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        Η παξνύζα κεηαπηπρηαθή εξγαζία εθπνλήζεθε ζην πιαίζην ηνπ Γηαηκεκαηηθνύ 

Πξνγξάκκαηνο Μεηαπηπρηαθώλ Σπνπδώλ (Γ.ΠΜΣ) "Βηνηερλνινγία" ηνπ Παλεπηζηεκίνπ 

Ιωαλλίλωλ ηελ δηεηία 1998-2000. Η εξγαζία ρωξίδεηαη ζε ηέζζεξα θεθάιαηα, αθνινπζώληαο 

ηε ζεηξά ηωλ πεηξακαηηθώλ, ζεκαηηθώλ ελνηήηωλ  πνπ πινπνηήζεθαλ αληίζηνηρα ζηα 

εξγαζηήξηα Βηνινγηθήο Χεκείαο ηεο Ιαηξηθήο Σρνιήο, Παζνινγηθήο Αλαηνκίαο ηεο Ιαηξηθήο 

Σρνιήο, Γεληθήο Βηνινγίαο ηεο Ιαηξηθήο Σρνιήο θαη Βηνρεκείαο ηνπ Τκήκαηνο Χεκείαο, ηνπ 

Παλεπηζηεκίνπ Ιωαλλίλωλ, ζε ηέζζεξα δηαδνρηθά εμάκελα, από ηνλ Οθηώβξην ηνπ 1998 έωο 

θαη ηνλ Σεπηέκβξην ηνπ 2000. Τα βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα ζηα νπνία γίλεηαη αλαθνξά ζηελ 

εξγαζία αθνξνύλ θπξίωο ηελ ρξνληθή πεξίνδν 2000-2001, θαηά ηελ νπνία νινθιεξώζεθε ην 

αξρηθό ζηάδην ηεο ζπγγξαθήο ηεο κεηαπηπρηαθήο εξγαζίαο. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ΠΡΟΛΟΓΟ΢ 

 

 

     Η βηνηερλνινγία  είλαη έλαο λένο θιάδνο ηεο ηερλνινγίαο πνπ ζπλερώο αλαπηύζζεηαη 

κε ζεκαληηθέο εθαξκνγέο ζηε βηνκεραλία θαη ζηελ έξεπλα. Σε έλα ζύληνκν νξηζκό 

κπνξνύκε λα αλαθέξνπκε όηη ε βηνηερλνινγία πεξηιακβάλεη ηελ ειεγρόκελε θαη ζθόπηκε 

εθαξκνγή απιώλ βηνινγηθώλ ζπζηεκάησλ, όπσο είλαη δσληαλά θύηηαξα ή ζπζηαηηθά 

θπηηάξσλ ζε ηερληθά αμηνπνηήζηκεο δηαδηθαζίεο γηα ηελ παξαγσγή κηθξνβηαθήο 

βηνκάδαο, θαζώο θαη κηαο ζεηξάο εμεηδηθεπκέλσλ πξντόλησλ, όπσο είλαη ην θηηξηθό νμύ, 

ακηλνμέα, έλδπκα, κνλνθισληθά αληηζώκαηα, ζεξαπεπηηθέο νπζίεο. Παξάιιεια ε 

βηνηερλνινγία αμηνπνηώληαο ηερληθέο ηεο κνξηαθήο βηνινγίαο θαη γελεηηθήο παξείρε ηελ 

δπλαηόηεηα επέκβαζεο ζην γελεηηθό πιηθό ησλ θπηηάξσλ κε ζθνπό ηε βειηίσζε ηεο 

παξαγσγηθόηεηαο ηνπο ζπζηήκαηνο. 

      Η παξνύζα κεηαπηπρηαθή εξγαζία έρεη ζέκα ‘ Βηνηερλνινγία’. Η κεηαπηπρηαθή 

εξγαζία πξαγκαηνπνηήζεθε ζηα πιαίζηα ηνπ δηαηκεκαηηθνύ κεηαπηπρηαθνύ 

πξνγξάκκαηνο εηδίθεπζεο Δ.Π.Δ.Α.Κ. Βηνηερλνινγίαο, Τν πξόγξακκα πινπνηήζεθε ζηελ  

Ιαηξηθή ζρνιή κε ηε ζπλεξγαζία ηνπ εξγαζηεξίνπ βηνρεκείαο ηνπ ηκήκαηνο ρεκείαο ηνπ 

Παλεπηζηεκίνπ Ισαλλίλσλ. 

   Σην ζεκείν απηό ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ζεξκά ηελ επηηξνπή επηινγήο ησλ 

κεηαπηπρηαθώλ θνηηεηώλ ηνπ πξνγξάκκαηνο πνπ απνηειείηαη από ηνλ Αλαπιεξσηή 

θαζεγεηή βηνινγίαο θ. Ι. Λαδαξίδε, ηνλ θαζεγεηή Θ. Φώηζε, ηνλ θαζεγεηή Κ. Γξατλα 

(Δθιηπώλ), πνπ κνπ έθαλαλ ηελ ηηκή λα ζπκκεηέρσ ζην πξόγξακκα. Τνπο επηβιέπνληεο 

θαζεγεηέο θάζε ελόηεηαο, μεθηλώληαο από ηελ Αλαπιεξώηξηα θαζεγήηξηα θ. Μ. 

Φξάγθνπ, ηελ θαζεγήηξηα θ. Μ. Μπάε (Δθιηπνύζα), ηνλ Αλαπιεξσηή θαζεγεηή θ. Θ. 

Τδαβάξα θαη ηνλ θαζεγεηή θ. Κ. Γξατλα (Δθιηπώλ), νη νπνίνη εκπλεύζηεθαλ θαη 

νξγάλσζαλ ηηο αληίζηνηρεο ελόηεηεο ηεο εξγαζίαο. Θα ήζεια επίζεο λα επραξηζηήζσ 

ηνπο δηδάζθνληεο ηνπ πξνγξάκκαηνο νη νπνίνη πξνζπάζεζαλ λα κεηαιακπαδεύζνπλ 

γλώζε, αιιά θαη ηνπο πξνβιεκαηηζκνύο  ηνπο γηα ηελ βηνηερλνινγία.   

    Θα ήζεια επηπξνζζέησο λα επραξηζηήζσ ζεξκά ηνλ θαζεγεηή θ. Δπζηάζην Φξηιίγγν, 

Γηεπζπληή ηνπ Π.Μ.Σ. γηα ηελ νπζηαζηηθή θαζνδήγεζή ηνπ ζηελ νινθιήξσζε ηεο 

κεηαπηπρηαθήο εξγαζίαο.   

   Πνιύηηκε ήηαλ θαη ε ζπκβνιή ησλ Γηδαθηόξσλ Κ. Βαξέιε θαη Κ. Λέηζα θαζώο θαη 

ησλ Υπνςεθίσλ Γηδαθηόξσλ Σ. Δπηαμία θαη Ν. Φξηζηνγηάλλε ζηελ εθπόλεζε ηεο 

εξγαζίαο θαη ηνπο επραξηζηώ ζεξκά.  Θα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηνλ Γηδάθηνξα Π. 

Μπνδίδε γηα ηηο εύζηνρεο ππνδείμεηο ηνπ, θαζώο θαη γηα ηηο επνηθνδνκεηηθέο ζπδεηήζεηο 



θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εξγαζίαο. Σεκαληηθή ήηαλ ε βνήζεηα ηεο παξαζθεπάζηξηαο θ. Α. 

Φξηζηνδνύινπ ηνπ εξγαζηεξίνπ Παζνινγηθήο Αλαηνκίαο ηνπ Παλεπηζηεκηαθνύ 

Ννζνθνκείνπ Ισαλλίλσλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εξγαζίαο θαη ηελ επραξηζηώ ζεξκά. Έλα 

κεγάιν επραξηζηώ ζα ήζεια λα απεπζύλσ ζηα κέιε ησλ εξγαζηεξίσλ Βηνινγηθήο 

Φεκείαο, Παζνινγηθήο Αλαηνκίαο, Γεληθήο Βηνινγίαο θαη Βηνρεκείαο πνπ ζπλεξγάζηεθα 

γηα ηελ νινθιήξσζε ηεο εξγαζίαο.   

     Τέινο ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηε ζύδπγό κνπ Διέλε, ηα παηδηά κνπ, πνπ αθηεξώλσ 

απηή εξγαζία, θαζώο θαη ηνπο γνλείο κνπ γηα ηελ εζηθή αιιά θαη πιηθή ζπκπαξάζηαζή 

ηνπο πξνθεηκέλνπ απεξίζπαζηνο λα νινθιεξώζσ  κε επηηπρία ηηο ζπνπδέο κνπ.     
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 1 

Α. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

    Σηνπο πνιπθύηηαξνπο νξγαληζκνύο ζπρλά είλαη αλαγθαίν έλαο αξηζκόο θπηηάξσλ 

λα θαηαζηξέθεηαη, είηε δηόηη είλαη ζε πεξίζζεηα θαη δπλεηηθά απνηεινύλ θίλδπλν γηα 

ηε νκνηόζηαζε ηνπ ηζηνύ, είηε δηόηη έρνπλ κνιπλζεί από θάπνην ηό. Η δηαδηθαζία πνπ 

αθνινπζείηαη νλνκάδεηαη απόπησζε ή πξνγξακκαηηζκέλνο θπηηαξηθόο ζάλαηνο θαη 

πξόθεηηαη γηα έλα θαιά νξγαλσκέλν πξόγξακκα πνπ επηηξέπεη ζε θάζε νξγαληζκό λα 

απνκαθξύλεη γξήγνξα θαη απνηειεζκαηηθά ηα θύηηαξα-ζηόρνπο. Τα θύηηαξα πνπ 

πεζαίλνπλ κε απηό ηνλ κεραληζκό παξνπζηάδνπλ κηα ζεηξά από θνηλά κνξθνινγηθά 

ραξαθηεξηζηηθά γεγνλόο πνπ ππνδειώλεη ηελ ύπαξμε ελόο ζπληεξεκέλνπ 

κεραληζκνύ πνπ όκσο δηαθέξεη από ηνλ παζνινγηθό λεθξσηηθό ζάλαην.         

Mεραληζκόο Απόπησζεο 

 

    Οη θύξηεο κνξθνινγηθέο κεηαβνιέο πνπ παξαηεξνύληαη ζηελ απόπησζε θαη 

ραξαθηεξίδνπλ ην θαηλόκελν είλαη: ε ζπξξίθλσζε ηνπ θπηηάξνπ, ε απνηθνδόκεζε 

όισλ ησλ ππνθπηηαξηθώλ κεκβξαλώλ, ε ζπκπύθλσζε ηεο ρξσκαηίλεο, ε δηάζπαζε 

ηνπ ππξήλα ηνπ θπηηάξνπ ζε ζξαύζκαηα, ε δεκηνπξγία πξνεθβνιώλ ζηελ θπηηαξηθή 

κεκβξάλε θαη αιινίσζε ηεο δηαπεξαηόηεηαο ηεο, ε θαηάηκεζε ηνπ DNA ζε 

νιηγνλνπθιενζώκαηα θαη ηειηθά ηελ δεκηνπξγία απνπησηηθώλ ζσκάησλ, πνπ είλαη 

ηκήκαηα θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο πεξηθιείνληα ηκήκαηα θπηηαξνπιάζκαηνο 

θαη ππξεληθώλ ζξαπζκάησλ πνπ θέξνπλ ζπκππθλσκέλε ρξσκαηίλε (1). 

    Οη  κεηαβνιέο πνπ ζπκβαίλνπλ θαηά ηελ απόπησζε είλαη απνηέιεζκα ηεο δξάζεο   

κηαο ζπγθεθξηκέλεο νκάδαο κνξίσλ πνπ νλνκάδνληαη θαζπάζεο (caspase: C: ε 

θπζηείλε ηνπ ελεξγνύ θέληξνπ, asp: δηαζπνύλ ηα ππνζηξώκαηά ηνπο κεηά από 

αζπαξηηθό νμύ, ase: γλσζηή θαηάιεμε ελδύκσλ). Πξόθεηηαη γηα νηθνγέλεηα 

πξσηετλαζώλ πνπ αξηζκεί 14 κέιε κε παξόκνηα δξάζε ζε δηαθνξεηηθνύο 

νξγαληζκνύο πνπ παξνπζηάδνπλ πςειή ζπληήξεζε. Οη πξσηεΐλεο απηέο πεξηέρνπλ  ην 

ακηλνμύ θπζηετλε ζην ελεξγό ηνπο θέληξν, παξάγνληαη ζην θύηηαξν κε ηελ κνξθή 

πξόδξνκσλ κνξίσλ (δπκνγόλα) θαη όηαλ ελεξγνπνηεζνύλ ηα πξόδξνκα κόξηα, κέζα 

από δηαδνρηθέο πξσηενιπηηθέο ζράζεηο όπνπ ε κηα θαζπάζε ελεξγνπνηεί ηελ άιιε 

δεκηνπξγείηαη έλαο θαηαξξάθηεο γεγνλόησλ ζην θύηηαξν πνπ νδεγεί ζηελ απόπησζε. 

Τα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ινηπόλ δηαθξίλνληαη ζε δπν θαηεγνξίεο, πνπ παξνπζηάδνπλ 

κεηαμύ ηνπο  δνκηθέο δηαθνξέο, ηηο ηειεζηηθέο θαζπάζεο θαη ηηο ελαξθηήξηεο.  

Οη ελαξθηήξηεο κε ζεκαληηθόηεξεο ηηο θαζπάζεο 8,9,10 δξνύλ αλνδηθά ηνπ 

θαηαξάθηε ελεξγνπνίεζεο ζπγθεληξώλνληαο ηα εμσθπηηάξηα θαη ελδνθπηηάξηα 
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κελύκαηα θαη κόιηο ελεξγνπνηεζνύλ κε ηε ζεηξά ηνπο ελεξγνπνηνύλ κέζσ 

πξσηενιπηηθήο ζράζεηο ηηο ηειεζηηθέο κε ζεκαληηθόηεξεο ηηο θαζπάζεο 3, 6, 7, νη 

νπνίεο βξίζθνληαη ζε αθζνλία ζην θύηηαξν ζε ζρέζε κε ηηο ελαξθηήξηεο.   

     Κξπζηαιινγξαθηθέο κειέηεο απέδεημαλ όηη ην έλδπκν ζηελ ελεξγό κνξθή ηνπ 

εκθαλίδεηαη σο εηεξνδηκεξέο, πνπ δεκηνπξγείηαη από ηελ αιιειεπίδξαζε δπν κηθξώλ 

ππνκνλάδσλ ησλ πξόδξνκσλ κνξίσλ ζρεκαηίδνληαο έλα ηεηξακεξέο κε δπν 

θαηαιπηηθέο ζέζεηο.  Η αλαγλώξηζε ηνπ ππνζηξώκαηνο πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ κηαο 

αιιεινπρίαο ηεζζάξσλ ακηλνμέσλ κεηαμύ ηνπ ζεκείνπ ζράζεο θαη ηεο πεξηνρήο 

ζύλδεζεο ηνπ κε ηε κηθξή ππνκνλάδα ηεο ελεξγνύ ζέζεο ηεο θαζπάζεο. Η 

πξσηενιπηηθή ζράζε πξαγκαηνπνηείηαη ζηε ζέζε αλαγλώξηζεο Asp-Xxx(2,3). 

     Tα ππνζηξώκαηα ησλ ηειεζηηθώλ θαζπαζώλ δηαθξίλνληαη ζε δπν θαηεγνξίεο: 

 α. Σε πξσηεΐλεο ηνπ κεραληζκνύ ηεο απόπησζεο πνπ ελεξγνπνηνύληαη ή 

απελεξγνπνηνύληαη κε πξσηενιπηηθή ζράζε. Τέηνηεο πξσηεΐλεο είλαη γηα παξάδεηγκα 

ηα πξν- θαη αληη-απνπησηηθά κέιε ηεο νηθνγέλεηαο Bcl-2 θαζώο θαη νη πξσηεΐλεο 

αλαζηνιήο ηεο απόπησζεο (Inhibitors of Apoptosis Proteins: IAPs)(3).  

β. Σε δνκηθέο πξσηεΐλεο απαξαίηεηεο γηα ηε ιεηηνπξγία ηνπ θπηηάξνπ, όπσο είλαη γηα 

παξάδεηγκα ν αλαζηνιέαο ηεο πξσηεΐλεο CAD (caspase activated DNAse), πνπ κεηά 

ηελ απνηθνδόκεζε ηνπ ε πξσηεΐλε πξνθαιεί ελδνλνπθιενζσκηθή ζράζε ηνπ 

ρξσκνζσκηθνύ DNA παξάγνληαο  ηκήκαηα DNA κε κέγεζνο πνιιαπιάζηνπ ηνπ 

κεγέζνπο 180bp, θαζώο επίζεο θαη ησλ πξσηετλώλ ζύλζεζεο θαη επηδηόξζσζεο ηνπ 

DNA (PARP, MCM-3). Οη ππξεληθέο ιακίλεο πνπ ε απνηθνδόκεζε ηνπο νδεγεί ζηε 

ζπξξίθλσζε ηνπ ππξήλα, ελώ απνηθνδόκεζε ησλ θπηηαξνζθειεηηθώλ πξσηετλώλ, 

όπσο είλαη ε αθηίλε θαη ε β ΙΙ-ζπεθηξίλε νδεγεί ζε απώιεηα ηνπ ζρήκαηνο ηνπ 

θπηηάξνπ. Η πξσηεΐλε PAK2 ( p21 activated kinase) πνπ ε απνηθνδόκεζε ηεο νδεγεί 

ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο δηόγθσζεο ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο.  

    Η δηαδηθαζία ελεξγνπνίεζεο ησλ θαζπαζώλ πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηεο 

ελεξγνπνίεζεο ησλ ελαξθηήξησλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο. Γηα παξάδεηγκα ε θαζπάζε 

8 είλαη ελαξθηήξηα θαζπάζε ζηελ νδό ηνπ ππνδνρέα ζαλάηνπ όπσο είλαη ν CD95       

(Apo-1/Fas). Μόιηο ζπλδεζεί ζηνλ ππνδνρέα, ην θαηάιιειν πξόζδεκα ηόηε 

δεκηνπξγείηαη έλα ζεκαηνδνηηθό ζύκπιεγκα ζην ελδνθπηηάξην ηκήκα ηνπ ππνδνρέα 

πνπ νλνκάδεηαη disc (death-inducing signaling complex), ην νπνίν ζπγθεληξώλεη 

αξθεηά κόξηα πξν-θαζπάζεο 8. Οη πξσηεΐλεο πνπ ζπγθξνηνύλ ην ζύκπιεγκα (FADD: 

Fas-associated death domain, TRADD) αιιειεπηδξνύλ κέζσ νκόινγσλ πεξηνρώλ 

πνπ νλνκάδνληαη πεξηνρέο ζαλάηνπ (DDs: death domains) θαη DEDs(death effector 
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domain). Η πςειή ηνπηθή ζπγθέληξσζε ησλ δπκνγόλσλ κνξίσλ ηεο θαζπάζεο 8 

ζπλδπαδόκελε κε ηελ άκεζε πξνζέγγηζε ησλ δπκνγόλσλ κεηαμύ ηνπο, νδεγεί ζηελ 

σξίκαλζε ηνπο θαη ζηελ ελεξγνπνίεζε ηνπο κε πξσηενιπηηθή ζράζε. Μόιηο κηα 

θαζπάζεο 8 ελεξγνπνηεζεί απνζπλδέεηαη από ην ζύκπινθν γηα λα πξνζδεζεί κηα 

άιιε ζηε ζέζε ηεο. Πην ζύλζεηε είλαη ε πνξεία ελεξγνπνίεζε ηεο θαζπάζεο 9, πνπ 

ζπκκεηέρεη ζηελ πνξεία ελεξγνπνίεζεο ηεο απόπησζεο από ελδνθπηηάξηα ζήκαηα σο 

απόθξηζε ζε θάπνηα κεηαβνιηθή δηαηαξαρή ή ζε ζνβαξέο βιάβεο ζην DNA. Σηελ 

πνξεία απηή ζεκαληηθόο είλαη ν ξόινο ηνπ  κηηνρόλδξηνπ, όπνπ ππάξρνπλ έλα ζύλνιν 

πξν-απνπησηηθώλ πξσηετλώλ κε ζεκαληηθόηεξν ην θπηόρξσκα c. Μειέηεο έδεημαλ όηη 

ε απειεπζέξσζε ηνπ θπηνρξώκαηνο c ζην θπηνζόιην θαη ε ζύλδεζή ηνπ κε ηνλ 

παξάγνληα Apaf-1 (apoptosis factor-1) είλαη αλαγθαία γηα ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο 

θαζπάζεο 9. Σπλεπώο ε  θαζπάζε 9 δελ ελεξγνπνηείηαη κόλν κε  πξσηενιπηηθή 

ζράζε, αιιά κε ηελ ζπγθξόηεζε ελόο ζπκπιόθνπ κε ηνλ παξάγνληα Apaf-1 θαη ην 

θπηόρξσκα c πνπ νλνκάδεηαη απνπηώζσκα (apoptosome)(1,3). 

     Κύξηεο ξπζκηζηηθέο πξσηεΐλεο ηνπ κεραληζκνύ ηεο απόπησζεο είλαη ηα κέιε ηεο 

νηθνγέλεηαο Bcl-2 πνπ απνηεινύλ ηνλ ζπλδεηηθό θξίθν κεηαμύ ησλ ηειεζηηθώλ 

κνξίσλ ηνπ κεραληζκνύ ηεο απόπησζεο θαη ησλ ζεκάησλ πνπ ηνλ ελεξγνπνηνύλ. Τα 

κέιε ηεο νηθνγέλεηαο αλάινγα κε ηε δξαζηηθόηεηα ηνπο δηαθξίλνληαη ζε αληη-

απνπησηηθά (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, CED-9) αλαζηέιινληαο ηελ απόπησζε θαη ζε 

πξν-απνπησηηθά (Bax, Bak, Bok, Bcl-Xs, Bik, Bim/Bod, Bad, Bid) πνπ πξνσζνύλ ηα 

κελύκαηα απόπησζεο, θπξίσο αλαζηέιινληαο ηε δξάζε ησλ αληη-απνπησηηθώλ 

πξσηετλώλ ηεο νηθνγέλεηαο. Ο ξπζκηζηηθόο ξόινο ησλ Bcl-2 πξσηετλώλ πινπνηείηαη 

κέζσ αιιειεπίδξαζεο ησλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο, εηδηθόηεξα νη αληη-απνπησηηθέο 

πξσηεΐλεο Bcl-2, Bcl-XL ζρεκαηίδνπλ εηεξνδηκεξή κε ηα πξν-απνπησηηθά κέιε ηεο 

νηθνγέλεηαο, ελώ νη πξν-απνπησηηθέο πξσηεΐλεο ηηο νηθνγέλεηαο ζρεκαηίδνπλ 

εηεξνδηκεξή κε ηηο αληη-απνπησηηθέο πξσηεΐλεο, θαζώο θαη νκνδηκεξή. Σπλεπώο ε 

απόθαζε γηα ηε δηαθνπή ή ηελ εμέιημε ηνπ θαηλνκέλνπ θαζνξίδεηαη από ηα 

ελδνθπηηάξηα επίπεδα ησλ πξν-απνπησηηθώλ θαη αληη-απνπησηηθώλ κειώλ ηεο 

νηθνγέλεηαο. Παξ’ όια απηά ν ξπζκηζηηθόο ξόινο ησλ πξσηετλώλ ηεο νηθνγέλεηαο Bcl-

2 δελ εμαληιείηαη κόλν ζηελ αιιειεπίδξαζε ησλ κειώλ ηεο νηθνγέλεηαο κεηαμύ ηνπο, 

αιιά θπξίσο ζηελ ξύζκηζε ηεο απειεπζέξσζε πξν-απνπησηηθώλ παξαγόλησλ από ην 

κηηνρόλδξην θαη θπξίσο ηνπ θπηνρξώκαηνο c ζην θπηνζόιην κέζσ ηεο δεκηνπξγίαο 

πόξσλ ζηελ κεκβξάλε ηνπ κηηνρνλδξίνπ. (εηθόλα 1)(4) 
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     Εθηόο από ηα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο Bcl-2, ξπζκηζηηθό ξόιν δηαηειεί θαη ε 

πξσηεΐλε p53.  Η δξάζε ηεο πξσηεΐλεο επάγεηαη κεηά από ζνβαξέο βιάβεο ζην DNA 

θαη αλάινγα κε ηε ζνβαξόηεηα ηνπ εξεζίζκαηνο πξνθαιεί  δηαθνπή ηνπ θπηηαξηθνύ 

θύθινπ ζηε θάζε G1 ή νδεγεί ζε απόπησζε. Η ελεξγνπνίεζε ηεο πξσηεΐλεο p53 

πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε βνήζεηα κνξίσλ αλαγλώξηζεο όπσο είλαη ε πξσηεΐλε ΑΤΜ 

(Ataxia Telangiectasia-mutated gene), ε νπνία θσζθσξπιηώλεη ηελ p53 πξνθαιώληαο  

κεηαβνιή ζηε δηακόξθσζή ηεο κε απνηέιεζκα ηελ ζηαζεξνπνίεζή ηεο. Σηε ζπλέρεηα 

ε p53 επάγεη παξάγνληεο πνπ πξνθαινύλ δηαθνπή ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ ζηε θάζε 

G1, όπσο είλαη ε πξσηεΐλε p21, πνπ είλαη αλαζηνιέαο ηνπ ζπκπιόθνπ 

θπθιίλε/θπθιηλνεμαξηώκελε θηλάζε θαη ξπζκίδεη ηελ κεηάβαζε ζηε θάζε S ηνπ 

θπηηαξηθό θύθιν. Δηαθνξεηηθά ελεξγνπνηεί ην κεραληζκό ηεο απόπησζεο κέζσ ηεο 

επαγσγήο πξσηετλώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ κεραληζκό ηεο απόπησζεο, όπσο είλαη ε 

πξσηεΐλε Bax, ν ππνδνρέαο ζαλάηνπ CD95 ή κέζσ ηεο κέζσ ηεο κηηνρνλδξαθήο 

νδνύ. Μηα αθόκε ζεκαληηθή πξσηεΐλε πνπ επάγεηαη από ηελ p53 είλαη ε mdm 2, πνπ 

βνεζάεη ζηελ ζηόρεπζε ηεο p53 ζηελ πξσηενιπηηθή κεραλή κε κεζνιαβεηή ηελ 

νπκπηθνπτηίλε. Δείρλνληαο όηη ε ελεξγνπνίεζε ηεο p53 είλαη πξνζεθηηθά ξπζκηζκέλε 

θαη παξνδηθή (εηθόλα 2)(4,5,6). 

 

Εικόνα 1: Οι δσο κύριοι οδοί επαγωγής απόπηωζης μέζω ηης οικογένειας ηων σποδοτέων Death 

receptor (CD95) και ηοσ μιηοτονδρίοσ (M.  Hengartner: Nature Vol 407,  2000) 
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     Αλαζηαιηηθό ξόιν ζηελ εμέιημε ηεο απόπησζεο εθηόο από ηα αληη-απνπησηηθά 

κέιε ηεο νηθνγέλεηαο Bcl-2 δηαηειεί θαη κηα νκάδα πξσηετλώλ πνπ νλνκάδνληαη 

(IAPs: inhibitors of apoptosis). Οη πξσηεΐλεο απηέο δξνπλ αληαγσληζηηθά θαηά ηελ 

ελεξγνπνίεζεο ησλ θαζπαζώλ (θαζπάζε 3), αληαγσληδόκελεο ηνπο αλαζηνιείο ηνπο 

Smac (Second mitohodria-derived activator of caspase) ή DIABLO ( direct IAP-

binding protein with low pI) (1).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2: Ρσθμιζηικός ρόλος ηης πρωηεΐνης  p53, ποσ επάγεηαι μεηά από βλάβη ζηο DNA. H 

πρωηεΐνη p53 ενεργοποιείηαι από ηην πρωηεΐνη ΑΤΜ (Ataxia Telangiectasia-mutated gene) και 

ασηή με ηη ζειρά ηης ενεργοποιεί ηην απόπηωζη μέζω ηης πρωηεΐνης Bax, η οποία ενεργοποιεί 

ηην μιηοτονδριακή οδό.  

     

    Η ζπλερήο κειέηε γηα ηελ πιήξε θαηαλόεζε ηνπ κεραληζκνύ ηεο απόπησζεο 

νδεγεί ζηελ δηεύξπλζε ηνπ αξηζκνύ ησλ νπζηώλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ απόπησζε, 

είηε  επάγνληαο  ηελ απόπησζε είηε θαηαζηέιινληάο ηελ.  

 

 

     Σθνπόο εξγαζίαο 

     Σθνπό ηεο εξγαζίαο είλαη λα αλαπηπρζεί κηα επαίζζεηε θαη εύθνιε κέζνδνο γηα 

ηελ αλαδήηεζε λέσλ κνξίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηνλ κεραληζκό ηεο απόπησζεο 
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B. ΥΛΙΚΑ- ΜΔΘΟΓΟΙ 

1. ΥΛΙΚΑ 

 Σα ρεκηθά αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ παξαζθεπή ησλ 

δηαιπκάησλ ήηαλ ησλ εηαηξηώλ Merck, Sigma.  

 Αληηβηνηηθά πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηε δηεμαγσγή ησλ πεηξακάησλ είλαη: G418 

(geneticin), ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 20mg/ml, Sigma), Garamycin ζε ηειηθή 

ζπγθέληξσζε 80κg/ml, Gentamicin sulfate, Schering-Plough) θαη Amphotericin B 

ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 500κg/ml, (Sigma)  

 Οη θπηηαξηθέο ζεηξέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ δηεμαγσγή ησλ πεηξακάησλ 

πεξηγξάθνληαη αλαιπηηθά παξαθάησ. 

 

2. ΜΔΘΟΓΟΙ 

2.1.ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΔΡΓΔΙΔΣ 

 

2.1.1 Κςηηαπικέρ ζειπέρ 

 

Α.  A2780-A2780CPR-A2780bcl-2/14,18.(Eliopoulos et al.(1995)] 

 

A2780: Αλζξώπηλε θπηηαξηθή ζεηξά πνπ πξνέξρεηαη από αζζελή κε θαξθίλν 

σνζεθώλ (Ovarian carcinoma cell line)(7).  

A2780CPR: Αλζξώπηλε θπηηαξηθή ζεηξά πνπ αλαπηύρζεθε κεηά από έθζεζε ηεο 

A2780 (παηξηθή ζεηξά) ζε απμαλόκελεο ζπγθεληξώζεηο ηνπ θπηηαξνζηαηηθνύ 

θαξκάθνπ cis-platin (cis-diammine-dicloro-platinum II) γηα πεξηζζόηεξν από έλα 

ρξόλν, κε απνηέιεζκα ηα θύηηαξα απηά λα παξνπζηάδνπλ αλζεθηηθόηεηα ζην 

ζπγθεθξηκέλν θάξκαθν(25). 

A2780bcl-2/14,18: Πξόθεηηαη γηα θπηηαξηθή ζεηξά πνπ πξνήιζε από ηελ ζεηξά Α2780 

κε επηκόιπλζε από πιαζκηδηαθό θνξέα (pCΓj-bcl-2) ώζηε λα εθθξάδεηαη εμσγελώο ε 

αληηαπνπησηηθή πξσηείλε Bcl-2(7).   

Οη παξαπάλσ θπηηαξηθέο ζεηξέο αλαπηύζζνληαη ζε DMEM  κε 10% BS, ή 10% FCS,  

πξνζθνιιεκέλα ζε ζηαζεξό ππόζηξσκα. Γηα ηα Α2780bcl-2/14,18 απαηηείηαη 

πξνζζήθε ηνπ αληηβηνηηθνύ G418 (geneticin)( 100κg/ml) γηα δηαηήξεζε ησλ ζεηηθώλ 

θιώλσλ.  
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Β. (πληποθοπίερ από καηάλογο ATCC) 

HL-60: Αλζξώπηλε θπηηαξηθή ζεηξά από πεξηθεξεηαθά ιεκθνθύηηαξα αζζελνύο κε 

νμεία πξνκπεινθπηηαξηθή ιεπραηκία. Σα θύηηαξα  απηά  αλαπηύζζνληαη ζε RPMI 

1640 κε 20%BS ή 20%FCS. 

U937: Αλζξώπηλε θπηηαξηθή ζεηξά πνπ εθθξάδεη ραξαθηεξηζηηθά ιεκθνθπηηάξσλ, 

πξνέξρεηαη από αζζελή κε δηάρπην ηζηνθπηηαξηθό ιέκθσκα. Σα θύηηαξα  απηά  

αλαπηύζζνληαη ζε RPMI 1640 κε 10% FCS. 

 Daudi: Αλζξώπηλε θπηηαξηθή ζεηξά πνπ πξνέξρεηαη από αζζελή κε ιέκθσκα 

Burkitt.Πξόθεηηαη γηα κία θαιά ραξαθηεξηζκέλε Β ιεκθνθπηηαξηθή ζεηξά πνπ 

αληρλεύεηαη από ην αληηγόλν ΔΒΝΑ ηνπ ηνύ Epstein  Barr. Σα θύηηαξα  απηά  

αλαπηύζζνληαη ζε RPMI 1640 κε 20% FCS. 

NIH3T3: Kπηηαξηθή ζεηξά από έκβξπν πνληηθνύ. Πξνέξρεηαη από ππνθισλνπνίεζε 

ηεο ζεηξάο swiss/3T3 θαη έρεη ραξαθηεξηζηηθά ηλνβιαζηώλ. Tα θύηηαξα 

αλαπηύζζνληαη ζε DMEM κε 10% BS,  ή 10% FCS πξνζθνιιεκέλα ζε ζηαζεξό 

ππόζηξσκα.  

 

2.1.2 Υλικά κςηηαπικήρ καλλιέπγειαρ. 

 

Γηάιπκα ζξεπηηθνύ πιηθνύ (DMEM, RPMI 1640) 

Σα δηαιύκαηα (DMEM: Dulbecco’s modification of minimal essential 

medium) θαη (RPMI 1640: Roswell Park Memorial institute) απνηεινύλ ην βαζηθό 

ζξεπηηθό πιηθό θπηηάξσλ πνπ αλαπηύζζνληαη ζε πγξή θαιιηέξγεηα. Πεξηιακβάλνπλ 

ζηε ζύλζεζε ηνπο  αλόξγαλα άιαηα, ακηλνμέα, βηηακίλεο, γιπθόδε, κε pH=7,2-7,4 

πνπ γηα ηελ δηαηήξεζε ηνπ πξνζηίζεηαη ΝαΗCO3 3,7 g/l γηα ην DMEM θαη 2,0 g/l γηα 

ην RPMI 1640. Σν ΝαΗCO3 ηνπ ζξεπηηθνύ πιηθνύ ζε ζπλδπαζκό κε ηελ αηκόζθαηξα 

CO2 ηνπ επσαζηηθνύ θιίβαλνπ δηαηεξεί ην pH ζε θπζηνινγηθά επίπεδα pH=7,2-7,4.  

Δπηπιένλ ην ζξεπηηθό πιηθό εκπινπηίδεηαη κε L-γινπηακίλε ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 

4mM γηα ην DMEM θαη 2 mM γηα ην RPMI. Γηα ηελ εμαζθάιηζε ηεο ζηεηξόηεηαο 

ηνπ κέζνπ πξνζηίζεηαη πάληα πξηλ ηελ ρξεζηκνπνίεζε ηνπ ην αληηβηνηηθό Garamycin 

ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 80κg/ml θαη ην κπθεηνθηόλν Funzizone ( Amphotericin B) 

ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 500κg/ml.  
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Oξόο:BS, FCS 

   Γηα ηελ αλάπηπμε νπνηαζδήπνηε θπηηαξηθήο ζεηξάο απαηηείηαη ζπλήζσο ν 

εκπινπηηζκόο ηνπ βαζηθνύ θπηηαξηθνύ πιηθνύ κε νξό. Πεξηέρεη ζπζηαηηθά κε 

ηαπηνπνηεκέλα αθόκε απαξαίηεηα όκσο  γηα ηελ αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ, όπσο είλαη 

νη αλαπηπμηαθνί παξάγνληεο (growth factors). ΢εκαληηθή πεγή ησλ παξαπάλσ 

παξαγόλησλ είλαη ν νξόο από έκβξπν κόζρνπ (Fetal calf serum) πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε (GibcoBRL). To δηάιπκα ηνπ νξνύ πξηλ ρξεζηκνπνηεζεί 

απελεξγνπνηείηαη ζε ζεξκνθξαζία 58
0
C γηα 45 ιεπηά αθνύ πξώηα απνςπρζεί ζε 

πδαηόινπηξν 37
0
C. ΢ηε ζπλέρεηα δηαηεξείηαη ζηνπο –20

0
C κέρξη λα ρξεζηκνπνηεζεί. 

Γινπηακίλε 

Σν δηάιπκα  L-γινπηακίλεο (Sigma) πνπ πξνζζέηνπκε ζην ζξεπηηθό πιηθό ηεο 

θαιιηέξγεηαο παξαζθεπάδεηαη κε δηάιπζε 5,8gr (200mM) ζηεξεάο νπζίαο ζε 200ml 

δηζαπεζηαγκέλν Η2Ο. Αθνινπζεί θηιηξάξηζκα κε εηδηθό θίιηξν(0,22κm, Millipore) 

θαη ηε βνήζεηα ζύξηγγαο . Απνζεθεύεηαη ζε όγθνπο 15ml ζε δνρεία (Falkon) ζηνπο 

 -20
0
C.    

Γηάιπκα Hanks balanced salt solution-Ca
2+

,Mg
2+

(HBSS)  

   Σν ξπζκηζηηθό δηάιπκα HBSS ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ  έθπιπζε ηεο 

θαιιηέξγεηαο από ηπρόλ ππνιείκκαηα ζξεπηηθνύ πιηθνύ, πξηλ ηε επίδξαζε ζξπςίλεο. 

To δηάιπκα απηό παξαζθεπάδεηαη κε ηελ δηάιπζε ζε δηπιά απεζηαγκέλν λεξό ησλ 

παξαθάησ νπζηώλ: 

΢Τ΢ΣΑΣΙΚΟ ΢ΤΓΚΔΝΣΡΩ΢Η 

NaCL 139mM  ( 8,00gr/lt) 

KCL 5,4mM  ( 0,40gr/lt) 

Na2HPO4.2H2O 0,37mM  (0,06gr/lt) 

KH2PO4 0,44mM (0,06gr/lt) 

NaHCO3 4,16mM  (0,35gr/lt) 

D-glucose             5,56mM (1,00gr/lt) 

To δηάιπκα παξαζθεπάδεηαη ζε ζπγθέληξσζε 5x ξπζκίδεηαη ην pH=7,2 θαη αθνινπζεί 

απνζηείξσζε κε δηήζεζε κε ηε ζπζθεπή Millipore. Γηαηεξείηαη ζηνπο –20 
0
C.  

 

 

 



ΤΛΙΚΑ-ΜΔΘΟΓΟΙ                                                                                                                                           

 

9 

 

 2.1.3  Σςνθήκερ κςηηαπικήρ καλλιέπγειαρ 

Ο ρεηξηζκόο θαη ε αλάπηπμε όισλ ησλ θπηηαξηθώλ ζεηξώλ πξαγκαηνπνηήζεθε 

ζε εηδηθά δηακνξθσκέλν εξγαζηεξηαθό ρώξν (cell culture room) πνπ δηαηεξείηαη 

ζηείξνο ρξεζηκνπνηώληαο ππεξηώδε αθηηλνβνιία. Οη ρεηξηζκνί ησλ θπηηαξηθώλ 

ζεηξώλ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε εζηία θάζεηεο λεκαηηθήο ξνήο (GELMAN instument 

Laminar Air Flow class100), πνπ παξέρεη πεξηβάιινλ ζηείξν γηα ηελ απνθπγή 

κνιύλζεσλ. Η αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε επσαζηηθό θιίβαλν, 

ζηαζεξήο ζεξκνθξαζίαο 37 
0
C θαη πγξαζίαο ζε αηκόζθαηξα 5% ζε CO2 γηα ηελ 

δηαηήξεζε ηνπ pH ηνπ ζξεπηηθνύ πιηθνύ θαιιηέξγεηαο. Οη δηάθνξεο θπηηαξηθέο 

ζεηξέο θαιιηεξγήζεθαλ ζε θηάιεο (Nunc Roskilde). Σα γπάιηλα θαη πιαζηηθά ζθεύε 

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ απνζηεηξώζεθαλ γηα 30 ιεπηά ζηνπο 121
0
C ζε  απηόθαπζην.   

2.1.4  Ανάπηςξη-Γιαηήπηζη-Αποθήκεςζη Κςηηάπων 

Απνζήθεπζε 

Οη θπηηαξηθέο ζεηξέο ζπληεξνύληαη κε απνζήθεπζε ζε πγξό άδσην ζηνπο -

192
0
C ζε δηάιπκα απνζήθεπζεο πνπ απνηειείηαη από 10% DMSO, 90% BS /FCS , 

πνπ έρεη δηεζεζεί κε θίιηξν 0,22κm, Millipore. Σα θύηηαξα ζπιιέγνληαη όηαλ 

βξίζθνληαη ζηελ εθζεηηθή θάζε αλάπηπμεο θαη απνζεθεύνληαη ζε ππθλόηεηα 0,5-

1x10
7
 θύηηαξα/ml. Η δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη είλαη ε εμήο: 

 Αξρηθά απνκαθξύλεηαη ην πιηθό ηεο θαιιηέξγεηαο, ηα θύηηαξα εθπιέλνληαη κε 

δηάιπκα HBSS  

 επαλαησξνύληαη ζε 1,2ml-1,5ml δηαιύκαηνο απνζήθεπζεο θαη ηνπνζεηνύληαη 

ζε ζσιήλεο ςύμεο (Nunc: cryotube 1.0ml cat. No.375353). 

  Η ςύμε ησλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηείηαη ζηαδηαθά, αξρηθά ηνπνζεηνύληαη γηα 

24-48 ώξεο ζηνπο –80 
0
C θαη ζηε ζπλέρεηα κεηαθέξνληαη  ζην δνρείν πγξνύ αδώηνπ  

–192 
0
C.  

Αλάπηπμε-Γηαηήξεζε 

Σα θύηηαξα επαλαθαιιηεξγνύληαη ζύκθσλα κε ηελ παξαθάησ δηαδηθαζία:  

 Αξρηθά αλαιακβάλνληαη από ην πγξό άδσην θαη ηνπνζεηνύληαη γηα 2 ιεπηά ζε 

πδαηόινπηξν ζηαζεξήο ζεξκνθξαζίαο 37 
0
C γηα λα μεπαγώζνπλ.  

 Αξαηώλνληαη κε 8ml δηαιύκαηνο ζξεπηηθνύ πιηθνύ ρσξίο νξό θαη 

θπγνθεληξνύληαη ζηηο 800-1200/rpm γηα 10 ιεπηά.  

 Δπαλαησξνύληαη ζε 2ml ζξεπηηθνύ πιηθνύ θαιιηέξγεηαο κε νξό, αλαδεύνληαη 

θαιά  
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 Καιιηεξγνύληαη ζε θηάιε(θιάζθα) 25cm
2
 ζπλνιηθνύ όγθνπ 10ml.  

     Σα θύηηαξα πνπ αλαπηύζζνληαη ζε ζηαζεξό ππόζηξσκα θαιιηεξγνύληαη ζε 

ρακειή  ππθλόηεηα 0,2-0,5x10
5 

θύηηαξα/ml. Όηαλ δεκηνπξγήζνπλ πιήξεο ηαπήηην 

γηα λα επαλαθαιιηεξγεζνύλ ζξπςηλνπνηνύληαη, πθίζηαληαη θαηεξγαζία κε ην 

πξσηενιπηηθό έλδπκν ζξπςίλε, ώζηε λα απνθνιιεζνύλ από ην ζηεξεό ππόζηξσκα 

πνπ αλαπηύζζνληαη, όπσο πεξηγξάθεηαη παξαθάησ:  

 Αξρηθά αθαηξείηαη ην ζξεπηηθό πιηθό ηεο θαιιηέξγεηαο. 

  Σα θύηηαξα εθπιέλνληαη 2 θνξέο κε 3-4ml δηάιπκα HBSS  

  Πξνζηίζεηαη 1ml ζξπςίλε 0,25% (Gibco BRL) ώζηε λα θαιπθζεί πιήξσο ην 

ηαπήηην θαη επσάδνληαη γηα 1-2 ιεπηά ζηνλ επσαζηηθό θιίβαλν, ελώ ηαπηόρξνλα 

παξαηεξνύληαη ζην κηθξνζθόπην. 

  Μόιηο ηα θύηηαξα απνθνιιεζνύλ από ηελ επηθάλεηα ηεο θηάιεο ε ζξπςίλε 

απελεξγνπνηείηαη  κε πξνζζήθε ζξεπηηθνύ πιηθνύ θαιιηέξγεηαο ζε όγθν 3-4ml. 

  Σα θπηηαξηθά ζπζζσκαηώκαηα δηαιύνληαη κε αλάδεπζε κε πηπέηα (Pasteur), 

κεηξάηαη ν αξηζκόο θαη ε βησζηκόηεηα ησλ θπηηάξσλ,  όπσο πεξηγξάθεηαη παξαθάησ 

θαη ηα θύηηαξα θαιιηεξγνύληαη ζε ππθλόηεηα 0,5x10
5
θύηηαξα/ml. 

Tα θύηηαξα πνπ αλαπηύζζνληαη ζε ελαηώξεκα θαιιηεξγνύληαη ζε πςειόηεξε 

ππθλόηεηα 0,5-1x10
5
 θύηηαξα/ml, όηαλ μεπεξάζνπλ ηελ ππθλόηεηα 1x10

5 
θύηηαξα/ml 

επαλαθαιιηεξγνύληαη σο εμήο: 

 Φπγνθέληξηζε γηα 10 ιεπηά ελόο 800-1200rpm. 

