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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  
 
Οι α-συνουκλεϊνοπάθειες είναι παθήσεις του νευρικού συστήματος που ανήκουν στα 

νευροεκφυλιστικά νοσήματα όπου εντοπίζεται μη-φυσιολογική συσσώρευση της α-

συνουκλεΐνης, όπως η νόσος του Πάρκινσον. Η α-συνουκλεΐνη είναι μια πρωτεΐνη η οποία 

βρίσκεται κυρίως στα προσυναπτικά άκρα των νευρώνων και είναι το βασικό συστατικό 

των σωματίων Lewy (Lewy Bodies) που αποτελούνται, μεταξύ άλλων, από αδιάλυτες 

μορφές της πρωτεΐνης. Ενώ οι αιτίες αυτών των παθήσεων είναι σε μεγάλο βαθμό άγνωστες, 

βασικό ρόλο παίζουν και οι γενετικοί αλλά και οι περιβαλλοντικοί παράγοντες όπου 

παράλληλα με την φυσική γήρανση του ανθρώπου, φαίνεται να εμπλέκονται στην 

παθογένεια των α-συνουκλεϊνοπαθειών. 

 

Στόχος της συγκεκριμένης διπλωματικής εργασίας είναι η μελέτη της επίδρασης των 

πρωτεϊνών δέσμευσης σε RNA (RBPs) και της κινάσης DYRK1A στην ρύθμιση της α-

συνουκλεΐνης μέσω της επίδρασης τους στους μηχανισμού της αυτοφαγίας, του οξειδωτικού 

στρες, του μονοπατιού mTOR, και ERK. Επιπλέον, μελέτη έγινε και στην επίδραση της 

DYRK1A και των RBPs στα επίπεδα συσσωμάτωσης της α-συνουκλεΐνης, της μονομερούς 

μορφή της αλλά και της αντίστοιχης ποσότητας mRNA καθώς και στην βιωσιμότητα των 

κυττάρων όταν πραγματοποιείται υπερ-έκφρασή τους. 

 

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε σειρά SK-N-SH κυττάρων όπου έγινε 

υπερέκφραση των πρωτεϊνών DYRK1A, FUS, TDP-43 και TDP-43 ΔNLS, και SNCA. Από 

τα πειράματα που έγιναν διαπιστώθηκε ότι η υπερέκφραση των παραπάνω πρωτεϊνών 

αυξάνει σημαντικά την συσσωμάτωση της α-συνουκλεΐνης αλλά και της μονομερούς μορφή 

της, ενώ σημαντική μείωση παρατηρήθηκε στα επίπεδα mRNA. 

 

Επιπλέον σε πειράματα που πραγματοποιήθηκαν, φάνηκε η συσχέτιση του μονοπατιού 

ERK, mTOR και της αυτοφαγίας με την μεσολάβηση συνοδών πρωτεϊνών, με τις RBPs και 

την κινάση DYRK1A, ενώ μελετήθηκε και η επίδραση του οξειδωτικού στρες στα επίπεδα 

τους.  
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ABSTRACT 
Alpha-synucleinopathies are disorders of the nervous system that belong to 

neurodegenerative diseases where abnormal accumulation of alpha-synuclein is observed, 

such as Parkinson's disease (PD). Alpha-synuclein is a protein primarily located at the 

presynaptic terminals of neurons and is the main component of Lewy bodies, which consist, 

among other things, of insoluble forms of aggregated protein. While the causes of these 

disorders are largely unknown, both genetic and environmental factors, along with the 

natural aging process, seem to play a significant role in the pathogenesis of alpha-

synucleinopathies. 

 

This thesis aims to study the effects of RNA-binding proteins (RBPs) and the kinase 

DYRK1A on the regulation of alpha-synuclein via mechanisms known to be impaired in 

Parkinson's disease (PD), such as autophagy, oxidative stress, and the mTOR and ERK 

pathways. Additionally, the study investigates the impact of DYRK1A and RBPs on alpha-

synuclein aggregation levels, its monomeric form, the corresponding amount of mRNA, and 

cell viability under overexpression conditions. 

 

This study used the SK-N-SH cell line to induce overexpression of DYRK1A, FUS, TDP-

43, TDP-43 ΔNLS, and SNCA proteins. The experiments demonstrated that overexpression 

of these proteins significantly increased both alpha-synuclein aggregation and its monomeric 

form, while a significant decrease was observed in mRNA levels. 

 

Additionally, further experiments revealed correlations between the ERK and mTOR 

pathways, as well as chaperone-mediated autophagy, with RBPs and DYRK1A kinase 

levels. The effect of oxidative stress on DYRK1A and RBPs expression was also 

investigated. 
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Κεφάλαιο 1: Η νόσος του Πάρκινσον 
 
Η νόσος του Πάρκινσον (Parkinson’s disease, νΠ) ορίζεται ως μια χρόνια νευροεκφυλιστική 

νόσος και απαντάται κυρίως σε άτομα άνω της ηλικίας των 60 ετών. Τα κλινικά 

χαρακτηριστικά της νόσου επηρεάζουν κυρίως την κίνηση, με συμπτώματα όπως 

δυσκαμψία, τρόμο ηρεμίας και βραδυκινησία. Εκτός των κινητικών συμπτωμάτων, 

προβλήματα εμφανίζονται επίσης στον ύπνο και στην όσφρηση ενώ οι ασθενείς εμφανίζουν 

και δυσκοιλιότητα αλλά και άλλες δυσλειτουργίες του αυτόνομου νευρικού συστήματος, 

κατάθλιψη και σε ηλικιακά μεγαλύτερους ασθενείς, επιβράδυνση των γνωστικών 

λειτουργιών (Jankovic, 2008). 

 

Μέχρι σήμερα δεν έχει βρεθεί θεραπεία για τη νόσο. Παρόλα αυτά, η χρήση φαρμακευτικών 

σκευασμάτων μπορεί να βοηθήσει στη διαχείριση των συμπτωμάτων της νΠ. Η πλειονότητα 

των θεραπευτικών προσεγγίσεων επικεντρώνονται στην αύξηση της ντοπαμίνης στον 

εγκέφαλο, όπως η αντικατάστασή της με λεβοντόπα (L-DOPA) (Lim και Zhang 2013). Η 

L-DOPA επιλέγεται λόγω της ικανότητάς της να διαπερνά τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό, 

να εισέρχεται στο κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστημα, και να μετατρέπεται σε 

ντοπαμίνη μέσω του ενζύμου L-αμινοξική αποκαρβοξυλάση (Barbeau 1969). 

 
1.1  Παθολογικό προφίλ 

 

Το κυριότερο χαρακτηριστικό της νΠ είναι τα σωμάτια Lewy (LB, Lewy bodies), δηλαδή 

κυτταροπλασματικά έγκλειστα τα οποία εντοπίζονται στους νευρώνες που έχουν απομείνει 

στην μέλαινα ουσία και σχηματίζονται από αδιάλυτες μορφές της α-συνoυκλεΐνης 

(«συσσωματώματα»). Ακόμη, τα LBs καταγράφονται και σε διαφορετικές περιοχές του 

εγκεφάλου, παραδείγματος χάρη στον ραχιαίο κινητικό πυρήνα (dorsal motor nucleus), στον 

υπομέλαινα (locus coeruleus) και οσφρητικό λοβό (olfactory bulb), αλλά και στην αμυγδαλή 

(amygdaloid nucleus), στους συμπαθητικούς και παρασυμπαθητικούς μεταγγαγλιακούς 

νευρώνες (parasympathetic and sympathetic post-gangliotic neurons) και στον εγκεφαλικό 

φλοιό (cerebral cortex) (Jellinger 2012).  Ένα ακόμη χαρακτηριστικό της νόσου είναι η 

απώλεια των νευρικών κυττάρων και ειδικότερα στην συμπαγή μοίρα της μέλαινας ουσίας 

του εγκεφάλου (Substantia nigra pars compacta, SNpc). Εκεί, τα κύτταρα παράγουν τον 

νευροδιαβιβαστή ντοπαμίνη, με αποτέλεσμα ο εκφυλισμός τους να επηρεάζει αρνητικά τη 

νευροδιαβίβαση σε όλο το μήκος της μελαινοραβδωτής οδού (Jankovic 2008).  
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1.2 Γενετικό υπόβαθρο 
 
Όσον αφορά το γενετικό επίπεδο, έχουν εντοπιστεί διάφοροι διπλασιασμοί ή τριπλασιασμοί 

αλλά και σημειακές μεταλλάξεις σε άτομα με αυτοσωμική επικρατή κληρονομικότητα για 

την νΠ, για την κύρια πρωτεΐνη της νόσου, την α-συνoυκλεΐνη. Οι διπλασιασμοί ή οι 

τριπλασιασμοί του γενετικού τόπου της πρωτεΐνης δύναται να προκαλέσουν αύξηση του 

mRNA αλλά και τελικά της α-συνουκλεΐνης, με αποτέλεσμα την δημιουργία μη διαλυτών 

συσσωματωμάτων, όπως έχει ανακαλυφθεί σε δείγματα εγκεφάλου ασθενών με τη νόσο 

(Singleton et al. 2003). Σχετικά με τις σημειακές μεταλλάξεις αντικατάστασης που έχουν 

βρεθεί, ονομαστικά είναι οι A53E, A30P, A53T, E46K, G51D, H50Q (Polymeropoulos et 

al. 1997; Krüger et al. 1998; Zarranz et al. 2004; Proukakis et al. 2013; Lesage et al. 2013; 

Pasanen et al. 2014). Ενδιαφέρον έχει ότι, και η αγρίου τύπου α- συνουκλεΐνη αλλά και οι 

υπόλοιπες μορφές της που έχουν προέλθει από τις παραπάνω μεταλλάξεις, παρουσιάζουν 

εξ ίσου περιορισμένη διαλυτότητα σε υδατικά διαλύματα, το οποίο πιθανώς να επιδεικνύει 

μια παρόμοια συμμετοχή όσον αφορά την ανάπτυξη τοξικών ινιδίων (Giasson et al. 1999). 

Εκτός από την α-συνουκλεΐνη, κι άλλα γονίδια έχουν συσχετιστεί με τον αυτοσωμικό 

επικρατή τύπο κληρονομικότητας της νΠ, με μερικά να είναι τα LRRK2 και UCHL1. Τα 

γονίδια αυτά παράγουν πρωτεΐνες που συμμετέχουν, μεταξύ άλλων σηματοδοτικών οδών, 

σε οδούς αποικοδόμησης πρωτεϊνών και ειδικότερα στο μονοπάτι της αυτοφαγίας και της 

ουβικουιτίνης πρωτεασώματος (Lecker, Goldberg, and Mitch 2006; J.-Q. Li, Tan, and Yu 

2014). Επιπλέον, εμφανίζεται και υπολειπόμενος τρόπος κληρονόμησης της νΠ, ο οποίος 

συσχετίζεται με τα γονίδια PRKN, DJ-1/PARK7, FBXO7 και PINK1. Οι πρωτεΐνες που 

παράγονται από αυτά τα γονίδια, συμμετέχουν στο οξειδωτικό στρες, στην λειτουργία των 

μιτοχονδρίων, στον μεταβολισμό των λιπιδίων, στην ουβικιτινίωση, και στην βιογένεση και 

ανακύκλωση των συναπτικών κυστιδίων (Gasser 2009). 

 

1.3 Αιτιολογία παθογένειας 
 

Μέχρι και σήμερα, δεν έχουν γίνει πλήρως κατανοητοί οι αιτιολογικοί παράγοντες της νΠ, 

παρ’ όλα αυτά θεωρείται ότι και γενετικοί αλλά και περιβαντολλογικοί παράγοντες, σε 

συνδυασμό με την γήρανση του ανθρώπου, επηρεάζουν την νΠ (Chu and Kordower 2007). 

Βέβαια, σε ασθενείς με τη νΠ παρατηρούνται συχνά μιτοχονδριακές δυσλειτουργίες αλλά 

και διαταραχές που σχετίζονται με το οξειδωτικό στρες. Συγκεκριμένα, έχει παρατηρηθεί 

μείωση της κυτταρικής αναπνοής λόγω της αποσιώπησης των γονιδίων PRKN και PINK1. 
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Επιπλέον, η αποσιώπηση του γονιδίου PRKN είναι πιθανόν να προκαλέσει τον εκφυλισμό 

των ντοπαμινεργικών νευρώνων. Επιπλέον, εξαιτίας της δυσλειτουργίας των μιτοχονδρίων 

σε ασθενείς  με την νόσο, παρατηρείται στους εγκεφάλους αυτών, σχηματισμός δραστικών 

μορφών οξυγόνου (ROS), το οποίο δείχνει την παρουσία οξειδωτικού στρες. Σε αυτές τις 

συνθήκες, έχει παρατηρηθεί λανθασμένη αναδίπλωση των πρωτεϊνών το οποίο δημιουργεί 

συσσωματώματα και τελικά νευροεκφυλισμό (Dexter and Jenner 2013; Gautier, Kitada, and 

Shen 2008). 

 

Επιπρόσθετα, έχει παρατηρηθεί ότι και η λειτουργία μηχανισμών αποικοδόμησης 

επηρεάζεται σε περιπτώσεις νευροεκφυλισμού, το οποίο οδηγεί σε συσσώρευση της 

πρωτεΐνης α-συνουκλεΐνης (Vekrellis and Stefanis 2012). Όπως αναφέρθηκε, το γονίδιο 

LRRK2 φαίνεται να έχει σημαντικό ρόλο στην νΠ, συγκεκριμένα σε παθολογικές 

καταστάσεις δεσμεύει την πρωτεΐνη LAMP2A, το οποίο θεωρείται ότι μειώνει τον ρυθμό 

αυτοφαγίας (Ana Maria Cuervo et al. 2004). Αντίστοιχες μεταβολές έχουν την ικανότητα 

να δημιουργούν μια κυτταρική ευαισθησία στα ινίδια α-συνουκλεΐνης (Hunn, Cragg et. al. 

2015) και οδηγούν στην περαιτέρω συσσώρευση και διακυτταρική μετάδοση τους (Bae, EJ., 

Kim, DK., Kim, C. et al. 2018). Τέλος, εκτός από τους μηχανισμούς κυτταρικής βλάβης, 

συνεισφορά στην νόσο έχει και η φλεγμονή του νευρικού συστήματος, καθώς αύξηση 

σηματοδότησης από αστροκύτταρα σε ‘Α1’ μοίρα, υπερ-ενεργοποιημένη μικρογλοία 

(Milner, Campbell 2003), και κυτταροτοξικά κύτταρα ( Sulzer, Alcalay, Garretti et al. 2017) 

έχουν την δυνατότητα να δράσουν είτε μεμονωμένα είτε από κοινού για να οδηγήσουν τους 

ντοπαμινεργικούς νευρώνες σε θάνατο. 

 

Κεφάλαιο 2: Η α-συνουκλεΐνη  

 
Η α-συνουκλεΐνη (SNCA) είναι μια νευρωνική πρωτεΐνη που ανήκει στην οικογένεια των 

συνουκλεϊνών, όπως και η β-συνουκλεΐνη και η γ-συνουκλεΐνη. Στον άνθρωπο, εντοπίζεται 

συχνότερα στα προσυναπτικά άκρα των νευρώνων ενώ έχει αποδειχθεί ότι καταλαμβάνει 

έως και το 1% όλων των πρωτεϊνών στο νευρωνικό κυτοσόλιο (Leonidas Stefanis 2012; 

Maroteaux, Campanelli, and Scheller 1988). Η α-συνουκλεΐνη εμπλέκεται στην 

νευροδιαβίβαση και φαίνεται να έχει βασικό ρόλο σε νευροεκφυλιστικές νόσους, καθώς 

αποτελεί βασικό συστατικό των σωματίων Lewy (Lewy bodies), ένα κύριο παθολογικό 
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χαρακτηριστικό της νΠ αλλά και άλλων νευρογλοιακών κυτταροπλασματικών εγκλείστων 

(Polymeropoulos et al. 1997; Chartier-Harlin et al. 2004; Singleton et al. 2003). 

 

2.1 Το γονίδιο της α-συνουκλεΐνης 
 
Το γονίδιο που κωδικοποιεί για την α-συνουκλεΐνη βρίσκεται στο μεγάλο βραχίονα στο 

χρωμόσωμα 4 (4q22.1) του ανθρώπινου γονιδιώματος και αποτελείται από 6 εξώνια 

(Εικόνα 1). Επιπλέον, έχουν ταυτοποιηθεί τουλάχιστον 4 διαφορετικά μετάγραφα (mRNA) 

με 140, 126, 112 και 98 αμινοξέα, με εναλλακτική συρραφή, τα οποία κωδικοποιούν 

διαφορετικές ισομορφές της πρωτεΐνης. Η μετάφραση και των έξι εξωνίων κωδικοποιεί την 

ολική πρωτεΐνη με μήκος 140 αμινοξέα. Τα μετάγραφα με 126, 112 και 98 αμινοξέα 

δημιουργούνται με παράλειψη του εξωνίου 3, 5 και των 2 μαζί αντίστοιχα. 

 

2.2 Η δομή της α-συνουκλεΐνης  

  

Η α-συνουκλεΐνη αποτελείται από 140 αμινοξέα. Έχει μια άκρως διατηρημένη αμινοτελική 

περιοχή, με μεταβλητό αριθμό επαναλήψεων 11 βάσεων και μια καρβοξυτελική περιοχή 

λιγότερο συντηρημένη, όπου υπερισχύουν όξινα κατάλοιπα (George 2002). Εφόσον η 

δευτεροταγούς δομή της α-συνουκλεΐνη δεν είναι σταθερή, η λειτουργικότητά της εξαρτάται 

από μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις όπως η νίτρωση, η φωσφορυλίωση, η 

ουβικιτινίωση ή η διάσπαση. Συγκεκριμένα, η α-συνουκλεΐνη αποτελείται από 3 κύριες 

περιοχές όπου κατά σειρά είναι: (i) το αμινοτελικό άκρο (1-60 αμινοξέα) που 

επαναλαμβάνεται η αμφίφιλη αλληλουχία (KTKEGV) και θεωρείται υπεύθυνο για την 

πρόσδεση αυτής σε λιπιδικές μεμβράνες, δυνητικά δημιουργώντας μια δομή α- έλικας, (ii) 

η κεντρική περιοχή (61-95 αμινοξέα) ή NAC (non- amyloid beta component), μια εξαιρετικά 

υδρόφοβη περιοχή που σχετίζεται με τα συσσωματώματα που δημιουργούνται της α-

συνουκλεΐνης και με την τάση αυτής να διαμορφώνει μια β- πτυχωτή δομή, γνωστή ως το 

Εικόνα 1: Σχηματική απεικόνιση των τεσσάρων πιθανών μεταγραφών του γονιδίου 
της α-συνουκλεΐνης (Προσαρμογή από McLean et al. 2012). 
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το μη-αβ αμυλοειδές συστατικό των πλακών της νόσου Αλτσχάιμερ και (iii) η 

καρβοξυτελική περιοχή (96-140 αμινοξέα), αρνητικά φορτισμένη και πλούσια σε κατάλοιπα 

προλίνης, παρέχοντας ευελιξία στο πολυπεπτίδιο της α-συνουκλεΐνης, δίνοντάς της μια 

ακαθόριστη δομή (Villar‐Piqué, Fonseca, and Outeiro 2016; Vamvaca, Volles, and 

Lansbury 2009). 

 

 
 
 
2.3 Έκφραση της α-συνουκλεΐνης και ο φυσιολογικός της ρόλος 

Αναφορικά με τον εντοπισμό της α-συνουκλεΐνης, σε πειράματα που έγιναν σε υγιείς 

εγκεφάλους, με αντισώματα που αναγνωρίζουν την πρωτεΐνη, βρέθηκε έκφραση της στα 

προσυναπτικά άκρα και λιγότερο στο σώμα (Kahle 2008). Επιπλέον, έχει παρατηρηθεί ότι 

λόγω της γήρανσης, υπάρχει αύξηση της α-συνουκλεΐνης στους νευρώνες της μέλαινας 

ουσίας (Chu and Kordower 2007). Η παραγωγή της α-συνουκλεΐνης ξεκινά κατά τη 

νευρωνική ανάπτυξη ενώ αλλάζει σε καταστάσεις φλεγμονής. Έτσι, σε πειράματα in vitro 

και in vivo, όπου επάγεται είτε υπερέκφραση είτε μείωση της α-συνουκλεΐνης, 

παρατηρούνται αλλαγές στην απελευθέρωση των νευροδιαβιβαστών, το οποίο και 

επιβεβαιώνει τον βασικό ρόλο της α-συνουκλεΐνης στην διαμόρφωση της συναπτικής 

διαβίβασης (Kholodilov et al. 1999; Murphy et al. 2000; Abeliovich et al. 2000). Βέβαια ο 

ρόλος αυτός πιθανόν να είναι αρνητικά ρυθμιστικός καθώς σε μυς που δεν υπάρχει έκφραση 

της α-συνουκλεΐνης, βρέθηκαν αυξημένα τα επίπεδα της ντοπαμίνης στο ραβδωτό σώμα 

(Abeliovich et al. 2000). Επιπλέον, ένας ακόμη φυσιολογικός ρόλος της α-συνουκλεΐνης 

φαίνεται να είναι η συμμετοχή της στην βιογένεση των συναπτικών κυστιδίων μέσω την 

επίδρασης της στον μεταβολισμό του φωσφατιδικού οξέος, αφού έχει την δυνατότητα να 

ρυθμίζει την δυναμική αυτών των κυστιδίων όταν γίνεται η μεταβίβαση του σήματος 

(Murphy et al. 2000). Επίσης, θεωρείται ότι η α-συνουκλεΐνη έχει την ικανότητα να δρα ως 

συνοδός πρωτεΐνη, παράλληλα με την CSP-a (Cystein-string protein) κατά την δημιουργία 

Εικόνα 2: Απεικόνιση της δευτεροταγούς δομής της α-συνουκλεΐνης. Διακρίνονται οι περιοχές 
με την δομή τους και την λειτουργία που δίνουν στην πρωτεΐνη (Προσαρμογή από Vamvaca 
et al., 2009). 



