοχονδριακό DNA  είναι ιδιαίτερα επιρρεπές σε ενεργές 
µορφές οξυγόνου που προκύπτουν από την αναπνευστική αλυσίδα. Είναι µεν 
‘συσκευασµένο’ µε πρωτεΐνες και διαθέτει σηµαντική ικανότητα επιδιόρθωσης όµως 

Εικόνα 6: µητρικός τρόπος 
κληρονόµησης του mtDNA 
(Watson et al. 2007, 
εκδόσεις Ι. Μπάσδρα) 
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αυτές οι λειτουργίες είναι λιγότερο αποτελεσµατικές από αυτές του πυρηνικού DNA 
και έτσι το mtDNA µπορεί εύκολα να υποστεί οξειδωτική καταστροφή µε 
αποτέλεσµα να εµφανίζει υψηλά ποσοστά συσσώρευσης µεταλλάξεων (Richter et al. 
1988). Μεταλλάξεις στο mtDNA µπορούν σε ορισµένες περιπτώσεις να 
προοκαλέσουν µητρικά κληρονοµούµενα νοσήµατα και υπάρχουν επίσης ισχυρές 
ενδείξεις ότι µπορούν να αποτελέσουν σηµαντικούς συντελεστές στη διαδικασία 
γήρανσης του κυττάρου και σε άλλες παθολογικές καταστάσεις (Ozawa et al. 1995).  

Παράλληλα, η σχεδόν πλήρης απουσία του γενετικού ανασυνδυασµού στο 
µιτοχονδριακό γονιδίωµα το καθιστά µια χρήσιµη πηγή γενετικής πληροφορίας για 
επιστηµονικές έρευνες πληθυσµιακής γενετικής και εξελικτικής βιολογίας (Awadalla 
et al. 1999). Επειδή όλο το µιτοχονδριακό DNA κληρονοµείται σαν µία µονάδα, ή 
απλότυπος, οι σχέσεις µεταξύ του µιτοχονδριακού DNA από διαφορετικά άτοµα 
µπορεί να παρουσιαστεί µε τη µορφή δενδρογράµµατος. Παρ’όλα αυτά το 
µιτοχονδριακό DNA αντανακλά µόνο την ιστορία των θηλυκών ατόµων του 
πληθυσµού και έτσι µπορεί να µην αντιπροσωπεύει την εξελικτική ιστορία όλου του 
πληθυσµού. Για το λόγο αυτό ακολουθούνται συνήθως από µελέτες του πυρηνικού 
DNA ή χρησιµοποιείται η περιοχή του χρωµοσώµατος Υ η οποία χαρακτηρίζεται από 
πατρική κληρονόµηση (Garrigan et al. 2006). 

 
1.4. Οξειδωτική φωσφορυλίωση 

 
Πιο συγκεκριµένα, τα δύο 

υπο µελέτη γονίδια της παρούσας 
εργασίας κωδικοποιούν για 
πρωτεϊνες οι οποίες συµµετέχουν 
στο µονοπάτι της οξειδωτικής 
φωσφορυλίωσης (Εικόνα 7). Η 
οξειδωτική φωσφορυλίωση είναι 
µια συγκεκριµένη βιοχηµική 
διαδικασία η οποία 
πραγµατοποιείται µέσα στα 
µιτοχόνδρια των οργανισµών. 
Πρόκειται για  µια χηµική 
αντίδραση των αερόβιων 
οργανισµών που γίνεται στο 
σύστηµα µεταφοράς ηλεκτρονίων 
(ETS) κατά την αεροβική 
αναπνοή. Κατά τη διάρκειά της 

σχηµατίζoνται µόρια ATP (αδενοσινοτριφωσφορικό οξύ) από ADP (αδενοσινο-
διφωσφορικό οξύ) και ανόργανα φωσφορικά όπως ορθοφωσφορικό οξύ, χάρη της 
ενέργειας που απελευθερώνεται κατά την οξείδωση των τροφών. Η διαδικασία αυτή 
αποτελεί τον κυριότερο τρόπο µε τον οποίο οι αερόβιοι οργανισµοί λαµβάνουν την 
ενέργειά τους από τις τροφές (Mitchell et al. 1967). 
 
1.4.1. ATP και ADP 
 

H τριφωσφορική αδενοσίνη ή αδενοσινοτριφωσφορικό οξύ (ATP), είναι το 
µόριο που αποτελείται από αδενίνη και το σάκχαρο ριβόζη, η ένωση των οποίων 
δηµιουργεί την αδενοσίνη, στο οποίο έχουν συνδεθεί τρεις φωσφορικές οµάδες 
(φωσφορυλοµάδες) PO3

-2, που ενώνονται µε δεσµούς υψηλής ενέργειας. Αντίστοιχα, 

Εικόνα 7 :  Η διαδικασία της παραγωγής ενέρ-γειας 
στο εσωτερικό του µιτοχονδρίου 
(://flaggedrevs.labs.wikimedia.org/wiki/Oxidative_
phosphorylation) 
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η διφωσφορική αδενοσίνη ή αδενοσινοδιφωσφορικό οξύ (ADP) είναι το µόριο που 
αποτελείται από µια οµάδα αδενοσίνης στην οποία είναι συνδεδεµένες δύο 
φωσφορικές οµάδες που ενώνονται µε δεσµό υψηλής ενέργειας (Knowles et al. 
1980). 

Η υδρόλυση των ειδικών δεσµών της ΑΤΡ έχει ως αποτέλεσµα την 
απελευθέρωση ενέργειας. Τα µόρια της ΑΤΡ δηµιουργούνται µε δύο κύριες χηµικές 
αντιδράσεις, που και οι δύο συνεπάγονται την προσθήκη ανόργανων φωσφορικών 
αλάτων στην ADP µέσω δεσµών υψηλής ενέργειας. Τα µόρια ΑΤΡ που 
δηµιουργούνται κατά τη διαδικασία της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης ενεργούν ως 
βραχυπρόθεσµες "βιολογικές µπαταρίες" οι οποίες διατηρούν την ενέργεια µέχρι να 
απαιτηθεί αυτή σε διάφορες βιολογικές διεργασίες όπως η ενεργή µεταφορά, η 
σύνθεση νέων υλικών, η µετάδοση νευρικών παλµών και η συστολή των µυών 
(Campbell et al. 2006).  

1.5. Συνθάση ΑΤΡ και σύνθεση της ΑΤΡ 
 

Η σύνθεση της ΑΤΡ πραγµατοποιείται από ένα πρωτεϊνικό σύµπλοκο στην 
εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη. Αυτό το σύµπλοκο αρχικά ονοµάστηκε 
µιτοχονδριακή ΑΤΡάση ή F1F0-ΑΤΡάση διότι ανακαλύφθηκε ότι καταλύει την 
αντίστροφη αντίδραση, δηλαδή την υδρόλυση της ΑΤΡ. Ανήκει σε µια µεγάλη 
κατηγορία ενζύµων, τις τριφωσφατάσες αδενοσίνης οι οποίες σαν ρόλο έχουν την 
κατάλυση της αποικοδόµησης της τριφοσφωρικής αδενοσίνης (ΑΤΡ) σε διφοσφωρική 
αδενοσίνη (ADP) και ελεύθερο φωσφορικό ιόν. Αυτή η αντίδραση 
αποφωσφορυλίωσης απελευθερώνει ενέργεια, την οποία το ένζυµο – στις 
περισσότερες περιπτώσεις - χρησιµοποιεί για δευτερεύουσες αντιδράσεις. Πρόκειται 
για µια διαδικασία η οποία συναντάται ευρέως σε όλες τις γνωστές µορφές ζωής. Οι 
F-ATPάσες είναι η κατηγορία αυτών των ενζύµων οι οποία συναντάται στα 
µιτοχόνδρια, τους χλωροπλάστες και στις πλασµατικές µεµβράνες βακτηρίων και 
είναι τα ένζυµα-βασικοί παραγωγοί ΑΤΡ, χρησιµοποιώντας τη διαβάθµιση 
συγκέντρωσης πρωτονίων η οποία δηµιουργείται από τη διαδικασία της οξειδωτικής 
φωσφορυλίωσης (µιτοχόνδρια) ή της φωτοσύνθεσης (χλωροπλάστες) (Stryer et al. 
2005, Πανεπιστηµιακές εκδόσεις Κρήτης). 

Η ονοµασία συνθάση της ΑΤΡ χρησιµοποιείται περισσότερο για το ένζυµο 
αυτό καθώς ανταποκρίνεται στον πραγµατικό του ρόλο στο µιτοχόνδριο και 
ονοµάζεται επίσης και σύµπλοκο V (McCarty et al. 1992). 

Η βασική λειτουργία του 
ενζύµου στα µιτοχόνδρια και στους χλωροπλάστες φαίνεται να είναι η σύνθεση του 
ΑΤΡ και όχι η υδρόλυσή του για να δηµιουργήσουν διαβάθµιση πρωτονίων. Η 
µεταφορά ηλεκτρονίων και η σύνθεση της ΑΤΡ είναι συζευγµένες µε µια βαθµίδωση 
συγκέντρωσης πρωτονίων µεταξύ των δύο πλευρών της εσωτερικής µιτοχονδριακής 
µεµβράνης. Η µεταφορά ηλεκτρονίων µέσω της αναπνευστικής αλυσίδας οδηγεί σε 
άντληση πρωτονίων από τη µήτρα προς την άλλη πλευρά της εσωτερικής 
µιτοχονδριακής µεµβράνης. Η συγκέντρωση Η+ γίνεται µικρότερη στη µήτρα και 
έτσι δηµιουργείται µια διαφορά ηλεκτρικού δυναµικού µεταξύ των δύο πλευρών της 
εσωτερικής µεµβράνης, αρνητική προς την πλευρά της µήτρας και θετική προς την 
πλευρά του διαµεµβρανικού χώρου. Αυτή η πρωτονιοκίνητη δύναµη οδηγεί στη 
σύνθεση της ΑΤΡ από το σύµπλοκο συνθάσης της ΑΤΡ (Doering et al. 1995). 
 
 
 
 
 



 15

1.5.1. ∆οµή της συνθάσης ΑΤΡ 
 
Η συνθάση ΑΤΡ είναι ένα µεγάλο ενζυµικό σύµπλοκο βυθισµένο στην 

εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη το οποίο µοιάζει µε σφαίρα επάνω σε ράβδο. Η 
σφαίρα αυτή, είναι γνωστή σαν F1 υποµονάδα και µε τη σειρά της χωρίζεται σε 5 
υποµονάδες (α, β, δ, ε και γ). Προβάλλει στη µήτρα των µιτοχονδρίων και 
παρουσιάζει την καταλυτική δραστικότητα της συνθάσης. Η F1 υποµονάδα 
περιλαµβάνει τρεις υποµονάδες α, τρεις υποµονάδες β και µία υποµονάδα από τις 
υπόλοιπες (δ, ε, γ), δηλαδή είναι της µορφής [α3β3γδε] (Stock 2000). Οι υποµονάδες 
α και β που αποτελούν το µεγαλύτερο µέρος της F1 είναι χωροθετηµένες εναλλάξ ως 
ένας εξαµερής δακτύλιος. Οι αλυσίδες είναι µεταξύ τους οµόλογες και µπορούν και 
οι δύο να συνδέουν νουκλεοτίδια αλλά µόνο οι υποµονάδες β συµµετέχουν άµεσα 
στην καταλυτική αντίδραση (Laurent et al. 2003). 

Ο κεντρικός µίσχος της δοµής αποτελείται από δύο πρωτεΐνες, τις γ και ε. Η 
υποµονάδα α περιέχει ένα µακρύ α-ελικωµένο σπείραµα το οποίο προεκτείνεται µέσα 
στο κέντρο του εξαµερούς α3β3. Η υποµονάδα γ αναιρεί τη συµµετρία του διότι κάθε 
µία από τις υποµονάδες β είναι διάκριτη γιατί αλληλεπιδρά µε διαφορετική πλευρά 
της υποµονάδας γ. Η διάκριση αυτή µεταξύ των τριών υποµονάδων β είναι κρίσιµη 
για το µηχανισµό σύνθεσης της ΑΤΡ (Stryer et al. 2005, Πανεπιστηµιακές εκδόσεις 
Κρήτης). 

Η υποµονάδα F0 της ΑΤΡ συνθάσης είναι ένα υδρόφοβο τµήµα που διασχίζει 
την εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη και αποτελείται από τρεις τουλάχιστον 
υποµονάδες (A, B και C) – στα µιτοχόνδρια συνήθως έχει 9 υποµονάδες (A-G, F6 και 
F8). Υπάρχουν κάποιες ελάχιστες διαφορές ανάµεσα στις F-ATPάσες των βακτηρίων, 
των χλωροπλαστών και των µιτοχονδρίων. Γενικά, το σύµπλοκο F1είναι υπεύθυνο 
για τη σύνθεση ή την υδρόλυση του ΑΤΡ, ενώ το σύµπλοκο F0 παρέχει το δίαυλο 
πρωτονίων του συµπλόκου για τη µετακίνηση των ιόντων H+ µέσα από τη µεµβράνη. 
Ο δίαυλος αυτός αποτελείται από ένα δακτύλιο ο οποίος έχει από 10 έως 14 
υποµονάδες c που είναι βυθισµένες στη µεµβράνη. Μια µοναδική υποµονάδα a 
προσδένεται στο εξωτερικό αυτού του δακτυλίου και ο δίαυλος εξαρτάται από το 
σύνολο αυτών των υποµονάδων (Knowles et al. 1980). 

Οι υποµονάδες F0 και F1 συνδέονται µε δύο τρόπους, αρχικά µε τον κεντρικό 
µίσχο γ-ε και επιπλέον µε µια εξωτερική στήλη. Η τελευταία αποτελείται από µια 
υποµονάδα a, δύο υποµονάδες b και µια υποµονάδα δ. Έτσι λοιπόν το ένζυµο έχει 
δύο λειτουργικές συνιστώσες: (1) µία κινούµενη µονάδα ή περιστροφέα (motor), που 
αποτελείται από το δακτύλιο c και το µίσχο γ-ε, και (2) µια στατική µονάδα (stator), η 
οποία αποτελείται από το υπόλοιπο του µορίου (Stryer et al. 2005, Πανεπιστηµιακές 
εκδόσεις Κρήτης). 

          
Εικόνα 8: Η δοµή της ΑΤΡ συνθάσης µε απεικόνιση της περιστροφικής της κίνησης (Yoshida 
& Hisabori Lab) 



 16

Η κίνηση του συµπλόκου της συνθάσης (Εικόνα 8) ανιχνεύτηκε από το 
εργαστήριο των Yoshida & Hisabori εφαρµόζοντας ένα ινίδιο ακτίνης στη γ-
υποµονάδα, το οποίο ήταν σηµασµένο µε φθορίζουσες οµάδες για να το καταστήσουν 
ορατό και καταγράφηκε σε µια βιντεοκάµερα που είχε σταθεροποιηθεί στο 
µικροσκόπιο. Η κίνηση ήταν ανιχνεύσιµη µόνο κατά τη διάρκεια της υδρόλυσης ΑΤΡ 
και η κατεύθυνση ήταν αριστερόστροφη όπως φαίνεται από την πλευρά του 
συµπλόκου F0, δίνοντας ένδειξη του καταλυτικού µηχανισµού (Hasler et al. 1998). 
Επίσης, µια εναλλακτική προσέγγιση µε τη χρήση φωτοµετρικών µεθόδων έχει 
χρησιµοποιηθεί από το εργαστήριο του W. Junge, όπου µικρά χρωµοφόρα 
εφαρµόστηκαν απευθείας στη υποµονάδα γ (Laurent et al. 2003). 
 
1.5.2. Βιοχηµική προσέγγιση της σύνθεσης της ΑΤΡ 
 

Η συνθάση της ΑΤΡ καταλύει το σχηµατισµό της ATP από την ADP και το 
ορθοφωσφορικό: 
 
ADP3- + Pi- + H+  ↔  ATP4- + Η2Ο 
 

Μέσα από πειράµατα ισοτοπικής ανταλλαγής ανακαλύφθηκε ότι συντίθεται 
ΑΤΡ συνδεµένη στενά στο ένζυµο ακόµη και χωρίς την παρουσία πρωτονιοκίνητης 
δύναµης. Συγκεκριµένα, στην περίπτωση αυτή ίσες ποσότητες ATP και ADP 
βρίσκονται σε ισορροπία προσδεµένες στην καταλυτική περιοχή του ενζύµου. 
Εποµένως ο ρόλος της βαθµίδωσης συγκέντρωσης πρωτονίων δεν είναι ουσιαστικά η 
παραγωγή ΑΤΡ αλλά η απελευθέρωσή της από το ένζυµο (Stryer et al. 2005, 
Πανεπιστηµιακές εκδόσεις Κρήτης). 

