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Ευχαριςτίεσ.. 

Γηα ηεκ πναγμαημπμίεζε ηεξ πανμύζαξ ενγαζίαξ ζα ήζεια ανπηθά κα εοπανηζηήζς 

ημκ θύνημ Σήθε Παπαμαηζαηάθε μ μπμίμξ μμο έδςζε ηεκ εοθαηνία κα γίκς μέιμξ 

ημο ενγαζηενίμο ημο θαη κα έιζς ζε επαθή με ηεκ επηζηήμε ηεξ μμνηαθήξ Βημιμγίαξ. 

Οη γκώζεηξ θαη ε βμήζεηα ημο με βμήζεζακ ζηεκ θαηακόεζε θαη πναγμαημπμίεζε ηεξ 

ενγαζίαξ αοηήξ θαη απμηειμύκ εθόδηα γηα ημ μέιιμκ. Καηαιοηηθμί πανάγμκηεξ ζηεκ 

επημόνθςζε μμο θαζ’μιε ηε δηάνθεηα αοηήξ ηεξ εμπεηνίαξ ήηακ ε Γηώηα Αναμπαηδή 

θαη μ θύνημξ Τάθεξ Μαθαημοκάθεξ πμο ήηακ εθεί γηα κα ιύκμοκ θάζε μηα από ηηξ 

εθαημκηάδεξ απμνίεξ μμο με οπμμμκή θαη παμόγειμ. Τμοξ εοπανηζηώ πμιύ γηα όια 

όζα μμο πνόζθενακ γηαηί ήηακ πναγμαηηθά πνήζημα. Δεκ ζα μπμνμύζα κα παναιείρς 

ηεκ Χνηζηηάκα ε μπμία πνόζθενε πάκημηε απιόπενα ζεηηθή εκένγεηα, ηεκ 

Κςκζηακηίκα πμο με βμεζμύζε θάζε θμνά όζμ ζεμακηηθό θαη κα ήηακ ημ paper πμο 

δηάβαδε θαζώξ θαη ηα οπόιμηπα μέιε ημο ενγαζηενίμο Ναηαιία, Νηθμιέηα, 

Αιελάκδνα, Δημκύζε, Μπεκ πμο πάκημηε θνόκηηδακ κα δηαηενείηαη έκα πμιύ 

εοπάνηζημ θιίμα ζημ ενγαζηήνημ. Γπίζεξ ζα ήζεια κα εοπανηζηήζς ηεκ Ανγονώ γηα 

όιεξ ηηξ ζηηγμέξ πμο μμηναζηήθαμε θαη ζα μείκμοκ πναγμαηηθά αλέπαζηεξ.  Όιμη 

μαδί θαη θαζέκαξ λεπςνηζηά με εμπιμύηηζακ με γκώζεηξ θαη ζηηγμέξ πμο ζα ζομάμαη 

γηα πμιύ θαηνό αθόμε. Γύπμμαη μιόροπα ζε όιμοξ ηα θαιύηενα. 

 

Τέιμξ ζα ήζεια κα εοπανηζηήζς ημοξ γμκείξ θαη ηα αδέιθηα μμο, Άγγειμ θαη Γηνήκε 

γηαηί πςνίξ εθείκμοξ θαη ηεκ ζηήνηλε ημοξ δεκ ζα μπμνμύζα κα είπα θηάζεη ςξ εδώ. 

Έκα εοπανηζηώ είκαη πναγμαηηθά ιίγμ γηα όια όζα μμο έπμοκ πνμζθένεη.  

 

 

 

 

 



 
 

3 

Ρεριεχόμενα: 

1. Ειςαγωγι 

 Θ πρωτεΐνθ PML………………………………………………………………………………….ςελ 4 
 Τα PML πυρθνικά ςωμάτια  (nuclear bodies)………………………………………ςελ 6 
 Τα τελομερι………………………………………………………………………………………..ςελ 8 
 Θ πρωτεΐνθ TRF1………………………………………………………………………………….ςελ 9 
 PML IV και TRF1…………………………………………………………………………………..ςελ 10 

2.Σκοπόσ τθσ ερευνθτικισ εργαςίασ…………………………………………ςελ 12  

3. Υλικά και μζκοδοι 

 Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR)…………………………………………ςελ 13 
 Εξαγωγι μπάντασ από gel αγαρόηθσ (gel extraction)…………………………..ςελ 14 
 Αντίδραςθ μοριακισ ςυγκόλλθςθσ (ligation)………………………………………..ςελ 15 
 Μεταςχθματιςμόσ βακτθρίων (transformation)……………………………………ςελ 15 
 Απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA μικρισ κλίμακασ (Miniprep)………………ςελ 17 
 Απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA μεγάλθσ κλίμακασ (Maxiprep)…………..ςελ 18 

 Διαμόλυνςθ ευκαρυωτικϊν κυττάρων με φωςφορικά άλατα και CaCl 2 

(transfection)………………………………………………………………………………………..ςελ 19 

 Ανίχνευςθ πρωτεϊνϊν ςε μεμράνθ νιτροκυτταρίνθσ (Western blot)…….ςελ 20 

 Συν-κατακριμνιςθ πρωτεινϊν (co-IP)…………………………………………………..ςελ 23 

4. Αποτελζςματα………………………………………………………………………..ςελ 25  

5. Συηιτθςθ………………………………………………………………………………..ςελ 32 

6. Βιβλιογραφία…………………………………………………………………………ςελ 33 

 

  



 
 

4 

1.Ειςαγωγι: 

Θ πρωτεΐνθ PML:  

Θ πρωτεΐνθ PML (promyelocytic leukemia protein) είναι μια ογκοκαταςταλτικι 

πρωτεΐνθ θ οποία κωδικοποιείται από το ομϊνυμο γονίδιο και τισ περιςςότερεσ 

φορζσ εντοπίηεται ςτον πυρινα των κυττάρων διαςκορπιςμζνθ ανάμεςα ςτθ 

χρωματίνθ. Διαφορετικά όργανα εκφράηουν διαφορετικζσ ποςότθτεσ PML. Aκόμα 

και ςτο ίδιο κφτταρο μπορεί να εμφανιςτοφν διαφοροποιιςεισ.(2) Θ πρωτεΐνθ αυτι 

ζχει πολλαπλζσ λειτουργίεσ και διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ ρφκμιςθ 

ποικίλων κυτταρικϊν διαδικαςιϊν ςυμπεριλαμβανομζνων τθσ καταςτολισ των 

όγκων, επαγωγι απόπτωςθσ, ρφκμιςθ κυτταρικοφ κφκλου, RAS-επαγϊμενθσ 

πρόωρθσ γιρανςθσ, μεταγραφικι ρφκμιςθ, απόκριςθ ςε DNA καταςτροφι και 

επιδιόρκωςθ κακϊσ και ςτθν ςτακερότθτα του γονιδιϊματοσ. (7) 

