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Ζ  παξνύζα δηπισκαηηθή εξγαζία εθπνλήζεθε ζην εξγαζηήξην ∆νµηθήο θαη 

Λεηηνπξγηθήο Βηνρεµείαο ηνπ ηκήκαηνο Βηνρεµείαο θαη Βηνηερλνινγίαο ηνπ 
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ΔΤΥΑΡΗΣΗΔ 

Θα ήζεια λα επραξηζηήζσ ζεξκά ηνλ θ. Μπαιαηζό Νηθόιαν γηα ηελ επθαηξία 

πνπ κνπ έδσζε λα πξαγκαηνπνηήζσ ηελ παξνύζα εξγαζία θαζώο επίζεο θαη γηα ηηο 

γλώζεηο θαη ηηο εκπεηξίεο πνπ κνπ κεηέδσζε θαη ην ρξόλν πνπ δηέζεζε θαζ’ όιε ηε 

δηάξθεηα ηεο εθπόλεζήο ηεο.  

Δλ ζπλερεία ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηνλ θ. Λεσλίδα Γεκήηξην θαη ηελ θ. 

Κνληνύ Μαξία, πνπ απνηεινύλ κέιε ηεο ηξηκεινύο επηηξνπήο γηα ηε ζπκβνιή ηνπο 

ζηε δηεμαγσγή ηεο δηπισκαηηθήο. 

Θα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηνπο ππνςήθηνπο δηδάθηνξεο Ρ. Μπέηα θαη Θ. 

Κπξίηζε γηα ηε ακέξηζηε βνήζεηα ηνπο, ηε ζεκαληηθή ζπκβνιή ηνπο ζηε δηεμαγσγή 

ησλ πεηξακάησλ θαη γηα ηελ άςνγε ζπλεξγαζία καο θαζώο θαη όια ηα κέιε ηνπ 

εξγαζηεξίνπ Γνκηθήο θαη Λεηηνπξγηθήο Βηνρεκείαο γηα ην επράξηζην θιίκα 

ζπλεξγαζίαο. 

Δπίζεο, έλα κεγάιν επραξηζηώ νθείισ ζηελ νηθνγέλεηά µνπ θαη ζηνλ 

ζύληξνθό κνπ πνπ βξίζθνληαη δίπια µνπ θαη µε ζηεξίδνπλ ζπλερώο εζηθά θαη 

πλεπµαηηθά. 

Σέινο, ε παξνύζα εξγαζία αθηεξώλεηαη ζηνλ μάδεξθν κνπ Νηθόια θαη ζηνλ 

αδεξθηθό κνπ  θίιν Νίθν, όπνπ ηνπο επραξηζηώ πνπ ζπλέβαιαλ ζηελ εθπιήξσζε ηνπ 

ζηόρνπ κνπ. 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

6 

 

 

Η. ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Οη ζπλ-κεηαγξαθηθνί κεραληζκνί ξπζκίδνπλ ηελ ζηαζεξόηεηα ηνπ mRNA θαη 

ζπκβάιινπλ ζηνλ έιεγρν ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο. Ζ απαδελπιίσζε είλαη ζηάδην 

πνπ θαζνξίδεη ην ξπζκό ηεο απνηθνδόκεζεο θαη θαηαζηνιήο ηεο κεηάθξαζεο ηνπ 

mRNA, γεγνλόο πνπ ηελ θαζηζηά σο ην θπξηόηεξν ζεκείν ειέγρνπ γηα ηηο δύν απηέο 

δηαδηθαζίεο. Οη απαδελπιάζεο είλαη κία ζπληεξεκέλε θαηεγνξία ελδύκσλ κέζσ ησλ 

νπνίσλ γίλεηαη ε βξάρπλζε ησλ πνιύ(Α) νπξώλ ησλ επθαξπσηηθώλ mRNAs θαη νη 

βηνρεκηθέο ηνπο δξαζηεξηόηεηεο έρνπλ θαηά βάζε κειεηεζεί ζην πιαίζην ησλ 

κνλνθύηηαξσλ νξγαληζκώλ. Λίγα είλαη γλσζηά ζρεηηθά κε ηνλ βηνινγηθό ξόιν ησλ 

απαδελπιαζώλ ζηνπο πνιπθύηηαξνπο νξγαληζκνύο. Σνπιάρηζηνλ ελλέα 

απαδελπιάζεο έρνπλ ηαπηνπνηεζεί ζηνλ άλζξσπν. Ζ ANGEL2 είλαη κηα 

απαδελπιάζε ε νπνία αλήθεη ζηελ ππεξνηθνγέλεηα ησλ EEP απαδελπιαζώλ, ε νπνία 

δελ έρεη κειεηεζεί θαη ν ξόινο ηεο in vivo θαη in vitro είλαη δηθνξνύκελνο. ηελ 

παξνύζα δηπισκαηηθή εξγαζία έγηλε πξνζπάζεηα εληνπηζκνύ ηεο ANGEL2 ζε 

θπηηαξηθέο ζεηξέο ζειαζηηθώλ θαη ε θισλνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ ηεο ζε θνξέα 

θισλνπνίεζεο ώζηε λα αθνινπζήζεη ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ. 

 

ΗΗ. ABSTRACT 

Co-transcriptional mechanisms modulate mRNA stability and contribute to the 

control of gene expression. Deadenylation is the rate-limiting step for mRNA decay 

and translational silencing, making it an ideal control point for both processes. 

Deadenylases are a conserved class of enzymes that facilitate poly(A) tail removal, 

and their biochemical activities have been mainly studied in the context of single-cell 

systems. Little is known about the different deadenylases and their biological role in 

multicellular organisms. At least 9 deadenylases have been recognized in humans. 

ANGEL2 is a deadenylase belonging in the EEP superfamily of deadenylases and its 

role is poorly understood since it has not been studied in the past, leading to its role in 

vivo and in vitro to be ambiguous. In this study, we aimed at identifying ANGEL 2 in 

mammal cell lines and subsequent cloning, followed by expression attempts. 
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ΘΔΧΡΖΣΗΚΟ ΜΔΡΟ  

1.1 Δπεμεξγαζία ηνπ mRNA 

Αλ θαη ε κεηαγξαθή είλαη ην πξώην θαη ην πην πεξίπινθν ξπζκηδόκελν βήκα 

γνληδηαθήο έθθξαζεο, ζπλήζσο απνηειεί κόλν ηελ αξρή κηαο ζεηξάο γεγνλόησλ πνπ 

ρξεηάδεηαη λα εθηειεζηνύλ πξνθεηκέλνπ λα παξαρζεί ιεηηνπξγηθό RNA. Σα 

πεξηζζόηεξα λενζύζηαηα RNA πξέπεη λα ππνζηνύλ δηάθνξεο ηξνπνπνηήζεηο, 

πξνθεηκέλνπ λα θαηαζηνύλ ιεηηνπξγηθά. Δμαίξεζε ζηνλ θαλόλα απηό απνηεινύλ ηα 

βαθηεξηαθά mRNAs, ηα νπνία αξρίδνπλ λα ρξεζηκνπνηνύληαη σο κήηξα γηα ηελ 

ζύλζεζε ησλ πξσηετλώλ πξηλ αθόκα νινθιεξσζεί ε ζύλζεζε ηνπο από ηελ RNA 

πνιπκεξάζε. Χζηόζν, ηόζν ζηα πξνθαξπσηηθά όζν θαη ζηα επθαξπσηηθά θύηηαξα ηα 

πξσηνγελή κεηάγξαθα ησλ rRNAs θαη ησλ tRNAs πξέπεη λα ππνζηνύλ δηαθόξσλ 

ηύπσλ επεμεξγαζίαο πξηλ θαηαζηνύλ ιεηηνπξγηθά. Οκνίσο, θαη ηα πξσηνγελή 

κεηάγξαθα ησλ επθαξπσηηθώλ mRNAs, πξηλ εμαρζνύλ από ηνλ ππξήλα ζην 

θπηηαξόπιαζκα όπνπ ζα ρξεζηκνπνηεζνύλ σο κήηξα γηα ηε  ζύλζεζε πξσηετλώλ, 

πξέπεη λα ππνζηνύλ εθηεηακέλεο ηξνπνπνηήζεηο, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο 

απνκάθξπλζεο ησλ ηληξνλίσλ κέζσ ηνπ καηίζκαηνο. Ο έιεγρνο ησλ δηαθόξσλ 

ζηαδίσλ επεμεξγαζίαο ηνπ RNA απνηειεί έλα επηπιένλ επίπεδν ξύζκηζεο ηεο 

γνληδηαθήο έθθξαζεο. Ζ γνληδηαθή έθθξαζε κπνξεί επίζεο λα ξπζκηζηεί κέζσ ηνπ 

θαζνξηζκνύ ηνπ ξπζκνύ κε ηνλ νπνίν απνηθνδνκείηαη έλα mRNA κέζα ζην θύηηαξν. 

(1) 

 

1.2 Χξίκαλζε ηνπ mRNA 

1.2.1 Κπξηόηεξα ζηάδηα ηεο σξίκαλζεο ηνπ mRNA 

Ο κεραληζκόο ηεο κεηαγξαθήο ηνπ DNA ζε RNA είλαη ν ίδηνο ζε όινπο ηνπο 

νξγαληζκνύο. Χζηόζν, ην βαθηεξηαθό DNA είλαη άκεζα εθηεζεηκέλν ζην 

θπηηαξόπιαζκα, ην νπνίν πεξηέρεη ηα ξηβνζώκαηα πάλσ ζηα νπνία επηηειείηαη ε 

ζύλζεζε ησλ πξσηετλώλ. Καζώο δηεμάγεηαη ε κεηαγξαθή ησλ κνξίσλ ηνπ mRNA, ηα 

ξηβνζώκαηα πξνζθνιιώληαη ακέζσο ζην ειεύζεξν 5΄ άθξν ηνπ mRNA κεηαγξάθνπ 

θαη αξρίδεη ε πξσηετλνζύλζεζε (2) . ηα πξνθαξπσηηθά θύηηαξα ην mRNA είλαη 

πνιπθηζηξνληθό, θαηά ζπλέπεηα δελ ηξνπνπνηείηαη κεηά ηε κεηαγξαθή. Δίλαη άκεζα 
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ιεηηνπξγηθό κεηά ηε ζύλζεζε ηνπ, θαη ε κεηάθξαζε ηνπ ζπρλά μεθηλά πξηλ ε 

κεηαγξαθή νινθιεξσζεί. 

Αληίζεηα, ζηα επθαξπσηηθά θύηηαξα, ην mRNA ζπληίζεηαη ζηνλ ππξήλα θαη 

πξέπεη πξώηα λα κεηαθεξζεί ζην θπηηαξόπιαζκα πξηλ ρξεζηκνπνηεζεί σο κήηξα γηα 

ηελ δηαδηθαζία ηεο πξσηετλνζύλζεζεο. Ζ κεηαγξαθή μεθηλάεη κε ηε δεκηνπξγία ελόο 

κεηαγξάθνπ κε 5' ηξηθσζθνξηθό άθξν. Χζηόζν, ην 3' άθξν δεκηνπξγείηαη 

απνθόπηνληαο έλα ηκήκα ηνπ κεηαγξάθνπ θαη όρη ηεξκαηίδνληαο ηε κεηαγξαθή ζε κηα 

πξνθαζνξηζκέλε ζέζε (2). Πξηλ από ηελ έμνδν από ηνλ ππξήλα, ην αξρηθό πξντόλ ηεο 

κεηαγξαθήο ζηα επθαξπσηηθά θύηηαξα, ην πξόδξνκν mRNA, (pre-mRNA, precursor 

mRNA), ππνβάιιεηαη ζε αξθεηά δηαθνξεηηθά ζηάδηα επεμεξγαζίαο 

(κεηακεηαγξαθηθέο ηξνπνπνηήζεηο). Σα δηάθνξα mRNAs πξέπεη λα εμέιζνπλ έρνληαο 

απνθηήζεη ραξαθηεξηζηηθά πνπ ζα ηα θαζηζηνύλ ιεηηνπξγηθά ζην θπηηαξόπιαζκα, 

όπνπ επηηειείηαη ε κεηάθξαζε. Σα θύξην όκσο ραξαθηεξηζηηθό είλαη ε ξπζκηδόκελε 

ζηαζεξόηεηα πνπ θαζνξίδεη ηε γνληδηαθή ξύζκηζε (3).  

Οη ηξνπνπνηήζεηο απηέο είλαη: Σηάδιο Ι: ε πξνζζήθε ηεο 5' θαιύπηξαο 

(capping), Σηάδιο ΙΙ: ην κάηηζκα  (splicing) θαη Σηάδιο ΙΙΙ: ε  πξνζζήθε poly(A) 

νπξάο ζην 3' άθξν (πνιπαδελπιίσζε)(Εικόνα 1). 

Οη δηαδηθαζίεο απηέο δελ ζπκβαίλνπλ αλεμάξηεηα, αιιά είλαη ζηελά 

ζπλδεδεκέλεο κε ηε δηαδηθαζία ηεο κεηαγξαθήο. Δπνκέλσο, ε ζύλζεζε θαη ε 

θαηεξγαζία ηνπ mRNA ζηνπο επθαξπσηηθνύο νξγαληζκνύο απνηεινύλ δύν ζηελά 

ζπλδεδεκέλα ζηάδηα ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο. Ζ θαξβνμπηειηθή επηθξάηεηα ηεο 

RNA πνιπκεξάζεο II (CTD) έρεη θαζνξηζηηθό ξόιν ζηνλ ζπληνληζκό ησλ παξαπάλσ 

ηξνπνπνηήζεσλ, ιεηηνπξγώληαο σο ζέζε πξόζδεζεο ελδπκηθώλ ζπκπιόθσλ ηα νπνία 

ελέρνληαη ζηελ θαηεξγαζία ηνπ mRNA. Ζ εμεηδίθεπζε απηώλ ησλ ελδύκσλ ζηελ 

θαηεξγαζία ηνπ mRNA νθείιεηαη αθξηβώο ζηελ ζύλδεζή ηνπο κε ηε CTD ηεο RNA 

πνιπκεξάζεο II. Καζώο νη πνιπκεξάζεο I θαη III ηνπ RNA δελ δηαζέηνπλ κηα 

αλάινγε CTD, ηα κεηάγξαθά ηνπο δελ απνηεινύλ ζηόρνπο ησλ ίδησλ ελδπκηθώλ 

ζπκπιόθσλ. (1)  
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Δηθόλα 1. Δπεμεξγαζία ηνπ επθαξπσηηθνύ αγγειηνθόξνπ RNA. Ζ επεμεξγαζία ηνπ mRNA πεξηιακβάλεη ηελ 

ηξνπνπνίεζε ηνπ 5’ άθξνπ ηνπ κέζσ ηεο πξνζζήθεο κηαο θαιύπηξαο 7-κεζπινγνπαλνζίλεο, ην κάηηζκα  (splicing) 

θαη ηελ πξνζζήθε poly(A)- νπξάο ζην 3' άθξν (πνιπαδελπιίσζε) (4). 

ηάδην Η: Ο ζρεκαηηζκόο ηεο θαιύπηξαο ηνπ RNA πεξηιακβάλεη κηα ηξνπνπνίεζε 

ηνπ 5΄άθξνπ ηνπ mRNA κεηαγξάθνπ, δειαδή ηνπ άθξνπ πνπ ζπληίζεηαη πξώην θαηά 

ηε δηάξθεηα ηεο κεηαγξαθήο. Σν 5΄άθξν θαιύπηεηαη κε ηελ πξνζζήθε ελόο 

αζπλήζηζηνπ λνπθιενηηδίνπ, έλα λνπθιενηίδην γνπαλίλεο (G) ην νπνίν πεξηέρεη κηα 

κεζπινκάδα.  Σν έλδπκν πνπ επζύλεηαη γηα απηή ηελ ηξνπνπνίεζε νλνκάδεηαη 7-

κεζπιν-ηξαλζθεξάζε ηεο γνπαλίλεο. πλεπώο, ν ζρεκαηηζκόο ηεο θαιύπηξαο είλαη 

κηα αλεζηξακκέλε 7-κεζπινγνπαλνζίλε πνπ πξνζδέλεηαη κέζσ κηαο  ηξηθσζθνξηθήο 

γέθπξαο (5'-5' ηξηθσζθνξηθόο δεζκόο) ζην πξώην λνπθιενηίδην ηνπ mRNA (5). Έηζη 

εκθαλίδεηαη θαη έλα “λνεηηθό παξάδνμν” ζηα θαιπκκέλα mRNA, δειαδή λα έρνπλ 

δειαδή 3’-ΟΖ θαη ζηα δύν άθξα (Εικόνα 2). ηελ πξνζζήθε απηή ζπκκεηέρνπλ θαη 

άιια δύν έλδπκα, κηα θσζθαηάζε, θαη κία κεζπιάζε. Ο ζρεκαηηζκόο ηεο θαιύπηξαο 

γίλεηαη ακέζσο, κόιηο ε RNA πνιπκεξάζε ζπλζέζεη πεξίπνπ 25 λνπθιενηίδηα RNA, 

πνιύ πξνηνύ νινθιεξώζεη ηε κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ. Σξία είδε θαιύκκαηνο 

δηαθξίλνπκε, πνπ εμαξηώληαη απ’ ηελ παξνπζία ή όρη κεζπινκάδσλ ζηα δύν 

θαζνδηθά λνπθιενηίδηα ηεο έλαξμεο, δειαδή αλάινγα κε ην πιήζνο κεζπιηώζεσλ πνπ 

θέξνπλ (Εικόνα 2): 

α)  Κάιπκκα 0, πξνθύπηεη όηαλ δελ ππάξρεη επηπξόζζεηε κεζπιίσζε θαζνδηθά. 

β) Κάιπκκα 1, πξνθύπηεη όηαλ ην πξώην ζάθραξν ξηβόδεο θαζνδηθά είλαη   

κεζπιησκέλν. 
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γ ) Κάιπκκα 2, πξνθύπηεη όηαλ θαη ηα δύν ζάθραξα ξηβόδεο θαζνδηθά είλαη 

κεζπιησκέλα. 

Ζ θαιύπηξα ηνπνζεηείηαη γηα λα εμππεξεηήζεη δύν ιεηηνπξγίεο: Πξώηνλ, ηα mRNAs  

κε θαιύπηξα κεηαθξάδνληαη πην απνδνηηθά δηόηη αλαγλσξίδνληαη από ην ξηβόζσκα 

γηα ην ζρεκαηηζκό ηνπ ζπκπιόθνπ έλαξμεο. Γεύηεξνλ ε θαιύπηξα ζηαζεξνπνηεί ηα 

mRNAs, πξνζηαηεύνληάο ηα από ξηβνλνπθιεάζεο πνπ δξνπλ ζην 5’ άθξν (5΄ 

λνπθιεάζεο  θαη  θσζθαηάζεο). Καηά ζπλέπεηα, ε θαιύπηξα θαίλεηαη  λα εκπιέθεηαη 

ηόζν ζηελ πνιπαδελπιίσζε ηνπ mRNA, όζν ζηελ έμνδν ηνπ από ηνλ ππξήλα, θαζώο 

θαη ζηε  ζηαζεξόηεηα ηνπ mRNA θαη ζηελ αλαγλώξηζε ηνπ από ην ξηβόζσκα. 

Δπηπιένλ, ε θαιύπηξα βνεζά ζηελ απνθνπή θαη ζηελ απνκάθξπλζε ησλ ηληξνλίσλ 

(6).  

 

 

Δηθόλα 2. ρεκαηηζκόο 5’ θαιύπηξαο. Ζ 5’ θαιύπηξα ζρεκαηίδεηαη κε ηελ πξνζζήθε ζην 5’ άθξν ηνπ mRNA 

ελόο GTP ζε αληίζηξνθν πξνζαλαηνιηζκό, ζρεκαηίδνληαο έλαλ δεζκό 5’- 5’. Σν πξόζζεην G κεζπιηώλεηαη ζηε 

ζέζε N-7 θαη κεζπινκάδεο πξνζηίζεληαη επίζεο ζηηο ξηβόδεο ηνπ ελόο ή ησλ δύν πξώησλ λνπθιενηηδίσλ ηνπ 

mRNA. (1).  