Οι τρεις υποµονάδες β έχουν καταλυτική δράση ενώ οι τρεις υποµονάδες α 
είναι ρυθµιστικές. Υπάρχει µια θέση δέσµευσης υποστρώµατος σε κάθε µια από τις 
υποµονάδες α και β, αλλά µόνο αυτές των υποµονάδων β είναι ενεργές θέσεις, ενώ 
αυτές των υποµονάδων α είναι ρυθµιστικές. Κατά τη διάρκεια της κατάλυσης από το 
σύµπλοκο F1, κάποιες από τις υποµονάδες περιστρέφονται σχετικά µε το υπόλοιπο 
σώµα του ενζύµου, κάνοντας την ΑΤΡάση τη µικρότερη φυσική περιστροφική 
µηχανή που έγινε ποτέ γνωστή. Συνολικά, η ΑΤΡάση περιέχει δύο περιστροφικούς 
µηχανισµούς, έναν στο σύµπλοκο F1 (υποµονάδες γ και ε) ο οποίος κινείται µε 
υδρόλυση του ΑΤΡ και έναν στο σύµπλοκο F0 (υποµονάδα C) ο οποίος κινείται από 
τη διαβάθµιση των H+. Οι δύο περιστροφικοί µηχανισµοί τείνουν να περιστρέφονται 
προς αντίθετες κατευθύνσεις, όµως συνήθως ο µηχανισµός του συµπλόκου F0 είναι 
δυνατότερος, χρησιµοποιώντας τη δύναµη από τη διαβάθµιση H+ για να αντιστρέψει 
την κίνηση του µηχανισµού F1 ώστε να συνθέσει ΑΤΡ (Hiroyuki et al. 1997). 

Στην Εικόνα 9 παρουσιάζεται ο µηχανισµός πρόσδεσης-ανταλλαγής ο οποίος 
προτάθηκε από τον Paul Boyer (1979) και υποστηρίζει ότι η πρωτονιωθούµενη 
σύνθεση της ΑΤΡ γίνεται µέσω του µηχανισµού αλλαγής της συγγένειας πρόσδεσης. 
Σύµφωνα µε αυτόν τον µηχανισµό, οι αλλαγές στις ιδιότητες των τριών υποµονάδων 
β επιτρέπουν τη διαδοχική πρόσδεση των ADP και Pi, τη σύνθεση και την 
απελευθέρωση της ΑΤΡ. Όπως αναφέρθηκε, οι τρεις υποµονάδες β είναι 
διαφορετικές. Η µία µπορεί να βρίσκεται στη στερεοδιάταξη Τ (tight, σφιχτή) η οποία 
προσδένει ΑΤΡ µε µεγάλη συγγένεια όµως η περιορισµένη της στερεοδιάταξη δεν της 
επιτρέπει να την απελευθερώσει (Sabbert et al. 1997). Μια δεύτερη υποµονάδα β 
βρίσκεται στη στερεοδιάταξη L (loose, χαλαρή) η οποία δεσµεύει ADP και Pi όµως 
είναι επίσης περιορισµένη ώστε να µην µπορεί να απελευθερώσει νουκλεοτίδια.  

Η τελική υποµονάδα είναι στη στερεοδιάταξη Ο (open, ανοιχτή) στην οποία 
µπορεί να δεσµεύσει νουκλεοτίδια σε µορφή όµοια µε των T και L αλλά και να τα 
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απελευθερώσει, µετατρεπόµενη σε µια πιο ανοιχτή µορφή. Η αλληλοµετατροπή 
αυτών των τριών µορφών µπορεί να ωθηθεί από την περιστροφή της υποµονάδας γ. 
Όταν η περιστροφή γίνεται σε φορά αντίθετη εκείνης των δεικτών του ρολογιού οι 
στερεοδιατάξεις αλλάζουν µετατρέποντας τα ADP και Pi σε ATP (Gresser et al. 1982, 
Stock et al. 1999). 

 
 

 
 

Εικόνα 9: Απεικόνιση της περιστροφής της γ υποµονάδας (κίτρινο) σχετικά µε το δακτύλιο που 
σχηµατίζουν οι α, β υποµονάδες (αποχρώσεις πράσινου-µπλε) η οποία επάγει µια αλλαγή στις 
συγγένειες πρόσδεσης των αντιδρώντων όπως φαίνεται µια αλλαγή στερεοδιάταξης της θέσης, 
κάτι που φαίνεται από αριστερά προς τα δεξιά στο διάγραµµα. Στο δεύτερο βήµα η ΑΤΡ 
σχηµατίζεται αυθόρµητα από τα ισχυρά δεσµευµένα ADP και Pi. Ο µηχανισµός είχε προταθεί 
πριν γίνει γνωστή η δοµή, έτσι η δοµή αποτελεί µια επιβεβαίωση της αρχικής υπόθεσης για το 
µοντέλο. (Duncan et al. 1997 ) 
 
 
1.5.3. Υδρόλυση ΑΤΡ 
 

Όπως αναφέρθηκε, η ΑΤΡ συνθάση µπορεί είτε να παράγει ΑΤΡ 
χρησιµοποιώντας την ενέργεια από τη διαβάθµιση πρωτονίων, είτε µπορεί να δράσει 
αντίστροφα για να δηµιουργήσει µια διαβάθµιση από την υδρόλυση του ΑΤΡ. Η 
αντίδραση που καταλύεται από την F-ATPάση είναι πλήρως αντιστρεπτή, έτσι που το 
ΑΤΡ µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να δηµιουργήσει εκ νέου µια διαβάθµιση H+, µε 
αντιστροφή της ροής των ιόντων. Σε αυτή την περίπτωση, ο περιστροφικός 
µηχανισµός της υποµονάδας F1 περιστρέφεται µε φορά ίδια µε αυτή των δεικτών του 
ρολογιού για να υδρολυθεί η ΑΤΡ και να δηµιουργηθεί µια διαβάθµιση H+. Αυτή η 
δηµιουργία διαβάθµισης συγκέντρωσης των H+ µπορεί έπειτα να χρησιµοποιηθεί για 
να διατηρηθεί η ιοντική ισορροπία ή για ενεργό µεταφορά (Stryer et al. 2005, 
Πανεπιστηµιακές εκδόσεις Κρήτης). 
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1.5.4. Το γονίδιο της συνθάσης ΑΤΡ στο είδος Lepus europaeus 
 

Όπως ήδη αναφέρθηκε, το γονίδιο που κωδικοποιεί για τη µιτοχονδριακή 
συνθάση ΑΤΡ εδράζεται στο µιτοχονδριακό γονιδίωµα και πιο συγκεκριµένα στη 
θέση 7949-8629. Στις Εικόνες 10 και 11 παρουσιάζεται η σχετική του θέση στο είδος 
Lepus europaeus. Το γονίδιο αυτό συµβολίζεται ATP6 και αποτελεί το ένα από τα 
δύο υπο µελέτη γονίδια της παρούσας εργασίας. 

 

 

 

Εικόνα 10: ATP6, υποµονάδα 6 της συνθάσης ATP F0 στο είδος L. europaeus 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/805155) 

  

 

Εικόνα 11: η σχετική θέση της υποµονάδας ΑΤΡ6 στο µιτοχονδριακό γονιδίωµα 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/805155) 
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1.6. Οξειδοαναγωγάση του ζεύγους NADH-Q 
 

Στην αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων που περιγράφτηκε παραπάνω, 
υπάρχουν 3 συνολικά ένζυµα, τα οποία µετατρέπουν ενέργεια: η οξειδοαναγωγάση 
του ζεύγους NADH-Q (σύµπλοκο Ι), το σύµπλοκο συνένζυµο Q – αναγωγάση του 
κυτοχρώµατος c  (σύµπλοκο III) και η οξειδάση του κυτοχρώµατος c (σύµπλοκο IV). 
Η οξειδοαναγωγάση του ζεύγους NADH-Q όπως υποδηλώνει το πλήρες όνοµά της, 
καταλύει τη µεταφορά ηλεκτρονίων από το NADH στο συνένζυµο Q (CoQ) ή αλλιώς 
ουβικινόνη, ξεκινώντας τη διαδικασία της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (Hirst et al. 
2005). Η οξειδοαναγωγάση του ζεύγους NADH-Q ονοµάζεται αλλιώς δεϋδρογονάση 
του NADH ή αφυδρογονάση του NADH και είναι το µεγαλύτερο και πιο πολύπλοκο 
ένζυµο της αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων. Είναι περίπου 1000 kD και βρίσκεται 
στην εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη (Lenaz et al. 2006). 

1.6.1. ∆οµή της οξειδοαναγωγάσης του ζεύγους NADH-Q 

Η δοµή του ενζύµου έχει σχήµα "L", µε µια µακριά οριζόντια µεµβρανική 
περιοχή (µε περίπου 60 διαµεµβρανικές έλικες) να βρίσκεται στο επίπεδο της 
µεµβράνης και µια περιφερική υδρόφιλη περιοχή κατακόρυφη να προβάλει προς τη 
µήτρα και να περιλαµβάνει όλα τα γνωστά αναγωγικά κέντρα καθώς και το σηµείο 
πρόσδεσης του NADH (Εικόνα 12). Παρ’όλο που η κατανόηση των λεπτοµερειών 
του µηχανισµού λειτουργίας της πιθανώς χρειάζεται δοµικές πληροφορίες 
µεγαλύτερης διακριτικής ικανότητας, µερικές όψεις του µηχανισµού έχουν ήδη 
καταδειχθεί (Stryer et al. 2005, Πανεπιστηµιακές εκδόσεις Κρήτης).  

Το ένζυµο αυτό περιέχει ένα µεγάλο αριθµό υποµονάδων, δεκατέσσερεις από 
τις οποίες είναι καλά διατηρηµένες ανάµεσα στα διάφορα είδη. Περιλαµβάνει ένα 
διαµεµβρανικό τµήµα (µε 7 διατηρηµένες υποµονάδες), το οποίο µεταφέρει 
ηλεκτρόνια στην ουβικινόνη και ένα κυτταροπλασµατικό τµήµα (άλλες 7 
υποµονάδες) το οποίο δέχεται ηλεκτρόνια από το NADH. Όλες οι αντιδράσεις 
οξειδοαναγωγής συµβαίνουν στο εξωµεµβρανικό τµήµα της NADH δεϋδρογονάσης 
(Εικόνα 13).  

 

 
 

Εικόνα 13:  Συνοπτική λειτουργία της οξειδοα-
ναγωγάσης του ζεύγους NADH-Q 
(http://en.wikipedia.org/wiki/NADH_dehydrog
enase) 

Εικόνα 12: ∆οµή της οξειδο-
αναγωγάσης του ζεύγους NADH-Q 
(http://flaggedrevs.labs.wikimedia.or
g/wiki/Oxidative_phosphorylation) 
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Γενικά στους διάφορους οργανισµούς το ένζυµο αυτό αποτελείται από 
τουλάχιστον 34 πολυπεπτιδικές αλυσίδες, συγκεκριµένα όµως στα θηλαστικά, το 
ένζυµο περιέχει 45 διαφορετικές πολυπεπτιδικές αλυσίδες. Από αυτές τις 45 
υποµονάδες, οι 7 κωδικοποιούνται από το µιτοχονδριακό γονιδίωµα. 

1.6.2. Λειτουργία της οξειδοαναγωγάσης του ζεύγους NADH-Q 

Η οξειδοαναγωγάση του ζεύγους NADH-Q είναι µια αντλία πρωτονίων, της 
οποίας η κατασκευή είναι συνέργεια γονιδίων που βρίσκονται τόσο στον πυρήνα όσο 
και στα µιτοχόνδρια, όπως ακριβώς συµβαίνει και µε τις άλλες δύο αντλίες 
πρωτονίων της αναπνευστικής αλυσίδας. Η αντίδραση που καταλύει η 
οξειδοαναγωγάση του ζεύγους NADH-Q είναι (Stryer et al. 2005, Πανεπιστηµιακές 
εκδόσεις Κρήτης): 
 
NADH + Q + 5H+

µήτρας � NAD+ + QH2 + 4H+
κυτοσολίου  

Το NADH αρχικά προσδένεται στο ένζυµο και µεταφέρει 2 ηλεκτρόνια 
υψηλού δυναµικού στην προσθετική οµάδα του συµπλέγµατος Ι, το φλαβινο-
µονονουκλεοτίδιο (FMN) µετατρέποντάς το στην ανηγµένη του µορφή, το FMNH2 

(Εικόνα 14). Όπως οι κινόνες, έτσι και οι φλαβίνες προσδένουν ηλεκτρόνια όταν είναι 
ανηγµένες. Το FMN είναι σε θέση να δεχτεί ένα ηλεκτρόνιο αντί για δύο και 
αντίστροφα το FMNH2 είναι σε θέση να δώσει ένα ηλεκτρόνιο µε το σχηµατισµό 
µιας ενδιάµεσης ρίζας ηµικινόνης. Ο δέκτης ηλεκτρονίων του FMN, ο δακτύλιος 
ισοαλλοξαζίνης, είναι πανοµοιότυπος µε εκείνον του FAD. Τα ηλεκτρόνια στη 
συνέχεια µεταφέρονται από το FMNH2, σε µια σειρά από σύµπλοκα σιδήρου- θείου  
τα οποία αποτελούν τη δεύτερη προσθετική οµάδα της οξειδοαναγωγάσης του 
ζεύγους NADH-Q (Azanov et al. 2006).  

 

Τα σύµπλοκα Fe-S στις πρωτεΐνες σιδήρου – θείου (πρωτεΐνες µε µη αιµικό 
σίδηρο) παίζουν σπουδαίο ρόλο σε µια µεγάλη 
οµάδα αντιδράσεων αναγωγής στα βιολογικά 
συστήµατα. Είναι γνωστοί πολλοί τύποι τέτοιων 
συµπλόκων. Στην απλούστερη µορφή τους, ένα 
µόνο άτοµο σιδήρου δηµιουργεί τετραεδρική 
συναρµογή µε τις σουλφυδρυλικές οµάδες 
τεσσάρων καταλοίπων κυστεΐνης της πρωτεΐνης. 
Στην οξειδοαναγωγάση του ζεύγους NADH-Q 
συναντάµε όµως δύο είδη συµπλόκων λίγο πιο 
πολύπλοκα, τα οποία συµβολίζονται [2Fe-2S] και 
[4Fe-4S] (Maxie et al. 2010). Τα σύµπλοκα [2Fe-
2S] περιέχουν δύο άτοµα σιδήρου και δύο 

Εικόνα 14: Μετατροπή 
µορίου FMN σε FMNH2  

από την οξειδοαναγωγάση 
του ζεύγους NADH-Q. 
(http://en.wikipedia.org/wi
ki/NADH_dehydrogenase) 

Εικόνα 15: Σύµπλεγµα σιδήρου-θείου 
[2Fe-2S]. 
(http://www.mun.ca/biochem/cours 
es/3107/Topics/Folding_etc.html) 
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ανόργανα σουλφίδια (Εικόνα 15) ενώ τα [4Fe-4S] διαθέτουν τέσσερα άτοµα σιδήρου 
και τέσσερα ανόργανα σουλφίδια (Εικόνα 16). Συνήθως και οι δύο αυτοί τύποι 
σχηµατίζουν σύµπλοκα συναρµογής µε τέσσερα κατάλοιπα κυστεΐνης όπως ο 
απλούστερος τύπος. Τα ιόντα σιδήρου σε αυτά τα σύµπλοκα Fe-S αλλάζουν το 
σθένος τους µεταξύ Fe+2 (ανηγµένα) και Fe+3 (οξειδωµένα). Σε αντίθεση µε τις 
κινόνες και τις φλαβίνες, τα σύµπλοκα Fe-S γενικά υπόκεινται σε αντιδράσεις 
οξειδοαναγωγής χωρίς να απελευθερώνουν ή να προσδένουν πρωτόνια (Maxie et al. 
2010, Stryer et al. 2005, Πανεπιστηµιακές εκδόσεις Κρήτης). 

Τα ηλεκτρόνια από τα σύµπλοκα σιδήρου-θείου του ενζύµου µεταφέρονται 
στην ανηγµένη µορφή του συνενζύµου Q η οποία ονοµάζεται και ουβικινόνη. Η 
ουβικινόνη είναι µια υδρόφοβη κινόνη που διαχέεται γρήγορα στην εσωτερική 
µιτοχονδριακή µεµβράνη και πήρε το όνοµά της 
διότι είναι µια πανταχού παρούσα (ubiquitous) 
κινόνη (quinone) στα βιολογικά υγρά. Αυτή η ροή 
ηλεκτρονίων από τα σύµπλοκα σιδήρου-θείου στην 
ουβικινόνη, προκαλεί την έξοδο  4 πρωτονίων 
(ιόντων υδρογόνου) από τη µιτοχονδριακή µήτρα. 
Οι λεπτοµέρειες αυτής της διεργασίας αποτελούν 
αντικείµενο µεγάλης ερευνητικής προσπάθειας. 
Ωστόσο οι συζευγµένες αντιδράσεις µεταφοράς 
πρωτονίων και ηλεκτρονίων του συνενζύµου Q 
είναι κρίσιµες (Stryer et al. 2005, Πανεπιστηµιακές 
εκδόσεις Κρήτης). 

Το NADH προσδένεται σε µια θέση στον 
κατακόρυφο βραχίονα της οξειδοαναγωγάσης, 
µεταφέροντας τα ηλεκτρόνιά του στο FMN. Τα ηλεκτρόνια αυτά ρέουν µέσα στον 
κατακόρυφο βραχίονα σε τρία κέντρα 4Fe-4S και µετά σε µια προσδεµένη Q. Με την 
πρόσληψη των 2 αυτών ηλεκτρονίων η ουβικινόνη (Q) ανάγεται σε ουβικινόλη (QH2) 
(Εικόνα 17) και η αναγωγή αυτή οδηγεί σε άντληση δύο πρωτονίων από τη 
µιτοχονδριακή µήτρα. Το ζεύγος ηλεκτρονίων στην προσδεµένη QH2 µεταφέρεται σε 
ένα κέντρο 4Fe-4S και τα πρωτόνια απελευθερώνονται προς το διαµεµβρανικό χώρο. 
Τελικά αυτά τα µόρια µεταφέρονται σε ένα κινητό µόριο ουβικινόνης στον υδρόφοβο 
πυρήνα της εσωτερικής µεµβράνης, µε αποτέλεσµα την πρόσληψη δύο επιπλέον 
πρωτονίων από τη µήτρα (Hirst et al. 2005). 