  Το PML γονίδιο βρίςκεται ςτο χρωμόςωμα 15 ςτον άνκρωπο και ςτο 

χρωμόςωμα 9 ςτο ποντίκι. Θ πρωτεΐνθ που κωδικοποιεί ανικει ςτθν οικογζνεια 

πρωτεϊνϊν που περιζχουν μια χαρακτθριςτικι αλλθλουχία /μοτίβο γνωςτό ωσ TRIM 

ι RBCC. Το μοτίβο αυτό εντοπίηεται ςτο αμινοτελικό άκρο τθσ πρωτεΐνθσ και 

αποτελείται από 3 περιοχζσ πρόςδεςθσ ψευδαργφρου. Θ πρϊτθ περιοχι ονομάηεται 

RING finger και ακολουκείται από άλλεσ δυο περιοχζσ πρόςδεςθσ ψευδαργφρου τισ 

ονομαηόμενεσ ωσ B-boxes. Οι περιοχζσ B-boxes είναι πλοφςιεσ ςε κατάλοιπα Cys και 

His ενϊ ακολουκοφνται από μια περιοχι α-ζλικασ (a-helical coiled-coil), υπεφκυνθ 

για τον διμεριςμό των PML μορίων. (1) Το μοτίβο αυτό (εντοπίηεται ςε πολλζσ 

πρωτεΐνεσ εκτόσ τθσ PML) μεςολαβεί ςτισ αλλθλεπιδράςεισ τθσ πρωτεΐνθσ με άλλεσ 

πρωτεΐνεσ. Ζχει βρεκεί ότι ςχετίηεται με αντι-ιικζσ και αντι-μικροβιακζσ 

δραςτθριότθτεσ τθσ πρωτεΐνθσ που το φζρει. (6) Τζλοσ πρωτεΐνεσ που το φζρουν 

επάγονται από ιντερφερόνεσ. (2) Ριο ςυγκεκριμζνα για τθν PML το μοτίβο αυτό είναι 

βαςικό για τον in vivo ςχθματιςμό των PML-nuclear bodies (για τα οποία κα 

μιλιςουμε αργότερα) κακϊσ απαιτείται για τον πολυμεριςμό τθσ PML πρωτεΐνθσ. (4) 

Ραράλλθλα διαδραματίηει και κάποιο ρόλο ςε διαδικαςίεσ απόπτωςθσ και 

καταςτολισ τθσ ανάπτυξθσ. Ραρόλα αυτά δεν τθσ προςδίδει ικανότθτα δζςμευςθσ 

με DNA μόρια. (6) 
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Ο γενετικόσ τόποσ του PML γονιδίου είναι περίπου 35kb και υποδιαιρείται ςε 9 

εξϊνια (Εικόνα 1). Ζνασ μεγάλοσ αρικμόσ από εναλλακτικά ματίςματα οδθγοφν ςτθ 

δθμιουργία διαφορετικϊν ιςομορφϊν (7 ζχουν παρατθρθκεί ςτον άνκρωπο και 2 

ςτο ποντίκι). Οι ιςομορφζσ που προκφπτουν διαφζρουν ςτο μοριακό μζγεκοσ το 

οποίο κυμαίνεται μεταξφ 48-97 kDa. (6) Πλεσ οι ιςομορφζσ ζχουν κοινά τα εξϊνια 1, 

2, 3 με αποτζλεςμα να περιζχουν ςτο αμινοτελικό τουσ άκρο (N-terminal) το μοτίβο 

TRIM/BRCC ενϊ διαφζρουν είτε ςτθν κεντρικι ι ςτθν  καρβοξυτελικι (C-terminal)  

περιοχι τουσ. (5) Το γεγονόσ αυτό οφείλεται ςτο εναλλακτικό μάτιςμα που 

πραγματοποιείται κατά τθ μεταγραφι. Ππωσ παρατθροφμε και ςτθν εικόνα που 

ακολουκεί, ςτθν κεντρικι περιοχι των περιςςοτζρων ιςομορφϊν τθσ PML υπάρχει 

μια NLS αλλθλουχία που επιτρζπει ςτθν πρωτεΐνθ να ειςζρχεται ςτον πυρινα. Ζχει 

βρεκεί ότι θ PML IV μπορεί να υφίςταται απουςία του εξωνίου 5. (6) 

 

 

Εικόνα 1 Α) Εξώνια του ανθρώπινου PML γονιδίου Β) Απεικόνιςη των διαφορετικών ιςομορφών τησ Pml 
πρωτεΐνησ  ςτον άνθρωπο. 

 

Ριο ςυγκεκριμζνα τϊρα για τθν πρωτεΐνθ PML IV  με τθν οποία και κα 

αςχολθκοφμε ζχουν γίνει εκτενισ μελζτεσ. Ίςωσ είναι θ πιο καλά χαρακτθριςμζνθ 

ιςομορφι τθσ PML πρωτεΐνθσ. Ζχει βρεκεί ότι το καρβοξυτελικό κομμάτι τθσ PML IV 

μεςολαβεί για τθν φυςικι ςχζςθ τθσ με τθν p53 ογκοκαταςταλτικι πρωτεΐνθ. (1) Θ 
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p53 προςλαμβάνεται ςτα PML-NBs  μζςω τθσ PML IV ι από τθν ςυνζκφραςθ των 

SUMO-1 και Ε2 ςυηευγμζνου ενηφμου hUBC9. Επίςθσ ζχει βρεκεί ότι θ PML IV  

καταςτζλλει τθ μεταγραφι αλλθλεπιδρϊντασ με τισ απακετυλάςεσ ιςτονϊν. (6) 

Υπερζκφραςθ των ενεργϊν PML IV προάγουν τθ γιρανςθ ςτουσ ανκρϊπινουσ 

διπλοειδείσ ινοβλάςτεσ. (5) 

 

Τα PML πυρθνικά ςωμάτια: (nuclear bodies) 

H PML πρωτεΐνθ είναι απαραίτθτθ για το 

ςχθματιςμό των PML πυρθνικϊν ςωματίων (ςτο εξισ 

κα αναφζρονται ωσ PML-NBs).(2) Τα κφρια ςυςτατικά 

των PML-NBs είναι θ PML και οι SP100 πρωτεΐνεσ. (4) 

Εντοπίηονται κυρίωσ ςτον πυρινα του κυττάρου με 

μορφι ςφαίρασ, διαμζτρου 0,2-1,0 μm και ο αρικμόσ 

τουσ ανά πυρινα κυμαίνεται μεταξφ 1-30 ςωματιδίων. 

