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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Οι α-συνουκλεϊνοπάθειες, όπως η νόσος του Πάρκινσον (ΝΠ) και η Ατροφία Πολλαπλών 

Συστημάτων (ΑΠΣ), είναι προοδευτικές νευροεκφυλιστικές ασθένειες που χαρακτηρίζονται 

από την παθολογική συσσώρευση της πρωτεΐνης α-συνουκλείνης, σε νευρώνες ή 

ολιγοδενδροκύτταρα, αντίστοιχα. Τα επίπεδα αλλά και οι διαμορφώσεις της α-συνουκλείνης 

είναι άρρηκτα συνδεδεμένα με την εμφάνιση και εξέλιξη τέτοιων ασθενειών. Προηγούμενα 

πειράματα του εργαστηρίου στο οποίο πραγματοποιήθηκε η παρούσα εργασία, σε κυτταρικά 

και ζωικά μοντέλα α-συνουκλεϊνοπαθειών έχουν δείξει ότι η α-συνουκλείνη στα νευρικά 

κύτταρα αποικοδομείται κυρίως μέσω της Αυτοφαγίας Διαμεσολαβούμενης από Πρωτείνες- 

συνοδούς (CMA). Ωστόσο, ο ρόλος της CMA στην απομάκρυνση της α-συνουκλείνης από τα 

ολιγοδενδροκύτταρα, τα οποία φυσιολογικά εκφράζουν ελάχιστα επίπεδα ενδογενούς 

πρωτεΐνης αλλά συσσωρεύουν μεγάλες ποσότητες αυτής στην ΑΠΣ, παραμένει 

αδιευκρίνιστος. Για την παρακολούθηση της ενεργότητας του CMA μονοπατιού, 

κατασκευάσθηκε πλασμιδιακός φορέας που εκφράζει μια πρωτεϊνική αλληλουχία στόχευσης 

(KFERQ-like μοτίβο) στο CMA, συζευγμένη με την κόκκινη φθορίζουσα πρωτεΐνη mCherry. 

Το διαγονίδιο αναφοράς είναι φωτοενεργοποιούμενο και αυτό επέτρεψε την παρατήρηση 

των μεταβολών της ενεργότητας της CMA σε πραγματικό χρόνο. Κυτταρικές σειρές 

ολιγοδενδροκυττάρων που έχουν επωαστεί με επαγωγείς ή αναστολείς της λυσοσωμικής 

λειτουργίας, είτε με παθολογικές μορφές α-συνουκλείνης, διαμολύνθηκαν με αυτό το 

πλασμίδιο και παρατηρήθηκαν σε συνεστιακό μικροσκόπιο φθορισμού. Τα αποτελέσματά 

μας υποδεικνύουν ότι η προσθήκη επαγωγέων ή αναστολέων της λυσοσωμικής 

αποικοδόμησης οδηγεί σε σημαντικές αλλαγές στην ενεργότητα της CMA ενώ η προσθήκη 

ινιδιακών μορφών της α-συνουκλείνης οδηγεί σε σημαντική αύξηση του φθορισμού 

υποδηλώνοντας, για πρώτη φορά, ότι η συσσώρευση α-συνουκλείνης στα 

ολιγοδενδροκύτταρα οδηγεί σε δυσλειτουργία του CMA μονοπατιού. Συνεπώς, το μοριακό 

εργαλείο που κατασκευάσαμε επιτρέπει τη δυναμική παρακολούθηση του CMA μονοπατιού 

σε κυτταρικά μοντέλα νευροεκφυλιστικών νόσων και θα μπορούσε μελλοντικά να 

χρησιμοποιηθεί και σε ζωικά μοντέλα, παρέχοντας σημαντικές πληροφορίες για το ρόλο 

αυτού του μονοπατιού στην εμφάνιση και εξέλιξη αυτών των νόσων.
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ΛΕΞΕΙΣ-ΚΛΕΙΔΙΑ

Αυτοφαγία

Ατροφία Πολλαπλών Συστημάτων (ΑΠΣ) 

α-συνουκλεϊνη

Αυτοφαγία Διαμεσολαβούμενη από Πρωτείνες-συνοδούς (CMA) 

Νευροεκφύλιση
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ΣΚΟΠΟΣ

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η δημιουργία ενός μοριακού εργαλείου που μας 

επιτρέπει να παρακολουθήσουμε σε πραγματικό χρόνο, μεταβολές της ενεργότητας του 

μονοπατιού της Αυτοφαγίας Διαμεσολαβούμενης από Πρωτείνες-συνοδούς, σε διαφορετικά 

κυτταρικά μοντέλα α-συνουκλεϊνοπαθειών. Πιο συγκεκριμένα, σε ολιγοδενδροκύτταρα αγρίου 

τύπου, αλλά και ολιγοδενδροκύτταρα που υπερεκφράζουν σταθερά τις πρωτεΐνες α- 

συνουκλεϊνη και ρ25α, πρωτεΐνες που έχουν βρεθεί ότι παίζουν χαρακτηριστικό ρόλο στην 

παθολογία της Ατροφίας Πολλαπλών Συστημάτων αλλά και άλλων α-συνουκλεϊνοπαθειών.
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 Νευροεκφυλισμός

Ο όρος "νευροεκφυλισμός” ετυμολογικά βρίσκει τις ρίζες του στην ένωση των ελληνικών 

λέξεων "νεύρο” και "εκφύλιση”. Η πρώτη εκ των δύο λέξεων αναφέρεται στο νευρικό 

σύστημα προσδιορίζοντας τα νευρικά κύτταρα, ενώ η δεύτερη στην απώλεια δομής/ 

λειτουργίας ενός ιστού. Η "νευροεκφύλιση” αποτελεί έναν ευρέως χρησιμοποιούμενο όρο, ο 

οποίος όμως, συχνά περιγράφεται ατελώς και χρησιμοποιείται για να περιγράψει διαταραχές 

του νευρικού συστήματος που χαρακτηρίζονται από την προοδευτική απώλεια της δομής ή/ 

και της λειτουργίας των νευρικών κυττάρων. Οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες αποτελούν 

μεγάλος μέρος των νευρολογικών παθήσεων και πρακτικά εμφανίζουν έντονη ετερογένεια 

κλινικών και παθολογικών εκδηλώσεων, αλλά και αρκετή ομοιότητα στους παθογενετικούς 

μηχανισμούς. Τέτοιες ασθένειες περιλαμβάνουν τη νόσο του Alzheimer, τη νόσο του 

Πάρκινσον, την Ατροφία Πολλαπλών Συστημάτων (ΑΠΣ), τη νόσο του Huntington και άλλες. 

Ένας από τους κυριότερους παράγοντες που επηρεάζουν την εμφάνιση νευροεκφυλιστικών 

παθήσεων είναι η ηλικία, καθώς η συχνότητα εμφάνισής τους αυξάνεται με την πρόοδο της 

ηλικίας. Οι εν λόγω ασθένειες παρουσιάζουν δυσκολία στην κατανόηση και την κατάταξή 

τους. Ο αριθμός τους υπολογίζεται σε κάποιες εκατοντάδες, ενώ πολλές από αυτές 

παρουσιάζουν αλληλοεπικαλύψεις στην κλινική και ιστοπαθολογική τους εικόνα, γεγονός που 

δυσχεραίνει την αξιολόγηση και την ορθή αντιμετώπισή τους. Έτσι, η κατάταξή τους 

συνηθίζεται να γίνεται βάσει της κύριας (ή και των δύο κύριων) περιοχών που επηρεάζονται 

από την εκάστοτε νόσο (Bertram and Tanzi, 2005).

Κυρίαρχο χαρακτηριστικό των νευροεκφυλιστικών νόσων είναι η μη φυσιολογική 

συσσώρευση τοξικών μορφών πρωτεϊνών, οι οποίες δεν μπορούν να απομακρυνθούν από 

τα νευρικά κύτταρα και γι’ αυτό οι ασθένειες αυτές ονομάζονται και πρωτεϊνοπάθειες. Τέτοια 

παραδείγματα αποτελούν η συσσώρευση α-συνουκλεΐνης στη νόσο Πάρκινσον και την ΑΠΣ, 

β-αμυλοειδούς στη νόσο Alzheimer, χαντιγκτίνης στη νόσο του Huntington, και άλλα. Η 

ανώμαλη αναδίπλωση και συσσώρευση πρωτεϊνών, μπορεί να οφείλεται σε κάποια 

δυσλειτουργία των συστημάτων πρωτεϊνικής αποικοδόμησης, ενώ από την άλλη μεριά, 

τέτοιες παθολογικές διαμορφώσεις μπορεί να παρεμποδίσουν τη λειτουργία των 

πρωτεολυτικών συστημάτων. Επίσης, η μετάδοση της παθολογίας των μη φυσιολογικά 

αναδιπλωμένων μορφών αυτών των πρωτεϊνών από το ένα κύτταρο στο άλλο φαίνεται να 

συμβάλλει σημαντικά στην εξέλιξη της νόσου, κάνοντας τη διευρεύνηση των μηχανισμών 

που διέπουν αυτή τη διεργασία ένα πολύ θελκτικό πεδίο για πληθώρα μελετών.
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Καθώς το προσδόκιμο ζωής και ο γηράσκων πληθυσμός ολοένα και μεγαλώνει, ο 

επιπολασμός των νευροεκφυλιστικών νόσων συνέχως αυξάνεται (Heemels, 2016). Σήμερα, 

δεν υπάρχουν αποτελεσματικές θεραπείες που να προσφέρουν πλήρη ίαση, παρά μόνο 

μερική αντιμετώπιση των συμπτωμάτων προσφέροντας επιβράδυνση της εξέλιξης 

ορισμένων νόσων. Η ανάπτυξη θεραπευτικών τεχνικών είναι υψίστης σημασίας, 

προκειμένου να καταφέρουμε να αντιμετωπίσουμε τις γνωσιακές και κινητικές δυσλειτουργίες 

που παρουσιάζονται στους ασθενείς, ειδικά αν ληφθεί υπόψιν ότι για τις κινητικές διαταραχές 

της νόσου Πάρκινσον, η επίσκεψη στο γιατρό γίνεται όταν το μεγαλύτερο μέρος των 

ντοπαμινεργικών νευρώνων έχει ήδη καταστραφεί. Καθώς λοιπόν, οι νευροεκφυλιστικές 

νόσοι αποτελούν ένα εκ των φλεγόντων ζητημάτων για την επιστημονική κοινότητα, 

πολυάριθμες μελέτες πραγματοποιούνται για το σχεδιασμό νέων θεραπευτικών στρατηγικών 

και την ανακάλυψη νέων θεραπευτικών στόχων που θα οδηγήσουν στην πρόληψη και την 

αντιμετώπιση των δυσάρεστων συμπτωμάτων. Στον αγώνα αυτό, εξαιρετικά σημαντικό ρόλο 

κατέχει η καλύτερη κατανόηση των μηχανισμών που ευθύνονται για τη συσσώρευση των 

εκάστοτε πρωτεϊνών και τον επακόλουθο εκφυλισμό των νευρώνων.

1.2 α-Συνουκλεΐνη

Η πρωτεΐνη α-συνουκλεΐνη είναι μια μικρή νευρωνική πρωτεΐνη, διαλυτή και πολύ 

συντηρημένη, με την κυρίαρχη ισομορφή της να αποτελείται από 140 αμινοξέα, η οποία 

απαντάνται στο κυτοσόλιο. Έχει την ικανότητα να υιοθετεί διαφορετικές διαμορφώσεις 

ανάλογα με το περιβάλλον στο οποίο εντοπίζεται και να αλληλεπιδρά εύκολα με άλλα 

μακρομόρια και προσδέτες όπως, για παράδειγμα, με τα λιπίδια. Η α-συνουκλεΐνη 

εντοπίζεται συνήθως στο κεντρικό νευρικό σύστημα, κυρίως στα προσυναπτικά άκρα των 

νευρικών κυττάρων, φαίνεται να εμπλέκεται σε πληθώρα κυτταρικών διεργασιών και έχει 

σημαντικό ρυθμιστικό ρόλο.

Η πρωτεΐνη αυτή αρχικά απομονώθηκε από εγκεφάλους ασθενών με τη νόσο του Alzheimer. 

Το έντονο ενδιαφέρον που προκλήθηκε γύρω από την α-συνουκλεΐνη οφειλόταν στην 

ομολογία της με την πρόδρομη μορφή του β-αμυλοειδούς, που συσσωρεύεται στην ασθένεια 

του Alzheimer (McCann et al., 2014). Εκτός από την α-συνουκλεΐνη, στην ίδια οικογένεια 

πρωτεϊνών απαντώνται και η β- και γ-συνουκλείνη. Ο ρόλος αυτών δεν είναι πλήρως 

ξεκάθαρος έως σήμερα, αλλά υπάρχουν ενδείξεις ότι μπορεί να εμπλέκονται στη 

νευροεκφύλιση (Burre, 2015). Οι συνουκλείνες είναι φυσιολογικά μη αναδιπλωμένες 

πρωτεΐνες, δηλαδή, στη διαλυτή τους μορφή δεν εμφανίζουν τριτοταγή δομή και ως εκ τούτου 

είναι θερμοάντοχες. Αν και η α-συνουκλεΐνη απαντάται κυρίως στο νευρικό σύστημα, η 

έκφρασή της δεν περιορίζεται εκεί. Σημαντικές ποσότητες α-συνουκλείνης έχουν ανιχνευθεί
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στα ερυθρά αιμοσφαίρια (Barbour et al., 2008), ενώ έχουν βρεθεί και χαμηλά επίπεδα mRNA 

ή και της ίδιας της πρωτεΐνης και σε άλλους ιστούς, γεγονός που υποδηλώνει τη γενικότερη 

συμμετοχή της σε κυτταρικές λειτουργίες επιπλέον αυτών στον εγκέφαλο (Gardai et al., 

2013; Badawy et al., 2018).

1.2.1 Φυσιολογικός ρόλος της α-συνουκλείνης

Ο φυσιολογικός ρόλος της α-συνουκλείνης παραμένει ένα άλυτο μυστήριο παρότι μελετάται 

εδώ και παραπάνω από 25 χρόνια. Η μελέτη της φυσιολογικής λειτουργίας της α- 

συνουκλείνης αποτελούσε και αποτελεί μια πρόκληση για τους εξής λόγους (Burre, 2015):

(i) η α-συνουκλείνη είναι μια πρωτεΐνη που ήταν γνωστό ότι φυσιολογικά εντοπίζεται στη μη 

αναδιπλωμένη μορφή της στο κυτοσόλιο, ενώ μία άλλη έρευνα υποστήριξε ότι, 

φυσιολογικά απαντάται στα κύτταρα ως τετραμερές (Εικ.2) και έτσι ανθίσταται στην 

παθολογική συσσώρευση (Bartels et al., 2011).

(ii) Η υπερέκφραση της α-συνουκλείνης έχει τοξικές επιδράσεις, τόσο στον άνθρωπο όσο 

και στα ζωικά μοντέλα. Οι τοξικές επιδράσεις φαίνεται να είναι πολύ πιο επιζήμιες σε 

σχέση με τις επιπτώσεις που προκύπτουν από την απώλεια της α-συνουκλείνης. 

Συγκεκριμένα, πειράματα που πραγματοποιήθηκαν σε ποντίκια που στερούνται α- 

συνουκλείνης (a-syn knockout mice) έδειξαν ότι η απώλειά της δεν έχει καταστρεπτικές 

επιπτώσεις στη συναπτική λειτουργία. Μελέτες με στέρηση όλων των ισομορφών των 

συνουκλεϊνών σε ποντίκια (τριπλό knock-out), έδειξαν νευρωνική δυσλειτουργία 

εξαρτώμενη από τη γήρανση, γεγονός που υποδηλώνει τη σημαντικότητα των 

συνουκλεϊνών στη μακροχρόνια ομαλή λειτουργία του νευρικού συστήματος. Τέτοια 

ευρήματα περιπλέκουν τη χρήση μοντέλων υπερέκφρασης (Ugalde et al., 2019).

(iii) Η μελέτη πιθανής αντισταθμιστικής λειτουργίας της β- και γ-συνουκλείνης ως απάντηση 

στην απώλεια της α-συνουκλείνης είναι περίπλοκη καθώς απαιτεί ταυτόχρονη στέρηση 

(knock-out) όλων των ισομορφών.

Εντούτοις, ο εντοπισμός της α-συνουκλείνης στα προσυναπτικά άκρα και η αλληλεπίδρασή 

της με μεμβρανικές και συναπτικές πρωτεΐνες υποδηλώνουν μια φυσιολογική ρυθμιστική 

λειτουργία που σχετίζεται με τη σύναψη, όπως είναι η απελευθέρωση των 

νευροδιαβιβαστών, η συναπτική πλαστικότητα και ο μεταβολισμός της ντοπαμίνης (Burre, 

2015). Επιπροσθέτως, η α-συνουκλείνη μπορεί να δράσει ως πρωτείνη-συνοδός για το 

σχηματισμό και την επαγωγή σταθερότητας του συμπλόκου SNARE, μιας πολυμερούς 

πρωτεϊνικής μονάδας που εμπλέκεται στην πρόσδεση και σύντηξη των συναπτικών 

κυστιδίων με την προσυναπτική μεμβράνη στους νευρώνες. Ωστόσο, η αλληλεπίδρασή της 

με τις πρωτεΐνες του συμπλόκου SNARE παραμένει αμφιλεγόμενη. Καθώς η α-συνουκλείνη
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έχει ανευρεθεί και σε άλλους ιστούς εκτός του εγκεφάλου, έρευνες προτείνουν τον 

αντιοξειδωτικό ρόλο της, αλλά και τη συμμετοχή της στη ρύθμιση των επιπέδων της 

γλυκόζης, στην ενδοκυτταρική διακίνηση πρωτεϊνών και στην καταστολή της απόπτωσης 

(Ugalde et al., 2019).

1.2.2 Διαμορφώσεις της α-συνουκλείνης

Από την ανακάλυψη και απομόνωση της α-συνουκλείνης είναι γνωστό και κοινώς αποδεκτό 

ότι, στο κυτοσόλιο φυσιολογικά εντοπίζεται με τη μορφή μη αναδιπλωμένου μονομερούς 

(Εικ. 1, Εικ. 2). Εκτός της μονομερούς μορφής, η α-συνουκλείνη αποκτά κατά περίπτωση και 

άλλες διαμορφώσεις. Αυτές μπορεί να είναι η ολιγομερής μορφή (ή αλλιώς πρωτοϊνίδια), η 

αμυλοειδής ινιδιακή μορφή και άλλες άμορφες ινιδιακές μορφές (Εικ. 2). Επίσης, η 

μεμβρανική α-συνουκλείνη σχηματίζεται σε δομή α-έλικας, η οποία έχει συσχετιστεί με τη 

δραστηριότητά της ως πρωτείνη-συνοδός στο σύμπλοκο SNARE, το οποίο αναφέρεται 

παραπάνω (Εικ. 2). Το κατά πόσον η συσσωμάτωση της α-συνουκλείνης ξεκινά από την α- 

ελικοειδή ή τη μονομερή κατάστασή της παραμένει άγνωστο.

Οι ινιδιακές μορφές έχουν συνδεθεί άμεσα με την παθολογία καθώς αποτελούν το κύριο 

συστατικό των πρωτεϊνικών κυτταροπλασματικών εγκλείστων που συσσωρεύονται σε 

νευροεκφυλιστικές ασθένειες, όπως τα σωμάτια Lewy στη νόσο Πάρκινσον και τα γλοιακά 

(GCIs) και νευρωνικά (NCIs) κυτταροπλασματικά έγκλειστα στην Ατροφία Πολλαπλών 

Συστημάτων (Wakabayashi et al., 1998).

Amphipathic Acidic region

CMA recognition site

Εικ. 1 Δομή της μονομερούς α-συνουκλείνης. Έχει μέγεθος 140 αμινοξέα και 

αποτελείται από 3 βασικές περιοχές. Στην αμφιπαθική (κόκκινο), που αφορά κυρίως 

τη σύνδεσή της με λιπίδια και κάποιες πρωτείνες, απαντώνται και οι περισσότερες 

σημειακές μεταλλάξεις που έχουν συνδεθεί με την παθολογία της νόσου του 

Πάρκινσον. Η NAC περιοχή (πράσινο), ή περιοχή μη-αμυλοειδούς-β συστατικού 

(non-amyloid-β component) έχει συνδεθεί με τη συσσώρευση της α-συνουκλείνης, 

ενώ λίγο πριν το καρβοξυτελικό άκρο απαντάται η περιοχή στόχευσης στο μονοπάτι 

της Αυτοφαγίας Διαμεσολαβούμενης από πρωτείνες-συνοδούς (CMA) (κίτρινο).
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Physiological Conformations
Multimeric Soluble

membrane-bound natively unfolded 
helical α-synuclein monomer

Pathological Conformations
|f-Sheet Amyloid Lewy bodies

oligomers fibrils
(protofibrils)

t e -

&

•vesicle fusion

Neurotoxic α -synuclein conformer?