 

Έτσι, µε τη µετατόπιση τεσσάρων πρωτονίων για κάθε µόριο οξειδωµένου 
NADH, η διαδικασία αυτή συµβάλλει στη δηµιουργία ηλεκτροχηµικής διαβάθµισης η 
οποία στη συνέχεια θα χρησιµοποιηθεί στη δηµιουργία ενέργειας (ΑΤΡ). Πρόκληση 
αποτελεί ακόµη η αποσαφήνιση των αντιδράσεων πρόσδεσης καθώς και των 
αλλαγών στη στερεοδιάταξη που επάγονται από τις συγκεκριµένες µεταφορές 
ηλεκτρονίων, ώστε να κατανοήσουµε τους τρόπους µε τους οποίους διευκολύνεται η 
πρόσληψη και απελευθέρωση πρωτονίων από τις συγκεκριµένες πλευρές της 
εσωτερικής µιτοχονδριακής µεµβράνης. Σε µια πρόσφατη µελέτη των Roessler et al., 
χρησιµοποιήθηκαν φάσµατα παραµαγνητικού συντονισµού ηλεκτρονίων (electron 

Εικόνα 17: Μετατροπή 
CoQ σε CoQH2 

(http://en.wikipedia.org/
wiki/NADH_dehydrogen
ase) 

Εικόνα 16: Σύµπλεγµα σιδήρου-
θείου [4Fe-4S] 
(http://www.mun.ca/biochem/cou
rses/3107/Topics/Folding_etc.ht
ml) 
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paramagnetic resonance, EPR) για να εξακριβωθεί η δοµή της NADH δεϋδρογονάσης 
και το µονοπάτι µεταφοράς ηλεκτρονίων µέσα από τα συµπλέγµατα σιδήρου-θείου, 
τα οποία βρίσκονται στην υδρόφιλη περιοχή του µορίου (Azanov et al. 2006). 

1.6.3. Το γονίδιο της οξειδοαναγωγάσης του ζεύγους NADH-Q 

Το γονιδιακό τµήµα που κωδικοποιεί για την υποµονάδα 2 του 
µιτοχονδριακού ενζύµου οξειδοαναγωγάση του ζεύγους NADH-Q, εδράζεται στο 
µιτοχονδριακό γονιδίωµα, στη θέση 3916-4959 και αποτελεί το δεύτερο γονίδιο το 
οποίο πραγµατεύεται η συγκεκριµένη εργασία. Στις Εικόνες 18 και 19 παρουσιάζεται 
η σχετική του θέση στο είδος Lepus europaeus και στην Εικόνα 20 φαίνεται η 
σχετική θέση των δύο γονιδίων ATP6 και NADH2. 
 
 
 

 

 

Εικόνα 18: Υποµονάδα 2 της NADH δεϋδρογονάσης στο είδος L. europaeus 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/805149) 

Εικόνα 19: Σχετική θέση στο γονιδίωµα της υποµονάδας 2 της NADH δεϋδρογονάσης του L. 
europaeus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/805149) 

 

 

Εικόνα 20: Συνδυαστική παρουσίαση των σχετικών 
θέσεων των δύο γονιδιακών τµηµάτων ATP6 και 
NADH2 στο µιτοχονδριακό γονιδίωµα. 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/805149) 
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1.7. Μελέτες των πολυµορφισµών στα γονίδια ΑΤΡ6 και NADH2 σε άλλους 
οργανισµούς 

 
Μελέτες πολυµορφισµών του γονιδίου που κωδικοποιεί για την υποµονάδα 6 

της µιτοχονδριακής ΑΤΡ συνθάσης έχουν πραγµατοποιηθεί σε πολλές ταξινοµικές 
οµάδες, όπως για παράδειγµα σε πτηνά του είδους Dendroica για την ταξινόµηση των 
υπερ-ειδών D.occidentalis, D.townsendi, D.virens και D.nigrescens µε εφαρµογή της 
µεθόδου RFLP (Lovette et al. 1999). Επίσης στο γένος Drosophila έχει δειχθεί 
ιδιαίτερα υψηλό ποσοστό µη συνώνυµων µεταλλάξεων στο ATP6 γονίδιο της 
D.melanogaster σε σχέση µε τα στενά συγγενικά της είδη D.simulans, D.mauritiana 
και D.yakuba (Kaneko et al. 1993). 

Παράλληλα, πολυµορφισµοί του γονιδίου NADH2 το οποίο κωδικοποιεί για 
την υποµονάδα 2 της οξειδοαναγωγάσης του ζεύγους NADH-Q, έχουν διερευνηθεί σε 
διαφορετικά είδη από σαλαµάνδρες (Weisrock et al. 2005), σε ταξινόµηση ειδών 
ακριδών (Litzenberger et al. 2001), σε πτηνά του γένους Icterus (Omland et al. 1999) 
αλλά και σε αιλουροειδή του γένους Panthera (Yu et al. 2005). Ακόµη, µια 
συγκριτική µελέτη ανάµεσα σε άνθρωπο και χιµπατζή βασίστηκε στον εντοπισµό 
πολυµορφισµών του NADH2 γονιδίου µε σκοπό να διαπιστωθεί αν οι πολυµορφισµοί 
αυτοί ακολουθούν ένα ουδέτερο πρότυπο µοριακής εξέλιξης (Wise et al. 1998). 

 
1.8. Πολυµορφισµοί στα µιτοχονδριακά γονίδια που σχετίζονται µε την 
παραγωγή ΑΤΡ (ATP6, NADH2) και το φαινόµενο µειωµένης γονιµότητας (the 
mother’s curse) 
 

Γενικά, το µιτοχονδριακό DNA χρησιµοποιείται στην πληθυσµιακή γενετική 
σαν κατ’επιλογή δείκτης για να εντοπιστούν γενετικά πρότυπα και ιστορικές 
διαδικασίες (Avise et al. 1987, Zink et al. 2008). Πολλοί ερευνητές ωστόσο 
επεκτείνουν το λειτουργικό ρόλο του µιτοχονδριακού DNA, ψάχνοντας για µια πιο 
άµεση εφαρµογή των αποτελεσµάτων που δίνει στους τοµείς της οικολογίας και της 
εξέλιξης (Ballard et al. 2004, Dowling et al. 2007). Και τα 13 γονίδια που 
κωδικοποιούν για πρωτεΐνες στα µιτοχόνδρια των θηλαστικών, αποτελούν σηµαντικά 
συστατικά του µονοπατιού της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Έτσι, αλλαγές στην 
αµινοξική αλληλουχία οι οποίες επηρεάζουν την αποτελεσµατικότητα αυτού του 
µονοπατιού, θα έχουν και µεγάλο εύρος επιπτώσεων στην προσαρµοστικότητα των 
οργανισµών (da Fonseca et al. 2008). 

Η δύναµη της επιλογής θα αποµακρύνει γρήγορα την πλειονότητα των 
επιβλαβών µεταλλάξεων, όµως στην περίπτωση που οι µεταλλάξεις αυτές επιφέρουν 
µόνο ελαφρά αρνητικές αλλαγές στην αποτελεσµατικότητα της παραγωγής ενέργειας, 
οι τελευταίες µπορεί να παραµείνουν στον πληθυσµό. Τέτοιες ήπιες αλλαγές είναι 
πιθανό να επηρεάσουν τα αναπαραγωγικά κύτταρα των αρσενικών σε πολύ 
µεγαλύτερη έκταση απ’ ότι θα επηρέαζαν σωµατικά ή αναπαραγωγικά κύτταρα 
θηλυκών, λόγω των δυσανάλογων ενεργειακών τους απαιτήσεων (Cummins et al. 
2008, Diez-Sanchez et al. 2003). Έτσι, µεταλλάξεις στο µιτοχονδριακό DNA που θα 
εµφάνιζαν σχετικά µικρές µειώσεις στην αποτελεσµατικότητα του µονοπατιού της 
οξειδωτικής φωσφορυλίωσης µπορόυν να µειώσουν σηµαντικά τη λειτουργία των 
σπερµατοκυττάρων και κατά συνέπεια τη γονιµότητα των αρσενικών ατόµων, δεν 
έχουν όµως παρά ελάχιστη η καµία επίδραση στη βιωσιµότητα των ωαρίων λόγω της 
πολύ µικρότερης ενεργειακής τους απαίτησης. Η γονιµότητα των θηλυκών ως εκ 
τούτου παραµένει ανεπηρέαστη. 

Χάρη στον µητρικό τρόπο κληρονόµησης του µιτοχονδριακού DNA, ο 
µεταλλαγµένος απλότυπος µπορεί να διατηρηθεί στον πληθυσµό µέσα από τη θηλυκή 
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σειρά. Το φαινόµενο αυτό έχει ονοµαστεί µε τον όρο ‘the mother’s curse’ (Gemmell 
et al. 2004). Ενδείξεις για το φαινόµενο αυτό έχουν βρεθεί εκτός από το είδος του 
Lepus europaeus (Smith et al. 2010), σε έντοµα (Dowling et al. 2007a), όρνιθες 
(Froman et al. 2005) αλλά και στον άνθρωπο (Holyoake et al. 2001, Ruiz-Pesini et al. 
2004). Πέρα από αυτές τις ενδείξεις όµως, παραµένει το ερώτηµα γιατί αυτό το τόσο 
πιθανό θεωρητικά φαινόµενο δεν έχει αναφερθεί πιο συχνά µέχρι σήµερα, δεδοµένου 
µάλιστα των εµφανών του επιπτώσεων στη διατήρηση της ποικιλοµορφίας της 
αρµοστικότητας των αρσενικών, στην εξέλιξη της πολυανδρίας και στη θεωρία του 
ανταγωνισµού των σπερµατοκυττάρων. Έχει προταθεί πως ο µη εντοπισµός του µέχρι 
σήµερα µπορεί να οφείλεται είτε στην παράβλεψή του από τους επιστήµονες σαν 
πιθανή εξήγηση της µειωµένης αρµοστικότητας πληθυσµών, είτε στην ύπαρξη 
αντισταθµιστικών µηχανισµών οι οποίοι ‘καλύπτουν’ ένα τέτοιο, βασισµένο στο 
µιτοχονδριακό DNA φαινόµενο (Gemmell et al. 2004).  

Η ετεροπλασµία του µιτοχονδριακού DNA µέσα στο ίδιο άτοµο µπορεί επίσης 
να παίζει ρόλο στην ‘απόκρυψη’ του φαινοµένου (Chinnery et al. 2000). Για να 
εµφανιστεί η επιβλαβής µετάλλαξη θα πρέπει πρώτα να φτάσει σε µια οριακή 
συχνότητα σχετικά µε τις άλλες µορφές του µιτοχονδριακού DNA µέσα στο άτοµο 
(Gemmell et al. 2004). Ένας άλλος πιθανός µηχανισµός εµπλέκει τη συµπροσαρµογή 
πυρηνικών γονιδίων τα οποία εµπλέκονται και αυτά στο µονοπάτι της οξειδωτικής 
φωσφορυλίωσης. Έτσι ένα τέτοιο φαινόµενο µπορεί να καλυφθεί από αντίστοιχες, 
αντισταθµιστικές µεταλλάξεις στο πυρηνικό DNA η δράση των οποίων καλύπτει τη 
δράση των αρχικών µεταλλάξεων, δίνοντας έναν ψευδώς φυσιολογικό φαινότυπο 
(Chinnery et al. 2000). Στην περίπτωση αυτή, η ανάµιξη  διαφορετικών πληθυσµών 
µεταξύ τους θα µπορούσε να διακόψει τέτοια συµπροσαρµοσµένα γονιδιακά 
σύµπλοκα και να αποκαλύψει την επίδραση του µιτοχονδριακού DNA στη 
γονιµότητα των αρσενικών ατόµων (Dowling et al. 2008). 

 
1.9.  Σκοπός της πτυχιακής εργασίας 

 
Στην παρούσα πτυχιακή εργασία µελετήθηκαν δείγµατα Lepus europaeus από 

διάφορες περιοχές της Ελλάδας, την Ευρώπη και την Ασία. Σκοπός της εργασίας 
ήταν η διερεύνηση και ο εντοπισµός πιθανών γενετικών πολυµορφισµών σε δύο 
τµήµατα γονιδίων του µιτοχονδριακού DNA τα οποία κωδικοποιούν για δύο 
υποµονάδες µιτοχονδριακών ενζύµων του Lepus europaeus: την υποµονάδα 6 της 
ΑΤΡ συνθάσης (γονίδιο ΑΤΡ6) και την υποµονάδα 2 της οξειδοαναγωγάσης του 
ζεύγους NADH-Q (γονίδιο ΝΑDH2). Τα δύο αυτά ένζυµα επιτελούν σηµαντικότατες 
λειτουργίες στο µονοπάτι της παραγωγής ενέργειας µε τη µορφή ΑΤΡ και µέσω 
αυτού µπορούν να εµπλέκονται στη γονιµότητα των αρσενικών ατόµων (Ruiz-Pesini 
et al. 1998, Holyoake et al. 1999). 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
Συνοπτικά η πειραµατική διαδικασία που ακολουθήθηκε αποτελείται από τα εξής 
στάδια: 
• Ποιοτικός και ποσοτικός έλεγχος του DNA των δειγµάτων. 
• Ενίσχυση επιλεγµένων περιοχών µε κατάλληλα ζεύγη εκκινητών µέσω της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης και έλεγχος της απόδοσης της 
αντίδρασης σε πηκτή αγαρόζης 2%. 

• Ανάλυση πολυµορφισµού µονόκλωνης διαµόρφωσης (SSCP). 
• Καθαρισµός των δειγµάτων που εµφάνισαν διαφορετικό πρότυπο στην πηκτή 

ακρυλαµίδης µε ειδικό kit καθαρισµού της Invitrogen. 
• Κυκλική αλληλούχιση για εντοπισµό των διαφορών των βάσεων ανάµεσα στα 

πρότυπα. 
• Επεξεργασία των αποτελεσµάτων µε υπολογιστικά προγράµµατα 

βιοπληροφορικής και σύγκριση των αλληλουχιών. 
 
2.1. Συλλογή δειγµάτων 
 

Στη συγκεκριµένη εργασία µελετήθηκαν 106 δείγµατα ήδη αποµονωµένου 
DNA Lepus europaeus από διάφορες περιοχές της Ελλάδας (Β. Ελλάδα, κεντρική 
Ελλάδα, νησιά Αιγαίου), την Ευρώπη (Γαλλία, Γερµανία, Αυστρία) και την Ασία 
(Τουρκία, Β. Ισραήλ, Ν. Ισραήλ). Αρχικό υλικό για την αποµόνωση αποτέλεσε τµήµα 
ήπατος των λαγών. 

 
2.2. Εκτίµηση απόδοσης του πρωτοκόλλου αποµόνωσης DNA 
 

Τα δείγµατα παραλήφθηκαν µε τη µορφή ήδη αποµονωµένου DNA. Πριν από 
οποιαδήποτε εφαρµογή τεχνικής προηγήθηκε η εκτίµηση της απόδοσης του 
πρωτοκόλλου αποµόνωσης του DNA για να επιβεβαιωθεί ότι το γενετικό υλικό που 
θα χρησιµοποιηθεί στις αναλύσεις είναι ακέραιο. 
 
2.2.1. Ποσοτικός προσδιορισµός  
 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός του DNA που αποµονώθηκε έγινε µε 
φωτοµέτρηση. Χρησιµοποιήθηκε αραίωση 1µl DNA σε 49µl ddH2O. Το διάλυµα 
ακολούθως µεταφέρθηκε σε κυψελίδα φωτοµέτρησης. Ο λόγος της αραίωσης 
εισήχθηκε και στο φωτόµετρο, έτσι ώστε το µηχάνηµα να αποδώσει απευθείας τη 
σωστή ένδειξη που αντιστοιχεί στην ποσότητα του DNA που περιέχεται. Η τεχνική 
γενικά βασίζεται στην απορρόφηση του DNA στα 260 nm, λόγω της ύπαρξης 
αρωµατικών βάσεων. Επιπλέον, το φωτόµετρο έχει τη δυνατότητα να υπολογίζει και 
την τιµή του λόγου 260nm/280nm ο οποίος αποτελεί ένδειξη για την καθαρότητα του 
δείγµατος από πρωτεΐνες, καθώς στα 280nm απορροφούν οι πρωτεΐνες και τα 
λιπιδιακά µόρια. 
 
2.2.2. Ποιοτικός προσδιορισµός 
 

Ο ποιοτικός προσδιορισµός του DNA πραγµατοποιήθηκε µε ηλεκτροφόρηση 
σε πηκτή αγαρόζης 1%. Με τη διαδικασία αυτή µπορεί να επιβεβαιωθεί τόσο η 
ύπαρξη DNA στο δείγµα αλλά και η ακεραιότητά του. Τα µικρότερα µόρια µπορούν 
να περάσουν πιο εύκολα µέσα από την πηκτή και γι’αυτό όταν µεταναστεύουν 
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διανύουν µεγαλύτερη απόσταση στην πηκτή (Sambrook και Russel 2001). 
Εάν 

παρατηρηθούν πολλές ζώνες σηµαίνει οτι το DNA έχει σπάσει σχηµατίζοντας 
µικρότερα τµήµατα. 