  Δπαλαησξνύλαη ζε 3-4ml ζξεπηηθνύ πιηθνύ αλαδεύνληαη θαιά κε πηπέηα 

(Pasteur) θαη επαλαθαιιηεξγνύληαη, αθνύ πξώηα κεηξεζεί ν αξηζκόο θαη ε 

βησζηκόηεηα ησλ θπηηάξσλ ελόο πεξηγξάθεηαη παξαθάησ.  

Μέηξεζε βησζηκόηεηαο 

Η δηάθξηζε ησλ δώλησλ θπηηάξσλ επηηπγράλεηαη κε ηε βνήζεηα κηαο 

ρξσζηηθήο trypan blue, ε νπνία έρεη ηελ ηθαλόηεηα λα δηαπεξλά ηελ πιαζκαηηθή 

κεκβξάλε ησλ λεθξώλ θπηηάξσλ θαη λα ηα ρξσκαηίδεη κπιε ζθνύξα, ελώ ηα δσληαλά 

θύηηαξα θαίλνληαη θσηεηλά θαη δηάθαλα. Η δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη 

πεξηιακβάλεη ηελ δεκηνπξγία ελόο κίγκαηνο από ελαηώξεκα θπηηάξσλ ζε όγθν 10κl 

θαη ίζν όγθν 10κl  δηαιύκαηνο ρξσζηηθήο trypan blue (0,4% w/v ζε θπζηνινγηθό νξό 

0,9% NaCL). Σν θπηηαξηθό ελαηώξεκα αλαδεύεηαη θαιά θαη ηνπνζεηείηαη ζε 

αηκνθπηηαξόκεηξν Neubauer 0.100mm, 0.0025mm
2
 θαη παξαηεξείηαη ζην 
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κηθξνζθόπην(OLYMPUS CK2). Σα δσληαλά θύηηαξα θαίλνληαη θσηεηλά θαη 

δηάθαλα, κπιε ζθνύξα.  

 

2.2 Μέθοδοι Δπαγωγήρ απόπηωζηρ 

 

2.2.1 Δπαγσγή  απόπησζεο κε ζηέξεζε νξνύ (8) 

Αλαθέξζεθε παξαπάλσ όηη γηα ηελ αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ είλαη 

απαξαίηεηνο ν εκπινπηηζκόο ηνπ ζξεπηηθνύ πιηθνύ κε νξό. Πιήξεο απνπζία νξνύ γηα 

κηθξό ρξνληθό δηάζηεκα νδεγεί αξρηθά ζε αλαζηνιή ηεο αλάπηπμεο ησλ θπηηάξσλ 

θαη αλ παξαηαζεί ζε ελεξγνπνίεζε ηεο απόπησζεο. Η δηαδηθαζία επαγσγήο 

απόπησζεο κε ζηέξεζε νξνύ πεξηιακβάλεη ηελ θαιιηέξγεηα ησλ θπηηάξσλ ζε 

ζξεπηηθό πιηθό ρσξίο νξό γηα ρξνληθό δηάζηεκα 72 σξώλ.  

 Σα θύηηαξα πνπ αλαπηύζζνληαη ζε ζηαζεξό ππόζηξσκα, παξαιακβάλνληαη 

όηαλ βξίζθνληαη ζε θαηάζηαζε πιήξνπο ηαπήηηνπ κε ηελ δηαδηθαζία ηεο 

ζξπςηλνπνίεζεο θαη επαλαθαιιηεξγνύληαη ζε ππθλόηεηα (0.5x10
5
θύηηαξα/ml) (θεθ 

2.1.4). 

  ΢ηε ζπλέρεηα κόιηο ηα θύηηαξα πξνζθνιιεζνύλ ζην ζηαζεξό ππόζηξσκα ηεο 

θηάιε (θιάζθαο), αθαηξείηαη ην ζξεπηηθό πιηθό θαη πξνζηίζεηαη ζξεπηηθό πιηθό ρσξίο 

νξό. Σα θύηηαξα πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη σο κάξηπξαο παξαιακβάλνληαη από ηελ ίδηα 

θαιιηέξγεηα κε απηά πνπ ζα ππνζηνύλ ζηέξεζε νξνύ θαη επαλαθαιηεξγνύληαη (θεθ 

2.1.4), ρσξίο λα αιιαρζεί πεξαηηέξσ ην ζξεπηηθό ηνπο πιηθό.  

 Σα θύηηαξα ειέγρνληαη ζην κηθξνζθόπην. Μεηά ην πέξαο 72 σξώλ, ηα 

θύηηαξα ζπιιέγνληαη κε ηε δηαδηθαζία ηεο ζξπςηλνπνίεζεο θαη κεηξάηαη ε 

βησζηκόηεηά ηνπο. Σν ππεξθείκελν ηεο θαιιηέξγεηαο, θαζώο θαη ηα δηαιύκαηα από ηηο  

πιύζεηο  κε HBSS ζπιιέγνληαη ρσξηζηά θαη απνζεθεύνληαη ζηνπο –20 
0
C, 

πξνθεηκέλνπ λα δηαπηζησζεί  αλ ππάξρνπλ λεθξά θύηηαξα. 

΢ηηο θπηηαξηθέο ζεηξέο πνπ αλαπηύζζνληαη ζε ελαηώξεκα 

 Σα θύηηαξα ζπιιέγνληαη όηαλ βξίζθνληαη ζε θαηάζηαζε πιήξνπο αλάπηπμεο 

(ππθλόηεηα πςειόηεξε από 1x10
5
θύηηαξα/ml).  

 Δπαλαθαιιηεξγνύληαη ζε ζξεπηηθό πιηθό ρσξίο νξό (βιέπε 2.1.4). 

  Σα θύηηαξα πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη σο κάξηπξαο παξαιακβάλνληαη από ηελ 

ίδηα θαιιηέξγεηα κε απηά πνπ ζα ππνζηνύλ ζηέξεζε νξνύ θαη επαλαθαιηεξγνύληαη 

(θεθ 2.1.4)  
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 Σα θύηηαξα ειέγρνληαη ζην κηθξνζθόπην θαη κεηά ην πέξαο 72 σξώλ 

ζπιιέγνληαη θαη κεηξάηαη ε βησζηκόηεηά ηνπο.  

 Σν ππεξθείκελν ηεο θαιιηέξγεηαο, θαζώο θαη ηα δηαιύκαηα από ηηο  πιύζεηο  

κε HBSS ζπιιέγνληαη ρσξηζηά θαη απνζεθεύνληαη ζηνπο –20 
0
C, πξνθεηκέλνπ λα 

δηαπηζησζεί  αλ ππάξρνπλ λεθξά θύηηαξα. 

 

2.2.2 Δπαγσγή  απόπησζεο κε ζεξκηθό ζνθ (HEAT SHOCK)(9) 

Σα θύηηαξα ζε ζπλζήθεο θαιιηέξγεηαο θαίλεηαη όηη αληηδξνύλ θιηκαθσηά ζε 

νπνηνζδήπνηε κεηαβνιέο ησλ θπζηνινγηθώλ ζπλζεθώλ αλάπηπμεο. Σέηνηεο κεηαβνιέο 

είλαη ε  απνπζία νξνύ, ην ζεξκηθό ζνθ, ε ππνζεξκία. ΢ηελ πεξίπησζε ηνπ ζεξκηθνύ 

ζνθ αλ ην επίπεδν ηνπ ζνθ είλαη ρακειό ηα θύηηαξα επηβηώλνπλ, ελώ όκσο απμεζεί 

ηόηε ελεξγνπνηείηαη ε απόπησζε θαη ηα θύηηαξα πεζαίλνπλ. Η δηαδηθαζία επαγσγήο 

απόπησζεο κε ζεξκηθό ζνθ πεξηιακβάλεη ηελ θαιιηέξγεηα ησλ θπηηάξσλ ζε 42 
0
C γηα 

κηα ώξα, όπσο πεξηγξάθεηαη παξαθάησ:   

 Σα θύηηαξα πνπ αλαπηύζζνληαη ζε ελαηώξεκα παξαιακβάλνληαη από ηελ 

θαιιηέξγεηα ζε θαηάζηαζε πιήξνπο αλάπηπμεο (ππθλόηεηα πςειόηεξε από 1x10
5
 

θύηηαξα/ml) θαη επαλαθαιιηεξγνύληαη (θεθ 2.1.4). 

  ΢ηε ζπλέρεηα ζθξαγίδνληαη νη θηάιεο(θιάζθεο) κε parafilm θαη βπζίδνληαη ζε 

πδαηόινπηξν 42
0
C γηα κηα ώξα. 

  Σα θύηηαξα ηνπνζεηνύληαη ζηνλ επσαζηηθό θιίβαλν γηα λα αλαξξώζνπλ γηα 6 

ώξεο. Αθνινύζσο ζπιιέγνληαη θαη  κεηξάηαη ε βησζηκόηεηά ηνπο.  

 Σν ππεξθείκελν ηεο θαιιηέξγεηαο ζπιιέγεηαη θαη απνζεθεύεηαη ζηνπο –20 
0
C, 

πξνθεηκέλνπ λα δηαπηζησζεί  αλ ππάξρνπλ λεθξά θύηηαξα. 

 

2.2.3 Δπαγσγή  απόπησζεο κε  ηελ ρεκεηνζεξαπεπηηθή νπζία cis-platinum (7)  

Η ρεκεηνζεξαπεπηηθή νπζία cis-platinum(cis-diammine-dicloro-platinum II)  

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ ζεξαπεία δηαθόξσλ κνξθώλ θαξθίλνπ κεηαμύ ησλ νπνίσλ 

είλαη θαη ν θαξθίλνο ησλ σνζεθώλ. Η δξάζε ηνπ έγθεηηαη ζηελ δεκηνπξγία 

ζηαπξνδεζκώλ (28) ζηελ ίδηα ή θαη ζηηο δπν αιπζίδεο ηνπ DNA, πξνθαιώληαο 

κεηαβνιέο ζηελ δνκή ηνπ DNA θαη δηαθνπή ηεο αλάπηπμεο ηνπ θπηηάξνπ. Αλ δελ 

είλαη δπλαηή ε επηδηόξζσζε ησλ βιαβώλ ζην DNA, ηόηε ελεξγνπνηείηαη ν 

κεραληζκόο ηεο απόπησζεο. 
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Η πεηξακαηηθή πνξεία πεξηιακβάλεη θαιιηέξγεηα ησλ θπηηάξσλ ζε νξηζκέλε 

ζπγθέληξσζε ηνπ θαξκάθνπ κε ηαπηόρξνλε εμέηαζε ηεο βησζηκόηεηαο ηνπο ζε 

ζπγθεθξηκέλα ρξνληθά δηαζηήκαηα. Αλαιπηηθόηεξα: 

 Κύηηαξα Α2780 παξαιακβάλνληαη από θαιιηέξγεηα ζε θαηάζηαζε πιήξνπο 

αλάπηπμεο θαη επαλαθαιιηεξγνύληαη (θεθ 2.1.4).  

 Μόιηο ηα θύηηαξα πξνζθνιιεζνύλ ζην ζηαζεξό ππόζηξσκα ηεο 

θηάιεο(θιάζθαο) πξνζηίζεηαη ζην ζξεπηηθό ηνπο κέζν ε ρεκεηνζεξαπεπηηθή νπζία 

cis-platinum ζε ζπγθέληξσζε 2,5x10
-5

M. 

  Σα θύηηαξα επσάδνληαη ζε επσαζηηθό θιίβαλν θαη ζε 12, 24, 48, 72 ώξεο 

κεηξάηαη ε βησζηκόηεηα ησλ θπηηάξσλ (θεθ 2.1.4). 

 

 

2.3. Mέηπηζη απόπηωζηρ 

2.3.1  Μέηξεζε απόπησζεο κε ηε κέζνδν SANDWICH ELISA KIT(  kat.1.544.675 B.M.) 

Δικόνα 2: ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο αξρήο κεζόδνπ ‘cell death detection ELISA’  

΢ε έλα θύηηαξν από ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο απόπησζεο ζπκβαίλνπλ δηάθνξεο 

κεηαβνιέο, ραξαθηεξηζηηθέο ηνπ θαηλνκέλνπ. Σέηνηεο κεηαβνιέο είλαη ε δεκηνπξγία 

πξνεθβνιώλ ζηε θπηηαξηθή κεκβξάλε (blebbing), ε ζπκπύθλσζε ηνπ 

θπηηαξνπιάζκαηνο, ε ελεξγνπνίεζε ελδνλνπθιεαζώλ πνπ δηαζπνύλ ην δίθισλν 

DNA ηνπ θπηηάξνπ ζε ζπγθεθξηκέλεο ζέζεηο ζηελ πεξηνρή ζύλδεζεο ησλ 

λνπθιενζσκάησλ, κε απνηέιεζκα ηελ δεκηνπξγία κνλν- θαη νιηγνλνπθιενζσκάησλ  

πνπ βξίζθνληαη ζην θπηηαξόπιαζκα. Γηα ηε κέηξεζε ηεο απόπησζεο 

ρξεζηκνπνηήζεθε  κηα κέζνδνο ελδπκηθνύ αλνζνπξνζδηνξηζκνύ  Elisa ηύπνπ 

sandwich (Δηθόλα 2). Πξόθεηηαη γηα κία κέζνδν θσηνκεηξηθνύ ελδπκηθνύ 

αλνζνπξνζδηνξηζκνύ ηύπνπ sandwich γηα πνζνηηθό θαη πνηνηηθό πξνζδηνξηζκό κνλν- 

θαη νιηγνλνπθιενζσκάησλ ζην θπηηαξόπιαζκα θαηά ηελ επαγσγή ηεο απόπησζεο. 

Μνλνθισληθό 
αληίζσκα πνπ 

αλαγλσξίδεη Ιζηόλεο 

 

Οινγνλνπθιενζώκα
ηα ζην πξνο εμέηαζε 

δείγκα 

Μνλνθισληληθό 

αληίζσκα πνπ 
αλαγλσξίδεη DNA , 
ηρλνζεηεκέλν κε 

ππεξνμεηδάζε 

 

Υξσκνγόλνο 

νπζία 
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Γηα ην ζθνπό απηό  ρξεζηκνπνηνύληαη δύν κνλνθισληθά αληηζώκαηα από επίκπ πνπ 

αλαγλσξίδνπλ αληίζηνηρα  DNA θαη ηζηόλεο. Με απηή ηελ δηαδηθαζία απηό είλαη 

δπλαηό λα πξνζδηνξηζηεί ε ύπαξμε κνλν- θαη νιηγνλνπθιενζσκάησλ ζην 

θπηηαξνπιαζκαηηθό θιάζκα πνπ δεκηνπξγείηαη θαηά ηε ιύζε ηνπ θπηηάξνπ. Σν 

πξώην αληίζσκα πνπ ρξεζηκνπνηνύκε αλαγλσξίδεη ηνλ ππξήλα ησλ ηζηνλώλ θαη είλαη 

αθηλεηνπνηεκέλν ζε εηδηθό πιαθίδην, ελώ ην δεύηεξν αληίζσκα πνπ αλαγλσξίδεη ην 

DNA είλαη ηρλεζεηεκέλν κε ην έλδπκν ππεξνμεηδάζε. Η ηππνπνηεκέλε κέζνδνο 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζύκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηηο εηαηξίαο. Αλαιπηηθόηεξα ε κέζνδνο 

πεξηιακβάλεη ηελ δηαδηθαζία πξνεηνηκαζίαο ηνπ δείγκαηνο ησλ θπηηάξσλ:  

 Κύηηαξα ζε πιήζνο 0.25x10
6
 παξαιακβάλνληαη από ηελ θαιιηέξγεηα θαη 

ηνπνζεηνύληαη ζε εηδηθό ζσιελάθη κηθξνθπγόθεληξνπ ηύπνπ (eppendorf). 

  ΢ηε ζπλέρεηα ιακβάλνληαη 100κl  θπηηαξηθνύ δείγκαηνο θαη θπγνθεληξνύληαη 

γηα 5 ιεπηά ζηηο 1500rpm.  

 Σν ππεξθείκελν δηάιπκα απνκαθξύλεηαη θαη ην ίδεκα επαλαδηαιπηνπνηείηαη 

ζε 500κl δηαιύκαηνο επώαζεο. Σν δείγκα επσάδεηαη γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4
0
C, 

αλαδεύνληαο (Vortex) κεηά ηα πξώηα 15 ιεπηά. 

  Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 15 ιεπηά ζηηο 13000rpm.  

 Σν ππεξθείκελν ζπιιέγεηαη (400κl) θαη 100κl  ηνπ ππεξθείκελνπ αξαηώλνληαη 

κε 400κl δηαιύκαηνο επώαζεο (δηάιπκα Α).  

 Από ην δηάιπκα Α πξνζηίζεληαη 100κl ζην πιαθάθη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό.      

Παξάιιεια κε ηε δηαδηθαζία πξνεηνηκαζίαο ηνπ θπηηαξηθνύ δείγκαηνο 

πξνεηνηκάδεηαη ην εηδηθό πιαθίδην γηα ηελ κέηξεζε: 

 Αξρηθά κνληκνπνηείηαη ην αληίζσκα ησλ ηζηνλώλ κε επώαζε  ηνπ πιαθηδίνπ 

κε  100κl  δηάιπκα επηθάιπςεο γηα 1ώξα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

 ΢ηε  ζπλέρεηα ην δηάιπκα απνξξίπηεηαη θαη ακέζσο πξνζηίζεληαη 200κl 

δηαιύκαηνο επώαζεο  γηα 30 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

 Σν πιαθίδην εθπιέλεηαη κε 300κl δηαιύκαηνο έθπιπζεο, δπν θνξέο θαη 

ακέζσο πξνζηίζεηαη ην δείγκα (δηάιπκα Α ζε όγθν 100κl) θαη αθνινπζεί επώαζε γηα 

90 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

 ΢ηε ζπλέρεηα ην πιαθίδην εθπιέλεηαη κε 300κl δηαιύκαηνο έθπιπζεο δπν 

θνξέο  
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  Αθνινπζεί επώαζε κε 100κl δηαιύκαηνο ζύδεπμεο, πνπ πεξηέρεη ην 

ζεκαζκέλν αληίζσκα κε ην έλδπκν ππεξνμεηδάζε  (anti-DNA), γηα 90 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

 Έθπιπζε ηνπ πιαθηδίνπ όπσο παξαπάλσ 

  Πξνζζήθε 100κl δηαιύκαηνο ππνζηξώκαηνο (2,2-azino-di-[3-

etylbenzthiazoline sulfonate(6)] )  Σν πιαθίδην επσάδεηαη ππό αλαθίλεζε γηα 20-30 

ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ κέρξη ηελ εκθάληζε ρξώκαηνο θαη αθνινπζεί 

θσηνκέηξεζε ζε Elisa reader ζε κήθνο θύκαηνο 405nm κε ηπθιό ην δηάιπκα  ηνπ 

ππνζηξώκαηνο.   

 

2.3.2 Μέζνδνο απνκόλσζεο ρξσκνζσκηθνύ DNA- ειεθηξνθόξεζεο  DNA ζε 

πεθηή αγαξόδεο 

Η απνκόλσζε ρξσκνζσκηθνύ DNA  από θύηηαξα ζε θαιιηέξγεηα  

πξαγκαηνπνηήζεθε ζύκθσλα κε ηε παξαθάησ κέζνδν(Sambrook et al 1989): 

  ΢πιιέγνληαη από πγξή  θαιιηέξγεηα 10
6
 θύηηαξα Α2780 

  Πξνζηίζεηαη 250κl δηάιπκα ιύζεο 

 Αθνινπζεί επώαζε κε 0.5κg/ml πξσηείλάζε Κ γηα  κηα ώξα ζηνπο 50
0
C. 

  ΢ηε ζπλέρεηα αθνινπζεί επώαζε κε 0.5κg/ml RNAse γηα 1ώξα ζηνπο 50
0
C 

  Σν δηάιπκα πνπ πξνθύπηεη απνζεθεύεηαη ζηνπο 4
0
C 

 Η ειεθηξνθόξεζε ηνπ DNA είλαη κηα ζπλήζεο κέζνδνο δηαρσξηζκνύ ηκεκάησλ  

DNA θαη πξαγκαηνπνηείηαη ζε πεθηή αγαξόδεο. Η κεηαηόπηζε ηνπ DNA εμαξηάηαη 

θπξίσο  από ην κνξηαθό βάξνο ηνπ DNA, από ηελ ζπγθέληξσζε ηεο αγαξόδεο ηε 

δηαθνξά δπλακηθνύ,  ηε δνκή ηνπ DNA θαη ηε ζύζηαζε ηνπ ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο 

ειεθηξνθόξεζεο. Η ειεθηξνθόξεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε πεθηή αγαξόδεο    

ζπγθέληξσζεο 2% ζε  ξπζκηζηηθό 1xTBE. Μεηά ηελ δηάιπζε ηεο αγαξόδεο ζην  

ξπζκηζηηθό, πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε βξαζκό ηνπ δηαιύκαηνο πξνζηίζεηαη 

βξσκηνύρν αηζίδην (10mg/ml) (Maniatis et.al second edition). ΢ηε ζπλέρεηα ην 

δηάιπκα ηεο αγαξόδε αθήλεηαη λα θξπώζεη ζε νξηδόληηα ζπζθεπή  ειεθηξνθόξεζεο 

(minigel). Σα δείγκαηα ηνπ DNA πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ απνκνλώζεθαλ κε ηε 

κέζνδν πνπ πεξηγξάθεηαη παξαπάλσ θαη πξηλ ηελ ειεθηξνθόξεζε πξνζηέζεθε ζε 

θάζε δείγκα δηάιπκα ρξσζηηθήο 6xTypeIII. Η ειεθηξνθόξεζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε 

νξηδόληηα ζπζθεπή (minigel) κε ηξνθνδνηηθό ΔC-105 EC-Apparatus corporation ζε 

ζηαζεξή ηάζε 90 volt . 
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Γηαιύκαηα γηα ηελ ειεθηξνθόξεζε.-απνκώλεζε DNA 

( Sambrook, Fritsch, Maniatis Molecular Cloning, Laboratory Manual Second 

Edition) 

Γηάιπκα TRIS-BORATE (TBE) (5X)          Γηάιπκα ρξσζηηθήο 6xType III 

TRIS BASE:     54g (0.045M)                       Bromophenol Blue: 0.25% 

EDTA:              20ml (0.5M pH=8.0)            Xylene cyanol FF   : 0.25% 

BORIC ACID: 27.5gr                                    Glycerol in water   :  30% 

Γηαηεξείηαη ζε 25
0
C.                                      Γηαηεξείηαη ζηνπο    4

0
C    

  

Γηάιπκα βξσκηνύρνπ αηζίδηνπ                                Γηάιπκα Λύζεο 

Παξαζθεύαζκα 10mg/ml  ζε λεξό                 EDTA.                        10mM                                

Γηαηεξείηαη ζηνπο 4
0
C                                 Tris-HCL                    50mM (pH=8 0) 

                                                                        N-Lauroyl-sarcosine   0.5% 

                                                                        Γηαηεξείηαη ζηνπο    4
0
C    
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 Γ. ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ-΢ΤΖΗΣΗ΢Η  

1.ΜΕΣΡΗ΢Η ΑΠΟΠΣΩ΢Η΢ ΜΕ ΑΝΟ΢ΟΠΡΟ΢ΔΘΟΡΘ΢ΜΟ ( ELISA) 

1.1 Επαγωγή απόπτωσης με στέρηση ορού 

    Πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί ε απόπησζε κε αλνζνπξνζδηνξηζκό ηύπνπ Elisa  έπξεπε 

λα θαζνξηζηνύλ δπν βαζηθέο παξάκεηξνη. Ζ πξώηε παξάκεηξνο αθνξά ηνλ  θαζνξηζκό 

ηνπ ρξόλνπ ζηέξεζεο νξνύ ώζηε λα επηηεπρζεί επαγσγή απόπησζεο  θαη ε δεύηεξε 

παξάκεηξνο αθνξά ην πξνζδηνξηζκό ηνπ αξηζκνύ ησλ θπηηάξσλ πνπ ζα 

ρξεζηκνπνηεζνύλ ζε θάζε πείξακα, βαζηδόκελε ζηε δπλαηόηεηα ηεο κεζόδνπ, λα 

δηαθξίλεη ηα θύηηαξα πνπ πεζαίλνπλ κε απόπησζε από απηά πνπ είλαη ήδε λεθξά.  

    Γηα ηνλ θαζνξηζκό ηνπ ρξόλνπ ζηέξεζεο νξνύ θαιιηεξγήζεθαλ θύηηαξα NIH3T3 ζε 

ζξεπηηθό πιηθό κε 0,25% νξό ζε 12 θιάζθεο θαη πιεζπζκό 7x10
5
θύηηαξα ζε θάζε 

θιάζθα. ΢ε ρξνληθό δηάζηεκα πνπ θαίλεηαη ζην πίλαθα 1 πξαγκαηνπνηήζεθε κέηξεζε 

ηεο βησζηκόηεηαο ησλ θπηηάξσλ. 

 

Α/Α ΏΡΔ΢ ΑΡΗΘΜΟ΢ ΚΤΣΣΑΡΩΝ 

1 8 2750000 

2 16 3775000 

3 24 2750000 

4 32 2400000 

5 40 2430000 

6 52 2340000 

7 64 1560000 

8 72 1600000 

9 80 1385000 

10 88 1250000 

11 112 687500 

12 136 850000 

Πίνακας 1: ΢ηέξεζε νξνύ ζε θύηηαξα (NIH3T3) 

 

  Ζ δηαγξακκαηηθή παξάζηαζε ησλ δεδνκέλσλ ηνπ πίλαθα 1 θαίλεηαη ζηελ Δηθόλα 3,4 

Από ην δηάγξακκα πξνθύπηεη όηη ν ρξόλνο ζηέξεζε νξνύ πνπ απαηηείηαη γηα ηελ 

κέηξεζε ηεο απόπησζεο είλαη ηξεηο εκέξεο (72 ώξεο). 
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Εικόνα 3 : Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε απνηειεζκάησλ Πίλαθα 1,  κέηξεζεο βησζηκόηεηαο θπηηάξσλ 

NIH3T3 κε ην ρξόλν ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο νξνύ θόθθηλνπ ρξώκαηνο ζηήιε (Γείγκα). Με  κπιε ρξώκα 

(Μάξηπξαο) θύηηαξα NIH3T3 πνπ αλαπηύρζεθαλ ρσξίο ζηέξεζε νξνύ 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4 : Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε απνηειεζκάησλ Πίλαθα 1,  κέηξεζεο βησζηκόηεηαο θπηηάξσλ 

NIH3T3 κε ην ρξόλν ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο νξνύ 

 

   Γηα ηνλ θαζνξηζκό ηνπ απαηηνύκελνπ αξηζκνύ θπηηάξσλ, θύηηαξα Α2780CPR θαη 

Daudi ππέζηεζαλ ζηέξεζε νξνύ γηα ηξεηο εκέξεο (72 ώξεο).  

 Γηα ην πείξακα ρξεζηκνπνηήζεθαλ δπν θπηηαξηθέο ζπγθεληξώζεηο θαζώο θαη δείγκαηα 

κάξηπξα, θύηηαξα πνπ αλαπηύρζεθαλ ρσξίο ζηέξεζε νξνύ, γηα θάζε πεξίπησζε, όπσο 

θαίλεηαη ζηνπο πίλαθεο 2 θαη 3. Γηα ηελ κέηξεζε ηεο απόπησζε  ρξεζηκνπνηήζεθε 

αλνζνπξνζδηνξηζκόο Elisa, όπσο πεξηγξάθεηαη ζην θεθάιαην Τιηθά θαη Μέζνδνη. 

 

 

ΓΔΗΓΜΑ ΜΑΡΣΤΡΑ΢ 

   Ώξεο                8     16   24     32    40    52    64    72    80    88    112   136 
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A/A ΑΡΗΘΜΟ΢ ΚΤΣΣΑΡΩΝ 

(Α2780CPR) 

ΜΑΡΣΤΡΑ΢  Α(405nm) ΓΔΗΓΜΑ Α(405nm) 

1 2,5x 10
5
/ml 0,129 0,108 

2 5,0x 10
5
/ml 0,109 0,110 

Πίνακας 2: Απνηειέζκαηα κέηξεζεο Απόπησζεο κε αλνζνπξνζδηνξηζκό ELISA ζε θύηηαξα Α2780CPR  

κεηά από ζηέξεζε νξνύ γηα 72 ώξεο 

                                

Α/A ΑΡΗΘΜΟ΢ ΚΤΣΣΑΡΩΝ ΜΑΡΣΤΡΑ΢  Α(405nm) DAUDI Α(405nm) 

1 2,5x 10
5
/ml 0,037 0,704 

2 5,0x 10
5
/ml 0,046 1,091 

Πίνακας 3: Απνηειέζκαηα κέηξεζεο Απόπησζεο κε αλνζνπξνζδηνξηζκό ELISA ζε θύηηαξα Daudi  
κεηά από ζηέξεζε νξνύ γηα 72 ώξεο 

Ζ απεηθόληζε ησλ δεδνκέλσλ ησλ πηλάθσλ 2,3 θαίλνληαη ζηελ εηθόλα 4,5. 

 

 
 

Εικόνα 4 : Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε απνηειεζκάησλ κέηξεζεο Απόπησζεο κε αλνζνπξνζδηνξηζκό 

ELISA ζε θύηηαξα Α2780CPR  κεηά από ζηέξεζε νξνύ γηα 72 ώξεο  

 

 
Εικόνα 5: : Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε απνηειεζκάησλ κέηξεζεο Απόπησζεο κε αλνζνπξνζδηνξηζκό 

ELISA ζε θύηηαξα Daudi  κεηά από ζηέξεζε νξνύ γηα 72 ώξεο 

ΓΔΗΓΜΑ 

ΜΑΡΣΤΡΑ΢ 
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   Από ηελ κειέηε ησλ δηαγξακκάησλ  πξνθύπηεη όηη γηα ηα κελ θύηηαξα Daudi  είλαη 

δπλαηό λα ρξεζηκνπνηεζνύλ ζε πεηξάκαηα κέηξεζεο ηεο απόπησζεο θαη νη δπν 

θπηηαξηθέο ζπγθεληξώζεηο. Γηα ηα θύηηαξα Α2780CPR  δελ είλαη δπλαηό λα ζπλαρζεί 

ζπκπέξαζκα γηα απηέο ηηο δπν θπηηαξηθέο ζπγθεληξώζεηο. ΢πλεπώο γηα ηελ επαγσγή ηεο 

απόπησζεο ρξεζηκνπνηώληαο ηε κέζνδν ζηέξεζεο νξνύ ζα απαηηεζνύλ ηξεηο εκέξεο (72 

ώξεο) ζηέξεζεο νξνύ θαη γηα ηελ κέηξεζε ηεο απόπησζεο κε ηελ κέζνδν ηνπ 

αλνζνπξνζδηνξηζκνύ Elisa απαηηνύληαη ζπγθεληξώζεηο θπηηάξσλ 2,5x 10
5
/ml, 5,0x 

10
5
/ml.  

  Αθνινύζσο κειεηήζεθαλ νη θπηηαξηθέο ζεηξέο  Α2780, Α2780CPR,  Α2780 Bcl-2/14,  

Α2780 Bcl-2/18 και Daudi, U937. Σα θύηηαξα ζε ζπγθέληξσζε 2,5x 10
5
/ml, 5,0x 10

5
/ml 

ππνβιήζεθαλ ζε ζηέξεζε νξνύ γηα 72 ώξεο  θαη ε απόπησζε κεηξήζεθε κε ηελ κέζνδν 

ηνπ αλνζνπξνζδηνξηζκνύ  (Elisa). Σα απνηειέζκαηα θαίλνληαη ζηνπο πίλαθεο 4 θαη 5 

θαη ζηα αληίζηνηρα δηαγξάκκαηα, εηθόλα 5, 6.  

A/A ΓΔΗΓΜΑ (2,5x 10
5 

θύηηαξα/ml) Α (405nm) 

 

1 

Μάξηπξαο 0,129 

Α2780CPR 0,109 

 

2 

Μάξηπξαο 0,034 

Α2780 Bcl-2/14 0,183 

 

3 

Μάξηπξαο 0.030 

Α2780 Bcl-2/18 0,065 

 

4 

Μάξηπξαο 0,045 

Α2780 0,800 

Πίνακας 4:  Μέηξεζεο Απόπησζεο κε αλνζνπξνζδηνξηζκό ELISA ζε θύηηαξα Α2780, Α2780CPR, 

Α2780 Bcl-2 κεηά από ζηέξεζε νξνύ γηα 72 ώξεο  

  

Εικόνα 5: Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε απνηειεζκάησλ κέηξεζεο Απόπησζεο κε αλνζνπξνζδηνξηζκό                   

ELISA ζε θύηηαξα Α2780 κεηά από ζηέξεζε νξνύ γηα 72 ώξεο 

ΓΔΗΓΜΑ 

ΜΑΡΣΤΡΑ΢ 
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A/A ΓΔΗΓΜΑ (5,0x 10
5 

θύηηαξα/ml) Α (405nm) 

1 

 

Μάξηπξαο 0,109 

Α2780CPR 0.113 

2 

 

Μάξηπξαο 0,046 

Daudi 1,091 

3 

 

Μάξηπξαο 0,294 

U937 1,186 

Πίνακας 5: Απνηειέζκαηα κέηξεζεο Απόπησζεο κε αλνζνπξνζδηνξηζκό ELISA ζε θύηηαξα Α2780CPR,  

Daudi,  U937 κεηά από ζηέξεζε νξνύ γηα 72 ώξεο  

Εικόνα 6: Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε απνηειεζκάησλ κέηξεζεο Απόπησζεο κε    αλνζνπξνζδηνξηζκό 

ELISA ζε θύηηαξα Α2780CPR,  Daudi,  U937 κεηά από ζηέξεζε νξνύ γηα 72 ώξεο 

     

Από ηελ εμέηαζε ησλ δηαγξακκάησλ πξνθύπηεη όηη από ηηο θπηηαξηθέο ζεηξέο Α2780, 

Α2780CPR,  Α2780 Bcl-2/14,  Α2780 Bcl-2/18, ε ζεηξά Α2780, πνπ είλαη ε παηξηθή 

ζεηξά παξνπζηάδεη ην κεγαιύηεξν αξηζκό απνπησηηθώλ θπηηάξσλ θαηά ηελ επαγσγή ηεο 

απόπησζεο κε ζηέξεζε νξνύ ζε ζρέζε κε ηηο ππόινηπεο ζεηξέο. Ζ ζεηξά Α2780CPR 

δείρλεη λα κελ αληαπνθξίλεηαη ζην εξέζηζκα ηεο ζηέξεζεο νξνύ, γεγνλόο πνπ 

ζπκβαδίδεη κε ηνλ αλζεθηηθό ραξαθηήξα ηεο ζεηξάο ζηελ επαγσγή ηεο απόπησζεο. Οη 

ζεηξέο Α2780 Bcl-2/14,  Α2780 Bcl-2/18 παξνπζηάδνπλ ζεκαληηθό αξηζκό 

απνπησηηθώλ θπηηάξσλ ζε ρακειόηεξα επίπεδα όκσο από ηελ παηξηθή ζεηξά Α2780.  

  Τςεινί αξηζκνί απνπησηηθώλ θπηηάξσλ εκθαλίδνληαη ζηηο θπηηαξηθέο ζεηξέο Daudi, 

U937 κε ηε ζεηξά U937 λα παξνπζηάδεη ηνλ πςειόηεξν αξηζκό απνπησηηθώλ θπηηάξσλ 

ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο νξνύ. 

 

 

 

ΓΔΗΓΜΑ 

ΜΑΡΣΤΡΑ΢ 
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1.2 Επαγωγή απόπτωσης με θερμικό- σοκ 

 

 Ζ απόπησζε κειεηήζεθε in vitro αθόκε ζε ζπλζήθεο ζεξκηθνύ- ζνθ. Γηα ην ζθνπό 

απηό νη θπηηαξηθέο ζεηξέο Daudi, HL-60, U937 ππνβιήζεθαλ ζε ζεξκηθό- ζνθ όπσο 

πεξηγξάθεηαη ζην ζρεηηθό θεθάιαην ζηα πιηθά θαη κέζνδνη ζε ζπγθέληξσζε 2,5x 10
5 

θύηηαξα/ml. Ζ απόπησζε κεηξήζεθε κε ηελ κέζνδν ηνπ αλνζνπξνζδηνξηζκνύ Elisa γηα 

θάζε θπηηαξηθή ζεηξά ζπγθξηηηθά κε θύηηαξα  ηα νπνία δελ ππνβιήζεθαλ ζε ζεξκηθό 

ζνθ (κάξηπξαο). Σα απνηειέζκαηα θαίλνληαη ζηνλ πίλαθα 6 θαη ζην δηάγξακκα, εηθόλα 

6.  

A/A ΓΔΗΓΜΑ(2,5x 10
5 

θύηηαξα/ml) Α (405nm) 

1 

 

Μάξηπξαο 0,118 

Daudi 0.199 

2 

 

Μάξηπξαο 0,222 

HL-60 1,302 

3 

 

Μάξηπξαο 0.088 

U937 0,685 

 

Πίνακας 6:  Απνηειέζκαηα κέηξεζεο Απόπησζεο κε αλνζνπξνζδηνξηζκό ELISA ζε θύηηαξα,  Daudi, 

HL-60, U937 κεηά από Θεξκηθό ζνθ 

Εικόνα 6: Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε απνηειεζκάησλ κέηξεζεο Απόπησζεο κε    αλνζνπξνζδηνξηζκό 

ELISA ζε θύηηαξα Daudi, HL-60, U937 κεηά από ζεξκηθό ζνθ 

 

Από ηε κειέηε ηνπ δηαγξάκκαηνο πξνθύπηεη όηη ζε ζπλζήθεο ζεξκηθνύ-ζνθ πςειόηεξνο 

αξηζκόο απνπησηηθώλ θπηηάξσλ παξαηεξείηαη ζηελ πεξίπησζε ησλ θπηηάξσλ HL-60. 

΢εκαληηθόο αξηζκόο απνπησηηθώλ θπηηάξσλ παξαηεξείηαη θαη ζηελ πεξίπησζε ησλ 

Γείγκα 

 

 

 

Μάξηπξαο  
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θπηηάξσλ U937, ελώ ε θπηηαξηθή ζεηξά Daudi παξνπζηάδεη ην κηθξόηεξν αξηζκό 

απνπησηηθώλ θπηηάξσλ.  

 

2. ΑΝΘΥΝΕΤ΢Η ΑΠΟΠΣΩ΢Η΢ ΜΕ΢Ω ΣΜΗΜΑΣΩΝ DNA 

    Μηα θιαζηθή κέζνδνο πνηνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ ηεο απόπησζεο πνπ βαζίδεηαη ζηνλ 

δηαρσξηζκό απνπησηηθώλ ηκεκάησλ DNA είλαη κε ρξήζε ειεθηξνθόξεζεο ζε πεθηή 

αγαξόδεο. Ζ κέζνδνο απηή απνηειεί ηελ πιένλ θνηλή κέζνδν γηα ηελ κειέηε ηεο 

απόπησζεο θαη βαζίδεηαη ζην θύξην βηνρεκηθό ραξαθηεξηζηηθό ησλ απνπησηηθώλ 

θπηηάξσλ, ηελ ελδνλνπθιενζσκηθή ζράζε ηνπ DNA. Με ηελ δηαδηθαζία απηή 

δεκηνπξγνύληαη ηκήκαηα DNA κε κέγεζνο πνιιαπιάζηνπ ηνπ κεγέζνπο 180-200 bp θαη 

είλαη δπλαηόλ ηα ηκήκαηα απηά λα δηαρσξηζηνύλ κε ειεθηξνθόξεζε, δεκηνπξγώληαο  

ζρήκα ζθάιαο(ladder-like). 

    Γηα ηελ κειέηε ηεο απόπησζεο κε απηή ηελ κέζνδν ρξεζηκνπνηήζεθαλ θύηηαξα 

A2780 ηα νπνία ππέζηεζαλ επαγσγή απόπησζεο κε  ηελ ρεκεηνζεξαπεπηηθή νπζία cis-

platinum γηα 0, 12, 24, 48, 72 ώξεο. Αθνινύζεζε απνκόλσζε ησλ απνπησηηθώλ 

ηκεκάησλ DNA από 10
6 

θύηηαξα πνπ ζπιιέρζεθαλ ζηηο αληίζηνηρεο ρξνληθέο ζηηγκέο, 

όπσο πεξηγξάθεηαη ζην ζρεηηθό πξσηόθνιιν θαη ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 

(2%).  ΢ηελ πεθηή πξνζηέζεθε  βξσκηνύρν αηζίδην (EtBr:0,5 κg/ml) (εηθόλα 7). 

                       

                Εικόνα 7: Γηαρσξηζκόο απνπησηηθώλ ηκεκάησλ DNA από θύηηαξα ζε αγαξόδε 

 

    Από ηελ ειεθηξνθόξεζε (εηθόλα 7) δηαπηζηώζεθε όηη ηα θύηηαξα Α2780 πθίζηαληαη 

απόπησζε κε ηελ δξάζε ηεο νπζίαο cis-platinum κεηά από έθζεζε ζε 48 θαη 72 σξώλ, 

 ι       Α      Β         Γ           Γ             Δ     

Α:  0  ώξεο  

Β:  24 ώξεο 

Γ:  48 ώξεο  

Γ:  12 ώξεο 

Δ : 72 ώξεο  

1Kb 

ladder 

3,054bp 

2,036bp 

1,636bp 

1,018bp 

 

 

500 bp 
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όπσο απνδεηθλύεηαη από ηελ ραξαθηεξηζηηθή κνξθή (ladder-like) πνπ ιακβάλεη ην DNA   

από απηά ηα θύηηαξα.     

 

 

Δ. ΢ΤΖΗΣΗ΢Η 

 

  ΢θνπόο ηεο εξγαζίαο ήηαλ λα αλαπηπρζεί κηα επαίζζεηε θαη εύθνιε κέζνδνο γηα ηελ 

αλαδήηεζε λέσλ κνξίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηνλ κεραληζκό ηεο απόπησζεο 

     Δπηιέρζεθαλ γηα ηε κειέηε νη θπηηαξηθέο ζεηξέο NIH3T3, Daudi, HL-60, U937, 

θαζώο θαη νη ζεηξέο  Α2780, αλζξώπηλε θπηηαξηθή ζεηξά πνπ πξνέξρεηαη από αζζελή κε 

θαξθίλν σνζεθώλ Ovarian carcinoma cell line, (7) .  

Γηα ηελ επαγσγή ηεο απόπησζεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη κέζνδνη ζηέξεζε νξνύ(8) θαη 

ζεξκηθνύ ζνθ(9), πνπ είλαη απινί θαη εύρξεζηνη ζηελ εξγαζηεξηαθή πξαθηηθή, θαζώο 

θαη ε ρεκεηνζεξαπεπηηθή νπζία cis-platinum(7)   

     Ο πξνζδηνξηζκόο  ηεο απόπησζεο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε κέζνδν ελδπκηθνύ 

αλνζνπξνζδηνξηζκνύ  Elisa ηύπνπ sandwich, θαζώο θαη κε κέζνδν πνηνηηθνύ 

πξνζδηνξηζκνύ ηεο απόπησζεο πνπ βαζίδεηαη ζηνλ δηαρσξηζκό απνπησηηθώλ ηκεκάησλ 

DNA ρξεζηκνπνηώληαο ηε δηαδηθαζία ηεο ειεθηξνθόξεζεο ζε πεθηή αγαξόδεο.  

   Με ηε κέζνδν ηνπ ελδπκηθνύ αλνζνπξνζδηνξηζκνύ  Elisa ηύπνπ sandwich, κεηξήζεθε 

ε απόπησζε, ε νπνία ελεξγνπνηήζεθε ηόζν ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο νξνύ, όζν ζε 

ζπλζήθεο ζεξκηθνύ ζνθ ζε θπηηαξηθέο ζπγθεληξώζεηο 2,5-5x10
5
 θύηηαξα/ml. 

 

 

Δηθόλα8: Γηαγξακκαηηθή απεηθόληζε απνηειεζκάησλ κέηξεζεο Απόπησζεο κε αλνζνπξνζδηνξηζκό 

ELISA ζε θύηηαξα Daudi, HL-60, U937 κεηά από ζεξκηθό ζνθ θαη ζηέξεζε νξνύ 

 

   

Γείγκα           

 

 

 

Μάξηπξαο      
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   Αμηνινγώληαο ηα απνηειέζκαηα πνπ ζπιιέρζεθαλ θαηά ηνλ πξνζδηνξηζκό ηεο 

απόπησζεο, πνπ ελεξγνπνηήζεθε ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο όξνπ θαη ζεξκηθνύ ζνθ ζηηο 

θπηηαξηθέο ζεηξέο πνπ επηιέρζεθαλ, όπσο απνδίδνληαη ζην παξαπάλσ δηάγξακκα 

(Δηθόλα 8), θαηαιήγνπκε ζηα παξαθάησ ζπκπεξάζκαηα: 

1. Σα θύηηαξα Daudi είλαη πεξηζζόηεξν αλζεθηηθά ζηελ ελεξγνπνίεζε ηεο 

απόπησζεο ζε ζπλζήθεο ζεξκηθνύ ζνθ, από όηη ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο νξνύ.  

2. Tα θύηηαξα Daudi πεζαίλνπλ επθνιόηεξα κε απόπησζε ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο 

νξνύ.  

3. Σα θύηηαξα HL-60 νδεγνύληαη ζε απόπησζε ηόζν κε ζηέξεζε νξνύ, όζν θαη κε 

ζεξκηθό ζνθ θαη  ππεξηεξνύλ ζε ζύγθξηζε κε ηα θύηηαξα Daudi, δηόηη δίλνπλ ηε 

δπλαηόηεηα επηινγήο ηεο κεζόδνπ επαγσγήο απόπησζεο.  