Transcellular α-synuclein transfer? 
neuron ->-neuron (PD, Lewy-body dementia) 

glia-►glia (multiple system atrophy)

Εικ. 2 Σχηματική απεικόνιση των διαμορφώσεων της α-συνουκλείνης. Σε 

φυσιολογικές καταστάσεις, απαντάται ως μονομερές ή και μεμβρανικό 

πολυμερές, ενώ σε παθολογικές καταστάσεις εντοπίζεται ως ολιγομερή β- 

φύλλων ή πρωτοϊνίδια, ινιδιακές μορφές και τέλος ως χαρακτηριστικό των 

σωμάτιων Lewy. (Πηγή: Burre et al., 2015)

1.2.3 α-Συνουκλεϊνοπάθειες

Ο όρος “α-συνουκλεϊνοπάθεια” χρησιμοποιείται για να περιγράψει έναν αριθμό 

νευροεκφυλιστικών ασθενειών που χαρακτηρίζονται από την ανώμαλη συσσώρευση 

αδιάλυτων συσσωματωμάτων α-συνουκλείνης σε νευρικά ή γλοιακά κύτταρα. Διαταραχές οι 

οποίες συνολικά αναφέρονται ως α-συνουκλεϊνοπάθειες περιλαμβάνουν τη νόσο του 

Πάρκινσον, την άνοια με σωμάτια Lewy καθώς και την Ατροφία Πολλαπλών Συστημάτων 

(Spillantini et al.,1999), στην οποία θα εστιάσουμε στην παρούσα εργασία. Η ΑΠΣ διαφέρει 

από τις δυο άλλες συνουκλεϊνοπάθειες στο γεγονός ότι η κυρίαρχη συσσώρευση της α- 

συνουκλείνης δεν παρατηρείται στους νευρώνες, που φυσιολογικά εκφράζουν την πρωτεΐνη, 

αλλά στα ολιγοδενδροκύτταρα.

1.3 Ατροφία Πολλαπλών Συστημάτων (ΑΠΣ)

1.3.1 Γενικά

Η ατροφία πολλαπλών συστημάτων (ΑΠΣ) αποτελεί μια σπάνια, ταχέως εξελισσόμενη, 

θανατηφόρα νευροεκφυλιστική διαταραχή, αβέβαιης αιτιολογίας, που χαρακτηρίζεται κλινικά 

από ένα μεταβλητό συνδυασμό παρκινσονισμού, παρεγκεφαλιδικής βλάβης, αυτόνομων και 

κινητικών δυσλειτουργιών.

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, κύριο χαρακτηριστικό της νόσου είναι η παθολογική 

συσσώρευση της α-συνουκλείνης κυρίως στα ολιγοδενδροκύτταρα, τα οποία ευθύνονται για
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την παραγωγή της μυελίνης που περιβάλλει τους άξονες των νευρώνων. Φυσιολογικά, στα 

ολιγοδενδροκύτταρα η ποσότητα της α-συνουκλείνης ανευρίσκεται σε μη ανιχνεύσιμα 

επίπεδα, ενώ σε παθολογικές καταστάσεις όπως η ΑΠΣ, παρατηρείται υπερβολική 

συσσώρευση της πρωτεΐνης στα γλοιακά κυτταροπλασματικά έγκλειστα (GCIs, glial cyto­

plasmic inclusions). Εκτός της α-συνουκλείνης, στα έγκλειστα αυτά ανευρίσκονται και άλλες 

πρωτεΐνες, όπως η ουβικουιτίνη, η αβ-κρυσταλλίνη, οι α- και β-τουμπουλίνη και άλλες. Η α- 

συνουκλείνη στα κυτταρικά αυτά έγκλειστα, βρίσκεται σε μεγάλο βαθμό φωσφωρυλιωμένη, 

καθώς και ουβικουιτυλιωμένη, όπως συμβάνει στην άνοια με σωμάτια Lewy και τη νόσο του 

Πάρκινσον στα αντίστοιχα νευρωνικά έγκλειστα (Fujiwara et al.,2002 ; Hasegawa et 

al.,2002).

Ο όρος ΑΠΣ ή σύνδρομο Shy-Drager χρησιμοποιήθηκε πρώτη φορά το 1969 από τους Gra­

ham και Oppenheimer για να περιγράψει συγκεντρωτικά την εξής νευρολογική 

συμπτωματολογία: έλαιο-γέφυρο παρεγκεφαλιδική αταξία, παρκινσονικά συμπτώματα και 

δυσλειτουργία του αυτόνομου νευρικού συστήματος και εκφυλισμός της μελαινοραβδωτής 

οδού (Graham and Oppenheimer, 1969). Οι Papp και Lantos, εν συνεχεία, ανακάλυψαν τα 

ολιγοδενδρογλοιακά κυτταροπλασματικά έγκλειστα στις περιοχές του εγκεφάλου που 

πλήττονταν στην ΑΠΣ (Papp et al., 1989). Αργότερα, βρέθηκε ότι το χαρακτηριστικό 

περιεχόμενο των εν λόγω εγκλείστων είναι η συσσωματωμένη φωσφορυλιωμένη α- 

συνουκλείνη, οδηγώντας στην αντίληψη ότι η ΑΠΣ χαρακτηρίζεται από έναν παθογενετικό 

μηχανισμό παρόμοιο με αυτόν της νόσου του Πάρκινσον ή της άνοιας με σωμάτια Lewy. 

Δεδομένου ότι η εμφάνιση αυτών των εγκλείστων συμβαίνει πριν από την απώλεια των 

νευρώνων, πιθανολογείται ότι η ρίζα της παθογένεσης της ασθένειας μπορεί να βρίσκεται σε 

πρώιμα γεγονότα που αφορούν τα ολιγοδενδροκύτταρα (Wenning et al., 2008).

1.3.2 Οι υπότυποι της ΑΠΣ και τα ιστοπαθολογικά τους χαρακτηριστικά

Σήμερα, τα κριτήρια για την κλινική διάγνωση της ΑΠΣ, οδηγούν στην ταξινόμησή της σε δύο 

υποτύπους:

• MSA-C, που χαρακτηρίζεται από παρεγκεφαλιδική αταξία (με κυρίαρχα συμπτώματα την 

αταξία του λόγου και της βάδισης) και,

• MSA-P, που χαρακτηρίζεται από παρκινσονισμό (με συμπτώματα όπως η βραδυκινησία, η 

δυσκαμψία, ο τρόμος και η αστάθεια).

• Μικτός υπότυπος, με χαρακτηριστικά και των δύο τύπων.
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Το χαρακτηριστικό ιστοπαθολογικό χαρακτηριστικό των δύο υποτύπων είναι η ύπαρξη 

ολιγοδενδρογλιακών κυτταροπλασματικών εγκλείστων. Οι κλινικοί υποτύποι MSA-P και 

MSA-C, γενικά αντανακλούν τις περιοχές του εγκεφάλου που επηρεάζονται (Εικ. 3). Στην 

MSA-P, επηρεάζεται κυρίως η μελαινοραβδωτή οδός, ενώ στην MSA-C οι έλαιο-γέφυρο 

παρεγκεφαλιδικές περιοχές, ωστόσο μπορεί να υπάρξει σημαντική επικάλυψη (McCann et 

al., 2014).

Εικ. 3 Φωτομικρογραφίες 
της μέλαινας ουσίας (A-D), 
του κελύφους (E-H) και της 
παρεγκεφαλίδας (I-L) των 
δειγμάτων μάρτυρες (A, E, 
I) δειγμάτων ΑΠΣ σε 
πρώιμο στάδιο (B,F,I) και σε 
εξελιγμένο στάδιο (C, G, K). 
Οι περιπτώσεις με MSA-P 
παρουσιάζουν σημαντική 
εκφύλιση στο κέλυφος του 
φακοειδούς πυρήνα (F, G) 
και όχι ιδιαίτερα στη μέλαινα 
ουσία (B, C), ενώ οι
περιπτώσεις με MSA-C 
έχουν σημαντική εκφυλισμό 
στην παρεγκεφαλίδα (J, K), 
όπως παρουσιάζεται στις 
τομές με χρώση 
αιματοξυλίνης/εωσίνης. 
Κυτταροπλασματικά 
έγκλειστα α-συνουκλεΐνης 
παρατηρούνται με
ανοσοεντόπιση σε όλες τις 
περιοχές (D, H, L).
(Πηγή: McCann et al.,
2014)

1.3.3 Αιτιολογία της νόσου

Η ακριβής αιτιολογία της νόσου παραμένει άγνωστη μέχρι και σήμερα. Ωστόσο, όπως και για 

άλλες νευροεκφυλιστικές νόσους, φαίνεται πως οφείλεται σε μια σύνθετη αλληλεπίδραση 

τόσο γενετικών όσο και περιβαλλοντικών μηχανισμών. Η ΑΠΣ είναι μια κυρίως σποραδική 

ασθένεια και το οικογενειακό ιστορικό παρκινσονισμού ή αταξίας δεν ορίζεται ως σημαντικό 

υποστηρικτικό στοιχείο βάσει των τρεχόντων διαγνωστικών κριτηρίων (Gilman et al., 2008). 

Μία μετάλλαξη στο COQ2 γονίδιο που κωδικοποιεί το συνένζυμο Q10 αναφέρθηκε να 

συσχετίζεται με την εκδήλωση του MSA-C υπότυπου, η οποία οδηγεί σε μειωμένη μεταφορά 

ηλεκτρονίων στα μιτοχόνδρια και αυξημένη ευαισθησία στο οξειδωτικό στρες (Wen et al.,
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2015). Η έκθεση σε φυτοφάρμακα έχει προταθεί ως αιτιολογικός παράγοντας αλλά δεν έχει 

επιβεβαιωθεί στατιστικά (Nee et al., 1991). Όσον αφορά άλλους περιβαλλοντικούς 

παράγοντες, υπάρχουν μελέτες που ενοχοποιούν την έκθεση σε σκόνες μετάλλων, μονομερή 

πλαστικών, άλλους οργανικούς διαλύτες κ.α (Fanciulli et al., 2015).

Οι πολυμορφισμοί αρκετών γονιδίων που εμπλέκονται σε φλεγμονώδεις διεργασίες έχουν 

συσχετιστεί με αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης ΑΠΣ, π.χ., υπήρχε πενταπλός κίνδυνος 

ανάπτυξης ΑΠΣ σε άτομα ομόζυγα για το αλληλόμορφο ιντερλευκίνης-1Α, ενώ το γονίδιο της 

α-1-αντιχυμοτρυψίνης ΑΑ (ACT-AA) έχει συσχετιστεί με πρόωρη εμφάνιση και ταχύτερη 

εξέλιξη της νόσου (Furiya et al., 2005). Μια άλλη μελέτη έδειξε τη συσχέτιση της ΑΠΣ με 

πολυμορφισμούς γονιδίων που εμπλέκονται στο οξειδωτικό στρες (Soma et al., 2008).

Όλες οι μελέτες σχετικά με την αιτιολογία της ΑΠΣ περιορίζονται λόγω του αριθμού των 

περιπτώσεων, καθώς η νόσος είναι σπάνια και η διαφοροποίηση από άλλα παρκινσονικά 

σύνδρομα είναι δύσκολη, ιδιαίτερα σε πρώιμα στάδια της ασθένειας. Η οριστική διάγνωση 

της ΑΠΣ μπορεί να γίνει μόνο μεταθανάτια, η οποία, ωστόσο, εκλείπει στην πλειοψηφία των 

περιπτώσεων που εμπλέκονται σε γενετικές ή επιδημιολογικές μελέτες, συμβάλλοντας 

περαιτέρω στην αβεβαιότητα των αποτελεσμάτων.

1.3.4 Κλινική Διάγνωση 

Βιοδείκτες για την ΑΠΣ

Σήμερα δεν υπάρχουν διαθέσιμοι αξιόπιστοι βιοδείκτες τόσο για προγνωστικούς όσο και για 

διαγνωστικούς σκοπούς. Στο παρελθόν, κάποιες μελέτες υποστήριξαν ότι ένας συνδυασμός 

βιολογικών δεικτών του εγκεφαλονωτιαίου υγρού, όπως είναι η σχετιζόμενη με τη νόσο 

Πάρκινσον πρωτεΐνη DJ-1, η φωσφορυλιωμένη tau πρωτεΐνη, η A42 κ.α. μπορεί να είναι 

χρήσιμος στη διαφορική διάγνωση μεταξύ της ΑΠΣ και άλλων παρκινσονικών διαταραχών 

(Laurens et al., 2015 ; Herbert et al.,2014). Ακόμη, έχει δειχθεί ότι τα επίπεδα της 

οξειδωμένης πρωτεΐνης DJ-1 στα ερυθροκύτταρα μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως δείκτης 

για τη διαφορική διάγνωση μεταξύ της ασθένειας του Πάρκινσον και της ΑΠΣ (Yamagishi et 

al.,2018). Άλλη πολύ πρόσφατη έρευνα εντόπισε 15 μεταβολίτες που θα μπορούσαν να 

αξιοποιηθούν ως βιοδείκτες για τη διαφορική διάγνωση της ΑΠΣ από το Πάρκινσον (Mori et 

al., 2019). Γίνονται διαρκείς προσπάθειες στον ερευνητικό στίβο για την ανακάλυψη 

βιοδεικτών της ΑΠΣ, όμως οι μεταβολομικές και πρωτεομικές προσεγγίσεις χρειάζονται 

περαιτέρω αξιολόγηση και κλινικές δοκιμές προκειμένου να διασφαλιστεί η αξιοπιστία των 

αποτελεσμάτων. Σήμερα, η σάρωση 123IMIBG (σπινθηρογράφημα κατά το οποίο χορηγείται 

το τεχνητό ραδιοισότοπο μετα-ιωδο-βενζυλγουανιδίνη) μπορεί να βοηθήσει στη 

διαφοροποίηση των δύο διαταραχών με εξειδίκευση 77%. Παρά την κάποια
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αλληλοεπικάλυψη που υπάρχει μεταξύ της νόσου του Πάρκινσον και της ΑΠΣ, η μέθοδος 

αυτή μπορεί να φανεί χρήσιμη στη διάγνωση, κυρίως του MSA-Ρ υπότυπου. Σε ασθενείς 

που παρουσιάζουν δυσλειτουργία του αυτόνομου νευρικού συστηματος, το 

σπινθηρογράφημα του μυοκαρδίου μπορεί να είναι πολύτιμος προγνωστικός δείκτης για την 

εξέλιξη σε ΑΠΣ. Ωστόσο, και αυτή η μέθοδος εγκυμονεί πολλούς περιορισμούς που 

επηρεάζουν την αξιοπιστία της. Καθώς η ανοσμία αποτελεί πρώιμο χαρακτηριστικό της 

νόσου Πάρκινσον, δοκιμές αναγνώρισης οσμής μπορούν να χρησιμοποιηθούν προς 

διαχωρισμό της ΑΠΣ από το Πάρκινσον, με ευαισθησία 76,7% και ειδικότητα 95,7% 

(Jellinger, 2018).

1.3.5 Επιπολασμός -  Επιδημιολογία

Η ΑΠΣ είναι μια σπάνια νόσος με εκτιμώμενη συχνότητα εμφάνισης 3.6-4.9 περιπτώσεις ανά 

100.000 άτομα στην Αμερική (Fanciulli et al., 2015, Stefanova et al., 2009) και 4-5 

περιπτώσεις ανά 100.000 άτομα στην Ευρώπη (Vanacore et al., 2001). Η συχνότητα 

εμφάνισης αυξάνεται με την ηλικία έως 12 / 100.000 άνω των 70 ετών. Ο μέσος όρος ηλικίας 

εμφάνισης κινητικών συμπτωμάτων είναι τα 56 έτη. Πολλοί ασθενείς δεν λαμβάνουν τη 

σωστή διάγνωση κατά τη διάρκεια της ζωής τους λόγω της δυσκολίας διαφοροποίησης της 

ΑΠΣ από άλλες διαταραχές (π.χ. νόσος του Πάρκινσον, άλλες σπάνιες κινητικές διαταραχές). 

Περίπου το 29-33% των ασθενών με παρεγκεφαλιδική αταξία και το 8-10% των ασθενών με 

παρκινσονισμό θα αναπτύξουν ΑΠΣ στη συνέχεια. Συνεπώς, μπορεί να θεωρηθεί ότι στην 

πραγματικότητα υπάρχει ελαφρώς υψηλότερος επιπολασμός από αυτόν που εκτιμάται στις 

έρευνες.

Εντούτοις, όπως στο Πάρκινσον, 20 έως 75% των περιπτώσεων ΑΠΣ έχουν προδρομική/ 

προκλινική φάση με μη κινητικά συμπτώματα συμπεριλαμβανομένης καρδιαγγειακής 

ανεπάρκειας, ουρογεννητικής και σεξουαλικής δυσλειτουργίας, ορθοστατικής υπότασης, 

διαταραχή συμπεριφοράς ύπνου REM και αναπνευστικές διαταραχές που μπορεί να 

προηγούνται μήνες εώς έτη από την εμφάνιση των κινητικών δυσλειτουργιών. Στις δυτικές 

χώρες ο MSA-P υπότυπος κυριαρχεί σε ποσοστό 70-80% των ασθενών με ΑΠΣ. Ωστόσο, ο 

υπότυπος MSA-C είναι πιο συνηθισμένος στις ανατολικές χώρες, που παρατηρείται στο 67­

84% των ασθενών με ΑΠΣ (Jellinger, 2018). Η διάρκεια νόσησης μετά την κλινική διάγνωση 

είναι συνήθως 6 έως 10 (μέσος όρος 9,5) χρόνια, με ελάχιστους ασθενείς να επιβιώνουν 

περισσότερο από 15 χρόνια μετά τη διάγνωση. Η μέση επιβίωση είναι συνήθως παρόμοια 

και για τους δύο φαινότυπους. Σύμφωνα με έρευνες, οι ασθενείς με MSA-P έχουν 10 φορές 

μεγαλύτερο κίνδυνο θανάτου σε σύγκριση με τους ασθενείς αναφοράς (ασθενείς γενικού 

πληθυσμού που δεν παρουσίαζαν παρκινσονισμό ή τρέμουλο κατά το έτος εμφάνισης της
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εκάστοτε α-συνουκλεϊνοπάθειας) και τα μικρότερα ποσοστά επιβίωσης μετά την εμφάνιση 

συμπτωμάτων σε σύγκριση με όλους τους άλλους τύπους συνουκλεϊνοπαθειών που 

εξετάστηκαν (Πάρκινσον, Άνοια με σωμάτια Lewy, Άνοια της νόσου Πάρκινσον) (Savica et 

al., 2017). Τέλος, έχει φανεί ότι η νόσος είναι συχνότερη στους άνδρες σε σχέση με τις 

γυναίκες, σε μία αναλογία περίπου 2 άνδρες:1 γυναίκα (Eschlbock et al., 2017).

1.3.6 Θεραπευτικές προσεγγίσεις στο σήμερα

Μέχρι στιγμής δεν υπάρχουν διαθέσιμες θεραπείες τροποποίησης της πορείας της νόσου και 

οι θεραπείες που αφορούν τη συμπτωματολογία της ΑΠΣ είναι περιορισμένες. Η 

ανταπόκριση των ασθενών που πάσχουν από ΑΠΣ στη λεβοντόπα φαίνεται να είναι καλή 

περίπου στο 80% των ασθενών με MSA-P υπότυπο, αλλά το αποτέλεσμα είναι συνήθως 

παροδικό και μόνο το 30% δείχνει απόκριση για μια περίοδο 3,5 ετών (Wenning et al., 2013). 

Σε μερικούς ασθενείς παρατηρούνται διακυμάνσεις στην εκδήλωση των κινητικών 

συμπτωμάτων. Η εν τω βάθει εγκεφαλική διέγερση (DBS) δε συνιστάται για την 

αντιμετώπιση της ΑΠΣ, ενώ η ενεργός ανοσοποίηση έναντι της α-συνουκλείνης και ο 

συνδυασμός με αντιφλεγμονώδη θεραπεία αναδεικνύνονται ως περισσότερο ελπιδοφόρες 

θεραπευτικές στρατηγικές. Νέες στρατηγικές που στοχεύουν τη συσσωρευμένη α- 

συνουκλείνη στα ολιγοδενδροκύτταρα βρίσκονται σε εξέλιξη. Παρότι πρόκειται για μια 

“ορφανή” ασθένεια, δηλαδή μια ασθένεια που δεν προκαλεί το ενδιαφέρον των 

φαρμακευτικών βιομηχανιών επειδή αφορά λιγότερα από 200.000 άτομα ανά τον κόσμο, η 

ανάπτυξη νέων θεραπευτικών προσεγγίσεων είναι αναγκαία και απαιτεί τη βαθύτερη 

κατανόηση των παθογενετικών μηχανισμών που ευθύνονται για την εκδήλωση της νόσου 

ΑΠΣ (Jellinger, 2018).