Η πηκτή για τον ποιοτικό έλεγχο του DNA κατασκευάστηκε µε διάλυση 0,3gr 
αγαρόζης σε 30ml TAE 1x, µέσα σε γυάλινη κωνική φιάλη. Η φιάλη τοποθετήθηκε 
σε φούρνο µικροκυµάτων (600W) για να ζεσταθεί και, αφού το περιεχόµενο έβρασε 
και σχηµάτισε διαφανές διάλυµα, η κωνική αφέθηκε για λίγα λεπτά να κρυώσει και 
προστέθηκαν 2 µl βρωµιούχου αιθιδίου (10µg/ml). Το βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr) είναι 
η πιο ευρέως χρησιµοποιούµενη χρωστική για την ανίχνευση DNA σε 
ηλεκτροφόρηση. Φθορίζει κόκκινο-πορτοκαλί κάτω από ακτινοβολία UV καθώς έχει 
την ικανότητα να ενσωµατώνεται στο DNA. Το βρωµιούχο αιθίδιο είναι γνωστό 
µεταλλαξιγόνο γι’αυτό είναι διαθέσιµες και άλλες εναλλακτικές. 

Στη συνέχεια, ακολούθησε ανάδευση του διαλύµατος και τοποθέτησή του στο 
ειδικό καλούπι µε τα χτενάκια ώστε να πάρει το επιθυµητό σχήµα κατά τη 
στερεοποίησή του. Τα χτενάκια χρησιµοποιούνται για το σχηµατισµό των πηγαδιών 
της πηκτής, των θέσεων δηλαδή στις οποίες τοποθετούνται στη συνέχεια τα δείγµατα. 
Για την προετοιµασία των δειγµάτων αναµείχθηκαν 3µl διαλύµατος φόρτωσης 
(loading buffer) µε 3 µl δείγµατος και τοποθετήθηκαν στα πηγάδια της πηκτής 
αγαρόζης. Το διάλυµα φόρτωσης περιέχει 1 ml κυανό της βρωµοφαινόλης (1% 
τελική συγκέντρωση v/v), 5ml γλυκερόλη 99% (τελική συγκέντρωση 50% v/v), 0.5ml 
TBE 20x (τελική συγκέντρωση 1x) και ddH2O έως τα 10ml. Το διάλυµα αυτό είναι 
ορατό σε φυσικό φως και µετακινείται καθώς µετακινείται και το DNA. Το κυανό της 
βρωµοφαινόλης είναι από τις πιο κοινά χρησιµοποιούµενες χρωστικές και κινείται µε 
ταχύτητα ίδια µε αυτή τµηµάτων DNA που έχουν µέγεθος περίπου 300 ζεύγη 
βάσεων. 

Στη συνέχεια η πηκτή τοποθετήθηκε στο µηχάνηµα ηλεκτροφόρησης µαζί µε 
ρυθµιστικό διάλυµα TAE 1x (Brody et al. 2004). Στη συνέχεια, η τάση της 
ηλεκτροφορητικής συσκευής ρυθµίστηκε περίπου στα 100Volts (180mA).  και τα 
δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν για περίπου 25 λεπτά, έως ότου η χρωστική να καλύψει 
σχεδόν τα 2/3 της απόστασης από το σηµείο τοποθέτησης των δειγµάτων. Η πηκτή 
τοποθετήθηκε σε ειδική συσκευή υπεριώδους (UV) ακτινοβολίας όπου εµφανίστηκαν 
οι ζώνες του DNA. Το γενωµικό DNA της αποµόνωσης αναµένεται να βρίσκεται 
µέσα ή λίγο πιο κάτω από τα πηγάδια της πηκτής (Patrinos et al. 2008, εκδόσεις 
Παρισιανού). 

 
2.3. Aλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης - PCR 
 

Στη µοριακή βιολογία, η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) είναι µια 
τεχνική ενίσχυσης ενός τµήµατος DΝΑ σε πολλές τάξεις µεγέθους, δηµιουργώντας 
χιλιάδες ως εκατοµµύρια αντίγραφα µιας συγκεκριµένης αλληλουχίας του DNA. Η 
PCR χρησιµοποιείται σε ιατρικά και βιολογικά ερευνητικά εργαστήρια για µια 
ποικιλία εφαρµογών. Αυτές οι εφαρµογές στην πλειονότητά τους περιλαµβάνουν την 
κλωνοποίηση του DNA για τον προσδιορισµό της αλληλουχίας, τη λειτουργική 
ανάλυση  γονιδίων, τη διάγνωση των κληρονοµικών ασθενειών, τον εντοπισµό 
γενετικών αποτυπωµάτων που χρησιµοποιούνται στην ιατροδικαστική, τους ελέγχους 
πατρότητας και τη διάγνωση διαφόρων λοιµωδών νόσων (Patrinos et al. 2008, 
εκδόσεις Παρισιανού). 
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2.3.1. Η µέθοδος της PCR 
 

Η µέθοδος βασίζεται στη θερµική κυκλοποίηση, αποτελούµενη απο κύκλους 
επαναλαµβανόµενης θέρµανσης  και ψύξης της αντίδρασης  για  αποδιάταξη και 
ενζυµική αντιγραφή του DNA. Οι εκκινητές αποτελούνται από αλληλουχίες 
συµπληρωµατικές ως προς ένα τµήµα της αλληλουχίας του στόχου και µαζί µε µια  
DNA πολυµεράση είναι τα κύρια στοιχεία που επιτρέπουν την επιλεκτική ενίσχυση. 
Όπως εξελίσσεται η PCR, το παραγόµενο DNA χρησιµοποιείται εκ νέου ως πρότυπο 
για την αντιγραφή, θέτοντας σε κίνηση µια αλυσιδωτή αντίδραση µε την οποία το 
πρότυπο DNA ενισχύεται εκθετικά (Saiki et al. 1988). 

Σχεδόν όλες οι εφαρµογές PCR αφορούν µια θερµο-σταθερή DNA 
πολυµεράση  , όπως είναι για παράδειγµα η Taq πολυµεράση, ένα ένζυµο που αρχικά 
αποµονώθηκε από το θερµόφιλο βακτήριο Thermus aquaticus (Chien et al. 1976). 
Αυτή η πολυµεράση DNA συνθέτει ενζυµικά µια νέα έλικα του DNA από δοµικά 
στοιχεία, τα νουκλεοτίδια. Χρησιµοποιεί µια µονόκλωνη έλικα DNA ως πρότυπο και 
εκκινητές DNA για την έναρξη της δράσης της. Η πλειοψηφία των µεθόδων PCR 
χρησιµοποιεί θερµική κυκλοποίηση απαραίτητη για την αποδιάταξη των δύο ελίκων 
του DNA σε υψηλή θερµοκρασία. Σε χαµηλότερη θερµοκρασία, κάθε έλικα 
χρησιµοποιείται ως εκµαγείο για τη σύνθεση του DNA από τη πολυµεράση DNA µε 
αποτέλεσµα την επιλεκτική ενίσχυση του στόχου DNA. Η επιλεκτικότητα της PCR 
είναι το  αποτέλεσµα της χρήσης εκκινητών που είναι συµπληρωµατικοί προς την 
περιοχή του DNA που στοχεύεται για ενίσχυση υπό συγκεκριµένες συνθήκες 
θερµικής κυκλοποίησης (Patrinos et al. 2008, εκδόσεις Παρισιανού). 
 
2.3.2 Υλικά της PCR 
 

Για την πραγµατοποίηση της τεχνικής PCR απαιτούνται τα παρακάτω 
αντιδραστήρια

  
και εξοπλισµός (Sambrook και Russel 2001): 

• Θερµικός κυκλοποιητής 
• ∆είγµα (DNA εκµαγείο που περιέχει την περιοχή-στόχο του DNA που 

επιθυµούµε να ενισχυθεί) 
• ∆ύο εκκινητές (primers) που σχεδιάζονται έτσι ώστε να συνδέονται βάσει 

συµπληρωµατικότητας  στο 5’ άκρο ενός τµήµατος εκατέρωθεν του DNA 
στόχου αφήνοντας το 3’ άκρο τους ελεύθερο για να δράσει η πολυµεράση. Οι 
εκκινητές έχουν συνήθως µήκος 18-22 βάσεις και η θερµοκρασία πρόσδεσης 
εξαρτάται από την περιεκτικότητά τους σε G-C, A-T. Συνήθως περιέχουν 
περίπου 45-55% GC και δεν θα πρέπει να εµφανίζουν συµπληρωµατικότητα 
µεταξύ τους ή σχηµατισµό εσωτερικών δευτεροταγών δοµών (π.χ. θηλιές, 
βρόγχους). 

• Πολυµεράση DNA. Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε η Τaq πολυµεράση 
από την εταιρεία Invitrogen. 

• Τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs), δηλαδή τα δοµικά στοιχεία τα οποία 
η πολυµεράση DNA θα συνδέσει µεταξύ τους για να συνθέσει µια νέα αλυσίδα 
DNA. 

• Ρυθµιστικό διάλυµα, για να διατηρηθεί το pH σε επίπεδα βέλτιστα για τη 
δραστικότητα της πολυµεράσης DNA. 

• ∆ισθενή κατιόντα µαγνησίου (Μg++),  τα οποία λειτουργούν σαν συµπαράγοντας 
της πολυµεράσης DNA. Αν η ποσότητα Mg++ δεν είναι αρκετή παρατηρείται 
µειωµένη παραγωγή προϊόντος, ενώ αντίθετα αν είναι αυξηµένη εµφανίζονται 
παραπροϊόντα λόγω µη ειδικής αντίδρασης (Pavlov et al. 2004). 
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2.3.3. Στάδια της θερµικής κυκλοποίησης 
 

Η PCR αποτελείται συνήθως από µια σειρά 30-40 επαναλαµβανόµενων 
αλλαγών θερµοκρασίας που ονοµάζονται κύκλοι (Εικόνα 21). Στα συγκεκριµένα 
πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν 35 κύκλοι. Κάθε κύκλος αποτελείται συνήθως από 3 
διακριτά στάδια θερµοκρασίας. Πριν την κυκλοποίηση προηγείται συνήθως ένα βήµα 
σε υψηλή θερµοκρασία (> 90 ° C), και ακολουθείται από µία θερµοκρασία για την 
επέκταση του τελικού προϊόντος. Οι θερµοκρασίες που χρησιµοποιούνται και το 
χρονικό διάστηµα της εφαρµογή τους σε κάθε κύκλο εξαρτώνται από µια σειρά 
παραµέτρων. Αυτές οι παράµετροι περιλαµβάνουν το ένζυµο που χρησιµοποιείται για 
τη σύνθεση του DNA, τη συγκέντρωση των δισθενών ιόντων και των dNTPs στην 
αντίδραση, καθώς και το µήκος και τη θερµοκρασία τήξης (Tm) των εκκινητών 
(Rychlik 1990). 

Το πρώτο βήµα περιλαµβάνει τη θέρµανση σε θερµοκρασία 94-96°C, η οποία 
πραγµατοποιείται για 5 λεπτά. Aπαιτείται µόνο για DNA πολυµεράσες που απαιτούν 
ενεργοποίηση µέσω θερµότητας µε hot-start PCR. Ακολουθεί το αποδιατακτικό βήµα 
το οποίο είναι το πρώτο κανονικό γεγονός κυκλοποίησης  και αποτελείται από τη 
θέρµανση της αντίδρασης στους 94 µε 98°C για 45 δευτερόλεπτα. Προκαλεί 
αποδιάταξη του DNA µέσω διάσπασης των δεσµών υδρογόνου µεταξύ 
συµπληρωµατικών βάσεων, παράγοντας  µονόκλωνες αλυσίδες DNA. Ακολουθεί η 
υβριδοποίηση, όπου η θερµοκρασία της αντίδρασης µειώνεται στους 62 ° C για 45 
δευτερόλεπτα, επιτρέποντας την προσκόλληση των εκκινητών στο µονόκλωνο DNA 
πρότυπο. Συνήθως η θερµοκρασία υβριδοποίησης είναι περίπου 3-5οC κάτω από το 
Τm των εκκινητών. Σταθεροί δεσµοί υδρογόνου σχηµατίζονται µόνο όταν η 
ακολουθία των εκκινητών συνδέεται µε µεγάλη συγγένεια µε την ακολουθία-
πρότυπο. Η πολυµεράση συνδέεται µε το υβρίδιο εκκινητή-προτύπου και αρχίζει τη 
σύνθεση DNA. 

Στη συνέχεια ακολουθεί επέκταση του DNA, κατά το βήµα επιµήκυνσης. Η 
θερµοκρασία στη φάση αυτή εξαρτάται από την πολυµεράση DNA που 
χρησιµοποιείται. Η Taq πολυµεράση για παράδειγµα έχει βέλτιστη δραστικότητα σε 
θερµοκρασία  72°C (Lawyer et al. 1993). Σε αυτό το βήµα, η πολυµεράση DNA 
συνθέτει µια   νέα   έλικα   DNA   συµπληρωµατική   της   έλικας   του   DNA   

 
Εικόνα 21: Σχηµατική απεικόνιση 
των βηµάτων της PCR: 
1.  Αποδιάταξη  
2.  Επαναδιάταξη.  
3.  Επιµήκυνση 
4. Ολοκλήρωση κύκλου  
 
Σε κάθε κύκλο και οι δύο κλώνοι 
DNA αποτελούν εκµαγείο για τον 
επόµενο κύκλο, µε αποτέλεσµα να 
διπλασιάζεται το ποσό του 
αντιγραφόµενου DNA για κάθε νέο 
κύκλο (στην εικόνα φαίνεται το 
συνολικό αποτέλεσµα 3 κύκλων). 
(http://thunder.biosci.umbc.edu/cla
sses/biol414/spring2007/index.php
/Steps_of_PCR) 
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προτύπου µε την προσθήκη dNTPs που είναι συµπληρωµατικά προς το πρότυπο µε 
κατεύθυνση 5' προς  3'. Ο χρόνος επέκτασης εξαρτάται τόσο από τη 
χρησιµοποιούµενη DNA πολυµεράση όσο και από το µήκος του DNA που 
ενισχύεται. Υπό βέλτιστες συνθήκες, δηλαδή εάν δεν υπάρχουν δυσκολίες λόγω 
περιορισµού υποστρώµατος  ή αντιδραστηρίων, σε κάθε βήµα επέκτασης, το ποσό 
του DNA στόχου διπλασιάζεται µε αποτέλεσµα την εκθετική ενίσχυσή του. Τέλος, 
περιστασιακά χρησιµοποιείται η φάση της τελικής επιµήκυνσης, η οποία 
πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία 72°C για 10 λεπτά µετά τον τελευταίο κύκλο PCR 
για να διασφαλιστεί ότι τυχόν εναποµείνουσες µονόκλωνες έλικες DNA θα 
επεκταθούν πλήρως. 

Μετά το πέρας της αντίδρασης το προϊόν της PCR µπορεί να διατηρηθεί 
στους 4°C, για σχετικά µικρή όµως χρονική διάρκεια (Patrinos et al. 2008, εκδόσεις 
Παρισιανού). Στον Πίνακα 2 παρουσιάζονται όλα τα αντιδραστήρια που 
χρησιµοποιήθηκαν στην εκτέλεση των αντιδράσεων καθώς και οι ποσότητές τους ανά 
δείγµα. 

 
 
Πίνακας 2: Σύνοψη των συγκεντρώσεων των  αντιδραστηρίων που χρησιµοποιήθηκαν για την 
εκτέλεση PCR µε χρήση Taq πολυµεράσης. 

 
 

Η συνολική διαδικασία ξεκίνησε µε προετοιµασία ενός κύριου µείγµα (mix), 
το οποίο περιέχει όλα τα αντιδραστήρια - εκτός από το DNA - υπολογισµένα σε 
ποσότητες που καλύπτουν όλες τις επιµέρους αντιδράσεις. Στη συνέχεια µοιράστηκαν 
από 49µl από το mix σε κάθε σωλήνα eppendorf. Στη συνέχεια, σε κάθε eppendorf 
προστέθηκε από 1µl DNA από το εκάστοτε δείγµα, πραγµατοποιήθηκε µια ταχύτατη 
φυγοκέντρηση (spin) και όλα τα eppendorfs τοποθετήθηκαν στο µηχάνηµα 
κυκλοποίησης. 

Απαραίτητη για την επιβεβαίωση της εγκυρότητας των αποτελεσµάτων 
κρίνεται η χρήση ενός αρνητικού µάρτυρα / αρνητικού ελέγχου (negative control). 
Ποσότητα από το µείγµα προστίθεται πάντα σε ένα eppendorf, χωρίς την ακόλουθη 
προσθήκη του 1µl DNA. Με αυτό τον τρόπο είναι δυνατόν να διαπιστωθεί η ύπαρξη 
τυχόν επιµολύνσεων από εξωγενές DNA. Αναγνωρίζεται επιµόλυνση στην 
περίπτωση που ο αρνητικός έλεγχος δώσει προϊόν στην ηλεκτροφόρηση που 
πραγµατοιποιείται σε πηκτή αγαρόζης. Οι συνθήκες που εφαρµόστηκαν για τη 
διαδικασία της κυκλοποίησης ήταν οι ίδιες και για τα δύο γονιδιακά τµήµατα και 
παρουσιάζονται στον Πίνακα 3. Οι αλληλουχίες των εκκινητών που 
χρησιµοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.  