   Ζ κέζνδνο πξνζδηνξηζκνύ ηεο απόπησζεο κέζσ δηαρσξηζκνύ απνπησηηθώλ ηκεκάησλ 

DNA κε ειεθηξνθόξεζεο ζε πεθηή αγαξόδεο, ρξεζηκνπνηήζεθε κόλν ζηε πεξίπησζε 

επαγσγήο απόπησζεο κε ηε ρεκεηνζεξαπεπηηθή νπζία cis-platinum ζε θύηηαξα  A2780 

ζε πιεζπζκό 10
6
.  

Ζ κέζνδνο πξνζδηνξηζκνύ ηεο απόπησζεο κε ελδπκηθό  αλνζνπξνζδηνξηζκνύ  Elisa 

ηύπνπ sandwich, πνπ αλαπηύρζεθε ζηελ παξνύζα εξγαζία δηαθξίλεηαη ζηα παξαθάησ: 

1. Πξνζδηνξίδεη ηα λνπθιενζώκαηα πνπ απειεπζεξώλνληαη ζην θπηνζόιην  θαηά 

ηελ ελεξγνπνίεζε ηεο απόπησζε. Με ηε ζπγθεθξηκέλε κέζνδν κπνξεί λα 

δηαθξίλεη θαλείο ζε ζπλζήθεο in vitro ηε απόπησζε από ηε λέθξσζε, ζε 

αληίζεζε κε ηε κέζνδν TUNEL θαη ηε κέζνδν δηαρσξηζκό απνπησηηθώλ 

ηκεκάησλ DNA  κε ειεθηξνθόξεζεο ζε πεθηή αγαξόδεο,(DNA Laddering)(14). 

2. Ζ κέζνδνο πξνζδηνξίδεη πνζνηηθά  ηελ απόπησζε κε πςειή επαηζζεζία, θαηά 

αληηζηνηρία κε ηε κέζνδν TUNEL(terminal deoxyribo-nucleotidyl transferase 

mediated  dUTP nick end labeling)(10,11,14) θαη ζε αληίζεζε κε ηε κέζνδν 

δηαρσξηζκό απνπησηηθώλ ηκεκάησλ DNA  κε ειεθηξνθόξεζεο ζε πεθηή 

αγαξόδεο,(DNA Laddering), πνπ πξνζδηνξίδεη πνηνηηθά ηελ απόπησζε. 

3. Ζ κέζνδνο είλαη εύθνιε ζην ρεηξηζκό, ρσξίο λα απαηηνύληαη ηδηαίηεξα  

πξνπαξαζθεπαζηηθά ζηάδηα αλάινγα κε ηελ θπηηαξηθή ζεηξά πνπ ζα 

επηιεγεί(14). 

4. ΢ηελ εθηέιεζε ησλ πεηξακάησλ κε ηε κέζνδν αλνζνπξνζδηνξηζκνύ  Elisa, 

απαηηείηαη ε ρξήζε ηπθινύ δείγκαηνο 

5. Ζ κέζνδνο αλνζνπξνζδηνξηζκνύ  Elisa, ηελ εμέηαζε ηαπηόρξνλα πνιιαπιώλ 

δεηγκάησλ (13, 14). 
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A. ΔΙ΢ΑΓΩΓΗ 

Γενικά 

     Τπάξρεη κηα πιεζώξα εξεπλεηηθώλ δεδνκέλσλ πνπ ππνδεηθλύνπλ όηη δηαηαξαρέο  

ησλ ξπζκηζηηθώλ κεραληζκώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ θπηηαξηθό πνιιαπιαζηαζκό, 

όπσο είλαη ην δίθηπν ειέγρνπ ησλ πξσηετλώλ p53/mdm2/p21 θαη p16/Rb, ζε 

ζπλδπαζκό κε άιια εκπιεθόκελα κόξηα (θπθιίλεο, θπθιηλνεμαξηώκελεο  θηλάζεο, 

αλαζηνιείο ησλ θηλαζώλ) ελέρνληαη ζηελ νγθνγέλεζε ησλ Σ-ιεκθσκάησλ (1,2,3). Σα 

Σ-ιεκθώκαηα απνηεινύλ κηα εηεξνγελή κνξθνινγηθή θαη αλνζνινγηθή νκάδα 

θαθνήζσλ λενπιαζκάησλ πνπ ζπληζηνύλ ην 15-20% ησλ κε-Hodgkin ιεκθσκάησλ 

(4).   

Μητανιζμοί ρύθμιζης ηοσ κσηηαρικού κύκλοσ     

     Σν νγθνθαηαζηαιηηθό γνλίδην p53 απνηειεί ζεκαληηθό παξάγνληα ξύζκηζεο ηνπ 

θπηηαξηθνύ πνιιαπιαζηαζκνύ θαη ηεο απόπησζεο. Η δξάζε ηνπ επάγεηαη από 

παξάγνληεο θπηηαξηθνύ ζηξεο θαη αλάινγα κε ηε βαξύηεηα ηνπ εξεζίζκαηνο πξνθαιεί  

δηαθνπή ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ ζηε θάζε G1 ή νδεγεί ζε απόπησζε (5,6). Η 

δηαθνπή ηνπ θύθινπ ζηε θάζε G1 επηηπγράλεηαη ελ κέξεη από ηε δξάζε ηεο 

πξσηεΐλεο p21, πνπ επάγεηαη από ηελ πξσηεΐλε p53. Η πξσηεΐλε p21 είλαη ν θπζηθόο 

αλαζηνιέαο ηνπ ζπκπιόθνπ θπθιίλε/θπθιηλνεμαξηώκελε θηλάζε πνπ ξπζκίδεη ηε 

κεηάβαζε ζηε θάζε S (5). Η ελεξγόηεηα θαη ε ζηαζεξόηεηα ηεο πξσηεΐλεο p53 

ξπζκίδεηαη από ηελ αιιειεπίδξαζε ηεο πξσηεΐλεο κε άιιεο ξπζκηζηηθέο πξσηεΐλεο, 

όπσο είλαη ε πξσηεΐλε mdm2 (7). Η πξσηεΐλε mdm2 ππνβνεζά ηελ ζηόρεπζε ηεο p53 

ζηελ πξσηενιπηηθή κεραλή κε κεζνιαβεηή ηελ νπκπηθνπτηίλε.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1: ΢ρεκαηηθή απόδνζε ησλ επηπέδσλ ξύζκηζεο ηεο πξσηεΐλεο p53, κέζσ ηεο δηαδηθαζίαο 

ειέγρνπ ηεο ζύλζεζεο θαη απνηθνδόκεζεο κε ηελ κεζνιάβεζε ηεο νπκπηθνπτηίλεο, ή επηπξνζζέησο 

κέζσ αιιειεπίδξαζεο κε άιιεο πξσηεΐλεο, κε κεηα-κεηαγξαθηθή ηξνπνπνίεζε θαη κέζσ ξύζκηζεο 

ηνπο ελδνθπηηάξηνπ εληνπηζκνύ ηεο πξσηεΐλεο. Με ηελ παξαπάλσ δηαδηθαζία ξύζκηζεο, ε πξσηεΐλε 

p53 κπνξεί λα κεηαηξαπεί από αλελεξγή ζε ελεξγή νδεγώληαο ζε κεηαγξαθηθή ελεξγνπνίεζε ησλ 

γνληδίσλ ζηόρσλ 
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    Δπηπιένλ, ε mdm2 ζπλδέεηαη κε ηελ p53 θαη αλαζηέιιεη ηελ ηθαλόηεηα ηεο λα 

αιιειεπηδξά κε ηελ κεηαγξαθηθή ζπζθεπή. Γηαθνπή ηεο αιιειεπίδξαζεο ηεο p53 κε 

ηελ mdm2 είλαη πηζαλό λα ζρεηίδεηαη κε ηελ ζηαζεξνπνίεζε ηεο p53 κεηά από 

θπηηαξηθό ζηξεο ή γελεηηθή αζηάζεηα (7,8,9). 

    Μεηαιιάμεηο ηεο πξσηεΐλεο p53 έρνπλ παξαηεξεζεί ζηα θαθνήζε ιεκθώκαηα,    

ζπρλόηεξα ζην ιέκθσκα Burkitt θαη ζηελ κεηάπησζε ησλ ρακεινύ βαζκνύ 

θαθνήζεηαο Β-ιεκθσκάησλ ζε πςεινύ βαζκνύ θαθνήζεηαο ιεκθώκαηα 

(10,11,12,13,14). ΢ε αξθεηέο κειέηεο πεξηγξάθεηαη ρακειό πνζνζηό κεηαιιάμεσλ 

ηνπ p53 γνληδίνπ θαη ζπρλή αλνζντζηνρεκηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο, ε νπνία 

αληηζηνηρεί ζηελ έθθξαζε ηεο ζηαζεξνπνηεκέλεο αγξίνπ ηύπνπ (wild type) πξσηεΐλεο 

(15,13,14,16). Η ηαπηόρξνλε αλνζντζηνρεκηθή εθηίκεζε ησλ πξσηετλώλ p53 θαη p21 

είλαη δπλαηό λα βνεζήζεη ζηε ιήςε έκκεζσλ πιεξνθνξηώλ όζνλ αλαθνξά ηελ 

θαηάζηαζε ηνπ γνληδίνπ δεδνκέλνπ όηη κόλν ν άγξηνο ηύπνο ηεο πξσηεΐλεο επάγεη ηελ 

πξσηεΐλε p21 (13). Η δπζιεηηνπξγία ηνπ γνληδίνπ p53 έρεη θπξίσο κειεηεζεί ζε Β-

θπηηαξηθήο αξρήο θαθνήζε ιεκθώκαηα, ελώ κειέηεο ζε Σ-θπηηαξηθήο αξρήο θαθνήζε 

ιεκθώκαηα είλαη ζπάληεο(17,18). ΢ηα θαθνήζε T-ιεκθώκαηα παξαηεξείηαη 

ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p53 ζην 20-30% ησλ πεξηπηώζεσλ, ελώ κεηαιιάμεηο ηνπ 

γνληδίνπ p53 είλαη πνιύ ζπάληεο (10,19,20,15,21,22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2: Ρπζκηζηηθό δίθηπν ησλ πξσηετλώλ p53/mdm2 θαη  Rb/ θπθιίλε D  ζηε δηαθνπή ηνπ 

θπηηαξηθνύ  θύθινπ, κέζσ ηεο δξάζεο ησλ πξσηετλώλ p16 θαη p19, αλαζηνιέσλ ηνπ θπηηαξηθνύ 

θύθινπ (ΙΝΚΑ4 family)      
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    Έλα θξίζηκν ζεκείν ζηελ πξόνδν ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ είλαη ε θσζθνξπιίσζε 

ηεο πξσηεΐλεο Rb (pRb), πνπ νδεγεί ζηελ απειεπζέξσζε/ελεξγνπνίεζε ηνπ 

κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα E2F. Απηόο δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθό ξόιν ζηε ξύζκηζε 

ηεο εηζόδνπ ζηελ θάζε S ηνπ θύθινπ (23). Η θσζθνξπιίσζε ηεο pRb 

πξαγκαηνπνηείηαη από ην ζύκπινθν θπθιίλε-D/ CDK4 θαη αλαζηέιιεηαη από ηελ 

πξσηεΐλε p16.  Δπνκέλσο, νη πξσηεΐλεο p16/θπθιίλε-D/pRb ζπγθξνηνύλ έλα 

ξπζκηζηηθό δίθηπν ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ. Γηαηαξαρέο ζηελ θσζθνξπιίσζε ηεο pRb 

από ηελ CDK4 νθεηιόκελεο είηε ζε ππεξέθθξαζε ηεο θπθιίλεο-D, είηε ζε απώιεηα 

ηεw δξαζηηθόηεηαο ηεο p16 είλαη δπλαηό λα νδεγήζνπλ ζε δηαηαξαρέο ηεο ξύζκηζεο 

ηνπ θπηηαξηθνύ πνιιαπιαζηαζκνύ (3). Δπηπξόζζεηα, πξόζθαηεο κειέηεο 

απνθάιπςαλ έλα πνιύπινθν δίθηπν πνπ ζπλδέεη άκεζα ηελ δξάζε ηεο pRb κε απηή 

ηεο p53 κέζσ ηεο mdm2. ΢πγθεθξηκέλα, ε pRb ζπκπιέθεηαη (ζρεκαηίδεη ζύκπινθν) 

κε ηελ mdm2 αλαζηέιινληαο ηελ αληηαπνπησηηθή δξάζε ηεο mdm2 ζην δίθηπν ηεο 

απόπησζεο πνπ ελεξγνπνηείηαη από ηελ p53. Δπηπιένλ, ε ζύλδεζε ηεο pRb κε ηελ 

mdm2 αλαζηέιιεη ηελ απνηθνδόκεζε ηεο p53 κέζσ ηεο mdm2, ελώ δελ είλαη δπλαηό 

λα απνηξέςεη ηελ αλαζηνιή από ηελ mdm2 ηεο p53 εμαξηώκελεο trans-

ελεξγνπνίεζεο (24). 

    ΢ηα θαθνήζε ιεκθώκαηα, κεηαβνιέο ζηελ  δνκή ηνπ γνληδίνπ p16 ή ζηελ έθθξαζε 

ηεο θσδηθνπνηνύκελεο πξσηεΐλεο  έρνπλ αλαθεξζεί κε κεγαιύηεξε ζπρλόηεηα ζηελ 

Σ-νμεία ιεκθνβιαζηηθή ιεπραηκία, ζηελ Σ-ιεπραηκία /ιέκθσκα ησλ ελειίθσλ θαη 

ζηα Β-ιεκθώκαηα πνπ έρνπλ κεηαπέζεη από ρακεινύ ζε πςεινύ βαζκνύ θαθνεζείαο 

(25,26,27,28,29,30). Γηαηαξαρέο ζηελ έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο Rb έρνπλ πεξηγξαθεί 

ζε νξηζκέλα πςεινύ βαζκνύ θαθνεζείαο Β-ιεκθώκαηα (31,32,33,34,35). 

    ΢εκαληηθά κόξηα γηα ηελ εμέιημε ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ είλαη νη θπθιίλεο, 

πξσηεΐλεο νη νπνίεο ξπζκίδνπλ ηελ πξόνδν ηνπ θύθινπ όηαλ ζπκπιέθνληαη  κε ηηο 

θηλάζεο ηνπο (CDKs) (2). Οη θπθιίλεο δηαθξίλνληαη ζε δπν νηθνγέλεηεο, ηελ 

νηθνγέλεηα G1 πνπ πεξηιακβάλεη ηηο θπθιίλεο C, D1, D2, D3 θαη E, νη νπνίεο είλαη 

αλαγθαίεο γηα ηελ πξόνδν ηνπ θύθινπ δηακέζνπ ηεο θάζεο G1 θαη ηελ είζνδν ζηελ 

θάζε S, θαη ηελ νηθνγέλεηα πνπ πεξηιακβάλεη ηηο κηησηηθέο θπθιίλεο, Α θαη Β (Β1 θαη 

Β2).  Η θπθιίλε Α ξπζκίδεη ηνλ αλαδηπιαζηαζκό ηνπ DNA ζηελ θάζε S, ελώ νη 

θπθιίλεο Β1 θαη  Β2 εμαζθαιίδνπλ ηελ κε αληηζηξεπηή είζνδν ζηελ κίησζε 

(36,37,38).   
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΢ΚΟΠΟ΢  

    ΢θνπόο ηεο κειέηεο απηήο ήηαλ ε αλνζντζηνρεκηθή κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ 

πξσηετλώλ πνπ εκπιέθνληαη ζηα δίθηπα ξύζκηζεο ησλ γνληδίσλ p53 θαη Rb θαη ε 

ζπζρέηηζή ηεο κε ηνλ πνιιαπιαζηαζκό, όπσο απηόο θαζνξίδεηαη από ηελ έθθξαζε 

ησλ πξσηετλώλ Ki67, θπθιίλε Α θαη θπθιίλε Β1 ζε 57 πεξηπηώζεηο Σ-ιεκθσκάησλ 

γηα ηελ αλαδήηεζε: α) ησλ αλνζντζηνρεκηθώλ δηαηαξαρώλ ησλ δηθηύσλ ξύζκηζεο ησλ 

γνληδίσλ p53 θαη Rb β) ηνλ αλνζντζηνρεκηθό θαζνξηζκό ηνπ θπηηαξηθνύ 

πνιιαπιαζηαζκνύ θαη γ). ηε ζπζρέηηζε ησλ επξεκάησλ κε ηνπο ηζηνινγηθνύο ηύπνπο 

ησλ Σ- ιεκθσκάησλ  
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ΥΛΙΚΑ-ΜΔΘΟΓΟΙ 

1. Υλικά 

    Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο παξνχζαο εξγαζίαο ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

ηζηνπαζνινγηθά δείγκαηα απφ 52 πεξηπηψζεηο πεξηθεξηθψλ Τ-ιεκθσκάησλ θαη 5 

πεξηπηψζεηο ιεκθνβιαζηηθψλ Τ-ιεκθσκάησλ πνπ ζπγθεληξψζεθαλ απφ ην 

Παλεπηζηεκηαθφ Ννζνθνκείν Ισαλλίλσλ, ην Ννζνθνκείν “Δπαγγειηζκφο” Αζελψλ θαη 

ην Βεληδέιεην Ννζνθνκείν Ηξαθιείνπ (Πίλαθαο 1). Όιεο νη πεξηπηψζεηο 

ηαπηνπνηήζεθαλ αλoζνθαηλνηππηθά θαη  δηαπηζηψζεθε φηη εμέθξαδαλ ηνπιάρηζηνλ 

έλαλ Τ-θπηηαξηθφ δείθηε (CD3, UCHL-1/CD45RO). Δπηπιένλ δηαπηζηψζεθε, φηη ήηαλ 

αξλεηηθέο γηα Β-θπηηαξηθνχο δείθηεο (L26/CD20, 4KB5/PANB). Η ηαμηλφκεζε ησλ 

πεξηπηψζεσλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζχκθσλα κε ηελ ηαμηλφκεζε REAL (Revised 

European-American Lymphoma Classification) (17).  

 

          Πίνακαρ 1: Ιζηνινγηθή θαηάηαμε ησλ Τ-ιεκθσκάησλ πνπ ζπκπεξηιήθζεθαλ ζηε κειέηε 

 

(*) 3 πεξηπηψζεηο ζε κπτθφ ηζηφ, 3 πεξηπηψζεηο ζε ιηπψδε ηζηφ, 1 πεξίπησζε ζε ακπγδαιή. 

 

Σηε κειέηε ζπκπεξηιήθζεθαλ θαη 5 πεξηπηψζεηο αληηδξαζηηθψλ ιεκθαδέλσλ νη νπνίνη 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζαλ κάξηπξεο. Τα ηζηνινγηθά δείγκαηα κνληκνπνηήζεθαλ ζε  

Ιζηνινγηθφο ηχπνο  Αξηζκφο δεηγκάησλ 

1. Ππόδπομων Τ-κςηηάπων  

Λεκθνβιαζηηθφ ιέκθσκα/ιεπραηκία  (T-LBL) 5 

2 .Λεμθαδενικά  

Αγγεηναλνζνβιαζηηθφ Τ-ιέκθσκα (AIL-TCL) 9 

Πεξηθεξηθφ Τ-ιέκθσκα κε εηδηθνχ ηχπνπ (PTCL-NOS) 17 

Αλαπιαζηηθφ κεγαινθπηηαξηθφ ιέκθσκα  (ALCL nodal) 5 

3. Δξωλεμθαδενικά  

Σπνγγνεηδήο κπθεηίαζε (MF) 3 

Πξσηνπαζέο δεξκαηηθφ αλαπιαζηηθφ κεγαινθπηηαξηθφ ιέκθσκα (ALCL cutaneous) 3 

Με αλαπιαζηηθφ πξσηνπαζέο δεξκαηηθφ  Τ- ιέκθσκα (TCL) 7 

Τ-ιέκθσκα ζρεηηδφκελν κε εληεξνπάζεηα (ETCL) 1 

Ηπαηνζπιεληθφ Τ- γδ ιέκθσκα (HPS γδ TCL) 1 

Άιια  εμσιεκθαδεληθά Τ-ιεκθψκαηα (TCL)* 6 

4. Σύνολο 57 
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θνξκφιε. Οη αλνζντζηνρεκηθέο ρξψζεηο θαη ε in-situ αλίρλεπζε ηεο απφπησζεο κε ηε 

κέζνδν TUNEL πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε ηζηνινγηθέο ηνκέο παξαθίλεο πάρνπο 4 κm. 

 

2. Μέθοδοι 

 

2.1  Ανοζοϊζηοσημική σπώζη αβιδίνηρ-βιοηίνηρ ( ABIDIN-BIOTIN COMPLEX) 

 

 

Δικόνα 3: Σρεκαηηθή απεηθφληζε αλνζντζηνρεκηθήο ρξψζεο κέζσ ζρεκαηηζκνχ ζπκπιφθνπ αβηδίλεο-

βηνηίλεο. 

   Η κέζνδνο βαζίδεηαη ζην ζρεκαηηζκφ δηαιπηνχ ζπκπιφθνπ κεηαμχ ηνπ πξσηαξρηθνχ 

αληηζψκαηνο πνπ αλαγλσξίδεη έλα θπηηαξηθφ αληηγφλν θαη ελφο ζπδεπθηηθνχ κνξίνπ 

θνξέα  ζεκαζκέλνπ κε ην έλδπκν ππεξνμεηδάζε. Ο ζρεκαηηζκφο ηνπ ζπκπιφθνπ γηα 

ηελ ρξψζε επηηπγράλεηαη κε ηε κεζνιάβεζε ελφο δεχηεξνπ βηνηηλπιησκέλνπ 

αληηζψκαηνο πνπ αλαγλσξίδεη ην αξρηθφ αληίζσκα θαη ζε απηφ ζπλδέεηαη ην έλδπκν 

πνπ απαηηείηαη γηα ηε ρξψζε κέζσ δεζκνχ αβηδίλεο-βηνηίλεο (39). Με ηελ πξνζζήθε 

ηεο ρξσκνγφλνπ νπζίαο 3,3-δηακηλνβελδηδηλν-ηεηξαυδξνρισξηθφ θαη H2O2  

επηηπγράλεηαη ρξσζηηθή αληίδξαζε νξαηή ζην κηθξoζθφπην (Δηθφλα 3). 

Aλαιπηηθφηεξα, νη ηζηνινγηθέο ηνκέο παξαθίλεο ηνπνζεηνχληαη νινλχθηηα ζε θιίβαλν 

ζηνπο 67
0
C, ζηε ζπλέρεηα απνπαξαθηλψλνληαη ζε μπιφιε θαη ελπδαηψλνληαη ζε 

αηζαλφιεο. Πξνθεηκέλνπ λα απνθαηαζηαζεί ε αληηγνληθφηεηα ηνπ ηζηνχ ηα δείγκαηα 

ηνπνζεηνχληαη ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα θηηξηθνχ νμένο [(2,1%w/v)-θηηξηθνχ 

λαηξίνπ(0,1M)] θαη πθίζηαληαη ζεξκηθή επεμεξγαζία ζε θνχξλν κηθξνθπκάησλ ( 2x 15 

ιεπηά, 700Watt).  

Βιοηινςλιωμένο 

Ανηίζωμα 

Σύμπλοκο  

Αβιδίνη-Βιοηίνηρ  

Υπεποξειδάζηρ 

Αβιδίνη Σημαζμένη 

με Υπεποξειδάζη 
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  Η ελδνγελήο ππεξνμεηδάζε απελεξγνπνηείηαη κε επψαζε ησλ ηνκψλ ζε δηάιπκα 1% 

H2O2 ζε κεζπιηθή αιθνφιε (30΄ ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ). Αθνινπζεί επψαζε κε 

θπζηνινγηθφ νξφ (normal swine ή normal rαbbit) (DAKO SA Lostrup Denmark, 1:50, 

10΄).  

   Πξνζηίζεηαη ν πξσηαξρηθφο αληηνξφο (αληίζσκα) ζε πξνθαζνξηζκέλε αξαίσζε θαη 

νη ηνκέο επσάδνληαη (1h, ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ή νινλχθηηα  ζηνπο 4
0
C).  Σηε 

ζπλέρεηα, πξνζηίζεηαη ην αληίζσκα [rabbit anti-mouse biotinylated (1:500, 30΄, 

DAKO) ή swine anti-rabbit biotinylated (1:500, 30΄, DAKO]. Πξνζηίζεηαη ην δηάιπκα 

ΑΒC complex (παθέην πιηθψλ DAKO θαη νη ηνκέο επσάδνληαη γηα 1 ψξα. Η ρξσζηηθή 

αληίδξαζε ιακβάλεηαη κεηά απφ πξνζζήθε ηνπ ρξσκνγφλνπ 3,3-δηακηλνβελδηδίλν-

ηεηξαυδξνρισξηθφ 0,1%w/v (S 3000, DAKO).  Μεηαμχ ησλ ζηαδίσλ ηεο ρξψζεο νη 

ηνκέο εθπιέλνληαη κε TBS (2x5΄). Αθνινπζεί ρξψζε κε δηάιπκα αηκαηνμπιίλεο 10% 

ζε απεζηαγκέλν λεξφ (dH2O), αθπδάησζε θαη θάιπςε ησλ ηζηνινγηθψλ ηνκψλ.  

  Η  αλσηέξσ κέζνδνο ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ πξσηετλψλ Rb 

(Rb1:Dako SA, 1:20) θαη  Ki67 (18-20) (MIB-1:Immunotech Marseille France,  1:20). 

Απαηηνχκελα δηαιχκαηα 

 Γηάιπκα TBS (TRIS-buffered saline, DΑΚΟ code no: s 3001): 

 TRIS- HCl    50 mΜ  

 NaCl             150 mΜ pH=7.6. 

 Bovine Serum Albumin (Sigma):  

       1gr BSA ζε 100ml TBS  (1% w/v) 

        Τν δηάιπκα ρξεζηκνπνηείηαη γηα  αξαηψζεηο ησλ αληηζσκάησλ 

 Γηάιπκα θηηξηθνχ νμένο-θηηξηθνχ λαηξίνπ: 

[9 ml (2.1%w/v) θηηξηθφ νμχ, 41ml θηηξηθφ λάηξην (0.1Μ)], αξαίσζε ζε             

απεζηαγκέλν λεξφ ζε ηειηθφ φγθν 500ml 

 Γηάιπκα ABC complex ( παθέην πιηθψλ DΑΚΟ) 

Αλακηγλχνληαη 5 κl Α+5 κl Β+1000 κl 1% BSA ζε TBS.  Πξνεηνηκάδεηαη  1 ψξα 

πξηλ ηε ρξήζε ηνπ θαη  δηαηεξείηαη ζηνπο 4
0
 C.  

 Γηάιπκα DAB (DΑΚΟ S3000) (3,΄3-diaminobenzidine:C12H14N44HCL) 

Παξαζθεπάδεηαη κε δηάιπζε κηαο ηακπιέηαο ζε 10 ml TBS 0,1%w/v. Γηα  ηε 

ρξψζε ρξεζηκνπνηνχληαη  2 ml απφ ην δηάιπκα θαη 15 κl 3% Η2Ο2 . 
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2.2  Ανοζοϊζηοσημική  σπώζη μέθοδορ ζηπεπηαβιδίνηρ βιοηίνηρ 

        (biotin-streptabidin) (kit: DΑΚΟ  kat k 0690) 

 

Δικόνα 4: Σρεκαηηθή απεηθφληζε αλνζντζηνρεκηθήο ρξψζεο κέζσ ζπδεχμεο ζηξεπηαβηδίλεο-βηνηίλεο ( 

D). Οη πεξηπηψζεηο A, B, C πνπ πεξηιακβάλνληαη ζην ζρήκα απνδίδνπλ ζρεκαηηθά ηηο ελαιιαθηηθέο 

ηερληθέο  ρξψζεσλ. Οη πεξηπηψζεηο Α, C πεξηγξάθνπλ  ηερληθέο ηνπ  άκεζνπ θαη έκκεζνπ 

αλνζνθζνξηζκνχ, αληίζηνηρα θαη ε πεξίπησζε B αλνζνελδπκηθή ηερληθή (κέζσ ζπκπιφθνπ 

ππεξνμεηδάζεο-αληηππεξνμεηδάζεο) (Current Protocols In Molecular Biology , Volume 2, Chapter 14, 

copyright 1996)   

     Η κέζνδνο ζηξεπηαβηδίλεο-βηνηίλεο (biotin-streptabidin) είλαη ελαιιαθηηθή ηεο 

ηερληθήο πνπ πεξηγξάθεθε αλσηέξσ (2.1). Τν έλδπκν πνπ απαηηείηαη γηα ηε ρξψζε 

ππεξνμεηδάζε είλαη „ηρλεζεηεκέλν‟ κε ζηξεπηαβηδίλε. Γηα ηελ επίηεπμε ηεο ρξψζεο 

απαηηείηαη ζρεκαηηζκφο ελφο ζπκπιφθνπ κεηαμχ ηνπ πξσηαξρηθνχ  αληηζψκαηνο πνπ 

αλαγλσξίδεη έλα ζπγθεθξηκέλν αληηγφλν, ηνπ βηνηηλπιησκέλνπ αληηζψκαηνο πνπ 

ζπλδέεηαη κε απηφ θαη ηνπ „ηρλεζεηεκέλνπ‟ κε ζηξεπηαβηδίλε ελδχκνπ ππεξνμεηδάζε 

(Δηθφλα 1). Η κέζνδνο ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ πξσηετλψλ p53 (DO-7, 

DΑΚΟ SA, 1:50),  mdm2(21) (IF-2, Calbiochem NY, 1:50), θπθιίλεο Α (6Δ6, 

Novocastra, 1:10),  θπθιίλεο Β1 (7Α9, Novocastra, 1:10), θπθιίλεο D1 (DCS-6, 

Novocastra, 1:20), p21/Waf-1 (EA-10, Calbiochem NY, 1:50) θαη p16 (F-12, Santa 

Cruz, 1:100) (41,42). 

   Η έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p16 κειεηήζεθε κφλν ζε 39 πεξηπηψζεηο Τ-ιεκθσκάησλ, 

δηφηη δελ ππήξραλ δηαζέζηκεο ηζηνινγηθέο ηνκέο γηα ηηο ππφινηπεο πεξηπηψζεηο. 

Θεηηθνί κάξηπξεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο θαη απνηεινχληαλ απφ 

πεξηπηψζεηο αληηδξαζηηθψλ ιεκθαδέλσλ θαη Hodgkin  ιεκθσκάησλ, φπνπ ήηαλ 
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γλσζηφ απφ πξνεγνχκελεο κειέηεο φηη εθθξάδνληαη νη πξσηεΐλεο πνπ κειεηήζεθαλ 

(40). Γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ p53, mdm2, p21 θαη θπθιίλεο 

D1 πξαγκαηνπνηήζεθε εκηπνζνηηθή αλάιπζε, ρξεζηκνπνηψληαο αληηθεηκεληθφ θαθφ 

κεγάιεο κεγέζπλζεο (x400) θαη εθηηκψληαο ηνπιάρηζηνλ 5 νπηηθά πεδία, κε παξνπζία 

αξθεηψλ αλνζνζεηηθψλ θπηηάξσλ. Η έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ p53, mdm2, p21 θαη 

θπθιίλεο D1 ζεσξήζεθε σο “πςειή έθθξαζε” ή “ππεξέθθξαζε”, φηαλ πνζνζηφ 

κεγαιχηεξν ηνπ 10% ησλ λενπιαζκαηηθψλ θπηηάξσλ εκθάληδαλ αλνζνηζηνρεκηθή 

ζεηηθφηεηα. Τν φξην (cut-off) απηφ xξεζηκνπνηήζεθε δηφηη ζηνπο αληηδξαζηηθνχο 

ιεκθαδέλεο (κάξηπξεο) νη πξσηεΐλεο απηέο ή δελ εθθξάδνληαλ ή ην επίπεδν έθθξαζεο 

ήηαλ κηθξφηεξν ηνπ 10%. Σπλεπψο, ζε θάζε πεξίπησζε αμηνινγήζεθε ην εθαηνζηηαίν 

πνζνζηφ ησλ ζεηηθψλ θπηηάξσλ θαη κε βάζε απηφ ην πνζνζηφ νη πεξηπηψζεηο 

δηαρσξίζηεθαλ ζε ηέζζεξηο νκάδεο έθθξαζεο: <10%, 10-25%, 25-50% θαη >50%. 

     Γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ Ki67, p16, pRb, θπθιίλεο Α θαη 

θπθιίλεο Β1 ρξεζηκνπνηήζεθε έλα ζπλερέο ζχζηεκα αλάιπζεο, εθφζνλ έθθξαζε 

απηψλ ησλ πξσηετλψλ παξαηεξήζεθε ζε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο ησλ αληηδξαζηηθψλ 

ιεκθαδέλσλ (κάξηπξεο). Οη πεξηπηψζεηο δηαρσξίζηεθαλ ζε ηέζζεξηο νκάδεο 

έθθξαζεο: <10%, 10-25%, 25-50%, >50%. Απψιεηα ηεο έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ 

pRb θαη p16 ζεσξήζεθε φηαλ δελ παξαηεξήζεθε αλνζνρξψζε ζε φιε ηελ έθηαζε 

(δηάρπηε απψιεηα) ή πεξηνρηθά (εζηηαθή απψιεηα) ηνπ δείγκαηνο. Η έθθξαζε ησλ 

πξσηετλψλ pRb θαη p16 ζηα ζηξσκαηηθά  θαη ελδνζειηαθά θπηηάξσλ ρξεζηκνπνηήζεθε 

σο ζεηηθφο εζσηεξηθφο κάξηπξαο (30). 

 

3.  In situ ανίσνεςζη ηων αποπηωηικών κςηηάπων με ηη μέθοδο TUNEL (terminal 

deoxyribo-nucleotidyl transferase mediated  dUTP nick end labeling)  

    Η αλίρλεπζε ησλ απνπησηηθψλ θπηηάξσλ κε ηε κέζνδν TUNEL βαζίδεηαη ζε έλα 

απφ ηα θχξηα βηνρεκηθά ραξαθηεξηζηηθά ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο απφπησζεο, ηελ 

θαηάηκεζε ηνπ ρξσκνζσκηθνχ DNA ζε λνπθιενζσκηθά ηκήκαηα κεγέζνπο 

πνιιαπιάζηνπ ηνπ 180bp. Τα 3΄-ΟΗ άθξα ησλ DNA ηκεκάησλ είλαη ν ζηφρνο ηεο 

δηαδηθαζίαο ηεο ρξψζεο. Σπγθεθξηκέλα, γηα ηελ επίηεπμε ηεο ρξψζεο ρξεζηκνπνηείηαη 

ην έλδπκν TdT (terminal deoxynucleotide transferase) πνπ θαηαιχεη ηελ αληίδξαζε 

επηκήθπλζεο ελφο ηκήκαηνο DNA (κνλφθισλνπ-δίθισλνπ) ζην 3΄-ΟΗ άθξν ηνπ. Τν 

έλδπκν πξαγκαηνπνηεί ηελ αληίδξαζε ρσξίο ηελ χπαξμε αιπζίδαο-εθκαγείν. Τα 

λνπθιενηίδηα πνπ ελζσκαηψλνληαη κε απηή ηε δηαδηθαζία ζρεκαηίδνπλ έλα 

εηεξνπνιπκεξέο πνπ απνηειείηαη απφ λνπθιενηίδηα dATP θαη  δηγνμπγελίλε-11-dUTP 
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ζε αλαινγία ηέηνηα πνπ λα αλαγλσξίδεηαη απφ έλα αληη-δηγνμπγελίλε αληίζσκα. Τν 

αληίζσκα θέξεη ην έλδπκν ππεξνμεηδάζε ην νπνίν θαηαιχεη ηελ αληίδξαζε αλάδεημεο 

ρξψκαηνο  παξνπζία ηεο  ρξσκνγφλνπ νπζίαο 3,΄3-diaminobenzidine (Δηθφλα 4) (43).   

 

Δικόνα 5: Σρεκαηηθή απεηθφληζε κεραληζκνχ αλίρλεπζεο  απνπησηηθψλ θπηηάξσλ κέζσ άκεζνπ 

θζνξηζκνχ ησλ ζεκαζκέλσλ κε δηγνμπγελίλε  ηκεκάησλ γελνκηθνχ DNA (Οncor ApoTag Plus kit) 

  Γηα ηελ in situ αλίρλεπζε ησλ απνπησηηθψλ θπηηάξσλ ρξεζηκνπνηήζεθε ην παθέην 

πιηθψλ Apotage, Oncor, Gaithersburg, ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή.       

Αλαιπηηθά, ε πεηξακαηηθή πνξεία πεξηιακβάλεη απνπαξαθίλσζε θαη ελπδάησζε ησλ 

ηζηνινγηθψλ ηνκψλ. Αθνινπζεί πέςε κε δηάιπκα πξσηετλάζεο Κ (20κgr/ml, 25΄,   

20
0
C). Η εμνπδεηέξσζε ηεο ελδνγελνχο ππεξνμεηδάζεο πξαγκαηνπνηείηαη κε 

θαηεξγαζία ησλ ηνκψλ κε 1% H2O2 ζε κεζπιηθή αιθνφιε (5΄, ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ). Αθνινπζεί πξνζζήθε ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο εμηζνξξφπεζεο (75κl) θαη 

θάιπςε ησλ ηνκψλ κε εηδηθή θαιππηξίδα (15΄, ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ). Σηε ζπλέρεηα 

πξνζηίζεηαη ην δηάιπκα ηνπ ελδχκνπ TdT (54κl) θαη νη ηνκέο  επσάδνληαη (37 C
0
, 1h).  

Αθνινπζεί έθπιπζε κε πξνζεξκαζκέλν ξπζκηζηηθφ δηάιπκα (stop washing buffer, 10΄, 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ) θαη επψαζε κε αληίζσκα έλαληη ηεο δηγνμηγελίλεο ζεκαζκέλν 

κε ππεξνμεηδάζε (anti-digoxigenin  peroxidase, 55κl, 30΄, ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ). 

Μεηαμχ ησλ ζηαδίσλ πνπ έρνπλ πεξηγξαθεί πξαγκαηνπνηείηαη έθπιπζε ησλ ηνκψλ κε 

PBS. Η δηαδηθαζία ηεο ρξψζεο νινθιεξψλεηαη κε πξνζζήθε  ηνπ δηαιχκαηνο ηεο 

ρξσκνγφλνπ νπζίαο DAB (3,΄3-diaminobenzidine), δηαιχκαηνο αηκαηνμπιίλεο (10% 

ζε Η20) θαη επηθάιπςε ησλ ηνκψλ. 
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Απαηηνχκελα δηαιχκαηα 

 Αηζαλφιε 70% 

 Γηάιπκα PBS( LIPSHAN IMMUNON) 

 Ππθλφ δηάιπκα PBS αξαηψλεηαη ζε 970ml απεζηαγκέλν Η2Ο. 

 Γηάιπκα  Πξσηετλάζεο Κ (20κgr/ ml) 

        Αξαηψλνληαη 40κl (20κgr/ ml) ζε 49,96 ml PBS  

 Γηάιπκα 3%  Η2Ο2  

       Παξαζθεπάδεηαη κε πξνζζήθε 5 ml δηαιχκαηνο 30%  Η2Ο2  ζε 45 ml  PBS. 

 Γηάιπκα ΤdT  

  Παξαζθεπάδεηαη κε αλάκημε δηαιχκαηνο ΤdT κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα αληίδξαζεο  

ζε  αλαινγία 1:2. 

 Γηάιπκα STOP WASHING BUFFER 

      1ml δηάιπκα θαη 34 ml απεζηαγκέλν Η2Ο. 

 ΓΙΑΛΥΜΑ DAB 3-3΄-diaminobenzidine tetrahydrocloride (DAKO) 

  Πξνεηνηκάδεηαη δηάιπκα  DAB 0.1%w/v (DAKO S3000) ζε PBS θαη αθνινπζεί       

αξαίσζε ηνπ δηαιχκαηνο κε PBS ζε αλαινγία 1:8. 

Φξεζηκνπνηήζεθαλ σο ζεηηθνί κάξηπξεο αληηδξαζηηθνί ιεκθαδέλεο θαη σο 

αξλεηηθνί κάξηπξεο ηνκέο ζηηο νπνίεο παξαιήθζεθε ην έλδπκν. Απνπησηηθά  

ζεσξήζεθαλ ηα TUNEL ζεηηθά θχηηαξα, αιιά θαη θχηηαξα κε κνξθνινγηθνχο 

ραξαθηήξεο απφπησζεο ηα νπνία ήηαλ TUNEL αξλεηηθά. Ο αξηζκφο ησλ 

απνπησηηθψλ θπηηάξσλ πξνζδηνξίζηεθε ρξεζηκνπνηψληαο νπηηθφ κηθξνζθφπην κε 

αληθεηκεληθφ θαθφ x400. Μεηξήζεθαλ ηα απνπησηηθά θχηηαξα ζε 10 ηπραίσο 

επηιεγκέλα νπηηθά πεδία (πεξίπνπ 2000-5000 θχηηαξα). Ο απνπησηηθφο δείθηεο 

θαζνξίζηεθε απφ ηνλ αξηζκφ ησλ TUNEL ζεηηθψλ θπηηάξσλ ζε ζχλνιν 100 

αθέξαησλ θπηηάξσλ. 

   Γηα ηελ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζηαηηζηηθή αλάιπζε 

ρξεζηκνπνηψληαο ην chi-square test κε δηφξζσζε Yate. Δπηπιένλ, ρξεζηκνπνηήζεθε 

ην test Fisher φηαλ νη πεξηπηψζεηο ήηαλ ιηγφηεξεο απφ 5. Οη ζπληειεζηέο 

ζπζρέηηζεο Pearson θαη Spearman ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο 

ζπζρέηηζεο κεηαμχ δπν κεηαβιεηψλ παξαγφλησλ. Τα απνηειέζκαηα ζεσξήζεθαλ 

ζηαηηζηηθψο ζεκαληηθά κφλν φηαλ  p<0,05.   
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Γ. ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

 

1.  Ανοζοϊζηοσημική έκθπαζη ηων ππωηεϊνών p53, mdm2 και p21 ζηα Σ-

λεμθώμαηα 

Σα απνηειέζκαηα ηεο αλνζντζηνρεκηθήο έθθξαζεο ησλ πξσηετλώλ p53, mdm2 θαη 

p21 παξνπζηάδνληαη ζηνπο Πίλαθεο 2 θαη 3.  

Ηζηνινγηθόο ηύπνο P53 MDM2 P21 

Ππόδπομων-άωπων κςηηάπων    

T-LBL 0/5 0/5 0/5 

Λεμθαδενικά    

AIL-TCL 0/9 0/9 0/9 

PTCL-NOS 3/17 0/17 2/17 

ALCL-nodal 5/5 2/5 5/5 

Δξωλεμθαδενικά    

MF 0/3 0/3 0/3 

ALCL-cutaneous 2/3 0/3 2/3 

Cutaneous  Non-ALCL  2/7 0/7 1/7 

ETCL 0/1 0/1 0/1 

HPS γδ TCL 0/1 0/1 0/1 

Τπόλοιπα εξωλεμθαδενικά 0/6 0/6 0/6 

΢ύνολο 12/57 2/57 10/57 

Πίνακαρ 2: Απνηειέζκαηα αμηνιόγεζεο ηεο έθθξαζεο ησλ πξσηετλώλ p53, mdm2 θαη p21 ζηηο 

πεξηπηώζεηο ησλ Σ-ιεκθσκάησλ πνπ κειεηήζεθαλ. Τςειή έθθξαζε ή ππεξέθθξαζε ησλ 

πξσηετλώλ ζεσξήζεθε ε παξνπζία αλνζντζηνρεκηθήο ζεηηθόηεηαο ζε πνζνζηό >10% ησλ 

λενπιαζκαηηθώλ θπηηάξσλ 

 

   Γηαπηζηώζεθαλ πςειά επίπεδα ηαπηόρξνλεο έθθξαζεο ησλ πξσηετλώλ p53 θαη p21  

ζηηο πεξηπηώζεηο ηνπ ιεκθαδεληθνύ θαη δεξκαηηθνύ ALCL ελώ ή δελ εθθξάδνληαλ ή 

εθθξάδνληαλ ζε ρακειά επίπεδα ζηνπο ππόινηπνπο ηζηνινγηθνύο ηύπνπο ησλ Σ-

ιεκθσκάησλ (Πίλαθαο 2, Δηθόλα 5). Τπεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο mdm2 αληρλεύζεθε 

κόλν ζηηο 2/57 πεξηπηώζεηο, νη νπνίεο αλήθαλ ζηνλ ηζηνινγηθό ηύπν ALCL. 
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Δικόνα 5:  Αλνζντζηνρεκηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο  p53 ζε ηνκή παξαθίλεο πάρνπο 4κ κεηά από 

ζηαζεξνπνίεζε  ηνπ  ηζηνύ ζε θνξκόιε, ζε πεξίπησζε ιεκθαδεληθνύ ALCL Σ-ιεκθώκαηνο. Ζ  έθθξαζε 

ηεο πξσηεΐλεο ραξαθηεξίδεηαη ζεηηθή  

 

 Αλαιπηηθόηεξα ζηα ιεκθαδεληθά θαη ζηα δεξκαηηθά Σ-ιεκθώκαηα παξαηεξήζεθε 

ηαπηόρξνλε ππεξέθθξαζε ησλ πξσηετλώλ p53 θαη p21 ζηηο 7/8 πεξηπηώζεηο. ΢ε 2 από 

απηέο ηηο 7 πεξηπηώζεηο, δηαπηζηώζεθε όηη είρακε p53+/p21+/ mdm2+  (Δηθόλα 6). 