 18 

του SNARE συμπλόκου. Τότε, μπορεί να δεσμεύεται το καρβοξυ- τελικό άκρο της α-

συνουκλεΐνης με την synaptobrevin-2 (VAMP-2) όπου έπειτα να ακολουθείται 

απελευθέρωση των συναπτικών κυστιδίων. Συμπερασματικά, η βασική λειτουργία της α-

συνουκλεΐνης στο ΚΝΣ θεωρείται ότι είναι ο έλεγχος απελευθέρωσης νευροδιαβιβαστών 

μέσω της δράσης της στο SNARE σύμπλοκο (Burré et al. 2010; Chandra et al. 2005). Πέρα 

από το ΚΝΣ, φυσιολογικά η α-συνουκλεΐνη εκφράζεται σε ερυθροκύτταρα και αιμοπετάλια 

με την λειτουργία της να είναι ακόμη άγνωστη (Barbour et al. 2008). 

 

2.4 Παθολογικός ρόλος της α-συνουκλεΐνης 
 

Η α-συνουκλεΐνη ορίστηκε το 1997 ως το βασικό συστατικό των σωματίων Lewy (LBs) και 

των νευριτών Lewy (LNs), πρωτεϊνικά ενδοκυτταρικά έγκλειστα που αποτελούν 

χαρακτηριστικό γνώρισμα της νΠ αλλά και της άνοιας με σωμάτια Lewy (DLB) (Spillantini 

et al. 1998). Επιπρόσθετα, η α-συνουκλεΐνη έχει συσχετιστεί και με άλλες 

νευροεκφυλιστικές νόσους όπως ο εκφυλισμός παρουσία σιδήρου στον εγκέφαλο (τύπου Ι), 

η ατροφία πολλαπλών συστημάτων (MSA) και η άνοια με σωμάτια του Lewy, νόσοι που 

ορίζονται ως α-συνουκλεϊνοπάθειες (Kahle 2008). Σε νευροεκφυλιστικές νόσους, η μη-

αναδιπλωμένη α-συνουκλεΐνη παίρνει μια σφαιρική μορφή (Stefanis 2012) που της δίνει την 

ικανότητα να συσσωρεύεται στο κυτταρόπλασμα. Όταν αυξάνεται η συγκέντρωση της α-

συνουκλεΐνης, οι «σφαιρικές διαμορφώσεις» ενώνονται και μπορούν να σχηματίσουν 

τοξικά πρωτοϊνίδια και έπειτα ινίδια τα οποία είναι αδιάλυτα, τα οποία και αποτελούν 

βασικό συστατικό των σωμάτιων Lewy, τα οποία όπως έχει προαναφερθεί έχουν 

συσχετιστεί με νευροεκφυλισμό και νευρωνικό θάνατο (Giasson et al. 1999; Spillantini et 

al. 1998). Μάλιστα, η αύξηση των επιπέδων της α-συνουκλεΐνης στον εγκέφαλο ασθενών 

φαίνεται κυρίως στην μέλαινα ουσία όπου υπάρχει μεγάλη παρουσία αδιάλυτων 

συστατικών, μονομερών και ολιγομερών μορφών (Tong et al. 2010). 
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2.5 Η τοξική δράση της α-συνουκλεΐνης σε κυτταρικά οργανίδια και μονοπάτια 

 

Η α-συνουκλεΐνη, όπως και οι υπόλοιπες αμυλοειδογενείς πρωτεΐνες, έχουν την ικανότητα 

να προκαλούν διαπερατότητα της κυτταρικής μεμβράνης. Με αποτέλεσμα να έχουν 

καταγραφεί αλλαγές στην δομή των ενδοκυττάριων και πλασματικών μεμβρανών, αύξηση 

του ασβεστίου στα κύτταρα και ενεργοποίηση ασβεστοεξαρτώμενων πρωτεασών αλλά και 

δυσλειτουργία της συναπτικής μετάδοσης. Επιπλέον, η αύξηση της συγκέντρωσης του 

ασβεστίου οδηγεί σε μεγαλύτερη έκκριση της α-συνουκλεΐνης μέσω εξωσωμάτων 

(Emmanouilidou et al. 2010). Εξαιτίας της α-συνουκλεΐνης που παράγεται, δύναται να 

επηρεαστεί η ομοιόσταση των νευρικών κυττάρων αλλά και η επαγωγή φλεγμονής σε 

κύτταρα γλοίας, ενισχύοντας των νευρικό εκφυλισμό μέσω φαγοκύτωσης (W. Zhang et al. 

2005). Επίσης, μελέτες έχουν δείξει ότι τα ολιγομερή α-συνουκλεΐνης, σε ανθρώπινες 

ντοπαμινεργικές κυτταρικές σειρές, έχουν επιρροή στα κύτταρα, καθώς αναστέλλουν τον 

πολυμερισμό της τουμπυλίνης και ταυτόχρονα μειώνουν την μορφή του δικτύου νευριτών 

(Prots et al. 2013; Chen et al. 2007). Όταν γίνεται υπερέκφραση της α-συνουκλεΐνης στα 

κύτταρα, έχει ως αποτέλεσμα την αποσταθεροποίηση των μικροσωληνίσκων και έτσι οδηγεί 

σε νευροεκφυλισμό που διαμεσολαβείται μέσω υπερφωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Tau. 

Έτσι, θεωρείται ότι τα προηγούμενα γεγονότα εμπλέκονται με την σχέση της α-

συνουκλεΐνης με πρωτεΐνες που σχετίζονται με την αξονική μεταφορά όπως είναι η 

τουμπουλίνη, η MAP2 (microtubule-associated protein 2) κα η MAPT/Tau, με αποτέλεσμα 

να επηρεάζεται και η ίδια αξονική μεταφορά (Prots et al. 2013; H.-J. Lee et al. 2006; 

Gassowska et al. 2014). Έτσι, έχει δειχθεί ότι δείγματα από εγκεφάλους ασθενών με την νΠ 

Εικόνα 3: Τα στάδια ολιγομερισμού της α-συνουκλεΐνης μέχρι και τον σχηματισμό 
σωματίων Lewy. Η τάση της πρωτεΐνης για συσσωμάτωση επηρεάζεται και από γενετικές 
μεταλλάξεις όπως οι A30P, E46K, A53T(Προσαρμογή από Savitt, Dawson, and Dawson 
2006). 
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έχουν πράγματι μειωμένα επίπεδα πρωτεϊνών που σχετίζονται με την αξονική μεταφορά, 

ειδικά στα νευρικά κύτταρα που έχουν συσσωματώματα α-συνουκλεΐνης (Chu et al. 2012). 

 

Η εφαρμογή α-συνουκλεΐνης, σε μορφή πρωτοϊνιδίων, σε κύτταρα επάγει ισχυρή 

ενεργοποίηση του παράγοντα απόκρισης στρες του ενδοπλασματικού δικτύου (ΕΔ), X-

boxbinding protein 1 (Castillo-Carranza et al. 2012). Μάλιστα, έχει αποδειχθεί, σε μυ 

μοντέλο νΠ, ότι τα νευρικά κύτταρα που επηρεάζονται από τη μη- φυσιολογική μορφή της 

α-συνουκλεΐνης, παρουσιάζουν θετική ανατροφοδότηση όσον αφορά την έκφραση των 

συνοδών πρωτεϊνών του ΕΔ, αλλά και μορφολογικές ανωμαλίες του ΕΔ, ενδεικτικές της 

δυσλειτουργίας του, αλλά και την επαγωγή έκφρασης του παράγοντα ATF4, ο οποίος δρα 

σε απόκριση μη αναδιπλωμένων πρωτεϊνών. Επιπλέον αξίζει να αναφερθεί ότι η 

φαρμακολογική αναστολή του στρες στο ενδοπλασματικό δίκτυο επιβραδύνει τα 

συμπτώματα της νόσου και μειώνει τα συσσωματώματα α-συνουκλεΐνης. Αυτή η 

διαπίστωση έγινε σε μυϊκά μοντέλα της νΠ, τα οποία πριν από την αναστολή του στρες, 

εμφάνιζαν συσσωματώματα α-συνουκλεΐνης στο ενδοπλασματικό δίκτυο καθώς και 

ανωμαλίες στην μορφολογία του, σημάδι ενδεικτικό της δυσλειτουργίας του (Colla, Jensen, 

et al. 2012; Colla, Coune, et al. 2012; Bellucci et al. 2011). Επιπλέον, έχει διαπιστωθεί ότι 

όταν υπερ-εκφράζεται η α-συνουκλεΐνη, σχετίζεται με κατακερματισμό του δικτύου Golgi 

σε αυτές τις κυτταρικές σειρές καθώς και με επιβραδυμένη αντίδραση στην αλληλεπίδραση 

ΕΔ-Golgi (H.-J. Lee et al. 2006; Thayanidhi et al. 2010). 

 

 

Εφόσον η ίδια η υπερέκφραση της α-συνουκλεΐνης οδηγεί σε έκκριση αυτής από τα νευρικά 

κύτταρα (S.-J. Lee 2008), πληθώρα μελετών έχουν γίνει αναφορικά με τους μηχανισμούς 

αποικοδόμησής της. Το μονομερές της α-συνουκλεΐνης, αποικοδομείται και μέσω 

αυτοφαγίας στα λυσσοσώματα αλλά και μέσω του πρωτεασώματος (Ebrahimi-Fakhari et al. 

2011; Ana Maria Cuervo et al. 2004; Vogiatzi et al. 2008). Και οι δύο αυτοί κυτταρικοί 

μηχανισμοί αποικοδόμησης φαίνεται να διαταράσσονται στις συνουκλεϊνοπάθειες. Σε 

δείγματα εγκεφάλων ασθενών με νΠ, εντοπίστηκε μείωση σε διάφορους λυσοσωμικούς 

δείκτες ( LAMP1, καθεψίνη D και hsp 73), ειδικά σε νευρώνες της μέλαινας ουσίας (Chu et 

al. 2009). Επίσης, όσον αφορά την αυτοφαγία διαμεσολαβούμενη από σαπερονίνες (CMA), 

βρέθηκε ότι αναστέλλεται από την παθολογική μορφή της α-συνουκλεΐνης με τον LAMP2, 

έναν ειδικό υποδοχέα στο λυσόσωμα, με πιθανό αποτέλεσμα την επιπλέον συσσώρευση της 
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α-συνουκλεΐνης και τη διαταραχή της ομοιόστασης του κυττάρου (Xilouri et al. 2009; Ana 

Maria Cuervo et al. 2004). 

 

Επιπλέον, έχουν βρεθεί αλλαγές και στο πρωτεάσωμα στην νΠ, συμπεριλαμβανομένου της 

μείωσης της ενζυμικής λειτουργίας του πρωτεασώματος καθώς και δομικών αλλοιώσεων 

αυτού (K. S. McNaught and Jenner 2001; K. S. P. McNaught et al. 2002). Όμως, δεν είναι 

ακόμη σαφές αν η δυσλειτουργία του πρωτεασώματος είναι η αιτία ή η συνέπεια του 

νευρικού εκφυλισμού (Furukawa et al. 2002). 

 

Ως εκ τούτου, ενώ οι παθολογικές μορφές της α-συνουκλεΐνης, μπορούν να επηρεάσουν τα 

παραπάνω συστήματα αποικοδόμησης πρωτεϊνών (Emmanouilidou et al. 2010; L. Stefanis 

et al. 2001), δημιουργείται ένας συνεχής κύκλος συσσώρευσης α-συνουκλεΐνης και 

αδυναμίας απόκρισης των συστημάτων αποικοδόμησης των πρωτεϊνών για την εξάλειψή 

της. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Κεφάλαιο 3: Ρύθμιση γονιδιακής έκφρασης 
 

3.1 Ρύθμιση γονιδιακής έκφρασης 
 

Εικόνα 4: Σχηματικά η σχέση της λειτουργίας, της δομής και της τοξικότητας για την α-

συνουκλεΐνη. Η α-συνουκλεΐνη μπορεί να υποστεί διεργασίες ολιγομερισμού ή 

πολυμερισμού, οι οποίες σε παθολογικές συνθήκες είναι ικανές να σχηματίσουν αδιάλυτα 

συσσωματώματα, τα οποία και είναι επιβλαβή για πολλά ενδοκυτταρικά οργανίδια και 

μονοπάτια (Προσαρμογή από Villar‐Piqué et al., 2016). 
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Η ρύθμιση της έκφρασης των πρωτεϊνών στα ευκαρυωτικά κύτταρα γίνεται σε διάφορα 

στάδια κατά την γονιδιακή έκφραση. Συγκεκριμένα, η ρύθμιση μπορεί να συμβεί είτε κατά 

την μεταγραφή, μετά την μεταγραφή, με ωρίμανση και πολυαδενυλίωση του πρόδρομου 

mRNA, κατά την έξοδο του mRNA από τον πυρήνα προς το κυτταρόπλασμα ενώ η ρύθμιση 

είτε της σταθερότητας είτε της αποικοδόμησης του, μπορεί να πραγματοποιηθεί είτε κατά 

την μετάφραση είτε μετά την μετάφραση. Για την ρύθμιση των πρωτεϊνικών επιπέδων, 

ειδικές ριβονουκλεοπρωτεΐνες προσδένονται σε δομές ή σε RNA αλληλουχίες (RNA-

Binding proteins, RBPs), διαφορετικά οι ρυθμιστικές διαδικασίες μπορούν να ρυθμιστούν 

και από microRNAs (miRs). Ενώ όλες οι RBPs έχουν την ικανότητα σύνδεσης με RNAs 

και πρωτεΐνες, διαφορετικές RBPs αναγνωρίζουν διαφορετικές αλληλουχίες και σε 

συνδυασμό με ενδοκυττάρια σήματα ή εξωγενή ερεθίσματα, ο χρόνος ή η θέση πρόσδεσή 

των πρωτεϊνών στις αλληλουχίες επηρεάζεται σημαντικά (Dreyfuss, Kim, and Kataoka 

2002). Μολονότι οι RBPs έχουν την δυνατότητα να επηρεάσουν τα επίπεδα μιας πρωτεΐνης, 

δεν υπάρχουν ακόμη μελέτες αναφορικά με την ρύθμιση των επιπέδων της α-συνουκλεΐνης. 

 

3.2 Ρύθμιση έκφρασης της α-συνουκλεΐνης 
 

Όπως προαναφέρθηκε, δεν υπάρχουν επί του παρόντος πληθώρα δεδομένων σχετικά με την 

ρύθμιση έκφρασης της α-συνουκλεΐνης, παρόλο που οι «μη φυσιολογικές» της μορφές 

έχουν ως απόρροια πολλές νευροεκφυλιστικές ασθένειες. Ειδικότερα, κατά την μεταγραφή, 

θετικό ρόλο στην ρύθμιση της α-συνουκλεΐνης θεωρείται ότι έχουν οι μεταγραφικοί 

παράγοντες GATA1 (Scherzer et al. 2008) και ZSCAN21 (Clough and Stefanis 2007). Μετά 

την μεταγραφή, η ρύθμιση της πρωτεΐνης γίνεται από την σύνδεση των miR-7 και -153 στο 

3’ αμετάφραστο άκρο του RNA, το οποίο έχει ως αποτέλεσμα μειωμένη ποσότητα mRNA 

και πρωτεϊνικών επιπέδων της (Doxakis 2010; Junn et al. 2009). Όμως, μηχανισμοί 

ρύθμισης μπορούν να δράσουν και σε μετα-μεταφραστικό επίπεδο. Συγκεκριμένα, αρνητικό 

ρόλο στην ρύθμιση των επιπέδων της α-συνουκλεΐνης έχουν διάφορα συστήματα που 

σχετίζονται με την αποικοδόμηση του κυττάρου, όπου η δυσλειτουργία τους μπορεί να 

αυξήσει τα επίπεδα της α-συνουκλεΐνης και να πιθανόν οδηγήσει σε παθολογικό φαινότυπο 

(Xilouri et al. 2008). Ως μετα-μεταφραστική ρύθμιση θεωρείται και μια τροποποίηση όπως 

η φωσφορυλίωση στη σερίνη 129 (Ser129) και στη τυροσίνη 125 (Tyr125) του 

καρβοξυτελικού άκρου της α-συνουκλεΐνης, εφόσον αυτή η τροποποίηση μπορεί να 

επηρεάσει την δημιουργία συσσωματωμάτων της (Venda et al. 2010). Με βάση την μελέτη 
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των Venda et al. 2010, όταν η φωσφορυλίωση γίνεται στην σερίνη 129, αυξάνεται η 

πιθανότητα εμφάνισης πρωτοϊνιδίων, ενώ όταν η φωσφορυλίωση γίνει στην τυροσίνη 125, 

επάγεται το αντίθετο, δηλαδή απουσία πρωτοϊνιδίων. Ένα σημαντικό εύρημα που αφορά 

άμεσα και την συγκεκριμένη διπλωματική εργασία, είναι το εύρημα της μελέτης των Kim 

et al. 2006, όπου βρέθηκε μια νέα θέση όπου φωσφορυλιώνεται η α-συνουκλεΐνη, στην 

σερίνη 87 (Ser87) από την κινάση Dyrk1A. Το γονίδιο που κωδικοποιεί την Dyrk1A, έχει 

βρεθεί στο χρωμόσωμα 21 και η υπερ-έκφραση της πρωτεΐνης, έχει συσχετιστεί με το 

σύνδρομο Down, που η κλινική του εικόνα είναι χαρακτηριστική αναφορικά με την 

νευροινιδιακή εκφύλιση του εγκεφάλου των ανθρώπων που πάσχουν από το σύνδρομο 

Down (F. Liu and et al. 2008). Επιπλέον, υπάρχουν έρευνες που συνδέουν την Dyrk1A και 

με την νόσο του Αλτσχάιμερ αλλά και του Πάρκινσον (Kimura 2007; Wiseman and et al. 

2015) (Yong et. al. 2023). 

 

Τέλος, το γονίδιο της α-συνουκλεΐνης, μπορεί να υποβληθεί και σε επιγενετική ρύθμιση, 

όπως μεθυλίωση εντός του εσωνίου 1 το οποίο μπορεί να οδηγήσει σε μειωμένη 

μεταγραφική δραστηριότητα, το οποίο και επιβεβαιώνεται από μελέτες σε εγκεφάλους 

ασθενών με σποραδική μορφή της νΠ (Jowaed et al. 2010). 

 

3.3 Πρωτεΐνες δέσμευσης RNA 
 

Οι RBPs, αναφορικά με την δομή τους, εμφανίζουν μεγάλη ποικιλομορφία και ετερογένεια. 

Η λειτουργία τους είναι να δεσμεύονται σε mRNA-στόχους και μέσω συγκεκριμένων 

περιοχών δέσμευσης RNA (RBDs) τα οποία βρίσκονται συνήθως σε πολλαπλά αντίγραφα 

(δύο ή τρία) και / ή σε διαφορετικούς συνδυασμούς στην ίδια πρωτεΐνη. Μία μόνο περιοχή 

δέσμευσης μπορεί να αναγνωρίσει από 2 έως και 6 νουκλεοτίδια μιας αλληλουχίας RNA, 

έτσι όσο περισσότερες θέσεις δέσμευσης υπάρχουν σε μια πρωτεΐνη, τόσο πιο δυνατή η 

σύνδεσή της με τον RNA – στόχο (Maris, Dominguez, and Allain 2005). 

 

Οι RBPs διακρίνονται σε τέσσερις κατηγορίες: 

i. Αυτές με τρείς μονόκλωνους τομείς αναγνώρισης RNA, περιλαμβανομένου και 

το μοτίβο αναγνώρισης RNA (RRM) (Daubner, Cléry, and Allain 2013) 

ii. Αυτές με περιοχή δακτύλου ψευδαργύρου (Znf) (Nguyen et al. 2011) 
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iii. Στις ετερογενείς πυρηνικές ριβονουκλεοπρωτεϊνες (HNRNP) με περιοχή 

πρόσδεσης KH (Nicastro, Taylor, and Ramos 2015) και 

iv. Σε αυτές που αναγνωρίζουν και δεσμεύουν διπλές ελικοειδείς δομές RNA 

(dsRBD) (Gleghorn and Maquat 2014) 

Κάθε RBD έχει ενδιάμεση συγγένεια και είναι ειδική για συγκεκριμένο RNA – στόχο, 

ωστόσο, μια ισχυρή δέσμευση μπορεί να επιτευχθεί με συνδυαστική χρήση παρακείμενων 

RBD. Επιπρόσθετα, η πλειονότητα των RBPs έχουν περιοχές χωρίς σαφή δομή, με συνεχής 

επαναλήψεις διακριτών αμινοξέων όπως οι R / G, S / R και K / R, επαναλήψεις που 

παρεμποδίζουν την πρωτεΐνη να αναδιπλωθεί σε μια σταθερή δευτερογενή ή τριτογενή δομή 

(Järvelin et al. 2016). 

 

3.4 Λειτουργίες των RBPs 
 

Οι RBPs παίζουν σημαντικό ρόλο σε διάφορα στάδια ζωής του RNA, από την μεταγραφή 

στην εναλλακτική συρραφή, την πολυαδενυλίωση, την μεταφορά του στο κυτταρόπλασμα 

και την μετάφρασή του. Έχει διαπιστωθεί ότι μεταβολή της λειτουργίας των RBPs, μπορεί 

να οδηγήσει σε διατάραξη της πρωτεϊνικής ομοιόστασης και της κυτταρικής λειτουργίας 

(Doxakis 2014; Ravanidis et al., 2018). 

 

Εναλλακτική Συρραφή 

 

Τουλάχιστον το 74% των γονιδίων του ανθρώπου εκφράζουν mRNAs τα οποία μπορούν να 

υποστούν εναλλακτική συρραφή (Johnson et al. 2003). Αυτή η διαδικασία ρυθμίζεται από 

τις RBPs. Παραδείγματος χάρη, η εναλλακτική συρραφή πολλών mRNA ελέγχεται από την 

οικογένεια νευρωνικών πρωτεϊνών Nova, οι οποίες αναγνωρίζουν την αλληλουχία YCAY 

στα εσώνια (όπου Υ πυριμιδίνη, U ή C). Η πλειονότητα των στόχων των Nova είναι mRNAs 

που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που αφορούν την συναπτική δραστηριότητα και 

πλαστικότητα. Σε περιπτώσεις καρκίνου, εκτός του ΝΣ, η παθολογική έκφραση των Nova 

εκδηλώνεται ως αυτοάνοση παρανεοπλασματική νευρολογική διαταραχή (Buckanovich, 

Posner, and Darnell 1993). 