 

 ATP6 NADH2 

Αντιδραστήρια 
Αρχική 

συγκεντρωση 

Τελική 
συγκέντρωση 
στο µείγµα 

Τελικός 
όγκος / 
δείγµα 

Αρχική 
συγκέντρωση 

Τελική 
συγκέντρωση  
στο µείγµα 

Τελικός 
όγκος / 
δείγµα 

DNA ~200ng/ul - 1 µl ~200ng/ul - 1 µl 
forward primer 50pmoles 1pmole 1 µl 50pmoles 1pmole 1 µl 
reverse primer 50pmoles 1pmole 1 µl 50pmoles 1pmole 1 µl 

PCR buffer  10x 1x 5 µl 10x 1x 5 µl 
MgCl2   50mM 2mM 2 µl 50mM 2mM 2 µl 
dNTPs  10mM each 0,2mM each 1 µl 10mM each 0,2mM each 1 µl 

Taq polymerase 5u/ml 1unit 0,2 µl 5u/ml 1unit 0,2 µl 
dH2O - - 38,8 µl - - 38,8 µl 

Τελικός όγκος - - 50 µl - - 50 µl 
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Πίνακας 3: Συνθήκες PCR για τα γονίδια ATP6 και NADH2 
 

Γονίδιο Συνθήκες PCR 
 95oC 4 min 
 95oC 40 sec 

ATP6 και NADH2 52 oC 50 sec 
 72 oC 40 sec 
 72 oC 10 min 
 4 oC διατήρηση 

 
 
 
Πίνακας 4: Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση των γονιδίων 
ATP6 και NADH2. 

 
Ο forward εκκινητής του γονιδίου ΑΤΡ6 δεσµεύεται στις βάσεις 8132-8153 

του γονιδίου, ενώ ο  reverse εκκινητής συνδέεται στις βάσεις 4472-4448.  
Ο forward και ο reverse εκκινητής του γονιδίου NADH2 δεσµεύται στις 

βάσεις 8132-8153 και 8582-8560, αντίστοιχα. 
 
 
2.3.4. Έλεγχος προϊόντων PCR 
 

Για να επιβεβαιωθεί η ενίσχυση µε PCR του επιθυµητού τµήµατος DNA, 
πραγµατοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση του PCR προϊόντος σε πηκτή αγαρόζης. Με τον 
τρόπο αυτό διαχωρίζονται τα προϊόντα της PCR 
µε βάση το µέγεθος και διαπιστώνουµε την 
τυχόν ύπαρξη παραπροϊόντων. Ο διαχωρισµός 
αυτός γίνεται υπό την επίδραση ενός 
ηλεκτρικού πεδίου. Τα αρνητικά φορτισµένα 
νουκλεϊκά οξέα κινούνται προς το θετικό πόλο 
της συσκευής ηλεκτροφόρησης (Εικόνα 22) , µε 
τα µικρότερα σε µέγεθος µόρια να 
µεταναστεύουν πιο γρήγορα από τα µεγαλύτερα 
µόρια. Για να γίνουν ορατές οι ζώνες του DNA 
χρησιµοποιείται µια συσκευή UV ακτινοβολίας. 

 
Αντιδραστήρια: 

• Αγαρόζη  
• Ρυθµιστικό διάλυµα (Buffer)  - TAE 1x  
• ∆ιάλυµα φόρτωσης (Loading buffer) 
• Βρωµιούχο αιθίδιο (ΕtBr) 

 

Γονίδιο Εκκινητής Αλληλουχία 
Μέγεθος 
προϊόντος 

ΑΤΡ6 
 

Forward TCC CCC AAA GGA CGA ACC TGG G 428 ζεύγη 
βάσεων Reverse AGG CTT GAA TTA GGG CCA CAG CA 

NADH2 
 

Forward TAA GGC CAC ACC ACG ATC AAC AGA 395 ζεύγη 
βάσεων Reverse TGG GCA ATT GAG GAA TAC GCT AGG A 

Εικόνα 22: Συσκευή ηλεκτροφόρησης 
(http://www.topac.com/electrophores
is3.html)  

35 κύκλοι 
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Εξοπλισµός: 
• Ζυγός ακριβείας 
• Φούρνος µικροκυµάτων 
• Ηλεκτροφορητική συσκευή (Εικόνα 22) 
• Καλούπι για το σχηµατισµό της πηκτής 
• Ταινία για το καλούπι 
• Xτενάκια 
• Συσκευή εκποµπής υπεριώδους ακτινοβολίας (UV) 
 

Γενικά η συγκέντρωση των πηκτωµάτων αγαρόζης µπορεί να κυµαίνεται από 
0,7% (καλός διαχωρισµός τµηµάτων 5-10 kb) έως 2% (καλός διαχωρισµός µικρών  
τµηµάτων µεγέθους  0,2-1kb). Γενικά, υπάρχει αρκετά µεγάλη ποικιλία ρυθµιστικών 
διαλυµάτων που χρησιµοποιούνται για την ηλεκτροφόρηση σε αγαρόζη. Τα πιο κοινά 
από αυτά είναι το Tris/Acetate/EDTA (TAE) και το Tris/Borate/EDTA (TBE). Το 
ΤΑΕ έχει τη µικρότερη ρυθµιστική ικανότητα αλλά παρέχει καλύτερη ανάλυση για 
µεγαλύτερα τµήµατα DNA. Αυτό σηµαίνει  χαµηλότερη τάση ηλεκτροφόρησης, άρα 
περισσότερος χρόνος ηλεκτροφόρησης αλλά και καλύτερο προϊόν (Scorpio 2000). 

 
2.3.5. Παρασκευή διαλύµατος ΤΑΕ 1x 
 

Για  την κατασκευή της πηκτής αγαρόζης καθώς και για το buffer της 
ηλεκτροφόρησης χρησιµοποιήθηκε ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ 1x το οποίο 
παρασκευάστηκε µε αραίωση 20 ml ΤΑΕ 50x σε 980 ml dH2O. Το αρχικό διάλυµα 
ΤΑΕ 50x παρασκευάστηκε µε διαλυτοποίηση 121 gr Tris base σε 28,5 ml οξικό οξύ, 
50 ml EDTA 0,5 M και Η2Ο µέχρι τελικό όγκο 500 ml (Stellwagen E. και Stellwagen 
N.C. 2002). 

 
2.3.6. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR σε πηκτή αγαρόζης 2% 
 

Η διαδικασία παρασκευής της πηκτής αγαρόζης επαναλαµβάνεται όπως 
ακριβώς περιγράφτηκε στην ενότητα 2.2.2., για τον ποιοτικό έλεγχο του γενωµικού 
DNA των δειγµάτων, µε τη διαφορά ότι για την παρασκευή πηκτής 2% αντί για 1% 
ζυγίστηκαν 0,6 gr αγαρόζης και προστέθηκαν σε κωνική φιάλη η οποία περιείχε  30 
ml διαλύµατος ΤΑΕ 1x. Επίσης προστέθηκαν 4 µl βρωµιούχο αιθίδιο µε ταυτόχρονη 
ανάδευση της κωνικής. Το διάλυµα αφέθηκε για 20 λεπτά περίπου στο ειδικό καλούπι 
για να στερεοποιηθεί και να σχηµατίσει την πηκτή η οποία στη συνέχεια 
µεταφέρθηκε στην ηλεκτροφορητική συσκευή. 

Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν 3µl από κάθε προϊόν της PCR αναµεµιγµένα 
µε 5µl loading buffer τα οποία τοποθετήθηκαν στις ειδικά διαµορφωµένες θέσεις της 
πηκτής. Η συσκευή ρυθµίστηκε στα 150 V και η πηκτή αφέθηκε για περίπου 15 
λεπτά. Με το τέλος της ηλεκτροφόρησης η πηκτή τοποθετήθηκε για παρατήρηση σε 
συσκευή εκποµπής υπεριώδους ακτινοβολίας, για να διαπιστωθεί η παρουσία ή 
απουσία ανιχνεύσιµης ποσότητας PCR προϊόντος. Με αυτό τον τρόπο κάθε ζώνη που 
περιέχει πάνω από 20 ng DNA καθίσταται διακριτή. Εκτός από την παρουσία ή 
απουσία PCR προϊόντος µπορεί να ανιχνευθεί και η πιθανή ύπαρξη παραπροϊόντος ή 
επιµόλυνσης µε τη µορφή επιπλέον δευτερευόντων ζωνών.  
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2.4. Ανάλυση πολυµορφισµού µονόκλωνης διαµόρφωσης (SSCP)  
 

Τα δείγµατα που ενισχύθηκαν ικανοποιητικά υποβλήθηκαν στη συνέχεια σε 
ανάλυση Single Strand Conformational Polymorphism ή SSCP (Εικόνα 23).  Η 
τεχνική αυτή βασίζεται στον διαχωρισµό µονόκλωνων νουκλεϊνικών οξέων υπό την 
επίδραση ηλεκτρικού φορτίου. Ακόµη και ελάχιστες διαφορές στην αλληλουχία 
(συχνά σε µία µόνο βάση ανάµεσα σε εκατοντάδες) οδηγούν σε διαφορετική 
δευτεροταγή δοµή των κλώνων και κατά συνέπεια σε σηµαντική διαφορά στην 
κινητικότητά τους κατά µήκος της πηκτής. Οι µικρές αλλαγές είναι παρατηρήσιµες 
λόγω της σχετικά ασταθούς κατάστασης του µονόκλωνου DNA. Όταν η αλυσίδα 
είναι µονόκλωνη, αναδιπλώνεται στο χώρο και οι µη ζευγαρωµένες βάσεις της 
σχηµατίζουν εσωτερικά ζεύγη που οδηγούν σε τρισδιάστατες θηλιές και πτυχώσεις. 
Έτσι, η κάθε µονόκλωνη νουκλεϊκή αλυσίδα αποκτά µια τρισδιάστατη δοµή 
µοναδική για τη συγκεκριµένη ακολουθία βάσεων, η οποία είναι πλήρως ανεξάρτητη 
του µήκους της. 

 
 

 
 

 
 
 
Η SSCP είναι µια οικονοµική και ευαίσθητη τεχνική. Έχει την ικανότητα να 

ανιχνεύει πολυµορφισµούς και µεταλλάξεις σε πολλαπλές θέσεις αλλά συνήθως 
χρησιµοποιείται για την ανίχνευση πολυµορφισµών σε ένα γενετικό τόπο στην 
διάγνωση ασθενειών. Κάτω από βέλτιστες συνθήκες, η ανάλυση SSCP δύναται να 
ανιχνεύσει µέχρι και το 97% των πιθανών τροποποιήσεων σε µια αλληλουχία. 

Υπάρχουν εντούτοις ορισµένοι παράγοντες που επηρεάζουν την 
αποτελεσµατικότητα της τεχνικής και θα πρέπει να ελέγχονται. Η κινητικότητα των 
µονόκλωνων αλυσίδων  DNA εξαρτάται από τη θερµοκρασία. Για καλύτερα 
αποτελέσµατα η τεχνική θα πρέπει να εφαρµόζεται σε σταθερή θερµοκρασία. 
Επιπλέον, η ευαισθησία της ανάλυσης SSCP εξαρτάται από τα επίπεδα του pH. Τα 
δίκλωνα µόρια DNA συνήθως αποδιατάσσονται σε βασικές συνθήκες, δηλαδή σε 
αυξηµένες τιµές pH. Για το λόγο αυτό θα πρέπει το buffer ηλεκτροφόρησης (ΤΒΕ 1x) 
να διατηρήσει το pH του σε χαµηλά σχετικά επίπεδα, γεγονός που επιτυγχάνεται µε 
την προσθήκη γλυκερόλης στην πηκτή ακρυλαµίδης. 

 Η προσθήκη γλυκερόλης ελαττώνει την τιµή του pH ρυθµιστικού διαλύµατος 
µε αποτέλεσµα να αυξάνεται η ευαισθησία της SSCP ανάλυσης και να λαµβάνονται 
πιο ευδιάκριτα αποτελέσµατα (Kukita et al. 1997). Ακόµη, το µήκος του τµήµατος 
επηρεάζει την ανάλυση SSCP. Για βέλτιστα αποτελέσµατα, το µέγεθος των τµηµάτων 

Εικόνα 23:  Η διαδικασία της ανάλυσης SSCP: 
 
(επάνω) Τα τρία τµήµατα του δίκλωνου DNA µε 
τις αντίστοιχες µονόκλωνες τρισδιάστατες δοµές.  
 
(κάτω) Όλα τα τµήµατα ηλεκτροφορούνται σε 
πηκτή 
 
Τα µονόκλωνα µόρια παρουσιάζουν σηµαντική 
διαφορά στην κινητικότητα : το µικρό κόκκινο 
µόριο κινείται πιο γρήγορα στην πηκτή τόσο από 
το µπλε όσο και από το µεγάλο πράσινο µόριο. 
Όσο πιο µακριά είναι οι  ζώνες µεταξύ τους, τόσο 
περισσότερο διαφέρουν οι νουκλεοτιδικές 
αλληλουχίες. 
(http://www.moleculardetective.org/TutorialProt
eomics/GelElectrophoresis02) 
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DNA θα πρέπει να κυµαίνεται µεταξύ 150-300 ζεύγη βάσεων. Επίσης η γλυκερόλη 
είναι ένας ακόµη παράγοντας του οποίου η παρουσία στην πηκτή µπορεί να 
διευκολύνει την ανάλυση µεγαλύτερων τµηµάτων DNA µε επαρκή ευαισθησία (Hu 
και O’Saughnessy 2001).  
 
 
2.4.1. Παρασκευή 125 ml πηκτής ακρυλαµίδης 8% 
 
Αντιδραστήρια: 

• ακρυλαµίδη 
• δις-ακρυλαµίδη 
• γλυκερόλη 50% 
• ΤΒΕ 10Χ 
• APS (υπερθεϊικό αµµώνιο, Αmmonium Persulfate) 20% 
• TEMED (τετραµεθυλεθυλοδιαµίνη, Tetramethylethylenediamine) 

Εξοπλισµός: 
• ζυγός  
• κωνική φιάλη 
• ποτήρι ζέσεως 
• ογκοµετρικός κύλινδρος 
• διηθητικό χαρτί 
• µαγνήτης 
• ηλεκτροφορητική συσκευή για πηκτές ακρυλαµίδης 
• αναδευτήρας 
• 4 τζάµια 
• 4 spacers των 2 χιλιοστών 
• βαζελίνη 
• συσκευή στήριξης για τα τζάµια  

 
Αρχικά, στην ειδική συσκευή στήριξης, 

τοποθετήθηκαν τα τέσσερα τζάµια, τα οποία  
εφάρµοσαν µεταξύ τους ανά δύο µε τη 
βοήθεια δύο spacers 2 χιλιοστών. Τόσο στα 
spacers όσο και στα σηµεία εφαρµογής των 
τζαµιών µε τη συσκευή χρησιµοποιήθηκε 
επάλειψη µε ποσότητα βαζελίνης για την 
καλύτερη εφαρµογή µεταξύ τους. Κάθε 
ζευγάρι τζαµιών χρησιµοποιείται για τη 
δηµιουργία µιας πηκτής ακρυλαµίδης. 
Προετοιµάζοντας την πηκτή ακρυλαµίδης 8%, 
ζυγίστηκαν στη ζυγαριά 10gr ακρυλαµίδης 
και 0,25gr δις-ακρυλαµίδης. Τα δύο 
συστατικά τοποθετήθηκαν σε κωνική φιάλη 
µαζί µε 70ml H2O, 10ml γλυκερόλη 50% και 
7,5ml ΤΒΕ. Η κωνική φιάλη τοποθετήθηκε 
στον αναδευτήρα για να οµογενοποιηθεί το 
περιεχόµενο µε τη βοήθεια ενός µικρού µαγνήτη. Μόλις διαλυτοποιήθηκαν πλήρως 
όλα τα συστατικά, πραγµατοποιήθηκε διήθηση µε τη βοήθεια διηθητικού χαρτιού σε 
ογκοµετρικό κύλινδρο. Ο ογκοµετρικός κύλινδρος συµπληρώθηκε µε H2O µέχρι 
όγκου 125ml. Το διήθηµα µεταφέρθηκε σε κωνική φιάλη και προστίθενται 125µl 

Εικόνα 24: Συσκευή ηλεκτροφόρησης 
πηκτής ακρυλαµίδης, για SSCP ανάλυση 
(http://www.moleculardetective.org/Tuto
rialProteomics/GelElectrophoresis02) 
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ΤΕΜΕD και 750µl APS 20%. Το TEMED ή αλλιώς τετραµεθυλεθυλοδιαµίνη 
χρησιµοποιείται µαζί µε το ΑPS ή υπερθειϊκό αµµώνιο, για την κατάλυση του 
πολυµερισµού της ακρυλαµίδης όταν κατασκευάζονται πηκτές πολυακρυλαµίδης. Το 
πολυακρυλαµίδιο είναι ένα µεγάλο µόριο που αποτελείται από µεγάλες αλυσίδες 
µορίων ακρυλαµίδης που ενώνονται µεταξύ τους µε µηχανισµό ελευθέρων ριζών. Για 
να αρχίσει ο πολυµερισµός του πολυακρυλαµιδίου απαιτείται ένας καταλύτης 
έναρξης όπως το υπερθειικό αµµώνιο (ammonium persulfate, APS) που θα 
δηµιουργήσει τις πρώτες ελεύθερες ρίζες και ένας ενεργοποιητής του καταλύτη όπως 
το TEMED. Για το σχηµατισµό του πηκτώµατος απαιτείται επιπλέον ένα µόριο που 
θα δηµιουργήσει πλευρικούς δεσµούς µεταξύ των αλυσίδων πολυακρυλαµιδίου και 
αυτό είναι η µεθυλενο-δις-ακρυλαµίδη. Η πηκτή δηµιουργήθηκε από την ένωση των 
µονοµερών ακρυλαµίδης (CH2=CH-CO-NH2) σε µακριές αλυσίδες καθώς και από τη 
δηµιουργία εγκάρσιων διακλαδώσεων µε Ν, Ν µεθυλενο-δις-ακρυλαµίδη (CH2=CH-
CO-NH-CH2-NH-CO-CH-CH2) (Shi 1998).  

