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ΕΥΦΑΡΙΣΤΙΕΣ 

Καηαξρήλ ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηδηαίηεξα ηνλ θαζεγεηή θ. Κώζηα Τνθαηιίδε ηνπ 

Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο, πνπ κε δέρηεθε ζην εξγαζηήξην πνπ δηεπζύλεη ζην Ίδξπκα 

Τερλνινγίαο θαη Έξεπλαο θαη πνπ κνπ εκπηζηεύηεθε ηελ εθπόλεζε δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο 

ζε έλα ηόζν ελδηαθέξνλ ζέκα. Τνπ είκαη επγλώκσλ γηα ηε επηζηεκνληθή ηνπ θαζνδήγεζε, 

ηηο ζπκβνπιέο ηνπ θαζώο θαη γηα ηελ παξνρή εμνπιηζκνύ θαη ππνδνκήο γηα ηελ πινπνίεζε 

ησλ ζρεηηθώλ πεηξακάησλ.  

Δπραξηζηώ ηδηαίηεξα ηα άιια δύν κέιε ηεο ηξηκεινύο ζπκβνπιεπηηθήο κνπ επηηξνπήο, 

ηνπο θαζεγεηέο ηνπ Τκήκαηνο Βηνινγίαο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο θ. Γέζπνηλα 

Αιεμαλδξάθε θαη θ. Φαξάιακπν Σπειηαλάθε γηα ηηο επηζηεκνληθέο ηνπο ζπκβνπιέο θαζ’ όιε 

ηε δηάξθεηα ησλ ζπνπδώλ κνπ γηα ηελ ιήςε δηδαθηνξηθνύ δηπιώκαηνο θαη γηα ηελ άδεηά 

ηνπο λα ρξεζηκνπνηήζσ εμνπιηζκό ησλ εξγαζηεξίσλ ηνπο.  

Θα ήζεια λα πσ έλα πνιύ κεγάιν επραξηζηώ ζηνπο θαζεγεηέο από ην ζπλεξγαδόκελν 

Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο ηεο Ηαηξηθήο Σρνιήο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο, ηνλ θ. Αλδξέα 

Πιατηάθε, ηνλ θ. Ησάλλε Εαγαλά θαη ηελ θ. Κιεηώ Σπαλάθε πνπ κε έθαλαλ λα αηζζαλζώ 

πξαγκαηηθό κέινο ηνπ εξγαζηεξίνπ ηνπο θαη κε θηινμελνύζαλ ζηηο επηζηεκνληθέο 

ζπλαληήζεηο ηεο νκάδαο ηνπο. Τνπο επραξηζηώ αθόκα γηα ηηο επηζηεκνληθέο ηνπο 

ζπκβνπιέο, θπξίσο ζε ζέκαηα ηαηξηθήο, θαη γεληθόηεξα γηα ηε ζπλεξγαζία ηνπο. Δπίζεο, 

ηνπο νθείισ έλα κεγάιν επραξηζηώ γηα ηελ ζεηηθή ηνπο ελέξγεηα θαη ηνλ ελζνπζηαζκό ηνπο, 

ν νπνίνο κνπ έδηλε δύλακε λα ζπλερίζσ.  

Θα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηνλ θαζεγεηή θ. Κπξηάθν Πεηξάην γηα ηηο ζπκβνπιέο ηνπ σο 

4ν κέινο ησλ εμεηάζεσλ πνηόηεηνο (Qualifying Examinations) ζηελ αξρή ηεο δηδαθηνξηθήο 

κνπ δηαηξηβήο θαη πνπ δέρηεθε λα είλαη θαη κέινο ηεο επηακεινύο εμεηαζηηθήο κνπ 

επηηξνπήο. Δπίζεο, επραξηζηώ ηνπο θαζεγεηέο θ. Νεθηάξην Ταβεξλαξάθε, θ. Ησάλλε 

Εαγαλά θαη ηελ θ. Κιεηώ Σπαλάθε, πνπ δέρηεθαλ λα είλαη κέιε ηεο επηακεινύο εμεηαζηηθήο 

κνπ επηηξνπήο.  

Δπραξηζηώ πνιύ ηνλ θαζεγεηή θ. Δκκαλνπήι Λαδνπθάθε γηα ηηο επηζηεκνληθέο ηνπ 

ζπκβνπιέο ζρεηηθά κε ηελ ρξήζε πξνγξακκάησλ βηνπιεξνθνξηθήο ζηελ κειέηε ηεο 

εμέιημεο ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο κεηαμύ ησλ νξγαληζκώλ. Δπραξηζηώ πνιύ ηνλ 

θαζεγεηή θ. Ophry Pines ηνπ Δβξατθνύ Παλεπηζηεκίνπ ηεο Ηεξνπζαιήκ θαη ηα κέιε ηεο 

νκάδαο ηνπ, ηδηαίηεξα ηελ ππνςήθηα δηδάθηνξα Adi Naamati, γηα ηελ παξνρή ηνπ ζηειέρνπο 

ζαθραξνκύθεηα icp55Γ θαη ηελ αληαιιαγή απόςεσλ ζρεηηθά κε νξηζκέλα πεηξάκαηα ηεο 

δηδαθηνξηθήο κνπ δηαηξηβήο. Τέινο, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ όινπο ηνπο δαζθάινπο πνπ 
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είρα ζηε δσή κνπ νη νπνίνη κε βνεζήζαλε λα απνθηήζσ ηα εθόδηα έηζη, ώζηε λα κπνξέζσ 

λα μεθηλήζσ ηελ ελ ιόγσ δηαηξηβή.  

Από θαξδηάο επραξηζηώ ηελ ηαηξό θαη ππνςήθηα δηδάθηνξα Γήκεηξα Κνηδακάλε ηνπ 

Δξγαζηεξίνπ Νεπξνινγίαο γηα ηελ άςνγε ζπλεξγαζία καο ζηε ζρεδίαζε, ζηελ εθηέιεζε θαη 

ζηελ αλάιπζε νξηζκέλσλ πεηξακάησλ ηεο ζπγθεθξηκέλεο δηαηξηβήο. Τελ επραξηζηώ γηα ηνλ 

επηζηεκνληθό ηεο ελζνπζηαζκό θαη ηελ θξηηηθή ηεο ζθέςε. Δπίζεο, ηελ επραξηζηώ ζεξκά γηα 

ηηο όκνξθεο ζπδεηήζεηο καο θαη γηα ην γεγνλόο όηη κνπ ζηάζεθε ζαλ πξαγκαηηθή θίιε ζε 

δηάθνξεο δύζθνιεο θαηαζηάζεηο πνπ αληηκεηώπηζα θαηά θαηξνύο. Δπραξηζηώ επίζεο, ηνλ 

πνιπαγαπεκέλν γην ηεο, Σηαύξν, πνπ έθαλε αηέιεησηεο ώξεο ππνκνλή, όηαλ ηνλ ζηεξνύζα 

από ην παηρλίδη ηεο κακάο ηνπ.  

Θα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηελ ηερληθό ηνπ εξγαζηεξίνπ Α203 θ. Νίηζα Καηξαθίιε γηα ηηο 

ζπκβνπιέο ηεο θαη ηε βνήζεηά ηεο ζηηο απνκνλώζεηο κηηνρνλδξίσλ από ζηειέρε 

ζαθραξνκύθεηα. Δπίζεο, επραξηζηώ ηηο ζπκθνηηήηξηέο κνπ Δκκαλνπέια Καιιέξγε θαη 

Αθξνδίηε Φαηδή πνπ κε δίδαμαλ ηηο θπξηόηεξεο ηερληθέο ηνπ εξγαζηεξίνπ θαη πνπ, αθόκα 

θαη από ηελ άιιε άθξε ηεο Δπξώπεο, ήηαλ πάληα πξόζπκεο λα κε βνεζήζνπλ. Δπηπιένλ, 

επραξηζηώ ηα παιηά κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ Α203 Γεσξγία Φαξαιάκπνπο, Έξζε 

Δκκαλνπειίδνπ, Καηεξίλα Καξαγθνύλε-Γαιαθνύξα, Μαξία Αλδξεαδάθε, Παξαζθεπή 

Μάξα, Φαλή Μαγθαλά, Bruna Giraldi θαη Esther Nuebel γηα ην επράξηζην εξγαζηεξηαθό 

θιίκα θαη ηε ζηήξημε πνπ κνπ έρνπλ πξνζθέξεη θαηά θαηξνύο. 

Δπραξηζηώ πνιύ ηελ Δηξήλε Ληνλάθε γηα ηηο ζπκβνπιέο ηεο ζρεηηθά κε ηελ κε 

απνδηαηαθηηθνύ ηύπνπ ειεθηξνθόξεζε θαη ηνλ θ. Γηώξγν Φξαγθηαδάθε γηα ηε βνήζεηά ηνπ 

ζρεηηθά κε ηνλ δηκεξηζκό ησλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ. Δπίζεο, ζα ήζεια λα πσ έλα κεγάιν 

επραξηζηώ ζηα κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ Νεπξνινγίαο Φξηζηίλα Γεκνβαζίιε, Δκκαλνπέια 

Βηνγηαηδή, θαη Εσή Πεηξάθε γηα ηηο επράξηζηεο ζπδεηήζεηο καο, επηζηεκνληθέο θαη κε.  

Δπραξηζηώ πνιύ ηελ γξακκαηέα ηνπ εξγαζηεξίνπ Νεπξνινγίαο θ. Δηξήλε Τδαλάθε γηα 

ηηο ζπκβνπιέο ηεο ζε δηάθνξα γξαθεηνθξαηηθά πξνβιήκαηα πνπ έθαλαλ ηε δσή κνπ 

ιηγόηεξν δύζθνιε.  

Δπραξηζηώ ζεξκά ηνπο ζπλαδέιθνπο θαη εμαηξεηηθνύο θίινπο από ηα γεηηνληθά 

εξγαζηήξηα ζην ΗΤΔ Άληα Σαιαηάη, Γήκεηξα Γηαιπλάθε, Πέηξν Τδέξπν, Φξύζα 

Σηαζνπνύινπ θαη ηδηαίηεξα ηνλ Γεκήηξε Νάζηα θαη ηελ Μαξία Σηξαηεγνπνύινπ γηα ηηο 

επηζηεκνληθέο ηνπο ζπκβνπιέο, ηελ ζπληξνθηά ηνπο θαη ηελ ππνζηήξημή ηνπο ζε πνιιαπιά 

επίπεδα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εθπόλεζεο ηεο παξνύζαο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο. 

Δθηόο από ηελ εξγαζηεξηαθή δνπιεηά, ζην παλέκνξθν λεζί ηεο Κξήηεο είρα ηελ επθαηξία 

λα γλσξίζσ εμαηξεηηθνύο αλζξώπνπο θαη θίινπο, πνπ έθαλαλ ηε δσή κνπ πην 
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ελδηαθέξνπζα. Δπραξηζηώ πνιύ ηνπο αλεθηίκεηνπο θίινπο πνπ απέθηεζα ζηελ Κξήηε 

Δηξήλε Καιατηδάθε, Λύδα Φσθίηε, Μαλώιε Γαζθαιάθε θαη, Νηθνιή Κπξηαθάθε. Ηδηαίηεξα 

επραξηζηώ ηνλ Αικπέξην Μπέγα γηα ηελ ππνκνλή ηνπ, ην ρακόγειό ηνπ θαη ηελ 

ζπκπαξάζηαζή ηνπ θαη ηελ Γεσξγία Καξαηδηά γηα ηελ ππνζηήξημε ζε πνιιαπιά επίπεδα, 

όπσο γηα ηηο θαιιηηερληθέο ηεο ζπκβνπιέο.  

Γε ζα κπνξνύζα λα κελ επραξηζηήζσ ηνπο αλζξώπνπο πνπ κε έρνπλ ζηεξίμεη όζν 

θαλείο άιινο ζε θάζε πηπρή ηεο δσήο κνπ ζε πνιιαπιά επίπεδα, ηελ νηθνγέλεηά κνπ. 

Φσξίο ηελ ππνζηήξημή θαη ηελ αγάπε ηνπο ζα κνπ ήηαλ αθόκα πην δύζθνιν λα ζπλερίζσ. 

Δπραξηζηώ πνιύ ηε γηαγηά κνπ, πνπ ήηαλ πάληα πξόζπκε λα κε βνεζήζεη. Δπραξηζηώ 

ηδηαίηεξα ηνπο γνλείο κνπ, γηα ηελ  ακέξηζηε ππνκνλή ηνπο, ηηο ζπκβνπιέο ηνπο θαη ηελ 

ππνζηήξημή ηνπο κε θάζε δπλαηό ηξόπν. Δπραξηζηώ πνιύ ηελ κεηέξα κνπ πνπ άθνπγε ηνπο 

πξνβιεκαηηζκνύο κνπ θαη κε ηνλ ηξόπν ηεο κνπ έδηλε δύλακε. Ηδηαίηεξα επραξηζηώ ηνλ 

παηέξα κνπ πνπ κε θάλεη πάληα λα πξνζπαζώ πεξηζζόηεξν, λα πηζηεύσ ζηηο δηθέο κνπ 

δπλάκεηο θαη λα αθνινπζώ ηα όλεηξά κνπ όζν καθξηλά θαη δύζθνια θη αλ θαίλνληαη. Γηα 

απηό θαη ηνπ αθηεξώλσ ηελ παξνύζα δηαηξηβή.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Απηό ην έξγν έρεη ρξεκαηνδνηεζεί από ηελ Δπξσπατθή Έλσζε (Δπξσπατθό Κνηλσληθό 

Τακείν-ΔΚΤ) θαη από Διιεληθά εζληθά θνλδύιηα κέζσ ηνπ Δπηρεηξεζηαθνύ Πξνγξάκκαηνο 

«Δθπαίδεπζε θαη Γηα Βίνπ Μάζεζε» ηνπ Δζληθνύ Σηξαηεγηθνύ Πιαηζίνπ Αλαθνξάο (ΔΣΠΑ) 

- Πξόγξακκα Φξεκαηνδόηεζεο Έξεπλαο: ΘΑΛΖΣ-UOC, Τίηινο «Μηηνρνλδξηαθή 

δπζιεηηνπξγία ζε λεπξνεθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο» (Κσδηθόο 377226). 



7 

΢ΤΝΣΟΜΟ ΒΗΟΓΡΑΦΗΚΟ ΢ΖΜΔΗΧΜΑ 
 

Πξνζσπηθέο πιεξνθνξίεο 
Δπψλπκν: Καιέθ-Δδξά    Όλνκα: Έζηεξ    
Γέλλεζε:  28/07/1987, Ησάλληλα   Γηεχζπλζε:  Εαγνξίνπ 14, Ησάλληλα 
Email:   esterkalefezra@gmail.com  Σειέθσλν:  2651032390 
 

Δθπαίδεπζε 
Γηδαθηνξηθή (2012–2016): Σκήκα Βηνινγίαο - Παλ. Κξήηεο,  
Ηλζηηηνχην Μνξηαθήο Βηνινγίαο θαη Βηνηερλνινγίαο - Ίδξπκα Έξεπλαο θαη Σερλνινγίαο 
Σίηινο Γηδαθη. Γηαηξηβήο: Μηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε ηεο αλζξψπηλεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο:  
δνκή ζηληάινπ ζηφρεπζεο, ιεηηνπξγία θαη εμέιημε 
Τπεχζπλνο εξεπλεηήο: θαζ. Κ. Σνθαηιίδεο, Τπεχζπλε θαζεγήηξηα: θαζ. Γ. Αιεμαλδξάθε  
Μεηαπηπρηαθή (2010–2012): Πξσηετληθή Βηνηερλνινγία, Σκήκα Βηνινγίαο, Παλ. Κξήηεο 
Σίηινο Γηπισκ. εξγαζίαο: Γελεηηθή θαη βηνρεκηθή αλάιπζε ηεο νμεηδσηηθήο αλαδίπισζεο πξσηετλψλ 
ζηα κηηνρφλδξηα  
Τπεχζπλνο εξεπλεηήο: θαζ. Κ. Σνθαηιίδεο, Τπεχζπλε θαζεγήηξηα: θαζ. Γ. Αιεμαλδξάθε  
Σξηκεληαίεο Δξγαζηεξηαθέο Αζθήζεηο ζηα πιαίζηα ηνπ ΠΜ΢:  
Σίηινο: Πνζνηηθή θαη πνηνηηθή κειέηε ηεο αιιειεπίδξαζεο ησλ πξσηετλψλ Rad9 / Aft1 θαη ηεο  
ηθαλφηεηαο νκνδηκεξηζκνχ ηεο πξσηεΐλεο MacI ζηνλ S. cerevisiae ζε ζπλζήθεο βιάβεο DNA  
Τπεχζπλε θαζεγήηξηα: θαζ. Γ. Αιεμαλδξάθε 
Σίηινο: Υαξαθηεξηζκφο ηεο αλζξψπηλεο FAD-ζνπιθπδξηιηθήο νμεηδάζεο ALR κε ζπλδπαζκφ  
κεηαιιαμηγέλεζεο, θαζαξηζκνχ πξσηετλψλ θαη δνθηκέο ζπκπιεξσκαηηθφηεηαο δχκεο 
Τπεχζπλνο εξεπλεηήο: θαζ. Κ. Σνθαηιίδεο 
Βαζηθή ΑΔΗ (2005–2010): Σκήκα Βηνινγίαο – Παλ. Παηξψλ  
Λπθεηαθή (2003-2005): Γεληθφ Λχθεην Εσζηκαίαο ΢ρνιήο Ησαλλίλσλ  

 

Άιιεο πηζηνπνηεκέλεο επηζηεκνληθέο γλώζεηο  
Υεηξηζκφο κηθξψλ πεηξακαηνδψσλ (5 ECTS) 
΢ηνηρεία βηνθσηνληθήο θαη κνξηαθήο απεηθφληζεο (3 ECTS) 

 

Γεκνζηεύζεηο ζε επηζηεκνληθά πεξηνδηθά 

 Evolution of glutamate dehydrogenase presequence among organisms (under preparation) 
 Kalef-Ezra E, Kotzamani K, Zaganas I, Katrakili N, Plaitakis A, Tokatlidis K. (2016) Efficient import 

of a major mitochondrial enzyme depends on the synergistic action of two distinct helical 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 

Σα κηηνρφλδξηα είλαη νξγαλίδηα απαξαίηεηα γηα ηελ βησζηκφηεηα ησλ πεξηζζφηεξσλ 

επθαξπσηηθψλ θπηηάξσλ θαη ε βηνγέλεζή ηνπο ζηεξίδεηαη ζηα κνλνπάηηα εηζφδνπ 

πξσηετλψλ ζε απηά. Ζ γινπηακηθή αθπδξνγνλάζε (GDH) είλαη έλα έλδπκν κε θεληξηθφ 

ξφιν ζηνλ θπηηαξηθφ κεηαβνιηζκφ θαη έρεη βξεζεί ζε φινπο ζρεδφλ ηνπο δψληεο 

νξγαληζκνχο. ΢ηα ζειαζηηθά ε GDH απνηειεί ζε νξηζκέλεο πεξηπηψζεηο πεξηζζφηεξν απφ 

ην 10% ησλ πξσηετλψλ ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο. ΢ηνλ άλζξσπν θαη ηα αλψηεξα 

πξσηεχνληα εκθαλίδεηαη κε δχν ηζνκνξθέο, ηελ hGDH1 θαη ηελ hGDH2, νη νπνίεο έρνπλ 

έλα αζπλήζηζηα κεγάιν ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο (MTS) απνηεινχκελν απφ 53 

ακηλνμέα (Ν53). Σν Ν53 έρεη ηελ ηάζε ζρεκαηηζκνχ δχν ακθηπαζψλ α-ειίθσλ (α1, α2). Ζ 

παξνχζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή είρε ζθνπφ ηνλ ραξαθηεξηζκφ ηνπ πεπηηδίνπ Ν53 ησλ 

hGDHs θαη ηελ κειέηε ηεο εμέιημεο ηνπ MTS ηεο GDH κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ. 

΢ην πξψην ηκήκα ηεο δηαηξηβήο, βξήθακε φηη νη in vitro ζπληηζέκελεο hGDHs κπνξνχλ 

λα εηζέιζνπλ, λα θνπνχλ θαη λα ζρεκαηίζνπλ εμακεξή ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα 

ζαθραξνκχθεηα. Ζ είζνδνο ησλ hGDHs ζηα κηηνρφλδξηα εμαξηάηαη απφ ην θαλάιη TIM23, 

ην ειεθηξνρεκηθφ δπλακηθφ ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο θαη ηε 

ζπγθέληξσζε ησλ δηζζελψλ κεηαιιηθψλ ηφλησλ. Παξφιν πνπ ηα ηκήκαηα N53 ησλ hGDH1 

θαη hGDH2 έρνπλ 83% νκνινγία, βξέζεθε φηη ε ηζνκνξθή hGDH2 κπαίλεη ή/θαη 

απνθφπηεηαη ηαρχηεξα ζηα κηηνρφλδξηα απφ φηη ε hGDH1. Με ην εξψηεκα αλ ππάξρνπλ 

δηαθνξνπνηήζεηο ζηελ κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε ζηνλ άλζξσπν ιφγσ ηεο κεηαιιαγήο 

G35R ζηελ hGDH2 πνπ πξνθχπηεη απφ ηνλ ζπρλφ ζηνλ πιεζπζκφ πνιπκνξθηζκφ ηνπ 

γνληδίνπ GLUD2 c.G103A (Plaitakis et al, 2010), κειεηήζακε ηελ επίδξαζή ηεο κεηαιιαγήο 

απηήο ζε κηηνρφλδξηα θαη είδακε φηη δελ επεξεάδεη ηελ είζνδφ ηεο hGDH2 ζηα κηηνρφλδξηα 

ζαθραξνκχθεηα. Δπίζεο, κε ζθνπφ λα θηηάμνπκε κία θαηαζθεπή πνπ λα κπνξεί 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ εχξεζε κνξηαθψλ ζπλνδψλ ηεο hGDH1, βξήθακε φηη ε εηζαγσγή 

ηνπ επηηφπνπ His ζην θαξβνμπηειηθφ άθξν ηεο hGDH1 (hGDH1-His), δελ επεξεάδεη ηελ 

ηθαλφηεηά ηεο λα ζηνρεχεηαη ζηα κηηνρφλδξηα θαη λα δεκηνπξγεί εμακεξή.  

Μειεηήζακε ην πεπηίδην Ν53 θαηά ηκήκαηα θαη επίζεο μερσξηζηά απφ ηελ ππφινηπε 

hGDH, ψζηε λα θαηαλνήζνπκε ηεο ηδηφηεηέο ηνπ. Πεηξάκαηα εηζφδνπ ζε απνκνλσκέλα 

κηηνρφλδξηα έδεημαλ φηη ην πεπηίδην Ν53 είλαη απαξαίηεην γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε 

ησλ hGDHs θαη είλαη ηθαλφ απφ κφλν ηνπ λα νδεγήζεη ηελ κε κηηνρνλδξηαθή πξσηεΐλε 

DHFR ζηα κηηνρφλδξηα. Δπίζεο, βξέζεθε φηη φηαλ απνπζηάδεη ε α1 έιηθα ηεο hGDH2, ε 
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hGDH2 ράλεη ηελ ηθαλφηεηά ηεο γηα κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε. Παξαηεξήζεθε φηη ε α1 ηεο 

hGDH2 φηαλ ζπδεπρζεί ζην Ν-ηειηθφ άθξν (α1-DHFR), αιιά φρη κε ζην C-ηειηθφ ηνπ DHFR 

(DHFR-α1), κπνξεί λα νδεγήζεη ην πεπηίδην DHFR ζηα κηηνρφλδξηα. Αληίζεηα, ε α2 δελ 

βξέζεθε λα έρεη απηφλνκε ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο. Παξαηεξήζεθε φηη ην 

ζπδεπγκέλν πεπηίδην α1α2, αιιά φρη ην πεπηίδην α1 απφ κφλν ηνπ, είλαη ηθαλφ λα νδεγήζεη 

ζηα κηηνρφλδξηα ηελ ψξηκε hGDH2. Σα επξήκαηά καο είλαη ζε ζπκθσλία κε πεηξάκαηα 

πνπ έγηλαλ απφ ηνπο ζπλεξγάηεο καο ηνπ Δξγαζηεξίνπ Νεπξνινγίαο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ 

Κξήηεο ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ κε ηνλ επίηνπν EGFP. Ωο εθ ηνχηνπ, βξέζεθε φηη 

ε κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε ηεο hGDH2 ζηεξίδεηαη ζηε ζπλεξγαηηθή δξάζε ησλ δχν α-

ειίθσλ θαη φηη ε α1 έρεη πξσηαγσληζηηθφ ξφιν.  

Γεληθά, ζεσξείηαη φηη ηα MTS δελ έρνπλ θάπνην ζπγθεθξηκέλν ακηλνμηθφ κνηίβν, αιιά 

είλαη πινχζηα ζε ζεηηθά θνξηηζκέλα ακηλνμέα, ραξαθηεξίδνληαη απφ ακθηπαζηθφηεηα θαη 

ηάζε γηα δεκηνπξγία α-έιηθαο. Σα απνηειέζκαηά καο δείρλνπλ φηη ην ειεθηξηθφ θνξηίν ζην 

Ν-ηειηθφ άθξν ηνπ πεπηηδίνπ Ν53 ηεο hGDH2 είλαη πην ζεκαληηθφ γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή 

ζηφρεπζε ηεο απφ φηη ε ακθηπαζηθφηεηα, ε ειηθνεηδήο δηακφξθσζε θαη ην θνξηίν ζην C-

ηειηθφ άθξν ηνπ. Δπίζεο, βξέζεθε φηη ε πξσηενιπηηθή απνθνπή ηνπ Ν53 δελ είλαη 

απαξαίηεηε γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε ησλ hGDHs. 

΢ην δεχηεξν ηκήκα ηεο δηαηξηβήο, κειεηήζεθε ε εμέιημε ηνπ MTS ηεο GDH κεηαμχ ησλ 

νξγαληζκψλ ρξεζηκνπνηψληαο in silico πξνγξάκκαηα πξφβιεςεο γηα ~170 δηαθνξεηηθέο 

πξσηετληθέο αιιεινπρίεο GDH. Πξνβιέθζεθε φηη ε εκθάληζε χπαξμεο απνθνπηφκελνπ 

MTS πηζαλψο λα μεθίλεζε απφ ηα βιεθαξηδνθφξα πξσηφδσα θαη λα εμειίρζεθε ζηαδηαθά 

ζε έλα πνιχ ηζρπξφ, κεγαιχηεξν, πεξηζζφηεξν ζεηηθά θνξηηζκέλν θαη πνιππινθφηεξν 

ζηληάιν MTS ζηα ζειαζηηθά, κε πηζαλή εμαίξεζε ηελ GDH ζηα πηελά θαη ηα εξπεηά. 

Δπίζεο, πξνβιέθζεθε φηη ηα θπηά έρνπλ κε απνθνπηφκελν MTS ζηελ GDH, ελψ δελ 

θαηαθέξακε λα πξνβιέςνπκε MTS ζηελ GDH ζηνπο κχθεηεο. ΢ηα ζειαζηηθά 

παξαηεξήζεθε φηη ηα ακηλνμέα πνπ απαξηίδνπλ ηελ α1 έιηθα είλαη εμειηθηηθά πεξηζζφηεξν 

ζπληεξεκέλα ζε ζρέζε κε απηά πνπ απαξηίδνπλ ηελ α2 έιηθα.  

Πεηξακαηηθέο in vivo θαη in organello κειέηεο ζε ζπλεξγαζία κε ην Δξγαζηήξην 

Νεπξνινγίαο έδεημαλ φηη ηα MTS ηεο GDH ησλ νξγαληζκψλ T. thermophila 

(βιεθαξηδνθφξν), C. elegans (ζθνπιήθη), D. melanogaster (κχγα) θαη X. laevis (βαηξάρη) 

είλαη ηθαλά λα ζηνρεχζνπλ ηηο πξσηεΐλεο DHFR θαη EGFP ζηα κηηνρφλδξηα. Αληίζεηα, 

βξέζεθε φηη ην MTS ηεο T. thermophila αδπλαηεί λα ζηνρεχζεη απνδνηηθά ηελ ψξηκε 

hGDH2 ζηα κηηνρφλδξηα.  
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Σα επξήκαηα ηεο παξνχζαο κειέηεο ζηνηρεηνζεηνχλ έλα ζεκαληηθφ βήκα πξνο ηελ 

πιήξε απνθάιπςε ησλ κνξηαθψλ ηδηνηήησλ, ησλ ιεηηνπξγηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ θαη ηεο 

εμέιημεο ησλ ζηληάισλ κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή βηνγέλεζε.  
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ABSTRACT 

 

Mitochondria are essential organelles of most eukaryotic cells and their biogenesis 

relies on mitochondrial protein import pathways. Glutamate dehydrogenase (GDH), an 

enzyme that plays a central role in cellular metabolism, is present in almost all living 

organisms. In mammals, GDH makes up, in some instances, more than 10% of the 

mitochondrial matrix proteins. In human and in great apes it exists in two isoforms, hGDH1 

and hGDH2, which both have an unusually large mitochondrial targeting signal (MTS) 

consisting of 53 amino acid residues (N53). Their N53 peptide has the tendency to form 

two amphipathic α-helices (α1, α2). In this PhD thesis, the N53 peptides of hGDHs were 

characterized. Moreover, the evolution of the GDH MTS among organisms was studied.  

In the first section we have found that the in vitro synthesized hGDHs can be efficiently 

imported, proteolytically processed into isolated yeast mitochondria and they form 

hexamers. The mitochondrial import of hGDHs process depends on the TIM23 complex, 

on the mitochondrial inner membrane potential and on the concentration of divalent metal 

ions. Although the N53 peptides of hGDHs share 83% homology, we observed that the 

isoform hGDH2 is imported or/and processed faster in mitochondria than hGDH1. We 

observed that the mutation G35R in hGDH2, that arises from the common polymorphism 

GLUD2(c.G103A) (Plaitakis et al, 2010), does not affect its mitochondrial targeting 

capacity. Furthermore, in order to make a construct that can be used to search new 

molecular protein partners of hGDH1, we found that the addition of the epitope His at the 

C-terminus of hGDH1 (hGDH1-His) does not interrupt either the mitochondrial targeting 

efficiency or hexameric formation.  

We studied the N53 peptide in portions and separate from the rest hGDH, in order to 

understand its properties. Import experiments in already isolated mitochondria showed that 

the N53 peptides of hGDHs are essential for mitochondrial localization of hGDHs and they 

are able to target the non-mitochondrial protein DHFR into mitochondria. Additionally, 

deletion of the α1 helix of hGDH2 abolishes its mitochondrial import. The α1 helix of 

hGDH2 is sufficient to target the DHFR protein into mitochondria, when it is fused N-

terminally (α1-DHFR) but not, when it is fused C-terminally (DHFR-α1). However, the α2 

does not seem to have an autonomous mitochondrial targeting capacity. We found also 

that the fused peptide α1α2, but not the α1 alone, is able to target the mature hGDH2 

protein into mitochondria. Our findings are in agreement with experiments in mammalian 

cell lines with the epitope EGFP from our collaborators at the Neurology Laboratory of the 
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University of Crete. Therefore, we found that the mitochondrial targeting of hGDH2 relies 

on the synergistic effect of the two α-helical structures, with the first one having the leading 

role.  

It is generally believed that the MTS do not have a common motif. However, the MTS 

are rich in positively charged amino acids and are characterized by amphipathicity and 

tendency for α-helix formation. Our data suggest that the net positive charge of the N-

terminal part of the N53 of hGDH2 rather than the net positive charge of the C-terminal 

part of the N53 or the amphipathicity and propensity for α-helix formation is the main 

determinant for their mitochondrial import. Moreover, the proteolytic removal of the N53 in 

the mitochondrial matrix is not essential for the import of hGDHs in mitochondria.  

In the second section, we have studied the evolution of the MTS of GDH among 

organisms using in silico prediction programs for ~170 distinct GDH proteins. This study 

suggested that the GDH cleavable MTS first arose in the kingdom of ciliophora protista 

and then evolved step by step into highly efficient, substantially complex and more positive 

charged MTS in mammals, with potential exceptions the GDH in birds and reptiles. 

Moreover, the plants are predicted to have GDH with non-cleaved MTS and we failed to 

predict MTS in the GDH in fungi. In addition, our analyses showed that in mammals, the 

α1 helix is evolutionary more conserved than the α2 helix 

Experimentally, in vivo and in organello studies carried out in collaboration with the 

Neurology Laboratory showed that the MTS of GDH from T. thermophila (ciliate), C. 

elegans (roundworm), D. melanogaster (fly) and X. laevis (frog) alone are able to target 

DHFR and EGFP into mitochondria. However, the MTS of GDH from T. thermophila 

seems not to be sufficient to target efficiently the mature hGDH2 into mitochondria.  

The findings of the present study are an important step towards revealing the full 

molecular details underlying the functional characteristics and the evolution of the 

mitochondrial targeting signals for mitochondrial biogenesis.  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 1
ν
: ΔΗ΢ΑΓΧΓΖ 

 

Α. ΔΗ΢ΑΓΧΓΖ ΣΧΝ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ ΢ΣΑ ΜΗΣΟΥΟΝΓΡΗΑ  

1.  

 Σα κηηνρόλδξηα 

Οη πξψηνη πξνθαξπσηηθνί νξγαληζκνί εκθαλίζηεθαλ πξηλ απφ ~3,8 δηζεθαηνκκχξηα 

ρξφληα, ελψ νη πξψηνη επθαξπσηηθνί πξηλ απφ ~1,5 δηζεθαηνκκχξηα ρξφληα (Gray et al, 

1999; Martin et al, 2007). Σα επθαξπσηηθά θχηηαξα εκθαλίδνπλ δηακεξηζκαηνπνίεζε, ε 

νπνία βνεζάεη ζηνλ θαιχηεξν ζπληνληζκφ δηαθνξεηηθψλ κεηαβνιηθψλ δηαδηθαζηψλ. Οη 

πξσηεΐλεο πνπ θσδηθνπνηνχληαη απφ ππξεληθά γνλίδηα πξέπεη λα κεηαθεξζνχλ ζην 

«θαηάιιειν» θπηηαξηθφ δηακέξηζκα έηζη, ψζηε λα κπνξέζνπλ λα εθηειέζνπλ ηηο ιεηηνπξγίεο 

πνπ ρξεηάδεηαη ην θχηηαξν.  

Ζ εγθφιπσζε ελφο α-πξσηενβαθηεξίνπ απφ έλα άιιν, ήηαλ δσηηθήο ζεκαζίαο γηα ηελ 

εμέιημε ησλ ζχγρξνλσλ επθαξπσηηθψλ νξγαληζκψλ θαζψο είρε σο απνηέιεζκα ηε 

δεκηνπξγία ησλ κηηνρνλδξίσλ (Gray et al, 1997; Martin et al, 2007). Σα κηηνρφλδξηα 

θιεξνλφκεζαλ ηα ππν-δηακεξίζκαηα ηνπ παηξηθνχ βαθηεξίνπ θαη ηα ιεηηνπξγηθά 

ραξαθηεξηζηηθά ηνπ, φπσο ην γνληδίσκά ηνπ, ηνλ κεραληζκφ πξσηετληθήο ηνπ ζχλζεζεο θαη 

ηε δηαθνξά κεκβξαληθνχ δπλακηθνχ ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο. Καηά ηελ εμέιημε ησλ 

επθαξπσηηθψλ θπηηάξσλ δεκηνπξγήζεθαλ λέα γνλίδηα φπσο απηά πνπ θσδηθνπνηνχλ 

νξηζκέλεο πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη γηα παξάδεηγκα κε ηελ κεηαθνξά ησλ κεηαβνιηηψλ 

(Palmieri, et al, 2006) θαη ηελ απφπησζε (Kuwana et al, 2003).  

Σα κηηνρφλδξηα είλαη ηδηαίηεξα ζεκαληηθά νξγαλίδηα γηα ηε ιεηηνπξγία ησλ επθαξπσηηθψλ 

θπηηάξσλ, θαζψο απνηεινχλ ηα ζεκαληηθφηεξα νξγαλίδηα ζηελ δηαδηθαζία παξαγσγήο 

ελέξγεηαο ζηνπο επθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο. Πην ζπγθεθξηκέλα, ηα κηηνρφλδξηα είλαη 

απαξαίηεηα γηα δηάθνξεο δηαδηθαζίεο, φπσο είλαη ε νμείδσζε ηνπ ππξνζηαθπιηθνχ νμένο, 

ε ζχλζεζε ησλ ζπκπινθψλ Fe/S, ν θχθινο ηνπ θηηξηθνχ νμένο (ελαιιαθηηθά νλνκάδεηαη θαη 

θχθινο ηνπ Krebs), θαη ε αιπζίδα κεηαθνξάο ησλ ειεθηξνλίσλ. Δπίζεο, ηα κηηνρφλδξηα 

ζρεηίδνληαη κε ηελ νμείδσζε ησλ ιηπαξψλ νμέσλ θαη ηε βηνζχλζεζε ηεο αίκεο. Σέινο, ηα 

κηηνρφλδξηα ζρεηίδνληαη κε ηελ απνζήθεπζε θαη ηελ απειεπζέξσζε ηνπ αζβεζηίνπ, κε ηε 

ξχζκηζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ θαη ηελ απφπησζε.  

Σα κηηνρφλδξηα ππάξρνπλ ζρεδφλ ζε φια ηα επθαξπσηηθά θχηηαξα. Αμίδεη λα ζεκεησζεί 

φηη ηα θχηηαξα ηνπ ζαθραξνκχθεηα δελ κπνξνχλ λα κεγαιψζνπλ ρσξίο κηηνρφλδξηα 
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(Baker & Scatz, 1991), αιιά κπνξνχλ λα επηβηψζνπλ κε κε ιεηηνπξγηθή νμεηδσηηθή 

αιπζίδα (Grivell, 1995).  

Σα κηηνρφλδξηα θαηαιακβάλνπλ ην ~18-20% ηνπ ζπλνιηθνχ θπηηαξνπιαζκαηηθνχ φγθνπ 

ησλ επθαξπσηηθψλ θπηηάξσλ. Ο αξηζκφο ηνπο δηαθέξεη απφ θχηηαξν ζε θχηηαξν θαη απφ 

νξγαληζκφ ζε νξγαληζκφ. Γηα παξάδεηγκα ηα επαηνθχηηαξα έρνπλ ~1.700 κηηνρφλδξηα θαη 

ηα σνθχηηαξα ησλ ακθηβίσλ έρνπλ ~10.000.000 κηηνρφλδξηα (Αιεμαλδξή-Φαηδεαλησλίνπ, 

2004). Σα κηηνρφλδξηα έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα ζράζεο, ζχληεμεο θαη θίλεζεο κέζα ζην 

θχηηαξν θαη επνκέλσο ην ζρήκα ηνπο δελ είλαη ζηαζεξφ. Σα κηηνρφλδξηα έρνπλ ζπλήζσο 

επίκεθεο ζρήκα θαη ην κέγεζφο ηνπο πνηθίιεη απφ κήθνο 2-8κm θαη πιάηνο 0,2-1κm. Ωο εθ 

ηνχηνπ, ζε αληίζεζε κε ηα πεξηζζφηεξα νξγαλίδηα ηνπ θπηηάξνπ, ηα κηηνρφλδξηα είλαη 

αξθεηά κεγάια έηζη, ψζηε λα κπνξνχλ λα δηαθξηζνχλ κε νπηηθφ κηθξνζθφπην. 

Σα κηηνρφλδξηα απνηεινχληαη απφ δχν κεκβξάλεο ιηπηδίσλ, ηελ εμσηεξηθή (OΜ) θαη ηελ 

εζσηεξηθή (ΗΜ), ην κηθξφ δηακεκβξαληθφ ρψξν αλάκεζα ζηηο δχν κεκβξάλεο (IMS) θαη ηελ 

κηηνρνλδξηαθή κήηξα (matrix) (Δηθόλα 1.1). Οη δχν κηηνρνλδξηαθέο κεκβξάλεο, OM θαη IM, 

δηαθέξνπλ σο πξνο ηελ αλαινγία ηνπο ζε ιηπίδηα θαη πξσηεΐλεο. Πην ζπγθεθξηκέλα, ε 

εμσηεξηθή κεκβξάλε απνηειείηαη θαηά 50% απφ ιηπίδηα θαη 50% απφ πξσηεΐλεο, ελψ ε IM 

απφ 20% θαη 80% ιηπίδηα θαη πξσηεΐλεο, αληίζηνηρα (Αιεμαλδξή-Φαηδεαλησλίνπ, 2004). Οη 

πξσηεΐλεο ζηα κηηνρφλδξηα ηνπ ζαθραξνκχθεηα θαηαλέκνληαη πεξίπνπ θαηά 14% ζηελ 

OM, 36% ζηελ IM, 8% ζην IMS θαη 39% ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα (Vögtle et al, 2009).  

 

 

Δηθόλα 1.1 Ζ δνκή ησλ κηηνρνλδξίσλ. Σα κηηνρφλδξηα απνηεινχληαη απφ ηελ εμσηεξηθή (OM) θαη εζσηεξηθή 
(IM) ηελ κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε, ην δηακεκβξαληθφ ρψξν αλάκεζα ζηηο δχν κεκβξάλεο (IMS) θαη ηελ 
κηηνρνλδξηαθή κήηξα (matrix).  

 

Ζ εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε πεξηέρεη νμεηδσηηθά έλδπκα θαζψο θαη πξσηεΐλεο 

κεηαθνξάο, φπσο είλαη γηα παξάδεηγκα ε πξσηεΐλε δίαπινο πνξίλε (porin), πνπ επηηξέπεη 

ηε δηέιεπζε κνξίσλ κέρξη 10 kDa. Δπηπιένλ, πεξηέρεη έλδπκα πνπ εκπιέθνληαη ζηε 

ξχζκηζε κηηνρνλδξηαθψλ ιηπηδίσλ θαη έλδπκα πνπ κεηαηξέπνπλ ιηπίδηα ζε κνξθή πνπ λα 

κπνξνχλ λα κεηαβνιηζηνχλ ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα.  

H εζσηεξηθή κεκβξάλε ζρεκαηίδεη πνιπάξηζκεο πηπρψζεηο ή αθξνινθίεο (cristae), κε 

απνηέιεζκα λα έρεη δέθα θνξέο πεξηζζφηεξε επηθάλεηα ζε ζρέζε κε ηελ πιαζκαηηθή 



26 

κεκβξάλε ελφο δεδνκέλνπ θπηηάξνπ. ΢ηελ IM θαη ζηελ OM ππάξρνπλ γεηηνληθέο-νξηαθέο 

κεκβξάλεο (boundary membranes), νη νπνίεο δηεπθνιχλνπλ ηελ κεηαθνξά ησλ ιηπηδίσλ, 

ηελ είζνδν ησλ πξσηετλψλ ζηα κηηνρφλδξηα θαη ζρεηίδνληαη κε ηε ζπλαξκνιφγεζε ηνπ 

αλαπλεπζηηθνχ ζπκπιφθνπ (Reichert & Neupert, 2002). Αλάκεζα ζηηο δχν πεξηνρέο 

ππάξρνπλ ζηελέο ζσιελνεηδείο δνκέο, νη νπνίεο νλνκάδνληαη δηαζπλδέζεηο ησλ 

αθξνινθηψλ (cristae junctions) (Mannella et al, 1994; Perkins, et al, 1997).  

Ζ εζσηεξηθή κεκβξάλε έρεη ηδηαίηεξα ιηπηδηθή ζχζηαζε, θαζψο πεξηέρεη ην 

θσζθνιηπίδην θαξδηνιηπίλε, ην νπνίν ζπκβάιιεη καδί κε ηελ πνιχ πινχζηα πξσηετληθή 

ζχζηαζε ηεο IM ζηε δηεμαγσγή πνιχ ζεκαληηθψλ ιεηηνπξγηψλ. Δπίζεο πεξηέρεη νξηζκέλεο 

πξσηεΐλεο πνπ είλαη πνιχ ζεκαληηθέο γηα ηε ιεηηνπξγία ηνπ θπηηάξνπ, φπσο είλαη ηα 

έλδπκα ησλ νμεηδσηηθψλ αληηδξάζεσλ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο θαη ην ζχκπινθν 

ζπλζεηάζε ηνπ ATP (Αdenosine Σriphosphate Synthase). Δπίζεο, πεξηέρεη εηδηθέο 

πξσηεΐλεο κεηαθνξάο κεηαβνιηηψλ πξνο ηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα, κε απνηέιεζκα λα 

δεκηνπξγείηαη κία ειεθηξνρεκηθή βαζκίδσζε, πνπ νδεγεί ζε δηαθνξά δπλακηθνχ κεηαμχ 

ησλ δχν πιεπξψλ ηεο (Γς).  

Ο δηακεκβξαληθφο ρψξνο ησλ κηηνρνλδξίσλ πηζηεχεηαη φηη έρεη ηελ ίδηα θαηαλνκή 

ηφλησλ θαη κνξίσλ κε ην θπηνζφιην. ΢ην IMS γίλεηαη κεηαθνξά κεηαβνιηηψλ, πξσηετλψλ, 

ηφλησλ θαη ιηπηδίσλ απφ ηελ κηα κεκβξάλε ζηελ άιιε θαη ζπλαξκνινγείηαη ην ζχκπιεγκα 

κεηαθνξάο ηνπ ραιθνχ. ΢ηνλ ελ ιφγσ ρψξν ζηεγάδνληαη πξσηεΐλεο ζρεηηθέο κε ηελ 

παξαγσγή ηνπ ATP, ηελ νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε θαη ηελ απνηνμίλσζε απφ ελεξγέο 

ξίδεο νμπγφλνπ (Bihlmaier et al, 2008). Δπίζεο ζην IMS δηακεξηζκαηνπνηείηαη ε πξσηεΐλε 

Pink1 ε νπνία έρεη ζπζρεηηζηεί κε ηε λφζν ηνπ Parkinson (Silvestri et al, 2005), θαζψο θαη 

νξηζκέλεο πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ απφπησζε.  

Ζ κηηνρνλδξηαθή κήηξα πεξηέρεη έλα πνιχ ζεκαληηθφ κίγκα εθαηνληάδσλ πξσηετλψλ, 

κεηαμχ απηψλ, εθείλσλ πνπ απαηηνχληαη γηα ηελ νμείδσζε ηνπ ππξνζηαθηιηθνχ νμένο θαη 

ησλ ιηπαξψλ νμέσλ, ην κηηνρνλδξηαθφ DNA (mtDNA) θαη ην tRNA. ΢ηνλ άλζξσπν ην 

mtDNA είλαη θπθιηθφ κφξην, πνπ απνηειείηαη απφ ~16.000 bp, θαη είλαη κεηξηθήο 

πξνέιεπζεο. Οξηζκέλεο αλζξψπηλεο αζζέλεηεο έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε κεηαιιαγέο ζην 

mtDNA. Γηα παξάδεηγκα, ε θιεξνλνκηθή νπηηθή λεπξνπάζεηα ηνπ Leber νθείιεηαη ζε 

κεηαιιαγέο ζε κηηνρνλδξηαθά γνλίδηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ αιπζίδα κεηαθνξάο ησλ 

ειεθηξνλίσλ. Άιιεο κεηαιιαγέο ζε κηηνρνλδξηαθά γνλίδηα ζεσξείηαη φηη ζπκβάιινπλ ζε 

νξηζκέλεο πεξηπηψζεηο ζηηο λφζνπο ηνπ Parkinson θαη ηνπ Alzheimer.  
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2. Σα θύξηα κνλνπάηηα εηζόδνπ ησλ πξσηετλώλ ζηα κηηνρόλδξηα 

Σα επθαξπσηηθά θχηηαξα δελ παξάγνπλ θαηλνχξγηα κηηνρφλδξηα θάζε θνξά πνπ 

δηαηξνχληαη. Αληίζεηα, ηα κηηνρφλδξηα δηαηξνχληαη δηπιαζηάδνληαο ηνλ αξηζκφ ηνπο θαη 

θαηαλέκνληαη ζηα δχν λέα θχηηαξα πξηλ απφ ηελ θπηηαξηθή δηαίξεζε. ΢ήκεξα ην mtDNA 

θσδηθνπνηεί κφλν κεξηθέο απφ ηηο πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ κεηαθνξά ησλ 

ειεθηξνλίσλ θαη ηελ νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε. Σν mtDNA ζηνλ άλζξσπν θσδηθνπνηεί 2 

rRNAs θαη 22 tRNAs ηνπ κηηνρνλδξίνπ. Οη πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο πνπ απαηηνχληαη γηα ηε 

βηνγέλεζε ησλ κηηνρνλδξίσλ (>99%) θσδηθνπνηνχληαη απφ ππξεληθά γνλίδηα. Έηζη, θάζε 

κφξην πξνεξρφκελν απφ ην θπηνζφιην πξέπεη λα ηνπνζεηεζεί ζην εηδηθφ κηηνρνλδξηαθφ 

ππνδηακέξηζκα έηζη, ψζηε λα είλαη ιεηηνπξγηθφ. Δπνκέλσο, νη πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο ησλ 

κηηνρνλδξίσλ ζπληίζεληαη ζην θπηνζφιην θαη κπαίλνπλ ζηα κηηνρφλδξηα κέζα απφ εηδηθά 

κνξηαθά κνλνπάηηα εηζφδνπ, αλάινγα κε ηελ ηειηθή ηνπο ζέζε κέζα ζηα κηηνρφλδξηα, 

φπσο πεξηγξάθεηαη ζπλνπηηθά ζηελ Δηθόλα 1.2.  
 

 

Δηθόλα 1.2 Οη πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο εθθξάδνληαη ζηα ξηβνζψκαηα ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο θαη 
δηακεξηζκαηνπνηνχληαη ζηα κηηνρφλδξηα ρξεζηκνπνηψληαο δηαθνξεηηθά κηηνρνλδξηαθά κνλνπάηηα αλάινγα κε 
ηε ζέζε ηνπο ζε απηά. (Kallergi et al, 2014) 
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Αλ θαη ηα πξψηα ζπζηαηηθά ησλ κνλνπαηηψλ εηζφδνπ ησλ πξσηετλψλ απφ ην θπηνζφιην 

ζηα κηηνρφλδξηα έρνπλ αληρλεπηεί πξηλ απφ ηνπιάρηζηνλ 20 ρξφληα, ν κεραληζκφο εηζφδνπ 

δελ έρεη αθφκα πιήξσο δηεπθξηληζηεί. ΢πγθεθξηκέλα, κέρξη ζήκεξα έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί 

εθηελείο κειέηεο ζην ζαθραξνκχθεηα, ζηα ζειαζηηθά, ζην ζθνπιήθη θαη ζην θπηφ A. 

Thaliana θαη έρεη παξαηεξεζεί φηη ηα κνλνπάηηα απηά είλαη αξθεηά ζπληεξεκέλα κεηαμχ 

ησλ νξγαληζκψλ. Αληίζεηα, έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί ιηγφηεξεο κειέηεο ζρεηηθά κε ηα 

κνλνπάηηα εηζφδνπ πξσηετλψλ ζηα κηηνρφλδξηα άιισλ νξγαληζκψλ φπσο γηα παξάδεηγκα 

ζην ηξππαλφζσκα.  