 

ηάδην ΗΗ: Ζ δηαδηθαζία ηνπ καηίζκαηνο πεξηιακβάλεη ηελ απνθνπή ησλ ηληξνλίσλ 

θαη ζπξξαθή ησλ εμνλίσλ, κε ζηόρν λα παξακείλεη ζην κεηάγξαθν ην θσδηθό ηκήκα 

ηνπ γνληδίνπ, ην νπνίν είλαη ζπκπιεξσκαηηθό κε ην πνιππεπηηδηθό πξντόλ (5). Ζ 

δηαδηθαζία απηή θαηαιύεηαη από κηθξά ππξεληθά ξηβνλνπθιενπξσηετληθά ζύκπινθα 

(small nuclear ribonucleoprotein, snRNPs), δειαδή έλα ζύκπινθν πξσηετλώλ θαη 

RNA, γλσζηό σο ζσκαηίδην ζπξξαθήο (spliceosome). ε θάζε ηληξόλην, κηα νκάδα 

snRNPs ζπλαζξνίδεηαη πάλσ ζην RNA, απνθόπηεη ην ηληξόλην, επαλαζπλδέεη ηελ 
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αιπζίδα ηνπ RNA θαη απειεπζεξώλεη  ην θνκκέλν ηληξόλην ππό κνξθή  κηαο ζειηάο. 

Έλαο ξόινο ησλ snRNPs είλαη λα αλαγλσξίδνπλ ηηο αιιεινπρίεο ησλ λνπθιενηηδίσλ 

πνπ ζεκαδεύνπλ ηελ αξρή θαη ην ζεκείν δηαθιάδσζεο θάζε ηληξνλίνπ θαη λα 

δεπγαξώλνπλ καδί ηνπο ζύκθσλα κε ηνπο θαλόλεο ηεο ζπκπιεξσκαηηθόηεηαο ησλ 

βάζεσλ. Με ηνλ ηξόπν απηό ηα snRNPs θέξλνπλ ηα δύν άθξα ηνπ ηληξνλίνπ θνληά ην 

έλα ζην άιιν έηζη ώζηε λα ζπκβεί ε ζπξξαθή. Μνινλόηη ηα snRNPs θαηέρνπλ 

θεληξηθή ζέζε ζηελ αληίδξαζε ηεο ζπξξαθήο, εληνύηνηο γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο 

απαηηνύληαη επηπξόζζεηεο πξσηεΐλεο. 

 

ηάδην ΗΗΗ: Ζ πνιπαδελπιίσζε παξέρεη ζηα πεξηζζόηεξα λενζπληηζέκελα mRNAs 

κεηάγξαθα κηα εμεηδηθεπκέλε δνκή ζην 3΄άθξν θαη είλαη ην  ηειεπηαίν ζηάδην ζηελ 

ζπλ-κεηαγξαθηθή επεμεξγαζία ηνπ mRNA.  ηα βαθηήξηα, ην 3΄άθξν ελόο mRNA 

είλαη απιώο ην ηέινο ηεο αιπζίδαο πνπ έρεη ζπληεζεί από ηελ RNA πνιπκεξάζε. 

Αληίζεηα, ζηνπο επθαξπώηεο, ην 3΄ άθξν ηνπ mRNA παξάγεηαη κε απνθνπή θαη 

πνιπαδελπιίσζε. πγθεθξηκέλα, ηα 3΄άθξα ησλ RNA κεηαγξάθσλ βξαρύλνληαη από 

έλα ζύκπινθν ελδύκσλ πνπ θόβεη ηελ αιπζίδα ηνπ RNA ζε κηα ζπγθεθξηκέλε 

αιιεινπρία λνπθιενηηδίσλ. Σν ζύκπινθν απηό είλαη κηα ελδνλνπθιεάζε πνπ 

απνηειείηαη από ηνπο παξάγνληεο CFI θαη CFII (Cleavage Factor I θαη ΗΗ, παξάγνληεο 

απνθνπήο Η θαη ΗΗ) (3). ηε ζπλέρεηα ε αιπζίδα νινθιεξώλεηαη από έλα δεύηεξν 

ζύκπινθν ελδύκσλ, ην νπνίν πξνζζέηεη ζην θνκκέλν άθξν κηα ζεηξά δηαδνρηθώλ 

(250-300) λνπθιενηηδίσλ αδελίλεο (Α), ή αιιηώο, κηα νπξά πνιύ-(Α) (2).  

πγθεθξηκέλα, ε RNA πνιπκεξάζε II κεηαγξάθεη πέξα από ηελ ζέζε πνπ 

αληηζηνηρεί ζην 3΄άθξν, 1500 αθόκε λνπθιενηίδηα θαη θάπνηεο αιιεινπρίεο ζην RNA 

αλαγλσξίδνληαη σο ζηόρνη γηα ελδνλνπθιενηηδηθή πέςε (θάικα! Σν αξρείν 

πξνέιεπζεο ηεο αλαθνξάο δελ βξέζεθε.). Πξηλ ην ηέινο ηεο αιιεινπρίαο πνπ 

θσδηθνπνηεί ηελ πνιππεπηηδηθή αιπζίδα κεηαγξάθεηαη ε αιιεινπρία AAUAAA. Ζ 

αιιεινπρία AAUAAA απνηειεί ζήκα γηα ηελ πξνζζήθε ηεο  poly (A) νπξάο θαη 

βξίζθεηαη  10-30 πεξίπνπ λνπθιενηίδηα αλνδηθά  ηεο ηειηθήο ζέζεο ηεο 

πνιπαδελπιίσζεο ζηνπο αλώηεξνπο επθαξπώηεο. Σν ζήκα απηό αλαγλσξίδεηαη από 

έλα εηδηθό πξσηετληθό  παξάγνληα CPSF. Δπίζεο, ζην ζεκείν απηό πξνζδέλνληαη θαη 

άιινη πξσηετληθνί παξάγνληεο (2) (3). 

Ζ αιιεινπρία πνιύ (Α) δελ θσδηθνπνηείηαη ζην DNA , αιιά πξνζηίζεηαη ζην RNA, 

κέζα ζηνλ ππξήλα, κεηά ηε κεηαγξαθή. Σν ζύκπινθν πνπ αλαιακβάλεη ηελ 
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πνιπαδελπιίσζε είλαη κηα πνιπ(Α) πνιπκεξάζε (PAP, Poly(A) Polymerase), γηα λα 

ζπλζέζεη ηελ νπξά πνιύ(Α), πξνζζέηνληαο θαηάινηπα Α ζην ειεύζεξν 3'-ΟΖ άθξν ηνπ 

mRNA. Όκσο, ην 5΄ άθξν πνπ δεκηνπξγείηαη από ηελ απνθνπή είλαη απξνζηάηεπην, 

κε ζπλέπεηα ην ππόινηπν ηνπ κεηαγξάθνπ λα απνηθνδνκείηαη γξήγνξα. Απηό 

δπζρεξαίλεη ηνλ πξνζδηνξηζκό ησλ γεγνλόησλ πνπ ιακβάλνπλ ρώξα πέξαλ ηνπ 

ζεκείνπ απνθνπήο (5). 

Ζ δηαγξαθή ή κεηάιιαμε ηνπ εμακεξνύο AAUAAA εκπνδίδεη ηελ παξαγσγή 

ηνπ πνιπαδελπιησκέλνπ 3΄άθξνπ. Σν ζήκα ρξεηάδεηαη ηόζν γηα ηελ απνθνπή όζν θαη 

γηα ηελ πνιπαδελπιίσζε. Ζ αιιεινπρία πνιπ(Α), ηόζν ηνπ ππξεληθνύ RNA όζν θαη ηνπ 

mRNA, είλαη ζπλδεδεκέλε κε ηελ πνιπ(Α)-ζπλδεόκελε πξσηεΐλε (ΡΑΒΡ, Poly(Α) binding 

protein). Ο παξάγνληαο έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο 4G (eIF4G) αιιειεπηδξά κε ηελ 

PABP θαη ηνλ παξάγνληα eIF3, ν νπνίνο ζπλδέεη ηνλ eIF4G θαη ηελ ξηβνζσκηθή 

ππνκνλάδα 40S (7). Δπίζεο ζηελ παξαπάλσ δηαδηθαζία ζπκκεηέρεη θαη ν  παξάγνληαο 

ελίζρπζεο (CstF, Cleavage stimulatory Factor), πνπ πξνζδέλεηαη ζε κηα αιιεινπρία 

πινύζηα ζε G-U θαζνδηθά ηεο πεξηνρήο απνθνπήο.  

Ζ PABP είλαη κηα εμειηθηηθά ζπληεξεκέλε πξσηεΐλε, ε νπνία πεξηγξάθεθε 

γηα πξώηε θνξά, πξηλ από ηέζζεξηο δεθαεηίεο ε νπνία πξνζηαηεύεη ην mRNA από 

εμσξηβνλνπθιεάζεο. Ζ PABP πεξηέρεη ηέζζεξα κνηίβα αλαγλώξηζεο ηνπ RNA 

(RRMs) θαη κία C- ηειηθή πεξηνρή, πινύζηα ζε πξνιίλε, ε νπνία ζπκκεηέρεη ζηε 

αιιειεπίδξαζε πξσηεΐλεο–πξσηεΐλεο. Όπσο πξναλαθέξζεθε, αιιειεπηδξά 

ηαπηόρξνλα κε ηελ 3΄πνιπ(Α)- νπξά ηνπ mRNA θαη κε ηνλ παξάγνληα έλαξμεο ηεο 

κεηάθξαζεο 4G (eIF4G) , γηα ηελ έλαξμε ηεο κεηάθξαζεο κε έλα ζπλεξγαηηθό ηξόπν 

θαη έρεη πεξηνδηθόηεηα  27 λνπθιενηηδίσλ. Σν 3΄-άθξν, ζην νπνίν ζπλδέεηαη ε PABP 

είλαη έλαο θαζνξηζηηθόο παξάγνληαο ηεο κεηαθξαζηηθήο δξαζηεξηόηεηαο ηνπ mRNA, 

ην νπνίν δξα in cis. Έλα κνλνκεξέο ΡΑΒΡ ησλ 70 kDa ζπλδέεηαη ζε θάζε 10-20 βάζεηο 

ηεο νπξάο πνιπ(Α) (8). 

Έρνπλ βξεζεί δύν PABP-πξσηεΐλεο αιιειεπίδξαζεο, ε Paip1 θαη Paip2, πνπ 

ηξνπνπνηνύλ ηελ δξαζηεξηόηεηα ηεο PABP θαηά ηελ κεηάθξαζε. Ζ Paip1 είλαη έλαο 

ζεηηθόο ξπζκηζηήο ηεο κεηάθξαζεο . ε αληίζεζε, ε Paip2 αλαζηέιιεη ηελ κεηάθξαζε, 

εθηνπίδνληαο ηελ PABP από ηελ πνιπ(Α)- νπξά θαη ηνλ παξάγνληα eIF4G. Ζ 

απελεξγνπνίεζε ηεο PABP, κεηώλεη ηε ζρέζε δέζκεπζεο ηνπ eIF4E ζηελ θαιύπηξα 

θαη αλαζηέιιεη δξακαηηθά ηνλ ζρεκαηηζκό ησλ ξηβνζσκηθώλ ππνκνλάδσλ 48S θαη 

80S (5). 



15 

 

15 

 

Δπίζεο, έρεη απνδεηρζεί όηη όηαλ αλαζηέιιεηαη ε PABP, κηα ηζνκνξθή 2 ηεο 

ππξεληθήο πξσηεΐλεο Q ηνπ πνληηθνύ, ε hnRNP-Q2/SYNCRIP, δεζκεύεηαη ζηελ 

πνιύ(Α) νπξά. In vitro, ε hnRNP-Q2 ζπλαγσλίδεηαη ηελ PABP γηα ηελ πξόζδεζε ηεο 

ζηελ πνιύ (Α) νπξά. Έηζη ε αληηθαηάζηαζε ηεο PABP από ηελ  hnRNP-Q2, κεηώλεη 

ηελ ζρέζε ζύλδεζεο ηνπ eIF4G κε 5΄- m
7
G- θαιύπηξα ηνπ mRNA, πνπ έρεη σο 

απνηέιεζκα ηελ αλαζηνιή ηνπ ζρεκαηηζκνύ ηνπ ζπκπιόθνπ έλαξμεο ησλ 

ξηβνζσκηθώλ ππνκνλάδσλ 48S θαη 80S . Δπηπιένλ έρεη παξαηεξεζεί θαη ζηνπο 

ηλνβιάζηεο ησλ πνληηθώλ, πσο ε απελεξγνπνίεζε ηεο hnRNP-Q2 δηεγείξεη ηελ 

κεηάθξαζε. πλεπώο, ε hnRNP-Q2, αληαγσληδόκελε κε ηελ PABP, παίδεη ζεκαληηθό 

ξόιν ζηε ξύζκηζε ηεο κεηάθξαζεο θαη ζηελ miRNA- κεζνιαβνύκελε θαηαζηνιή 

ζπγθεθξηκέλσλ mRNAs. (7). 

Δλ θαηαθιείδη, ε πνιπαδελπιίσζε ζηαζεξνπνηεί ηα mRNAs δηόηη ζην 

θπηηαξόπιαζκα ε πνιύ(Α)-νπξά κεηώλεηαη ζηαδηαθά. Όηαλ απηή έρεη πιήξσο 

απνκαθξπλζεί ηα mRNAs είλαη επηδεθηηθά ζηελ απνηθνδόκεζε.  

 

Δηθόλα 3. Γηαδηθαζία ηεο Πνιπαδελπιίσζεο. Tα ζήκαηα πνιπαδελπιίσζεο ζηα ζειαζηηθά 

απνηεινύληαη από έλα εμαλνπθιενηίδην, ην AAUAAA, θαη κηα πινύζηα ζε G θαη U αιιεινπρία ε 

νπνία βξίζθεηαη θαζνδηθά από απηό. Δπηπιένλ, ζε νξηζκέλα mRNA ππάξρεη θαη κηα πινύζηα ζε U 

αιιεινπρία αλνδηθά ηνπ ζηνηρείνπ AAUAAA. Καηά ηελ πνιπαδελπιίσζε, κηα ελδνλνπθιεάζε θόβεη 

ην pre-mRNA  10 έσο 30 λνπθιενηίδηα θαζνδηθά ηνπ ζηνηρείνπ AAUAAA, ζπλήζσο κεηά από έλα 

δηλνπθιενηίδην CA. Καηόπηλ, ε PAP (πνιπ(Α)πνιπκεξάζε) πξνζζέηεη ζην 3’άθξν ηνπ RNA κηα νπξά 

πνιύ (Α) ε νπνία απνηειείηαη από 200 πεξίπνπ λνπθιενηίδηα αδελίλεο. 
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Εναλλακηική πολσαδενσλίωζη: Έξεπλεο έρνπλ δείμεη όηη πεξηζζόηεξα από ηα κηζά 

αλζξώπηλα γνλίδηα έρνπλ πνιιαπιά ζεκεία πνιπαδελπιίσζεο (9). Ζ ελαιιαθηηθή 

πνιπαδελπιίσζε ζπκβάιεη ζηελ πνιππινθόηεηα πνπ παξνπζηάδνπλ ηα αλζξώπηλα 

θύηηαξα ζε ζρέζε κε ηνπο άιινπο επθαξπσηηθνύο νξγαληζκνύο κε ηελ παξαγσγή 

mRNAs κε δηαθνξεηηθέο 3΄ ακεηάθξαζηεο πεξηνρέο (3΄ UTRs) θσδηθνπνηώληαο έηζη 

δηάθνξσλ εηδώλ πξσηεΐλεο. Ζ επίδξαζε ηεο ελαιιαθηηθήο πνιπαδελπιίσζεο ζηελ 

δηαδηθαζία ηεο κεηάθξαζεο είλαη ζπλήζσο ζπλδεδεκέλε κε ην ελαιιαθηηθό κάηηζκα. 

(Alternative Splicing) όπσο έρεη απνδεηρζεί γηα δηάθνξα γνλίδηα (3). 

1.3 Απνηθνδόκεζε ηνπ mRNA  

Ζ απνηθνδόκεζε mRNA παίδεη ζεκαληηθό ξόιν ζηε ξύζκηζε ηεο γνληδηαθήο 

έθθξαζεο. Ζ απνηθνδόκεζε ηνπ mRNA ζηα επθαξπσηηθά θύηηαξα ζπκβαίλεη κέζσ 

δηαθόξσλ νδώλ νη νπνίεο δηαθνξνπνηνύληαη αλάινγα κε ην αλ ε απνηθνδόκεζε ηνπ 

«ζώκαηνο» ηνπ mRNA ζπκβαίλεη είηε κε θαηεύζπλζε 5'→3' ή 3'→5' θαη αλ ε 

απαδελπιίσζε πξνεγείηαη ή όρη ηεο απνηθνδόκεζεο απηήο (10). Μόιηο ην mRNA 

βξεζεί ζην θπηηαξόπιαζκα, ε πνιύ- (Α) έρεη δύν θαζήθνληα: ηελ πξνώζεζε ηεο 

κεηάθξαζεο θαη  ηε ζηαζεξνπνίεζε ηνπ mRNA. Καη νη δύν απηέο δηεξγαζίεο 

πξνθαινύληαη από ηελ πνιύ- (Α) ζπλδεόκελε πξσηεΐλε (PABP),  πνπ επηθαιύπηεη 

ηελ πνιπ(Α)- νπξά. Ζ απνηθνδόκεζε ηνπ mRNA κπνξεί λα μεθηλήζεη κε 

απαδελπιίσζε ζην 3΄άθξν θαη ζηε ζπλέρεηα κε ηελ αθαίξεζε ηεο 5΄θαιύπηξαο ή κε 

ελδνλνπθιενηηδηθή δηάζπαζε. 

ηα ζειαζηηθά ε απνδόκεζε ησλ πεξηζζόηεξσλ mRNAs ππξνδνηείηαη κε ηε 

βξάρπλζε ηεο πνιπ(Α)- νπξάο από εηδηθά έλδπκα, ηηο απαδελπιάζεο.  Αθνινπζώληαο  

ηελ απαδελπιίσζε έλα εηδηθό έλδπκν απνηεινύκελν από δύν ππνκνλάδεο (Dcp1p θαη 

Dcp2p) αθαηξεί ην θάιπκκα, εθζέηνληαο ην κεηάγξαθν ζε απνηθνδόκεζε από κηα 

5΄→3΄ εμσλνπθιεάζε ηελ Xrn1p. Δλαιιαθηηθά, κεηά ηελ απαδελπιίσζε, ην mRNA 

κπνξεί λα απνηθνδνκεζεί κε θαηεύζπλζε 3΄→5 από ην θπηηαξνπιαζκαηηθό 

εμώζσκα, έλα ζύκπινθν εμσλνπθιεαζώλ.  ηελ πεξίπησζε απηή, ηo θάιπκκα 

πδξνιύεηαη  από ην έλδπκν DcpS. Χζηόζν, ε απνηθνδόκεζε νξηζκέλσλ κνξίσλ 

mRNA κπνξεί λα μεθηλήζεη κε ελδνλνπθιενηηδηθή δηάζπαζε είηε από εηδηθέο 

ελδνλνπθιεάζεο, είηε από ην κεραληζκό ηνπ RNAi (κνλνπάηη απνηθνδόκεζεο 

δηακεζνιαβνύκελν από ελδνλνπθιεάζεο). ην κνλνπάηη απηό κεηά ηε δξάζε ησλ 

ελδνλνπθιεαζώλ, παξάγνληαη δύν ζξαύζκαηα κε απξνζηάηεπηα άθξα, ηα νπνία θαη 
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απνηθνδνκνύληαη ζηε ζπλέρεηα κε ηε δξάζε ηνπ εμσζώκαηνο θαη ηεο Xrn1p  

(Εικόνα 4) (11) 

 

Δηθόλα 4.  Μνλνπάηηα απνηθνδόκεζεο επθαξπσηηθνύ mRNA. (11) 

Δπίζεο, ηα επθαξπσηηθά θύηηαξα πεξηέρνπλ εηδηθά κνλνπάηηα απνηθνδόκεζεο  

πνπ αλαγλσξίδνπλ θαη απνηθνδνκνύλ ηαρύηαηα κε θπζηνινγηθά mRNAs 

ρξεζηκνπνηώληαο ηα ίδηα έλδπκα πνπ απνηθνδνκνύλ θπζηνινγηθά mRNAs. Γηα 

παξάδεηγκα, πξόδξνκα RNAs ηα νπνία απνηπγράλνπλ λα νινθιεξώζνπλ ηελ 

δηαδηθαζία σξίκαλζεο, είλαη δπλαηόλ λα παξακείλνπλ ζηνλ ππξήλα, ή λα 

απνηθνδνκεζνύλ κέζσ κίαο δηαδηθαζίαο πνπ εμαξηάηαη από ην εμώζσκα. 