 Ακολούθησε γρήγορη ανάδευση και το διάλυµα χύθηκε µε ταχείες κινήσεις 
ανάµεσα στα τζάµια πριν προλάβει να πήξει. Τοποθετήθηκαν κατάλληλα χτενάκια (ο 
αριθµός των θέσεων των οποίων ποικίλλει κάθε φορά µεταξύ 20 ή 15 θέσεων, 
ανάλογα µε τον αριθµό των δειγµάτων που θα ‘τρέξουν’ κάθε φορά) τα οποία θα 
σχηµατίσουν τα ‘πηγαδάκια’ της πηκτής. Το διάλυµα αφέθηκε για περίπου µισή ώρα 
ώσπου να πολυµεριστεί. 

Μέχρι να σταθεροποιηθεί η πηκτή, πραγµατοποιήθηκε η προετοιµασία των 
δειγµάτων που τοποθετούνται στα ‘πηγαδάκια’ της πηκτής. Σε καθαρά eppendorfs 
χωρητικότητας 1,5 ml τοποθετήθηκαν 5µl PCR προϊόντος και 10µl αποδιατακτικού 
διαλύµατος, µια χρωστική που θα προσδώσει στο DNA βάρος ώστε να κατακαθίσει 
στο κάτω µέρος του ‘πηγαδιού’. Τα δείγµατα διατηρήθηκαν στο ψυγείο µέχρι να 
πήξει το διάλυµα και να σχηµατιστεί η πηκτή ακρυλαµίδης. Μόλις 
πραγµατοποιήθηκε ο σχηµατισµός της πηκτής, τα τζάµια αποµακρύνθηκαν από τη 
συσκευή, αφαιρέθηκαν τα χτενάκια και τα πηγάδια καθαρίστηκαν καταλλήλως για να 
αποµακρυνθούν τυχόν υπολείµµατα ακρυλαµίδης επάνω στα τζάµια. Τα τζάµια 
στερεώθηκαν στη συσκευή ηλεκτροφόρησης κατακόρυφα (Εικόνα 24) και η συσκευή 
συµπληρώθηκε µε ρυθµιστικό διάλυµα TBE 0,5x. 

Τα δείγµατα που είχαν προηγουµένως τοποθετηθεί στο ψυγείο µετακινήθηκαν 
στο αποδιατακτικό µηχάνηµα ώστε να αποδιαταχτούν οι κλώνοι του DNA µεταξύ 
τους και να δηµιουργηθούν τελικά µονόκλωνα µόρια DNA. Στη διαδικασία 
αποδιάταξης πραγµατοποιούνται οι εξείς µεταβολές θερµοκρασίας: 95οC  για 2 min, 
97οC  για 2 min και 99οC  για 7 min. Η αποδιάταξη τερµατίστηκε περίπου ενάµιση 
λεπτό  πριν  τελειώσει η αποδιάταξη στους 99οC ώστε να έχει διαχωριστεί  το 
µεγαλύτερο ποσοστό των  κλώνων και τα δείγµατα τοποθετήθηκαν αµέσως στον 
πάγο για να µην επανυβριδοποιηθούν οι κλώνοι. Στη συνέχεια τα δείγµατα 
τοποθετήθηκαν µε πιπέτα στις ειδικές θέσεις-πηγάδια της πηκτής. Η συσκευή 
ρυθµίστηκε στα 210V και η πηκτή αφέθηκε στη συσκευή ηλεκτροφόρησης για 
περίπου 21 ώρες. 

 
 
2.4.2. Παρασκευή ρυθµιστικού διαλύµατος ΤΒΕ 10x 
 

Αρχικά, παρασκευάστηκε ποσότητα συµπυκνωµένου ρυθµιστικού διαλύµατος 
ΤΒΕ 10x µε ζύγιση 60,5gr Tris base 0,5Μ και 30,85gr βορικού οξέος (3% w/v), τα 
οποία διαλυτοποιήθηκαν σε 900mL dH2O. Στη συνέχεια προστέθηκαν 40mL EDTA 
0,5M και ακολούθως προστέθηκε ddH2O µέχρι τελικού όγκου 1L. Για  την 
κατασκευή του πηκτής ακρυλαµίδης καθώς και ως ρυθµιστικό διάλυµα της 
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ηλεκτροφόρησης ακρυλαµίδης χρησιµοποιήθηκαν αραιώσεις του αρχικού διαλύµατος 
ΤΒΕ, σε συγκεντρώσεις 1x και 0,5x αντίστοιχα. 

 
2.4.3 Χρώση µε νιτρικό άργυρο (silver staining) 
 

Η πηκτή ακρυλαµίδης είναι αρχικά διαφανής. Για να γίνουν ορατές οι ζώνες 
του DNA, η πηκτή πρέπει να υποβληθεί σε χρώση νιτρικού αργύρου. Ο νιτρικός 
άργυρος έχει την ικανότητα να δεσµεύεται στο DNA και να σχηµατίζει αδιάλυτα 
σύµπλοκα φωσφορικού αργύρου µε τις φωσφορικές οµάδες του DNA. Όταν 
υπόκειται σε κάποιον αναγωγικό παράγοντα, όπως π.χ. την φορµαλδεΰδη (HCHO), 
παρουσία βάσης, µαυρίζει. Έτσι, οι ζώνες χρωµατίζονται σκούρο καφέ, ενώ η 
υπόλοιπη πηκτή βάφεται κίτρινη.  

Με το τέλος της ηλεκτροφόρησης, αφαιρέθηκαν τα τζάµια από τη συσκευή και 
αποµακρύνθηκε η πηκτή αφού πρώτα σηµειώθηκε καταλλήλως η κατεύθυνση µε την 
οποία τοποθετήθηκαν τα δείγµατα. Η πηκτή στη συνέχεια τοποθετήθηκε σε νάυλον 
µεµβράνη, µέσα σε ειδικά µεταλλικά σκεύη, στον αναδευτήρα. Για τη συνέχεια στη 
διαδικασία της χρώσης, προετοιµάστηκαν τρία διαφορετικά διαλύµατα: 

 
• ∆ιάλυµα 1 

Σε ογκοµετρικό κύλινδρο τοποθετήθηκαν 10 ml αιθανόλη  100%, 0,5 ml οξικό 
οξύ και ddH2O µέχρι τελικού όγκου 400 ml. Το περιεχόµενο αναδεύτηκε και 
ρίχθηκαν στην πηκτή τα 200 ml. Ακολούθησε ανάδευση για 3min. Στη συνέχεια 
αφαιρέθηκε µε αναρρόφηση το υγρό και η διαδικασία επαναλήφθηκε µε τα υπόλοιπα 
200 ml για άλλα 3min. Ακολούθησε µία πλύση µε dH2O για 1 min. 
 
• ∆ιάλυµα 2 

Σε ογκοµετρικό κύλινδρο τοποθετήθηκε µαγνήτης, 0,2 gr νιτρικού αργύρου και 
200ml dH2O. Το περιεχόµενο αφέθηκε για λίγα λεπτά στον αναδευτήρα για να 
οµογενοποιηθεί και ρίχθηκε στην πηκτή να αναδευτεί για 15min. Ακολούθησε διπλή 
πλύση µε dH2O για 1min. 
 
• ∆ιάλυµα 3 

Ζυγίστηκαν 3 gr NaOH  και  0,01 gr NaBH4 και τοποθετήθηκαν σε ποτήρι 
ζέσεως. Προστέθηκαν 200 ml ddH2O και 1ml  φορµαλδεΰδη. Το διάλυµα 
µεταφέρθηκε στην πηκτή όπου και αναδεύτηκε. Το υγρό αφαιρέθηκε σε 10-15 λεπτά, 
όταν δηλαδή η πηκτή είχε βαφτεί τόσο όσο να ξεχωρίζουν καθαρά οι καφέ ζώνες του 
DNA στο κίτρινο φόντο. Ακολούθησε διπλή πλύση της πηκτής µε dH2O για 1 λεπτό 
περίπου.  
 

Τέλος, αφαιρέθηκε κάθε περίσσεια νερού και η πηκτή τυλίχθηκε σε διαφανή 
µεµβράνη ώστε να αποτραπεί η γρήγορη αφυδάτωσή της. Στην κατάσταση αυτή, η 
πηκτή ακρυλαµίδης µπορεί να διατηρηθεί για 6 περίπου µήνες. Τα εµφανιζόµενα 
πρότυπα ζωνών µετά τη χρώση παρατηρήθηκαν υπό το φως λάµπας. 

 
 

2.5. Καθαρισµός των PCR προϊόντων 
 

Τα δείγµατα που εµφάνισαν διαφορετικό ηλεκτροφορητικό πρότυπο 
συγκεντρώθηκαν και υποβλήθηκαν εκ νέου σε PCR τελικού όγκου 50µl.  Περίπου 
2µl από το PCR προϊόν ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 2% η οποία 
παρατηρήθηκε σε συσκευή UV για να διαπιστωθεί εάν το επιθυµητό τµήµα έχει 
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ενισχυθεί αρκετά. Στη συνέχεια, το προϊόν που είχε αποµείνει καθαρίστηκε µε kit 
καθαρισµού PCR προϊόντος της Invitrogen µε κωδικό Κ2100-12 για την ανάκτηση 
καθαρού PCR προϊόντος. Ο καθαρισµός πραγµατοποιήθηκε µε βάση εγχειρίδιο 
οδηγιών από τον κατασκευαστή και ο τελικός όγκος καθαρού PCR προϊόντος που 
απέδωσε ήταν περίπου 50µl ανά δείγµα. 
 
2.5.1. Ποσοτική εκτίµηση του καθαρισµού 
 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός του προϊόντος PCR έγινε µε φωτοµέτρηση στα 
260 nm. Χρησιµοποιήθηκε 1 µl από το προϊόν το οποίο αραιώθηκε σε 99 µl ddH2O. 
Τo διάλυµα τοποθετήθηκε σε κυψελίδα και εισήχθηκε στο φωτόµετρο η κατάλληλη 
αραίωση. Η τιµή που έδωσε το φωτόµετρο για κάθε δείγµα αντιστοιχούσε στη 
συγκέντρωση του DNA στο δείγµα αυτό. 
 
2.5.2. Ποιοτική εκτίµηση του καθαρισµού 
 

Για να επιβεβαιωθεί η αποτελεσµατικότητα του καθαρισµού, 
πραγµατοποιήθηκε ποιοτικός προσδιορισµός µε ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων σε 
πηκτή αγαρόζης 2%. Αναµίχθηκαν 2µl από το καθαρισµένο PCR προϊόν και 3µl 
διαλύµατος φόρτωσης και ηλεκτροφορήθηκαν αφού τοποθετήθηκαν στις κατάλληλες 
θέσεις που έχουν σχηµατιστεί στην πηκτή από τα χτενάκια. Η συσκευή 
ηλεκτροφόρησης ρυθµίστηκε στα 180 περίπου Volts και αφέθηκε εκεί την πηκτή για 
περίπου 15 λεπτά. Τέλος, η πηκτή µετακινήθηκε από τη συσκευή ηλεκτροφόρησης σε 
συσκευή UV ακτινοβολίας και εκεί έγινε πλέον ορατή η παρουσία ή η απουσία 
καθαρού PCR προϊόντος, χωρίς άλλα παραπροϊόντα. 

 
2.5.3. Κατακρήµνιση του καθαρού προϊόντος PCR 
 
Αντιδραστήρια: 

• παγωµένη αιθανόλη 100% 
• CH3COONa (οξικό νάτριο) 3M 

Εξοπλισµός: 
• φυγόκεντρος 
• φούρνος 

  
Το καθαρό προϊόν υποβλήθηκε σε κατακρήµνιση µε προσθήκη 300 µl 

παγωµένης αιθανόλης 100% και 10 µl οξικού νατρίου συγκέντρωσης 3Μ. H 
αιθανόλη είναι πολύ λιγότερο πολική σε σχέση µε το νερό, εποµένως αν προστεθεί 
αρκετή ποσότητα αιθανόλης, η έλξη µεταξύ DNA και κατιόντων που περιέχονται στο 
διάλυµα γίνεται αρκετά ισχυρή ώστε να σχηµατιστούν σταθεροί ιονικοί δεσµοί, 
γεγονός που οδηγεί στην κατακρήµνιση του DNA. Η αιθανόλη έχει πολύ µικρότερη 
διηλεκτρική σταθερά (Ν.Coulomb) από το νερό και επιτρέπει πολύ πιο εύκολα στα 
αντίθετα φορτισµένα Na+ και PO3

- να έρθουν σε επαφή (Zeugin και Barrowclough 
1985). 

Το CH3COONa είναι το άλας του οξικού οξέος. Σε διάλυµα, το CH3COONa 
διασπάται σε Na+ και [CH3COO]-. Το θετικά φορτισµένο ιόν εξουδετερώνει το 
αρνητικό φορτίο των φωσφορικών οµάδων (PO3

-) στα νουκλεϊκά οξέα καθιστώντας 
το µόριο πολύ λιγότερο υδροφιλικό και άρα πολύ λιγότερο διαλυτό στο νερό. Τα 
eppendorfs αναδεύτηκαν ελαφρά για να εξαφανιστούν οι υφές και διατηρήθηκαν 
στην κατάψυξη στους -20οC. Την επόµενη µέρα τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν στις 
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13000 rpm για 15min σε θερµοκρασία 4oC, αφαιρέθηκε το υπερκείµενο και το ίζηµα 
αποξηράνθηκε σε θερµοκρασία 37oC. Τα δείγµατα αποθηκεύτηκαν στους -20 oC 
µέχρι να σταλθούν για αλληλούχηση. 

 
2.6. Προετοιµασία των primers για αλληλούχηση 
 

Παράλληλα µε την αποστολή των δειγµάτων για αλληλούχηση, έπρεπε να 
σταλθούν και οι εκκινητές (primers) που χρησιµοποιήθηκαν, σε συγκεκριµένη 
συγκέντρωση, 10 pmol/µl. Έτσι, πραγµατοποιήθηκε αραίωση 8µl από τον κάθε 
primer που χρησιµοποιήθηκε στην PCR (C = 50 pmol/µl) σε 32µl  ddH2O. Για 
αλληλούχηση στάλθηκαν τελικά τα δείγµατα που παρουσίασαν διαφορετικό πρότυπο 
και µαζί οι τέσσερεις primers που χρησιµοποιήθηκαν (ATP6 forward & reverse, 
NADH2 forward & reverse). 
 
2.7. Κυκλική αλληλούχηση 
 

Ο όρος κυκλική αλληλούχηση αναφέρεται στην εκτέλεση των αντιδράσεων 
της αλληλούχησης, την αποδιάταξη του DNA προς αλληλούχηση και την επανάληψη 
των αντιδράσεων αλληλούχησης, σε µια κυκλική διαδικασία. Η διαδικασία αυτή 
στηρίζεται στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης για την οποία χρειάζεται το 

DNA στόχος - µήτρα, εκκινητές, µη 
σηµασµένα dNTPs, σηµασµένα µε 
φθορίζουσα χρωστική ddNTPs, Taq 
πολυµεράση, ρυθµιστικό διάλυµα και 
αποστειρωµένο νερό. Επειδή τα 
διδεοξυνουκλεοτίδια δεν έχουν το 3' OH 
άκρο ελεύθερο, τίποτα δεν µπορεί να 
συνδεθεί στη νουκλεοτιδική αλυσίδα µετά 
από ένα ddNTP (Εικόνα 25). Έτσι, η 
αλληλούχηση τερµατίζεται σε ένα φθορίζον 
ddNTP. Κάθε βάση έχει σηµανθεί µε 
διαφορετική φθορίζουσα χρωστική  όπως 
Cy3, Cy5, 6-FAM, φλουορεσκίνη, 
TAMRA, Texas Red – X, η οποία µπορεί να 
απορροφά σε διαφορετικό µήκος κύµατος 
όταν διεγερθεί  από µία πηγή  ακτινοβολίας 
laser. Έτσι και οι τέσσερεις αντιδράσεις 
δύναται για εξοικονόµηση χρόνου να γίνουν 
στο ίδιο σωληνάριο. Αυτή η κυκλική 
διαδικασία µπορεί να επαναλαµβάνεται έως 
ότου ένα από τα αντιδρώντα συστατικά 
εξαντληθεί. Η αντίδραση συνήθως 
επαναλαµβάνεται για 25-30 φορές (κύκλοι 
αντίδρασης) σε ένα θερµικό κυκλοποιητή. 

Στη συνέχεια το δείγµα τοποθετείται σε µια αποδιατακτική πηκτή πολυακρυ-λαµίδης 
σε ένα ειδικό µηχάνηµα αλληλούχησης, “DNA sequencer”. 

Τα τµήµατα του DNA µεταναστεύουν βάσει του µήκους τους και τα 
σηµασµένα ddNTPs ανιχνεύονται καθώς διέρχονται  προς το κάτω µέρος  της πηκτής. 
Το εκπεµπόµενο χρώµα σε χαρακτηριστικό µήκος κύµατος από το κάθε ddNTP 
καταγράφεται ως αντίστοιχο χρώµα στον υπολογιστή (Εικόνα 26). Τα δεδοµένα 
επεξεργάζονται από το κατάλληλο πρόγραµµα βιοπληροφορικής και τελικά 

Εικόνα 25: Επάνω: δεοξυνουκλεοτίδιο 
για χρήση στην κλασσική PCR. Κάτω: 
διδεοξυνουκλεοτίδιο (ddNTP) σηµα-
σµένο µε φθορίζουσα χρωστική για χρήση 
σε αντίδραση αλληλούχησης. 
(http://www.bio.davidson.edu/Courses/M
olbio/MolStudents/01licohen/sequencing.
html) 
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παρουσιάζονται υπό µορφή ενός χρωµατογραφήµατος (Εικόνα 27) µε έγχρωµες 
κορυφές (peaks) και τα αντίστοιχα γράµµατα της αλληλουχίας των βάσεων (Thomson 
1994). 