1.3.7 Προτεινόμενος Παθογενετικός Μηχανισμός

Παρόλο που οι μηχανισμοί παθογένεσης της Ατροφίας Πολλαπλών Συστημάτων 

παραμένουν σχετικά ασαφείς, δεδομένα μελετών που χρησιμοποιούν προκλινικά μοντέλα 

καθώς και μεταθανάτιες μελέτες υποδηλώνουν ότι πρόκειται για μια πρωτογενή 

ολιγοδενδρογλοιοπάθεια.

Μια πρόσφατη μελέτη έθεσε σε αμφισβήτηση μια προηγούμενη θεωρία που υποστήριζε ότι 

τα ολιγοδενδροκύτταρα ασθενών με ΑΠΣ δεν εκφράζουν την α-συνουκλείνη (Djelloul et al., 

2015). Η έκφραση της πρωτεΐνης παρατηρήθηκε σε ένα μικρό κλάσμα προγονικών 

ολιγοδενδρογλοιακών κυττάρων της μέλαινας ουσίας σε ασθενείς με τον MSA-P υπότυπο. 

Επιπλέον, η α-συνουκλείνη αλλά και μετάγραφά της ανευρέθηκαν σε ολιγοδενδροκύτταρα
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που προέκυψαν από εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα μυός και ανθρώπου, σε επαγόμενα 

πολυδύναμα βλαστοκύτταρα προερχόμενα από ινοβλάστες ασθενών με ΑΠΣ και σε 

ολιγοδενδροκύτταρα απομονωμένα από εγκεφάλους ενήλικων ασθενών με ΑΠΣ. Η έκφραση 

της πρωτεΐνης και των μεταγράφων της φάνηκε να μειώνεται με την πάροδο του χρόνου και 

τα επίπεδά της ήταν χαμηλότερα στα ώριμα ολιγοδενδροκύτταρα σε σύγκριση με τα 

προγονικά ολιγοδενδρογλοιακά κύτταρα της μέλαινας ουσίας. Σε άλλη έρευνα, φάνηκε ότι 

υπερέκφραση της α-συνουκλείνης σε προγονικά ολιγοδενδρογλοιακά κύτταρα αναστέλλει 

την ωρίμανσή τους (Ettle et al., 2014). Αυτά τα ευρήματα συνηγορούν υπέρ της άποψης ότι 

η συσσωματωμένη α-συνουκλείνη που απαρτίζει τα χαρακτηριστικά γλοιακά κυτταρικά 

έγκλειστα στην ΑΠΣ, είναι ολιγοδενδρογλοιακής προέλευσης. Είναι γνωστό ότι τα 

ολιγοδενδροκύτταρα μπορούν να προσλάβουν και εξωγενούς προέλευσης α-συνουκλείνη. 

Έτσι, η διασπορά της πρωτεΐνης από κύτταρο σε κύτταρο μπορεί να συμβάλλει στην 

παθογένεση της ΑΠΣ (Reyes et al.,2013).

Έχει προταθεί ότι ένα πρώιμο γεγονός κατά την εκδήλωση της ΑΠΣ αποτελεί η μεταφορά της 

ολιγοδενδρογλοιακής πρωτεΐνης ΤΡΡΡ/ρ25α (πρωτεΐνη επαγωγής πολυμερισμού

τουμπουλίνης), η οποία παίζει κρίσιμο ρόλο στη διαδικασία της μυελινοποίησης, από το 

έλυτρο της μυελίνης στο σώμα των ολιγοδενδροκυττάρων. Μια πρόσφατη μελέτη επέκτεινε 

αυτά τα ευρήματα, δείχνοντας ότι η p25α, εκτός από τα έλυτρα μυελίνης, μετατοπίζεται και 

από τον πυρήνα στο περιπυρηνικό κυτταρόπλασμα σε ασθενείς με ΑΠΣ (Laurens et al., 

2017). Αυτή η μεταφορά της p25α στο σώμα των ολιγοδενδροκυττάρων, έχει δειχθεί ότι 

προωθεί τη συσσώρευση της α-συνουκλείνης στα ολιγοδενδροκύτταρα. Αυτό ακολουθείται 

από διόγκωση των ολιγοδενδροκυττάρων και από μη φυσιολογική πρόσληψη εξωγενούς α- 

συνουκλείνης από τους νευρώνες ή υπερέκφραση της ενδογενούς πρωτεΐνης. Η 

αλληλεπίδραση μεταξύ της ρ25α και της α-συνουκλείνης προωθεί τη φωσφορυλίωση και τη 

συσσωμάτωση της α-συνουκλείνης πρώτα σε αδιάλυτα ολιγομερή και, εν συνεχεία, σε 

ολιγοδενδρογλοιακά κυτταροπλασματικά έγκλειστα. Ο σχηματισμός των 

κυτταροπλασματικών εγκλείστων, με τη σειρά του, ενεργοποιεί τη μικρογλοία και την 

αστρογλοία, κατηγορίες γλοιακών κυττάρων που έχουν προστατευτικό ρόλο. Ως 

αποτέλεσμα, σταδιακά, δυσλειτουργικά ολιγοδενδροκύτταρα απελευθερώνουν τη μη 

φυσιολογικά αναδιπλωμένη α-συνουκλείνη στον εξωκυττάριο χώρο. Αυτή η α-συνουκλείνη 

μπορεί στη συνέχεια να προσληφθεί από γειτονικούς νευρώνες για να σχηματιστούν, 

μετέπειτα, νευρωνικά κυτταροπλασματικά έγκλειστα (Fanciulli et al., 2015).

Πιστεύεται, ακόμα, ότι η νευροφλεγμονή, όπως αυτή υποδεικνύεται από την ενεργοποίηση 

μεγάλου αριθμού αστροκυττάρων και μικρογλοίας, συμβάλλει στην παθογένεση της ΑΠΣ 

(Stefanova et al., 2007). Επίσης, πρόσφατη μελέτη συνέδεσε τη μιτοχονδριακή
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δυσλειτουργία και το οξειδωτικό στρες με το σχηματισμό ολιγοδενδρογλοιακών 

κυτταροπλασματικών εγκλείστων που προκύπτει από δυσλειτουργία της αυτοφαγίας 

(Monzio Compagnoni et al., 2018)

1.4 Αυτοφαγία 

1.4.1 Γενικά

Όλα τα κυτταρικά συστατικά υπόκεινται σε συνεχή παρακολούθηση από ενδοκυτταρικά 

συστήματα "ελέγχου ποιότητας” για τη διατήρηση της κυτταρικής ομοιόστασης. Οι κύριοι 

παράγοντες που εμπλέκονται σε αυτόν τον "ποιοτικό έλεγχο” είναι οι μοριακές πρωτείνες- 

συνοδοί, οι οποίες ανιχνεύουν τα μη φυσιολογικά συστατικά, καθώς και οι πρωτεάσες, οι 

οποίες ευθύνονται για τη διάσπαση των πρωτεϊνών του κυττάρου. Η δυσλειτουργία των 

συστημάτων κυτταρικής παρακολούθησης οδηγεί αναπόφευκτα σε κυτταροτοξικότητα και 

συχνά σε κυτταρικό θάνατο, λόγω της συσσώρευσης ανεπιθύμητων, μη λειτουργικών 

συστατικών εντός των κυττάρων. Έτσι, ο όρος "αυτοφαγία” παραπέμπει σε αυτό το σύστημα 

αυτοαποικοδόμησης και ανακύκλωσης των ενδοκυτταρικών μακρομοριακών στοιχείων και 

οργανιδίων κατά περίπτωση, το οποίο αναδύεται ως ένας από τους βασικούς 

"ενορχηστρωτές” της υγιούς γήρανσης.

Αυτή η διαδικασία αυτοαποικοδόμησης λαμβάνει χώρα σε όλα τα κύτταρα των ιστών των 

θηλαστικών, συμπεριλαμβανομένου του κεντρικού νευρικού συστήματος (ΚΝΣ). Μέσω της 

αυτοφαγίας το κατεστραμμένο ή δυσλειτουργικό ενδοκυτταρικό υλικό κατευθύνεται στα 

λυσοσώματα, το βασικό ενδοκυτταρικό οργανίδιο πέψης και αποικοδόμησης των 

μακρομοριακών στοιχείων. Σε καταστάσεις κυτταρικού stress οι αυτοφαγικές διαδικασίες 

λειτουργούν προσαρμοστικά για την αποκατάσταση της κυτταρικής ομοιόστασης. Έτσι, η 

προσαρμοστική αυτοφαγία στόχο έχει την παροχή των απαραίτητων θρεπτικών συστατικών 

και ενέργειας, καθώς και την εξυγίανση από τα τοξικά συστατικά που τυχόν συσσωρεύονται 

κατά τη διάρκεια μιας κυτταρικής λειτουργικής βλάβης. Η αυτοφαγία μπορεί να αποβεί 

ευεργετική ή επιβλαβής, ανάλογα με τον τρόπο αλλά και τη διάρκεια της επαγωγής αυτής. 

Φυσιολογικά, η διάρκεια της αυτοφαγικής απόκρισης υπόκειται σε αυστηρή ρύθμιση για να 

αποφευχθεί η ανεξέλεγκτη αποδόμηση (Antonioli et al., 2017).

Μεταβολές τόσο στην έναρξη αυτοφαγικών διεργασιών όσο και στον τερματισμό τους, 

συχνά, προδιαθέτουν κυτταρικό θάνατο και επηρεάζουν την εκτέλεση άλλων διεγέρσιμων 

διεργασιών, όπως είναι η απόκριση στη φλεγμονή. Συνεπώς, η επιτυχώς ολοκληρωμένη 

αυτοφαγική απόκριση είναι κρίσιμη για τη διατήρηση της φυσιολογίας του ΚΝΣ και την 

επιβίωση των νευρώνων. Αυτό περίτρανα αποδεικνύεται από τον αυξημένο αριθμό
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συνδέσεων που έγιναν μεταξύ της δυσλειτουργίας της αυτοφαγίας, της γήρανσης και του 

νευροεκφυλισμού. Στον εγκέφαλο έχει μελετηθεί ως επί το πλείστον σε νευρώνες, όπου η 

παράδοση τοξικών μορίων και οργανιδίων στα λυσοσώματα διαμέσου αυτοφαγικών 

διεργασιών είναι μεγίστης σημασίας για την υγεία και την επιβίωση των νευρώνων. Η 

αυτοφαγία ρυθμίζεται στο μεταμεταφραστικό επίπεδο. Η φωσφορυλίωση και η 

ουβικουιτινυλίωση είναι οι καλύτερα χαρακτηρισμένες μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις 

που συμμετέχουν ρυθμιστικά στην αυτοφαγία.

1.4.2 Τύποι αυτοφαγίας

Έχουν περιγραφεί τρεις τύποι αυτοφαγίας ανάλογα με την εκλεκτικότητα υποστρώματος και 

την οδό που χρησιμοποιείται για τη μεταφορά του "φορτίου” στα λυσοσώματα: α) η 

μακροαυτοφαγία, β) η μικροαυτοφαγία και γ) η αυτοφαγία διαμεσολαβούμενη από 

πρωτείνες-συνοδούς (CMA) (Εικ.4) (Xilouri and Stefanis, 2016; Nassif et al., 2017). Πιο 

αναλυτικά,

α) Μακροαυτοφαγία

Η μακροαυτοφαγία είναι μια εξελικτικά συντηρημένη αυτοφαγική οδός. Είναι η πιο 

διαδεδομένη και μελετημένη οδός και η μοναδική διαμέσου της οποίας μπορούν να 

αποικοδομηθούν και οργανίδια. Η μελέτη της μακροαυτοφαγίας σε μοντέλα ζύμης βοήθησε 

ιδιαίτερα στην κατανόησή της. Περιληπτικά, κατά τη μακροαυτοφαγία δημιουργούνται διπλά 

μεμβρανικά κυστίδια, γνωστά ως αυτοφαγοσώματα, τα οποία εγκολπώνουν 

κυτταροπλασματικές πρωτείνες και οργανίδια και στη συνέχεια τα οδηγούν στα λυσοσώματα 

για αποικοδόμηση. Τα αυτοφαγοσώματα ταξιδεύουν κατά μήκος των μικροσωληνίσκων και 

έπειτα συντήκονται με λυσοσώματα, σχηματίζοντας τελικά τα αυτοφαγολυσοσώματα. Η 

μακροαυτοφαγία μπορεί να είναι πιο μαζική (in bulk) ή επιλεκτική ανάλογα με το φορτίο που 

έχει απομονωθεί (Kaushik and Cuervo, 2018). Εώς σήμερα, περισσότερα από 30 γονίδια 

σχετιζόμενα με την αυτοφαγία (ATG genes) είναι γνωστά στα μοντέλα ζύμης για τη 

συμμετοχή τους στα διαφορετικά στάδια της μακροαυτοφαγίας. Στους ανώτερους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς, έχουν βρεθεί πολλά ορθόλογα γονίδια (Levine and Klionsky, 

2004). Πρωτεϊνικά σύμπλοκα των Atg πρωτεϊνών συμμετέχουν στα στάδια σχηματισμού του 

αυτοφαγοσώματος. Έτσι, οι Atg και οι ορθόλογες μορφές σε ανώτερους οργανισμούς 

παίζουν ενορχηστρωτικό ρόλο τόσο στην έναρξη όσο και στην ομαλή διεκπεραίωση της 

μακροαυτοφαγίας. Πρόσφατα, προτάθηκε ένας ακόμη ρόλος για τις Atg πρωτείνες, αυτός της 

ρύθμισης πρωτεϊνικής έκκρισης ή, όπως ονομάστηκε, ATG εξαρτούμενη έκκριση (Cavalli
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Εικ. 4. Σχηματική αναπαράσταση των διαφορετικών αυτοφαγικών μονοπατιών, a) 

Μακροαυτοφαγία. Μέσω της μακροαυτοφαγίας το κυτοσολικό φορτίο απομονώνεται 

από μια οριοθετημένη μεμβράνη που σχηματίζεται μέσω της σύζευξης συγκεκριμένων 

πρωτεϊνών μεταξύ τους και με λιπίδια σε μια σύνθετη διαδικασία πολλαπλών σταδίων. 

Η μεμβράνη αυτή, στη συνέχεια, σφραγίζεται δημιουργώντας ένα αυτοφαγόσωμα που 

διακινείται διαμέσου μικροσωληνίσκων. Η σύντηξη των αυτοφαγοσωμάτων με 

λυσοσώματα οδηγεί στη δημιουργία αυτοφαγολυσοσώματος και έπειτα στην 

αποικοδόμηση του παγιδευμένου φορτίου. Η μακροαυτοφαγία μπορεί να είναι μαζική 

(in bulk) ή επιλεκτική ανάλογα με το φορτίο που έχει απομονωθεί. b) Μικροαυτοφαγία. 

Κατά τη μικροαυτοφαγία το κυτοσολικό φορτίο παγιδεύεται σε μικρά κυστίδια που 

σχηματίζονται με την διάσπαση της λυσοσωμικής μεμβράνης είτε μαζικά (in bulk) είτε 

επιλεκτικά μέσω αναγνώρισης και στόχευσης από την πρωτεΐνη HSC70 και άλλες 

πρωτεΐνες-συνοδούς που δεν έχουν ακόμη προσδιοριστεί. c) Η αυτοφαγία 

διαμεσολαβούμενη από πρωτεΐνες-συνοδούς (CMA) περιλαμβάνει την επιλεκτική 

αποικοδόμηση πρωτεϊνών που φέρουν μοτίβο KFERQ ή βιοχημικά παρόμοιο. Το 

πρωτεϊνικό φορτίο οδηγείται στα λυσοσώματα με τη βοήθεια της HSC70 και άλλων 

πρωτεϊνών-συνοδών και αποικοδομείται στο εσωτερικό των λυσοσωμάτων έπειτα από 

σύνδεση στον ειδικό λυσοσωμικό υποδοχέα LAMP2A (Πηγή: Kaushik and Cuervo, 

2018)
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and Cenci, 2020). Καθώς η μακροαυτοφαγία λαμβάνει χώρα στο κυτταρόπλασμα, οι 

επλεκόμενες πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν με πληθώρα εκκριτικών άλλων πρωτεϊνών, γεγονός 

που έχει ρυθμιστική επίδραση στην έκφρασή τους διαμέσω διαφορετικών μηχανισμών που 

δεν είναι πλήρως κατανοητοί (Cavalli and Cenci, 2020).

β) Μικροαυτοφαγία

Η μικροαυτοφαγία παγιδεύει το κυτοσολικό φορτίο σε μικρά κυστίδια που σχηματίζονται με 

την εγκόλπωση από τη λυσοσωμική μεμβράνη είτε μαζικά είτε επιλεκτικά μέσω αναγνώρισης 

του υποστρώματος από την πρωτεΐνη HSC70/HSPA8 και από άλλες πρωτείνες-συνοδούς 

που δεν έχουν ακόμη προσδιοριστεί (Kaushik and Cuervo, 2018).

γ) Αυτοφαγία Διαμεσολαβούμενη από Πρωτείνες-συνοδούς (CMA)

Η αυτοφαγία διαμεσολαβούμενη από πρωτείνες-συνοδούς (CMA) ήταν η πρώτη διαδικασία 

της οποίας η μελέτη έδειξε ότι η αποικοδόμηση των ενδοκυτταρικών συστατικών από τα 

λυσοσώματα μπορεί να είναι επιλεκτική - ένα σενάριο που είναι τώρα αποδεκτό και για άλλες 

μορφές αυτοφαγίας.

Η επιλεκτικότητα έχει συσχετιστεί με την CMA λόγω του μοναδικού μηχανισμού που 

βασίζεται στη μεταφορά του φορτίου στα λυσοσώματα. Οι πρωτεΐνες, ως το μόνο φορτίο που 

μπορεί να μεταβολιστεί από αυτό το μονοπάτι, διασχίζουν τη λυσοσωμική μεμβράνη μια 

προς μια. Δεν είναι δυνατόν όλες οι κυτοσολικές πρωτεΐνες να υποστούν λυσοσωμική 

αποικοδόμηση. Μελετώντας την ριβονουκλεάση Α, η οποία είναι μια από τις πρωτείνες που 

μπορούν να αποικοδομηθούν μέσω των λυσοσωμάτων, ο Αμερικανός βιοχημικός και 

κυτταρολόγος Fred Dice και η ομάδα του αναγνώρισαν μια περιοχή 11 αμινοξέων στην 

πρωτεΐνη, που αργότερα περιορίστηκε στο πενταπεπτίδιο KFERQ (ή κάποιο βιοχημικά 

παρόμοιο), η οποία είναι επαρκής προκειμένου να στοχευθούν οι πρωτείνες που την 

περιέχουν προς λυσοσωμική αποικοδόμηση μέσω CMA. Σήμερα γνωρίζουμε ότι περίπου το 

40% των κυτοσολικών πρωτεϊνών του πρωτεώματος των θηλαστικών περιέχουν ένα μοτίβο 

τύπου KFERQ. Επιπροσθέτως, σε μερικές πρωτεΐνες-υποστρώματα, το ίδιο μοτίβο 

στόχευσης μπορεί να έχει δημιουργηθεί μέσω μεταμεταφραστικών τροποποιήσεων, 

διευρύνοντας έτσι τον αριθμό των πιθανών υποστρωμάτων της CMA.

Η εκλεκτική διαδικασία της αυτοφαγίας διαμεσολαβούμενης από πρωτείνες-συνοδούς 

μπορεί να χωριστεί στα εξής διακριτά στάδια (Xilouri and Stefanis, 2015) (Εικ.5): (1) 

αναγνώριση υποστρώματος και στόχευσή του στα λυσοσώματα, (2) δέσμευση 

υποστρώματος στον ειδικό υποδοχέα της λυσοσωμικής μεμβράνης (LAMP2A) και
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ξεδίπλωση του υποστρώματος, (3) μεταφορά του υποστρώματος στο εσωτερικό των

λυσοσωμάτων διαμέσου της λυσοσωμικής μεμβράνης και (4) αποικοδόμηση υποστρώματος.