Ο αρικμόσ αυτόσ εξαρτάται από τον κυτταρικό τφπο, τθ 

φάςθ του κυτταρικοφ κφκλου και το ςτάδιο 

διαφοροποίθςθσ του κυττάρου. Θ τοπικι ςυγκζντρωςθ τθσ PML μπορεί να διαφζρει 

ακόμθ και ανάμεςα ςτισ περιοχζσ ενόσ PML-NB. (2) Τα PML-NBs βρίςκονται ςτα 

περιςςότερα ςωματικά κφτταρα και αυξάνονται ςε μζγεκοσ και αρικμό όταν το 

κφτταρο υποβλθκεί ςε διαδικαςία κυτταρικισ γιρανςθσ. Αυτό τα κακιςτά ωσ δείκτεσ 

γιρανςθσ.(8) Τζλοσ ζχει φανεί πωσ ςε ςυμπαγείσ όγκουσ και ςε λευχαιμίεσ όπωσ για 

παράδειγμα ςτθν οξεία προμυελοκυτταρικι λευχαιμία τα PML-NBs καταςτρζφονται 

χάνοντασ ζτςι τισ λειτουργικζσ τουσ ικανότθτεσ. (2)  

Υπάρχουν ενδείξεισ οι οποίεσ υποςτθρίηουν ότι για το ςχθματιςμό των  PML-

NBs και τθ ςυγκρότθςθ των τμθμάτων τουσ απαραίτθτθ είναι θ ςουμοχλίωςθ τθσ 

PML πρωτεΐνθσ.(2) Κατά τθ διαδικαςία αυτι θ οποία αναπαριςτάται ςτθν εικόνα 

που ακολουκεί (Εικόνα 3) γίνεται προςκικθ μιασ ομάδασ SUMO ςε πλευρικζσ 

αλυςίδεσ των αμινοξικϊν καταλοίπων τθσ πρωτεΐνθσ (ςυνικωσ ςτα κατάλοιπα 

λυςίνθσ που βρίςκονται ςτο αμινοτελικό άκρο τθσ PML). Το SUMO είναι ζνα πεπτίδιο 

που εμφανίηει 18 % ομοιότθτα με τθν αλλθλουχία τθσ ουβικιτίνθσ και ςυχνά αλλάηει 

τισ ιδιότθτεσ τθσ πρωτεΐνθσ ςτθν οποία προςτίκεται. Θ PML ςουμοχλιϊνεται από το 
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ζνηυμο UBC9 ςε 3 κατάλοιπα λυςίνθσ. Αυτά τα κατάλοιπα είναι: το Κ65 ςτθν περιοχι 

RING finger, το K160 ςτθν περιοχι B1 box και Κ490 ςτθν περιοχι NLS. (9) 

 

 

Εικόνα 3 Σχηματιςμόσ ζνόσ PML πυρηνικοφ ςωματιδίου (PML-NB) 

 

Ππωσ θ PML ζτςι και τα PML-NBs εμπλζκονται ςτθ ρφκμιςθ ποικίλων 

κυτταρικϊν λειτουργιϊν. Τα PML-NBs είναι δυναμικζσ καταςκευζσ που ευνοοφν τθν 

παγίδευςθ και τθν ζκκριςθ πρωτεϊνϊν μεςολαβϊντασ ςτισ μζτα-μεταφραςτικζσ 

τροποποιιςεισ και προωκϊντασ ειδικά πυρθνικά γεγονότα, ςε απόκριςθ ςτο 

κυτταρικό ςτρεσ. Ρρόςφατα δεδομζνα υποςτθρίηουν πωσ τα PML-NBs μπορεί να 

είναι ετερογενι ςτθ ςφνκεςθ, τθν κινθτικότθτα και τθ λειτουργία ενϊ για να 

ςτακεροποιθκοφν δομικά, ςυνδζονται με τισ ίνεσ τθσ χρωματίνθσ. Τζλοσ ζχει βρεκεί 

ότι ςχετίηονται μθ-τυχαία με περιοχζσ πλοφςιεσ ςε γονίδια και με μεταγραφικι 

ενεργότθτα. (9) 

Ριο ςυγκεκριμζνα όςον αφορά τα PML-NBs και τθν εμπλοκι τουσ ςτθν 

διαδικαςία επιδιόρκωςθσ του DNA πικανά ςενάρια δράςθσ μετά τθν καταςτροφι 

του είναι τα εξισ:  
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 Τα PML-NBs δρουν ωσ χϊροσ αποκικευςθσ ο οποίοσ απελευκερϊνει 

επιδιορκωτικζσ πρωτεΐνεσ και πρωτεΐνεσ ελζγχου.  

 Θ ενεργόσ ρφκμιςθ του DNA επιδιορκωτικοφ μθχανιςμοφ. (9) 

 

Τα τελομερι: 

Το μικοσ των χρωμοςωμάτων κάκε κυττάρου μειϊνεται μετά από κάκε 

κυτταρικι διαίρεςθ. Αυτό ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν ελλάτωςθ ι τθν  απϊλεια τθσ 

ανανεωτικισ ικανότθτασ των κυττάρων. Πταν τα τελομερι φτάςουν ςε ζνα κρίςιμο 

μικοσ το κφτταρο ςταματάει να διπλαςιάηεται και ειςζρχεται ςτθν διαδικαςία 

γιρανςθσ. Στθ φάςθ αυτι το κφτταρο είναι ανενεργό ζωσ ότου γίνει αποπτωτικό και 

επζλκει ο κυτταρικόσ κάνατοσ. (4) 

Το τζλοσ των γραμμικϊν χρωμοςωμάτων αποτελείται (ςτον άνκρωπο) από 

επαναλιψεισ τθσ αλλθλουχίασ 5’-TTAGGG-3’. Οι επαναλιψεισ αυτζσ δθμιουργοφν 

μια ςυγκεκριμζνθ DNA δομι που αναγνωρίηεται από τθν ομάδα πρωτεΐνϊν 

“shelterin”. Θ ομάδα αυτι ςυμπεριλαμβάνει τισ πρωτεΐνεσ TRF1, TRF2, POT1, RAP1, 

TIN2 και TPP1. Οι πρωτεΐνεσ προςδζνονται ςτο DNA ςχθματίηοντασ ζτςι ζνα 

νουκλεοπρωτεινικό ςφμπλοκο το οποίο προςτατεφει τα άκρα του χρωμοςϊματοσ. 

Ζτςι τα άκρα δεν αναγνωρίηονται ωσ ςπάςιμο τθσ διπλισ αλυςίδασ και 

προςτατεφονται από τθν απόκριςθ ςτθ DNA καταςτροφι. (4) Χάρθ ςτθν τελομεράςθ 

θ οποία είναι ζνα ζνηυμο με δράςθ ριβονουκλεοπρωτεινικισ πολυμεράςθσ 

προςτίκενται ςτο νεοςυντικζμενο DNA των χρωμοςωμάτων επαναλιψεισ τθσ 

αλλθλουχίασ TTAGGG. Θ τελομεράςθ ζχει δραςτικότθτα αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ 

και φζρει ζνα RNA μόριο το οποίο χρθςιμεφει ωσ μιτρα τθσ επαναλαμβανόμενθσ 

αλλθλουχίασ. Θ ζκφραςθ τθσ  τελομεράςθσ καταςτζλλεται ςε μεταγενετικά 

ςωματικά κφτταρα με αποτζλεςμα τθν προοδευτικι μείωςθ των τελομερϊν. 

Απορρφκμιςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ τελομεράςθσ ςε ςωματικά κφτταρα υποςτθρίηεται 

ότι εμπλζκεται ςτθ δθμιουργία όγκων. Μελζτεσ ςε ποντίκια ζχουν δείξει ότι θ 

τελομεράςθ ςυμμετζχει επίςθσ ςτθν επιδιόρκωςθ του DNA.   
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Εικόνα 4:  Σχηματική αναπαράςταςη τησ μείωςησ των τελομερών ανα κυτταρική διαίρεςη 

 

Θ πρωτεΐνθ TRF1:  

Θ πρωτεΐνθ TRF1 (telomeric repeat binding factor 1) αλλιϊσ γνωςτι ωσ TERF1 

ζχει αναφερκεί αρχικά ότι ςυμμετζχει κυρίωσ ςτον ζλεγχο του μικουσ των 

τελομερϊν.  Σε πειράματα ςτα οποία ζγινε ςτοχευμζνθ διαγραφι του γονιδίου TRF1 

ςε ποντίκια,  παρατθρικθκε πρόωροσ εμβρυικόσ κάνατοσ. Θ κνθςιμότθτα αυτι 

πικανόν οφείλεται ςτθν αποπροςταςία των τελομερϊν λόγω ζλειψθσ τθσ πρωτεΐνθσ 

TRF1 ενϊ ταυτόχρονθ διαγραφι τθσ πρωτεΐνθσ p53 για τθν DNA καταςτροφι 

παρζτεινε τθ ηωι των εμβρφων. (Θ p53 πρωτεΐνθ ενζχεται ςε διαδικαςίεσ κυτταρικισ 

γιρανςθσ). (10) 

Ππωσ αναφζρκθκε ιδθ ο TRF1 παράγοντασ εντοπίηεται ςτα τελομερι μαηί με 

άλλουσ παράγονεσ που ςχθματίηουν το προςτατευτικό ςφμπλοκο του κάκε 

τελομεροφσ. (Εικόνα 5)  

 



 
 

10 

 

Εικόνα 5: Α) απεικόνιςη τελομεροφσ Β) Απεικόνιςη παραγόντων που προςδζνονται ςτο τελομερζσ. 

 

PML IV και TRF1: 

Υπό φυςιολογικζσ κυτταρικζσ ςυνκικεσ οι πρωτεΐνεσ PML IV και TRF1 δεν 

αλλθλεπιδροφν μεταξφ τουσ. Ωςτόςο όπωσ προαναφζραμε, και οι δφο βρίςκονται 

ςτον πυρινα του κυττάρου. Σε καρκινικά κφτταρα (κυρίωσ ςε όγκουσ 

μεςεγχυματικισ και νευροεπικθλιακισ προζλευςθσ και ςπανιότερα ςε καρκινϊματα) 

εντοπίηεται ζνα εναλλακτικό, ανεξάρτθτο τελομεράςθσ, μονοπάτι. Το μονοπάτι αυτό 

ονομάηεται ALT (Alternative Lengthening of Telomeres = εναλλακτικι επιμικυνςθ 

των τελομερϊν). (4) Είναι μια, ακόμθ, αςαφισ διαδικαςία  με τθν οποία κάποια 

ακανατοποιθμζνα ανκρϊπινα και κάποια καρκινικά κφτταρα διατθροφν τα τελομερι 

τουσ. Στισ ALT κυτταρικζσ ςειρζσ ζνα νζο είδοσ PML-NB (nuclear body) ζχει 

περιγραφεί ςτο οποίο θ PML πρωτεΐνθ ςυνεντοπίηεται με το τελομερικό DNA, τισ 

πρωτεΐνεσ που προςδζνονται ςτα τελομερθ TRFI, TRF2 κακϊσ και πρωτεΐνεσ που 

ςυμμετζχουν ςτον αναςυνδυαςμό και τθν επιδιόρκωςθ του DNA όπωσ οι RPA 

(παράγοντασ αντιγραφισ), RAD51 και RAD52. Αυτζσ οι δομζσ ονομάηονται Α΢Β (ALT-

associated PML Nuclear Bodies= ALT-ςχετιηόμενα PML πυρθνικά ςωμάτια) και 

εμπλουτίηονται κατά τθν φάςθ G2/M του κυτταρικοφ κφκλου. (1) Τα APBs είναι ζνα 

υποςφνολο των PML-NBs που εμφανίηονται ςτα ALT κφτταρα και όχι ςε φυςιολογικά 

ι ςε κφτταρα που διακζτουν τελομεράςθ. (8) Επιπλζον οι παράγοντεσ που ενζχονται 

ςτθ ςυγκρότθςθ των APBs είναι ςουμοχλιωμζνεσ. (9) Μζςα από πειραματικζσ 

μελζτεσ ζχει βρεκεί πωσ μεταλλαγμζνεσ TRF1 και TRF2 πρωτεΐνεσ που είναι ανίκανεσ 
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να ςουμοχλιωκοφν δεν μποροφν να ςχθματίςουν APBs. (4) Τζλοσ ςτα ALT κφτταρα 

ςε αντίκεςθ με τα εξαρτϊμενα τελομεράςθσ τα PML-NBs ςυνεντοπίηονται με τουσ 

παράγοντεσ των τελομερϊν και αλλθλεπιδροφν με τθ χρωματίνθ. (3)  

Ο επικρατζςτεροσ μθχανιςμόσ δράςθσ του ALT μονοπατιοφ υποςτθρίηεται ότι 

είναι θ ρφκμιςθ των τελομερϊν του κυττάρου μζςω ομόλογου αναςυνδυαςμοφ. Γι’ 

αυτό το λόγο παρατθροφνται ςτα ΑLT κφτταρα διακυμάνςεισ ςτο μικοσ των 

τελομερϊν και χρωμοςωμικι αςτάκεια. Στο επίπεδο ςχθματιςμοφ των APBs μελζτεσ 

με χριςθ μικροςκοπίασ υποςτθρίηουν πωσ ςχθματίηονται μζςω  ςυςςϊρευςθσ 

διαλυτισ PML πρωτεΐνθσ ςτα τελομερι. Αυτι θ ςυςςϊρεφςθ είναι πικανό να 

μεςολαβείται από τθν απευκείασ αλλθλεπίδραςθ του TRF1 με τθν PML IV  

ιςομορφι. (4) 
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2. Σκοπόσ τθσ ερευνθτικισ εργαςίασ: 

Σκοπόσ τθσ παροφςασ πτυχιακισ εργαςίασ είναι θ μελζτθ του αμινοτελικοφ και 

καρβοξυτελικοφ άκρου  τθσ ιςομορφισ PML IV και θ αλλθλεπίδραςθ τουσ με τον 

τελομερικό παράγοντα πρόςδεςθσ TRF1. 