 

 
 

 
 

 
 
 
Για αλληλούχηση του ΑΤΡ6 γονιδίου στάλθηκαν τα δείγµατα 1-7 στα αριστερά και 
για αλληλούχηση του NADH2 γονιδίου στάλθηκαν τα δείγµατα 1-10 στα δεξιά. Η 
αρίθµηση των δειγµάτων αντιστοιχεί και στο ανάλογο πρότυπο ζωνών που 
εµφανίστηκε κατά την ανάλυση SSCP, έτσι παραδείγµατος χάριν το δείγµα µε το 
όνοµα Σπηλιά 32 εµφάνισε το πρότυπο ζωνών 5. 
 

1. Νοrth Germany 2 
2. Turkey 46 
3. Turkey 48 
4. Σάµος 31 
5. Σπηλιά 32 
6. Πύρρα 3 
7. Σέρρες 3 
 
 
 

1. Turkey 31 
2. Turkey 48 
3. North Israel 3 
4. Turkey 51 
5. Italy 4 
6. Southwest Germany 4 
7. Southwest Germany 5 
8. Σάµος 5 
9. Γρεβενά 3 
10. Χίος 2 

 
 
 
 
 

Εικόνα 27: Παράδειγµα ενός 
χρωµατογραφήµατος µε έγχρωµες 
κορυφές. Το κάθε χρώµα 
κορυφής όπως φαίνεται 
αντιστοιχεί και σε µία 
διαφορετική βάση 

Εικόνα 26: Εξοπλισµός αλληλού-
χησης, ο οποίος περιλαµβάνει από 
αριστερά  εκτυπωτή για το 
χρωµατογράφηµα, µηχάνηµα 
ηλεκτροφόρησης µε laser και 
ηλεκτρονικό υπολογιστή µε 
κατάλληλο πρόγραµµα 
βιοπληροφορικής. 
(http://www.bio.davidson.edu/Cour
sesMolbio/MolStudents/01licohen/
sequencing.html) 
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2.8. ∆ενδρογράµµατα 
 
Γενικά, για την απεικόνιση προτύπων σχετικότητας χρησιµοποιούνται ευρέως 

κλαδογράµµατα, δηλαδή διαγράµµατα που φέρουν διακλαδώσεις (κλάδοι). Τα 
κλαδογράµµατα γενικά µπορούν να κατασκευαστούν βάσει πολλών διαφορετικών 
τύπων δεδοµένων. Με προγράµµατα βιοπληροφορικής κατασκευάζονται συνήθως 
κλαδογράµµατα τα οποία απεικονίζουν σχέσεις ανάµεσα σε αλληλουχίες DNA, RNA 
ή αλληλουχίες αµινοξέων. Τα κλαδογράµµατα γενικά µπορεί να έχουν σχεδιαστεί σε 
κλίµακα –δηλαδή µε µήκος κλαδιών- ή όχι. Όταν δεν υπάρχει το µήκος κλαδιών 
φαίνονται µόνο οι σχέσεις µεταξύ ειδών/αλληλουχιών. Στην περίπτωση όµως του 
φυλογενετικού δένδρου, ενός συγκεκριµένου τύπου κλαδογράµµατος ο οποίος 
χρησιµοποιείται για την απεικόνιση εξελικτική πορεία διαφορετικών ειδών, 
οργανισµών ή γονιδίων από έναν κοινό πρόγονο, το µήκος των κλαδιών είναι 
αντιπροσωπευτικό για το προβλεπόµενο ή για το υποθετικό εξελικτικό διάστηµα 
ανάµεσα σε οργανισµούς ή αλληλουχίες νουκλεοτιδίων. Ο στόχος των 
φυλογενετικών δένδρων είναι να διευκρινίσει πως µια οµάδα αντικειµένων (συνήθως 
γονίδια ή οργανισµοί) συνδέονται µεταξύ τους και να οπτικοποιήσει τις εξελικτικές 
σχέσεις µεταξύ τους. 

Τα δενδρογράµµατα γενικά µπορεί να σχεδιάζονται άριζα ή έρριζα. Στα 
έρριζα δενδρογράµµατα, η ρίζα του δένδρου αντιπροσωπεύει τον κοινό πρόγονο 
όλων των οµάδων του δένδρου. Τα έρριζα δένδρα έχουν πάντα µια κατεύθυνση που 
αντιστοιχεί στον εξελικτικό χρόνο και έτσι επιτρέπουν να οριστούν οι σχέσεις 
προγόνου-απογόνου. Αντίθετα, τα άριζα δένδρα απεικονίζουν τις σχέσεις µεταξύ των 
κλαδιών χωρίς όµως να κάνουν παραδοχές για προγονικότητα.  

Συχνά στα κλαδογράµµατα, δίπλα σε κάθε κόµβο παρατίθεται ένας αριθµός, ο 
οποίος αντιπροσωπεύει την πιθανότητα να είναι πραγµατικός ο συγκεκριµένος 
κλάδος. Αυτή η εκτίµηση συναντάται µε τον όρο ‘Bootstrapping analysis’ και παρέχει 
τη δυνατότητα επιβεβαίωσης της εγκυρότητας των διαγραµµάτων αυτών (Efron 
1996). 

Η απεικόνιση µε τη µορφή δενδρογραµµάτων είναι χρήσιµη για την 
διαµόρφωση νέων υποθέσεων, για την ενίσχυση υπάρχοντων δεδοµένων ταξινόµησης 
καθώς και για την οργάνωση δεδοµένων βιολογικής ποικιλοµορφίας (Baum 2008), 
όµως δεν µπορούν να θεωρηθούν πλήρως έγκυρες και αληθινές περιγραφές της 
εξελικτικής ιστορίας των οργανισµών καθώς σε όλα τα κλαδογράµµατα υπάρχει ένας 
αριθµός πιθανών εξελικτικών µονοπατιών τα οποία µπορεί να έχουν οδηγήσει στο 
συγκεκριµένο πρότυπο σχέσεων το οποίο απεικονίζεται στο κλαδόγραµµα. 
Ουσιαστικά απεικονίζεται η  πιθανότητα δύο οργανισµοί ή αλληλουχίες να είναι πιο 
συγγενικές µεταξύ τους από όσο είναι µε µια τρίτη, δεν αποσαφηνίζεται όµως 
απαραίτητα το µονοπάτι το οποίο δηµιούγησε τις υπάρχουσες σχέσεις (Cates 2006). 
∆ενδρογράµµατα µε χρήση της µεθόδου συσχέτισης µη σταθµισµένων οµάδων ανά 
ζεύγη µε αριθµητικούς µέσους όρους (UPGMA: unweighted pair group method with 
arithmetic averages) χρησιµοποιήθηκαν και στην παρούσα εργασία για την 
απεικόνιση των εξελικτικών σχέσεων µεταξύ των προτύπων που ανιχνεύτηκαν µε 
ανάλυση SSCP στα δείγµατα Lepus europaeus. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
  
3.1. Αποτελέσµατα PCR  
 
Στις παρακάτω εικόνες παρουσιάζονται δείγµατα µετά από πραγµατοποίηση PCR και 
ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (Εικόνα 28) καθώς και µετά από εφαρµογή 
SSCP και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαµίδης (Εικόνα 29). 
 

 
Εικόνα 28: Ηλεκτροφόρηση προιόντων PCR. Τα δείγµατα 1-12 είναι περιοχές της Ασίας, τα 
δείγµατα 12-18 από την Ελλλάδα και το τελευταίο πηγαδάκι περιέχει αρνητικό µάρτυρα (NC). 
 
 
 
3.2. Αποτελέσµατα ανάλυσης SSCP 
 

Τα PCR προϊόντα των δειγµάτων που ενισχύθηκαν αποτελεσµατικά 
υποβλήθηκαν σε ανάλυση SSCP µε στόχο την παρατήρηση του προτύπου βάσει 
διαφορών στην αλληλουχία. Τα δείγµατα µετά από περίπου 21 ώρες έδωσαν την 
Εικόνα 29. Η ανάλυση SSCP εφαρµόστηκε για όλα τα δείγµατα τα οποία είχαν 
υποβληθεί σε ενίσχυση µέσω PCR. Στη συνέχεια έγινε προσπάθεια αντιστοιχίας κάθε 
δείγµατος σε ένα πρότυπο και επιλέχθηκε ένα αντιπροσωπευτικό δείγµα για κάθε 
πρότυπο, να σταλθεί προς αλληλούχηση. Τα πρότυπα αυτά, που επιλέχθηκαν για 
αλληλούχηση, παρουσιάζονται στοη συγκεντρωτική πηκτή που ακολουθεί, στην 
Εικόνα 30. Από τη συγκεντρωτική πηκτή επιλέχθηκαν για αλληλούχηση τα δείγµατα 
: 1, 2, 3, 4 και 6 για το γονίδιο ΑΤΡ6 και τα δείγµατα 8, 9, 10, 11, 13 και 14 για το 
NADH2. 

 
 

 1     2    3    4    5     6    7    8    9   10   11  12  13  14 15  16  17  18  NC    

Εικόνα 29: Πηκτή ακρυλαµίδης µετά από 
χρώση. Και τα πέντε δείγµατα που φαίνονται 
στην εικόνα παρατηρούµε ότι παρουσιάζουν 
διαφορετικό πρότυπο. 
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Εικόνα 30: Συγκεντρωτική πηκτή ακρυλαµίδης για τα δύο γονιδιακά τµήµατα ATP6  (αριστερά) 
και NADH2 (δεξιά). 
 
 
3.3. Αποτελέσµατα αλληλούχησης  
 

Όλα τα δείγµατα και των δύο γονιδίων που στάλθηκαν για αλληλούχηση 
παρουσίασαν διαφορετικές αλληλουχίες, γεγονός που επιβεβαίωσε τον επιτυχηµένο 
διαχωρισµό της ανάλυσης SSCP. Οι αλληλουχίες που προέκυψαν επεξεργάστηκαν µε 
το πρόγραµµα βιοπληροφορικής BioEdit. Για να θεωρηθούν έγκυρες οι αλληλουχίες 
θα πρέπει να έχουν ίδιο µήκος µεταξύ τους και σε κάθε βάση να αντιστοιχεί µία 
µοναδική κορυφή του ηλεκτροφορεγραφήµατος. Ο έλεγχος πραγµατοποιήθηκε 
εµπειρικά και όσα δείγµατα δεν πληρούσαν τις προϋποθέσεις στάλθηκαν για 
επαναληπτική αλληλούχηση ώστε να παραληφθούν πιο καθαρά και σαφή 
αποτελέσµατα. Για την οµοπαράθεση των αλληλουχιών χρησιµοποιήθηκε το 
πρόγραµµα ClustalW (Thompson 1994). Οι µέθοδοι Clustal χρησιµοποιούν 
προοδευτικούς αλγορίθµους κατα τους οποίους οι δυο συνολικά πιο οµόλογες 
αλληλουχίες στοιχίζονται πρώτες και ακολουθεί µια σειρά από νέες στοιχίσεις 
προσθέτοντας σε κάθε βήµα την αµέσως συγγενέστερη αλληλουχία προς τις ήδη 
στοιχισµένες. 

Παρακάτω παρατίθενται πρώτα οι αλληλουχίες των δειγµάτων που 
στάλθηκαν για αλληλούχηση του γονιδιακού τµήµατος ΑΤΡ6 µαζί µε την αλληλουχία 
του γονιδίου από τη βάση δεδοµένων GenBank καθώς και τις αλληλουχίες των 
απλοτύπων A, D και Β από τη βιβλιογραφία για σύγκριση και στη συνέχεια 
παρατίθενται οι αλληλουχίες του NADH2, επίσης µαζί µε την αλληλουχία του 
γονιδίου από τη βάση δεδοµένων GenBank και τις αλληλουχίες των απλοτύπων A, B, 
C και E από τη βιβλιογραφία (Smith 2010). Οι κουκίδες στις αλληλουχίες 
συµβολίζουν την οµολογία των βάσεων ως προς την πρώτη αλληλουχία (αλληλουχία 
γονιδίου από τη βάση δεδοµένων GenBank). Οι βάσεις οι οποίες διαφοροποιούνται 
σε σχέση µε την πρώτη αλληλουχία αναγράφονται µε το αρχικό τους γράµµα. Το 
χρώµα είναι διαφορετικό και χαρακτηριστικό για την κάθε βάση. 
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Συνοπτικά όλες οι αντικαταστάσεις βάσεων που παρατηρούνται στις 
παραπάνω αλληλουχίες παρουσιάζονται στους Πίνακες 5 και 6 για τα γονίδια ATP6 
και NADH2 αντίστοιχα. 

 
 

Πίνακας 5: Αντικαταστάσεις βάσεων στο γονίδιο ATP6 

Αρχικό αµινοξύ Αντικαθίσταται µε: Στη θέση: 
γουανίνη αδενίνη 1, 183 
κυτοσίνη αδενίνη 14 
θυµίνη αδενίνη 30, 273 
αδενίνη γουανίνη 45, 352 
θυµίνη κυτοσίνη 55, 177, 304, 314, 345 
κυτοσίνη θυµίνη 66, 141, 150, 180 
αδενίνη θυµίνη 168, 237, 360 

 
 
Πίνακας 6: Αντικαταστάσεις βάσεων στο γονίδιο NADH2 

Αρχικό αµινοξύ Αντικαθίσταται µε: Στη θέση: 
γουανίνη Αδενίνη 111, 120, 168, 174, 255, 286 
κυτοσίνη Θυµίνη 15, 30, 60, 94, 135, 162, 183, 276 
αδενίνη Γουανίνη 39, 76, 103, 192 
θυµίνη Κυτοσίνη 235 
 
 
Μετά από την επιβεβαίωση -µέσω αλληλούχησης- της διαφορετικότητας κάθε 

προτύπου που προέκυψε µε την ανάλυση SSCP, κάθε δείγµα Lepus europaeus που 
χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα µελέτη αντιστοιχήθηκε σε ένα προτύπο (Γραφήµατα 
1, 2). Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιήθηκε για όλα τα δείγµατα και των δύο 
γονιδίων. Ο αριθµός των ατόµων Lepus europaeus που αντιστοιχούν σε κάθε 
πρότυπο (7 διαφορετικά πρότυπα για το γονίδιο NADH2 και 10 διαφορετικά πρότυπα 
για το γονίδιο ATP6) παρουσιάζεται στους πίνακες 7 για το γονίδιο ATP6 και 8 για το 
γονίδιο NADH2. 

 
  

      
 
 
Πρότυπο ΑΤΡ6 Aριθµός ατόµων 

1 29 

2 40 

3 7 

4 2 

5 13 

6 3 

7 12 

ΣΥΝΟΛΟ: 106 
 
 
 

Πρότυπο 
NADH2 Αριθµός ατόµων 

   1 8 
2 6 
3 8 
4 13 
5 28 
6 6 
7 1 
8 4 
9 2 
10 14 

ΣΥΝΟΛΟ: 90 

Πίνακας 7: Αριθµός ατόµων L.europaeus 
που αντιστοιχούν σε κάθε πρότυπο του 
γονιδίου ATP6 

Πίνακας 8: Αριθµός ατόµων L.europaeus 
που αντιστοιχούν σε κάθε πρότυπο του 
γονιδίου NADH2 
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Γράφηµα 2: Κατανοµή  ατόµων Lepus europaeus για κάθε πρότυπο που εµφανίστηκε στο 
γονίδιο NADH2. 
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Γράφηµα 1: Κατανοµή  ατόµων Lepus europaeus για κάθε πρότυπο που εµφανίστηκε στο 
γονίδιο ΑΤΡ6. 
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3.4. Αµινοξική ανάλυση πρότυπων αλληλουχιών 
 
Στη συνέχεια, οι πρότυπες αλληλουχίες των δύο γονιδίων ATP6 και NADH2 

επεξεργάστηκαν µε το ηλεκτρονικό πρόγραµµα βιοπληροφορικής MEGA 4.0 
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) για να µετατραπούν σε αµινοξικές 
αλληλουχίες, Με τη χρήση του συγκεκριµένου προγράµµατος, είναι δυνατή η 
πολλαπλή οµοπαράθεση των αλληλουχιών, η εύρεση των πολυµορφικών και 
συντηρηµένων θέσεων ανάµεσα στους απλότυπους, ο προσδιορισµός των αλλαγών 
στην αµινοξική αλληλουχία, µε αλλά και η κατασκευή δενδρογράµµατος µε επιλογή 
του επιθυµητού µοντέλου (NJ, UPGMA, ML, MP), όπως και ο έλεγχος bootstrap για 
το κατασκευασµένο δέντρο. 

Στις αµινοξικές αλληλουχίες του γονιδίου ATP6 παρατηρήθηκαν οι εξής 3 
µετατροπές: γλυκίνη σε σερίνη στη θέση 1 της αµινοξικής αλληλουχίας, λευκίνη σε 
µεθειονίνη στη θέση 5 και ισολευκίνη σε βαλίνη στη θέση 118. Αναλόγως, για το 
γονίδιο NADH2 παρατηρήθηκαν 3 αµινοξικές µετατροπές: θρεονίνη σε αλανίνη στη 
θέση 26 της αµινοξικής αλληλουχίας, σερίνη σε προλίνη στη θέση 79 και βαλίνη σε 
ισολευκίνη στη θέση 106. 