Πιο αναλυτικά,

1) Κυτοσολικές πρωτεϊνες-υποστρώματα που φέρουν πενταπεπτίδιο βιοχημικά παρόμοιο 

με το μοτίβο KFERQ αναγνωρίζονται από την πρωτεΐνη HSC70/HSPA8, η οποία ανήκει 

στην ευρύτερη οικογένεια πρωτεϊνών- συνοδών HSP70. Αυτή η διαδικασία αναγνώρισης 

υποβοηθάται από μια ομάδα άλλων πρωτεϊνών- συνοδών, όπως είναι οι HSP40, HSP90, 

Hip, Hop και Bag-1.

2) Το δεύτερο στάδιο περιλαμβάνει τη μετατόπιση του συμπλόκου των πρωτεϊνών- 

συνοδών και του υποστρώματος στην επιφάνεια της λυσοσωμικής μεμβράνης όπου 

λαμβάνει χώρα η αλληλεπίδραση του συμπλόκου με την κυτοσολική "ουρά” της 

μεμβρανικής πρωτείνης-ειδικού λυσοσωμικού υποδοχέα, LAMP2A. Η LAMP2A πρωτεΐνη 

είναι μία από τις τρεις ισομορφές του γονιδίου LAMP2 , που κωδικοποιείται μέσω 

εναλλακτικού ματίσματος και αποτελεί τη μοναδική ισομορφή που εμπλέκεται στη CMA. 

Όλες οι ισομορφές της LAMP2 είναι λυσοσωμικές διαμεμβρανικές πρωτεΐνες και αυτό 

που διαφοροποιεί τη LAMP2A από τις LAMP2B και LAMP2C είναι περιοχές διαμέσου της 

διαμεμβρανικής δομής και της κυτταροπλασματικής ουράς τους. Κατά το παρόν βήμα 

είναι κρίσιμη τόσο η διαμόρφωση της πρωτείνης-υποδοχέα όσο και τα επίπεδά της. Η 

LAMP2A υπάρχει με τη μορφή μονομερούς στη λυσοσωμική μεμβράνη και σε 

συνδυασμό με άλλες πρωτεΐνες σχηματίζει ένα πολυμερές σύμπλοκο που απαιτείται για 

τη μετέπειτα μετατόπιση του υποστρώματος στα λυσοσώματα. Η “συναρμολόγηση” της 

LAMP2A σε αυτό το σύμπλεγμα που σχηματίζεται στη λυσοσωμική μεμβράνη είναι 

δυναμική και εξαρτάται άμεσα από τη δέσμευση του υποστρώματος σε αυτήν την 

πρωτείνη-υποδοχέα.

3) Κατά τη διάρκεια της μετάβασης από μονομερές σε πολυμερές, η σταθερότητα του 

LAMP2A υποδοχέα διατηρείται μέσω της αλληλεπίδρασής του με μια λυσοσωμική μορφή 

της HSC70 πρωτείνης-συνοδού που καλείται lys-HSC70. Η μονομερής διαμόρφωση του 

LAMP2A απαιτείται για τη δέσμευση του υποστρώματος, η οποία στη συνέχεια οδηγεί 

στον πολυμερισμό του LAMP2A σε ένα σύμπλεγμα, πράγμα που καθιστά δυνατή τη 

μετατόπιση της πρωτείνης-υποστρώματος στη λυσοσωμική κοιλότητα. Το υπόστρωμα 

μπορεί να δεσμευθεί στον υποδοχέα LAMP2A ακόμη και στην αναδιπλωμένη 

διαμόρφωσή του, αλλά για να καταστεί δυνατή η μετακίνησή του στο εσωτερικό της 

λυσοσωμικής κοιλότητας έχει βρεθεί ότι απαιτείται το ξετύλιγμά του, μια διαδικασία που 

πιθανώς διευκολύνεται από τη lys-HSC70 και άλλες πρωτείνες-συνοδούς. Αν και ο 

ακριβής τρόπος με τον οποίο λαμβάνει χώρα αυτή η μετατόπιση δεν έχει ακόμη 

διευκρινιστεί, έχει προταθεί ότι το σύμπλοκο που δημιουργείται λειτουργεί ενεργητικά, 

πιθανώς τραβώντας τις πρωτεΐνες του υποστρώματος ή, εναλλακτικά, μπορεί να
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συγκρατεί παθητικά το υπόστρωμα αποτρέποντας την επιστροφή του στο κυτοσόλιο. Ο 

τρόπος με τον οποίο η lys-HSC70 φτάνει στη λυσοσωμική κοιλότητα δεν είναι ακόμη 

σαφής, αλλά επικρατέστερη παραμένει η ιδέα της εσωτερίκευσής της με τη μορφή 

πολυκυστικών σωμάτων από την επιφάνεια των ενδοσωμάτων και την επακόλουθη 

σύντηξη λυσοσώματος-ενδοσωμάτων. Η σταθερότητα της lys-HSC70 στα λυσοσώματα 

εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από το pH τους και είναι γνωστό ότι η αλκαλοποίηση των 

λυσοσωμάτων οδηγεί στην αποικοδόμησή της.

4) Μετά τη μετατόπιση του υποστρώματος, η lys-HSC70 καθιστά δυνατή την 

αποσυναρμολόγηση του συμπλόκου LAMP2A το οποίο, αφού “απελευθερωθεί”, είναι 

διαθέσιμο για τη σύνδεση άλλων υποστρωμάτων. Ένα άλλο ενδεχόμενο είναι το 

LAMP2A σύμπλοκο να μετατοπιστεί εντός της λυσοσωμικής κοιλότητας, όπου δε θα 

συμμετάσχει στη CMA και μπορεί να αποικοδομηθεί από την πρωτεΐνη καθεψίνη Α. 

Αλλαγές στη ρευστότητα της λυσοσωμικής μεμβράνης ή στη σύνθεσή της από πρωτεΐνες 

και λιπίδια αποτελούν παράγοντες που μπορεί να επηρεάσουν τη συναρμολόγηση και 

αποσυναρμολόγηση του εν λόγω συμπλόκου.

Στην πραγματικότητα, παρότι όλα τα κύτταρα περιέχουν τον μεμβρανικό υποδοχέα 

LAMP2A, η lys-HSC70 περιέχεται στις λυσοσωμικές κοιλότητες μιας μειοψηφίας αυτών. 

Ο ρυθμός και η ενεργότητα της αυτοφαγίας διαμεσολαβούμενης από πρωτεΐνες- 

συνοδούς εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τα επίπεδα του LAMP2A υποδοχέα, το ρυθμό 

συναρμολόγησης/αποσυναρμολόγησης του δημιουργούμενου συμπλόκου και από την 

lys-HSC70 που βρίσκεται στη λυσοσωμική κοιλότητα.

Ο ρόλος της CMA στην αποικοδόμηση ανεπιθύμητων ή δυσλειτουργικών πρωτεϊνών στο 

ΚΝΣ είχε τεθεί υπό αμφισβήτηση, καθώς τα μεταγραφικά επίπεδα της ισομορφής LAMP2A 

στον εγκέφαλο είχαν βρεθεί στο παρελθόν πολύ χαμηλά (Furuta et al., 1999) και οι 

πρωτεΐνες που έφεραν το μοτίβο KFERQ δεν φαίνονταν να αλλάζουν έπειτα από ασιτία των 

κυττάρων (Dice et al., 1990), παράγοντας που είναι γνωστό ότι επάγει την CMA. Παρόλα 

αυτά, μετέπειτα μελέτες έδειξαν ότι τα επίπεδα της πρωτεΐνης LAMP2A είναι αρκετά υψηλά 

στους ντοπαμινεργικούς νευρώνες των τρωκτικών (Xilouri et al., 2013) και επίσης βρέθηκε 

ότι τα επίπεδα αυτά ρυθμίζονται κατά την ανάπτυξη, τόσο στις πρωτογενείς καλλιέργειες 

νευρώνων όσο και στον εγκέφαλο επίμυων (Vogiatzi et al., 2008). Σχετικά με τις νόσους του 

εγκεφάλου, έχει προταθεί ότι η CMA δεν είναι μόνο υπεύθυνη για την αποικοδόμηση των 

πρωτεϊνών που είναι επιρρεπείς στη συσσώρευση αλλά, ταυτόχρονα, μπορεί να αποτελεί και 

άμεσο στόχο των τοξικών επιπτώσεων αυτής της παθολογικής συσσώρευσης, γεγονός που 

οδηγεί σε νευροεκφύλιση (Xilouri and Stefanis, 2015).
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Εικ. 5. Εικονογραφημένη αναπαράσταση των διακριτών σταδίων της αυτοφαγίας 

διαμεσολαβούμενης από πρωτείνες-συνοδούς (CMA). a) Αναγνώριση και δέσμευση της 

αναδιπλωμένης μορφής της πρωτείνης-υποστρώματος που φέρει το μοτίβο KFERQ από την 

πρωτείνη-συνοδό Hsc70 και άλλες βοηθητικές πρωτεΐνες-συνοδούς στο κυτοσόλιο, b) 

Μετατόπιση του υποστρώματος στη λυσοσωμική μεμβράνη και σύνδεση με την κυτοσολική ουρά 
του μονομερούς ειδικού λυσοσωμικού υποδοχέα LAMP2A, c) ξεδίπλωμα της πρωτείνης- 

υποστρώματος και επαγωγή του πολυμερισμού του LAMP2A με τη βοήθεια της lys-Hsc70, d) 

συναρμολόγηση του συμπλόκου LAMP2A, μεταφορά του υποστρώματος στη λυσοσωμική 
κοιλότητα και πέψη του υποστρώματος με λυσοσωμικές πρωτεάσες, e) Απελευθέρωση και 

αποσυναρμολόγηση του συμπλόκου προς τη μονομερή μορφή του (Πηγή: Xilouri and Stefanis, 

2015).

1.4.3 Αποικοδόμηση της α-συνουκλεΐνης

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, γνωρίζουμε ότι ένα από τα κύρια μονοπάτια αποικοδόμησης 

της πρωτείνης α-συνουκλείνης, η συσσώρευση τοξικών μορφών της οποίας είναι άμεσα 

συνδεδεμένη με την παθογένεση νευροεκφυλιστικών νόσων όπως η Ατροφία Πολλαπλών 

Συστημάτων, είναι η CMA.
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Στο παρελθόν, έχουν προταθεί διαφορετικές θεωρίες σχετικά με τον τρόπο αποικοδόμησης 

της α-συνουκλείνης. Αρχικά, το σύστημα ουβικουιτίνης-πρωτεασώματος (UPS) είχε προταθεί 

ως το υπεύθυνο μονοπάτι αποικοδόμησης, έπειτα από έρευνες σε νευρωνικά κύτταρα όπου 

φάνηκε συσσώρευση πολυουβικουιτινυλιωμένων μορφών της α-συνουκλείνης μετά από 

αναστολή του πρωτεασώματος (Bennett et al., 1999; Imai et al., 2000). Στη συνέχεια, 

δείχθηκε πως η φωσφορυλιωμένη α-συνουκλείνη στο αμινοξύ σερίνη 129, μπορεί μεν να 

αποικοδομηθεί μέσω του πρωτεασώματος, αλλά με τρόπο μη εξαρτώμενο από την 

ουβικουιτίνη (Machiya et al., 2010), κάτι που συμπλήρωσε αποτελέσματα άλλων ερευνών 

που έδειξαν ότι η ουβικουιτινυλίωση δεν είναι απαραίτητη για τη στόχευση της α- 

συνουκλείνης στο πρωτεάσωμα (Tofaris et al. 2001 ; Nakajima et al.,2005). Ωστόσο, σε 

άλλες έρευνες δεν παρατηρήθηκε συσσώρευση της ενδογενούς ή υπερεκφραζόμενης α- 

συνουκλείνης με αναστολή του πρωτεασώματος (Rideout et al., 2002 ; Emmanouilidou et al., 

2010). Μια πιθανή εξήγηση ως προς αυτό είναι ότι στις αντίστοιχες έρευνες 

χρησιμοποιήθηκαν είδη της α-συνουκλείνης που μπορούν να αποικοδομηθούν μέσω 

λυσοσωμικών οδών αλλά όχι μέσω του UPS. Βασισμένοι σε αυτό, έρευνες του εργαστηρίου 

μας έδειξαν ότι μικρές, διαλυτές ολιγομερείς μορφές της α-συνουκλείνης μπορούν να 

αποικοδομηθούν μέσω του UPS (Emmanouilidou et al., 2010). Σε άλλη έρευνα, προτάθηκε 

ότι ο τρόπος αποικοδόμησης της α-συνουκλείνης καθορίζεται άμεσα από τον τύπο και το 

μέγεθος του πρωτεϊνικού φορτίου εντός του κυττάρου (Ebrahimi-Fakhari et al., 2011). Έτσι, 

πρότειναν πως το σύστημα UPS «αναλαμβάνει» σε περιπτώσεις αποικοδόμησης 

ενδογενούς α-συνουκλείνης, ενώ η λυσοσωμική αποικοδόμηση αφορά την παθολογική 

συσσώρευση της α-συνουκλείνης. Σε παρελθοντικές έρευνες του εργαστηρίου μας, όπως 

αναφέρεται παραπάνω, έχει προταθεί πως η αυτοφαγία διαμεσολαβούμενη από πρωτείνες- 

συνοδούς και η μακροαυτοφαγία αποτελούν τα βασικά μονοπάτια αποικοδόμησης της α- 

συνουκλείνης, και συνεπώς η αναστολή τους μπορεί να συμβάλλει στην παθογένεση (Vogia- 

tzi et al., 2008). Τελευταία, έρευνα ανέδειξε την canthin-6-one, ένα αλκαλοειδές παράγωγο 

της ινδόλης ως φυσικό συστατικό που μειώνει τη συσσώρευση της αγρίου τύπου αλλά και 

μεταλλαγμένης α-συνουκλεϊνης, αυξάνοντας την αποικοδόμησή της μέσω του UPS (Yuan et 

al., 2019). Η πληθώρα ερευνών που επικεντρώνεται σε αυτό το θέμα, έχει πραγματοποιηθεί 

ως επί το πλείστον σε νευρικά κύτταρα. Επομένως, η μελέτη του ρόλου της αυτοφαγίας 

διαμεσολαβούμενης από πρωτείνες-συνοδούς, αλλά και άλλων οδών αποικοδόμησης, σε 

κυτταρικές σειρές ολιγοδενδροκυττάρων κρίνεται απαραίτητη, καθώς δεν υπάρχουν πολλά 

στοιχεία εώς σήμερα.
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2. ΚΥΡΙΟ ΜΕΡΟΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

2.1 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1.1 Σχεδιασμός πλασμιδιακού φορέα pPAmCherry (plasmid Photoactivatable 

monomeric Cherry) -KFERQ

Προκειμένου να καταστεί δυνατή η παρακολούθηση της αυτοφαγίας διαμεσολαβούμενης 

από πρωτείνες-συνοδούς, σχεδιάστηκε ένας πλασμιδιακός φορέας που φέρει μεταξύ άλλων: 

1) αλληλουχία ενισχυτή και αλληλουχία υποκινητή μεγαλοκυτταροϊού (CMV enhancer και 

CMV promoter), 2) αλληλουχία που κωδικοποιεί το μοτίβο KFERQ συζευγμένη με την 

αλληλουχία που κωδικοποιεί το φωτοενεργοποιούμενο μονομερές της φθορίζουσας 

πρωτεΐνης Cherry (PAmCherry) και 3) αλληλουχία που κωδικοποιεί την αμινογλυκοσιδική 
φωσφοτρανσφεράση και προσδίδει ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά καναμυκίνη και νεομυκίνη 

(Εικ. 6).
(α) ενισχυτής και εκκ ινητής μεγαλοκυτταροϊού(4670) P c il A se l (7)

(β) μοτίβο KFERQ

N he l (591)
^  B m tl (595)

Bam H I (665) 
A g e l (671)

(γ) φωτοενεργοποιούμενη 
m Cherry

(3741) Bsal

S b fl (1039)

B bs l (1119) 
P fIM I (1123)

p P A -K F E R Q -m C h e rry -N l
4728 bp(3527) P fo l

BbvCI (1222) 
II B sg l (1278)

11 S grA I (1365) 
U  X c m l (1370)
Η  BsrGI (1384)
W \  N o tl (1396)
\  X b a l*  (1406)

\  M fe l (1502) 
v  H pa l (1515)

B ts a l (1591)
A f l l l  (1634)

(3434) B stB I

(3268) R s rII

(δ) αλληλουχία που 
προσδίδει

ανθεκτικότητα στην 
νεομυκίνη και την 

καναμυκίνη
(2985) B srD l

\  SV40 promoter(2870) P fIF I - T t h l l l l
(2854) FspI D r a l l l  (1868)

(2592) B spD I* - C la l*
(2573) S tu I

S e xA I* (2341)(2527) S fil

Εικ.6 Απεικόνιση της δομής του τελικού πλασμιδιακού φορέα pPAmCherry-KFERQ που 

κατασκευάστηκε.
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Ο τελικός πλασμιδιακός φορέας pPAmCherry-KFERQ, που στην πορεία χρησιμοποιήθηκε 
στα πειράματα που σχεδιάστηκαν, κατασκευάστηκε χρησιμοποιώντας ως βάση τον εμπορικά 

διαθέσιμο φορέα pPAmCherry1-N1 (#31928, addgene), που φέρει πολλαπλή θέση 

κλωνοποίησης (Multiple Cloning Site -MCS) (Εικ. 6) και ένα εισάγον τμήμα που κωδικοποιεί 

το μοτίβο KFERQ το οποίο κατασκευάστηκε σύμφωνα με προηγούμενα βιβλιογραφικά 

δεδομένα (Koga et al., 2011).

Η φωτοενεργοποιούμενη πρωτεΐνη mCherry είναι μέλος της οικογένειας των mFruits, των 

μονομερών κόκκινων φθορίζουσων πρωτεϊνών mRFP O πλασμιδιακός φορέας 

pPAmCherry1-N1, φέρει νουκλεοτιδική ακολουθία που κωδικοποιεί την PAmCherry, μια 

φωτοενεργοποιούμενη μεταλλαγή της φθορίζουσας πρωτεΐνης mCherry. Η PAmCherry είναι 

μη φθορίζουσα μέχρι να ενεργοποιηθεί με πρόσπτωση υπεριώδους φωτός, μήκους κύματος 

εύρους 350 nm - 400 nm. Τα μήκη κύματος διέγερσης και εκπομπής αντίστοιχα, είναι 564 nm 

και 595 nm. Τα γονίδια που εισάγονται στην πολλαπλή θέση κλωνοποίησης εκφράζονται ως 

συντήξεις στο αμινοτελικό άκρο της PAmCherry αν βρίσκονται στο ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης 

και δεν παρεμβάλλονται κωδικόνια λήξης μεταξύ των δύο αλληλουχιών. Λεπτομερώς, τα 

βήματα που ακολουθήθηκαν για την κατασκευή του τελικού πλασμιδιακού φορέα pPAmCher­

ry-KFERQ περιγράφονται παρακάτω:

2.1.2 Ανακαλλιέργεια βακτηρίων

Για την κατασκευή του τελικού πλασμιδιακού φορέα pPAmCherry-KFERQ, χρησιμοποιήθηκε 

εμπορικά διαθέσιμη καλλιέργεια βακτηρίων που φέρουν το φορέα-μήτρα pPAmCherry1-N1. 

Έγινε ενοφθαλμισμός στερεών θρεπτικών υλικών εμπλουτισμένων με το αντιβιοτικό 

καναμυκίνη, με κρικοφόρο στυλεό σε τρυβλία petri, τα οποία επωάσθηκαν στους 37oC για 16 

ώρες.

2.1.3 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA (mini prep)

Στη συνέχεια, αποικίες που αναπτύχθηκαν απομονώθηκαν από τη στερεή καλλιέργεια με 

πλαστικά ρύγχη πιπετών (tips) και επανακαλλιεργήθηκαν σε 5 ml υγρού θρεπτικού υλικού 

LB με καναμυκίνη και 1,8 ml εξ’αυτών χρησιμοποιήθηκαν σε κλασσικά σωληνάρια eppendorf 

των 2 ml για απομόνωση των πλασμιδίων pPAmCherry1-N1 ακολουθώντας πρωτόκολλο 

που έχει αναπτυχθεί στο εργαστήριο:

(i) Τα καλλιεργημένα βακτήρια φυγοκεντρήθηκαν στις 13.000 στροφές για 10’, σε 

θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια το βακτηριακό ίζημα επαναδιαλυτοποιήθηκε σε 

250 μ! διαλύματος επαναιώρησης (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8.0).
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(ii) Στο επαναιωρημένο ίζημα προστέθηκαν 250 μΙ διαλύματος λύσης (0.1 M NaOH, 1% 

SDS) των βακτηρίων και έγινε ήπια ανακίνηση του σωληναρίου προκειμένου να 

αναδευτούν τα δύο διαλύματα.