Ζ είζνδνο ησλ πξσηετλψλ ζηα κηηνρφλδξηα δελ είλαη κηα ζηαηηθή δηαδηθαζία. Αληηζέησο, 

είλαη κηα πνιχ δπλακηθή δηαδηθαζία θαη ξπζκίδεηαη κε θσζθνξπιίσζε νξηζκέλσλ 

πξσηετλψλ-θιεηδηψλ γηα ηελ είζνδν ησλ πξσηετλψλ ζηα κηηνρφλδξηα απφ 

θπηηαξνπιαζκαηηθέο θηλάζεο, φπσο ε CK2 (Casein Kinase 2) θαη ε PKA (Protein Kinase 

A) (Schmidt et al, 2011; Rao et al, 2011; Rao et al, 2012).  

Οη κέρξη ηψξα κειέηεο ζπγθιίλνπλ ζην φηη νη πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο ζηνρεχνληαη κε 

κεηα-κεηαθξαζηηθφ ηξφπν ζηα κηηνρφλδξηα. Έηζη, νη λενζπληηζέκελεο πνιππεπηηδηθέο 

αιπζίδεο εθθξάδνληαη απφ ηα πνιπξηβνζψκαηα ζην θπηνζφιην θαη ζηε ζπλέρεηα 

εηζέξρνληαη ζηα κηηνρφλδξηα. Οη λενζπληηζέκελεο πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο ζπρλά 

πξνζδέλνληαη ζε δηάθνξεο πξσηεΐλεο-κεηαθνξείο ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο, φπσο είλαη νη 

πξσηεΐλεο MSF (Mitochondrial import Stimulation Factor) θαη ε θπηνζνιηθή κνξηαθή 

ζπλνδφο Hsp70 (Heat shock protein 70). Ζ πξφζδεζε απηή απαηηεί ηελ θαηαλάισζε 

ελέξγεηαο θαη βνεζάεη ηηο λενζπληηζέκελεο πξσηεΐλεο λα παξακείλνπλ μεδίπισηεο ζην 

θπηνζφιην πξνηνχ εηζέιζνπλ ζηα κηηνρφλδξηα. Αληίζεηα, ζε άιιεο πξσηεΐλεο ε δηαδηθαζία 

ηεο κεηάθξαζεο ζηα πνιπξηβνζψκαηα γίλεηαη παξάιιεια κε ηελ είζνδφ ηνπο ζηα 

κηηνρφλδξηα (Kellems et al, 1975; Yogev et al, 2007). 

Οη λενζπληηζέκελεο πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο εθηφο απφ ην γεγνλφο φηη ρξεζηκνπνηνχλ 

δηαθνξεηηθά κνλνπάηηα, έρνπλ θαη δηαθνξεηηθά ζηληάια κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο, 

αλάινγα κε ην ζεκείν ζην νπνίν ζηνρεχνληαη κέζα ζε απηά (Δηθόλα 1.2). Οξηζκέλεο 

πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο έρνπλ έλα «θιαζηθφ» απνθνπηφκελν ζηληάιν ζην Ν-ηειηθφ ηνπο 

άθξν (Dolezal et al, 2006; Neupert & Herrmann, 2007; Bolender et al, 2008),  ην νπνίν 

νλνκάδεηαη ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο (MTS, Mitochondrial Targeting Sequence) ή 

presequence (Herrmann & Neupert, 2003; Chacinska et al, 2009) Οη πξσηεΐλεο απηέο 

νδεγνχληαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα, ζηελ IM ή ζην IMS (Δηθόλα 1.2). Σα MTS ζπλήζσο 

απνθφπηνληαη φηαλ νη λενζπληηζέκελεο πξσηεΐλεο εηζέιζνπλ ζηα κηηνρφλδξηα. Γηα 

παξάδεηγκα, ζην ζαθραξνκχθεηα έρεη αλαθεξζεί φηη ην ~69,6% ησλ MTS απνθφπηνληαη 
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φηαλ εηζέιζνπλ ζηα κηηνρφλδξηα (Vögtle et al, 2009). Οξηζκέλεο αλσκαιίεο ζηελ απνθνπή 

ησλ MTS ζηα κηηνρφλδξηα έρνπλ ζπζρεηηζζεί κε αζζέλεηεο ζηνλ άλζξσπν, φπσο είλαη ε 

θιεξνλνκηθή ζπαζηηθή παξαπιεγία (Nolden et al, 2005).  

Αληίζεηα, άιιεο πξσηεΐλεο πνπ ζηνρεχνληαη ζηελ OM, IM ή ζην IMS δελ έρνπλ 

«θιαζηθφ» MTS, αιιά εζσηεξηθέο θξπθέο αιιεινπρίεο ζηφρεπζεο κέζα ζηελ ψξηκε 

πξσηεΐλε (Δηθόλα 1.2). Σα ζηληάια απηά, θαζψο θαη ηα κνλνπάηηα εηζφδνπ ηνπο ζηα 

κηηνρφλδξηα, πεξηγξάθνληαη ζηηο ελφηεηεο 2.1 – 2.4.  

 

2.1. Δίζνδνο πξσηετλώλ ζηελ εμσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε 

΢ρεδφλ φιεο νη κηηνρνλδξηαθέο πξσηεΐλεο εηζέξρνληαη ζηα κηηνρφλδξηα κέζσ ηνπ 

ζπκπιφθνπ TOM (Translocase of the Outer Membrane) ηεο εμσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο 

κεκβξάλεο (Δηθόλα 1.2). Σν ζχκπιεγκα TOM πξνζδέλεη ηηο λενζπληηζέκελεο αιπζίδεο θαη 

παξέρεη έλα θαλάιη ζηελ εμσηεξηθή κεκβξάλε γηα ηελ κεηαθνξά ηνπο κέζα ζηα 

κηηνρφλδξηα. Σν ζχκπινθν TOM απνηειείηαη απφ ηελ πξσηεΐλε Tom40, ε νπνία ζρεκαηίδεη 

ηνλ θχξην πφξν (Ahting et al, 1999; Model et al, 2008), ηελ Tom22 ε νπνία έρεη ξφιν 

ππνδνρέα θαη ζρεηίδεηαη κε ηνλ νιηγνκεξηζκφ ηνπ ζπκπιφθνπ (van Wilpe et al, 1999), ηηο 

πξσηεΐλεο Tom5, Tom6, Tom7, νη νπνίεο ζρεηίδνληαη κε ηε δνκή θαη ηε ζηαζεξφηεηα ηνπ 

ζπκπιφθνπ (Meisinger et al, 2001; Model et al, 2001; Sherman et al, 2005; Schmitt et al, 

2005) θαη ηηο πξσηεΐλεο Tom20 θαη Tom70 νη νπνίεο ζρεηίδνληαη κε ηελ αλαγλψξηζε ησλ 

πξφδξνκσλ πνιππεπηηδηθψλ αιπζίδσλ (Brix et al, 1997; Kiebler et al, 1993; Saitoh et al, 

2007).  

Οη πξσηεΐλεο ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο πνπ έρνπλ δνκή β-βαξειηνχ (π.ρ. Tom40, 

porin) εθθξάδνληαη ζην θπηνζφιην πεξλνχλ ζην δηακεκβξαληθφ ρψξν κέζσ ηνπ θαλαιηνχ 

TOM, κεηαθέξνληαη απφ ην ζχκπιεγκα ζαπεξνλψλ Tim8-Tim13 (Translocase of the Inner 

Membrane 8 &13) θαη εκπεδψλνληαη ζηελ εμσηεξηθή κεκβξάλε κέζσ ηνπ ζπκπιφθνπ SAM 

(Sorting and Assembly Machinery) (Wiedemann et al, 2003; Hoppins & Nargang, 2004).  

Απφ ηελ άιιε πιεπξά, νη πξσηεΐλεο ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο κε δνκή α-έιηθαο έρνπλ 

πδξφθνβα δηακεκβξαληθά ηκήκαηα σο ζηληάια ζηφρεπζεο θαη ε ζηφρεπζή ηνπο ζηα 

κηηνρφλδξηα εμαξηάηαη απφ ην ζχκπινθν TOM θαη ηελ πξσηεΐλε Mim1 (Mitochondrial 

Import 1) ηεο OM (Popov-Celeketic et al, 2008; Becker et al, 2008; Hulett et al, 2008).  
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2.2. Δίζνδνο πξσηετλώλ ζην δηακεκβξαληθό ρώξν ησλ κηηνρνλδξίσλ 

Όιεο νη πξσηεΐλεο πνπ δηακεξηζκαηνπνηνχληαη ζην δηακεκβξαληθφ ρψξν ησλ 

κηηνρνλδξίσλ θσδηθνπνηνχληαη απφ ππξεληθά γνλίδηα θαη ρσξίδνληαη ζε δχν θαηεγνξίεο, 

αλάινγα κε ην κνλνπάηη ην νπνίν ρξεζηκνπνηνχλ γηα λα εηζέιζνπλ ζηα κηηνρφλδξηα. 

΢πγθεθξηκέλα, ρσξίδνληαη ζε απηέο πνπ έρνπλ έλα ακθηκεξέο (bipartite) Ν-ηειηθφ ζηληάιν 

ζηφρεπζεο θαη ζε απηέο πνπ έρνπλ εζσηεξηθφ (internal) ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο. Οη πξσηεΐλεο κε ακθηκεξέο Ν-ηειηθφ ζήκα ζηφρεπζεο, φπσο είλαη ην 

θπηφρξσκα c (cytochrome c), ρξεζηκνπνηνχλ ην ζχκπινθν TIM23 (Translocase of the 

Inner Membrane 23) θαη απειεπζεξψλνληαη πιεπξηθά ζηε ιηπηδηθή δηπινζηνηβάδα σο 

δηαιπηέο πξσηεΐλεο κέζσ ηνπ κεραληζκνχ «δηαθνπήο-κεηαθνξάο» (stop transfer 

mechanism) (Glick et al, 1991). Ζ κεηαθνξά απηή απαηηεί ηελ θαηαλάισζε ATP θαη 

εμαξηάηαη απφ ην δπλακηθφ ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο (Γς). Οη πξσηεΐλεο παίξλνπλ ηελ 

ψξηκή ηνπο κνξθή απφ πεπηδάζεο ησλ κηηνρνλδξίσλ. 

Οξηζκέλεο πξσηεΐλεο ηνπ δηακεκβξαληθνχ ρψξνπ έρνπλ έλα εζσηεξηθφ ζηληάιν 

ζηφρεπζεο κε ραξαθηεξηζηηθά θπζηετληθά κνηίβα (δηπιφ Cx6C ή δηπιφ Cx9C), ηα νπνία 

νλνκάδνληαη ITS (IMS-Targeting Signal) ή MISS (Mitochondria IMS-Sorting Signal) (Sideris 

et al, 2009; Milenkovic et al, 2009), φπσο είλαη γηα παξάδεηγκα νη πξσηεΐλεο ηεο 

νηθνγέλεηαο ησλ κηθξψλ πξσηετλψλ Tim. Οη ελ ιφγσ πξσηεΐλεο αθνινπζνχλ ην κνλνπάηη 

MIA (Mitochondrial Import and Assembly), ζην νπνίν νη πξφδξνκεο πξσηεΐλεο αθνχ 

πεξάζνπλ ζην δηακεκβξαληθφ ρψξν κέζσ ηνπ θαλαιηνχ TOM, αλαγλσξίδνληαη θαη 

νμεηδψλνληαη απφ ηελ πξσηεΐλε Mia40 (Mitochondrial Import and Assembly 40) έηζη, ψζηε 

λα πάξνπλ ηε ηειηθή κνξθή ηνπο θαη λα παγηδεπηνχλ ζην δηακεκβξαληθφ ρψξν (Sideris & 

Tokatlidis, 2010). ΢ηε ζπλέρεηα, ε Mia40 επαλνμεηδψλεηαη απφ ηελ πξσηεΐλε Erv1 

(Essential for Respiration and Vegetative Growth 1) θαη ν ηειηθφο απνδέθηεο ησλ 

ειεθηξνλίσλ είλαη ην κνξηαθφ O2. Ζ δηαδηθαζία απηή δελ απαηηεί ηελ θαηαλάισζε ATP θαη 

είλαη αλεμάξηεηε απφ ην δπλακηθφ ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο.  

 

2.3. Δίζνδνο πξσηετλώλ ζηελ εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε  

Ζ πιεηνςεθία ησλ πξσηετλψλ ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο έρνπλ 

εζσηεξηθφ ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο, αλαγλσξίδνληαη απφ ηνλ ππνδνρέα Tom70 

θαη δηαπεξλνχλ ηελ εμσηεξηθή κεκβξάλε κέζσ ηνπ ζπκπιφθνπ TOM (Brix et al, 1999). ΢ηε 

ζπλέρεηα, νη λενζπληηζέκελεο πξσηεΐλεο ρξεζηκνπνηνχλ ην ζχκπιεγκα Tim9-Tim10 ηνπ 

δηακεκβξαληθνχ ρψξνπ (Δηθόλα 1.2). Σν ζχκπιεγκα Tim9-Tim10 δξα σο κνξηαθφο 
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ζπλνδφο (chaperons) γηα ηελ θαζνδήγεζε πξφδξνκσλ πξσηετληθψλ κνξίσλ ζηελ 

εζσηεξηθή κεκβξάλε ηνπ κηηνρνλδξίνπ (de Marcos-Lousa et al, 2006). Έηζη, αθνχ 

δηαζρίζνπλ ην δηακεκβξαληθφ ρψξν, νη πξσηεΐλεο εκπεδψλνληαη ζηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε 

κέζσ ηνπ θαλαιηνχ TIM22 (Translocase of the Inner Membrane 22) (Koehler et al, 1998; 

Sirrenberg et al, 1996). Ζ δηαδηθαζία απηή εμαξηάηαη απφ ην δπλακηθφ ηεο εζσηεξηθήο 

κεκβξάλεο θαη δελ απαηηεί ηελ θαηαλάισζε κνξίσλ ATP. Δμαίξεζε απνηεινχλ κεξηθέο 

πξσηεΐλεο ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο νη νπνίεο έρνπλ έλα πδξφθνβν ζηληάιν κεηά ην MTS 

θαη ρξεζηκνπνηνχλ ην ελαιιαθηηθφ θαλάιη εηζφδνπ TIM23 (Σranslocase of the Ηinner 

Μembrane 23) ζηελ εζσηεξηθή κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε. Οη πξσηεΐλεο απηέο 

εκπεδψλνληαη ζηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε κε πιατλή εηζαγσγή.  

 

2.4. Δίζνδνο πξσηετλώλ ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα 

Οη πξσηεΐλεο πνπ ζηνρεχνληαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα απνηεινχλ πεξίπνπ ηα 2/3 

ησλ κηηνρνλδξηαθψλ πξσηετλψλ (Tokatlidis et al, 2000). Οη ελ ιφγσ πξσηεΐλεο κεηά ηελ 

είζνδφ ηνπο ζηα κηηνρφλδξηα κέζσ ηνπ θαλαιηνχ TOM (Δηθόλα 1.2) δηαπεξλνχλ ηελ 

εζσηεξηθή κεκβξάλε δηακέζνπ ηνπ ζπκπιφθνπ TIM23 (Alder et al, 2008). Σν ζχκπινθν 

TIM23 απνηειείηαη απφ πνιιέο πξσηεΐλεο θαη αιιειεπηδξά κε ην ζχκπιεγκα TOM θαη ην 

ζχκπιεγκα PAM (Presequence translocase–Associate import–Motor).  Πην ζπγθεθξηκέλα, 

ε πξσηεΐλε Tim23 ζρεκαηίδεη έλα θαλάιη ζην ζχκπινθν TIM23 (Meinecke et al, 2006). Ζ 

πξσηεΐλε Tim17 εκπιέθεηαη ζηε ζπλαξκνιφγεζε ηνπ ζπκπιέγκαηνο PAM θαη ζηελ 

πιεπξηθή κεηαθνξά ησλ πξφδξνκσλ κνξίσλ (Chacinska et al, 2005), ελψ ε πξσηεΐλε 

Tim50, πνπ ιεηηνπξγεί σο ππνδνρέαο ησλ πξφδξνκσλ λενζπληηζέκελσλ πξσηετλψλ, 

αιιειεπηδξά κε ην ζχκπινθν TOM θαη ζρεηίδεηαη κε ην θιείζηκν ηνπ θαλαιηνχ απνπζία 

λενζπληηζέκελσλ πξσηετλψλ (Mokranjac et al, 2003; Chacinska et al, 2005; Meinecke et 

al, 2006; Mokranjac et al, 2009; Tamura,et al, 2009). Ζ πξσηεΐλε Tim21 αιιειεπηδξά κε 

ην ζχκπινθν TOM θαζψο θαη κε ηα ζχκπινθα III θαη IV ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο 

(Chacinska et al, 2005; van der Laan et al, 2006; Wiedemann,et al, 2007; Dienhart et al, 

2008).  

Οη πξσηεΐλεο πνπ εηζέξρνληαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα γηα λα πεξάζνπλ ηελ 

εζσηεξηθή κεκβξάλε ρξεηάδνληαη εθηφο απφ ην ζχκπιθν TIM23 θαη ηε δξάζε ηνπ 

ζπκπιφθνπ PAM. Σν ζπκπιφθνπ PAM πεξηιακβάλεη ηελ πξσηεΐλε mtHsp70 

(mitochondrial Heat shock protein 70). Ζ δηαδηθαζία απηή εμαξηάηαη απφ ην Γς θαη απφ ηε 

ζπγθέληξσζε ηεο ηξηθσζθνξηθήο αδελνζίλεο (Adenosine Triphosphate, ATP). Οη 
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πξσηεΐλεο πνπ θαηεπζχλνληαη πξνο ηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα, ελζσκαηψλνληαη ζηε ζέζε 

ηνπο εληφο ~1-2min απφ ηελ απειεπζέξσζή ηνπο απφ ηα πνιπξηβνζψκαηα.  

 

3. ΢ηληάια ζηόρεπζεο ησλ πξσηετλώλ ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα 

Οη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο λενζπληηζέκελεο πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο πνπ ζηνρεχνληαη 

ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα, έρνπλ ζπλήζσο έλα απνθνπηφκελν ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο ζην Ν-ηειηθφ ηνπο άθξν (Δηθόλα 1.3). Σα MTS ζπλήζσο απνηεινχληαη απφ 

~15-50 ακηλνμηθά θαηάινηπα (Herrmann & Neupert, 2003; Chacinska et al, 2009). ΢ην 

ζαθραξνκχθεηα θαη ζηα ζειαζηηθά ηα MTS απνηεινχληαη θαηά κέζν φξν απφ 30 ακηλνμηθά 

θαηάινηπα (Vögtle et al, 2009), ελψ ζην θπηφ A. thaliana θαη ζην ξχδη 50 θαη 45 αληίζηνηρα 

(Teixeira et al, 2013). ΢ην ζαθραξνκχθεηα ην 91% ησλ MTS πνπ ζηνρεχνπλ πξσηεΐλεο 

ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα απνηεινχληαη απφ ιηγφηεξα ησλ 50 ακηλνμέσλ (Vögtle et al, 

2009). Παξφια απηά, ππάξρνπλ πξσηεΐλεο κε πνιχ κηθξφ MTS φπσο είλαη ε Atp17 (F1F0 

ATP synthase) ζην ζαθραξνκχθεηα ε νπνία έρεη έλα απνθνπηφκελν MTS απνηεινχκελν 

απφ 6 ακηλνμηθά θαηάινηπα (Vögtle et al, 2009).  

Σα MTS πνπ ζηνρεχνπλ πξσηεΐλεο ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα δελ έρνπλ θάπνην 

ζπγθεθξηκέλν ακηλνμηθφ κνηίβν, αιιά είλαη πινχζηα ζε ζεηηθά θνξηηζκέλα θαη/ ή 

πδξνμπιησκέλα ακηλνμέα, ελψ έρνπλ ζπλήζσο ειάρηζηα έσο θαζφινπ αξλεηηθά 

θνξηηζκέλα ακηλνμέα (Chacinska et al, 2009). Δπίζεο, ηα MTS έρνπλ ηελ ηάζε 

δεκηνπξγίαο κηαο (ζπλήζσο) ή πεξηζζφηεξσλ ακθηπαζηθψλ α-ειίθσλ (amphipathic 

helices), φπνπ απφ ηε κηα πιεπξά ηεο έιηθαο βξίζθνληαη ηα ζεηηθά θνξηηζκέλα ακηλνμηθά 

θαηάινηπα θαη απφ ηελ άιιε νκαδνπνηνχληαη αθφξηηζηα πδξφθνβα ακηλνμηθά θαηάινηπα 

(Roise & Schatz, 1988; Chacinska et al, 2009). 
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4. Πξσηεάζεο πνπ θόβνπλ ηηο λενζπληηζέκελεο πξσηεΐλεο ζηελ 

κηηνρνλδξηαθή κήηξα 

Ζ θχξηα πεπηηδάζε ησλ MTS ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα νλνκάδεηαη MPP 

(Mitochondrial Processing Peptidase) (Taylor et al, 2001; Neupert & Herrmann, 2007) 

(Δηθόλα 1.3.Α) θαη ε δξάζε ηεο εμαξηάηαη απφ ηε ζπγθέληξσζε ησλ δηζζελψλ κεηαιιηθψλ 

ηφλησλ (Luciano et al, 1998). Ζ πξσηεάζε MPP αλαγλσξίδεη ην κνηίβν (-2R,-3R) ζηε ζέζε 

θνπήο (Vögtle et al, 2009). ΢ην ζαθραξνκχθεηα θαη ζηνλ άλζξσπν, ε MPP 

δηακεξηζκαηνπνηείηαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα, ελψ ζηα θπηά ε MPP είλαη 

ελζσκαησκέλε ζην ζχκπινθν bc1 ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο (Braun et al, 1992).  

Οξηζκέλεο πξσηεΐλεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο εθηφο απφ ηελ απνθνπή ηνπ MTS 

απφ ηελ MPP, απαηηνχλ έλα δεχηεξν ζπκπιεξσκαηηθφ βήκα θνπήο ψζηε λα πάξνπλ ηελ 

ψξηκε ηειηθή κνξθή ηνπο ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα. Ζ πέςε απηή δηαζθαιίδεηαη απφ ηελ 

πξσηεάζε Oct1 (Octapeptidylpeptidase 1), ε νπνία νλνκάδεηαη θαη MIP (Mitochondrial 

Intermediate Peptidase) (Isaya et al, 1991; Vögtle et al, 2011), ή ελαιιαθηηθά απφ ηελ 

πξσηεάζε Icp55 (Intermediate Cleaving Peptidase 55) (Naamati et al, 2009; Vögtle et al, 

2009) (Δηθόλεο 1.3.C-D). Ζ πξσηεάζε Oct1 ιεηηνπξγεί κεηά ηελ MPP θαη αθαηξεί έλα 

νθηαπεπηίδην απφ ηηο λενζπληηζέκελεο πξσηεΐλεο (Gakh et al, 2002) (Δηθόλα 1.3.D).  

Ζ Icp55 αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα πξσηετλψλ APP (aminopeptidase P) (Ersahin et al, 

2005; Rawlings et al, 2008). Ζ Icp55 ζηνλ ζαθραξνκχθεηα εληνπίδεηαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή 

κήηξα θαη ζηνλ θπηηαξηθφ ππξήλα (Naamati et al, 2009). Ζ Icp55 ηνπ ζαθραξνκχθεηα 

θφβεη 1-3 ακηλνμέα κεηά ηε ζέζε θνπήο απφ ηελ ΜPP (Naamati et al, 2009; Vögtle et al, 

2009) (Δηθόλα 1.3.C) θαη έρεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηε ζηαζεξνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ ζηα 

κηηνρφλδξηα (Vögtle et al, 2009). H πξσηεΐλε cp55 ηνπ ζαθραξνκχθεηα αλαγλσξίδεη θαη 

θφβεη ηα ππνζηξψκαηα πνπ έρνπλ ην κνηίβν Y/L/F↓S/A (Vögtle et al, 2009).  

Πνιχ πξφζθαηα έρεη αλαθεξζεί φηη ε νκφινγε πξσηεΐλε ηεο Icp55 ζην θπηφ A. thaliana 

ζρεηίδεηαη κε ηε ζηαζεξφηεηα ησλ κηηνρνλδξηαθψλ πξσηετλψλ θαη αλαγλσξίδεη κεγαιχηεξν 

εχξνο δηαθνξεηηθψλ ππνζηξσκάησλ ζε ζρέζε κε απηήλ ηνπ ζαθραξνκχθεηα (Huang et al, 

2015). ΢ηνλ άλζξσπν έρεη αλαθεξζεί φηη ε πξσηεΐλε XPNPEP3 (X-prolyl aminopeptidase 

3) είλαη πηζαλψο νκφινγε ή νξζφινγε ηεο Icp55 ηνπ ζαθραξνκχθεηα θαη είλαη γλσζηφ φηη ε 

XPNPEP3 ζρεηίδεηαη κε κία λεθξνπάζεηα (O'Toole et al, 2010; Stames et al, 2013). Μέρξη 

ηψξα δελ έρνπλ απνζαθηλεζηεί ηα ιεηηνπξγηθά ραξαθηεξηζηηθά ηεο πξσηεΐλεο XPEP3 ζε 

ζρέζε κε ηε δξάζε ηεο σο πεπηηδάζεο. ΢ηελ Δηθόλα 1.4 παξνπζηάδεηαη ην απνηέιεζκα 
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ηεο πνιιαπιήο ζηνίρηζεο (multiple sequence aligment) ηεο πξσηετληθήο αιιεινπρίαο ηεο 

Icp55 ηνπ ζαθραξνκχθεηα S. cerevisase, ηνπ θπηνχ A. Thaliana θαη ηνπ αλζξψπνπ.  

 

 

Δηθόλα 1.3 Οη πξφδξνκεο πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο πνπ ζηνρεχνληαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα κπνξεί λα 
έρνπλ απνθνπηφκελα (B-D) ή κε απνθνπηφκελα (Α) ζηληάια κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο. Σα πξφδξνκα κφξηα 
κπνξεί λα απνθφπηνληαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα απνθιεηζηηθά απφ ηελ πξσηεάζε MPP (B). Δλαιιαθηηθά, 
νη πξφδξνκεο πνιππηεπηηδηθέο αιπζίδεο κπνξεί λα απνθφπηνληαη απφ ηελ πξσηεάζε MPP θαη ζε επφκελν 
ζηάδην λα απνθφπηνληαη απφ ηελ πξσηεάζε Icpp55 1-3 ακηλνμέα κεηά ηε ζέζε θνπήο απφ ηελ MPP (C), ή 
απνθφπηνληαη απφ ηελ πξσηεάζε Oct1 8 ακηλνμέα κεηά ηε ζέζε θνπήο απφ ηελ MPP (D).  
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CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

Saccharomyces_cerevisiae      ---------MLHRINPVR---FSMQSCQRYFSKLVSPLEQHKSNTFTNRVRIPIEAGQPL 

Homo_sapiens                  MPWLLSAPKLVPAVANVRGLSGCMLCSQRRYSL----------QPVPERRIPNRYLGQPS 

Arabidopsis_thaliana          MQFL--------ARNLVRRVSRTQVVSRNAYST-----------------QTVRDIGQPT 

                                              **        .:. :*                        ***  

 

Saccharomyces_cerevisiae      HETRPFLIKSGELTPGISALEYYERRIRLAETLPPKS--------CVILAGNDIQFASGA 

Homo_sapiens                  PFTHPHLLRPGEVTPGLSQVEYALRRHKLMSLIQKEAQGQSGTDQTVVVLSNPTYYMSND 

Arabidopsis_thaliana          PASHPHLMAEGEVTPGIRIEEYIGRRKKLVELLPENS--------LAIISSAPVKMMTDV 

                                ::*.*:  **:***:   **  ** :* . :  ::         .:: .      :   

 

Saccharomyces_cerevisiae      VFYPFQQENDLFYLSGWNEPNSVMILEK-PTDSLSDTIFHMLVPPKDAFAEKWEGFRSGV 

Homo_sapiens                  IPYTFHQDNNFLYLCGFQEPDSILVLQSLPGKQLPSHKAILFVPRRDPSRELWDGPRSGT 

Arabidopsis_thaliana          VPYTFRQDADYLYLTGCQQPGGVAVLSDERG-------LCMFMPESTPKDIAWEGEVAGV 

                              : * *:*: : :** * ::* .: :*..            :::*        *:*  :*. 

 

Saccharomyces_cerevisiae      YGVQEIFNADESASINDLSKYLPKIINRNDFIYFDMLSTSNPSSS-NFKHIKSLLDGSGN 

Homo_sapiens                  DGAIALTGVDEAYTLEEFQHLLPKMKAETNMVWYDWMRPSHAQLHSDYMQ---------- 

Arabidopsis_thaliana          DAASEVFKADQAYPISKLPEILSDMIRHSSKVFHNVQSASQRYT-----N---------- 

                               ..  :  .*::  :..: . * .:  ... ::.:    *.        .           

 

Saccharomyces_cerevisiae      SNRSLNSIANKTIKPISKRIAEFRKIKSPQELRIMRRAGQISGRSFNQAF--AKRFRNER 

Homo_sapiens                  PLTEAKAKSKNKVRGVQQLIQRLRLIKSPAEIERMQIAGKLTSQAFIETMFTSKAPVEEA 

Arabidopsis_thaliana          LDDFQNSASLGKVKTLSSLTHELRLIKSPAELKLMRESASIACQGLLKTMLHSKGFPDEG 

                                   :: :  .:: :..   .:* **** *:. *: :..:: :.: :::  :*   :*  

 

Saccharomyces_cerevisiae      TLDSFLHYKFISGGCDKDAYIPVVATGSNSLCIHYTRNDDVMFDDEMVLVDAAGSLGGYC 

Homo_sapiens                  FLYAKFEFECRARGADILAYPPVVAGGNRSNTLHYVKNNQLIKDGEMVLLDGGCESSCYV 

Arabidopsis_thaliana          ILSAQVEYECRVRGAQRMAFNPVVGGGSNASVIHYSRNDQRIKDGDLVLMDMGCELHGYV 

                               * : ..::    *.:  *: ***. *..:  :** :*:: : * ::**:* . .   *  

 

Saccharomyces_cerevisiae      ADISRTWPNSGKFTDAQRDLYEAVLNVQRDCIKLCKASNNYSLHDIHEKSITLMKQELKN 

Homo_sapiens                  SDITRTWPVNGRFTAPQAELYEAVLEIQRDCLALCFPGT--SLENIYSMMLTLIGQKLKD 

Arabidopsis_thaliana          SDLTRTWPPCGKFSSVQEELYDLILQTNKECIKQCKPGT--TIRQLNTYSTELLCDGLMK 

                              :*::****  *:*:  * :**: :*: :::*:  *  ..  ::.::      *: : * . 

 

Saccharomyces_cerevisiae      LGIDKVSGWN-----VEKLYPHYIGHNLGLDVHDVPKVSRYEPLKVGQVITIEPGLYIPN 

Homo_sapiens                  LGIMKNIKENNAFKAARKYCPHHVGHYLGMDVHDTPDMPRSLPLQPGMVITIEPGIYIPE 

Arabidopsis_thaliana          MGILKSRRL------YHQLNPTSIGHYLGMDVHDSSAVGYDRPLQPGFVITIEPGVYIPS 

                              :** *           .:  *  :** **:****   :    **: * *******:***. 

 

Saccharomyces_cerevisiae      E-ESFPSYFRNVGIRIEDDIAIGEDTYTNLTVEAVKEIDDLENVMQNGLSTKFEEDQVAP 

Homo_sapiens                  DDKDAPEKFRGLGVRIEDDVVVTQDSPLILSADCPKEMNDIEQICSQAS----------- 

Arabidopsis_thaliana          S-FDCPERFQGIGIRIEDDVLITETGYEVLTGSMPKEIKHIETLLNNHCHDNSAR-SFAS 

                              .  . *. *: :*:*****: : :     *: .  **:..:* : .:              

 

Saccharomyces_cerevisiae      L---- 

Homo_sapiens                  ----- 

Arabidopsis_thaliana          FSLQG 

 

                                    

Δηθόλα 1.4 H πξσηεΐλε Ηcp55 ησλ νξγαληζκψλ S. cerevisase, A. thaliana θαη H. sapiens.  
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Β. ΠΡΧΣΔΨΝΔ΢ ΜΔ ΓΗΣΣΖ ΓΗΑΜΔΡΗ΢ΜΑΣΟΠΟΗΖ΢Ζ  

 

Οη πξσηεΐλεο πνπ ζπληίζεληαη ζην θπηηαξφπιαζκα κπνξεί λα εθξίλνληαη ζηνλ 

εμσθπηηαξηθφ ρψξν ή λα ζηνρεχνληαη ζην θπηηαξνπιάζκα, ζηα κηηνρφλδξηα, ζηνπο 

ρισξνπιάζηεο ή ζε άιιεο θπηηαξηθέο ζέζεηο (θπηηαξηθά δηακεξίζκαηα). Τπάξρνπλ 

πξσηεΐλεο (ίδηεο ή παξφκνηεο) νη νπνίεο δηακεξηζκαηνπνηνχληαη ζε πεξηζζφηεξεο απφ κία 

θπηηαξηθέο ζέζεηο νη νπνίεο νλνκάδνληαη ηζνπξσηεΐλεο (isoproteins or echoproteins) 

(Regev-Rudzki et al, 2005). Σν θαηλφκελν απηφ νλνκάδεηαη δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε 

(dual localization). Ζ δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε είλαη έλα ζρεηηθά ζπρλφ θαηλφκελν. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, αθνξά πεξηζζφηεξν απφ ην 33% ησλ κηηνρνλδξηαθψλ πξσηετλψλ ηνπ 

ζαθραξνκχθεηα (Ben-Menachem et al, 2011) θαη πεξηζζφηεξεο απφ 100 πξσηεΐλεο ζηα 

θπηά (Carrie & Small, 2013). Παξαδείγκαηα δηηηήο δηακεξηζκαηνπνίεζεο έρνπλ αλαθεξζεί 

θαη γηα νξηζκέλεο ητθέο πξσηεΐλεο (Mavinakere et al, 2004; Mandic et al, 2009).  

Ζ δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε ζεσξείηαη φηη απνηειεί εμειηθηηθφ πιενλέθηεκα γηαηί 

παξέρεη ηε δπλαηφηεηα αχμεζεο ησλ θπηηαξηθψλ ιεηηνπξγηψλ ρξεζηκνπνηψληαο ηελ ίδηα 

πνζφηεηα γνληδίσλ. Πξφθεηηαη γηα κία ηδηαίηεξα δπλακηθή δηαδηθαζία πνπ παξέρεη ζηα 

θχηηαξα επειημία, θαιχηεξε θαη ηαρχηεξε ηθαλφηεηα αληίδξαζεο ζηηο κεηαβνιέο ηνπ 

πεξηβάιινληνο θαη ζρεηίδεηαη κε ηελ επηθνηλσλία κεηαμχ ησλ νξγαληδίσλ π.ρ. αλάκεζα ζηα 

κηηνρφλδξηα θαη ζηα πιαζηίδηα.  

Ζ δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε κπνξεί λα εκθαλίδεηαη ζε θπηηαξηθφ επίπεδν ή ζε 

δηαθνξεηηθά ππν-δηακεξίζκαηα ελφο νξγαληδίνπ (alternative topogenesis). Γηα παξάδεηγκα, 

ε πξσηεΐλε Mcr1 (Mitochondrial NADH-cytochrome b5 reductase) ηνπ ζαθραξνκχθεηα 

δηακεξηζκαηνπνηείηαη ζηελ OM θαη ζην IMS (Meineke et al, 2008). Δπηπιένλ, έρεη 

αλαθεξζεί ην θαηλφκελν ηεο ηζην-εηδηθήο ζηφρεπζεο (tissue-specific targeting), φπνπ κηα 

πξσηεΐλε εληνπίδεηαη ζε έλα κφλν θπηηαξηθφ δηακέξηζκα ζε έλαλ ηζηφ, ελψ θαηαλέκεηαη 

δηαθνξεηηθά ζε έλαλ άιιν ηζηφ. Γηα παξάδεηγκα, γινπηακηθή ζπλζεηάζε ηνπ θνηφπνπινπ 

(glutamine synthetase, GS) εληνπίδεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα ζηα αζηξνθχηηαξα, ελψ ζηα 

επαηνθχηηαξα εληνπίδεηαη ζηα κηηνρφλδξηα (Matthews et al, 2010). Απηφ ζην φηη ε δηαθνξά 

κεκβξαληθνχ δπλακηθνχ ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο ζηα κηηνρφλδξηα ησλ επαηνθπηηάξσλ 

είλαη 40 θνξέο πςειφηεξε απφ απηή ησλ αζηξνθπηηάξσλ (Matthews et al, 2010). 

Ζ δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε ησλ ηζνπξσηετλψλ κπνξεί λα επηηεπρζεί κέζσ 

δηαθνξεηηθψλ κνξηαθψλ κνλνπαηηψλ (Yogev & Pines, 2011). Πην ζπγθεθξηκέλα, ε δηηηή 

δηακεξηζκαηνπνίεζε κπνξεί λα δεκηνπξγεζεί απφ ηελ χπαξμε ελφο ή πεξηζζφηεξσλ ηνπ 
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ελφο γνληδίσλ (Δηθόλα 1.5.Α.Α), απφ ηε δεκηνπξγία δχν δηαθνξεηηθψλ mRNAs απφ ην ίδην 

γνλίδην (Δηθόλα 1.5.Α.Β) ή απφ ηε ζχλζεζε δχν δηαθνξεηηθψλ πνιππεπηηδηθψλ αιπζίδσλ, 

πνπ πξνέξρνληαη  απφ ην ίδην mRNA (Δηθόλα 1.5.Α.C).  

Οη ηζνπξσηεΐλεο κπνξεί λα είλαη παλνκνηφηππεο θαη λα έρνπλ δηηηή 

δηακεξηζκαηνπνίεζε κε άιινπο ηξφπνπο. Γηα παξάδεηγκα, ε δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε 

κπνξεί λα νθείιεηαη ζηελ χπαξμε ελφο ζηληάινπ πνπ νδεγεί ζε πεξηζζφηεξεο απφ κία 

θπηηαξηθέο ζέζεηο (Δηθόλα 1.5.B.Α) ή ζηελ χπαξμε πεξηζζφηεξσλ ηνπ ελφο ζηληάισλ 

θπηηαξηθήο ζηφρεπζεο (Δηθόλα 1.5.B.Β). Δπίζεο, κπνξεί λα νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη ζε 

νξηζκέλεο πεξηπηψζεηο έλα ζηληάιν ζηφρεπζεο κπνξεί λα κε γίλεηαη πξνζβάζηκν. Μία 

άιιε πεξίπησζε ζρεηίδεηαη κε ην θαηλφκελν ηεο παιίλδξνκεο θίλεζεο (retrograde 

movement) (Δηθόλα 1.5.B.D). Υαξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα παιίλδξνκεο θίλεζεο απνηειεί 

ε πξσηεΐλε θνπκαξάζε ηνπ ζαθραξνκχθεηα (yFum, fumarate hydratase), ε νπνία αξρηθά 

εηζέξρεηαη θαη θφβεηαη ζηα κηηνρφλδξηα θαη ζηε ζπλέρεηα έλα κέξνο ηεο βγαίλεη ζην 

θπηηαξφπιαζκα (Knox et al, 1998). Κηλεηήξηα δχλακε γηα ηελ παιίλδξνκε θίλεζε ηεο 

yFum είλαη ε γξήγνξε αλαδίπισζή ηεο ζην θπηηαξφπιαζκα (Sass et al, 2003). Σέινο, 

είλαη γλσζηφ φηη νξηζκέλεο πξσηεΐλεο κπνξεί λα βγνπλ απφ έλα θπηηαξηθφ δηακέξηζκα, 

φηαλ απηφ ράζεη ηελ κεκβξαληθή ηνπ αθεξαηφηεηα ή ζε ζπλζήθεο ζηξεο (Δηθόλα 1.5.B.E). 
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Β                                    

 

Δηθόλα 1.5 Ζ δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε κπνξεί λα επηηεπρζεί κε δηάθνξνπο ηξφπνπο. (Α). Μπνξεί λα  
πξνθχςεη απφ δχν δηαθνξεηηθά γνλίδηα (Α.Α) ή απφ έλα γνλίδην πνπ δίλεη δχν mRNAs (Α.B) ή δχν 
πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο (Α.C). (Β). H δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε κπνξεί λα δεκηνπξγεζεί αθφκα θαη απφ 
παλνκνηφηππεο πνιππεπηηδηθέο αιπζίδεο ρξεζηκνπνηψληαο δηαθνξεηηθνχο κεραληζκνχο. (Yogev & Pines, 
2011) 
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Γ. Ζ ΓΛΟΤΣΑΜΗΚΖ ΑΦΤΓΡΟΓΟΝΑ΢Ζ (GDH) 

 

1. Γεληθέο πιεξνθνξίεο γηα ηελ GDH 

Ζ γινπηακηθή αθπδξνγνλάζε (Glutamate Dehydrogenase, GDH) είλαη έλα έλδπκν πνπ 

θαηαιχεη ηελ αλαζηξέςηκε νμεηδσηηθή απακίλσζε ηνπ γινπηακηθνχ νμένο (glutamate) ζε α-

θεηνγινπηαξηθφ (a-ketoglutarate) θαη ακκσλία ρξεζηκνπνηψληαο σο ζπκπαξάγνληεο κφξηα 

NAD+ ή NADP+ (Δηθόλα 1.6) (Smith et al, 1975). ΢εκεηψλεηαη φηη ην γινπηακηθφ νμχ 

απνηειεί ηνλ θχξην δηεγεξηηθφ λεπξνδηαβηβαζηή ζηνλ εγθέθαιν ησλ ζειαζηηθψλ θαη 

ελέρεηαη ζε κία πνηθηιία ιεηηνπξγηψλ ηνπ θεληξηθνχ λεπξηθνχ ζπζηήκαηνο 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ θηλεηηθψλ, αηζζεηηθψλ θαη γλσζηηθψλ δηεξγαζηψλ (Fonnum et 

al, 1984; Bliss et al, 1993).  

 

 

Δηθόλα 1.6 Γηαγξακκαηηθή απεηθφληζε ηεο αληίδξαζεο ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο. Ζ γινπηακηθή 
αθπδξνγνλάζε κεηαηξέπεη ην γινπηακηθφ (glutamate) ζε α-θεηνγινπηαξηθφ (a-ketoglutarate) θαη ακκσλία ή 
αληίζηξνθα ρξεζηκνπνηψληαο κφξηα NAD(H) θαη / ή NADP(H) σο ζπκπαξάγνληεο.  
 

Ζ GDH έρεη θπξίαξρν ξφιν ζηνλ θπηηαξηθφ κεηαβνιηζκφ θαζψο ζπλδέεη ηνλ 

κεηαβνιηζκφ ησλ ακηλνμέσλ θαη ησλ πδαηαλζξάθσλ. Ζ GDH έρεη ζπζρεηηζηεί κε ηε 

δηαρείξηζε ηνπ γινπηακηθνχ θαη πηζαλψο λα ζρεηίδεηαη κε ηελ πξνζηαζία ησλ λεπξψλσλ. 

Δπίζεο, ε GDH έρεη ηδηαίηεξν ξφιν ζηνλ κεηαβνιηζκφ ηεο ελέξγεηαο ζηα θχηηαξα ηνπ 

παγθξέαηνο θαζψο νη ηξνπνπνηήζεηο ζηε δξαζηηθφηεηα ηεο GDH απφ αιινζηεξηθνχο 

ξπζκηζηέο κεηαβάιινπλ ηελ έθθξηζε ηεο ηλζνπιίλεο απφ ηα θχηηαξα ηνπ παγθξέαηνο 

(Gylfe, 1976; Sener & Malaise, 1980; Sener et al, 1981). Δπηπιένλ, ε GDH δηαδξακαηίδεη 

ζεκαληηθφ ξφιν ζηε ξχζκηζε ηεο ακκσλίαο ζηνπο λεθξνχο (Spanaki & Plaitakis, 2012).  

΢ε νξηζκέλα βαθηήξηα ε GDH ιεηηνπξγεί θπξίσο ζηελ θαηεχζπλζε ηεο παξαγσγήο ηνπ 

γινπηακηθνχ γηα ηνλ ζρεκαηηζκφ άιισλ ακηλνμέσλ θαη έρεη ζπζρεηηζηεί κε ηελ 

πξσηετλνζχλζεζε (Li et al, 2011). Αληίζεηα, ζηνπο εμειηθηηθά αλψηεξνπο νξγαληζκνχο ε 

GDH θαίλεηαη λα ιεηηνπξγεί θπξίσο ζηελ θαηεχζπλζε ηεο νμεηδσηηθήο απακίλσζεο ηνπ 
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γινπηακηθνχ εληζρχνληαο ηνλ θχθιν ηνπ Krebs κε ζηφρν ηελ παξαγσγή ελέξγεηαο (Allen et 

al, 2004). ΢ηνλ πνληηθφ έρεη παξαηεξεζεί φηη ε απαινηθή ή ε γνληδηαθή απνζηψπεζε 

(knock down) ηνπ γνληδίνπ GLUD1 ζηα αζηξνθχηηαξα, επεξεάδεη ηνλ θαηαβνιηζκφ ηνπ 

γινπηακηθνχ νμένο, νδεγψληαο ζε ζπζζψξεπζε ηνπ γινπηακηθνχ θαη ηνπ αζπαξηηθνχ 

νμένο (Frigerio et al, 2012; Skytt et al, 2012).  

 

2. H GDH νκαδνπνηείηαη ζε δηαθνξεηηθέο νηθνγέλεηεο πξσηετλώλ 

Οη γινπηακηθέο αθπδξνγνλάζεο (GDHs) δηαρσξίδνληαη κε βάζε ηελ εηδηθφηεηά ηνπο γηα 

ην ζπλέλδπκν, ζε γινπηακηθέο αθπδξνγνλάζεο εηδηθέο γηα ην ΝΑD(H) (Δ.C. 1.4.1.2), ζε 

εηδηθέο γηα ην NADP(Ζ) (Δ.C. 1.4.1.4). Δπίζεο, ππάξρνπλ γινπηακηθέο αθπδξνγνλάζεο νη 

νπνίεο ρξεζηκνπνηνχλ ακθφηεξα ην ΝΑD(H) θαη ην NADP(Ζ) (Δ.C. 1.4.1.3), φπσο γηα 

παξάδεηγκα απηέο ησλ ζπνλδπισηψλ. Γεληθά, ζεσξείηαη φηη νη γινπηακηθέο 

αθπδξνγνλάζεο πνπ ρξεζηκνπνηνχλ σο ζπλέλδπκν ην ΝΑD(H), εμππεξεηνχλ θπξίσο ηνλ 

θαηαβνιηζκφ γινπηακηθνχ, ελψ εθείλεο πνπ ρξεζηκνπνηνχλ σο ζπλέλδπκν ην NADP(Ζ), 

εμππεξεηνχλ θπξίσο βηνζπλζεηηθέο ιεηηνπξγίεο.  

Οη γινπηακηθέο αθπδξνγνλάζεο ζεσξείηαη φηη έρνπλ ηε δνκή ελφο νκνπνιπκεξνχο, 

απνηεινχκελνπ είηε απφ 4 (νηθνγέλεηεο GDH-3 & GDH-4) ή απφ 6 ππνκνλάδεο 

(νηθνγέλεηεο GDH-1 & GDH-2). Οη GDHs ηεο νηθνγέλεηαο GDH-1 έρνπλ βξεζεί ζε βαθηήξηα 

θαη ζε επθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο, ελψ απηέο ηεο νηθνγέλεηαο GDH-2 έρνπλ βξεζεί ζε 

φια ηα βαζίιεηα ησλ νξγαληζκψλ θαη ζπκπεξηιακβάλνπλ φιεο ηηο γινπηακηθέο 

αθπδξνγνλάζεο ησλ δσηθψλ νξγαληζκψλ. Οη γινπηακηθέο αθπδξνγνλάζεο ηεο νηθνγέλεηαο 

GDH-3, πνπ έρνπλ βξεζεί ζηα πξψηηζηα, ζηνπο κχθεηεο θαη ζηα βαθηήξηα, έρνπλ κέγεζνο 

~115 kDa θαη ζρεηίδνληαη κε ηνλ θαηαβνιηζκφ ηνπ γινπηακηθνχ (Andersson et al, 2003). 

Απφ ηελ άιιε πιεπξά, νη GDHs ηεο νηθνγέλεηαο GDH-4, έρνπλ αληρλεπηεί κφλν ζε 

νξηζκέλα βαθηήξηα (Minambres et al, 2000), έρνπλ κέγεζνο ~180 kDa θαη ρξεζηκνπνηνχλ 

σο ζπκπαξάγνληα απνθιεηζηηθά ην NAD+.  

 

3. H δνκή ηεο GDH  

Έρεη πξαγκαηνπνηεζεί ε απεπζείαο αιιεινχρηζε ηεο GDH απφ δηάθνξνπο ηζηνχο, 

φπσο γηα παξάδεηγκα απφ ην ήπαξ ηνπ αλζξψπνπ (Julliard & Smith, 1979) θαη ηνπ 

θνηφπνπινπ (Moon et al, 1973). Ζ δνκή ηεο GDH έρεη κειεηεζεί ζε δηάθνξνπο 

νξγαληζκνχο, φπσο γηα παξάδεγκα ζηελ αγειάδα (Peterson & Smith, 1999; Smith et al, 

2001; Banerjee et al, 2003) θαη ζηνλ άλζξσπν (Smith et al, 2002; Banerjee et al, 2003). Ζ 
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γινπηακηθή αθπδξνγνλάζε ζηα ζειαζηηθά έρεη κνξθή ελφο ζπκκεηξηθνχ νκνεμακεξνχο, ην 

νπνίν απνηειείηαη απφ δχν νκνηξηκεξή (Peterson & Smith, 1999; Smith et al, 2001; 

Banerjee et al, 2003) (Δηθόλα 1.6.Α). Ζ GDH έρεη αξθεηά ζπληεξεκέλε δνκή κεηαμχ ησλ 

νξγαληζκψλ (McKenna et al, 1996).  

Κάζε ππνκνλάδα ηνπ νκνεμακεξνχο απνηειείηαη απφ ~500 ακηλνμέα θαη έρεη κνξηαθφ 

βάξνο ~56 kDa (Smith, 1975) (Δηθόλα 1.6.Β). ΢ε θάζε ππνκνλάδα δηαθξίλνληαη ηξεηο 

πεξηνρέο: α) ζην Ν-ηειηθφ άθξν ε πεξηνρή ζηελ νπνία πξνζδέλεηαη ην ππφζηξσκα 

(glutamate-binding domain), β) ε πεξηνρή ζηελ νπνία πξνζδέλεηαη ην NAD(P)+ (NAD-

binding domain) θαη γ) ε ξπζκηζηηθή (ή αιινζηεξηθή) πεξηνρή, πνπ πεξηιακβάλεη ηελ 

αληέλλα (antenna) θαη ηελ πεξηζηξεθφκελε έιηθα (pivot helix) (Δηθόλα 1.7.Β). ΢ε θάζε 

ηξηκεξέο, νη αληέλλεο ησλ ηξηψλ ππνκνλάδσλ δηαπιέθνληαη κεηαμχ ηνπο (Δηθόλα 1.7.Α). 