Δλαιιαθηηθά, mRNAs πνπ δηαζέηνπλ κία πξόσξε αιιεινπρία ηεξκαηηζκνύ 

αλαγλσξίδνληαη θαη απνηθνδνκνύληαη κέζσ κίαο πνξείαο πνπ νλνκάδεηαη “κε-

λνεκαηηθά δηακεζνιαβνύκελε απνηθνδόκεζε” (nonsense- mediated decay, NMD). 

Σέηνηα κεηάγξαθα απνηθνδνκνύληαη είηε κεηά από αθαίξεζε ηνπ θαιύκκαηνο κέζσ 

κίαο δηαδηθαζίαο ε νπνία είλαη αλεμάξηεηε από ηελ απαδελπιίσζε, είηε από 

επηηάρπλζε ηεο απαδελπιίσζεο θαη ηεο 3΄→5΄ απνηθνδόκεζεο από ην 

θπηηαξνπιαζκαηηθό εμώζσκα (Εικόνα 5A). Οκνίσο, ζε κηα δηαδηθαζία πνπ 

αλαθέξεηαη σο απνηθνδόκεζε κε-ηεξκαηηζκνύ (nonstop decay, NSD) ηα mRNAs ζηα 

νπνία δελ ππάξρεη αιιεινπρία ηεξκαηηζκνύ αλαγλσξίδνληαη θαη απνηθνδνκνύληαη 

ηαρύηαηα κε θαηεύζπλζε 3΄→5΄ από ην θπηηαξνπιαζκαηηθό εμώζσκα (Εικόνα 5B).  
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Δηθόλα 5. A. Nonsense-mediated decay (NMD) Β. Nonstop decay (NSD)    

Σέινο, ζηε δύκε αλαθαιύθζεθε θαη ε no- go απνηθνδόκεζε (no- go decay, 

NGD) θαηά ηελ νπνία ην ξηβόζσκα αθηλεηνπνηείηαη ζην αλνηρηό πιαίζην αλάγλσζεο 

ιόγσ ζρεκαηηζκνύ δεπηεξνηαγνύο δνκήο ζην ειαηησκαηηθό mRNA. Καηά ζπλέπεηα 

ππξνδνηείηαη ε δηακεζνιαβνύκελε από ελδνλνπθιεάζεο απνηθνδόκεζε ηνπ mRNA 

θαη απειεπζεξώλεηαη ην ξηβόζσκα, (Εικόνα 6) (12). 

 

Δηθόλα 6. No- go decay, (NGD). 

 



19 

 

19 

 

1.3.1 Παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηελ απνηθνδόκεζε ηνπ mRNA 

Αλαιύζεηο κηθξνζπζηνηρηώλ απνθάιπςαλ όηη ην 40-50% ησλ αιιαγώλ ηεο 

γνληδηαθήο έθθξαζεο παξνπζηάδνληαη ζην επίπεδν ζηαζεξόηεηαο ηνπ mRNA. Οη 

αιιαγέο απηέο  ζπλήζσο πξνθαινύληαη  από αιιαγέο ζηε ζύλζεζε ησλ mRNPs πνπ 

είηε αλαζηέιινπλ ή δηεγείξνπλ ηελ απνηθνδόκεζε.  Βξέζεθε όηη νη θαζνξηζηέο ηεο 

ζηαζεξόηεηαο ησλ mRNAs βξίζθνληαη θπξίσο ζηελ 3' ακεηάθξαζηε πεξηνρή (3' 

UTR) όπνπ ηα πξσηετληθά ζύκπινθα πξνζηαηεύνληαη από ηε δηάζρηζε ησλ 

ξηβνζσκάησλ θαηά κήθνο ησλ mRNAs, αιιά θαη ζηελ 5' UTR θαζώο θαη ζηελ 

θσδηθή πεξηνρή (13). Σα  πην θαιά κειεηεκέλα ζηνηρεία ζηαζεξόηεηαο ησλ mRNAs, 

είλαη νη αιιεινπρίεο πνπ πεξηέρνπλ βάζεηο Α θαη U ζε δηάθνξα κνηίβα (AU- rich 

elements, ARE). Οη αιιεινπρίεο απηέο βξίζθνληαη ζηελ 3' UTR πεξηνρή πνιιώλ 

κεηαγξάθσλ πνπ θσδηθνπνηνύλ θπηνθίλεο, πξσηννγθνγνλίδηα θαη κεηαγξαθηθνύο 

παξάγνληεο. Σν πην απιό κνηίβν ελόο ζηνηρείνπ ARE ζπλίζηαηαη ζην 

πεληαλνπθιενηίδην AUUUA, ελώ ε απνζηαζεξνπνίεζε πνπ πξνθαιείηαη από ηα 

ζηνηρεία απηά είλαη απνηέιεζκα νξγάλσζεο ησλ δηαθόξσλ κνηίβσλ 

(πεληαλνπθιενηίδηα AUUUA, ελληακεξή UUAUUUUA (U/A)(U/A), θ.α.) ζε 

δεπηεξνηαγείο ή ηξηηνηαγείο δνκέο. Αλάινγα κε ην κνηίβν ηνπ ζηνηρείνπ ARE θαη ηελ 

αληίζηνηρε θηλεηηθή ηεο απνηθνδόκεζεο ηνπ κνξίνπ mRNA πνπ ην πεξηέρεη, 

ρσξίδνληαη ζε ηξεηο θαηεγνξίεο: α)ARE ηύπνπ I, β) ARE ηύπνπ ΗI θαη γ)ARE ηύπνπ 

ΗIΗ. 

ηα  ζηνηρεία ARE ηύπνπ I θαη ηύπνπ III ε απνηθνδόκεζε πξαγκαηνπνηείηαη 

ζε δπν ζηάδηα– ζην  πξώην ζηάδην ζπκβαίλεη ε  απαδελπιίσζε  όπνπ  ε 

λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία ηνπ mRNA δελ κεηαβάιιεηαη, θαη ζην  δεύηεξν ζηάδην ηα 

κόξηα mRNA απνηθνδνκνύληαη ηαρύηαηα θαη έρνπλ πιένλ κηα πνιύ κηθξή poly 

(Α)νπξά (30-60 βάζεηο αδελνζίλεο). Ζ θηλεηηθή ηεο απνδόκεζεο ζηηο πεξηπηώζεηο 

ησλ ARE ηύπνπ II, δηαθέξεη ζην όηη ε απαδελπιίσζε θαη ε απνηθνδόκεζε ηνπ κνξίνπ 

mRNA ζπκβαίλνπλ ηαπηόρξνλα (14).  

Οη πξσηεΐλεο πνπ ζπλδένληαη κε ηα ζηνηρεία ARE κπνξεί λα είλαη είηε εηδηθέο 

όπσο παξάγνληεο AUBFs (AU-rich binding factors, AUBFs), είηε λα αλήθνπλ ζηελ 

νηθνγέλεηα ησλ ππξεληθώλ ξηβνλνπθιενπξσηετλώλ hnRNP. Αξθεηνί ηέηνηνη 

παξάγνληεο  έρνπλ ηαπηνπνηεζεί όπσο : AUF1, TTP,  KSRP , RHAU, TIAR. Οη 

παξάγνληεο απηνί αιιειεπηδξνύλ άκεζα ή έκκεζα κε παξάγνληεο πνπ ζπκκεηέρνπλ 

ζηελ απνηθνδόκεζε mRNA όπσο νη απαδελπιάζεο (PARN, CCR4-NOT), ηα DCP1-2 



20 

 

20 

 

θαη ην εμώζσκα.. Αλαιπηηθόηεξα ην AUF1 αιιειεπηδξά κε ην εμώζσκα, ην KSRP 

θαη ην RHAU πξνζδέλνληαη ζηελ απαδελπιάζε PARN θαη ζην εμώζσκα, κε 

απνηέιεζκα απηό λα νδεγεί ζε απμεκέλε δηάζπαζε ηνπ mRNA-ζηόρνπ (13). 

1.4 Απαδελπιίσζε. 

Ζ γνληδηαθή έθθξαζε ξπζκίδεηαη ζε πνιιά επίπεδα. Έλαο θξίζηκνο παξάγνληαο 

πνπ ειέγρεη ηελ έθθξαζε ελόο γνληδίνπ είλαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ mRNA ηνπ 

ζπγθεθξηκέλνπ γνληδίνπ ζην θύηηαξν. Ζ ζπγθέληξσζε νπνηνπδήπνηε κνξίνπ 

εμαξηάηαη από δπν παξάγνληεο: ην ξπζκό ζύλζεζήο ηνπ θαη ην ξπζκό απνηθνδόκεζήο 

ηνπ. Όηαλ ε ζύλζεζε θαη ε απνηθνδόκεζε ελόο mRNA είλαη ζε ηζνξξνπία, ηόηε ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ mRNA δηαηεξείηαη ζηαζεξή. Μηα αιιαγή ζε νπνηαδήπνηε 

δηαδηθαζία κπνξεί λα νδεγήζεη είηε ζε ζπζζώξεπζε ή έιιεηςε ηνπ mRNA. Σα κε 

ζηαζεξά θαη κε θπζηνινγηθά mRNAs  πξέπεη λα απνηθνδνκεζνύλ ελώ ηα ζηαζεξά λα 

πξνζηαηεπζνύλ από ηελ απαδελπιίσζε. Ζ ξύζκηζε ηεο απαδελπιησηηθήο 

δξαζηεξηόηεηαο είλαη δσηηθήο ζεκαζίαο θαζώο ε αλεμέιεγθηε απαδελπιίσζε ζα 

νδεγνύζε ζηελ θαηαζηξνθή ηνπ mRNA. Σα κνλνπάηηα απνηθνδόκεζεο ηνπ mRNA 

εμαζθαιίδνπλ όηη ηα δηάθνξα mRNAs,πνπ νδεγνύλ ζηε ζύλζεζε κε απαξαίηεησλ 

πξσηετλώλ, δελ ζπζζσξεύνληαη ζην θύηηαξν (15). Γπλακηθέο αιιαγέο ζηα κήθε ησλ 

πνιπ(Α)-νπξώλ ησλ mRNAs θαηαιύνληαη από δηάθνξα έλδπκα πνπ νλνκάδνληαη 

απαδελπιάζεο. Ζ δηακόξθσζε ηεο πνιπ(Α)-νπξάο ελόο mRNA είλαη έλα επξύ κέζν 

ειέγρνπ ηεο παξαγσγήο πξσηετλώλ θαη ηεο ζηαζεξόηεηαο ηνπ mRNA (16) .ηνλ 

ππξήλα, κε ηελ  δηαδηθαζία ηεο απαδελπιίσζεο πεξηνξίδνληαη νη λενπξνζηηζέκελεο  

πνιπ(A)-νπξέο, ζην θαηάιιειν κήθνο. Οη πνιπ(A)-νπξέο, όηαλ είλαη ζε έλα 

ζπγθεθξηκέλν κήθνο, είλαη απαξαίηεηεο γηα ηελ έμνδν ηνπ mRNA από ηνλ ππξήλα 

θαη όηαλ απηό θηάζεη ζην θπηηαξόπιαζκα ηνπ πξνζδίδνπλ ζηαζεξόηεηα θαη έλαπζκα 

γηα κεηάθξαζε. Σα mRNAs απνηθνδνκνύληαη ζην θπηηαξόπιαζκα κε ζπλερή 

βξάρπλζε ηεο πνιπ(Α)-νπξάο θαηά ηε δηάξθεηα δσήο ηνπ mRNA. Σα επόκελα βήκαηα 

ηεο απνηθνδόκεζεο ησλ mRNAs θαζπζηεξνύλ έσο όηνπ ε απαδελπιίσζε λα 

μεπεξάζεη έλα νξηζκέλν όξην. Έηζη, ε απαδελπιίσζε κπνξεί λα ζεσξεζεί θαη σο 

ρξνλνκεηξεηήο ηεο απνηθνδόκεζεο ηνπ mRNA θαη ε ίδηα ε πνιπ(Α)-νπξά κηα 

ηξνπνπνίεζε πνπ δηαηεξεί ζηαζεξό ην mRNA (17). 



21 

 

21 

 

1.4.1 Απαδελπιάζεο 

Οη απαδελπιάζεο είλαη εμσξηβνλνπθιεάζεο, ησλ νπνίσλ ε δξάζε εμαξηάηαη 

από Mg
2+

 θαη πδξνιύνπλ ην mRNA ζε 3'→5' θαηεύζπλζε, απειεπζεξώλνληαο 5'-

ΑΜΡ. Κύξην ππόζηξσκα ησλ απαδελπιαζώλ απνηειεί ε πνιπ(Α)- νπξά θαη ζηε 

ζπλέρεηα ην mRNA πθηζηάκελν ηε δξάζε άιισλ ελδύκσλ απνδνκείηαη. Οη 

απαδελπιάζεο κε βάζε ηελ παξνπζία ζπγθεθξηκέλσλ ζπληεξεκέλσλ θαηαινίπσλ ζην 

θαηαιπηηθό ηνπο θέληξν ηαμηλνκνύληαη ζε δύν κεγάιεο ππεξ- νηθνγέλεηεο.  

Ζ DEDD ππεξ-νηθνγέλεηα, ε νλνκαζία ηεο νπνίαο  πξνέξρεηαη από ηα 

θαηαιπηηθά ακηλνμέα Asp θαη Glu πνπ βξίζθνληαη δηάζπαξηα κεηαμύ ησλ ηξηώλ 

κνηίβσλ εμσλνπθιεάζεο θαη ζπληνλίδνπλ ηα ηόληα Mg
2+

. ηελ νκάδα απηή αλήθνπλ ε  

απαδελπιάζε POP2 (γλσζηή θαη σο CAF1), ε CAF1Ε, ε πνιύ(Α)-εμεηδηθεπκέλε 

ξηβνλνπθιεάζε (PARN), θαζώο θαη νη νηθνγέλεηεο ησλ PAN2 απαδελπιαζώλ 

(Εικόνα7) . 

 

Δηθόλα 7. Σξηζδηάζηαηε απεηθόληζε ηεο δνκήο ηεο πνιύ(Α) εμεηδηθεπκέλεο ξηβνλνπθιεάζεο  (PARN) 

Ζ ΔΔΡ ππεξ-νηθνγέλεηα, νλνκάδεηαη ε ππεξ-νηθνγέλεηα ησλ εμσλνπθιεαζώλ- 

ελδνλνπθιεαζώλ- θσζθαηαζώλ (exonuclease- endonuclease- phosphatase, EEP), 

πεξηιακβάλεη απαδελπιάζεο πνπ θέξνπλ ζπληεξεκέλα θαηαιπηηθά θαηάινηπα Asp 

θαη His ζηηο δνκηθέο πεξηνρέο λνπθιεάζεο ηνπο. Παξαδείγκαηα ΔΔP ελδύκσλ 

απνηεινύλ νη απαδελπιάζεο Ννcturnin, CCR4  θαη Angel (Εικόνα 8) (18). 
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Δηθόλα 8. ΔΔΡ ππεξ-νηθνγέλεηα απαδελπιαζώλ. Α. Κξπζηαιιηθή δνκή ηεο αλζξώπηλεο CCR4-NOT ζε 

ζύκπινθν κε ηελ poly (A) DNA. Ζ πξόζδεζε ηεο poly (A) DNA απεηθνλίδεηαη κε θίηξηλν ρξώκα θαη ηα ηόληα 

Mg2+ ζαλ πξάζηλεο ζθαίξεο. Β. Μεγεζπκέλε απεηθόληζε ηνπ ελεξγνύ θέληξνπ ηεο CCR4-NOT , νπνύ 

απεηθνλίδνληαη ηα θαηάινηπα, ηα ηόληα Mg2+ παξνπζηάδνληαη ζαο πξάζηλεο ζθαίξεο θαη ηα H2O ζαλ κηθξέο 

θόθθηλεο ζθαίξεο. Γ. Απεηθόληζε ηεο δέζκεπζεο ηνπ ππνζηξώκαηνο [ poly (A) ] ζην ελεξγό θέληξν ηεο 

αλζξώπηλεο CCR4-NOT (18). 

 

Οη απαδελπιάζεο ραξαθηεξίδνληαη από κεγάιε πνηθηινκνξθία, επεηδή 

πηζαλόηαηα ζπγθεθξηκέλεο απαδελπιάζεο δξνπλ ζε ζπγθεθξηκέλα mRNAs, σζηόζν 

είλαη δπλαηή ε δξάζε δηαθνξεηηθώλ απαδελπιαζώλ ζην ίδην mRNA κε δηαθξηηέο 

αιιά  επηθαιππηόκελεο ιεηηνπξγίεο (Πίλαθαο 1) (16). 

 

 Πίλαθαο 1. Πνηθηινκνξθία ησλ απαδελπιαζώλ 

1.4.2 Σξόπνο δξάζεο ησλ απαδελπιαζώλ 

Όπσο πξναλαθέξζεθε, νη απαδελπιάζεο ρσξίδνληαη ζε δπν νηθνγέλεηεο βάζεη 

ησλ ακηλνμέσλ ηνπ ελεξγνύ θέληξνπ ηνπο. Ζ δξαζηηθόηεηα ηεο PARN, ε νπνία 

αλήθεη ζηελ ηάμε DEDD, δηεγείξεηαη κεηξίσο από ηελ αιιειεπίδξαζή ηεο κε ηελ 

Οκάδα  Όλνκα SC  CE  DM  XL  MM  HS  

DEDD νοςκλεάζερ CNOT7/Caf1a + + + + + + 

 CNOT8/Caf1b - - - + + + 

 PAN2 + + + + + + 

 PARN - + - + + + 

 CAF1Z - + - + + + 

EEP νοςκλεάζερ CNOT6/CCR4a + + + + + + 

 CNOT6L/CCR4b - - - - + + 

 NOC/CCR4C - - + + + + 

 2’PDE - + + + + + 
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θαιύπηξα ζην 5' άθξν ησλ mRNA (Εικόνα 7). Ζ θαιύπηξα πξνζδέλεηαη ζηελ RRM 

επηθξάηεηα κε ζπγγέλεηα ηεο ηάμεο ιίγσλ κM, ζπγγέλεηα ε νπνία είλαη αξθεηά 

αζζελέζηεξε ζε ζύγθξηζε κε ηε ζπγγέλεηα ηεο ηάμεο ησλ nM ησλ "θαλνληθώλ" 

πξσηετλώλ πνπ πξνζδέλνληαη ζηελ θαιύπηξα (cap- binding proteins) (19). 

ηελ ηάμε EEP, αλήθεη ε CCR4 (Carbon Catabolite Repressor-4) (Εικόνα 8) 

πνπ είλαη κηα Mg 
+2

  εμαξηώκελε 3' εμσλνπθιεάζε εηδηθή γηα πνιπ-(Α). Παξόηη δελ 

έρνπλ αλαιπζεί άκεζα ηα λνπθιενηίδηα πνπ απνκαθξύλνληαη κέζσ ηεο αληίδξαζεο, ε 

αληίδξαζε θαίλεηαη λα ζπκβαίλεη θαηά έλα λνπθιενηίδην ηε θνξά, θαη ε νηθνγέλεηα 

ζηελ νπνία αλήθεη ην έλδπκν ππνδεηθλύεη όηη ζπκβαίλεη αληίδξαζε πδξόιπζεο 

απειεπζεξώλνληαο 5' ΑΜΡ (17).  