Οι αλληλουχίες οι οποίες προέκυψαν µετά την εφαρµογή του ηλεκτρονικού 
προγράµµατος MEGA παρατίθενται ακολούθως µαζί µε την αντίστοιχη αλληλουχία 
του γονιδίου από τη βάση δεδοµένων GenBank και τους απλοτύπους που 
αντιστοιχούν στο κάθε γονίδιο από τη βιβλιογραφία (Smith 2010). 
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Η  γενική µορφή δοµής που παρουσιάζουν τα αµινοξέα αποτελείται από ένα 
µόριο α-άνθρακα στο κέντρο το οποίο στα αριστερά φέρει µια αµινοµάδα και στα 
δεξιά φέρει µια καρβοξυλοµάδα. Τα αµινοξέα γενικά έχουν τρία κριτήρια 
διαχωρισµού, σύµφωνα µε τα οποία τα αµινοξέα χωρίζονται γενικά σε: 

(1) κυκλικά (αρωµατικά ή µη) ή αλειφατικά 
(2) πολικά ή µη πολικά 
(3) όξινα (θετικά φορτισµένα) ή βασικά (αρνητικά φορτισµένα) 

Οι χηµικές ιδιότητες των αµινοξέων που εµλέκονται στις αντικαταστάσεις που 
παρατηρήθηκαν στα δύο γονίδια συνοψίζονται στον Πίνακα 9. 
 
 
 
Πίνακας 9: Ιδιότητες αµινοξέων τα οποία συµµετέχουν στις παρατηρούµενες µετατροπές της αµινοξικής 
αλληλουχίας των 2 γονιδίων. 
 
 Πολικό µη φορτισµένο Μη πολικό αλειφατικό Πολικό αρωµατικό 

(L) λευκίνη  +  
(T) θρεονίνη +   
(I) ισολευκίνη  +  
(V) βαλίνη  +  
(M) µεθειονίνη  +  
(A) αλανίνη  +  
(S) σερίνη +   
(G) γλυκίνη  +  
(P) προλίνη   + 
 

 
Μια αντικατάσταση ενός αµινοξέος µε ένα αµινοξύ διαφορετικού µοριακού 

βάρους, φορτίου ή πολικότητας µπορεί να επιφέρει µικρές ή µεγάλες µεταβολές στη 
διαµόρφωση της σχηµατιζόµενης πρωτεΐνης καθώς η αλληλουχία των αµινοξέων 
(πρωτοταγής δοµή) µπορεί µε τη σειρά της να µεταβάλει τη δευτεροταγή ή τριτοταγή 
δοµή της πρωτεΐνης. Ένα τέτοιο γεγονός µπορεί να επηρεάσει άµεσα τη συνολική 
λειτουργικότητα της πρωτεΐνης. 
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3.5. Συγκρίσεις πολυµορφισµών 
 

Παρατηρώντας τις αλληλουχίες του γονιδίου ATP6, µπορεί να διακριθεί µια 
οµαδοποίηση µεταξύ των προτύπων ζωνών 5 και 6 καθώς εµφανίζουν τρεις κοινούς 
µεταξύ των δύο αλληλουχιών, πολυµορφισµούς οι οποίοι βρίσκονται στις θέσεις 45 
(αδενίνη σε γουανίνη), 141 (κυτοσίνη σε θυµίνη) και 237 (αδενίνη σε θυµίνη). Τα 
δείγµατα Lepus europaeus που εµφανίζουν αυτά τα πρότυπα προέρχονται από την 
Ιταλία και την κεντρική Ελλάδα. 

Οµοίως, οι αλληλουχίες των προτύπων 2, 3 και 4 παρουσιάζουν κοινούς 
πολυµορφισµούς σε 5 θέσεις. Εµφανίζουν µια αντικατάσταση θυµίνης από κυτοσίνη 
στη θέση 55, µια αντικατάσταση κυτοσίνης από θυµίνη στη θέση 150, µια 
αντικατάσταση αδενίνης από θυµίνη στη θέση 168, µια αντικατάσταση γουανίνης 
από αδενίνη στη θέση 183, µια αντικατάσταση θυµίνης από αδενίνη στη θέση 273 και 
µια αντικατάσταση θυµίνης από κυτοσίνη στη θέση 234. Η οµαδοποίηση των τριών 
αυτών προτύπων καλύπτει πλήρως όλα τα άτοµα Lepus europaeus από τα νησιά του 
Αιγαίου, την Ανατολή (Τουρκία και Ισραήλ) και τη Θράκη. 

Αντίθετα, για το πρότυπο 1 και το πρότυπο 7, τα οποία περιλαµβάνουν 
δείγµατα από κεντρική Ελλάδα και Ευρώπη, δεν παρατηρήθηκε κάποια δυνατότητα 
οµαδοποίησης. Οι οµαδοποιήσεις των αλληλουχιών του γονιδίου ΑΤΡ6 
παρουσιάζονται στο διάγραµµα της Εικόνας 31. 

 
 

 
Εικόνα 31: Στο δενδρόγραµµα γίνεται εµφανής ο διαχωρισµός των Lepus europaeus που 
προέρχονται από την ανατολή και τα νησιά του Αιγαίου (κάτω κλάδος) από τους Lepus 
europaeus της Ελλάδας και της Ευρώπης (επάνω κλάδος), βάσει του γονιδίου ATP6. Από τους 
πληθυσµούς Ελλάδας και Ευρώπης είναι επίσης εµφανής ο διαχωρισµός των πληθυσµών της 
Ιταλίας και µέρους της κεντρικής Ελλάδας από τους πληθυσµούς της Ευρώπης και της 
υπόλοιπης κεντρικής Ελλάδας, οι οποίοι εµφανίζουν µεγαλύτερη οµοιότητα µε τους απλοτύπους 
που προβλέπονται από τη βιβλιογραφία (S.Smith et al. 2010). 

 
 
 

 Lepus europaeus haplotype A

 ΠΡΟΤΥΠΟ 1

 Lepus europaeus mtDNA

 ΠΡΟΤΥΠΟ 7

 Lepus europaeus haplotype B

 Lepus europaeus haplotype D

  ΠΡΟΤΥΠΟ 5

 ΠΡΟΤΥΠΟ 6

 ΠΡΟΤΥΠΟ 3

 ΠΡΟΤΥΠΟ 2

 ΠΡΟΤΥΠΟ 4

90

77

73

95
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Όσον αφορά το γονίδιο NADH2, κατέστη δυνατή η οµαδοποίηση των 
προτύπων 1, 2, 3, 4, 8 και 10, καθώς εµφανίζουν κοινούς πολυµορφισµούς σε 
τέσσερεις θέσεις: τρεις αντικαταστάσεις γουανίνης από αδενίνη στις θέσεις 111, 120 
και  168 και µια αντικατάσταση θυµίνης από κυτοσίνη στη θέση 235. Η οµαδοποίηση 
αυτών των προτύπων περιλαµβάνει όλα τα δείγµατα Lepus europaeus τα οποία 
προέρχονται από νησιά του Αιγαίου, Θράκη και Ανατολή (Τουρκία, Βόρειο και 
Νότιο Ισραήλ). Για τα πρότυπα 5, 6, 7 και 9 δεν παρατηρήθηκε κάποια δυνατότητα 
µεταξύ τους οµαδοποίησης. Στα πρότυπα αυτά περιλαµβάνονται όλα τα δείγµατα από 
Γερµανία, Γαλλία, κεντρική Ελλάδα και Βόρεια Ελλάδα εκτός της περιοχής της 
Θράκης. 

Συγκεκριµένα για το πρότυπο 5 ωστόσο, παρατηρήθηκε µεγάλη οµοιότητα µε 
τον απλότυπο Β της βιβλιογραφίας (S.Smith et al. 2010), καθώς παρουσίασαν τρεις 
ίδιους πολυµορφισµούς: µια αντικατάσταση κυτοσίνης από θυµίνη στη θέση 30 και 
δύο αντικαταστάσεις αδενίνης από γουανίνη στις θέσεις 39 και 76. Το πρότυπο 5 
περιλαµβάνει περιοχές από όλη την Ελλάδα καθώς και όλα τα δείγµατα από Γερµανία 
και Ιταλία. Το αποτέλεσµα αυτό έρχεται σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα των 
S.Smith et al. (2010) καθώς ο απλότυπος Β συµπεριελάµβανε όλους τους Lepus 
europaeus µε προέλευση από τη Νότιο Ιταλία και συσχετιζόταν µε µειωµένη 
αναπαραγωγική ικανότητα των αρσενικών ατόµων αυτών. Η παρουσίαση όλων των 
παραπάνω οµαδοποιήσεων γίνεται στην Εικόνα 32. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 32: Στο δενδρόγραµµα γίνεται αρχικά εµφανής ο διαχωρισµός των Lepus europaeus 
που προέρχονται από την Ελλάδα και την Ευρώπη (1ος βασικός κλάδος) από τους Lepus 
europaeus της ανατολής, της Θράκης και των νησιών του Αιγαίου (2ος βασικός κλάδος), βάσει 
του γονιδίου NADH2. Στον 1ο κλάδο παρατηρείται συµφωνία του απλοτύπου Β της 
βιβλιογραφίας µε την αλληλουχία του δείγµατος Ιταλία 4, η οποία είναι αντιπροσωπευτική για 
όλα τα δείγµατα από Γερµανία και Ιταλία, αλλά συναντάται παράλληλα σε περιοχές από όλη την 
Ελλάδα. 
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Η κατανοµή των δειγµάτων Lepus europaeus στις εν λόγω οµάδες προτύπων 
που καθορίστηκαν βάσει οµολογίας των αλληλουχιών παρουσιάζεται στο Γράφηµα 3 
για το γονίδιο ΑΤΡ6 και στο Γράφηµα 4 για το γονίδιο NADH2. 
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Γράφηµα 3: Κατανοµή δειγµάτων Lepus europaeus ανά οµάδα προτύπων για το γονίδιο 
ΑΤΡ6. 
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Γράφηµα 4: Κατανοµή δειγµάτων Lepus europaeus ανά οµάδα προτύπων για το γονίδιο 
NADH2. 
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Οι ελληνικοί πληθυσµοί του είδους Lepus europaeus εµφάνισαν µεγαλύτερο 
αριθµό διαφορετικών προτύπων από τους πληθυσµούς της Ευρώπης και της 
Ανατολής, και στα δύο υπό µελέτη γονίδια, γεγονός που αντικατοπτρίζει πιθανώς µια 
µεγαλύτερη ενδοειδική ποικιλοµορφία των ζώων αυτών στον ελλαδικό χώρο. Η 
διαφορά αυτή φαίνεται στα ακόλουθα Γραφήµατα 5, 6, 7, 8, 9 και 10. Πιο 
συγκεκριµένα, µέσα στα δείγµατα των Lepus europaeus που προέρχονται από την 
Ελλάδα εµφανίστηκαν όλα τα πρότυπα του γονιδίου ATP6 (πρότυπα 1 έως 7) καθώς 
και τα έξι από τα δέκα συνολικά πρότυπα του γονιδίου NADH2 (πρότυπα 3, 4, 5, 8, 9 
και 10). Αντιθέτως, στα δείγµατα που προέρχονται από την Ευρώπη εµφανίστηκαν τα 
δύο από τα επτά συνολικά πρότυπα του γονιδίου ATP6 (πρότυπα 1 και 5) και τα τρία 
από τα δέκα συνολικά πρότυπα του γονιδίου NADH2 (πρότυπα 5, 6 και 7). Τέλος, 
στα δείγµατα του Lepus europaeus από την Ανατολή εµφανίστηκαν τα δύο από τα 
επτά πρότυπα του γονιδίου ATP6 (πρότυπα 2 και 3) και τα τέσσερα από τα δέκα 
πρότυπα του γονιδίου NADH2 (πρότυπα 1, 2, 3 και 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AΝΑΤΟΛΗ atp6

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

πρότυπο 2 πρότυπο 3

α
ρ
ιθ
µ
ό
ς

 α
τό
µ
ω
ν

ΑΝΑΤΟΛΗ ΑΤΡ6 
NADH2 

ΕΛΛΑ∆Α ΑΤΡ6

0

5

10

15

20

25

πρότυπο

1
πρότυπο

2
πρότυπο

3
πρότυπο

4
πρότυπο

5
πρότυπο

6
πρότυπο

7

α
ρ
ιθ
µ
ό
ς
 α
τό
µ
ω
ν

Γράφηµα 5: πρότυπα γονιδίου ΑΤΡ6 στην Ελλάδα 
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Γράφηµα 6: πρότυπα γονιδίου NADH2 στην Ελλάδα 

Γράφηµα 7: πρότυπα γονιδίου ΑΤΡ6 στην Ευρώπη 
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Γράφηµα 8: πρότυπα γονιδίου NADH2 στην Ευρώπη 
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Γράφηµα 10: πρότυπα γονιδίου NADH2 στην Ανατολή Γράφηµα 9: πρότυπα γονιδίου ΑΤΡ6  στην Ανατολή 
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Χαρακτηριστικό είναι το γεγονός ότι σε κανένα από τα δύο υπό µελέτη 
γονίδια δεν παρατηρούνται κοινά πρότυπα µεταξύ των ευρωπαϊκών και των 
ανατολικών πληθυσµών. Τα πρότυπα τα οποία εµφανίζονται στην ανατολή είναι 
πλήρως διαχωρισµένα από τα πρότυπα τα οποία εµφανίζονται στην Ευρώπη. Έτσι, 
όσον αφορά το γονίδιο ΑΤΡ6, τα πρότυπα 1 και 5 θα ήταν δυνατόν να 
χαρακτηριστούν ‘δυτικά’ πρότυπα ενώ τα πρότυπα 2 και 3 µπορούν να 
χαρακτηριστούν ‘ανατολικά’ πρότυπα. Αντίστοιχα, για το γονίδιο NADH2, τα 
πρότυπα 5, 6 και 7 θα µπορούσαν να χαρακτηριστούν ‘δυτικά’ ενώ  τα πρότυπα 1, 2, 3 
και 4 µπορούν να θεωρηθούν ‘ανατολικά’ πρότυπα. 

Ωστόσο, στα δείγµατα ελληνικής προέλευσης του Lepus europaeus 
παρατηρείται συνδυασµός τόσο ‘ανατολικών’ όσο και ‘δυτικών’ προτύπων των δύο 
γονιδίων, όπως επίσης παρατηρούνται και πρότυπα τα οποία συναντώνται µόνο σε 
δείγµατα από την Ελλάδα, όπως είναι για παράδειγµα τα πρότυπα 4, 6 και 7 για το 
γονίδιο ΑΤΡ6 και τα πρότυπα 8, 9 και 10 για το γονίδιο NADH2. 

Πιο συγκεκριµένα, όσον αφορά τα δείγµατα ελληνικής προέλευσης, αξίζει να 
σηµειωθεί ότι εκείνα που προέρχονται από νησιά του Αιγαίου (Σάµος, Χίος, 
Μυτιλήνη, Ρόδος) εµφάνισαν στο γονίδιο ΑΤΡ6 τα πρότυπα 2, 3, 4 και 7, τα οποία 
φαίνονται στο Γράφηµα 11, δηλαδή δύο πρότυπα που συναντώνται µόνο σε ελληνικές 
περιοχές (πρότυπα 2, 3) και δύο πρότυπα τα οποία συναντώνται και σε Ελλάδα και σε 
Ανατολή (πρότυπα 4, 7). 
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Γράφηµα 11: Τα πρότυπα του γονιδίου ΑΤΡ6 που εµφανίζονται στα νησιά του Αιγαίου. 
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Οµοίως, στο γονίδιο NADH2 τα δείγµατα της ανατολικής νησιωτικής 
Ελλάδας εµφάνισαν τα πρότυπα 3, 4, 8 και 10, όπως φαίνεται στο Γράφηµα 12, 
δηλαδή δύο πρότυπα τα οποία συναντώνται και σε Ελλάδα και σε Ανατολή (πρότυπα 
3, 4) και δύο πρότυπα που συναντώνται µόνο σε ελληνικές περιοχές (πρότυπα 8, 10). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Συνολικά, τόσο µε τη χρήση πολυµορφισµών του γονιδίου ΑΤΡ6 όσο και µε 

τη χρήση πολυµορφισµών του γονιδίου NADH2, επιτεύχθηκε σαφής διαχωρισµός 
των ανατολικών και ελληνικών νησιωτικών πληθυσµών των Lepus europaeus από 
τους ευρωπαϊκούς πληθυσµούς και τους ελληνικούς πληθυσµούς της ηπειρωτικής 
Ελλάδας, αφού και στα δύο γονίδια οι πρώτοι εµφάνισαν τελείως διαφορετικούς 
συνδυασµούς πολυµορφισµών από τους δεύτερους. Επιπλέον, τα άτοµα Lepus 
europaeus που προέρχονται από τα νησιά του Αιγαίου εµφάνισαν κοινούς 
πολυµορφισµούς µε άτοµα που προέρχονται από την υπόλοιπη Ελλάδα και την 
Ανατολή, δεν παρουσίασαν όµως κανένα πρότυπο από άτοµα που προέρχονται από 
την κεντρική Ευρώπη. 
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Γράφηµα 12: Τα πρότυπα του γονιδίου NADH2 που εµφανίζονται στα νησιά του Αιγαίου. 
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