 

 

Δηθόλα 1.7 Γνκή ηεο GDH ζηα ζειαζηηθά. (Α). Γηαγξακκαηηθή απεηθφληζε ηεο δνκήο ηνπ εμακεξνχο ηεο 
GDH, φπνπ νη ππνκνλάδεο παξνπζηάδνληαη κε δηαθνξεηηθφ ρξψκα. (Β). Γηαγξακκαηηθή απεηθφληζε ηεο δνκήο 
ηνπ κνλνκεξνχο. Παξνπζηάδεηαη ε επηθξάηεηα πξφζδεζεο ηνπ γινπηακηθνχ, ε επηθξάηεηα πξφζδεζεο ηνπ 
NAD, ε αληέλα θαη ν άμνλαο πεξηζηξνθήο κε κπιε, πνξηνθαιί, κσβ θαη πξάζηλν ρξψκα, αληίζηνηρα. Οη 
ζέζεηο ζηηο νπνίεο πξνζδέλεηαη ην GTP, ην ADP, ην NADH θαη ην γινπηακηθφ νμχ παξνπζηάδνληαη κε θφθθηλν, 
πξάζηλν, αζεκί θαη θίηξηλν ρξψκα, αληίζηνηρα. (Allen et al, 2004)  

 

4. H αιινζηεξηθή ξύζκηζε ηεο GDH 

Ζ αληέλλα βξίζθεηαη ζηελ GDH φισλ ησλ δσηθψλ νξγαληζκψλ, ελψ απνπζηάδεη απφ ηα 

βαθηήξηα, ηα θπηά θαη ηνπο κχθεηεο (Banerjee et al, 2003) (Δηθόλα 1.7). Ζ αιινζηεξηθή 

ξχζκηζε ηεο GDH θαίλεηαη λα μεθίλεζε απφ κηα θαηεγνξία εμειηγκέλσλ πξσηφδσσλ, ηα 

νπνία νλνκάδνληαη βιεθαξηδνθφξα (Ciliophora). Πην ζπγθεθξηκέλα, ζηα βιεθαξηδνθφξα 

πξσηνεκθαλίζηεθε κία πξνεμνρή ~50 ακηλνμέσλ, ε ιεγφκελε θεξαία ή αληέλλα (antenna, 



42 

401-448αα ζηηο αλζξψπηλεο γινπηακηθέο αθπδξνγνλάζεο) (Allen et al, 2004). Ζ εκθάληζε 

ηεο αληέλλαο ζπλέπεζε κε ηε ζηαδηαθή κεηαθίλεζε ηεο νμείδσζεο ησλ ιηπαξψλ νμέσλ απφ 

ηα ιπζνζζψκαηα ζηα κηηνρφλδξηα (Allen et al, 2004). Ζ χπαξμε ηεο αληέλλαο ήηαλ 

πξνυπφζεζε γηα ηελ αιινζηεξηθή ξχζκηζε ηεο GDH απφ ην GTP, ηδηφηεηα ε νπνία 

εκθαλίζηεθε ζε επφκελν ζηάδην ηεο εμέιημεο (Banerjee et al, 2003, Allen et al, 2004) 

(Δηθόλα 1.8). ΢εκεηψλεηαη φηη ηα βιεθαξηδνθφξα πξσηφδσα ζεσξείηαη φηη έρνπλ πην 

εμεηδηθεπκέλα νξγαλίδηα θαη φηη είλαη πην πνιχπινθα ζε ζρέζε κε ηα άιια πξσηφδσα. 

 

Δηθόλα 1.8 Ζ επηθξάηεηα ηεο αληέλλαο ζηε GDH πξσηνεκθαλίζηεθε ζηα πξσηφδσα πξηλ ηελ ξχζκηζε ησλ 
πνπξηλψλ. Ζ αληέλλα βξίζθεηαη ζε φινπο ηνπο δσηθνχο νξγαληζκνχο φπσο παξνπζηάδεηαη ζηε ζρεκαηηθή 
απεηθφληζε ηεο εμέιημεο ηεο αληέλλαο θαη ηεο ξχζκηζεο ησλ πνπξηλψλ. (Banerjee et al, 2003) 
 

Ζ αληέλλα ηεο αλζξψπηλεο GDH απνηειείηαη απφ 48 ακηλνμέα θαη απνηειείηαη απφ δχν 

α-έιηθεο κε κία ελδηάκεζε ζηξνθή (loop) κεηαμχ ηνπο. Ζ αθξηβήο ιεηηνπξγηθφηεηα ηεο GDH 

ζηνπο δηαθνξεηηθνχο ηζηνχο κέρξη ηψξα δελ έρεη θαηαλνεζεί πιήξσο, φκσο είλαη γλσζηφ 

φηη ε δξαζηηθφηεηά ηεο ξπζκίδεηαη απφ δηάθνξνπο αιινζηεξηθνχο ηξνπνπνηεηέο, φπσο 

είλαη γηα παξάδεηγκα ην ADP (adenosine diphosphate), ην NADH (Nicotinamide adenine 

dinucleotide), ην GTP (Guanosine-5'-triphosphate), ε L-ιεπθίλε, νη πνιπακίλεο, νη 

ζηεξνεηδείο νξκφλεο θαη νξηζκέλα λεπξνιεπηηθά θάξκαθα (βιέπε «Άξζξα αλαζθόπεζεο» 

Plaitakis et al, 2011; Li et al, 2012; Zaganas et al, 2014).  
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5. Γηακεξηζκαηνπνίεζε ηεο GDH  

Ζ GDH βξίζθεηαη ζε φινπο ηνπο νξγαληζκνχο ζηνπο νπνίνπο έρεη κειεηεζεί θαη έρεη 

εμειηρζεί απφ έλα θπηηαξνπιαζκαηηθφ κε ξπζκηδφκελν έλδπκν ζηνπο πξνθαξπσηηθνχο 

νξγαληζκνχο, ζε έλα πςειά ξπζκηδφκελν κηηνρνλδξηαθφ έλδπκν ζηα ζειαζηηθά. ΢ην θπηφ 

A. thaliana θαη ζην ξχδη ε GDH θαίλεηαη λα δηακεξηζκαηνπνηείηαη ζηα κηηνρφλδξηα έρνληαο 

έλα κε απνθνπηφκελν MTS (Huang et al, 2009). Ζ GDH εθθξάδεηαη ζρεδφλ ζε φινπο ηνπο 

ηζηνχο (housekeeping) ησλ ζειαζηηθψλ εκθαλίδνληαο ηα πςειφηεξα επίπεδα ζην ήπαξ, 

φπνπ απνηειεί πάλσ απφ ην 10% ησλ πξσηετλψλ ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο (Krebs et al, 

1968).  

Ζ GDH δηακεξηζκαηνπνηείηαη ζηα κηηνρφλδξηα ησλ θπηηάξσλ ησλ λεθξψλ, ηνπ 

εγθεθάινπ, ηεο θαξδηάο, ηνπ παγθξέαηνο, ηεο ζπιήλαο, ηνπ εληέξνπ θαη ησλ ιεκθαδέλσλ 

θαη εκθαλίδεη κεγάιε δξαζηηθφηεηα ζε απηά (Hogeboom & Schneider, 1953). Σα ηειεπηαία 

50 ρξφληα πνιιέο κειέηεο έδεημαλ φηη ζηα ζειαζηηθά ε GDH εληνπίδεηαη ζηελ 

κηηνρνλδξηαθή κήηξα (Schmidt & Schmidt, 1963; Salganicoff & De Robertis, 1963; Aoki et 

al, 1987; Rothe et al, 1994). Γηα παξάδεηγκα, ζηνλ εγθέθαιν ε GDH εληνπίδεηαη θπξίσο 

ζηα αζηξνθχηηαξα, φπνπ απνηειεί πάλσ απφ 10 mg/ml ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο (Rothe 

et al, 1994). Σα ελ ιφγσ θχηηαξα αθαηξνχλ θαη κεηαβνιίδνπλ ην γινπηακηθφ πνπ 

απειεπζεξψλεηαη απφ ηηο λεπξηθέο απνιήμεηο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο δηεγεξηηθήο ζχλαςεο 

(McKenna et al, 1996). Ζ GDH εληνπίδεηαη ζε κηθξφηεξν πνζνζηφ ζηνπο λεπξψλεο ζηα 

θχηηαξα ηεο γινίαο (Aoki et al, 1987; Wenthold et al, 1987; Rothe et al, 1994) θαη ζηα 

νιηγνδελδξνθχηηαξα (Schmitt & Kugler, 1999; Werner et al, 2001). 

Αλ θαη ζην παξειζφλ ε γινπηακηθή αθπδξνγνλάζε έρεη ρξεζηκνπνηεζεί εθηελψο σο 

κηηνρνλδξηαθφο κάξηπξαο, ζε νξηζκέλεο πεξηπηψζεηο έρεη βξεζεί ε χπαξμή ηεο θαη εθηφο 

ησλ κηηνρνλδξίσλ (Di Prisco & Casola, 1975; Colon et al, 1986; Rajas and Rousset, 1993). 

Γηα παξάδεηγκα, έρεη παξαηεξεζεί ε χπαξμε δξαζηηθφηεηαο ηεο GDH ζε ππξεληθά 

θιάζκαηα ηζηψλ ήπαηνο απφ αξνπξαίνπο (di Prisco et al, 1968). Δπίζεο, έρεη εληνπηζηεί ε 

χπαξμή ηεο ζε κηηνρνλδξηαθά θαη ππξεληθά θιάζκαηα εγθεθαιηθψλ ηζηψλ απφ 

αξνπξαίνπο, φπνπ κάιηζηα, παξαηεξήζεθε φηη έρεη ην ίδην κνξηαθφ κέγεζνο θαη ζηα δχν 

ππνθπηηαξηθά θιάζκαηα (Lai et al, 1986). Σα ηειεπηαία ρξφληα έρεη αλαθεξζεί ν εληνπηζκφο 

ηεο GDH ζηνλ θπηηαξηθφ ππξήλα θαη ζε άιινπο νξγαληζκνχο, φπσο γηα παξάδεηγκα ζην 

ζαθραξνκχθεηα (Lee et al, 2012),ζην θνηφπνπιν (Panda et al, 2011) θαη ζε νξηζκέλνπο 

ηζηνχο ζηνλ εγθέθαιν ηνπ αλζξψπνπ (Spanaki et al, 2015).  
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Παξφια απηά, κειέηεο πνπ έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί ζηελ κχγα, δελ δίλνπλ ελδείμεηο 

ππξεληθνχ εληνπηζκνχ ηεο GDH ζε απηφ ηνλ νξγαληζκφ (Tiwaria et al, 2014). Μέρξη 

ζήκεξα δελ έρεη πιήξσο δηεπθξηληζηεί ν ηξφπνο δηακεξηζκαηνπνίεζεο ηεο GDH θαη ε 

απνζαθήληζε ηεο ιεηηνπξγίαο ηεο ζηνλ ππξήλα. Παξ’φια απηά, έρεη αλαθεξζεί φηη ε GDH 

ηνπ θνηφπνπινπ έρεη δξάζε πεπηηδάζεο ηεο ηζηφλεο Ζ3 (Purohit et al, 2013; Mandal et al, 

2014). Δπνκέλσο, ε δηακεξηζκαηνπνίεζε ηεο GDH ζηνλ ππξήλα πηζαλψο λα έρεη θάπνην 

ξφιν ζηελ επηγελεηηθή.  

Ηζηνινγηθέο κειέηεο απφ ηζηνχο ήπαηνο θαη εγθεθάινπ ζηα ζειαζηηθά παξέρνπλ 

ελδείμεηο γηα ηνλ εληνπηζκφ ηεο ψξηκεο GDH (απνπζηάδεη ην ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ηεο 

ζηφρεπζεο) ζηα ιπζνζζψκαηα θαη ζην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν (ER, endoplasmic 

reticulum) (Colon et al, 1986; Rajas & Rousset, 1993; Lee et al, 1999). ΢πκπεξαζκαηηθά, 

ηα κέρξη ηψξα επξήκαηα δείρλνπλ φηη ζηνπο δσηθνχο νξγαληζκνχο ελψ ε GDH είλαη θαηά 

θχξην ιφγν κηα κηηνρνλδξηαθή πξσηεΐλε, ζε νξηζκέλνπο ηζηνχο εκθαλίδεη δηηηή 

δηακεξηζκαηνπνίεζε θαη πηζαλψο απηφ λα εμππεξεηεί πνιιαπιέο ιεηηνπξγίεο. Μέρξη 

ζήκεξα δελ έρεη απνζαθηλεζηεί πιήξσο ν πηζαλφο ηξφπνο δηηηήο δηακεξηζκαηνπνίεζεο 

ηεο GDH ζηνπο ελ ιφγσ ηζηνχο απηνχο. 

 

6. Ζ GDH ζηνλ άλζξσπν 

Ζ βηνινγηθή ζεκαζία ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο ζηνλ άλζξσπν εληζρχεηαη 

απφ παξαηεξήζεηο πνπ δείρλνπλ φηη νξηζκέλνη πνιπκνξθηζκνί ζην ψξηκν ηκήκα ηεο 

αλζξψπηλεο GDH (hGDH) έρνπλ ζπζρεηηζζεί κε λεπξνεθθπιηζηηθέο δηαηαξαρέο (Bao et al, 

2009; Plaitakis et al, 2010) θαη πην πξφζθαηα κε ην γινηνβιάζησκα ζηνλ άλζξσπν (Chen 

et al, 2014). Γηα παξάδεηγκα, κία κεηαιιάμε ζηελ hGDH1 έρεη ζπζρεηηζζεί κε ηελ λφζν ηνπ 

Parkinson (Plaitakis et al, 2011). Δπίζεο, ε ππεξέθθξαζε ηεο GDH1 ζε πνληίθηα 

πξνβιέπεη πηζαλή ζπζρέηηζή ηεο κε πξφσξε εκθάληζε ηεο λφζνπ ηνπ Alzheimer (Bao et 

al, 2009). Δπηπιένλ, νξηζκέλεο κεηαιιάμεηο ηεο αλζξψπηλεο GDH1 έρνπλ ζπζρεηηζζεί κε 

δηαηαξαρέο ζηελ νκνηφζηαζε ηεο ηλζνπιίλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ην ζχλδξνκν 

ππεξηλζνπιηλαηκίαο - ππεξακκσληαηκίαο (Stanley et al, 1998). ΢ε απηή ηελ πεξίπησζε, ε 

απμεκέλε δξαζηηθφηεηα ηεο hGDH1, ιφγσ κε αλαζηνιήο ηεο επαηζζεζίαο ηεο ζην GTP, 

έρεη σο απνηέιεζκα ηελ απμεκέλε απειεπζέξσζε ηεο ηλζνπιίλεο απφ ηα θχηηαξα ηνπ 

παγθξέαηνο (Hsu et al, 2001; Kelly et al, 2001).  

΢ηνλ άλζξσπν ππάξρνπλ δχν ηζνκνξθέο ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο, ε 

hGDH1 θαη ε hGDH2, νη νπνίεο θσδηθνπνηνχληαη απφ ηα ιεηηνπξγηθά γνλίδηα GLUD1 θαη 
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GLUD2, αληίζηνηρα (Mavrothalassitis et al, 1988; Shashidharan et al, 1994). Σν γνλίδην 

GLUD1 (ρξσκφζσκα 10q23.3) είλαη νκφινγν ησλ GDHs ησλ ππφινηπσλ ζειαζηηθψλ θαη 

πεξηέρεη 13 εμφληα (Michaelidis et al, 1993; Deloukas et al, 1993). Tν γνλίδην GLUD2 

(ρξσκφζσκα Xq25) πξνήιζε απφ ξεηξνκεηάζεζε ηνπ γνληδίνπ GLUD1 πξηλ απφ ιηγφηεξν 

απφ 23 εθαηνκκχξηα ρξφληα θαη είλαη έλα απφ ηα πην «θαηλνχξγηα» αλζξψπηλα γνλίδηα 

(Burki & Kaessmann, 2004). Σν γνλίδην GLUD2 δελ πεξηέρεη ηληξφληα θαη βξίζθεηαη κφλν 

ζηνλ άλζξσπν θαη ζηα αλψηεξα πηζεθνεηδή (Shashidharan et al, 1994). Έρεη βξεζεί ε 

χπαξμε νξηζκέλσλ ςεπδνγνληδίσλ ζηνλ άλζξσπν, ηα νπνία νλνκάδνληαη GLUDP2, 

GLUDP3, GLUDP4 θαη GLUDP5 (Michaelides et al, 1993). 

Σα δχν ηζνέλδπκα ηεο αλζξψπηλεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο δηαθέξνπλ σο 

πξνο ηελ ηζηνεηδηθή ηνπο έθθξαζε θαη ηελ αιινζηεξηθή ηνπο ξχζκηζε (Πίλαθαο 1.1). H 

hGDH1 εθθξάδεηαη ζε φινπο ηνπο ηζηνχο (Hanauer et al, 1987; Mavrothalassitis et al, 

1988; Anagnou et al, 1993; Michaelidis et al, 1993). Αληίζεηα, ε hGDH2 εθθξάδεηαη θπξίσο 

ζηα αζηξνθχηηαξα ηνπ εγθεθάινπ, ζηνλ ακθηβιεζηξνεηδή ρηηψλα, ζηνπο λεθξνχο, θαη ζηα 

θχηηαξα Sertoli ζηνπο φξρεηο, ηα νπνία παίδνπλ ξφιν ζηε ζπεξκαηνγέλεζε (Shashidharan 

et al, 1994; Spanaki et al, 2010; Spanaki et al, 2012; Zaganas et al, 2012), αιιά δελ έρεη 

βξεζεί ε εθθξαζή ηεο ζην ήπαξ (Spanaki et al, 2010).  

Ζ hGDH1 έρεη πςειφηεξε βαζηθή δξαζηεξηφηεηα, δειαδή απμεκέλε δξαζηεξηφηεηα 

ρσξίο ηελ παξνπζία αιινζηεξηθψλ ηξνπνπνηεηψλ, (35-40% ηεο κέγηζηεο) απφ ηελ hGDH2 

(35-40% ηεο κέγηζηεο) (Zaganas et al, 2002). Απηφ απνδίδεηαη ζε κηα ακηλνμηθή 

αληηθαηάζηαζε ζηελ ζέζε 443 (R443S) (Zaganas et al, 2002). Ζ hGDH1 είλαη πην 

επαίζζεηε ζην GTP απφ φηη ε hGDH2 (Plaitakis et al, 2003), γεγνλφο πνπ απνδίδεηαη ζε 

κηα ακηλνμηθή αληηθαηάζηαζε ζηελ ζέζε 456 (G456A) (Zaganas & Plaitakis, 2002). Ζ 

hGDH1 ιεηηνπξγεί άξηζηα ζην pH 8.0, ελψ ε hGDH2 είλαη ελεξγή ζε κεγαιχηεξν εχξνο pH 

(pH 7.25-8.0) (Kanavouras et al, 2007). Δπηπιένλ, ε hGDH2 είλαη πην επαίζζεηε ζηα 

νηζηξνγφλα θαη ζηα λεπξνιεπηηθά θάξκαθα (Shashidharan et al, 1997; Spanaki et al, 

2012), ελεξγνπνηείηαη απφ ην ADP θαη ηε L-leucine (Shashidharan et al, 1997; Plaitakis et 

al, 2000) θαη εκθαλίδεη κεγαιχηεξε αλζεθηηθφηεηα ζηελ απελεξγνπνίεζή ηεο απφ ηε 

ζεξκφηεηα ζε ζρέζε κε ηελ hGDH1 (Shashidharan et al, 1997; Plaitakis & Zaganas, 2001; 

Plaitakis et al, 2003; Mastorodemos et al, 2005). Απηά ηα ραξαθηεξηζηηθά επηηξέπνπλ ζηε 

hGDH2 λα κπνξεί λα ιεηηνπξγήζεη ζην λεπξηθφ ζχζηεκα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο δηεγεξηηθήο 

δηαβίβαζεο (Plaitakis et al, 2000; 2003). ΢εκεηψλεηαη φηη ε hGDH2 ζεσξείηαη πσο 

ζπλέβαιε ζηελ αλάπηπμε ηνπ αλζξψπηλνπ εγθεθάινπ (Burki & Kaessmann, 2004; Varki et 

al, 2004).  
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Πίλαθαο 1.1 Γεληθέο πιεξνθνξίεο γηα ηηο hGDHs. 

Γνλίδην Έθθξαζε Δλεξγόηεηα  

GLUD1 (Chr10q)  
12 ηληξφληα 
΢ε φια ηα ζειαζηηθά 

΢πζηαηηθή 
πςειφηεξε ζην ήπαξ, ζηνλ 
εγθέθαιν, ζηνπο λεθξνχο 

Βαζηθή=35-40%  
Αλαζηέιιεηαη θπξίσο απφ:  
GTP, MgCl2 
pH = 8.0 

GLUD2 (ChrXq)  
Υσξίο ηληξφληα 
Μφλν ζε άλζξσπν θαη ζηα 
αλψηεξα πηζεθνεηδή 

Ηζηφ-εηδηθή 
αληρλεχεηαη ζηνπο φξρεηο, 
ζηνλ εγθέθαιν, ζηνλ 
ακθηβιεζηξνεηδή ρηηψλα, 
ζηνπο λεθξνχο 

Βαζηθή= 3-8%  
Δλεξγνπνηείηαη θπξίσο απφ: 
ADP, L-leucine, νηζηξνγφλα, 
λεπξνιεπηηθά θάξκαθα  
Αλαζηέιιεηαη θπξίσο απφ: 
Spermidine, EGCG 
pH = 7.25 - 8.0 

   

 

7. Κπηηαξηθή δηακεξηζκαηνπνίεζε ησλ hGDHs 

Πνιχ πξφζθαηα κειεηήζεθε ν εληνπηζκφο ηεο GDH ζηνλ αλζξψπηλν εγθέθαιν 

(Spanaki et al, 2015). Βξέζεθε φηη ην ηζνέλδπκν hGDH1 εληνπίδεηαη θπξίσο ζηα 

κηηνρφλδξηα θαη ζε κηθξφηεξν βαζκφ ζηελ ππξεληθή κεκβξάλε ησλ αζηξνθπηηάξσλ 

(Spanaki et al, 2015). Ζ hGDH1 εληνπίδεηαη, επίζεο, ζηα νιηγνδελδξνθχηηαξα, αιιά φρη 

ζηνπο λεπξψλεο (Spanaki et al, 2015). Αληίζεηα, ε hGDH1 εληνπίδεηαη ζηνλ ππξήλα ησλ 

νιηγνδελδξνθπηηάξσλ θαη ζηνπο πξφγνλνπο ησλ νιηγνδελδξνθπηηάξσλ (Spanaki et al, 

2015). Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ε hGDH2 θαίλεηαη φηη δηακεξηζκαηνπνηείηαη ζηελ ππξεληθή 

κεκβξάλε νξηζκέλσλ λεπξψλσλ, ελψ ζε άιινπο λεπξψλεο ε hGDH2 δηακεξηζκαηνπνηείηαη 

ζηα κηηνρφλδξηα ή ζην θπηηαξφπιαζκα (Spanaki et al, 2015). 

Ζ ππνθπηηαξηθή δηακεξηζκαηνπνίεζε ηεο hGDH1 θαη hGDH2 έρεη κειεηεζεί εθηελψο 

απφ ηελ νκάδα ησλ ζπλεξγαηψλ καο ζην Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο ζηελ Ηαηξηθή ΢ρνιή ηνπ 

Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο, νη νπνίνη πξαγκαηνπνίεζαλ πεηξάκαηα ζπλ-δηακφιπλζεο (co-

transfections) ζε ζπλδπαζκφ κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία ή κε ππνθπηηαξηθή θιαζκάησζε 

ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ. Πξαγκαηνπνίεζαλ πεηξάκαηα ζπλ-δηακφιπλζεο ηεο 

hGDH1 θαη ηεο hGDH2 ζπδεπγκέλεο κε ηελ πξσηεΐλε EGFP (Enhanced Green 

Fluorescent Protein) (hGDH1-EGFP & hGDH2-EGFP) θαη ηνπ πεπηηδίνπ DsRed2 (θφθθηλε 

θζνξίδνπζα πξσηεΐλε απφ ην Discosoma, DsRed2) ζπδεπγκέλν κε ην ζηληάιν 

κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηεο αλζξψπηλεο νμεηδάζεο ηνπ θπηνρξψκαηνο c (cytochrome c 

oxidase subunit VIII) (Mito), ην νπνίν ρξεζηκνπνηήζεθε σο κηηνρνλδξηαθφο κάξηπξαο, ζε 

δηαθνξεηηθέο θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ (Mastorodemos et al, 2005; Mastorodemos et 

al 2009; Kotzamani et al, 2012). Πην ζπγθεθξηκέλα πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα ζε 
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θχηηαξα CHO (θχηηαξα σνζήθεο θηλέδηθνπ ράκζηεξ), COS7 (λεθξηθά θχηηαξα πηζήθνπ), 

HEK293 (αλζξψπηλα εκβξπηθά λεθξηθά θχηηαξα), HeLa (αλζξψπηλα θχηηαξα θαξθίλνπ ηεο 

κήηξαο) θαη SHSY-5Y (θχηηαξα αλζξψπηλνπ λεπξνβιαζηφκαηνο) (Mastorodemos et al, 

2005; Mastorodemos et al 2009; Kotzamani et al, 2012). Βξέζεθε φηη θαη νη δχν 

αλζξψπηλεο ηζνκνξθέο ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο ζπλεληνπίδνληαη κε ηνλ 

κηηνρνλδξηαθφ κάξηπξα (Δηθόλα 1.9) (Mastorodemos et al, 2005; Mastorodemos et al, 

2009; Kotzamani et al, 2012).  

Ζ εξεπλεηηθή νκάδα ησλ Rosso θαη ησλ ζπλεξγαηψλ ηνπο έθαλαλ πεηξάκαηα 

δηακφιπλζεο κε hGDH1-EGFP ή κε hGDH2-EGFP ζε ζπλδπαζκφ κε ρξψζε ησλ 

κηηνρνλδξίσλ κε Mito-tracker θαη βξήθαλ φηη ε hGDH2-EGFP δηακεξηζκαηνπνηείηαη θπξίσο 

ζηα κηηνρφλδξηα, ελψ ε hGDH1 εληνπίδεηαη ζηα κηηνρφλδξηα αιιά είλαη θαη δηάζπαξηε ζην 

θπηνζφιην (Rosso et al, 2008). Αλαθέξνπλ φηη ε hGDH2 εμειίρζεθε ψζηε λα έρεη απμεκέλε 

ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ζε ζρέζε κε ηελ hGDH1 θαη φηη απηφ νθείιεηαη ζε κία 

ακηλνμηθή αιιαγή ζηε ζέζε 7 ηνπ Ν53 ζηε hGDH2 (Rosso et al, 2008).  

 

 

Δηθόλα 1.9 Οη πξσηεΐλεο hGDH1 θαη hGDH2 δηακεξηζκαηνπνηνχληαη ζηα κηηνρφλδξηα ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο 
ζειαζηηθψλ. Μεηαζρεκαηηζκφο θπηηάξσλ COS7 θαη HEK293 έηζη, ψζηε λα ππεξεθθξάδνπλ ηαπηφρξνλα ηηο 
πξσηεΐλεο hGDH1-EGFP ή hGDH2-EGFP κε ηνλ κηηνρνλδξηαθφ κάξηπξα DsRed2-Mito θαη ζπλεζηηαθή 
κηθξνζθνπία. (Γήκεηξα Κνηδακάλε)  

 

Πεηξάκαηα δηακφιπλζεο εκβξπηθψλ λεθξηθψλ θπηηάξσλ HEK293 ζε ζπλδπαζκφ κε 

ελδνθπηηαξηθή θιαζκάησζε έδεημαλ φηη ε hGDH2 ζπδεπγκέλε κε ην EGFP 

δηακεξηζκαηνπνηείηαη θπξίσο ζην κηηνρνλδξηαθφ θιάζκα (Δηθόλα 1.10.Α) (Mastorodemos 

et al, 2009; Kotzamani & Plaitakis, 2012). Αληίζεηα, ζηα λεπξηθά θχηηαξα SHSY-5Y, ε 

hGDH2-EGFP εληνπίδεηαη ζην κηηνρνλδξηαθφ (ψξηκε κνξθή ηεο) θαη ζην 

θπηηαξνπιαζκαηηθφ θιάζκα (άθνπε κνξθή ηεο) (Δηθόλα 1.10.Β) (Mastorodemos et al, 

2009).  
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Α  

Β  

Δηθόλα 1.10 Σν Ν53 ηεο hGDH2 είλαη απαξαίηεην γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή ηεο ζηφρεπζε. Μεηαζρεκαηηζκφο 
θπηηάξσλ HEK293 (A) θαη SHSY-5Y (B) ψζηε λα εθθξάδνπλ ηηο πξσηεΐλεο hGDH2 (wt & Γ53, πξνέξρνληαη 
απφ ην γνλίδην GLUD2) ζπδεπγκέλεο κε ην EGFP θαη ππνθπηηαξηθή θιαζκάησζε. Αλνζναπνηχπσζε θαηά 
Western κε a-GFP θαη MnSOD (κηηνρνλδξηαθφο κάξηπξαο). (Mastorodemos et al, 2009) 

 

Πεηξάκαηα ζπλ-δηακφιπλζεο θπηηαξηθψλ ζεηξψλ ζειαζηηθψλ ζε ζπλδπαζκφ κε 

ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία έδεημαλ φηη νη αλζξψπηλεο γινπηακηθέο αθπδξνγνλάζεο 

ζπλεληνπίδνληαη κεξηθψο κε ην πεπηίδην κάξηπξα ηνπ ER (Δηθόλα 1.11.Α), αιιά δελ 

θαίλεηαη λα ζπλεληνπίδνληαη κε ην πεπηίδην κάξηπξα γηα ηα λνπθιενζψκαηα (Δηθόλα 

1.11.Β) (Mastorodemos et al, 2009).  
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  Α    

      

Β  

Δηθόλα 1.11 Οη hGDHs κπνξεί λα εληνπίδνληαη κεξηθψο ζην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν, αιιά φρη ζηα 
λνπθιενζψκαηα. Μεηαζρεκαηηζκφο θπηηάξσλ ζειαζηηθψλ κε ηελ hGDH1-EGFP ή ηελ hGDH2-EGFP ζε 
ζπλδπαζκφ κε (A) ηνλ κάξηπξα ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ (DsRed2-ER) ή (Β) ηνλ κάξηπξα ησλ 
λνπθιενζσκάησλ (DsRed2-Nuc) θαη ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία. (Mastorodemos et al, 2009) 
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8. Δίζνδνο ησλ hGDHs ζηα κηηνρόλδξηα 

Οη αλζξψπηλεο γινπηακηθέο αθπδξνγνλάζεο έρνπλ έλα αζπλήζηζηα κεγάιν Ν-ηειηθφ 

ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο, ην νπνίν απνηειείηαη απφ 53 ακηλνμέα (N53) θαη 

θφβεηαη φηαλ νη hGDHs εηζέιζνπλ ζηα κηηνρφλδξηα (Mihara et al, 1982; Mavrothalassitis et 

al, 1988). Σν Ν53 ησλ hGDHs είλαη ιηγφηεξν ζπληεξεκέλν (νκνινγία 83%) ζε ζρέζε κε ην 

ψξηκν ηκήκα ηνπο (νκνινγία 97%) (Δηθόλα 1.11). Πεηξάκαηα ζπλεζηηαθήο κηθξνζθνπίαο 

θαζψο θαη πεηξάκαηα ππνθπηηαξηθήο θιαζκάησζεο ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ 

έδεημαλ φηη ην πεπηίδην Ν53 είλαη απαξαίηεην γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε θαη ησλ δχν 

ηζνκνξθψλ ησλ hGDHs (Δηθόλα 1.10 & 1.12) (Mastorodemos et al, 2009; Kotzamani & 

Plaitakis, 2012).  
 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 
hGDH1      MYRYLGEALLLSRAGPAALGSASADSAALLGWARGQPAAAPQPGLALAARRHYSEAVADR 

hGDH2      MYRYLAKALLPSRAGPAALGSAANHSAALLGRGRGQPAAASQPGLALAARRHYSELVADR 

           *****.:*** ***********: .****** .******* ************** **** 

 

hGDH1      EDDPNFFKMVEGFFDRGASIVEDKLVEDLRTRESEEQKRNRVRGILRIIKPCNHVLSLSF 

hGDH2      EDDPNFFKMVEGFFDRGASIVEDKLVKDLRTQESEEQKRNRVRGILRIIKPCNHVLSLSF 

           **************************:****:**************************** 

 

hGDH1      PIRRDDGSWEVIEGYRAQHSQHRTPCKGGIRYSTDVSVDEVKALASLMTYKCAVVDVPFG 

hGDH2      PIRRDDGSWEVIEGYRAQHSQHRTPCKGGIRYSTDVSVDEVKALASLMTYKCAVVDVPFG 

           ************************************************************ 

 

hGDH1      GAKAGVKINPKNYTDNELEKITRRFTMELAKKGFIGPGIDVPAPDMSTGEREMSWIADTY 

hGDH2      GAKAGVKINPKNYTENELEKITRRFTMELAKKGFIGPGVDVPAPDMNTGEREMSWIADTY 

           **************:***********************:*******.************* 

 

hGDH1      ASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTPGFG 

hGDH2      ASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTPGFR 

           ***********************************************************  

 

hGDH1      DKTFVVQGFGNVGLHSMRYLHRFGAKCIAVGESDGSIWNPDGIDPKELEDFKLQHGSILG 

hGDH2      DKTFVVQGFGNVGLHSMRYLHRFGAKCIAVGESDGSIWNPDGIDPKELEDFKLQHGSILG 

           ************************************************************ 

 

hGDH1      FPKAKPYEGSILEADCDILIPAASEKQLTKSNAPRVKAKIIAEGANGPTTPEADKIFLER 

hGDH2      FPKAKPYEGSILEVDCDILIPAATEKQLTKSNAPRVKAKIIAEGANGPTTPEADKIFLER 

           *************.*********:************************************ 

 

hGDH1      NIMVIPDLYLNAGGVTVSYFEWLKNLNHVSYGRLTFKYERDSNYHLLMSVQESLERKFGK 

hGDH2      NILVIPDLYLNAGGVTVSYFEWLKNLNHVSYGRLTFKYERDSNYHLLLSVQESLERKFGK 

           **:********************************************:************ 

 

hGDH1      HGGTIPIVPTAEFQDRISGASEKDIVHSGLAYTMERSARQIMRTAMKYNLGLDLRTAAYV 

hGDH2      HGGTIPIVPTAEFQDSISGASEKDIVHSALAYTMERSARQIMHTAMKYNLGLDLRTAAYV 

           *************** ************.*************:***************** 

 

hGDH1      NAIEKVFKVYNEAGVTFT 

hGDH2      NAIEKVFKVYSEAGVTFT 

           **********.*******  

Δηθόλα 1.12 Οη αλζξψπηλεο γινπηακηθέο αθπδξνγνλάζεο εκθαλίδνπλ πςειή νκνινγία. Απνηέιεζκα 
πνιιαπιήο ζηνίρηζεο ηεο hGDH1 θαη ηεο hGDH2 κε ην πξφγξακκα Clustal Omega.  
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Σα πεπηίδηα Ν53 ησλ hGDHs δηαθέξνπλ απφ ηα πεξηζζφηεξα MTS εμαηηίαο ηνπ 

ηδηαίηεξα κεγάινπ κεγέζνπο ηνπο θαη ηεο πνιππινθφηεηαο ηεο δνκήο ηνπο. Σα πεπηίδηα 

Ν53 ησλ hGDHs πξνβιέπεηαη λα έρνπλ ηελ ηάζε ζρεκαηηζκνχ δχν δηαθνξεηηθψλ α-

ειίθσλ, ηεο α1 (1-10αα) θαη ηεο α2 (ακηλνμέα 16-32αα) νη νπνίεο ρσξίδνληαη απφ κηθξέο 

ζηξνθέο (Δηθόλα 1.13) (Kotzamani & Plaitakis, 2012).  

 

 

Δηθόλα 1.13 Γηαγξακκαηηθή απεηθφληζε ηεο δνκήο ηνπ Ν53 ησλ hGDH1 θαη hGDH2. Σν Ν53 θαη ησn δχν 
hGDHs έρεη ηελ ηάζε ζρεκαηηζκνχ δχν ακθηπαζψλ α-ειίθσλ, ηεο α1 (ακηλνμέα 1-10) θαη ηεο α2 (ακηλνμέα 
16-32). Σν ςαιίδη δείρλεη ηε ζέζε θνπήο ην Ν53. (Σπλεξγαζία κε Γήκεηξα Κνηδακάλε) 

 

Πεηξάκαηα ζπλ-δηακφιπλζεο ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ ζε ζπλδπαζκφ κε 

ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία έδεημαλ φηη ε α1 έιηθα είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή 

ζηφρεπζε ηεο hGDH2 (Δηθόλα 1.14) (Kotzamani & Plaitakis, 2012).  

 

 

Δηθόλα 1.14 H έιηθα α1 είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε ηεο hGDH2. Γηακφιπλζε θπηηάξσλ 
HEK293 ψζηε εθθξάδνπλ ηαπηφρξνλα ηηο πξσηεΐλεο hGDH2-EGFP, Γ53hGDH2-EGFP ή Γα1hGDH2-EGFP 
κε ηνλ πβξηδηθφ πεπηίδην κάξηπξα DsRed2-Mito θαη ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία. (Γήκεηξα Κνηδακάλε) 
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Αλ θαη πξνο ην παξφλ δελ θαίλεηαη λα έρνπλ αληρλεπζεί κεηαιιάμεηο ζην Ν53 ησλ 

hGDHs πνπ λα ζπζρεηίδνληαη κε αλζξψπηλεο αζζέλεηεο, έρεη εληνπηζηεί ε χπαξμε ελφο 

αξθεηά ζπρλνχ πνιπκνξθηζκνχ πνπ αθνξά ηελ αληηθαηάζηαζε ηεο Arg ζηε ζέζε 35 ζε 

Gly ζηε hGDH2 κε ζπρλφηεηα ~ 18% ζηνλ αλζξψπηλν πιεζπζκφ, ε νπνία έρεη άγλσζηε 

κέρξη ζήκεξα βηνινγηθή θαη θιηληθή ζεκαζία (Plaitakis et al, 2010; Dimovassili et al, oral 

communication).  

 

Γ. Ο ΢ΑΚΥΑΡΟΜΤΚΖΣΑ΢ Χ΢ ΟΡΓΑΝΗ΢ΜΟ΢ – ΜΟΝΣΔΛΟ  

 

Ο ζαθραξνκχθεηαο S. cerevisiae είλαη έλαο κνλνθχηηαξνο νξγαληζκφο, κε ρξφλν 

δηπιαζηαζκνχ 1.5-2h, ν νπνίνο κπνξεί λα θαιιηεξγεζεί εχθνια θαη κε ρακειφ θφζηνο. Σνλ 

ηειεπηαίν αηψλα ν S. cerevisiae έρεη ρξεζηκνπνηεζεί πάξα πνιχ σο νξγαληζκφο κνληέιν 

γηα ηα επθαξπσηηθά θχηηαξα, εμαηηίαο ηεο επθνιίαο ζην ρεηξηζκφ ηνπ, ηνπ ρακεινχ θφζηνπο 

θαιιηέξγεηάο ηνπ, ηνπ κηθξνχ ρξφλνπ δηπιαζηαζκνχ ηνπ θαη ηεο κεγάιεο πνηθηιίαο ηερληθψλ 

θαη κεζφδσλ πνπ κπνξνχλ λα εθαξκνζηνχλ ζε απηφλ. Έρεη αιιεινπρεζεί πιήξσο ην 

γνληδίσκα ηνπ ζαθραξνκχθεηα θαη έρνπλ δεκηνπξγεζεί πνιιέο βηβιηνζήθεο δηαθνξεηηθψλ 

ζηειερψλ ηνπ (Botstein & Fink, 2011). Πεξίπνπ 1000 γνλίδηα ηνπ ζαθραξνκχθεηα είλαη 

κέιε απφ νξζφινγεο πξσηεΐλεο πνπ ζπζρεηίδνληαη κε αλζξψπηλεο αζζέλεηεο (Heinicke et 

al, 2007) θαη σο εθ ηνχηνπ, ν ζαθραξνκχθεηαο έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ζηελ δεκηνπξγία 

θαηλνχξγησλ θαξκάθσλ (Ma et al, 2001). Πνιιέο αζζέλεηεο ηνπ αλζξψπνπ έρνπλ 

κειεηεζεί ρξεζηκνπνηψληαο σο νξγαληζκφ κνληέιν ην ζαθραξνκχθεηα, φπσο γηα 

παξάδεηγκα ζηελ πεξίπησζε ηνπ κε πνιππνεηδνχο θαξθίλνπ ηνπ παρένο εληέξνπ 

(HNPCC, Hereditary nonpolyposis colorectal cancer) (Strand et al, 1993). Μηα πνιχ 

πξφζθαηε κειέηε έδεημε, κάιηζηα, φηη πεξίπνπ ην 47% ησλ νκφινγσλ αλζξψπηλσλ 

γνληδίσλ κπνξνχλ λα αληηθαηαζηήζνπλ ηα νκφινγά ηνπο ζην ζαθραξνκχθεηα (Kachroo et 

al, 2015).  

 Ο ζαθραξνκχθεηαο έρεη ρξεζηκνπνηεζεί εθηελψο γηα ηελ κειέηε ηεο βηνγέλεζεο θαη 

ηεο ιεηηνπξγίαο ησλ κηηνρνλδξίσλ (Altmann et al, 2007). Απηφ νθείιεηαη, εθηφο ησλ άιισλ, 

ζην γεγνλφο φηη ηα θχξηα κνλνπάηηα εηζφδνπ πξσηετλψλ ζηα κηηνρφλδξηα είλαη αξθεηά 

ζπληεξεκέλα απφ ην ζαθραξνκχθεηα κέρξη ηνλ άλζξσπν. Σέινο, κπνξεί λα απνκνλσζεί 

ζρεηηθά εχθνια κεγάιε πνζφηεηα κηηνρνλδξίσλ απφ ην ζαθραξνκχθεηα θαη ηα κηηνρφλδξηα 

λα απνζεθεπηνχλ ζηνπο -80ν C ρσξίο λα ράζνπλ ηελ ελεξγφηεηά ηνπο γηα κήλεο έσο 

ρξφληα.  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 2
ν
  

 

Α. ΢ΚΟΠΟ΢ ΣΖ΢ ΔΡΓΑ΢ΗΑ΢ 

 

Κχξηνο ζθνπφο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο ήηαλ ε απνζαθήληζε  ηνπ ηξφπνπ 

κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηεο αλζξψπηλεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο 

(Κεθάιαην Α) θαη ε κειέηε ηεο αξρηθήο εκθάληζεο θαη εμέιημεο ηεο 

κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο ζηα επθαξπσηηθά 

θχηηαξα (Κεθάιαην Β). ΢πγθεθξηκέλα, πξνζπαζήζακε λα απαληήζνπκε ηα 

εμήο εξσηήκαηα αλά θεθάιαην: 
 

 

Κεθάιαην 1: Μηηνρνλδξηαθή ζηόρεπζε ηεο αλζξώπηλεο 

γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο: δνκή ζηληάινπ ζηόρεπζεο θαη 

ιεηηνπξγία  

 Πνηνο είλαη ν ξφινο ηνπ Ν53 ησλ hGDHs; 

 Ση παίδεη πην ζεκαληηθφ ξφιν ζηνλ ζσζηφ κηηνρνλδξηαθφ εληνπηζκφ 

ησλ hGDHs, ε ακθηπαζηθφηεηα, ε ειηθνεηδήο δνκήο, ε χπαξμε θάπνησλ 

ζπγθεθξηκέλσλ ακηλνμέσλ ή ην θνξηίν; 

 Γηαηί νη hGDHs έρνπλ ηφζν κεγάιν ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο; 

 Πνηνο είλαη ν ξφινο ησλ επηκέξνπο α-ειίθσλ; 

 Τπάξρνπλ πνιπκνξθηζκνί ζην Ν53 ησλ hGDHs πνπ λα ζρεηίδνληαη κε 

αζζέλεηεο ζηνλ άλζξσπν; Αλ λαη, πνηνο είλαη ν ξφινο ηνπο ζε απηέο;  

 

Κεθάιαην 2: Δμέιημε ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο ζηόρεπζεο ηεο 

γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο 

 Πνηνί νξγαληζκνί εκθαλίδνπλ GDH κε κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε;  

 Γηαηί θάπνηνη νξγαληζκνί εκθαλίδνπλ δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε ηεο 

GDH; Δίλαη έλα θνηλφ ραξαθηεξηζηηθφ ηεο GDH ζε φινπο ηνπο 

επθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο; Ση εμειηθηηθφ πιενλέθηεκα έρεη απηφ;  

 Με πνην κεραληζκφ δεκηνπξγείηαη ε δηηηή ζηφρεπζε ηεο GDH;  
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 Πφηε μεθίλεζε ε κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε θαη πψο εμειίρζεθε ην 

MTS ηεο GDH;  

 Ζ κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε ηεο GDH παξέκεηλε ζπληεξεκέλε ζε 

φινπο ηνπο νξγαληζκνχο απφ ηε ζηηγκή πνπ δεκηνπξγήζεθε; Αλ φρη, 

γηαηί; 

 Σν MTS ηεο GDH ησλ εμειηθηηθά θαηψηεξσλ νξγαληζκψλ κπνξεί λα 

νδεγήζεη κε κηηνρνλδξηαθέο πξσηεΐλεο ζηα κηηνρφλδξηα; Σν MTS ηεο 

GDH ησλ εμειηθηηθά θαηψηεξσλ νξγαληζκψλ κπνξεί λα 

αληηθαηαζηήζεη απηφ ησλ αλζξψπηλσλ ηζνκνξθψλ, ψζηε λα 

νδεγήζεη ην ψξηκν ηκήκα ησλ hGDHs ζηα κηηνρφλδξηα;  

 Σν MTS ηεο GDH έγηλε πην ηζρπξφ σο πξνο ηελ ηθαλφηεηα 

κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο παξάιιεια κε ηελ πνιππινθφηεηα θαη 

ηελ εμέιημε ησλ νξγαληζκψλ ή φρη;  

 H αχμεζε ηνπ κεγέζνπο ηνπ MTS ηεο GDH εμππεξεηεί θάπνην 

ζθνπφ ή απνηειεί απιά έλα εμειηθηηθφ θαηάινηπν;  
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Β. ΜΔΘΟΓΟΛΟΓΗΑ 

 

Ζ παξνχζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή απνηειεί ηκήκα κηαο επξχηεξεο κειέηεο 

ζρεηηθά κε ηελ κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο ηνπ 

αλζξψπνπ ρξεζηκνπνηψληαο σο πεηξακαηηθφ κνληέιν ηνλ ζαθραξνκχθεηα S. 

cerevisiae θαη αλζξψπηλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο. Ζ παξνχζα κειέηε 

πξαγκαηνπνηήζεθε ππφ ηελ θαζνδήγεζε ηνπ θαζεγεηή θ. Κψζηα Σνθαηιίδε 

ζην Ηλζηηηνχην Μνξηαθήο Βηνινγίαο θαη Βηνηερλνινγίαο ηνπ Ηδξχκαηνο 

Σερλνινγίαο θαη Έξεπλαο (ΗΣΔ).  

΢εκεηψλεηαη φηη ηα πεηξάκαηα ζηηο θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ απφ ηελ λεπξνιφγν ηαηξφ θαη ππνςήθηα δηδάθηνξα ηνπ 

Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο, θα Γήκεηξα Κνηδακάλε ζην ζπλεξγαδφκελν 

Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο ηεο Ηαηξηθήο ΢ρνιήο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο 

(δ/ληεο ν νκφηηκνο θαζεγεηήο θ. Αλδξέαο Πιατηάθεο) ζε ζπλεξγαζία κε ηνλ 

επίθνπξν θαζεγεηή Νεπξνινγίαο, θ. Γηάλλε Εαγαλά. 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3
ν
: ΤΛΗΚΑ & ΜΔΘΟΓΟΗ  

 

1. Σερληθέο κνξηαθήο βηνινγίαο 

 

1.1 Σερληθέο αλαζπλδπαζκέλνπ DNA 

  ΢ηελ παξνχζα εξγαζία, εθαξκφζηεθαλ κνξηαθέο ηερληθέο πνπ 

πεξηγξάθνληαη ζην εξγαζηεξηαθφ εγρεηξίδην ησλ Maniatis θαη ζπλεξγαηψλ 

(Maniatis et al, 1982) θαη ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη πιαζκηδηαθνί θνξείο πνπ 

αλαθέξνληαη ζηνλ Πίλαθα 3.1.  

Πίλαθαο 3.1 Πιαζκηδηαθνί θνξείο. 

Πιαζκίδην Πξνέιεπζε Αληηβηνηηθό επηινγήο 

pSP64 Promega Ακπηθηιιίλε (50κg/ml) 

pSP65 Promega Ακπηθηιιίλε (50κg/ml) 

pEGFP-N3 BD Biosciences Clontech Καλακπθίλε (30κg/ml) 

pET24 Novagen Καλακπθίλε (30κg/ml) 

pRS316-up40 Πξνεγνχκελα κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ Ακπηθηιιίλε (50κg/ml) 

  

Γηα ηηο πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο ηα πεξηζζφηεξα ελζέκαηα 

πνιιαπιαζηάζηεθαλ κε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο ή πξνέθπςαλ 

απφ in vitro δηκεξηζκφ ζπληηζέκελσλ κηθξψλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ (oligos). Οη 

πιαζκηδηαθνί θνξείο θαη ηα ελζέκαηα θφπεθαλ κε ηα θαηάιιεια έλδπκα 

πεξηνξηζκνχ (Minotech Biotechnology & New England Biolabs). Γηα ηελ 

εηζαγσγή κηθξψλ ελζεκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε δηκεξηζκφο κέζσ 

πβξηδνπνίεζεο in vitro ζπληηζέκελσλ κηθξψλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ, ηα νπνία 

είραλ θαηαζθεπαζηεί ψζηε λα έρνπλ θνιιψδε άθξα, θαηάιιεια γηα λα 

ελσζνχλ κε ηα πιαζκίδηα-θνξείο. ΢ηε ζπλέρεηα, θαη ζηηο δχν πεξηπηψζεηο νη 

πιαζκηδηαθνί θνξείο ελψζεθαλ κε ηα ελζέκαηα κε ηε ρξήζε DNA ιηγάζεο (T4 

DNA Ligase ή T4 DNA Ligase Quick, MINOTECH Biotechnology). 