 

1.4.3 Βηνινγηθέο ιεηηνπξγίεο ησλ απαδελπιαζώλ 

Οη απαδελπιάζεο έρνπλ δηάθνξεο βηνινγηθέο ιεηηνπξγίεο. (Πίλαθαο 2) 

Κάπνηεο από απηέο είλαη απαξαίηεηεο γηα ηε βησζηκόηεηα ησλ νξγαληζκώλ, ελώ 

κεηαιιάμεηο άιισλ απαδελπιαζώλ παξνπζηάδνπλ  κηα πνηθηιία θαηλνηύπσλ. Αξθεηέο 

απαδελπιάζεο ζπκκεηέρνπλ ζηελ  εκβξπνγέλεζε, ζηνλ θπηηαξηθό θύθιν, ζηελ 

αλάπηπμε, ζηε γνληκόηεηα, ζηε κεηαβνιηθή νκνηόζηαζε. 

Πίλαθαο 2. Βηνινγηθέο Λεηηνπξγίεο Απαδελπιαζώλ 

Οηθνγέλεηα  Βηνινγηθέο ιεηηνπξγίεο 

DEDD λνπθιεάζεο 

 

 

 

POP2 

 

Καηαζηξνθή DNA 

Κπηηαξηθό θύθιν (Sc) 

Αλάπηπμε 

Γνληκόηεηα (Ce) 

Κπηηαξηθή κάδα 

Ρύζκηζε miRNA (Dm) 

πεξκαηνγέλεζε 

Οζηηθή κάδα (Mm) 

 

CAF1Z NMD 

PARN Χνθύησζε 

Χξίκαλζε (Xl) 

NMD (Hs) 

PAN2 Βξάρπλζε poly (A) 

Replication stress (Sc) 
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EEP λνπθιεάζεο  

CCR4 Καηαζηξνθή DNA 

Κπηηαξηθό θύθιν 

Replication stress (Sc) 

Χνγέλεζε (Dm) 

NMD (Mm) 

Κπηηαξηθό πνιιαπιαζηαζκό 

(Mm) 

Nocturnin Κηξθάδηνο ξπζκόο (Xl, Mm) 

Οκνηόζηαζε (Mm) 

Angel Δπεμεξγαζία ηνπ 5,8S Rrna 

Πεγή άλζξαθα (Sc) 

2' PDE Απνηθνδόκεζε ηνπ 2΄-5΄ oligo(A) 

από ηληεξθεξόλε (Hs) 

 

1.5 Ζ αλζξώπηλε απαδελπιάζε Angel 2 (Ccr4d) 

ηα αλζξώπηλα θύηηαξα  έρεη γίλεη ηαπηνπνίεζε πέληε νκόινγσλ CCR4, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ Ccr4a (CNOT6), Ccr4b (CNOT6L), Ccr4c (nocturnin, 

Ccn4L), Ccr4d (ANGEL2), θαη Ccr4e (ANGEL1). Οη Ccr4a θαη Ccr4b παξνπζηάδνπλ 

74% αιιεινπρηθή νκνηόηεηα θαη πεξηέρνπλ πεξηνρέο επαλαιήςεσλ πινύζηεο ζε 

ιεπθίλε πνπ απαηηνύληαη γηα ηηο αιιειεπηδξάζεηο κε ην ζύκπινθν Caf1a / Caf1b. Καη 

νη δύν παίδνπλ ξόιν ζηε απαδελπιίσζε θαη ζπκβάιινπλ ζηελ αλαζηνιή ηνπ 

θπηηαξηθνύ ζαλάηνπ θαη ηεο γήξαλζεο. Ζ Ccr4c έρεη ραξαθηεξηζηεί  ζε πνληηθνύο θαη 

Xenopus laevis θαη έρεη πξνηαζεί όηη παίδεη έλα ξόιν ζηελ ιεηηνπξγία ηνπ θηξθάδηνπ 

ξπζκνύ (20). 

Ζ Ccr4d (ANGEL2), βάζεη ηεο αιιεινπρηθήο νκνινγία  κε ηα άιια κέιε ηεο 

νηθνγέλεηαο πξσηετλώλ CCR4, είλαη έλα θαηλνύξγην κέινο ηεο νηθνγέλεηαο ΔΔΡ πνπ 

ιεηηνπξγεί σο απαδελπιάζε. Όκσο, ε Ccr4d δελ πεξηέρεη επαλάιεςεηο πινύζηεο ζε 

ιεπθίλε θαη σο ππξελνθπηηαξνπιαζκαηηθή πξσηεΐλε (Εικόνα ) (20). 
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Δηθόλα 9A. ρεκαηηθή απεηθόληζε ησλ νκόινγσλ Ccr4. Καζέλα από ηα νκόινγα έρεη κηα ζπληεξεκέλε 

πεξηνρή λνπθιεάζεο(απεηθνλίδεηαη κε γθξη ρξώκα) πνπ ζρεηίδεηαη κε ηηο  Mg2 + εμαξηώκελεο εμσλνπθιεάζεο-

ελδνλνπθιεάζεο-θσζθαηάζεο, γλσζηέο σο ππεξνηθνγέλεηα ΔΔΡ. Οη  Cnot6 θαη Cnot6l δηαζέηνπλ ζην ακηλνηειηθό 

ηνπο άθξν πεξηνρέο επαλαιήςεσλ πινύζηεο ζε ιεπθίλε (LRRs) (θαίλεηαη κε καύξν), νη νπνίεο είλαη ζπληεξεκέλεο 

ζηελ Ccr4p ηεο δύκεο. (21)  B. Απεηθόληζε ηεο θξπζηαιιηθήο δνκήο ηνπ ζπκπιόθνπ Ccr4(CNOT6L)-Caf1 ηεο 

δύκεο (18) 

Πεηξακαηηθά δεδνκέλα ππνζηεξίδνπλ όηη ν ξόινο ηεο Angel σο απαδελπιάζε 

πξνήιζε από ηελ απόδεημε όηη νη πξσηεΐλεο Angel  αιιειεπηδξνύλ κε ηηο πξσηεΐλεο 

Caf1 νη νπνίεο αλήθνπλ ζηελ DEDD ππεξ-νηθνγέλεηα κε ελεξγόηεηα απαδελπιάζεο 

(Εικόνα9B). Χζηόζν, πξνο ην παξόλ δελ έρνπλ αλαθεξζεί in vitro πεηξακαηηθέο 

κεηξήζεηο ηεο δξαζηεξηόηεηαο ηεο Angel1. Ζ Angel 2 όηαλ εθθξάδεηαη εμσγελώο 

θαίλεηαη λα εληνπίδεηαη ζηνλ ππξήλα, ελώ ε πιεηνλόηεηα ησλ αληηδξάζεσλ ηεο 

απαδελπιίσζεο ζπκβαίλεη ζην θπηηαξόπιαζκα θαζώο άιιεο απαδελπιάζεο όπσο νη 

Ccr4a/b θαη Nocturnin εληνπίδνληαη ζην θπηηαξόπιαζκα (21).            

 

 

 

 

 

                                                                                

A B 
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2. ΚΟΠΟ  

Βαζηδόκελνη ζε πξνεγνύκελεο κειέηεο ηνπ εξγαζηεξίνπ, πνπ αθνξνύλ ηελ 

θαηαλόεζε ηεο  βηνρεκηθήο  ζεκαζίαο  ησλ ελδύκσλ πνπ θαηαιύνπλ ηελ αληίδξαζε 

ηεο απαδελπιίσζεο, έγηλε ε θισλνπνίεζε θαη ε πξνζπάζεηα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ 

ηεο αλζξώπηλεο ANGEL 2. Ζ ANGEL2 είλαη έλα λέν έλδπκν, ην νπνίν δελ έρεη 

κειεηεζεί θαη δελ είλαη γλσζηή ε ιεηηνπξγία ηνπ αθόκε. Πηζαλά ππνζηξώκαηα ηεο 

Angel2 είλαη ππξεληθά mRNAs ή pre-mRNAs όπνπ ε Angel2 πξνσζεί ηελ 

απνηθνδόκεζε ηνπο σο έλαο ππξεληθόο κεραληζκόο ειέγρνπ ηεο πνηόηεηαο ηνπο.  

Γηα ην ζθνπό απηό έγηλε ε θισλνπνίεζε ηνπ cDNA ηεο ANGEL2 ζε θνξέα 

έθθξαζεο ηδαληθό γηα ππεξέθθξαζε από βαθηήξηα θαη ε πξνζπάζεηα έθθξαζεο ηεο ζε 

δηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο.  
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3. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ  

3.1 Τιηθά  

3.1.1 Αληηδξαζηήξηα 

Acetic Acid Merck 

Acrylamide SERVA 

Ammonium Persulfate (APS) SIGMA 

Bis Acrylamide SERVA 

Bovine Serum Albumin (BSA) New England Biolabs 

Bradford protein assay Bio-rad 

Bromophenol Blue Research Organics 

Coomassie Brilliant Blue R-250 Fluka 

Ethanol Absolute SIGMA 

Glycerol Panreac 

Glycine Biochemica 

Hydrocloric Acid (HCl) Merck 

Imidazole Applichem, SIGMA 

Isopropanol Scharlau 

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) Fermentas 

LB Agar SIGMA 

LB Broth Merck 

Pink prestained protein marker Nippon Genetics 

Potassium Hydroxide (KOH) Merck 

SDS (Sodium dodecyl Sulfate) SERVA 

Sodium Chloride (NaCl) Applichem 

Sodium diHydrogen Phosphate Merck 

Sodium Hydrogen Phosphate Merck 

Sodium Hydroxide (NaOH) Merck 

TEMED (N,N,Ν΄,Ν΄-tetramethylethylenediamine) Research Organics 

Tris Base Merck 

Αγαξόδε SIGMA 

3.1.2 Βαθηεξηαθά ζηειέρε 

BL21- Gold (DE3) 
1
 Agilent Technologies 

Rosetta 2 
1
 Novagen 

Xl1Blue Agilent Technologies 

3.1.3 Γείθηεο κνξηαθώλ βαξώλ 

PiNK prestained protein marker Nippon Genetics 

1kb Gene ruler Thermo Scientific 

                                                 
1
 Σηέλεσορ Escherichia coli ικανό για μεηαζσημαηιζμό και ςπεπέκθπαζη ππωηεΐνηρ από αναζςνδςαζμένο πλαζμίδιο. 
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3.1.4 Kit 

NucleoSpin
®
 Plasmid Macherey-Nagel 

PCR clean-up Gel extraction Macherey-Nagel 

Infusion HD cloning kit Clontech  

Agarose-beads (Ni2+-IDA)/Protino Macherey-Nagel 

Agarose-beads (Ni2+-NTA)/Protino Macherey-Nagel 

 

3.1.5 Διαλύματα 

Ρπζκηζηηθά δηαιύκαηα γηα ηελ ειεθηξνθόξεζε ησλ λνπθιετθώλ νμέσλ 

 TAE 50x: Tris base 24,2% v/w, αθεηνμηθό νμύ 5,71% w/w, EDTA 0,05M, pH 

8,6. Υξεζηκνπνηήζεθε  TAE 1x. ε 100ml TAE 1x πξνζηέζεθε1gr αγαξόδεο 

 Loading buffer 6x: Bromophenol Blue 0,09%, Xylene Cyanol 0,09%, Γιπθεξόιε 

60%, EDTA 60mM 

Ρπζκηζηηθό Γηάιπκα Φσζθνξηθώλ (ελδεηθηηθά 100Mm) 

 12mM  Na2HPO4, 88mM  NaH2PO4 (pH 6) 

Ρπζκηζηηθά Γηαιύκαηα ιύζεο βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ κε ρξήζε ππεξήρσλ 

 0.5M NaCl, 0.1M Phosphate buffer (pH 6.1) (γηα απνκόλσζε κε Ni-NTA 

Agarose) 

 0,2Μ NaCl, 0.1M Phosphate buffer (pH 6), 10% Glycerol, 0,1%MTG, 1mM 

PMSF, ίρλε ιπζνδύκεο (γηα απνκόλσζε κε ην ζύζηεκα FPLC). To PMSF 

είλαη αλαζηνιέαο πξσηεαζώλ ζεξίλεο. Σόζν ε ζεξίλε, όζν θαη ε ηζηηδίλε είλαη 

ζηόρνη πξσηεόιπζεο (22). 

Γηαιύκαηα γηα απνκόλσζε κε Ni-NTA Agarose (Beads)  

 Ρπζκηζηηθό δηάιπκα εμηζνξξόπεζεο: 100mM Phosphate Buffer, 10mM  

Imidazole, 300mM NaCl,  

 Ρπζκηζηηθό δηάιπκα έθπιπζεο : 100mM Phosphate Buffer, 20mM  

Imidazole, 300mM NaCl,  

 Ρπζκηζηηθό δηάιπκα έθινπζεο: 100mM Phosphate Buffer, 10mM  

Imidazole, 250mM NaCl,  

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο SDS-PAGE (Running Buffer) 10x: 

 250mM Tris, 1.92M Glycine. Σν δηάιπκα δε ρξεηάδεηαη ξύζκηζε ηνπ pH θαη 

απνζεθεύεηαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Γηα ηελ παξαζθεπή Running Buffer 

1Υ, 1L: Αξαίσζε 100mL R.B.10Υ ζε 900mL dH2O. ην δηάιπκα πξνζηίζεηαη 
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θαη SDS ζε ηειηθή αλαινγία 0,1% (23). Γηαηεξείηαη ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. 

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα δεηγκάησλ SDS-PAGE 4x (Sample Buffer) 

 240mΜ Tris-HCl pH 6.8, 40% Glycerol, 8% SDS, 5% β- mercaptoethanol, 

0.04% Bromophenol Blue. Γηαηεξείηαη ζηνπο -20
ν
C.  

Γηαιύκα βαθήο πεθηήο πνιπαθξπιακηδίνπ 

 Coomassie Blue 0.05% (40% Methanol, 10% Acetic Acid, dH2O, Coomassie 

Blue R-250 ~0.1%) 

 10% Acetic Acid 

3.1.6 Πιαζκηδηαθόο Φνξέαο pET-33b(+) 

Σν ζύζηεκα pET είλαη θαηάιιειν γηα ηελ ππνθισλνπνίεζε θαη ηελ έθθξαζε  

αλαζπλδπαζκέλσλ γνληδίσλ ζε θύηηαξα ηνπ ζηειέρνπο E.coli, κε απνηέιεζκα, όηαλ  

ελεξγνπνηεζεί, λα είλαη δπλαηή ε γξήγνξε παξαγσγή κεγάιεο πνζόηεηαο 

νπνηαζδήπνηε επηζπκεηήο πξσηεΐλεο (24). Τπάξρνπλ δύν γεληθέο θαηεγνξίεο pET 

θνξέσλ θνξείο κεηαγξαθήο θαη θνξείο κεηάθξαζεο.  

Ο πιαζκηδηαθόο θνξέαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ θισλνπνίεζε ηεο 

ANGEL 2 είλαη ν pET-33b(+) θαη είλαη θνξέαο κεηάθξαζεο (Εικόνα 10). Ο 

ζπγθεθξηκέλνο πιαζκηδηαθόο θνξέαο πξνέξρεηαη από ηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα pET-

28b(+) θαη θέξεη κηα αιιεινπρία 15bp πνπ θσδηθνπνηεί ηελ πξσηεΐληθή θηλάζε Α 

(ΡΚΑ) (Δηθόλα ) (25). Σν πιαζκίδην δηαζέηεη δηάθνξα ζεκαληηθά ζηνηρεία: ην γνλίδην 

lacΗ ην νπνίν θσδηθνπνηεί ηνλ θαηαζηνιέα ηνπ νπεξνλίνπ ηεο ιαθηόδεο, ηνλ Σ7 

πξναγσγέα εμεηδηθεπκέλν γηα ηελ Σ7 πνιπκεξάζε -ν νπνίνο είλαη ελεξγόο κόλνλ όηαλ 

ε Σ7 RNA πνιπκεξάζε είλαη παξνύζα-, ην ρεηξηζηή ηνπ νπεξνλίνπ ηεο ιαθηόδεο -ν 

νπνίνο παξεκπνδίδεη ηε κεηαγξαθή-, ηελ πεξηνρή πνιπζπλδέηε, ηελ πεξηνρή έλαξμεο 

ηεο αληηγξαθήο θαη ην γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο ζην αληηβηνηηθό θαλακπθίλε γηα 

επηινγή ζε θαιιηέξγεηεο ζηειερώλ E. Coli. Σν ππό κειέηε γνλίδην θισλνπνηήζεθε 

ζηελ πεξηνρή ηνπ πνιπζπλδέηε. Ο πξναγσγέαο θαη ν ρεηξηζηήο βξίζθνληαη ζην 5’ 

άθξν ηνπ θισλνπνηεκέλνπ γνληδίνπ. Παξνπζία ηεο Σ7 πνιπκεξάζεο ν ρεηξηζηήο δελ 

θαηαζηέιιεη ην γνλίδην θαη κεηαγξάθεηαη θαλνληθά. Ο έιεγρνο ηνπ ζπζηήκαηνο 

έθθξαζεο επηηπγράλεηαη κέζσ ηνπ πξναγσγέα θαη ηνπ ρεηξηζηή lac. Σν γνλίδην ηεο Σ7 

RNA πνιπκεξάζεο  ζην ρξσκόζσκα ηνπ θπηηάξνπ μεληζηή θέξεη έλα επαγώγηκν 
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πξναγσγέα πνπ ελεξγνπνηείηαη από ην IPTG. Σν  IPTG είλαη αλάινγν ηεο ιαθηόδεο  

πνπ δεζκεύεη ηνλ θαηαζηνιέα ηνπ ξπζκηζηή lac (24). Όηαλ ε T7 RNA πνιπκεξάζε 

έρεη πιήξσο επαρζεί, ην επηζπκεηό πξντόλ κπνξεί λα πεξηιακβάλεη πεξηζζόηεξν από 

ην 50% ηεο ζπλνιηθήο θπηηαξηθήο πξσηεΐλεο ιίγεο ώξεο κεηά ηελ επαγσγή. Αλ θαη 

απηό ην ζύζηεκα είλαη εμαηξεηηθά ηζρπξό, είλαη επίζεο δπλαηό λα κεησζνύλ ηα 

επίπεδα έθθξαζεο ηεο ππό κειέηε πξσηεΐλεο ιόγσ κείσζεο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ 

επαγσγέα. (25). 

 
 

Δηθόλα 10. Ο πιαζκηδηαθόο θνξέαο pET-33b(+). Ζ πεξηνρή θισλνπνίεζεο/έθθξαζεο ηεο θσδηθήο αιπζίδαο 

βξίζθεηαη ππό ηνλ έιεγρν ηνπ  ππνθηλεηή ηεο Σ7 πνιπκεξάζεο. Ο ζπγθεθξηκέλνο θνξέαο δηαζέηεη κηα 

ζεκαηνδνηηθή αιιεινπρία έμη θαηαινίπσλ ηζηηδίλεο (His·Tag®) ζην ακηλνηειηθό άθξν ηεο πξνο έθθξαζε 

πξσηεΐλεο (Snap gene, Novagen, 2016) 

3.2 Μέζνδνη 

3.2.1 Κισλνπνίεζε  βάζεη πξσηνθόιινπ Infusion HD Cloning 

Σν πξσηόθνιιν είλαη ζρεδηαζκέλν γηα γξήγνξε θαη θαηεπζπλόκελε 

θισλνπνίεζε ελόο ή πεξηζζόηεξσλ ηκεκάησλ DNA ζε έλαλ θνξέα. Ζ ηερλνινγία 

πνπ ρξεζηκνπνηεί βαζίδεηαη ζηνλ νκόινγν αλαζπλδπαζκό κεηαμύ ελόο ηκήκαηνο 

DNA θαη ελόο γξακκηθνπνηεκέλνπ θνξέα.  