Αρχικά με μζκοδο ανοςοκατακριμνιςθσ ελζγξαμε ποια από τισ πρωτεΐνεσ PML 

III και PML IV αλλθλεπιδρά καλφτερα με τθν TRF1. Επιλζξαμε τθν PML IV. Με 

μεκόδουσ cloning (περιγράφονται ςτο κεφάλαιο 3 «Υλικά και μάκοδοι») ενκζςαμε 

ςε κατάλλθλουσ φορείσ το αμινοτελικό (περιλαμβάνει τα εξϊνια 1->4 του γονιδίου)  

και το καρβοξυτελικό (περιλαμβάνει τα εξϊνια 6->7) κομμάτι τθσ PML IV κακϊσ και 

το TRF1. Στο E-GFP-N1 πλαςμίδιο ενκζςαμε το γονίδιο του TRF1 ενϊ τα κομμάτια τθσ 

PML IV ενκζκθκαν ςε πλαςμίδιο 3myc.  

Ζχοντασ αυτά τα τμιματα DNA ενκεμζνα ςε πλαςμίδια ςτθν κατοχι μασ, 

διαμολφναμε HEK 293T ανκρϊπινα βλαςτικά καρκινικά κφτταρα νεφροφ. Με 

τεχνικζσ Western blot και co-IP (επίςθσ περιγράφονται ςτο κεφάλαιο 3 «Υλικά και 

μζκοδοι») ανιχνεφουμε τθν αλλθλεπίδραςθ των πρωτεινϊν που μελετάμε. Το 

κομμάτι του PML IV που κα ςυνεντοπιςτεί με το TRF1 κα είναι και αυτό με το οποίο 

αλλθλεπιδρά.  
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3. Υλικά και μζκοδοι 

3.1 Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR) 

Θ ςυγκεκριμζνθ in vitro μζκοδοσ  χρθςιμοποιείται για τθν απομόνωςθ και τον 

πολλαπλαςιαςμό μιασ αλλθλουχίασ DNA μζςω τθσ ενηυμικισ αναπαραγωγισ του 

DNA χωρίσ τθν χριςθ ηωντανϊν οργανιςμϊν (όπωσ για παράδειγμα E.coli). Θ 

ςυγκεκριμζνθ αντίδραςθ μπορεί να πολλαπλαςιάςει μια γενωμικι περιοχι ζωσ και 

διςεκατομμφρια φορζσ. Απαιτεί γνϊςθ τθσ αλλθλουχίασ που κα κλωνοποιθκεί ϊςτε 

να μποροφν να ςχεδιαςτοφν κατάλλθλθ εκκινθτζσ από τουσ οποίουσ κα ξεκινιςει να 

δρα θ DNA πολυμεράςθ.  Για κάκε δείγμα μασ χρθςιμοποιιςαμε τα ακόλουκα 

ςυςτατικά: (ςε όγκο διαλφματοσ V=50μL) 

 5μL γενωμικό DNA αραιωμζνο ϊςτε να ζχει ςυγκζντρωςθ 50-100ng 

 1 μL 3’ primer (αντίςτροφοσ εκκινθτισ)  

 1  μL 5’ primer  

 5 μL 10X buffer Taq  

 5 μL 25 mM MgCl2  (το Mg είναι απαραίτθτο για τθν κατάλυςθ από τθ DNA 

πολυμεράςθ)  

 2 μL πυκνά  Dntps  

 30 μL dH2O 

 1 μL ζνηυμο Taq πολυμεράςθσ 

Εναλλακτικό μείγμα για PCR  είναι να αντικαταςτακοφν τα: Taq buffer, MgCl2 , DNTPs 

και ζνηυμο Taq πολυμεράςθσ από το 25x Kappa mix  το οποίο περιζχει όλα τα 

παραπάνω ςυςτατικά. Θ αναλογίεσ που χρθςιμοποιοφνται για τον ίδιο όγκο 

(V=50μL) είναι οι εξισ: 

 5 μL γενωμικό DNA 

 25x Kappa mix  

 1 μL 5’ primer 

 1 μL 3’ primer  

 18 μL H2O 
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3.2 Εξαγωγι μπάντασ από gel αγαρόηθσ  (Gel extraction) 

  Θ τεχνικι αυτι χρθςιμοποιείται για τθν απομόνωςθ τθσ επικυμθτισ ηϊνθσ DNA 

από ζνα ςφνολο μπαντϊν ςε gel αγαρόηθσ. Το υλικό που παραλαμβάνουμε μετά τθ 

ςυγκεκριμζνθ διαδικαςία μπορεί να εντεκεί φςτερα ςε κάποιον επικυμθτό φορζα. Θ 

διαδικαςία περιλαμβάνει τα εξισ βιματα.  

 Αρχικά κόβουμε με νυςτζρι τθν επικυμθτι μπάντα από το gel. Αυτό γίνεται με 

χριςθ λάμπασ UV ζτςι ϊςτε να είναι ορατζσ οι μπάντεσ. 

 Tοποκετοφμε το κομμάτι αγαρόηθσ που ζχουμε κόψει και περιλαμβάνει το 

επικυμθτό DNA ςε ζνα eppendorf. 

 Ηυγίηουμε το κομμάτι αγαρόηθσ. (το βάροσ του eppendorf είναι γνωςτό και 

αφαιρείται από το μεικτό βάροσ) 

 Για κάκε 100 mg βάρουσ αγαρόηθσ προςκζτουμε 200 μL ΝΤ1 buffer. 

[χρθςιμοποιοφμε το kit Nucleospin extract II (Macherey Nagel)]. 

  Επωάηουμε το eppendorf με το δείγμα μασ ςτουσ 55 οC και χρθςιμοποιοφμε 

vortex ανα 5 λεπτά μζχρι να λιϊςει πλιρωσ θ αγαρόηθ. 

 Τοποκετοφμε τθ ςτιλθ του kit ςε ζνα tube ςυλλαγισ των 2 mL και φορτϊνουμε 

το δείγμα μασ (μζχρι 700 μL τθ φορά) 

 Φυγοκεντροφμε για 1 λεπτό ςτισ 11000g. Ρετάμε το υλικό που διζρχεται από 

τθ ςτιλθ ςτο tube και επαναλαμβάνουμε μζχρι να διζλκει όλο το δείγμα μασ 

από τθ ςτιλθ κατακράτθςθσ του DNA. 

 Ρροςκζτουμε 700 μL ΝΤ3 buffer το οποίο περιζχει αικανόλθ ςτθ ςτιλθ και 

φυγοκεντροφμε ςτισ 11000g για 1 λεπτό ϊςτε να πλφνουμε τθν κολϊνα μασ. 

Απομακρφνουμε εκ νζου το υλικό που ςυγκεντρϊνεται ςτο tube. 

 Φυγοκεντροφμε ξανά ςτισ 11000g για 2 λεπτά ϊςτε να ςτεγνϊςει θ μεμβράνθ 

και να απομακρυνκοφν τυχόν υπολλείματα. 