Αθνινχζεζε κεηαζρεκαηηζκφο ζε βαθηεξηαθά θχηηαξα ζηειέρνπο DH5α(+). Οη 

πεξηζζφηεξεο πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο ειέγρζεθαλ κε αιπζηδσηή αληίδξαζε 

απνηθηψλ (colony PCR) θαη κε πεξηνξηζηηθή αλάιπζε ησλ πιαζκηδίσλ 

(digestion test). Όιεο νη πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο ειέγρζεθαλ κε αιιεινχρηζε 

ησλ εληηζέκελσλ γνληδίσλ (Macrogen).  
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Πίλαθαο 3.2 Πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο (Clonings). 
Πιαζκηδηαθόο  

θνξέαο 

Έλζεκα Γεκηνπξγία 
ελζέκαηνο 

Πεξηνξηζηηθέο 
Θέζεηο 

Καηαζθεπή 

pSP64 GLUD1 Subcloning BamHI / EcoRI Γ. Κνηδακάλε 

pSP65 GLUD2 Subcloning EcoRI / EcoRI Γ. Κνηδακάλε 

pSP64 Γ53GLUD1 PCR BamHI / EcoRI Γ. Κνηδακάλε 

pSP64 Γ53GLUD2 PCR BamHI / EcoRI Παξνχζα κειέηε 

pSP64 Γα1GLUD2 PCR BamHI / EcoRI Παξνχζα κειέηε 

pSP65::DHFR N53 (GLUD1) PCR EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pSP65::DHFR N53 (GLUD2) PCR EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pSP64::DHFR α1 (GLUD2) Ds oligo annealing BamHI / EcoRI Παξνχζα κειέηε 

pSP65::DHFR α2 (GLUD2) Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pSP65::DHFR α1α2 (GLUD2) Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pSP65::DHFR α2α1 (GLUD2) Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pSP64::Γ53GLUD2 α1 (GLUD2) Ds oligo annealing PstI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pSP64::Γ53GLUD2 α1α2 (GLUD2) Ds oligo annealing PstI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pSP64::His GLUD1 Subcloning NdeI / XhoI Παξνχζα κειέηε 

pSP65::DHFR MTS-GDH (T. 
thermophila) 

Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pSP65::DHFR MTS-GDH (C. 
elegans) 

Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pSP65::DHFR MTS-GDH (D. 
melanogaster) 

Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pSP65::DHFR MTS-GDH (X. 
laevis) 

Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pSP64::Γ53GLUD2 MTS-GDH (T. 
thermophila) 

Ds oligo annealing PstI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3::EGFP N53  (GLUD1) PCR EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3::EGFP N53  (GLUD2) PCR EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3::EGFP α1 (GLUD2) Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3::EGFP α2(GLUD2) Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3::EGFP α1α2 (GLUD2) Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3::EGFP α2α1 (GLUD2) Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3:: 
Γ53GLUD2-EGFP 

α1 (GLUD2) Ds oligo annealing XhoI / EcoRI Γ. Κνηδακάλε 

pSP64::Γ53GLUD2 α1α2 (GLUD2) Ds oligo annealing PstI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3:: 
Γ53GLUD2-EGFP 

α1α2 (GLUD2) Ds oligo annealing XhoI / EcoRI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3::EGFP MTS-GDH (T. 
thermophila) 

Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3::EGFP MTS-GDH (C. 
elegans) 

Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3::EGFP MTS-GDH (D. 
melanogaster) 

Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3::EGFP MTS-GDH (X. 
laevis) 

Ds oligo annealing EcoRI / BamHI Παξνχζα κειέηε 

pEGFP-N3:: 
Γ53GLUD2-EGFP 

MTS-GDH (T. 
thermophila) 

Ds oligo annealing XhoI / EcoRI Παξνχζα κειέηε 

pET24 GLUD1 PCR NdeI/ XhoI Παξνχζα κειέηε 

pRS316::up40 GLUD1 Subcloning BamHI / EcoRI Παξνχζα κειέηε 

pRS316::up40 GLUD1-R50G-
R51D 

Subcloning BamHI / EcoRI Παξνχζα κειέηε 

pRS316::up40 GLUD1-Y53D-
S54D 

Subcloning BamHI / EcoRI Παξνχζα κειέηε 

* α1, α2: ε 1
ε
  θαη ε2

ε 
 α-έιηθα απφ ην ακηλνηειηθφ ζηληάιν ζηφρεπζεο ηεο GLUD2. 
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1.2 Κισλνπνηήζεηο ζε πιαζκηδηαθνύο θνξείο (Clonings) 

΢ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο εξγαζίαο πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη 

θισλνπνηήζεηο πνπ παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 3.2.  

 

1.3 Μεηαιιαμηγελέζεηο γνληδίσλ (mutagenesis) 

Υξεζηκνπνηήζεθε ην πξσηφθνιιν Quick Change PCR based Quick 

Change Site-directed Mutagenesis γηα ηε δεκηνπξγία ζεκεηαθψλ κεηαιιαγψλ. 

H ζρεδίαζε ησλ ζπλζεθψλ θαη ησλ εθθηλεηψλ (primers) ηεο αιπζηδσηήο 

αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR) έγηλε ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ 

θαηαζθεπαζηή ηνπ ελ ιφγσ πξσηνθφιινπ (Stratagene). Όιεο νη 

κεηαιιαμηγελέζεηο ζηηο πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο ειέγρζεθαλ κε αιιεινχρηζε 

(Macrogen) θαη παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 3.3. 

  

Πίλαθαο 3.3 Μεηαιιαμηγελέζεηο (Mutagenesis). 
Μεηαιιαγκέλν γνλίδην Αξρηθή πιαζκηδηαθή 

θαηαζθεπή 
Καηαζθεπή 

GLUD2-R3A pSP65::GLUD2 Παξνχζα κειέηε 

GLUD2-K7A pSP65::GLUD2 Παξνχζα κειέηε 

GLUD2-R3A-K7A pSP65::GLUD2-R3A Παξνχζα κειέηε 

GLUD2-R3A-K7A-R13A pSP65::GLUD2-R3A-K7A Παξνχζα κειέηε 

GLUD2-R3A-L5A pSP65::GLUD2-R3A Παξνχζα κειέηε 

GLUD2-K7P pSP65::GLUD2 Παξνχζα κειέηε 

GLUD2-L5P pSP65::GLUD2 Παξνχζα κειέηε 

GLUD2-G35R pSP65::GLUD2 Παξνχζα κειέηε 

GLUD1-R51D pSP65-GLUD1 Παξνχζα κειέηε 

GLUD1-R50G-R51D pSP64::GLUD1-R51D Παξνχζα κειέηε 

GLUD1-Y53D-A56L pSP64::GLUD1 Παξνχζα κειέηε 

GLUD1-Y53D-S53D-A56L pSP64::GLUD1-Y53D Παξνχζα κειέηε 

GLUD2-R51D pSP65-GLUD2 Παξνχζα κειέηε 

GLUD2-R50G-R51D pSP64::GLUD2-R51D Παξνχζα κειέηε 

GLUD2-Y53D-A56L pSP64::GLUD2 Παξνχζα κειέηε 

GLUD2-Y53D-S53D-A56L pSP64::GLUD2-Y53D Παξνχζα κειέηε 

EGFP (Delete M1) pEGFP-N3::α1-EGFP
*
 Γ. Κνηδακάλε 

EGFP (Delete M1) pEGFP-N3::α2-EGFP
*
 Γ. Κνηδακάλε 

DHFR-M1G pSP65::α1-DHFR
*
 Παξνχζα κειέηε 

DHFR-M1G pSP65::α2-DHFR
*
 Παξνχζα κειέηε 

Γ53hGDH2-M1G pSP64::α1-Γ53GLUD2* Παξνχζα κειέηε 

Γ53GLUD2-M1G pEGFP-N3-α1-Γ53GLUD2-EGFP* Γ. Κνηδακάλε 

* α1, α2: ε 1
ε
  θαη ε2

ε 
 α-έιηθα απφ ην ακηλνηειηθφ ζηληάιν ζηφρεπζεο ηεο GLUD2. 
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2. Θξεπηηθά δηαιύκαηα, ζπλζήθεο αλάπηπμεο θαη ζηειέρε 

κηθξννξγαληζκώλ 

 

2.1. E. coli 

Υξεζηκνπνηήζεθε ην άγξηνπ ηχπνπ βαθηεξηαθφ ζηέιερνο DH5α(+) γηα 

ηελ δεκηνπξγία θισλνπνηήζεσλ θαη κεηαιιαγηγελέζεσλ ζε πιαζκηδηαθνχο 

θνξείο. Σν ζηέιερνο DH5α(+) αλαπηχρζεθε ζηνπο 37νC ζε ζξεπηηθφ κέζν LB. 

- LB(1Lt): Bacto-tryptone 10g, Yeast extract 5g, NaCl 10g (pH 7 κε 

NaOH) 

 

2.2. S. cerevisiae (yeast) 

 Υξεζηκνπνηήζεθε ην ζηέιερνο D273-10B (MATα) γηα ηελ παξαγσγή 

κηηνρνλδξίσλ πςειήο θαζαξφηεηαο αγξίνπ ηχπνπ ηνπ S. cerevisiae.  

Γηα λα δηεξεπλήζνπκε αλ νη πξσηεΐλεο hGDHs ρξεζηκνπνηνχλ ην θαλάιη 

TIM23 ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο, ην νπνίν είλαη απαξαίηεην 

γηα ηελ είζνδν ησλ πξσηετλψλ ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα, απνκνλψζεθαλ 

κηηνρφλδξηα πςειήο θαζαξφηεηαο απφ ζηέιερνο ζαθραξνκχθεηα, ην νπνίν 

έρεη κηα ζεκεηαθή κεηαιιαγή ζηελ πξσηεΐλε Tim23 (Tim23-G112E, tim23-2) 

πνπ ην θάλεη ζεξκφ-επαίζζεην (Dekker et al, 1997). Σα κηηνρφλδξηα ηνπ 

ζηειέρνπο tim23-2 παξνπζηάδνπλ κεησκέλε ηθαλφηεηα εηζφδνπ ησλ πξσηετλψλ 

πνπ ρξεζηκνπνηνχλ ην θαλάιη TIM23 (Dekker et al, 1997).  

Υξεζηκνπνηήζεθε ην ζηέιερνο ζαθραξνκχθεηα  icp55Γ (MAT alpha, 

can 1-100, ade 2-1, his 3-11,15, leu 2-3,112, trp 1-1, ura 3-1, YER078C::KAN) 

(δσξεά απφ ηελ εξεπλεηηθή νκάδα εξγαζηήξηνπ ηνπ θαζεγεηή Ophry Pines) 

έηζη, ψζηε λα παξαρζνχλ κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα κέηξηαο θαζαξφηεηαο 

(ρσξίο ηε ρξήζε ηνπ πνιπκεξνχο Nycodenz) απφ ηα νπνία απνπζηάδεη ε 

πξσηεάζε Icp55.  

Υξεζηκνπνηήζεθε ην ζηέιερνο ζαθραξνκχθεηα FT5 (MATα, ura3-52, trp 

l-Γ63, his3-Γ200, leu2::PET56) γηα πεηξάκαηα κεηαζρεκαηηζκνχ.  

 ΢ε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο, ηα θχηηαξα κεγάισζαλ ζε ζεξκνθξαζία 30νC 

ζε ζξεπηηθφ κέζν κε πεγή άλζξαθα γιπθφδε ή ιαθηφδε αλάινγα κε ηηο 

αλάγθεο ηνπ πεηξάκαηνο.  
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΢πγθεθξηκέλα, ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα εμήο ζξεπηηθά κέζα: 

- YPD: 2% (w/v) γιπθφδε, 1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) πεπηφλε 

- YPLactate: 2% (w/v) ιαθηφδε, 1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) 

πεπηφλε (pH 5.5 κε KOH) 

 

2.3. Μεηαζρεκαηηζκόο θπηηάξσλ ζαθραξνκύθεηα  

Γηα ηνλ κεηαζρεκαηηζκφ θπηηάξσλ ζαθραξνκχθεηα ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

πξσηφθνιιν κε νμηθφ ιίζην (LiAc). Πην ζπγθεθξηκέλα, θαιιηεξγήζεθαλ θχηηαξα 

ζαθραξνκχθεηα κέρξη ηελ εθζεηηθή θάζε ηεο αλάπηπμήο ηνπο (OD ~0.4-0.8). 

Ζ επηζπκεηή πνζφηεηα θπηηάξσλ θπγνθεληξήζεθε ζηηο 3000rpm γηα 5min, 

μεπιχζεθε ρξεζηκνπνηψληαο ½V απνζηεηξσκέλν θαη δηπιά απεζηαγκέλν λεξφ 

(st.ddH2O) θαη θπγνθεληξήζεθε. Σν θπηηαξηθφ ίδεκα πνπ πξνέθπςε, 

επαλαδηαιχζεθε ζε 1ml 100mM LiAc θαη κεηαθέξζεθε ζε ζσιελάθη ηχπνπ 

Δppendorf. Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε ησλ θπηηάξσλ ζηηο 13000rpm γηα 15s. 

΢ηε ζπλέρεηα, πξνζηέζεθαλ ηα εμήο αληηδξαζηήξηα ζην ίδεκα κε ηελ 

αλαθεξφκελε ζεηξά: 240κl 50% PEG, 36κl 1M LiAc, 25 κl ssDNA (2mg/ml), 

DNA (DNA+st.ddH2O=50κl). Μεηά ηελ πξνζζήθε φισλ ησλ αληηδξαζηεξίσλ 

αθνινπζεί έληνλε αλάδεπζε (vortex) γηα 1min. Σν κείγκα ηνπ κεηαζρεκαηηζκνχ 

επσάδεηαη ζηνπο 30νC γηα 30min, πξνηνχ ππνζηεί ζεξκηθφ ζνθ ζηνπο 42νC 

γηα 20min. Σέινο, ηα θχηηαξα θπγνθεληξνχληαη ζηηο 8000rpm γηα 10min, 

αθαηξείηαη ην ππεξθείκελν θαη ζηξψλνπκε ηα θχηηαξα ζε πηάην επηινγήο.  

 

3. Υεηξηζκόο κηηνρνλδξίσλ  

3.1 Απνκόλσζε κηηνρνλδξίσλ από θύηηαξα S. cerevisiae 

 Απνκνλψζεθαλ κηηνρφλδξηα απφ ην αγξίνπ ηχπνπ (D273-10B) θαη 

tim23-2 ζηειέρε S. cerevisiae γηα λα πξαγκαηνπνηεζνχλ πεηξάκαηα εηζφδνπ 

ξαδηελεξγψλ πξφδξνκσλ πξσηετλψλ ζε θαζαξά απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα. 

Σα θχηηαξα ζαθραξνκχθεηα αλαπηχρζεθαλ ζε θαιιηέξγεηα 30L ζε 

ζεξκνθξαζία 30˚C ζε ζξεπηηθφ κέζν πνπ πεξηείρε, εθηφο ησλ άιισλ, θαη 

γαιαθηηθφ νμχ (YPLactate), δεδνκέλνπ ηνπ φηη ην γαιαθηηθφ νμχ δελ κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα παξαγσγή ελέξγεηαο κέζσ γιπθφιπζεο ζην 

θπηηαξφπιαζκα ηνπ ζαθραξνκχθεηα, αιιά κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί απφ ηα 
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κηηνρφλδξηα. Απηφ έρεη σο απνηέιεζκα λα επηβηψλνπλ κφλν ηα θχηηαξα πνπ 

δηαζέηνπλ ιεηηνπξγηθά κηηνρφλδξηα, ηα νπνία απμάλνληαη ζε αξηζκφ. Με απηφλ 

ηνλ ηξφπν κπνξνχλ λα απνκνλσζνχλ κηηνρφλδξηα ζε κεγάιε πνζφηεηα. Ζ 

δηαδηθαζία απνκφλσζεο ησλ κηηνρνλδξίσλ έγηλε ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν 

ησλ Daum θαη ζπλεξγαηψλ, ην νπνίν επηηξέπεη ηελ παξαγσγή κηηνρνλδξίσλ 

θαζαξψλ απφ άιια κεκβξαλψδε νξγαλίδηα, εμαηηίαο ηεο ρξήζεο ηνπ ρεκηθνχ 

Nycodenz (Daum et al, 1982; Glick, 1991).  

 Δπηπιένλ, πξαγκαηνπνηήζεθε απνκφλσζε κηηνρνλδξίσλ κηθξφηεξεο 

θιίκαθαο (αξρηθή θαιιηέξγεηα 2L ζε θάζε πεξίπησζε) θαη κηθξφηεξεο 

θαζαξφηεηαο (ρσξίο ηε ρξήζε ηνπ ρεκηθνχ ζθεπάζκαηνο Nycodenz) απφ ηα 

ζηειέρε ζαθραξνκχθεηα D273-10B θαη icp55Γ ηα νπνία είραλ αλαπηπρζεί ζε 

ζξεπηηθφ κέζν YPD ή ζε YPLactate γηα ηελ δηεμαγσγή πεηξακάησλ εηζφδνπ 

πξσηετλψλ ζε απηά. ΢ε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο,ηα κηηνρφλδξηα απνζεθεχηεθαλ 

ζηνπο -80νC.  

 

3.2 Απνκόλσζε κηηνρνλδξίσλ από ηελ θπηηαξηθή ζεηξά HEK293 

Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε πεηξακάησλ εηζφδνπ ξαδηελεξγά 

ζπληηζέκελσλ πξσηετλψλ ζε απνκνλσκέλα αλζξψπηλα κηηνρφλδξηα, 

απνκνλψζεθαλ κηηνρφλδξηα απφ ηελ θπηηαξηθή ζεηξά HEK293 (αλζξψπηλα 

εκβξπτθά λεθξηθά θχηηαξα) ζε ζπλεξγαζία κε ην Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο ηνπ 

Σκήκαηνο Ηαηξηθήο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο. Πην ζπγθεθξηκέλα, 

απνκνλψζεθαλ κηηνρφλδξηα απφ θχηηαξα HEK293 ρξεζηκνπνηψληαο ην 

Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells, ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ 

θαηαζθεπαζηή (Pierce Biotechnology, Thermo Scientific). ΢ε φιεο ηηο 

πεξηπηψζεηο ειέγρζεθε ε απνκφλσζε ησλ κηηνρνλδξίσλ κε 

αλνζναπνηχπσζε Western κε αληίζσκα a-MnSOD θαη a-actin. 
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3.3.1 Παξαγσγή ξαδηνζεκαζκέλσλ πξσηετλώλ κε ην in vitro ζύζηεκα 

ζύδεπμεο κεηαγξαθήο-κεηάθξαζεο (Coupled Transcription / Translation, 

TNT) 

 Γηα ηελ in vitro παξαγσγή ξαδηελεξγψλ πξσηετλψλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

πιαζκίδηα πςειήο θαζαξφηεηαο θαη ζπγθέληξσζεο, ηα νπνία απνκνλψζεθαλ 

απφ θνιψλα (Qiagen). Ζ ζχλζεζε ξαδηνζεκαζκέλσλ πξσηετλψλ κε 35S-

κεζεηνλίλε πξαγκαηνπνηήζεθε κε βάζε ην πξσηφθνιιν ηνπ θαηαζθεπαζηή ηνπ 

TNT SP6-coupled transcription/translation kit (Promega). Έηζη, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ πιαζκίδηα πνπ θέξνπλ ην επηζπκεηφ θάζε θνξά γνλίδην 

ππφ ηνλ ππνθηλεηή SP6 θαη ε ξαδηνζήκαλζε έγηλε κε 35S-κεζεηνλίλε. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, ρξεζηκνπνηήζεθε ε 35S-κεζεηνλίλε θαη ηα ππφινηπα ακηλνμέα ζε 

κε ξαδηελεξγή κνξθή ζην in vitro ζχζηεκα ζχδεπμεο κεηαγξαθήο-κεηάθξαζεο 

ζε θπηηαξηθφ εθρχιηζκα πξφδξνκσλ εξπζξψλ αηκνζθαηξίσλ απφ θνπλέιη 

(RRL, Rabbit Reticulocyte Lysate). Ζ αληίδξαζε παξαγσγήο ηεο ξαδηελεξγήο 

πξσηεΐλεο έγηλε γηα 90min ζε ζεξκνθξαζία 30νC. H λενζπληηζέκελε πξσηεΐλε 

απνκαθξχλζεθε απφ ηα ξηβνζψκαηα κε θπγνθέληξεζε ζηηο 25000g γηα 30min 

ζηνπο 4νC.  

 

3.3.2 Δίζνδνο ξαδηνζεκαζκέλσλ πξσηετλώλ ζε απνκνλσκέλα 

κηηνρόλδξηα από S. cerevisiae θαη από αλζξώπηλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο 

γηα αλάιπζε κε απνδηαηαθηηθνύ ηύπνπ ειεθηξνθόξεζε θαη 

απηνξαδηνγξαθία 

 Πξηλ ηελ είζνδν ηεο παξαγφκελεο πξσηεΐλεο ζηα κηηνρφλδξηα θξαηείηαη 

δείγκα, πνπ αληηζηνηρεί ζην 10% ηεο πξσηεΐλεο πνπ εηζάγεηαη ζε απηά 

(απνδηαηεηαγκέλεο ή κε) θαη θνξηψλεηαη δίπια ζηα ππφινηπα δείγκαηα γηα 

ειεθηξνθφξεζε, κε ζηφρν ηε ζπζρέηηζε ηεο in vitro ζχζηεκα παξαγφκελεο 

πξσηεΐλεο κε ηελ πνζφηεηα ηεο πξσηεΐλεο πνπ ηειηθά εηζάγεηαη ζηα 

κηηνρφλδξηα.  

 Γηα ηελ είζνδν ζεκαζκέλσλ κε 35S πξφδξνκσλ πξσηετλψλ ζηα 

κηηνρφλδξηα, ηα κηηνρφλδξηα απφ θχηηαξα ζαθραξνκχθεηα επαλαδηαιχνληαη ζε 

import buffer ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 0,5mg/ml, παξνπζία 2mM ATP θαη 

2,5mM NADH, ελψ ηα κηηνρφλδξηα απφ θχηηαξα HEK293 επαλαδηαιχνληαη ζε 

import buffer ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 0,5mg/ml παξνπζία 2mM KPi θαη 5mM 
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succinate. ΢ηε ζπλέρεηα ηα κηηνρφλδξηα ηνπ ζαθραξνκχθεηα θαη ησλ HEK293 

επσάδνληαη ζηνπο 30˚C θαη ζηνπο 36˚C αληίζηνηρα, γηα 5s–30min, αλάινγα κε 

ηνπο ζηφρνπο ηνπ πεηξάκαηνο. ΢ε πεξίπησζε πεηξάκαηνο θηλεηηθήο, ηα 

δείγκαηα ηνπνζεηνχληαη ζηνλ πάγν γηα λα ζηακαηήζεη ε αληίδξαζε ζηηο 

αληίζηνηρεο ρξνληθέο ζηηγκέο. Αθνινπζεί ε απνκφλσζε ησλ κηηνρνλδξίσλ κε 

θπγνθέληξεζε γηα 5min ζηηο 16100g ζε ζεξκνθξαζία 4˚C κε ζηφρν ηελ 

απνκάθξπλζε ηεο ξαδηελεξγήο πξσηεΐλεο πνπ δελ εηζήρζεθε ζηα 

κηηνρφλδξηα.  

΢ηε ζπλέρεηα, ην ίδεκα ησλ κηηνρνλδξίσλ επαλαδηαιχεηαη ζε ηζνηνληθφ 

δηάιπκα (Breaking Buffer), παξνπζία θαηάιιειεο ζπγθέληξσζεο πξσηετλάζεο 

Κ (PK, 0,1mg/ml ή 0,05mg/ml) ή ηξπςίλεο (trypsin, 0,1mg/ml) κε ή ρσξίο ηελ 

πξνζζήθε ηνπ απνξξππαληηθνχ Triton (TX-100, 1%). Καηφπηλ επσάδεηαη γηα 

30min ζηνπο 4°C γηα ηελ απνκάθξπλζε ησλ ξαδηελεξγψλ κνξίσλ, πνπ έρνπλ 

θνιιήζεη ζηα ηνηρψκαηα εμσηεξηθά ησλ κηηνρνλδξίσλ. ΢εκεηψλεηαη φηη ε PK 

είλαη κία γεληθή πξσηεάζε ε νπνία απελεξγνπνηείηαη απφ ηνλ αλαζηνιέα 

PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluoride), ελψ ε trypsin θφβεη ην C-ηειηθφ κέξνο 

ησλ πξσηετλψλ κεηά απφ ιπζίλε ή αξγηλίλε, εθηφο αλ αθνινπζείηαη απφ 

πξνιίλε θαη απελεξγνπνηείηαη απφ ην SBTI (Soybean Trypsin Inhibitor). Σν 

απνξξππαληηθφ TX-100 δηαιπηνπνηεί ηηο κεκβξάλεο, κε απνηέιεζκα λα 

κπνξνχλ λα απνηθνδνκεζνχλ νη κηηνρνλδξηαθέο πξσηεΐλεο κέζα ζηα 

κηηνρφλδξηα απφ ηηο πξσηεάζεο θαη ρξεζηκνπνηείηαη σο κάξηπξαο ειέγρνπ ηεο 

δξάζεο ησλ πξσηεαζψλ. Ζ αληίδξαζε ζηακαηάεη κε ηελ πξνζζήθε PMSF 

(1mM) ή SBTI (1mg/ml) γηα 10min ζηνπο 4˚C θαη ηα κηηνρφλδξηα 

απνκνλψλνληαη μαλά κε ηηο παξαπάλσ ίδηεο ζπλζήθεο θπγνθέληξεζεο. Σέινο, 

ην ίδεκα επαλαδηαιχεηαη ζε 7-15κl Laemmli sample buffer (2x) κε β-

κεξθαπηναηζαλφιε (δηαζπά ηνπο δηζνπιθηδηθνχο δεζκνχο αλάκεζα ζηηο 

πξσηεΐλεο) θαη ηα δείγκαηα βξάδνληαη ζε ζεξκνθξαζία 95˚C γηα 5min. 

Σα δείγκαηα αλαιχνληαη κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα 

πνιπαθξηιακίδεο. Σν πήθησκα πνιπαθξηιακίδεο επσάδεηαη ζε Destaining 

buffer, ην νπνίν πεξηέρεη, κεηαμχ ησλ άιισλ, νμηθφ νμχ γηα ηελ κνληκνπνίεζε 

ησλ πξσηετλψλ θαη γιπθεξφιε γηα λα απμεζεί ε αλζεθηηθφηεηα ηνπ 

πεθηψκαηνο. ΢ηε ζπλέρεηα ην πήθησκα μεπιέλεηαη κε λεξφ θαη ζηεγλψλεηαη ζε 

ζπζθεπή Gel Dryer γηα 40-60min. Σέινο, ην πήθησκα κεηαθέξεηαη ζε θαζέηα 

γηα έθζεζε 12 ή πεξηζζφηεξσλ σξψλ ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Καηφπηλ 
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εκθαλίδεηαη ζε ςεθηαθή εηθφλα ζε δηάηαμε απηνξαδηνγξαθίαο κε 

θσηνθσηαχγεηα, ηχπνπ Phosphorimager (STORM Instruments) εθνδηαζκέλε 

κε θαζέηα απνζήθεπζεο θσζθνξηζκνχ (phosphor storage plate) κε 

BaFBr:Eu+2, πνπ ζαξψλεηαη κε laser ζηελ πεξηνρή ηνπ εξπζξνχ (635nm) 

παξέρνληαο κέζσ ηνπ εθπεκπφκελνπ θσηφο ζηελ πεξηνρή ηνπ κπιε (390nm) 

ζηνηρεία γηα ηελ θαηαλνκή ηεο ξαδηελέξγεηαο κε πςειή ρσξηθή δηαθξηηηθή 

ηθαλφηεηα.  

Σα δηαιχκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ είλαη ηα αθφινπζα: 

- Breaking Buffer: 0,6M sorbitol, 20mM Hepes pH 7.4 

- Import buffer (2x): 100mΜ Hepes, pΖ 7.1, 1,2M sorbitol, 4mΜ KH2PO4, 

100mΜ KCl, 20mΜ MgCl2, 5mΜ Na2EDTA, 10mΜ L-Methionine, 

2mg/ml Fatty Acid free Bovine Serum Albumin (BSA), 2mΜ ΑΣΡ, 

2.5mΜ NADH 

- 10x Laemmli sample buffer (SB): 0,5M Tris, 8mΜ EDTA, 0.4% SDS pΖ 

6.8, 5% glycerol, 0.001% Bromophenol blue 

- Coomassie: 30% methanol, 10% acetic acid, 0,2% R-250 

- Destaining buffer: 15% methanol, 10% acetic acid 

 

3.3.3 Γεκηνπξγία κηηνπιαζηώλ (mitoplasting) θαη εθρύιηζε κε αλζξαθηθό 

λάηξην (carbonate extraction) 

Γηα ηε δεκηνπξγία κηηνπιαζηψλ (mitoplasting, MP), δειαδή ηε 

δεκηνπξγία κηηνρνλδξίσλ απαιιαγκέλσλ απφ ηελ εμσηεξηθή ηνπο κεκβξάλε, 

απνκνλψζεθαλ κηηνρφλδξηα κε θπγνθέληξεζε, κεηά ην πείξακα εηζφδνπ ησλ 

ξαδηελεξγψλ πξφδξνκσλ κνξίσλ ζε απηά θαη επαλαδηαιχζεθαλ ζε ππνηνληθφ 

δηάιπκα (1x import buffer). Σα κηηνρφλδξηα αξαηψζεθαλ ζε 8 φγθνπο 20mM 

Hepes-KOH pH 7.4. Ζ επαλαδηάιπζε πξαγκαηνπνηήζεθε παξνπζία ή 

απνπζία ηξπςίλεο (0,1 mg/ml) γηα 30min ζηνπο 4oC θαη αθνινχζεζε 

πξνζζήθε SBTI (1mg/ml) γηα 10min ζηελ ίδηα ζεξκνθξαζία. ΢ηε ζπλέρεηα, ηα 

δείγκαηα θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 16.000g γηα 5min ζηνπο 4°C, φπνπ ην 

ππεξθείκελν (δηακεκβξαληθφο ρψξνο) δηαρσξίδεηαη απφ ην ίδεκα (κηηνπιάζηεο 

θαη ζξαχζκαηα ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο). Σν ίδεκα επαλαδηαιπηνπνηήζεθε 

ζε Laemmli sample buffer (2x) κε β-κεξθαπηναηζαλφιε, ελψ ην ππεξθείκελν 

θαηαθξεκλίζηεθε κε TCA (trichloro acetic acid, ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 10%) 



65 

θαη νη πξσηεΐλεο επαλαδηαιχζεθαλ ζε 2x Laemmli sample buffer κε β-

κεξθαπηναηζαλφιε. Σα δείγκαηα αλαιχζεθαλ κε ειεθηξνθφξεζε θαη 

απηνξαδηνγξαθία. 

Γηα ηελ πεξαηηέξσ εμέηαζε ηνπ ππν-κηηνρνλδξηαθνχ εληνπηζκνχ ησλ 

ππν κειέηε πξσηετλψλ έγηλε επεμεξγαζία ησλ κηηνρνλδξίσλ κε αλζξαθηθφ 

λάηξην (Na2CO3). Έηζη, κεηά απφ πείξακα εηζφδνπ πξσηετλψλ ζε 

απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα θαη επεμεξγαζία ηνπο κε πξσηεάζε, ηα κηηνρφλδξηα 

επαλαδηαιχζεθαλ ζε 0,1Μ θξέζθν θαη παγσκέλν Na2CO3 θαη επσάζηεθαλ γηα 

30min ζηνπο 4νC. ΢ηε ζπλέρεηα, ηα δείγκαηα θπγνθεληξίζεθαλ ζηηο 55.000g 

γηα 30min ζηνπο 4oC. Σν ππεξθείκελν θαηαθξεκλίζηεθε κε πξνζζήθε TCA 

(ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 10%) θαη ην θαηαθξεκληζκέλν πιηθφ επαλαδηαιχζεθε, 

φπσο θαη ην θιάζκα ηνπ ηδήκαηνο ζε δηάιπκα 2x Laemmli buffer.  

΢ηηο παξαπάλσ πεξηπηψζεηο, ηα δείγκαηα αλαιχζεθαλ κε 

ειεθηξνθφξεζε θαη απηνξαδηνγξαθία θαη ε ππφ-κηηνρνλδξηαθή 

θιαζκαηνπνίζε ειέγρζεθε κε αλνζναπνηχπσζε θαηά Western 

ρξεζηκνπνηψληαο αληηζψκαηα έλαληη ησλ πξσηετλψλ Cpn10 θαη Cytb2 

(cytochrome b2).  

 

3.3.4 Δίζνδνο ξαδηνζεκαζκέλσλ πξσηετλώλ ζε απνκνλσκέλα 

κηηνρόλδξηα S. cerevisiae θαη αλάιπζε ησλ ζπκπιόθσλ  

Ζ εγγελήο (κε απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ) ειεθηξνθφξεζε ρξεζηκνπνηείηαη 

γηα ηελ αλάιπζε πξσηετληθψλ ζπκπιφθσλ πνπ ζρεκαηίδνληαη θαηά ηε δηάξθεηα 

εηζφδνπ πξφδξνκσλ κνξίσλ ζε κηηνρφλδξηα. Ζ παξνχζα δηαδηθαζία 

αθνινπζεί ηελ αληίδξαζε εηζφδνπ ξαδηελεξγνχ πξσηετληθνχ ππνζηξψκαηνο 

ζηα κηηνρφλδξηα φπσο αλαθέξεηαη ζηε ελφηεηα 3.3.2. Μεηά ηελ είζνδν ηεο 

ξαδηελεξγήο πξσηεΐλεο ζηα κηηνρφλδξηα θαη ηελ θπγνθέληξεζή ηνπο, ηα 

κηηνρφλδξηα μεπιέλνληαη δχν θνξέο κε Breaking Buffer θαη επαλαδηαιχνληαη 

ζην ήπην κε-ηνληηθφ απνξξππαληηθφ δηάιπκα DDM (n-dodecyl -D-maltoside) 

γηα 30min ζηνπο 4νC, έηζη ψζηε λα δηαηεξεζνχλ αλέπαθα ηα ελδνγελή 

πξσηετληθά ηνπο ζχκπινθα. ΢ηε ζπλέρεηα, ην δηαιπηφ κέξνο απνκαθξχλεηαη 

απφ ηα κε δηαιπηνπνηεκέλα κηηνρφλδξηα κε θπγνθέληξεζε ζηηο 25000g γηα 

30min θαη ζην ππεξθείκελν πξνζηίζεηαη 5κl γιπθεξφιε 25% θαη 1,5κl G-250. 
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Σέινο, ηα δείγκαηα κεηαηνπίδνληαη ζε κε-απνδηαηαθηηθφ πήθησκα θαη 

αθνινπζεί απηνξαδηνγξαθία.  

 

4. Βηνρεκηθή αλάιπζε πξσηετλώλ 

 

4.1 Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ ζε απνδηαηαθηηθό πήθησκα 

αθξπιακίδεο (SDS-PAGE) 

Ζ ειεθηξνθφξεζε ζε απνδηαηαθηηθφ πήθησκα πνιπαθξπιακίδεο (SDS-

PAGE) ρξεζηκνπνηείηαη γηα ην δηαρσξηζκφ πξσηετληθψλ δεηγκάησλ κε βάζε ην 

κέγεζφο ηνπο. Σν πήθησκα απηφ απνηειείηαη απφ ην πήθησκα δηαρσξηζκνχ 

(separating) θαη ην πήθησκα επηζηνίβαμεο (stacking). Σν πήθησκα 

επηζηνίβαμεο ελαπνηίζεηαη κφλν αθνχ ην πήθησκα δηαρσξηζκνχ έρεη πήμεη κε 

100% ηζνπξνπαλφιε απφ πάλσ ηνπ. Με απηφλ ηνλ ηξφπν, θαηά ηε δηάξθεηα 

ηεο ειεθηξνθφξεζεο ηα πξσηετληθά δείγκαηα επζπγξακκίδνληαη θαη απνθηνχλ 

θνηλή αθεηεξία ζην πήθησκα δηαρσξηζκνχ. Γηα ηνλ πνιπκεξηζκφ ησλ 

πεθησκάησλ ρξεζηκνπνηείηαη 0,01% TEMED (Tetramethylethylenediamine) 

θαη 0,1% APS (Ammonium Persulfate).  

Σα δείγκαηα ησλ πξσηετλψλ πξηλ «θνξησζνχλ» βξάδνληαη θαη 

εκπινπηίδνληαη κε δηάιπκα πνπ πεξηέρεη SDS ην νπνίν πξνζδίδεη ζε απηέο έλα 

αξλεηηθφ θνξηίν αλά δχν ακηλνμηθά θαηάινηπα θξαηψληαο παξάιιεια ηηο 

πξσηεΐλεο ζε απνδηαηεηαγκέλε κνξθή.  

 

Πίλαθαο 3.4 Tris-Tricine SDS (12%). 
 Separating (ml) Stacking (ml) 

49,5% Total + 1,5% crosslinker 1,250 0,250 

Gel Buffer (Tricine) 1,650 0,750 

87% Glycerol 0,650 - 

ddH2O 1,400 2,100 

10% APS 0,050 0,050 

TEMED 0,005 0,005 

΢χλνιν 5,005 3,155 

- Cathode Buffer: 0,1M Tris pH 8.25, 0,1M Tris-Tricine, 10% SDS 

- Anode Buffer: 0,2M Tris pH 8.9 
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΢ηελ παξνχζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθαλ πεθηψκαηα 12% Tris-Tricine ή 

10-12% SDS (Glycine) αλάινγα κε ηηο αλάγθεο ηνπ πεηξάκαηνο (Πίλαθεο 3.4 

& 3.5). Σα Tris-Tricine πεθηψκαηα δηαρσξίδνπλ θαιχηεξα ηηο κηθξνχ κνξηαθνχ 

βάξνπο πξσηεΐλεο ζε ζρέζε κε ηα Tris-Glycine. Ζ κεηαηφπηζε ησλ πξσηετλψλ 

ζηελ SDS-PAGE ειεθηξνθφξεζε πξαγκαηνπνηείηαη γηα 1 h ζηα 200V. 

 

Πίλαθαο 3.5 SDS-PAGE (12%). 
 Separating 

(ml) 
Stacking (ml) 

ddH2O 1,600 3,400 

30% Acryylamide mix 2,000 0,830 

1,5M Tris 1,300 (pH 8.8) 0,630 (pH 6.8) 

10% SDS 0,050 0,050 

10% APS 0,050 0,050 

TEMED 0,005 0,005 

΢χλνιν 5,005 4,915 

- SDS Running Buffer(5x, ηειηθφ 1L, pH 8.3): 15,1g Tris, 72g glycine, 5g SDS 

 

4.2 Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ ζε κε απνδηαηαθηηθνύ ηύπνπ 

πήθησκα αθξπιακίδεο (ΒΝ-PAGE) 

Ζ ειεθηξνθφξεζε πξσηετλψλ απνπζία SDS θαιείηαη κε-απνδηαηαθηηθή 

ή εγγελήο ειεθηξνθφξεζε (BN-PAGE, Blue Native - PAGE) θαη 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ κειέηε κε νκνηνπνιηθψλ ζπκπιφθσλ. Σν θχξην 

πιενλέθηεκά ηεο είλαη φηη ε κεηαηφπηζε ησλ πξσηετληθψλ ζπκπιφθσλ 

εμαξηάηαη κφλν απφ ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο θαη φρη απφ ην ελδνγελέο 

ειεθηξηθφ θνξηίν ηνπο. Απηφ επηηπγράλεηαη κε ηελ πξνζζήθε ηεο αληνληθήο 

ρξψζεο Coomassie blue G250, ε νπνία πξνζδέλεηαη ζηηο πδξφθνβεο 

πεξηνρέο ηεο δηαιπηνπνηεκέλεο πξσηεΐλεο θαη εμνπδεηεξψλεη ην ελδνγελέο ηεο 

θνξηίν (Schagger & von Jagow, 1991). Σα δηαιχκαηα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη 

γηα πήθησκα πνιπαθξηιακίδεο βαζκίδσζεο 5-12% γηα BN-PAGE θαίλνληαη 

ζηνλ Πίλαθα 3.6. Γηα ηνλ πνιπκεξηζκφ ρξεζηκνπνηείηαη ζε ηειηθή 

ζπγθέληξσζε 0.01% TEMED ΚΑΗ 0.1% APS Ζ κεηαηφπηζε ησλ πξσηετλψλ 

ζηελ εγγελή ειεθηξνθφξεζε πξαγκαηνπνηείηαη γηα 1h ζηα 300V (30min 

Cathode Buffer & 30min Cathode Buffer B/10) ζχκθσλα κε ηνλ Πίλαθα 3.7. 
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Πίλαθαο 3.6 Gradient BN-PAGE (5-12%). 
 Separating 5% (ml) Separating 12% (ml) Stacking (ml) 

Acrylamide 30% 0.450 0.800 0.700 

Buffer for BN 0.670 0.670 2.000 

Glycerol 87% - 0.380 - 

ddH2O 0.880 0.150 3.330 

10% APS 0.010 0.010 0,050 

TEMED 0.001 0.001 0,005 

΢χλνιν 2 2 6 

- Gel bf (3x): 75mM Imidazole, 1.5M 6-Aminohexanoic acid, pH=7.0 

 

Πίλαθαο 3.7 Running Buffers for BN-PAGE.  
 Cathode Buffer Cathode Buffer B/10 Anode Buffer 

Tricine (stock 1M) 7.5ml 7.5ml  

Imidazol (stock 1M) 1.125ml 1.125ml (pH 7) 12,5ml 

Coomasie G-250 0.02% 0.002%  

΢χλνιν 150 ml 150ml 500ml 

- Coomasie G250: 5% ζε 500mM aminohexanoic acid 

 

4.3 Αλίρλεπζε πξσηετλώλ κε αλνζναπνηύπσζε (Western Blot) 

Ζ αλαλνζναπνηχπσζε (Western Blot) είλαη κηα ηερληθή αλίρλεπζεο 

κίαο ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο κέζα ζε έλα κείγκα πξσηετλψλ. Αξρηθά 

απνκνλψλεηαη ην πξσηετληθφ δείγκα θαη δηαρσξίδεηαη ζε πήθησκα 

αθξπιακίδεο. ΢ηε ζπλέρεηα κεηαθέξνληαη νη πξσηεΐλεο κε ειεθηξναπνηχπσζε 

ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο κε ζπζθεπή εκίμεξεο κεηαθνξάο Trans-blot 

Semi-Dry Transfer Cell ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή ζπζθεπή 

(Biorad). Πην ζπγθεθξηκέλα, ε πεθηή εκβαπηίδεηαη ζε δηάιπκα κεηαθνξάο 

(Transfer Buffer) πξνθεηκέλνπ λα ζηαζεξνπνηεζνχλ νη πξσηεΐλεο θαη λα 

απνθεπρζεί ε δηάρπζή ηνπο εληφο ηεο πεθηήο. ΢ην ίδην δηάιπκα εκβαπηίδνληαη 

έμη θνκκάηηα δηεζεηηθνχ ραξηηνχ ηχπνπ Whatman 3mm θαζψο θαη έλα θνκκάηη 

κεκβξάλεο ληηξνθπηηαξίλεο ίδησλ δηαζηάζεσλ κε ηελ πεθηή. Αθνινχζσο, 

ηνπνζεηνχληαη ζηελ θάζνδν ηεο ζπζθεπήο εκίμεξεο κεηαθνξάο (Semi-dry 

Transfer) κε ηελ έμεο ζεηξά: ηξία θχιια ραξηηνχ Whatman, κεκβξάλε 

ληηξνθπηηαξίλεο, πεθηή, θαη ηξία θχιια Whatman. Γηψρλνπκε ηπρφλ 

θπζαιίδεο πνπ ελδέρεηαη λα εκπνδίζνπλ ηελ απξφζθνπηε κεηαθνξά ησλ 

πξσηετλψλ απφ ηελ πεθηή πξνο ηε κεκβξάλε, ηνπνζεηνχκε ηελ άλνδν ηεο 
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ζπζθεπήο πάλσ απφ ηε δηάηαμε θαη ξπζκίδνπκε ην ηξνθνδνηηθφ ζηα 20V γηα 

30-40min. 

Αθνινπζεί ε θάιπςε ησλ κε εηδηθψλ ζέζεσλ κε 5% θξέζθνπ 

δηαιχκαηνο κε ιηπαξνχ γάιαθηνο δηαιπκέλν ζε 1x TBST (Tris-Buffered Saline 

and Tween 20) γηα 1h ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ή Ο/Ν ζε ζεξκνθξαζία 4˚C 

κε ηαπηφρξνλε αλάδεπζε. H κεκβξάλε επσάδεηαη κε ην εθάζηνηε εηδηθφ γηα 

ηελ πξσηεΐλε αληίζσκα, ζε 1% γάια δηαιπκέλν ζε 1x TBST γηα 1h ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ή Ο/Ν ζε ζεξκνθξαζία 4˚C κε αλάδεπζε αλάινγα κε 

ηηο απαηηήζεηο ηνπ εθάζηνηε πεηξάκαηνο. ΢ηε ζπλέρεηα, ε κεκβξάλε μεπιέλεηαη 

ηξεηο θνξέο κε 1x TBST πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζεί απφ ηελ κεκβξάλε ε 

πεξίζζεηα ηνπ αληηζψκαηνο πνπ δελ έρεη δεζκεπζεί εηδηθά. Αθνινχζσο, ε 

κεκβξάλε επσάδεηαη κε ην δεπηεξνγελέο αληίζσκα (ζπλήζσο a-rabbit ή a-

mouse) κε αξαίσζε 1/10000 ζε 1% γάια δηαιπκέλν ζε 1x TBST γηα 1h ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη ε κεκβξάλε μεπιέλεηαη μαλά.  

Όια ηα αληηζψκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνχζα εξγαζία 

ήηαλ πνιπθισληθά παξαγκέλα ζε θνπλέιηα ή ζε πνληίθηα. Σν δεπηεξνγελέο 

αληίζσκα ήηαλ ζπδεπγκέλν κε ην έλδπκν HRP (horse raddish peroxidase), 

φπνπ παξνπζία ππεξνμεηδίνπ (H2O2) θαη ινπκηλφιεο (luminol) αιιάδεη ε 

νμεηδσηηθή ηνπ θαηάζηαζε θαη εθιχεη θσο (ρεκεηνθσηαχγεηα). Σν ζήκα ηεο 

ρεκεηνθσηαχγεηαο αλαιχεηαη ςεθηαθά κε αλαιπηή θαηαλνκήο εθπνκπήο 

θσηφο ηχπνπ LAS-3000 imaging system (FUJI FILM Life Sciences/ GE Image 

Quant) πνπ είλαη εθνδηαζκέλνο κε νπηηθή θάκεξα ηχπνπ CCD 3.2 Megapixel. 

΢ε πεξίπησζε πνπ είλαη αλαγθαίν ε ίδηα κεκβξάλε λα επσαζηεί κεηά 

ηελ εκθάληζή ηεο μαλά κε άιιν αληίζσκα, γίλεηαη έθδπζε (stripping) ηεο 

κεκβξάλεο γηα λα απνκαθξπλζεί ην πξνεγνχκελν αληίζσκα κε ηε βνήζεηα 

δηαιχκαηνο πνπ πεξηέρεη: 2% SDS θαη 62,5mΜ Tris pH 6.8 θαη 350κl β-

κεξθαπηναηζαλφιε αλά 50ml δηαιχκαηνο. Ζ εθάζηνηε κεκβξάλε επσάδεηαη ζε 

απηφ ην δηάιπκα γηα 30min κε πιπζίκαηα κε 1x TBST αλά 10min ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα ηελ απνκάθξπλζε ηνπ δηαιχκαηνο έθδπζεο θαη 

κπινθάξνληαη μαλά νη κε εηδηθέο ζέζεηο ηεο κεκβξάλε κε 5% γάια γηα 1h, 

ψζηε ε κεκβξάλε λα είλαη έηνηκε λα επσαζηεί κε ην επφκελν αληίζσκα. 
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4.4 Καηαθξήκληζε πξσηετλώλ κε TCA  

Γηα ηελ κείσζε ηνπ φγθνπ ελφο δείγκαηνο πξνθεηκέλνπ λα γίλεη πην 

ζπκππθλσκέλν ζε πξσηεΐλεο, αθνινπζήζεθε ε δηαδηθαζία ζπκπχθλσζεο 

πξσηετλψλ κε ηξηρισξηθφ νμχ (TCA precipitation). Γηα παξάδεηγκα, 

πξαγκαηνπνηήζεθε θαηαθξήκληζε κε TCA γηα ηελ ζπκπχθλσζε ησλ 

πξσηετλψλ ζε δείγκαηα κεηά απφ ηε δεκηνπξγία κηηνπιαζηψλ θαη αιθαιηθή 

ιχζε κηηνρνλδξίσλ απφ ζαθραξνκχθεηα. Πην ζπγθεθξηκέλα, ζε πξσηετληθφ 

εθρχιηζκα ζην νπνίν δελ έρεη πξνζηεζεί δηάιπκα θφξησζεο, πξνζζέηνπκε 

ηξηρισξηθφ νμχ ψζηε ε ηειηθή ηνπ ζπγθέληξσζε λα είλαη ηειηθά 10% απφ έλα 

αξρηθφ δηάιπκα 99% (Sigma) θαη επσάδνπκε ην δείγκα γηα 15-30min ζηνλ 

πάγν. Μεηά ην πέξαο ηνπ ρξφλνπ, ηα δείγκαηα θπγνθεληξνχληαη ζηηο 16000g 

γηα 15-30min ζηνπο 4νC. ΢ηε ζπλέρεηα, απνκαθξχλνπκε ην ππεξθείκελν θαη 

επαλαδηαιχνπκε ην ίδεκα ζε δηάιπκα θφξησζεο. Δπεηδή ην δηάιπκα 

θφξησζεο κπνξεί λα αιιάμεη pH εμαηηίαο ηνπ ηξηρισξηθνχ νμεφο θαη λα 

απνθηήζεη θίηξηλν ρξψκα, αληί ηνπ θπαλνχ ρξψκαηνο, επαλαθέξνπκε ην pH 

ηνπ δηαιχκαηνο εηζάγνληαο ζην δείγκα θαηάιιειε πνζφηεηα Tris pH=8.0.  

 

5. Έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο hGDH1 

Ζ αλαζπλδπαζκέλε αλζξψπηλε GDH1 (καδί κε ην ζηληάιν 

κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο, Ν53) ζπδεπγκέλε κε ηνλ επίηνπν His ζην C-ηειηθφ 

ηεο άθξν εθθξάζηεθε ζε θχηηαξα E. coli BL21 (DE3). Γηα ην ζθνπφ απηφ, , ηα 

δεθηηθά θχηηαξα BL21(DE3) κεηαζρεκαηίδνληαη κε ην πιαζκίδην pET24α-

GLUD1-His θαη θαιιηεξγνχληαη ζε ζξεπηηθφ κέζν LB κε αληηβηνηηθφ επηινγήο. 