31 

 

31 

 

 

Δηθόλα 11. πλνπηηθή παξνπζίαζε ηνπ πξσηνθόιινπ θισλνπνίεζεο 

 

 Δλδπκηθή πέςε ηνπ θνξέα θισλνπνίεζεο 

 Ζ πέςε ηνπ θνξέα θισλνπνίεζεο pET-33b(+) έγηλε κε ηε ρξήζε ηνπ ελδύκνπ 

πεξηνξηζκνύ EcoRI, ην νπνίν αλαγλσξίδεη κία κνλαδηθή αιιεινπρία ζηελ πεξηνρή 

πνιπζπλδέηε ηνπ πιαζκηδίνπ (Εικόνα 7). Σα επηκέξνπο ζπζηαηηθά θαη νη όγθνη ηεο 

αληίδξαζεο πέςεο, νξίζηεθαλ ζύκθσλα κε ην αληίζηνηρν πξσηόθνιιν ΣΑΚΑRA γηα 

ην EcoRI, θαη θαίλνληαη ζηνλ Πίλαθα 1. Οη όγθνη νξίζηεθαλ ώζηε ην ππόζηξσκα 

DNA λα έρεη πνζόηεηα ≤1κg. ηε ζπλέρεηα έγηλε επώαζε ηεο αληίδξαζεο ζηνπο 37 

o
C  γηα 2 ώξεο. Ζ αληίδξαζε κεηά ηεξκαηίζηεθε κεηά από 2 ώξεο κε ηελ πξνζζήθε 

loading buffer(6x). 
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Δηθόλα 7. Ζ πεξηνρή θισλνπνίεζεο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα pET-33b(+). Multiple cloning sites/MCS 

(BamH1-Xho1). Ο θνξέαο δηαζέηεη κηα ζεκαηνδνηηθή αιιεινπρία έμη θαηαινίπσλ ηζηηδίλεο (His·Tag®) ζην 

ακηλνηειηθό άθξν ηεο πξνο έθθξαζε πξσηεΐλεο( pET Manual10th Edition, Novagen, 2003) 

 

Πίλαθαο 3.  ύζηαζε ελδπκηθήο αληίδξαζεο πέςεο ηνπ θνξέα pET-33b(+) 

 

 

 

 

 

  ρεδηαζκόο εηδηθώλ PCR εθθηλεηώλ 

Οη Ηn-Fusion PCR εθθηλεηέο ζρεδηάζηεθαλ κε ηξόπν ηέηνην ώζηε λα παξάγνπλ πξντόλ 

ελίζρπζεο PCR κε άθξα νκόινγα κε ηα άθξα ηνπ επηζπκεηνύ θνξέα ζηε 

γξακκηθνπνηεκέλε ηνπ κνξθή (Εικόνα 13).  Κάζε Ηn-Fusion εθθηλεηήο πξέπεη λα έρεη 

ηα αθόινπζα ραξαθηεξηζηηθά: 

 Οη εθθηλεηέο ζα πξέπεη λα παξάγνπλ κία επηπιένλ αιιεινπρία ησλ 15 bp ζηα 

άθξα ηνπ γνληδίνπ-ζηόρνο, ε νπνία ζα είλαη νκόινγε κε ηα άθξα ηνπ 

γξακκηθνπνηεκέλνπ θνξέα. 

 Σν 3΄ηκήκα θάζε εθθηλεηή ζα πξέπεη λα είλαη εηδηθό γηα ην γνλίδην ζηόρν, λα 

έρεη GC πεξηερόκελν 40-60%, κήθνο 18-25 λνπθιενηίδηα, Σm 58-65
o
C (ε 

δηαθνξά ηεο Σm κεηαμύ Fwd θαη Rev δελ πξέπεη λα μεπεξλά ηνπο 4
o
C). Ζ 

Αληηδξαζηήξηα Όγθνο 

EcoR1   1 κl 

10 x Buffer H      2 κl 

Πιαζκηδηαθό DNA[pET-33b(+)] 10 κl 

dd H20                7 κl 

Total vol.            20 κl 
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ηηκή ηεο Σm πξέπεη λα ππνινγίδεηαη βάζεη ηεο γνληδην-εηδηθήο αιιεινπρίαο 

ηνπ εθθηλεηή. 

 Θα πξέπεη λα απνθεύγεηαη ε ζπκπιεξσκαηηθόηεηα εληόο ηνπ ίδηνπ εθθηλεηή, 

θαζώο θαη κεηαμύ ησλ εθθηλεηώλ. 

 Οη εθθηλεηέο λα είλαη απνκνλσκέλνη κε ΖPLC ή desalted. 

 Nα έρεη ειεγρζεί ε νξζόηεηα θαη ε εμεηδίθεπζή ηνπο σο πξνο ην γνλίδην-

ζηόρνο κε BLAST. 

 Ζ Clontech παξέρεη έλα δσξεάλ εύρξεζην εξγαιείν ζηελ ηζηνζειίδα ηεο, κε 

ηε βνήζεηα ηνπ νπνίνπ ν θάζε ελδηαθεξόκελνο απιά παξέρνληαο ηελ αιιεινπρία ηνπ 

επηζπκεηνύ γνληδίνπ, ηελ αιιεινπρία ηνπ θνξέα ζηνλ νπνίν επηζπκεί λα εηζάγεη ην 

γνλίδην θαζώο θαη επηιέγνληαο ην έλδπκν πεξηνξηζκνύ κε ην νπνίν ζα 

πξαγκαηνπνηεζεί ε γξακκηθνπνίεζε ηνπ θνξέα, κπνξεί εύθνια θαη γξήγνξα λα 

ζρεδηάζεη εθθηλεηέο θαηάιιεινπο γηα ρξήζε κε ην HD-In Fusion cloning kit. 

 Με ηε βνήζεηα ηνπ παξαπάλσ εξγαιείνπ ζρεδηάζηεθαλ νη αθόινπζνη 

εθθηλεηέο κε Σm πεξίπνπ 65
ν
C, όπνπ κε  θόθθηλν επηζεκαίλεηαη ην ηκήκα ησλ 

εθθηλεηώλ πνπ είλαη εηδηθό γηα ηελ αιιεινπρία ηνπ γνληδίνπ-ζηόρνο θαη κε καύξν ην 

ηκήκα ηνπ θνξέα. 

 FW: GACGGAGCTCGAATTCATGGAAGCCTGGCGCTGTGTGAG 

 REV: GTCGGGATCCGAATTCTCAGAGCTCAAGTCTGAA 

 

ηελ παξαθάησ εηθόλα παξαηίζεηαη έλα δηάγξακκα θισλνπνίεζεο  κεηά ηνλ 

ζρεδηαζκό θαηάιιεισλ εθθηλεηώλ. 

 

Δηθόλα 8. Γηάγξακκα θισλνπνίεζεο ηεο ANGEL 2 ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα pET-33b(+) Α. Αλακελόκελν 

πξντόλ PCR, Β. Απεηθόληζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ γξακκηθνπνηεκέλνπ θνξέα, πνπ αλαγλσξίδεηαη από ην EcoRI, Γ. 

Πξντόλ κεηά ηελ αληίδξαζε νκόινγνπ αλαζπλδπαζκνύ.   
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 Δλίζρπζε ηνπ ππό κειέηε γνληδίνπ κε απιή PCR 

          Χο DNA κήηξα (template) ρξεζηκνπνηήζεθε ε εκπνξηθά δηαζέζηκε αιιεινπρία 

ηεο ANGEL2  από ηελ εηαηξία  SourceBioScience (Αγγιία). Ζ εηαηξία παξείρε ηελ 

δπλαηόηεηα αγνξάο ηεο θσδηθήο αιιεινπρίαο ηεο ANGEL2 θισλνπνηεκέλε ζην 

θνξέα pBlueScript. 

 Σν  cDNA ηεο ANGEL2 εληζρύζεθε κε απιή PCR, κε ηε ρξήζε ηνπ ΚΑPA 

HiFi HotStart ReadyMix PCR Kit, ρξεζηκνπνηώληαο σο ππόζηξσκα ην πιαζκηδηαθό 

DNA pBlueScript-ANGEL2. Πξνζηέζεθαλ νη εηδηθνί εθθηλεηέο θαη DNA 

πνιπκεξάζε πςειήο πηζηόηεηαο (Πίλαθαο 4). Ζ ελ ιόγσ DNA πνιπκεξάζε θέξεη 

έλα αληίζσκα ην νπνίν απνδεζκεύεηαη από ην έλδπκν όηαλ ππνβιεζεί απόηνκα ζε 

πςειή ζεξκνθξαζία (hot start), κε απνηέιεζκα λα εκπνδίδεηαη ε δξάζε ηνπ ελδύκνπ 

πξηλ μεθηλήζεη ε αληίδξαζε PCR, θαη σο εθ ηνύηνπ ηελ παξαγσγή κε εηδηθώλ 

πξντόλησλ.  

 

Πίλαθαο 4 . ύζηαζε αληίδξαζεο PCR γηα ηελ ελίζρπζε ηεο ANGEL 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίλαθαο 5. Σν ζεξκηθό πξνθίι ηεο αληίδξαζεο PCR 

 

 

 

                                                 
2
 Ο σπόνορ επέκηαζηρ, ηος πολςμεπιζμού δηλαδή ηος νεοζςνηιθέμενος κλώνος DNA, εξαπηάηαι από ηο μήκορ ηος 

ημήμαηορ πος ενιζσύεηαι. Γενικά ιζσύει όηι για κάθε 1kb DNA πος ενιζσύεηαι, ο σπόνορ επέκηαζηρ ιζούηαι με ≈ 

1min. 

Αληηδξαζηήξηα Όγθνο 

H2O   21 κl 

Kapa Hifi Ready Mix 25 κl 

Primer FND (10 Μκ) 1,5 κl 

Primer REV (10 Μκ) 1,5 κl 

Template 1,0 κl 

Total vol 50 κl 

Βήκαηα Θεξκνθξαζία Υξόλνο 

Αξρηθή 

απνδηάηαμε 
95 

ν
 C 3 min 

Απνδηάηαμε 98 
ν
 C 20 sec 

Τβξηδνπνίεζε 65 
ν
 C 15 sec 

Δπέθηαζε
2
 72

ν
 C 13 sec/kb 

Σειηθή επέθηαζε 72
ν
 C 10min 
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Πξαγκαηνπνηήζεθαλ 24 θύθινη θαη αθνινύζεζε απνζήθεπζε ζηνπο 4
ν
C 

 Ζιεθηξνθόξεζε λνπθιετθώλ νμέσλ 

 Ζ επηβεβαίσζε ησλ εηδηθώλ πξντόλησλ ηεο PCR θαη ηεο πέςεο, έγηλε κε 

ειεθηξνθόξεζε ησλ δεηγκάησλ ζε πεθηή αγαξόδεο 1%. Ζ ειεθηξνθόξεζε ζε 

πήθησκα αγαξόδεο είλαη κία αλαιπηηθή κέζνδνο πνπ επηηξέπεη ην δηαρσξηζκό, ην 

ραξαθηεξηζκό θαη ηελ απνκόλσζε ηκεκάησλ DNA. ε πεθηώκαηα αγαξόδεο 

δηαθόξσλ ζπγθεληξώζεσλ κπνξνύλ λα δηαρσξηζηνύλ ηκήκαηα DNA κεγέζνπο από 

20bp έσο 50kb. Πξώηα ρξεζηκνπνηήζεθε ην ξπζκηζηηθό δηάιπκα ώζηε κε ζέξκαλζε 

δηαιπζεί ε αγαξόδε. Όηαλ ην κίγκα έγηλε δηαπγέο πεξηρύζεθε ζην ηθξύσκα θαη ζηε 

ζπλέρεηα παξέκεηλε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ κέρξη λα ζηεξενπνηεζεί. Ζ αγαξόδε 

πήδνληαο θηηάρλεη έλα δίρηπν ηνπ νπνίνπ ε ππθλόηεηα είλαη αλάινγε ηεο 

ζπγθέληξσζεο ηεο αγαξόδεο πνπ ρξεζηκνπνηήζακε. Ζ ειεθηξνθόξεζε γίλεηαη ζε 

νξηδόληην επίπεδν ππό ειεθηξηθό πεδίν ζηαζεξήο ηάζεο. ηελ παξνύζα εξγαζία έγηλε  

εθαξκνγή ειεθηξηθνύ πεδίνπ ζηα 60V θαη παξαθνινύζεζε ηνπ κεηώπνπ ησλ 

ρξσζηηθώλ πνπ ελππάξρνπλ ζην loading buffer. Με ηελ εθαξκνγή ειεθηξηθνύ πεδίνπ 

ζηα άθξα ηνπ πεθηώκαηνο, ην DNA, ην νπνίν είλαη αξλεηηθά θνξηηζκέλν, θηλείηαη 

πξνο ηελ άλνδν. Ζ ειεθηξνθνξεηηθή θηλεηηθόηεηα ηνπ DNA εμαξηάηαη από 

νξηζκέλεο  παξακέηξνπο, όπσο ην κνξηαθό βάξνο ησλ ηκεκάησλ DNA, ηε 

ζπγθέληξσζε ηεο αγαξόδεο ζην πήθησκα, ηελ ζηεξενδηακόξθσζε ηνπ DNA, ηελ 

εθαξκνδόκελε ηάζε θαη ηελ ζύλζεζε ηνπ ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο ειεθηξνθόξεζεο. 

 Καζαξηζκόο ηκεκάησλ DNA από πεθηή αγαξόδεο (gel extraction) 

 Ζ απνκόλσζε θαη ν θαζαξηζκόο ηνπ πξντόληνο ηεο PCR θαη ηνπ πξντόληνο 

ηεο πέςεο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα pET-33b(+) από ηελ πεθηή αγαξόδεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε  βάζεη ηνπ πξσηνθόιινπ PCR Clean-up Gel extraction, όπνπ 

παξαθάησ αλαθέξνληαη ηα βήκαηα. 

 

Δμαγσγή ηνπ ηκήκαηνο DNA- Γηάιπζε ηεο πεθηήο. Αξρηθά απνθόπηεηαη από ηελ 

πεθηή αγαξόδεο ε δώλε κε ην ηκήκα ηνπ DNA πνπ επηζπκνύκε λα απνκνλώζνπκε. Ζ 

εμαγσγή πξαγκαηνπνηείηαη κε πξνζνρή ώζηε λα ειαρηζηνπνηεζεί όζν ην δπλαηόλ ν 

πεξηηηόο όγθνο ηεο πεθηήο. ηε ζπλέρεηα πξνζδηνξίζηεθε ην βάξνο ηνπ ηκήκαηνο ηνπ 

πεθηώκαηνο θαη κεηαθέξζεθε ζε έλα απνζηεηξσκέλν ζσιήλα ηύπνπ eppendorf. Γηα 
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ηνλ ζσιήλα πνπ πεξηέρεη ην DNA ηνπ θνξέα ππνινγίδεηαη ην βάξνο σο εμήο: Αξρηθά 

δπγίζηεθε ην άδεην ζσιήλα θαη ζηελ ζπλέρεηα δπγίζηεθε ην ζσιήλα πνπ πεξηέρεη ην 

DNA ηνπ θνξέα. Ζ δηαθνξά ησλ 2 ζσιήλσλ είλαη ην βάξνο ηνπ ηκήκαηνο ηνπ 

πεθηώκαηνο πνπ πεξηέρεη ην DNA ηνπ θνξέα. Αληίζηνηρα, ε ίδηα δηαδηθαζία 

πξαγκαηνπνηήζεθε θαη γηα ηνλ ππνινγηζκό  ηνπ βάξνπο ηνπ ηκήκαηνο ηνπ 

πεθηώκαηνο πνπ πεξηέρεη ην DNA ηνπ ππό κειέηε γνληδίνπ. Έπεηηα ζε θάζε ζσιήλα 

πξνζηέζεθε Buffer ΝΣΗ, όπνπ γηα θάζε 100mg πεθηώκαηνο πξνζηέζεθαλ 200κL 

Buffer ΝΣΗ (γηα πεθηή αγαξόδεο<2%)
3
. Αθνινύζεζε επώαζε ησλ δεηγκάησλ γηα 5-10 

ιεπηά ζηνπο 50°C θαη αλαθίλεζε θάζε 2-3 ιεπηά κέρξηο όηνπ ε πεθηή αγαξόδεο λα 

δηαιπζεί.  

Γέζκεπζε ηνπ DNA. ηε ζπλέρεηα 700 κl δείγκαηνο θνξηώλνληαη ζε ζηήιε, ε νπνία 

ηνπνζεηείηαη ζε έλα ζπιιεθηηθό ζσιήλα (collecting tube) ησλ 2ml. Αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε γηα 30 δεπηεξόιεπηα ζηηο 11000 x g, απνκαθξύλεηαη ην έθινπζκα θαη 

επαλαηνπνζεηείηαη ε ζηήιε ζην ζπιιεθηηθό ζσιήλα. Αθνινύζσο, θνξηώζεθε θαη ην 

ππόινηπν δείγκα θαη επαλειήθζε ην ζηάδην ηεο θπγνθέληξεζεο.  

Πιύζε ηεο Silica membrane. ηελ ζηήιε πξνζηέζεθαλ 700 κL NT3 buffer θαη 

αθνινύζεζε θπγνθέληξεζε 30sec ζηηο 11000xg, απνκαθξύλεηαη ην έθινπζκα θαη 

επαλαηνπνζεηείηαη ε ζηήιε ζην ζπιιεθηηθό ζσιήλα. Σν βήκα απηό 

επαλαιακβάλεηαη. 

Ξήξαλζε  κεκβξάλεο. Πξαγκαηνπνηήζεθε θπγνθέληξεζε γηα 1 ιεπηό ζηηο 110000g 

ώζηε λα αθαηξεζεί εληειώο ην NT3 buffer 

Έθινπζε DNA. Αθνινύζσο, ε ζηήιε κεηαθέξεηαη ζε λέν ζσιήλα (Recovery Tube) 

θαη πξνζηίζεληαη 23κl ηνπ Elution buffer ώζηε λα απνδεζκεπηεί ην DNA από ηελ 

ζηήιε. Αθνινπζεί επώαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ (18-25 ° C) γηα 1 ιεπηό κε 

ζθνπό ηελ αύμεζε ηεο απόδνζεο ηεο έθινπζεο ηνπ DNA. Σέινο, πξαγκαηνπνηείηαη 

θπγνθέληξεζε γηα 1 ιεπηά ζηηο 11000 x g. Σν εθινπόκελν DNA θπιάζζεηαη ζηνπο -

20
ν
C θαη ρξεζηκνπνείηαη γηα ηελ αληίδξαζε νκόινγνπ αλαζπλδπαζκνύ.  

 

 

 

 

 

                                                 
3
 Σςγκεκπιμένα πποζηέθηκαν 1.038 μl buffer ΝΤΙ ζηο eppendorf με ηο πλαζμιδιακό DNA pET-33b(+) και 618 μl 

buffer ΝΤΙ ζηο eppendorf με ηο ενιζσςμένο γονίδιο ηηρ ANGEL2 
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 Αληίδξαζε νκόινγνπ αλαζπλδπαζκνύ 

 Ζ αληίδξαζε θαηαιύεηαη από κία αλαζπλδπάζε πνπ αλαγλσξίδεη κε αθξίβεηα 

θαη εμεηδίθεπζε ηα θνηλά άθξα ησλ 15bp πνπ έρνπλ ν θνξέαο θαη ην ππό κειέηε 

γνλίδην ην νπνίν, όπσο πξναλαθέξζεθε, έρεη εληζρπζεί κε PCR κε εηδηθνύο εθθηλεηέο. 

Ζ αλαινγία ηεο πνζόηεηαο ηνπ ελζέκαηνο πξνο απηή ηνπ θνξέα θισλνπνίεζεο, 

πξνθεηκέλνπ ε απόδνζε ηνπ νκόινγνπ αλαζπλδπαζκνύ λα είλαη πςειή, νξίζηεθε σο 

3 πξνο 1 αληίζηνηρα (ANGEL2 DNA: pET-33b(+) DNA=3:1), (Πίλαθαο 6). ηε 

ζπλέρεηα έγηλε επώαζε ηεο αληίδξαζεο ζηνπο 50
o
C  γηα 30min. Μεηά ην πέξαο ηεο 

επώαζεο, ε αληίδξαζε πεξαηώζεθε κε απνζήθεπζε ζηνπο -20
o
C. 