 

Δικόνα 6: Αλνζντζηνρεκηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο mdm2 ζε ηνκή παξαθίλεο πάρνπο 4κ κεηά από 

ζηαζεξνπνίεζε  ηνπ  ηζηνύ ζε θνξκόιε  ζε πεξίπησζε ιεκθαδεληθνύ AIL-TCL Σ-ιεκθώκαηνο. Ζ  

έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο ραξαθηεξίδεηαη αξλεηηθή. 

 

  ΢ηα ιεκθαδεληθά πεξηθεξηθά Σ-ιεκθώκαηα κε εηδηθνύ ηύπνπ, ππεξέθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο p53 αληρλεύζεθε ζε 3/17 πεξηπηώζεηο. Τςειά επίπεδα έθθξαζεο ηεο 

πξσηεΐλεο p21 αληρλεύζεθε ζε 2/17 , ζηηο νπνίεο  επηπιένλ παξαηεξήζεθε έθθξαζε 
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Δικόνα 7:  Αλνζντζηνρεκηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p21  ζε ηνκή παξαθίλεο πάρνπο 4κ κεηά από 

ζηαζεξνπνίεζε  ηνπ  ηζηνύ ζε θνξκόιε ζε πεξίπησζε  εμσιεκθαδεληθνύ Σ-ιεκθώκαηνο. 

 Ζ  έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο ραξαθηεξίδεηαη σο κε εηδηθή. 

 

πξσηεΐλεο p53. ΢ηα δεξκαηηθά κε αλαπιαζηηθά Σ-ιεκθώκαηα δηαπηζηώζεθε 

ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p53 ζε 2/7 πεξηπηώζεηο θαη ζε κηα από απηέο παξαηεξήζεθε  

θαη ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p21. Τπεξέθθξαζε  ησλ πξσηετλώλ p53 θαη p21 δελ 

παξαηεξήζεθε ζηηο ππόινηπεο πεξηπηώζεηο Σ-ιεκθσκάησλ πνπ κειεηήζεθαλ (Δηθόλα 7). 

 

2. Ανοζοϊζηοσημική έκθπαζη ηων ππωηεϊνών Κi67,κςκλίνη Α, κςκλίνη Β1, 

κςκλίνη D1, p16 και pRb ζηα Σ-λεμθώμαηα  

Σα απνηειέζκαηα ηεο αλνζντζηνρεκηθήο έθθξαζεο ησλ πξσηετλώλ Κi67,θπθιίλε 

Α, θπθιίλε Β1, θπθιίλε D1, p16 θαη pRb παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 3.  

Πίνακαρ 3:  Πνζνζηά έθθξαζεο ησλ πξσηετλώλ p53, mdm2, p21, p16, Rb, Ki67, θπθιίλε Α, θπθιίλε 

Β1, θπθιίλε D, ζηηο πεξηπηώζεηο  Σ-ιεκθσκάησλ  πνπ κειεηήζεθαλ  

 <10% 10-25% 25-50% >50% 

p53 8* 9 3 - 

p21 11* 10 - - 

mdm2 7* 2 - - 

Rb 1 32 21 - 

p16** - 19 17 3 

Cyclin D1 2* - - - 

Cyclin A 15 31 11 - 

Cyclin B1 27 14 6 - 

Ki67 17 29 9 2 

΢εκείσζε: 

 (*) νη πεξηπηώζεηο απηέο ζεσξείηαη όηη δελ ππεξεθθξάδνπλ ηελ αληίζηνηρε πξσηεΐλε. 
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 (**) Ζ έθθξαζε ηεο ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο κειεηήζεθε ζε 39 πεξηπηώζεηο. ΢ε δπν πεξηπηώζεηο κε 

επίπεδν έθθξαζεο 10-25% παξαηεξήζεθε εζηηαθή απώιεηα ηεο έθθξαζεο.  

 

   Έθθξαζε ησλ πξσηετλώλ  θπθιίλε Α (Δηθόλα 8), θπθιίλε Β1(Δηθόλεο 9,10)  θαη ηεο 

πξσηεΐλεο.Ki67 (Δηθόλα 11) παξαηεξήζεθε ζε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο (Πίλαθαο 3).  

 

Δικόνα 8: Αλνζντζηνρεκηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο θπθιίλε Α  ζε ηνκή παξαθίλεο πάρνπο 4κ κεηά από 

ζηαζεξνπνίεζε  ηνπ  ηζηνύ ζε θνξκόιε ζε πεξίπησζε  ETCL T-ιεκθώκαηνο. Ζ  έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο 

ραξαθηεξίδεηαη ζεηηθή. 

  

Δηδηθόηεξα, νη πεξηπηώζεηο ησλ Σ- ιεκθσκάησλ πνπ κειεηήζεθαλ δηαθξίζεθαλ αλάινγα 

κε ηνλ δείθηε πνιιαπιαζηαζκνύ ζε: 

 Πεξηπηώζεηο κε πςειό δείθηε πνιιαπιαζηαζκνύ (>25% ζεηηθά θύηηαξα): ALCL, 

T-LBL  

 Πεξηπηώζεηο κε ρακειό δείθηε πνιιαπιαζηαζκνύ (<5% ζεηηθά θύηηαξα): MF, γδ 

hepatosplenic TCL 

 Πεξηπηώζεηο κε ελδηάκεζν δείθηε πνιιαπιαζηαζκνύ (5-25% ζεηηθά θύηηαξα):  

ππόινηπεο πεξηπηώζεηο ησλ Σ- ιεκθσκάησλ. 
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Δικόνα 9:  Αλνζντζηνρεκηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο θπθιίλε Β1  ζε ηνκή παξαθίλεο πάρνπο 4κ  κεηά από 

ζηαζεξνπνίεζε  ηνπ  ηζηνύ ζε θνξκόιε ζε Σ-ιέκθσκα ζρεηηδόκελν κε εληεξνπάζεηα.  Ζ  έθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο ραξαθηεξίδεηαη ζεηηθή  

 

Ζ έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο Ki67 θπκάλζεθε από (2-51%). Τςειόηεξε έθθξαζε 

παξαηεξήζεθε ζην ALCL θαη ρακειόηεξε (1,9%) ζηηο πεξηπηώζεηο MF. 

 

Δικόνα 10:  Αλνζντζηνρεκηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο θπθιίλε Β1 ζε ηνκή παξαθίλεο πάρνπο 4κ κεηά από 

ζηαζεξνπνίεζε  ηνπ  ηζηνύ ζε θνξκόιε ζε πεξίπησζε T-ιεκθώκαηνο. Ζ  έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο 

ραξαθηεξίδεηαη σο κε εηδηθή. 

 

 Ζ έθθξαζε ησλ πξσηετλώλ θπθιίλε Α θαη θπθιίλε Β1 απμαλόηαλ αλαινγηθά κε ηελ 

έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο Ki67 θαη ηα πνζνζηά ηεο θπκάλζεθαλ κεηαμύ 2-36% θαη 1-31%. 

Αληίζηνηρα ζηηο πεξηπηώζεηο MF παξαηεξήζεθαλ ηα ρακειόηεξα πνζνζηά έθθξαζεο 

1,4% θαη 1,1% 
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Δικόνα 11: Αλνζντζηνρεκηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο Ki67  ζε ηνκή παξαθίλεο πάρνπο  4κ κεηά από 

ζηαζεξνπνίεζε  ηνπ  ηζηνύ ζε θνξκόιε ζε. πεξίπησζε PTCL- ιεκθώκαηνο. Ζ  έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο 

ραξαθηεξίδεηαη ζεηηθή.  

  Έθθξαζε ηεο pRb αληρλεύηεθε ζρεδόλ ζε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο θαη κόλν ζε κηα 

πεξίπησζε MF ήηαλ αξλεηηθή. Ζ έθθξαζε ηεο pRb απμάλνληαλ αλαινγηθά κε απηή ησλ 

πξσηετλώλ Ki67, θπθιίλε Α θαη θπθιίλε Β1. Τςειόηεξε έθθξαζε παξαηεξήζεθε ζην 

ALCL  (κέζε ηηκή: 47,4%).  

 

Δικόνα 12:  Αλνζντζηνρεκηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο Ki67  ζε ηνκή παξαθίλεο πάρνπο  4κ κεηά από 

ζηαζεξνπνίεζε  ηνπ  ηζηνύ ζε θνξκόιε ζε. πεξίπησζε PTCL- ιεκθώκαηνο Ζ  έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο είλαη 

δηάρπηε  (κε εηδηθή)  

 Απώιεηα ηεο έθθξαζεο ηεο pRb παξαηεξήζεθε ζην ιεκθαδεληθό PTCL-NOS ιέκθσκα 

[ελδηάκεζνο δείθηεο πνιιαπιαζηαζκνύ (5-25%)], ελώ ζην AIL ιέκθσκα παξαηεξήζεθε 

έθθξαζε ηεο  pRb θπξίσο ζηα κεγάια θύηηαξα. 
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 ΢ηελ πεξίπησζε ηεο MF θαη ηνπ γδ επαηνζπιεληθνύ TCL, ην 10% ησλ λενπιαζκαηηθώλ 

θπηηάξσλ εκθάληδαλ έθθξαζε ηεο pRb, όκσο ζηηο πεξηπηώζεηο απηέο δελ ζεσξήζεθε όηη 

ππήξρε απώιεηα ηεο έθθξαζεο δηόηη ν δείθηεο πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ λενπιαζκαηηθώλ 

θπηηάξσλ ήηαλ ρακειόο (<5%). Τπεξέθθξαζε ηεο θπθιίλεο D1 δελ παξαηεξήζεθε ζε 

θακία από ηηο πεξηπηώζεηο πνπ κειεηήζεθαλ.  

 

Δικόνα 13:  Αλνζντζηνρεκηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p16 (Τιηθά-Μέζνδνη) ζε ηνκή παξαθίλεο πάρνπο  

4κ κεηά από ζηαζεξνπνίεζε  ηνπ  ηζηνύ ζε θνξκόιε ζε. πεξίπησζε Σ- ιεκθώκαηνο Ζ  έθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο είλαη ζε θπζηνινγηθά επίπεδα. 

 

    Απώιεηα ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο p16 παξαηεξήζεθε ζε κηα πεξίπησζε PTCL-

NOS ιεκθώκαηνο. ΢ηελ πεξίπησζε απηή, ε απώιεηα αθνξνύζε ηα κεγάινπ κεγέζνπο 

θύηηαξα. Απηά παξνπζίαζαλ απμεκέλν δείθηε πνιιαπιαζηαζκνύ. Δζηηαθή απώιεηα ηεο 

έθθξαζεο παξαηεξήζεθε ζε δπν πεξηπηώζεηο, ελώ ζηηο ππόινηπεο πεξηπηώζεηο ε έθθξαζε 

ηεο πξσηεΐλεο ζεσξήζεθε θπζηνινγηθή. Σα πςειόηεξα επίπεδα  έθθξαζεο ηεο p16 

αληρλεύηεθαλ ζην ALCL (κέζε ηηκή: 49,2%).  

                                

                          3. Αποπηωηικόρ δείκηηρ (Α.Η.)  

    Με  ηε κέζνδν TUNEL κειεηήζεθαλ ζπλνιηθά 39 πεξηπηώζεηο Σ-ιεκθσκάησλ θαη ηα 

απνηειέζκαηα ήηαλ αμηνινγήζηκα ζηηο 35 από απηέο. Δηδηθόηεξα, πςειέο ηηκέο Α.Η. 

παξαηεξήζεθαλ ζε 4 πεξηπηώζεηο ιεκθαδεληθώλ θαη 2 πεξηπηώζεηο δεξκαηηθώλ ALCL 

ιεκθσκάησλ. Ζ ηηκή ηνπ Α.Η. ζηηο πεξηπηώζεηο απηέο θπκάλζεθε από 1,1 έσο 2,3. ΢ε 3 

πεξηπηώζεηο ιεκθαδεληθώλ  PTCL-NOS θαη ζε 1 πεξίπησζε  δεξκαηηθνύ κε 

αλαπιαζηηθνύ ιεκθώκαηνο ν ΑΗ ήηαλ >1, ελώ ζηηο  ππόινηπεο 26 πεξηπηώζεηο Σ-

ιεκθσκάησλ απηόο θπκάλζεθε από 0.1 έσο 0.9. 
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Δικόνα 14: Αλνζνηζηνρεκηθή ρξώζε αλίρλεπζεο ηεο απόπησζεο κε ηε κέζνδν ΣUNNEL(Τιηθά-Μέζνδνη)  

ζε ηνκή παξαθίλεο πάρνπο 4κ κεηά από ζηαζεξνπνίεζε  ηνπ  ηζηνύ ζε θνξκόιε ζε T- ιέκθσκα. 

 

3. ΢ςζσέηιζη μεηαξύ αποπηωηικού δείκηη και δείκηη κςηηαπικού 

πολλαπλαζιαζμού  

Πίνακαρ 4: Αποηελέζμαηα εκηίμηζηρ αποπηωηικού  δείκηη και δείκηη κςηηαπικού πολλαπλαζιαζμού 

ζε κάθε ιζηολογικό ηύπο ηων Σ-λεμθωμάηων πος μελεηήθηκαν. 

    Αξηζκόο πεξηπηώζεσλ Α.Η 

δηαθύκαλζε. 

P.I (Ki67) 

δηαθύκαλζε. 

Λεμθαδενικά    

AIL-TCL 9 0,1-0,9 7,6-12,3 

PTCL-UC 16 0,4-1,7 11,3-39,5 

ALCL  4 1,1-2,3 25,2-51 

Δξωλεμθαδενικά    

ALCL cutaneous 2 1,2-1,3 25,7-45,6 

Non- ALCL cutaneous 

pleomorphic 

4 0,5-1,4 19,1-35,8 

ETCL 1 0,4 24,4 

Τπόλοιπα εξωλεμθαδενικά 3 0,6-0,9 16,8-39,7 

΢ύλνιν 39 35 39 

 

  Παξαηεξήζεθε ζεηηθή ζπζρέηηζε κεηαμύ Α.Η. θαη ηνπ δείθηε Ρ.Η. (Pearson  ζπληειεζηήο 

r=0,739, Spearman ζπληειεζηήο r=0,655 θαη p<0,001) θαη ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή 

ζπζρέηηζε κεηαμύ πςεινύ Α.Η. (Α.Η.>1) θαη ππεξέθθξαζεο  ηεο  πξσηεΐλεο p53 (p<0,01). 
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5.  ΢ςζσέηιζη ηος ανώμαλος  (abnormal) p53 και pRb θαινόηςπος με ηον κςηηαπικό    

πολλαπλαζιαζμό 

     Παξαηεξήζεθαλ νη αθόινπζνη αλώκαινη θαηλόηππνη: 

α. Τπεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο  p53 ζε 12 πεξηπηώζεηο.  

β. Απώιεηα ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο pRb ζε 1 πεξίπησζε. 

γ. Απώιεηα ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο p53 ζε 2 πεξηπηώζεηο. 

΢ε όιεο ηηο παξαπάλσ πεξηπηώζεηο κε αλώκαιν θαηλόηππν  παξαηεξήζεθε κέηξηνο ή 

πςειόο δείθηεο πνιιαπιαζηαζκνύ. Οη κέζεο ηηκέο ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ 

πξσηετλώλ Ki67, θπθιίλεο Α, θπθιίλεο Β1 ζηηο 12 p53 ζεηηθέο πεξηπηώζεηο ήηαλ 

πςειόηεξεο ζε ζρέζε κε ηηο 45 p53-αξλεηηθέο πεξηπηώζεηο. Ζ πςειή έθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο Ki67 (>25%) παξνπζίαδε  ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή ζεηηθή ζπζρέηηζε κε ηελ  

ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p53 (p<0,001) θαη ηελ ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο pRb 

(>25%), (p<0,001). 

 

 Γ. ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

    Σα απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο απηήο έδεημαλ πςειά επίπεδα έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο 

p53 ζηα ιεκθαδεληθά θαη εμσιεκθαδεληθά ALCL θαη ρακειά επίπεδα έθθξαζεο ζηα 

PTCL-NOS θαη ζηα κε αλαπιαζηηθά ιεκθώκαηα ηνπ δέξκαηνο. Τπεξέθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο p53 δελ παξαηεξήζεθε ζηνπο ππόινηπνπο ηζηνινγηθνύο ηύπνπο πνπ 

κειεηήζεθαλ (T-LBL, AIL, MF, ETCL, άιια πεξηθεξηθά Σ-ιεκθώκαηα). Σα 

απνηειέζκαηα απηά ζπκθσλνύλ κε απηά ηεο βηβιηνγξαθίαο (10,15,21,22), από ηελ νπνία 

πξνθύπηεη όηη ε ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p53 δε ζρεηίδεηαη ζπλήζσο κε κεηαιιάμεηο 

ηνπ γνληδίνπ ζηα Σ-ιεκθώκαηα, αιιά κε έθθξαζε ηνπ άγξηνπ ηύπνπ (wild type) ηεο 

πξσηεΐλεο p53 (22-25). Γηα λα δηεξεπλεζεί ε άπνςε απηή κειεηήζεθε ε έθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο p21, ε νπνία είλαη γλσζηό όηη επάγεηαη  από ηελ άγξηνπ ηύπνπ  πξσηεΐλε p53 

(13,14), αλαζηέιινληαο ηελ εμέιημε ηνπ θύθινπ θαηά ηελ κεηάβαζε από ηε θάζε G1 

ζηελ S (5). Παξαηεξήζεθε ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p21 ζε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο ησλ 

ALCL. Ζ παξαηήξεζε απηή ζηεξίδεη ηελ άπνςε όηη ε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p53 πνπ 

αληρλεύζεθε αλνζντζηνρεκηθά ζηα Σ-ιεκθώκαηα νθείιεηαη ζηελ άγξηνπ ηύπνπ πξσηεΐλε 

p53, ε νπνία είλαη δπλαηό λα απμήζεη ηελ έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p21 (5). Ζ 

ζηαζεξνπνίεζε ηεο άγξηνπ ηύπνπ πξσηεΐλεο p53 είλαη δπλαηό λα νθείιεηαη: α) ζε 

εμαζζέλεζε ηεο mdm2-εμαξηώκελεο απνηθνδόκεζεο ηεο p53 θαη β) ζε αλαζηνιή ηεο 

mdm2-εμαξηώκελεο αξλεηηθήο ξύζκηζεο ηεο trans-ελεξγνπνίεζεο ηεο p53 (24). Ζ 

εμαζζέλεζε ηεο αιιειεπίδξαζεο κεηαμύ mdm2 θαη p53 είλαη δπλαηό λα ζπκβεί κε δπν 
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κεραληζκνύο: α) κε νκνηνπνιηθήο θύζεο ηξνπνπνίεζε ησλ πξσηετλώλ (θσζθνξπιίσζε) 

θαη β) κε επαγσγή ηεο  έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο p19
ARF

, πνπ απνηειεί πξντόλ ηνπ 

ελαιιαθηηθνύ πιαηζίνπ αλάγλσζεο ηνπ γνληδίνπ p16 (7). Μειέηεο έδεημαλ όηη ε πξσηεΐλε 

p19
ARF

 ζπκπιέθεηαη κε ηελ mdm2 θαη αλαζηέιεη ηελ δξάζε ηεο.  ΢ηα ALCL ιεκθώκαηα 

παξαηεξήζεθε ππεξέθθξαζε ησλ πξσηετλώλ p53 θαη p21 θαη πςειόο δείθηεο 

πνιιαπιαζηαζκνύ (πςειή έθθξαζε ησλ πξσηετλώλ Ki67, θπθιίλε Α, θπθιίλε Β1). Ζ 

επαγόκελε από ηελ αγξίνπ ηύπνπ p53 δξάζε ηεο p21, ζα έπξεπε λα αλαζηείιεη ηνλ ξπζκό 

πνιιαπιαζηαζκνύ ησλ θπηηάξσλ, όκσο δηαπηζηώλεηαη όηη ζηα πεξηζηαηηθά απηά ε δξάζε 

ηεο p21 είλαη εμαζζελεκέλε θαη θαίλεηαη λα αγλνείηαη.  Ζ αδπλακία ηεο πξσηεΐλεο p21 λα 

αλαζηείιεη ηνλ θπηηαξηθό πνιιαπιαζηαζκό είλαη δπλαηόλ λα νθείιεηαη είηε ζε δνκηθέο 

δηαηαξαρέο ηνπ γνληδίνπ, πνπ όκσο είλαη εμαηξεηηθά ζπάληεο ζηα θαθνήζε λενπιάζκαηα 

θαη δελ έρνπλ αλαθεξζεί ζε Σ-ιεκθώκαηα, είηε ζηελ ρακειή ελδνθπηηάξηα ζπγθέληξσζε 

ηεο πξσηεΐλεο (5,16). Μειέηεο in-vitro έρνπλ έδείμαλ όηη όηαλ είλαη ρακειή ε 

ζπγθέληξσζε ηεο πξσηεΐλεο p21 επηηπγράλεηαη ν ζρεκαηηζκόο ηνπ ζπκπιόθνπ θπθιίλε 

D1/ Cdk4 κε ελεξγόηεηα θηλάζεο, ελώ ζε πςειόηεξεο ζπγθεληξώζεηο παξαηεξείηαη 

πιήξεο αλαζηνιή ζρεκαηηζκνύ ελεξγνύ ζπκπιόθνπ (44,45).  

     Δλδηαθέξνλ παξνπζηάδνπλ δπν πεξηπηώζεηο ALCL ζηηο νπνίεο παξαηεξήζεθε 

ππεξέθθξαζε ησλ πξσηετλώλ p53, p21 θαζώο θαη ηεο πξσηεΐλεο mdm2. ΢ύκθσλα κε ηε 

βηβιηνγξαθία (46,47),  θαίλεηαη όηη ε ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο mdm2 δελ αλαζηέιιεη 

ηελ εμαξηώκελε από ην p53 trans-ελεξγνπνίεζε. Ωζηόζν ζηα ζπγθεθξηκέλα πεξηζηαηηθά  

ηα απμεκέλα επίπεδα ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο mdm2 ίζσο είλαη επαξθή  γηα ηελ 

ιεηηνπξγηθή απελεξγνπνίεζε ηεο pRb, παξά ην γεγνλόο όηη αλνζνηζηνρεκηθά 

αληρλεύζεθαλ θπζηνινγηθά  επίπεδα ηεο pRb, αθνύ ε mdm2 κπνξεί λα αιιειεπηδξά 

θπζηθά θαη ιεηηνπξγηθά κε ηελ pRb. Ζ ζπγθεθξηκέλε δηαπίζησζε ζε απηά ηα 2 

πεξηζηαηηθά ίζσο είλαη κηα επηπιένλ έλδεημε αλεμέιεγθηνπ θπηηαξηθνύ πνιιαπιαζηαζκνύ 

(48).   

    ΢ηα ALCL δελ δηαπηζηώζεθε κόλν πςειόο δείθηεο θπηηαξηθνύ πνιιαπιαζηαζκνύ 

αιιά θαη πςειόο δείθηεο απόπησζεο.  Δπηπιένλ, ε ζηαηηζηηθή  αλάιπζε ησλ 35 

πεξηπηώζεσλ ησλ Σ-ιεκθσκάησλ έδεημε ζεηηθή ζπζρέηηζε κεηαμύ απόπησζεο θαη 

θπηηαξηθνύ πνιιαπιαζηαζκνύ.  Σν εύξεκα απηό ζηεξίδεη ηελ θαηά γεληθή νκνινγία 

ζεσξία  όηη ε απόπησζε θαη ν θπηηαξηθόο πνιιαπιαζηαζκόο είλαη αδηαρώξηζηα 

θαηλόκελα ζηε λενπιαζκαηηθή αλάπηπμε (49,50). ΢πλεπώο είλαη πηζαλό ζηα ALCL  ε 

ζεσξνύκελε αδπλακία ηεο ππεξεθθξαδόκελεο αγξίνπ ηύπνπ  p53 λα δηαθόςεη ηελ πξόνδν 

ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ είλαη δπλαηό λα νδεγεί ελαιιαθηηθά ζηελ επαγσγή ηεο 
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απόπησζεο (5). Απηό επηηπγράλεηαη ηνπιάρηζηνλ ελ κέξεη από ηελ p53, πνπ επάγεη ηελ 

δξάζε ηεο πξναπνπησηηθήο πξσηεΐλεο Bax θαη κεηώλεη ηεο δξάζεο ηεο αληηαπνπησηηθήο 

πξσηεΐλεο bcl-2. Ζ άπνςε απηή ζηεξίδεηαη από ηα επξήκαηα ησλ Schlaije et al (1996) 

(51) ζε ALCL. Δίλαη δπλαηό ε αλαινγία ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ p53/ p21 λα 

δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθό ξόιν ζηελ απόθαζε ηνπ θπηηάξνπ γηα δηαθνπή ηεο πξνόδνπ ηνπ 

θπηηαξηθνύ θύθινπ θαη γηα απόπησζε, αλ θαη ππάξρνπλ ελδείμεηο όηη ε απόπησζε 

ππεξηεξεί ηνπ θπηηαξηθνύ πνιιαπιαζηαζκνύ θαη είλαη αλεμάξηεηε ησλ επηπέδσλ ηεο 

πξσηεΐλεο p21 (5). 

    Παξόηη ζε όιεο  ηηο p53 ζεηηθέο πεξηπηώζεηο ALCL παξαηεξήζεθε ζπλέθθξαζε ηεο 

p21, ζε έλα ιεκθαδεληθό PTCL-NOS θαη ζε 1 δεξκαηηθό κε αλαπιαζηηθό ιέκθσκα 

παξαηεξήζεθε ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p53, όρη όκσο θαη ηεο p21. ΢ηελ  πεξίπησζε 

απηή, είλαη δπλαηό ε πξσηεΐλε p53 λα είλαη ιεηηνπξγηθά αλελεξγή νπόηε λα αδπλαηεί λα 

επάγεη ηελ έθθξαζε ηεο p21. Όκσο κεηαιιάμεηο ηνπ γνλίδηνπ  p53 είλαη εμαηξεηηθά 

ζπάληεο ζην PTCL ιέκθσκα (5). Μηα άιιε ππόζεζε είλαη ε αλαζηνιή ηεο 

ηξαλζελεξγνπνίεζεο από ηελ πξσηεΐλε mdm2 πνπ όκσο ζηελ πεξίπησζε απηή βξίζθεηαη 

ζε επίπεδα κε αληρλεύζηκα αλνζντζηνρεκηθά. Πξάγκαηη, ε ζύλδεζε ηεο mdm2 κε ηε p53 

αλαζηέιιεη ηελ εμαξηώκελε από ηελ p53 ηξαλζελεξγνπνίεζε, αιιά επεηδή είλαη δπλαηό 

λα αιιειεπηδξά κε ην mdm2 θαη ε πξσηεΐλε pRb, πνπ ζεκεησηένλ εθθξάδεηαη 

θπζηνινγηθά ζηελ πεξίπησζε απηή, δελ είλαη δπλαηή ε επαγώκελε από ηελ mdm2 

απνηθνδόκεζε ηεο p53 γηα απηό θαη αληρλεύεηαη (24). 

    ΢ηελ κειέηε απηή, ε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο pRb απμαλόηαλ αλαινγηθά κε ηελ 

έθθξαζε ησλ Κi67, θπθιίλε Α, θπθιίλε Β1 ζε όιεο, εθηόο από κηα  πεξίπησζε, 

(ιεκθαδεληθό PTCL-NOS). Σν εύξεκα απηό ζηεξίδεη ηελ άπνςε όηη ε έθθξαζε ηεο pRb 

αθνινπζεί ηνλ θπηηαξηθό πνιιαπιαζηαζκό. Αλάινγα ζπκπεξάζκαηα έρνπλ αλαθεξζεί 

θαη ζηα Β-ιεκθώκαηα (31,35). Απώιεηα ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο pRb έρεη 

παξαηεξεζεί κόλν ζε έλα ιεκθαδεληθό ιέκθσκα ηνπ ηύπνπ PTCL-NOS [6% (1/17)]. Σν 

ιέκθσκα απηό ραξαθηεξίδεηαη από ελδηάκεζνπο ξπζκνύο πνιιαπιαζηαζκνύ. ΢ηελ 

βηβιηνγξαθία έρνπλ αλαθεξζεί πςειόηεξα πνζνζηά απώιεηαο ηεο έθθξαζεο ηνπ pRb 

[20% (10/45)], γεγνλόο πνπ πηζαλώο  νθείιεηαη απνθιεηζηηθά ζηελ επηινγή ησλ 

πεξηζηαηηθώλ  (22) 

            Δπηπξόζζεηα, κειεηήζεθε ε έθθξαζε ηεο  θπθιίλεο D1 θαη πξσηεΐλεο p16 πνπ 

εκπιέθνληαη ζην δίθηπν ξύζκηζεο θπθιίλε D1/ p16/ Rb. Σν δίθηπν απηό ειέγρεη ηελ 

πξόνδν ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ (3).  Γελ παξαηεξήζεθε ππεξέθθξαζε ηεο θπθιίλεο D1 

ζε θακία από ηηο πεξηπηώζεηο πνπ κειεηήζεθαλ. Από ηελ εμέηαζε ηεο έθθξαζεο ηεο p16 
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δηαπηζηώζεθε όηη ζε 2/39 πεξηπηώζεηο παξαηεξήζεθε εζηηαθή απώιεηα ηεο έθθξαζεο. 

΢ηελ βηβιηνγξαθία έρεη αλαθεξζεί εζηηαθή απώιεηα ηεο έθθξαζεο ζε PTCL (7/14 

πεξηπηώζεηο) (30,52). Αθόκε, παξαηεξήζεθε απώιεηα ηεο έθθξαζεο ηεο  πξσηεΐλεο θαη 

ζε 2 πεξηπηώζεηο ALCL ιεκθώκαηνο, ζε κία δε από απηέο  δηαπηζηώζεθε ππεξκεζπιίσζε 

ηνπ γνληδίνπ p16. Τπεξκεζπιίσζε ηνπ γνληδίνπ ηνπ p16 έρεη  δηαπηζησζεί ζε  κειέηε ζε 

ζύλνιν 3/20 πεξηπηώζεσλ TCL πςεινύ βαζκνύ θαθνήζεηαο πνπ κειεηήζεθαλ (53). ΢ε 

κηα αθόκε κειέηε αλαθέξεηαη (54,55)  ππεξκεζπιίσζε ηνπ γνληδίνπ p16, (κέζνδν RT-

PCR) ζε 1/7 PTCL  θαη 1/2 ALCL κε απώιεηα ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο. ΢ην άξζξν 

αλαζθόπεζεο ηνπ Drexler (28) αλαθέξεηαη απώιεηα  ηεο έθθξαζεο ηεο p16 ζε 47/332 

πεξηπηώζεηο  TCL (44 από απηέο αλήθαλ ζηνλ ηύπν ηεο νμείαο Σ-ιεκθνβιαζηηθήο 

ιεπραηκίαο), ελώ ζε άιιε κειέηε 27 πεξηπηώζεσλ PTCL δελ παξαηεξήζεθε απώιεηα  ηεο 

έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο p16. Από ηελ εθηίκεζε ησλ κέρξη ηώξα δεδνκέλσλ ζπλάγεηαη ην 

ζπκπέξαζκα όηη: α) ε απώιεηα  ηεο έθθξαζεο ηεο p16 δελ είλαη ζπρλή ζηα PTCL 

ιεκθώκαηα θαη β) ε ππεξκεζπιίσζε ηνπ γνληδίνπ  p16 απνηειεί ηελ θύξηα αηηία  

απελεξγνπνίεζεο ηνπ γνληδίνπ ζηα PTCL ιεκθώκαηα, αθνύ δελ παξαηεξνύληαη 

απαιείςεηο ή κεηαιιάμεηο ηνπ γνληδίνπ. Γηα ηελ δηεπθξίληζε ηεο δνκήο ηνπ γνληδίνπ ηνπ 

p16, αιιά θαη ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο ζηα  PTCL ιεκθώκαηα απαηηνύληαη 

πεξαηηέξσ κειέηεο. 

     Δλδηαθέξνλ παξνπζηάδνπλ δπν πεξηπηώζεηο πνπ κειεηήζακε  κε εζηηαθή απώιεηα  ηεο 

έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο p16, ζηηο νπνίεο δελ δηαπηζηώζεθε  απώιεηα  ηεο έθθξαζεο ηεο 

πξσηεΐλεο pRb, νύηε ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο p53. Δθηόο ηνύηνπ, ζε  κηα πεξίπησζε 

πνπ παξαηεξήζεθε απώιεηα ηεο έθθξαζεο ηεο pRb, δελ παξαηεξήζεθε έθθξαζε ηεο p53, 

ελώ ζε 12 πεξηπηώζεηο ζεηηθήο έθθξαζε ηεο p53, δηαπηζηώζεθε θαη ζεηηθή έθθξαζε ηεο 

pRb. Οη παξαηεξήζεηο απηέο νδεγνύλ ζην ζπκπέξαζκα όηη ζηα TCL ππάξρνπλ 

δηαθνξεηηθνί παζνγελεηηθνί κεραληζκνί ζηνπο νπνίνπο εκπιέθεηαη είηε ην δίθηπν ηνπ 

γνληδίνπ p53, είηε  ιηγόηεξν ζπρλά ην δίθηπν γνληδίνπ  Rb. 

   ΢πγθξίλνληαο ηα  απνηειέζκαηα κειεηώλ ζηηο νπνίεο δηεξεπλήζεθαλ ελδερόκελεο 

δηαηαξαρέο ησλ δηθηύσλ ξύζκηζεο ησλ pRb θαη p53  ζε Σ-ιεκθώκαηα θαη ζε Β-

ιεκθώκαηα πξνθύπηνπλ νη παξαθάησ παξαηεξήζεηο: 1)  Γηαηαξαρέο ηνπ δηθηύνπ 

ξύζκηζεο  p53/p21 παξαηεξνύληαη ζπρλόηεξα ζε πςεινύ βαζκνύ θαθνεζείαο Β-

ιεκθώκαηα θαη θπξίσο εθείλα πνπ κεηαπίπηνπλ  από ρακεινύ ζε πςεινύ βαζκνύ 

θαθνεζείαο. ΢ηηο πεξηπηώζεηο απηέο, ε ππεξέθθξαζε ηεο p53  ζρεηίδεηαη κε κεηαιιάμεηο 

ηνπ γνληδίνπ. ΢ηα Σ-ιεκθώκαηα, νη δηαηαξαρέο απηνύ ηνπ δηθηύνπ ξύζκηζεο είλαη 

εμαηξεηηθά ζπάληεο, παξαηεξνύληαη κόλν ζηα ALCL ιεκθώκαηα θαη δελ ζρεηίδνληαη κε 
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κεηαιιάμεηο ηνπ γνληδίνπ (14,15,22). 2) ΢ην δίθηπν p16/Rb δηαηαξαρέο ζηελ έθθξαζε 

ησλ πξσηετλώλ παξαηεξνύληαη επίζεο ζε ζεκαληηθό πνζνζηό ζηα πςεινύ βαζκνύ 

θαθνεζείαο Β-ιεκθώκαηα θαη κάιηζηα εθείλα  πνπ πξνθύπηνπλ από κεηάπησζε από 

ρακεινύ βαζκνύ θαθνεζείαο ιεκθώκαηα. ΢ηηο πεξηπηώζεηο απηέο, παξαηεξείηαη απώιεηα 

ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο p16 ιόγσ ππεξκεζπιίσζεο ηνπ γνληδίνπ. . Αλάινγεο 

δηαηαξαρέο ζηελ έθθξαζε ησλ πξσηετλώλ p16/Rb είλαη ζπάληεο ζηα Σ-ιεκθώκαηα,  θαη 

όηαλ παξαηεξνύληαη, νθείινληαη ζηελ ππεξκεζπιίσζε ηνπ γνληδίνπ (32,53,30,22). 

  ΢ηελ παξνύζα κειέηε έθθξαζε ησλ πξσηετλώλ Κi67, θπθιίλε Α, θπθιίλε Β1 

αληρλεύζεθε ζε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο (57) θαη αλάινγα κε ηα επίπεδα έθθξαζεο νη 

πεξηπηώζεηο δηαθξίζεθαλ ζε ηξεηο θαηεγνξίεο:                                                          

1) Πεξηπηώζεηο κε πςειό δείθηε πνιιαπιαζηαζκνύ (>25% ζεηηθά θύηηαξα): ALCL, T-

LBL. 2) Πεξηπηώζεηο κε ρακειό δείθηε πνιιαπιαζηαζκνύ (<5% ζεηηθά θύηηαξα): MF, γδ 

επαηνζπιεληθό TCL. 3) Πεξηπηώζεηο κε ελδηάκεζν δείθηε πνιιαπιαζηαζκνύ (5-25% 

ζεηηθά θύηηαξα):  ππόινηπεο πεξηπηώζεηο  Σ- ιεκθσκάησλ. Αλάινγα είλαη ηα επξήκαηα 

θαη ζηε δηεζλή βηβιηνγξαθία (55).  

Δλδηαθέξνλ ζηε κειέηε καο παξνπζηάδνπλ 12 πεξηπηώζεηο, ζηηο νπνίεο παξαηεξήζεθε 

ππεξέθθξαζε ηεο p53 θαη πςειόο ξπζκόο πνιιαπιαζηαζκνύ Δπηπξόζζεηα, δηαπηζηώζεθε 

ζηαηηζηηθώο ζεκαληηθή ζπζρέηηζε κεηαμύ ηεο κέηξηαο-πςειήο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο 

Κi67 θαη ηεο ππεξέθθξαζεο ηεο  πξσηεΐλεο p53 (p<0,001). Σν απνηέιεζκα απηό 

ζπκθσλεί κε ηα απνηειέζκαηα πξόζθαηεο κειέηεο (22) θαη ζηεξίδεη ηελ ππόζεζε όηη ην 

p53 δίθηπν ξύζκηζεο ηνπ θπηηαξηθνύ πνιιαπιαζηαζκνύ είλαη δηαηαξαγκέλν ζηα Σ-

ιεκθώκαηα. 

    ΢πλνςίδνληαο  ηα απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο απηήο δηαπηζηώλεηαη όηη ζηνλ ηύπν ηνπ 

ALCL ιεκθώκαηνο παξαηεξείηαη: α) ππεξέθθξαζε ησλ πξσηετλώλ  p53 θαη p21, β) 

ππεξέθθξαζε ησλ πξσηετλώλ p16/pRb, γ)  πςειόο ξπζκόο πνιιαπιαζηαζκνύ θαη δ) 

πςειόο ξπζκόο  απόπησζεο. ΢πλεπώο ζηνλ ηύπν απηό ηνπ ιεκθώκαηνο  ζπκπεξαίλνπκε 

όηη παξαηεξνύληαη: α) δηαηαξαρή ζην δίθηπν ξύζκηζεο ηνπ θπζηθνύ ηύπνπ p53/p21 κε 

απνηέιεζκα αδπλακία δηαθνπήο ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ θαη αύμεζε ηνπ ξπζκνύ ηεο 

απόπησζεο θαη β)  θπζηνινγηθό δίθηπν ξύζκηζεο ησλ p16 /pRb. ΢ηηο ππόινηπεο 

πεξηπηώζεηο ησλ Σ-ιεκθσκάησλ πνπ κειεηήζεθαλ ε  ππεξέθθξαζε ησλ  p53 θαη p21 

ήηαλ ζπνξαδηθή ή απνύζα, ελώ ε ππεξέθθξαζε ηνπ mdm2 δελ θαίλεηαη λα παίδεη 

ζεκαληηθό ξόιν. ΢πλνιηθά ,αλνζντζηνρεκηθέο δηαηαξαρέο ηνπ δηθηύνπ ξύζκηζεο Rb/p16/ 

θπθιίλε D1 δελ ήηαλ ζπρλέο ζηηο πεξηπηώζεηο ησλ Σ-ιεκθσκάησλ πνπ κειεηήζεθαλ. 

Δηδηθόηεξα, ε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο  pRb ήηαλ θπζηνινγηθή θαη ζρεηίδνληαλ κε ηνλ 
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ξπζκό πνιιαπιαζηαζκνύ ηνπ λενπιάζκαηνο ζε όιεο ζρεδόλ ηηο πεξηπηώζεηο πνπ 

κειεηήζεθαλ, ελώ εζηηαθή απώιεηα ηεο έθθξαζεο ηνπ p16 παξαηεξήζεθε ζε ζπάληεο 

πεξηπηώζεηο. Από ηα απνηειέζκαηα  απηά δηαπηζηώλεηαη όηη δηαηαξαρέο ζηελ έθθξαζε 

ηεο pRb ή ηεο p16 ελέρνληαη  ζπάληα ζηελ παζνγέλεζε ησλ Σ-ιεκθσκάησλ.    

 

΢ΤΜΠΔΡΑ΢ΜΑΣΑ 

     

΢πλνςίδνληαο  ηα απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο απηήο δηαπηζηώλεηαη όηη: 

 Η. ΢ηνλ ηύπν ηνπ ALCL ιεκθώκαηνο παξαηεξείηαη:  

α) ππεξέθθξαζε ησλ πξσηετλώλ  p53 θαη p21,  

β) ππεξέθθξαζε ησλ πξσηετλώλ  p16/pRb.  

γ) πςειόο ξπζκόο θπηηαξηθνύ πνιιαπιαζηαζκνύ,  

δ) πςειόο ξπζκόο  απόπησζεο. 

΢πλεπώο ζηνλ ηύπν απηό ηνπ ιεκθώκαηνο,  ζπκπεξαίλνπκε όηη παξαηεξνύληαη: 1) 

δηαηαξαρή ζην δίθηπν ξύζκηζεο ηνπ θπζηθνύ ηύπνπ p53/p21 κε απνηέιεζκα αδπλακία 

δηαθνπήο ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ θαη αύμεζε ηνπ ξπζκνύ ηεο απόπησζεο θαη 2)  

θπζηνινγηθό δίθηπν ξύζκηζεο ησλ p16 /pRb.  

 

ΗΗ. ΢ηηο ππόινηπεο πεξηπηώζεηο ησλ Σ-ιεκθσκάησλ ε  ππεξέθθξαζε ησλ  πξσηετλώλ p53 

θαη p21 είλαη ζπνξαδηθή ή απνύζα, ελώ ε ππεξέθθξαζε ηνπ mdm2 δελ θαίλεηαη λα παίδεη 

ζεκαληηθό ξόιν.  

 

ΗΗΗ. ΢πλνιηθά, αλνζντζηνρεκηθέο δηαηαξαρέο ηνπ δηθηύνπ ξύζκηζεο Rb/p16/ θπθιίλε D1 

δελ είλαη ζπρλέο ζηηο πεξηπηώζεηο ησλ Σ-ιεκθσκάησλ πνπ κειεηήζεθαλ. Δηδηθόηεξα, ε 

έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο  pRb ήηαλ θπζηνινγηθή θαη ζρεηίδνληαλ κε ηνλ ξπζκό 

πνιιαπιαζηαζκνύ ηνπ λενπιάζκαηνο ζε όιεο ζρεδόλ ηηο πεξηπηώζεηο πνπ κειεηήζεθαλ, 

ελώ εζηηαθή απώιεηα ηεο έθθξαζεο ηνπ p16 παξαηεξήζεθε ζε ζπάληεο πεξηπηώζεηο. Από 

ηα απνηειέζκαηα  απηά δηαπηζηώλεηαη όηη δηαηαξαρέο ζηελ έθθξαζε ηεο pRb ή ηεο p16 

ελέρνληαη  ζπάληα ζηελ παζνγέλεζε ησλ Σ-ιεκθσκάησλ.   
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  A. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1. ΓΕΝΘΚΑ 

       ΢ην γέλσκα ησλ επθαξπσηηθώλ θπηηάξσλ, θπξίσο ησλ αλώηεξσλ νξγαληζκώλ,  έλα 

κεγάιν πνζνζηό ηνπ, πεξίπνπ ην 90%, δελ θσδηθνπνηεί πξώηκα mRNA νύηε θάπνην 

άιιν είδνο RNA. Εληαηηθέο έξεπλεο απέδεημαλ όηη έλα ηκήκα απηνύ ηνπ κε 

ιεηηνπξγηθνύ DNA απνηειείηαη από επαλαιακβαλόκελεο αιιεινπρίεο DNA (repeated 

DNA) ραξαθηεξηζηηθέο γηα θάζε νξγαληζκό. Πξόθεηηαη γηα κε ιεηηνπξγηθό DNA,  

δηάζπαξην, κε ηελ ηθαλόηεηα λα κεηαθηλείηαη ή λα κεηαηίζεηαη. Μεηά από έξεπλεο 

απνθαιύθζεθε όηη ην ηκήκα απηό πεξηιακβάλεη θηλεηνπνηήζηκα ζηνηρεία πνπ δελ έρνπλ 

ιεηηνπξγηθό ξόιν ζην γέλσκα παξά κόλν ηελ δηαηήξεζή ηνπο. Δηαπξεπείο κειεηεηέο 

ζπλεγνξνύλ ζην όηη ηα ζηνηρεία απηά απνηεινύλ πεξίπνπ ην 30% ηνπ αλζξώπηλνπ 

γελώκαηνο, επεηδή ζπζζσξεύνληαη κε κεγαιύηεξν ξπζκό από απηό πνπ εμαιείθνληαη. 

Παξόιν πνπ ε παξνπζία ηνπο δελ ζπλδέεηαη κε θάπνην ζπγθεθξηκέλν ξόιν ε 

κεηαθίλεζή ηνπο πξνθαιεί πνιιέο θνξέο ηπραίεο κεηαιιάμεηο, αλ εηζρσξήζνπλ ζε 

κεηαγξαθηθή κνλάδα ή κέζσ ηεο δηαδηθαζίαο ηνπ νκόινγνπ αλαζπλδπαζκνύ κεηαμύ 

δπν ηέηνησλ ζηνηρείσλ (1).  