΢ηε ζπλέρεηα, νξηζκελεο κνλαδηθέο απνηθίεο εκβνιηάδνληαη ζε κηθξέο 

θαιιηέξγεηεο LB, κε ηα εθάζηνηε αληηβηνηηθά θαη αθνινπζεί επψαζε ησλ 

θαιιηεξγεηψλ Ο/Ν ζηνπο 37νC. ΢ηε ζπλέρεηα, ηα θχηηαξα αξαηψλνληαη 1:50 ζε 

θξέζθν ζξεπηηθφ πγξφ κε θαηάιιεια αληηβηνηηθά, ψζηε λα έρνπλ ηειηθφ φγθν 

4L. Σα θχηηαξα επσάδνληαη ζηνπο 37νC, κέρξη λα θηάζνπλ πεξίπνπ ζην κέζν 

ηεο εθζεηηθήο θάζεο ηεο αλάπηπμήο ηνπο. ΢ε απηφ ην ρξνληθφ ζεκείν, 

πξνζηίζεηαη 0,4mM IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) θαη 

αθνινπζεί επψαζε γηα 3h ζηνπο 30νC. Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο επαγσγήο, 

ηα θχηηαξα ζπιιέγνληαη κε θπγνθέληξεζε ζηηο 3500rpm γηα 20min θαη ηα 

θπηηαξηθά ηδήκαηα θπιάζζνληαη ζηνπο -20oC. 
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Γηα ηελ απνκφλσζε ηνπ πξσηετληθνχ εθρπιίζκαηνο ηα θχηηαξα, 

επαλαδηαιχνληαη ζε δηάιπκα Α (150mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH 7.4) θαη 

πξνζηίζεηαη 0,1mg/ml ιπζνδχκε θαη 2mM PMSF. ΢εκεηψλεηαη φηη ε ιπζνδχκε 

πδξνιχεη ηελ πεπηηδνγιπθάλε πνπ ππάξρεη ζην θπηηαξηθφ ηνίρσκα ησλ 

βαθηεξίσλ θαη ην PMSF ρξεζηκνπνηείηαη σο αλαζηνιέαο πξσηεαζψλ.  

΢ηε ζπλέρεηα, ηα θχηηαξα ζπάλε κε ηε ρξήζε ππεξήρσλ. Σα ζπαζκέλα 

θχηηαξα θπγνθεληξνχληαη ζηηο 21000g γηα 30min ζηνπο 4oC. Μεηά ηελ 

θπγνθέληξεζε παξαηεξείηαη φηη ε hGDH1-His εληνπίδεηαη ζην ίδεκα. Απφ ην 

ππεξθείκελν θξαηείηαη δείγκα θαη απνκαθξχλεηαη, ελψ ην ίδεκα απνδηαηάζεηαη 

κε 8Μ νπξία, ψζηε λα αλαθηήζνπκε ηελ πξσηεΐλε ε νπνία ππάξρεη ζηα 

ζσκάηηα εγθιεηζκνχ ηνπ βαθηεξίνπ (inclusion bodies). Tν απνδηαηεηαγκέλν 

πξσηετληθφ δηάιπκα πξνζδέλεηαη ζε ζθαηξίδηα ληθειίνπ-αγαξφδεο, ηα νπνία 

έρνπλ πξνεγνπκέλσο εμηζνξξνπεζεί ζε δηάιπκα Β (Ni-NTA beads, Qiagen). 

Σα ζθαηξίδηα μεπιέλνληαη κε δηάιπκα Α ζην νπνίν έρνπλ πξνζηεζεί 

δηαθνξεηηθέο αξαηψζεηο απφ ηκηδαδφιην (imidazole) θαη νπξία, ψζηε λα 

απνκαθξπλζνχλ νη πξσηεΐλεο πνπ δελ έρνπλ δεζκεπηεί εηδηθά ζηε ζηήιε 

ληθειίνπ. Σέινο, νη πξσηεΐλεο εθινχνληαη απφ ηα ζθαηξίδηα κε δηάιπκα Α, ζην 

νπνίν έρεη πξνζηεζεί 150mM ηκηδαδφιην. ΢εκεηψλεηαη φηη θαηά ηε δηάξθεηα 

απνκφλσζεο ηεο πξσηεΐλεο θαηαθξαηνχληαη πνζφηεηεο απφ φια ηα δείγκαηα 

γηα πεξαηηέξσ ειέγρνπο.  

- Γηάιπκα Α: 150mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH 7.4 

- Γηάιπκα Β: 50mM Tris pH 7.4, 150mM NaCl, 8M Urea  

- Ξέπιπκα 1: 50mM Tris pH 7.4, 150mM NaCl, 6M Urea, 5mM imidazole 

- Ξέπιπκα 2: 50mM Tris pH 7.4, 150mM NaCl, 4M Urea, 15mM 

imidazole  

- Ξέπιπκα 3: 50mM Tris pH 7.4, 150mM NaCl, 2M Urea, 15mM 

imidazole 

- Γηάιπκα έθινπζεο: 50mM Tris pH 7.4, 150mM NaCl, 15mM imidazole 
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6. Πξνγξάκκαηα Βηνπιεξνθνξηθήο 

΢ηελ παξνχζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα αθφινπζα in silico 

πξνγξάκκαηα γηα ηελ πξφβιεςε ηεο πηζαλφηεηαο κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο 

πξσηετλψλ, κεηαμχ ησλ νπνίσλ ηα αλνηρηήο πξφζβαζεο δηαδηθηπαθά 

πξνγξάκκαηα MitoFates (Fukasawa et al, 2015), Target P (Nielsen et al, 

1997; Emanuelsson et al, 2000), Mitoprot II (Claros et al, 1996) θαη Cello (Yu 

et al, 2004; Yu et al, 2006). Γηα ηελ πξφβιεςε πηζαλήο χπαξμεο ζήκαηνο 

ππξεληθήο ζηφρεπζεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα ινγηζκηθά πξνγξάκκαηα 

NLStradamus (Yachdav et al, 2014), cNLS Mapper (Kosugi et al, 2008; 

2009a; 2009b) θαη NucPred (Brameier et al, 2007). Γηα ηελ πνιιαπιή ζηνίρηζε 

πξσηετληθψλ αιιεινπρηψλ ρξεζηκνπνηήζεθε ην πξφγξακκα Clustal W θαη 

Clustal Omega (Larkin et al, 2007; Sievers et al, 2011) θαη γηα ηνλ ππνινγηζκφ 

πξσηετληθήο νκνινγίαο ην πξφγξακκα MUSCLE (Edgar, 2004a; Edgar, 

2004b). Σέινο, γηα ηελ πξφβιεςε ηεο δεπηεξνηεγνχο πξσηετληθήο δνκήο 

ρξεζηκνπνηήζεθε ην πξφγξακκα Predict Protein (Yachdav et al, 2014).  



73 

ΚΔΦΑΛΑΗΟ 4
ν
: ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ & ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

 

Α. ΜΗΣΟΥΟΝΓΡΗΑΚΖ ΢ΣΟΥΔΤ΢Ζ ΣΖ΢ ΑΝΘΡΧΠΗΝΖ΢ 

ΓΛΟΤΣΑΜΗΚΖ΢ ΑΦΤΓΡΟΓΟΝΑ΢Ζ΢: ΓΟΜΖ ΢ΗΝΗΑΛΟΤ 

΢ΣΟΥΔΤ΢Ζ΢ & ΛΔΗΣΟΤΡΓΗΑ  

 

1. Σν ζύζηεκα εηζόδνπ πξσηετλώλ ζηα κηηνρόλδξηα 

ζαθραξνκύθεηα κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα λα κειεηεζεί ε 

δηακεξηζκαηνπνίεζε ησλ αλζξώπηλσλ GDHs  

 

1.1 Οη hGDHs κπνξνύλ λα εηζέιζνπλ ζε απνκνλσκέλα 

κηηνρόλδξηα ζαθραξνκύθεηα 

Πξαγκαηνπνηήζεθε κία ζεηξά πεηξακάησλ γηα λα εξεπλήζνπκε αλ 

κπνξνχκε λα ρξεζηκνπνηήζνπκε ην ζχζηεκα in vitro εηζφδνπ ξαδηελεξγά 

ζπληηζέκελσλ πξσηετλψλ ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα ζηε 

κειέηε εηζφδνπ ησλ αλζξψπηλσλ ηζνκνξθψλ ηεο γινπηακηθήο 

αθπδξνγνλάζεο. Βξέζεθε φηη νη ξαδηελεξγά ζεζεκαζκέλεο αλζξψπηλεο 

πξσηεΐλεο hGDH1 θαη hGDH2 πνπ έρνπλ παξαρζεί κε ην in vitro ζχζηεκα 

κεηαγξαθήο-κεηάθξαζεο, κπνξνχλ λα κπνπλ θαη λα θνπνχλ, ψζηε λα πάξνπλ 

ηελ ψξηκε κνξθή ηνπο ζε ήδε απνκνλσκέλα αγξίνπ ηχπνπ κηηνρφλδξηα 

ζαθραξνκχθεηα (Δηθόλα 4.1). Σν ξαδηελεξγφ ζήκα είλαη εηδηθφ γηα ηηο 

πξσηεΐλεο πνπ είλαη απνθιεηζηηθά κέζα ζηα κηηνρφλδξηα, φπσο θαίλεηαη κε ην 

απνξξππαληηθφ TX-100, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο κάξηπξαο ηεο δηαδηθαζίαο 

(Δηθόλα 4.1, δείγκαηα +TX-100).  

Αλ θαη ηα νδεγά πεπηίδηα ησλ hGDH1 θαη hGDH2 δηαθέξνπλ κφλν ζε 9 

απφ ηα 53 ακηλνμέα ηνπο, βξέζεθε φηη ε είζνδνο ή ε σξίκαλζε ηεο hGDH2 

γίλεηαη ιίγν ηαρχηεξα απφ φηη ζηελ πεξίπησζε ηεο hGDH1, θαζψο αθφκα θαη 

ζε ρξφλν 30s ζε ζεξκνθξαζία 30νC (ζπλήζεο ζεξκνθξαζία γηα πεηξάκαηα in 

vitro εηζφδνπ ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα) ε hGDH2 

βξίζθεηαη ζρεδφλ φιε ζηελ ψξηκε κνξθή ηεο, ελψ ε hGDH1 εκθαλίδεη κία 

κπάληα, πνπ αληηζηνηρεί ζηελ άθνπε κνξθή ηεο (Δηθόλα 4.2). Δλαιιαθηηθά, ε 
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πάλσ αρλή κπάληα ζηα δείγκαηα εηζφδνπ ζηα κηηνρφλδξηα κπνξεί λα 

αληηπξνζσπεχεη κηα κηθξή πνζφηεηα ηεο ζπληηζέκελεο hGDH1 απφ ηελ νπνία 

ιείπνπλ 3 ακηλνηειηθά ακηλνμέα, φπσο έρεη βξεζεί ζε πξνεγνχκελεο κειέηεο 

αιιεινχρηζεο ηεο hGDH ζε αλζξψπηλνπο ηζηνχο (Shashidharan & Plaitakis, 

2014, Hussain et al, 1989), ε νπνία ίζσο απνθφπηεηαη ιίγν πην αξγά ζε 

ζρέζε κε ζε ζρέζε κε ηελ πιήξνπο κήθνπο πξσηεΐλε.  

Βξέζεθε φηη νη ξαδηελεξγά ζπληηζέκελεο hGDHs κπνξνχλ λα κπνπλ ζηα 

κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα θαη ζε ρακειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο απφ ηνπο 

30oC, φπσο ζηνπο 25νC θαη ζηνπο 16νC, κε ίζσο ιίγν κηθξφηεξε ηαρχηεηα, 

παξέρνληαο φκσο ηα ίδηα επξήκαηα (Δηθόλεο 4.1.Β & 4.1.C, αληίζηνηρα).  

 
 

 

 
 

Δηθόλα 4.1 Δίζνδνο ησλ in vitro ζπληηζέκελσλ ξαδηελεξγά ζεζεκαζκέλσλ hGDH1 θαη hGDH2 
ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα ζηνπο (Α) 30

ν
C (B) 25

ν
C θαη (C) 16

ν
C, 

θαηεξγαζία κε ηξπςίλε, ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα πνιπαθξηιακίδεο θαη απηνξαδηνγξαθία. 
(cut: ψξηκε κνξθή, uncut: αλψξηκε κνξθή), ΣΥ-100: θαηεξγαζία ησλ δεηγκάησλ κε Triton-
X100 (αξλεηηθφο καξηπξαο ειέγρνπ ηεο δνθηκαζίαο εηζφδνπ ζηα κηηνρφλδξα), 10%: ην 10% 
ηεο ζπλνιηθήο πνζφηεηαο ηεο in vitro παξαγψκελεο πξσηετλεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα θάζε 
δνθηκαζία εηζφδνπ.  
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Δηθόλα 4.2 Γηαγξακκαηηθή απεηθφληζε ηεο πνζνηηθνπνίεζεο ηεο Δηθφλαο 4.1.Α 
ρξεζηκνπνηψληαο ηα πξνγξάκκαηα Image Quant θαη ην Microsoft Excel.  
 

Πνζνηηθνπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ κε ην πξφγξακκα Image Quant 

δείρλεη φηη ε hGDH2 έρεη ειαθξψο πεξηζζφηεξε ηθαλφηεηα εηζφδνπ ζηα 

κηηνρφλδξηα ζε ζρέζε κε ηε hGDH1 (Δηθόλα 4.2).  

Αλ θαη νη δχν hGDHs έρνπλ ηελ ίδηα ζέζε αλαγλψξηζεο γηα ηελ πξσηεάζε 

MPP, ε ρξνληθή δηαθνξά ζηελ απνθνπή ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο κπνξεί λα ζρεηίδεηαη κε ηελ αλαγλψξηζή ηνπο απφ άιιεο 

πξσηεάζεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο φπσο γηα παξάδεηγκα ηεο Icp55 

(Vögtle et al, 2009; Teixeira and Glaser, 2013). ΢ηελ πεξίπησζε πνπ ε 

νκφινγε ηεο Icp55 ζην άλζξσπν αλαγλσξίδεη ην ίδην πξσηετληθφ κνηίβν ζε 

ζρέζε κε απηή ηνπ ζαθραξνκχθεηα, ε παξνπζία ηεο ιεπθίλεο ζηε ζέζε +3 ηνπ 

ψξηκνπ ηκήκαηνο ηεο hGDH2 ζε ζρέζε (αιαλίλε ζηελ ζέζε +3 ζηελ hGDH1) 

κπνξεί λα δηεπθνιχλεη ηελ αλαγλψξηζε θαη ηελ απνθνπή ηεο απφ ηελ Icp55 

έηζη, ψζηε ηειηθά ε hGDH2 λα παίξλεη ηελ ψξηκε κνξθή ηεο ηαρχηεξα ζε 

ζρέζε κε ηελ hGDH1. Όπνηα θαη εάλ είλαη ε αηηία, ην παξαπάλσ εχξεκα 

ζπκθσλεί κε ηελ in silico κηηνρνλδξηαθή πξφβιεςε, πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε 

ζηελ παξνχζα κειέηε κε ηε ρξήζε ησλ πξνγξακκάησλ πξφβιεςεο 

ελδνθπηηαξηθήο ζηφρεπζεο (MitoP, TargetP, Predotar, MitoFates), φηη ε 

κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε ηεο hGDH2 είλαη ηζρπξφηεξε απηήο ηεο hGDH1 

(Πίλαθαο 4.1). Άιιεο εξεπλεηηθέο νκάδεο πξαγκαηνπνίεζαλ πεηξάκαηα 

κηθξνζθνπίαο θζνξηζκνχ ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ θαη βξήθαλ 

παξφκνηα κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε γηα ηηο hGDHs (Mastorodemos et al, 

2009). Αληίζεηα, άιιεο νκάδεο πξαγκαηνπνηψληαο πεηξάκαηα κηθξνζθνπίαο 

θζνξηζκνχ παξαηήξεζαλ φηη ε πξσηεΐλε hGDH2 εκθαλίδεη πςειφηεξε 
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ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ζε ζρέζε κε ηελ hGDH1 (Rosso et al, 

2008).  

 

Πίλαθαο 4.1 Πξφβιεςε κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ησλ hGDH1 θαη hGDH2 
. 

Protein MitoProt II Target P Predotar MitoFates 

hGDH1 2,17 0,38 0,30 0,965 

hGDH2 3,00 0,92 0,92 0,983 

 

1.2 Οη hGDHs δηακεξηζκαηνπνηνύληαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα 

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα εηζφδνπ ησλ in vitro ζπληηζέκελσλ hGDHs 

ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα ζε ζπλδπαζκφ κε ππν-κηηνρνλδξηαθή 

θιαζκάησζε, γηα ηνλ εληνπηζκφ ηεο ζέζεο ησλ hGDHs ζηα κηηνρφλδξηα. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, πεηξάκαηα εηζφδνπ ξαδηνζεκαζκέλσλ GDH πξσηετλψλ ζε 

ζπλδπαζκφ κε δεκηνπξγία κηηνπιαζηψλ (mitoplasting) έδεημαλ φηη νη 

πξσηεΐλεο hGDHs βξίζθνληαη ζηνλ κηηνπιάζηε (IM θαη matrix) θαη 

πξνζηαηεχνληαη απφ ηελ θαηεξγαζία εμσηεξηθά ησλ κηηνπιαζηψλ κε 

πξσηεάζε (Δηθόλεο 4.3.A & 4.3.Β). Δπνκέλσο, παξέρνληαη ελδείμεηο φηη νη 

hGDHs εληνπίδνληαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα ή ζηελ εζσηεξηθή 

κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε. Πεηξάκαηα αιθαιηθήο ιχζεο (ρξεζηκνπνηψληαο 

Na2CO3 pΖ 11 ην νπνίν κπνξεί λα μερσξίζεη ηηο κεκβξάλεο απφ ηηο 

πδαηνδηαιπηέο πξσηεΐλεο) έδεημαλ φηη νη hGDHs βξίζθνληαη ζην πδαηνδηαιπηφ 

(κε κεκβξαληθφ) ηκήκα ησλ κηηνρνλδξίσλ (Δηθόλα 4.3.Β). Ζ ππν-

κηηνρνλδξηαθή θιαζκάησζε ειέγρζεθε κε αλνζναπνηχπσζε θαηά Western κε 

αληηζψκαηα έλαληη ησλ πξσηετλψλ Cpn10 θαη Cytb2 πνπ 

δηακεξηζκαηνπνηνχληαη ζην matrix θαη ζην IMS, αληίζηνηρα (Δηθόλα 4.3.C), 

Δπνκέλσο ν ζπλδπαζκφο ησλ ελ ιφγσ απνηειεζκάησλ δείρλεη φηη νη hGDHs 

φηαλ εηζέιζνπλ ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα, εληνπίδνληαη 

ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα.  

΢εκεηψλεηαη φηη άιιεο εξεπλεηηθέο νκάδεο πξαγκαηνπνηψληαο 

αληζντζηνρεκηθέο κειέηεο ζηνλ αξνπξαίν έρνπλ δείμεη φηη ε γινπηακηθή 

αθπδξνγνλάζε βξίζθεηαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα ζηνπο ηζηνχο πνπ 

κειεηήζεθαλ (Rothe et al, 1994; Aoki et al, 1987).  
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Δηθόλα 4.3 Οη hGDHs δηακεξηζκαηνπνηνχληαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα. (Α). Δίζνδνο ησλ 
hGDHs ζε κηηνρφλδξηα, δεκηνπξγία κηηνπιαζηψλ, θαηεξγαζία ή κε ησλ κηηνπιαζηψλ κε PK 
θαη απηνξαδηνγξαθία. (B). Δίζνδνο ησλ hGDHs ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζε ζπλδπαζκφ 
κε δεκηνπξγία κηηνπιαζηψλ ή κε αιθαιηθή ιχζε θαη απηνξαδηνγξαθία. (Γ). Αλάιπζε θαηά 
Western κε αληηζψκαηα a-Cpn10 θαη a-Cyt b2  ησλ κηηνρνλδξηαθψλ θιαζκάησλ κεηά ηε 
δεκηνπξγία κηηνπιαζηψλ θαη ηελ αιθαιηθή ιχζε. MP: δεκηνπξγία κηηνπιαζηψλ (mitoplasting), 
Na2CO3: αιθαιηθή ιχζε, P: ίδεκα (pellet), S: ππεξθείκελν (supernatant).  

 

1.3 Ζ είζνδνο ησλ hGDHs ζηα κηηνρόλδξηα εμαξηάηαη από ην Γς θαη 

ηε ζπγθέληξσζε δηζζελώλ κεηαιιηθώλ ηόλησλ 

Πεηξάκαηα ζηφρεπζεο ησλ hGDHs ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα κε 

δηαηαξαγκέλν ην ειεθηξνρεκηθφ δπλακηθφ Γς ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο κε 

ρξήζε ηνπ CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone - εκπνδίδεη 

ηελ ππνρξεσηηθή ζχλδεζε κεηαμχ ηεο αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο θαη ηνπ 

ζπζηήκαηνο θσζθνξπιίσζεο) έδεημαλ φηη ε είζνδνο ησλ hGDHs εμαξηάηαη 

απφ ην Γς (Δηθόλα 4.4). Απηφ είλαη αλακελφκελν γηα ηηο κηηνρνλδξηαθέο 

πξσηεΐλεο πνπ ζηνρεχνληαη ζηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε θαη ζηελ κήηξα ησλ 

κηηνρνλδξίσλ (Nelson & Schatz, 1979). 

 

 

Δηθόλα 4.4 Ζ είζνδνο ησλ hGDHs ζηα κηηνρφλδξηα εμαξηάηαη απφ ην κεκβξαληθφ δπλακηθφ 
ηεο εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο (Γς). 
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Δπίζεο, κειεηήζεθε αλ ε ζπγθέληξσζε ησλ δηζζελψλ κεηαιιηθψλ ηφλησλ 

επεξεάδεη ηελ ηθαλφηεηα εηζφδνπ ησλ hGDHs ζηα κηηνρφλδξηα. Μειεηήζεθε ε 

είζνδνο ξαδηελεξγά ζεζεκαζκέλσλ hGDHs ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα 

ζηα νπνία έρεη πξνζηεζεί ν ρεηιηθφο παξάγνληαο EDTA ζε δηάιπκα ρσξίο 

πξνζζήθε δηζζελψλ κεηαιιηθψλ ηφλησλ θαζψο θαη ζε κηηνρφλδξηα ζε ζχλεζεο 

δηάιπκα εηζφδνπ (βιέπε «Υιηθά & Μέζνδνη»).  Βξέζεθε φηη νη hGDHs ράλνπλ 

ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα κπαίλνπλ ζηα κηηνρφλδξηα απνπζία δηζζελψλ 

κεηαιιηθψλ ηφλησλ (Δηθόλα 4.5). Απηφ κπνξεί λα ζρεηίδεηαη κε ην γεγνλφο φηη 

ε δξάζε ηεο πξσηεάζεο MPP ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα εμαξηάηαη απφ ηε 

ζπγθέληξσζε ησλ κεηαιιηθψλ ηφλησλ (Luciano et al, 1998) ή απφ ηελ 

εμάξηεζε ζε κεηαιιηθά ηφληα άιισλ πξσηετλψλ, πνπ ζρεηίδνληαη κε ην 

κνλνπάηη εηζφδνπ πξσηετλψλ απφ ην θπηηαξφπιαζκα ζηελ κηηνρνλδξηαθή 

κήηξα.  

 

Δηθόλα 4.5 Ζ είζνδνο ησλ hGDHs ζηα κηηνρφλδξηα εμαξηάηαη απφ ηε ζπγθέληξσζε ησλ 
δηζζελψλ κεηαιιηθψλ ηφλησλ. 
 

1.4 Οη hGDHs κπαίλνπλ ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα κέζσ ηνπ 

θαλαιηνύ TIM23 

Γηα λα δηεξεπλήζνπκε αλ νη πξσηεΐλεο hGDHs ρξεζηκνπνηνχλ ην θαλάιη 

TIM23 ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο ην νπνίν είλαη απαξαίηεην γηα ηελ είζνδν 

ησλ πξσηετλψλ ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα, ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζηέιερνο 

ζαθραξνκχθεηα tim23-2, ην νπνίν έρεη κία ζεκεηαθή κεηαιιαγή ζηελ 

πξσηεΐλε tim23-2 (G112E) πνπ ην θάλεη ζεξκνεπαίζζεην (Dekker et al, 1997). 

Σα κηηνρφλδξηα απφ ηα ζηέιερνο απηφ παξνπζηάδνπλ κεησκέλε ηθαλφηεηα 

εηζφδνπ ησλ πξσηετλψλ πνπ ρξεζηκνπνηνχλ ην θαλάιη TIM23 (Dekker et al, 

1997). Έηζη, απνκνλψζεθαλ ζε θαζαξή κνξθή κηηνρφλδξηα απφ ην ζηέιερνο 

ζαθραξνκχθεηα tim23-2 θαη ηα κηηνρφλδξηα αμηνινγήζεθαλ κε αλάιπζε θαηά 

Western (Δηθόλα 4.6.Α).  

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα θηλεηηθήο ηεο εηζφδνπ ησλ hGDHs ζε 

άγξηνπ ηχπνπ θαη tim23-2 κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα (Δηθόλα 4.6.Β) θαη 
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πνζνηηθνπνίεζε ησλ ζεκάησλ ρξεζηκνπνηψληαο ην ινγηζκηθφ πξφγξακκα 

Image Quant (ηνπιάρηζηνλ ηξεηο επαλαιήςεηο ησλ πνζνηηθνπνηήζεσλ γηα 

θάζε απνηέιεζκα απηνξαδηνγξαθίαο). Βξέζεθε κεησκέλε ηθαλφηεηα εηζφδνπ 

ησλ πξσηετλψλ hGDHs ζηα απνκνλσκέλα tim23-2 ζε ζρέζε κε ηα αγξίνπ 

ηχπνπ (~25%). Ωο εθ ηνχηνπ, ζεσξνχκε φηη νη hGDHs έρνπλ πνιχ πςειή 

πηζαλφηεηα λα δηακεξηζκαηνπνηνχληαη ζηα κηηνρφλδξηα κέζσ ηνπ θαλαιηνχ 

TIM23. 
 

 

Δηθόλα 4.6 Οη hGDHs κπαίλνπλ ζηα κηηνρφλδξηα κέζσ ηνπ θαλαιηνχ TIM23 ηεο εζσηεξηθήο 
κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο. (Α). Αλάιπζε θαηά Western ησλ αγξίνπ ηχπνπ θαη tim23-2 
κηηνρνλδξίσλ ζαθραξνκχθεηα κε a-Hsp70 θαη a-Tim23. (Β). Δίζνδνο ησλ in vitro ξαδηελεξγά 
ζπληηζέκελσλ πξσηετλψλ hGDH1 θαη hGDH2 ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα απφ αγξίνπ 
ηχπνπ θαη tim23-2 ζηειέρε ζαθραξνκχθεηα, ειεθηξνθφξεζε θαη απηνξαδηνγξαθία.  

  

1.5 Οη hGDHs κπνξνύλ λα ζρεκαηίζνπλ εμακεξή, όηαλ εηζέιζνπλ 

ζηα κηηνρόλδξηα ηνπ ζαθραξνκύθεηα 

Πεηξάκαηα εηζφδνπ ησλ  hGDHs ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα ζε 

ζπλδπαζκφ κε κε απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ ειεθηξνθφξεζε, έδεημαλ φηη νη 

γινπηακηθέο αθπδξνγνλάζεο φηαλ κπνπλ ζηα κηηνρφλδξηα ηνπ 

ζαθραξνκχθεηα, ζρεκαηίδνπλ εμακεξή κε ρξφλν-εμαξηψκελν ηξφπν (Δηθόλα 

4.7). Ζ δεκηνπξγία εμακεξνχο εληφο ησλ κηηνρνλδξίσλ είλαη αλακελφκελν, 

θαζψο απφ ηελ ππάξρνπζα βηβιηνγξαθία είλαη γλσζηφ φηη νη GDHs έρνπλ ηελ 

ηάζε λα ζρεκαηίδνπλ εμακεξή (Smith et al, 2002). Δπίζεο παξαηεξήζεθε ε 

δεκηνπξγία κηαο άιιεο κπάληαο, ε νπνία πηζαλψο αληηζηνηρεί ζηελ δεκηνπξγία 

ελφο πηζαλνχ νκν-ηξηκεξνχο ή ζηελ δεκηνπξγία θάπνηνπ ζπκπιφθνπ ησλ 

hGDHs κε πξσηεΐλεο ησλ κηηνρνλδξίσλ (Δηθόλα 4.7). Σέινο, παξαηεξείηαη ε 
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δεκηνπξγία δηάθνξσλ πνιπκεξψλ κε κέγεζνο κεγαιχηεξν ησλ 440 kDa 

(Δηθόλα 4.7.B).  

 

Δηθόλα 4.7 Οη hGDHs φηαλ κπνπλ ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα, 
ζρεκαηίδνπλ εμακεξή κε ρξφλν-εμαξηψκελν ηξφπν. Δίζνδνο ηεο hGDH1 θαη hGDH2 ζε 
απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα, κε απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ ειεθηξνθφξεζε θαη 
απηνξαδηνγξαθία. (Α). 6-16% BN-PAGE (Β).5-12% BN-PAGE.  

 

2. Σν ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηόρεπζεο ησλ hGDHs είλαη 

απαξαίηεην γηα λα κπνπλ νη λενζπληηζέκελεο πνιππεπηηδηθέο 

αιπζίδεο ζηα κηηνρόλδξηα 

Πεηξάκαηα απαινηθήο ηνπ πεπηηδίνπ Ν53 έδεημαλ φηη ην ψξηκν ηκήκα ησλ 

hGDH1 θαη hGDH2 (Γ53hGDH1 θαη Γ53hGDH2, αληίζηνηρα) δελ είλαη ηθαλά 

απφ κφλα ηνπο λα εηζέιζνπλ ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα (Δηθόλα 4.8). ΢ηα 

ίδηα ζπκπεξάζκαηα θαηέιεμαλ θαη νη ζπλεξγάηεο καο απφ ην Δξγαζηήξην 

Νεπξνινγίαο πξαγκαηνπνηψληαο πεηξάκαηα δηακφιπλζεο θπηηαξηθψλ ζεηξψλ 

ζειαζηηθψλ ζε ζπλδπαζκφ κε κηθξνζθνπία θζνξηζκνχ θαη κειέηεο 

απνκφλσζεο κηηνρνλδξίσλ (Mastorodemos et al, 2009; Kotzamani et al, 

2012). Άξα, ην Ν53 ιεηηνπξγεί ζαλ έλα απαξαίηεην νδεγφ πεπηίδην γηα ηηο 

πξσηεΐλεο απηέο, ψζηε λα έρνπλ ηελ κηηνρνλδξηαθή ηνπο δηακεξηζκαηνπνίεζε. 
 

 

Δηθόλα 4.8 Σν Ν53 είλαη απαξαίηεην γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε ησλ hGDHs. Δίζνδνο 
ησλ hGDHs (wt θαη Γ53hGDH) ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα γηα 5min, αλάιπζε κε 
απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ ειεθηξνθφξεζε θαη απηνξαδηνγξαθία.  
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3. Ζ α1 έιηθα ηεο hGDH2 είλαη απαξαίηεηε γηα λα 

δηακεξηζκαηνπνηεζεί ε hGDH2 ζηα κηηνρόλδξηα 

Υξεζηκνπνηήζεθαλ πξνγξάκκαηα πξφβιεςεο ηεο ελδνθπηηαξηθήο 

δηακεξηζκαηνπνίεζεο ησλ αγξίνπ ηχπνπ hGDHs θαη ησλ κεηαιιαγκάησλ ηνπο, 

ηα νπνία παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 4.2. Πην ζπγθεθξηκέλα, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ πξνγξάκκαηα πνπ πξνβιέπνπλ: (1) ηελ κηηνρνλδξηαθή 

ζηφρεπζε θαη ηελ πηζαλφηεηα χπαξμεο MTS (MitoFates, TargetP. Predotar), 

(2) ηελ ελδνθπηηαξηθή ζηφρεπζε γεληθά (SubLoc) θαη (3) ηε ζηφρεπζε ζηνλ 

ππξήλα θαη ηελ παξνπζία NLS (Nuclear Localization Signal) (cNLS Mapper, 

NucPred, NLStradamus). Tα πξνγξάκκαηα πξνηείλνπλ φηη ε α1 έιηθα ηνπ 

ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ησλ hGDH1 θαη hGDH2 έρεη πνιχ 

ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ κηηνρνλδξηαθή ηνπο ζηφρεπζε, ελψ δελ πξνβιέπνπλ ηελ 

χπαξμε θάπνηνπ πηζαλνχ NLS ζηηο hGDHs.  

 

Πίλαθαο 4.2 Πξφβιεςε θπηηαξηθήο δηακεξηζκαηνπνίεζεο ησλ hGDH1 θαη hGDH2.  
(C: θπηηαξφπιαζκα, M: κηηνρφλδξηα 

  

Πεηξάκαηα ζπλ-δηακφιπλζεο θπηηαξηθψλ ζεηξψλ ζειαζηηθψλ ζε 

ζπλδπαζκφ κε κηθξνζθνπία θζνξηζκνχ, θαζψο θαη πεηξάκαηα δηακφιπλζεο 

αλζξψπηλσλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ ζε ζπλδπαζκφ κε απνκφλσζε κηηνρνλδξίσλ 

πνπ πξαγκαηνπνίεζαλ νη ζπλεξγάηεο καο ζην Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο, 

έδεημαλ φηη φηαλ ιείπεη έζησ θαη ε πξψηε α-έιηθα ηνπ νδεγνχ πεπηηδίνπ ηεο 

hGDH2 (Γα1hGDH2 ή ελαιιαθηηθά Γ38GLUD2), ε πξσηεΐλε ράλεη ηελ 

ηθαλφηεηά ηεο λα ζηνρεχζεη ην EGFP ζηα κηηνρφλδξηα (Kotzamani et al, 2012). 

΢πκπιεξσκαηηθά, πεηξάκαηα εηζφδνπ ηεο ξαδηελεξγά ζπληηζέκελεο 

Protein 
GDH 

MitoFat
es 

(mitos) 

TargetP 
(mTP) 

Predotar 

(mitos) 

SubLoc v1.0 cNLS 

Mapper 

NucPred NLStradamus 

hGDH1 wt 0.965 0.385 0.30 M x 0.12 x 

hGDH2 wt 0.983 0.918 0.92 M x 0.11 x 

Γ10hGDH1 0.251 0.657 0.22 M x 0.12 x 

Γ32hGDH1 0.126 0.732 0.07 C x 0.11 x 

Γ53hGDH1 0.000 0.084 0.01 C x 0.04 x 

Γα1hGDH2 0.273 0.928 0.35 M x 0.12 x 

Γ32hGDH2 0.115 0.711 0.04 C x 0.08 x 

Γ53hGDH2 0.000 0.078 0.00 C x 0.05 x 
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Γα1hGDH2 έδεημαλ φηη ε Γα1hGDH2 ράλεη ηελ ηθαλφηεηά ηεο λα κπαίλεη ζε 

κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα (Δηθόλα 4.9). Δπνκέλσο, ε α1 έιηθα ηεο hGDH2 

είλαη απαξαίηεηε γηα ηε ζηφρεπζε ηεο hGDH2 ζηα κηηνρφλδξηα.  

 

 

Δηθόλα 4.9 H α1 έιηθα ηνπ N53 ηεο hGDH2 είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή ηεο 
ζηφρεπζε. Πείξακα εηζφδνπ ηεο in vitro ξαδηελεξγά ζπληηζέκελεο αγξίνπ ηχπνπ hGDH2 θαη 
Γα1hGDH2 ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα, SDS-PAGE θαη απηνξαδηνγξαθία.  

 

Βξέζεθε φηη ην in organello ζχζηεκα ησλ απνκνλσκέλσλ κηηνρνλδξίσλ 

ηνπ ζαθραξνκχθεηα δίλεη αληίζηνηρα απνηειέζκαηα κε απηά πνπ πξνθχπηνπλ 

απφ απφ πεηξάκαηα ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ γηα ηηο αλζξψπηλεο 

γινπηακηθέο αθπδξνγνλάζεο. Δπνκέλσο, ην ζχζηεκα ησλ κηηνρνλδξίσλ ηνπ 

ζαθραξνκχθεηα, αλ θαη εηεξφινγν, κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ 

επξχηεξε κειέηε ηνπ κεραληζκνχ κε ηνλ νπνίν νη hGDHs κπαίλνπλ ζηα 

κηηνρφλδξηα.  

 

4. Σν Ν53 ησλ hGDHs είλαη ηθαλό λα ζηνρεύζεη κε κηηνρνλδξηαθέο 

πξσηεΐλεο ζηα κηηνρόλδξηα 

Μειεηήζεθε αλ ην Ν53 ησλ hGDH1 θαη hGDH2 είλαη ηθαλφ απφ κφλν ηνπ 

λα νδεγήζεη κε κηηνρνλδξηαθέο πξσηεΐλεο ζηα κηηνρφλδξηα. Γηα ην ζθνπφ 

απηφ έγηλαλ νη αληίζηνηρεο θισλνπνηήζεηο ζε θαηάιιεινπο πιαζκηδηαθνχο 

θνξείο, ψζηε λα κπνξνχλ λα εθθξάδνληαη ηα πεπηίδηα N53 (ηνπ hGDH1 ή ηνπ 

hGDH2) ζπδεπγκέλα ζην C-ηειηθφ ηνπο άθξν κε ηελ κε κηηνρνλδξηαθή 

πξσηεΐλε DHFR (Dihydrofolate reductase) κε ην in vitro ζχζηεκα κεηαγξαθήο-

κεηάθξαζεο. ΢ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα εηζφδνπ ησλ 

πεπηηδίσλ N53-DHFR ζε απνκνλσκέλα αγξίνπ ηχπνπ κηηνρφλδξηα 

ζαθραξνκχθεηα, φπνπ παξαηεξήζεθε φηη ην Ν53-DHFR θαη απφ ηηο δχν 

hGDHs είλαη ηθαλφ λα κπεη θαη λα απνθνπεί ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα 

(Δηθόλα 4.10). ΢εκεηψλεηαη φηη ην DHFR απφ κφλν ηνπ δελ είλαη ηθαλφ λα κπεη 

ζηα κηηνρφλδξηα (Δηθόλα 4.14.Β). Eπίζεο, ηα πεηξάκαηα δίλνπλ ελδείμεηο φηη 
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ην Ν53 ηεο hGDH2 εηζέξρεηαη ή απνθφπηεηαη ιίγν ηαρχηεξα ζε ζρέζε κε ην 

Ν53 ηεο hGDH1 (Δηθόλα 4.11). Απηφ έξρεηαη ζε ζπκθσλία κε ηελ 

παξαηήξεζε φηη ε hGDH2 κπαίλεη ή θφβεηαη πην γξήγνξα ζε ζρέζε κε ηελ 

hGDH1.  

 

 

Δηθόλα 4.10 Σν ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ησλ hGDHs απφ κφλν ηνπ είλαη ηθαλφ λα 
νδεγήζεη ηελ κε κηηνρνλδξηαθή πξσηεΐλε DHFR ζηα κηηνρφλδξηα. (A). Γηαγξακκαηηθή 
απεηθφληζε ηνπ Ν53-DHFR. (Β). Δίζνδνο ησλ Ν53 (N53 ησλ hGDH1 θαη hGDH2) 
ζπδεπγκέλσλ ζην θαξβνμπηειηθφ ηνπο άθξν κε ην DHFR (N53-DHFR) γηα 0,5, 2 θαη 5 min ζε 
κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα, ειεθηξνθφξεζε θαη απηνξαδηνγξαθία.   

 

 

Δηθόλα 4.11 Γηαγξακκαηηθή απεηθφληζε ηεο πνζνηηθνπνίεζεο ηεο Eηθφλαο 4.10.Β 
ρξεζηκνπνηψληαο ηα ινγηζκηθά πξνγξάκκαηα Image Quant θαη ην Microsoft Excel. 
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Παξάιιεια, πξαγκαηνπνηήζεθαλ θισλνπνηήζεηο ζε πιαζκίδην pEGFP-N3 

ψζηε λα κπνξνχλ λα εθθξαζηνχλ ζε θπηηαξηθέο ζειαζηηθψλ ηα N53 (ηνπ 

hGDH1 ή ηνπ hGDH2) ζπδεπγκέλα ζην C-ηειηθφ ηνπο άθξν κε ηελ κε 

κηηνρνλδξηαθή πξσηεΐλε EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein). ΢ηε 

ζπλέρεηα, νη ζπλεξγάηεο καο απφ ην Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο 

πξαγκαηνπνίεζαλ πεηξάκαηα ζπλ-δηακφιπλζεο ησλ N53-EGFP (Ν53 ηνπ 

hGDH1 ή hGDH2) κε ην κηηνρνλδξηαθφ κάξηπξα DsRed2-Mito ζηηο 

αλζξψπηλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο HEK293 θαη HeLa. Σα πεηξάκαηα ζπλ-

δηακφιπλζεο θπηηάξσλ HEK293 θαη HeLa έδεημαλ φηη ην Ν53 ηεο hGDH2 

νδεγεί ην EGFP ζρεδφλ απνθιεηζηηθά ζηα κηηνρφλδξηα. Αληίζεηα, ην N53-

EGFP ηεο hGDH1 εληνπίδεηαη θπξίσο ζηα κηηνρφλδξηα, αιιά εληνπίδεηαη θαη 

ζε κηθξφηεξν πνζνζηφ ζην θπηηαξφπιαζκα θαη ζηνλ ππξήλα φπνπ δίλεη κία 

δηάρπηε ρξψζε (Δηθόλα 4.12).  

 

 
 

Δηθόλα 4.12. Σν Ν53 ησλ hGDHs κπνξεί λα ζηνρεχζεη ην EGFP ζηα κηηνρφλδξηα ζε 
αλζξψπηλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο. (Α). Γηαγξακκαηηθή απεηθφληζε ηνπ N53-EGFP  (Β). 
Παξαηήξεζε θπηηάξσλ HEK293 (αξηζηεξά) θαη HeLa (δεμηά) κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία 
θπηηαξηθέο ζεηξέο κεηά απφ ζπλ-δηακφιπλζε κε ηα πιαζκίδηα Ν53-EGFP είηε απφ  hGDH1 (1ε 
γξακκή) είηε απφ hGDH2 (2ε γξακκή) ή κε ην EGFP (αξλεηηθφο κάξηπξαο, 3ε γξακκή) θαη κε 
ην πιαζκίδην DsRed2-Mito. αξηζηεξή ζηήιε: EGFP, κεζαία ζηήιε DsRed2-Mito, δεμηά ζηήιε 
έλσζε ησλ δχν εηθφλσλ. Κιίκαθα: Κχηηαξα HEK293 1ε γξακκή: 12 κm, 2ε γξακκή: 9.9 κm, 
3ε γξακκή: 9.4κm; Κχηηαξα HeLa, 1ε γξακκή: 18.8κm, 2ε γξακκή: 27.8κm, 3ε γξακκή: 
15.5κm. (Γ. Κνηδακάλε) 
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Ζ εξεπλεηηθή νκάδα ησλ Rosso θαη ζπλ. πξαγκαηνπνίεζε πεηξάκαηα 

δηακφιπλζεο ησλ N53-EGFP (Ν53 ηεο hGDH1 ή ηεο hGDH2) ζε ζπλδπαζκφ 

κε ρξψζε ησλ κηηνρνλδξίσλ κε Mito-tracker ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ, 

φπσο ζε θχηηαξα LN229 (αλζξψπηλα αζηξνθπηηάξσλ), HeLa θαη COS7 

(Rosso et al, 2008). Παξαηήξεζαλ φηη ζε απηέο ηηο θπηηαξηθέο ζεηξέο ην 

πεηίδην N53-EGFP ηεο hGDH2 εληνπίδεηαη θπξίσο ζηα κηηνρφλδξηα, ελψ 

αληίζεηα ην πεηίδην N53-EGFP ηεο hGDH1 θαηαλέκεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα 

θαη ζηα κηηνρφλδξηα (Rosso et al, 2008). Οη Rosso θαη ζπλ. ζεσξνχλ φηη απηφ 

νθείιεηαη ζηελ αληηθαηάζηαζε ηνπ γινπηακηθνχ ζηε ζέζε 7 ζηελ hGDH1 κε 

ιπζίλε ζηελ hGDH2 (Rosso et al, 2008).  

Ζ δηαθνξά ησλ απνηειεζκάησλ απφ ηηο δχν εξεπλεηηθέο νκάδεο κπνξεί λα 

νθείιεηαη ζηελ αθξίβεηα ηεο ρξψζεο ησλ κηηνρνλδξίσλ κε ηε ρξήζε ηνπ Mito-

tracker (Rosso et al, 2008) ζε ζρέζε κε ηε δηακφιπλζε κε ην πιαζκίδην 

DsRed2-Mito (Mastorodemos et al, 2009).  

Παξφια απηά, ηα απνηειέζκαηα θαη ησλ δχν εξεπλεηηθψλ νκάδσλ 

ζπγθιίλνπλ ζην φηη ην Ν53 ηεο hGDH2 έρεη εμειηρζεί έηζη, ψζηε λα έρεη 

κεγαιχηεξε ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ζε ζρέζε κε ην N53 ηεο 

hGDH1.  

Γηα λα επηβεβαησζεί ην ελ ιφγσ εχξεκα δεκηνπξγήζεθαλ απφ ηνπο 

ζπλεξγάηεο καο ζηαζεξέο θπηηαξηθέο ζεηξέο (stable cell lines) πνπ 

ππεξεθθξάδνπλ ζηαζεξά ην N53-EGFP (Ν53 ηεο hGDH1 ή ηεο hGDH2). ΢ηε 

ζπλέρεηα, απνκνλψζεθαλ απφ ηα θχηηαξα ηα κηηνρφλδξηα θαη ην 

θπηηαξφπιαζκα θαη πξαγκαηνπνηήζεθε αλάιπζε κε αλνζναπνηχπσζε θαηά 

Western κε αληίζσκα a-EGFP. Σν αλνζναπνηχπσκα θαηά Western έδεημε φηη 

ην Ν53-EGFP θαη ησλ δχν hGDHs εληνπίδεηαη θπξίσο ζην κηηνρνλδξηαθφ 

θιάζκα (Δηθόλα 4.13). Δπίζεο πξαγκαηνπνηήζεθε αλνζναπνηχπσζε θαηά 

Western κε αληίζσκα a-MnSOD (Manganese-dependent Superoxide 

Dismutase), ην νπνίν ρξεζηκνπνηήζεθε σο κάξηπξαο γηα λα δεηρζεί φηη έγηλε 

ζσζηά ε απνκφλσζε ησλ κηηνρνλδξίσλ απφ ην θπηηαξφπιαζκα (Δηθόλα 

4.13).  
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Δηθόλα 4.13 Σα Ν53 ησλ hGDHs φηαλ ζπδεπρζνχλ ζην ακηλνηειηθφ άθξν ηνπ EGFP (N53-
EGFP), κπνξνχλ λα κπνπλ ζηα κηηνρφλδξηα θαη λα αληρλεπηνχλ ζηα κηηνρνλδξηαθά θιάζκαηα. 
Αλνζναπνηχπσζε θαηά Western κε a-EGFP θαη a-MnSOD (κηηνρνλδξηαθφο κάξηπξαο) 
ζηαζεξψλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ HEK293 πνπ ππεξεθθξάδνπλ ην Ν53-EGFP (απφ hGDH1 θαη 
hGDH2). C: θπηηαξφπιαζκα (cytosol), Μ: κηηνρφλδξηα (mitochondria). (Γ. Κνηδακάλε) 

 

5. Ζ α1 έιηθα παίδεη θπξίαξρν ξόιν, ελώ ε α2 έρεη βνεζεηηθό ξόιν 

ζηελ κηηνρνλδξηαθή ζηόρεπζε ηεο hGDH2 

Mειεηήζεθε αλ νη πξνβιεπφκελεο α-έιηθεο ηνπ πεπηηδίνπ Ν53 ηεο hGDH2, 

δειαδή νη έιηθεο α1 (ακηλνμέα 1-10) θαη α2 (ακηλνμέα 16-32) (Δηθόλα 4.14.Α), 

είλαη ηθαλέο απφ κφλεο ηνπο λα νδεγήζνπλ κε κηηνρνλδξηαθέο πξσηεΐλεο ζηα 

κηηνρφλδξηα. Γηα ην ζθνπφ απηφ πξαγκαηνπνηήζεθε κηα ζεηξά θισλνπνηήζεσλ 

ησλ πεπηηδίσλ (α1, α2, α1α2, α2α1 ηεο hGDH2) ζπδεπγκέλα κε ην DHFR 

(πιαζκίδηα pSP65:DHFR) θαη ην EGFP (πιαζκίδηα pEGFP-N3:EGFP) φπσο 

πεξηγξάθνληαη ζην Κεθάιαην ―Τιηθά θαη Μέζνδνη‖, ψζηε λα 

πξαγκαηνπνηεζνχλ in organello θαη in vivo πεηξάκαηα, αληίζηνηρα.  

Έγηλαλ πεηξάκαηα εηζφδνπ ησλ πβξηδηθψλ πξσηετλψλ ζε απνκνλσκέλα 

κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα (Δηθόλα 4.14.Β & 4.14.C). Σα πεηξάκαηα 

εηζφδνπ ησλ α1 θαη α2 πεπηηδίσλ ηεο hGDH2 ζπδεπγκέλα ζην Ν-ηειηθφ άθξν 

ηεο πξσηεΐλεο DHFR (α1-DHFR & α2-DHFR) ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα 

ζαθραξνκχθεηα, έδεημαλ φηη ε α1 είλαη ηθαλή απφ κφλε ηεο λα νδεγήζεη ην 

DHFR ζηα κηηνρφλδξηα, αιιά ιηγφηεξν ζε ζρέζε κε νιφθιεξν ην νδεγφ 

πεπηίδην Ν53 ηεο hGDH2 (Δηθόλα 4.14.B). Δπίζεο έδεημαλ φηη ην α2 δελ είλαη 

ηθαλφ απφ κφλν ηνπ λα νδεγήζεη ην DHFR ζηα κηηνρφλδξηα (Δηθόλα 4.14.B).  
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Δηθόλα 4.14 Δίζνδνο ηνπ Ν53 ηεο hGDH2 θαη ησλ επηκέξνπο ηκεκάησλ ηνπ ζε απνκνλσκέλα 
κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα. (A). ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ δνκηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ ηνπ 
ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ησλ hGDHs (Ν53). Σν Ν53 ησλ hGDHs πξνβιέπεηαη λα 
έρεη ηελ ηάζε ζρεκαηηζκνχ 2 ακθηπαζψλ α-ειίθσλ, ηεο α1 (ακηλνμέα 1-10, κπιε ρξψκα) θαη 
ηεο α2 (ακηλνμέα 16-32, θφθθηλν ρξψκα). Σν ςαιίδη αληηπξνζσπεχεη ηε ζέζε θνπήο ησλ 
hGDHs κέζα ζηα κηηνρφλδξηα. (Β). Δίζνδνο ησλ ξαδηελεξγά ζεκαζκέλσλ N53-DHFR, α1-
DHFR, α2-DHFR ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα γηα 5min θαη θαηεξγαζία ή φρη κε TX-100. 
(C). Δίζνδνο ησλ ξαδηελεξγά ζεκαζκέλσλ α1α2-DHFR, α2α1-DHFR ζε κηηνρφλδξηα 
ζαθραξνκχθεηα γηα 5min θαη θαηεξγαζία ή φρη κε TX-100.  
 