Πίλαθαο 6. ύζηαζε αληίδξαζεο νκόινγνπ αλαζπλδπαζκνύ 

 

 

 

 

3.2.2 Υεκηθόο κεηαζρεκαηηζκόο επηδεθηηθώλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ 

XL1Blue, BL21 Gold θαη Rosetta 2 κε ηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα pET-

33b(+) - ANGEL 2. 

 Αξρηθά, ηα επηδεθηηθά θύηηαξα (ηα νπνία θπιάζζνληαη ζηνπο -80
 ν
C) XL1Blue 

θαη BL21 Gold απνςύρνληαη ζηνλ πάγν θαη ζηε ζπλέρεηα αλακηγλύνληαη κε 50 ng 

DNA [ζηελ πξνθεηκέλε πεξίπησζε ην πξντόλ ηνπ νκόινγνπ αλαζπλδπαζκνύ κεηαμύ 

ANGEL 2 θαη pET-33b(+)]. Μεηά από ήπηα αλάδεπζε πξαγκαηνπνηείηαη επώαζε 

ζηνπο 4
ν
C γηα 30min. Αθνινύζσο, ηνπνζεηνύληαη ζε πδαηόινπηξν, ην νπνίν είλαη 

ξπζκηζκέλν ζηνπο 42
ν
C γηα 45sec αθξηβώο (heat shock), ε δηάξθεηα απηνύ ηνπ 

βήκαηνο είλαη κείδνλνο ζεκαζίαο γηα ηελ επηηπρία ηνπ κεηαζρεκαηηζκνύ. ηε 

ζπλέρεηα, κεηαθέξνληαη γηα επώαζε ζηνπο 4
ν
C γηα 2min. Μεηά ην πέξαο ησλ 2 

ιεπηώλ πξνζηίζεληαη 900 κl πξνζεξκαζκέλνπ (ζηνπο 37
ν
C) ζξεπηηθνύ πιηθνύ LB 

Broth άλεπ αληηβηνηηθνύ. Σα κεηαζρεκαηηζκέλα, πιένλ, βαθηεξηαθά θύηηαξα 

Αληηδξαζηήξηα Όγθνο 

pET-33b(+) 2 κl 

ANGEL 2 (100ng) 6 κl 

5x Ηn-fusion HD Enzyme (35ng) 2 κl 

ddH2O - 

Vηει 10 κl 
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επσάδνληαη ζηνπο 37
ν
C ππό αλάδεπζε (160-210 rpm) γηα 1h. Μεηά ην πέξαο ηεο 

επώαζεο ηα κεηαζρεκαηηζκέλα θύηηαξα επηζηξώλνληαη ζε ηξπβιία petri κε ζξεπηηθό 

κέζν LB Agar, ζηα νπνία έρεη πξνζηεζεί ην θαηάιιειν αληηβηνηηθό επηινγήο, 

θαλακπθίλε, ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 50κg/ml, κε γπάιηλν δηαλνκέα (πηπέηηα pasteur). 

Σέινο, ηα ηξπβιία επσάδνληαη γηα 12-16h ζε μεξό ζεξκαηλόκελν ζάιακν 

ζεξκνθξαζίαο 37
ν
C.  

3.2.3 Γεκηνπξγία πγξώλ θαιιηεξγεηώλ Xl1Blue γηα απνκόλσζε πιαζκηδίνπ 

 ε 2 απνζηεηξσκέλνπο ζσιήλεο ηύπνπ falcon πξνζηίζεληαη 7ml LB Broth θαη 

7κl ηνπ αληηβηνηηθνύ θαλακπθίλε θαη εθόζνλ ππάξρνπλ δηαθξηηέο απνηθίεο 

πξαγκαηνπνηείηαη παξαιαβή κηαο απνηθίαο επδηάθξηηεο θαη όρη θνληά ζε άιιεο θαη 

ελνθζαικίδεηαη ην ζξεπηηθό πιηθό ηνπ ζσιήλα. Οη ζσιήλεο κε ηηο θαιιηέξγεηεο 

ηνπνζεηνύληαη γηα επώαζε Ο/Ν ζηνπο 37
ν
C θαη 210 rpm. 

Tελ επνκέλε, δεκηνπξγνύκε stock γιπθεξόιεο (700 κl θπηηάξσλ + 300 κl 

απνζηεηξσκέλε 50% γιπθεξόιε) από ηηο ζπγθεθξηκέλεο θαιιηέξγεηεο, ηα νπνία θαη 

θπιάζζνληαη ζηνπο -80 
0
C. Όια ηα βήκαηα ηεο δηαδηθαζίαο κεηαζρεκαηηζκνύ 

εθηεινύληαη ππό θιόγα.  

 Από ηηο θαιιηέξγεηεο πνπ αλαπηύρζεθαλ, έγηλε απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ 

DNA κηθξήο θιίκαθαο. Σν DNA πνπ απνκνλώζεθε ειεθηξνθνξήζεθε ζε πεθηή 

αγαξόδεο 1%.  

3.2.4 Τπεξέθθξαζε πξσηεΐλεο από κεηαζρεκαηηζκέλα βαθηήξηα 

3.2.4.1 Αναζήηηζη βέληιζηων ζσνθηκών έκθραζης ηης αναζσνδσαζμένης 

ANGEL2 από ηο ζηέλετος BL21-Gold 

 Γηα ηνλ έιεγρν ηεο παξαγσγήο ηεο πξσηεΐλεο ζε δηάθνξεο ζπλζήθεο, 

εμεηάζζεθαλ νη θπηηαξηθέο ζεηξέο BL21- Gold (DE3) θαη Rosetta 2, ε επαγσγή ηεο 

ππεξέθθξαζεο ζε δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο επαγσγέα (IPTG) ώζηε λα γίλεη 

έιεγρνο εάλ ε αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε εθθξάδεηαη ζε αδηάιπηε κνξθή σο 

θπηηαξηθό έγθιεηζην. 

ε 3 ζσιήλεο ηύπνπ falcon ησλ 50ml πξνζηίζεληαη 10ml LB Broth θαη 6κl 

αληηβηνηηθνύ θαλακπθίλε ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 30κg/ml ζηνλ θάζε ζσιήλα. 

Δκβνιηάδνπκε από κηα ήδε έηνηκε πγξή θαιιηέξγεηα ησλ Bl21-Gold ζε αλαινγία 

1/100. Πξηλ πξαγκαηνπνηεζεί ν εκβνιηαζκόο θπιάζζεηαη 1 ml LB Broth, ην νπνίν ζα 
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ρξεζηκνπνηεζεί σο ηπθιό γηα ηελ δηαδηθαζία ηεο θαζκαηνθσηνκεηξηθήο 

παξαθνινύζεζεο ηεο πνξείαο ηεο θαιιηέξγεηαο. 

 Αθνινύζσο, γίλεηαη επώαζε ησλ 3 ζσιήλσλ ζηνπο 37
ν
C ππό αλάδεπζε ζηα 

210 rpm, κέρξη OD600nm~ 0,5-0,7. Ζ θαιιηέξγεηα  παξαθνινπζείηαη 

θαζκαηνθσηνκεηξηθά ιακβάλνληαο 1mL θαιιηέξγεηαο αλά ηαθηά ρξνληθά 

δηαζηήκαηα θαη γλσξίδνληαο όηη ηα βαθηήξηα αλά 20 ιεπηά δηαηξνύληαη, κπνξεί λα 

ππνινγηζηεί ν ρξόλνο επώαζεο ηεο θαιιηέξγεηα κέρξη λα θηάζεη  λα έρεη OD= 0.7 Α, 

όπνπ θαη ζεσξείηαη, γηα ην ζπγθεθξηκέλν βαθηεξηαθό ζηέιερνο, πσο ε θαιιηέξγεηα ζα 

βξίζθεηαη ζην απόγεην ηεο εθζεηηθήο θάζεο αλάπηπμεο (Εικόνα 14). Δίλαη επηζπκεηό, 

ε θαιιηέξγεηα λα θηάζεη ζην κέγηζην ζεκείν ηεο εθζεηηθήο θάζεο όπνπ θαη ζα 

μεθηλήζεη ε επαγσγή ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο πξνο κειέηε. 

 
 

 

Δηθόλα 9. Α. Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε ηεο βαθηεξηαθήο αλάπηπμεο (ζε αξηζκό θπηηάξσλ) ζην πέξαζκα 

ηνπ ρξόλνπ (Pearson Education ©, Benjamin Cummings, 2006). Β. Απεηθόληζε ηνπ ειέγρνπ ηεο επαγσγήο ηεο 

ππεξέθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο κε ην IPTG. i. Απεηθνλίδεηαη ε απνπζία επαγσγήο, απνπζία IPTG θαζώο δελ 

επάγεηαη ην ηξνπνπνηεκέλν νπεξόλην ηεο ιαθηόδεο πνπ θέξεη ην γνλίδην ηεο Σ7 RNA πνιπκεξάζεο , II. 

Απεηθνλίδεηαη ε έλαξμε ηεο επαγσγήο ηεο κεηαγξαθήο ηεο πξνο κειέηε πξσηεΐλεο κε ηελ πξνζζήθε ηνπ επαγσγέα 

IPTG (ΡΟΗ: πξσηετλε πξνο κειέηε) (openwetware.org) 

 Μόιηο ε απνξξόθεζε ηεο θαιιηέξγεηαο είλαη ε θαηάιιειε (κεηά από 3.30 

ώξεο) γίλεηαη πξνζζήθε IPTG ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 0,5 mM ζηνλ έλαλ ζσιήλα θαη 

1mΜ ζηνλ άιινλ ζσιήλα. Ο ηξίηνο ζσιήλαο νξίδεηαη σο ηπθιό. Αθνινπζεί επαγσγή 

ηεο ππεξέθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο γηα 3h ζηνπο 37
ν
C ππό αλάδεπζε (180-210 rpm). 

Όζν είλαη παξόλ ην IPTG ζηε βαθηεξηαθή θαιιηέξγεηα, ζα παξάγεηαη ην RNA ηεο 

ππό κειέηε πξσηεΐλεο (Δηθόλα 17Β). Μεηά ην πέξαο ηεο επαγσγήο, ηα falcon 

ηνπνζεηνύληαη ζηνπο 4
ν
 C ώζηε λα βξαρπλζεί ε βαθηεξηαθή αλάπηπμε. Ζ θαιιηέξγεηα 
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ησλ βαθηεξίσλ θπγνθεληξείηαη ζε eppendorf ησλ 1,5ml ζηηο 11.000xg/4
ν
C γηα 1min. 

Σν ππεξθείκελν απνξξίπηεηαη θαζώο απνηειεί ην ζξεπηηθό κέζν θαη ην θπηηαξηθό 

ίδεκα θπιάζζεηαη ζηνπο -20
ν
C. 

3.2.5 Λύζε βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ  

 Σν θπηηαξηθό ίδεκα πνπ ζπιιέρζεθε κεηά ηελ ππεξέθθξαζε ελαπνηίζεηαη ζε 

πάγν έηζη ώζηε λα μεπαγώζεη ειαθξώο θαη λα κπνξεί λα είλαη εύθνιν ζηε 

κεηαρείξηζε. Σν ίδεκα επαλαδηαιύεηαη ζε 1ml ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο ιύζεο. Ζ  

ιύζε ησλ θπηηάξσλ γίλεηαη ζε 4 θύθινπο ησλ 20 sec, όπνπ ε ζπζθεπή ππεξήρσλ επί 

20 sec παξάγεη ππεξήρνπο εύξνπο 25%, ζε ζπλερόκελνπο θύθινπο, νη νπνίνη 

δηαπεξλνύλ ην θπηηαξόιπκκα θαη γηα 20 sec ζηακαηάεη ηελ παξαγσγή ππεξήρσλ. 

Καηά ηε δηάξθεηα ηεο ιύζεο κε ππεξήρνπο απμάλεηαη θαηά πνιύ ε ζεξκνθξαζία ηνπ 

δηαιύκαηνο, θαη γηα ην ιόγν απηό, ε ιύζε γίλεηαη ελώ ν ζσιήλαο, ζηνλ νπνίν 

εκπεξηέρεηαη ην δηάιπκα πξνο ιύζε, βξίζθεηαη ζε πάγν ώζηε λα απνθεπρζεί ε 

αλεπηζύκεηε απηή αύμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο. ηε ζπλέρεηα, ην δηάιπκα ησλ 

ιπκκέλσλ θπηηάξσλ ππνβάιιεηαη ζε θπγνθέληξεζε ζηηο 13000rpm/4
o
C γηα 30min. 

Μεηά ηε θπγνθέληξεζε, ην ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε 3 eppendorf κε ηα 

δηαθξηηηθά: control, soluble
0,5

, soluble
1 

όπνπ πεξηέρνληαη ηα δηαιπηά ζπζηαηηθά. Σν 

ίδεκα θαζώο απνηειείηαη από ηα θπηηαξηθά ππνιείκκαηα, απνζηξαγγίδεηαη γηα λα 

απνκαθξπλζεί νπνηαδήπνηε πνζόηεηα από ηηο δηαιπηέο πξσηεΐλεο, ώζηε λα 

απνθεπρζνύλ νη ςεπδώο ζεηηθέο δώλεο ζηελ ειεθηξνθόξεζε πνπ ζα αθνινπζήζεη. 

ηελ ζπλέρεηα, ην ίδεκα (pellet) επαλαδηαιπηνπνηείηαη ζε 200κl SDS-PAGE Sample 

buffer 4x θαη έπεηηα επαλαιακβάλεηαη ε θαηεξγαζία κε ππεξήρνπο. Ζ πιήξεο ιύζε 

ησλ θπηηάξσλ γίλεηαη ζε 1 θύθιν ησλ 4 sec. Σα επαλαδηαιπκέλα ηδήκαηα 

κεηαθέξνληαη ζε 3 ζσιήλεο ηύπνπ eppendorf κε ηα δηαθξηηηθά: control, insoluble
0,5

, 

insoluble
1 

θαζώο εθεί πεξηέρνληαη ηα αδηάιπηα ζπζηαηηθά. Αθνινύζσο, 

πξαγκαηνπνηείηαη αξαίσζε 1:10 ζε 2κl από ηνπο ζπγθεθξηκέλνπο ζσιήλεο. Οη 

ζσιήλεο κε ηα δηαιπηά θαη ηα αδηάιπηα ζπζηαηηθά ηνπνζεηνύληαη ζηνπο -20
ν
C. 

3.2.6 Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ ππό 

απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο (SDS-PAGE) 

 Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε ε πξνεηνηκαζία ηεο πεθηήο πνιπαθξπιακηδίνπ. Ζ 

ειεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ έρεη σο ζηόρν ην δηαρσξηζκό ηνπο βάζεη ηνπ κνξηαθνύ 

ηνπο βάξνπο, επηιέγεηαη θάζε θνξά ε ππθλόηεηα ηεο πεθηήο πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί 
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αλάινγα κε ηελ πξσηεΐλε πνπ επηιέγεηαη λα αληρλεπζεί. Σν ζύζηεκα 

ειεθηξνθόξεζεο απνηειείηαη από 2 πεθηέο δηαθνξεηηθήο ππθλόηεηαο. Ζ πεθηή 

ζπγθέληξσζεο (stacking gel) ε νπνία έρεη ζηαζεξή ππθλόηεηα 5% θαη ν ξόινο ηεο 

είλαη ε θίλεζε θαη ε ζηνίβαμε ησλ πξσηετλώλ  ζε κηα θνηλή δώλε ώζηε λα εηζέιζνπλ 

ηαπηόρξνλα ζηελ πεθηή δηαρσξηζκνύ θαη λα δεκηνπξγεζεί έλα εληαίν κέησπν θαηά 

ηελ ειεθηξνθόξεζε ηεο πεθηήο (Πίλαθαο 8). Ζ ππθλόηεηα ηεο πεθηή δηαρσξηζκνύ 

(separating gel)  θάζε θνξά πξνζαξκόδεηαη αλάινγα κε ηηο αλάγθεο ηνπ πεηξάκαηνο. 

Ζ ζπγθέληξσζε ηεο πεθηήο πνιπαθξπιακηδίνπ πνπ παξνπζηάδεηαη ζηελ παξνύζα 

δηπισκαηηθή εξγαζία είλαη 10% (Πίλαθαο 7). 

 Ζ πεθηή ζπγθέληξσζεο έρεη κηθξόηεξε ππθλόηεηα από ηελ πεθηή 

δηαρσξηζκνύ θαη ζπγθεληξώλεη ηε πνζόηεηα ησλ δεηγκάησλ πνπ έρνπλ θνξησζεί ζηα 

πεγάδηα, ηα νπνία όηαλ εηζέιζνπλ ζηελ πεθηή δηαρσξηζκνύ, δηαρσξίδνληαη αλάινγα 

κε ην κνξηαθό ηνπο βάξνο. Ο ζρεκαηηζκόο ηεο πεθηήο πνιπαθξπιακηδίνπ γίλεηαη κε 

ηελ αληίδξαζε πνιπκεξηζκνύ ηνπ αθξπιακηδίνπ θαη δηο-αθξπιακηδίνπ ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ παξνπζία ησλ παξαγόλησλ ππεξζεητθό ακκώλην (APS) θαη ΣΔΜΔD. 

Αξρηθά, ε πεθηή δηαρσξηζκνύ ηνπνζεηείηαη ζηε ζπζθεπή ειεθηξνθόξεζεο θαη 

πξνζηίζεηαη από πάλσ ηεο κηθξή πνζόηεηα ηζνπξνπαλόιεο γηα ηελ επζπγξάκκηζε ηεο 

επηθάλεηαο ηεο πεθηήο. Αθνύ πήμεη, αθαηξείηαη ε ηζνπξνπαλόιε θαη ηνπνζεηείηαη ζηε 

ζπζθεπή ε πεθηή ζπγθέληξσζεο αθξηβώο πάλσ από ηελ πεθηή δηαρσξηζκνύ, ε νπνίν 

αθήλεηαη λα πήμεη. ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεηαη ξπζκηζηηθό δηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο 

1Υ, έηζη ώζηε λα έξρεηαη ζε επαθή κε ηελ πεθηή. Πξνεηνηκάδνληαη ηα δείγκαηα 

θόξησζεο κε ξπζκηζηηθό δηάιπκα δεηγκάησλ 4x έηζη ώζηε ζε όια ε ηειηθή αξαίσζε 

ησλ δεηγκάησλ λα είλαη 1Υ. Σν ξπζκηζηηθό δηάιπκα δεηγκάησλ 4x πεξηέρεη SDS πνπ 

είλαη ν θύξηνο απνδηαηαθηηθόο παξάγνληαο πνπ ζα απνδηαηάμεη ηε δεπηεξνηαγή θαη 

ηελ ηξηηνηαγή δνκή (πνπ δελ απνηειείηαη από δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο) θαη 

επηπξνζζέησο ζα απνδώζεη ζηηο πξσηεΐλεο έλα εληαίν αξλεηηθό θνξηίν αλάινγν ηεο 

κάδαο θάζε πξσηεΐλεο (26). ηε ζπλέρεηα, ε πιήξεο απνδηάηαμε ηεο ηξηηνηαγνύο 

δνκήο επηηπγράλεηαη κε ζέξκαλζε ησλ δεηγκάησλ ζηνπο 95°C, γηα 5 ιεπηά. H 

πξνζζήθε ηεο β -κεξθαπηναηζαλόιεο έρεη σο ζθνπό ηελ πιήξε απνδηάηαμε ηεο 

πξσηεΐλεο θαζώο αλάγεη ηνπο δηζνπιθηδηθνύο δεζκνύο, εκπνδίδνληαο ηελ εθ λένπ 

αλαδίπισζε ηεο πξσηεΐλεο κεηά ην βξαζκό. Ζ δηαδηθαζία απηή νδεγεί ζηελ 

απνδηάηαμε ηεο ηεηαξηνηαγνύο δνκήο ηεο πξσηεΐλεο ζε ππνκνλάδεο. Σν θπαλό ηεο 

βξσκνθαηλόιεο πξνζηίζεηαη ώζηε λα είλαη δπλαηή ε παξαηήξεζε ηνπ κεηώπνπ ηεο 

ειεθηξνθόξεζεο, θαζώο έρεη ηαρύηεξε ειεθηξνθνξεηηθή θηλεηηθόηεηα από ηηο 
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ειεθηξνθνξνύκελεο πξσηεΐλεο (27). Αθνινύζσο, θνξηώλνληαη ηα δείγκαηα, θαζώο 

θαη νη κάξηπξεο κνξηαθώλ καδώλ, ζηηο εηδηθέο ππνδνρέο ηεο πεθηήο. Σέινο, ε 

ζπζθεπή ειεθηξνθόξεζεο ζπλδέεηαη ζην ηξνθνδνηηθό ην νπνίν δηαβηβάδεη ξεύκα 

ηάζεο 130V ζην θιεηζηό θύθισκα κεηαμύ ηεο δεμακελήο ηεο ζπζθεπήο 

ειεθηξνθόξεζεο.  