2. ΡΕΣΡΟΜΕΣΑΘΕ΢Η 
 

     Πξώηε εξεπλήηξηα πνπ αλαθάιπςε ηα κεηαζεηά ζηνηρεία ζε επθαξπσηηθνύο 

νξγαληζκνύο ήηαλ ε Barbara McClintock ην (1940) θαηά ηε δηάξθεηα γελεηηθώλ 

πεηξακάησλ ζην θαιακπόθη, ραξαθηεξίδνληαο ηα σο γελεηηθέο νληόηεηεο κε ιεηηνπξγηθό 

ξόιν παξόκνην κε ηα κεηαζεηά ζηνηρεία πνπ απαληώληαη ζηα βαθηήξηα. Εθηελείο 

έξεπλεο απνθάιπςαλ  ηνλ κεραληζκό πνπ ηα ζηνηρεία απηά κεηαθέξνληαη από κηα ζέζε 

ηνπ γελώκαηνο ζε κηα άιιε. Εηδηθόηεξα παξαηήξεζαλ όηη ην κεηαζεηό ζηνηρείν αξρηθά 

κεηαγξάθεηαη θαη ην κεηαγξάθεκα πεξαηηέξσ ρξεζηκνπνηείηαη σο ελδηάκεζν κόξην, πνπ 

κε ηελ ζεηξά ηνπ κεηαηξέπεηαη ζε δίθισλν DNA κε ην έλδπκν αλάζηξνθε 

κεηαγξαθάζε. ΢ηε ζπλέρεηα ην λέν ηκήκα ελζσκαηώλεηαη ζην γέλσκα ζε άιιε ζέζε 

(4,6) (Εηθόλα 1). Σα θηλεηά ζηνηρεία πνπ κεηαηίζεληαη κέζσ ηνπ κεραληζκνύ πνπ 

πεξηγξάθεηαη παξαπάλσ νλνκάδνληαη ξεηξνηξαλζπνδόληα, ν δε κεραληζκόο πνπ 

κεηαηίζεληαη νλνκάδεηαη ξεηξνκεηάζεζε. Πξόθεηηαη γηα έλα  εμαηξεηηθά ζπάλην 

θαηλόκελν  κε  ζπρλόηεηα 10
-7

/θύηηαξν/γεληά (5). 
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Εικόνα 1: Μεραληζκόο ξεηξνκεηάζεζεο 

 

3. ΡΕΣΡΟΣΡΑΝ΢ΠΟΖΟΝΘΑ  

    Τπάξρνπλ δπν θαηεγνξίεο ξεηξνηξαλζπνδνλίσλ, ε πξώηε πνπ πεξηιακβάλεη ηα 

νλνκαδόκελα  ητθά ξεηξνηξαλζπνδόληα, ιόγσ ησλ νκνηνηήησλ ηνπο κε ην γέλσκα ησλ 

ξεηξντώλ. ΢πγθεθξηκέλα πεξηιακβάλνπλ καθξέο ηειηθέο επαλαιήςεηο (LTRs) κνξηαθνύ 

κήθνπο 250-600bp πνπ ηα δηαθνξνπνηνύλ από ηε δεύηεξε ηα κε ητθά 

ξεηξνηξαλζπνδόληα  πνπ δελ παξνπζηάδνπλ ηελ ίδηα νξγάλσζε ζην γέλσκά ηνπο. 

Επηπιένλ ηα ητθά ξεηξνηξαλζπνδόληα δελ είλαη δπλαηό λα ζρεκαηίζνπλ ητθά ζσκαηίδηα 

ιόγσ απνπζίαο ησλ ξεηξντηθώλ γνληδίσλ env. Υαξαθηεξηζηηθά παξαδείγκαηα ητθώλ 

ξεηξνηξαλζπνδνλίσλ είλαη ην ζηνηρείν Ty (5kb) πνπ βξίζθεηαη ζην Saccharomyces 

cerevisiae θαη ην ζηνηρείν copia (5-8kb) ζηε δξνζόθηια. Η θαηεγνξία ησλ κε ητθώλ 

ξεηξνηξαλζπνδνλίσλ δηαθξίλεηαη ζε δπν ππνθαηεγνξίεο. Σα ζηνηρεία LINES (long 

interspersed elements) κε κέγεζνο 6-7kb θαη ηα ζηνηρεία SINES (Short interspersed 

elements) κε κέγεζνο 300bp (2,3). 

 

4. ΟΘΚΟΓΕΝΕΘΑ VL30 

     ΢ην γέλσκα ησλ αλώηεξσλ νξγαληζκώλ, όπσο θαη ζηνλ επίκπ, ππάξρεη έλαο κεγάινο 

αξηζκόο ελδνγελώλ ξεηξντηθώλ ζηνηρείσλ πνπ έρεη κειεηεζεί εθηελώο απνθαιύπηνληαο 

RNA-Πνιπκεξάζε 

RNA- Ελδηάκεζν 

Ρεηξνηξαλζπνδόλην 

DNA -΢ηόρνο 

Αλάζηξνθε 

κεηαγξαθάζε 

Πιεπξηθό DNA 

Νέα ζέζε ζην 

γέλσκα 
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έλα αξηζκό δηαθξηηώλ νηθνγελεηώλ κεηαμύ ησλ νπνίσλ θαη ε νηθνγέλεηα VL30 (πίλαθαο 

1), πνπ πξνζέιθπζε ην ελδηαθέξνλ ησλ εξεπλεηώλ γηα  δπν θπξίσο ιόγνπο.  

ΕΝΔΟΓΕΝΕ΢ 

΢ΣΟΘΥΕΘΟ 

ΑΡΘΘΜΟ΢ ΠΡΟΪΩΝ ΚΩΔΘΚΟΠΟΘΟΤ΢Ε΢ 

 ΠΕΡΘΟΥΕ΢ (1) 

   

GLN 20-50 NA(2) 

MuRRS 50-100 NA 

VL30 150-200 NA 

ETn 200 NA 

MuRVY 500 NA 

MYS 500-1000 NA 

IAP 1000 gag-pol 

      ΢εκείσζε:   1.Αλαθέξεηαη ζε ιεηηνπξγηθέο πξσηετλεο  

                          2.ΝΑ: Πξντνλ κε ζρεηηδόκελν κε ιεηηνπξγηθή πξσηεΐλε 
Πίνακας 1: Οηθνγέλεηα ξεηξνηξαλζπνδνλίσλ ζηνλ Επίκπ 

    

     Πξώηνλ γηα ηελ πνηθηιία ησλ κεραληζκώλ ξύζκηζεο ηεο έθθξαζεο ηνπ ζηνηρείνπ θαη 

δεύηεξνλ γηα ηελ ηθαλόηεηα ηνπ λα κεηαθέξεηαη εμσθπηηαξηθά κέζσ ελόο ζρεκαηηζκνύ 

ςεπδνητθνύ ζπκπιόθνπ κε θάπνην ηό (ηύπνπ-C) πνπ ζπκκεηέρεη βνεζεηηθά ζηε 

δηαδηθαζία. Επηηξέπνληαο κε ηνλ ηξόπν απηό ηελ ελζσκάησζε ηνπ ζηνηρείνπ ζε λέεο 

ζέζεηο ζην γέλσκα (2).  Η νλνκαζία ηνπ ζηνηρείνπ πξνήιζε από ηα αξρηθά ησλ ιέμεσλ 

‘virus-like 30S’ ιόγσ ηνπ όηη παξάγεη έλα κεηαγξάθεκα  κεγέζνπο 30S (7). Αλάιπζε 

ηεο αιιεινπρίαο ελόο κέινπο ηεο νηθνγέλεηαο VL30, ηνπ ζηνηρείνπ NVL-3, απνθάιπςε 

ηε δνκηθή νξγάλσζε ηνπ ζηνηρείνπ πνπ δηαζέηεη ραξαθηεξηζηηθά ξεηξντηθνύ πξντνύ. 

΢πγθεθξηκέλα ην γέλσκα ηνπ ζηνηρείνπ κεγέζνπο 5kb βξίζθεηαη κεηαμύ ησλ καθξώλ 

ηειηθώλ επαλαιήςεσλ  (LTRs) πνπ εκθαλίδνπλ ηελ ηππηθή νξγάλσζε U3-R-U5, πνπ 

ζπλαληάηαη ζε ξεηξντνύο, κε κέγεζνο 0.5 kb. Οη αιιεινπρίεο πνπ βξίζθνληαη αλάκεζα 

ζηηο πεξηνρέο LTR δηαθξίλνληαη ζε δπν νκάδεο, ηηο πεξηνρέο πνπ παξνπζηάδνπλ 

νκνινγία κε ηελ πεξηνρή gag θαη ζηηο πεξηνρέο νκνινγίαο κε ηελ πεξηνρή pol ησλ 

ξεηξντώλ. Επηπιένλ, θαζνδηθά ηνπ 5΄LTR ππάξρεη ζέζε αλαγλώξηζεο ελόο 

ζπγθεθξηκέλνπ tRNA πνπ απαηηείηαη γηα ηελ έλαξμε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ, ελώ 

αλνδηθά ηνπ 3΄ LTR ππάξρεη κηα πνιππνπξηληθή πεξηνρή πνπ ιεηηνπξγεί σο πξηκνδόηεο 

γηα ηελ δηαδηθαζία ηεο αλάζηξνθεο κεηαγξαθήο. Πεξηιακβάλεηαη αθόκε θαη κηα 

πεξηνρή  κε ζήκα παθεηαξίζκαηνο (πεξηνρή ς)  (Εηθόλα 2)(2,8-13).  
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Εικόνα 2: Δνκή ξεηξνηξαλζπνδόληνπ VL-30 

Όκσο έξεπλεο απέδεημαλ όηη ηα ζηνηρεία VL30 είλαη απίζαλν λα θσδηθνπνηνύλ 

νπνηαδήπνηε ιεηηνπξγηθή πξσηεΐλε από ηηο πεξηνρέο gag, pol εμαηηίαο ηεο ύπαξμεο 

κεγάινπ αξηζκνύ θσδηθνλίσλ ηεξκαηηζκνύ ζε όια ηα πιαίζηα αλάγλσζεο (17). 

΢πκπιεξσκαηηθέο κειέηεο ηεο αιιεινπρίαο απνθάιπςαλ ηε κεγάιε πνηθηιόηεηα  ησλ 

πεξηνρώλ LTR (14) παξόιν πνπ εκθαλίδνπλ πάληα ηελ ίδηα νξγάλσζε. Σν γεγνλόο απηό 

απνδίδεηαη από ηνπο εξεπλεηέο ζην θαηλόκελν ηνπ αλαζπλδπαζκνύ πνπ ζπκβαίλεη 

κεηαμύ ησλ πεξηνρώλ LTR από δηαθνξεηηθά ζηνηρεία VL30 πνπ ζπλππάξρνπλ ζην 

γέλσκα (15). ΢ε αλάινγα ζπκπεξάζκαηα νδεγήζεθαλ νη εξεπλεηέο κεηά από ζύγθξηζε 

ηεο αιιεινπρίαο ζηνηρείσλ VL30 από δηαθνξεηηθά ζηειέρε επίκπ. Παξαηεξήζεθε θαη 

ζε απηή ηελ πεξίπησζε εθηελήο πνηθηινκνξθία, ελώ, ζπγθξηηηθά κε άιια είδε 

ηξσθηηθώλ, νη πεξηνρέο νκνινγίαο είλαη πεξηνξηζκέλεο (16). 

 5. ΛΕΘΣΟΤΡΓΘΚΑ ΥΑΡΑΚΣΗΡΘ΢ΣΘΚΑ ΢ΣΟΘΥΕΘΟΤ VL30  

    Η  κεηαγξαθή ελόο ζηνηρείνπ VL30 ξπζκίδεηαη από ηελ πεξηνρή U3 ησλ LTR, πνπ 

πεξηιακβάλεη ραξαθηεξηζηηθά ιεηηνπξγηθά ηκήκαηα εθθηλεηή, επαπμεληή θαη 

θαηαζηνιέα, ελώ ζύκθσλα κε ην κνληέιν ηεο ξεηξνκεηάζεζεο είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ 

έλαξμε ηεο δηαδηθαζίαο (2). Μειέηεο έδεημαλ όηη δελ είλαη κεηαγξαθηθώο ελεξγά όια ηα 

κέιε ηεο νηθνγέλεηαο VL30 γεγνλόο πνπ απνδίδεηαη ζηελ αλίζρπξε δξαζηηθόηεηα 

εθθηλεηή/επαπμεληή πνπ παξαηεξείηαη ζε θάπνηα από απηά ηα ζηνηρεία (12). Η έθθξαζε 

ησλ κεηαγξαθηθώο ελεξγώλ ζηνηρείσλ VL30 είλαη εθηελήο ζε όινπο ηνπο ηζηνύο ηνπ 

επίκπ, ελώ παξαηεξείηαη εμεηδίθεπζε ζηα επίπεδα ηεο έθθξαζεο γεγνλόο πνπ πξνδίδεη 

ηελ ύπαξμε ελόο πνιύπινθνπ ξπζκηζηηθνύ πξνθίι (18-24). Δηαπηζηώζεθε επηπιένλ όηη 

ην ζηνηρείν VL30 ιεηηνπξγεί σο δπλεηηθόο νγθνγελεηηθόο παξάγσλ όηαλ κνιύλεη 

θύηηαξα ζε ζύκπινθν κε ηνλ ηό  MLV, θαζηζηώληαο ην ζηνηρείν VL30 βαζηθό 

εξεπλεηηθό εξγαιείν ζηε αλαδήηεζε γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε απηό ζε θαξθηληθνύο 

ηζηνύο (25). 

    Πξόζθαηεο βηβιηνγξαθηθέο αλαθνξέο παξέρνπλ λέα δεδνκέλα γηα ηε δπλακηθή  ησλ 

ζηνηρείσλ VL30 θαη  γηα ηελ ζεκαζία ηεο ξεηξνκεηάζεζεο ζηνπο επθαξπσηηθνύο 
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νξγαληζκνύο.  In vitro κειέηε έδεημε όηη είλαη δπλαηό λα αληρλεπηνύλ θαηλόκελα 

ξεηξνκεηάζεζεο ηνπ αλζξώπηλνπ L1 κεηαζεηνύ ζηνηρείνπ θαη ηνπ ζηνηρείνπ VL30 από 

επίκπ ζε αλζξώπηλα σνθύηηαξα, κεηά από κηθξνέλεζε ζε απηά θαηάιιεισλ 

πιαζκηδηαθώλ θαηαζθεπώλ.  ΢ε απηή ηε κειέηε παξέρνληαη πεηξακαηηθά δεδνκέλα πνπ  

ηεθκεξηώλνπλ ηελ πηζαλή ζπζρέηηζε ηεο ξεηξνκεηάζεζεο  ζηελ αλάπηπμε ησλ 

σνθπηηάξσλ θαη ζηε γνληκόηεηα(29).  

   Ελδηαθέξνλ παξνπζηάδνπλ ηα απνηειέζκαηα δπν εξγαζηώλ πνπ κειεηνύλ ηελ 

ζπρλόηεηα ξεηξνκεηάζεζεο ηνπ ζηνηρείνπ VL30 ηόζν ζε κεηαζρεκαηηζκελα θύηηαξα 

NIH3T3 από ηνλ ηό SV40, όζν θαη ππό ηελ επίδξαζε ηνπ νμνβαλάδηνπ, πνπ απνηειεί 

ηελ πην ζπλήζε κνξθή ηνπ βαλάδηνπ  ζηνπο ηζηνύο, 

   ΢ηελ πξώηε εξγαζία θαηαγξάθεηαη όηη ε ζπρλόηεηα ξεηξνκεηάζεζεο ηνπ ζηνηρείνπ 

VL30 απμνξπζκίδεηαη από ην κεγάιν Σ- αληηγόλν ηνπ ηνύ SV40, δείρλνληαο όηη ε 

ξεηξνκεηάζεζε ηνπ ζηνηρείνπ VL30 θαη ε θπηηαξηθόο κεηαζρεκαηηζκόο από ηνλ ηό 

SV40 παξνπζηάδνπλ  άκεζε ζπζρέηηζε (30). Αληίζηνηρε απμνξύζκηζε ζηε ζπρλόηεηα 

ξεηξνκεηάζεζεο ηνπ ζηνηρείνπ VL30  θαίλεηαη όηη επάγεηαη  in vitro από ην ηόλ ηνπ 

νμνβαλάδηνπ, πνπ απνηειεί ηελ πην ζπλήζε κνξθή ηνπ βαλάδηνπ  ζηνπο ηζηνύο, κέζσ  

κεραληζκνύ  απειεπζέξσζεο  Η2Ο2. Η δηαπίζησζε απηή θαηαδεηθλύεη όηη ε επαγόκελε  

ξεηξνκεηάζεζε ηνπ VL30 από ην βαλάδην, κπνξεί λα απνηειεί έλα πηζαλό κεραληζκό 

ηεο  βαλάδην-επαγόκελεο θαξθηλνγέλεζεο (31). 

    Η απμεκέλε ζπρλόηεηα γεγνλόησλ ξεηξνκαηάζεζεο ηνπ ζηνηρείνπ VL30 ζε 

κεηακνξθσκέλα θύηηαξα NIH3T3 από ηνλ ηό SV40, είλαη δπλαηό λα νδεγήζεη ζε 

ελεξγνπνίεζε ηνπ κεραληζκνύ ηνπ θπηηαξηθνύ ζαλάηνπ, ζύκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα 

in vitro κειέηεο (32). ΢ηε ζπγθεθξηκέλε κειέηε γίλεηαη ζαθέο όηη ε ζπλερόκελε 

ζπζζώξεπζε ξεηξνκεηαζεηώλ ζηνηρείσλ VL30 ζην γέλσκα είλαη δπλαηό λα πξνθαιέζεη  

αζηάζεηα ζην γέλσκα, ε νπνία νδεγεί κε ηε ζεηξά ηεο κέζσ ηεο επαγσγή ηεο πξσηεΐλεο 

p53 ζηελ ελεξγνπνίεζε  κεραληζκνύ  ηνπ θπηηαξηθνύ ζαλάηνπ, αθνινπζώληαο ηε 

κηηνρνλδξηαθή νδό. Επηπιένλ ε δξάζε ηεο πξσηεΐλεο p53 νδεγεί κε ηε ζεηξά ηεο ζε 

θαηαζηξνθή ηνπ κηηνρνλδξίνπ κε ηαπηόρξνλε απειεπζέξσζε ελεξγώλ ξηδώλ νμπγόλνπ 

πνπ πξνθαινύλ θαηαζηξνθή ησλ ιπζνζσκάησλ θαη ελεξγνπνίεζε ησλ ιπζνζσκαηηθώλ 

πξσηεαζώλ.             

   ΢ηηο ηειεπηαίεο κειέηεο πνπ αλαθέξνπκε παξαπάλσ, θαίλεηαη ηα ξεηξνηξαλζπνδόληα 

δελ απνηεινύλ ηειηθά αδξαλείο αιιεινπρίεο(αξρηθή ζεώξεζε), αιιά είλαη ζηνηρεία πνπ 

παξνπζηάδνπλ ζπγθεθξηκέλν ξπζκηζηηθό ξόιν  όζνλ αθνξά ηε ηύρε ηνπ θπηηάξνπ.   
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  Ο ζηόρνο ηεο παξνύζαο κειέηεο ήηαλ ε θαηαζθεπή αλαζπλδπαζκέλσλ ζηνηρείσλ 

VL30 κε ην γνλίδην (neo) κε δπν θπξίσο εξεπλεηηθέο εθαξκνγέο. 

1. Σα θαηαζθεπαζζέληα αλαζπλδπαζκέλα ζηνηρεία ζα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ηελ 

κειέηε ηεο έθθξαζεο κε απνηύπσζε θαηά Nourthern ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ 

ξεηξνκεηαζεηνύ ζηνηρείνπ NVL-3, κέζσ ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο (neo), πνπ ζα 

αληηθαηνπηξίδεη ζπγρξόλσο ηελ έθθξαζε ελόο πιήξνπο κήθνπο αιιά θαη ηππηθά 

ιεηηνπξγηθνύ ζηνηρείνπ VL30.   

2. Η δεύηεξε εξεπλεηηθή εθαξκνγή αθνξά ηελ αλίρλεπζε ηεο ξεηξνκεηάζεζεο ησλ 

VL30 κέζσ ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο (neo) κε απνηύπσζε θαηά Southern. 

΢πγθεθξηκέλα θαη νη δπν πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο θέξνπλ κηα ζέζε 

πεξηνξηζκνύ BglII, πνπ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ αλίρλεπζε 

ξεηξνκεηαζέζεσλ. 

    

 



ΤΛΗΚΑ-ΜΔΘΟΓΟΗ  61 

Β. ΤΛΗΚΑ- ΜΔΘΟΓΟΗ  

1. ΤΛΗΚΑ 

 Σα πιηθά πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο εξγαζίαο είλαη: 

 Βαθηεξηαθό ζηέιερνο E.coli/MC1061, θαιιηεξγείηαη ζε ζξεπηηθό πιηθό Luria-

Broth(L-Broth) θαη επσάδεηαη νινλύθηηα ζηνπο 37
0
C ζε ηξνρηαθό αλαδεπηήξα. 

Απνζεθεύεηαη ζηνπο -80
0
C ζε δηάιπκα  γιπθεξόιεο 20% ζε εηδηθά ζσιελάθηα 

ηύπνπ (nunk). 

 Πιαζκηδηαθόο θνξέαο  pBluescript II KS (2,9kb)   

 Κύηηαξα NIH3T3: Kπηηαξηθή ζεηξά από έκβξπν πνληηθνύ. Πξνέξρεηαη από 

ππνθισλνπνίεζε ηεο ζεηξάο swiss/3T3 θαη έρεη ραξαθηεξηζηηθά ηλνβιαζηώλ. Tα 

θύηηαξα αλαπηύζζνληαη ζε DMEM κε 10% BS,  ή 10% FCS πξνζθνιιεκέλα ζε 

ζηαζεξό ππόζηξσκα.  

 Αληηβηνηηθά: ακπηθηιίλε (10mg/ml) θαη G418 (20mg/ml) 

 Σα ρεκηθά αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ παξαζθεπή δηαιπκάησλ 

ήηαλ ησλ εηαηξηώλ MERCK, SIGMA. 

 Έλδπκα θισλνπνίεζεο ηεο εηαηξίαο New England Biolabs Inc θαη Promega. 

 

2. ΜΔΘΟΓΟΗ 

 2.1 ΒΑ΢ΗΚΔ΢ ΣΔΥΝΗΚΔ΢ ΚΛΧΝΟΠΟΗΖ΢Ζ΢ 

 

2.1.1 ΒΑΚΣΖΡΗΑΚΟ΢ ΜΔΣΑ΢ΥΖΜΑΣΗ΢ΜΟ΢ 

     Ζ κεζνδνινγία πνπ αθνινπζήζεθε βαζίζηεθε ζηελ ηθαλόηεηα ησλ βαθηεξίσλ λα 

πξνζιακβάλνπλ DNA από ην πεξηβάιινλ παξνπζία δηζζελώλ ηόλησλ. ΢ηελ 

πξνθεηκέλε πεξίπησζε γηα ην ζθνπό απηό ρξεζηκνπνηείηαη δηάιπκα CaCl2. 

Αλαιπηηθόηεξα πξνπαξαζθεπαζκέλα επηδεθηηθά θύηηαξα MC1061 από ηνπο  -70
0
C 

αξαηώλνληαη κε δηάιπκα CaCl2 (100 mM) ζε αλαινγία 1:10 (100 κl θπηηαξηθό 

ελαηώξεκα θαη 900 κl CaCl2), ε δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηείηαη ζε πάγν. Αθνινύζσο 

100 κl από ην παξαπάλσ ελαηώξεκα κεηαθέξνληαη ζε ζσιελάθη 10 ml ηύπνπ 

(Corning) θαη ζηε ζπλέρεηα πξνζηίζεληαη 10 κl (100 ng) πιαζκηδηαθνύ DNA θαη ηα 

θύηηαξα επσάδνληαη ζηνλ πάγν γηα 20-30 ιεπηά.. Aθνινπζεί ζεξκηθό ζηξεο ( shock) 

γηα 1 ιεπηό ζηνπο 37
ν
C γηα λα εηζρσξήζεη ζηα θύηηαξα ην πιαζκηδηαθό DNA. Σα 

θύηηαξα ηνπνζεηνύληαη ζην πάγν γηα 2 ιεπηά θαη επαλαιακβάλεηαη ην ζεξκηθό ζηξεο 

(shock) γηα 1 ιεπηό ζηνπο  45
ν
C. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεληαη 1.4 ml L-broth θαη ηα 

θύηηαξα επσάδνληαη γηα 1 ώξα ζηνπο 37
0
C γηα λα αλαπηπρζνύλ. Με ην παξαπάλσ 
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ελαηώξεκα εκβνιηάδνληαη  ηξπβιία L-broth κε άγαξ πνπ πεξηέρνπλ (100κg/ml) 

αληηβηνηηθό σο δείθηε επηινγήο κε όγθνπο (25 κl, 50 κl, 100 κl, 200 κl). Σα ηξπβιία 

αθήλνληαη γηα 10 ιεπηά ζηνπο 25
ν
C θαη ηνπνζεηνύληαη ζε επσαζηηθό θιίβαλν γηα 

νινλύθηηα επώαζε  ζηνπο 37
 ν
C

 
. 

Απαηηνύκελα δηαιύκαηα 

 Γηάιπκα CaCl2  

            100 mΜ CaCl2   δηαηεξείηαη ζηνπο (4
 ν
C) 

 Γηάιπκα L-Broth 

            10g Bacto-Tryptone, 5g Yeast extract, 10g NaCl /1l d.H2O 

Σν δηάιπκα απνζηεηξώλεηαη ζε θιίβαλν πγξήο απνζηείξσζεο πξηλ ηελ ρξήζε θαη 

δηαηεξείηαη ζε ζπλζήθεο ζεξκνθξαζίαο δσκαηίνπ.  

 

2.1.2  ΜΗΚΡΟΑΠΟΜΟΝΧ΢Ζ ΠΛΑ΢ΜΗΓΗΑΚΟΤ DNA 

    Σν επόκελν βήκα ηεο δηαδηθαζίαο θισλνπνίεζεο είλαη ν έιεγρνο ηνπ πιαζκηδηαθνύ 

DNA ησλ απνηθηώλ ησλ θπηηάξσλ MC1061 πνπ αλαπηύρζεθαλ ζε ζπλζήθεο επηινγήο 

αληηβηνηηθνύ, ιόγσ ηεο αλζεθηηθόηεηαο πνπ παξέρεη ην πιαζκίδην. Ζ πεηξακαηηθή 

πνξεία πεξηιακβάλεη αξρηθά ηελ θαιιηέξγεηα ζε πγξό ζξεπηηθό πιηθό L-broth όγθνπ 3 

ml κε αληηβηνηηθό ακπηθηιίλε (100κg/ml) ησλ απνηθηώλ πνπ αλαπηύρζεθαλ ζην 

ηξπβιίν ζε εηδηθά απνζηεηξσκέλα ζσιελάθηα. Σα ζσιελάθηα ζθξαγίδνληαη κε 

parafilm θαη επσάδνληαη νινλύθηηα ζηνπο 37
0
C ζε ηξνρηαθό αλαδεπηήξα. ΢ηελ 

ζπλέρεηα από ηελ πγξή θαιιηέξγεηα θπηηάξσλ ιακβάλεηαη δείγκα όγθνπ 1 ml ζε 

ζσιήλα (eppendorf). Σν δείγκα θπγνθεληξείηαη ζε θπγόθεληξν (eppendorf 5414) γηα 

10 ιεπηά ζε 13000xg. ΢ηε ζπλέρεηα απνξξίπηεηαη ην ππεξθείκελν δηάιπκα θαη 

πξνζηίζεληαη αξρηθά 70 κl ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο stet θαη ην δηάιπκα αλαδεύεηαη 

θαιά κέρξη λα δηαιπηνπνηεζεί ην θπηηαξηθό ίδεκα. Αθνινύζσο πξνζηίζεηαη 25 κl 

ιπζνδύκε (10mg/ml), ην δηάιπκα αλαδεύεηαη θαιά θαη επσάδεηαη ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ γηα 2 ιεπηά.. ΢ηελ ζπλέρεηα πθίζηαηαη  βξαζκό ζε ζεξκηθή πιάθα (Stuart 

scientific) γηα 45 δεπηεξόιεπηα. Ακέζσο κεηά ην δηάιπκα θπγνθεληξείηαη  γηα 10 

ιεπηά ζε 13000xg. ΢πιιέγεηαη  ην ππεξθείκελν πνπ πεξηέρεη ην πιαζκηδηαθό DNA ζε 

θαηλνύξην eppendorf. Γηα ηελ θαηαθξήκληζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA πξνζηίζεληαη 

100 κl πξνπαλ-2-όιεο,  ην δηάιπκα αλαδεύεηαη θαιά θαη ηνπνζεηείηαη ζε θαηαςύθηε      

-70
0
C γηα 15 ιεπηά. Ακέζσο κεηά θπγνθεληξείηαη ζε 13000Xg γηα 10 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Απνξξίπηεηαη ην ππεξθείκελν θαη ην ίδεκα ζηεγλώλεηαη γηα 
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10 ιεπηά ζε μεξαληήξα θελνύ(speed vac savant svc 100h). Σν ίδεκα επαλαησξείηαη 

(πιαζκηδηαθό DNA) ζε 20 κl απνζηεηξσκέλν Ζ2Ο. 

 Απαηηνύκελα δηαιύκαηα 

 Γηάιπκα STET 

΢αθραξόδε                 8% (w/v) 

             Σriton x-100               5% (w/v) 

             EDTA                         50 mΜ (pΖ=8,0) 

             TRIS-HCl                  50 mΜ (pΖ=8,0) 

 Γηάιπκα ιπζνδύκεο 

Λπζνδύκε (SIGMA)   10mg/ml ζε απεζηαγκέλν λεξό. 

 

2.1.3. ΑΠΟΜΟΝΧ΢Ζ ΠΛΑΜΗΓΗΑΚΟΤ DNA ΢Δ ΜΔΓΑΛΖ ΚΛΗΜΑΚΑ 

    Ζ κέζνδνο απηή παξέρεη ηελ δπλαηόηεηα απνκόλσζεο πιαζκηδηαθνύ DNA 

ρξεζηκνπνηώληαο βαζκίδσζε ππθλόηεηαο CsCl/EtBr (βξσκηνύρνπ αηζίδηνπ). Ο 

δηαρσξηζκόο επηηπγράλεηαη ιόγσ δηαθνξάο ζην πνζνζηό ελζσκάησζεο ηνπ 

βξσκηνύρνπ αηζίδηνπ ζην πιαζκηδηαθό DNA ζε ζρέζε κε ην ρξσκνζσκηθό. Ζ 

ελζσκάησζε ηνπ βξσκηνύρνπ αηζίδηνπ κεηώλεη ηελ ππθλόηεηα ηνπ DNA θαη 

δεδνκέλνπ όηη ην πιαζκηδηαθό DNA ελζσκαηώλεη ιηγόηεξν βξσκηνύρν αηζίδην από 

όηη ην ρξσκνζσκηθό, ην πιαζκηδηαθό DNA ζρεκαηίδεη δώλεο ζε κηα πεξηνρή κε 

πςειόηεξε ππθλόηεηα από όηη ην ρξσκνζσκηθό. Σν πιαζκηδηαθό DNA πνπ 

απνκνλώλεηαη κε απηή ηε κέζνδν είλαη εμαηξεηηθήο θαζαξόηεηαο θαη ζε ζεκαληηθέο 

πνζόηεηεο γηα δηάθνξεο εξγαζηεξηαθέο εθαξκνγέο. 

    1 ml  πγξήο θαιιηέξγεηαο θπηηάξσλ MC1061 εκβνιηάδεηαη ζε 500 ml L-broth πνπ 

πεξηέρεη 100mg/ml αληηβηνηηθό ακπηθηιίλε επσάδεηαη νινλύθηηα ζηνπο 37
0
C ππό 

ηξνρηαθή αλάδεπζε. ΢ηε ζπλέρεηα ε θαιιηέξγεηα θπγνθεληξείηαη γηα 10 ιεπηά ζε 

7000xg ζηνπο 4
0
 C ζε θπγόθεληξν ηύπνπ SORVAL. Tν ππεξθείκελν απνξξίπηεηαη 

θαη ην ίδεκα ησλ βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ επαλαησξείηαη ζε 20 ml δηαιύκαηνο TRIS-

HCl/glucose/EDTA/lysozyme, ην δηάιπκα παξακέλεη ζηνλ πάγν γηα 30 ιεπηά. 

Αθνινύζσο πξνζηίζεληαη 40 ml δηαιύκαηνο (0.2Μ NaOH-1%SDS) κε ήπηα αλάδεπζε 

(ην δηάιπκα γίλεηαη δηαπγέο). ΢ην δηάιπκα πξνζηίζεληαη αθόκα 30 ml δηαιύκαηνο  

(5Μ/3Μ) CH3COOK θαη παξαηεξείηαη ν ζρεκαηηζκόο ηδήκαηνο ιεπθνύ ρξώκαηνο. 

Σν κίγκα παξακέλεη ζηνλ πάγν γηα 15 ιεπηά. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ηνπ 

δηαιύκαηνο γηα 10 ιεπηά ζηνπο 7000xg ζηνπο 4
0
C.(ην ίδεκα πνπ ζρεκαηίδεηαη 
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απνηειείηαη από ρξσκνζσκηθό DNA θαη βαθηεξηαθά θιάζκαηα). Σν ππεξθείκελν 

πγξό ζπγθεληξώλεηαη ζε νγθνκεηξηθό θύιηλδξν δηεζώληαο ην κε πέληε θνξέο-

δηπισκέλε γάδα. Μεηξάηαη  ν όγθνο ηνπ δηαιύκαηνο κεηά ηε δηήζεζε, κεηαθέξεηαη ζε 

εηδηθό ζσιελάθη ηύπνπ (corex) θαη αθνινπζεί πξνζζήθε δηαιύκαηνο ηζνπξνπαλόιεο 

ζε όγθν 0.6 όγθνπο δηαιύκαηνο (Vηζνπξνπαλνιεο=0.6Vδηαιύκαηνο). Σν δηάιπκα 

θπγνθεληξείηαη  γηα 10 ιεπηά ζε 8000xg ζηνπο 4
0
C.  Σν ππεξθείκελν απνξξίπηεηαη 

θαη ην ίδεκα αθήλεηαη λα ζηεγλώζεη γηα 10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. ΢ηε 

ζπλέρεηα ην ίδεκα επαλαησξείηαη κε 4,5 ml 1XTE θαη πξνζηίζεηαη 4.8g CsCl θαη 340 

κl δηαιύκαηνο βξσκηνύρνπ αηζίδηνπ (10mg/ml). Μεηξάηαη ν δείθηεο δηάζιαζεο ηνπ 

κίγκαηνο, πνπ πξέπεη λα είλαη 1.3890. Σν δηάιπκα θπγνθεληξείηαη γηα 10 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ζε 10000xg. ΢πιιέγεηαη ην ππεξθείκελν θαη ηνπνζεηείηαη ζε 

εηδηθά ζσιελάθηα ππεξθπγόθεληξνπ (millipore), ηα νπνία θπγνθεληξνύληαη ζε 45000 

rpm (rotor head Vti65) γηα 16-18 ώξεο. Μεηά ηε θπγνθέληξεζε ζπιιέγεηαη ε δώλε 

ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA κε ζύξηγγα όγθνπ 1mL θνληά ζε ιάκπα UV. Σν δηάιπκα πνπ 

πξνθύπηεη ηνπνζεηείηαη ζε ζσιελάθη ηύπνπ (corning) θαη εθπιέλεηαη κε ίζν όγθν 

ηζνπξνπαλόιεο γηα ηελ απνκάθξπλζε ηνπ βξσκηνύρνπ αηζίδηνπ. Ζ δηαδηθαζία 

επαλαιακβάλεηαη 5-6 θνξέο θαη θάζε θνξά πξνζηίζεηαη 1XTE ώζηε λα δηαηεξεζεί ν 

όγθνο ηνπ αξρηθνύ δηαιύκαηνο ζηαζεξόο. 

Σν πιαζκηδηαθό DNA θαηαθξεκλίδεηαη κε ηα παξαθάησ δηαιύκαηα ζε εηδηθά 

ζσιελάθηα ηύπνπ Corex:  

DNA Υ ml 

H2O 7,5-x ml 

5M NαCl 1.5ml 

ηειηθόο όγθνο 9 ml 

΢ηελ ζπλέρεηα πξνζηίζεηαη 15 ml ηζνπξνπαλόιεο, ην κίγκα αλαδεύεηαη θαη επσάδεηαη 

ζηνπο –30
0
C γηα 30 ιεπηά. Φπγνθεληξείηαη ζε 10000xg γηα 30 ιεπηά. Σν ππεξθείκελν 

απνξξίπηεηαη θαη ην ίδεκα αθήλεηαη λα ζηεγλώζεη γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. Σν ίδεκα επαλαησξείηαη ζε 300 κl 1XTE ζε ζσιελάθη ηύπνπ eppendorf 

5414. Σν DNA θαηαθξεκλίδεηαη κε 0.3 Μ NαCl θαη δηπιάζην όγθν 100% αηζαλόιεο. 

Σν δηάιπκα επσάδεηαη ζηνπο –30
0
C γηα 30 ιεπηά. Ακέζσο κεηά αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε ζε 16000xg γηα 30 ιεπηά Σν ππεξθείκελν απνξξίπηεηαη θαη ην ίδεκα 

μεπιέλεηαη κηα θνξά κε 640 κl  70% αηζαλόιεο. Σν ππεξθείκελν δηάιπκα 

απνξξίπηεηαη θαη ην ίδεκα αθήλεηαη λα ζηεγλώζεη γηα 10 ιεπηά ζε θπγνθεληξηθό 
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μεξαληήξα θελνύ (speed vac concetrator savant svc 100h). ΢ηε ζπλέρεηα ην ίδεκα 

επαλαησξείηαη ζε ~300 κl H2O. Μόιηο επαλαησξεζεί ππνινγίδεηαη ε ζπγθέληξσζε  

ηνπ κεηξώληαο  ηελ O.D. ζηα 260 nm θαη απνζεθεύεηαη ζηνπο –20
0
C. 

Απαηηνύκελα δηαιύκαηα 

 TRIS-HCL/glucose/EDTA/lysozyme  

TRIS-HCL             25 Mm pH=8 

       Γιπθόδε (glucose) 50 Mm  

       EDTA                    10 Mm 

             Λπζνδύκε            5mg/ml 

 NaOH-SDS(100ml) (πξνεηνηκάδεηαη πξηλ ηελ ρξήζε ηνπ) 

NαOH       0.2Μ   

             SDS           1% 

 5Μ/3Μ CH3COOK(100ml) 

  

CH3COOK 29.4g 

CH3COOH glacial 11ml 

H2O κέρξη (100ml) 

 

 

2.2 ΔΝΕΤΜΗΚΟ΢ ΥΔΗΡΗ΢ΜΟ΢ ΣΟΤ ΠΛΑ΢ΜΗΓΗΑΚΟΤ  DNA 

 

2.2.1   ΠΔΦΖ ΜΔ ΠΔΡΗΟΡΗ΢ΣΗΚΔ΢  ΔΝΓΟΝΟΤΚΛΔΑ΢Δ΢  

    Οη πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο αλαγλσξίδνπλ κηθξέο αιιεινπρίεο ζην δίθισλν 

κόξην ηνπ DNA θαη πέςε ηεο αιπζίδαο ηνπ DNA ζε ζπγθεθξηκέλε ζέζε. Σα 

αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη είλαη: 

DNA            4 μl(0,5-1μg) 

10x  ξπζκηζηηθό δηάιπκα  2 κl 

Δλδνλνπθιεάζε(2U/κl)        2 κl (4U)  

10x BSA(αλ απαηηείηαη)  2 κl 

H2O 10 κl 

Σειηθόο όγθνο 20 κl 

 

Σν κίγκα επσάδεηαη νινλύθηηα ζηνπο 37
0
C. 
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2.2.2   ΑΝΣΗΓΡΑ΢Ζ ΔΠΗΓΗΟΡΘΧ΢Ζ΢ ΠΡΟΔΞΔΥΟΝΣΧΝ 3΄Ζ 5΄ΑΚΡΧΝ ΓΗΑ ΣΖ           

ΓΖΜΗΟΤΡΓΗΑ ‘ΣΤΦΛΧΝ’ ΑΚΡΧΝ ΥΡΖ΢ΗΜΟΠΟΗΧΝΣΑ΢  ΣΟ  KLENOW 

ΣΜΖΜΑ ΣΖ΢ DNA Πνιπκεξάζεο I  

   Σν  klenow ηκήκα ηεο DNA πνιπκεξάζεο I πξνέξρεηαη από πξσηενιπηηθή ζράζε 

ηεο DNA πνιπκεξάζεο I. Σν κνξηαθό ηνπ βάξνο είλαη 76Kd θαη εκθαλίδεη 

δξαζηηθόηεηα πνιπκεξάζεο θαη 3΄-5΄εμσλνπθιεάζεο. Σα αληηδξαζηήξηα πνπ 

ρξεζηκνπνηνύληαη  είλαη: 

DNA 20 μl(~10μg) 

10x ξπζκηζηηθό δηάιπκα klenow  3 κl 

2mM dNTPs 3 κl 

5U/κl klenow 3 κl 

H2O 1 κl 

Σειηθόο Όγθνο 30 κl 

Οη θύξηεο εθαξκνγέο ηνπ ηκήκαηνο klenow είλαη αληηδξάζεηο απάιεηςεο 

πξνεμερόλησλ 3΄ή 5΄άθξσλ κε ηε δεκηνπξγία ‘ηπθιώλ’ άθξσλ, ζήκαλζε ησλ 

3΄άθξσλ ηκεκάησλ DNA. Σν αληηδξώλ κίγκα παξακέλεη γηα 11ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ θαη ακέζσο κεηά αθνινπζεί θαζαξηζκόο, ώζηε λα απνθεπρζεί ε δξάζε 3΄-

5΄εμσλνπθιεάζεο. 

 

2.3   ΑΝΣΗΓΡΑ΢Ζ ΑΠΟΦΧ΢ΦΟΡΤΛΗΧ΢Ζ΢ ΠΛΑ΢ΜΗΓΗΑΚΟΤ ΦΟΡΔΑ ME  

ΑΛΚΑΛΗΚΖ ΦΧ΢ΦΑΣΑ΢Ζ  

     Ζ απνθσζθνξπιίσζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα πξαγκαηνπνηείηαη γηα λα 

απνθεπρζεί ε ζπλέλσζε ησλ άθξσλ ηνπ θνξέα θαηά ηελ αληίδξαζε ζύλδεζεο ησλ 

άθξσλ θνξέα-ελζέκαηνο. Σν έλδπκν πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ην ζθνπό απηό είλαη ε  

Δικόνα 3: ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε  απνθσζθνξπιίσζεο ηνπ 5΄-άθξνπ  ηκήκαηνο ss ή ds DNA ή RNA 

κε αιθαιηθή θσζθαηάζε.  
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αιθαιηθή θσζθαηάζε πνπ θαηαιύεη ηελ αληίδξαζε πδξόιπζεο κηα θσζθνξηθήο 

νκάδαο από ην 5΄-άθξν ηκεκάησλ DNA ή RNA (Δηθόλα 3)  

DNA(~4κg) 20κl 

10x ξπζκηζηηθό δηάιπκα  CIAP  4 κl 

20U/κl CIAP 2 κl 

H2O 14 κl 

Σειηθόο Όγθνο 40 κl 

     Σν έλδπκν πξνζηίζεηαη  ζην αληηδξώλ κίγκα ζηαδηαθά. Πξνζηίζεληαη θάζε θνξά 

0.5 κl από ην δηάιπκα ηνπ ελδύκνπ θαη ην αληηδξώλ κίγκα επσάδεηαη γηα 30 ιεπηά 

ζηνπο 37
0
C. Αθνινύζσο πξνζηίζεληαη 0.5 κl θαη ην κίγκα επσάδεηαη γηα 30 ιεπηά 

ζηνπο 56
0
C. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεληαη 0.5 κl θαη ην κίγκα επσάδεηαη γηα 30 ιεπηά 

ζηνπο 37
0
C. Πξνζηίζεληαη αθόκα 0.5 κl θαη ην κίγκα επσάδεηαη γηα 30 ιεπηά ζηνπο 

56
0
C. Με ηελ δηαδηθαζία απηή απμάλεηαη ε απνηειεζκαηηθόηεηα ηεο αληίδξαζεο. 

 

2.4  ΑΝΣΗΓΡΑ΢Ζ ΢ΤΝΓE΢Ζ΢ ΣΧΝ ΑΚΡΧΝ ΦΟΡΔΑ- ΔΝΘΔΜΑΣΟ΢ ΜΔ Σ4 

DNA ΛΗΓΑ΢Ζ 

          Ζ DNA ιηγάζε θαηαιύεη ηελ αληίδξαζε ζρεκαηηζκνύ θσζθνδηεζηεξηθνύ 

δεζκνύ κεηαμύ 5΄-θσζθνξηθνύ άθξνπ θαη 3΄- πδξνμπιηθνύ άθξνπ. Ζ ελέξγεηα πνπ 

απαηηείηαη γηα ηελ αληίδξαζε πξνέξρεηαη από ην ATP. H ιηγάζε είλαη δπλαηό λα 

ρξεζηκνπνηεζεί ζε αληηδξάζεηο ζύλδεζεο ηκεκάησλ DNA κε ‘ηπθιά’ ή θνιιώδε 

άθξα (Δηθόλα 4). Σα αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη είλαη ηα εμήο: 

Δικόνα 4: Αληίδξαζε ζρεκαηηζκνύ θσζθνδηεζηεξηθνύ δεζκνύ κεηαμύ 5΄-θσζθνξηθνύ άθξνπ θαη 3΄- 

πδξνμπιηθνύ άθξνπ κε DNA ιηγάζε. 
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DNA θνξέα (~X=50ng) Φ κl 

DNA ελζέκαηνο (~5Xng) Ε κl 

10x ξπζκηζηηθό δηάιπκα ιηγάζεο  2κl 

3U/κl Σα4 DNA ιηγάζε 1 κl 

H2O 20-(ς+Ε+3)κl 

Σειηθόο Όγθνο 20 κl 

  Ζ αλαινγία πνπ επηιέγεηαη θάζε θνξά εμαξηάηαη από ην κέγεζνο ηνπ θνξέα θαη ηνπ 

ελζέκαηνο. Όηαλ ν θνξέαο έρεη κεγαιύηεξν κέγεζνο από ην έλζεκα ηόηε επηιέγεηαη ε 

παξαπάλσ αλαινγία, ζε αληίζεηε πεξίπησζε επηιέγεηαη ε αληίζηξνθε αλαινγία θαη 

όηαλ έρνπλ ην ίδην κέγεζνο  επηιέγεηαη αλαινγία 1/1. 