 

Πολυαδενυλίωση 
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Έρευνες έχουν δείξει ότι από ένα γονίδιο μπορούν να παραχθούν mRNA με διαφορετικό 

μήκος 3’ UTR αναλόγως με το αναπτυξιακό στάδιο ή τα φάση του κυτταρικού κύκλου του 

κυττάρου. Έτσι, 3’UTR με μικρό μήκος, σχετίζονται με την φάση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού ενώ με μεγαλύτερο μήκος 3’ UTR συναντώνται κατά την διαφοροποίηση 

των κυττάρων και γενικά την ανάπτυξη του οργανισμού και ειδικότερα του ΚΝΣ (Ji et al. 

2009; Paschou et al. 2012). Η πολυαδενυλίωση έχει ισχυρή επιρροή στην μεταφορά του 

mRNA από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα, στην μετάφραση που ακολουθεί αλλά και στην 

σταθερότητα του μορίου mRNA. Αν εξαιρεθούν τα mRNA των ιστονών, τα υπόλοιπα 

ευκαρυωτικά mRNAs, υφίστανται επεξεργασία για να λάβουν 3’ πολύ (Α) άκρα με μήκος 

περίπου 200 νουκλεοτίδια (Minvielle-Sebastia and Keller 1999). 

 

Στην πολυαδενυλίωση το μετάγραφο διασπάται σε μια περιοχή που ονομάζεται περιοχή 

διάσπασης, μεταξύ της συντηρημένης περιοχής AAUAAA και μιας ακολουθίας πλούσια σε 

U/UH. Έπειτα, η πολύ (Α) πολυμεράση προσθέτει το πολύ (Α) άκρο μετά την περιοχή 

διάσπασης (Minvielle-Sebastia and Keller 1999). Έχει βρεθεί ότι η οικογένεια ELAVL/HU, 

καταστέλλει την προσθήκη του πολύ (Α) άκρου με την πρόσδεσή της στην ακολουθία 

πλούσια με U/GU  (Zhu et al., 2007).. Η εναλλακτική πολυαδενυλίωση ίσως να επηρεάζει 

τον εντοπισμό των mRNAs. Μάλιστα, το mRNA του νευροτροφικού παράγοντα BDNF 

(Brain-Derived Neurotrophic Factor) επεξεργάζεται σε δύο μετάγραφα, ένα με μακρύ 3’ 

UTR ή με βραχύ 3’ UTR, τα οποία όμως κωδικοποιούν την ίδια πρωτεΐνη. Στους δενδρίτες 

απαντάται το mRNA με το μακρύ 3’ UTR, ενώ το mRNA με το βραχύ 3’ UTR βρίσκεται 

στο σώμα των νευρώνων. Επιπλέον, η RBP, CPEB1, μεσολαβεί στην στόχευση του BDNF 

στους δενδρίτες ενώ η HuD βοηθά στην σταθερότητα του mRNA με το μακρύ 3’ UTR άκρο, 

μέσω της πρόσδεσής της στην ακολουθία πλούσια σε AU (reviewed in Doxakis 2014). 

 

Μεταφορά του mRNA 

 

Το mRNA μεταγράφεται στον πυρήνα, και με το πέρας της διαδικασίας, μεταφέρεται στο 

κυτταρόπλασμα. Για να επιτευχθεί αυτή η διαδικασία, ένα σύμπλοκο πρωτεϊνών 

δημιουργείται με το mRNA, και έπειτα το πρώτο, μετατοπίζεται μέσω των πυρηνικών 

πόρων και εν τέλει απελευθερώνεται στο κυτταρόπλασμα. Για την εξαγωγή του mRNA από 

τον πυρήνα, απαιτείται και η συμμετοχή των RBPs (Grüter et al. 1998). Οι RBPs ελέγχουν 

την μεταφορά mRNA στους νευρώνες και τους δενδρίτες, αλλά και τον υποκυτταρικό 

εντοπισμό ή την τοπική μετάφραση που είναι εξαρτώμενη από την δραστηριότητα του 
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κυττάρου (U. Narayanan et al. 2008; Doxakis 2014). Αξιοσημείωτο είναι ότι διαφορετικές 

RBPs έχουν την δυνατότητα να αλληλεπιδρούν με το ίδιο μόριο RNA σε διαφορετικές 

θέσεις πρόσδεσης ή να ανταγωνίζονται για την ίδια θέση σύνδεσης αυξάνοντας έτσι, την 

πολυπλοκότητα της ρύθμισης (Lal et al. 2004). 

 

Μετάφραση του mRNA 

 

Οι RBPs έχουν σημαντικό ρόλο κατά την μετάφραση καθώς εμπλέκονται στην ρύθμιση της 

γονιδιακής έκφρασης αλλά και στον σχηματισμό του συμπλόκου έναρξης της 

πρωτεϊνοσύνθεσης. Συγκεκριμένα, κατά την διαφοροποίηση ή τον σχηματισμό των 

συνάψεων, πολλές RBPs συμβάλλουν στην μεταφορά των mRNAs στους δενδρίτες και στα 

προσυναπτικά άκρα, όπου ακολουθεί η μετάφραση. Χαρακτηριστικό παράδειγμα 

αντίστοιχης πρωτεΐνης είναι η FMRP, η οποία συμβάλλει στην μεταφορά και μετάφραση 

πολλών mRNA. Επιπλέον, έχει συσχετιστεί η δυσλειτουργία της FMRP με το σύνδρομο του 

Εύθραυστου Χ (Fragile-X Syndrome)(Christie et al. 2009). 

 

Ρύθμιση της σταθερότητας ή αποικοδόμησης των mRNAs 

 

Η σταθερότητα και ο κύκλος ζωής ενός mRNA επηρεάζονται από διάφορους παράγοντες, 

συμπεριλαμβανομένου των στοιχείων ARE (περιοχές πλούσιες σε A/U), που αποτελούνται 

από πέντε (AUUUA) ή περισσότερα νουκλεοτίδια. Ένα μετάγραφο μπορεί να έχει 

περισσότερο από ένα ARE ενώ ο αριθμός τους είναι καθοριστικός για την εξέλιξη του 

μορίου. Επιπλέον, υπάρχουν συγκεκριμένες πρωτεΐνες που προσδένονται σε AREs (ARE-

BPs), όπως η AUF1 και συμβάλλουν στην αποικοδόμηση του mRNA με στρατολόγηση 

διάφορων παραγόντων (Barreau, Paillard, and Osborne 2005; Łabno, Tomecki, and 

Dziembowski 2016). Ο τρόπος που οι RBPs συμμετέχουν στην αποικοδόμηση των mRNAs 

είναι λειτουργώντας ανταγωνιστικά έναντι αποσταθεροποιητικών RBPs, για τις θέσεις 

πρόσδεσης. Αυτό έχει θετική επιρροή και στην σταθερότητα και στην μετάφραση των 

μορίων mRNA που είναι πλούσια σε AU, σε αρκετούς ιστούς, όπως είναι ο εγκέφαλος. 

Χαρακτηριστικά τέτοια παραδείγματα είναι οι πρωτεΐνες ELAV / Hu καθώς συμμετέχουν 

σε διαδικασίες πρόληψης της αποικοδόμησης αφού εμπεριέχουν περιοχές σύνδεσης σε 

αδενίνη και ουρακίλη και σταθεροποιούν πολλά μόρια όπως τα GM-CSF, EFG, και c-fos 

(Keenee 1999). 
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Δημιουργία ριβονουκλεοπρωτεϊνικών κοκκίων (RNP) και κοκκίων στρες (SG) 

Κατά την διάρκεια της διαδικασίας της μεταγραφής αλλά και με το πέρας της, οι RBPs 

συνδέονται με τα mRNA- στόχους ώστε να διευκολυνθεί η επεξεργασία των πρώιμων 

mRNA. Έτσι προσελκύονται και άλλες ίδιες ή και διαφορετικές RBPs, κατασκευάζοντας 

μεγαλύτερα ριβονουκλεοπρωτεϊνικά κοκκία (RNP) γύρω από τον σκελετό του mRNA 

στόχου. Έτσι, η σχέση αυτή μεταξύ του mRNA και των δεσμευμένων RBP είναι 

καθοριστική για τον εντοπισμό του μεταγραφήματος και την διαδικασία της μετάφρασης ή 

αποικοδόμησης που θα ακολουθήσει. Γενικά, τα RNP κοκκία είναι πολύ δυναμικά στην 

φύση καθώς συναρμολογούνται και διαχωρίζονται ανάλογα με το περιβάλλον γύρω τους. 

Όταν το κύτταρο βρίσκεται σε συνθήκη στρες, όπως θερμικό σοκ, υποξία ή οξειδωτικό 

στρες, συναθροίζονται και δημιουργούν αναστρέψιμα κοκκία στρες χωρίς μεμβράνη (SGs), 

τα οποία αναστέλλουν την μετάφραση ώστε να διατηρηθεί η ενέργεια και να υπάρξει η 

ελάχιστη δυνατή βλάβη σχετική με την καταπόνηση. Αυτή η επίδραση είναι αποτέλεσμα 

συγκεκριμένων RBPs, όπως οι TIA1 / TIAR, το σύμπλεγμα eIF3, G3BP και η πρωτεΐνη 

σύνδεσης πολυ (Α) άκρων (PABP). Είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι μη φυσιολογικές 

ποσότητες ή μεταλλάξεις στις RBPs (π.χ FUS, TDP43, TIA1) έχουν συνδεθεί με την αύξηση 

των κοκκίων στρες και την εμφάνιση αμυοτροφική πλάγια σκλήρυνσης και την 

μετωποκροταφική άνοια (ALS / FTD). Αυτές οι μεταλλάξεις των RBPs μπορούν να 

οδηγήσουν σε περαιτέρω σχηματισμό παράτυπων SGs τόσο in vitro όσο και in vivo, 

επιβεβαιώνοντας ότι η εσφαλμένη θέση mRNA ή και η μη φυσιολογική λειτουργία των 

RBPs, μπορεί να είναι ένα κοινό χαρακτηριστικό των παθογενών νευροεκφυλιστικών 

μηχανισμών (Protter and Parker 2016; Doxakis 2014). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 5: Απεικόνιση των ρόλων των RBPs (Προσαρμογή από Ravanidis et al., 2018). 
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Κεφάλαιο 4: Οι RBPs στο ΚΝΣ 
 

4.1 Η πρωτεΐνη DYRK1A 
 

Η DYRK1A (Dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinase 1A) 

αναγνωρίζεται ως μια κινάση της οικογένειας των CMGC, η οποία έχει την ιδιότητα να 

καταλύει την φωσφορυλίωση καταλοίπων σερίνης και θρεονίνης καθώς και την 

αυτοφωσφορυλίωσή της σε ένα κατάλοιπα σερίνης, τυροσίνης και θρεονίνης. Επιπλέον, στο 

Ν- τελικό άκρο της έχει μια αλληλουχία πυρηνικού εντοπισμού. Η DYRK1A φυσιολογικά 

υπάρχει σε όλους τους ιστούς του ανθρώπου και εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα και στον 

πυρήνα. Φωσφορυλιώνει τις πρωτεΐνες του κυτταροπλάσματος και του πυρήνα, καθώς 

ελέγχει την μεταφορά των μεταγραφικών παραγόντων από και προς τον πυρήνα (Becker 

and Sippl 2011). Έτσι, το γεγονός ότι η DYRK1A μπορεί και συνεργάζεται με μεγάλο εύρος 

μορίων, υποδεικνύει την ικανότητά της να ελέγχει πληθώρα μοριακών διεργασιών. 

 

Η DYRK1A φαίνεται να έχει βασικό ρόλο στην φυσιολογία του εγκεφάλου καθώς 

συμμετέχει στην νευρολογική ανάπτυξη στα έμβρυα αλλά και στην διαφοροποίηση των 

νευρώνων. Το γονίδιο που κωδικοποιεί την κινάση βρίσκεται στο χρωμόσωμα 21q22.2, 

περιοχή που έχει χαρακτηριστεί κρίση περιοχή όσον αφορά το σύνδρομο Down (AlNajjar, 

Gabr, ELHady et. al. 2022). Η αναγνώριση 239 γονιδίων που απορυθμίζονται από την 

υπερεκφρασμένη DYRK1A μέσω του συμπλέγματος αναδιαμόρφωσης χρωματίνης 

REST/NRSF δείχνει τον κεντρικό ρόλο της στην παθολογία του εγκεφάλου (Lepagnol-

Bestel et. al. 2009). Τελευταίες έρευνες δείχνουν ότι υπερέκφραση της DYRK1A έχει 

συσχετιστεί με νευροεκφυλιστικές ασθένειες. Πιθανολογείται ότι συμβάλλει και στην 

παθολογία της νόσου Αλτσχάιμερ (Kimura 2007; Wiseman et al. 2015). Μάλιστα, εκτός 

από την νόσο Αλτσχάιμερ, η αύξηση των επιπέδων Dyrk1A παρατηρείται και σε άλλες 

νευροεκφυλιστικές ασθένειες όπως η νόσος του Πάρκινσον (Kargbo R. B. 2020). 

 

Σύμφωνα με έρευνες, φαίνεται η φωσφορυλίωση του γονιδίου DYRK1A να τροποποιεί την 

α-συνουκλεΐνη και να μειώνει την έκφραση της P-a-συνουκλεΐνης (Ser129), ενώ η 

υπερέκφραση του γονιδίου DYRK1A, αναστέλλει το μονοπάτι PI3K/AKT και ενισχύει την 

απόπτωση των νευρώνων (Yong, Wu et. al. 2023). Τέλος, η DYRK1A μαζί με τις CKs 

(Cyclin-dependent kinase) είναι οι μοναδικές πρωτεϊνες που φωσφορυλιώνουν την α-

συνουκλεΐνη στην θέση 87 (Ser87) και πιθανόν να επηρεάζουν τη βιωσιμότητα των 
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νευρικών κυττάρων, επάγωντας έτσι την εμφάνιση α-συνουκλεϊνοπαθειών (Okochi 2000) 

(Kim 2006).   

 

4.2 Η πρωτεΐνη TDP43 (transactive response DNA-binding protein 43 kDa or 
TARDBP) 
 

Η TDP43 εξαρχής είχε αναγνωριστεί ως πρωτεΐνη δέσμευσης DNA με βασική ιδιότητα την 

αναστολή της μεταγραφής. Επιπλέον, ανήκει στην οικογένεια hnRNP, η οποία έχει βασικό 

ρόλο στην ρύθμιση του RNA, καθώς βρίσκεται κυρίως στον πυρήνα και εκφράζεται από 

όλους τους τύπους κυττάρων. Επίσης, θεωρείται ότι η TDP43 αποτελεί μέρος του 

συμπλόκου εναλλακτικής συρραφής (spliceosome), εμφανίζεται και σε θέσεις μεταγραφής 

και συρραφής ενώ απουσιάζει από περιοχές σιωπηρής ετεροχρωματίνης. Το γονίδιο που 

κωδικοποιεί το TDP43 έχει δυο μοτίβα αναγνώρισης RNA (RRM) και συνδέεται συνήθως 

σε περιοχές με τουλάχιστον πέντε επαναλήψεις UG (Casafont et al. 2009; Colombrita et al. 

2012; Ou et al. 1995; Ravanidis et al., 2018). 

 

Η TDP43 δεσμεύεται σε περισσότερα από 6,000 RNA στόχους στον εγκέφαλο, δηλαδή με 

το 30% του συνολικού μεταγραφικού σημείου, δείχνοντας έτσι την ισχυρή επιρροή της στην 

ρύθμιση του RNA. Η δέσμευση της TDP43 γίνεται κυρίως σε εσόνια (περίπου 70%), αλλά 

και στο 3’UTR άκρο και σε μη κωδικοποιητικό RNA (περίπου 10%). Η θέση πρόσδεσης 

της TDP43, όπως και σε άλλες RBPs, εξαρτάται κυρίως από την εναλλακτική συρραφή, 

οδηγώντας είτε σε αποκλεισμό είτε σε συμπερίληψη εξωνίων. Ειδικότερα, για την 

κυτταροπλασματική TDP43, φαίνεται να συνδέεται περισσότερο στις 3’UTR αλληλουχίες, 

δείχνοντας ότι είναι βασικός ρυθμιστής της σταθερότητας, της μεταφοράς ή/και 

μετάφρασης του mRNA (Colombrita et al. 2012; Tollervey et al. 2011; Ravanidis, Kattan, 

and Doxakis 2018). 

 

Στην παθολογική μορφή της, η TDP43 έχει κύριο ρόλο στην αμυοτροφική πλευρική 

σκλήρυνση (ALS) καθώς και της μετωτοποκροταφικής άνοιας (FTD). Και στις δύο 

ασθένειες, η TDP43 τόσο στους νευρώνες όσο και στην γλοία των εγκεφάλων ασθενών, 

απομακρύνεται από τον πυρήνα προς το κυτταρόπλασμα και συσσωρεύεται σε μη 

φυσιολογικό βαθμό σε φωσφορυλιωμένα, πρωτεολυτικά διασπασμένα και με κατάλοιπα 

ουβικιτίνης συσσωματώματα σε ποσοστά των 97% ALS και 45% FTD ασθενών, αντίστοιχα 

(Chen-Plotkin, Lee, and Trojanowski 2010). 
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Εξαιτίας της παθογενούς απομάκρυνσης της TDP43 από τον πυρήνα των κυττάρων, έγιναν 

έρευνες σε μύες και σε κυτταρικές σειρές, με στόχο την υπερέκφραση μιας συγκεκριμένης 

κυτταροπλασματικής μορφής TDP43 (η οποία μελετήθηκε και στην παρούσα διπλωματική 

εργασία) της TDP43-ΔNLS. Επίσης, εξαιτίας της μετάλλαξης της TDP43-ΔNLS στην θέση 

που σχετίζεται με τον εντοπισμό της στο πυρήνα, εμφανίζεται συσσώρευση της πρωτεΐνης 

στο κυτταρόπλασμα και δημιουργεί συσσωματώματα όπου, προσδένεται και εγκλωβίζει και 

τις ενδογενείς φυσιολογικές TDP43 (Winton et al. 2008). Μελέτες έχουν δείξει ότι όταν 

υπερεκφράζεται η TDP43-ΔNLS, εμφανίζονται και συμπτώματα χαρακτηριστικά της FTD, 

τα οποία με την απομάκρυνση της εξωγενούς πρωτεΐνης, βελτιώνονται (Alfieri, Pino, and 

Igaz 2014). Επιπλέον, φαίνεται ότι όταν υπερεκφράζεται η TDP43-ΔNLS, ακολουθεί μια 

απορρύθμιση της γενετικής έκφρασης και ένας γρηγορότερος νευρωνικός θάνατος στο 

φλοιό και στον ιππόκαμπο του εγκεφάλου (Igaz et al. 2011). 

 

Λόγω αυτής της υποκυτταρικής ανακατανομής, εμφανίζεται πυρηνική εξάντληση της 

TDP43, που δείχνει ότι ο μη φυσιολογικός μηχανισμός μπορεί να συνεπάγεται απώλεια 

λειτουργίας του πυρήνα, κέρδος κυτταροπλασματικής λειτουργίας ή αμφότερα. Έως 

σήμερα, έχουν βρεθεί παραπάνω από 50 παρανοηματικές μεταλλάξεις στο γονίδιο TDP43 

που σχετίζονται περίπου με το 5% των οικογενών περιπτώσεων ALS και <1% των 

σποραδικών περιπτώσεων. Αξιοσημείωτο είναι ότι σχεδόν όλες οι μεταλλάξεις που 

συγκεντρώνονται σε περιοχές που είναι πλούσιες στην γλυκίνη (Gly-rich domains), 

προκαλούν νόσο, επηρεάζοντας τις αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτεΐνης και 

συγκεκριμένα με άλλες RBPs. Αποτέλεσμα αυτού είναι να μεταβάλλεται η μεταφορά RNP, 

η διαλυτότητα, ο  υποκυτταρικός εντοπισμός αλλά και η στρατολόγηση σε SGs της TDP43. 

Επίσης, και σε άλλες νευροεκφυλιστικές ασθένειες εμφανίζονται συσσωματώματα TDP43, 

όπως η νόσος Αλτσχάιμερ (AD), η νόσος Χάντιγκτον (HD), η νΠ και η άνοια με σωμάτια 

Lewy (DLB) (Chen-Plotkin, Lee, and Trojanowski 2010). 

 

Όταν το κύτταρο βρίσκεται σε κατάσταση στρες, η TDP43, όπως και η πλειονότητα των 

RBPs, απομονώνεται σε SGs όπου συν-εντοπίζεται με τα mRNA στόχους. Επίσης, μετά από 

στρες, οι παθολογικές μορφές της TDP43, ενσωματώθηκαν νωρίτερα σε SGs ενώ αύξησαν 

το μέγεθός των SGs και ελάττωσαν την κινητικότητά τους (McDonald et al. 2011). 
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Ενώ η TDP43 εμφανίζεται κυρίως στον πυρήνα, η χρώση ανίχνευσε πρωτεΐνη και μέσα στα 

συναπτικά άκρα, κατά μήκος των αξόνων των κινητικών νευρώνων και στους δενδρίτες, το 

οποίο δείχνει ότι μπορεί να σχετίζεται με την μεταφορά αλλά και την μετάφραση του mRNA 

(R. K. Narayanan et al. 2013; Alami et al. 2014; I.-F. Wang et al. 2008). 

 

Συνοψίζοντας, η TDP43 έχει πολλαπλές δράσεις, από την εναλλακτική συρραφή στον 

πυρήνα έως την μεταφορά του mRNA στα συνοπτικά άκρα και την τοπική μετάφραση. 

Μέσω μεταλλάξεων ή γενικότερης παρεμπόδισης της έκφρασης της, ακολουθεί νευρωνική 

απώλεια και εμφάνιση νευροεκφυλιστικών νόσων όπως FTD και ALS. 

 

4.3 Η πρωτεΐνη FUS/TLS (Fused in Sarcoma/Translocated in Liposarcoma) 
 
Η πρωτεΐνη FUS/TLS έχει την δυνατότητα να δεσμεύεται σε μονόκλωνα και δίκλωνα μόρια 

DNA και RNA που έχουν στο μόριο τους επαναλήψεις της αλληλουχίας GUGGU, αλλά με 

περιορισμένη ειδικότητα (Rogelj et al. 2012; Lagier-Tourenne et al. 2012; Lerga et al. 2001). 