 

 

Πίλαθαο 7 ύζηαζε πεθηήο δηαρσξηζκνύ 10% (10ml) 

Αληηδξαζηήξηα Όγθνο 

dH2O 4.0 ml 

Tris-HCl 1.5M pH8.8 2.5 ml 

SDS 10% 100 κl 

Μίγκα αθξπιακηδίνπ 30% 3.3 ml 

APS 10% 100 κl 

TEMED 4 κl 

 

 

Πίλαθαο 8 ύζηαζε πεθηήο ζπγθέληξσζεο 5% (4ml) 

Αληηδξαζηήξηα Όγθνο 

dH2O 2.7 ml 

Tris-HCl 1M pH6.8 0.5 ml 

SDS 10% 40 κl 

Μίγκα αθξπιακηδίνπ 30% 0.67 ml 

APS 10% 40 κl 

TEMED 4 κl 

3.2.7 Υξώζε πεθηώκαηνο αθξπιακηδίνπ κε Coomassie 0.05% 

 Ζ πεθηή κεηά ηελ ειεθηξνθόξεζε, επσάδεηαη γηα 1 ώξα ππό αλάδεπζε ζε 

δηάιπκα πνπ πεξηέρεη 50 % (v/v) κεζαλόιε θαη 10 % (v/v) νμηθό νμύ. Αθνινπζεί 

επώαζε κε ην δηάιπκα ρξσζηηθήο Coomassie γηα 20 ιεπηά ππό αλάδεπζε θαη ηέινο ν 

απνρξσκαηηζκόο ηεο πεθηήο κε αξθεηέο πιύζεηο κε δηάιπκα πνπ πεξηέρεη πεξηέρεη 40 

% κεζαλόιε (v/v) θαη 10 % (v/v) νμηθό νμύ. Ζ πεθηή απνζεθεύεηαη ζε δηάιπκα 5 % 

(v/v) νμηθνύ νμένο.  
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3.2.8 Καθοριςμόσ ςυνθηκών υπερέκφραςησ πρωτεΐνησ με ςφαιρίδια 

αγαρόζησ Ni2+(IDA)/Protino  

 Αξρηθά, δηαιύνληαη 0,1 gr από ηα ζθαηξίδηα αγαξόδεο ζε 1 ml MilliQ dH2O 

θαη θαζίδεζε ησλ ζθαηξηδίσλ κε θπγνθέληξεζε ζηα 500 rcf γηα 5 min. ηε ζπλέρεηα, 

ην πιηθό (πνπ πεξηέρεη ηα ζθαηξίδηα) εμηζνξξνπείηαη κε ην ξπζκηζηηθό δηάιπκα 

εμηζνξξόπεζεο θαη θαηόπηλ, πξνζηίζεληαη 400κl από ηα δηαιπηά δείγκαηα (soluble) 

θαη επσάδνληαη γηα 2 ώξεο ππό δηαξθή πεξηζηξνθή ζηνπο 4
o
C.  

 ηε ζπλέρεηα, θπγνθεληξνύληαη ζηα 500 rcf/ 4
o
C γηα 6 min θαη αθαηξείηαη ην 

ππεξθείκελν. Σα ζθαηξίδηα πνπ απνκέλνπλ αλακηγλύνληαη κε 1Υ Sample buffer. Σα 

δείγκαηα επσάδνληαη ζηνπο 95
o
C γηα 15min θαη ελ ζπλερεία θπγνθεληξνύληαη γηα 2 

min ζε 500rcf/ 4
o
C. πιιέγεηαη ην ππεξθείκελν, ην νπνίν αλαιύεηαη ζε πεθηή 

αθξπιακηδίνπ.  

3.2.9 Απνκόλσζε ζε Ni-NTA Agarose (beads) 

 Σν ζύζηεκα Ni-NTA Agarose είλαη έλαο ηύπνο ρξσκαηνγξαθίαο ζπγγέλεηαο 

θαη επηηξέπεη ηελ γξήγνξε θαη εύθνιε απνκόλσζε ηεο ππό κειέηε πξσηεΐλεο πνπ 

θέξεη θαηάινηπα ηζηηδίλεο (His-Tag). Σα θαηάινηπα ηζηηδίλεο ιόγσ πςειήο 

εμεηδίθεπζεο θαη ζπγγέλεηαο, δεζκέπνληαη κε ηα ηόληα ληθειίνπ (Εικόνα 10). Γηα ηελ 

απνκόλσζε ηα δηαιύκαηα πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη είλαη ηα δηαιύκαηα εμηζνξξόπεζεο-

έθπιπζεο θαη έθινπζεο. Καζώο ηα beads  είλαη απνζεθεπκέλα  ζε 20% αηζαλόιε, 

πξαγκαηνπνηείηαη θπγνθέληξεζε ζηηο 400 x g γηα 5min, όπνπ ην ππεξθείκελν 

απνξξίπηεηαη. ηε ζπλέρεηα γίλεηαη εμηζνξξόπεζε κε 10 όγθνπο ζηήιεο ξπζκηζηηθνύ 

δηαιύκαηνο εμηζνξξόπεζεο θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηηο 400 x g γηα 5min θαη 

ην ππεξθείκελν απνξξίπηεηαη. Σν ππεξθείκελν ησλ ιπκκέλσλ θπηηάξσλ, ζηε 

ζπλέρεηα αλακηγλύεηαη κε ηα beads ππό ήπηα αλάδεπζε γηα 1 ώξα θαη 30 ιεπηά ζηνπο 

4
ν
C. Αθνινύζεζε θπγνθέληξεζε ζηηο 400 x g γηα 5min ζηνπο 4

ν
C θαη ζπιιέγεηαη ην 

ππεξδηήζεκα (flow-through). ην ίδεκα πξνζηίζεληαη 1mL ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο 

έθπιπζεο ζην νπνίν πεξηέρεηαη κεγαιύηεξε ζπγθέληξσζε ηκηδαδνιίνπ ώζηε λα γίλεη 

απνκάθξπλζε ησλ κε-εηδηθώλ νπζηώλ πνπ θαηαθξαηήζεθαλ θαη ζηε ζπλέρεηα 

πξαγκαηνπνηείηαη θπγνθέληξεζε ζηηο 400 x g γηα 5min, όπνπ ζπιιέγεηαη ην 

ππεξθείκελν. Σν βήκα ηεο έθπιπζεο επαλαιακβάλεηαη δπν θνξέο.  

 ην ζηάδην ηεο έθινπζεο πξνζηίζεληαη 100κl ξπζκηζηηθό δηάιπκα έθινπζεο 

ζην ίδεκα θαη αθνινπζεί ήπηα αλάδεπζε γηα 2 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη 
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θπγνθέληξεζε ζηηο 400 x g γηα 5min. Σν δηάιπκα έθινπζεο πεξηέρεη ηκηδαδόιην ζε 

ζπγθέληξσζε 250mM. Ο ξόινο ηνπ ηκηδαδνιίνπ είλαη λα δεζκεύεηαη ζηα 

αθηλεηνπνηεκέλα ηόληα ληθειίνπ θαη λα αληαγσλίδεηαη ηε δέζκεπζε ησλ πξσηετλώλ 

πνπ θέξνπλ ηα θαηάινηπα ηζηηδίλεο. Ζ έθινπζε πξαγκαηνπνηείηαη κε θπγνθέληξεζε 

ζηηο 400 x g γηα 5min, ζπιιέγνληαο θάζε θνξά ην ππεξθείκελν θαη επαλαιακβάλεηαη 

5 θνξέο. Αθνινπζεί ε ειεθηξνθόξεζε ησλ θιαζκάησλ ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ 

ππό απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο (SDS-PAGE) θαη ζηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηείηαη 

ρξώζε ηεο πεθηήο ρξεζηκνπνηώληαο Coomassie. 

 

.  

Δηθόλα 10. Α Protino® Νί-ΝΣΑ Αγαξόδεο. Γνκή ηνπ ΝΣΑ ζε ζύκπινθν κε ηόληα ληθειίνπ. Ο πξνζδέηεο  

ληηξηινηξηνμηθό νμένο (ΝΣΑ) είλαη πξνζδεδεκέλνο ζε ζθαηξίδηα αγαξόδεο πνπ είλαη θαηάιιεια γηα ηελ ζύλδεζε 

ηεο  πξσηεΐλεο. Ο πξνζδέηεο ΝΣΑ θαηαιακβάλεη ηέζζεξηο από ηηο έμη ζέζεηο πξόζδεζεο ζηελ ζθαίξα 

ζπληνληζκνύ ησλ ηόλησλ ληθειίνπ Β. Αληίδξαζε ληθειίνπ κε 2 ηζηηδίλεο Οη ππόινηπεο δύν ζέζεηο  ζπλήζσο 

θαηαιακβάλνληαη από κόξηα λεξνύ θαη κπνξνύλ λα αληαιιάζζνληαη κε θαηάινηπα  ηζηηδίλεο, πνπ βξίζθνληαη ζην 

ακηλνηειηθό άθξν ηεο πξσηεΐλεο 
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4. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

4.1 Κισλνπνίεζε ηεο ANGEL2 

 Αξρηθά, ρξεζηκνπνηήζεθε ν πιαζκηδηαθόο θνξέαο pET-33b(+), όπνπ ε 

απνκόλσζε ηνπ είρε πξνεγεζεί από πξνεγνύκελεο κειέηεο ηνπ εξγαζηεξίνπ Γνκηθήο 

θαη Λεηηνπξγηθήο Βηνρεκείαο ηνπ ηκήκαηνο Βηνρεκείαο θαη Βηνηερλνινγίαο ηνπ 

παλεπηζηεκίνπ Θεζζαιίαο. Αθνινύζεζε ε ελδπκηθή πέςε ηνπ θνξέα pET-33b(+) θαη 

ε ελίζρπζε ηνπ cDNA ηεο ANGEL2 κε απιή PCR όπσο πεξηγξάθεηαη παξαπάλσ 

(3.2.1). Σα πξντόληα ηεο PCR θαη ε επηβεβαίσζε ηεο πέςεο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα 

pET-33b(+) έγηλε κε ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 1% (Εικόνα 11).  Όπσο 

παξαηεξείηαη ζηελ Δηθόλα 11, ην αξλεηηθό control πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε (άπεπηνο 

θνξέαο), εκθαλίδεη έλα κηθξό smear (δηαδξνκή 3), ην νπνίν νθείιεηαη ζηηο δηάθνξεο 

κνξθέο ππεξειίθσζεο ζηηο νπνίεο κπνξεί λα βξίζθεηαη ν άθνπνο, θπθιηθόο θνξέαο, 

ζε αληίζεζε κε ην γξακκηθνπνηεκέλν πιαζκίδην, ην νπνίν εκθαλίδεη μεθάζαξε δώλε 

ζην ίδην ύςνο (δηαδξνκέο 4-6).  

 

Δηθόλα 11. Ζιεθηξνθόξεζε πξντόλησλ PCR ηεο ANGEL2 θαη πξντόλησλ ηεο πέςεο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα  

pET-33b(+). Γηαδξνκέο 1-2: ην πξντόλ ηεο ελίζρπζεο ηνπ cDNA ηεο ANGEL2 ζην αλακελόκελν ύςνο. Γηαδξνκή 

3: θνξέαο pET-33b(+) πνπ δελ έρεη ππνζηεί πέςε. Γηαδξνκέο 4-6: θνξέαο pET-33b(+) κεηά ηελ πέςε κε EcoRI. L: 

δείθηεο κνξηαθώλ καδώλ. 

Αθόηνπ επαιεζεύηεθε ε πέςε ηνπ θνξέα pET-33b(+) θαη ε ελίζρπζε ηνπ 

εηδηθνύ πξντόληνο ηεο PCR, πξνβήθακε ζε αλάθηεζε ηνπ DNA από ηελ πεθηή 
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αγαξόδεο ρξεζηκνπνηώληαο ην PCR gel extraction clean-up kit. Αθνινύζσο, 

πξαγκαηνπνηήζεθε ε αληίδξαζε νκόινγνπ αλαζπλδπαζκνύ, πξνθεηκέλνπ ηα άθξα 

ηνπ γξακκηθνύ πιαζκηδίνπ pET-33b(+) λα αλαζπλδπαζηνύλ κε ηα νκόινγά ηνπο 

άθξα όπσο πξνζηέζεθαλ ζην γνλίδην ηεο ANGEL2 κεηά από ελίζρπζή ηνπ κε 

εηδηθνύο PCR εθθηλεηέο. ην ζεκείν απηό πξέπεη λα ηνληζηεί πσο ν ρξόλνο επώαζεο 

ήηαλ 30 ιεπηά, ελώ ηεξήζεθε θαη ε αλαινγία 3:1 κεηαμύ ANGEL2 DNA θαη pET-

33b(+) DNA. 

 Αθνινύζεζε κεηαζρεκαηηζκόο επηδεθηηθώλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ XL1Βlue 

ηo πξντόλ ηεο αληίδξαζεο νκόινγνπ αλαζπλδπαζκνύ. ηε ζπλέρεηα, έγηλε επίζηξσζε 

ηξπβιίσλ (LB άγαξ, κε πξνζζήθε θαλακπθίλεο), ππό θιόγα, κε 50κl θαη 150κl 

αληίζηνηρα από ηελ αληίδξαζε κεηαζρεκαηηζκνύ, θαη επαθόινπζε επώαζε ησλ 

ηξπβιίσλ ζηνπο 37 
o
C γηα πεξίπνπ 12-16h. Μεηά ην πέξαο ησλ 16 σξώλ, έγηλε 

δεκηνπξγία κηθξώλ βαθηεξηαθώλ θαιιηεξγεηώλ κε ελνθζαικηζκό ησλ απνηθηώλ πνπ 

αλαπηύρζεθαλ ζηα ηξπβιία (ζπλνιηθά 5) ζε LB broth (κε θαλακπθίλε) θαη επώαζή 

ηνπο ζηνπο 37
o
C, ππό αλάδεπζε ζηηο 210rpm γηα 12-16h. Από ηηο θαιιηέξγεηεο πνπ 

αλαπηύρζεθαλ, έγηλε απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA κηθξήο θιίκαθαο. Σν DNA πνπ 

απνκνλώζεθε ειεθηξνθνξήζεθε ζε πεθηή αγαξόδεο 1%. (Εικόνα 17). Ο έιεγρνο ηεο 

ζεηηθόηεηαο ησλ πιαζκηδίσλ (δειαδή αλ θέξνπλ ην cDNA ηεο ANGEL2) έγηλε κε 

PCR.  Από ηα 5 δείγκαηα πνπ αλαιύζεθαλ, θαη ζηα 5 είρακε εηδηθή ελίζρπζε 

πξντόληνο ζην αλακελόκελν κήθνο πνπ αληηζηνηρεί ζην κέγεζνο ηνπ cDNA ηεο 

ANGEL2. Καη ηα 5 «ζεηηθά» πιαζκίδηα ζηάιζεθαλ γηα αλάιπζε αιιεινύρηζεο, ε 

νπνία θαη επηβεβαίσζε ηελ επηηπρία ηεο θισλνπνίεζεο ηεο ANGEL2 ζηνλ 

πιαζκηδηαθό θνξέα pET-33b(+) . Ζ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο αιιεινύρηζεο 

(sequencing) έγηλε κε ην πξόγξακκα MEGA 3.1. 

 

Δηθόλα 12.  Ζιεθηξνθόξεζε πξντόλησλ PCR ηεο ANGEL2 πνπ εκπεξηέρεηαη ζηα 5 πιαζκίδηα (δηαδξνκέο 1-5). L: 

δείθηεο κνξηαθώλ καδώλ. 
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4.2 Γνθηκαζία ππεξέθθξαζεο ηεο ANGEL2 

 Αξρηθά, θύηηαξα BL21 Gold κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε πιαζκίδην από ηηο 

απνηθίεο πνπ επηβεβαηώζεθαλ ζεηηθέο όηη πεξηέρνπλ ηελ ANGEL2. Αθνινύζεζε 

δνθηκαζία ησλ βέιηηζησλ ζπλζεθώλ ππεξέθθξαζεο όπσο πεξηγξάθεηαη παξαπάλσ 

(3.2.4) θαη ελ ζπλερεία αθνινύζεζε ειεθηξνθόξεζε ησλ δεηγκάησλ ηεο ANGEL2 ζε 

πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ 10% (SDS-PAGE) (Εικόνα 18). 

 

 

Δηθόλα 18. Γνθηκαζία ππεξέθθξαζεο ηεο ANGEL2 από ην ζηέιερνο BL21-Gold ζηνπο 37oC. 1: δηαιπηό 

απνπζία IPTG, 2: δηαιπηό παξνπζία 0,5mM IPTG, 3: δηαιπηό παξνπζία 1mM IPTG, 4: αδηάιπην απνπζία IPTG, 

5: δηάρπζε από δηαδξνκή 4, 6: αδηάιπην παξνπζία 0,5mM IPTG, 7: αδηάιπην παξνπζία 1mM IPTG, Μ: δείθηεο 

κνξηαθώλ καδώλ. 

Ζ επηβεβαίσζε ππεξέθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο επηρεηξήζεθε λα γίλεη κε Agarose-beads 

(Ni
2+

 - IDA) /Protino)- Macherey-Nagel (Εικόνα 13). 

 

Δηθόλα 13. Γνθηκαζία ππεξέθθξαζεο ηεο ANGEL2 από ην ζηέιερνο BL21-Gold ζηνπο 37oC θαηόπηλ 

επώαζεο κε ηα ζθαηξίδηα αγαξόδεο Ni2+. 1: δηαιπηό παξνπζία 1mM IPTG, 2: δηαιπηό παξνπζία 0,5mM IPTG, 

3: δηαιπηό απνπζία IPTG, M: δείθηεο κνξηαθώλ καδώλ. 
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 Καζώο δελ νδεγεζήθακε ζε θάπνην ζπκπέξαζκα γηα ην πνηεο είλαη νη 

βέιηηζηεο ζπλζήθεο ππεξέθθξαζεο, δνθηκάζακε θαη ηελ θπηηαξηθή ζεηξά Rosetta 2 

αθνινπζώληαο ηηο δηαδηθαζίεο πνπ πεξηγξάθνληαη παξαπάλσ (3.2.2, 3.2.4) θαη 

αθνινύζεζε ειεθηξνθόξεζε ησλ δεηγκάησλ ηεο ANGEL2 ζε πήθησκα 

πνιπαθξπιακηδίνπ 10% (SDS-PAGE). Όπσο αλαθέξζεθε θαη παξαπάλσ, ε 

επηβεβαίσζε ππεξέθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο επηρεηξήζεθε κε Agarose-beads (Ni
2+

 - 

IDA) /Protino)- Macherey-Nagel (Εικόνα 14). 