 

2.3   ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖ΢Ζ DNA ΢Δ ΠΖΚΣΖ ΑΓΑΡΟΕΖ΢  

     Ζ ειεθηξνθόξεζε ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ δηαρσξηζκό ηκεκάησλ DNA 

δηαθνξεηηθνύ κεγέζνπο. Ζ δηαδηθαζία ηεο ειεθηξνθόξεζεο  πεξηιακβάλεη ηελ 

παξαζθεπή πεθηήο από αγαξόδε 0.9% ζε 1xTBE. ΢ην πήγκα πξνζηίζεηαη επίζεο 

βξσκηνύρν αηζίδην (0.5κg/ml) θαη ε ειεθηξνθόξεζε δηεμάγεηαη ζε νξηδόληηα ζπζθεπή 

γηα κηθξνύ κεγέζνπο πεθηέο (minigel apparatus)(Biolabs). 

Aπαηηνύκελα δηαιύκαηα 

 Γηάιπκα 10x TBE(1L) 

             TRIS-HCl               108g 

              ΒΟΡΗΚΟ ΟΞΤ       55g 

              EDTA                    7.44g. Σν pH ξπζκίδεηαη ζην 8.0  

 Γηάιπκα Βξσκηνύρνπ Αηζίδηνπ: 10mg/ml ζε d.H2O 

 Γηάιπκα ρξσζηηθήο10x: 

       Μπιέ ηεο βξσκνθαηλόιεο, 0,4%   

             Μπιέ ηνπ μπιελίνπ             0,4% 

             Ficoll.                                  25% 

 

4.  ΚΑΘΑΡΗ΢ΜΟ΢ DNA ΜΔ ΣΖ ΜΔΘΟΓΟ GENECLEAN II(BIO 101) 

    Ζ κέζνδνο ρξεζηκνπνηείηαη γηα θαζαξηζκό δηαιπκάησλ DNA ε δσλώλ DNA από 

πεθηή αγαξόδεο θαη βαζίδεηαη ζηελ ηθαλόηεηα ηνπ DNA λα πξνζδέλεηαη ζε 

ελαηώξεκα πνξζειάλεο. Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη αξρίδεη κε ηελ πξνζζήθε 
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δηαιύκαηνο NαI ζε όγθν 3 θνξέο ηνλ όγθν ηνπ δηαιύκαηνο. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεηαη 

ελαηώξεκα πνξζειάλεο (glassmilk) ζε όγθν: 

 ΟΓΚΟ΢ ΓΔΗΓΜΑΣΟ΢ ΠΟ΢ΟΣΖΣΑ DNA ΢ΣΟ 

ΓΔΗΓΜΑ 

ΟΓΚΟ΢ GLASSMILK 

500κl <5κg 5 κl 

500-1000 κl <7.5 κg 10 κl 

1ml <12.5κg 20 κl 

3ml 50 κg 100 κl 

 

    Αθνινπζεί  επώαζε γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ αλαδεύνληαο ήπηα ην 

κίγκα θάζε 1-2 ιεπηά, ώζηε ην DNA λα πξνζδεζεί ζηα ηεκάρηα πνξζειάλεο θαη 

ακέζσο κεηά ην κίγκα θπγνθεληξείηαη γηα 5 δεπηεξόιεπηα ζε κέγηζηε ηαρύηεηα. 

Απνξξίπηεηαη ην ππεξθείκελν δηάιπκα θαη ην ίδεκα εθπιέλεηαη 3 θνξέο κε 300 κl 

δηαιύκαηνο (new wash: παθέην πιηθώλ BIO101). Tν ίδεκα  μεξαίλεηαη γηα 2-5 ιεπηά 

ζε θπγνθεληξηθό ζπκππθλσηήξα θελνύ (speed vac concentrator savant svc 100h) θαη 

επαλαησξείηαη ζε 20 κl dΖ2Ο. 

 

5 ΔΠΗΜΟΛΤΝ΢Ζ ΚΤΣΣΑΡΩΝ NIH3T3 ΜΔ ΣΖ ΜΔΘΟΓΟ ΦΩ΢ΦΩΡΗΚΟΤ 

Α΢ΒΔ΢ΣΗΟΤ 

    Ζ κέζνδνο βαζίδεηαη ζην ζρεκαηηζκό ελόο ηδήκαηνο πνπ επηθάζεηαη ζηελ 

επηθάλεηα ηεο κνλνζηνηβάδαο ησλ θπηηάξσλ. Σν ίδεκα πεξηιακβάλεη Ca3(PO4)2 θαη 

DNA πνπ δεκηνπξγείηαη κε ήπηα αλάκημε ηνπ ξπζκηζηηθνύ δηαιύκαηνο HEPES-ΝαCl 

κε ην δηάιπκα πνπ πεξηέρεη CaCl2 θαη DNA. Σν ίδεκα είλαη νξαηό ζην κηθξνζθόπην 

γηα αξθεηέο ώξεο. Γηα απνηειεζκαηηθόηεξε επηκόιπλζε ησλ επθαξπσηηθώλ θπηηάξσλ 

ην κέγεζνο ηνπ ηδήκαηνο δελ πξέπεη λα είλαη πνιύ κεγάιν, γηα ην ιόγν απηό 

απαηηείηαη πξνζνρή ζηελ πνζόηεηα ηνπ πξνο επηκόιπλζε DNA, ηνπ DNA θνξέα 

(carrier) θαη ηνπ pH. Ζ δηαδηθαζία επηκόιπλζεο αξρίδεη κε ηε πξνεηνηκαζία ηεο 

θαιιηέξγεηαο ησλ θπηηάξσλ NIH3T3. ΢πγθεθξηκέλα ηα θύηηαξα πθίζηαληαη 

ηξπςηλνπνίεζε κόιηο δεκηνπξγήζνπλ πιήξεο ηαπήηην από  θιάζθα 75cm
2
 θαη 

επαλαθαιιηεξγνύληαη ζε ηξπβιίν 10cm. Tν ζξεπηηθό πιηθό αληηθαζίζηαηαη κε λέν 4 

ώξεο πξηλ ηελ επηκόιπλζε, ώζηε ηα θύηηαξα λα βξίζθνληαη ζηε εθζεηηθή θάζε 

αλάπηπμεο (θεθ 1). ΢ηε ζπλέρεηα εηνηκάδεηαη ην κίγκα πνπ πεξηέρεη ην πξνο  

επηκόιπλζε DNA όπσο πεξηγξάθεηαη ζηνλ  παξαθάησ πίλαθα: 
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DNA            2 κl (~5 κg) 

DNA θνξέα (Salmon Sperm DNA) (8κg/κl) 1.9 κl 

0.1xTE 446κl 

2.5M CaCl2 50 κl 

ΣΔΛΗΚΟ΢ ΟΓΚΟ΢ 500 κl 

 

Σν δηάιπκα ηνπνζεηείηαη ζε ζσιελάθη ηύπνπ (corning) ζην δηάιπκα απηό πξνζηίζεηαη 

2x HBS όγθνπ 500 κl ζηάγδελ θαη ππό αλάδεπζε. Σν δηάιπκα πνπ πξνθύπηεη 

παξακέλεη γηα 30 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Αθνινύζσο πξνζηίζεηαη ζηελ 

θαιιηέξγεηα ππό ήπηα αλαθίλεζε ώζηε λα δηαρπζεί  ζην ζξεπηηθό πιηθό. Μεηά από 30 

ιεπηά  ειέγρεηαη ζην κηθξνζθόπην ε θαιιηέξγεηα γηα ηελ ύπαξμε ηδεκάησλ. 24 ώξεο 

αξγόηεξα ηξπςηλνπνηνύληαη θαη κεηαθέξνληαη ζε θιάζθα 150cm
2
 όπνπ πξνζηίζεηαη 

αληηβηνηηθό επηινγήο G418 (500κg/ml) γηα επηινγή θιώλσλ. 

 

Απαηηνύκελα δηαιύκαηα 

 Γηάιπκα 2x HBS (100ml) 

 NaCl            280 mM 

 HEPES        50 mM 

 Na2HPO4        1.5 mM 

Σν pH=7.12  ξπζκίδεηαη κε 0.5Ν NaOH. Σν δηάιπκα θηιηξάξεηαη θαη απνζεθεύεηαη 

ζηνπο (–20C
0
).  

 Γηάιπκα CaCl2:  

       CαCl2         2.5 Μ 

Σν δηάιπκα θηιηξάξεηαη θαη απνζεθεύεηαη ζηνπο (4C
0
). 
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 Γ. ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ  

1. ΤΠΟΚΛΩΝΟΠΟΘΗ΢Η ΣΟΤ ΢ΣΟΘΥΕΊΟΤ NVL-3* ΢ΣΟΝ ΠΛΑ΢ΜΘΔΘΑΚΟ 

ΦΟΡΕΑ pBluescript. 

   Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο ππνθισλνπνίεζεο επηιέρζεθε ν θνξέαο pBluescript 

KS (pBL), ν νπνίνο αξρηθά ππέζηε πέςε κε ην έλδπκν BamHI ζηελ  πεξηνρή  

Eικόνα 5 : Γηαγξακκαηηθή παξνπζίαζε ηεο ππνθισλνπνίεζεο ηνπ ζηνηρείνπ NVL-3* ζην 

πιαζκηδηαθό θνξέα pBluescript 

πνιιαπιήο θισλνπνίεζεο ηνπ θνξέα θαη απνθσζθνξπιίσζε κε ην έλδπκν CIAP . Σν 

ζηνηρείν NVL-3* απνηειεί έλα κηθξόηεξνπ κεγέζνπο ζηνηρείν NVL-3 πνπ 

δεκηνπξγήζεθε κε ηελ αθαίξεζε ελόο ηκήκαηνο ηνπ NVL-3 κεηαμύ ησλ 

πεξηνξηζηηθώλ ζέζεσλ PvuII (1480) θαη KpnI (4032). Σν ζηνηρείν απνκνλώζεθε από 

ην πιαζκίδην HSV-HygroB/NVL-3* (7.18kb) κε πέςε κε ην έλδπκν BamHI. Ζ 

ζύλδεζε θνξέα pBL κε ην έλζεκα NVL-3* πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην έλδπκν T4 DNA  

Μάξηπξαο  

Μνξηαθώλ 

βαξώλ 

(Lamda 

DNA-

HindII) 

23.13bp 

9,41bp 

6,56bp 

4,31bp 

2.32bp 

2,02bp 

4,48kb 

2.96kb 

2.28kb 

1.51kb 

 

0.76kb 

 

  A    B   Γ   Γ     Δ 

 

A:    ι 

Β:    BamHΗ 

Γ:     BamHΗ/ BglII 

Γ:     XbaI/ BglII 

Δ:      ι 
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ιηγάζε (Eηθόλα 5). Αθνινύζεζε βαθηεξηαθόο κεηαζρεκαηηζκόο θαη επηινγή θιώλσλ 

αλζεθηηθώλ ζηελ ακπηθηιιίλε. Γηα ηελ επηβεβαίσζε ηεο ζύλδεζεο ηνπ θνξέα κε ην 

έλζεκα θαη εύξεζε ηεο  θαηεύζπλζεο ην λέν πιαζκίδην ππέζηε πέςεηο κε ηα έλδπκα 

BamHI, BamHI/BglII, XbaI/ BglII. Ζ πέςε κε BamHI απνθαιύπηεη ηηο αλακελόκελεο 

δώλεο  2,96kb θαη 2,28 kb θαη πηζηνπνηεί ηελ θισλνπνίεζε ηνπ ελζέκαηνο, όπσο θαη ε 

πέςε BamHI/BglII. Ζ πέςε κε XbaI/ BglII θαζνξίδεη ηελ θαηεύζπλζε ηεο 

θισλνπνίεζεο 4,48kb, 0,76kb όπσο θαίλεηαη ζηελ θσηνγξαθία ηεο ειεθηξνθόξεζεο. 

 

2. ΤΠΟΚΛΩΝΟΠΟΘΗ΢Η ΣΟΤ ΢ΣΟΘΥΕΘΟΤ NVL-3 ΢ΣΟΝ ΠΛΑ΢ΜΘΔΘΑΚΟ 

ΦΟΡΕΑ pBluescript 

   Παξόκνηα δηαδηθαζία αθνινπζήζεθε ζηελ θισλνπνίεζε ηνπ ζηνηρείνπ NVL-3. 

Δηδηθόηεξα ν θνξέαο πνπ επηιέρζεθε είλαη pBluescript KS πνπ αξρηθά  ππέζηε πέςε 

κε ην έλδπκν PstI, ζηε ζπλέρεηα αληίδξαζε  klenow θαη αληίδξαζε απηνζύλδεζεο κε 

ην έλδπκν T4 DNA ιηγάζε, ώζηε λα θαηαξγεζεί ε πεξηνξηζηηθή ζέζε ηνπ ελδύκνπ 

PstI. Αθνινύζσο ν θνξέαο ππέζηε πέςε κε ην έλδπκν BamHI θαη απνθσζθνξπιίσζε 

κε ην έλδπκν CIAP. Σν ζηνηρείν NVL-3 απνκνλώζεθε από ην πιαζκίδην HSV-

Hygro/NVL-3 (9,7kb) κε πέςε κε ην έλδπκν BamHI. Ζ ζύλδεζε θνξέα pBL κε ην 

έλζεκα NVL-3 πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην έλδπκν T4 DNA ιηγάζε (Eηθόλα 6). 

Εικόνα 6: Γηαγξακκαηηθή παξνπζίαζε ηεο θισλνπνίεζεο ηνπ ζηνηρείνπ ΝVL-3* ζην πιαζκηδηαθό 

θνξέα pBluescript 

  Αθνινύζεζε βαθηεξηαθόο κεηαζρεκαηηζκόο θαη επηινγή θιώλσλ αλζεθηηθώλ ζηελ 

ακπηθηιιίλε. Γηα ηε επηβεβαίσζε ηεο ζύλδεζεο θνξέα κε ην έλζεκα θαη πξνζδηνξηζκό 

ηεο θαηεύζπλζεο ην πιαζκίδην (NVL-3/pBL)  ππέζηε πέςεηο κε ηα έλδπκα BamHI, 
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BamHI /BglII, XbaI/ BglII. Ζ πέςε κε BamHI απνθαιύπηεη ηηο αλακελόκελεο δώλεο  

2,96kb θαη 4,03 kb θαη πηζηνπνηεί ηελ θισλνπνίεζε ηνπ ελζέκαηνο, όπσο θαη ε πέςε  

BamHI/BglII. Ζ πέςε κε XbaI/ BglII θαζνξίδεη ηελ θαηεύζπλζε ηεο θισλνπνίεζε 

6,02 kb, 0,76 kb όπσο θαίλεηαη ζηελ θσηνγξαθία ηεο ειεθηξνθόξεζεο. 

 

 

3. ΚΑΣΑ΢ΚΕΤΗ  ΕΝΟ΢ ΑΝΑ΢ΤΝΔΘΑ΢ΜΕΝΟΤ ΢ΣΟΘΥΕΘΟΤ VL-30   (NVL-

3*) ΜΕ  ΣΟ ΓΟΝΘΔΘΟ ΑΝΘΕΚΣΘΚΟΣΗΣΑ΢ neo 

    Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο ππνθισλνπνίεζεο ην πιαζκίδην πνπ επηιέρζεθε σο 

θνξέαο ηνπ ζηνηρείνπ NVL-3* είλαη ην NVL-3*/pSP73*** (4.74kb). Σν γνλίδην 

αλζεθηηθόηεηαο neo πνπ ζα θισλνπνηεζεί απνκνλώζεθε από ην πιαζκίδην pMV-4-

neo ( 9.7kb). Ζ έθθξαζή ηνπ γνλίδηνπ αλαθνξάο ξπζκίδεηαη από ηνλ ππνθηλεηή tk ηεο 

ζπκηδηληθήο θηλάζεο από ηνλ ηό ηνπ έξπεηα.. Αλαιπηηθόηεξα ην πιαζκίδην NVL-

3*/pSP73***  ππέζηε πέςε κε ην έλδπκν BglII, πνπ αλαγλσξίδεη  κηα πεξηνξηζηηθή  

Εικόνα 7: Γηαγξακκαηηθή παξνπζίαζε ηεο θαηαζθεπήο ηνπ αλαζπλδηαζκέλνπ VL-30 (NVL3*)  κε ην 

γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο neo. 

Μάξηπξαο  

Μνξηαθώλ 

βαξώλ (Lamda 

DNA-HindII) 

23.13bp 

9,41bp 

6,56bp 

4,31bp 

2.32bp 

2,02bp 

 

7,02kb 

4.83kb 

4,06kb 

2.96kb 

 

 

0,766kb 

   A    B     Γ     Γ    Δ 

A:    ι 

Β:    BamHΗ 

Γ:     BamHΗ/ BglII 

Γ:     XbaI/ BglII 

Δ:      ι 
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ζέζε ζην πιαζκίδην κέζα ζην ζηνηρείν NVL-3* ζηε ζέζε (4066). Αθνινπζεί 

απνθσζθνξπιίσζε κε ην έλδπκν CIAP. Ζ απνκόλσζε ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο  tk-neo  

2,4kb πξαγκαηνπνηήζεθε κε πέςε κε ην έλδπκν BamHI. Ζ ζύλδεζε θνξέα κε ην 

έλζεκα tk-neo  πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ T4 DNA ιηγάζε (Eηθόλα 7). Αθνινύζεζε 

βαθηεξηαθόο κεηαζρεκαηηζκόο θαη επηινγή θιώλσλ αλζεθηηθώλ ζηελ ακπηθηιιίλε. 

Γηα λα ειεγρζεί ε ζύλδεζε ηνπ θνξέα κε ην έλζεκα θαη ε ζσζηή θαηεύζπλζε ην 

πιαζκίδην NVL-3*/tk-neo/pSP73*** ππέζηε πέςεηο κε ηα έλδπκα BamHI, XbaI/ 

BglII. Ζ πέςε κε BamHI παξάγεη ηα ηκήκαηα 4,58kb NVL-3*/tk-neo θαη 2,3kb 

θνξέαο pSP73*** θαη πηζηνπνηνύλ ηελ θισλνπνίεζε ηνπ ελζέκαηνο tk-neo.  

 

Ζ πέςε κε XbaI/ BglII πηζηνπνηεί κε ηα ηκήκαηα 4,7kb θαη 2,1kb ηελ θαηεύζπλζε ηεο 

θισλνπνίεζε, όπσο θαίλεηαη ζηε θσηνθξαθία ηεο ειεθηξνθόξεζεο. 

 

4 .ΚΑΣΑ΢ΚΕΤΗ  ΕΝΟ΢ ΑΝΑ΢ΤΝΔΘΑ΢ΜΕΝΟΤ ΢ΣΟΘΥΕΘΟΤ VL-30  

ΠΛΗΡΟΤ΢ ΜΗΚΟΤ΢ (NVL-3 )ΜΕ ΣΟ ΓΟΝΘΔΘΟ ΑΝΘΕΚΣΘΚΟΣΗΣΑ΢ neo 

    Ζ θαηαζθεπή πξαγκαηνπνηήζεθε όπσο αθξηβώο πεξηγξάθζεθε παξαπάλσ, σο  

Εικόνα 8: Γηαγξακκαηηθή παξνπζίαζε ηεο θαηαζθεπήο ηνπ αλαζπλδηαζκέλνπ VL-30 (NVL-3) κε ην 

γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο neo 

Μάξηπξαο  

Μνξηαθώλ 

βαξώλ 

(Lamda 

DNA-HindII) 

23.13bp 

9,41bp 

6,56bp 

4,31bp 

 

2.32bp 

2,02bp 

 

4,7kb 

 

4,58kb 

 

 

2,3Kb 

 

2.1kb 

 

Α          B          Γ 

A:    XbaI/ BglII 

Β:    BamHΗ 

 Γ:    ι 
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θνξέαο ηνπ ζηνηρείνπ NVL-3 ρξεζηκνπνηήζεθε ην πιαζκίδην NVL-3/pSP73*** 

7,29kb. Σν γνλίδην αλαθνξάο tk-neo απνκνλώζεθε από ην πιαζκίδην pMV-4-neo  

9.7kb, όπσο θαίλεηαη ζηελ (Eηθόλα 8). Αθνινύζεζε βαθηεξηαθόο κεηαζρεκαηηζκόο 

θαη επηινγή θιώλσλ αλζεθηηθώλ ζηελ ακπηθηιιίλε. Γηα λα πηζηνπνηεζεί ε ζύλδεζε 

ηνπ θνξέα κε ην έλζεκα θαη ε ζσζηή θαηεύζπλζε ην πιαζκίδην NVL-3/tk-

neo/pSP73***  ππέζηε πέςεηο κε ηα έλδπκα BamHI, XbaI/BglII. Από ηελ πέςε κε 

 BamHI πξνθύπηνπλ δπν ηκήκαηα DNA κε κνξηαθά βάξε 7,1kb θαη 2,3kb θνξέαο 

pSP73*** πνπ πηζηνπνηνύλ  ηελ θισλνπνίεζε ηνπ ελζέκαηνο. Ζ πέςε κε XbaI/BglII 

κε κνξηαθά βάξε 7,3kb θαη 2,1kb δείρλνπλ ηελ θαηεύζπλζε ηεο θισλνπνίεζεο ηνπ 

ελζέκαηνο tk-neo, όπσο θαίλεηαη ζηε θσηνγξαθία ειεθηξνθόξεζεο. 

  
 

 

5. EΠΘΜΟΛΤΝ΢Η ΚΤΣΣΑΡΩΝ NIH3T3 ΜΕ ΣΟ ΠΛΑ΢ΜΘΔΘΟ (NVL-3*/tk 

neo/pSP73***) 

    Θειήζακε  λα εηζάγνπκε ηελ πιαζκηδηαθή θαηαζθεπή pNVL-3*/tk neo/pSP73***  

ζε θύηηαξα επίκπνο NIH3T3. Κύηηαξα NIH3T3 (Δηθόλα 9) εκβνιηάζζεθαλ ζε  

                   Εικόνα 9: Kύηηαξα NIH3T3ζε ζξεπηηθό πιηθό DMEM κε 10% BS, FCS πξηλ ηελ 

επηκόιπλζε 

 

Μάξηπξαο 

κνξηαθώλ 

βαξώλ 

(Lamda 

DNA-

HindIII) 

23,1bp 

9,41bp 

6,56bp 

4.31bp 

2,32bp 

2,02bp 

 

7.30kb 

7.13kb 

 

2.3kb 

2,1kb 

  A       B       Γ 

A:    ι 

Β:    BamHΗ 

 Γ:    XbaI/ BglII 
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ηξπβιία 10cm, ηελ επόκελε παξνπζίαδαλ ππθλόηεηα 70-80% θαη επηκνιύλζεθαλ κε 

20 κg ηεο αλαζπλδηαζκέλεο θαηαζθεπήο κε ηε κέζνδν ηνπ θσζθνξηθνύ αζβεζηίνπ 

(βιέπε κεζόδνπο). Γηα ηελ απνκόλσζε ησλ ζεηηθώλ θιώλσλ κεηά ηελ επηκόιπλζε ηα 

θύηηαξα θαιιηεξγήζεθαλ ζε ζπλζήθεο επηινγήο κε ηελ πξνζζήθε αληηβηνηηθνύ G418 

(500κg/ml) ζην ζξεπηηθό πιηθό ηνπο. Μεηά από θαιιηέξγεηα 15 εκεξώλ νη απνηθίεο 

πνπ παξνπζηάδνπλ αλζεθηηθόηεηα ζην αληηβηνηηθό  

Εικόνα10: Θεηηθέο απνηθίεο θπηηάξσλ ΝΙΗ3Τ3 ζε ζξεπηηθό πιηθό DMEM κε 10% BS, FCS  

αλζεθηηθέο  ζην αληηβηνηηθό G418 

ιόγσ ηεο ελζσκάησζεο ηνπ πιαζκίδηνπ   NVL-3*/tk neo/pSP73*** ζην γέλσκά ηνπο 

θαίλνληαη ζηε (Eηθόλα 10). Aλαπηύρζεθαλ ζπλνιηθά 18 απνηθίεο θαη από απηέο πέληε 

ζεηηθέο απνκνλώζεθαλ κε δαθηπιίδηα θισλνπνίεζεο από ηελ θαιιηέξγεηα (πεξίπνπ 

200-250 θύηηαξα), αθέζεθαλ λα αλαπηπρζνύλ ζε ζξεπηηθό πιηθό κε αληηβηνηηθό 

50κg/ml, γηα λα αλαπηπρζνύλ γξήγνξα θαη πεξίπνπ 2x10
6
 θύηηαξα απνζεθεύηεθαλ 

ζην πγξό άδσην 

 

Ε. ΢ΤΖΗΣΗ΢Η 

   Καηαζθεπάζηεθαλ ηέζζεξα αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα κε ην πιήξνπο κήθνπο 

ζηνηρείν VL-30 (NVL-3) θαη ην αληίζηνηρν ειιηπέο (NVL-3* ) ρξεζηκνπνηώληαο ηνπο 

πιαζκηδηαθνύο θνξείο pBluescript KS, pSP73***. ΢ηε ζπλέρεηα ζε δπν από απηά ηα 

πιαζκίδηα θισλνπνηήζεθε ην γνλίδην αλαθνξάο neo πνπ παξέρεη αλζεθηηθόηεηα ζην 

αληηβηνηηθό λενκπθίλε (neo). ΢ηελ ζπλέρεηα επηκνιύλζεθαλ θύηηαξα επίκπνο NIH3T3 

κε ηελ κέζνδν ηνπ θσζθνξηθνύ αζβεζηίνπ κε ην πιαζκίδην NVL-3*/tk 

neo/pSP73*** θαη γηα ηελ επηβεβαίσζε ηεο ιεηηνπξγηθήο ελζσκάησζεο ηνπ 

πιαζκηδίνπ ζην γέλσκα ησλ θπηηάξσλ, ηα θύηηαξα θαιιηεξγήζεθαλ ππό ζπλζήθεο 

επηινγήο κε ηελ βνήζεηα ηνπ αληηβηνηηθνύ λενκπθίλε (neo). Αλαπηύρζεθαλ απνηθίεο 

θαη από απηέο πέληε ζεηηθέο απνκνλώζεθαλ θαη απνζεθεύηεθαλ . 
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   Ο θύξηνο ζηόρνο ηεο παξνύζαο κειέηεο ήηαλ ε θαηαζθεπή αλαζπλδπαζκέλσλ 

ζηνηρείσλ VL30 κε ην γνλίδην (neo) κε δπν θπξίσο εξεπλεηηθέο εθαξκνγέο. 

   Σν θύηηαξν ηνπ επίκπνο πεξηέρεη 150-200 αληίγξαθα ηεο ξεηξνκεηαζεηηθήο 

νηθνγέλεηαο VL30. Οξηζκέλα από απηά έρνπλ κνξηαθό κήθνο κηθξόηεξν ησλ 5 Kb θαη 

εθθξάδνληαη ζε επίπεδν RNA ζε πνιύ κηθξόηεξα επίπεδα θαη κόλν ζηελ πεξίπησζε 

ηνπ θπηηαξηθνύ κεηαζρεκαηηζκνύ, όπσο ζπκβαίλεη κε ηνλ νγθνγόλν ηό SV40. Δπίζεο 

έλαο κεγάινο αξηζκόο ζηνηρείσλ VL30 θέξεη ζεκαληηθέο κεηαιιάμεηο ζηα LTR πνπ 

επεξεάδνπλ ηελ έθθξαζήο ηνπο. Αληίζεηα ην ζηνηρείν NVL-3 ζεσξείηαη ζήκεξα ην 

πιένλ ηππηθό θαη πιήξνπο κήθνπο κέινο ηεο νηθνγέλεηαο κε ην αλακελόκελν κνξηαθό 

κήθνο κεηαγξαθήκαηνο ηνπ 30S (29). Μειέηεο έθθξαζεο ησλ VL30, ζην παξειζόλ, 

αλαθέξνληαη ζην ζπλνιηθό πεξηερόκελν ησλ VL30 ην θύηηαξν ηνπ επίκπνο. Σα 

θαηαζθεπαζζέληα αλαζπλδπαζκέλα ζηνηρεία ζα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ηελ κειέηε ηεο 

έθθξαζεο κε απνηύπσζε θαηά Nourthern ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ξεηξνκεηαζεηνύ 

ζηνηρείνπ NVL-3, κέζσ ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο (neo), πνπ ζα αληηθαηνπηξίδεη 

ζπγρξόλσο ηελ έθθξαζε ελόο πιήξνπο κήθνπο αιιά θαη ηππηθά ιεηηνπξγηθνύ 

ζηνηρείνπ VL30.   

    Ζ δεύηεξε εξεπλεηηθή εθαξκνγή αθνξά ηελ αλίρλεπζε ηεο ξεηξνκεηάζεζεο ησλ 

VL30 κέζσ ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο (neo) κε απνηύπσζε θαηά Southern. 

΢πγθεθξηκέλα θαη νη δπν πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο θέξνπλ κηα ζέζε πεξηνξηζκνύ 

BglII, πνπ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ αλίρλεπζε ξεηξνκεηαζέζεσλ. 

   Αλαιπηηθόηεξα, ε εηζαγσγή ησλ θαηαζθεπώλ ζηα θύηηαξα επίκπνο θαη ε αλάιπζε 

ηνπ DNA, από θιώλνπο πνπ ζα πξνθύςνπλ, κε απνηύπσζε θαηά Southern ζα δώζεη 

ζπγθεθξηκέλνπ κνξηαθνύ βάξνπο δέζκε(εο) ρξεζηκνπνηώληαο σο κνξηαθό αληρλεπηή 

(probe) ην γνλίδην (neo). Αλ ζηνπο ίδηνπο θιώλνπο ζπκβνύλ γεγνλόηα 

ξεηξνκεηάζεζεο, κεηά από ηε επίδξαζε παξαγόλησλ, ηόηε ε αλάιπζε θαηά Southern 

ζα αληρλεύζεη επηπξόζζεηεο δέζκεο δηαθνξεηηθνύ κνξηαθνύ βάξνπο πνπ ζα 

πηζηνπνηνύλ ηελ ύπαξμε ξεηξνκεηαζέζεσλ (εηθόλα 11). Ζ παξαγσγή θαη αλίρλεπζε 

επηπξόζζεησλ δεζκώλ γηα ηελ πηζηνπνίεζεο ηεο ξεηξνκεηάζεζεο βαζίδεηαη ζηελ 

ηπραία ελζσκάησζε  ησλ ξεηξνητθώλ αληηγξάθσλ κε ζπλέπεηα ε κνξηαθή απόζηαζε 

ηεο ζέζεο BglII ζην γέλσκα λα πνηθίιεη.                   
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1. ΔΟΜΗ VL30/neo ΢ΣΟ ΓΕΝΩΜΑ (ΥΩΡΘ΢ ΡΕΣΡΟΜΕΣΑΘΕ΢Η)   

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ΜΕΣΑ ΑΠΟ ΡΕΣΡΟΜΕΣΑΘΕ΢Η 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 11: ΢ρεκαηηθή απεηθόληζε ηεο  αλίρλεπζεο ηεο ξεηξνκεηάζεζεο ησλ VL30 κέζσ ηνπ γνληδίνπ 

αλαθνξάο (neo) κε απνηύπσζε θαηά Southern.   
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A. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.ΓΔΝΗΚΑ 
 

     Οη πξνθαξπσηηθνί νξγαληζκνί είλαη ην θύξην βηνινγηθό πιηθό ζηηο πεξηζζόηεξεο 

βηνηερλνινγηθέο εθαξκνγέο. Ζ ξαγδαία όκσο αλάπηπμε ηεο βηνηερλνινγίαο ηα 

ηειεπηαία ρξόληα θαηέζηεζε επηηαθηηθή ηελ αλάγθε δεκηνπξγίαο ηξνπνπνηεκέλσλ 

πξνθαξπσηηθώλ νξγαληζκώλ ηόζν γηα ηνπο ζθνπνύο ηεο βαζηθήο έξεπλαο, όζν θαη 

γηα αμηνπνίεζε ηνπο ζηελ βηνκεραλία. Σα βηνρεκηθά εξγαιεία πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη 

γηα ην ζθνπό απηό είλαη θπξίσο θηλεηά γελεηηθά ζηνηρεία όπσο είλαη ηα πιαζκίδηα,  ηα 

ηξαλζπνδόληα, αιιά θαη νη θάγνη.  

2. ΣΡΑΝ΢ΠΟΕΟΝΗΑ 

     Δμαηξεηηθά ρξήζηκα εξγαιεία έρνπλ απνδεηρζεί ηα ηξαλζπνδόληα  θπξίσο ιόγσ 

ησλ  εθαξκνγώλ ηνπο ζηελ αλαγλώξηζε γνληδίσλ, ζην ραξαθηεξηζκό νπεξόλησλ, ζηελ 

αλάιπζε κεηαγξαθηθώλ θαη κεηαθξαζηηθώλ ξπζκηζηηθώλ κεραληζκώλ(2,3). Οη 

εθαξκνγέο ηνπο βαζίδνληαη ζηελ ηθαλόηεηά ηνπο λα κεηαθηλνύληαη από κία ζέζε ζην 

βαθηεξηαθό ρξσκόζσκα ζε κία άιιε. Οη εξεπλεηέο νλόκαζαλ ην θαηλόκελν απηό 

κεηάζεζε θαη ηα ηξαλζπνδόληα κεηαζεηά ζηνηρεία. Γηαπηζηώζεθε επηπιένλ όηη ηα 

ηξαλζπνδόληα είλαη δπλαηό λα θαηαζηήζνπλ ηα γνλίδηα ηθαλά λα κεηαθηλνύληαη 

κεηαμύ κε νκόινγσλ ζέζεσλ ζην DNA, αθνύ γηα ηελ δηαδηθαζία ηεο κεηάζεζεο δελ 

απαηηείηαη εθηεηακέλε νκνινγία λνπθιενηηδηθώλ αιιεινπρηώλ(1,2). Σα απινύζηεξα  

Εηθόλα 1: Σρεκαηηθή απεηθόληζε κεηάζεζεο αιιεινπρίαο εηζδνρήο πνπ νδεγεί ζε δηπιαζηαζκό 

ηνπ απνδέθηε DNA (Stryer  2
ε
 Έθδνζε, Κεθ. 28)   

ηξαλζπνδόληα είλαη νη αιιεινπρίεο εηζδνρήο( IS- insertion sequence) κε κήθνο 

πεξίπνπ 1Kb πνπ ζπλήζσο θσδηθνπνηνύλ κηα πξσηεΐλε ηελ ηξαλζπνδάζε, ελώ 

ππάξρνπλ αιιεινπρίεο εηζδνρήο κε κηα αθόκε πξσηεΐλε αλαγθαία γηα ηελ 

θηλεηηθόηεηά ηνπο. ΢ηα άθξα ηνπο ππάξρνπλ αληίζηξνθεο αθξαίεο επαλαιήςεηο 20 

δεπγώλ βάζεσλ πνπ βνεζνύλ ζηελ δέζκεπζε ηεο ηξαλζπνδάζεο θαηά ηε κεηάζεζε.  
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  Ζ ηξαλζπνδάζε είλαη εμεηδηθεπκέλε λνπθιεάζε πνπ θαηά ηελ κεηάζεζε πξνθαιεί 

θνςίκαηα ηόζν ζην κόξην όζν θαη ζηελ ζέζε ππνδνρήο. Γηα ηελ νινθιήξσζε ηεο  

δηαδηθαζίαο ζεκαληηθό ξόιν παίδνπλ ε DNA πνιπκεξάζε Η θαη DNA ιηγάζε. Μεηά 

από κειέηεο δηαπηζηώζεθε όηη ε ζέζε ππνδνρήο ηνπ ηξαλζπνδόληνπ δηπιαζηάδεηαη 

θαηά ηελ κεηάζεζε θαη βξίζθεηαη εθαηέξσζελ ηνπ ηξαλζπνδόληνπ ζην ρξσκόζσκα 

(Δηθόλα 1), επηπιένλ ε δηπιαζηαζκέλε ζέζε ππνδνρήο δελ έρεη δηάηαμε αληίζηξνθεο 

επαλάιεςεο νύηε παξνπζηάδεη νκνινγία κε ηηο αληίζηξνθεο αθξαίεο επαλαιήςεηο ησλ 

IS(1,2). Δθηόο από ηηο ζεηξέο εηζδνρήο ζην βαθηεξηαθό ρξσκόζσκα απαληώληαη πην 

ζύλζεηα ηξαλζπνδόληα πνπ πεξηέρνπλ γνλίδηα ηα νπνία ζπκκεηέρνπλ θαη ζε άιιέο 

δξάζεηο εθηόο ηηο κεηάζεζεο. Υαξαθηεξηζηηθό παξάδεηγκα ζύλζεηνπ ηξαλζπνδόληνπ 

είλαη ην Σn3(2,4), πνπ δνκηθά εκθαλίδεη ηελ ίδηα δηάηαμε κε ηηο IS θαη αθνινπζεί ην 

ίδην κνληέιν κεηάζεζεο. Δπηπιένλ πεξηιακβάλεη εθηόο από ην γνλίδην ηεο 

ηξαλζπνδάζεο, ην γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί ηε β-ιαθηακάζε ην νπνίν παξέρεη 

αλζεθηηθόηεηα ζην αληηβηνηηθό ακπηθηιιίλε θαη ην γνλίδην ηεο ξεζνιβάζεο πνπ 

θαηαιύεη ην γελεηηθό αλαζπλδπαζκό κεηαμύ δπν IS (Δηθόλα 2). 

Εηθόλα 2: Σρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ ζύλζεηνπ ηξαλζπνδόληνπ Tn3 πνπ απνηειείηαη από γνλίδηα 

πνπ θωδηθνπνηνύλ ηξεηο πξωηεΐλεο (Stryer  2
ε
 Έθδνζε, Κεθ. 28)   

    Ζ κεηάζεζε ζπκβαίλεη ζηα βαθηήξηα κε κηα ζπρλόηεηα ηεο ηάμεο 10
-6

 αλά γελεά, 

ελώ ην βαθηεξηαθό ρξσκόζσκα πεξηέρεη πνιιαπιά αληίγξαθα κεξηθώλ ζεηξώλ 

εηζδνρήο, γεγνλόο πνπ αλαδεηθλύεη ηελ δπλακηθή ηνπ βαθηεξηαθνύ ρξσκνζώκαηνο. 

Μειέηεο απνθάιπςαλ ηηο δξάζεηο ησλ κεηαζεηώλ γελεηηθώλ ζηνηρείσλ ζην 

ρξσκόζσκα ελόο βαθηεξίνπ πνπ έρνπλ ζρέζε θπξίσο ηόζν κε ηελ επίδξαζε ζηελ 

ιεηηνπξγηθόηεηα ησλ γνληδίσλ όζν θαη ζηελ δνκή ηνπ ρξσκνζώκαηνο. Ζ κεηάζεζε 

ελόο ζηνηρείνπ IS είλαη δπλαηό λα απελεξγνπνηήζεη έλα γνλίδην αλ ζπκβεί ζην 

θσδηθνπνηνύζα πεξηνρή ή λα απμήζεη ηελ έθθξαζε ηνπ αλ ε ζέζε ππνδνρήο ηνπ 

κεηαζεηνύ ζηνηρείνπ βξίζθεηαη θνληά ζε θάπνην γνλίδην, αθνύ θάζε ζεηξά εηζδνρήο 

θέξεη ην δηθό ηεο εθθηλεηή γηα ηελ κεηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ ηεο ηξαλζπνδάζεο. 

Δπηπιένλ είλαη δπλαηό νη ζεηξέο εηζδνρήο λα πξνθαιέζνπλ ειιείκκαηα, αλαζηξνθέο 

θαη δηπιαζηαζκό γνληδίσλ θπξίσο κέζσ ηεο δηαδηθαζίαο ηνπ γελεηηθνύ 

αλαζπλδπαζκνύ(5,6,7). 
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    Πξνθεηκέλνπ ηα ηξαλζπνδόληα λα ρξεζηκνπνηεζνύλ σο εξγαιεία γηα ηελ γελεηηθή 

‘βειηίσζε’ ησλ βαθηεξίσλ ήηαλ λα αλαγθαίν λα θαζνξηζηεί ν ηξόπνο παξάδνζεο 

ηνπο ζην θύηηαξν ζηόρνο. Οη κέζνδνη πνπ έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνλ ζθνπό απηό 

είλαη ε κεηαγσγή κε ηε βνήζεηα θάγσλ θαη ε βαθηεξηαθή ζύδεπμε κε ηε βνήζεηα 

θαηάιιεισλ πιαζκηδηαθώλ θνξέσλ(8,9).  

3.ΒΑΚΣΖΡΗΑΚΖ ΢ΤΕΔΤΞΖ 

    Σν θαηλόκελν ηεο βαθηεξηαθήο ζύδεπμεο αλαθαιύθζεθε ην 1946 θαη κεηά από 

κειέηεο απνδείρζεθε όηη έλα πιαζκίδην ν παξάγσλ F είλαη ππεύζπλνο γηα ηελ 

δηεμαγσγή θαη νινθιήξσζή ηεο. Δηδηθόηεξα βαθηήξηα πνπ θέξνπλ ηέηνηνπο 

παξάγνληεο ζπδεπθηηθνύο( γελεηηθόο δόηεο) είλαη δπλαηό λα κεηαθέξνπλ ην 

πιαζκίδην απηό κνλόδξνκα ζε έλα άιιν βαθηεξηαθό θύηηαξν (γελεηηθόο δέθηεο). 

Απηό επηηπγράλεηαη κε ηελ πξνζέγγηζε ησλ δπν θπηηάξσλ πνπ πξαγκαηνπνηείηαη κε 

ηε βνήζεηα θπιεηηθώλ ηξηρηδίσλ από ην θύηηαξν δόηε θαη θαηάιιεισλ ππνδνρέσλ 

ζην θύηηαξν δέθηε. ΢ηε ζπλέρεηα ην πιαζκίδην F πθίζηαηαη πέςε από θαηάιιειε 

λνπθιεάζε κε απνηέιεζκα ην μεδίπισκα ηεο αιπζίδαο ηνπ DNA, ην 5΄άθξν ηεο 

θνκκέλεο αιπζίδαο εηζέξρεηαη ζην θύηηαξν δέθηε ζρεκαηίδνληαο ΄έλα θιεηζηό 

δίθισλν κόξην(1) (Δηθόλα 3, 4). 