Επιπλέον, η πρωτεΐνη μπορεί άμεσα να συνδεθεί με την RNA πολυμεράση II (RNAP2) και 

την IΙI (RNAP3) ώστε να ρυθμίσει την μεταγραφή και την επιλογή της θέσης 

πολυαδενυλίωσης του mRNA (Masuda et al. 2015; Ishigaki et al. 2012; Tan et al. 2012). 

Ακόμη, κατά την μεταγραφή, η εναλλακτική συρραφή εξασφαλίζεται με την 

αλληλεπίδραση του U1-snRNP με το σύμπλοκο FUS-RNAP2 (Yu and Reed 2015). Η FUS 

συνδέεται στα 5’ και 3’ αμετάφραστα άκρα του mRNA και εμπλέκεται στην μεταφορά τους 

από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα (Ravanidis et al., 2018). Επιπλέον η FUS διεγείρει την 

βιογένεση των microRNAs, προσελκύοντας το σύμπλοκο DROSHA (Morlando et al. 2012). 

Σε περιοχές βλάβης του DNA, η FUS έχει σημαντικό ρόλο στην κυτταρική διάσωση μέσω 

των αλληλεπιδράσεων με τις CBP / p300 και HDAC1 (W.-Y. Wang et al. 2013). 

 

Έτσι, φαίνεται η FUS να έχει πρωταρχικό ρόλο στην ομαλή λειτουργία των πυρηνικών 

λειτουργιών αλλά και της δυναμικής μεταξύ δενδριτών και νευρικών αξόνων εφόσον 

εμπλέκεται και στην μετακίνηση αλλά και στην μετάφραση ορισμένων mRNA στόχων 

(Yoshimura et al. 2006). 

 

Οι μη φυσιολογικές μορφές της FUS, έχουν συσχετιστεί με την οικογενή αμυοτροφική 

πλευρική σκλήρυνση (ALS), με παρουσία εγκλείστων θετικών για FUS στο κυτταρόπλασμα 
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των εκφυλισμένων νευρώνων και της γλοίας καθώς και με μειωμένα επίπεδα FUS στον 

πυρήνα σε εγκεφάλους ασθενών. 

 

Η πλειονότητα των μεταλλάξεων FUS παρατηρούνται στην περιοχή πυρηνικού εντοπισμού 

(NLS) στο καρβοξυτελικό άκρο και σε μια ακόμη περιοχή που ομοιάζει με πρίον στο 

αμινοτελικό άκρο. Έτσι, εκτρέπεται ο εντοπισμός FUS προς το κυτταρόπλασμα όπου 

καθίσταται περισσότερο επιρρεπής σε λάθος αναδίπλωση και συσσωμάτωση (Neumann et 

al. 2009; Van Langenhove et al. 2010). Τέλος, η έκφραση μη-φυσιολογικών FUS έδειξε ότι 

σε νευρωνικά κύτταρα παρατηρείται εξασθένηση της αυτοφαγίας όπως αποδεικνύεται από 

την συσσώρευση ουβικινιωμένων πρωτεϊνών και αυτοφαγικών υποστρωμάτων NBR1 και 

p62 (Soo et al. 2015). 

 

Κεφάλαιο 5: Μηχανισμοί αποικοδόμησης των πρωτεϊνών 
 

Η ρύθμιση των επιπέδων των πρωτεϊνών του κυττάρου πραγματοποιείται από τον ρυθμό 

που αυτές συντίθενται αλλά και τον ρυθμό που αποικοδομούνται. Ο ρυθμός αποικοδόμησης 

των πρωτεϊνών εξαρτάται από τη λειτουργία τους, την ποσότητά τους και από το αν έχουν 

βλαβερά αποτελέσματα για το κύτταρο. Πρωτεΐνες με ρυθμιστικό ρόλο όπως οι 

μεταγραφικοί παράγοντες, έχουν μειωμένο χρόνο ημιζωής και η αποικοδόμησή τους γίνεται 

ταχύτατα. Τα δύο βασικά μονοπάτια αποικοδόμησης πρωτεϊνών είναι το αυτό της 

ουβικιτίνης-πρωτεασώματος και το μονοπάτι της αυτοφαγίας που καταλήγει στα 

λυσοσσώματα (Cooper and Hausman 2004). 

 

Εξαιτίας της γήρανσης ή και σε καταστάσεις στρες, η ενεργότητα αυτών των δύο 

μηχανισμών φθίνει, με συνέπεια την συσσώρευση οξειδωμένων πρωτεϊνών, οι οποίες δεν 

μπορούν να αφομοιωθούν φυσιολογικά, αντιθέτως διασυνδέονται μεταξύ τους και 

δημιουργούν εκτεταμένους υδρόφοβους δεσμούς. 

 

Επιπλέον, σε νευροεκφυλιστικές ασθένειες, όπως η νΠ, έχει παρατηρηθεί συσσώρευση 

παθολογικών μορφών πρωτεϊνών. Βλάβες στους δύο μηχανισμούς που αναφέρθηκαν, του 

πρωτεασώματος και της αυτοφαγίας, προκαλεί την συσσωμάτωση και την δημιουργία 

εγκλείστων των πρωτεϊνών που φυσιολογικά καταστρέφονται. Έτσι, η ρύθμιση των δύο 

μηχανισμών της αυτοφαγίας και του πρωτεασώματος, είναι δυνατόν να αποτρέψει την 
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δημιουργία εγκλείστων και να προκαλέσει μείωση στην πρόοδο νευροεκφυλιστικών νόσων 

και γενικότερα ασθενειών που οφείλονται στην συσσώρευση μη-φυσιολογικών πρωτεϊνών 

(Tsuchiya et al. 2013; Nixon 2013). 

 

5.1 Μονοπάτι Αυτοφαγίας-Λυσοσωμάτων (Autophagy Lysosome Pathway, 
ALP) 
 
Η διαδικασία ης αυτοφαγίας ορίζεται ως μια φυσιολογική διαδικασία όπου τα συστατικά 

του κυττάρου αποικοδομούνται από το λυσόσωμα τόσο σε φυσιολογικά αλλά και πάσχοντα 

κύτταρα. Ο έλεγχος της ποιότητας των πρωτεϊνών είναι εξαιρετικά σημαντικός καθώς 

προλαμβάνει την έγκαιρη απομάκρυνση των συσσωρευμένων παθογόνων πρωτεϊνών σε 

νευροεκφυλιστικές ασθένειες, όπως της tau στην νόσο Αλτσχάιμερ και της α-συνουκλεΐνης 

στην νΠ (Yorimitsu et al. 2005). Στον ορισμό της αυτοφαγίας περιλαμβάνονται όλα τα 

μονοπάτια όπως η αυτοφαγία με την μεσολάβηση συνοδών πρωτεϊνών (chaperone-mediated 

autophagy, CMA), η μακροαυτοφαγία και η μικροαυτοφαγία όπου η ομοιότητά τους είναι 

ότι περιλαμβάνουν την μεταφορά ενδοκυττάριων συστατικών στα λυσοσώματα και ότι τα 

δομικά στοιχεία που προκύπτουν επαναχρησιμοποιούνται. Η διαφορά των τριών αυτών 

μονοπατιών αυτοφαγίας είναι ότι διαφέρουν σχετικά με ποιο μηχανισμό τα κυτταρικά 

φορτία παραδίδονται στο λυσόσωμα.  

 

Επιπλέον, τα λυσοσώματα μπορούν και λαμβάνουν συστατικά πλασματικής μεμβράνης και 

να εσωτερικεύουν εξωκυττάριο υλικό με την διαδικασία της ενδοκύτωσης (Xilouri, Brekk, 

and Stefanis 2016; Grant and Donaldson 2009). 

 

Συγκεκριμένα, η αποικοδόμηση της α-συνουκλεΐνης φαίνεται να πραγματοποιείται κυρίως 

από τα μονοπάτια της αυτοφαγίας με την μεσολάβηση συνοδών πρωτεϊνών και της 

μακροαυτοφαγίας (Ana Maria Cuervo et al. 2004; Vogiatzi et al. 2008; Alvarez-Erviti et al. 

2010; Vekrellis and Stefanis 2012). 
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5.1.1 Αυτοφαγία διαμεσολαβούμενη από πρωτεΐνες συνοδούς (Chaperone-Mediated 

Autophagy, CMA) 

 

Η αυτοφαγία με την μεσολάβηση συνοδών πρωτεϊνών είναι ένα ιδιαίτερα επιλεκτικό 

μονοπάτι που συχνά ρυθμίζεται ως απόκριση στο κυτταρικό στρες (Cuervo and Dice, 2000a; 

Cuervo and Dice, 2000b), ενώ δεν περιλαμβάνει τον σχηματισμό αυτοφαγοσωμάτων. Έτσι, 

οι πρωτεΐνες-στόχοι διασχίζουν τη λυσοσωμική μεμβράνη άμεσα για να φθάσουν στο 

λυσοσωμικό αυλό. Μόνο κυτοσολικές πρωτεΐνες, οι οποίες φέρουν την KFERQ 

αλληλουχία, που είναι μοτίβο στόχευσης CMA, ή παρόμοια αλληλουχία, αναγνωρίζονται 

από τη συνοδό Hsc70 και ένα γενικότερο σύμπλεγμα συνοδών πρωτεϊνών. Αυτό το μοτίβο 

εμφανίζεται σε ένα ποσοστό 30% όλων των κυτοσολικών πρωτεϊνών, αλλά ακόμη 

περισσότερες πρωτεΐνες θα μπορούσαν δυνητικά να γίνουν στόχοι αποικοδόμησης μετά από 

μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις (Dice 1990; Chiang and Dice 1988). Έπειτα από την 

αναγνώριση, η μεταφορά των πρωτεϊνών γίνεται μια προς μια στην μεμβράνη του 

λυσοσώματος (Agarraberes and Dice 2001), όπου γίνεται αλληλεπίδραση με την Lamp2A 

(A. M. Cuervo and Dice 1996). Η πρωτεΐνη Lamp2A βρίσκεται ως μονομερές πάνω στην 

μεμβράνη του λυσοσώματος, και μαζί με άλλες πρωτεΐνες, σχηματίζει ένα πολυμερές 

σύμπλοκο, το οποίο βοηθά στην μετατόπιση του πρωτεϊνικού υποστρώματος. 

Συγκεκριμένα, ο ρυθμός της CMA αλληλεξαρτάται με την ποσότητα της Lamp2A αλλά και 

από την ταχύτητα της δυναμικής συναρμολόγησης / αποσυναρμολόγησης του συμπλόκου 

Εικόνα 6: Οι τύποι της αυτοφαγίας (Προσαρμογή από www.novusbio.com). 
 

http://www.novusbio.com/
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μετατόπισης του πρωτεϊνικού υποστρώματος (Bandyopadhyay et al. 2008). Μάλιστα 

μελέτες έχουν δείξει ότι η έκφραση της Lamp2A μειώνεται στην συμπαγή μοίρα της 

μέλαινας ουσίας σε εγκεφάλους ατόμων με νΠ (Alvarez-Erviti et al., 2010), ενώ αυτή η 

μείωση έχει ως συνέπεια την συσσωμάτωση της α-συνουκλεΐνης και τον νευρωνικό θάνατο 

(Vogiatzi et al., 2008- Xilouri et al., 2016). Αντίθετα, η υπερέκφραση της Lamp2A σε 

έρευνα από Xilouri et al. 2013, έδειξε προστασία των τρωκτικών από τον συνεπακόλουθο 

από α-συνουκλεΐνη, θάνατο των νευρώνων.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
5.1.2 Μικροαυτοφαγία 
 

Στην μικροαυτοφαγία γίνεται άμεση μεταφορά και πέψη των κυτταρικών συστατικών (όπως 

λιπίδια, πρωτεΐνες, οργανίδια), η οποία επιτυγχάνεται μέσω εγκολπώσεων στο επίπεδο της 

λυσοσωμικής μεμβράνης που εν τέλει σφαιροποιούνται σε κυστίδια (Müller et al. 2000). Η 

μικροαυτοφαγία, λειτουργεί στα θηλαστικά ως μη ειδική οδός αυτοφαγίας. Επιπλέον, 

στέρηση αζώτου ή η δράση της ραπαμυκίνης μέσω των ρυθμιστικών συμπλόκων 

σηματοδότησης μπορεί να προκαλέσει μικροαυτοφαγία των διαλυτών υποστρωμάτων. Σε 

συνθήκες με μειωμένο άζωτο, οι βασικές λειτουργίες της μικροαυτοφαγίας είναι η 

διατήρηση της μεμβρανικής ομοιόστασης, του οργανικού μεγέθους και της κυτταρικής 

επιβίωσης. Τέλος, η μικροαυτοφαγία συνδέεται και συμπληρώνει την αυτοφαγία με τη 

Εικόνα 7: Σχηματική απεικόνιση του μηχανισμού της αυτοφαγίας διαμεσολαβούμενης από 

πρωτεΐνες συνοδούς (CMA). 
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μεσολάβηση των συνοδών πρωτεϊνών, την μακροαυτοφαγία και άλλα μονοπάτια 

αποικοδόμησης κυτταρικών συστατικών (Li, Wen-wen et al. 2012). 

 

5.1.3 Μακροαυτοφαγία 
 

Η διαδικασία της μακροαυτοφαγίας αφορά την αποικοδόμηση μεγάλων τμημάτων του 

κυτταροπλάσματος, μέχρι και ολόκληρων οργανιδίων, μέσω της δημιουργίας 

αυτοφαγοσωμάτων. Συγκεκριμένα, τα αυτοφαγοσώματα είναι λιπιδικές δομές με διπλή 

μεμβράνη, όπου απομονώνονται κυτοσολικά συστατικά – στόχοι προς αποικοδόμηση. 

Έπειτα, πραγματοποιείται σύντηξη λυσόσωμα με αυτοφαγοσώματα, ώστε να δημιουργηθεί 

το αυτολυσόσωμα. Καθώς μειώνεται το pH μέσα στο αυτολυσόσωμα, λαμβάνουν δράση 

πολλές υδρολάσες, τα συστατικά που αποτελούν το αυτολυσόσωμα διασπώνται ταχύτατα 

σε ελεύθερα αμινοξέα όπου και είναι ξανά διαθέσιμα προς χρήση για το κύτταρο (Xilouri, 

Brekk, and Stefanis 2016). Συγκεκριμένα, ορισμένες πρωτεΐνες εκτίθενται στην επιφάνεια 

περιλαμβάνονται σε αυτές προς αποικοδόμηση, καθώς και μετα-μεταφραστικές 

τροποποιήσεις- όπως η ουβικιτινίωση- που συνδέει τη μακροαυτοφαγία και το μονοπάτι 

ουβικιτίνης πρωτεασώματος (Park and Cuervo 2013). 

 

Όταν το σύμπλοκο mTOR αναστέλλεται από διάφορους παράγοντες στρες όπως έλλειψη 

θρεπτικών συστατικών, ενεργοποιείται ο σχηματισμός αυτοφαγοσωμάτων. Η δημιουργία 

αυτοφαγοσωμάτων στους νευρώνες είναι μια δυναμική διαδικασία. Πραγματοποιείται 

ιδανικά στα αξονικά άκρα και υποβάλλονται σε οπισθοδρομική αξονική μεταφορά προς το 

σώμα του κυττάρου (S. Lee, Sato, and Nixon 2011; Maday and Holzbaur 2014). Έτσι, οι 

νευρώνες μπορούν να ανακυκλώσουν τα απομακρυσμένα μιτοχόνδρια αλλά και τα 

πρωτεϊνικά συσσωματώματα που εμφανίζονται σε περιφερικά αξονικά διαμερίσματα. 

Πλέον είναι γνωστό ότι η μακροαυτοφαγία περιλαμβάνει πληθώρα σηματοδοτικών 

μονοπατιών ειδικά για κάθε υπόστρωμα, που σχετίζονται από τον μεταβολισμό λιπιδίων έως 

και την άμυνα του οργανισμού σε ξένους παθογόνους οργανισμούς (Frake et al. 2015; Stolz, 

Ernst, and Dikic 2014). 
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Αλλαγές στην ομοιόσταση της μακροαυτοφαγίας καθιστούν πιο δύσκολη την δημιουργία 

αυτοφαγοσωμάτων είτε επάγουν σε υπερβολικό βαθμό το μονοπάτι της μακροαυτοφαγίας, 

διαταράσσοντας έτσι την αυτοφαγική ροή. Αυτές οι αλλαγές πιο συχνά οφείλονται σε 

ανωμαλίες του λυσοσώματος, οι οποίες βλάπτουν την σύντηξη των αυτοφαγοσωμάτων με 

λυσοσώματα (Xilouri, Brekk, and Stefanis 2016). 

 

Αναφορικά με την ρύθμιση της μακροαυτοφαγίας, σε φυσιολογικά βιοχημικά επίπεδα, 

σταματά η αυτοφαγία από πληθώρα μοριακών διεργασιών. Κυρίως η πρωτεΐνη mTOR, 

στόχος του μορίου ραπαμυκίνης, και ειδικότερα το σύμπλοκο mTORC1 παίζει βασικό ρόλο 

αναστέλλοντας, μέσω φωσφορυλίωσης της σερίνης 757, το σύμπλεγμα ULK1. Η mTOR 

είναι μια συντηρημένη πρωτεϊνική κινάση σερίνης / θρεονίνης που λειτουργεί ως κεντρικός 

αισθητήρας αυξητικών παραγόντων, σημάτων θρεπτικών ουσιών και των επιπέδων 

ενέργειας και ελέγχει πληθώρα λειτουργιών σε κυτταρικό επίπεδο, περιλαμβανομένου την 

μεταγραφή, την σύνθεση πρωτεϊνών, την κυτταροσκελετική οργάνωση, τον μεταβολισμό, 

τον πολλαπλασιασμό και την επιβίωση του κυττάρου. Μελέτες που πραγματοποιηθήκαν σε 

κύτταρα βλαστικής σειράς, όπου απουσίαζε το mTOR, έδειξαν θνησιμότητα του εμβρύου 

κατά την εμφύτευση (Brown et al. 2004, Murakami et al. 2004). Αποτελείται από δύο 

πρωτεϊνικά σύμπλοκα, το mTORC1 και το mTORC2. Το mTORC1 λειτουργεί ως βασικός 

ρυθμιστής της αυτοφαγίας (Zhifen and Klionsky 2009; Lan et al. 2017). Επιπλέον, το 

mTORC1 ρυθμίζει εν μέρει την αυτοφαγία με την φωσφορυλίωση και την αναστολή της 

πυρηνικής μετατόπισης του TFEB (Transcription factor EB), ο οποίος επάγει την έκφραση 

των γονιδίων της λυσοσωμικής βιογένεσης και της αυτοφαγίας (Martina et al. 2012). 

Εικόνα 8: Σχηματισμός αυτoφαγoσωμάτων και λυσoσωμική απoικoδόμηση. 
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Σε συνθήκες στρες ή έλλειψης απαραίτητων θρεπτικών συστατικών για το κύτταρο, 

επάγεται διακοπή της δράσης του mTORC1, ώστε να σχηματιστεί και να επιμηκυνθεί η 

αυτοφαγοσωματική μεμβράνη μέσω της πρόσληψης ενός συστήματος πρόσδεσης σαν αυτό 

της ουβικιτίνης που αποτελείται από πρωτεΐνες, όπως η LC3 και Beclin1 (Xilouri, Brekk, 

and Stefanis 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Δημιουργία αυτολυσοσώματος 

 

Για την έναρξη της μακροαυτοφαγίας, πραγματοποιείται φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση 

της ULK1 από την AMPK αλλά και από άλλες διαδικασίες όπως συνθήκες στρες ή η 

εξάντληση γλυκόζης. Για την δημιουργία του συμπλόκου για την έναρξη της 

μακροαυτοφαγίας ULK1 / 2-ATG13-FIP200, είναι ανεξάρτητη της διαθεσιμότητας 

θρεπτικών συστατικών, αφού πραγματοποιείται ακόμα και σε συνθήκες με πληθώρα 

θρεπτικών συστατικών. Έτσι, φυσιολογικά το σύμπλοκο mTORC1 φωσφορυλιώνει και 

μπλοκάρει τις ULK1 / 2 και ATG13 με αποτέλεσμα την διακοπή της αλληλεπίδρασης της 

ULK1 και AMPK. Αντίθετα, σε συνθήκες όπου επάγεται η αυτοφαγία, πραγματοποιείται 

απελευθέρωση του mTOR από τις παραπάνω πρωτεΐνες και έτσι ενεργοποιείται το ULK1 / 

Εικόνα 9: Το μονοπάτι του mTOR στο κύτταρο και ο ρόλος του στην απόκριση της 

αυτοφαγίας (Atg, autophagy-related genes) στην συσσώρευση α-συνουκλεΐνης 

(Προσαρμογή από Lan et al. 2017). 
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2, που φωσφορυλιώνει και πιθανόν ενεργοποιεί, τα ATG13 και FIP200. Με την 

ενεργοποίηση του εναρκτήριου ULK συμπλόκου, το ίδιο ενεργοποιεί το σύμπλοκο VPS34 

μέσω φωσφορυλίωσης από των AMBRA1 και BECLIN1. Το σύμπλοκο VPS34 έχει 

ρυθμιστικό ρόλο στην αυτοφαγία καθώς προσελκύει και άλλες Atg πρωτεΐνες για την 

δημιουργία φαγοφόρου και φαγοσώματος (Zhifen and Klionsky 2009). Επιπλέον, το VPS34 

παράγει 3,4,5-τριφωσφορική φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη (PI3P) στη μεμβράνη που θα γίνει 

φαγοφόρο και η PI3P αντίστοιχα, προσλαμβάνει πρωτεΐνες, απαραίτητες για την 

επιμήκυνση του φαγοφόρου. Απαραίτητο συστατικό για την επιμήκυνση είναι η 

ενσωμάτωση της LC3 (ATG8) με λιποειδή φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη, δηλαδή της LC3 II, 

που ο σχηματισμός της και η ακριβής στόχευση μεμβράνης περιλαμβάνουν δύο συστήματα 

σύζευξης πρωτεΐνης. Η επιμήκυνση συνεχίζεται έως να γίνει συγχώνευση των μεμβρανών 

του φαγοφόρου ώστε να δημιουργηθεί το αυτοφαγόσωμα, το οποίο εν τέλη συνδέεται με το 

λυσόσωμα και σχηματίζεται το αυτολυσόσωμα, που οι μόνιμες λυσοσωμικές υδρολάσεις 

διασπούν το πρωτεϊνικό φορτίο αλλά και την LC3 II. Σε αυτό το μονοπάτι και άλλες 

πρωτεΐνες υποδοχείς έχουν σημαντικό ρόλο, όπως το p62 / SQSTM1, που έχουν την 

ικανότητα να αναγνωρίσουν και να παραδώσουν μεταλλαγμένες ή συσσωματωμένες 

πρωτεΐνες και κατεστραμμένα οργανίδια στο αυτοφαγόσωμα για αποικοδόμηση, 

διατηρώντας έτσι την ομοιόσταση του κυττάρου. Για την επιτυχημένη επιλεκτική παράδοση 

πρωτεϊνικού φορτίου, βασικός παράγοντας είναι οι ειδικές αλληλεπιδράσεις της LC3-II, που 

λειτουργεί ως δέκτης του φορτίου και των πρωτεϊνικών υποδοχέων (Cicchini, Karantza, and 

Xia 2015). Ειδικότερα, αυτοί οι αυτοφαγικοί υποδοχείς αναγνωρίζουν την σήμανση των 

πρωτεϊνών που πρόκειται να αποικοδομηθούν. Αυτοφαγικοί παράγοντες είναι οι πρωτεΐνες 

p62, Ndp52,14-17, Nbr1 (Thurston et al. 2009; Kanki et al. 2009; Novak et al. 2010; Kirkin 

et al. 2009, 1). 
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ΣΚΟΠΟΣ ΔΙΠΛΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 

Στις νευροεκφυλιστικές ασθένειες, σημαντικό ρόλο φαίνεται να διαδραματίζει η α-

συνουκλεΐνη, ωστόσο ο αριθμός μελετών που έχει πραγματοποιηθεί για την επεξήγηση του 

μηχανισμού ρύθμισης των επιπέδων της, είναι περιορισμένος. Η ρύθμιση αυτών των 

επιπέδων πραγματοποιείται σε διάφορα στάδια της γονιδιακής έκφρασης από διαφορετικά 

μόρια, με κύριες τις RBPs. Εκτός από τις RBPs, η ρύθμιση της έκφρασης των πρωτεϊνών 

πραγματοποιείται και από τους μηχανισμούς αποικοδόμησης αυτών όπως ο μηχανισμός της 

αυτοφαγίας.  