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα ζπλ-δηακφιπλζεο ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο 

HEK293 θαη HeLa ζε ζπλδπαζκφ κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία απφ ηνπο 

ζπλεξγάηεο καο ζην Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο (Δηθόλα 4.15.Α). Βξέζεθε φηη 

φηαλ ελσζεί ε α1 ζην Ν-ηειηθφ άθξν ηνπ EGFP, ην πεπηίδην α1-EGFP 

ζπλεληνπίδεηαη κε ηνλ κηηνρνλδξηαθφ κάξηπξα DsRed2-Mito (Δηθόλα 4.15.Α). 

Αληίζεηα, ην πεπηίδην α2-EGFP δελ θαηαθέξλεη λα δηακεξηζκαηνπνηεζεί ζηα 

κηηνρφλδξηα θαη ην θζνξίδνλ EGFP ζήκα θαηαλέκεηαη δηάρπην ζην 

θπηηαξφπιαζκα θαη ζηνλ θπηηαξηθφ ππξήλα, δίλνληαο ζήκα πνπ ζπκίδεη ην 

EGFP κφλν ηνπ (Δηθόλα 4.15.Α). Δπνκέλσο ην α2 δε θαίλεηαη λα έρεη 

απηφλνκε ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο. 
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Δηθόλα 4.15 Σν α1 πεπηίδην ηνπ Ν53 ηεο hGDH2, αιιά φρη ην α2, είλαη ηθαλφ απφ κφλν ηνπ λα 
νδεγήζεη ην EGFP ζηα κηηνρφλδξηα απφ ηηο θπηηαξηθέο ζεηξέο HEK293 θαη HeLa. (A). ΢πλ-
δηακφιπλζε ζε θχηηαξα HEK293 (αξηζηεξά) ή HeLa (δεμηά) ησλ πιαζκηδίσλ EGFP (α1-EGFP, 
α2-EGFP, α1α2-EGFP, α2α1-EGFP) κε ην πιαζκίδην dsRed2-Mito (κηηνρνλδξηαθφο κάξηπξαο) 
ζε ζπλδπαζκφ κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία. Κιίκαθα: Κχηηαξα HEK293: 9.4κm, Κχηηαξα 
HeLa: 12-19κm. (Β). Αλάιπζε θαηά Western κε a-EGFP θαη a-MnSOD ησλ θπηηαξηθψλ 
εθρπιηζκάησλ κεηά απφ ππνθπηηαξηθή θιαζκάησζε θπηηάξσλ HEK293 πνπ ππεξεθθξάδνπλ 
ζηαζεξά ηα πεπηίδηα EGFP, N53-EGFP, α1-EGFP, α2-EGFP (αξηζηεξά) θαη ηα πεπηίδηα α1α2-
EGFP, α2α1-EGFP (δεμηά). C: θπηηαξφπιαζκα, Μ: κηηνρφλδξηα. (Γ. Κνηδακάλε) 

 

 Γεκηνπξγήζεθαλ απφ ηνπο ζπλεξγάηεο καο απφ ην Δξγαζηήξην 

Νεπξνινγίαο ζηαζεξέο θπηηαξηθέο ζεηξέο HEK293 νη νπνίεο ππεξεθθξάδνπλ 

ηηο πβξηδηθέο πξσηεΐλεο κε ην EGFP θαη πξαγκαηνπνηήζεθε απνκφλσζε ησλ 

θπηηαξηθψλ εθρπιηζκάησλ ηνπο ζε ζπλδπαζκφ κε ελδνθπηηαξηθή θιαζκάησζε. 

Σα πεηξάκαηα επηβεβαίσζαλ ηα παξαπάλσ επξήκαηα (Δηθόλα 4.15.Β).  

Διέγζεθε ν ξφινο ησλ κε ειηθνεηδψλ ηκεκάησλ ηνπ Ν53 ηεο hGDH2 

(ελδηάκεζε ζηξνθή: ακηλνμέα 11-15 θαη ην Ν-ηειηθφ ηκήκα: ακηλνμέα 33-53), 

πνπ πεξηιακβάλνπλ κεηαμχ ησλ άιισλ θαη ηελ πηζαλή ζέζε αλαγλψξηζεο 

απφ ηελ MPP (ακηλνμέα 50-51) θαη ηε ζέζε θνπήο (ακηλνμέα 53-54) ζηελ 

κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε. Πην ζπγθεθξηκέλα, κειεηήζεθε ε ηθαλφηεηα 
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κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηνπ πεπηηδίνπ α1α2 ηεο hGDH2 (α1α2: πβξηδηθφ 

πεπηίδην πνπ πεξηιακβάλεη ηηο ειηθνεηδείο δνκέο α1 θαη α2, ρσξίο ηελ 

ελδηάκεζε κεηαμχ ηνπο ζηξνθή). Πξαγκαηνπνηήζεθαλ in organello πεηξάκαηα 

ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα, θαζψο θαη πεηξάκαηα ζε 

αλζξψπηλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο (Δηθόλεο 4.14.C & 4.15). Σα πεηξάκαηα έδεημαλ 

φηη ην πβξηδηθφ πεπηίδην α1α2 έρεη παξφκνηα ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο κε νιφθιεξν ην Ν53 ηεο hGDH2 (Δηθόλεο 4.14.C & 4.15).  

Δπηπιένλ, κειεηήζεθε ε ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηνπ 

πεπηηδίνπ α2α1 ζπδεπγκέλν κε ην DHFR ή ην EGFP. Βξέζεθε φηη ην πεπηίδην 

α2α1 δίλεη παξφκνηα απνηειέζκαηα κε ην α1α2 (Δηθόλεο 4.14.C & 4.15). 

Δπνκέλσο, ε ζεηξά κε ηελ νπνία βξίζθνληαη νη α-έιηθεο θαίλεηαη λα κελ έρεη 

θπξίαξρε ζεκαζία σο πξνο ηελ ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ηνπο ζηφρεπζεο. Σα 

πβξηδηθά πεπηίδηα α1α2 θαη α2α1 θαίλεηαη λα κελ θφβνληαη φηαλ κπνπλ ζηα 

κηηνρφλδξηα (Δηθόλεο 4.14B & 4.15.Β). Απηφ είλαη αλακελφκελν, θαζψο 

απνπζηάδεη απφ ηα πεπηίδηα α1α2 θαη α2α1 ε πηζαλή ζέζε αλαγλψξηζεο απφ 

ηελ MPP πξσηεάζε (R50,R51) θαη ε ζέζε θνπήο (Y53, S54).  

΢ηε ζπλέρεηα, κειεηήζεθε αλ ε α1 ηεο hGDH2 είλαη ηθαλή απφ κφλε ηεο 

λα νδεγήζεη ηελ ψξηκε hGDH2 ζηα κηηνρφλδξηα. Πεηξάκαηα εηζφδνπ ζε 

απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα απφ θχηηαξα ζαθραξνκχθεηα (Δηθόλα 4.16.Α) 

θαζψο θαη HEK293 (Δηθόλα 4.16.Β), έδεημαλ φηη ην πεπηίδην α1 απφ κφλν ηνπ 

είλαη ιίγν έσο θαζφινπ ηθαλφ λα νδεγήζεη ηελ ψξηκε hGDH2 πξσηεΐλε ζηα 

κηηνρφλδξηα. Δπίζεο, πεηξάκαηα πνπ πξαγκαηνπνίεζαλ νη ζπλεξγάηεο καο 

δηακφιπλζεο ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ (ΖΔΚ293 θαη HeLa) ζε 

ζπλδπαζκφ κε ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία ή κε ππνθπηηαξηθή θιαζκάησζε 

επηβεβαίσζαλ ην ελ ιφγσ εχξεκα (Δηθόλα 4.17).  
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Δηθόλα 4.16 Υξεηάδεηαη ε χπαξμε θαη ησλ δχν ειίθσλ ηεο hGDH2 γηα λα ζηνρεπζεί ην ψξηκν 
ηκήκα ηεο hGDH2 πξσηεΐλεο ζηα κηηνρφλδξηα. Δίζνδνο ησλ ξαδηελεξγά ζεκαζκέλσλ 
πεπηηδίσλ Γ53hGDH2, α1-Γ53hGDH2 θαη α1α2-Γ53hGDH2 θαη θαηεξγαζία ή φρη κε TX-100 
ζε κηηνρφλδξηα (Α). ζαθραξνκχθεηα. (Β). θπηηάξσλ HEK293. (Σπλεξγαζία κε  Γ. Κνηδακάλε)  
 

 

Δηθόλα 4.17 Τπνθπηηαξηθή δηακεξηζκαηνπνίεζε ησλ πβξηδηθψλ πεπηηδίσλ Γ53hGDH2-EGFP, 
α1-Γ53hGDH2-EGFP θαη α1α2-Γ53hGDH2-EGFP. (Α). ΢πλεζηηαθή κηθξνζθνπία θπηηάξσλ 
HEK293 (αξηζηεξά) θαη θπηηάξσλ HeLa (δεμηά) πνπ έρνπλ δηακνιπλζεί ηαπηφρξνλα κε 
πιαζκίδηα EGFP θαη dsRed2-Mito. Κιίκαθα: 9-15κm. (Β). Αλάιπζε θαηά Western κε a-EGFP 
θαη a-MnSOD ησλ θπηηαξηθψλ εθρπιηζκάησλ κεηά απφ ππνθπηηαξηθή θιαζκάησζε θπηηάξσλ 
HEK293 πνπ ππεξεθθξάδνπλ ζηαζεξά ηα ππφ κειέηε πεπηίδηα. C: θπηηαξφπιαζκα, Μ: 
κηηνρφλδξηα. (Γ. Κνηδακάλε) 
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Σν γεγνλφο φηη ε α1 κπνξεί λα νδεγήζεη ζηα κηηνρφλδξηα ην DHFR θαη 

ην EGFP, αιιά φρη ηελ ψξηκε hGDH2, κπνξεί λα νθείιεηαη ζην φηη νη 

πξσηεΐλεο  DHFR θαη EGFP έρνπλ κηθξφηεξν κέγεζνο (190 θαη 241 ακηλνμέα 

αληίζηνηρα) ζε ζρέζε κε ηελ ψξηκε hGDH2 (505 ακηλνμέα). Δπίζεο, κπνξεί λα 

ζπζρεηίδεηαη θαη κε ηελ ακηλνμηθή ζχζηαζε ησλ πξψησλ ακηλνμέσλ ζηα 

πεπηίδηα DHFR, EGFP, Γ53hGDH2.  

Παξαηεξήζεθε φηη ην πεπηίδην α1α2 ζπδεπγκέλν ζην Ν-ηειηθφ άθξν ηνπ 

ψξηκνπ ηκήκαηνο ηεο hGDH2 (α1α2-Γ53hGDH2) είλαη ηθαλφ λα κπεη ζηα 

κηηνρφλδξηα, αιιά δελ απνθφπηεηαη φηαλ κπεη κέζα ζε απηά (Δηθόλεο 4.16 & 

4.17).  

΢πκπεξαζκαηηθά, ε παξνχζα κειέηε έδεημε φηη γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή 

ζηφρεπζε ηεο αλζξψπηλεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο είλαη απαξαίηεηε ε 

χπαξμε θαη ησλ δχν α-ειίθσλ θαη φηη νη α-έιηθεο δξνπλ ζπλεξγαηηθά. Παξφια 

απηά, ε α1 έιηθα θαίλεηαη λα δηαδξακαηίδεη πξσηαγσληζηηθφ ξφιν ζηε 

δηαδηθαζία. Ζ παξνχζα κειέηε δείρλεη φηη ηα πεπηίδηα α1, α1α2 θαη α2α1 

έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα ζηνρεχζνπλ ηηο κε κηηνρνλδξηαθέο πξσηεΐλεο DHFR 

θαη EGFP ζηα κηηνρφλδξηα, παξφιν πνπ θαίλεηαη λα απνπζηάδεη απφ απηά 

θάπνηα πηζαλή ζέζε θνπήο. 

΢χκθσλα κε ηελ ππάξρνπζα βηβιηνγξαθία ην Ν-ηειηθφ άθξν ηνπ MTS 

δελ θαίλεηαη λα έρεη πξσηαγσληζηηθφ ξφιν γηα φιεο ηηο πξσηεΐλεο πνπ 

ζηνρεχνληαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα. Γηα παξάδεηγκα ην MTS ηεο 

αλζξψπηλεο πξσηεΐλεο OTC (ornithine transcarbamylase) δελ βαζίδεηαη ζην 

Ν-ηειηθφ ηνπ άθξν, αιιά ζην κεζαίν ηκήκα (N8-22) ηνπ MTS (N32) (Horwich 

et al, 1987). Δπίζεο, ε πξσηεΐλε ALDH (aldehyde dehydrogenase) ηνπ 

αξνπξαίνπ έρεη έλα κηθξφ MTS (Ν19) ην νπνίν πξνβιέπεηαη λα ζρεκαηίδεη δχν 

α-έιηθεο (4-10 & 14-19) νη νπνίεο ρσξίδνληαη απφ έλα ηξηπεπηίδην (Thornton et 

al, 1993). Έρεη παξαηεξεζεί φηη ε παξνπζία θαη ησλ δχν α-ειίθσλ είλαη 

απαξαίηεηε γηα ηε ζηφρεπζε ηεο ALDH ζηα κηηνρφλδξηα (Wang & Weiner, 

1993). Όκσο, αλ αθαηξεζεί ην ελδηάκεζν ηξηπεπηίδην, ζρεκαηίδεηαη κία 

πεξηζζφηεξν δνκεκέλε α-έιηθα ε νπνία έρεη απμεκέλε ηθαλφηεηα 

κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ζε ζρέζε κε ην αξρηθφ Ν19 (Thornton et al, 1993).  
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6. Ζ α1 έιηθα ηεο hGDH2 όηαλ ζπδεπρζεί ζην θαξβνμπηειηθό άθξν 

ηνπ DHFR, απνηπγράλεη λα ην νδεγήζεη ζηα κηηνρόλδξηα  

Παξαηεξήζεθε φηη ην α1 πεπηίδην φηαλ είλαη ελσκέλν ζην Ν-ηειηθφ άθξν 

ηνπ DHFR (α1-DHFR), κπνξεί λα ην νδεγήζεη ην DHFR ζηα κηηνρφλδξηα, ελψ 

φηαλ είλαη ελσκέλν ζην C-ηειηθφ άθξν ηνπ (DHFR-α1), έρεη κηθξή έσο θαζφινπ 

ηθαλφηεηα λα ην νδεγήζεη ζηα κηηνρφλδξηα (Δηθόλα 4.18). Δπνκέλσο, ε ζέζε 

ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηεο hGDH2 θαίλεηαη λα είλαη πνιχ 

ζεκαληηθή. Σν εχξεκα απηφ ζπκθσλεί κε ην απνηέιεζκα ησλ Folsch θαη ζπλ., 

νη νπνίνη παξαηήξεζαλ φηη ην πεπηίδην Su9 (Ν45 ηεο ππνκνλάδαο 9 ηεο F1F0-

ATPase ηνπ N. crassa) κπαίλεη ζηα κηηνρφλδξηα θαη θφβεηαη πην γξήγνξα απφ 

ηελ πξσηεάζε MPP, φηαλ είλαη ζπδεπγκέλν ζην ζην N-ηειηθφ ηνπ άθξν ηνπ 

DHFR (Su9-DHFR), παξά ζην C-ηειηθφ ηνπ άθξν (DHFR-Su9) (Folsch et al, 

1998).  

 

 

Δηθόλα 4.18 Ζ α1 ηεο hGDH2 κπνξεί λα ζηνρεχζεη ην DHFR ζηα κηηνρφλδξηα φηαλ βξίζθεηαη 
ζπδεπγκέλν κε ην ακηλνηειηθφ ηκήκα ηνπ, αιιά φρη ζην θαξβνμπηειηθφ ηκήκα ηνπ DHFR. 
Δίζνδνο ησλ ξαδηελεξγά ζεκαζκέλσλ πεπηηδίσλ N53-DHFR, α1-DHFR θαη α2-DHFR γηα 2 ή 
5min ζηνπο 30

ν
C ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα, αλάιπζε κε ηελ 

απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ ειεθηξνθφξεζε Tricine SDS-PAGE θαη απηνξαδηνγξαθία.  
 

7. Ζ απνθνπή ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο ζηόρεπζεο δελ είλαη 

απαξαίηεηε γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή ζηόρεπζε ησλ hGDHs 

Μειεηήζεθε ε ζεκαζία ηεο απνθνπήο ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο ησλ hGDHs ζηε ζσζηή δηακεξηζκαηνπνίεζή ηνπο. Πεηξάκαηα 

εηζφδνπ ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα έδεημαλ φηη νη 

ξαδηελεξγά ζπληηζέκελεο πξσηεΐλεο hGDH1 θαη hGDH2, πνπ είλαη 

κεηαιιαγκέλεο ζηελ πηζαλή ζέζε αλαγλψξηζεο απφ ηελ πξσηεάζε MPP 

(R50G-R51D) ή ζηελ ζέζε θνπήο (Y53D-S54D) (Δηθόλα 4.19.A), 

εμαθνινπζνχλ λα έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο παξφιν 
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πνπ, νη κεηαιιαγκέλεο πξσηεΐλεο ράλνπλ ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα θφβνληαη, 

φηαλ κπνπλ ζηα κηηνρφλδξηα (Δηθόλεο 4.19.B & 4.19.C).  

 

 

Δηθόλα 4.19 Ζ απνθνπή ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ησλ hGDHs δελ είλαη 
απαξαίηεηε γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή ηνπο ζηφρεπζε. (Α). ΢ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ ακηλνμέσλ 
ηνπ Ν53 ηεο hGDH1 θαη ηεο hGDH2. Ζ ζέζε αλαγλψξηζεο απφ ηελ MPP (R50-R51) θαη ε 
ζέζε θνπήο (Y53-S54) επηζεκαίλνληαη κε θφθθηλν θαη κπιε ρξψκα, αληίζηνηρα. Σν ςαιίδη 
δείρλεη ηε ζέζε θνπήο ησλ hGDHs. (Β). Δίζνδνο ηεο αγξίνπ ηχπνπ (wt) θαη κεηαιιαγκέλσλ 
κνξθψλ (R50G-R51DD, Y53D-S54D) ηεο hGDH1 ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα γηα 2 θαη 
5min θαη απηνξαδηνγξαθία. (C). Δίζνδνο ηεο wt θαη κεηαιιαγκέλσλ κνξθψλ (R50G-R51DD, 
Y53D-S54D) ηεο hGDH2 φπσο ζηελ εηθφλα 4.19.B. (D). Δίζνδνο ηεο hGDH2 (wt, Y53D-
S54D) γηα 5min ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα δεκηνπξγία κηηνπιαζηψλ, θπγνθέληξεζε θαη 
απηνξαδηνγξαθία. MT: κηηνρφλδξηα, MP: δεκηνπξγία κηηνπιαζηψλ, P: ίδεκα, S: ππεξθείκελν. 
(cut: ψξηκε κνξθή, uncut: αλψξηκε κνξθή) 

 

Πεηξάκαηα εηζφδνπ ηεο hGDH2-Y53D-S54D ζε κηηνρφλδξηα ζε ζπλδπαζκφ 

κε δεκηνπξγία κηηνπιαζηψλ έδεημαλ φηη ε πξσηεΐλε hGDH2-Y53D-S54D 

δηακεξηζκαηνπνηείηαη ζην ίδεκα ηνπ κηηνπιάζηε φπσο θαη ε αγξίνπ ηχπνπ 

hGDH2 (Δηθόλα 4.19.D).  

Σα πεηξάκαηα απηά δείρλνπλ φηη ε απνθνπή ηνπ Ν53 ησλ hGDHs δελ είλαη 

απαξαίηεηε γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε ησλ hGDHs. Απηφ ην εχξεκα δελ 

ήηαλ αλακελφκελν, θαζψο ε απνθνπή ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο γηα ηηο πξσηεΐλεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο πνπ έρνπλ ζηληάιν 
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ζηφρεπζεο, ζεσξείηαη αλαγθαία γηα ηε ζσζηή θπηηαξηθή ηνπο 

δηακεξηζκαηνπνίεζε, φπσο γηα παξάδεηγκα ζηελ πεξίπησζε ηεο πξσηεΐλεο 

glutaredoxin 2 ζηνλ ζαθραξνκχθεηα (Porras et al, 2010). Παξφια απηά, δελ 

είλαη γλσζηφ αλ ε πξσηενιπηηθή δηάζπαζε ηνπ Ν53 είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ 

θαηάιιειε δηακφξθσζε θαη ελεξγφηεηα ηνπ ελδχκνπ. Σα ηειεπηαία ρξφληα έρεη 

αλαθεξζεί φηη ε GDH ηνπ θπηνχ A. thaliana έρεη έλα κε απνθνπηφκελν MTS 

ζην Ν-ηειηθφ ηεο άθξν θαη δηακεξηζκαηνπνηείηαη ζηα κηηνρφλδξηα (Huang et al, 

2009). Ζ ζεκαζία ηεο απνθνπήο ή φρη ησλ MTS δελ έρεη αθφκα δηεπθξηληζηεί. 

Μάιηζηα έρνπλ αλαθεξζεί νξηζκέλεο πξσηεΐλεο ησλ ζειαζηηθψλ νη νπνίεο 

έρνπλ κε απνθνπηφκελν MTS, φπσο ε ζαπεξφλε-1 (chaperonin-1) ηνπ 

αξνπξαίνπ θαη ε ακηλνηξαλζθεξάζε ηνπ αζπαξηηθνχ (aspartate 

aminotransferase) ζην ρνίξν (Ryan et al, 1994; Nishi et al, 1989).  

 

8. Πξσηεάζεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο πνπ είλαη ππεύζπλεο γηα 

ηελ απνθνπή ηνπ Ν53 ησλ hGDHs 

Σα ηειεπηαία ρξφληα έρνπλ βξεζεί πνιιέο πξσηεΐλεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο 

κήηξαο ηνπ ζαθραξνκχθεηα S. cerevisiae θαη ηνπ θπηνχ A. thaliana ζηηο 

νπνίεο ην ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο θφβεηαη απφ ηελ πξσηεάζε MPP 

θαη ζε δεχηεξν βήκα θφβεηαη ζπκπιεξσκαηηθά απφ ηελ πξσηεάζε Icp55 ή ηελ 

Oct1. Οη πξσηεΐλεο πνπ θφβνληαη απφ ηηο πξσηεάζεο MPP θαη Icp55 ζην 

ζαθραξνκχθεηα έρνπλ ζπλήζσο ηα κνηίβα -2R ή -3R θαη -2R, -1Y/L/P, 

+1S/A/T, +3L, αληίζηνηρα (Vögtle et al, 2009; Teixeira & Glaser, 2013). 

΢εκεηψλεηαη φηη αλ θαη έρνπλ κειεηεζεί αξθεηέο νκφινγεο πξσηεΐλεο ηεο Icp55 

ηνπ ζαθραξνκχθεηα, πξνο ην παξφλ δελ είλαη μεθάζαξν ζηε βηβιηνγξαθία εάλ 

ε νκφινγε/νξζφινγε ηεο Icp55 ζηνλ άλζξσπν αλαγλσξίδεη ηα ίδηα ακηλνμηθά 

κνηίβα κε απηή ηνπ ζαθραξνκχθεηα.  

Παξαηεξψληαο ηηο ακηλνμηθέο αιιεινπρίεο ησλ hGDHs ζρεηηθά κε ηα 

παξαπάλσ κνηίβα, θαίλεηαη λα είλαη παξφληα ηα κνηίβα -3R , -2R, -1Y, +1S 

ζηηο hGDHs, θαη ην κνηίβν +3L κφλν ζηελ hGDH2. Αληίζεηα, ε πεπηηδάζε 

Oct1 αλαγλσξίδεη θπξίσο ηε ζέζε -10R,  ε νπνία απνπζηάδεη απφ ηηο hGDHs. 

Δπνκέλσο, ππνζέηνπκε φηη ην ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ησλ hGDHs 

κπνξεί λα  απνθφπηεηαη απφ ηηο πεπηηδάζεο MPP θαη Icp55 (Δηθόλα 4.20). 
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Εικόνα 4.20 Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε ηεο ακηλνμηθήο αιιεινπρίαο ηνπ νδεγνύ 

πεπηηδίνπ ησλ hGDHs θαη νη πξνηεηλόκελεο ζέζεηο θνπήο ηνπο από ηηο πξσηεάζεο 

MPP θαη Icp55 ζύκθσλα κε ηα ζπλήζε κνηίβα πνπ απηέο αλαγλσξίδνπλ (MPP: κσβ 

ρξώκα, Icp55: πξάζηλν θαη κπιε ρξώκα). Σν ςαιίδη δείρλεη ηε ζέζε από ηελ νπνία 

μεθηλάεη ην ώξηκν ηκήκα ησλ hGDHs.  
 

Άιιεο εξεπλεηηθέο νκάδεο έρνπλ πξαγκαηνπνηήζεη πεηξάκαηα εηζφδνπ ησλ 

ξαδηελεξγά ζεζεκαζκέλσλ πξσηετλψλ Mge1 θαη Nfs1 (γλσζηά ππνζηξψκαηα 

ηεο Icp55) ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα απφ wt θαη icp55Γ (απνπζηάδεη ε 

icp55 πξσηεάζε) ζηειέρε ζαθραξνκχθεηα θαη βξήθαλ φηη νη πξσηεΐλεο Mge1 

θαη Nfs1 κπνξνχλ λα κπνπλ ζηα icp55Γ κηηνρφλδξηα θαη ην ψξηκν ηκήκα ηνπο 

εκθάληδε κία κηθξή δηαθνξά ζηελ θηλεηηθφηεηά ηνπ ζε ζρέζε κε απηέο ζηα wt 

κηηνρφλδξηα (Vögtle et al, 2009). Γεδνκέλνπ ηεο παξαηήξεζεο φηη νη hGDHs 

κπνξνχλ λα κπνπλ ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα αθφκα θαη αλ ράζνπλ ηελ 

ηθαλφηεηα απνθνπήο ηνπο κέζα ζε απηά θαη ηεο πηζαλήο απνθνπήο ηνπο απφ 

ηελ Icp55 πξσηεάζε (αλ ππάξρεη νκφινγή/νξζφινγή ηεο ζηνλ άλζξσπν), 

κειεηήζεθε ε ηθαλφηεηά ησλ αγξίνπ ηχπνπ hGDHs λα εηζέιζνπλ ζε 

κηηνρφλδξηα απφ wt θαη icp55Γ ζηειέρε ζαθραξνκχθεηα.  

Γηα ην ζθνπφ απηφ πξαγκαηνπνηήζεθε απνκφλσζε κηηνρνλδξίσλ κέηξηαο 

θαζαξφηεηαο απφ αγξίνπ ηχπνπ θαη icp55Γ ζηειέρε ζαθραξνκχθεηα (βιέπε 

«Υιηθά & Μέζνδνη»). Βξέζεθε φηη νη hGDHs κπνξνχλ λα εηζέιζνπλ ζηα wt 

κηηνρφλδξηα πνπ έρνπλ παξαρζεί απφ κεγάιεο θιίκαθαο θαιιηέξγεηα 

ζαθραξνκχθεηα ζε ζξεπηηθφ κέζν YPLactate, αιιά φρη ζηα wt θαη icp55Γ 

κηηνρφλδξηα πνπ απνκνλψζεθαλ απφ θχηηαξα πνπ θαιιηεξγήζεθαλ ζε 

ζξεπηηθφ κέζν YPD (Δηθόλα 4.21).  
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Δηθόλα 4.21 Οη hGDHs δελ κπνξνχλ λα εηζέιζνπλ ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα πνπ έρνπλ 
παξαρζεί ζε ζξεπηηθφ κέζν YPD. Δίζνδνο ησλ in vitro ξαδηελεξγά ζπληηζέκελσλ πξσηετλψλ 
hGDH1 θαη hGDH2 ζε απνκνλσκέλα αγξίνπ ηχπνπ (wt) θαη icp55Γ κηηνρφλδξηα 
ζαθραξνκχθεηα, απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ ειεθηξνθφξεζε θαη απηνξαδηνγξαθία. pure: πςειήο 
θαζαξφηεηαο κηηνρφλδξηα απφ ζαθραξνκχθεηα πνπ έρεη θαιιηεξγεζεί ζε ζξεπηηθφ κέζν 
YPLactate, crude: κέηξηαο θαζαξφηεηαο κηηνρφλδξηα απφ ζαθραξνκχθεηα πνπ έρεη 
θαιιηεξγεζεί ζε ζξεπηηθφ κέζν YPD. (cut: ψξηκε κνξθή, uncut: αλψξηκε κνξθή) 

 

΢ηε ζπλέρεηα, απνκνλψζεθαλ κηηνρφλδξηα κέηξηαο θαζαξφηεηαο απφ 

αγξίνπ ηχπνπ θαη icp55Γ ζηειέρε ζαθραξνκχθεηα ηα νπνία θαιιηεξγήζεθαλ 

ζε ζξεπηηθφ κέζν YPLactate. Σα κηηνρφλδξηα αμηνινγήζεθαλ κε αλάιπζε θαηά 

Western ζε ζρέζε κε ηα πςειήο θαζαξφηεηαο αγξίνπ ηχπνπ κηηνρφλδξηα 

(Δηθόλα 4.22.Α) θαη βξέζεθε φηη θαη νη δχν hGDHs κπνξνχλ λα κπνπλ θαη λα 

θνπνχλ ζηα icp55Γ κηηνρφλδξηα κε παξφκνην ξπζκφ,  φπσο ζηα αγξίνπ ηχπνπ 

κηηνρφλδξηα (Δηθόλα 4.22.B).  

Σα πεηξάκαηα απηά δελ δίλνπλ ζαθείο ελδείμεηο γηα χπαξμε 

αιιειεπίδξαζεο ησλ hGDHs κε ηελ Icp55, αιιά απηφ κπνξεί λα νθείιεηαη 

ζηελ αθξίβεηα ηεο κεζφδνπ. Πην ζπγθεθξηκέλα, νη hGDHs κπνξεί λα κπαίλνπλ 

κηηνρφλδξηα θαη λα θφβνληαη απφ ηελ MPP ζηε ζέζε αλάκεζα ζηελ ηζηηδίλε θαη 

ηε ηπξνζίλε (ζέζε -1, Δηθόλα 4.20) θαη επνκέλσο νη ψξηκεο GDHs λα έρνπλ 

έλα κφλν ακηλνμχ παξαπάλσ ζε ζρέζε κε απηέο πνπ κπαίλνπλ ζηα wt 

κηηνρφλδξηα. Ζ δηαθνξά απηή πηζαλψο ζα κπνξνχζε λα αληρλεπηεί θαιχηεξα 

κε άιιεο κεζφδνπο, φπσο ε είζνδνο θαζαξψλ κε ξαδηελεξγψλ 

απνκνλσκέλσλ πξσηετλψλ ζε ζπλδπαζκφ κε θαζκαηνκεηξία κάδαο.  
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Δηθόλα 4.22 Μειέηε ηεο πηζαλήο ζπζρέηηζεο εηζφδνπ ησλ hGDHs κε ηελ πξσηεάζε ηεο 
κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο Icp55Γ.  (Α). Αλάιπζε θαηά Western ησλ αγξίνπ ηχπνπ θαη tim23-2 
κηηνρνλδξίσλ ζαθραξνκχθεηα κε a-Cyb2 θαη a-Hsp70. (Β). Δίζνδνο ησλ in vitro ξαδηελεξγά 
ζπληηζέκελσλ πξσηετλψλ hGDH1 θαη hGDH2 ζε απνκνλσκέλα αγξίνπ ηχπνπ θαη icp55Γ 
κηηνρνλδξίσλ ζαθραξνκχθεηα, απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ ειεθηξνθφξεζε θαη απηνξαδηνγξαθία. 
(cut: ψξηκε κνξθή, uncut: αλψξηκε κνξθή) 
 

9. Σν ζεηηθό θνξηίν παίδεη πην ζεκαληηθό ξόιν ζε ζρέζε κε ηελ 

ακθηπαζηθόηεηα ζηελ ηθαλόηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηόρεπζεο ηεο 

hGDH2 

Δπηρεηξήζακε λα δηεξεπλήζνπκε πνηα ακηλνμέα ηνπ Ν53 ηεο hGDH2 

παίδνπλ πην ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, αλαξσηεζήθακε αλ ζηε δηαδηθαζία ηεο ζηφρεπζεο πξσηετλψλ 

ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα έρεη πην ζεκαληηθφ ξφιν, ε ακθηπαζηθφηεηα, ε 

ειηθνεηδήο δνκή ή ην ειεθηξηθφ θνξηίν. Έηζη, πξαγκαηνπνηήζεθε κία ζεηξά 

κεηαιιάμεσλ ζε πιαζκίδηα πνπ εθθξάδνπλ ηελ hGDH2 θαηάιιεια γηα ην 

ζχζηεκα in vitro αληηγξαθήο-κεηάθξαζεο κε ζθνπφ: 1) λα δηαηαξαρηεί ε 

ειηθνεηδήο δηακφξθσζε ηεο α1 έιηθαο, 2) λα κεησζεί ην ζεηηθφ θνξηίν ηνπ 

ακηλνηειηθνχ ηκήκαηνο ηνπ πεπηηδίνπ Ν53 θαη 3) λα αιινησζεί ν ακθηπαζήο 

ραξαθηήξαο ηεο α1 έιηθαο, δεδνκέλνπ φηη ε ακθηπαζηθφηεηα είλαη ζεκαληηθή 

γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε (Pfanner & Geissler, 2001). ΢ηελ Δηθόλα 

4.23.Α παξνπζηάδεηαη ε ακηλνμηθή αιιεινπρία ηεο hGDH2 θαη επηζεκαίλνληαη 

νη ακηλνμηθέο ζέζεηο ζηηο νπνίεο έρνπλ γίλεη κεηαιιαγέο (Δηθόλα 4.23.Α). 

΢εκεηψλεηαη φηη φια ηα πεηξάκαηα απηνχ ηνπ θεθαιαίνπ επαλαιήθζεθαλ 



98 

ηνπιάρηζηνλ ηξεηο θνξέο θαη ην δε ζήκα ηεο απηνξαδηνγξαθίαο 

πνζνηηθνπνηήζεθε ρξεζηκνπνηψληαο ην ινγηζκηθφ πξφγξακκα Image Quant.  

Ζ δηαηάξαμε ηεο ειηθνεηδνχο δηακφξθσζεο ηεο hGDH2 πξαγκαηνπνηήζεθε 

κε ηελ εηζαγσγή πξνιίλεο, θαζψο είλαη γλσζηφ φηη φηαλ ε πξνιίλε βξίζθεηαη 

ζηελ κέζε κηαο δηακφξθσζεο (ειηθνεηδήο ή β-πηπρσηήο δνκήο), έρεη ηελ ηάζε 

λα ηε δηαηαξάζζεη. Πξαγκαηνπνηήζεθαλ θισλνπνηήζεηο έηζη, ψζηε λα 

δηαηαξαρζεί ε α1 έιηθα κε ηελ αληηθαηάζηαζε ακηλνμέσλ ζε πξνιίλε πνπ 

βξίζθνληαη ζηε κέζε ηεο έιηθαο, δεδνκέλνπ φηη πξνεγνχκελα επξήκαηα 

έδεημαλ φηη ε α1 έιηθα έρεη ηζρπξφηεξν ξφιν ζε ζρέζε κε ηελ α2 ζηελ 

ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηεο hGDH2. Πην ζπγθεθξηκέλα, 

κεηαιιάρζεθε ε ιεπθίλε ζηε ζέζε 5 ή ε ιπζίλε ζηε ζέζε 7 ζε πξνιίλε 

(hGDH2-L5P & hGDH2-Κ7P, αληίζηνηρα). Σα πεηξάκαηα εηζφδνπ ηεο hGDH2 

αγξίνπ ηχπνπ θαη ησλ κεηαιιαγκέλσλ κνξθψλ ηεο έδεημαλ φηη νη πξσηεΐλεο 

hGDH2-L5P θαη hGDH2-Κ7P κπαίλνπλ ζηα κηηνρφλδξηα κε παξφκνην ξπζκφ 

ζε ζρέζε κε ηελ wt hGDH2 ζηνπο 30νC (Δηθόλα 4.23.B). 

Πξαγκαηνπνηήζεθαλ δηαδνρηθέο κεηαιιαγέο κε ζηφρν λα κεησζεί ην ζεηηθφ 

θνξηίν ηνπ ακηλνηειηθνχ ηκήκαηνο ηνπ Ν53 ηεο hGDH2. Έηζη, 

αληηθαηαζηάζεθε ε αξγηλίλε ζηε ζέζε 3 ζε αιαλίλε (hGDH2-R3A) θαη ε ιπζίλε 

ζηε ζέζε 7 ζε αιαλίλε (hGDH2-K7A). Βξέζεθε φηη θαη ηα δχν κνλά 

κεηαιιάγκαηα είλαη ηθαλά λα κπνπλ ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα (Δηθόλα 

4.23.C γξακκέο 1-7). ΢ηε ζπλέρεηα, κειεηήζεθαλ ηα δηπιά κεηαιιάγκαηα 

hGDH-R3A-K7A θαη hGDH2-K7P-R13A. Καη ζηηο δχν πεξηπηψζεηο, νη 

κεηαιιαγκέλεο πξσηεΐλεο κπαίλνπλ κε παξφκνην ξπζκφ ζε ζρέζε κε ηελ 

αγξίνπ ηχπνπ hGDH2 ζηνπο 30νC (Δηθόλα 4.23.C γξακκέο 7-9 & 4.23.D 

γξακκέο 4-6). Αληηζέησο, ε hGDH2 κε ηελ ηξηπιή κεηαιιαγή R3A-K7A-R13A 

(hGDH-R3A-K7A-R13A) δελ θαηάθεξε λα κπεη ζηα κηηνρφλδξηα ζηνπο 30νC 

(Δηθόλα 4.23.D γξακκέο 1-3), δείρλνληαο φηη ην ζπλνιηθφ ζεηηθφ θνξηίν ηνπ 

ακηλνηειηθνχ ηκήκαηνο ηνπ Ν53 ηεο hGDH2 είλαη θξίζηκν γηα ηελ ηθαλφηεηα 

κηηνρνλδξηαθήο ηνπ ζηφρεπζεο. Δπηπιένλ, ε δηαηάξαμε ηεο ακθηπαζηθφηεηαο 

ηεο α1 έιηθαο ηεο hGDH2 απφ ηελ αληηθαηάζηαζε ηεο αξγηλίλεο ζηε ζέζε 3 

θαη ηεο ιεπθίλεο ζηε ζέζε 5 ζε αιαλίλε (hGDH2-R3A-L5A), δελ επεξέαζε ηελ 

ηθαλφηεηα ηεο hGDH2 λα ζηνρεχεηαη ζηα κηηνρφλδξηα ηνπ ζαθραξνκχθεηα 

(Δηθόλα 4.23.D. γξακκέο 7-9). 



99 

 

Δηθόλα 4.23 Πεηξάκαηα θηλεηηθήο ηεο εηζφδνπ αγξίνπ ηχπνπ (wt) θαη κεηαιιαγκέλσλ κνξθψλ 
ηεο hGDH2 γηα 2 ή 5min ζηνπο 30

ν
C. (Α). Γηαγξακκαηηθή απεηθφληζε ηεο ακηλνμηθήο 

αιιεινπρίαο ηνπ Ν53 ηεο hGDH2. Σα ακηλνμέα πνπ κεηαιιάρζεθαλ επηζεκαίλνληαη κε θφθθηλν 
θαη κπιε ρξψκα (ζεηηθά θνξηηζκέλα θαη νπδέηεξα, αληίζηνηρα). Σν ςαιίδη δείρλεη ηε ζέζε 
θνπήο ηεο hGDH2. (B-D). Πεηξάκαηα εηζφδνπ ηεο αγξίνπ ηχπνπ (wt) θαη κεηαιιαγκέλσλ 
κνξθψλ ηεο hGDH2 (L5P, K7P, R3A, K7A, R3A-K7A, R3A-K7A-R13A, K7P, R13A, R3A-L5A) 
γηα 2 ή 5min ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα, απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ ειεθηξνθφξεζε θαη 
απηνξαδηνγξαθία. Όιεο νη κεηαιιαγκέλεο πξσηεΐλεο κπνξνχλ λα κπνπλ θαη λα θνπνχλ ζηα 
κηηνρφλδξηα εθηφο απφ ηελ hGDH2 κε ηελ ηξηπιή κεηαιιαγή R3A-K7A-R13A (D, γξακκέο 2,3). 
(cut: ψξηκε κνξθή, uncut: αλψξηκε κνξθή). 
 

Γηα κεγαιχηεξε αθξίβεηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα κειέηεο 

θηλεηηθήο ηεο εηζφδνπ ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα ζηνπο 16νC 

(ζεξκνθξαζία ζηελ νπνία νη πξσηεΐλεο κπαίλνπλ πην δχζθνια ζηα 
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κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα) κε πνζνηηθνπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ. 

Βξέζεθε φηη νη κεηαιιαγκέλεο hGDH2 (R3A, K7A, R3A-K7A, R3A-K7A) 

κπαίλνπλ κε παξφκνην ξπζκφ ζηα κηηνρφλδξηα ζε ζρέζε κε ηελ wt hGDH2, 

αθφκα θαη ζηνπο 16νC (Δηθόλεο 4.24 & 4.1). 

 

 

Δηθόλα 4.24 Πεηξάκαηα θηλεηηθήο ησλ κεηαιιαγκέλσλ κνξθψλ ηεο hGDH2 (R3A-L5A θαη 
R3A-K7A) γηα 0,5, 2 θαη 5min ζηνπο 16

ν
C (cut: ψξηκε κνξθή, uncut: αλψξηκε κνξθή).  

 

 Πεηξάκαηα ζρεηηθά κε ην πεπηίδην α1 ζπδεπγκέλν κε ην DHFR (α1-

DHFR), έδεημαλ φηη ηα κεηαιιάγκαηα α1-R3A-DHFR θαη α1-R3A-L5A-DHFR 

εμαθνινπζνχλ λα κπνξνχλ λα εηζέιζνπλ ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα αλ 

θαη κε κεησκέλε απνδνηηθφηεηα ζε ζρέζε κε ην πεπηίδην α1-DHFR (Δηθόλα 

4.25).  

 

 

Δηθόλα 4.25 Πεηξάκαηα θηλεηηθήο ηεο εηζφδνπ αγξίνπ ηχπνπ (wt) θαη κεηαιιαγκέλσλ κνξθψλ 
ηνπ πβξηδηθνχ πεπηηδίνπ α1-DHFR γηα 2 ή 5min ζηνπο 30

ν
C ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα 

ζαθραξνκχθεηα.  
 

΢πκπεξαζκαηηθά, ηα πεηξάκαηα πνπ έγηλαλ, δείρλνπλ φηη ην 

ζεκαληηθφηεξν ξφιν ζηελ ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηεο hGDH2 

έρεη ην ζπλνιηθφ ζεηηθφ θνξηίν ηνπ MTS θαη φρη ε ακθηπαζηθφηεηα ή ε 

ειηθνεηδήο δνκή ηνπ. Παξφκνηα απνηειέζκαηα έρνπλ πξνθχςεη θαη γηα άιιεο 

πξσηεΐλεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο ησλ ζειαζηηθψλ φπσο ζηελ πεξίπησζε 

ηεο πξσηεΐλεο OTC θαη ηεο ALDH (Horwich et al, 1987; Sztul et al, 1987; 

Nishi et al, 1989; Hammen 1996). Αληίζεηα, έρεη αλαθεξζεί φηη ζηελ 

πεξίπησζε ηεο πξσηεΐλεο ηεο β-ππνκνλάδαο ηεο F1-ATP ζπλζεηάζεο ζηα 
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θπηά, ηα πδξφθνβα ακηλνμηθά θαηάινηπα έρνπλ ηνλ πην ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ 

ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο. 

 

10. Αλάιπζε ηεο ηθαλόηεηαο κηηνρνλδξηαθήο ζηόρεπζεο ηνπ θνηλνύ 

πνιπκνξθηζκνύ G35R ηεο hGDH2  

Αλ θαη κέρξη ζήκεξα δελ έρεη παξαηεξεζεί ζπζρεηηζκφο ησλ γλσζηψλ 

κεηαιιαγψλ ζην Ν53 ησλ hGDHs κε αζζέλεηεο, έρεη βξεζεί ε χπαξμε ελφο 

αξθεηά ζπρλνχ πνιπκνξθηζκνχ ζην γνλίδην GLUD2 (c.G103A), ν νπνίνο 

νδεγεί ζε αληηθαηάζηαζε p.G35R, κε άγλσζηε κέρξη ηψξα βηνινγηθή θαη 

θιηληθή ζεκαζία (Plaitakis et al, 2010). Ζ χπαξμε ηνπ ελ ιφγσ 

πνιπκνξθηζκνχ έρεη παξαηεξεζεί θαη ζε πξνθαηαξθηηθέο κειέηεο πνπ 

βξίζθνληαη ζε εμέιημε απφ ηνπο ζπλεξγάηεο καο ζην Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο 

ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο ζρεηηθά κε ηελ αιιεινχρηζε ησλ ζπλνιηθψλ 

εμσλίσλ 56 αζζελψλ κε λεπξνινγηθά λνζήκαηα αγλψζηνπ αηηηνινγίαο. Απηφο 

ν πνιπκνξθηζκφο ζεσξείηαη αξθεηά ζπρλφο θαη έρεη βξεζεί ζε νξηζκέλνπο 

αζζελείο κε ηε λφζν ηνπ Πάξθηλζνλ (16,7%) θαζψο θαη ζε νξηζκέλα πγηή 

άηνκα (18,3%), ελψ νη κέρξη ηψξα κειέηεο δε δίλνπλ ελδείμεηο φηη επεξεάδεη ηα 

θαηλνηππηθά ραξαθηεξηζηηθά ηεο λφζνπ ηνπ Πάξθηλζνλ (Plaitakis et al, 2010).  

΢ηελ παξνχζα κειέηε πξαγκαηνπνηήζεθε ε ελ ιφγσ κεηαιιαγή ζε 

πιαζκίδηα θαηάιιεια γηα ην in vitro ζχζηεκα κεηαγξαθήο/κεηάθξαζεο. 

Πεηξάκαηα εηζφδνπ ηεο ξαδηελεξγά ζπληηζέκελεο hGDH2-G35R έδεημαλ φηη ε 

πξσηεΐλε πνπ θέξεη απηφ ηνλ πνιπκνξθηζκφ κπνξεί λα κπεη ζε 

απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα κε παξφκνην ξπζκφ κε απηφ ηεο 

wt hGDH2 (Δηθόλα 4.26). Δπνκέλσο, ππάξρνπλ νξηζκέλεο ελδείμεηο φηη νη 

άλζξσπνη πνπ θέξνπλ ηνλ ελ ιφγσ πνιπκνξθηζκφ, δελ εκθαλίδνπλ 

πξφβιεκα ζηελ κηηνρνλδξηαθή εληφπηζε ηεο hGDH2.  

 

Δηθόλα 4.26 Ζ hGDH2-G35R κπνξεί λα εηζέιζεη ζηα κηηνρφλδξηα κε παξφκνην ξπζκφ ζε 
ζρέζε κε ηελ wt hGDH2. Δίζνδνο ησλ hGDH2 (wt θαη G35R) γηα 2 ή 5min ζηνπο 30

ν
C ζε 

κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα, απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ ειεθηξνθφξεζε θαη απηνξαδηνγξαθία.  
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11. Ζ hGDH1 όηαλ ζπδεπρζεί ζην θαξβνμπηειηθό ηεο άθξν κε ηνλ 

επίηνπν His, εμαθνινπζεί λα κπνξεί λα εηζέξρεηαη ζηα κηηνρόλδξηα 

θαη λα ζρεκαηίδεη εμακεξή 

Γηα ηελ κειέηε ησλ πξσηετληθψλ αιιειεπηδξάζεσλ ρξεζηκνπνηνχληαη 

ζπρλά πξσηεΐλεο ζπδεπγκέλεο κε επηηφπνπο, ππφ ηελ πξνυπφζεζε φηη ε 

ρξήζε ηνπο δελ επεξεάδεη ηε ιεηηνπξγία ηνπο θαη ηελ θπηηαξηθή ηνπο 

δηακεξηζκαηνπνίεζε. Γηα λα δηεξεπλεζεί αλ ε ρξήζε ηνπ επηηφπνπ His 

(πεπηίδην πνπ απνηειείηαη απφ 6 ηζηηδίλεο, 6xHis) επεξεάδεη ηελ ηθαλφηεηα 

κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ησλ hGDHs, πξαγκαηνπνηήζεθε κηα πιαζκηδηαθή 

θαηαζθεπή ζε πιαζκίδην θαηάιιειν γηα ην in vitro ζχζηεκα κεηαγξαθήο-

κεηάθξαζεο έηζη, ψζηε λα κπνξεί λα εθθξάδεηαη ε hGDH1 ζπδεπγκέλε ζην C-

ηειηθφ ηεο άθξν κε ηνλ επίηνπν His. Πεηξάκαηα ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα 

ζαθραξνκχθεηα έδεημαλ φηη φηαλ ε hGDH1 είλαη ζπδεπγκέλε ζην C-ηειηθφ ηεο 

άθξν κε ηνλ επίηνπν His, εμαθνινπζεί λα έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα κπαίλεη ζηα 

κηηνρφλδξηα κε παξφκνην ξπζκφ ζε ζρέζε κε ηελ αγξίνπ ηχπνπ πξσηεΐλε θαη 

κπνξεί λα ζρεκαηίζεη εμακεξή κέζα ζηα κηηνρφλδξηα (Δηθόλα 4.27).  

 

Δηθόλα 4.27 Ζ πξσηεΐλε hGDH1-His κπνξεί λα εηζέιζεη ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα θαη λα 
ζρεκαηίζεη εμακεξή. (Α). Δίζνδνο ηεο wt  hGDH1 θαη ηεο hGDH1-His γηα 2 ή 5min ζηνπο 30

ν
C 

ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα, απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ ειεθηξνθφξεζε θαη απηνξαδηνγξαθία. 
(Β). Δίζνδνο ηεο hGDH1-His γηα 5min ζηνπο 30

ν
C ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα, κε 

απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ ειεθηξνθφξεζε θαη απηνξαδηνγξαθία.  
 