(iii) Εν συνεχεία, προστέθηκαν 350 μΙ διαλύματος εξουδετέρωσης (1.5 M οξικό κάλιο, pH 5.5) 

και ακολούθησε φυγοκέντρηση (13.000 rpm/ 10’/ θερμοκρασία δωματίου) προκειμένου 

να διαχωριστεί το DNA από τα κυτταρικά θραύσματα.

(iv) Το υπερκείμενο, στο οποίο περιέχεται το DNA, μεταφέρθηκε σε δεύτερο σωληνάριο των 

2 ml και σε αυτό προστέθηκαν 700 μ! απόλυτης ισοπροπανόλης (100%) για την 

κατακρήμνιση του DNA.

(v) Τα δύο διαλύματα αναδεύτηκαν με έντονη ανακίνηση (vortex) του σωληναρίου και 

ακολούθησε φυγοκέντρηση (13.000 rpm/ 5’/ θερμοκρασία δωματίου).

(vi) Τέλος, απομακρύνθηκε το υπερκείμενο και το ίζημα DNA στο σωληνάριο στέγνωσε σε 

απαγωγό προκειμένου να εξατμιστούν οποιαδήποτε υπολείμματα ισοπροπανόλης. Το 

ίζημα επαναιωρήθηκε σε 50 μΙ διπλά απεσταγμένου H2O και μετρήθηκε η συγκέντρωση 

των πλασμιδίων με χρήση φασματοφωτόμετρου.

2.1.4 Πέψεις με περιοριστικές ενδονουκλεάσες

Κατά την κατασκευή του πλασμιδιακού φορέα pPAmCherry KFERQ, έγιναν οι εξής 

διαγνωστικές πέψεις με περιοριστικές ενδονουκλεάσες:

• Διαγνωστική πέψη 1 μς πλασμιδίων pPAmCherry1-N1, με το ένζυμο περιορισμού AflIII 

(R0541S, New England BioLabs) σε υδατόλουτρο, στους 37oC, για 1 ώρα (Εικ. 7)

• Πέψη των πλασμιδιακών φορέων pPAmCherry1-N1 με τα ένζυμα περιορισμού NheI 

(R0131S, New England BioLabs) και BamHI (R0136S, New England BioLabs), 

προκειμένου να απομακρυνθεί η πολλαπλή θέση κλωνοποίησης, σε υδατόλουτρο, στους 

37oC, για 3 ώρες (Εικ. 8 )

• Διαγνωστική πέψη του τελικού πλασμιδιακού φορέα pPAmCherry KFERQ με τα ένζυμα 

HindIII (R0104S, New England BioLabs) και BglII (R0144S, New England BioLabs)

Μετά το πέρας των επωάσεων, οι αντιδράσεις ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης 

συγκέντρωσης 1% w/v, για 20-40 λεπτά ανάλογα με το μέγεθος των εκάστοτε θραυσμάτων, 

σε τάση 100V, προκειμένου να διαχωριστούν.
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Α Π ΙΙΙ

pPA m C herry l N1 (addGene)
4723 bp

promote' nV1

(4665) ΑΠΙΙΙ
CMv enhancer

(767)

Εικ. 7 Απεικόνιση των θέσεων αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύμου στον

πλασμιδιακό φορέα pPAmCherryl N1 .

pPA m C herry l N1 (addGene)
4723 bp

promoter 9'

CMV enhancer

Nhel '591)
B a m H I (660)

Εικ. 8 Απεικόνιση των θέσεων αναγνώρισης των περιοριστικών ενζύμων BamHI και 

Nhel στον πλασμιδιακό φορέα pPAmCherry1-N1.
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2.1.5 Υβριδοποίηση των ολιγονουκλεοτιδικών τμημάτων που κωδικοποιούν το μοτίβο

KFERQ

Το μοτίβο KFERQ προέκυψε από την υβριδοποίηση των εξής ολιγονουκλεοτιδικών 

τμημάτων: 5’-

ctagcgccaccatgaaggaaactgcagcagccaagtttgagcggcagcacatggactccagcacttccgctgcg-3’

(τμήμα α) και 5’-

gatccgcagcggaagtgctggagtccatgtgctgccgctcaaacttggctgctgcagtttccttcatggtggcg-3’ (τμήμα β), 

τα οποία προμηθευτήκαμε μετά από παραγγελία σε εξωτερικό φορέα. Η αντίδραση 

υβριδοποίησης έγινε σε συνολικό όγκο 1 0 0  μΙ προσθέτοντας τα ακόλουθα: 1 ) 1 0  μg του 

τμήματος α, 2) 10 μg του τμήματος β, 3) 150 mM NaCl, 4) διπλά απεσταγμένο H2O εώς τα 

100 μ!. Στη συνέχεια, έγινε ολονύκτια επώαση στο υδατόλουτρο ξεκινώντας από τους 95oC 

και με σταδιακή πτώση θερμοκρασίας εώς τη θερμοκρασία δωματίου. Τέλος, το εισάγον 

τμήμα που προέκυψε μετά την αντίδραση υβριδοποίησης καθαρίστηκε ακολουθώντας το 

πρωτόκολλο που ακολουθεί:

Αρχικά προστέθηκαν 3 μΙ 5Μ NaCl στην αντίδραση υβριδοποίησης των 100 μΙ. Στη συνέχεια, 

ακολούθησε ήπια ανάδευση και προσθήκη 250 μΙ παγωμένης αιθανόλης 95% v/v. Το 

διάλυμα επωάσθηκε στους -80oC, για 30 λεπτά και φυγοκεντρήθηκε στις 13.000 στροφές, 

στους 4oC, για 30 λεπτά. Μετά από απόρριψη του υπερκειμένου και πλύση του ιζήματος με 

αιθανόλη 70% v/v ακολούθησε δεύτερη φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές, στους 4oC, για 

25 λεπτά. Έπειτα, απορρίφθηκε το υπερκείμενο και το ίζημα επαναιωρήθηκε σε 40 μΙ διπλά 

απεσταγμένου H2O. Τέλος, έγινε ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης του εισάγοντος 

τμήματος KFERQ με τη μέτρηση της απορρόφησης στα 260 nm με τη χρήση 

φασματοφωτόμετρου.

2.1.6 Απομόνωση DNA από πήκτωμα αγαρόζης (Gel extraction)

Η αντίδραση πέψης του πλασμιδιακού φορέα pPAmCherry1-N1 με τα ένζυμα περιορισμού 

NheI και BamHI που πέπτουν εκατέρωθεν του νουκλεοτιδικού τμήματος που κωδικοποιεί την 

πολλαπλή θέση κλωνοποίησης, ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωμα αγαρόζης προκειμένου να 

διαχωριστούν τα δύο τμήματα. Από το πήκτωμα αγαρόζης, απομονώθηκε με χειρουργικό 

νυστέρι η μπάντα που αντιστοιχεί στο τμήμα του πλασμιδιακού φορέα χωρίς την πολλαπλή 

θέση κλωνοποίησης. Το "παγιδευμένο” στη μπάντα πλασμιδιακό DNA, απομονώθηκε με 

εμπορικά διαθέσιμο kit (QIAquick ΘοΙ Extraction Kit, Cat.No 28115, Qiagen) και 

επαναιωρήθηκε σε 50 μΙ διαλύματος επαναιώρησης ΤΒ (10 mM Tris-d, pH 8.5) που 

εμπεριέχεται στο kit. Ακολούθησε ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης του απομονωμένου 

τμήματος. Η απομάκρυνση του ολιγονουκλεοτιδικού τμήματος που κωδικοποιεί την 

πολλαπλή θέση κλωνοποίησης έγινε προκειμένου να γίνει στη συνέχεια η σύνδεση (Ngation)

32 |

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/05/2024 23:28:18 EEST - 18.217.29.235



του εισάγοντος τμήματος που κωδικοποιεί το μοτίβο KFERQ με το γραμμικό πλασμιδιακό 

μέρος του φορέα pPAmCherry1-N1 που απομονώθηκε από το πήκτωμα αγαρόζης.

2.1.7 Αποφωσφορυλίωση τμήματος πλασμιδιακού DNA

Η αποφωσφορυλίωση είναι ένα κοινό βήμα κατά την κλωνοποίηση, σημαντικό ώστε να 

διασφαλιστεί ότι ο πλασμιδιακός φορέας δε θα επανακυκλοποιηθεί κατά τη διαδικασία 

σύνδεσης (ligation) του φορέα με το τμήμα KFERQ. Εάν ένας κυκλικός πλασμιδιακός φορέας 

έχει καταστεί γραμμικός με χρήση ενός απλού ενζύμου περιορισμού ή έχει κοπεί με δύο 

ένζυμα με συμβατά άκρα, η χρήση μιας φωσφατάσης για την απομάκρυνση της 5’- 

φωσφορικής ομάδας στα άκρα μειώνει την πιθανότητα επανακυκλοποίησης των φορέων 

λόγω ενδομοριακών αντιδράσεων. Η αποφωσφορυλίωση έγινε χρησιμοποιώντας: 1) 1 μg 

του πλασμιδιακού φορέα-μήτρα pPAmCherry1-N1, που απομονώθηκε από το πήκτωμα 

αγαρόζης κατά το προηγούμενο βήμα, 2) το ένζυμο SAP (M0371S, New England BioLabs), 

το οποίο είναι μια αλκαλική φωσφατάση, 3) το κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα (buffer), 4) 

διπλά απεσταγμένο H2O εώς τα 30 μ!. Η αντίδραση επωάστηκε στους 30oC στο 

υδατόλουτρο, για 30 λεπτά και στη συνέχεια η αντίδραση απενεργοποιήθηκε με επώαση 

στους 65oC σε θερμαινόμενη πλάκα για 15 λεπτά.

2.1.8 Σύνδεση του αποφωσφορυλιωμένου, γραμμικού pPAmCherry1-N1 με το εισάγον

τμήμα που κωδικοποιεί το μοτίβο στόχευσης KFERQ (ligation)

Στα προηγούμενα βήματα περιγράφηκε αναλυτικά η κατασκευή και απομόνωση των δύο 

τμημάτων. Σε αυτό το βήμα περιγράφεται η ενζυμική σύνδεση των δύο αυτών τμημάτων 

προς έναν τελικό πλασμιδιακό φορεά που χρησιμοποίηθηκε στη συνέχεια, ο οποίος στην 

παρούσα εργασία θα αναφέρεται ως pPAmCherry KFERQ. Σε αυτό το στάδιο, σχεδιάστηκαν 

δύο αντιδράσεις (Α & Β), μία (Α) που περιείχε τόσο το τμήμα του γραμμικού φορέα pPAm- 

Cherry1-N1 όσο και το εισάγον τμήμα KFERQ σε αναλογία 5 (εισάγον τμήμα): 1 (γραμμικός 

πλασμιδιακός φορέας) και μία δεύτερη (Β) η οποία περιείχε μόνο τον γραμμικό πλασμιδιακό 

φορέα και λειτούργησε ως αντίδραση - μάρτυρας.

Σε κάθε μία από τις δύο αντιδράσεις Α & Β, τελικού όγκου 20 μΙ, χρησιμοποιήθηκαν 1) 100 

ng του αποφωσφορυλιωμένου, γραμμικού φορέα pPAmCherry1-N1, 2) 1 μΙ του ενζύμου Τ4 

λιγάση (M0202S, New England BioLabs), 3) 1Χ ρυθμιστικού διαλύματος κατάλληλου για το 

ένζυμο Τ4 λιγάση, 4) διπλά απεσταγμένο H2O εώς τα 20 μΙ και μόνο στην αντίδραση Α, 5) 8  

ng από το εισάγον τμήμα KFERQ. Στη συνέχεια, οι δύο αντιδράσεις επωάστηκαν στους 

16oC, σε θερμοκυκλοποιητή που χρησιμοποιείται για την Αλυσιδωτή Αντίδραση 

Πολυμεράσης (PCR) για τουλάχιστον 1 ώρα.
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2.1.9 Μετασχηματισμός χημειοεπιδεκτικών βακτηρίων

Χημειοεπιδεκτικά βακτήρια Dh5a, στελέχη του Escherichia coli, όπου είχαν κατασκευαστεί 

στο εργαστήριό μας στο παρελθόν, μετασχηματίστηκαν με τις δύο αντιδράσεις του 

προηγούμενου βήματος, δηλαδή με τον πλασμιδιακό φορέα pPAmCherry KFERQ και με την 

αντίδραση-μάρτυρα. Ο μετασχηματισμός τους έγινε ως εξής: 50 μΙ χημειοεπιδεκτικών 

βακτηρίων για κάθε αντίδραση τοποθετήθηκαν σε πάγο για 5-10 λεπτά. Στη συνέχεια, 

προστέθηκε σε κάθε σωληνάριο 1 μ! πλασμιδιακού DNA των αντιδράσεων Α & Β στα 

βακτήρια και επωάσθηκαν στον πάγο για 30 λεπτά. Έπειτα, οι δύο αντιδράσεις επωάσθηκαν 

σε υδατόλουτρο στους 42oC για 90’’ και απευθείας τοποθετήθηκαν σε πάγο για 2-3 λεπτά. 

Κατόπιν, προστέθηκαν 500 μΙ υγρού θρεπτικού υλικού LB στην κάθε αντίδραση και τα 

σωληνάρια επωάστηκαν για 45 λεπτά στους 37oC σε επωαστικό κλίβανο με ανακίνηση. Τα 

μετασχηματισμένα βακτήρια χρησιμοποιήθηκαν για τον ενοφθαλμισμό στερεών θρεπτικών 

υλικών εμπλουτισμένων με το αντιβιοτικό καναμυκίνη σε τρυβλία petri, καθιστώντας δυνατή 

την ανάπτυξη μόνο των αποικιών που έφεραν το πλασμίδιο και είχαν αποκτήσει 

ανθεκτικότητα στο εν λόγω αντιβιοτικό. Η επώαση των τρυβλίων έγινε ολονύκτια στους 37oC. 

Ακολούθησε η απομόνωση του τελικού πλασμιδιακού φορέα pPAmCherry KFERQ και 

διαγνωστικές πέψεις. Αποικίες βακτηρίων που αναπτύχθηκαν στα τρυβλία απομονώθηκαν 

με πλαστικά ρύγχη πιπέτας και επανακαλλιεργήθηκαν σε 5 ml υγρού θρεπτικού υλικού LB με 

καναμυκίνη. Ακολούθησε η απομόνωση του πλασμιδιακού DNA όπως φαίνεται στη σελίδα 

16 (mini prep). Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκαν διαγνωστικές πέψεις με τα ένζυμα Hindi!! 

και BglII των οποίων οι θέσεις αναγνώρισης καταργούνται εάν η αντίδραση σύνδεσης των 

δύο τμημάτων έχει πραγματοποιηθεί με επιτυχία, ενώ στις αντιδράσεις μάρτυρες οι θέσεις 

αναγνώρισης των δύο ενζύμων υπάρχουν ακόμα. Οι πέψεις έγιναν τόσο σε πλασμιδιακό 

DNA αποικιών από τις καλλιέργειες με το φορέα pPAmCherry KFERQ όσο και σε DNA από 

τις καλλιέργειες με την αντίδραση-μάρτυρα (δείγματα μάρτυρες). Τα προϊόντα των πέψεων 

ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης 1%.

2.1.10 Αλληλούχιση (Sequencing)

Η αλληλούχιση του DNA παρέχει τον πληρέστερο χαρακτηρισμό των ανασυνδυασμένων 

DNA πλασμιδίων. Χρησιμοποιώντας εκκινητές που στοχεύουν τον σκελετό του πλασμιδίου 

και / ή την αλληλουχία εισαγωγής, μπορεί να προσδιοριστεί η ταυτότητα και η σειρά των 

νουκλεοτιδικών βάσεων για οποιοδήποτε DNA. Στο πλαίσιο της κλωνοποίησης, ο 

προσδιορισμός της αλληλουχίας επιτρέπει την επιβεβαίωση της αλληλουχίας του εισάγοντος 

τμήματος, τον προσανατολισμό του προστιθέμενου τμήματος, καθώς και των συνδέσεων 

μεταξύ του πλασμιδίου και του ένθετου DNA. Προκειμένου να βεβαιωθούμε για την ορθότητα 

της αλληλουχίας του φορέα pPAmCherry KFERQ μετά τη σύνδεση του πλασμιδίου pPAm- 

Cherry1-N1 και της αλληλουχίας που κωδικοποιεί το μοτίβο KFERQ, τα πλασμίδια που
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απομονώθηκαν απεστάλησαν σε εξωτερικό φορέα για αλληλούχιση και τα αποτελέσματα 

αυτής αξιολογήθηκαν στη συνέχεια στο εργαστήριο. Η αλληλούχιση πραγματοποιήθηκε 

προκειμένου να επιβεβαιώσουμε ότι η φθορίζουσα πρωτεΐνη mCherry θα εκφραστεί μαζί με 

το μοτίβο KFERQ και ότι δεν υπάρχουν παρεμβάλοντα τμήματα μεταξύ των δύο τμημάτων.

2.1.11 Βακτηριακή καλλιέργεια Midi/Maxi prep

Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται για την απομόνωση μεγάλης ποσότητας υψηλής 

καθαρότητας πλασμιδιακού DNA (της τάξεως των mg), που απαιτείται για κλωνοποίηση 

τμημάτων DNA και μετασχηματισμό βακτηριακών κυττάρων. Η πορεία αυτής της διαδικασίας 

είναι η εξής: αρχικά, 5 ml θρεπτικού υλικού LB με αντιβιοτικό εμβολιάζονται με μία αποικία 

μετασχηματισμένων με πλασμίδιο και επωάζονται υπό ανάδευση στους 37oC για 16 ώρες. 

Με το πέρας αυτού του χρόνου, από την παραπάνω καλλιέργεια, χρησιμοποιείται ποσότητα 

για τον εμβολιασμό 150-500 ml (αναλόγως με την ποσότητα πλασμιδίων που θέλουμε να 

απομονώσουμε) αντίστοιχου θρεπτικού υλικού εμπλουτισμένου με αντιβιοτικό και ακολουθεί 

επώαση υπό ανάδευση στους 37oC για 16 h. Στη συνέχεια, ακολουθώντας το πρωτόκολλο 

του εμπορικά διαθέσιμου kit NucleoBond® Xtra Midi / Maxi (740414.10, Macherey-Nagel) 

απομονώθηκαν τα πλασμίδια pPAmCherry KFERQ για τους σκοπούς της παρούσας 

εργασίας.

2.1.12 Προετοιμασία πηκτώματος αγαρόζης και ηλεκτροφόρηση

Οι ηλεκτροφορήσεις που πραγματοποιήθηκαν για την ανάλυση τμημάτων DNA έγιναν σε 

πήκτωμα αγαρόζης (low melting agarose). Τα συστατικά του πηκτώματος αγαρόζης ήταν τα 

εξής:

• 1 % w/v σκόνη αγαρόζης

• Ρυθμιστικό διάλυμα Tris Acetate Acid/EDTA 1X

• Βρωμιούχο αιθίδιο (1:10000)

Η ηλεκτροφόρηση είναι μια ευρέως διαδεδομένη τεχνική για την ανάλυση των νουκλεϊκών 
οξέων και των πρωτεϊνών. Βασίζεται στο διαχωρισμό φορτισμένων μορίων κατά μήκος ενός 
στερεού πορώδους υποστρώματος στα άκρα του οποίου εφαρμόζεται ηλεκτρική τάση. Τα 
φορτισμένα μόρια κινούνται μέσα στο υπόστρωμα και διαχωρίζονται ανάλογα με το μέγεθός 
τους. Αφού προετοιμαστεί το πήκτωμα της αγαρόζης και στερεοποιηθεί, εμβαπτίζεται στο 
οριζόντιο λουτρό ηλεκτροφόρησης στο ρυθμιστικό διάλυμα και στη συνέχεια τα δείγματα 
προς διαχωρισμό εγχύονται στα πηγαδάκια που έχουν δημιουργηθεί κατά την προετοιμασία 
του πηκτώματος. Στο πρώτο πηγαδάκι συνήθως εγχύεται μείγμα θραυσμάτων DNA γνωστού 
μεγέθους, έτσι ώστε να μπορούμε στη συνέχεια να εντοπίσουμε τα τμήματα DNA τα οποία
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μας ενδιαφέρουν. Στην παρούσα εργασία, εγχύονταν 3 μΙ του MassRuler DNA Ladder Mix 
(Cat.No. SM0403, ThermoFisher Scientific) ως μείγμα θραυσμάτων γνωστού μεγέθους. Με 
το πέρας της ηλεκτροφόρησης, τα πηκτώματα αγαρόζης παρατηρήθηκαν σε κλειστή τράπεζα 
υπεριώδους με ενσωματωμένη κάμερα, με την οποία στη συνέχεια έγινε λήψη 
φωτογραφιών.