 

Σκοπός λοιπόν της παρούσας εργασίας είναι η αποσαφήνιση της ρύθμισης της 

συσσωμάτωσης της α-συνουκλεΐνης από τον μηχανισμό της αυτοφαγίας όταν μεταβάλλεται 

η έκφραση των πρωτεϊνών DYRK1A, FUS, και TDP-43. Συγκεκριμένα, μελετήθηκε η 

σηματοδότηση πρωτεϊνών-κλειδιών στο μονοπάτι της αυτοφαγίας όταν επάγεται 

υπερέκφραση τους, ενώ εξετάστηκε επίσης και η πρωτεϊνοσύνθεση αλλά και η κυτταρική 

βιωσιμότητα. Επιπλέον, με γνώμονα την αισθητή παρουσία οξειδωτικού στρες στην νΠ, 

μελετήθηκε και η επίδραση χημικών οξειδωτικών παραγόντων στα επίπεδα των παραπάνω 

RBPs. 

Εικόνα 10: Το μονοπάτι της μακροαυτοφαγίας και χημικοί αναστολείς αυτού 

(Προσαρμογή από Cicchini, Karantza, and Xia 2015). 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

1. Πειραματικά Υλικά 
1.1 Κυτταρικά συστήματα 

 
SK-N-SH Κύτταρα Νευροβλαστώματος Ανθρώπου 

Τα κύτταρα αυτά χρησιμοποιούνται εκτενώς σε ερευνητικές διαδικασίες ως πρότυπο 

μοντέλο μελέτης. Η απομόνωση των SK-N-SH έγινε από ένα κορίτσι ηλικίας 4 χρονών από 

μεταστατικό καρκίνο μυελού των οστών και έχουν την ικανότητα να παράγουν την α- 

συνουκλεΐνη (Gautier et al. 2021). 

 

1.2 Πλασμίδια 

 
Πλασμιδιακός φορές pENTR GD 

Με την χρήση του πλασμιδιακού φορέα pENTR.GD (ThermoFisher) έγινε η κλωνοποίηση 

των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις Dyrk1A, FUS/TLS, TDP43, TDP43-ΔNLS και 

SNCA. Ο φορέας pENTR.GD περιλαμβάνει πρώτον, ένα γονίδιο ανθεκτικότητας στην 

καναμυκίνη, το οποίο και απαιτείται για την επιλογή των βακτηριακών στελεχών E. Coli 

που έχουν τον σωστό φορέα, δεύτερον, τον υποκινητή CMV που βρίσκεται πριν από τις 

πολλαπλές θέσεις κλωνοποίησης, και τρίτον, πολλές θέσεις κλωνοποίησης για την εισαγωγή 

των αλληλουχιών που θα μελετηθούν.  

 

Εικόνα 11: Σχηματικός χάρτης του πλασμιδιακού φορέα pENTR.GD. 



 42 

1.3 Διαλύματα – Αντιδραστήρια 

 
Χημικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν κατά την καλλιέργεια των κυττάρων, τη 

διαμόλυνση και την επιμόλυνση: 

 

• Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) - high glucose: Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA. 

• Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) – PAN-Biotech 

• Ορός εμβρύου βοός (FBS): ThermoFisher Scientific, Reinach, Switzerland. 

• Τρυψίνη: Sigma-Aldrich. 

• Μίγμα αντιβιοτικών πενικιλίνης-στρεπτομυκίνη: Penicillin-Streptomycin, Sigma-

Aldrich. 

• H διαμόλυνση των κυττάρων πραγματοποιήθηκε με το εμπορικό αντιδραστήριο 

JetOptimus, Polyplus, Illkirch, France. 

 

Διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν για την Δοκιμασία Κυτταροτοξικότητας - Ανίχνευση της 

βιωσιμότητας των κυττάρων. 

 

Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Dojindo): στην κάθε συνθήκη προστέθηκαν 10 μL και 

χρησιμοποιώντας συσκευή ανάγνωσης μικροπλακών της εταιρείας Tecan, μετρήθηκε η 

απορρόφηση σε μήκος κύματος 450 nm. 

Τo Cell Counting Kit-8 (CCK-8), επιτρέπει την μελέτη της επαγωγής και της αναστολή του 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού σε oπoιoδήπoτε in vitro μοντέλο. Παρέχει την δυνατότητα 

γρήγορων και μη επεμβατικών αναλύσεων χρησιμοποιώντας τo υδατoδιαλυτό άλας 

τετραζoλίoυ, WST-8 [2-(2- methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-

disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt], τo oπoίo παράγει μέσω αναγωγής 

παρουσία ηλεκτρονίου, την φορμαζάνη, μια υδατoδιαλυτή χρωστική. Τo CCK-8 είναι 

έτοιμο προς χρήση διάλυμα. Επιπλέον, όντας μη ραδιενεργό, επιτρέπει ευαίσθητες 

χρωματoμετρικές αναλύσεις για τoν προσδιορισμό του αριθμού των βιώσιμων κυττάρων σε 

αναλύσεις κυτταρικού πολλαπλασιασμού και κυτταρoτoξικότητας. Τo WST-8 μειώνεται 

από τις αφυδρoγoνάσες στα κύτταρα για να δώσoυν ένα πορτοκαλί χρώματος προϊόν 

(φoρμαζάνη), τo oπoίo είναι διαλυτό στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας. Η ποσότητα της 

χρωστικής φoρμαζάνη που παράγεται από τις αφυδρoγoνάσες στα κύτταρα είναι ανάλογη 

με τoν αριθμό των ζωντανών κυττάρων. 
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Cytotoxicity Detection Kit (LDH) της εταιρείας Merck  

Σε 96-well διάφανο plate, προστέθηκαν 50μl θρεπτικό χωρίς FBS και 50μl από 

«χρησιμοποιημένο» θρεπτικό από κάθε δείγμα, ενώ μια συνθήκη έχει σκέτο θρεπτικό υλικό. 

Προστίθεται στα διαμολυσμένα πηγάδια, 5μl διάλυμα κυτταρικής λύσης, γίνεται ανάδευση 

και αναμονή για 15 λεπτά. Μεταφέρονται 10μl από το κυτταρικό εκχύλισμα σε πηγαδάκια 

και προστίθεται 90μl θρεπτικό χωρίς FBS. Αναμειγνύονται 100μl αντιδραστήριο χρώσης 

και 2μl καταλύτη και δημιουργείται μίγμα, το οποίο μοιράζεται σε όλα τα πηγάδια. Γίνεται 

ανάδευση και επώαση στο σκοτάδι για 5 λεπτά. Χρησιμοποιώντας συσκευή ανάγνωσης 

μικροπλακών της εταιρείας Tecan, μετρήθηκε η απορρόφηση σε μήκος κύματος 492 nm σε 

χρονικά διαστήματα από 5-10-15 λεπτά.  

 

 

Διαλύματα- Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην απομόνωση του RNA (RNA 

Extraction), στην αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής (RT-PCR), στην αντίδραση in vitro 

μεταγραφής και στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase chain reaction, 

PCR). 

• TRI Reagent: Πρόκειται για αντιδραστήριο που χρησιμοποιείται για να απομονωθεί 

το συνολικό RNA από δείγματα ανθρώπινης και ζωικής προέλευσης (κυτταρικές 

σειρές) (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA). 

• Ένζυμο MMLV: Χρησιμοποιήθηκε για την αντίδραση της αντίστροφης μεταγραφής 

καθώς μπορεί να συνθέτει μόρια DNA με πρότυπο μόρια RNA. Προϊόν της 

ThermoFisher Scientific. 

• Διθειοθρεϊτόλη (Dithiothreitol, DTT):  Διευκολύνει την αντίδραση της αντίστροφης 

μεταγραφής διαλύοντας τους δισουλφορικούς δεσμούς στα RNA, προϊόν της 

εταιρείας ThermoFisher Scientific. 

• RNaseOUT™: Αναστολέας των ενζύμων που έχουν δραστικότητα ριβονουκλεάσης. 

Προϊόν της ThermoFisher Scientific. 

• Νουκλεοτίδια-Deoxynucleoside Triphosphates (dNTPs): Τριφωσφορικά 

νουκλεοτίδια ως ισομοριακό μείγμα τεσσάρων νουκλεοτιδίων (dATP, dTTP, dCTP 

και dGTP), της ThermoFisher Scientific. 

• Τυχαία εξαμερή (Random hexamers): Οι εκκινητές αυτοί απαρτίζονται από ένα 

μείγμα ολιγονουκλεοτιδίων μήκους 6 βάσεων που έχουν τυχαία νουκλεοτιδική 
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σύσταση. Θεωρείται ότι με τη χρήση του μίγματος των τυχαίων εξανουκλεοτιδικών 

εκκινητών επιτυγχάνεται πληρέστερη κάλυψη όλων των μορίων RNA Amersham, 

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). 

• Ρυθμιστικό διάλυμα της πολλαπλής αντίδρασης πολυμεράσης με Mg2+: 

Χρησιμοποιείται προκειμένου να διατηρείται σταθερή η ενεργότητα του ενζύμου 

της αντίδρασης. Περιέχει επίσης ιόντα Mg2+ που είναι απαραίτητος παράγοντας της 

DNA πολυμεράσης. Προϊόν της ThermoFisher Scientific. 

• Kapa Taq polymerase: DNA πολυμεράση που επιμηκύνει τους εκκινητές εισάγοντας 

τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (Deoxynucleotide triphosphates, dNTPs) 

χρησιμοποιώντας τη συμπληρωματική αλληλουχία DNA ως εκμαγείο από την 

εταιρεία Kapa Biosystems. 

• SYBR Green: Μη ειδική φθορίζουσα χρωστική που χρησιμοποιήθηκε στην 

αντίδραση της ποσοτικής PCR (qPCR), από την εταιρεία Roche. 

 

Διαλύματα-Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στο ανοσοτύπωμα κατά Western: 

 

•Διάλυμα λύσης κυττάρων: Παρασκευάστηκε διάλυμα 25mM, Tris pH7.5, 150mM NaCl, 

1mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.16% Sodium Deoxycholate, 0.16% SDS. 

•Μείγμα δεικτών γνωστoύ μoριακoύ βάρoυς για τις πρωτεΐνες: PageRulerTM Prestained 

Protein Ladder (#SM0671), ThermoFisher Scientific. 

•Laemmli Buffer 6Χ: 375mM Tris pH6.8, 10% SDS, 50% glycerol, 10% b- 

mercaptoethanol, 0.03% bromophenol blue. Τo διάλυμα διατηρήθηκε στoυς - 20°C. 

•Protran® μεμβράνες νιτρoκυτταρίνης: Αξιοποιήθηκαν για τη μεταφoρά των πρωτεϊνών, 

Whatman, Kent, UK. 

•Aντιδραστήρια ECL: Αξιοποιήθηκαν για την ενισχυμένη χημειoφωταύγεια, Clarity, 

BioRad, Califormia, USA. 

•SDS-PAGE 5Χ (Running Buffer): 15,1g/lt Tris-Base και 72g/lt γλυκίνης σε ddH2O. Στo 

τελικό διάλυμα πρoστέθηκε SDS έτσι ώστε να έχει περιεκτικότητα 0.1%. Το διάλυμα 

χρησιμοποιήθηκε σε πυκνότητα 1Χ με κατάλληλη αραίωση με δις απιονισμένο νερό. 

•Transfer Buffer 1X: 2lt διαλύματoς διαθέτουν 6,08g Tris-Base, 28,8g γλυκίνης και 400mL 

μεθανόλης. 

•Ρυθμιστικό διάλυμα TBS 10X: Μετά την Παρασκευή έγινε ρύθμιση του pH στο 7.4 με την 

προσθήκη HCl οξέος. 
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•Ρυθμιστικό διάλυμα TBS-T 1X: Για την παρασκευή 500 ml διαλύματος αναμίχτηκαν 50 

ml TBS 10X με 500 μl Tween-20 και διαλύθηκαν σε 450 ml ddH2O. 

 

1.4 Φαρμακολογικοί παράγοντες 

 

• CCCP/FCCP: από την εταιρεία MedChemExpress, New Jersey, USA. 

• DMSO: από την εταιρεία Applichem, Darmstadt, Germany. 

• Dopamine: από την εταιρεία MedChemExpress, New Jersey, USA. 

• H2O2: προϊόν της εταιρείας Merck. 

• MPP, 6-OHDA: προϊόν της εταιρείας Sigma-Aldrich. 

• NaAsO2: προϊόν της εταιρείας Sigma-Aldrich. 

• Rotenone: προϊόν της εταιρείας Sigma-Aldrich. 

 

1.4 Αντισώματα 

 

Πρωτογενή αντισώματα: 

• SNCA: (syn-1, 610786): μονοκλωνικό αντίσωμα πoυ αναγνωρίζει την α- 

συνουκλεΐνη. Πρoμηθεύτηκε από την εταιρεία BD Biosciences, USA. 

• SNCA 129 (phosphor-129, ab-168381): μονοκλωνικό αντίσωμα που αναγνωρίζει 

την α-συνουκλεΐνη που είναι φωσφορυλιωμένη στη σερίνη 129. Προμηθεύτηκε από 

την εταιρεία abcam 

• SNCA 87 (phosphor-87, sc-19893): μονοκλωνικό αντίσωμα που αναγνωρίζει την α-

συνουκλεΐνη που είναι φωσφορυλιωμένη στη σερίνη 87. Προμηθεύτηκε από την 

εταιρεία Santa Cruz Biotechnology. 

• GAPDH HRP (60004): αναγνωρίζει την GAPDH και είναι συζευγμένο με 

υπεροξειδάση (Horseradish Peroxidase). Προμηθεύτηκε από την εταιρεία 

Proteintech Europe, Manchester, UK. 

• DYRK1A (100376): Santa Cruz Biotechnology Dyrk1A Antibody sc-100376 

Mouse, 1:1000 

• FUS/TLS: PROTEINTECH 11579-I-AP, Polyclonal Rabbit antibody, 1:1000 

• TDP-43: PROTEINTECH TDP-43 Antibody 10782-I-AP Rabbit, 1:2000 

• P62: Santa Cruz Biotechnology (sc-28359 HRP), monoclonal mouse antibody, 

1:1000 
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• LAMP2Α: Santa Cruz Biotechnology (sc-18822), monoclonal mouse antibody, 

1:1000 

• AKT: Cell Signaling AKT Antibody #9272 Rabbit  

• Phospho-AKT: Cell Signaling Phospho-Akt (Ser473) (D9E) XP® Rabbit mAb 

#4060/ 

• eIF2α: Cell Signaling eIF2α (D7D3) XP® Rabbit mAb #5324, 1:1000. 

• Phospho- eIF2α: Cell Signaling Phospho-eIF2α (Ser51) (119A11) Rabbit mAb 

#3597 /  

• ERK1/2: Cell Signaling p44/42 MAPK (Erk1/2) Antibody #9102 Rabbit / 

• pERK1/2: Cell Signaling Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) 

Antibody #9101 Rabbit, 1:1000. 

• PP2A: Santa Cruz Biotechnology PP2A-Aα/β (4G7) Antibody: sc-13600 Mouse / 

• p-PP2A: Santa Cruz Biotechnology p-PP2A-Cα/β (F-8) Antibody: sc-271903 Mouse 

1:1000 

• ULK: Cell Signaling ULK1 (D8H5) Rabbit mAb #8054 / 

• Phospho-ULK: Cell Signaling Phospho-ULK1 (Ser757) Antibody #6888 Rabbit 

1:1000 

• Puromycin: Sigma-Aldrich MABE343 Anti-Puromycin Antibody, clone 12D10 

Mouse, 1:25000. 

• Vinculin: Santa Cruz Biotechnology Vinculin Antibody (7F9): sc-73614 Mouse, 

1:3000. 

 

• Δευτερογενή αντισώματα: 

• Αnti-rabbit IgG-HRP: αντίσωμα, από την εταιρεία Cell Signaling Technologies, το 

οποίο έχει συζευχθεί με υπεροξειδάση, και αναγνωρίζει τις ανοσοσφαιρίνες τάξης G 

του κουνελιού (CST#7074), 

• Αnti-mouse IgG-HRP: αντίσωμα, από την εταιρεία Cell Signaling Technologies,  το 

οποίο έχει συζευχθεί με υπεροξειδάση, και αναγνωρίζει τις ανοσοσφαιρίνες τάξης G 

του ποντικιού (CST#7076) 
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2. Μέθοδοι 

 
2.1  Καλλιέργειες κυτταρικών σειρών 
 
Οι κυτταρικές σειρές αναπτύσσονταν σε στείρες συνθήκες, σε επωαστικό κλίβανο που είχε 

σταθερή θερμοκρασία τους 37 οC, ατμόσφαιρας 5% CO2 και σχετική υγρασία 95%. Ο 

χειρισμός των κυττάρων έγινε σε θάλαμο νηματικής ροής. 

 

Το θρεπτικό που επιλέχτηκε για την ανάπτυξη των ανθρώπινων νευροβλαστικών κυττάρων 

SK-N-SH ήταν το θρεπτικό υλικό DMEM (old cell line) ή EMEM (new cell line), που 

περιείχε υψηλή συγκέντρωση γλυκόζης, ενώ είχε προστεθεί 10% (v/v) ορός εμβρύου βοός 

και μίγμα 1% (v/v) αντιβιοτικών πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη. 

 

2.2 Διαμόλυνση κυτταρικών σειρών 

 

Η ορολογία «διαμόλυνση» περιγράφει την εισαγωγή εξωγενών νουκλεϊκών οξέων (π.χ 

πλασμίδια) σε κυτταρικές σειρές. Στην παρούσα εργασία η διαμόλυνση πραγματοποιήθηκε 

μέσω κατιονικών λιπιδίων και συγκεκριμένα του αντιδραστηρίου JetOptimus για την 

εισαγωγή πλασμιδίων. Η κατάλληλη ποσότητα νουκλεϊκού οξέος, με βάση τις οδηγίες της 

εταιρείας, αναμιγνύεται με το λιπίδιο σε κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα και επωάζονται για 

15 λεπτά ώστε να δημιουργηθούν μικκύλια. Έπειτα, προστίθεται συγκεκριμένη ποσότητα 

από εναιώρημα κυττάρων και ακολουθεί επιπλέον αναμονή 10 λεπτών ώστε να 

πραγματοποιηθεί η διαμόλυνση. Τέλος, προστίθεται θρεπτικό ανάπτυξης DMEM και η 

αντίδραση μεταφέρεται σε πηγάδι για επώαση. 

Πριν την συλλογή των κυττάρων, γινόταν έλεγχος του ποσοστού αυτών που είχαν πράγματι 

διαμολυνθεί σε ανάστροφο μικροσκόπιο φθορισμού LEICA με φίλτρο για το πράσινο 

χρώμα. Πιο συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε συνθήκη μάρτυρας της διαμόλυνσης με 

κατάλληλο πλασμίδιο που περιέχει το γονίδιο GFP και πραγματοποιούταν έλεγχος τα 

αντίστοιχα κύτταρα  έχουν πράσινο φθορισμό, είναι δηλαδή GFP-θετικά, και κατά συνέπεια, 

έχουν όντως ενσωματώσει τον φορέα διαμόλυνσης. 