 

Δηθόλα 14. Γνθηκαζία ππεξέθθξαζεο ηεο ANGEL2 από ην ζηέιερνο Rosetta 2 ζηνπο 37oC θαη επαθόινπζε 

επώαζεο κε ηα ζθαηξίδηα αγαξόδεο Ni2+. 1: αδηάιπην απνπζία IPTG, 2: αδηάιπην παξνπζία 0,5mM IPTG, 3: 

αδηάιπην παξνπζία 1mM IPTG, 4: δηαιπηό απνπζία IPTG, 5: δηαιπηό παξνπζία 0,5mM IPTG, 6: δηαιπηό 

παξνπζία 1mM IPTG, Γηαδξνκέο 7-9: δηαιπηά θιάζκαηα πνπ ππέζηελ επώαζε κε ηα ζθαηξίδηα Ni2+. 7: δηαιπηό 

απνπζία IPTG, 8: δηαιπηό παξνπζία 0,5mM IPTG, 9: δηαιπηό παξνπζία 1mM IPTG, Μ: δείθηεο κνξηαθώλ καδώλ.  

4.2.1 Οκνπαξάζεζε ηνπ cDNA ηεο ANGEL2 κε ηνλ αιγόξηζκό BLASTn 

                 Ζ δπζθνιία πνπ αληηκεησπίζακε θαηά ηελ έθθξαζε ηεο ANGEL2 καο 

νδήγεζε λα εμεηάζνπκε ην θαηά πόζν ε αιιεινπρία πνπ είρε θισλνπνηεζεί ζην 

θνξέα ήηαλ νξζή. Έρνληαο απνθιείζεη ην ελδερόκελν απνηπρίαο ηεο θισλνπνίεζεο, 

θαζώο κε ηε κέζνδν ηνπ HD Infusion cloning ν πξνζαλαηνιηζκόο ηνπ ελζέκαηνο ζην 

θνξέα θισλνπνίεζεο είλαη ππνρξεσηηθά ζσζηόο, θαη ε ύπαξμε ηνπ ελζέκαηνο 

επηβεβαηώζεθε κε PCR θαη αιιεινύρηζε, αθνινπζήζακε κηα ππνινγηζηηθή 

πξνζέγγηζε. Γηα ην ιόγν απηό, ε αιιεινπρία cDNA ηεο ANGEL2 ρξεζηκνπνηήζεθε 

σο αθνινπζία επεξώηεζεο ζηνλ αιγόξηζκν BLASTn, ώζηε λα εμαθξηβώζνπκε εάλ ν 

θιώλνο πνπ ήηαλ εκπνξηθά δηαζέζηκνο από ηελ εηαηξία SourceBioScience 

αληηζηνηρνύζε ζηελ θσδηθή αιιεινπρία ηνπ γνληδίνπ ηεο ANGEL2. 
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Σν απνηέιεζκα ηεο νκνπαξάζεζεο ζπλνςίδεηαη ζην παξαθάησ                ρήκα  

1. 

 

               ρήκα  1. Σν απνηέιεζκα ηεο νκνπαξάζεζεο ηνπ εκπνξηθνύ θιώλνπ ηεο ANGEL2. 
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5. ΤΕΖΣΖΖ 
 

Ζ ηειηθή κνίξα θάζε RNA είλαη ε πιήξεο απνηθνδόκεζή ηνπ. Ο ξπζκόο ηεο 

αλαθύθιεζεο ησλ RNA παίδεη ζεκαληηθό ξόιν ζηε δηαηήξεζε ηεο ζηαζεξόηεηαο ησλ 

επηπέδσλ ηνπο θαη ην ξπζκό κε ηνλ νπνίν ηα θύηηαξα ζηακαηνύλ ηελ έθθξαζε ελόο 

γνληδίνπ ηνπ νπνίνπ ην πξντόλ δε ρξεηάδεηαη πιένλ ην θύηηαξν. Ζ πνηθηινκνξθία ησλ 

απαδελπιαζώλ, ε πνιππινθόηεηα ησλ αιιειεπηδξώλησλ κνξίσλ, θαζώο θαη ε 

ξύζκηζή ηνπο, δεκηνπξγεί έλα πεξίπινθν δίθηπν ώζηε λα ξπζκίδεηαη αθξηβώο ε 

ελδνθπηηάξηα νκνηόζηαζε ηνπ RNA. 

Γεληθά, ηα mRNA ησλ επθαξπσηηθώλ θπηηάξσλ είλαη πην ζηαζεξά. Τπάξρνπλ 

mRNA ηα νπνία έρνπλ ρξόλν εκηδσήο παξαπάλσ από 10 ώξεο, ελώ άιια mRNA πνπ 

θσδηθνπνηνύλ πξσηεΐλεο, όπσο απμεηηθνί παξάγνληεο θαη πξσηεΐλεο-ξπζκηζηέο 

γνληδίσλ, ησλ νπνίσλ νη ξπζκνί παξαγσγήο απαηηνύλ ηαρεία αιιαγή επηπέδσλ 

έθθξαζεο, έρνπλ ηδηαίηεξα κηθξνύο ρξόλνπο εκηδσήο (5). 

Έλαο πηζαλόο ξόινο ηεο Angel2 είλαη όηη βνεζά ζηε δηαηήξεζε ηνπ κήθνπο ηεο 

πνιπ(Α)-νπξάο ησλ ππξεληθώλ mRNAs (~200-250nt). Όπσο έρεη αλαθεξζεί ζην 

ζεσξεηηθό κέξνο, ν κεραληζκόο ηεο ππξεληθήο πνιπαδελπιίσζεο πξνζζέηεη ζηα 

λενζπληηζέκελα mRNAs κηα πνιπ(Α) νπξά, πνπ ην κέγεζνο ηεο ζηνλ ππξήλα θαίλεηαη 

λα θαζνξίδεηαη από ηνπο θπζηθνύο πεξηνξηζκνύο πνπ επηβάιινληαη από ηα ζύκπινθα 

πξσηεΐλεο-RNA, ηα νπνία πεξηιακβάλνπλ ηηο ππξεληθέο πνιπ(Α) ζπλδεόκελεο 

πξσηεΐλεο πνπ δεζκεύνληαη ζηηο πνιπ(Α)-νπξέο. Έρεη πξνηαζεί ζε δπκνκύθεηεο όηη ε 

ππξεληθή απαδελπιίσζε πεξηνξίδεη ηηο πξόζθαηα πξνζηηζέκελεο mRNA πνιπ(Α)-

νπξέο γηα ηα ζσζηή κήθε ηνπο έηζη ώζηε ηα mRNAs λα κπνξνύλ λα κεηαθεξζνύλ 

εύθνια ζην θπηηαξόπιαζκα (21), (28).  

Όκσο, πξόζθαηεο έξεπλεο αληηθξνύνληαη κε ηα παξαπάλσ θαη απνδεηθλύνπλ όηη 

ε Ccr4d (Angel2) δελ εκπιέθεηαη ζηελ απαδελπιίσζε ηνπ mRNA. Χο γλσζηό, ε G1 

θάζε ειέγρεηαη από έλα ζύλνιν θπθιηλνεμαξηώκελσλ θηλαζώλ  (CDKs), νη νπνίεο 

ελεξγνπνηνύληαη από ζπλδεδεκέλεο θπθιίλεο (CDKs) αιιά αλαζηέιινληαη από δύν 

θαηεγνξίεο αλαζηνιέσλ ησλ CDKs. Μία νκάδα είλαη ε ΗΝΚ4 νηθνγέλεηα, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο p16, p15, p18 θαη ξ19, νη νπνίεο ζηνρεύνπλ εηδηθά ηηο 

CDK4 θαη CDK6. Ζ άιιε νκάδα είλαη ε CIP / KIP νηθνγέλεηα, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο p21, p27 θαη p57 πνπ αλαζηέιινπλ έλα επξύ θάζκα ησλ 

CDKs. Ζ p21 είλαη έλαο ζεκαληηθόο κεζνιαβεηήο ηεο ζεκαηνδόηεζεο ηεο p53 ζηνλ 

έιεγρν ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ θαηά ηελ κεηάβαζε από ηελ G1 θάζε ζηελ S θαη από 
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ηελ G2 ζηελ Μ. Δθηόο από ηελ κεηαγξαθηθή ξύζκηζε από ηελ νηθνγέλεηα p53, ηα 

επίπεδα ηεο p21 βξέζεθε λα ειέγρνληαη από κεηα-κεηαγξαθηθνύο κεραληζκνύο. Όιν 

θαη πεξηζζόηεξεο ελδείμεηο πξνηείλνπλ όηη ε ζηαζεξόηεηα ηνπ mRNA ηεο p21 

ξπζκίδεηαη από κηα νηθνγέλεηα RNΑ-δεζκεπόκελσλ πξσηετλώλ πνπ πεξηέρνπλ κηα 

πεξηνρή αλαγλώξηζεο RNA  θαη λα έρνπλ ζπγγέλεηα κε ηελ 3΄ UTR. 

Ζ Ccr4d ζε γεληθέο γξακκέο εθθξάδεηαη ζε δηάθνξνπο θπζηνινγηθνύο ηζηνύο 

θαη ε έθθξαζε ηεο αλαζηέιιεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ησλ θπηηάξσλ θαη επάγεη ηελ 

δηαηήξεζε ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ ζηε θάζε G1. Πεηξάκαηα έδεημαλ όηη Ccr4d έρεη 

πςειή ζπγγέλεηα δέζκεπζεο ζηελ 3΄ UTR ηνπ mRNA ηεο p21, νδεγώληαο ζηε 

ζηαζεξνπνίεζε ηνπ mRNA ηεο θαη ε εθηνπηθή έθθξαζε, είρε σο απνηέιεζκα ηελ 

αλαζηνιή ηνπ θπηηαξηθνύ πνιιαπιαζηαζκνύ θαη ηελ δηαηήξεζε ηνπ θπηηαξηθνύ 

θύθινπ ζηε G θάζε. Παξάιιεια, ε κείσζε ηεο Ccr4d νδεγεί ζηελ πξνώζεζε ηνπ 

θπηηαξηθνύ θύθινπ. Έρεη απνδεηρζεί όηη ε εθηνπηθή έθθξαζε ηεο Ccr4d νδήγεζε ζε 

αύμεζε ηεο δξαζηηθόηεηαο ηεο p21, ελώ απνζηώπεζε ηεο Ccr4d νδεγεί ζε κείσζε 

ηεο δξαζηηθόηεηαο ηεο p21. (Εικόνα 15).  

πλεπώο, ιόγσ ηεο αλαζηνιήο ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ κέζσ ηεο p21-

εμαξηώκελε θαη p53-αλεμάξηεηεο πνξείαο, ε Ccr4d κπνξεί λα ραξαθηεξηζηεί σο 

απνπησηηθή πξσηεΐλε θαη ζα κπνξνύζε λα έρεη έλα ζεκαληηθό ξόιν ζηελ 

θαξθηλνγέλεζε. Έρεη δεηρζεί όηη ε έθθξαζε ηεο Ccr4d κεηαβάιιεηαη ζε δηάθνξνπο 

αλζξώπηλνπο θαξθηληθνύο ηζηνύο (20). 

 

Δηθόλα 15. Ρύζκηζε ηεο έθθξαζεο ηεο p21 από ηελ Ccr4d. Ζ Ccr4d επάγεη ηελ έθθξαζε ηεο p21 εληζρύνληαο 

ηελ ζηαζεξόηεηα ηνπ mRNA ηεο p21. πγθεθξηκέλα MCF-7 θύηηαξα κεηαζρεκαηίζηεθαλ κε control siRNA ή 

Ccr4d siRNAs θαη όια ηα  mRNAs αλαιύζεθαλ σο πξνο ηελ έθθξαζε ηνπ mRNA ηεο p21 κε ηελ κέζνδν ηεο real-

time RT-PCR. ηελ εηθόλα παξαηεξείηαη κείσζε ησλ επηπέδσλ ησλ mRNAs ηεο Ccr4d θαζώο θαη κείσζε ησλ 

επηπέδσλ ησλ mRNAs ηεο p21 (20) 

Έλα άιιν πηζαλό ππόζηξσκα ήξζε ζην θσο κε ηελ αλαθάιπςε ησλ κεγάισλ 

κε-θσδηθνπνηεκέλσλ RΝΑs (lncRNAs). Σα lncRNAs, πνπ νξίδνληαη σο κεηάγξαθα 
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RNAs κεγαιύηεξα από 200nt ζε κήθνο, βηνρεκηθά κνηάδνπλ κε ηα ζπκβαηηθά 

mRNAs, δειαδή έρνπλ 5’-θαιύπηξα, έρνπλ ππνζηεί κάηηζκα θαη πoιπαδελπιίσζε, 

αιιά δελ ππόθεηληαη ζε πξσηετλνζύλζεζε. Σν γνληδίσκα θσδηθνπνηεί ηνπιάρηζηνλ 

ηόζα lncRNAs όζα θσδηθνπνηνύλ πξσηεΐλεο θαη πεξίπνπ ην 30% ησλ lncRNAs 

βξίζθνληαη ζηνλ ππξήλα. Θα ήηαλ ελδηαθέξνλ λα απνδεηρζεί όηη ε Angel2 είλαη 

ππεύζπλε γηα απαδελπιίσζε απηώλ ησλ lncRNAs πνπ εληνπίδνληαη ζηνλ ππξήλα.  

ηελ παξνύζα δηπισκαηηθή εξγαζία επηρεηξήζεθε ε θισλνπνίεζε θαη ε 

έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ηεο ANGEL2 κε ζθνπό ηελ απνζαθήληζε ηνπ ξόινπ ηεο 

πξσηεΐλεο απηήο θαη ηε δηαπίζησζε εάλ δηαζέηεη ελδπκηθή δξαζηηθόηεηα 

απαδελπιάζεο. Παξόια απηά, ε απόπεηξα δε ζηέθζεθε κε επηηπρία (Δηθόλα 11, 

Δηθόλα 12), παξόηη ε δηαδηθαζία ηεο θισλνπνίεζεο ήηαλ θαζόια επηηπρήο, ν ζηόρνο 

ηεο παξαγσγήο πξσηεΐλεο από εηδηθά βαθηεξηαθά ζηειέρε δελ επεηεύρζε (Δηθόλα, 

Δηθόλα 13, Δηθόλα 14). Απηό είλαη θπξίσο εκθαλέο ζηηο εηθόλεο 18 θαη 19, όπνπ ζην 

πξνθίι ησλ ειεθηξνθνξεκέλσλ πξσηετλώλ δελ παξαηεξείηαη θακία απνιύησο 

δηαθνξά ζε θάπνηα από ηηο δώλεο ησλ πξσηετλώλ από ηα βαθηήξηα πνπ έρνπλ 

θαιιηεξγεζεί ππό δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο επαγσγέα (IPTG) ή θαη απνπζία 

απηνύ.  

 Παξόηη έγηλε πξνζπάζεηα λα επαλαπξνζεγγηζηεί ε δνθηκαζία ηεο 

ππεξέθθξαζεο ηεο ANGEL2 αιιάδνληαο βαθηεξηαθό ζηέιερνο (Rosetta2 από BL21-

GOLD), θαη πάιη επηιέγνληαο δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξώζεηο επαγσγέα, πάιη δελ 

επήιζε ην επηζπκεηό απνηέιεζκα. Καη ζηηο δπν πεξηπηώζεηο, γηα ηελ αύμεζε ηεο 

επαηζζεζίαο θαη ηεο αλίρλεπζεο κε κεγαιύηεξε επθνιία ηεο πξσηεΐλεο πξνο κειέηε, 

έγηλε θαηεξγαζία ησλ δηαιπηώλ ζηνηρείσλ ησλ θπηηάξσλ, θαηόπηλ ηεο ιύζεο ηνπο κε 

ππεξήρνπο (3.2.4, 3.2.5), κε ζθαηξίδηα αγρηζηείαο. ηόρνο απηήο ηεο πξνζέγγηζεο 

ήηαλ λα εκπινπηηζηεί ην δείγκα, πνπ επξόθεηην λα ειεθηξνθνξεζεί, ζηελ πξσηεΐλε 

πξνο κειέηε, ώζηε απηή λα είλαη πην εύθνια παξαηεξήζηκε ζηελ πεθηή 

πνιπαθξπιακίδεο.  

Όπσο πξνέθπςε από ηελ νκνπαξάζεζε ηνπ εκπνξηθά δηαζέζηκνπ θιώλνπ ηεο 

ANGEL2 (ρήκα  1), ν θιώλνο απηόο δελ είρε ην κήθνο πνπ ζα έπξεπε (ρήκα  1, 

mRNA variant 1), αιιά νύηε απνηεινύζε θάπνην πξντόλ ελαιιαθηηθνύ καηίζκαηνο 

ηεο ANGEL2 (ρήκα  1, mRNA variants 1-5). Αληίζεηα, ν εκπνξηθά δηαζέζηκνο 

θιώλνο ηεο ANGEL2 δηέζεηε έλα ηκήκα πνπ αληηζηνηρνύζε ζηελ θαηαιπηηθή πεξηνρή 

ηεο νηθνγέλεηαο ησλ EEP απαδελπιαζώλ. Γειαδή, ην ηκήκα πνπ θισλνπνηήζεθε ζην 

θνξέα pET33b(+) δελ απνηεινύζε ην πιήξεο κήθνο ηνπ cDNA ηεο ANGEL2, αιιά 
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κόλν έλα ηκήκα απηνύ, θαη κάιηζηα έλα ηκήκα πνπ ήηαλ θνηλό γηα όια ηα 

ελαιιαθηηθά κεηάγξαθα ηεο ANGEL2.  

Ζ δπζθνιία ζηελ έθθξαζε κπνξεί λα νθείιεηαη ζην γεγνλόο όηη απηό ην 

ηκήκα ηεο ANGEL2, κπνξεί λα κελ απνηεινύζε έλα ζσζηό αλαγλσζηηθό πιαίζην 

ώζηε λα κεηαγξαθεί ζσζηά. Γηα λα επηηεπρζεί ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ηεο ANGEL2 

απαηηείηαη βειηηζηνπνίεζε ηνπ πξσηνθόιινπ ππεξέθθξαζήο ηεο κε ηε δνθηκαζία 

πεξηζζόηεξσλ ζπλζεθώλ ππεξέθθξαζεο, δειαδή ηε δνθηκή πεξηζζόηεξσλ ζπλζεθώλ 

ζεξκνθξαζίαο, δνθηκή ζε άιια βαθηεξηαθά ζηειέρε, ή δνθηκή δεκηνπξγίαο ηκεκάησλ 

δηαθνξεηηθνύ κήθνπο ηνπ cDNA ηεο ANGEL2 ηα νπνία εθθξάδνληαη πηζαλώο πην 

εύθνια από ηελ Escherichia coli. Μειινληηθνύο ζηόρνπο ηεο κειέηεο ηεο πξσηεΐλεο 

ANGEL2 είλαη ε παξαγσγή ηεο ζε κεγάιε θιίκαθα από βαθηήξηα θαη απνκόλσζή 

ηεο κε ζθνπό ηελ αλάπηπμε θξπζηάιισλ ηεο ANGEL2 θαη απώηεξν ζθνπό ηε 

επίιπζε ηεο δνκήο ηεο κέζσ πεξίζιαζεο αθηίλσλ X, αιιά θαη ηελ παξάιιειε κειέηε 

ηεο θηλεηηθήο ζπκπεξηθνξάο ηεο, αιιά θαη ε θαηά ζέζε κεηάιιαμε ηεο πξσηεΐλεο ζηα 

ππνςήθηα ακηλνμέα ηνπ ελεξγνύ ηεο θέληξνπ, εθόζνλ πξνθύςεη από ηηο δνθηκαζίεο 

όηη έρεη δξαζηηθόηεηα απαδελπιάζεο. Σέινο, έληνλν ελδηαθέξνλ ζα παξνπζίαδε ε 

κειέηε ησλ πηζαλώλ ζηόρσλ θαη κνξίσλ πνπ αιιειεπηδξά ε ANGEL2 κε ζηόρν ηελ 

απνζαθήληζε ηνπ βηνινγηθνύ ηεο ξόινπ. 
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