2.1.13 Κυτταρικές καλλιέργειες

Τα πειράματα της παρούσας πτυχιακής εργασίας πραγματοποιήθηκαν στις παρακάτω 

αθανατοποιημένες κυτταρικές σειρές ολιγοδενδροκυττάρων, την OLN WT, την OLN AS και 

την OLN p25α. Οι τρεις αυτές σειρές έχουν προέλθει από την OLN 93 σειρά, μια 

ολιγοδενδρογλοιακή καρκινική σειρά που προέρχεται από πρωτογενείς καλλιέργειες γλοίας 

εγκεφάλου επίμυος στελέχους Wistar (Robitzki, Doll et al., 2000). Συγκεκριμένα:

• OLN WT: Ολιγοδενδροκύτταρα αγρίου τύπου τα οποία εκφράζουν χαμηλά έως μη 

ανιχνεύσιμα επίπεδα ενδογενούς α-συνουκλεΐνης και πρωτεΐνης p25α επίμυος (ή 

αλλιώς κύτταρα OLN-93).

• OLN AS: Ολιγοδενδροκύτταρα τα οποία υπερεκφράζουν σταθερά την ανθρώπινη α- 

συνουκλεΐνη. Ταυτόχρονα τα κύτταρα αυτά εκφράζουν χαμηλά έως μη ανιχνεύσιμα 

επίπεδα ενδογενούς α-συνουκλεΐνης και πρωτεΐνης p25α επίμυος.

• OLN ρ25α: Ολιγοδενδροκύτταρα τα οποία υπερεκφράζουν σταθερά την ανθρώπινη 

TPPP/p25α ενώ παράλληλα εκφράζουν χαμηλά έως μη ανιχνεύσιμα επίπεδα 

ενδογενούς α-συνουκλείνης και πρωτεΐνης p25α επίμυος.

2.1.14 Διατήρηση και ανακαλλιέργεια κυτταρικών σειρών

Η διατήρηση των κυτταρικών σειρών που αναφέρθηκαν παραπάνω έγινε σε στείρες 

συνθήκες, σε επωαστικό κλίβανο με θερμοκρασία 37°C, ατμόσφαιρα 5% CO2 και σχετική 

υγρασία 95%.

Για τη διατήρηση, ανακαλλιέργεια, ψύξη-απόψυξη των κυττάρων αλλά και την εκτέλεση των 

πειραματικών διαδικασιών χρησιμοποιήθηκαν:

• Θρεπτικό υλικό: DMEM-D6429 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) με 10% ορό εμβρύου 

μόσχου (10% FBS), 1% L-γλουταμίνη και 1% διάλυμα πενικιλίνης-στρεπτομυκίνης (1% 

P/S, Invitrogen)

• Ορός εμβρύου μόσχου: Fetal Bovine Serum- FBS (#S1500, Biowest, Nuaille, France).

• DMSO: Dimethyl Sulfoxide (#100950636, Sigma)

• Θρυψίνη (Trypsin, #T4674, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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• 25% TRYPSIN-EDTA (#25200-072 Gibco Life Technologies, Invitrogen)

• Trypan blue solution (#T8154, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

• Μείγμα αντιβιοτικών πενικιλίνης-στρεπτομυκίνης: Penicillin-Streptomycin (#Ρ4458, Sig­

ma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

• Opti-MEM (#31985070, Gibco Life Technologies)

Τα ολιγοδενδροκύτταρα καλλιεργούνταν σε πλαστικά τρυβλία καλλιέργειας διαμέτρου 10cm 

και οι πειραματικές διαδικασίες γίνονταν σε πιάτα των 12 ή 24 θέσεων. Το θρεπτικό υλικό 

των κυττάρων σε καλλιέργεια άλλαζε περίπου κάθε 3 ημέρες και αντικαθιστούταν με νέο. Με 

την αύξηση της πυκνότητας των κυττάρων μέσα στο τρυβλίο γινόταν ανακαλλιέργειά τους σε 

νέα τρυβλία. Η διαδικασία της ανακαλλιέργειας των κυττάρων είναι η εξής: αρχικά γινόταν 

έκπλυση των κυττάρων με ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών αλάτων (PBS) για να 

απομακρυνθεί πλήρως το παλιό θρεπτικό και ακολουθούσε η προσθήκη διαλύματος 

θρυψίνης-EDTA. Η επώαση των κυττάρων με το διάλυμα θρυψίνης- EDTA σε θερμοκρασία 

δωματίου, για περίπου 3-5 λεπτά, σε συνδυασμό με την ελαφρά ανακίνηση του τρυβλίου, 

βοηθούσε στην αποκόλληση των κυττάρων από την επιφάνεια του τρυβλίου. Η ενζυμική 

αντίδραση της θρυψίνης τερματιζόταν με την προσθήκη θρεπτικού μέσου και ακολουθούσε 

μηχανική αποκόλληση όσων κυττάρων παρέμεναν προσκολλημένα στο τρυβλίο με την 

βοήθεια πιπέτας. Τέλος, γινόταν φυγοκέντρηση του εναιωρήματος για πέντε λεπτά σε 400xg, 

απομάκρυνση του υπερκείμενου, επαναδιαλυτοποιήση του ιζήματος που περιέχει τα κύτταρα 

σε νέο θρεπτικό μέσο και καταμερισμός του εναιωρήματος σε νέα αποστειρωμένα τρυβλία.

2.1.15 Κατάψυξη και απόψυξη των κυττάρων

Οι OLN-93 κυτταρικές σειρές είναι αθανατοποιημένες καρκινικές σειρές και έτσι, στη θεωρία, 

τα κύτταρα μπορούν να διαιρούνται επ’αόριστον. Παρόλα αυτά, είναι προτιμότερο να 

χρησιμοποιούμε κύτταρα μικρής γενεάς, δηλαδή κύτταρα που δεν έχουν πολλαπλασιαστεί 

πολλές φορές για να αποφευχθούν μεταλλάξεις κ.α. Για το λόγο αυτό αλλά και για τη 

διατήρηση της καρκινικής σειράς χρειάζεται να καταψύχονται κύτταρα μικρής γενιάς σε υγρό 

άζωτο (-196°C) ώστε να διατηρούνται όπως ήταν κατά την στιγμή της κατάψυξης και με 

σκοπό να χρησιμοποιηθούν στο μέλλον.

Αρχικά τα κύτταρα συλλέγονταν, κατακρημνίζονταν και επαναδιαλύονταν σε 90% ορό 

εμβρύου μόσχου (FBS). Παρέμεναν για τριάντα λεπτά στον πάγο, έτσι ώστε να παγώσουν 

σταδιακά και με το πέρας αυτού του χρόνου γινόταν προσθήκη διαλύματος ψύξης που 

περιείχε την κρυοπροστατευτική ουσία διμεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO), διαλυμένη σε FBS σε 

ποσοστό 10%. Έπειτα τα κύτταρα μεταφέρονταν σε αποστειρωμένα φιαλίδια (cryovials) του
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1 ml. Η κατάψυξη γίνεται σταδιακά, αρχικά στους -80oC για 16 ώρες και έπειτα στους -1960C, 

έτσι ώστε να αποφευχθεί ο θάνατος μεγάλου αριθμού κυττάρων που μπορεί να προκληθεί 

από τη δημιουργία κρυστάλλων και την επακόλουθη καταστροφή των κυτταρικών 

μεμβρανών.

Αντίθετα από την κατάψυξη, η επαναφορά των κυττάρων σε κανονική θερμοκρασία γινόταν 

με ταχεία μετάβαση από τη χαμηλή θερμοκρασία των -196°C στους 37°C για να αποφευχθεί 

ο θάνατος από την απόψυξη των κρυστάλλων που πιθανώς να δημιουργήθηκαν από το 

πάγωμα. Αρχικά το φιαλίδιο με τα κύτταρα τοποθετούνταν κατευθείαν στο υδατόλουτρο 

στους 37 ^ , ακολουθούσε προσθήκη φρέσκου θρεπτικού μέσου και γινόταν κατακρήμνιση 

με φυγοκέντρηση. Ακολουθούσε αφαίρεση του υπερκειμένου, επαναιώρηση των κυττάρων 

και διανομή τους σε αποστειρωμένα τρυβλία. Το θρεπτικό μέσο ήταν απαραίτητο να 

αλλαχθεί μετά από 24 ώρες καθώς το DMSO είναι τοξικό για τα κύτταρα και ενδέχεται να έχει 

μείνει μικρή ποσότητα αυτού στην καλλιέργεια, αλλά και για να βοηθηθούν τα κύτταρα και να 

επανέλθουν πιο σύντομα.

2.1.16 Διαμόλυνση κυττάρων με τον φορέα pPAmCherryNI-KFERQ

Για τη διαδικασία διαμόλυνσης των κυττάρων με τον πλασμιδιακό φορέα pPAmCherryN1- 

KFERQ, αρχικά τοποθετήθηκαν καλυπτρίδες σε πιάτα καλλιέργειας με 24 πηγαδάκια (24- 

well plate) και στη συνέχεια επιστρώθηκαν με διάλυμα 1Χ πολυ^-λυσίνης (PDL) και 

επωάσθηκαν στους 37oC για 1 ώρα (ή από 2 ώρες και άνω σε θερμοκρασία δωματίου). Στη 

συνέχεια, το διάλυμα πολυ^-λυσίνης απορρίφθηκε και οι καλυπτρίδες εκπλήθηκαν δις με 

διπλά απεσταγμένο Η2Ο και αφέθηκαν να στεγνώσουν στον απαγωγό. Έπειτα, κύτταρα των 

κυτταρικών σειρών OLN WT, AS και p25α επιστρώθηκαν στις στεγνές καλυπτρίδες (10.000­

20.000 ανά πηγαδάκι) και επωάσθηκαν με θρεπτικό υλικό DMEM για 24 ώρες στους 37oC/ 

5% CO2 . Με το πέρας των 24 ωρών, το DMEM απομακρύνθηκε και προστέθηκαν σε κάθε 

πηγαδάκι του πιάτου 50 μ! Opti-MEM με 1 μg του επιθυμητού εισαχθέντος DNA και 50 μ! 

Opti-MEM με 3 μg πολυαιθυλενιμίνης (PEI). Το DNA μπορεί να εισαχθεί σε ένα κύτταρο 

ξενιστή με διαμόλυνση, με τη βοήθεια της πολυαιθυλενιμίνης, η οποία είναι ένα σταθερό 

κατιονικό πολυμερές. Η PEI συμπυκνώνει το DNA σε θετικά φορτισμένα σωματίδια που 

δεσμεύονται στις επιφάνειες ανιονικών κυττάρων. Κατά συνέπεια, το σύμπλοκο DNA:PEI 

ενδοκυτταρώνεται από τα κύτταρα που θέλουμε να διαμολύνουμε και το DNA 

απελευθερώνεται, εν συνεχεία, στο κυτταρόπλασμα (Longo et al., 2013). Έπειτα από 

επώαση των κυττάρων με το διάλυμα Opti-MEM/DNA/PEI για 4 εώς 6  ώρες στους 37oC/ 5% 

CO2 , το διάλυμα απορρίφθηκε και προστέθηκε DMEM.
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2.1.17 Αναστολή/ Επαγωγή λυσοσωμικής λειτουργίας

Ένας εκ των στόχων της παρούσας εργασίας ήταν να μελετηθούν οι μεταβολές στην 

ενεργότητα της αυτοφαγίας διαμεσολαβούμενης από πρωτείνες-συνοδούς σε συνθήκες 

αναστολής ή επαγωγής της λυσοσωμικής λειτουργίας στα ολιγοδενδροκύτταρα.

Για την αναστολή της λυσοσωμικής λειτουργίας έγινε προσθήκη χλωριούχου αμμωνίου 

(NH4CI), το οποίο δρα ως γενικός αναστολέας των λυσοσωμάτων. To NH4 CI είναι μια

ασθενής βάση η οποία, λόγω της ικανότητας αλκαλοποίησης, επηρεάζει το όξινο pH του 

εσωτερικού των λυσοσωμάτων και κατ’επέκταση την εξαρτώμενη από το pH ωρίμανση των 

ενδοσωμάτων και τη σύντηξη αυτοφαγοσώματος - λυσοσώματος.

Είναι γνωστό ότι ένας από τους κυριότερους παράγοντες επαγωγής της αυτοφαγίας είναι ο 

θρεπτικός περιορισμός (Klionsky and Emr, 2000). Έτσι, για την επαγωγή της αυτοφαγίας, το 

πλήρες DMEM αντικαταστάθηκε με DMEM που στερούταν τον ορό εμβρύου μόσχου.

2.1.18 Επώαση κυττάρων με ινιδιακές μορφές της πρωτεΐνης α-συνουκλεϊνης

Προκειμένου να μοντελοποιήσουμε και να μελετήσουμε μια παθολογική κατάσταση 

παρόμοια με αυτή που συμβαίνει στην Ατροφία Πολλαπλών Συστημάτων, τα 

ολιγοδενδροκύτταρα αγρίου τύπου επωάσθηκαν με ινιδιακές μορφές της α-συνουκλεϊνης. 

Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, αυτές οι μορφές της πρωτεΐνης έχουν συνδεθεί 

χαρακτηριστικά με την παθολογία της νόσου και τη δυσλειτουργία των αυτοφαγικών 

διαδικασιών στα ολιγοδενδροκύτταρα. Έτσι, μετά τη διαμόλυνση των κυττάρων με τον 

πλασμιδιακό φορέα pPAmCherry KFERQ, έγινε επώαση των κυττάρων με 0,5 μg ινιδιακών 

μορφών της α-συνουκλεϊνης, διαλυμένες σε θρεπτικό υλικό DMEM.

2.1.19 Φωτοενεργοποίηση

Τα κύτταρα που επιστρώθηκαν στις καλυπτρίδες και στη συνέχεια διαμολύνθηκαν με τον 

πλασμιδιακό φορέα pPAmCherry KFERQ υπέστησαν φωτοενεργοποίηση προκειμένου να 

οπτικοποιηθούν οι μεταβολές της ενεργότητας του CMA μονοπατιού. Η φωτοενεργοποίηση 

έγινε με πρόσπτωση μπλέ φωτός (UV) σε LED ανεστραμμένο μικροσκόπιο φθορισμού Leica 

DMIRB, σε φάσμα φωτός UV 380-405 nm, με φακό εστίασης 10Χ, για 5 λεπτά ανά οπτικό 

πεδίο. Έτσι, διεγείροντας το φωτοενεργοποιούμενο μονομερές Cherry, μετά την πρόσπτωση 

UV φωτός μπορεί να οπτικοποιηθεί η πρωτεΐνη mCherry και άρα και η αλληλουχία KFERQ 

που είναι συζευγμένη με την πρώτη. Σε κάθε καλυπτρίδα έγινε φωτοενεργοποίηση των 

πρωτεϊνών κυττάρων πέντε οπτικών πεδίων. Η φωτοενεργοποίηση δε φάνηκε να επηρεάζει 

τη βιωσιμότητα των κυττάρων.
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2.1.20 Ανοσοκυτταροχημεία

Για να μελετηθούν οι μεταβολές της ενεργότητας του CMA μονοπατιού σε μονιμοποιημένα 

ολιγοδενδροκύτταρα χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της ανοσοκυτταροχημείας. Οι κυτταρικές 

σειρές επωάστηκαν για περίπου 26 ώρες σε διαφορετικές συνθήκες (προσθήκη χλωριούχου 

αμμωνίου, στέρηση ορού, προσθήκη παθολογικών (ινιδιακών) μορφών α-συνουκλεϊνης) και 

στη συνέχεια ξεπλύθηκαν δύο φορές με διάλυμα PBS για να απομακρυνθεί το θρεπτικό 

υλικό. ‘Επειτα, έγινε μονιμοποίηση των κυττάρων με χρήση απόλυτης μεθανόλης 100% που 

προηγουμένως είχε ψυχθεί (-20oC). Τα κύτταρα επωάστηκαν με αυτό την απόλυτη μεθανόλη 

για 5 λεπτά και ακολούθησαν δύο πλύσεις με PBS. Στη συνέχεια, προκειμένου να γίνει 

παρεμπόδιση των μη-ειδικών αλληλεπιδράσεων αντιγόνου-αντισώματος ή αλλιώς blocking, 

χρησιμοποιήθηκε διάλυμα PBS 1X με 10% ορό αίγας (NGS) και 0,4% Triton-X 100 για μία 

ώρα, σε θερμοκρασία δωματίου. Έπειτα, τα μονιμοποιημένα κύτταρα επωάστηκαν με τα 

πρωτογενή αντισώματα για 16 ώρες στους 4°C και ακολούθησαν δύο πλύσεις με PBS 1X. 

Τέλος, τα κύτταρα επωάστηκαν για 40 λεπτά με τα δευτερογενή αντισώματα σε θερμοκρασία 

δωματίου. Τα φθορίζοντα δευτερογενή αντισώματα είναι φωτοευαίσθητα και για αυτό η 

επώαση με τα παραπάνω έγινε στο σκοτάδι. Τα πρωτογενή και τα δευτερογενή αντισώματα 

διαλύθηκαν σε μείγμα PBS 1X με 2% NGS και 0,1% Triton-X 100. Στο μείγμα του 

δευτερογενούς αντισώματος προστέθηκε και η χρωστική Hoechst 33342 (1/1000) (Sigma, St 

Louis, MO, USA 1 mg/mL) στην οποία οφείλεται η χρώση των πυρήνων των κυττάρων. 

Τέλος, οι καλυπτρίδες τοποθετήθηκαν ανάστροφα σε αντικειμενοφόρες πλάκες, με 1 σταγόνα 

εμπορικά διαθέσιμου διαλύματος έγκλεισης VECTASHIELD (Maravai Life Sciences, #H- 

1000) ανά καλυπτρίδα. Η παρατήρηση των κυττάρων έγινε σε ανεστραμμένο μικροσκόπιο 

φθορισμού Leica DMIRB και η λήψη ψηφιακών φωτογραφιών έγινε σε συνεστιακό 

μικροσκόπιο σάρωσης με laser.

Το πρωτογενές αντίσωμα που χρησιμοποιήθηκε είναι έναντι του:

• LAMP2A anti-rabbit, Zymed (1:800)

Το δευτερογενές αντίσωμα που χρησιμοποιήθηκε είναι το:

• CF488A, goat anti-rabbit (Biotium, 2012) 1:2000

2.1.21 Στατιστική ανάλυση και επεξεργασία φωτογραφιών

Η επεξεργασία των φωτογραφιών που λήφθηκαν από το συνεστιακό μικροσκόπιο έγινε με το 

πρόγραμμα ImageJ (Fiji), όπου μετρήθηκε η συνολική ένταση φθορισμού και ο αριθμός των 

κυττάρων σε κάθε φωτογραφία. Η ένταση του φθορισμού θεωρήθηκε ότι αντανακλά τη 

συσσώρευση της KFERQ-mCherry πρωτεΐνης-υπόστρωμα και κατ’επέκταση τη δυνατότητα

40 |

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/05/2024 23:28:18 EEST - 18.217.29.235



αποικοδόμησης αυτής μέσω του CMA μονοπατιού. Προκειμένου να υπολογιστεί η μέση 

ένταση φθορισμού, η συνολική ένταση φθορισμού κάθε φωτογραφίας διαιρέθηκε με τον 

αριθμό των κυττάρων που απεικονίζονταν στην εκάστοτε φωτογραφία. Στη συνέχεια, έγινε 

κανονικοποίηση (normalising) βάσει του θορύβου που υπήρχε σε κάθε φωτογραφία.