Εηθόλα ΢θάικα! Άγλσζηε παξάκεηξνο αιιαγήο.: Μνληέιν κεηαθνξάο αιπζίδωλ DNA από ην 

θύηηαξν δόηε F
+
 ζην θύηηαξν δέθηε F

-
 θαηά ηε βαθηεξηαθή ζύδεπμε. Ηιεθξνληνκηθξνθξνγξαθία 

θπηηάξωλ E. coli ζε επαθή θαηά ηε ζύδεπμε (Stryer  2
ε
 Έθδνζε, Κεθ. 28)   

   Πεξαηηέξσ κειέηεο απνθάιπςαλ ηελ ύπαξμε θαη άιισλ θηλεηηθώλ ζηνηρείσλ, όπσο 

είλαη ηα θηλεηνπνηήζεκα πιαζκίδηα θαη ηα ζπδεπθηηθά ηξαλζπνδόληα(11), επηπιένλ 

θώηηζαλ νξηζκέλα ζεκεία ηνπ κεραληζκνύ ηεο ζύδεπμεο(10). Σν πιαζκίδην F γηα ηελ 

δηαδηθαζία  ηεο ζύδεπμεο θέξεη κηα νκάδα  γνληδίσλ πνπ νλνκάδνληαη tra γνλίδηα (5) 

θαηά αληηζηνηρία ηα θηλεηνπνηήζεκα πιαζκίδηα θέξνπλ έλα πεξηνξηζκέλν αξηζκό 

γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ ζύδεπμε θαη νλνκάδνληαη (mob)(6). Σα 
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θηλεηνπνηήζεκα πιαζκίδηα απαηηνύλ γηα ηελ πινπνίεζε ηεο ζύδεπμεο ηελ ύπαξμε 

ελόο ζπδεπθηηθνύ πιαζκηδίνπ γηα λα παξέρεη όιεο ηηο αλαγθαίεο ιεηηνπξγίεο πνπ δελ 

θσδηθνπνηνύλ ηα γνλίδηα (mob)(12-15). Σν γεληθό κνληέιν ηεο ζύδεπμεο 

πεξηιακβάλεη αξρηθά ην άλνηγκα ηεο αιπζίδαο ηνπ πιαζκiδίνπ ζηε ζέζε (nic) ηεο 

πεξηνρήο (oriT)(16). Σν άλνηγκα επηηπγράλεηαη κε ηε δξάζε ελόο ζπκπιόθνπ DNA-

πξσηείλεο πνπ νλνκάδεηαη  ξειαμόζσκα(17,18). Πξόθεηηαη γηα έλα πνιππξσηετληθό 

ζύκπιεγκα πνπ ζηελ πεξίπησζε ηνπ πιαζκίδην F απνηειείηαη από ηξεηο πξσηεΐλεο 

πνπ θσδηθνπνηνύληαη από ηα γνλίδηα (tra)(19,20). Ζ ζύλδεζε ηνπ ζπκπιόθνπ κε ηελ 

πεξηνρή (oriT) πξαγκαηνπνηείηαη ζηαδηαθά, πξώηα ζπλδένληαη νη βνεζεηηθέο 

πξσηεΐλεο πνπ θαζνδεγνύλ ηελ ζύλδεζε ηεο ξειαμάζεο ζηελ πεξηνρή (oriT) 

νινθιεξώλνληαο ηελ ζπγθξόηεζε ηνπ ζπκπιέγκαηνο(21). Ζ ζπγθξόηεζε ηνπ 

ζπκπιέγκαηνο ζηελ πεξηνρή απηή δεκηνπξγεί ηεο θαηάιιειεο ζπλζήθεο γηα λα δξάζε 

ε ξειαμάζε πξαγκαηνπνηώληαο ηελ πέςε ηεο αιπζίδαο ηνπ DNA δεκηνπξγώληαο έλα 

(3΄-ΟΖ) άθξν ειεύζεξν θαη έλα (5΄-P) άθξν πξνζηαηεπκέλν από ηελ ξειαμάζε ηνπ 

ζπκπιέγκαηνο(22). ΢ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηείηαη ην μεδίπισκα ηεο αιπζίδαο ηνπ 

DNA  γηα λα δεκηνπξγεζεί ε κνλή αιπζίδα πνπ ζα κεηαθεξζεί ζην θύηηαξν δέθηε θαη 

πξαγκαηνπνηείηαη από κηα πξσηεΐλε ηνπ ξειαμνζώκαηνο κε ελεξγόηεηα ειηθάζεο  θαη 

ATPαζεο(23).   Ζ κνλή αιπζίδα ηνπ πιαζκηδίνπ κεηαθέξεηαη ζην θύηηαξν δέθηε κε 

πξνζαλαηνιηζκό 5΄πξνο 3΄ ζύκθσλα κε ην κεραληζκό αληηγξαθηθνύ θπιηόκελνπ 

θύθινπ, όπνπ κε ηε δξάζε ηνπ ελδύκνπ DNA πνιπκεξάζε ΗΗΗ (16) παξάγεηαη ε 

κεηαθεξόκελε αιπζίδα ζην θύηηαξν δόηε θαη ε ζπκπιεξσκαηηθή ηεο αιπζίδαο πνπ 

κεηαθέξζεθε ζην θύηηαξν δέθηε(24). Ζ κεηαθνξά πξαγκαηνπνηείηαη κε ηελ 

αιιειεπίδξαζε ηεο κνλήο  αιπζίδαο ηνπ DNA κε ηηο πξσηεΐλεο πνπ βξίζθνληαη ζηελ 

εζσηεξηθή θαη εμσηεξηθή πιεπξά ηε κεκβξάλεο θαη ζπγθξνηνύλ ην πνιππξσηετληθό 

ζύκπιεγκα πνπ νλνκάδεηαη ππιίλε πνπ θέξλεη ζε επαθή ην δόηε θαη ηνλ δέθηε(25). Ζ 

δηαδηθαζία νινθιεξώλεηαη κε ηελ ζύλδεζε ησλ άθξσλ ηεο αιπζίδα ηνπ DNA ζην 

θύηηαξν δέθηε κε ηε δξάζε ηεο ξειαμάζεο πνπ  είλαη ζπλδεδεκέλε κε ην (5΄-P) άθξν. 

Ο ηεξκαηηζκόο ηεο ζύδεπμεο πηζηεύεηαη όηη ξπζκίδεηαη  από  έλα ηκήκα ηεο πεξηνρήο 

(oriT) πιεζίνλ ηνπ ζεκείνπ (nic)(26). 

4.ΣΡΑΝ΢ΠΟΕΟΝΗΑΚΖ ΜΔΣΑΛΛΑΞΗΓΔΝΔ΢Ζ 

    Ζ άκεζε εθαξκνγή ησλ ηξαλζπνδνλίσλ ζηελ γελεηηθή κεραληθή έγηλε εθηθηή κε 

ηελ δηαδηθαζία ηεο ηξαλζπνδνληαθήο κεηαιιαμηγέλεζεο. Ζ κέζνδνο απηή  πινπνηείηαη 

κε ηε  ρξεζηκνπνίεζε δπν βαζηθώλ κεζνδνινγηώλ. Σεο  κεζνδνινγίαο ηεο έκκεζεο  

κεηαιιαμηγέλεζεο(fragment-specific) πνπ αθνξά ηελ κειέηε θαη απνκόλσζε 
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ηξαλζπνδνληαθώλ ζέζεσλ εηζδνρήο ζε έλα γνλίδην ή ζε κηα πεξηνρή ηνπ 

ρξσκνζώκαηνο ηνπ βαθηεξίνπ. Γηα ην ζθνπό απηό ε πεξηνρή ή ην γνλίδην 

θισλνπνηνύληαη  ζε θαηάιιειν πιαζκηδηαθό θνξέα πνπ ζηε ζπλέρεηα εηζάγεηαη ζε 

ζηέιερνο E.coli πνπ έρεη ρξσκνζσκηθή ζέζε εηζδνρήο. Σν ηξαλζπνδόλην εηζάγεηαη 

ζην E.coli είηαη κε κόιπλζε κε θάγν είηαη κε βαθηεξηαθή ζύδεπμε. Οη θνξείο 

κεηαθνξάο ηνπ ηξαλζπνδόληνπ  επηιέγεηαη λα κελ  είλαη ζηαζεξνί ώζηε λα ζπκβεί 

ηξαλζπνδνλίσζε θαη λα είλαη δπλαηή ε απνκόλσζε ζεηηθώλ θιώλσλ ζην δείθηε 

επηινγήο ηνπ ηξαλζπνδόληνπ. Γηα λα εμεηαζηεί ε ηξαλζπνδνλίσζε ηνπ 

αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα, ν θνξέαο κεηαθέξεηαη ζε έλα άιιν ζηέιερνο 

E.coli κε βαθηεξηαθή ζύδεπμε θαη απνκνλώλνληαη ζεηηθνί θιώλνη  ζηνπο δείθηεο 

επηινγήο ηνπ πιαζκηδίνπ θαη ηνπ ηξαλζπνδόλην(27). Καη ηεο κεζνδνινγίαο ηεο 

άκεζεο ηξαλζπνδνληαθήο κεηαιιαμηγέλεζεο( γεληθή ή ηπραία ) όπνπ ην ηξαλζπνδόλην 

εηζάγεηαη ζην ρξσκόζσκα ελόο Gram-αξλεηηθνύ βαθηεξίνπ θαη κειεηώληαη νη ζέζεηο    

Εηθόλα 4: Τπραία ηξαλζπνδνληαθή κεηαιιαμηγέλεζε ελόο Gram-αξλεηηθνύ βαθηεξίνπ. Φνξέαο 

ηνπ ηξαλζπνδόληνπ είλαη o pSUP πνπ θηλεηνπνηείηαη από ην E. Coli S17-1 ζηέιερνο δόηε ζην 

Gram-αξλεηηθό βαθηήξην (28).    

ελζσκάησζεο ηνπ ηξαλζπνδόληνπ ζην βαθηεξηαθό ρξσκόζσκα βνεζώληαο ζηνλ 

εληνπηζκό γνληδίσλ. Οη θνξείο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηελ κεηαθνξά ηνπ 

ηξαλζπνδόληνπ αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα ησλ θηλεηνπνίεζηκσλ πιαζκηδίσλ 

IncP(pSUP) πνπ γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο ζύδεπμεο απαηηνύλ ηελ ύπαξμε ηνπ 

πιαζκηδίνπ pRK2013. Ζ ηξαλζπνδνλίσζε ζπκβαίλεη επεηδή ν πιαζκηδηαθό θνξέαο 

ηνπ ηξαλζπνδόληνπ δελ είλαη δπλαηό λα αληηγξαθεί ζην λέν βαθηεξηαθό θνξέα θαη 

απνβάιιεηαη κέζσ ρσξηζκνύ θαη νη ζεηηθνί θιώλνη επηιέγνληαη ζε ζπλζήθεο επηινγήο 

ηνπ δείθηε ηνπ ηξαλζπνδόληνπ(28).   
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   ΢θνπόο ηεο εξγαζίαο είλαη ε εηζαγσγή ηνπ γνλίδηνπ παγνππξήλσζεο (inaZ) ζηo 

ρξσκόζσκα ηνπ κέηξηα αιόθηιoπ βαθηήξηνπ H. Meridiana. Γηα λα κειεηεζεί   κε ηε 

βνήζεηα   ηεο  ηξαλζπνδνληαθήο κεηαιιαμηγέλεζεο  γηα λα κειεηεζεί, αθελόο  ε 

έθθξαζε ελόο αληηγξάθνπ ηνπ γνλίδηνπ (inaZ) ππό ηνλ έιεγρν δηαθνξεηηθώλ 

εθθηλεηώλ, αθεηέξνπ λα δεκηνπξγεζεί έλα ζύζηεκα θαηάιιειν γηα ηελ αλίρλεπζε θαη 

απνκόλσζε εθθηλεηώλ πνπ επάγνληαη ζε αιόθηιν πεξηβάιινλ. 
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Β. ΥΛΙΚΑ- ΜΔΘΟΓΟΙ 

1.ΥΛΙΚΑ 

 Σα βαθηεξηαθά ζηειέρε πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ εξγαζία είλαη: 

Α/Α ΒΑΚΣΖΡΗΑΚΟ ΢ΣΔΛΔΥΟ΢ ΥΑΡΑΚΣΖΡΗ΢ΣΗΚΑ 

1 E. coli/DH5a F-, θ80dlacΕΓΜ15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(rk- mk-), supE44, 

relA1, deoR, D(lacZYA-argF) U169  

2 Halomonas meridiana/DSM5425 ΆΓΡΗΟ΢ ΣΤΠΟ΢ 

 

 Σα αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ είλαη: 

Α/Α ΠΛΑ΢ΜΗΓΗΟ ΜΔΓΔΘΟ΢(Kbp) ΠΛΑ΢ΜΗΓΗΑΚΟΗ ΓΔΗΚΣΔ΢ 

1 pSUP102-GmTn1732 14,71 Cm
r
, Gm

r
, Km

r
, OriT, mob 

2 pRK2013 4,80 Km
r
, tra

+
 

3 pSUP102-GmTn1732/PstI-Pbla-inaZ/EcoRI 19,4 Cm
r
, Gm

r
, Km

r
, OriT, mob, ice 

4 pSUP102-GmTn1732/PstI-Ppdc-inaZ/EcoRI 18,53 Cm
r
, Gm

r
, Km

r
, OriT, mob, ice 

5 pSUP102-GmTn1732/HpaI-inaZ/EcoRI 18,41 Cm
r
, Gm

r
, Km

r
, OriT, mob, ice 

  

 Θξεπηηθά πιηθά 

1. Luria-Broth(L.B.) γηα ην E. coli 

A/A ΑΝΣΗΓΡΑ΢ΣΖΡΗΟ W/V 

1 NaCl 1% 

2 Yeast-extract 0,5% 

3 Bacto-tryptone 1% 

Μεηά ηελ αλάκημε ησλ παξαπάλσ ζπζηαηηθώλ ξπζκίδεηαη ην pH=7,5 κε δηάιπκα 1N 

NaOH θαη πξηλ ρξεζηκνπνηεζεί ζε πγξή θαιιηέξγεηα απνζηεηξώλεηαη ζην 

απηόθαπζην. Γηα ηελ παξαζθεπή ηξπβιίσλ πξνζηίζεηαη 2% άγαξ θαη ην κίγκα 

απνζηεηξώλεηαη ζην απηόθαπζην. 

2. SW30 γηα αιόθηια βαθηήξηα (Halomonas meridiana) 

Α/Α ΑΝΣΗΓΡΑ΢ΣΖΡΗΟ g/lt 

1 NαCl 234 

2 MgCl2 6H2O(*) 39 

3 MgSO4 7 H2O 61 

4 CαCl2(*) 1 

5 KCl 6 

6 NαHCO3 0,2 
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(*)΢εκείσζε: Σα αληηδξαζηήξηα απηά δπγίδνληαη θαη δηαιπηνπνηνύληαη μερσξηζηά θαη 

πξνζηίζεληαη ηειεπηαία πξηλ ηε ηειηθή ξύζκηζε ηνπ όγθνπ (1lt). 

Σν SW30 θηιηξάξεηαη κε εηδηθή δηάηαμε ρξεζηπνηώληαο θίιηξν (Gelman science) 

δηακέηξνπ πόξσλ (0,45κm) θαη απνζηεηξώλεηαη ζην απηόθαπζην. Γηα ηελ παξαζθεπή 

δηαιπκάησλ ην SW30 αξαηώλεηαη κε d H2O ζε SW2 (2%v/v), ζε SW10 (10%v/v), 

πξνζηίζεηαη Yeast-extract (0,5%), ξπζκίδεηαη ην pH=7,2 κε δηάιπκα 1N NaOH  θαη 

απνζηεηξώλεηαη ζην απηόθαπζην. Γηα ηελ πξνεηνηκαζία ηξπβιίσλ SW2 πξνζηίζεηαη 

επηπιένλ 2% άγαξ θαη ην κίγκα απνζηεηξώλεηαη ζην απηόθαπζην. 

 

 Αληηβηνηηθά 

Γηα ηελ θαιιηέξγεηα ησλ βαθηεξηαθώλ ζηειερώλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα αθόινπζα 

αληηβηνηηθά: 

Α/Α ΑΝΣΗΒΗΟΣΗΚΟ Ε. coli(κg/ml) H. Elongata(κg/ml) 

1 Aκπηθηιιίλε(Amp) 100 100 

2 Καλακπθίλε(km) 50 50 

3 Ρηθακπηθίλε(Rif) 20 20 

4 Υισξακθαηληθόιε(cm) 20 20 

 

    Σα πδαηηθά δηαιύκαηα ησλ αληηβηνηηθώλ ακπηθηιιίλε, θαλακπθίλε 

απνζηεηξώλνληαη κε θηιηξάξηζκα ρξεζηκνπνηώληαο θίιηξν δηακέηξνπ πόξσλ (0,45 

κm), ελώ ηα αηζαλνιηθά δηαιύκαηα ησλ αληηβηνηηθώλ ξηθακπηθίλεο θαη 

ρσξακθαηληθόιεο δελ θηιηξάξνληαη. Σα δηαιύκαηα απνζεθεύνληαη ζηνπο (-20
0
C).   

 

 Σα αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα παξαζθεπή ησλ δηαιπκάησλ ήηαλ 

ησλ εηαηξηώλ Merck, Sigma 

 

 Σα έλδπκα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ ησλ εηαηξηώλ Amersham Life Sciences 
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2. ΜΔΘΟΓΟΙ 

  

2.1 Υεηξηζκόο βαθηεξηαθώλ θαιιηεξγεηώλ 

 

2.1.1 Καιιηέξγεηα βαθηεξηαθώλ θπηηάξσλ 

    Γηα ηελ θαιιηέξγεηα ησλ ζηειερώλ Ε.coli θαη ηνπ αιόθηινπ H. meridiana  

αθνινπζήζεθε ε ίδηα δηαδηθαζία. Αξρηθά ηα ζηειέρε θαιιηεξγήζεθαλ ζε ηξπβιία 

ζξεπηηθνύ πιηθνύ L-broth γηα ηα ζηειέρε Ε. coli κε (km) θαη SW2 γηα ην αιόθηιν, 

πνπ εκβνιηάζηεθαλ από δείγκα θύιαμεο ζηνπο -800 C. Δπσάδνληαη  ζηνπο 37
0
C 

νινλπθηίσο γηα λα αλαπηπρζνύλ πιήξσο. Οη ζηεξεέο θαιιηέξγεηεο δηαηεξνύληαη 

ζηνπο 4
0
C  γηα 3 κήλεο θαη αλαλεώλεηαη ε θαιιηέξγεηα θάζε κήλα. Γηα ηελ πγξή 

θαιιηέξγεηα ησλ ζηειερώλ εκβνιηάδεηαη ην αλάινγν πγξό ζξεπηηθό πιηθό κε 

αληηβηνηηθό κε κνλή απνηθία από ηελ αληίζηνηρε ζηεξεή θαιιηέξγεηα θαη 

επσάδεηαη νινλπθηίσο ζε ηξνρηαθό αλαδεπηήξα ζηνπο 37
 0
C.  

 

2.1.2 Απνζήθεπζε ζηειερώλ 

    Γηα ηελ δηαηήξεζε ησλ ζηειερώλ γηα κεγάιν ρξνληθό δηάζηεκα ηα βαθηεξηαθά 

ζηειέρε απνζεθεύνληαη ζηνπο -80
0
C ρξεζηκνπνηώληαο δηάιπκα γιπθεξόιεο 

100%. 

 

2.1.3 Βαθηεξηαθή ζύδεπμε- Μεηάζεζε 

         Ζ κέζνδνο βαζίδεηαη ζηελ ηδηόηεηα ησλ ζπδεπθηηθώλ θαη θηλεηνπνηήζεκσλ 

πιαζκηδίσλ λα κεηαθέξνληαη από ην θύηηαξν δόηε πνπ θέξεη ην πιαζκίδην ζε έλα 

θύηηαξν δέθηε. Ζ δηαδηθαζία ελεξγνπνηείηαη όηαλ ην θύηηαξν δόηεο έξζεη θνληά κε ην 

θύηηαξν δέθηε. Γηα λα ζπκβεί απηό ηα θύηηαξα δόηε θαη δέθηε δηεζνύληαη κε ηε 

βνήζεηα εηδηθήο δηάηαμεο ζε θίιηξν ληηξηθήο θπηηαξίλεο δηακέηξνπ πόξσλ 0,20 κm 

θαη αθήλνληαη λα αλαπηπρζνύλ ζε ηξπβιίν νινλπθηίσο. Αλαιπηηθόηεξα θαιιηέξγεηεο 

30 ml (L-broth) Ε. coli κε ηα αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα θαη ην βνεζεηηθό πιαζκίδην 

pRK2013 ζε αληηβηνηηθό (Km) θαη ηνπ αιόθηινπ H. meridiana (SW2) αλαπηύζζνληαη 

νινλύθηηα ζε ηξνρηαθό αλαδεπηήξα ζηνπο 37
 0

C. Μεηξάηαη  ε νπηηθή ππθλόηεηα θάζε 

θαιιηέξγεηαο ώζηε λα κελ μεπεξλάεη  ηελ ηηκή (O.D=0,5). Αθνινύζσο  200 κl από 

θάζε θαιιηέξγεηα (H. meridiana/ Ε. coli-pRK2013/Ε. coli-αλαζπλδπαζκέλν  

πιαζκίδην) ηνπνζεηνύληαη ζε ζσιελάθη ηύπνπ eppendorf  θαη θπγνθεληξνύληαη ζηηο 

6000 rpm γηα ηξία ιεπηά. Σν ίδεκα επαλαησξείηαη ζε 1,0 ml SW2 γηα λα 

απνκαθξπλζνύλ ηα αληηβηνηηθά θαη θπγνθεληξείηαη ζε 6000 rpm γηα ηξία ιεπηά. Σν 

θπηηαξηθό ίδεκα επαλαησξείηαη ζε 100 κl SW2 θαη κε ηε βνήζεηα θαηάιιειεο 
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δηάηαμεο πνπ πεξηιακβάλεη εηδηθό θίιηξν ληηξνθπηηαξίλεο δηακέηξνπ πόξσλ 0,20 κm  

δηεζείηαη ππό θελό. ΢ηελ ην θίιηξν ηνπνζεηείηαη ζε ηξπβιίν κε ζξεπηηθό πιηθό SW2  

θαη επσάδεηαη νινλπθηίσο ζηνπο 37
0
C ζε επσαζηηθό θιίβαλν. Μόιηο ηα 

κεηαζπδεπγκέλα θύηηαξα αλαπηπρζνύλ επαλαησξνύληαη ζε 1,0 ml SW2, 100 κl από 

ην θπηηαξηθό ελαηώξεκα αξαηώλνληαη κε 900κl SW1 θαη αλακηγλύνληαη θαιά (1
ε
 

αξαίσζε). 100 κl από ην λέν ελαηώξεκα αξαηώλνληαη κε 900 κl SW1 θαη 

αλακηγλύνληαη θαιά (2
ε
 αξαίσζε). 100 κl από θάζε αξαίσζε θαη από ην αξρηθό 

ελαηώξεκα θαιιηεξγνύληαη ζε ηξπβιία SW2 κε Km (επηινγή ηνπ ηξαλζπνδόληνπ) θαη  

Rif (γηα επηινγή ηνπ αιόθηινπ ζηειέρνπο). Σα ηξπβιία επσάδνληαη νινλπθηίσο ζε 

επσαζηηθό θιίβαλν ζηνπο 30
0
C.  

 

2 2. Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA 

 (Jet quick spin column technique Genomed) 

    Ζ απνκόλσζε ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA πξαγκαηνπνηείηαη ζύκθσλα κε ηηο νδεγίεο 

ηνπ παθέηνπ πιηθώλ ηεο Genomed. ΢πγθεθξηκέλα πξνεηνηκάδεηαη βαθηεξηαθή 

θαιιηέξγεηα 3,0 ml, όπσο πεξηγξάθεηαη παξαπάλσ. 1,5 ml θπηηαξηθνύ 

ελαησξήκαηνο ηνπνζεηνύληαη ζε ζσιελάθη ηύπνπ eppendorf  θαη θπγνθεληξνύληαη 

ζε θπγόθεληξν eppendorf ζηηο 12000 rpm γηα ηξεηο θνξέο. Αθνινύζσο ην ίδεκα 

επαλαησξείηαη ζε 210 κl δηαιύκαηνο επαλαηώξεζεο (G1: παθέην πιηθώλ Genomed ) 

θαη αλαδεύεηαη κέρξη λα νκνγελνπνηεζεί πιήξσο. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεηαη 210 κl 

από ην δηάιπκα ιύζεο (G2: παθέην πιηθώλ Genomed), ην ελαηώξεκα αλαδεύεηαη 

ήπηα θαη επσάδεηαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα πέληε ιεπηά. Ακέζσο κεηά  

πξνζηίζεηαη 280 κl από  ην δηάιπκα εμνπδεηέξσζεο (G3: παθέην πιηθώλ Genomed ) 

ππό ήπηα αλάδεπζε θαη ην δηάιπκα θπγνθεληξείηαη ζηηο 12000rpm γηα 10 ιεπηά. Σν 

ππεξθείκελν δηάιπκα πνπ πεξηέρεη ην πιαζκηδηαθό DNA ηνπνζεηείηαη ζε εηδηθή 

ζηήιε (kit) πνπ είλαη πξνζαξκνζκέλε ζε ζσιελάθη θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε 

ζηηο 12000 rpm γηα έλα ιεπηό. Σν έθπιπκα ηεο ζηήιεο απνξξίπηεηαη θαη ζηελ ζηήιε 

πξνζηίζεληαη 700 κl δηαιύκαηνο έθπιπζεο θαη  αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηηο 12000 

rpm γηα έλα ιεπηό. Ζ δηαδηθαζία επαλαιακβάλεηαη κηα αθόκε θνξά θαη ην 

πιαζκηδηαθό DNA αλαθηάηαη από ηελ ζηήιε κε έθπιπζε κε 75 κl dH2O ζε 

ζσιελάθη ηύπνπ eppendorf κεηά από θπγνθέληξεζε ζηηο 12000 rpm γηα δπν ιεπηά. 

 

2.3 Απνκόλσζε ρξσκνζσκηθνύ DNA κε κέζνδν Φαηλόιεο/ρισξνθόξκηνπ 

    Με ηε κέζνδν απηή είλαη δπλαηό λα απνκνλσζεί ρξσκνζσκηθό DNA πςειήο 

θαζαξόηεηαο εμαηηίαο ηεο εθρύιηζεο ηνπ δηαιύκαηνο πνπ πεξηέρεη ην DNA κε 
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δηάιπκα Φαηλόιεο/ρισξνθόξκηνπ πξηλ ηελ ηειηθή θαηαθξύκληζή ηνπ. Αλαιπηηθόηεξα 

πξνεηνηκάδεηαη βαθηεξηαθή θαιιηέξγεηα 11 ml, όπσο πεξηγξάθεηαη παξαπάλσ. 10 ml 

θπηηαξηθνύ ελαησξήκαηνο θπγνθεληξνύληαη ζηηο 12000 rpm γηα 20 ιεπηά ζηνπο 4
0
C. 

Αθνινπζεί επαλαηώξεζε ησλ θπηηάξσλ ζε 3ml δηαιύκαηνο Α θαη ζηελ ζπλέρεηα 

πξνζηίζεηαη 500 κl δηαιύκαηνο Β, ην δηάιπκα αλαδεύεηαη θαη ακέζσο πξνζηίζεληαη 

1,2 ml δηαιύκαηνο Γ θαη ην κίγκα επσάδεηαη γηα 30 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

΢ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεηαη 600 κl 5%SDS θαη ην δηάιπκα αλαδεύεηαη θαιά γηα 10 

δεπηεξόιεπηα. Αθνινύζσο πξνζηίζεηαη 25 κl δηαιύκαηνο RNAase(10mg/ml) θαη ην 

κίγκα επσάδεηαη γηα 1 ώξα ζηνπο 37
 0

C. ΢ηελ ζπλέρεηα πξνζηίζεηαη 10 κl δηαιύκαηνο 

Πξσηετλάζεο Κ(10mg/ml) ) θαη ην κίγκα επσάδεηαη γηα 1 ώξα ζηνπο 37
 0

C. 

Αθνινπζεί  πξνζζήθε 4,5 ml θαηλόιεο θαη θπγνθέληξηζε γηα λα δηαρσξηζηνύλ νη 

θάζεηο. ΢πιιέγεηαη ε πδαηηθή θάζε (πάλσ θάζε) θαη επαλαιακβάλεηαη ε δηαδηθαζία 

απηή γηα κηα αθόκα θνξά. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεηαη ίζνο όγθνο κίγκαηνο 

ρισξνθνξκίνπ/ηζνακπιηθήο 24:1, ην κίγκα θπγνθεληξείηαη γηα λα δηαρσξηζηνύλ νη 

θάζεηο θαη ζπιιέγεηαη ε πδαηηθή θάζε. ΢ηελ εθρπιηζκέλε πδαηηθή θάζε 

πξνζηίζεληαη 530κl 3M CH3COOΝα  pH=5,5 θαη 15 ml αηζαλόιεο. Σν κίγκα 

αλαθηλείηαη ήπηα ώζηε λα θαηαθξεκληζηεί  ην ρξσκνζσκηθό DNA. Σν DNA 

παξαιακβάλεηαη κε γπάιηλε πηπέηα pasteur, κεηαθέξεηαη ζε ζσιελάθη ηύπνπ 

eppendorf θαη πξνζηίζεηαη 1,0 ml αηζαλόιεο 70%. Σν δηάιπκα  ζπκππθλώλεηαη κέρξη 

μεξνύ ζε μεξαληήξα θελνύ(speed vac) θαη πξνζηίζεληαη 500 κl ΣΔ(1:10) θαη 

αθήλεηαη νινλπθηίσο λα απαλαησξεζεί ζηνπο 4
0
C. 

Απαηηνύκελα δηαιύκαηα  

 Γηάιπκα Α 

      10%      ΢νπθξόδε           

      50 mM   Tris            pH=8,0 

 Γηάιπκα Β 

        Λπζνδύκε           (10mg/ml) 

       250 mM  Tris                    pH=8,0 

 Γηάιπκα Γ 

       100 mM    EDTA             pH=8,0 
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2.4. Μεηαθνξά DNA από πήγκα αγαξόδεο ζε θίιηξν ληηξηθήο θπηηαξίλεο 

              Απνηύπσζε ηνπ DNA θαηά Southern (Southern blotting) 

2.4.1 Πέςε κε πεξηνξηζηηθά έλδπκα θαη ειεθηξνθόξεζε ρξσκνζσκηθνύ DNA  

Ζ πέςε ηνπ ρξσκνζσκηθνύ DNA πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηα έλδπκα BglII, PvuII. 

Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε πεξηιακβάλεη αξρηθά ζπκπύθλσζε ηνπ 

δείγκαηνο ηνπ DNA όγθνπ 50 κl  κέρξη μεξνύ ζηνλ μεξαληήξα θελνύ(speed vac). 

΢ηε ζπλέρεηα ην DNA επαλαησξείηαη ζε 15 κl ΣΔ10 θαη πξνζηίζεληαη ηα 

παξαθάησ αληηδξαζηήξηα: 

Α/Α ΓΔΗΓΜΑ ΟΓΚΟ΢(κl) 

1 DNA 15 

2 10x Buffer 3 

3 BglII(10U/κl) 3(30U) 

4 dH2O 9 

5 Σειηθόο όγθνο 30 

 

     Δπηπιένλ επηιέγεηαη σο ζεηηθόο κάξηπξαο ην πιαζκίδην pSUP202GmTn1732 θαη 

αξλεηηθόο κάξηπξαο έλα νπνηνδήπνηε πιαζκίδην όπσο είλαη ην pET3α, πνπ πθίζηαηαη 

πέςε κε ην έλδπκν BglII. Οη πέςεηο πξαγκαηνπνηνύληαη νινλύθηηα ζηνπο 37
0
C. Γηα 

ηελ ειεθηξνθόξεζε ησλ πέςεσλ πξνεηνηκάδεηαη πεθηή αγαξόδεο 1% ζε ΣΒΔ θαη ζηα 

δείγκαηα πξνζηίζεηαη 6 κl loading buffer (Kεθ. 3)  ζηα 110 Volt. 

 

2.4.2 Γηαδηθαζία κεηαθνξάο ηνπ DNA ζε θίιηξν ληηξηθήο θπηηαξίλεο  

    Με ηελ κέζνδν (Southern blotting) είλαη δπλαηή ε κεηαθνξά ηκεκάησλ ηνπ DNA 

από πεθηή αγαξόδεο ζε εηδηθά θίιηξα όπσο είλαη ην θίιηξν ληηξηθήο θπηηαξίλεο. Ζ 

απνηύπσζε πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε βνήζεηα αλνδηθήο ηξηρνεηδηθήο κεηαθνξάο από 

ηελ πεθηή ζην θίιηξν ρξεζηκνπνηώληαο δηάιπκα πςειήο ζπγθέληξσζε άιαηνο. Με 

ηε δηαδηθαζία απηή είλαη δπλαηή ε πξόζδεζε ηνπ DNA ζην θίιηξν θαη ε κόληκε  

αθηλεηνπνίεζή ηνπ πξαγκαηνπνηείηαη κε ηελ  αθηηλνβόιεζε ηνπ θίιηξνπ κε ππεξηώδε 

αθηηλνβνιία ζηα (302 nm) γηα 3-4 ιεπηά. Αλαιπηηθά ε δηαδηθαζία κεηαθνξάο  

πεξηιακβάλεη αξρηθά ηελ κεηαθνξά ηνπ πήγκαηνο ζε γπάιηλν δνρείνπ  πνπ πεξηέρεη 

αλάινγα κε ην κήθνο ηνπ πήγκαηνο 250-500 ml δηαιύκαηνο κεηνπζίσζεο. Σν 

δηάιπκα αλαδεύεηαη ήπηα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 45 ιεπηά ζηε ζπλέρεηα ην 

πήγκα εκβαπηίδεηαη ζε δηάιπκα εμνπδεηέξσζεο ίδηνπ όγθνπ θαη αλαδεύεηαη ήπηα ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 45 ιεπηά. ΢ηελ ζπλέρεηα ζε γπάιηλν δνρείν 



93 

 

ζπλαξκνινγείηαη ε δηάηαμε  κεηαθνξάο πνπ απνηειείηαη από κηα γπάιηλε πιάθα ζηηο 

δηαζηάζεηο ηνπ πήγκαηνο. ΢ηελ επηθάλεηα ηεο πιάθαο ηνπνζεηνύληαη ηξία θύιια από 

δηεζεηηθό ραξηί whatman 3ΜΜ κε πιάηνο ζηηο δηαζηάζεηο ηνπ πήγκαηνο θαη κήθνο 

ηέηνην ώζηε λα ζρεκαηίδνπλ ζρήκα γέθπξαο όηαλ ηνπνζεηνύληαη ζηελ πιάθα. Με ηηο 

άθξεο ηνπο λα εθάπηνληαη ζηελ βάζε ηνπ δνρείνπ. Πξηλ ηνπνζεηεζεί ην πήγκα ηεο 

αγαξόδεο ζην δνρείν πξνζηίζεηαη αξθεηή πνζόηεηα δηαιύκαηνο 10xSSC θαη αθήλεηαη 

λα δηαπνηηζηνύλ θαιά ηα θύιια από ραξηί whatman. Οη θπζαιίδεο από αέξα πνπ 

ηπρόλ ζα ζρεκαηηζηνύλ απνκαθξύλνληαη κε γπάιηλε ξάβδν. Σν πήγκα ηεο αγαξόδεο 

ηνπνζεηείηαη πάλσ ζηα θύιια whatman αλεζηξακέλν πξνζεθηηθά ώζηε κα κελ 

δεκηνπξγεζνύλ θπζαιίδεο από αέξα. ΢ηελ ζπλέρεηα πξνζηίζεηαη ην θίιηξν ληηξηθήο 

θπηηαξίλεο πνπ είλαη θαηά 3 mm κεγαιύηεξν, αθνύ πξώηα δηαβξαρεί ζε δηάιπκα 6 

xSSC ελώ κε ηε βνήζεηα γπάιηλεο ξάβδνπ απνκαθξύλνληαη νη θπζαιίδεο ηνπ αέξα. 

΢ηελ επηθάλεηα ηνπ θίιηξνπ ηνπνζεηνύληαη δπν θύιια από ραξηί whatman 3ΜΜ ζηηο 

δηαζηάζεηο ηνπ πήγκαηνο, αθνύ πξώηα δηαβξαρνύλ ζε δηάιπκα 6xSSC θαη κε ηε 

βνήζεηα γπάιηλεο ξάβδνπ απνκαθξύλνληαη νη θπζαιίδεο ηνπ αέξα. Δπηπιένλ ζηε 

επηθάλεηα ησλ θύιισλ whatman 3ΜΜ ηνπνζεηείηαη ζηξώκα απνξξνθεηηθνύ ραξηηνύ 

ζε ύςνο ~4cm θαη  κηα πιάθα από γπαιί θαζώο επίζεο θαη έλα βαξύ αληηθείκελν 

~0,5kg γηα λα δηαηεξεζεί ε αθεξαηόηεηα ηεο δηάηαμεο.  Ζ δηαδηθαζία ηεο κεηαθνξάο 

δηαξθεί πεξίπνπ 20 ώξεο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Μόιηο νινθιεξσζεί ε κεηαθνξά 

ε δηάηαμε απνζπλαξκνινγείηαη πξνζεθηηθά θαη ζεκεηώλνληαη κε κνιύβη νη ζέζεηο ησλ 

θξεαηίσλ ζην θίιηξν, ώζηε λα είλαη δπλαηή ε αλαγλώξηζε ησλ ζέζεσλ ησλ δεηγκάησλ 

θαηά ησλ πβξηδηζκό. ΢ηε ζπλέρεηα ην θίιηξν εθπιέλεηαη  κε δηάιπκα 6xSSC γηα 5 

ιεπηά  ππό αλάδεπζε θαη αθήλεηαη λα ζηεγλώζεη πιήξσο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

Αθνινύζσο εθηίζεηαη ζε ππεξηώδε αθηηλνβνιία  γηα 4 ιεπηά  γηα λα κνληκνπνηεζεί ε 

πξόζδεζε ηνπ DNA κε ηε δεκηνπξγία ζηαπξνδεζκώλ ζηελ επηθάλεηα ηνπ θίιηξνπ. 

Απαηηνύκελα δηαιύκαηα      

 Γηάιπκα κεηαθνξάο 20xSSC                     

3 Μ Κηηξηθό λάηξην    

      3 Μ  NαCl     pH=7 

 Γηάιπκα κεηνπζίσζεο 

 0,5 Ν     NαΟΖ                 

      1,5 Μ      NαCl                    
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 Γηάιπκα εμνπδεηέξσζεο 

1 M Tris  pH=8 

       1,5M NαCl          

 

2.5.  Με ξαδηελεξγόο πβξηδηζκόο DNA-DNA 

(Boehringer Mannheim cat. No. 1093657) 

    Ζ βαζηθή αξρή ηελ δηαδηθαζίαο ηνπ πβξηδηζκνύ ζηεξίδεηαη ζηελ ηθαλόηεηα 

ζρεκαηηζκνύ δεζκώλ πδξνγόλνπ κεηαμύ κνλόθισλσλ ζπκπιεξσκαηηθώλ αιπζίδσλ 

DNA ή RNA. Ζ έθηαζε ηεο νκνινγίαο κεηαμύ ησλ αιπζίδσλ ηνπ πβξίδηνπ θαζνξίδεη 

ηε ζηαζεξόηεηά ηνπ θαη ηηο ζπλζήθεο ηνπ πβξηδηζκνύ. Όηαλ ε νκνινγία είλαη 

εθηεηακέλε ηόηε ν πβξηδηζκόο πξαγκαηνπνηείηαη ζε πςειή ζεξκνθξαζία (68
0
C) θαη 

ρακειή ζπγθέληξσζε αιάησλ, ελώ ζε αληίζεηε πεξίπησζε επηιέγεηαη ρακειή 

ζεξκνθξαζία (42
0
C) θαη πςειή ζπγθέληξσζε αιάησλ. Ζ ρξεζηκόηεηα ηεο κεζόδνπ 

έγθεηηαη ζηε δπλαηόηεηα αλίρλεπζεο αιιεινπρηώλ DNA ρξεζηκνπνηώληαο θαηάιιειν 

αληρλεπηηθό κόξην DNA (probe) κηθξνύ κήθνπο ζεκαζκέλν κε ρξσκνθόξν νπζία 

(δηγνμηγελίλε) ή κε ξαδηελεξγά λνπθιενηίδηα. Ζ δηαδηθαζία ηνπ πβξηδηζκνύ 

πεξηιακβάλεη αξρηθά ηελ επώαζε ηνπ θίιηξνπ ζε γπάιηλν θύιηλδξν πβξηδηζκνύ κε 

δηάιπκα πξνπβξηδηζκνύ 20ml/ 100cm
2
ζε ζεξκνθξαζία (42

0
C) κε ήπηα αλαθίλεζε γηα 

1-2 ώξεο. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεηαη ην δηάιπκα πβξηδηζκνύ (2,5ml/100cm
2
) πνπ 

θέξεη ην αληρλεπηηθό κόξην (50ng/ml) κεηνπζησκέλν κε βξαζκό πδαηόινπηξν γηα 10 

ιεπηά. Ο πβξηδηζκόο πξαγκαηνπνηείηαη ζε ζεξκνθξαζία (42
0
C) κε ήπηα αλαθίλεζε γηα 

20 ώξεο. ΢ηε ζπλέρεηα ην θίιηξν εθπιέλεηαη κε 50 ml δηαιύκαηνο Α κε ήπηα 

αλαθίλεζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 5 ιεπηά. Αθνινπζνύλ δπν πιύζεηο κε 50 ml 

δηαιύκαηνο Β  κε ήπηα αλαθίλεζε ζε ζεξκνθξαζία ( 42
0
C) γηα 20 ιεπηά. Σν θίιηξν 

είλαη δπλαηό λα εκθαληζηεί ακέζσο ή  αθνύ ζηεγλώζεη λα απνζεθεπηεί θαη ε 

εκθάληζή ηνπ λα πξαγκαηνπνηεζεί αξγόηεξα. 

Απαηηνύκελα δηαιύκαηα 

 Γηάιπκα πξνπβξηδηζκνύ/πβξηδηζκνύ 

             SSC                                   5x 

             N-lauroylsarcosine            0,1%(w/v) 

             SDS                                   0,02%(w/v)      

            Αληηδξαζηήξην  Blocking  1% 

   Γηα ηελ παξαζθεπή ηνπ δηαιύκαηνο είλαη αλαγθαία ε ζέξκαλζή ηνπ ζηνπο 50-70
0
c 

γηα  κηα ώξα κέρξη λα δηαιπηνπνηεζεί πιήξσο ην αληηδξαζηήξην blocking. Σν δηάιπκα 

απνζεθεύεηαη ζηνπο –24
0
c . Σν δηάιπκα πβξηδηζκνύ παξαζθεπάδεηαη κε ηελ δηάιπζε 

ηνπ ζεκαζκέλνπ αληρλεπηηθνύ  κνξίνπ DNA ζε νξηζκέλν όγθν δηαιύκαηνο 
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πξνπβξηδηζκνύ θαη κεηά ησλ πβξηδηζκό θπιάζζεηαη, αθνύ είλαη δπλαηό λα 

ρξεζηκνπνηεζεί 5-8 θνξέο. Απνζεθεύεηαη  ζηνπο –24
0
c . 

 Γηάιπκα Α  

            2x   SSC                 

            0,1%(w/v)  SDS                 

   

 Γηάιπκα Β 

             0,1x   SSC                 

            0,1%(w/v)   SDS                 

   
 

 

2.5.1. Απνκόλσζε ηνπ αληρλεπηηθνύ κνξίνπ DNA κε πέςε κε ην έλδπκν EcoRI 

Ζ δηαδηθαζία ηεο ζήκαλζεο πεξηιακβάλεη αξρηθά ηελ πέςε  ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ 

πιαζκηδίνπ pSUP102GmTn1732 κε ην έλδπκν EcoRI : 

A/A ΓΔΗΓΜΑ ΟΓΚΟ΢(κl) 

1 DNA 10 

2 10x Buffer 5 

3 EcoRI(12u/κl) 2,5(30 u) 

4 d H2O 32,5 

5 Σειηθόο όγθνο  50 

Ζ πέςε πξαγκαηνπνηείηαη ζηνπο 37
0
C νινλπθηίσο. ΢ηελ ζπλέρεηα γηα ηελ απνκόλσζε 

ηνπ ηξαλζπνδόληνπ Tn1732 πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ ζήκαλζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε ειεθηξνθόξεζε ζε 0,9% αγαξόδε ζε ΣΒΔ (Δηθόλα 5) 

  

 

Δηθόλα 5: Ζιεθξηνθόξεζε πέςεο πιαζκηδίνπ pSUP102GmTn1732 

 

Από ηελ πεθηή κεηά ηελ ειεθηξνθόξεζε απνκνλώλεηαη ε δώλε κεγέζνπο 6,7 kb πνπ 

αληηζηνηρεί ζην ηξαλζπνδόλην Tn1732. 

 

 

   ι                   Α  

Α:Πιαζκίδην    

pSUP102GmTn1732/EcoRI 

Εώλε κεγέζνπο 6,7kb 

πνπ απνκνλώλεηαη 
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2.5.2  Καζαξηζκόο ηεο δώλεο ηνπ DNA κε ηε κέζνδν Geneclean II (BIO 101) 

    Ζ δηαδηθαζία  ηνπ θαζαξηζκνύ ηνπ DNA από ηελ αγαξόδε πεξηιακβάλεη αξρηθά ηε 

δύγηζε ηεο αγαξόδεο γηα ηνλ ππνινγηζκό ηνπ όγθνπ ηνπ NαΗ πνπ ζα πξνζηεζεί.  ΢ηελ 

ζπλέρεηα πξνζηίζεληαη δπν όγθνη NαΗ (2x βάξνο ηεο δώλεο ηεο αγαξόδεο)θαη   

αθνινπζεί ζέξκαλζε ζηνπο 55
0
C γηα λα δηαιπηνπνηεζεί ε αγαξόδε. ΢ηε ζπλέρεηα 

πξνζηίζεληαη 15 κl silica matrix θαη ην κίγκα αθήλεηαη γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ αλαδεύνκελν θάζε 1-2 ιεπηά. ΢ηελ ζπλέρεηα θπγνθεληξείηαη γηα 5 

δεπηεξόιεπηα ζηηο 12000 rpm. Σν ππεξθείκελν απνξξίπηεηαη θαη ην ίδεκα εθπιέλεηαη 

κε  500 κl δηαιύκαηνο έθπιπζεο θαη θπγνθεληξείηαη γηα 5 δεπηεξόιεπηα ζηηο 12000 

rpm. Σν ππεξθείκελν απνξξίπηεηαη θαη ε δηαδηθαζία επαλαιακβάλεηαη κηα αθόκε 

θνξά. Σν ίδεκα μεξαίλεηαη ζε μεξαληήξα θελνύ θαη πξνζηίζεηαη 12 κl dH2O ην κίγκα 

αθήλεηαη γηα 2 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη θπγνθεληξείηαη γηα 5 

δεπηεξόιεπηα ζηηο 12000 rpm. ΢πιιέγνληαη ηα 10 κl ζε ζσιελάθη ηύπνπ eppendorf. 

Ζ έθινπζε κε dH2O επαλαιακβάλεηαη κηα αθόκε θνξά  θαη ζπλνιηθά ζπιιέγνληαη 20 

κl δηαιύκαηνο πνπ πεξηέρεη DNA. 5 κl από ην δείγκα ειεθηξνθνξνύληαη γηα έιεγρν 

ηεο πνηόηεηαο ηνπ DNA, ελώ ηα ππόινηπα ζα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ηρλεζέηεζε.  