Εφόσον το ποσοστό των κυττάρων που έχουν διαμολυνθεί ήταν ικανοποιητικό (>50%), τότε 

ακολουθούσε η συλλογή αυτών των κυττάρων για περαιτέρω πειραματικές δοκιμασίες. 
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2.3 Επιμόλυνση κυττάρων με αδενοϊούς 

 

Τα διαιρούμενα SK-N-SH κύτταρα καλλιεργούνται μέχρι η επιφάνεια της καλλιέργειας να 

είναι καλυμμένη σε ποσοστό τουλάχιστον 70%. Έπειτα, αφού γίνει αλλαγή του θρεπτικού 

υλικού της καλλιέργειας, προστίθεται σε ειδική συγκέντρωση (24 MOI) εναιώρημα 

αδενοϊού. Οι ιοί που χρησιμοποιήθηκαν, έχουν παραχθεί στο εργαστήριο όπου έγινε το 

πειραματικό μέρος της παρούσας διπλωματικής, με μεταφορά του υποκινητή και των 

γονιδίων-στόχων από τον φορέα pENTR, με σκοπό την υπερέκφραση των συγκεκριμένων 

γονιδίων. Αφού γίνει η καλλιέργεια και υπάρχει ικανοποιητικό ποσοστό κάλυψης του 

τριβλίου, γίνεται επιμόλυνση με τον κάθε ιό για 6 ώρες στον κλίβανο, σε θερμοκρασία 37 

°C. Μετά, απομακρύνεται το υλικό που περιείχε το ιϊκό φορτίο, προστίθεται νέο θρεπτικό 

υλικό και το κύτταρα αφήνονται για 48 ώρες στους 37 °C. Τέλος, μετά το πέρας των 48 

ωρών γίνεται η συλλογή των κυττάρων. 

 

2.4 Απομόνωση RNA 

 

Η απομόνωση ολικού RNA έγινε, για την κυτταρική σειρά SK-N-SH, 48 ώρες μετά από την 

διαμόλυνση, πραγματοποιήθηκε αφαίρεση του θρεπτικού ανάπτυξης και προστέθηκε το 

αντιδραστήριο TRI Reagent, ένα μονοφασικό διάλυμα φαινόλης και θειοκυανικής 

γουανιδίνης. Έπειτα, το μείγμα TRI Reagent και κυττάρων, αφού έχουν μεταφερθεί σε 

σωληνάρια, υπόκεινται έντονη ανάδευση σε vortex για 10’’ και αφήνεται στον πάγκο. Μετά 

το πέρας 5 λεπτών, προστίθεται BCP (βρωμοχλωροπροπάνιο), γίνεται φυγοκέντρηση  στις 

13,000 στροφές ανά λεπτό (rpm) σε ψυχόμενη φυγόκεντρο, ρυθμισμένη στους 4οC, ώστε να 

γίνει σωστός διαχωρισμός των φάσεων. Σε κάθε σωληνάριο, το RNA είναι διαλυμένο στην 

υδατική διάφανη φάση ενώ το DNA βρίσκεται στην μεσόφαση και τα λιπίδια και οι 

πρωτεΐνες στην οργανική φάση ως πιο βαριά συστατικά. Σε νέα σωληνάρια μεταφέρονται 

οι υδατικές φάσεις των δειγμάτων με την προσθήκη ίσου όγκου ισοπροπανόλης. Μετά από 

σύντομη ανάδευση 1’’, το νέο μείγμα αφήνεται για επώαση στον πάγκο για 30 λεπτά. 

Έπειτα, γίνεται φυγοκέντρηση στην ψυχόμενη φυγόκεντρο στις 13,000 στροφές στους 4οC 

για 30 λεπτά. Με την ολοκλήρωση της φυγοκέντρησης, το RNA, λόγω του βάρους του, 

αναμένεται να έχει κατακρημνισθεί ως ορατό ίζημα με ημιδιαφανές χρώμα. Τέλος, 

πραγματοποιούνται δύο εκπλύσεις του ιζήματος με διάλυμα αιθανόλης 75%, ξήρανσης του 
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RNA ώστε να μην υπάρχει υγρασία και τέλος επαναιώρηση του ιζήματος σε διπλά 

απιονισμένο νερό. 

 

2.5 Αντίστροφη μεταγραφή (RT) / Σύνθεση cDNA 

 

Η PCR αντίστροφής μεταγραφής (Reverse Transcription PCR, RT-PCR) είναι μια 

ευαίσθητη τεχνική που σκοπεύει στον ποσοτικό προσδιορισμό RNA. Αντίστροφη 

μεταγραφή ορίζεται ως η διαδικασία δημιουργίας συμπληρωματικής αλυσίδας DNA 

(complementary DNA- cDNA) σύμφωνα με ένα «πρότυπο» RNA. Το ένζυμο το οποίο είναι 

υπεύθυνο για αυτήν την αντίδραση, ονομάζεται αντίστροφη μεταγραφάση (ή αντίστροφη 

τρανσκριπτάση), το οποίο βρίσκεται εκ φύσεως σε RNA-ιούς όπως ο ιός που προκαλεί το 

AIDS. Με την βοήθεια αυτού του ενζύμου, γίνεται μετατροπή του γενετικού υλικού του 

ρετροϊού από μονόκλωνο RNA σε δίκλωνο DNA, ώστε να μπορεί να γίνει ενσωμάτωση του 

υλικού σε κύτταρα ξενιστών. Στον θερμικό κυκλοποιητή όπου πραγματοποιείται η RT-PCR, 

τα αντιδραστήρια που είναι απαραίτητα για την παραγωγή αντίστοιχου cDNA είναι το 

ένζυμο της αντίστροφης μεταγραφάσης, τα dNTPs, ένα αρχικό μόριο ριβονουκλεοτιδίων 

και οι ενδεδειγμένοι εκκινητές. Στον τομέα της έρευνας υπάρχουν τριών ειδών εκκινητές: 

οι εκκινητές που είναι ειδικοί για το γονίδιο ενδιαφέροντος, oligo-dT εκκινητές και τέλος οι 

εξανουκλεοτιδικοί τυχαίοι εκκινητές, οι οποίοι και χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 

εργασία. Αυτοί, έχουν μια τυχαία σύσταση από 6 νουκλεοτίδια και θεωρούνται ότι 

καλύπτουν με το μεγαλύτερο εύρος, όλα τα μόρια RNA (ανεξάρτητα όποιας πολύ-Α ουράς). 

Καταρχάς, αφού ξεπαγώθηκαν τα δείγματα με το RNA, έγινε ανάδευση και φυγοκέντρηση 

στις 2.500 στροφές ανά λεπτό. Σε κάθε πείραμα, δημιουργήθηκε ένα διάλυμα το οποίο 

περιείχε 5 μL δείγματος RNA, 2 μL Random Hexamers, 1 μL dNTPs και 1 μL RNAse free 

ddH2O. Έπειτα, έγινε επώαση σε θερμικό κυκλοποιητή εταιρείας Bio Rad T100 Thermal, 

ρυθμισμένο στους 65 οC για 5 λεπτά. Αμέσως μετά τοποθετήθηκαν σε ειδικό cryobox και 

ακολούθησε η δημιουργία του δεύτερου διαλύματος. Για αυτό, χρησιμοποιήθηκαν 2 μL 

DTT (διθειοθρεϊτόλη), 4 μL First Strand Buffer, 3,5 μL ddH2O και 0,5 μL M-MLV 

(Moloney Murine Leukemia Virus Trascriptase), με την τελική αντίδραση να έχει όγκο 20 

μL. Ως μάρτυρας ελέγχου λειτούργησε ένα επιπλέον διάλυμα το οποίο περιείχε όλα τα 

παραπάνω αναφερόμενα αντιδραστήρια, με εξαίρεση το ένζυμο της αντίστροφης 

μεταγραφάσης. Ξαναέγινε η φόρτωση όλων των δειγμάτων στον θερμικό κυκλοποιητή για 

την εκτέλεση της RT-PCR στις κατάλληλες θερμοκρασίες. Για την υβριδοποίηση των 

τυχαίων εκκινητών (annealing) στο RNA να πραγματοποιείται για 10 λεπτά στους 25 οC 
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ενώ η σύνθεση του cDNA για 1 ώρα στους 37 οC. Αφού συντεθεί το  cDNA, η τελευταία 

θερμοκρασία είναι στους 75 οC για 15 λεπτά, θερμοκρασία που το ένζυμο της αντίστροφης 

μεταγραφάσης καθίσταται μη-λειτουργικό και ως εκ τούτου καταστρέφεται.  

Αφού αφαιρεθούν τα δείγματα από τον κυκλοποιητή αποθηκεύονται στους -20 οC. Πλέον 

στα δείγματα υπάρχει cDNA το οποίο είναι συμπληρωματικό του αρχικού RNA των 

δειγμάτων και καθίσταται έτοιμο για να χρησιμοποιηθεί στην Real-Time PCR. 

 

2.6 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Real-Time PCR) 

 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Real-Time Polymerase Chain 

Reaction, PCR) ορίζεται ως μια ευαίσθητη και ακριβής τεχνική για τον προσδιορισμό των 

προϊόντων της αντίδρασης στην εκθετική φάση, ενώ ταυτόχρονα προσφέρει πληροφορίες 

για τον πολλαπλασιασμό του DNA, χωρίς να απαιτούνται επιπλέον χειρισμοί. Η διαφορά 

της Real-Time PCR είναι ότι επιτρέπει και τον πολλαπλασιασμό αλλά και την ανίχνευση 

του προϊόντος καθώς το παραχθέν προϊόν συνδέεται με ευαίσθητη φθορίζουσα ουσία που 

ανιχνεύεται από τον θερμοκυκλοποιητή και δίνει το κατάλληλο σήμα. Παράμετρος ύψιστης 

σημασίας για την ποσοτικοποίηση είναι η τιμή Ct (threshold cycle), που ερμηνεύει τον 

αριθμό των κύκλων της αντίδρασης που απαιτούνται ώστε ο φθορισμός κάθε δείγματος να 

προσεγγίσει το όριο αυτό (threshold). Η τιμή αυτού θα είναι πάνω από την τιμή του μη-

ειδικού σήματος (background). Έτσι, η τιμή Ct καθίσταται αντιστρόφως ανάλογη με την 

συγκέντρωση υποστρώματος που υπήρχε εξαρχής: έτσι όσο χαμηλότερη είναι η τιμή Ct, 

τόσο υψηλότερη θα είναι η ποσότητα του υποστρώματος. 

 

Όπως αναφέρθηκε γίνεται χρήση μιας χρωστικής, η οποία και ονομάζεται SYBR Green I. 

Μια φωτοευαίσθητη αλλά λιγότερη τοξική ουσία από το βρωμιούχο αιθίδιο που συνήθως 

χρησιμοποιείται σε PCRs, που ενσωματώνεται στο DNA και επιτρέπει την ανίχνευση των 

προϊόντων. Συγκεκριμένα, όταν εντάσσεται η χρωστική στην μικρή αύλακα του δίκλωνου 

DNA, και έτσι αυξάνει τον φθορισμό. Όσο εξελίσσεται η αντίδραση, η ποσότητα του 

γενετικού υλικού αυξάνεται, όπως και ο φθορισμός που εκπέμπεται, καθώς περισσότερη 

ποσότητα της SYBR Green I εντάσσεται στο DNA. Σε κάθε κύκλο, ο φθορισμός αυξάνεται 

με σταδιακούς ρυθμούς κατά την επιμήκυνση, ενώ μειώνεται και εκμηδενίζεται κατά την 

αποδιάταξη. Η Real-Time PCR εφαρμόστηκε για την διερεύνηση των επιπέδων των 

γονιδίων ενδιαφέροντος σύμφωνα με ορισμένα γονίδια ελέγχου (controls). 
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Αρχικά, για την αντίδραση, έγινε αραίωση των δειγμάτων cDNA με ddH2O καθώς το προϊόν 

της αντίστροφης μεταγραφής ήταν κατά 12 φορές συμπυκωνμένο ενώ ακολούθησε και 

ανάδευση. Έγινε προετοιμασία των dNTPs και το mix με τους κατάλληλους εκκινητές 

(primers mix). Κάθε αντίδραση είχε 10 μL αραιωμένο δείγμα cDNA και ακόμη 10 μL από 

το mix. Το mix αυτό  0,4 μL dNTPs, 2 μL Taq Buffer B (10x), 1 μL εκκινητές (SNCA, 

Gapdh, U6), 0,9 μL της χρωστικής Sybr Green I [37], 0,08 μL Kapa Taq, προστέθηκαν 5,62 

ddH2O ώστε να έχει τελικό όγκο η αντίδραση 20μL. Κάθε αντίδραση για τα δείγματα 

ενδιαφέροντος έγινε τρεις φορές ενώ για τον έλεγχο για τυχόν επιμολύνσεις, 

χρησιμοποιήθηκαν αντιδράσεις όπου απουσίαζε το υπόστρωμα (Non Template Controls) ή 

που απουσίαζε το ένζυμο αντίστροφη μεταγραφάση στην RT-PCR (Non RT Controls). Για 

την αντίδραση της Real Time PCR χρησιμοποιήθηκαν μικροπλακέτες με 96 θέσεις, ειδικές 

για την συγκεκριμένη διεργασία (LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, Roche). Αφού 

προστέθηκαν τα δείγματα στην ειδική πλακέτα, αυτή σφραγίζεται αεροστεγώς με 

συγκεκριμένη μεμβράνη, όπου και ακολουθεί μια σύντομη φυγοκέντρηση των 30 

δευτερολέπτων. Το μηχάνημα που χρησιμοποιεί το εργαστήριο ήταν ένας θερμικός 

κυκλοποιητής CFX Opus 96 από την εταιρεία Bio-Rad ενώ το λογισμικό που 

χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση των τιμών ήταν το CFX Maestro. Το πρόγραμμα το οποίο 

χρησιμοποιήθηκε, ρυθμίστηκε για 35 κύκλους, με κάθε κύκλο να έχει διαφορετικές 

θερμοκρασίες σε κάθε στάδιο της αντίδρασης. Η αποδιάταξη έγινε για 10 δευτερόλεπτα 

στους 95 οC, το στάδιο της υβριδοποίησης των εκκινητών στα μόρια DNA και η επιμήκυνση 

αυτών, στους 60 οC για 30 δευτερόλεπτα. Τέλος, παράγεται καμπύλη τήξης του προϊόντος 

σε θερμοκρασίες από 65 έως 95 οC με βήμα τα 0,5 οC. Για την ποσοτικοποίηση των τελικών 

τιμών, πραγματοποιήθηκε κανονικοποίηση των Ct των γονιδίων ενδιαφέροντος ως προς τις 

ίδιες τιμές των ενδογενών γονιδίων Gapdh και U6 τα οποία είναι γονίδια σταθερής 

έκφρασης μέσα στο κύτταρο, σύμφωνα με την μέθοδο ΔΔCt (Livak and Schmitthen, 2001). 

 

2.7 Πουρομικίνη 
 

Μέτρηση της πρωτεϊνοσύνθεσης με τη μέθοδο SUnSET (Surface Sensing of Translation) 

Για τη μέτρηση της πρωτεϊνοσύνθεσης in-vitro με τη δοκιμασία SUnSET, τα κύτταρα SK-

N-SH, στα οποία είχε γίνει ήδη διαμόλυνση για την υπερέκφραση των υπό μελέτη 

πρωτεϊνών, επωάστηκαν με 1 μΜ πουρομυκίνη για 30 λεπτά πριν από τη συλλογή. 

Ακολούθησε ανοστύπωμα κατά Western και αντίσωμα έναντι της πουρομυκίνης. 
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2.8 Ανοσοστύπωμα κατά Western 

 

Για την ανάλυση της έκφρασης της πρωτεΐνης α-συνουκλεΐνη και των υπόλοιπων πρωτεϊνών 

που μελετώνται στην παρούσα εργασία, χρησιμοποιήθηκε το ανοσοστύπωμα κατά Western. 

Για την πραγματοποίηση αυτής, 48 ώρες μετά την διαμόλυνση των κυττάρων με στόχο την 

υπερέκφραση αυτών των πρωτεϊνών, τα κύτταρα συλλέχθηκαν και απομονώθηκαν τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσματα τους ώστε να είναι έτοιμα προς πειραματική χρήση. 

 

2.8.1 Λύση κυττάρων 

 

Για την λύση των κυττάρων, αφαιρείται το θρεπτικό υλικό των κυττάρων από το plate όπου 

είχε γίνει η διαμόλυνση και προστίθεται παγωμένο διάλυμα PBS. Με την απομάκρυνση 

όλης της ποσότητας PBS, ακολουθεί προσθήκη διαλύματος λύσης των κυττάρων, με όγκο 

ανάλογο της πυκνότητας των κυττάρων, συνηθέστερα από 80 έως 120 μL. Έπειτα γίνεται 

έντονη ανάδευση στις 200 στροφές για 30 λεπτά στον πάγο ώστε να αποκολληθούν τα 

κύτταρα από τον πυθμένα του πηγαδιού στο plate. Τα κύτταρα, τοποθετούνται σε νέα 

σωληνάρια και φυγοκεντρούνται για 20 λεπτά σε ψυχόμενη φυγόκεντρο, η οποία είναι 

ρυθμισμένη στους 4 οC και στις 13,000 στροφές ανά λεπτό. Στο υπερκείμενο, σε κάθε 

σωληνάριο, περιέχονται οι διαλυτές πρωτεΐνες, οι οποίες και μεταφέρονται σε νέα 

σωληνάρια. Σε αυτά, προστίθεται η χρώση Laemli 1x, γίνεται μια μικρή ανάδευση και τα 

δείγματα αφού θερμανθούν για 5 λεπτά στους 100 οC, είναι έτοιμα να χρησιμοποιηθούν, 

διαφορετικά φυλάσσονται στους -20 οC. 

 

2.8.2 Ηλεκτρoφόρηση σε πήκτωμα πoλυακρυλαμίδης 

 

Για τον διαχωρισμό των πρωτεϊνών, χρησιμοποιήθηκε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης 12 ή 

15% (SDS-PAGE) και ακολούθησε η μέθοδος της ηλεκτροφόρησης, όπου οι πρωτεΐνες 

διαχωρίστηκαν σύμφωνα με το μοριακό τους βάρος, λόγω του SDS, με το να μετακινούνται 

από τον θετικό στον αρνητικό πόλο (υπό σταθερό ηλεκτρικό πεδίο). Αυτό συμβαίνει διότι 

το SDS ως ανιονικό απορρυπαντικό, είναι ικανό να φορτίζει αρνητικά τις πρωτεΐνες, και για 

αυτόν τον λόγο τα αποτελέσματα του διαχωρισμού των πρωτεϊνών δεν είναι με βάση το 

ισοηλεκτρικό τους σημείο αλλά καθαρά το βάρος τους. 
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Κατά την Western το τελικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης που χρησιμοποιείται έχει δύο 

ξεχωριστά πηκτώματα, το πήκτωμα επιστοίβαξης στην βάση αυτού (stacking gel) και το 

πήκτωμα διαχωρισμού (running ή separating gel). Ειδικότερα το πήκτωμα επιστοίβαξης 

βρίσκεται σε μικρότερη ποσότητα και  μικρότερη πυκνότητα αφού και περιέχει την 

χαμηλότερη συγκέντρωση ακρυλαμίδης και το χαμηλότερο pH στα 6,8. Με τα 

χαρακτηριστικά αυτά, όλα τα δείγματα «τρέχουν» κάθετα στο πήκτωμα επιστοίβαξης μαζί, 

μέχρι το πήκτωμα διαχωρισμού. Κατά το δεύτερο πήκτωμα που «συναντούν» τα δείγματα, 

η συγκέντρωση της ακρυλαμίδη είναι μεγαλύτερη όπως και το pH στα 8,8, στοιχεία που 

βοηθούν στον διαχωρισμό των πρωτεϊνών σύμφωνα με το μοριακό τους βάρος. 

Η ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων έγινε αρχικά στα 130 Volt, μέχρι οι πρωτεΐνες να 

«περάσουν» το πήκτωμα επιστοίβαξης για περίπου 20 λεπτά ενώ έπειτα αυξήθηκε η τάση 

στα 150 Volt για περίπου 60 λεπτά. Με το πέρας της ηλεκτροφόρησης, το πήκτωμα 

τοποθετήθηκε σε ειδική συσκευή ηλεκτρομεταφοράς. Για αυτό, απαιτούταν μια κασετίνα 

όπου τοποθετήθηκαν σε σειρά από την μάυρη πλευρά προς την λευκή: ένα σφουγγάρι, ένα 

απορροφητικό χαρτί Whatmann, μια μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, το πήκτωμα 

πολυακρυλαμιδίου μετά την ηλεκτροφόρηση και μετά πάλι ένα απορροφητικό χαρτί ιδίου 

τύπου και ένα αντίστοιχο σφουγγάρι. Για να διατηρηθούν η μεμβράνη και το πήκτωμα, είχαν 

επωαστεί σε διάλυμα μεταφοράς (transfer buffer). Αφού σφραγιστεί η κασετίνα στεγανά 

στην μεμβράνη ή στο πήκτωμα, τοποθετείται σε συσκευή ηλεκτρομεταφοράς με το ειδικό 

διάλυμα μεταφοράς. Η διαδικασία της ηλεκτρομεταφοράς πραγματοποιείται στο δωμάτιο 

ψύξης για να διατηρηθούν οι πρωτεΐνες, το τροφοδοτικό έντασης ρυθμίζεται στα 390 mA 

για τουλάχιστον 90 λεπτά. Με το πέρας της διαδικασίας, γίνεται ξέπλυμα και χρώση της 

μεμβράνης με την χρώση Ponceau. Η χρώση Ponceau χρησιμοποιείται για έλεγχο της 

επιτυχούς μεταφοράς των πρωτεϊνών από το πήκτωμα στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης. 

Τέλος, η μεμβράνη της νιτροκυτταρίνης ξεπλένεται και επωάζεται σε θερμοκρασία 

δωματίου σε 1 ώρα σε παρασκευασμένο διάλυμα TBS-T με 5% w/v άπαχο γάλα, με στόχο 

να καλυφθούν οι μη ειδικές θέσεις. 

 

2.8.3 Επώαση της μεμβράνης νιτροκυτταρίνης με το πρωτογενές αντίσωμα 

 

Αφού έχουν πλέον καλυφθεί οι μη ειδικές θέσεις, η μεμβράνη τοποθετήθηκε σε ειδικό 

αντίσωμα ενδιαφέροντος. Έπειτα, το δοχείο με την μεμβράνη επωάστηκε για τουλάχιστον 

16 ώρες στους 4 οC στο δωμάτιο ψύξης. Όλα τα αντισώματα διαλύθηκαν σε διάλυμα TBS-

T περιεκτικότητας 3% άπαχο γάλα. 