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων έγινε με χρήση του προγράμματος GraphPad 

Prism 6.0. Ως στατιστικά σημαντικές κρίθηκαν οι τιμές για τις οποίες ισχύει P<0.05, ενώ για 

τη σύγκριση δύο μεταβλητών εφαρμόστηκε το t-test.
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2.2 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

2.2.1 Κατασκευή του μοριακού εργαλείου pPAmCherry KFERQ

Όπως αναφέρεται παραπάνω, αρχικά σχεδιάστηκε ο τελικός πλασμιδιακός φορέας pPAm­

Cherry KFERQ, με τον οποίο στη συνέχεια διαμολύνθηκαν οι διαφορετικές κυτταρικές σειρές 

ολιγοδενδροκυττάρων. Η κατασκευή του τελικού pPAmCherry KFERQ απαιτεί την εκτέλεση 

μιας σειράς αρκετών βημάτων, καθώς μετέπειτα αυτό αποτέλεσε το βασικό μοριακό εργαλείο 

που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία και κατέστησε δυνατή την παρακολούθηση 

των μεταβολών της ενεργότητας του CMA μονοπατιού. Μετά το μετασχηματισμό και την 

καλλιέργεια χημειοεπιδεκτικών βακτηρίων με τον εμπορικά διαθέσιμο φορέα-μήτρα pPAm- 

Cherry1-N1, έγινε απομόνωση των αρχικών πλασμιδιακών φορέων. Προκειμένου να 

ελέγξουμε τα παραχθέντα πλασμίδια pPAmCherry1-N1 αναμενόμενου συνολικού μεγέθους 

4723bp, πραγματοποιήθηκε πέψη 1 μς πλασμιδίων pPAmCherry1-N1, με το ένζυμο 

περιορισμού AflIII. Το ένζυμο AflIII έχει 2 θέσεις αναγνώρισης στο πλασμίδιο. H μια θέση 

αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύμου βρίσκεται εντός της αλληλουχίας που κωδικοποιεί 

τη φωτοενεργοποιούμενη πρωτεΐνη mCherry και η δεύτερη βρίσκεται εκτός. Μετά την πέψη, 

ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης και αναμένονταν 2  θραύσματα μεγέθους 

825bp + 3898bp (Εικ. 9(α)).

Αφού έγινε μια πρώτη διαγνωστική πέψη με το ένζυμο AflIII, ακολούθησε μεγάλης κλίμακας 

καλλιέργεια μετασχηματισμένων με το pPAmCherry1-N1 βακτηρίων (maxi prep) και 

απομόνωση μεγάλης ποσότητας πλασμιδίων. Από αυτά τα πλασμίδια αφαιρέθηκε 

ενζυματικά η πολλαπλή θέση κλωνοποίησης, συνολικού μεγέθους 73 ζευγών βάσεων, 

χρησιμοποιώντας τα ένζυμα NheI και BamHI, τα οποία αναγνωρίζουν μοναδικές θέσεις 

περιορισμού στο πλασμίδιο. Οι θέσεις αυτές βρίσκονται αντίστοιχα στην αρχή και στο τέλος 

του τμήματος που αντιστοιχεί στην πολλαπλή θέση κλωνοποίησης και μετά την πέψη 

αφήνουν προεξέχοντα κολλώδη άκρα εκατέρωθεν. Η γραμμικοποίηση του pPAmCherry1-N1 

φαίνεται στην Εικ. 9(β). Παρόλα αυτά, λόγω του μικρού μεγέθους, δεν είναι δυνατό να 

εντοπίσουμε την μπάντα που αντιστοιχεί στο τμήμα που απομακρύνθηκε (Εικ.9(β)).

Η μπάντα που αντιστοιχεί στον γραμμικοποιημένο πλασμιδιακό φορέα αποκόπηκε από την 

πηκτή αγαρόζης με χειρουργικό νυστέρι και το εγκλωβισμένο DNA απομονώθηκε όπως έχει 

περιγραφεί παραπάνω. Έπειτα, το γραμμικό pPAmCherry1-N1 υπέστη αποφωσφορυλίωση 

έτσι ώστε να διαβεβαιώσουμε ότι το πλασμίδιο δε θα επανακυκλοποιηθεί. Δύο 

ολιγονουκλεοτιδικά τμήματα υβριδοποιήθηκαν, έτσι ώστε να σχηματίσουν την ένθετη 

αλληλουχία που κωδικοποιεί το μοτίβο KFERQ και στη συνέχεια, το γραμμικό πλασμίδιο και 

η ένθετη αλληλουχία ενώθηκαν με χρήση του ενζύμου Τ4 λιγάση.
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Εικ. 9. Πέψεις του πλασμιδίου pPAmCherry1-N1 με ένζυμα περιορισμού. Στο πρώτο 

πηγαδάκι τοποθετήθηκε το μείγμα θραυσμάτων γνωστού μοριακού βάρους ή αλλιώς ladder (L), 

στο δεύτερο προστέθηκε άκοπο δείγμα του πλασμιδιακού φορέα (uncut) και στο τρίτο 

προστέθηκε ίση ποσότητα πλασμιδιακού φορέα έπειτα από πέψη με το εκάστοτε ένζυμο (Α) 

Διαγνωστική πέψη του πλασμιδιακού φορέα pPAmCherry1-N1 με το ένζυμο περιορισμού AflIII. 

Όπως φάινεται στη φωτογραφία, μετά την πέψη, υπάρχουν τα δύο αναμενόμενα θραύσματα 
μεγέθους 3898 και 825 ζευγών βάσεων. (Β) Διπλή πέψη με τα ένζυμα περιορισμού NheI και 

BamHI προκειμένου να απομακρυνθεί η πολλαπλή θέση κλωνοποίησης και να γίνει γραμμικός ο 

φορέας pPAmCherry1-N1. Η μπάντα που αντιστοιχεί στο τμήμα που απομακρύνθηκε δεν είναι 

ορατή στη φωτογραφία λόγω του μικρού της μεγέθους.

Τέλος, έγινε μετασχηματισμός χημειοεπιδεκτικών βακτηρίων τόσο με το νέο πλασμίδιο όσο 

και με το γραμμικό πλασμίδιο ως καλλιέργεια-μάρτυρα. Έτσι προέκυψαν 2 καλλιέργειες 

βακτηρίων σε στερεό θρεπτικό υλικό LB εμβολιασμένο με το αντιβιοτικό καναμυκίνη: μια 

καλλιέργεια στην οποία αναπτύχθηκαν αποικίες βακτηρίων που προσέλαβαν το πλασμίδιο 

pPAmCherry KFERQ και μια καλλιέργεια βακτηρίων που μετασχηματίστηκαν με το γραμμικό 

πλασμίδιο pPAmCherry1-N1, ως καλλιέργεια-μάρτυρας. Στη συνέχεια, 20 αποικίες 

βακτηρίων που αναπτύχθηκαν στις 2 στερεές καλλιέργειες επανακαλλιεργήθηκαν σε 5 ml 
υγρού θρεπτικού LB/ αποικία και ακολούθησε απομόνωση πλασμιδιακού DNA μικρής

43 |

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
12/05/2024 23:28:18 EEST - 18.217.29.235



κλίμακας (mini prep) και η μέτρηση της συγκέντρωσης των δειγμάτων σε 

φασματοφωτόμετρο. Προκειμένου να γίνει ένας πρώτος έλεγχος της ορθότητας και της 

ποιότητας των πλασμιδίων που απομονώθηκαν πραγματοποιήθηκε νέα διαγνωστική πέψη 

με τα ένζυμα Hindi 11 και BglII. Εάν η κατασκευή του τελικού πλασμιδιακού φορέα είχε γίνει 

επιτυχώς, οι θέσεις αναγνώρισης των δύο αυτών ενζύμων θα καταργούνταν, ενώ στην 

περίπτωση των πλασμιδίων-μάρτυρες (pPAmCherry control) οι θέσεις αναγνώρισης 

εξακολουθούσαν να υπάρχουν. Με το πέρας της αντίδρασης πέψης, τα δείγματα 

ηλεκτροφορήθηκαν. Κατόπιν, επιλέχθηκαν 3 δείγματα όπου φάνηκαν να μην περιέχουν τις 

θέσεις αναγνώρισης των ενζύμων περιορισμού HindIII και BglII, καθώς και ένα δείγμα από 

την καλλιέργεια-μάρτυρα που φάνηκε να έχει τις θέσεις αναγνώρισης (Εικ.10) και

L pPAmCfterryl-Nl pPAmCharry KFEHU pPAmCfterry oontrors

1 5 B comrol 1 cnntfiM 7

a t e  a t  e a t e  a t e  a t e  a t e

a-  uncut, b= HindIII, c=. BglII

Εικ. 10 Διαγνωστικές πέψεις του πλασμιδίου pPAmCherry KFERQ και των pPAm­

Cherry controls με τα ένζυμα περιορισμού HindIII και BglII. Τα δείγματα υπ’αριθμόν 1,5 

και 8  φαίνεται να μην περιέχουν τις θέσεις αναγνώρισης των ενζύμων, καθώς δεν έχουν 

κοπεί από τα ένζυμα περιορισμού και κατά συνέπεια, συμπεραίνουμε ότι η μοριακή 

κατασκευή είναι σωστή. Τα δύο controls φαίνεται να έχουν κοπεί, και κατ’επέκταση 

συμπεραίνουμε ότι το ένθετο τμήμα που κωδικοποιεί το μοτίβο KFERQ δεν υπάρχει. Με a 

έχει σημειωθεί το άκοπο δείγμα, με b η πέψη δείγματος με HindIII και με c η πέψη 

δείγματος με BglII.

απεστάλησαν σε εξωτερικό φορέα για αλληλούχιση.

Με την αλληλούχιση των δειγμάτων 1,5,8 και του control 2 που απεικονίζονται άνωθεν στην 

Εικόνα 10, επιβεβαιώθηκε η ορθότητα της εκάστοτε αλληλουχίας. Τέλος, μετασχηματισμένα 

βακτήρια με ένα από τα πλασμίδια pPAmCherry KFERQ που αλληλουχήθηκαν,
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αναπτύχθηκε σε καλλιέργεια μεγάλης κλίμακας (maxi prep) και απομονώθηκε μεγάλη 

ποσότητα του πλασμιδίου για να χρησιμοποιηθεί στη συνέχεια για τη διαμόλυνση 

διαφορετικών κυτταρικών σειρών.

2.2.2 Διερεύνηση της επίδρασης της επαγωγής ή αναστολής της λυσοσωμικής 

λειτουργίας στην αποικοδόμηση KFERQ-mCherry πρωτεΐνης στα 

ολιγοδενδροκύτταρα αγρίου τύπου (OLN WT)

Η στέρηση ορού στα OLN WT φαίνεται να συνοδεύεται από αλλαγή του προτύπου της 

KFERQ-mCherry πρωτεΐνης από διάχυτο σε στικτό.

Σε αυτήν την ενότητα εξετάστηκε το κατά πόσον η επώαση των κυττάρων με θρεπτικό υλικό 

που στερείται ορού (-serum) έχει επίδραση στην αποικοδόμηση της πρωτεΐνης KFERQ- 

mCherry στα ολιγοδενδροκύτταρα αγρίου τύπου. Αρχικά, τα κύτταρα επιστρώθηκαν στις 

καλυπτρίδες και μετά από 24 ώρες διαμολύνθηκαν με το πλασμίδιο pPAmCherry KFERQ. 

Έπειτα επωάσθηκαν με θρεπτικό υλικό DMEM που στερείται ορού για 26 ώρες. Με το πέρας 

αυτού του χρόνου, τα κύτταρα υπέστησαν φωτοενεργοποίηση όπως περιγράφεται 

παραπάνω (Υλικά και Μέθοδοι) και στη συνέχεια μονιμοποιήθηκαν. Ακολούθησε το blocking 

των μη-ειδικών αλληλεπιδράσεων αντιγόνου αντισώματος και η επώαση των κυττάρων με, 

αρχικά πρωτογενή αντισώματα έναντι του ειδικού λυσοσωμικού υποδοχέα LAMP2A, και εν 

συνεχεία με τα αντίστοιχα δευτερογενή. Στη συνέχεια, οι καλυπτρίδες μεταφέρθηκαν σε 

αντικειμενοφόρες πλάκες για να παρατηρηθούν στο συνεστιακό μικροσκόπιο φθορισμού.
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Εικ. 11 Η στέρηση ορού στα OLN WT φαίνεται να συνοδεύεται από αλλαγή του 

προτύπου της KFERQ-mCherry πρωτεϊνης από διάχυτο σε στικτό και από 
περιπυρηνική συσσώρευση των λυσοσωμάτων. (A) Εικόνες συνεστιακής μικροσκοπίας 

όπου με κόκκινο απεικονίζεται η KFERQ-mCherry πρωτεΐνη και με πράσινο ο ειδικός 
λυσοσωμικός υποδοχέας LAMP2A. (B) Δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές μεταβολές στα 

ολικά επίπεδα της KFERQ-mCherry πρωτεϊνης παρουσία και απουσία ορού, ενώ (C) 

παρατηρήθηκε μικρή αύξηση του φθορισμού του πράσινου που αντανακλά τα επίπεδα του 

LAMP2A με την επαγωγή της αυτοφαγίας διαμεσολαβούμενης από πρωτείνες-συνοδούς.

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 11, παρουσία ορού, η KFERQ-mCherry πρωτεΐνη είναι διάχυτη 

στο κυτταρόπλασμα των ολιγοδενδροκυττάρων αγίου τύπου. Τα λυσοσώματα, που 

αντιπροσωπεύονται στις εικόνες από τον ειδικό λυσοσωμικό υποδοχέα LAMP2A με πράσινο, 

φαίνεται να είναι διάσπαρτα στο κυτταρόπλασμα. Η επαγωγή της αυτοφαγίας 

διαμεσολαβούμενης από πρωτείνες-συνοδούς (μέσω στέρησης ορού) στα ίδια κύτταρα 

φάνηκε να συνοδεύεται από αλλαγή του προτύπου της KFERQ-mCherry πρωτείνης από 

διάχυτο σε στικτό. Επίσης, με την επαγωγή της CMA παρατηρήθηκε περιπυρηνική 

συσσώρευση των λυσοσωμάτων και μικρή αύξηση της έντασης φθορισμού του ειδικού
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λυσοσωμικού υποδοχέα LAMP2A, γεγονός που συμφωνεί με όσα είναι ήδη γνωστά από 

βιβλιογραφικές πηγές (Koga et al., 2011). Η συνολική ένταση φθορισμού της KFERQ- 

mCherry δε φάνηκε να διαφέρει σημαντικά στις δύο συνθήκες.

Η αναστολή της λυσοσωμικής λειτουργίας στα OLN WT προκαλεί συσσώρευση της 

KFERQ-mCherry πρωτεΐνης και αύξηση των επιπέδων του LAMP2A υποδοχέα.

Προκειμένου να εξετάσουμε την επίδραση της αναστολής της λυσοσωμικής λειτουργίας στην 

αποικοδόμηση της pPAmCherry KFERQ πρωτεΐνης, ολιγοδενδροκύτταρα αγρίου τύπου 

επωάσθηκαν με DMEM θρεπτικό υλικό εμπλουτισμένο με χλωριούχο αμμώνιο που, όπως 

προαναφέρθηκε είναι αναστολέας της συνολικής λυσοσωμικής λειτουργίας. Τα κύτταρα 

επιστρώθηκαν στις καλυπτρίδες, διαμολύνθηκαν με το πλασμίδιο pPAmCherry KFERQ και 

έπειτα στο θρεπτικό υλικό DMEM προστέθηκε το χλωριούχο αμμώνιο και έγινε επώαση με 

αυτό για διάστημα 16-24 ωρών. Με το πέρας αυτού του χρόνου, τα κύτταρα υπέστησαν 

φωτοενεργοποίηση όπως περιγράφεται παραπάνω (Υλικά και Μέθοδοι) και στη συνέχεια 

μονιμοποιήθηκαν. Ακολούθησε το blocking των μη-ειδικών αλληλεπιδράσεων αντιγόνου- 

αντισώματος και η επώαση των κυττάρων με, αρχικά πρωτογενή αντισώματα έναντι του 

ειδικού λυσοσωμικού υποδοχέα LAMP2A, και εν συνεχεία με τα αντίστοιχα δευτερογενή. Στη 

συνέχεια, οι καλυπτρίδες μεταφέρθηκαν σε αντικειμενοφόρες πλάκες για να παρατηρηθούν 

στο συνεστιακό μικροσκόπιο φθορισμού. Στην περίπτωση αυτή, παρατηρήθηκε έντονη 

συσσώρευση της πρωτεΐνης KFERQ-mCherry στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων (Εικ. 12), 

γεγονός που επιβεβαιώνει ότι η συγκεκριμένη παραχθείσα πρωτεΐνη αποικοδομείται μέσω 

λυσοσωμικών μονοπατιών και όχι μέσω του συστήματος ουβικουιτίνης-πρωτεασώματος. Η 

παρατήρηση αυτή ήταν λογική και αναμενόμενη, καθώς η πρωτεΐνη που παράγεται φέρει το 

μοτίβο KFERQ που όπως προαναφέρθηκε αποτελεί υπόστρωμα της CMA, που αποτελεί 

έναν από τα ειδικά μονοπάτια λυσοσωμικής πρωτεϊνικής αποικοδόμησης. Έτσι, όταν η 

συνολική λυσοσωμική λειτουργία αναστέλλεται (άρα και η CMA), η πρωτεΐνη αδυνατώντας 

να αποικοδομηθεί επιτυχώς συσσωρεύεται στο κυτταρόπλασμα. Επομένως, αυτή η 

συσσώρευση πιθανά υποδηλώνει δυσλειτουργία της CMA. Στο ίδιο πείραμα ταυτόχρονα 

παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων του LAMP2A υποδοχέα, γεγονός που μπορεί να 

λειτουργεί αντισταθμιστικά στην αναστολή της λυσοσωμικής λειτουργίας. Αυτό σημαίνει ότι, 

καθώς το κύτταρο αντιλαμβάνεται τη δυσλειτουργία αυτή, επάγεται η παραγωγή του 

LAMP2A και τα λυσοσώματα πιθανώς αυξάνονται προκειμένου να την αντιμετωπίσουν 

ενισχύοντας την αποικοδόμηση της συσσωρευμένης πλέον πρωτεΐνης.
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Εικ. 12 Η αναστολή της λυσοσωμικής λειτουργίας συνοδεύεται από συσσώρευση 

της KFERQ-mCherry και έντονη αύξηση των επιπέδων του LAMP2A υποδοχέα. (A)

Εικόνες συνεστιακής μικροσκοπίας όπου φαίνεται η έντονη αύξηση των επιπέδων τόσο του 

LAMP2A (πράσινο) όσο και της πρωτεϊνης KFERQ-mCherry (κόκκινο) που συσσωρεύθηκε 

λόγω της προσθήκης 20 mΜ χλωριούχου αμμωνίου. (Β) Με την προσθήκη χλωριούχου 

αμμωνίου τα επίπεδα της KFERQ-mCherry σχεδόν διπλασιάζονται. (C) Αύξηση 

παρατηρείται και στα επίπεδα του LAMP2A, γεγονός που μπορεί να λειτουργεί 

αντισταθμιστικά.

Η προσθήκη τοξικών μορφών της α-συνουκλεΐνης στα ολιγοδενδροκύτταρα αγρίου 

τύπου φαίνεται να λειτουργεί ανασταλτικά στη λυσοσωμική λειτουργία.

Προκειμένου να μοντελοποιηθεί η Ατροφία Πολλαπλών Συστημάτων σε κυτταρικό επίπεδο, 

προστέθηκαν στα ολιγοδενδροκύτταρα αγρίου τύπου τοξικές μορφές α-συνουκλεΐνης. Τα 

κύτταρα επιστρώθηκαν σε καλυπτρίδες, διαμολύνθηκαν με το πλασμίδιο που φέρει την 

KFERQ-mCherry πρωτεΐνη και στη συνέχεια επωάσθηκαν με 0,5 μ ς ^ Ι ανασυνδυασμένων 

ινιδιακών μορφών της α-συνουκλεΐνης για 16-30 ώρες. Με το πέρας του χρόνου αυτού τα
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κύτταρα μονιμοποιήθηκαν με μεθανόλη, πραγματοποιήθηκε το blocking των μη ειδικών 

θέσεων σύνδεσης αντιγόνου-αντισώματος και τέλος επωάσθηκαν με πρωτογενή αντισώματα 

έναντι του ειδικου λυσοσωμικού υποδοχέα LAMP2A και με τα αντίστοιχα δευτερογενή 

αντισώματα.

Εικ. 13 Η προσθήκη ανασυνδυασμένων ινιδιακών μορφών α-συνουκλείνης 

συνοδεύεται από συσσώρευση της KFERQ-mCherry και δραματική αύξηση των 

επιπέδων του LAMP2A υποδοχέα. (A) Εικόνες συνεστιακής μικροσκοπίας. Τα OLN WT 

κύτταρα επωάσθηκαν για 16-30 ώρες με 0,5 μg/ml ινιδιακών μορφών α-συνουκλείνης. 

Αυτό οδήγησε σε έντονη συσσώρευση της KFERQ-mCherry (Β) αλλά και σε δραματική 

αύξηση των επιπέδων του λυσοσωμικού υποδοχέα LAMP2A (C).