Απαηηνύκελα δηαιύκαηα 

 Γηάιπκα έθπιπζεο 

50 mM ΝαCl               

10 mM Tris-HCl  pH=7,5 

 2,5 mM EDTA            

 

2.5.7.  Με ξαδηελεξγόο ζήκαλζε ηνπ αληρλεπηηθνύ κνξίνπ DNA (Μέζνδνο Dig) 
(Boehringer Mannheim cat. No. 1093657) 

 

Ζ κέζνδνο ζήκαλζεο βαζίδεηαη ζηελ ηπραία ελζσκάησζε ηνπ επηζεκαζκέλνπ 

λνπθιενηηδίνπ digoxigenin-11-dUTP ζην δίθισλν κόξην ηνπ αληρλεπηή κε ηε δξάζε 

ηνπ ελδύκνπ Klenow (ηκήκα ηεο DNA πνιπκεξάζεο Η) θαη ηελ ύπαξμε κηθξώλ 

πξηκνδνηηθώλ εμαλνπθιενηηδηθώλ αιιεινπρηώλ. Αξρηθά ην δίθισλν κόξην ηνπ 

αληρλεπηή πθίζηαηαη κεηνπζίσζε ζην επόκελν ζηάδην νη πξηκνδνηηθέο αιιεινπρηέο 

ζπλδένληαη ζηα κνλόθισλα  κόξηα ηνπ αληρλεπηή κε ζπλέπεηα ην έλδπκν Klenow λα 

αλαγλσξίζεη  ηα δίθισλα ηκήκαηα σο ζεκεία έλαξμεο ηνπ πνιπκεξηζκνύ, 

ζπλζέηνληαο ηηο λέεο αιπζίδεο ελζσκαηώλνληαο ην επηζεκαζκέλν λνπθιενηηδίνπ 

digoxigenin-11-dUTP ζην δίθισλν κόξην ηνπ αληρλεπηή. Αλαιπηηθόηεξα ην δείγκα κε 

ην DNAηνπ αληρλεπηή πθίζηαηαη βξαζκό γηα 10 ιεπηά ζε πδαηόινπηξν γηα 
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κεηνπζίσζε ηνπ δίθισλνπ κνξίνπ θαη ακέζσο κεηά ηνπνζεηείηαη γηα 10 ιεπηά ζε 

πάγν. ΢ηελ ζπλέρεηα πξνζηίζεληαη ηα παξαθάησ αληηδξαζηήξηα 

Α/Α ΑΝΣΗΓΡΑ΢ΣΖΡΗΟ ΟΓΚΟ΢(κl) 

1 DNA 15 

2 Hexanukleotide mixture 4 

3 dNTP labeling mixture 4 

4 Klenow 2 

5 dH2O 5 

   Σν κίγκα επσάδεηαη ζηνπο 37
0
C νινλπθηίσο. Αθνινύζσο πξνζηίζεληαη 2 κl EDTA 

(pH=8) 0,2M, 2,5 κl LiCl θαη  75 κl αηζαλόιε 100% θαη ην κίγκα αθήλεηαη γηα 30 

ιεπηά ζηνπο –80 
0
C γηα λα θαηαθηπκληζηεί ην DNA. Αθνινπζεί θπγνθέληξηζε ζηνπο 

12000 rpm γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4 
0
C. Σν ππεξθείκελν απνξξίπηεηαη θαη ην ίδεκα 

επαλαησξείηαη ζε 100 κl αηζαλόιε 70% θαη θπγνθεληξείηαη ζηνπο 12000rpm γηα 10 

ιεπηά ζηνπο 4 
0
C. Ξεξαίλεηαη ζην μεξαληήξα θελνύ  γηα 10 ιεπηά θαη επαλαησξείηαη 

ζε 50 κl ΣΔ10. ΢ηελ ζπλέρεηα ην δείγκα ηνπ ζεκαζκέλνπ αληρλεπηηθνύ κνξίνπ 

πξνζηίζεηαη ζε 30 κl δηαιύκαηνο πξνπβξηδηζκνύ. 

  

2.5.4  Γηαδηθαζία ρξώζεο ηνπ θίιηξνπ 

     Ζ δηαδηθαζία ηεο ρξώζεο ηνπ θίιηξνπ πξαγκαηνπνηείηαη κεηά ηνλ πβξηδηζκό κε ην 

αληρλεπηηθό κόξην DNA θαη πεξηιακβάλεη ηα παξαθάησ βήκαηα. Αξρηθά ην θίιηξν 

εθπιέλεηαη  κε 100 ml δηαιύκαηνο Α γηα έλα ιεπηό ππό ήπηα αλαθίλεζε. Αθνινπζεί 

επώαζε ηνπ θίιηξνπ κε 100 ml δηαιύκαηνο Β γηα 30 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 

θαη γξήγνξε έθπιπζε κε 100 ml δηαιύκαηνο Α γηα έλα ιεπηό ππό ήπηα αλαθίλεζε. 

΢ηε ζπλέρεηα ην θίιηξν επσάδεηαη κε 30 ml δηαιύκαηνο Α πνπ πεξηέρεη 4 κl 

(150mU/ml) κίγκαηνο αληηζώκαηνο(anti-digoxigenin) ζεκαζκέλνπ κε αιθαιηθή 

θσζθαηάζε γηα 30 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Σν θίιηξν εθπιέλεηαη  δπν 

θνξέο κε 100 ml δηαιύκαηνο Α γηα 15ιεπηά ππό ήπηα αλαθίλεζε. ΢ηελ ζπλέρεηα 

πξνζηίζεηαη 50 ml δηαιύκαηνο 1x reaction buffer κε Mg θαη ην θίιηξν επσάδεηαη γηα 

3 ιεπηά. Σν δηάιπκα απνξξίπηεηαη θαη πξνζηίζεηαη 10 ml δηαιύκαηνο ρξώζεηο θαη ην 

θίιηξν επσάδεηαη ζε ζθνηεηλό ρώξν κέρξη ε ρξώζε λα θηάζεη ζε επηζπκεηά 

(εμεηάδνληαο ην ρξώκα ηνπ ζεηηθνύ κάξηπξα). Ακέζσο κεηά ην δηάιπκα ρξώζεο 

απνξξίπηεηαη θαη ην θίιηξν εθπιέλεηαη  κε 50 ml δηαιύκαηνο Γ. 
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Απαξαίηεηα δηαιύκαηα 

 Γηάιπκα Α(200
C) 

 100 mM Tris-HCl    pH=7,5 

      150 mM  NαCl                  

Γηάιπκα Β(200
C) 

       Αληηδξαζηήξην blocking ζε δηάιπκα Α    0,5% 

 Γηάιπκα Γ(TE10) 200
C) 

10 mM Tris-HCl   pH=8 

1 mM    EDTA                  

 1x Reaction buffer 

  100 mM Tris-HCl   pH=9,5 

  100 mM NαCl                  

       50 mM MgCl2                        

 Γηάιπκα ρξώζεο(Κηη) 

           ΢ε 20 ml δηαιύκαηνο 1x reaction buffer πξνζηίζεληαη: 

            90κl   ΝΒΣ( 4-Nitro-blue tetrazoliumcloride) 

            70κl    X-Pho(5-Bromo-4-cloro-3-indol-phosphate) 

 

     2.6. .Μεηαθνξά θαη ιύζε απνηθηώλ πάλσ ζε λαύινλ θίιηξν γηα in situ πβξηδηζκό  
 

     Ζ κέζνδνο επηηξέπεη ηε κεηαθνξά ζε λαύινλ θίιηξν ηνπ DNA από κηα απνηθία, 

ηελ πξόζδεζή ηνπ ζην θίιηξν θαη ηελ πεξαηηέξσ αλάιπζε ηνπ κε ηε κέζνδν ηνπ 

πβξηδηζκνύ. Αλαιπηηθόηεξα λαύινλ θίιηξν ζηηο δηαζηάζεηο ηξπβιίνπ ηνπνζεηείηαη ζε 

ηξπβιίν κε ην θαηάιιεια ζξεπηηθό πιηθό. ΢ην θίιηξν ηνπνζεηνύληαη κε ηελ βνήζεηα 

απνζηεηξσκέλεο ζθξαγίδαο νη απνηθίεο θαη αθήλνληαη λα αλαπηπρζνύλ νινλπθηίσο 

ζε επσαζηηθό θιίβαλν ζηνπο 37
0
C. ΢ηε ζπλέρεηα ην ηξπβιίν αθήλεηαη γηα κηα ώξα 

ζηνπο 4
0
C θαη ζηελ ζπλέρεηα  ηνπνζεηείηαη ζηελ επηθάλεηα θύιινπ whatman 3ΜΜ 

πνπ είλαη δηαπνηηζκέλν κε δηάιπκα 10% SDS θαη επσάδεηαη γηα επηά ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, όπνπ ιακβάλεη ρώξα ε ιύζε ησλ απνηθηώλ. Αθνινύζσο 

πξαγκαηνπνηείηαη ε επεμεξγαζία ηνπ θίιηξνπ κε δηάιπκα κεηνπζίσζεο όπσο 

παξαπάλσ θαη επσάδεηαη γηα επηά ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. ΢ηελ ζπλέρεηα ην 

θίιηξν ηνπνζεηείηαη ζε θύιινπ whatman 3ΜΜ πνπ είλαη δηαπνηηζκέλν κε δηάιπκα 

εμνπδεηέξσζεο θαη επσάδεηαη γηα επηά ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Καηόπηλ ην 
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θίιηξν ηνπνζεηείηαη ζε θύιινπ whatman 3ΜΜ πνπ είλαη δηαπνηηζκέλν κε δηάιπκα 2x 

SSC θαη επσάδεηαη γηα ηξία ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

Σν θίιηξν αθήλεηαη λα ζηεγλώζεη ζε δηεζεηηθό ραξηί θαη ην DNA πνπ απνκνλώζεθε 

από θάζε απνηθία κνληκνπνηείηαη ζην θίιηξν κε αθηηλνβόιεζε ζε ππεξηώδε 

αθηηλνβνιία (320nm) γηα ηέζζεξα ιεπηά. Αθνινύζσο ην θίιηξν εθπιέλεηαη κε 

δηάιπκα 3x SSC, 0,1% SDS γηα ηελ απνκάθξπλζε ηνπ κε κνληκνπνηεκέλνπ DNA. Ζ 

έθπιπζε δηαξθεί 3 ώξεο  ζηνπο 50
0
C ζε γπάιηλν θύιηλδξν πβξηδηζκνύ. Οη δηαδηθαζίεο 

πξνπβξηδηζκνύ/ πβξηδηζκνύ πξαγκαηνπνηνύληαη όπσο πεξηγξάθεθε παξαπάλσ κε 

κόλε δηαθνξά όηη όιεο νη επσάζεηο ηνπ θίιηξνπ πξαγκαηνπνηνύληαη ζηνπο 68 
0
C. 

Απαξαίηεηα δηαιύκαηα 

 Γηάιπκα Μεηνπζίσζεο 

             0,5 Ν  ΝαΟΖ       

            1,5 M  ΝαCl        

 Γηάιπκα Δμνπδεηέξσζεο 

            1,5 Μ   ΝαCl   

            0,5 M   Tris –HCl    pH=8 

            1,0 mM  EDTA          

 

2.7. Γνθηκή παγώκαηνο ζηαγόλαο (Freezing Droplet Test) 

Ζ κέζνδνο βαζίδεηαη ζηελ δξάζε ησλ γνληδίσλ παγνππξήλσζεο (ina ή ice) ην 

πξντόλ ησλ νπνίσλ θαηαιύεη ην ζρεκαηηζκό πάγνπ ζε λεξό ππό ζεξκνθξαζίεο 

θάησ ηνπ –1,5
0
C. Σα γνλίδηα απηά απνκνλώζεθαλ από θπηνπαζνγόλα βαθηήξηα 

θαη εθθξάδνληαη εηεξόινγα σο γνλίδηα αλαθνξάο ζε πνιιά gram
-
 βαθηήξηα 

(29,30). Ζ δξαζηηθόηεηα ησλ γνληδίσλ παγνππξήλσζεο πξνζδηνξίδεηαη πνηνηηθά 

θαη πνζνηηθά κε ηηο αθόινπζεο δηαδηθαζίεο. Τγξή θαιιηέξγεηα ηνπ βαθηεξηαθό 

ζηειέρνπο πνπ θέξεη γνλίδηα παγνππξήλσζεο επσάδεηαη ζηνπο 24
0
C γηα 20 ώξεο, 

ώζηε λα επαρζνύλ νη πξσηεΐλεο παγνππξήλσζεο. ΢ηελ ζπλέρεηα δείγκα 100κl 

αξαηώλεηαη ρξεζηκνπνηώληαο θαηάιιειν κέζν, γηα ην E. coli  λεξό, ελώ γηα ην H. 

meridiana SW1 κέρξη ηελ10
-8

. Καηόπηλ 20 ζηαγόλεο όγθνπ10 κl  από ηελ θάζε 

αξαίσζε ηνπνζεηνύληαη ζε  επεμεξγαζκέλν αινπκηλόραξην πνπ επηπιέεη ζε εηδηθά 

ςπρόκελν ινπηξό πνιπαηζπιελνγιπθόιεο ζε ζεξκνθξαζία 9,2
0
C. Σν 

αινπκηλόραξην  επεμεξγάδεηαη κε ςεθαζκό κε δηάιπκα παξαθίλεο 2% ζε μπιέλην 

θαη ζηελ ζπλέρεηα ζεξκαίλεηαη γηα ηελ απνκάθξπλζε ηνπ νξγαληθνύ δηαιύηε.  
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    Γηα ηνλ ππνινγηζκό ηεο δξαζηηθόηεηαο παγoππξήλσζεο κεηξνύκε ησλ αξηζκό 

ησλ παγσκέλσλ ζηαγόλσλ θαηά ηε δνθηκή ζε θάζε αξαίσζε.  

   Ζ δξαζηηθόηεηα ησλ γνληδίσλ παγoππξήλσζεο ππνινγίδεηαη από ηελ εμίζσζε 

ηνπ Vali [ Log(ice nuclei/cell)] θαη ηε ρξήζε ππνινγηζηηθνύ πξνγξάκκαηνο θαη 

εθθξάδεηαη σο ν δεθαδηθόο ινγάξηζκνπ ηνπ αξηζκνύ παγνππξήλσλ αλά θύηηαξν, 

πνπ κεηξνύκε θαηά ηε δνθηκή γηα ηηο νιηθέο θαιιηέξγεηεο.     
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  Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

1. Δηζαγσγή γνληδίνπ παγνππξήλσζεο (inaZ) ζην αιόθηιν βαθηήξην H. meridiana 

 

    ΢ηελ παξνύζα εξγαζία επηρεηξήζεθε ε εηζαγσγή ηνπ γνλίδηνπ παγνππξήλσζεο 

(inaZ) ζηo ρξσκόζσκα ηνπ κέηξηα αιόθηιoπ βαθηήξηνπ H. meridiana γηα λα 

κειεηεζεί, αθελόο ε έθθξαζε ελόο αληηγξάθνπ ηνπ γνλίδηνπ (inaZ) ππό ηνλ έιεγρν 

δηαθνξεηηθώλ εθθηλεηώλ, αθεηέξνπ λα δεκηνπξγεζεί έλα ζύζηεκα θαηάιιειν γηα ηελ 

αλίρλεπζε θαη απνκόλσζε εθθηλεηώλ πνπ επάγνληαη ζε αιόθηιν πεξηβάιινλ. Ζ 

εηζαγσγή ηνπ γνλίδηνπ (inaZ) ζηo ρξσκόζσκα ηνπ βαθηεξίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

ηε βνήζεηα θαηάιιεισλ αλαζπλδπαζκέλσλ πιαζκηδίσλ θνξέσλ ηνπ pL1:pSUP102-

GmTn1732/PstI-Pbla-inaZ/EcoRI, pL2: pSUP102-GmTn1732/PstI-Ppdc-inaZ/EcoRI, 

pL3:(pSUP102-GmTn1732/HpaI-inaZ/EcoRI) (εηθόλα 6,7). Σν γνλίδην (inaZ) 

θισλνπνηήζεθε ζην ηξαλζπνδόλην Tn1732 ππό ηελ έιεγρν ηνπ εθθηλεηή 

Pbla(ππνθηλεηήο ηεο β-ιαθηακάζεο) θαη ηνπ Ppdc (ππνθηλεηήο ηεο ππξνζηαθπιηθήο 

δηθαξβνμπιάζεο) θαζώο θαη ρσξίο ππνθηλεηή. Σν αλαζπλδπαζκέλν ηξαλζπνδόλην 

θισλνπνηήζεθε ζηνλ ¨ απηόθηνλν¨ θνξέα pSUP102-Gm ζηελ πεξηνξηζηηθή ζέζε 

EcoRI. 

 

Εικόνα 6: Γηαγξακκαηηθή Απεηθόληζε θαηαζθεπήο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα pL1 κέζσ ηεο 

θισλνπνίεζεο ηνπ Tn1732/Pst I-Pbla-inaZ ζην θνξέα PSUP102-Gm  θαη ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα 

pL2, κέζσ ηεο θισλνπνίεζεο ηνπ Tn1732/Pst I-Ppdc-inaZ ζην θνξέα PSUP102-Gm   

  

    Ζ κεηαθνξά ησλ πιαζκηδηαθώλ θνξέσλ ζην H. meridiana πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

βαθηεξηαθή ζύδεπμε θαη ζπλνιηθά από δπν βαθηεξηαθέο ζπδεύμεηο ζπιιέρζεθαλ από  

ην, pL1 =477 απνηθίεο, από ην pL2=632 απνηθίεο θαη από ην pL3=395 απνηθίεο.  
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       ΢ηελ δεύηεξε ζύδεπμε ρξεζηκνπνηήζεθε θαη  αξλεηηθόο κάξηπξαο pC: 

(pSUP102-Gm). Οη απνηθίεο ησλ κεηαζπδεπγκέλσλ θπηηάξσλ εμεηάζηεθαλ γηα λα 

αληρλεπζνύλ νη απνηθίεο ζηηο νπνίεο ζπλέβε ε κεηάζεζε. 

 

Εικόνα 7:  Γηαγξακκαηηθή Απεηθόληζε θαηαζθεπήο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα pL3  κέζσ ηεο 

θισλνπνίεζεο ηνπ Tn1732/Ζpa I-inaZ ζην θνξέα PSUP102-Gm  

    Ο έιεγρνο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε βνήζεηα ηεο αληηγξαθηθήο κεηαθνξάο κε 

βεινύδα αλαδεηώληαο απνηθίεο επαίζζεηεο ζηελ ρισξακθαηληθόιε (δείθηεο επηινγήο 

θνξέα pSUP102-Gm) θαη ηαπηόρξνλα αλζεθηηθέο ζηελ θαλακπθίλε (δείθηεο επηινγήο 

ηξαλζπνδόληνπ Tn1732) (Δηθόλα 8).  

  Αθνινύζσο νη απνηθίεο ζηηο νπνίεο ζπλέβε κεηάζεζε  εμεηάζηεθαλ γηα ηελ ύπαξμε 

ρξσκνζσκηθώλ ελζσκαηώζεσλ ηνπ Tn1732-inaZ. Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε 

πβξηδηζκόο in-situ κε αληρλεπηή ην κόξην dig-11-dUTP- Tn 1732, ρσξίο λα δώζεη 

ζαθέο απνηέιεζκα θαη ζηε ζπλέρεηα πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηεο δξαζηηθόηεηαο 

παγνππξήλσζεο όπσο πεξηγξάθεηαη ζηε κεζνδνινγία. Από ηα δείγκαηα πνπ 

ειέρζεζαλ βξέζεθαλ ζπλνιηθά  4 ζεηηθέο απνηθίεο γηα ηνλ θνξέα pL1, 9 ζεηηθέο 

απνηθίεο γηα ηνλ θνξέα pL2 θαη 4 ζεηηθέο απνηθίεο γηα ηνλ θνξέα pL3.  

     Γηα λα δηαπηζησζεί όηη ε κεηξνύκελε δξαζηηθόηεηα πξνέξρεηαη από ην 

ελζσκαησκέλν ζην ρξσκόζσκα ηξαλζπνδόλην θαη όρη από ηελ ύπαξμε  πιαζκηδίνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA από απηέο ηηο απνηθίεο θαη 

απνηύπσζε θαηά Southern θαη πβξηδηζκόο κε αληρλεπηή ην κόξην dig-11-dUTP- Tn 

1732. Υσξίο λα αληρλεπηεί ζήκα γεγνλόο πνπ απνδίδεηαη ζηελ απνπζία  

πιαζκηδηαθνύ DNA.  
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    Γηα πεξαηηέξσ έιεγρν ηεο ελζσκάησζεο, αιιά θαη ηνπ ηξόπνπ ελζσκάησζεο 

απνκνλώζεθε ρξσκνζσκηθό DNA από ηηο ζεηηθέο απνηθίεο θαη ππέζηε πέςε κε ην 

έλδπκν PvuII, ην ηξαζπνδόλην Tn1732-inaZ, θέξεη δπν ζέζεηο αλαγλώξηζεο από ην 

έλδπκν PvuII, Δηθόλα 6,7.  

 

Εικόνα 8 : ΢ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ειέγρνπ κεηαζπδεπγκέλσλ απνηθηώλ ζηηο νπνίεο έρεη 

ελζσκαησζεί ζην ρξσκόζσκα ηνπ βαθηεξίνπ ηνπ ηκήκαηνο Tn1732 inaZ. Οη απνηθίεο πνπ αλαδεηνύκε 

είλαη επαίζζεηεο ζηε ρισξακθαηληθόιε θαη αλζεθηηθέο ζηελ θαλακπθίλε. 

 

 

 

 

Eικόνα 9: Ζιεθηξνθόξεζε ζε gel αγαξνδήο ρξσκνζσκηθνύ DNA από ζεηηθέο απνηθίεο κεηά από πέςε 

κε Pvu II θαη ζηε ζπλέρεηα πβξηδηζκόο θαηά Southern κε αληρλεπηηθό κόξην ην dig-11-dUTP- Tn 1732.    

 

      ι    pL1 pL1   pL1   pL2   pL2   A    B  pL1     pL1    pL1     pL2     pL2    A          B 

 

A: Αξλεηηθόο       

κάξηπξαο 

 

Β: ζεηηθόο 

κάξηπξαο 

pSUP102Gm

Tn1732  

pL1: pSUP102-GmTn1732/PstI-Pbla-inaZ/EcoRI 

 

pL2: pSUP102-GmTn1732/PstI-Ppdc-inaZ/EcoRI 
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΢ηε ζπλέρεηα νη πέςεηο ειεθηξνθνξήζεθαλ θαη πξαγκαηνπνηήζεθε απνηύπσζε θαηά 

Southern θαη πβξηδηζκόο ηεο κεκβξάλεο κε αληρλεπηηθό κόξην ην dig-11-dUTP- Tn 

1732.  Εώλεο πβξηδηζκνύ εληνπίζηεθαλ ζην ρξσκνζσκηθό DNA από ηηο ζεηηθέο 

απνηθίεο από ηνλ θνξέα pL1 θαη pL2, όπσο θαίλεηαη ζηελ Δηθόλα 9. 

 Δπηπιένλ πξαγκαηνπνηήζεθε πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηεο ελεξγόηεηαο 

παγνππξήλσζεο γηα ηηο ζεηηθέο απνηθίεο H. meridiana  από ηνπο θνξείο pL1, pL2 θαη 

pL3, (Πίλαθαο  1 ). 

Α/Α ΓΔΗΓΜΑ ΑΡΗΘΜΟ΢ ΚΤΣΣΑΡΩΝ LOG(ICE NUCLEI/CELL) 

1 pL1 1150000000 -2,41 

2 pL1 1100000000 -2,71 

3 pL1 770000000 -2,77 

4 pL1 490000000 -2,19 

5 pL2 330000000 -2,29 

6 pL2 540000000 -3,06 

7 pL2 250000000 -1,85 

8 pL2 40000000 -1,52 

9 pL2 330000000 -2,04 

10 pL2 450000000 -2,30 

12 pL2 100000000 -2,30 

12 pL2 340000000 -3,32 

13 pL2 570000000 -2,93 

14 pL3 350000000 -1,70 

15 pL3 300000000 -1,56 

16 pL3 400000000 -2,11 

17 pL3 67000000 -1,45 

Πίνακας 1 : Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ελεξγόηεηαο παγνππξήλσζεο, ρξεζηκνπνηώληαο ηελ εμίζσζε 

ηνπ Vali [ Log(ice nuclei/cell)],  κεηξώληαο ηνλ  αξηζκό ησλ παγσκέλσλ ζηαγόλσλ ζε θάζε αξαίσζε 

ησλ ζεηηθώλ ζηειερώλ  H. meridiana, ζηηο νπνίεο έρεη ελζσκαησζεί ζην ρξσκόζσκα ηνπ βαθηεξίνπ ηo 

ηκήκαηνο Tn1732 inaZ  

    Τςειόηεξεο ηηκέο ελεξγόηεηαο παγνππξήλσζεο παξαηεξήζεθαλ ζηηο ζεηηθέο 

απνηθίεο ηνπ θνξέα pL3,  θνξέαο ρσξίο ππνθηλεηή θαη ε ρακειόηεξεο ζηηο ζεηηθέο 

απνηθίεο ηνπ θνξέα pL1, πνπ θέξεη ππνθηλεηή Pbla(ππνθηλεηήο ηεο β-ιαθηακάζεο). 

΢πγθξίλνληαο επίζεο ηηο ηηκέο ελεξγόηεηαο παγνππξήλσζεο από ηηο ζεηηθέο απνηθίεο 

ησλ θνξέσλ pL1 θαη pL2, θνξέαο κε ππνθηλεηή Ppdc (ππνθηλεηήο ππξνζηαθπιηθήο 

δηθαξβνμπιάζεο), δηαπηζηώλνπκε  όηη νη ρακειόηεξεο ηηκέο παξαηεξήζεθαλ ζην 

θνξέα pL1, πνπ θέξεη ππνθηλεηή Pbla(ππνθηλεηήο ηεο β-ιαθηακάζεο). 
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Δ. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

   Με ηε δηαδηθαζία ηεο ηξαλζπνδνληαθήο κεηαιιαμηγέλεζεο  θαηέζηε δπλαηή ε 

εηζαγσγή ηνπ γνληδίνπ inaZ  ζην ρξσκόζσκα ηνπ  κέηξηα αιόθηινπ βαθεξίνπ H. 

meridiana, ππό ηνλ έιεγρν ησλ ππνθηλεηώλ Pbla(ππνθηλεηήο ηεο β-ιαθηακάζεο), 

Ppdc(ππνθηλεηήο ππξνζηαθπιηθήο δηθαξβνμπιάζεο), θαζώο θαη ρσξίο ππνθηλεηή. Σν 

γνλίδην (inaZ) θισλνπνηήζεθε αξρηθά ζην ηξαλζπνδόλην Tn1732 θαη ζηε ζπλέρεηα  

ζην θνξέα pSUP102-Gm, δεκηνπξγώληαο ηνπο αλαζπζλδπαζκέλνπο θνξείο pL1, pL2, 

pL3. Ζ  κεηαθνξά ησλ πιαζκηδηαθώλ θνξέσλ ζην H. meridiana ππξαγκαηνπνηήζεθε 

κέζσ βαθηεξηαθήο ζύδεπμεο. Οη ζεηηθέο απνηθίεο πνπ απνκνλώζεθαλ κεηά ηε 

κεηάζεζε, ζηηο νπνίεο παξαηεξήζεθε επαηζζεζία ζηε ρισξακθαηληθόιε, δείθηε 

αληνρήο ηνπ θνξέα pSUP102-Gm θαη ηαπηόρξνλα αλζεθηηθόηεηα ζηε θαλακπθίλε,   

δείθηε επηινγήο ηνπ ηξαλζπνδνλίνπ Tn1732-inaZ, εκθάληζαλ ελζσκαηώζεηο ηνπ 

ηξαλζπνδόληνπ Tn1732-inaZ ζην ρξσκόζσκα ηνπο, όπσο δηαπηζηώζεθε κεηά από 

πνηνηηθό πξνζδηνξηζκό ηεο  ελεξγόηεηαο παγνππξήλσζεο θαη πβξηδηζκό θαηά 

Southern. 

   Παξάιιεια παξαηεξήζεθε  δηαθνξνπνίεζε ζηε δξαζηηθόηεηα παγνππξήλσζεο 

κεηαμύ ησλ ζεηηθώλ απνηθηώλ ησλ θνξέσλ pL1 θαη pL2, θνξέαο κε ππνθηλεηή Ppdc 

(ππνθηλεηήο ππξνζηαθπιηθήο δηθαξβνμπιάζεο). Οη ρακειόηεξεο ηηκέο ελεξγόηεηαο  

παγνππξήλσζεο παξαηεξήζεθαλ ζην θνξέα pL1, πνπ θέξεη ππνθηλεηή 

Pbla(ππνθηλεηήο ηεο β-ιαθηακάζεο). Δπηπιένλ  παξαηεξήζεθε έθθξαζε ζηελ 

πεξίπησζε ηνπ Tn1732-inaZ ρσξίο ππνθηλεηή γεγνλόο πνπ απνδίδεηαη ζηελ 

ελζσκάησζε ηνπ Tn1732-inaZ ζε πεξηνρή θνληά ζε ππνθηλεηή.  Δλδηαθέξνλ 

παξνπζηάδεη ε κειέηε ηεο ελζσκάησζεο ηνπ ηξαλζπνδόληνπ ζηελ ηειεπηαία 

πεξίπησζε, όπνπ είλαη δπλαηό λα νδεγήζεη ζηελ απνθάιπςε λέσλ ππνθηλεηώλ, νη 

νπνίνη είλαη δπλαηό λα ελεξγνπνηνύληαη ζε ρακειέο ή πςειέο ζπγθεληξώζεηο άιαηνο. 

           Σα αιόθηια βαθηήξηα απνηεινύλ κηα νκάδα κηθξννξγαληζκώλ πνπ 

αλαπηύζζνληαη ζε πεξηβάιινλ αιαηόηεηαο από 0,6Μ NaCl (αιαηόηεηα ζάιαζζαο) 

έσο   >5Μ ΝaCl (31). Oξηζκέλα από ηα πην ζπρλά παξαηεξνύκελα αιόθηια βαθηήξηα 

είλαη εθείλα ηα νπνία αλαπηύζζνληαη ζε αιπθέο, όπσο γηα παξάδεηγκα ην 

Halobacterium spp, ην Salinibacter ruber. Δπίζεο ζηα αιόθηια βαθηήξηα έρεη 

απνδνζεί εδώ θαη θαηξό ε αιινίσζε πνπ παξαηεξείηαη ζε παξαζθεπάζκαηα από ςάξη 

ή από θξέαο πνπ δηαηεξνύληαη-δπκώλνληαη κε αιάηη (31).   

    Σηο ηειεπηαίεο δεθαεηίεο κειεηήζεθε ε ηθαλόηεηα ησλ αιόθηισλ βαθηεξίσλ λα 

πξνζαξκόδνληαη ζε πεξηβάιινλ αιαηόηεηαο κε ηε βνήζεηα κεζόδσλ θπηηαξηθήο 

θαιιηέξγεηαο, θαη γελεηηθήο κεραληθήο. Από ηελ έξεπλα δηαπηζηώζεθε όηη ε 
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ηθαλόηεηα πξνζαξκνγήο ησλ αιόθηισλ βαθηεξίσλ  βαζίδεηαη ζηελ εμηζνξξόπεζε ηνπ 

νζκσηηθνύ ζηξεο από ην εμσθπηηάξην κέζν αλάπηπμεο. ΢ηα αιόθηια βαθηήξηα ε 

δηαδηθαζία  εμηζνξξόπεζε ηνπ σζκσηηθνύ ζηξεο πινπνηείηαη κε ελδνθπηηάξηα de 

novo ζπζζώξεπζε ζπκβαηώλ δηαιπκέλσλ νπζηώλ, όπσο ε γιπθίλε, ε βεηατλε(31).  

    Σα κέηξηα αιόθηια βαθηήξηα απνηεινύλ κηα  εηεξνγελή νκάδα, αιόθηισλ ηα νπνία 

ζύκθσλα κε ηελ θαηεγνξηνπνίεζε ηνπ Kushner αλαπηύζζνληαη βέιηηζηα ζε 

πεξηβάιινλ  αιαηόηεηαο από 0,5-2,5Μ(32). Μέιε ηεο νκάδαο όπσο ηα  Halomonas 

Elongata, Salinivibrio costicola, Halomonas israelensis έρνπλ κειεηεζεί εθηελώο σο 

πξνο ην κεραληζκό πξνζαξκνγήο ζε πεξηβάιινλ  αιαηόηεηαο (32). Δπηπιένλ κειέηεο 

έδεημαλ όηη είλαη δπλαηό λα εθαξκνζηνύλ κε επηηπρία  ζηα κέηξηα αιόθηια βαθηήξηα 

ηερληθέο γελεηηθήο ηξνπνπνίεζεο (32), όπσο ν κεηαζρεκαηηζκόο, ε ηξαλζπνδνληαθή 

κεηαιιαμηγέλεζε. ΢ηε βηβιηνγξαθία ππάξρνπλ αλαθνξέο γηα ηελ κεηαθνξά θαη 

έθθξαζε ζηα βαθηήξηα  Halomonas Elongata, Halomonas meridian θαη ζε άιια 

κέηξηα αιόθηια ηνπ γνληδίνπ inaZ, γνλίδην παγνππξήλσζεο, σο γνλίδην 

αλαθνξάο,(30) όπσο αθξηβώο πινπνηήζεθε θαη ζηελ παξνύζα εξγαζία ζην αιόθηιν 

Halomonas meridian. 

  Tα γνληδία παγoππξήλσζεο έρνπλ εληνπηζηεί ζε νξηζκέλα βαθηεξηαθά είδε, όπσο 

είλαη ην Pseudomonas syringae, Ervinia herbocola, xanthomonas campestris  θαη 

άιια. (33), ηα νπνία θσδηθώλ ηηο αληίζηνηρεο πξσηεΐλεο παγνππξήλσζεο, inaΚ, inaQ, 

inaV θαη inaZ (34). Οη πξσηεΐλεο παγνππξήλσζεο ραξαθηεξίδνληαη από ηελ 

ηθαλόηεηαο ηνπ λα ελεξγνπνηνύλ εηεξνγελή θξπζηάιισζε πάγνπ ζε ζεξκνθξαζίεο 

κέρξη -2
0
C (35).  Πξόθεηηαη γηα κεγάινπ κεγέζνπο πξσηεΐλεο κε πδξόθηιν ραξαθηήξα, 

πνπ απνηεινύληαη από ππνκνλάδεο κε κέγεζνο 120 κε 150kDa. Οη πξσηεΐλεο 

παγνππξήλσζεο  θέξνπλ ζέζεηο  πξόζδεζεο κε ηνλ πάγν ώζηε λα δεκηνπξγεζεί έλα 

πξόηππν πιέγκα πάγνπ από δηαηεηαγκέλα ειεύζεξα κόξηα λεξνύ ηα νπνία ζηε 

ζπλέρεηα ζα δεκηνπξγήζνπλ ππξήλεο πάγνπ( 36, 35). Μειεηεηέο ζεσξνύλ (36)  όηη 

πξσηεΐλεο παγνππξήλσζεο ζπκβάινπλ κε ηε δξάζεο ηνπο ζηελ επηβίσζε ηνπ 

βαθηεξίνπ, κέζσ ηεο ΑΣΡ- εμαξηώκελεο κεηαθνξάο ηνπο ζηελ εμσηεξηθή θπηηαξηθή 

κεκβξάλε θαηεπζύλνληαο ην ζρεκαηηζκό πάγνπ ζην εμσθπηηάξην ρώξν (36,37)  θαη 

ηαπηόρξνλα παξέρνπλ ρξόλν ζην βαθηήξην λα πξνζαξκνζηεί θπζηνινγηθά ζην stress 

πνπ πξνθαιείηαη από ρακειέο ζεξκνθξαζίεο. Οη πξσηεΐλεο παγνππξήλσζεο από 

κόλεο ηνπο  παξνπζηάδνπλ κηθξή δξαζηηθόηεηα, ελώ όηαλ ζρεκαηίζνπλ κεγάιεο 

νκνηνγελείο νκάδεο, ζπγθξνηώληαο ζεκεία, ζέζεηο ζηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε 

παγνππξήλσζεο, επηηπγράλνπλ ζπιινγηθά λα πξνζαλαηνιίζνπλ κεγάιν αξηζκό 

κνξίσλ λεξνύ, ώζηε λα επηηαρύλνπλ ην ζρεκαηηζκό πάγνπ (38, 39, 40).     
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  ΢ε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο βαθηεξίσλ πνπ εκθαλίδνπλ ηθαλόηεηα παγνππξήλσζεο θαη 

κειεηεζήθαλ, ε ηθαλόηεηα απηή απνδόζεθε ζε έλα γνλίδην κε κέγεζνο πνπ θπκαίλεηαη 

από 3,2 κέρξη 5kb. Σν γνλίδην θέξεη εζσηεξηθά κηα πεξηνρή πνπ είλαη πςειά 

ζπληεξεκέλε θαη απνηειείηαη από επαλαιακβαλόκελεο αιιεινπρίεο (41, 42, 43).  

  Ζ βαθηεξηαθή παγνππξήλσζε, απνηειεί έλα κνλαδηθό θαηλόκελν, ην νπνίν κπνξεί 

εύθνια θαη κε αθξίβεηα λα κεηξεζεί. Δπηπιένλ ιόγσ ηεο ηθαλόηεηαο πνπ εκθαλίδνπλ 

νη  πξσηεΐλεο παγνππξήλσζεο λα ζπγθξνηνύλ νκάδεο ζηηο ζέζεηο παγνππξήλσζεο θαη 

κε απηό ηνλ ηξόπν λα πνιιαπιαζηάδνπλ ηελ δξαζηηθόηεηα παγνππξήλσζεο (Ζ 

δξαζηηθόηεηα παγνππξήλσζεο απμάλεη αλάινγα κε ηε ζπγθέληξσζε ησλ πξσηετλώλ 

παγνππξήλσζεο, πςσκέλε ζην ηεηξάγσλν) , θαζηζηνύλ ην γνλίδην παγνππξήλσζεο 

σο έλα εμαηξεηηθά ρξήζηκν εξγαιείν ζηε κειέηε ηεο κεηαγξαθηθήο δξαζηηθόηεηαο 

ελόο άιινπ γνληδίνπ ζην νπνίν ζα ελζσκαησζεί (44, 33).   

    Παξάιιεια κε ηε βαζηθή έξεπλα ησλ αιόθηισλ βαθηεξίσλ, δηεξεπλήζεθαλ θαη νη 

δπλαηόηεηεο αμηνπνίεζεο ηνπο ζηε βηνηερλνινγία. Σα αιόθηια βαθηήξηα ζε ζύγθξηζε 

κε ηα ππόινηπεο νκάδεο ησλ αθξαηόθηισλ κηθξννξγαληζκώλ, πνπ αλαπηύζζνληαη ζε 

ζπλζήθεο ρακειώλ/πςειώλ ζεξκνθξαζηώλ θαη πςειώλ ηηκώλ pH, έρνπλ αμηνπνηεζεί 

ζε κηθξόηεξν βαζκό (45) ζε βηνηερλνινγηθέο εθαξκνγέο . Σα  αιόθηια βαθηήξηα 

παξνπζηάδνπλ εμαηξεηηθό ελδηαθέξνλ γηα βηνηερλνινγηθέο εθαξκνγέο δηόηη: 

1. Αλαπηύζζνληαη ζε πεξηβάιινλ πςειώλ ζπγθεληξώζεσλ αιάησλ, κε 

απνηέιεζκα λα ειαρηζηνπνηείηαη ην ξίζθν επηκνιύλζεσλ από άιινπο 

κηθξννξγαληζκνύο ζην κέζν αλάπηπμεο. 

2. Αλαπηύζζνληαη ζε απιά ζξεπηηθά κέζα, ρξεηάδνληαη  κόλν πεγή άλζξαθα θαη 

ελέξγεηαο. 

3. Σα  εξγαιεία γελεηηθήο ηξνπνπνίεζεο πνπ έρνπλ αλαπηπρζεί ζε κε αιόθηια 

βαθηήξηα, είλαη δπλαηό λα εθαξκνζηνύλ θαη ζηα αιόθηια, απνδεηθλύνληαο  

όηη ν γελεηηθόο ρεηξηζκόο ησλ αιόθηισλ είλαη ζρεηηθά απιόο (32).   

  Μηα από ηηο πξώηεο εθαξκνγέο ησλ αιόθηισλ βαθηεξίσλ ζηε βηνηερλνινγία  

απνηειεί ε παξαγσγή θαη ε ρξεζηκνπνίεζε ησλ ζπκβαηώλ δηαιειπκέλσλ νπζίσλ, πνπ 

ζπκβάινπλ ζηε σζκσηηθή ηζνξξνπία ηνπο. Μία ηέηνηα νπζία είλαη ε εθηντλε, ε νπνία 

ρξεζηκνπνηείηαη σο ελεξγό ζπζηαηηθό ζε  θαιιπληηθά ζθεπάζκαηα θαη ζε πξντόληα 

πεξηπνίεζεο ηεο επηδεξκίδαο, θαζώο θαη ζε ηαηξηθά ζθεύαζκαηα (46). Δπηπιένλ ε 

εθηντλε ρξεζηκνπνηείηαη σο πξνζηαηεπηηθή νπζία γηα βηνκόξηα ζε εθαξκνγέο 

κνξηαθήο βηνινγίαο, όπσο είλαη ε ηερληθή PCR θαη ε DNA microarray (47, 48).  

      Μειέηεο δείρλνπλ όηη αιόθηια  βαθηήξηα, όπσο ην Halomonas sp.ζε ζπλεξγαζία 

κε έμη ηνπιάρηζηνλ βαθηεξηαθά ζηειέρε, κεηαμύ ησλ νπνίσλ θαη ην Marinobacter 
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είλαη δπλαηό λα απνηθνδνκήζνπλ δηάθνξνπο πνιπαξσκαηηθνύο πδξνγνλάλζξαθεο ζε 

πεξηβάιινλ αιαηόηεηαο από 1% έσο 17% NaCl. (45,49). H δπλαηόηεηα πνπ 

εκθαλίδνπλ ηα αιόθηια ζηελ απνηθνδόκεζε πνιπαξσκαηηθώλ πδξνγνλαλζξάθσλ 

απνδεηθλύεηαη εμαηξεηηθά ρξήζηκε ζηελ δηαδηθαζία απνξξύπαλζεο από πεηξέιαην 

ησλ ζαιαζζώλ, ή εδαθώλ πςειήο αιαηόηεηαο, όπνπ ηα ππόινηπα βαθηήξηα 

αδπλαηνύλ λα ιεηηνπξγήζνπλ.  

  Δπηπιένλ κέηξηα αιόθηια βαθηήξηα, πνπ απνκνλώζεθαλ από ην Great Salt Lake 

(Ζ.Π.Α) είλαη δπλαηό λα δεκηνπξγήζνπλ  βηνθίικ ζε αληδξαζηήξα batch ιεηηνπξγίαο 

θαη λα επηθέξνπλ απνκάθξπλζε θαηά 99% ηεο θαηλόιεο πνπ πεξηέρεηε σο ξύπνο  ζην 

αιαηνύρν κέζν αλάπηπμεο αιιά θαη άιισλ αξσκαηηθώλ ελώζεσλ, όπσο γηα 

παξάδεηγκα ην βελδντθό νμύ (45). 

 Μηα αθόκα ελδηαθέξνπζα εθαξκνγή ησλ αιόθηισλ, πνπ βξίζθεηαη ππό κειέηε είλαη 

ε παξαγσγή βηνθαύζηκνπ (Biofuel) από βηνκάδα απνηεινύκελε από θπηηαξίλε (45).  

   Βαθηεξηθά πνιπκεξή, όπσο είλαη νη πνιπζαθραξίηεο, νη νπνίνη παξνπζηάδνπλ 

ηαζηελεξγό δξάζε, ιεηηνπξγνύλ σο βηνγαιαθησκαηνπνηεηέο επηηπγράλνληαο  λα 

εληζρύνπλ ηε δηαδηθαζία αλάηαμεο ηνπ πεηξειαίνπ. Με δεδνκέλν όηη ηα θνηηάζκαηα 

πεηξειαίνπ έρνπλ  ζπλήζσο κεγάιε πεξηεθηηθόηεηα ζε αιάηη, ε ρξήζε αλζεθηηθώλ 

ζην αιάηη ηαζηελεξγώλ νπζηώλ, παξνπζηάδεη πιενλεθηήκαηα. (32). ΢πλνιηθά έρνπλ 

απνκνλσζεί πεξηζζόηεξα από 200 ζηειέρε, πνπ παξάγνπλ εμσθπηηάξηνπο 

πνιπζαθραξίηεο  από πεηξειαηνπεγέο θαη  από πεξηβάιινληα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ 

παξαγσγή πεηξειαίνπ. Ο επηθξαηέζηεξνο ηύπνο είλαη έλα δπλεηηθά αλαεξόβην είδνο 

Bacillus. Δπηπιένλ θαη ην H. eurihalina παξάγεη κεγάιε πνζόηεηα από έλα   

εμσθπηηάξην πνιπαληνληθό πνιπζαθραξίηε, ν νπνίνο είλαη έλαο ηζρπξόο 

βηνγαιαθησκαηνπνηεηήο (32). Σα ηειεπηαία ρξόληα ην ελδηαθέξνλ ησλ εξεπλεηώλ 

έρεη  ζηξαθεί θαη ζηα ελδνθπηηάξηα πνιπκεξή, όπσο νη πνιπεζηέξεο, κε θύξην 

εθπξόζσπν ηα πνιππδξνμπαιθαλντθά( poly-β-hydroxyallanoates). Πξόθεηηαη γηα 

πνιπκεξή βηνδηαζπώκελα κε ηδηόηεηεο πιαζηηθώλ πιώλ. Οξηζκέλα αιόθηια βαθηήξηα 

ραξαθηεξίδνληαη σο  εμαηξεηηθνί παξαγσγνί ηέηνησλ βηνπιαζηηθώλ νπζηώλ (45). 

   Σα αιόθηια βαθηήξηα απνηεινύλ εμαηξεηηθή πεγή ελδύκσλ, πνπ  ρξεζηκνπνηνύληαη  

ζηε βηνκεραλία απνξξππαληηθώλ ζε ζθόλε, επηπιένλ νη δεπηεξνγελείο  κεηαβνιίηεο 

από αιόθηινπο αθηηλνκύθεηεο απνηεινύλ ηε βάζε λέσλ αληηβηνηηθώλ (45).      
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