 Τζλοσ προςκζτουμε 15-30 μL ΝΕ buffer για να εκλουςτεί το DNA. Αφινουμε ςε 

κερμοκραςία δωματίου για 1 λεπτό και φυγοκεντροφμε ςτισ 11000g για ζνα 

λεπτό. (ζχουμε τοποκετιςει καινοφριο tube  κάτω από τθ ςτιλθ ϊςτε το υλικό 

που παραλαμβάνεται να μθν αναμειχκεί με τα προθγοφμενα). 
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3.3 Αντίδραςθ μοριακισ ςυγκόλλθςθσ (ligation) 

Μζςω τθσ ςυγκεκριμζνθσ διαδικαςίασ γίνεται ςυνζνωςθ ενόσ επικυμθτοφ 

ενκζματοσ (insert) με ζνα πλαςμιδιακό φορζα (vector). Ο υπολογιςμόσ των 

ποςοτιτων που κα προςτεκοφν ςτθν αντίδραςθ ςυγκόλλθςθσ δίνεται από τθν εξισ 

εξίςωςθ: 

     ng insert≥ ng vector x 10 x μοριακό βάροσ insert/μοριακό βάροσ vector 

(Θ ποςότθτα του φορζα και του ενκζματοσ υπολογίηονται αφοφ πρϊτα τα ζχουμε 

τρζξει ςε gel αγαρόηθσ) 

Θ αντίδραςθ γίνεται ςε τελικό όγκο 20 μL. Εκτόσ από το φορζα και το ζνκεμα το 

διάλυμα περιζχει λιγάςθ (προζρχεται από Τ4 φάγο) και το buffer (+ATP) τθσ. Ο όγκοσ 

του buffer δεν πρζπει να ξεπερνάει το 1/10 του ςυνολικοφ όγκου. Συνεπϊσ για όγκο 

διαλφματοσ 20 μL  προςκζτουμε 2 μL buffer. Στθν περίπτωςθ που ο φορζασ και το 

ζνκεμα ζχουν λεία άκρα (blunt ends) θ αντίδραςθ λιγάςθσ πραγματοποιείται ςε 

κερμοκραςία δωματίου. Στθν αντίκετθ περίπτωςθ που τόςο ο φορζασ όςο και το 

ζνκεμα ζχουν προεξζχοντα μονόκλωνα κολλϊδθ άκρα (sticky ends) θ αντίδραςθ 

πραγματοποιείται ςτουσ 16 οC. 

 

3.4 Μεταςχθματιςμόσ βακτθρίων (Transformation) 

Μεταςχθματιςμόσ είναι θ γενετικι τροποποίθςθ ενόσ κυττάρου (βακτθρίου ςτθ 

ςυγκεκριμζνθ τεχνικι) που προκφπτει από τθν άμεςθ πρόςλθψθ και ενςωμάτωςθ 

εξωγενοφσ γενετικοφ υλικοφ από το περιβάλλον του μζςω τθσ κυτταρικισ 

μεμβράνθσ. Θ τεχνικι αυτι βρίςκει εφαρμογι όταν κζλουμε να ειςάγουμε ςε 

βακτθριακά κφτταρα ζνα πλαςμίδιο που φζρει ζνα επικυμθτό ζνκεμα. Θ 

διαδιακαςία αυτι ςυνικωσ ακολουκείται τθσ αντίδραςθσ μοριακι ςυγκόλλθςθσ 

(ligation). Στθν παροφςα εργαςία ζγινε χριςθ κυττάρων E.coli του ςτελζχουσ DH5α 

τα οποία ζχουν καταςτεί επιδεκτικά ςτον μεταςχθματιςμό φςτερα από ειδικι 

επεξεργαςία με CaCl2. 
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 Ραραλαμβάνουμε τα βακτιρια τα οποία φυλάςςονται ςτουσ -80 οC ςε 

eppendorf (κάκε eppendorf περιζχει 100 μL διαλφματοσ) και τα 

διατθροφμε ςε πάγο. 

 Ρροςκζτουμε τθ ligation ι το πλαςμίδιο που κζλουμε να ειςάγουμε ςτα 

κφτταρα ςτο eppendorf  που περιζχει τα βακτιρια. Με αυτό τον τρόπο το 

DNA  ζρχεται ςε επαφι με τα βακτθριακά κφτταρα. 

 Επωάηουμε για 30 λεπτά ςε πάγο.  

 Ρραγματοποιοφμε κερμικό ςοκ ςτουσ 42 οC για 1:30 λεπτά ϊςτε να 

υποβοθκιςουμε τθν είςοδο του πλαςμιδίου ςτα επιδεκτικά κφτταρα. Το 

κερμικό ςοκ προκαλεί άνοιγμα των πόρων του κυττάρου με αποτζλεςμα 

να είναι πιο εφκολθ θ πρόςβαςθ του εξωγενοφσ γενετικοφ υλικοφ. 

 Για 1 λεπτό ςτον πάγο. 

 Ρροςκζτουμε 900 μL κακαρό κρεπτικό LB ςτο διάλυμα και επωάηουμε 

ςτουσ 37 οC για 30 λεπτά ϊςτε τα βακτιρια να επανζλκουν μετά το 

κερμικό ςοκ και να επζλκουν ςε διαδικαςία κυτταρικοφ 

πολλαπλαςιαςμοφ. (το κρεπτικό υλικό δεν περιζχει αντιβιοτικό) 

 Απλϊνουμε 100 μL από τα ςυνολικά 1000 ςε τρυβλίο που περιζχει  

ςτερεό κρεπτικό LB μζςο και κατάλλθλο αντιβιοτικό. 

 Τθν υπόλοιπθ ποςότθτα (900 μL)  τθ φυγοκεντροφμε  ςτισ 6000rpm για 1 

λεπτό. Ρετάμε τθ μεγαλφτερθ ποςότθτα από το υπερκείμενο και 

επαναδιαλυτοποιοφμε τθν πελζτα. Απλϊνουμε τα κφτταρα όπωσ και ςτο 

προθγοφμενο βιμα. Το πλαςμίδιο προςδίδει ανκεκτικότθτα ςτα βακτιρια 

που το φζρουν λόγω του γονιδίου ανκεκτικότθτασ που φζρει ςτο 

γονιδίωμα του. Αυτι θ ιδιότθτα  χρθςιμεφει ςτθ διαλογι των 

μεταςχθμζνων από των μθ-μεταςχθματιςμζνων κυττάρων. Πςα κφτταρα 

ζχουν ενςωματϊςει το πλαςμίδιο κα μπορζςουν να επιβιϊςουν και να 

αναπτυχκοφν παρουςία αντιβιοτικοφ ςτο τρυβλίο.  

 Αφινουμε τα τρυβλία ςτουσ 37 οC για όλο το βράδυ ϊςτε να αναπτυχκοφν 

τα βακτιρια με το πλαςμίδιο μασ και να ςχθματιςτοφν αποικίεσ. 

 Ραίρνουμε μοναδιαίεσ αποικίεσ από το τρυβλίο και τισ μεγαλϊνουμε 

ξεχωριςτά ςε κωνικι φιάλθ που περιζχει υγρό κρεπτικό υλικό και 

αντιβιοτικό. 