Πξνεγνχκελεο κειέηεο πνπ έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί απφ ηνπο ζπλεξγάηεο 

καο έδεημαλ φηη φηαλ πξνζηεζεί ν επίηνπνο His αλάκεζα ζην Ν53 θαη ην ψξηκν 

θνκκάηη ησλ hGDHs (N53-His-Γ53hGDH1 θαη N53-His-Γ53hGDH2), νη 
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πξσηεΐλεο εμαθνινπζνχλ λα έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα δηακεξηζκαηνπνηεζνχλ 

ζηα κηηνρφλδξηα θαη λα είλαη ελδπκηθά δξαζηηθέο (Pajecka et al, 2013). Δπίζεο, 

παξαηεξήζεθε φηη ε πξνζζήθε ηνπ επηηφπνπ FLAG ζην Ν-ηειηθφ άθξν 

(αλάκεζα ζην Ν53 θαη ζηελ ψξηκν ηκήκα) ή ζην C-ηειηθφ άθξν ηεο GDH ηνπ 

πνληηθνχ (mGDH), δελ επεξεάδεη ηελ ηθαλφηεηά ηεο γηα κηηνρνλδξηαθή 

ζηφρεπζε (Pajecka et al, 2013). Αληίζεηα, παξαηεξήζεθε φηη ε πξνζζήθε ηνπ 

επηηφπνπ FLAG ζην C-άθξν, αιιά φρη ζην Ν-ηειηθφ, ηεο GDH ηνπ πνληηθνχ 

δηαηαξάδεη ηελ αιινζηεξηθή ηεο ξχζκηζε (Pajecka et al, 2013).  

 

12. Μειέηε πηζαλήο εμόδνπ ησλ hGDHs από ηα κηηνρόλδξηα κεηά 

ηελ είζνδό ηνπο θαη ηελ απνθνπή ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο 

ηνπο ζηόρεπζεο ζε απηά 

Ζ δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε είλαη έλα ζρεηηθά ζπρλφ θαηλφκελν ην 

νπνίν κπνξεί λα επηηεπρζεί απφ δηαθνξεηηθά κνξηαθά κνλνπάηηα (βιέπε 

«Δηζαγσγή»). Σα ηειεπηαία ρξφληα έρνπλ αλαθεξζεί αξθεηέο πξσηεΐλεο κε 

δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε, φπσο ε Aconitase (κηηνρφλδξηα & θπηηαξφπιαζκα) 

θαη ε Nfs1 (κηηνρφλδξηα & θπηηαξηθφο ππξήλαο) (Regev-Rudzki et al, 2005; 

Naamati et al, 2009). Ζ πξσηεΐλε θνπκαξάζε (fumarase) ηνπ ζαθραξνκχθεηα 

έρεη ηελ ηθαλφηεηα παιίλδξνκεο θίλεζεο (retrograde movement) κεηά ηελ 

είζνδφ ηεο ζηα κηηνρφλδξηα. Πην ζπγθεθξηκέλα, νη ελ ιφγσ πξσηεΐλεο 

κπαίλνπλ θαη θφβνληαη ζηα κηηνρφλδξηα, ελψ ζηε ζπλέρεηα νξηζκέλε πνζφηεηα 

απφ απηέο βγαίλνπλ απφ ηα κηηνρφλδξηα θαη απειεπζεξψλνληαη ζην 

θπηηαξφπιαζκα (Knox et al, 1998). Δπίζεο, πνιχ πξφζθαηα κάιηζηα 

αλαθέξζεθε ε χπαξμε παιίλδξνκεο θίλεζεο γηα ηελ αθπδξνγνλάζε ηνπ 

ππξνπβηθνχ (pyruvate dehydrogenase) (Sutendra et al, 2014).  

Ζ γινπηακηθή αθπδξνγνλάζε έρεη ρξεζηκνπνηεζεί θαηά θφξνλ σο 

πξσηεΐλε κάξηπξαο ησλ κηηνρνλδξίσλ. Eληνχηνηο, ηα ηειεπηαία ρξφληα έρεη 

αλαθεξζεί φηη ε γινπηακηθή αθπδξνγνλάζε θαίλεηαη λα έρεη, επίζεο, ξφιν 

πεπηηδάζεο ηεο ηζηφλεο 3 (Ζ3ase) ζηνλ θπηηαξηθφ ππξήλα θπηηάηνο ήπαηνο 

ζηα πηελά θαη ζηα βννεηδή, παξφιν πνπ δελ πξνβιέπεηαη ε χπαξμε πηζαλνχο 

αιιεινπρίαο NLS ζηηο αιιεινπρίεο απηέο (Purohit et al, 2013). ΢εκεηψλεηαη φηη 

ε GDH ηνπ θνηφπνπινπ θαη ηνπ αλζξψπνπ έρνπλ νκνινγία ~91%. Δπηπιένλ, 
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ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ην γεγνλφο φηη παξφιν πνπ πεηξάκαηα ζπλεζηηαθήο 

κηθξνζθνπίαο ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ δελ έρνπλ δψζεη ελδείμεηο γηα 

ηελ χπαξμε αλζξψπηλεο GDH ζηνλ θπηηαξηθφ ππξήλα (Mastorodemos et al, 

2009), πνιχ πξφζθαηεο κειέηεο αλνζντζηνρεκείαο έδεημαλ ζε νξηζκέλνπο 

ηζηνχο ζηνλ αλζξψπηλν εγθέθαιν (νιηγνδελδξνθχηηαξα θαη πξφδξνκα 

νιηγνδελδξνθχηηαξα) νη hGDHs εθηφο απφ ηα κηηνρφλδξηα εληνπίδνληαη θαη 

ζηνλ θπηηαξηθφ ππξήλα (Spanaki et al, 2015).  

Γεδνκέλνπ ησλ αλσηέξσλ παξαηεξήζεσλ γηα λα κειεηεζεί αλ νη hGDHs 

έρνπλ θάπνηα πηζαλή παιίλδξνκε θίλεζε κεηά ηελ είζνδφ ηνπο ζηα 

κηηνρφλδξηα, πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα εηζφδνπ ησλ ξαδηελεξγά 

ζεκαζκέλσλ πξσηετλψλ hGDH2 θαη Γα1hGDH2 θαη κειεηήζεθε ην δηάιπκα 

ησλ κηηνρνλδξίσλ ζην νπνίν έγηλε ε δνθηκαζία εηζφδνπ (Δηθόλα 4.28).  
 

 

Δηθόλα 4.28 Μειέηε πηζαλήο παιίλδξνκεο θίλεζεο ησλ hGDHs. Δίζνδνο ξαδηελεξγά 
ζεκαζκέλεο hGDH2 θαη Γα1hGDH2 ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα ή ζε 
ηζνηνληθφ δηάιπκα εηζφδνπ ρσξίο κηηνρφλδξηα. Tα κηηνρφλδξηα δηαρσξίζηεθαλ απφ ην δηάιπκα 
εηζφδνπ θαη ηηο πξσηεΐλεο πνπ δελ κπήθαλ ζε απηά κε θπγνθέληξεζε. Σα κηηνρφλδξηα 
θαηεξγάζηεθαλ ή φρη κε ηξπςίλε (trypsin treatment). ΢ηε ζπλέρεηα, (Α) νη πξσηεΐλεο ηνπ 
ππεξθείκελνπ θαηαθξεκλίζηεθαλ κε TCA  ή (B) θνξηψζεθε ην 1/20 ηνπ ππνθεηκέλνπ ρσξίο λα 
έρεη ππνζηεί θαηεξγαζία κε TCA. Σα δείγκαηα αλαιχζεθαλ κε απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ 
ειεθηξνθφξεζε θαη απηνξαδηνγξαθία. P: ίδεκα, S: ππεξθείκελν 

 

Σα πεηξάκαηα απηά δελ έδσζαλ ζαθείο ελδείμεηο γηα ηελ χπαξμε 

παιίλδξνκεο θίλεζεο ησλ hGDHs απφ ηα κηηνρφλδξηα ζην θπηηαξφπιαζκα. Ζ 

χπαξμε ξαδηελεξγνχ ζήκαηνο ζην ππεξθείκελν (S) κεηά ηελ είζνδν ηεο 

hGDH2 κε κέγεζνο αλάκεζα ζε απηφ ηεο θνκκέλεο (ψξηκε) θαη ηεο άθνπεο 

(αλψξηκεο) hGDH2 (Δηθόλα 4.28.Α), κπνξεί λα νθείιεηαη ζην φηη ην δείγκα 

έρεη ππνζηεί θαηεξγαζία κε TCA. Δλαιιαθηηθά, κπνξεί λα ππάξρεη πξάγκαηη 
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παιίλδξνκε θίλεζε εμφδνπ ησλ hGDHs απφ ηα κηηνρφλδξηα, αιιά απηή λα 

γίλεηαη ζε ηφζν κηθξφ πνζνζηφ ψζηε λα κελ είλαη αληρλεχζηκα κε απηή ηελ 

κέζνδν. Σέινο, κπνξεί λα ππάξρεη παιίλδξνκε θίλεζε ησλ hGDHs ε νπνία 

λα εκθαλίδεηαη απνθιεηζηηθά ζε νξηζκέλνπο ηζηνχο ή ππφ κε θπζηνινγηθέο 

θπηηαξηθέο ζπλζήθεο φπσο γηα παξάδεηγκα ζε ζπλζήθεο νμεηδσηηθνχ ζηξεο.  

Πξαγκαηνπνηήζεθε κία πξνζπάζεηα in vivo έθθξαζεο ηεο αλζξψπηλεο 

GDH ζε θχηηαξα ζαθραξνκχθεηα, ψζηε λα κειεηεζεί ν πηζαλφο εληνπηζκφο ή 

φρη, ηεο hGDH ζηνλ θπηηαξηθφ ππξήλα θαη ζηα κηηνρφλδξηα κε ππνθπηηαξηθή 

θιαζκάησζε θαη κε αλνζναπνηχπσζε θαηά Western ρξεζηκνπνηψληαο 

αληίζσκα α-GDH. Γηα ην ζθνπφ απηφ πξαγκαηνπνηήζεθαλ θισλνπνηήζεηο ζε 

θαηάιιεινπο πιαζκηδηαθνχο θνξείο, ψζηε λα εθθξάδεηαη in vivo ζε θχηηαξα 

ζαθραξνκχθεηα ε αγξίνπ ηχπνπ hGDH1 θαη ε hGDH1 κεηαιιαγκέλε ζηε ζέζε 

θνπήο ππφ ηνλ ελδνγελή ππνθηλεηή ηεο πξσηεΐλεο Mia40 ηνπ ζαθραξνκχθεηα 

(pRS316up40-hGDH1, pRS316up40-hGDH1-R50G-R51D, pRS316up40-

hGDH1-Y53D-S54D).  

Ζ πξνζπάζεηα κεηαζρεκαηηζκνχ αγξίνπ ηχπνπ (FT5) θαη icp55Γ θπηηάξσλ 

ζαθραξνκχθεηα ζε ζπλδπαζκφ κε αλνζναπνηχπσζε θαηά Western δελ έδεημε 

ελδείμεηο εηεξφινγεο έθθξαζεο ζηα ππφ κειέηε θχηηαξα, παξφιν πνπ ην 

αληίζσκα α-GDH, ην νπνίν ρξεζηκνπνηήζεθε σο ζεηηθφο κάξηπξαο ειέγρνπ, 

έδσζε ζήκα ζε δείγκα θαζαξήο ψξηκεο hGDH1 πξσηεΐλεο (Δηθόλα 4.29). 

Απηφ κπνξεί λα νθείιεηαη ζε πνιχ ρακειή έθθξαζε ηεο hGDH1 κε απηφ ην 

πιαζκηδηαθφ ζχζηεκα πνπ λα ηελ θαζηζηά κελ αληρλεχζηκε απφ ην 

πνιπθισληθφ αληίζσκα α-GDH θαη πξνηείλεηαη λα πξαγκαηνπνηεζεί ε 

εηεξφινγε έθθξαζε θάησ απφ ηνλ έιεγρν δηαθνξεηηθνχ ππνθηλεηή θαη 

δηαθνξεηηθά ζηειέρε ζαθραξνκχθεηα. Δλαιιαθηηθά, απηφ κπνξεί λα νθείιεηαη 

ζε πηζαλή ζλεζηγελή δξάζε ηεο hGDH1 ζην ζαθραξνκχθεηα.  
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Δηθόλα 4.29 Ζ hGDH1 δελ θαίλεηαη λα κπνξεί λα εθθξαζηεί ζηα θχηηαξα ζαθραξνκχθεηα 
(FT5 θαη icp55Γ). Αλνζναπνηχπσζε κε αληίζσκα α-GDH πξσηετληθνχ εθρπιίζκαηνο απφ 
θχηηαξα ζαθραξνκχθεηα (FT5 θαη icp55Γ) ηα νπνία έρνπλ κεηαζρεκαηηζηεί κε ην πιαζκίδην 
pRS316up40-GLUD1. Ωο αξλεηηθφο κάξηπξαο ρξεζηκνπνηήζεθε κε κεηαζρεκαηηζκέλν 
πξσηετληθφ εθρχιηζκα απφ θχηηαξα FT5 θαη σο ζεηηθφο κάξηπξαο θαζαξή ψξηκε πξσηεΐλε 
hGDH1 εθθξαζκέλε απφ θχηηαξα εληφκνπ (ν θαζαξηζκόο hGDH1 πξαγκαηνπνηήζεθε από ηελ 
Φξηζηίλα Γεκνβαζίιε).  

 

Μειεηήζακε ηελ πηζαλφηεηα παιίλδξνκεο θίλεζεο ησλ hGDHs, έζησ θαη 

ζε πνιχ κηθξφ πνζνζηφ (eclipsed distribution). Γηα ην ζθνπφ απηφ 

πξνζπαζήζακε λα εθθξάζνπκε ηελ ηελ hGDH1 θαη λα ηελ απνκνλψζνπκε ζε 

θαζαξή κνξθή έηζη, ψζηε λα γίλνπλ πεηξάκαηα εηζφδνπ θαζαξήο, κε 

ξαδηελεξγήο, hGDH1 πξσηεΐλεο ζε κηηνρφλδξηα επαλαδηαιπηνπνηεκέλα ζε 

ηζνηνληθφ δηάιπκα θαη ζηε ζπλέρεηα αλάιπζε ησλ κηηνρνλδξίσλ θαη ηνπ 

ηζνηνληθνχ δηαιχκαηνο κε αλνζναπνηχπσζε θαηά Western θαη 

θαζκαηνκεηξία κάδαο. Πξαγκαηνπνηήζεθαλ νη αληίζηνηρεο θισλνπνηήζεηο 

έηζη, ψζηε λα κπνξεί λα εθθξαζηεί ε hGDH1 (καδί κε ην Ν53) ζπδεπγκέλε κε 

ηνλ επίηνπν His ζην C-ηειηθφ άθξν ηεο hGDH1 (βιέπε «Υιηθά & Μέζνδνη»). 

Παξαηεξήζεθε φηη ε hGDH1-His κπνξεί λα εθθξαζηεί ζε θχηηαξα E. coli 

(DE3), αιιά ε ελ ιφγσ πξσηεΐλε δεζκεχεηαη ειάρηζηα έσο θαζφινπ ζηα 

ζθαηξίδηα ληθειίνπ-αγαξφδεο (Δηθόλα 4.30). Απηφ κπνξεί λα νθείιεηαη ζην φηη 

ε hGDH1-His κπνξεί λα έρεη ηέηνηα δηακφξθσζε πνπ λα δπζθνιεχεη ηελ 

πξφζδεζε ηνπ επηηφπνπ His ζηε ζηήιε ληθειίνπ. Δπνκέλσο, πξνηείλεηαη λα 

γίλεη ν θαζαξηζκφο ηεο κε άιιε κέζνδν.  

Γηα ηελ πεξαηηέξσ κειέηε ηεο πηζαλφηεηαο παιίλδξνκεο θίλεζεο ησλ 

hGDHs ή φρη, πξνηείλεηαη λα γίλνπλ κειέηεο ππνθπηηαξηθήο θιαζκάησζεο ζε 

αλζξψπηλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο πνπ λα πξνέξρνληαη απφ δηαθνξεηηθνχο ηζηνχο 

πνπ λα ππεξεθθξάδνπλ ζηαζεξά ή φρη ηηο hGDHs.  
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Δηθόλα 4.30 Ζ πξσηεΐλε hGDH1-His εθθξάδεηαη ζε βαθηήξηα E. coli (DE3), αιιά αδπλαηεί λα 
πξνζδεζεί ζηε ζηήιε ληθειίνπ. Απνδηαηαθηηθνχ ηχπνπ ειεθηξνθφξεζε θαη ρξψζε ηνπ 
πεθηψκαηνο κε Coomasie Blue. (A). Πξσηετληθφ δείγκα απφ θχηηαξα DE3 κεηαζρεκαηηζκέλα 
κε ην πιαζκίδην pET24α-hGDH1-His παξνπζία ή απνπζία ηνπ IPTG, ηα πξσηετληθά θιάζκαηα 
ηνπ ππεξθεηκέλνπ (S) θαη ηνπ ηδήκαηνο (P) κεηά ην ζπάζηκν ησλ θπηηάξσλ κε ππεξήρνπο θαη 
ηα θιάζκαηα κεηά ηα μεπιχκαηα ηεο ζηήιεο ληθειίνπ. (Β) Γείγκα ηνπ πξσηετληθνχ θιάζκαηνο 
ησλ βαθηεξίσλ κεηά ηελ επαγσγή ηεο έθθξαζεο ηεο His-hGDH1 κε IPTG θαη πξσηετληθά 
θιάζκαηα κεηά ηελ έθινπζε ηεο ζηήιεο ληθειίνπ.  
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Β. ΔΞΔΛΗΞΖ ΣΟΤ ΢ΗΝΗΑΛΟΤ ΜΗΣΟΥΟΝΓΡΗΑΚΖ΢ ΢ΣΟΥΔΤ΢Ζ΢ 

ΣΖ΢ ΓΛΟΤΣΑΜΗΚΖ΢ ΑΦΤΓΡΟΓΟΝΑ΢Ζ΢ 

 

Ζ γινπηακηθή αθπδξνγνλάζε είλαη έλα έλδπκν ην νπνίν βξίζθεηαη ζε 

φινπο ηνπο νξγαληζκνχο, γηα ηνπο νπνίνπο έρεη κειεηεζεί θαη εμειίρζεθε απφ 

έλα κε ξπζκηδφκελν έλδπκν ζηα βαθηήξηα ζε έλα πςειά ξπζκηδφκελν 

κηηνρνλδξηαθφ έλδπκν ζηνπο δσηθνχο νξγαληζκνχο. ΢ηελ παξνχζα κειέηε 

δηεξεπλήζακε ην πψο δεκηνπξγήζεθε θαη ην πψο εμειίρζεθε ην MTS ηεο GDH 

κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ, ρξεζηκνπνηψληαο δηαδηθηπαθέο πξνβιέςεηο 

παξάιιεια κε in vivo θαη in organello κειέηεο. 

  

1. Πξνβιέςεηο κε ηε ρξήζε πξνγξακκάησλ Βηνπιεξνθνξηθήο 

1.1 Ζ κηηνρνλδξηαθή ζηόρεπζε ηεο GDH πηζαλώο ζπλ-

εμειίρζεθε κε ηελ αιινζηεξηθή ηεο ξύζκηζε 

Μειεηήζακε ηηο πξσηετληθέο αιιεινπρίεο ηεο GDH απφ δηάθνξνπο 

νξγαληζκνχο νη νπνίεο έρνπλ θαηαρσξεζεί ζην NCBI (ζπλνιηθά 170 

αιιεινπρίεο GDH). Υξεζηκνπνηήζεθαλ πξνγξάκκαηα πξφβιεςεο ηεο 

θπηηαξηθήο ηνπο ζηφρεπζεο παξάιιεια κε πξνγξάκκαηα πνιιαπιήο 

ζηνίρηζεο (multiple alignments) αλά θαηεγνξίεο νξγαληζκψλ (Δηθόλα 4.31) 

(βιέπε «Υιηθά & Μέζνδνη»).  

 

 

Δηθόλα 4.31 Γηαγξακκαηηθή απεηθφληζε ηεο κεζνδνινγίαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ 
πξφβιεςε ηεο θπηηαξηθήο δηακεξηζκαηνπνίεζεο ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο 
δηαθνξεηηθψλ νξγαληζκψλ.  
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Οη in silico κειέηεο παξέρνπλ ελδείμεηο εκθάληζεο ζηφρεπζεο ζηα 

κηηνρφλδξηα ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο απφ ην θχιν Ciliophora 

(βιεθαξηδνθφξα πξσηφδσα, Πίλαθαο 4.3). ΢εκεηψλεηαη φηη ηα 

βιεθαξηδνθφξα πξσηφδσα ζεσξείηαη φηη έρνπλ πην εμεηδηθεπκέλα νξγαλίδηα 

θαη είλαη πεξηζζφηεξν πνιχπινθα ζε ζρέζε κε ηα άιια πξσηφδσα. Απφ ηελ 

ππάξρνπζα βηβιηνγξαθία είλαη γλσζηφ φηη ε αξρηθή εκθάληζε ηεο πεξηνρήο 

αιινζηεξηθήο ξχζκηζεο ηεο GDH (antenna domain, 401-448αα ζηηο hGDHs) 

μεθίλεζε απφ ηα Ciliophora (Allen et al, 2004). Δπνκέλσο, νη παξαηεξήζεηο 

καο ζπγθιίλνπλ ζηελ ππφζεζε φηη ε κηηνρνλδξηαθή δηακεξηζκαηνπνίεζε θαη ε 

αιινζηεξηθή ξχζκηζε ησλ hGDHs πηζαλψο ζπλ-εμειίρζεθαλ απφ ηα 

Ciliophora θαη κεηά.  

 

Πίλαθαο 4.3 ΢πλνπηηθή παξνπζίαζε ησλ in silico πξνβιέςεσλ γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή 
ζηφρεπζε ηεο GDH απφ δηαθνξεηηθνχο νξγαληζκνχο, ρξεζηκνπνηψληαο ηα ινγηζκηθά 
πξνγξάκκαηα MitoFates, TargetP θαη Mitoprot II. Με θφθθηλν ρξψκα επηζεκαίλνληαη νη 
νξγαληζκνί πνπ έρνπλ εμέρνληα ξφιν ζρεηηθά κε ηελ εμέιημε ηεο κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο 
ζηελ GDH. 
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1.2 Οη GDHs παξνπζηάδνπλ δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε κεηαμύ 

ησλ νξγαληζκώλ 

Απφ ηηο in silico κειέηεο δε δηαθαίλεηαη λα πξνυπήξρε θάπνην ηκήκα 

παξφκνην ησλ MTS ζηηο GDH ησλ βαθηεξίσλ πνπ κειεηήζεθαλ (Πίλαθαο 5). 

Δπνκέλσο, ην ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο πηζαλψο λα δεκηνπξγήζεθε 

κεηά ηελ δεκηνπξγία ησλ επθαξπσηηθψλ νξγαληζκψλ, αιιά δελ κπνξνχκε λα 

νδεγεζνχκε ζε αζθαιή ζπκπεξάζκαηα γηαηί κειεηήζεθε πνιχ κηθξφο αξηζκφο 

απφ βαθηεξηαθέο GDHs (12 αιιεινπρίεο). Απφ ηα πξνγξάκκαηα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ, δελ παξέρνληαη ελδείμεηο γηα ηελ χπαξμε απνθνπηφκελνπ 

ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ησλ GDHs ζηα θπηά θαη ζηνπο κχθεηεο 

(Πίλαθαο 4.3). ΢ηε βηβιηνγξαθία έρεη αλαθεξζεί δηακεξηζκαηνπνίεζε ζηα 

κηηνρφλδξηα νξηζκέλσλ GDHs ησλ κπθήησλ (Lee et al, 2012), ρσξίο φκσο λα 

έρεη κειεηεζεί εθηελψο κέρξη ζήκεξα ην πψο κπαίλνπλ ζηα κηηνρφλδξηα νη 

GDHs ηνπ ζαθραξνκχθεηα. ΢εκεηψλεηαη, φηη κεξηθά απφ ηα πξνγξάκκαηα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ, φπσο ην πξφγξακκα MitoFates, αλαδεηνχλ ηελ χπαξμε 

κφλν ησλ απνθνπηφκελσλ ζηληάισλ κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο θαη φηη ε GDH 

ζην A. thaliana θαη ζην ξχδη κπαίλεη ζηα κηηνρφλδξηα έρνληαο κε 

απνθνπηφκελν ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο (Huang et al, 2009).  

Παξφιν πνπ νη πεξηζζφηεξεο GDHs ζηνπο δσηθνχο νξγαληζκνχο 

πξνβιέπεηαη λα είλαη κηηνρνλδξηαθέο κε αξθεηά ηζρπξφ ζηληάιν 

κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ζην Ν-ηειηθφ ηνπο άθξν, νη GDHs ζηα πηελά θαη 

ζηα ακθίβηα πξνβιέπεηαη λα έρνπλ αξθεηά ρακειφηεξε έσο θαζφινπ 

ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο. Μάιηζηα, ζηε βηβιηνγξαθία έρεη 

αλαθεξζεί ε χπαξμε ηεο GDH ηνπ θνηφπνπινπ, εθηφο απφ ηα κηηνρφλδξηα θαη 

ζηνλ θπηηαξηθφ ππξήλα, φπνπ θαίλεηαη λα έρεη δξάζε εηδηθήο πεπηηδάζεο ηεο 

ηζηφλεο H3 (Purohit et al, 2013), ελψ πξφζθαηεο κειέηεο δελ έδσζαλ 

ελδείμεηο γηα ππξεληθφ εληνπηζκφ ηεο GDH ζηε δξνζφθηια (Tiwari et al, 2014). 

Όια ηα παξαπάλσ παξέρνπλ ηζρπξέο ελδείμεηο φηη ε γινπηακηθή 

αθπδξνγνλάζε εκθαλίδεη δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ.  
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1.3 Οη GDHs από ηνπο λεκαηώδεηο κέρξη ηνλ άλζξσπν έρνπλ 

ζέζε αλαγλώξηζεο γηα ηελ πξσηεάζε Icp55  

Πξνβιέπεηαη φηη νη GDHs ησλ βιεθαξηδνθφξσλ θφβνληαη κφλν απφ ηελ 

πξσηεάζε MPP. Αληίζεηα, νη GDHs ζηνπο δσηθνχο νξγαληζκνχο απφ ηνπο 

λεκαηψδεηο θαη κεηά, πξνβιεέπεηαη λα έρνπλ ζέζεηο αλαγλψξηζεο γηα ηηο 

πξσηεάζεο MPP θαη Icp55 (Πίλαθαο 4.3). Δπνκέλσο, εάλ ππάξρεη νκφινγε 

ηεο Icp55 πξσηεάζεο ζηνπο νξγαληζκνχο απηνχο, πξνηείλεηαη φηη νη ελ ιφγσ 

GDHs θφβνληαη ζηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα απφ ηελ πξσηεάζε MPP θαη ζηε 

ζπλέρεηα απφ ηελ Icp55 έηζη, ψζηε λα πάξνπλ ηελ ψξηκε κνξθή ηεο ζηελ 

κηηνρνλδξηαθή κήηξα.  

 

1.4 Ζ γινπηακηθή αθπδξνγνλάζε δελ βξέζεθε λα έρεη θάπνην 

επδηάθξηην ζηληάιν ππξεληθήο ζηόρεπζεο, αιιά έρεη 

ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηόρεπζεο ζηνπο πεξηζζόηεξνπο 

δσηθνύο νξγαληζκνύο 

Υξεζηκνπνηήζεθαλ δηάθνξα πξνγξάκκαηα πξφβιεςεο ελδνθπηηαξηθήο 

δηακεξηζκαηνπνίεζεο (βιέπε «Υιηθά & Μέζνδνη») γηα ηε GDH απφ 

δηαθνξεηηθνχο νξγαληζκνχο. ΢ηνλ Πίλαθα 4.4 παξνπζηάδνληαη ηα 

απνηειέζκαηα ηεο in silico  αλάιπζεο ηεο GDH απφ ηνλ άλζξσπν (H. 

sapiens, GI: 4885281 & 31377775), ην πνληίθη (M. musculus, GI: 34785735), 

ηελ αγειάδα (B. Taurus, GI: 930425286), ην βάηξαρν (X. laevis, GI: 

148230659), ηελ κχγα (D. melanogaster, GI: 45553475), ην ζθνπιήθη (C. 

elegans, GI: 3881823) θαη απφ έλα βιεθαξηδνθφξν πξσηφδσν (T. 

Thermophila, GI: 118377975).  

΢εκεηψλεηαη φηη απφ ηηο ηξεηο δηαθνξεηηθέο GDHs ηεο T. Thermophila ζηελ 

παξνύζα δηαηξηβή κειεηήζακε κόλν ηελ αιιεινπρία GDH κε GI: 118377975 ε 

νπνία πξνβιέπεηαη λα έρεη πςειφηεξε ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο 

ζε ζρέζε κε ηηο άιιεο δχν (GI: 829195465 & 118384733) ζχκθσλα κε ηα 

πξνγξάκκαηα MitoFates, TargetP θαη Mitoprot II.  

΢εκεηψλεηαη, επίζεο, φηη ην βιεθαξηδνθφξν πξσηφδσν T. thermophila 

εθθξάδεη κία ιηγφηεξν εμεηδηθεπκέλε αθπδξνγνλάζε 

(glutamate/leucine/phenylalanine/valine dehydrogenase) έλαληη ηεο 

γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο. Απφ ηελ in silico αλάιπζε δελ παξέρνληαη 
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ελδείμεηο γηα ηελ χπαξμε ζηληάινπ ππξεληθήο ζηφρεπζεο ζηηο παξαπάλσ 

GDHs, αιιά πξνβιέπεηαη λα δηακεξηζκαηνπνηνχληαη φιεο ζηα κηηνρφλδξηα 

(Πίλαθαο 4.4).  

 

Πίλαθαο 4.4. Πξφβιεςε θπηηαξηθήο δηακεξηζκαηνπνίεζεο ησλ GDHs απφ δηαθνξεηηθνχο 
νξγαληζκνχο (M: κηηνρφλδξηα, C: θπηηαξφπιαζκα). 

  * T. thermophila: glutamate/leucine/phenylalanine/valine dehydrogenase 

 

1.5 Σν ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηόρεπζεο ησλ GDHs είλαη 

πεξηζζόηεξν ζπληεξεκέλν ζε ζρέζε κε ην ώξηκν ηκήκα 

ηνπο 

Υξεζηκνπνηήζεθε ην αλνηρηήο πξφζβαζεο δηαδηθηπαθφ πξφγξακκα 

MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log- Expectation) γηα ηελ 

πνζνηηθή κέηξεζε ηεο νκνηφηεηαο ηεο ακηλνμηθήο αιιεινπρίαο ηεο GDH 

κεηαμχ ησλ δσηθψλ νξγαληζκψλ. Παξαηεξήζεθε φηη ην ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο είλαη ιηγφηεξν ζπληεξεκέλν ζε ζρέζε κε ην ψξηκν ηκήκα ηεο 

γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο ζηνπο πεξηζζφηεξνπο δσηθνχο νξγαληζκνχο 

(Πίλαθαο 4.5).  

Protein GDH MitoFates 

(mitos) 

MitoFates 

(MTS 
size) 

TargetP 
(mTP) 

Predotar 

(mitos) 

SubLoc 
v1.0 

cNLS 

Mapper 

Nuc 

Pred 

NL 

Strad
amus 

H. sapiens  

(GDH2) 
0.983 53 0.918 0.92 M x x x 

H. sapiens  

(GDH1) 
0.965 53 0.385 0.30 M x x x 

M. musculus 0.989 53 0.647 0.76 M x x x 

B. taurus 0.975 53 0.378 0.30 M x x x 

X. laevis 0.552 36 0.294 0.13 C x x x 

D. melanogaster 0.996 36 0.851 0.64 M x x x 

C. elegans 0.984 17 0.841 0.68 C x x x 

T. thermophila* 0.985 21 0.577 0.43 C x x x 
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Πίλαθαο 4.5 Τπνινγηζκφο νκνινγίαο ηεο ακηλνμηθήο ζχζηαζεο κεηαμχ ησλ δσηθψλ 
νξγαληζκψλ ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο θαη ηνπ ψξηκνπ ηκήκαηνο ηεο GDH  
(MTS / ψξηκν ηκήκα). 
 

GDH C. elegans D. melanogaster X. laevis H. sapiens 1 H. sapiens 2 

T. thermophila* 47 / 40 13 / 44 19 / 41 20 / 40 20 / 41 

C. elegans x 35 / 63 29 / 63 47 / 64 41 / 63 

D. melanogaster x x 25 / 72 25 / 72 25 / 72 

X. laevis x x x 56 / 92 44 / 89 

H. sapiens 1 x x x x 83 / 97 

*glutamate/leucine/phenylalanine/valine dehydrogenase 

 

Απηφ ην απνηέιεζκα ήηαλ αλακελφκελν, θαζψο γεληθά ην MTS κηαο 

πξσηεΐλεο είλαη ιηγφηεξν ζπληεξεκέλν ζε ζρέζε κε ην ψξηκν ηκήκα ηεο, 

φπσο γηα παξάδεηγκα ζηελ πεξίπησζε ηεο νηθνγέλεηαο πξσηετλψλ PRDXs 

(peroxiredoxins) (Leyens et al, 2003).  

  

1.6 Σν ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηόρεπζεο ησλ GDHs ζηνπο 

δσηθνύο νξγαληζκνύο γίλεηαη κεγαιύηεξν, πεξηζζόηεξν 

ζεηηθά θνξηηζκέλν θαη ηζρπξόηεξν κε ηελ εμέιημε ησλ 

νξγαληζκώλ, κε πηζαλή εμαίξεζε ηελ GDH ζηα πηελά θαη 

ζηα εξπεηά 

Ζ πνιιαπιή ζηνίρηζε ησλ δηαθφξσλ GDHs απφ δηαθνξεηηθνχο 

δσηθνχο νξγαληζκνχο ζε ζπλδπαζκφ κε ηα ζηνηρεία ζρεηηθά κε ην κέγεζνο ηνπ 

πηζαλνχο MTS ησλ GDHs, πξνζθέξεη αξθεηέο ελδείμεηο φηη ε πξνβιεπφκελε 

αιιεινπρία κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο είλαη κεγαιχηεξε ζηνπο εμειηθηηθά 

αλψηεξνπο νξγαληζκνχο ζε ζρέζε κε ηνπο εμειηθηηθά θαηψηεξνπο 

νξγαληζκνχο (Πίλαθαο 4.4, Δηθόλα 4.32). 

Μαδί κε ηνπο ζπλεξγάηεο καο απφ ην Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο 

ζπλδπάζακε ην ελ ιφγσ εχξεκα κε απηά απφ ηε ρξήζε ινγηζκηθνχ 

πξνγξάκκαηνο πξφβιεςεο δνκήο (PredictProtein). Βξέζεθε φηη ην MTS ζηνπο 

εμειηθηηθά θαηψηεξνπο νξγαληζκνχο, φπσο είλαη ηα βιεθαξηδνθφξα 

πξσηφδσα θαη ην ζθνπιήθη, δελ πξνβιέπεηαη λα ζρεκαηίδεη θάπνηα ειηθνεηδή 

δηακφξθσζε (Δηθόλα 4.32). Αληίζεηα, ην MTS ηεο GDH ηεο κχγαο 

πξνβιέπεηαη λα ζρεκαηίδεη νιφθιεξν κηα α-έιηθα, ελψ ην MTS ηεο GDH ζηα 

ρνξδσηά, πξνβιέπεηαη λα ζρεκαηίδεη δπν ακθηπαζείο α-έιηθεο (Δηθόλα 4.32). 
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Δπίζεο, ζηα ζειαζηηθά θαίλεηαη λα ππάξρεη επηπιένλ έλα ακηλνμηθφ ηκήκα 

ζην C-ηειηθφ άθξν ηνπ MTS ησλ GDHs πξηλ ηε ζέζε θνπήο ην νπνίν θαίλεηαη 

λα απνπζηάδεη ζηνπο εμειηθηηθά θαηψηεξνπο νξγαληζκνχο (Δηθόλα 4.32). Απηφ 

πηζαλψο λα νθείιεηαη ζηελ αχμεζε ησλ βηνρεκηθψλ απαηηήζεσλ θαη ζηελ 

εμέιημε ηνπ εγθεθάινπ ζηα ζειαζηηθά ζε ζρέζε κε ηνπο εμειηθηηθά θαηψηεξνπο 

νξγαληζκνχο. 

 

Δηθόλα 4.32 Ζ εμέιημε ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηεο γινπηακηθήο 
αθπδξνγνλάζεο ζηνπο δσηθνχο νξγαληζκνχο. Παξνπζηάδεηαη ην απνηέιεζκα ηεο πνιιαπιήο 
ζηνίρηζεο (πξφγξακκα Clustal Omega) ηνπ MTS ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο απφ ηα 
βιεθαξηδνθφξα πξσηφδσα κέρξη ηνλ άλζξσπν. Με θίηξηλν ρξψκα επηζεκαίλνληαη νη 
ειηθνεηδείο δνκέο πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηηο πξνβιέςεηο δνκήο (πξφγξακκα PredictProtein), 
ελψ κε θφθθηλν ρξψκα ηα ακηλνμέα ζηελ πξνβιεπφκελε ζέζε θνπήο (πξνγξάκκαηα 
MitoFates, MitoProt II, TargetP). ΢ην αξηζηεξφ ηκήκα ηεο εηθφλαο αλαθέξεηαη ην κέγεζνο ηνπ 
MTS ηεο GDH. (Σπλεξγαζία κε Γήκεηξα Κνηδακάλε) 

 

Αλαξσηεζήθακε γηα ηελ εμέιημε ηνπ θνξηίνπ ηνπ ζηληάινπ 

κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηεο GDH κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ. Γηα ην ζθνπφ 

απηφ ρξεζηκνπνηήζεθε ην δηαδηθηπαθφ πξφγξακκα Protein calulator v3.4 ην 

νπνίν ππνινγίδεη δηάθνξεο παξακέηξνπο ελφο πεπηηδίνπ φπσο ην κνξηαθφ 

ηνπ κέγεζνο, ην ηζνειεθηξηθφ ηνπ ζεκείν (pI) θαη ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ θνξηίνπ 

ηνπ ζε δηαθνξεηηθέο ηηκέο pH. Παξαηεξήζεθε φηη ην MTS ηεο GDH εμειίρζεθε 

ζηαδηαθά ψζηε λα έρεη πςειφηεξν θνξηίν ζην pH 7.0. ΢εκεηψλεηαη φηη ην 

θπηηαξφπιαζκα έρεη pH πεξίπνπ 7.0-7.4 (Πίλαθαο 4.6). 
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Πίλαθαο 4.6. Πξφβιεςε θνξηίνπ ηνπ MTS ησλ GDHs απφ δηαθνξεηηθνχο νξγαληζκνχο 
(PROTTEIN CALCULATOR v3.4). 

 

 

 

*T. 

thermophila:glutamate/leucine/phenylalanine/valine dehydrogenase 

 

1.7 ΢ην MTS ηεο GDH ησλ ζειαζηηθώλ ε α1 έιηθα είλαη πην 

ζπληεξεκέλε ζε ζρέζε κε ηελ α2 

Μειεηήζεθε ζε κεγαιχηεξν βάζνο ε εμέιημε ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο ησλ ζειαζηηθψλ. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, αλαιχζεθαλ 24 αιιεινπρίεο GDH ζειαζηηθψλ 

ρξεζηκνπνηψληαο in silico κεζφδνπο γηα λα πξνβιεθζεί ε ηθαλφηεηα 

κηηνρνλδξηαθήο ηνπο ζηφρεπζεο, ην δπλεηηθφ ζεκείν θνπήο ηνπο θαη ε 

νκνινγία κεηαμχ ησλ πηζαλψλ ζηληάισλ κηηνρνλδξηαθήο ηνπο πξφβιεςεο. 

Πξνβιέθζεθε φηη νη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο αιιεινπρίεο πνπ κειεηήζεθαλ 

έρνπλ πνιχ ηζρπξή ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο θαη φηη νη GDHs ησλ 

ζειαζηηθψλ δηακεξηζκαηνπνηνχληαη πξσηίζησο ζηα κηηνρφλδξηα. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, ην πξφγξακκα MitoFates πξνβιέπεη φηη φιεο νη GDH 

αιιεινπρίεο ησλ ζειαζηηθψλ πνπ κειεηήζεθαλ έρνπλ έλα απνθνπηφκελν 

ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο κεγέζνπο πεξίπνπ 53 ακηλνμέσλ, ην νπνίν 

κπνξεί λα αλαγλσξίδεηαη απφ ηηο πξσηεάζεο ηηο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο MPP 

θαη Icp55 (Δηθόλα 4.33), κε ηελ πξνυπφζεζε φηη ππάξρεη νκφινγε ηεο Icp55 

ζηνπο ππφ κειέηε νξγαληζκνχο.  

Υξεζηκνπνηήζεθε ην ινγηζκηθφ ClustalW γηα κειέηεο πνιιαπιήο 

ζηνίρηζεο ησλ GDHs ζηα ζειαζηηθά. Παξφιν πνπ ην ψξηκν ηκήκα ησλ GDHs 

εκθαλίδεη πςειή νκνινγία (89%), ην MTS ηνπο εκθαλίδεη ζαθψο κηθξφηεξε 

νκνινγία (30%). Βξέζεθε φηη ηα ακηλνμέα πνπ απαξηίδνπλ ηελ α1 έιηθα ζηηο 

hGDHs, εκθαλίδνπλ πεξηζζφηεξε νκνινγία (50%) ζε ζρέζε κε απηά ηεο α2 

(31%) (Δηθόλα 4.33).  

 

MTS (GDH) Estimated pI Estimated charge at pH 7.00 

H. sapiens (GDH2) 11.73 7.4 
H. sapiens (GDH1) 10.23 3.2 
M. musculus 11.36 4.2 
B. taurus 10.23 3.2 
X. laevis 9.06 1.9 
D. melanogaster 11.03 5.1 
C. elegans 11.69 2.9 
T. thermophila* 10.28 2.9 
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Δηθόλα 4.33 ΢ηα ζειαζηηθά, ην ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο (MTS) ηεο γινπηακηθήο 
αθπδξνγνλάζεο είλαη αξθεηά ζπληεξεκέλν. Σα ακηλνμέα πνπ απαξηίδνπλ ηελ α1 έιηθα είλαη 
πην ζπληεξεκέλα απφ απηά ηεο α2. (Α). Πνιιαπιή ζηνίρηζε ηεο ακηλνμηθήο αιιεινπρίαο ηνπ 
MTS ηεο GDH απφ δηαθνξεηηθνχο νξγαληζκνχο ζειαζηηθψλ. (*) πνιχ ζπληεξεκέλα, (:) κέηξηα 
ζπληεξεκέλα, θαη (.) ιηγφηεξν ζπληεξεκέλα ακηλνμηθά θαηάινηπα. (Β) Γξαθηθή παξνπζίαζε 
ηεο πνιιαπιήο ζηνίρηζεο ησλ πξψησλ 54 ακηλνμέσλ ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο κε 
ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνχ WebLogo. Παξνπζηάδνληαη νη ακηλνμηθέο ζέζεηο ηνπ MTS απφ ην 
ακηλνηειηθφ (Ν) πξνο ην θαξβνμπηειηθφ (C) άθξν. Σν κέγεζνο ησλ ακηλνμέσλ αληηθαηνπηξίδεη 
ηε ζπρλφηεηα εκθάληζήο ηνπο ζε θάζε ζέζε θαη ην ςαιίδη δείρλεη ηε ζέζε θνπήο.  
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2. Πεηξακαηηθά επξήκαηα ζρεηηθά κε ηελ εμέιημε ηνπ ζηληάινπ 

κηηνρνλδξηαθήο ζηόρεπζεο ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο  

 

2.1 Σν MTS ηεο GDH από ηα βιεθαξηδνθόξα κέρξη ηνλ άλζξσπν 

θαίλεηαη λα είλαη ηθαλό λα ζηνρεύζεη κε κηηνρνλδξηαθέο 

πξσηεΐλεο ζηα κηηνρόλδξηα  

Γηα λα επηβεβαησζνχλ ηα παξαπάλσ in silico επξήκαηα ζρεηηθά κε ηελ 

εμέιημε ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηεο γινπηακηθήο 

αθπδξνγνλάζεο, πξαγκαηνπνηήζεθαλ νξηζκέλεο θισλνπνηήζεηο ζε 

πιαζκηδηαθνχο θνξείο. Πην ζπγθεθξηκέλα, δεκηνπξγήζεθαλ θαηάιιειεο 

θισλνπνηήζεηο έηζη, ψζηε λα κπνξνχλ λα εθθξαζηνχλ ηα πξνβιεπφκελα MTS 

ηεο GDH ησλ νξγαληζκψλ T. Thermophila, C. elegans, D. melanogaster θαη X. 

laevis ζπδεπγκέλα κε ηηο κε κηηνρνλδξηαθέο πξσηεΐλεο DHFR (πιαζκίδηα 

pSP65-MTS-DHFR) θαη EGFP (pEGFP-N3-MTS-EFFP) θαη λα γίλνπλ in 

organello θαη in vivo πεηξάκαηα, αληίζηνηρα. ΢ηηο κειέηεο ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

Ν53 ηεο hGDH1 ζπδεπγκέλν κε ην DHFR (N53-DHFR) θαη ην πεπηίδην DHFR 

(κφλν ηνπ) σο ζεηηθφο θαη αξλεηηθφο κάξηπξαο, αληίζηνηρα (Δηθόλα 4.34.B).  

Σα πεηξάκαηα ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα έδεημαλ 

φηη ηα MTS ηεο GDH φισλ ησλ ππφ κειέηε νξγαληζκψλ έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα 

λα ζηνρεχζνπλ ηελ πξσηεΐλε DHFR ζηα κηηνρφλδξηα (Δηθόλα 4.34) θαη ην 

ζήκα εηζφδνπ ηνπο είλαη εηδηθφ, φπσο θαίλεηαη απφ ηε ρξήζε ησλ δεηγκάησλ 

έιεγρνπ κε ην απνξξππαληηθφ TX-100 (Δηθόλα 4.34.Α). Παξαηεξήζεθε φηη ην 

MTS ηεο T. thermophila έρεη κηθξφηεξε ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο 

ζε ζρέζε κε ην MTS ησλ εμειηθηηθά αλψηεξσλ νξγαληζκψλ κε εμαίξεζε ην 

MTS ηνπ X. laevis (Δηθόλα 4.34). Παξαηεξήζεθε επίζεο φηη ην MTS ηεο D. 

melanogaster θαη ηνπ C. elegans απνθφπηνληαη φηαλ εηζέιζνπλ ζηα 

κηηνρφλδξηα (Δηθόλα 4.34.B). Αληίζεηα, απφ ηελ ελ ιφγσ κειέηε δελ 

παξέρνληαη ελδείμεηο γηα απνθνπή ηνπ MTS ησλ νξγαληζκψλ T. Thermophila 

θαη X. laevis ζηα κηηνρφλδξηα (Δηθόλα 4.34.B).  
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Δηθόλα 4.34 Σα ζηληάια κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηεο GDH ησλ νξγαληζκψλ T. thermophila, 
C. elegans, D. melanogaster θαη X. laevis είλαη ηθαλά απφ κφλα ηνπο λα ζηνρεχζνπλ ην DHFR 
ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα. (Α). Δίζνδνο ησλ ξαδηελεξγά ζεκαζκέλσλ 
MTS(GDH)-DHFR ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα γηα 5min, θαηεξγαζία κε ηξπςίλε θαη κε ή 
ρσξίο κε TX-100, ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα 12% Tricine SDS-PAGE θαη απηνξαδηνγξαθία. 
(Β). Δίζνδνο ησλ ξαδηελεξγά ζεκαζκέλσλ MTS(GDH)-DHFR ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα 
γηα 2 ή 5min, θαηεξγαζία κε ηξπςίλε, ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα 14% Tricine SDS-PAGE 
θαη απηνξαδηνγξαθία.  

 

Παξάιιεια, νη ζπλεξγάηεο καο πξαγκαηνπνίεζαλ πεηξάκαηα ζπλ-

δηακφιπλζεο ζηηο αλζξψπηλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο ΖΔΚ293 θαη HeLa 

ρξεζηκνπνηψληαο σο κηηνρνλδξηαθφ κάξηπξα ην πιαζκίδην DsRed2-Mito. Σα 

πεηξάκαηα έδεημαλ φηη θαη ζηηο δχν θπηηαξηθέο ζεηξέο ηα MTS ηεο GDH ησλ 

νξγαληζκψλ T. thermophila, C. elegans, D. melanogaster θαη X. laevis 

κπνξνχλ λα νδεγήζνπλ ην EGFP ζηα κηηνρφλδξηα (Δηθόλα 4.35). Δπίζεο, 

έδεημαλ ηελ χπαξμε ελφο κηθξφηεξνπ ζήκαηνο εληνπηζκνχ ησλ πβξηδηθψλ 

πεπηηδίσλ ζηνλ θπηηαξηθφ ππξήλα, κε εμαίξεζε ην πεπηίδην MTS-EFGP ηεο D. 

melanogaster (Δηθόλα 4.35). Μάιηζηα, παξαηεξήζεθε πςειφηεξνο ππξεληθφο 

εληνπηζκφο ηνπ πεπηηδίνπ ηνπ X. laevis ζε ζρέζε κε ηνπο άιινπο 

νξγαληζκνχο (Δηθόλα 4.35).  

Δπνκέλσο νη in organello θαη in vivo κειέηεο, ζην ζαθραξνκχθεηα θαη 

ζηνλ άλζξσπν, αληίζηνηρα, δείρλνπλ φηη ηα MTS ηεο GDH απφ ηα 

βιεθαξηδνθφξα πξσηφδσα κέρξη ηνλ άλζξσπν έρνπλ απηφλνκε ηθαλφηεηα 

κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο.  
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Δηθόλα 4.35 Σα MTS ηεο GDH ησλ νξγαληζκψλ T. thermophila, C. elegans, D. melanogaster 
θαη X. laevis είλαη ηθαλά απφ κφλα ηνπο λα νδεγήζνπλ ην EGFP ζηα κηηνρφλδξηα ζε θχηηαξα 
HEK293 (αξηζηεξά) θαη ζε θχηηαξα HeLa (δεμηά). (Γ. Κνηδακάλε) 

 

2.2 Σν MTS ηεο GDH ηεο T. thermophila αδπλαηεί λα ζηνρεύζεη 

ηελ ώξηκε hGDH2 ζηα κηηνρόλδξηα 

΢ε επφκελν βήκα αλαξσηεζήθακε αλ ην ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο απφ εμειηθηηθά θαηψηεξνπο 

νξγαληζκνχο είλαη ηθαλφ λα νδεγήζεη ηελ ψξηκε αλζξψπηλε GDH2 ζηα 

κηηνρφλδξηα. Γηα ην ζθνπφ απηφ δεκηνπξγήζεθαλ θαηάιιειεο θισλνπνηήζεηο 

έηζη, ψζηε λα κπνξνχλ λα εθθξαζηνχλ ηα πβξηδηθά πεπηίδηα 

MTS(T.thermophila)-Γ53hGDH2 θαη MTS(T.thermophila)-Γ53hGDH2-EGFP 

κε ην in vitro ζχζηεκα κεηαγξαθήο-κεηάθξαζεο θαη in vivo ζε θπηηαξηθέο 

ζεηξέο ζειαζηηθψλ, αληίζηνηρα. Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη ην πεπηίδην 

MTS(T.thermophila)-Γ53hGDH2 κπνξεί λα εηζέιζεη ιίγν έσο θαζφινπ ζε 

απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα (Δηθόλα 4.36). Απηφ ην εχξεκα 

έξρεηαη ζε αληίζεζε κε ηελ απνηειεζκαηηθή ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο ηεο wt hGDH2 (Δηθόλα 4.36).  