 54 

 

2.8.4 Επώαση της μεμβράνης με το δευτερογενές αντίσωμα και εμφάνιση 

 

Αφού απορριφθεί το πρωτογενές αντίσωμα, ακολούθησαν 3 εκπλύσεις από 5 λεπτά η 

καθεμία με διάλυμα TBS-T, πάνω σε ειδικό αναδευτήρα (μπαλαρίνα). Έπειτα, ακολούθησε 

η επώαση της μεμβράνης σε δευτερογενές αντίσωμα για 1 ώρα τουλάχιστον και σε 

θερμοκρασία δωματίου στον αναδευτήρα. Όλα τα δευτερογενή αντισώματα έχουν διαλυθεί 

σε διάλυμα TBS-T περιεκτικότητας 3% άπαχο γάλα. Με το τέλος της επώασης και του 

δεύτερου αντισώματος, πραγματοποιήθηκαν παρόμοιες πλύσεις των 5 λεπτών με το 

διάλυμα TBS-T. Στην συνέχεια, για την εμφάνιση, αναμίχτηκαν ίσοι όγκοι αντιδραστηρίων 

του εμπορικού αντιδραστηρίου ECL και επικάλυψαν την μεμβράνη. Το ECL (Enhanced 

Chemiluminescence) είναι ένα μίγμα λουμινόλης και H2O2, το οποίο μίγμα αντιδρά με την 

υπεροξειδάση του δεύτερου αντισώματος. Συγκεκριμένα, το H2O2 διασπάται από την 

υπεροξειδάση, με αποτέλεσμα να παράγονται ρίζες οξυγόνου, οι οποίες αντιδρούν με την 

λουμινόλη, προκαλώντας απελευθέρωση φωτονίων. Τοποθετείται η μεμβράνη στο 

μηχάνημα Vilber το οποίο και δίνει την δυνατότητα εμφάνισης με κατάλληλη έκθεση 

φωτός, έπειτα επιλέγεται ο χρόνος έκθεσης και γίνεται λήψη της εικόνας. Οι εικόνες που 

προκύπτουν από την παραπάνω εμφάνιση αναλύονται με χρήση του προγράμματος ImageJ 

και ποσοτικοποιείται η ένταση σήματος κάθε πρωτεΐνης για κάθε δείγμα ξεχωριστά.  

 

2.9 TECAN SPARK® MULTIMODE MICROPLATE READER 
 

Το μηχάνημα έχει την δυνατότητα μέτρησης φθορισμού και στην παρούσα εργασία 

χρησιμοποιήθηκε για την μέτρηση της βιωσιμότητας των κυττάρων SK-N-SH έπειτα από 

την υπερέκφραση των πρωτεϊνών και εφαρμογή του εμπορικού κιτ CCK-8. 

 

2.10 Λoγισμικά πρoγράμματα 

 

Στη παρούσα διπλωματική εργασία χρησιμoπoιήθηκαν τα λoγισμικά πρoγράμματα: 

 

• Microsoft Office Word 2010, για τη συγγραφή της διατριβής, 

• EndNote X5, για την εισαγωγή των βιβλιoγραφικών αναφoρών, 

• Adobe Photoshop CC, για την επεξεργασία των εικόνων, 
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• Microsoft Office Excel 2010 για την μαθηματική επεξεργασία των απoτελεσμάτων, 

• ImageJ για την ανάλυση των ζωνών από τo ανασoστύπωμα κατά Western και τoυ 

φθoρισμoύ από τη μικρoσκoπία φθoρισμoύ και τη συνεστιακή μικρoσκoπία. 

• GraphPad Prism 8 (Windows Version 8.01). 

 

 2.11 Στατιστική επεξεργασία 
 

Όλες οι τιμές των αποτελεσμάτων αποτελούν το μέσο όρο τουλάχιστον τριών ή και 

παραπάνω ανεξάρτητων μετρήσεων ± τυπική απόκλιση (SD). Επιπλέον, για την στατιστική 

επεξεργασία το λογισμικό που χρησιμοποιήθηκε ήταν το GraphPad Prism 8. 

Με την εφαρμογή του Student’s t-test υπολογίστηκαν οι στατιστικά σημαντικές διαφορές, 

ανάμεσα στο κάθε δείγμα και τον μάρτυρα του αντίστοιχου δείγματος (σύγκριση 2 ομάδων 

αποτελεσμάτων). Στην περίπτωση σύγκρισης περισσότερων μεταβλητών, χρησιμοποιήθηκε 

η μέθοδος ελέγχου διακύμανσης κατά ένα παράγοντα (one-way ANOVA), ακολουθούμενη 

από Tukey’s test ανάλυση. Σε όλες τις περιπτώσεις, ως στατιστικά σημαντικές κρίθηκαν οι 

τιμές όπου ίσχυε: p<0.05. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
 
 

1. Η υπερέκφραση των DYRK1A, FUS, TDP43, και TDP43-ΔNLS δεν 
επηρεάζει την βιωσιμότητα των SK-N-SH κύτταρα. 

 
Για να διαπιστώσουμε εάν τα πλασμίδια που χρησιμοποιούνται κατά την μέθοδο της 

διαμόλυνσης, επηρεάζουν την βιωσιμότητα των κυττάρων, πραγματοποιήθηκε το cell 

vialability assay test, ώστε να γίνει η ποσοτικοποίηση του αριθμού των ζωντανών κυττάρων, 

με την μέθοδο CCK-8 και η μέτρηση των νεκρών κυττάρων προς το θρεπτικό υλικό με τη 

μέθοδο LDH. Η διαμόλυνση των SK-N-SH κυττάρων έγινε με πλασμίδια pENTR. Έπειτα, 

για κάθε τεχνική, ακολουθήθηκαν οι διαδικασίες που αναφέρθηκαν παραπάνω και μετά 

μετρήθηκε η ζωτικότητα των κυττάρων. 

 

Για την μέτρηση της ζωτικότητας, μετράτε η απορρόφηση στα 450 nm για την μέθοδο CCK-

8 και 492nm για την LDH, με την χρήση συσκευής ανάγνωσης μικροπλακών της εταιρείας 

Tecan. Τα αποτελέσματα έδειξαν ελάχιστη τοξικότητα των πλασμιδίων στα κύτταρα, ενώ 

με την μέθοδο LDH, φάνηκε να έχει τοξικότητα το πλασμίδιο βgal, όπου και αφαιρέθηκε 

ως control από τα επόμενα πειράματα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 12: Ποσοτικοποίηση του αριθμού των ζωντανών κυττάρων με την δοκιμασία καταμέτρησης της 

βιωσιμότητας τους συγκριτικά με το untreated. Αριθμός επαναλήψεων n=3 
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2. Συσχέτιση ανάμεσα στο μονοπάτι του ERK και στον ρόλο των DYRK1A, 

FUS, TDP-43 και TDP-43 ΔNLS. 
 

Προκειμένου να μελετηθεί το μονοπάτι του ERK όταν πραγματοποιείται υπερέκφραση των 

DYRK1A, FUS, TDP-43, TDP-43 ΔNLS, έγινε ανοσοστύπωμα κατά Western, 

χρησιμοποιώντας αντίσωμα έναντι του ERK1/2 και της φωσφορυλιωμένης μορφής του. Ως 

πρωτεΐνη αναφοράς χρησιμοποιήθηκε η Vinculin (VCL). 

 

Αρχικά το αποτέλεσμα της ανάλυσης έδειξε ότι οι πρωτεΐνες δεν επηρεάζουν στατιστικώς 

σημαντικά το μονοπάτι ERK εκτός από την πρωτεΐνη TDP-43 ΔNLS που παρατηρείται 

στατιστικώς σημαντική αύξηση. Συγκεκριμένα, με υπερέκφραση της DYRK1A, TDP-43 

και TDP-43 ΔNLS, παρουσιάζεται μικρή αύξηση της φωσφορυλίωσης του ERK1/2, 

συγκριτικά με τις συνθήκες αναφοράς με υπερέκφραση της αλληλουχίας GD (πλασμίδιο 

χωρίς ένθεμα) και IRES-GFP και άρα αύξηση της αναλογίας φωσφορυλιωμένης/μη-

φωσφορυλιωμένης μορφής. Ενώ καμία επίδραση δεν παρατηρείται με υπερέκφραση της 

FUS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Συσχέτιση ανάμεσα στο μονοπάτι mTOR και στον ρόλο των DYRK1A, 

FUS, TDP-43 και TDP-43 ΔNLS. 
 

pERK 

Vinculin 

ERK 

Εικόνα 13: Ανοσοστύπωμα κατά Western των SK-N-SH κυττάρων στα οποία έχει πραγματοποιηθεί υπερέκφραση 
των DYRK1A, FUS, TDP-43, TDP-43 ΔNLS. Απεικόνιση των επιπέδων έκφρασης του ERK1/2, της 
φωσφορυλιωμένης μορφής και της πρωτεΐνης αναφοράς Vinculin. Αριθμός επαναλήψεων N=3 
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Προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση των DYRK1A, FUS, TDP-43 και TDP-43 ΔNLS στο 

μονοπάτι του mTOR έγινε υπερέκφραση αυτών, σε κύτταρα SK-N-SH. Τα πειράματα 

υπερέκφρασης στην κυτταρική σειρά SK-N-SH έγιναν με την χρήση πλασμιδίων. Δηλαδή, 

στα κύτταρα εισάχθηκαν τα αντίστοιχα πλασμίδια για κάθε πρωτεΐνη και για τα controls. 

Μετά το πέρας των πειραματικών συνθηκών, έγινε συλλογή των κυττάρων για μελέτη των 

πρωτεϊνικών επιπέδων, χρησιμοποιώντας αντισώματα έναντι PP2A, AKT (Ser473), EIF2A, 

ULK757 και τις φωσφορυλιωμένες μορφές τους. Η πρωτεΐνη αναφοράς που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν η Vinculin. Για τις πρωτεΐνες που έχουν και φωσφορυλιωμένες 

μορφές, τα αποτελέσματα της ανάλυσης προκύπτουν από την αναλογία 

φωσφορυλιωμένης/μη-φωσφορυλιωμένης μορφής. 

Αρχικά το αποτέλεσμα της ανάλυσης έδειξε ότι μέσω συγκεκριμένων πρωτεϊνών, μπορεί να 

επηρεαστεί το μονοπάτι του mTOR. 

Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε με υπερέκφραση των πρωτεϊνών που μελετήθηκαν, μείωση 

της αναλογίας φωσφορυλιωμένη (pEIF2A) προς την ολικής EIF2A και συγκεκριμένα 

στατιστικά σημαντική μείωση με υπερέκφραση FUS και TDP-43 ΔNLS, μη στατιστικά 

σημαντική μείωση στην TDP-43 και καμία αλλαγή στην DYRK1A. 

Με υπερέκφραση της DYRK1A δεν παρατηρείται αλλαγή στην PP2A ενώ με την 

υπερέκφραση των FUS, TDP-43, TDP-43 ΔNLS παρατηρείται μικρή, αλλά όχι στατιστική, 

αύξηση της PP2A. 
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Με υπερέκφραση όλων των RBPs και της πρωτεΐνης DYRK1A, δεν παρατηρήθηκε κάποια 

στατιστικά σημαντική μεταβολή στην φωσφορυλίωση της AKT (Ser473). Το ίδιο ισχύει και 

για την ULK, με πιθανόν μια μικρή τάση για αύξηση της DYRK1A και TDP-43 ΔNLS. 

 

 

 

4. Ο ρόλος των DYRK1A, FUS, TDP-43 και TDP43-ΔNLS στην 

πρωτεϊνοσύνθεση 
 

Για να αξιολογηθεί ο ρόλος DYRK1A, FUS, TDP-43 και TDP43-ΔNLS στην 

πρωτεϊνοσύνθεση, πραγματοποιήθηκαν πειράματα υπερέκφρασης στην κυτταρική σειρά 

SK-NS-SH που διήρκησαν 48 ώρες. Την ημέρα συλλογής κυττάρων, πριν από αυτή, 

Εικόνα 14: Ανοσοστύπωμα κατά Western των SK-N-SH κυττάρων στα οποία έχει πραγματοποιηθεί 

υπερέκφραση των DYRK1A, FUS, TDP-43, TDP-43 ΔNLS. Απεικόνιση των επιπέδων έκφρασης του AKT, ULK, 

EIF2A, PP2A και των φωσφορυλιωμένων μορφών και της πρωτεΐνης αναφοράς Vinculin. Αριθμός επαναλήψεων 

N=3. 
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προστέθηκε πουρομυκίνη συγκέντρωσης 1,5 μM και έγινε επώαση για 2 ώρες, πριν την 

συλλογή των κυττάρων. Έπειτα, με ανοσοστύπωμα κατά Western, βρέθηκε ο βαθμός της 

πρωτεϊνοσύνθεσης για κάθε συνθήκη. Πρωτεΐνη αναφοράς ήταν το GAPDH. 

 

Τα αποτελέσματα από την ανάλυση έδειξαν ότι όλες οι πρωτεΐνες μειώνουν την 

πρωτεϊνοσύνθεση. Μεγαλύτερη μείωση έδειξαν η Dyrk, FUS, TDP43 ενώ και το TDP-43 

ΔNLS παρουσίασε μια μικρότερη -συγκριτικά- μείωση αλλά και αυτή στατιστικά 

σημαντική. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Διερεύνηση του ρόλου των DYRK1A, FUS, TDP-43, TDP-43 ΔNLS στην 

αυτοφαγία. 
 

Προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση των DYRK1A, FUS, TDP-43 και TDP-43 ΔNLS 

στην αυτοφαγία και συγκεκριμένα στην μακροαυτοφαγία και στην chaperone-mediated 

αυτοφαγία . Το αποτέλεσμα της ανάλυσης έδειξε πως ειδικότερα η DYRK1A και λιγότεροι 

η FUS, TDP-43 και TDP-43 ΔNLS μπορούν πιθανόν να επηρεάσουν το μονοπάτι της 

αυτοφαγίας. Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε με υπερέκφραση της DYRK1A μη σημαντική 

αύξηση της p62 συγκριτικά με τα controls ενώ δεν παρατηρήθηκε κάτι αντίστοιχα με την 

υπερέκφραση των RBPs. 

Εικόνα 15: Ανοσοστύπωμα κατά Western των SK-N-SH κυττάρων στα οποία έχει πραγματοποιηθεί 

υπερέκφραση των Dyrk, FUS, TDP-43, TDP-43 ΔNLS. Η ανάλυση των επιπέδων πρωτεϊνοσύνθεσης 

έγινε μετά την αναστολή με πουρομυκίνη. 
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Επιπλέον, παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση της LAMP2A όταν υπήρχε υπερ-

έκφραση της DYRK1A αλλά και του TDP-43 ΔNLS συγκριτικά με τα controls. Ενώ με 

υπερέκφραση της FUS και TDP-43 δεν βγήκαν ξεκάθαρα αποτελέσματα συγκριτικά με το 

empty και GFP. 

 

 

 

 

 

 

6. Το οξειδωτικό στρες επηρεάζει τα επίπεδα της πρωτεΐνης DYRK1A ενώ 

δεν φαίνεται να επηρεάζει την έκφραση των FUS και TDP-43 στα SK-N-

SH κύτταρα. 
 

Το οξειδωτικό στρες είναι μια κατάσταση όπου υπάρχει ανισορροπία των αντιοξειδωτικών 

και άλλων ελεύθερων ριζών στα κύτταρα προκαλώντας το θάνατο τους. Έχει σημαντικό 

ρόλο σε πολλές νευροεκφυλιστικές ασθένειες, όπως η νόσος Αλτσχάιμερ, η νόσος του 

Πάρκινσον, νόσος Χάντιγκτον και η αμυοτροφική πλάγια σκλήρυνση. 

 

Για να βρεθεί η επίδραση του οξειδωτικού στρες στις πρωτεΐνες DYRK1A, FUS και TDP-

43, SK-N-SH κύτταρα επωάστηκαν με χημικά που επάγουν το οξειδωτικό στρες όπως το 6-

Εικόνα 16: Ανοσοστύπωμα κατά Western των SK-N-SH κυττάρων όπου έχει πραγματοποιηθεί υπερέκφραση των 
DYRK1A, FUS, TDP43, TDP43 ΔNLS: Απεικόνιση των επιπέδων έκφρασης των πρωτεϊνών p62, LAMP2A και της 
πρωτεΐνης Vinculin. N=3.  
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OHDA, Rotenone, Dopamine, CCCP, FCCP, NaAsO2, H2O2, MPP+. Ως κοντρόλ 

χρησιμοποιήθηκαν το H2O και το DMSO, καθώς και μια συνθήκη στην οποία δεν 

προστέθηκε κάποιο υλικό (untreated, UN). 

 

Με ανοσοστύπωμα κατά Western, βρέθηκε ότι με τη χρήση των χημικών αυτών, αυξάνεται 

η ποσότητα της DYRK1A, χωρίς στατιστική σημαντικότητα, ενώ δεν φαίνεται να 

επηρεάζονται ιδιαίτερα οι FUS ή TDP-43. 

 

 

 

   

 
 
 
 
 

Εικόνα 17: Ανοσοστύπωμα κατά Western για DYRK1A, FUS, και TDP σε SK-N-SH κύτταρα όπου έχουν 
προστεθεί παράγοντες (6-OADA, Rotenone, Dopamine, CCCP, FCCP, NaAsO2, H2O2, MPP) που προωθούν 
το οξειδωτικό στρες. Αριθμός επαναλήψεων N=4. 
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7. Η υπερέκφραση της DYRK1A και FUS αυξάνουν την συσσωμάτωση της 

α-συνουκλεΐνης. 
 

Προκειμένου να μελετηθεί η επιρροή των πρωτεϊνών στην συσσωμάτωση της α-

συνουκλεΐνη έγινε υπερέκφραση αυτών σε νέα SK-N-SH κύτταρα με αδενοϊούς. Μετά το 

πέρας 24 ωρών μετά το plating, προστέθηκε 12ul ιός α-συνουκλεΐνης και 12ul ιός από 

DYRK1A, FUS, TDP-43 και TDP-43 ΔNLS ξεχωριστά σε κάθε πηγάδι. Το ίδιο έγινε και 

για τα controls (GD, IRES), ενώ προστέθηκαν και άλλες 2 συνθήκες με ιούς SNCA και GD 

όπου μελλοντικά προστέθηκαν χημικά. Μετά από 24 ώρες έγινε αλλαγή του θρεπτικού των 

πηγαδιών (εκ νέου προσθήκη 380μL EMEM) για να προωθηθεί ο πολλαπλασιασμός των 

κυττάρων και να καθυστερήσει η απόπτωσή τους και επιπλέον σε 2 συνθήκες προστέθηκαν 

τα χημικά BafΑ 70nM (από πυκνό 0,1mM) και epoxomicin 0,3μΜ (από πυκνό 1mM) για 

να μπορεί να γίνει περαιτέρω σύγκριση της συσσωμάτωσης μετά από διακοπή της 

αυτοφαγίας ή του πρωτεασώματος, αντίστοιχα. Έπειτα από 24 ώρες, γίνεται η παρατήρηση 

και συλλογή των κυττάρων. 

Με ανοσοστύπωμα κατά Western βρέθηκε ότι υπάρχει αύξηση της συσσωμάτωσης της α-

συνουκλεΐνης όταν υπερεκφράζεται η DYRK1A, FUS και λιγότερο της TDP-43 ΔNLS ενώ 

μικρή μείωση παρατηρείται όταν υπερεκφράζεται η TDP-43. Η ανάλυση της 

συσσωμάτωσης έγινε με βάση της Ponceau, δηλαδή την συνολική ποσότητα των πρωτεϊνών 

για κάθε συνθήκη για πιο αξιόπιστα αποτελέσματα.  
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8. Τα επίπεδα της φωσφορυλιωμένης α-συνουκλεΐνης στις σερίνες 87 και 
129 δεν αλλάζουν μετά από υπερ-έκφραση των DYRK1A, FUS, TDP-43, 
και TDP-43 ΔNLS. 

 
Επιπλέον της συσσωμάτωσης της α-συνουκλεΐνης, μελετήθηκε και η σερίνη 87 και η σερίνη 

129 σύμφωνα με την βιβλιογραφία. Έτσι μελετήθηκε αν οι DYRK1A, FUS, TDP-43 και 

TDP-43 ΔNLS επηρεάζουν την φωσφορυλίωση της α-συνουκλεϊνης στις θέσεις 87 και 129. 

Έγινε διαμόλυνση με ιό, σε παλιά SK-N-SH, της SNCA και αντίστοιχα των DYRK1A, FUS, 

TDP-43 και TDP-43 ΔNLS, συλλογή των πρωτεϊνών και ανοσοστύπωμα κατά Western. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν -μη-στατιστική- αύξηση της σερίνης 87 και 129 με υπερέκφραση των 

RBPs και της κινάσης DYRK1A συγκριτικά με τα controls. Με υπερ-έκφραση της κινάσης 

DYRK1A παρατηρείται αύξηση σερίνης 87 και όχι τόσο της σερίνης 129. Επιπλέον 

αυξημένα είναι τα επίπεδα της σερίνης 129 με υπερέκφραση της FUS.  

  

Εικόνα 18: Ανοσοστύπωμα κατά Western των SK-N-SH κυττάρων όπου έχει γίνει συν-υπερέκφραση των 

DYRK1A, FUS, TDP-43, TDP-43 ΔNLS και της α-συνουκλεΐνης με την χρήση αδενοϊών. Αριθμός 

επαναλήψεων N=4. 
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9. Μειωμένα επίπεδα mRNA της α-συνουκλεΐνης σε κύτταρα όπου έχουν 
υπερ-εκφραστεί η DYRK1A, FUS, TSP-43, και TDP43 ΔNLS. 

 
Έπειτα, μελετήθηκε η μονομερής μορφή της. Έτσι, μελετήθηκε αν οι DYRK1A, FUS, TDP-

43, TDP-43 ΔNLS επιδρούν σε μετά-μεταγραφικό επίπεδο, δηλαδή αν υπάρχει αλλαγή των 

επιπέδων των mRNA της α-συνουκλεΐνης όταν υπερεκφράζονται οι αντίστοιχες πρωτεΐνες. 

Έτσι, έγινε συλλογή του ολικού RNA των κυττάρων, μετατροπή σε cDNA και έπειτα real 

time PCR με ειδικούς εκκινητές για να ενισχυθούν επιλεκτικά τα γονίδια στόχοι mRNA. 