 Επωάηουμε ξανά όλο το βράδυ ςτουσ 37 οC  
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(Μετά ακολουκεί θ διαδικαςία τθσ απομόνωςθσ του πλαςμιδιακοφ DNA θ οποία 

αναλφεται παρακάτω.)                                  

 

3.5 Απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA μικρισ κλίμακασ (Miniprep) 

Θ τεχνικι αυτι αφορά μεταςχθματιςμοφσ βακτθρίων, τα οποία ζχουν επωαςτεί 

ςε φλάςκεσ ι κωνικζσ φιάλεσ ζγκου <50 mL. H διαδικαςία βαςίηεται ςτθν αλκααλικι 

λφςθ των βακτθρίων και ςτθν παραλαβι του πλαςμιδιακοφ DNA.  Τα βιματα για τθν 

ολοκλιρωςθ τθσ ςυγκεκριμζνθσ διαδικαςίασ είναι τα εξισ: 

 Μεταφορά ςε ςωλθνάκια των κλϊνων που προζκυψαν από επϊαςθ ςτο 

τρυβλίο. Κάκε ςωλθνάκι περιζχει 1,5 mL κρεπτικό LB και αντιβιοτικό ςε 

ςυγκζντρωςθ 1/1000. 

 Επωάηουμε τα ςωλθνάκια  για ~18 ϊρεσ ςτουσ 37 οC ςε αναδευτιρα. Ζτςι 

εξαςφαλίηονται οι ανάγκεσ τισ καλλιζργειασ για καλό αεριςμό των 

βακτθρίων. 

 Ραίρνουμε 1 mL από κάκε καλλιζργεια ςε eppendorf και φυγοκζντροφμε 

για 1 λεπτό ςτισ 6000rpm. 

 Ρετάμε το υπερκείμενο που περιζχει το κρεπτικό μζςο και κρατάμε τθ 

βακτθριακι πελζτα. 

 Επαναδιαλυτοποιοφμε τθν πελζτα του κάκε eppendorf  χρθςιμοποιϊντασ 

vortex ςε 100 μL διαλφματοσ S1 (resuspension buffer) το οποίο περιζχει 

RNAse. 

 Ρροςκζτουμε 100 μL διαλφματοσ S2 το οποίο λφνει τα κφτταρα. Για 

καλφτερθ δράςθ του διαλφματοσ ανακινοφμε καλά.  

 Ρροςκζτουμε 100 μL διαλφματοσ S3 ϊςτε να εξουδετερωκεί το S2 

διάλυμα και να επανζλκει το PH ςε ουδζτερεσ τιμζσ. Ανακινοφμε καλά και 

πάλι με το χζρι και φυγοκεντροφμε ςτισ 14000rpr για 10 λεπτά ςε 

κερμοκραςία δωματίου (RT). 

 Ραραλαμβάνουμε το υπερκείμενο (~300 μL) και προςκζτουμε αικανόλθ 

2,5 φορζσ τον όγκο του υπερκειμζνου μασ (~750 μL). Ζτςι κατακρθμνίηεται 

το DNA.  

 Ανακινοφμε και φυγοκζντρθςθ ςτισ 14000rpm για 10 λεπτά ςτουσ 4 οC. 

 Απομακρφνουμε το υπερκείμενο που περιζχει τθν αικανόλθ και 

ςτεγνϊνουμε καλά τθ πελζτα. 
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 Επαναδιαλυτοποιοφμε τθν πελζτα ςε 100 μL dH2O και αποκθκεφουμε 

ςτουσ -20 οC. 

 

 

3.6 Απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA μεγάλθσ κλίμακασ (Maxiprep) 

Θ τεχνικι αυτι ζχει τθν ίδια λειτουργία με τθν απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA 

μικρισ κλίμακασ. Θ μόνθ τουσ διαφορά είναι ότι οι φλάςκεσ ι κωνικζσ φιάλεσ που 

χρθςιμοποιικθκαν ζχουν όγκο >200 mL.  

 Ρροςκζτουμε αντιβιοτικό ςε κρεπτικό LB ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 1/1000. 

 Ραίρνουμε μικρι ποςότθτα (τθσ τάξθσ του mL) από τθν υγρι καλλιζργεια 

που κζλουμε να μεγαλϊςουμε και τθν προςκζτουμε ςτο κρεπτικό. 

 Θ καλλιζργεια επωάηεται για ~18 ϊρεσ ςτουσ 37 οC ςε αναδευτιρα. 

 Μεταφζρουμε τθν καλλιζργεια ςε πλαςτικά baquets και φυγοκεντροφμε 

ςτισ 5000rpm για 10 λεπτά. 

 Ραραλαμβάνουμε πελζτα, πετάμε υπερκείμενο. 

 Χριςθ ειδικϊν κολϊνων για απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA. 

 Ρροςκζτουμε ςτθν κολϊνα 12mL equilibrium buffer για εξιςορρόπθςθ 

τθσ. 

 Ρροςκικθ 8 mL παγωμζνου διαλφματοσ (resupsension buffer) S1. To S1 

buffer περιζχει RNAse. 

 Επαναδιαλυτοποιοφμε τθν πελζτα ανακινϊντασ με το χζρι. 

 Ρροςκζτουμε 8 mL (lysis buffer) S2. Το buffer S2 προκαλεί λφςθ ςτα 

κφτταρα. 

 Εξιςορρόπθςθ του PH του διαλφματοσ με προςκικθ 8 mL (neutralization 

buffer) S3. To buffer S3 προςτατεφει το DNA το οποίο αν παραμείνει για 

χρονικό διάςτθμα πάνω από 5 λεπτά ςτο διάλυμα S2 καταςτρζφεται. 

 Φορτϊνουμε το δείγμα  ςτθν κολϊνα. Το πλαςμιδιακό DNA κα 

ςυγκεντρωκεί ςτο κάτω φίλτρο τθσ κολϊνασ. 

 Μετά τθ διζλευςθ του δείγματοσ από τθν κολϊνα πραγματοποιοφμε δφο 

πλφςεισ. 1θ: προςκικθ 5 mL equilibrium buffer. Αφαίρεςθ πάνω φίλτρου 
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(ςε αυτό είναι ςυγκεντρωμζνα κυτταρικά υπολλείματα και γενωμικό DNA) 

2θ : 8 mL washing buffer. 

 Ρροςκζτουμε 5 mL elution buffer ενϊ πρϊτα ζχουμε τοποκετιςει ζνα 

falcon κάτω από τθν κολϊνα για να ςυλλζξουμε εκεί το πλαςμιδιακό DNA. 

 Κατακρθμνίηουμε το DNA με προςκικθ ίςου όγκου ιςοπροπανόλθσ 

(~5mL). 

 Φυγοκζντρθςθ ςτισ 3100rpm για 30 λεπτά. 

 Ρετάμε το υπερκείμενο, κρατάμε τθν πελζτα και τθν 

επαναδιαλυτοποιοφμε ςε TE buffer. Ο όγκοσ του ΤΕ εξαρτάται από το 

μζγεκοσ τθσ πελζτασ.  