Πεηξάκαηα ζπλ-δηακφιπλζεο ζε θχηηαξα HEK293 ζε ζπλδπαζκφ κε 

ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ απφ ηνπο ζπλεξγάηεο καο 

ζην Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο δείρλνπλ ηεο χπαξμε κηαο κηθξήο, αιιά φρη 

αλχπαξθηεο ηθαλφηεηαο κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηνπ πεπηηδίνπ 

MTS(T.thermophila)-Γ53hGDH2-EGFP (Δηθόλα 4.37).  



120 

 

 

Δηθόλα 4.36 Σν MTS ηεο GDH ηεο T. thermophila αδπλαηεί λα αληηθαηαζηήζεη πιήξσο ην MTS 
ηεο hGDH2. Δίζνδνο ησλ ξαδηελεξγά ζεκαζκέλσλ hGDH2, Γ53hGDH2 θαη MTS (T. 
thermophila)-Γ53hGDH ζε κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα γηα 2 ή 5min, θαηεξγαζία κε ηξπςίλε, 
ειεθηξνθφξεζε θαη απηνξαδηνγξαθία.  

 

Δπνκέλσο, απφ φια ηα παξαπάλσ θαηαιήγνπκε ζην ζπκπέξαζκα φηη 

κε ηελ πάξνδν ηεο εμέιημεο ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο ην ζηληάιν 

κηηνρνλδξηαθήο ηεο ζηφρεπζεο απμήζεθε ζε κέγεζνο, ζε ζεηηθφ θνξηίν θαη ζε 

ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο. Σα πεηξάκαηα απηά δείρλνπλ, επίζεο, 

φηη ηα κνλνπάηηα εηζφδνπ πξσηετλψλ ζηε κηηνρνλδξηαθή κήηξα είλαη πνιχ 

ζπληεξεκέλα απφ ηνλ κχθεηα κέρξη ηνλ άλζξσπν θαζψο ηα πεηξάκαηα ζε 

απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα ζπκθσλνχλ κε ηα απνηειέζκαηα 

απφ ηηο κειέηεο ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ.  

 

 

Δηθόλα 4.37 Σν MTS ηεο GDH ηεο T. thermophila κπνξεί λα ζηνρεχζεη ζε κηθξφ βαζκφ ηελ 
ψξηκε hGDH2 ζπδεπγκέλε κε ην EGFP ζηα κηηνρφλδξηα ζε θχηηαξα HeLa. (Γ. Κνηδακάλε) 
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 5
ν
: ΢ΤΜΠΔΡΑ΢ΜΑΣΑ & ΠΡΟΟΠΣΗΚΔ΢ 

 

Ζ γινπηακηθή αθπδξνγνλάζε (GDH) είλαη έλα έλδπκν πνπ εκθαλίδεηαη ζε 

φινπο ηνπο νξγαληζκνχο ζηνπο νπνίνπο έρεη κειεηεζεί. Δμειίρζεθε απφ έλα 

κε ξπζκηδφκελν έλδπκν ζηα βαθηήξηα ζε έλα πςειά ξπζκηδφκελν 

κηηνρνλδξηαθφ έλδπκν ζηα ζειαζηηθά. Ζ GDH ζπζζσξεχεηαη ζε πνιχ πςειέο 

ζπγθεληξψζεηο ζε νξηζκέλα θχηηαξα ησλ ζειαζηηθψλ θαη έρεη πξσηαγσληζηηθφ 

ξφιν ζηνλ θπηηαξηθφ κεηαβνιηζκφ. ΢ηνλ άλζξσπν ε GDH εκθαλίδεηαη ζε δχν 

πνιχ ζπληεξεκέλεο ηζνκνξθέο (hGDHs), ηελ hGDH1 θαη hGDH2, νη νπνίεο 

έρνπλ έλα αζπλήζηζηα κεγάιν απνθνπηφκελν ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο ζην Ν-ηειηθφ ηνπο άθξν, ην νπνίν απνηειείηαη απφ 53 ακηλνμέα 

(Ν53) (Mavrothalassitis et al, 1998; Shashidharan, et al, 1994). Ζ παξνχζα 

δηαηξηβή επηθεληξψλεηαη ζηελ απνζαθήληζε ηνπ κεραληζκνχ 

δηακεξηζκαηνπνίεζεο ησλ hGDHs θαη ζηελ εμέιημε ηνπ ζηληάινπ 

κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηεο GDH κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ.  

΢ηελ παξνχζα δηαηξηβή αξρηθά κειεηήζεθε αλ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί 

ζχζηεκα εηζφδνπ ησλ ξαδηελεξγά ζεκαζκέλσλ πξσηετλψλ ζε απνκνλσκέλα 

κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα γηα ηελ κειέηε ησλ αλζξψπηλσλ ηζνκνξθψλ ηεο 

γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο. Σα πεηξάκαηα ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα 

ζαθραξνκχθεηα έδεημαλ φηη, πξάγκαηη, νη hGDHs κπνξνχλ λα εηζέιζνπλ ζηελ 

κηηνρνλδξηαθή κήηξα θαη λα θνπνχλ έηζη, ψζηε λα πάξνπλ ηελ ηειηθή ψξηκε 

κνξθή ηνπο, ζρεκαηίδνληαο εμακεξή θαη πηζαλά ηξηκεξή. Σν ζήκα εηζφδνπ 

ήηαλ εηδηθφ φπσο παξαηεξήζεθε απφ ηα δείγκαηα πνπ είραλ θαηεξγαζηεί κε ην 

απνξξππαληηθφ TX-100, ην νπνίν ρξεζηκνπνηήζεθε σο αξλεηηθφο κάξηπξαο 

ειέγρνπ. Παξαηεξήζεθε, επίζεο, φηη νη hGDHs κπνξνχλ λα κπνπλ ζηα 

κηηνρφλδξηα αθφκα θαη ζε ζεξκνθξαζίεο ρακειφηεξεο απφ ηηο ζπλήζεηο, 

γεγνλφο πνπ ππνδειψλεη φηη ε ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ηνπο ζηφρεπζεο είλαη 

πάξα πνιχ πςειή. Γεδνκέλνπ φηη νη ρακειφηεξεο ζεξκνθξαζίεο επεξεάδνπλ 

ηηο πδξφθνβεο αιιειεπηδξάζεηο αιιά φρη ζεκαληηθά ηηο ηνληηθέο, ηα επξήκαηα 

ηεο παξνχζαο κειέηεο παξέρνπλ ελδείμεηο φηη νη ηνληηθέο αιιειεπηδξάζεηο 

παίδνπλ ζεκαληηθφηεξν ξφιν ζηελ ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ησλ 

hGDHs ζε ζρέζε κε ηηο πδξφθνβεο αιιειεπηδξάζεηο. Βξέζεθε φηη ε είζνδνο 

ησλ hGDHs ζηα κηηνρφλδξηα εμαξηάηαη απφ ηε ζπγθέληξσζε ησλ δηζζελψλ 
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κεηαιιηθψλ ηφλησλ, απφ ην κεκβξαληθφ δπλακηθφ θαη απφ ην θαλάιη TIM23 ηεο 

εζσηεξηθήο κηηνρνλδξηαθήο κεκβξάλεο. Δπνκέλσο ην in organello ζχζηεκα 

ηνπ ζαθραξνκχθεηα κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί επηηπρψο γηα ηελ πεξαηηέξσ 

κειέηε κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο. Σα 

πεηξάκαηα απηά επηβεβαηψλνπλ ηελ πςειή ζπληήξεζε ησλ κνλνπαηηψλ 

κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ.  

Ζ πνζνηηθνπνίεζε ησλ πεηξακάησλ εηζφδνπ έδεημε φηη, παξφιν πνπ ηα 

νδεγά πεπηίδηα ησλ hGDHs δηαθέξνπλ κφλν ζε 9 απφ ηα 53 ακηλνμέα ηνπο, ε 

είζνδνο ή/θαη ε σξίκαλζε ηεο hGDH2 πηζαλψο λα γίλεηαη ιίγν πην γξήγνξα 

απφ φηη ζηελ πεξίπησζε ηεο hGDH1. Δπηπιένλ, παξαηεξήζεθε φηη ην Ν53 ηεο 

hGDH1 θαη ηεο hGDH2 είλαη ηθαλφ απφ κφλν ηνπ λα νδεγήζεη ηηο κε 

κηηνρνλδξηαθέο πξσηεΐλεο DHFR θαη EGFP ζε πεηξάκαηα ζε απνκνλσκέλα 

κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα, θαζψο θαη ζε in vivo πεηξάκαηα ησλ ζπλεξγαηψλ 

καο ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ, αληίζηνηρα. Μάιηζηα παξαηεξήζεθε θαη 

ζε απηή ηελ πεξίπησζε φηη ην Ν53 ηεο ηζνκνξθήο hGDH2 θαίλεηαη γηα έρεη 

ηαρχηεξε ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ή/θαη απνθνπήο ζηα 

κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα ζε ζρέζε κε ην Ν53 ηεο hGDH1. Ζ απμεκέλε 

ηθαλφηεηα εηζφδνπ/απνθνπήο ζηα κηηνρφλδξηα κπνξεί λα απνηειεί εμειηθηηθφ 

πιενλέθηεκα ηεο hGDH2, θαζψο ε hGDH2 εθθξάδεηαη θαη ζηα αζηξνθχηηαξα 

ηα νπνία έρνπλ ρακειφηεξε δηαθνξά δπλακηθνχ ζηελ εζσηεξηθή ηνπο 

κηηνρνλδξηαθή κεκβξάλε ζε ζρέζε κε άιια θχηηαξα, φπσο γηα παξάδεηγκα ηα 

επαηνθχηηαξα (Matthews et al, 2010) θαη επνκέλσο ρξεηάδεηαη έλα πνιχ 

ηζρπξφ ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο.  

Δίλαη γλσζηφ απφ ηελ ππάξρνπζα βηβιηνγξαθία φηη νη πεξηζζφηεξεο 

πξσηεΐλεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο πξνβιέπεηαη λα έρνπλ ηελ ηάζε 

ζρεκαηηζκνχ κηαο ακθηπαζνχο α-έιηθαο. Αληίζεηα, παξαηεξήζακε φηη ην Ν53 

ησλ hGDHs πξνβιέπεηαη λα έρεη ηελ ηάζε ζρεκαηηζκνχ δχν μερσξηζηψλ 

ακθηπαζψλ α-ειηθψλ, ηεο α1 (ακηλνμέα 1-10) θαη ηεο α2 (ακηλνμέα 16-32). 

Πξνεγνχκελεο κειέηεο ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθψλ, πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ απφ ηνπο ζπλεξγάηεο καο ζην Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο, 

έδεημαλ φηη ην Ν53 είλαη απαξαίηεην γηα ηε ζσζηή θπηηαξηθή 

δηακεξηζκαηνπνίεζε ηεο hGDH1 θαη ηεο hGDH2 (Mastorodemos et al, 2009; 

Kotzamani and Plaitakis, 2012). Παξαηεξήζεθε, κάιηζηα, φηη φηαλ απνπζηάδεη 

ε α1 έιηθα, ε hGDH2 ράλεη ηελ ηθαλφηεηά ηεο λα ζηνρεπζεί ζηα κηηνρφλδξηα 



123 

(Kotzamani et al, 2012). Σα επξήκαηα απηά επηβεβαηψζεθαλ ζηελ παξνχζα 

κειέηε κε in organello πεηξάκαηα ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα 

ζαθραξνκχθεηα.  

΢ηελ παξνχζα δηαηξηβή κειεηήζεθε γηα πξψηε θνξά αλ νη επηκέξνπο α-

έιηθεο ηνπ Ν53 ηεο hGDH έρνπλ απηφλνκε ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο ή φρη. Πεηξάκαηα ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζε ζπλδπαζκφ κε 

in vivo πεηξάκαηα ησλ ζπλεξγαηψλ καο απφ ην Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο, 

έδεημαλ φηη ε α1 έιηθα ηεο hGDH2 είλαη ηθαλή απφ κφλε ηεο λα νδεγήζεη 

απνδνηηθά ηηο πξσηεΐλεο DHFR θαη EGFP, αιιά φρη ηελ ψξηκε hGDH2, ζηα 

κηηνρφλδξηα. Απηφ κπνξεί λα νθείιεηαη ζην κέγεζνο ησλ πεπηηδίσλ (DHFR: 

190 ακηλνμέα, EGFP: 241 ακηλνμέα, Γ53hGDH2: 505 ακηλνμέα) ή ζηελ 

ακηλνμηθή ζχζηαζε ησλ πξψησλ ακηλνμέσλ ζην N-ηειηθφ άθξν ηνπ DHFR, ηνπ 

EGFP, θαη ηνπ Γ53hGDH2. Δπίζεο, παξαηεξήζακε φηη ε α2 έιηθα ηεο hGDH2 

δελ έρεη απηφλνκε ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο. Αληίζεηα, ην πβξηδηθφ 

πεπηίδην α1α2 (ρσξίο ηηο ελδηάκεζεο ζηξνθέο θαη ηε ζέζε θνπήο) είλαη ηθαλφ 

λα νδεγήζεη απφ κφλν ηνπ ηελ ψξηκε hGDH2 ζηα κηηνρφλδξηα. Δπηπιένλ, ηα 

πεηξάκαηα έδεημαλ φηη ε α1 είλαη ηθαλή λα ζηνρεχζεη ην DHFR ζηα κηηνρφλδξηα, 

φηαλ ζπδεπρζεί ζην Ν-ηειηθφ, αιιά φρη ζην C-ηειηθφ άθξν ηνπ DHFR. 

΢πκπεξαζκαηηθά, ε είζνδνο ησλ hGDHs ζηα κηηνρφλδξηα εμαξηάηαη απφ ηελ 

ζπλεξγαηηθή δξάζε ησλ δχν α-ειίθσλ ηνπ ζηληάινπ κηηνρνλδξηαθήο ηνπο 

ζηφρεπζεο θαη ε α1 έιηθα έρεη πξσηαγσληζηηθφ ξφιν ζε απηή ηε δηαδηθαζία.  

΢χκθσλα κε ηελ ππάξρνπζα βηβιηνγξαθία, νη πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο 

έρνπλ απνθνπηφκελν MTS, ε δε απνθνπή ηνπ ζεσξείηαη φηη εληζρχεη ηελ 

ζηαζεξφηεηα ησλ πξσηετλψλ ζηα κηηνρφλδξηα, αιιά ε ιεπηνκεξήο ζρέζε ηεο 

απνθνπήο ηνπ πεπηηδίνπ ζε ζρέζε κε ηε δπλαηφηεηα κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο παξακέλεη αζαθήο. ΢ηελ παξνχζα κειέηε, δηεξεπλήζεθε γηα 

πξψηε θνξά  αλ ε πξσηενιπηηθή απνθνπή ησλ hGDHs είλαη απαξαίηεηε γηα 

ηελ είζνδφ ηνπο ζηα κηηνρφλδξηα. Πεηξάκαηα εηζφδνπ ξαδηελεξγά ζεκαζκέλσλ 

πξσηετλψλ ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα έδεημαλ φηη νη 

πξσηεΐλεο hGDH1 θαη hGDH2, πνπ είλαη κεηαιιαγκέλεο ζηελ πηζαλή ζέζε 

αλαγλψξηζεο απφ ηελ πξσηεάζε MPP (R50G-R51D) ή ζηελ ζέζε θνπήο 

(Y53D-S54D), αλ θαη ράλνπλ ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα θφβνληαη ζηα κηηνρφλδξηα, 

εμαθνινπζνχλ λα έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα εηζφδνπ ζε απηά. Ωζηφζν, απφ ηελ 

παξνχζα κειέηε δελ είλαη ζαθέο αλ νη αλψξηκεο hGDHs (δελ έρεη απνθνπεί ην 
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Ν53) κπνξνχλ λα δηακνξθψζνπλ ηελ «θαηάιιειε» εμακεξή δνκή θαη εάλ είλαη 

ελδπκηθά ελεξγέο. Δπίζεο, δελ έρεη δηεπθξηληζηεί εάλ απηέο νη πξσηεΐλεο 

απνηθνδνκνχληαη in vivo γξεγνξφηεξα ζε ζρέζε κε απηέο πνπ απνθφπηνληαη 

θαλνληθά. Θα ήηαλ ζθφπηκν λα γίλνπλ παξφκνηεο κειέηεο θαη γηα άιιεο 

πξσηεΐλεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο, ψζηε λα δηεπθξηληζηεί θαιχηεξα ν 

ξφινο ηεο απνθνπήο ησλ ζηληάισλ κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ζηα 

κηηνρφλδξηα ή ηεο κε απνθνπήο ηνπο. Πξνηείλεηαη αθφκα λα κειεηεζεί αλ 

ππάξρεη ζπζρέηηζε ηεο απνθνπήο ησλ ζηληάισλ κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ζε 

ζρέζε κε ηε ζηφρεπζε ησλ πξσηετλψλ ζε άιια θπηηαξηθά δηακεξίζκαηα ή κε 

ηελ πηζαλή ηθαλφηεηά ηνπο γηα παιίλδξνκε θίλεζε.  

Γεδνκέλνπ φηη πνιχ πξφζθαηα αλαθέξζεθε εληνπηζκφο ηεο hGDH1 ζηνλ 

θπηηαξηθφ ππξήλα ζε αλζξψπηλα νιηγνδελδξνθχηηαξα θαη πξφδξνκα 

νιηγνδελδξνθχηηαξα (Spanaki et al, 2015) δηεξεπλήζεθε αλ νη hGDHs 

εκθαλίδνπλ παιίλδξνκε θίλεζε, φπσο ζηελ πεξίπησζε ηεο θνπκαξάζεο ζην 

ζαθραξνκχθεηα (Knox et al, 1998). Πεηξάκαηα εηζφδνπ ησλ ξαδηελεξγά 

ζεκαζκέλσλ hGDHs ζε ζπλδπαζκφ κε απνκφλσζε ηνπ δηαιχκαηνο κεηά ηελ 

είζνδφ ηνπο ζηα κηηνρφλδξηα, δελ έδσζαλ ζαθείο ελδείμεηο γηα ηελ χπαξμε 

παιίλδξνκεο θίλεζεο εμφδνπ ησλ hGDHs απφ ηα κηηνρφλδξηα. Πξνηείλεηαη λα 

επαλαιεθζνχλ νη κειέηεο κε in vivo θαη in organello κεζφδνπο θαη κε 

ππνθπηηαξηθή θιαζκάησζε απφ αλζξψπηλα νιηγνδελδξνθχηηαξα δεδνκέλνπ 

φηη κπνξεί λα ππάξρεη πξάγκαηη παιίλδξνκε θίλεζε ησλ hGDHs ζε πνιχ 

κηθξή πνζφηεηα, ε νπνία λα κελ είλαη αληρλεχζηκε κε ηελ κέζνδν πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε. Δπίζεο, ε ηθαλφηεηα παιίλδξνκεο θίλεζεο ησλ hGDHs 

κπνξεί λα εκθαλίδεηαη απνθιεηζηηθά ζε νξηζκέλνπο ηζηνχο ή θάησ απφ 

νξηζκέλεο κε «θπζηνινγηθέο» ζπλζήθεο.   

Πξνζπαζήζακε λα θαηαλνήζνπκε πνηεο πξσηεάζεο ηεο κηηνρνλδξηαθήο 

κήηξαο είλαη ππεχζπλεο γηα ηελ απνθνπή ηνπ Ν53 ησλ hGDHs. Γεδνκέλνπ φηη 

ε αιιεινπρία θνληά ζηε ζέζε θνπήο κνηάδεη κε ηε ζέζε αλαγλψξηζεο ηεο 

πξσηεάζεο Icp55, ζηελ παξνχζα δηαηξηβή κειεηήζεθε αλ νη hGDHs θφβνληαη 

απφ απηήλ. Πεηξάκαηα εηζφδνπ ξαδηελεξγψλ hGDHs ζε αγξίνπ ηχπνπ θαη 

icp55Γ κηηνρφλδξηα δελ αλέδεημαλ ηελ χπαξμε αιιειεπίδξαζεο ησλ hGDHs κε 

ηελ Icp55. Απηφ, φκσο. κπνξεί λα νθείιεηαη ζηελ αθξίβεηα ηεο κεζφδνπ, θαζψο 

ε πξσηεάζε Icp55 ζπλήζσο θφβεη κφλν κία ζέζε κεηά απφ ηε ζέζε απνθνπήο 

απφ ηελ πξσηεάζε MPP. Πξνηείλεηαη λα πξαγκαηνπνηεζνχλ πεηξάκαηα 
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εηζφδνπ θαζαξψλ απνκνλσκέλσλ πξσηετλψλ ζε κηηνρφλδξηα θαη αλάιπζε 

ησλ πξσηετλψλ κε θαζκαηνκεηξία κάδαο. Δπίζεο πξνηείλεηαη λα γίλνπλ in 

vitro κειέηεο κε θαζαξέο πξσηεΐλεο hGDH1 θαη hGDH2 θαη ηελ νκφινγε ηεο 

Icp55 αλζξψπηλε πξσηεΐλε XPEP3. Σέινο, πξνηείλεηαη λα κειεηεζεί ε εμέιημε 

ησλ πξσηεαζψλ ηεο κηηνρνλδξηαθήο κήηξαο κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ.  

΢χκθσλα κε ηελ ππάξρνπζα βηβιηνγξαθία, ηα ζηληάια κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή κήηξα δελ έρνπλ θάπνηα ζπγθεθξηκέλε 

αιιεινπρία, αιιά είλαη πινχζηα ζε ζεηηθά θνξηηζκέλα ακηλνμέα θαη 

ραξαθηεξίδνληαη απφ ακθηπαζηθφηεηα θαη ηάζε γηα δεκηνπξγία α-έιηθαο. Γηα λα 

πξνζδηνξίζνπκε ηα ζηνηρεία ηνπ Ν53 ησλ hGDHs πνπ έρνπλ πξσηαγσληζηηθφ 

ξφιν ζηελ ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο πξαγκαηνπνηήζακε κηα ζεηξά 

κεηαιιάμεσλ ζηελ hGDH2 θαη κειεηήζακε ηελ ηθαλφηεηα εηζφδνπ ηεο αγξίνπ 

ηχπνπ ζε ζρέζε κε ηηο κεηαιιαγκέλεο κνξθέο ηεο hGDH2 ζε απνκνλσκέλα 

κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα. Απφ ηα πεηξάκαηα παξαηεξήζεθε φηη ε 

δηαηάξαμε ηεο ειηθνεηδνχο δηακφξθσζεο ηεο α1 έιηθαο ζηελ hGDH2, κε ηελ 

εηζαγσγή πξνιίλεο ζην κέζν ηεο (L5P, K7P), δελ επεξεάδεη ηελ ηθαλφηεηά ηεο 

γηα κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε. Δπνκέλσο ε ειηθνεηδήο δηακφξθσζε ηεο α1 δελ 

θαίλεηαη λα έρεη πξσηαγσληζηηθφ ξφιν, παξφιν πνπ είλαη απαξαίηεηε ε 

παξνπζία ησλ ακηλνμέσλ ηεο γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε ηεο hGDH2.  

΢ηε ζπλέρεηα, κειεηήζακε ηνλ ξφιν ηεο ακθηπαζηθφηεηαο θαη ηνπ ζεηηθνχ 

θνξηίνπ ζηελ κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε ηεο hGDH2. Παξαηεξήζακε φηη ε 

ακθηπαζηθφηεηα ηεο α1 έιηθαο δελ έρεη θπξίαξρν ξφιν ζηελ 

δηακεξηζκαηνπνίεζε ηεο hGDH2, θαζψο ε hGDH2-R3A-L5A εμαθνινπζεί λα 

έρεη ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο. Παξαηεξήζακε, επίζεο, φηη νη 

κνλέο θαη νη δηπιέο κεηαιιαγέο ζην Ν-ηειηθφ άθξν ηεο hGDH2 (R3A, K7A, 

R3A-K7A, K7P-R13A) θαη ζην C-άθξν ηεο hGDH2 (R50G-R51D, Y53D-S54D) 

εμαθνινπζνχλ λα κπνξνχλ λα εηζέιζνπλ ζηα κηηνρφλδξηα. Αληίζεηα, βξέζεθε 

φηη ε hGDH2 πνπ θέξεη ηε ηξηπιή κεηαιιαγή ζην Ν-ηειηθφ άθξν ηεο άθξν 

(R3A-Κ7A-R13A) αδπλαηεί λα εηζέιζεη ζηα κηηνρφλδξηα. ΢πκπεξαζκαηηθά, ηα 

επξήκαηα απηά ηνλίδνπλ ηε ζεκαζία ηνπ ζεηηθνχ θνξηίνπ ζην Ν-ηειηθφ άθξν 

ηεο hGDH2 θαη δείρλνπλ φηη απηφ είλαη πην ζεκαληηθφ γηα ηελ κηηνρνλδξηαθή 

ηεο ζηφρεπζε ζε ζρέζε κε ηελ ακθηπαζηθφηεηα, ηελ ειηθνεηδή δηακφξθσζε θαη 

ην θνξηίν ηεο ζην C-ηειηθφ ηεο άθξν.  

΢χκθσλα κε ηελ βηβιηνγξαθία ππάξρεη έλαο αξθεηά ζπρλφο 
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πνιπκνξθηζκφο (~20%) ζην γνλίδην GLUD2 (c.G103A), ν νπνίνο νδεγεί ζε 

αληηθαηάζηαζε p.G35R, κε άγλσζηε κέρξη ηψξα βηνινγηθή θαη θιηληθή ζεκαζία 

(Plaitakis et al, 2010). ΢ηελ παξνχζα κειέηε παξαηεξήζακε φηη ε ελ ιφγσ 

κεηαιιαγή δελ επεξεάδεη ηελ είζνδν ηεο πξσηεΐλεο ζηα κηηνρφλδξηα. 

Γεδνκέλνπ φηη ν πνιπκνξθηζκφο νδεγεί ζε κία ζεκεηαθή κεηάιιαμε ζην Ν53 

ηεο hGDH2 πξηλ ηε ζέζε θνπήο, πξνβιέπεηαη φηη πηζαλψο νη άλζξσπνη πνπ 

θέξνπλ απηφ ηνλ πνιπκνξθηζκφ δελ ζα αληηκεησπίδνπλ θάπνην πξφβιεκα 

ζηελ πγεία ηνπο απφ απηφ.  

Παξαηεξήζακε φηη φηαλ ν επίηνπνο His ζπδεπρζεί ζην C-ηειηθφ άθξν ηεο 

hGDH1, δελ επεξεάδεη ηελ ηθαλφηεηά ηεο γηα κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε θαη γηα 

δεκηνπξγία εμακεξψλ ζηα κηηνρφλδξηα. Πξνηείλεηαη λα κειεηεζεί αλ ε ψξηκε 

πξσηεΐλε hGDH1-His είλαη ιεηηνπξγηθά ελεξγή. Δάλ ηζρχεη ην παξαπάλσ, ε ελ 

ιφγσ πξσηεΐλε κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ εχξεζε πηζαλψλ λέσλ 

κνξηαθψλ ζπλνδψλ.  

΢ηελ παξνχζα κειέηε, αλαξσηεζήθακε γηα ην πψο ε GDH εμειίρζεθε απφ 

έλα βαθηεξηαθφ έλδπκν ζε έλα κηηνρνλδξηαθφ έλδπκν ην νπνίν έρεη έλα 

ηδηαίηεξα απνδνηηθφ θαη πεξίπινθν ζηληάιν κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ζηα 

ζειαζηηθά. Δπίζεο, πξνζπαζήζακε λα θαηαλνήζνπκε ηελ ππνθπηηαξηθή 

ζηφρεπζε ηεο GDH κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ θαη πφηε εκθαλίζηεθε γηα πξψηε 

θνξά ε κηηνρνλδξηαθή ηεο ζηφρεπζε. Αλαξσηεζήθακε, επίζεο, αλ ην 

αζπλήζηζηα κεγάιν MTS ησλ  αλζξψπηλσλ GDHs απνηειεί εμειηθηηθφ 

θαηάινηπν ή αλ ηνπ παξέρεη εμειηθηηθφ πιενλέθηεκα. Γηα λα πξνζεγγίζνπκε 

απηά ηα εξσηήκαηα πξαγκαηνπνηήζακε in silico κειέηεο γηα ~170 ακηλνμηθέο 

αιιεινπρίεο γινπηακηθήο αθπδξνγνλάζεο απφ δηαθνξεηηθνχο νξγαληζκνχο 

πνπ έρνπλ θαηαρσξεζεί ζην NCBI.  

Απφ ηηο 12 βαθηεξηαθέο GDHs πνπ κειεηήζεθαλ δελ παξαηεξήζεθε ε 

χπαξμε θάπνηαο αιιεινπρίαο πνπ λα κνηάδεη κε MTS. Απηφ κπνξεί λα 

νθείιεηαη ζηνλ κηθξφ αξηζκφ ησλ πξσηετληθψλ αιιεινπρηψλ πνπ κειεηήζεθαλ 

ή ζην γεγνλφο φηη ε αιιεινπρία ηνπ MTS ηεο GDH δελ πξνυπήξρε ζηα 

βαθηήξηα, αιιά δεκηνπξγήζεθε ζηνπο επθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, νη in silico κειέηεο πνπ έγηλαλ πξνηείλνπλ φηη ε κηηνρνλδξηαθή 

ζηφρεπζε ηεο GDH πξσηνεκθαλίζηεθε ζηα βιεθαξηδνθφξα πξσηφδσα. 

΢εκεηψλεηαη φηη ηα βιεθαξηδνθφξα είλαη κνλνθχηηαξνη επθαξπσηηθνί 

νξγαληζκνί νη νπνίνη ζεσξείηαη φηη έρνπλ πεξηζζφηεξν εμεηδηθεπκέλα 
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κηηνρφλδξηα ζε ζρέζε κε ηα άιια πξσηφδσα. Δπηπιένλ, είλαη γλσζηφ απφ ηελ 

ππάξρνπζα βηβιηνγξαθία φηη ε αιινζηεξηθή ξχζκηζε ηεο GDH 

πξσηνεκθαλίζηεθε ζηα βιεθαξηδνθφξα (Allen et al, 2004). Απφ φια ηα 

παξαπάλσ ζπλάγνπκε ην ζπκπέξαζκα φηη ε κηηνρνλδξηαθή ζηφρεπζε θαη ε 

αιινζηεξηθή ξχζκηζε ηεο GDH πξσηνεκθαλίζηεθαλ ζηα βιεθαξηδνθφξα θαη 

πηζαλψο εμειίρζεθαλ παξάιιεια. 

Σα πξνγξάκκαηα πξφβιεςεο ππνθπηηαξηθνχ εληνπηζκνχ πξνβιέπνπλ 

δηηηή ζηφρεπζε ηεο GDH κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ. Απφ ηηο in silico κειέηεο δελ 

πξνβιέθζεθε ε χπαξμε απνθηψκελνπ MTS ζηα θπηά θαη ζηνπο κχθεηεο. 

Μάιηζηα, ζηνπο κχθεηεο ε GDH πξνβιέπεηαη λα έρεη πνιιαπιή 

δηακεξηζκαηνπνίεζε ζε δηαθνξεηηθέο ππνθπηηαξηθέο ζέζεηο. ΢ηα θπηά απηφ 

κπνξεί λα νθείιεηαη ζηελ χπαξμε ελφο κε απνθνπηψκελνπ MTS ζηε GDH. 

Μάιηζηα είλαη γλσζηφ απφ ηελ ππάξρνπζα βηβιηνγξαθία φηη ε GDH ζην ξχδη 

θαη ζην θπηφ A. thaliana ζηνρεχεηαη ζηα κηηνρφλδξηα έρνληαο έλα κε 

απνθνπηφκελν MTS (Huang et al, 2009). Αληίζεηα, ζχκθσλα κε ηελ in silico 

κειέηε, νη πεξηζζφηεξνη δσηθνί νξγαληζκνί πξνβιέπεηαη λα έρνπλ 

απνθνπηφκελν MTS ζηελ GDH ηνπο, κε πηζαλή εμαίξεζε ηα εξπεηά θαη ηα 

πηελά. Οη in silico κειέηεο δελ πξνβιέπνπλ ηελ χπαξμε NLS ζηηο GDHs ησλ 

δσηθψλ νξγαληζκψλ. Σα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο κειέηεο ζρεηηθά κε ηηο in 

silico πξνβιέςεηο γηα ηελ ππνθπηηαξηθή δηακεξηζκαηνπνίεζε ηεο GDH κεηαμχ 

ησλ νξγαληζκψλ ζπλνςίδνληαη ζηελ Δηθόλα 5.1. 
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Δηθόλα 5.1 Γηακεξηζκαηνπνίεζε ηεο GDH κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ θαη ην ζηληάιν 
κηηνρνλδξηαθήο ηεο ζηφρεπζεο.  

 

΢χκθσλα κε ην πξφγξακκα MitoFates, ε GDH ζηα βιεθαξηδνθφξα έρεη 

ζέζε θνπήο κφλν γηα ηελ πξσηεάζε MPP, ελψ απφ ηνπο λεκαηψδεηο κέρξη ηνλ 

άλζξσπν ε GDH έρεη ζέζε θνπήο γηα ηηο πξσηεάζεο MPP θαη Icp55. 

Δπνκέλσο, εάλ ππάξρεη νκφινγε ηεο Icp55 πξσηεάζεο ζηνπο νξγαληζκνχο 

απηνχο πξνβιέπεηαη φηη ε GDH πθίζηαηαη δηπιή πέςε ζηελ κηηνρνλδξηαθή 

κήηξα.  

Βξέζεθε φηη ην MTS ζηνπο δσηθνχο νξγαληζκνχο είλαη ιηγφηεξν 

ζπληεξεκέλν ζε ζρέζε κε ην ψξηκν ηκήκα ηνπο. Δπηπιένλ, ε παξνχζα κειέηε 

δείρλεη φηη θαηά ηελ εμέιημε ησλ δσηθψλ νξγαληζκψλ ην MTS ηεο GDH 

απμήζεθε ζηαδηαθά ζε κέγεζνο, ζε ζεηηθφ θνξηίν θαη έγηλε ηζρπξφηεξν κε 

πηζαλή εμαίξεζε ησλ GDHs ζηα πηελά, ζηα εξπεηά θαη ίζσο ζηα ακθίβηα. ΢ηα 

ζειαζηηθά, παξαηεξείηαη φηη ην MTS ηεο GDH έρεη ηελ ηάζε ζρεκαηηζκνχ δχν 

ακθηπαζψλ α-ειίθσλ, φπνπ ε πξψηε α-έιηθα είλαη πην ζπληεξεκέλε κεηαμχ 

ησλ νξγαληζκψλ ζε ζρέζε κε ηε δεχηεξε.  

Γηα λα ειεγρζνχλ ηα in silico επξήκαηα, κειεηήζακε πεηξακαηηθά ηελ 

ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο ηνπ MTS ηεο GDH απφ κεξηθνχο 

ελδεηθηηθνχο δσηθνχο νξγαληζκνχο. Πην ζπγθεθξηκέλα, ζε ζπλεξγαζία κε ηνπο 
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ζπλεξγάηεο καο απφ ην Δξγαζηήξην Νεπξνινγίαο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο 

πξαγκαηνπνηήζακε in vivo θαη in organello κειέηεο ησλ MTS ηεο GDH ησλ 

νξγαληζκψλ T. thermophila (Βιεθαξηδνθφξν πξσηφδσν, GI: 118377975), C. 

elegans (ζθνπιήθη, GI: 3881823), D. melanogaster (κχγα, GI: 45553475) θαη 

X. laevis (βαηξάρη, GI: 148230659) ζπδεπγκέλσλ κε ηηο κε κηηνρνλδξηαθέο 

πξσηεΐλεο EGFP ή DHFR, αληίζηνηρα. Σν Ν53 ησλ hGDHs θαη νη κε πβξηδηθέο 

πξσηεΐλεο DHFR / EGFP ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο ζεηηθνί θαη αξλεηηθνί 

κάξηπξεο ειέγρνπ, αληίζηνηρα. Παξαηεξήζακε φηη ηα MTS ηεο GDH φισλ ησλ 

ππφ κειέηε νξγαληζκψλ είλαη ηθαλά λα νδεγήζνπλ ηηο πξσηεΐλεο DHFR θαη 

EGFP ζηα κηηνρφλδξηα ηνπ ζαθραξνκχθεηα θαη απφ αλζξψπηλεο θπηηαξηθέο 

ζεηξέο. Σν ζήκα εηζφδνπ ήηαλ εηδηθφ φπσο θαίλεηαη απφ ηα δείγκαηα πνπ 

θαηεξγάζηεθαλ κε ην απνξξππαληηθφ TX-100, ην νπνίν ρξεζηκνπνηήζεθε σο 

έλαο επηπιένλ κάξηπξαο ειέγρνπ.  

Σα επξήκαηα απηά δείρλνπλ φηη ην MTS ηεο GDH αθφκα θαη ζηνπο 

πξψηνπο δσηθνχο νξγαληζκνχο, φπσο ηα βιεθαξηδνθφξα πξσηφδσα, έρεη 

αξθεηά πςειή ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ζηφρεπζεο, ψζηε λα  ζηνρεχζεη κε 

κηηνρνλδξηαθέο πξσηεΐλεο ζηα κηηνρφλδξηα. Απηφ δελ νθείιεηαη ζε θάπνηα 

ηδηφηεηα ησλ πξσηετλψλ DHFR θαη EGFP, θαζψο απηέο νη πξσηεΐλεο απφ 

κφλεο ηνπο αδπλαηνχλ λα εηζέιζνπλ ζηα κηηνρφλδξηα. Σα απνηειέζκαηα απφ 

ηα in organello πεηξάκαηα ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα 

ζπκθσλνχλ κε ηα απνηειέζκαηα απφ ηα πεηξάκαηα δηακφιπλζεο αλζξψπηλσλ 

θπηηαξηθψλ ζεηξψλ. Δπνκέλσο, ε ελ ιφγσ κειέηε ηνλίδεη επίζεο ηελ πςειή 

ζπληήξεζε ησλ κνλνπαηηψλ εηζφδνπ ησλ ππξεληθά εθθξαδφκελσλ πξσηετλψλ 

ζηα κηηνρφλδξηα απφ ην ζαθραξνκχθεηα κέρξη ηνλ άλζξσπν.  

Σέινο, κειεηήζεθε αλ ην MTS ηεο GDH ηεο T. thermophila είλαη ηθαλφ λα 

ζηνρεχζεη ηελ ψξηκε αλζξψπηλε πξσηεΐλε GDH ζηα κηηνρφλδξηα 

ζαθραξνκχθεηα. Μειέηεο ζε απνκνλσκέλα κηηνρφλδξηα ζαθραξνκχθεηα 

θαζψο θαη πεηξάκαηα δηακφιπλζεο θπηηαξηθψλ ζεηξψλ ζε ζπλδπαζκφ κε 

ζπλεζηηαθή κηθξνζθνπία ή ππνθπηηαξηθή θιαζκάησζε, έδεημαλ φηη ην MTS ηεο 

GDH ηεο T. thermophila κπνξεί ζε πνιχ κηθξφ κφλν βαζκφ λα νδεγήζεη ηελ 

ψξηκε hGDH2 ζηα κηηνρφλδξηα. Δπνκέλσο ε αχμεζε ηνπ κεγέζνπο θαη ηεο 

πνιππινθφηεηαο ηνπ MTS ηεο GDH θαίλεηαη λα κελ απνηειεί εμειηθηηθφ 

θαηάινηπν, αιιά λα εμππεξεηεί ζηελ αχμεζε ηεο ηθαλφηεηαο κηηνρνλδξηαθήο 

ζηφρεπζεο.  
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Σα απνηειέζκαηα απηήο ηεο κειέηεο ζηνηρεηνζεηνχλ έλα ζεκαληηθφ 

πιαίζην γηα ηελ θαηαλφεζε ηεο εμέιημεο θαη ησλ κνξηαθψλ κεραληζκψλ 

ζηφρεπζεο πξσηετλψλ ζηα κηηνρφλδξηα θαη γεληθφηεξα ηεο θπηηαξηθήο 

δηακεξηζκαηνπνίεζεο κηαο πξσηεΐλεο πνπ θαηέρεη πξσηαγσληζηηθφ ξφιν ζηνλ 

θπηηαξηθφ κεηαβνιηζκφ θαη είλαη ηδηαίηεξα άθζνλε ζηα θχηηαξα ησλ 

ζειαζηηθψλ.  

Ωζηφζν αξθεηά εξσηήκαηα παξακέλνπλ αλαπάληεηα θαη είλαη ζεκαληηθφ 

λα δηεξεπλεζνχλ. ΢πγθεθξηκέλα, ελδηαθέξνλ απνηειεί ην γεγνλφο φηη ην ελ 

ιφγσ έλδπκν πξνβιέπεηαη λα έρεη δηαθνξεηηθή θπηηαξηθή δηακεξηζκαηνπνίεζε 

ζηα πηελά θαη ζηα εξπεηά κε άγλσζηε πξνο ην παξφλ αηηηνινγία. Πξνηείλεηαη 

ε ελ ιφγσ πξφβιεςε λα ειεγρζεί πεηξακαηηθά θαζψο ηα θαιχηεξα 

πξνγξάκκαηα δηαζέζηκα ελδνθπηηαξηθήο πξφβιεςεο πνπ έρνπλ δεκηνπξγεζεί 

κέρξη ηψξα, έρνπλ πνζνζηφ ζθάικαηνο ~30% (Fukasawa et al, 2015). 

Πξνηείλεηαη επίζεο, λα κειεηεζεί ν εληνπηζκφο νιφθιεξσλ ησλ πξσηετλψλ ηεο 

GDH ησλ νξγαληζκψλ T. thermophila, C. elegans, D. melanogaster θαη X. 

laevis ζε νκφινγα (ζηνπο ίδηνπο ηνπο νξγαληζκνχο) θαη ζε εηεξφινγα (ζε 

δηαθνξεηηθνχο νξγαληζκνχο) ζπζηήκαηα έθθξαζεο, ψζηε λα επηβεβαησζνχλ ή 

φρη ηα παξαπάλσ επξήκαηα. Ζ θαηαλφεζε ηνπ ππνθπηηαξηθνχ εληνπηζκνχ ηεο 

GDH ζα βνεζήζεη ζηελ βαζχηεξε θαηαλφεζε ηεο θπηηαξηθήο ιεηηνπξγίαο θαη 

ηελ ξχζκηζε ηνπ κεηαβνιηζκνχ ησλ δηαθφξσλ νξγαληζκψλ.  

Θα ήηαλ πνιχ ελδηαθέξνλ λα κειεηεζεί ε δηηηή δηακεξηζκαηνπνίεζε ηεο 

GDH, φπσο γηα παξάδεηγκα ζηελ πεξίπησζε ηεο GDH ζηελ φξληζα (Panda et 

al, 2011) θαη ζηα αλζξψπηλα γινηνθχηηαξα (Spanaki et al, 2015). Πξφζθαηα 

βξέζεθε φηη ζε ζπλζήθεο νμεηδσηηθνχ ζηξεο ε GDH ζην θνηφπνπιν 

δηακεξηζκαηνπνηείηαη ζηνλ θπηηαξηθφ ππξήλα, φπνπ έρεη δξάζε πεπηηδάζεο 

ηεο ηζηφλεο 3 (Mandal et al, 2014). Θα ήηαλ πνιχ ελδηαθέξνλ λα κειεηεζεί αλ 

ε GDH έρεη ηθαλφηεηα επηγελεηηθήο ηξνπνπνίεζεο θαη ζε άιινπο νξγαληζκνχο, 

θαη εάλ λαη, λα δηεπθξηληζηεί ν ξφινο ηεο. Δπίζεο, ζα ήηαλ πνιχ ελδηαθέξνλ λα 

κειεηεζεί ν κνξηαθφο κεραληζκφο απφ ηνλ νπνίν πξνθχπηεη ε δηηηή ζηφρεπζε 

ηεο GDH ζε απηνχο ηνπο νξγαληζκνχο.  

Σέινο, πξνηείλεηαη λα κειεηεζεί ε εμέιημε ηνπ MTS ηνπ ζπλφινπ ησλ 

κηηνρνλδξηαθψλ πξσηετλψλ. Πην ζπγθεθξηκέλα, πξνηείλεηαη λα κειεηεζνχλ ηα 

ραξαθηεξηζηηθά ησλ MTS απφ εμειηθηηθά «καθξηλνχο» νξγαληζκνχο ζρεηηθά κε 

ηα ραξαθηεξηζηηθά ηνπο φπσο ην κέγεζνο, ην θνξηίν, ην αλ απνθφπηνληαη ή φρη 
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ζηα κηηνρφλδξηα, ε ηάζε ηνπο λα ζρεκαηίδνπλ κία ή πεξηζζφηεξεο ειηθνεηδείο 

δνκέο ζε ζρέζε κε ηελ ηθαλφηεηα κηηνρνλδξηαθήο ηνπο ζηφρεπζεο θαη ηελ 

χπαξμε πηζαλήο ηζην-εηδηθήο δηηηήο δηακεξηζκαηνπνίεζεο. Οη ελ ιφγσ 

πξνζεγγίζεηο κπνξνχλ λα αλαδείμνπλ ζε βάζνο ηελ ηζηνξία ησλ ζηληάισλ 

θπηηαξηθήο ζηφρεπζεο θαη λα ζπκβάιινπλ ζηελ θαιχηεξε θαηαλφεζε ηεο 

ιεηηνπξγίαο θαη ηεο εμέιημήο ηνπο κεηαμχ ησλ νξγαληζκψλ.  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 7
ν
: ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ 

 

Οξγαληζκνί ζηνπο νπνίνπο κειεηήζεθε ε GDH  

 

Βαθηήξηα 
C. glomerans  

C. aponinum  

 M.hydrothermalis  

P.asaccharolytica  

P. aeruginosa  

R. argasii  

R. hoogstraalii  

S. coccoides (443, 453αα) 

S. acidophilus  

T. lienii  
T. succinifaciens  
 

Μύθεηεο 

A. melanogenum  

A. pullulans  

A. pullulans  

C. cinerea  

C. neoformans  

F. velutipes 

G. candidum   

M verticillata  

M. robertsii 

M. verticillata  

P. chrysogenum 

S. cerevisiae (GDH1, 2, 3) 

S. hirsutum  

X. dendrorhous 
 

Φπηά 
A. tauschii  

A. thaliana (GDH1, 2, 3) 

B. napus  

G. max (GDH1, 2) 

M. truncatula  

N. tabacum  

O. sativa Japonica (GDH1, 2, 3) 

P. persica  

S.m lycopersicum  

T. aestivum 

T. urartu  
V. vinifera  

 
Πξσηόδσα 
D. discoideum (NAD, NADP) 

P. cynomolgi (470, 511, 1243αα)  

S. lemnae (509, 522αα)  

T. thermophila (499, 500, 606αα) 

T. gondii  
 

 

Κληδόδσα  
H. vulgaris  

N. vectensis (455, 550αα) 
 

Πιαηπέικηλζεο 
C. sinensis 

E. multilocularis (274, 423, 522αα) 

H.  microstoma (495, 524αα) 
 

Νεκαηώδεηο  
B. malayi (529, 543αα)  

C.  elegans 

H. contortus  

T. circumcincta  

T. trichiura  
 

Μαιάθηα 
A. californica 
C. gigas (444, 542, 516αα) 
 

Γαθηπιηνζθώιεθεο 
H. robusta (216, 522αα) 

 

Αξζξόπνδα 

D. melanogaster (D, D, F ) 
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B. mori  

D. plexippus  (527, 552, 556αα) 

E.r sinensis  

F. chinensis  

L. vannamei (437, 552αα) 
 

Δρηλόδεξκα 
S. purpuratus  

 
 

Υνξδσηά 
 

- Φνλδξηρζύεο 
C. milii 
 

- Αθηηλνπηεξύγηα 
D. rerio (542, 544αα) 
M. albus  
M. anguillicaudatus 
S. salar (gdh2, gdh3) 
 

- Σαπξόςηδα 
P. sinensis (GDH1, 2)  
 

- Δξπεηά 
A. mississippiensis  (547, 565αα) 
A. sinensis (416, 490αα) 
C.  mydas (410, 414αα) 
C. picta (GDH1-X1, 3, GDH2-X1, 3) 
 

- Πηελά 
A. chloris  
A. platyrhynchos (Φ1,2,3, 497αα) 
A. chrysaetos  
C. anna (436, 506αα) 
C.  livia  (484, 509αα) 
C. brachyrhynchos (351, 421αα) 
F. peregrinus  
F. albicollis  
G. gallus 
M. vitellinus  
M. undulatus 
P.  pubescens 
P. humilis  
S. canaria (351, 422αα) 
T. guttata  
Z. albicollis (421, 424αα) 

 

- Θειαζηηθά 
B.s Taurus (GDH1) 
C. simum (GDH1) 
C. sabaeus (GDH1) 
C asiatica (GDH1) 
C. cristata (GDH1) 
E. edwardii (GDH1) 
G. gorilla (GDH1) 
H. sapiens (GDH1, 2) 
J. jaculus (GDH1) 
L. vexillifer (GDH1) 
L. africana (GDH1) 
M. fascicularis (GDH1) 
M. ochrogaster (GDH1) 
M. musculus (GDH1) 
N. galili (GDH1) 
N. leucogenys (GDH2) 
O. princeps (GDH1) 
O. afer (GDH1) 
O. cuniculus (GDH1) 
P. paniscus (GDH2) 
P. troglodytes (GDH1, 2) 
P. anubis (GDH1) 
P. maniculatus (GDH1) 
P. abelii (GDH1, 2) 
R. norvegicus (GDH1) 
S. scrofa (GDH1) 
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Γεκνζηεύζεηο ζε επηζηεκνληθά πεξηνδηθά 

 Kallergi E, Kalef-Ezra E, Karagouni-Dalakoura K, Tokatlidis K. (2014) 
Common players in mitochondria biogenesis and neuronal protection against 
stress induced apoptosis. Neurochemical Research, 39, 546-55 (doi: 
10.1007/s11064-013-1109-x) 

  
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