Μέσω της ανάλυσης της qPCR και με την χρήση των γονιδίων αναφοράς U6 και GAPDH 

για την κανονικοποίηση των δειγμάτων, παρατηρήθηκε να είναι στατιστικά μειωμένη στο 

TDP-43 ΔNLS, συγκριτικά με τα controls. 

Εικόνα 19: Ανοσοστύπωμα κατά Western των SK-N-SH κυττάρων όπου έχει γίνει συν-υπερέκφραση 

των DYRK1A, FUS, TDP-43, και TDP-43 ΔNLS με την SNCA για την απεικόνιση των επιπέδων 

έκφρασης της φωσφορυλιωμένης SNCA στις θέσεις Ser 129 και Ser87. Αριθμός επαναλήψεων N=3. 
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10. Αυξημένα επίπεδα μονομερούς α-συνουκλεΐνης σε κύτταρα SK-N-SH 

όπου έχει υπερ-εκφραστεί η DYRK1A. Μικρότερη αύξηση παρατηρείται 

με τις FUS και TDP-43. 
 
Εκτός από τα επίπεδα mRNA, μελετήθηκε και η ποσότητα της μονομερούς α-συνουκλεΐνης 

στο κύτταρο όταν υπερεκφράζονται οι υπό μελέτη πρωτεΐνες. Έτσι, έγινε διαμόλυνση των 

SK-N-SH κυττάρων με τα κατάλληλα πλασμίδια για την DYRK1A, FUS, TDP-43, TDP-43 

ΔNLS και για τα controls GD, IRES, BGAL. Με ανοσοστύπωμα κατά Western βρέθηκε 

στατιστικά σημαντική αύξηση της ποσότητας της μονομερούς α-συνουκλεΐνης όταν υπάρχει 

υπερέκφραση της DYRK1A, ενώ μικρότερη αύξηση παρατηρείται για τις FUS, TDP-43 και 

καμία αύξηση για την TDP-43 ΔNLS. Τέλος έγινε και επαλήθευση της διαμόλυνσης και 

υπερέκφρασης των RBPs, επίσης με ανοσοστύπωμα κατά Western χρησιμοποιώντας 

αντισώματα έναντι Dyrk, FUS και TDP-43, όπου και παρατηρείται υπερέκφραση.  

 

Εικόνα 20: Γραφική παράσταση της έκφρασης των συνολικών mRNA μεταγράφων για το 

γονίδιο της α-συνουκλεΐνης ως προς τα επίπεδα των σταθερά εκφραζόμενων γονιδίων 

U6+GAPDH για κάθε συνθήκη υπερέκφρασης DYRK1A, FUS, TDP-43, και TDP-43 ΔNLS. 

Ν=3 
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Εικόνα 21: Ανοσοστύπωμα κατά Western των SK-N-SH κυττάρων όπου έχει γίνει υπερέκφραση των RBPs με 

την χρήση πλασμιδίων. Απεικόνιση των επιπέδων έκφρασης της μονομερούς α-συνουκλεΐνης και των controls 

GAPDH και Vinculin. Το control που χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση ήταν το GAPDH. Επιπλέον έγινε 

επαλήθευση της διαμόλυνσης και υπερέκφρασης των RBPs και της DYRK1A με την χρήση των αντίστοιχων 

αντισωμάτων. Αριθμός επαναλήψεων N=3. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Οι νευροεκφυλιστικές ασθένειες όπως η νόσος του Πάρκινσον (ν.Π) σχετίζονται άμεσα με 

τα επίπεδα της πρωτεΐνης α-συνουκλεΐνη, η οποία είναι υπεύθυνη για πολλές 

νευροεκφυλιστικές νόσους γνωστές ως α-συνουκλεϊνοπάθειες. Μάλιστα, τα επίπεδά της στο 

κύτταρο, φαίνονται να σχετίζονται με την παθολογία και την προδιάθεση για την ν.Π 

(Chiba-Falek, Touchman, and Nussbaum 2003; Sotiriou et al. 2009) ενώ η συσσωρευμένη 

α-συνουκλεΐνη, σχηματίζει τα σωμάτια Lewy, που έχουν σημαντικό ρόλο στον εκφυλισμό 

των κυττάρων (Vekrellis and Stefanis 2012). Επιπλέον, θεωρείται ότι η παθολογία της 

νόσου μεταδίδεται από τα πάσχοντα στα υγιή κύτταρα, μέσω της διακυτταρικής μεταφοράς 

των τοξικών μορφών της α-συνουκλεΐνης (Angot et al. 2012). Μάλιστα, η έκκριση της α-

συνουκλεΐνης από τα κύτταρα, είναι ανάλογη με την έκφρασή της σε αυτά (S.-J. Lee 2008). 

Για αυτό τον λόγο, πολλές έρευνες έχουν επικεντρωθεί στην διερεύνηση των 

ενδοκυτταρικών μηχανισμών αποικοδόμησης της περίσσειας α-συνουκλεΐνης ενώ ο 

αριθμός των ερευνών που στοχεύουν στην ρύθμιση της έκφρασης των ενδοκυτταρικών 

επιπέδων της είναι περιορισμένος. 

 

Στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς είναι γνωστό πως η ρύθμιση των πρωτεϊνών είναι 

δυνατόν να πραγματοποιηθεί σε πολλά στάδια. Κάποια από αυτά αφορούν τους 

μηχανισμούς ωρίμανσης και πολυαδενυλίωσης του πρόδρομου mRNA, εξαγωγής αυτού 

από τον πυρήνα προς το κυτταρόπλασμα, ρύθμιση της σταθερότητας ή της αποικοδόμησής 

του και τέλος έναρξης της μετάφρασης. Αυτές οι διεργασίες πραγματοποιούνται συνήθως 

από ειδικές πρωτεΐνες με ικανότητα πρόσδεσης σε δομές ή αλληλουχίες RNA (RBPs) αλλά 

και από miRs (Dreyfuss, Kim, and Kataoka 2002). Οι RBPs συμμετέχουν σε πολλές 

διαδικασίες της βιολογίας του RNA ενώ η λανθασμένη λειτουργία αυτών των πολύπλοκων 

σταδίων μπορεί να προκαλέσεις ασθένειες (Doxakis 2014). 

 

Ο καταβολισμός των πρωτεϊνών στο κύτταρο πραγματοποιείται μέσω διάφορων 

μηχανισμών αποικοδόμησης όπως το μονοπάτι της αυτοφαγίας ενώ σημαντικό ρόλο στα 

επίπεδα τους έχει και το οξειδωτικό στρες. Όταν παρατηρείται νευροεκφυλισμός, ειδικά σε 

περιπτώσεις συνουκλεϊνοπαθειών, φαίνεται να επηρεάζονται αυτοί οι κυτταρικοί 

μηχανισμοί αποικοδόμησης. Συγκεκριμένα, όταν υπάρχει βλάβη της αυτοφαγίας, επάγεται 

η συσσωμάτωση και ο σχηματισμός εγκλείστων των πρωτεϊνών που φυσιολογικά 

καταστρέφονται. Έρευνα από τους Chu et. al. 2009, έδειξε σε εγκεφάλους ασθενών με ν.Π, 
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χαρακτηριστική μείωση σε λυσοσωμικούς δείκτες και ειδικότερα σε νευρώνες της μέλαινας 

ουσίας που περιέχουν α-συνουκλεΐνη. Βέβαια, ακόμα γίνονται έρευνες για την κατανόηση 

των μηχανισμών αποικοδόμησης στις συνουκλεϊνοπάθειες καθώς ο βασικός μηχανισμός 

αποικοδόμησης της α-συνουκλεΐνης δεν έχει ακόμα καθοριστεί. 

 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία μελετήθηκαν πως η κινάση DYRK1A και οι FUS, 

TDP-43 και TDP-43 ΔNLS, επηρεάζουν τα μονοπάτια που εμπλέκονται στην 

συσσωμάτωση της α-συνουκλεΐνης. Τα μονοπάτια που μελετήθηκαν είναι το μονοπάτι του 

ERK, του mTOR, και της αυτοφαγίας. Επιπλέον μελετήθηκε πως χημικά που επάγουν το 

οξειδωτικό στρες επηρεάζουν την ποσότητα των DYRK1A, FUS, TDP-43 στο κύτταρο. 

Τέλος, μελετήθηκε η φωσφορυλίωση της α-συνουκλεΐνης στις σερίνες 87 και 129, η 

συσσωμάτωση αυτής και έπειτα αν επηρεάζονται τα επίπεδα της α-συνουκλεϊνης σε 

πρωτεϊνικό επίπεδο αλλά και σε επίπεδο RNA με υπερ-έκφραση των RBPs και της κινάσης 

DYRK1A. 

 

Όσον αφορά το μονοπάτι του ERK, παρατηρείται στατιστικά σημαντική αύξηση στην 

φωσφορυλίωση του ERK1/2, όταν υπερεκφράζεται η TDP-43 ΔNLS ενώ μια μη στατιστικά 

σημαντική αύξηση με υπερ-έκφραση των πρωτεϊνών DYRK1A, FUS, TDP-43. Το μονοπάτι 

ERK μαζί με την AKT, ενεργοποιούν το mTORC1 που εμπλέκεται στη πρωτεϊνοσύνθεση 

και μείωση της μακροαυτοφαγία.  

 

Γενικότερα, παρατηρείται σχετική μείωση των φωσφορυλιωμένων μορφών των πρωτεϊνών 

ανοδικά και καθοδικά του συμπλόκου mTOR, εκτός από την πρωτεΐνη ULK757 στην οποία 

παρατηρείται μια μικρή αύξηση και την PP2A όπου φαίνεται μια τάση για αύξηση. Η 

φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης AKT που αναστέλλεται από την κινάση DYRK1A (Yong, 

Wu et. al. 2023), δεν επαληθεύτηκε από τα αποτελέσματα αυτής της διπλωματικής. 

Επιπλέον, έρευνες δείχνουν αύξηση του pAKT με την αλληλεπίδραση της FUS και του RNA 

LINC00470 οδηγώντας στο GBM (Glioblastoma) (Liu, Changhong et al. 2018). Οι RBPs 

FUS, TDP-43 και TDP-43 ΔNLS προκαλούν μια τάση για αύξηση στον λόγο pAKT/AKT, 

χωρίς όμως να υπάρχει στατιστική σημαντικότητα. Αναφορικά με την ULK757, σε ένα 

περιβάλλον πλούσιο σε συστατικά, το mTOR φωσφορυλιώνει την σερίνη 757, η οποία 

μειώνει την δραστικότητα της ULK1 (Choi, Insup et al. 2022). Στην συγκεκριμένη εργασία, 

βρέθηκε μια μη στατιστικώς σημαντική τάση για αύξηση της ULK757 με υπερ-έκφραση 
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της DYRK1A και TDP-43 ΔNLS ενώ καμία αλλαγή αυτής με υπερ-έκφραση των FUS και 

TDP-43.  

Με υπερέκφραση της DYRK1A, FUS, TDP-43 και TDP-43 ΔNLS παρατηρείται μείωση 

του λόγου της φωσφορυλιωμένης pEIF2A προς την ολική EIF2A, το οποίο υποστηρίζεται 

και από έρευνες που έγιναν σε ασθενείς με LBD (Lewy Body Dementia), όπου 

παρατηρήθηκε μείωση του λόγου pEIF2A/EIF2A (Hrabos, Dominik et al. 2024). Η 

πρωτεΐνη αυτή είναι μια RNA ελικάση, μέλος στο σύμπλοκο EIF4F και έχει σημαντικό ρόλο 

στην έναρξη της μετάφρασης. Η φωσφορυλίωση της EIF2A μετατρέπει το EIF2 σε έναν 

αναστολέα του EIF2B, μειώνοντας έτσι την πρωτεϊνοσύνθεση (Ito, Takuhiro et al. 2023). 

Έτσι, μείωση του pEIF2A υποδηλώνει αύξηση των ολικών πρωτεϊνών το οποίο και δεν 

υποστηρίζεται από το πείραμα της πουρομυκίνης που πραγματοποιήθηκε. 

Η PP2A παίζει σημαντικό ρόλο σε πολλές κυτταρικές λειτουργίες, καθώς ελέγχει τον 

κυτταρικό μεταβολισμό, ρυθμίζοντας τα ένζυμα που συμμετέχουν στην γλυκόλυση, στον 

μεταβολισμό των λιπιδίων και στην παραγωγή της κατεχολαμίνης. Επιπλέον, το PP2A 

«κλείνει» το mTORC1, ρυθμίζοντας το AKT με αποφωσφορυλίωση της θρεονίνης 308 

(Wlodarchak, Xing 2016). Άρα, μπορεί να μειώσει την πρωτεϊνοσύνθεση και να επιφέρει 

κυτταρική απόπτωση (Allen-Petersen et al 2019). Στα αποτελέσματα, με υπερέκφραση των 

FUS, TDP-43, και TDP-43 ΔNLS φάνηκε τάση για αύξηση του λόγου pPP2A/PP2A και 

άρα πιθανόν αύξηση της αυτοφαγίας, ενώ με υπερέκφραση της DYRK1A, δεν 

παρατηρήθηκε διαφορά στον λόγο pPP2A/PP2A. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, πιθανόν η 

επίδραση των DYRK1A, FUS, TDP-43 και TDP-43 ΔNLS, στοχεύει όχι τόσο το mTOR 

μονοπάτι άμεσα, όσο τα επίπεδα EIF2A που παράλληλα με το ERK1/2 μπορούν να 

ρυθμίζουν την πρωτεϊνοσύνθεση (Cagnetta, Roberta et al. 2019). 

 

Επιπλέον, μελετήθηκε και η συνολική ποσότητα πρωτεϊνών που παράγονται όταν 

υπερεκφράζονται οι DYRK1A, FUS, TDP-43, TDP-43 ΔNLS όπου παρατηρήθηκε 

στατιστικά σημαντική μείωση της δεσμευμένης πουρομυκίνης, δηλαδή μείωση της 

συνολικής πρωτεϊνοσύνθεσης. Αυτό αποδεικνύει ότι όντως η υπερέκφραση των RBPs και 

της DYRK1A επηρεάζει την συνολική ποσότητα των πρωτεϊνών στο κύτταρο και έτσι 

φαίνεται η αρνητική επίδραση αυτών στην πρωτεϊνοσύνθεση του κυττάρου.  

 

Από την βιβλιογραφία φαίνεται σημαντικός ο ρόλος των RBPs και της κινάσης DYRK1A 

στην αυτοφαγία. Η FUS έχει βρεθεί να ελέγχει την έκφραση γονιδίων (σχηματισμός 

αυτοφαγοσώματος) που εμπλέκονται στα αρχικά στάδια του μονοπατιού της αυτοφαγίας 
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(Arenas et al. 2021), ενώ και η TDP-43 αποτελεί πρωτεΐνη άμεσα συνδεδεμένη με την 

αυτοφαγία (Barmada, Serio, Arjun et al. 2014). Επιπλέον, αναφορικά με την DYRK1A έχει 

βρεθεί ότι αλληλεπιδρά με την PARKIN, ένα βασικό συστατικό της μιτοαυτοφαγίας (Atas-

Ozcan, Helin et al. 2021) και κύριο χαρακτηριστικό του υπολειπόμενου τρόπου 

κληρονόμησης της νΠ. Έτσι, αναφορικά με το μονοπάτι της αυτοφαγίας, μελετήθηκε το 

p62, που λειτουργεί ως υπόστρωμα της μακροαυτοφαγίας, και συσσωρεύεται όταν η 

αυτοφαγία μπλοκάρεται. Για την αυτοφαγία με τη μεσολάβηση συνοδών πρωτεϊνών 

(Chaperone-mediated αυτοφαγία, CMA), μελετήθηκε ο υποδοχέας LAMP2A που βρίσκεται 

πάνω στο λυσόσωμα, όπου μείωση αυτού σημαίνει και μειωμένη CMA. Έτσι λοιπόν, 

παρατηρήθηκε τάση για αύξηση του p62 με την υπερέκφραση όλων των υπό μελέτη 

πρωτεϊνών δηλαδή πιθανόν μείωση της μακροαυτοφαγίας, ενώ η LAMP2A μειώνεται 

σημαντικά με την υπερέκφραση των DYRK1A και TDP-43 ΔNLS και άρα μείωση της 

CMA, ενώ με υπερέκφραση των FUS και TDP-43 δεν φαίνεται κάποια σημαντική αλλαγή. 

 

Επιπλέον, έχει μελετηθεί η συσχέτιση του οξειδωτικού στρες στις νευροεκφυλιστικές νόσου 

και ιδιαίτερα στην νΠ, με τον εκφυλισμό των ντοπαμινεργικών νευρώνων (Dias et al. 2013). 

Η συσχέτιση των γονιδίων που παράγονται από τα PRKN και PINK1 -γονίδια που 

σχετίζονται με την νΠ- συμμετέχουν στο οξειδωτικό στρες με τη δυσλειτουργία των 

μιτοχονδρίων, που μπορεί και σχηματίζει δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS) και να φέρει 

το κύτταρο σε κατάσταση οξειδωτικού στρες (Gasser 2009). Έτσι, μελετήθηκε και η 

επίδραση χημικών που επάγουν το οξειδωτικό στρες, στην έκφραση των πρωτεϊνών 

DYRK1A, FUS και TDP-43. Παρατηρήθηκε αύξηση της πρωτεΐνης DYRK1A με το χημικό 

CCCP, ενώ δεν παρατηρήθηκε κάποια σημαντική αλλαγή στην FUS και TDP-43. 

 

Σημαντικό αποτέλεσμα ήταν η στατιστικώς σημαντική αύξηση της συσσωμάτωσης της α-

συνουκλεΐνης με υπερέκφραση της DYRK1A, αλλά και των FUS και TDP-43 ΔNLS, ενώ 

η TDP-43 δεν παρουσιάζει κάποια διαφορά. Αυτό δείχνει ξεκάθαρα την επιρροή της 

DYRK1A και των υπόλοιπων RBPs στην έκφραση της α-συνουκλεΐνης και την συμβολή 

τους στις α-συνουκλεϊνοπάθειες. Η συσσωμάτωση της α-συνουκλεΐνης είναι ο βασικός 

παράγοντας δημιουργίας των σωμάτιων Lewy, το κύριο χαρακτηριστικό της νΠ αλλά και 

άλλων α-συνουκλεϊνοπαθειών. Το αποτέλεσμα αυτό επιβεβαιώνει και την υπάρχουσα 

βιβλιογραφία, όπου έχει παρατηρηθεί αύξηση της συσσωμάτωσης της α-συνουκλεΐνης με 

υπερ-έκφραση της κινάσης DYRK1A (Kim 2006), ενώ αυξημένη συσσωμάτωση της α-

συνουκλεΐνης έχει βρεθεί και σε νευρώνες και νευρογλοιακά κύτταρα σε ασθενείς με ALS 
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(σε ποσοστό 97%) και FTD (45%), όπου υπερ-εκφράζεται η TDP-43 (Kapeli et al. 2017). 

Επιπλέον και η μεταφορά της FUS από τον πυρήνα προς το κυτταρόπλασμα έχει βρεθεί ότι 

καθιστά την α-συνουκλεΐνη, πιο επιρρεπή σε λανθασμένη αναδίπλωση και συσσωμάτωση 

(Ratti, Buratti 2016).  

 

Με βάση την βιβλιογραφία, η α-συνουκλεΐνη φωσφορυλιώνεται στην θέση 129 από πολλές 

πρωτεΐνες που έχουν συσχετιστεί με ασθένειες των σωμάτιων Lewy όπως η νΠ και η DLB. 

Συγκεκριμένα για την DYRK1A η βιβλιογραφία υποστηρίζει ότι μαζί με τις CKs, είναι  η 

μόνη πρωτεΐνη που φωσφορυλιώνει την α-συνουκλεΐνη στην θέση 87 (Okochi 2000) (Kim 

2006). Τα αποτελέσματα αυτής της εργασίας δείχνουν μια όχι στατιστικώς σημαντική αλλά 

υποσχόμενη αύξηση της σερίνης 87 με υπερέκφραση της DYRK1A. Επιπλέον, μειωμένη 

είναι η φωσφορυλίωση της σερίνης 129 με υπερ-έκφραση της DYRK1A όπως φαίνεται 

επίσης στην βιβλιογραφία (Kim 2006), χωρίς όμως να υπάρχει στατιστική σημαντικότητα. 

Με υπερέκφραση των FUS, TDP-43, και TDP-43 ΔNLS φαίνεται μια τάση προς αύξηση 

της σερίνης 129 στα SK-N-SH κύτταρα. 

 

Τέλος, αναφορικά με τα επίπεδα mRNA της α-συνουκλεΐνης, βρέθηκε στατιστικά 

σημαντική μείωση με την υπερέκφραση της TDP-43 ΔNLS, ενώ μη σημαντική μείωση με 

τις υπόλοιπες πρωτεΐνες που ελέγχονται. Αντίθετα, με την μελέτη των επιπέδων της 

μονομερούς πρωτεΐνης, βρέθηκε στατιστικώς σημαντική αύξηση αυτής με υπερέκφραση 

της DYRK1A, μικρή αύξηση με την υπερέκφραση των FUS και TDP-43 και καμία 

μεταβολή με υπερέκφραση του TDP-43 ΔNLS. 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

Ύστερα από μια σειρά πειραμάτων που μας επέτρεψαν τη διερεύνηση του ρόλου της 

κινάσης DYRK1A και των FUS, TDP-43 και TDP-43 ΔNLS, καταλήξαμε στο ότι οι RBPs 

και η DYRK1A έχουν σημαντικό ρόλο στην έκφραση της α-συνουκλεΐνης, καθώς αυξάνουν 

τα επίπεδα της συσσωματωμένης μορφής της. Ταυτόχρονα, βρέθηκε με το πείραμα της 

πουρομυκίνης, ότι μειώνουν και την πρωτεϊνοσύνθεση στα SK-N-SH κύτταρα. Επιπλέον, 

στόχος μας ήταν να αποδείξουμε μέσω ποιου μονοπατιού επηρεάζουν την έκφραση της α-

συνουκλεΐνης, και βρέθηκε πως βασικό ρόλο έχει το μονοπάτι των ERK και mTOR ενώ 

σημαντικό ρόλο έχει και η αυτοφαγία με τη μεσολάβηση συνοδών πρωτεϊνών. 
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