Και στην περίπτωση αυτή, παρατηρήθηκε έντονη συσσώρευση της πρωτεΐνης KFERQ- 

mCherry καθώς και έντονη αύξηση των επιπέδων του ειδικού λυσοσωμικού υποδοχέα 

LAMP2A (Εικ. 13). Όπως αναφέρεται στο κεφάλαιο της Εισαγωγής, η α-συνουκλείνη έχει 

βρεθεί ότι αποικοδομείται κυρίως μέσω του CMA μονοπατιού, επομένως η συσσώρευσή της
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υποδηλώνει πιθανή δυσλειτουργία του CMA μονοπατιού έπειτα από την προσθήκη των 

ανασυνδυασμένων ινιδιακών μορφών.

2.2.3 Διερεύνηση της επίδρασης της επαγωγής ή αναστολής της λυσοσωμικής 

λειτουργίας στην αποικοδόμηση της KFERQ-mCherry πρωτεΐνης στα OLN 

ρ25α και τα OLN AS.

Κατά τη διάρκεια της πειραματικής αυτής εργασίας μελετήθηκε και η επίδραση της επαγωγής 

ή της αναστολής της λυσοσωμικής λειτουργίας στην αποικοδόμηση της KFERQ-mCherry σε 

δύο ακόμη κυτταρικές σειρές, την OLN AS και την OLN ρ25α.

Όπως αναφέρεται παραπάνω, η OLN AS είναι μια κυτταρική σειρά που υπερεκφράζει 

σταθερά την ανθρώπινη α-συνουκλεΐνη και η OLN ρ25α αντίστοιχα, υπερεκφράζει την 

πρωτεΐνη ρ25α. Και οι δύο κυτταρικές σειρές εκφράζουν πολύ χαμηλά έως μη ανιχνεύσιμα 

επίπεδα ενδογενούς α-συνουκλεΐνης και πρωτεΐνης ρ25α επίμυος. Και στις δύο αυτές 

περιπτώσεις ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία: τα κύτταρα επιστρώθηκαν στις καλυπτρίδες 

και μετά από 24 ώρες διαμολύνθηκαν με τον πλασμιδιακό φορέα pPAmCherry-KFERQ. 

Αμέσως μετά τη διαμόλυνσή τους, το θρεπτικό τους υλικό αντικαταστάθηκε με α) πλήρες 

DMEM, β) με DMEM που στερείται ορού, γ) με πλήρες DMEM στο οποίο προστέθηκαν 20 

mΜ NH4Cl, και γ) με πλήρες DMEM στο οποίο είχαν προστεθεί 0,5 μg/ml ανασυνδυασμένων 

ινιδιακών μορφών α-συνουκλεΐνης.

Από τη βιβλιογραφία, είναι γνωστό ότι η υπερέκφραση της ρ25α προκαλεί τη συσσώρευση 

της α-συνουκλεΐνης και συνεντοπίζεται με ανοσοκυτταροχημικές μεθόδους μαζί με την 

συσσωρευμένη α-συνουκλείνη (Lindersson et al., 2005). Στην παρούσα μελέτη, έπειτα από 

προσθήκη ινιδιακών μορφών της α-συνουκλείνης στα κύτταρα που υπερεκφράζουν σταθερά 

την p25α, παρατηρήθηκε δραματική αύξηση των επιπέδων της KFERQ-mCherry σε σχέση 

με τα κύτταρα που επωάσθηκαν μόνο με πλήρες DMEM. Ωστόσο, στα ίδια κύτταρα, όταν 

έγινε αναστολή της λυσοσωμικής λειτουργίας με προσθήκη χλωριούχου αμμωνίου δεν 

παρατηρήθηκε το ίδιο φαινόμενο, παρά μόνο μια αμελητέα αύξηση των επιπέδων της 

KFERQ-mCherry (Εικ. 14). Αυτό πιθανώς υποδεικνύει ότι σε στην περίπτωση των OLN 

p25α κυττάρων η προσθήκη των τοξικών μορφών α-συνουκλείνης είναι εκείνη που επάγει 

σημαντική αναστολή του CMA μονοπατιού με αποτέλεσμα τη συσσώρευση της KFERQ- 

mCherry πρωτείνης.

Αντιθέτως, στα OLN AS κύτταρα, δεν παρατηρήθηκαν έντονες διαφορές στα επίπεδα της 

KFERQ-mCherry πρωτείνης μεταξύ των κυττάρων που επωάσθηκαν με τις τοξικές μορφές 

α-συνουκλείνης και εκείνων που επωάσθηκαν με το πλήρες θρεπτικό υλικό. Παράλληλα, στα 

OLN AS η αναστολή της λυσοσωμικής λειτουργίας με χλωριούχο αμμώνιο φάνηκε να
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συνοδεύεται από έντονη συσσώρευση της KFERQ-mCherry (Εικ. 15). Στην περίπτωση των 

OLN AS και OLN ρ25α κυττάρων οι στατιστικές αναλύσεις έγιναν από φωτογραφίες 

ζωντανών κυττάρων και όχι μονιμοποιημένων και έτσι, δεν προσδιορίστηκαν τα επίπεδα του 

LAMP2A υποδοχέα.

mCherry KFERQ

Εικ. 14 Διερεύνηση των επιπέδων της KFERQ-mCherry στα OLN ρ25α κύτταρα.

Η στέρηση ορού στα OLN p25α δε φάνηκε να συνοδεύεται από σημαντικές αλλαγές στα 

επίπεδα της KFERQ-mCherry πρωτεϊνης. Το ίδιο παρατηρείται και έπειτα από προσθήκη 

20 mΜ χλωριούχου αμμωνίου. Στα OLN p25α κύτταρα που επωάσθηκαν με 

ανασυνδυασμένες ινιδιακές μορφές της α-συνουκλεϊνης παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση 

στα επίπεδα της πρωτεϊνης KFERQ-mCherry.

Εικ. 15Διερεύνηση των επιπέδων της KFERQ-mCherry στα OLN AS κύτταρα.

Η στέρηση ορού στα OLN AS φάνηκε να συνοδεύεται από μειωμένα επίπεδα της KFERQ- 

mCherry πρωτεϊνης, ενώ η προσθήκη 20 mΜ χλωριούχου αμμωνίου φάνηκε να προκαλεί 

την συσσώρευσή της. Δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στα επίπεδα της πρωτεϊνης KFERQ- 

mCherry μεταξύ των κυττάρων που είχαν επωασθεί με ανασυνδυασμένες ινιδιακές μορφές 

της α-συνουκλεϊνης και των κυττάρων που είχαν επωασθεί με πλήρες DMEM.
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3.ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ- ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Η Ατροφία Πολλαπλών Συστημάτων (ΑΠΣ) είναι μια σπάνια νευροεκφυλιστική διαταραχή 

που πλήττει περίπου 4-5 στα 100.000 άτομα στην Ευρώπη. Η ασθένεια αυτή παραμένει 

αβέβαιης αιτιολογίας και τα κλινικά της χαρακτηριστικά περιλαμβάνουν έναν μεταβλητό 

συνδυασμό παρκινσονισμού, παρεγκεφαλιδικής βλάβης, αυτόνομων και κινητικών 

δυσλειτουργιών. Η ΑΠΣ κατατάσσεται στις α-συνουκλεϊνοπάθειες, δηλαδή νευρολογικές 

παθήσεις που χαρακτηρίζονται από την ανώμαλη, παθολογική συσσώρευση αδιάλυτων 

συσσωματωμάτων α-συνουκλείνης σε ολιγοδενδρογλοιακά κύτταρα κυρίως, και σε μικρό 

ποσοστό σε νευρώνες. Για το κυτταρικό περιβάλλον είναι υψίστης σημασίας να διατηρείται 

ισορροπία μεταξύ τόσο της σύνθεσης όσο και της αποικοδόμησης των μακρομορίων. 

Συνεπώς, αυτή η παθολογική συσσώρευση της πρωτεΐνης α-συνουκλείνης έχει συνδεθεί 

χαρακτηριστικά με την παθοφυσιολογία της ΑΠΣ, κάτι που υπογραμμίζεται και από έρευνες 

που μελέτησαν μεταθανάτιους ιστούς ασθενών με ΑΠΣ.

Τα τελευταία χρόνια, ολοένα και περισσότερες έρευνες εστιάζουν στο ρόλο της αυτοφαγίας 

στην αποικοδόμηση της α-συνουκλείνης. Πιο συγκεκριμένα, πειράματα του εργαστηρίου στο 

οποίο πραγματοποιήθηκε η παρούσα ερευνητική εργασία, έδειξαν ότι η α-συνουκλείνη 

αποικοδομείται κυρίως μέσω ενός επιλεκτικού τύπου αυτοφαγίας, της αυτοφαγίας 

διαμεσολαβούμενης από πρωτείνες-συνοδούς (CMA). Στην CMA, κυτοσολικές πρωτεΐνες 

που φέρουν το μοτίβο KFERQ ή βιοχημικά παρόμοιο με αυτό, αναγνωρίζονται από την 

πρωτεΐνη Hsc70 και άλλες πρωτείνες-συνοδούς και οδηγούνται στα λυσοσώματα. Στη 

λυσοσωμική μεμβράνη αναγνωρίζονται από τον ειδικό υποδοχέα LAMP2A και στη συνέχεια 

προσλαμβάνονται και αποικοδομούνται στο εσωτερικό των λυσοσωμάτων. Στο παρελθόν, ο 

ρόλος της CMA στην απομάκρυνση πρωτεϊνών που συσσωρεύονται παθολογικά στο ΚΝΣ 

είχε τεθεί υπό αμφισβήτηση. Έπειτα όμως, ευρήματα έδειξαν ότι ο ειδικός υποδοχέας 

LAMP2A ανευρίσκεται σε υψηλά επίπεδα στους ντοπαμινεργικούς νευρώνες τρωκτικών και 

πιθανώς η CMA να αποτελεί άμεσο στόχο των τοξικών επιπτώσεων αυτής της παθολογικής 

συσσώρευσης, οδηγώντας σε νευροεκφύλιση (Xilouri and Stefanis, 2015). Έτσι, η μελέτη της 

ενεργότητας του CMA μονοπατιού κρίνεται άκρως σημαντική για τη βαθύτερη κατανόηση του 

παθογενετικού μηχανισμού της ΑΠΣ.

Όπως αναφέρεται στη βιβλιογραφία, ένας από τους κυρίαρχους λόγους που το CMA 

μονοπάτι ήταν δύσκολο να μελετηθεί ήταν η έλλειψη μοριακών εργαλείων που να 

επιτρέπουν την παρακολούθηση των μεταβολών της ενεργότητάς του με μεθόδους ρουτίνας 

που θα μπορούσαν να εφαρμοστούν σε κάθε εργαστήριο. Μέχρι πρότινος, οι μεταβολές της 

ενεργότητας της CMA προσδιορίζονταν με μέτρηση της ικανότητας των απομονωμένων
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λυσοσωμάτων να αναγνωρίσουν και να προσλάβουν γνωστά υποστρώματα, με μεθόδους 

ραδιοεπισήμανσης, μέτρησης της δυνατότητας πρωτεϊνικής αποικοδόμησης παρουσία 

αναστολέων πρωτεασών κ.α. (Koga et al., 2011).

Στην παρούσα εργασία, σχεδιάστηκε και δημιουργήθηκε ένα μοριακό εργαλείο 

παρακολούθησης των μεταβολών της ενεργότητας του CMA μονοπατιού σε πραγματικό 

χρόνο, βασισμένο σε αντίστοιχη προηγούμενη μελέτη (Koga et al., 2011). Πιο συγκεκριμένα, 

όπως αναλύθηκε παραπάνω, πρόκειται για έναν πλασμιδιακό φορέα που φέρει μεταξύ 

άλλων αλληλουχία που κωδικοποιεί το μονομερές της φωτοενεργοποιούμενης φθορίζουσας 

πρωτεΐνης PAmCherry (photoactivatable monomeric Cherry) συζευγμένη με αλληλουχία που 

κωδικοποιεί το μοτίβο KFERQ, δηλαδή το μοτίβο στόχευσης στη CMA. Δημιουργώντας 

αυτόν τον πλασμιδιακό φορέα σκοπός ήταν, μετά τη διαμόλυνση διαφορετικών κυτταρικών 

σειρών ολιγοδενδροκυττάρων, να μπορέσουμε να οπτικοποιήσουμε πιθανές αλλαγές στην 

ενεργότητα του CMA μονοπατιού. Η πρωτεΐνη PAmCherry λειτούργησε ως πρωτεΐνη- 

αναφορά για το μοτίβο KFERQ με το οποίο ήταν συζευγμένη, έτσι ώστε να καταστεί δυνατή 

αυτή η οπτικοποίηση. Η PAmCherry έπειτα από φωτοενεργοποίησή της σε ζωντανά κύτταρα 

με πρόσπτωση μπλε φωτός εξέπεμπε φθορισμό και έτσι γινόταν ορατή. Τα πλεονεκτήματα 

της χρήσης μιας φωτοενεργοποιούμενης φθορίζουσας πρωτεΐνης έναντι μιας συμβατικής 
φθορίζουσας πρωτεΐνης είναι αρκετά. Αρχικά, η μελέτη των αλλαγών της ενεργότητας της 

CMA μπορούν να μελετηθούν χωρίς να απαιτείται αναστολή της πρωτεϊνοσύνθεσης ή όλων 

των μονοπατιών πρωτεϊνικής αποικοδόμησης. Επίσης, οι μετρήσεις που γίνονται προς 

στατιστική ανάλυση έπειτα από λήψη φωτογραφιών στο συνεστιακό μικροσκόπιο 

φθορισμού, δεν “επηρεάζονται” από νεοσυντιθέμενα φθορίζοντα μόρια καθώς, στη δική μας 

περίπτωση, ο φθορισμός προσομοιάζεται με τη λειτουργία ενός διακόπτη. Παράλληλα, με τη 

χρήση της PAmCherry διασφαλίζουμε ότι η πρωτεΐνη θα διατηρήσει τα μονομερή της 

χαρακτηριστικά και στο εσωτερικό του κυττάρου και δεν θα ολιγομεριστεί.

Στην παρούσα μελέτη εξετάσθηκαν διαφορετικές σειρές ολιγοδενδροκυττάρων (OLN WT, 

OLN AS, OLN p25α) και σκοπός ήταν να μελετήσουμε τις μεταβολές της ενεργότητας της 

CMA σε συνθήκες επαγωγής και αναστολής της λυσοσωμικής λειτουργίας αλλά και στη 

συνθήκη επώασης των κυττάρων με ανασυνδυασμένες ινιδιακές μορφές της α- 

συνουκλεΐνης, ήτοι τις θεωρούμενες τοξικές, παθολογικές της διαμορφώσεις. Η αξιολόγηση 

των μεταβολών έγινε με άξονα τις μεταβολές που παρατηρήθηκαν τόσο στα επίπεδα της 

KFERQ-mCherry όσο και του LAMP2A υποδοχέα. Τα αποτελέσματά μας στα 

ολιγοδενδροκύτταρα αγρίου τύπου έδειξαν ότι η στέρηση ορού, που αποτελεί γνωστό 

επαγωγέα του CMA μονοπατιού, συνοδεύεται από αλλαγή του προτύπου της KFERQ- 

mCherry από διάχυτο σε στικτό καθώς και από περιπυρηνική συσσώρευση των
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λυσοσωμάτων. Στα ίδια κύτταρα, η αναστολή της συνολικής λυσοσωμικής λειτουργίας με 

προσθήκη NH4CI, έδειξε έντονη συσσώρευση της KFERQ-mCherry πρωτεΐνης, καθώς δεν 

μπορούσε να αποικοδομηθεί επαρκώς μέσω του CMA μονοπατιού ενώ τα επίπεδα του 

LAMP2A υποδοχέα ήταν πολύ υψηλά σε σχέση με τα κύτταρα-μάρτυρες που επωάσθηκαν 

με πλήρες DMEM. Αυτό πιθανώς να αποτελεί έναν αντισταθμιστικό μηχανισμό του κυττάρου 

στην αναστολή της λυσοσωμικής λειτουργίας. Ενδιαφέρον όμως φέρει η παρατήρηση που 

προήλθε από τα πειράματα σε ολιγοδενδροκύτταρα αγρίου τύπου που επωάσθηκαν με 

ανασυνδυασμένες ινιδιακές μορφές της α-συνουκλεΐνης. Και στην περίπτωση αυτή, η 

πρωτεΐνη KFERQ-mCherry παρουσίασε έντονη συσσώρευση και τα επίπεδα του LAMP2A 

υποδοχέα αυξήθηκαν σημαντικά, παρόμοια δηλαδή με την εικόνα που παίρνουμε έπειτα από 

αναστολή της λυσοσωμικής λειτουργίας. Συνεπώς, η έντονη αύξηση του φθορισμού 

υποδεικνύει, για πρώτη φορά, ότι η συσσώρευση α-συνουκλεΐνης σε ολιγοδενροκύτταρα 

αγρίου τύπου οδηγεί σε δυσλειτουργία του CMA μονοπατιού, καθώς και ότι πιθανή στόχευσή 

του θα μπορούσε στο μέλλον να έχει θεραπευτικές προεκτάσεις. Παρομοίως, έγιναν 

επωάσεις σε OLN AS και OLN p25α κύτταρα έτσι ώστε να επαχθεί ή να ανασταλεί η 

λυσοσωμική λειτουργία. Στα OLN p25α κύτταρα, δεν παρατηρήθηκαν έντονες διαφορές στα 

επίπεδα της KFERQ-mCherry πρωτεΐνης στις συνθήκες στέρησης ορού και προσθήκης 

χλωριούχου αμμωνίου, ενώ η προσθήκη ινιδιακών μορφών αύξησε σημαντικά τα επίπεδα 

φθορισμού της πρωτεΐνης. Μετά την προσθήκη χλωριούχου αμμωνίου θα ήταν αναμενόμενο 

να προκληθεί συσσώρευση της πρωτεΐνης στα OLN p25α, καθώς δεν θα μπορούσε να 

αποικοδομηθεί από τα λυσοσώματα. Ωστόσο, στα δικά μας αποτελέσματα αυτό δεν συνέβη 

και μια πιθανή εξήγηση είναι η αντισταθμιστική αύξηση της ενεργότητας του 

πρωτεασώματος, κάτι που έχει αναφερθεί ξανά στη βιβλιογραφία για διαφορετικούς τύπους 

κυττάρων (Koga et al., 2011). Όσον αφορά στα OLN AS, παρόμοια με τα OLN WT, 

παρατηρήθηκε μικρή μείωση των επιπέδων της KFERQ-mCherry. πρωτεΐνης έπειτα από 

επαγωγή του CMA μονοπατιού με στέρηση ορού και αύξησή τους έπειτα από αναστολή της 

λυσοσωμικής λειτουργίας. Επωάζοντας τα OLN AS με τις ινιδιακές μορφές της α- 

συνουκλεΐνης δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές στα επίπεδα της πρωτεΐνης 

KFERQ-mCherry.

Κατά τη διάρκεια της εν λόγω πειραματικής εργασίας, έγιναν ενδιαφέρουσες παρατηρήσεις 

οι οποίες θα μπορούσαν να αξιοποιηθούν σε μελλοντικές μελέτες. Καθώς είναι γνωστό ότι η 

μακροαυτοφαγία ενεργοποιείται ορισμένες φορές αντισταθμιστικά, ως απάντηση του 

κυττάρου στη δυσλειτουργία του CMA μονοπατιού (Vogiatzi et al., 2008), μεγάλο ενδιαφέρον 

θα είχε να μελετηθούν, στις προαναφερθέντες κυτταρικές σειρές, οι μεταβολές της KFERQ- 

mCherry πρωτεΐνης έπειτα από επαγωγή ή αναστολή της μακροαυτοφαγίας όπως επίσης και 

μετά από υπερέκφραση ή σίγαση του LAMP2A υποδοχέα.
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Καθώς το παρόν μοριακό εργαλείο που κατασκευάσθηκε φάνηκε να ανταποκρίνεται 

επιτυχώς σε συνθήκες μεταβολής της λυσοσωμικής ενεργότητας, θα μπορούσε στο μέλλον 

να αξιοποιηθεί για την παρακολούθηση του CMA μονοπατιού σε άλλα κυτταρικά μοντέλα, 

όπως, για παράδειγμα, σε νευρωνικά μοντέλα α-συνουκλεϊνοπαθειών. Τέλος, το εργαλείο 

αυτό θα μπορούσε δυνητικά να εφαρμοσθεί αργότερα και σε ζωικά μοντέλα 

νευροεκφυλιστικών παθήσεων, από όπου και θα αντλούνταν πολύ σημαντικές πληροφορίες 

για το ρόλο της CMA στην εμφάνιση και εξέλιξη αυτών.
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