 Αποκθκεφουμε ςτουσ -20oC. 

 Τρζχουμε το DNA που απομονϊςαμε ςε gel αγαρόηθσ 1% ϊςτε να 

ποςοτικοποιιςουμε το πλαςμιδιακό DNA που παραλάβαμε ενϊ 

παράλλθλα μποροφμε να ελζγξουμε και τθν ποιότθτα του. (αν είναι 

ακζραιο ι nicked). 

3.7 Διαμόλυνςθ ευκαρυωτικϊν κυττάρων με φωςφορικά άλατα και 

CaCl2 (Transfection) 

Θ ςυγκεκριμζνθ τεχνικι χρθςιμοποιείται ςτθ διαμόλυνςθ ευκαρυωτικϊν 

κυττάρων με μια ι περιςςότερεσ πλαςμιδιακζσ καταςκευζσ. Θ αρχι τθσ μεκόδου 

βαςίηεται ςτο γεγονόσ ότι το DNA το οποίο είναι αρνθτικά φορτιςμζνο 

ςυςςωματϊνεται με κετικά ιόντα του αςβεςτίου και ςτθν ςυνζχεια κατακάκεται 

πάνω ςτα κφτταρα. Αυτό ςυμβαίνει λόγω τθσ προςκόλλθςθσ ςε αρνθτικά 

φωςφορικά άλατα μεγάλου μοριακοφ βάρουσ. Θ αποτελεςματικότθτα τθσ 

διαμόλυνςθσ εξαρτάται από τον κυτταρικό τφπο που χρθςιμοποιείται για τα 

εκάςτοτε πειράματα (ςτθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκαν Τ293 κφτταρα). Ο 

ςυνολικόσ όγκοσ όγκοσ που προςτίκεται ςε κάκε πθγαδάκι είναι το 1/10 του όγκου 

του κρεπτικοφ που αυτό περιζχει. Θ ποςότθτα του πλαςμιδίου που πρζπει να 

προςκζςουμε διαφζρει ανάλογα με το μζγεκοσ του πθγαδιοφ (για παράδειγμα ςε 

μια 6-well plate προςκζτουμε ~5 μg πλαςμιδίου ενϊ ςε μια 12-well plate ~2,5 μg. Θ 

διαδικαςία που ακολουκείτε είναι θ εξισ: 
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 Ελζγχουμε αν τα πλαςμίδια μασ είναι ςε καλι κατάςταςθ (υπερελικωμζνα 

και χωρίσ εγκοπζσ) και τα ποςοτικοποιοφμε τρζχοντασ μια ποςότθτα τουσ 

(τθσ τάξθσ του >1μL) ςε gel αγαρόηθσ. 

 Σε αποςτειρωμζνα tubes προςκζτουμε CaCl2 2.5 M (20x) αραιωμζνο 10 

φορζσ, τα πλαςμίδια που κζλουμε να ειςαχκοφν ςτα ευκαρυωτικά 

κφτταρα και dH2O ζωσ ότου ςυμπλθρωκεί ο μιςόσ όγκοσ διαλφματοσ που 

κα προςτεκεί ςε κάκε πθγαδάκι. 

 Ο υπόλοιποσ όγκοσ (άλλοσ μιςόσ) του διαλφματοσ είναι φωςφορικά άλατα 

Hebs (2x). Συνολικά κάκε πθγαδάκι λοιπόν περιζχει 1x CaCl2, 1x Hebs και 

το DNA προσ ειςαγωγι. 

 Αφινουμε να επωαςτεί το διάλυμα για 20 λεπτά ςτον απαγωγό μζχρι να 

ςχθματιςτεί ίηθμα.  

 Ρροςκζτουμε με προςοχι το διάλυμα ενϊ παράλλθλα ανακινοφμε ομαλά 

τθν plate ϊςτε να απλωκεί ομοιόμορφα ςτα κφτταρα. 

 Τα κφτταρα επωάηονται ςτουσ 37 οC για 16-18 ϊρεσ. Ο χρόνοσ επϊαςθσ 

εξαρτάται από το είδοσ του κυττάρου που χρθςιμοποιείται. 

 Ξεκολλάμε τα κφτταρα με προςκικθ 1 mL PBS-EDTA και τα μαηεφουμε ςε 

αποςτειρωμζνα falcons. 

3.8 Ανίχνευςθ πρωτεϊνϊν ςε μεμράνθ νιτροκυτταρίνθσ (Western blot) 

Θ τεχνικι αυτι χρθςιμοποιείται για τθν ανίχνευςθ ςυγκεκριμζνων πρωτεϊνϊν ςε 

ζνα δείγμα και ακολουκείτε του transfection που αναφζραμε ςτθν ενότθτα 3.7. 

Γίνεται χριςθ θλεκτροφόρθςθσ ςε πικτωμα πολυακριλαμίδθσ ζτςι ϊςτε να 

διαχωριςτοφν οι πρωτεΐνεσ ανάλογα με το μοριακό τουσ βάροσ. Στθ ςυνζχεια γίνεται 

μεταφορά των πρωτεϊνϊν ςε μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ. Ακολουκεί θ ςιμανςθ τθσ 

προσ μελζτθσ πρωτεΐνθσ με αντιςϊματα, ειδικά για τθν πρωτεΐνθ ςτόχο. Θ 

διαδικαςία που ακολουκιςαμε ιταν θ εξισ: 

 Αφοφ ζχουμε μαηζψει τα κφτταρα ςε falcons φυγοκεντροφμε ςτισ 1500rpr 

για 5 λεπτά. 

 Ρετάμε υπερκείμενο, κρατάμε πελζτα και κάνουμε πλφςεισ προςκζτοντασ 

1 mL PBS. Επαναδιαλυτοποιοφμε καλά τθν πελζτα. 

 Μεταφζρουμε ςε αποςτειρωμζνα eppendorfs και φυγοκεντροφμε ςτισ 

6000rpm για 1 λεπτό.  
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 Ρετάμε υπερκείμενο, κρατάμε πελζτα και επαναδιαλυτοποιοφμε με 

προςκικθ 1 mL PBS. 

 Επαναλαμβάνουμε τθ φυγοκζντρθςθ. (6000rpm για 1 λεπτό) 

 Ρροςκικθ 120 μL RIPA (προκαλεί λφςθ κυττάρων). 

 Φυγοκζντρθςθ 6000rpm για 1 λεπτό. 

 Φτιάχνουμε μείγμα με 1 mL RIPA και 1/100 όγκου PMSF (10 μL). Το PMSF 

είναι αναςτολζασ πρωτεαςϊν και προςτατεφει τισ πρωτεΐνεσ από τθν 

καταςτροφι. Σε κάκε δείγμα προςκζτουμε 150 μL από το μείγμα. 

 Στον πάγο για 20 λεπτά ϊςτε να δράςουν οι RIPA και PMSF. 

 Φυγοκζντρθςθ ςτουσ 4 οC ςτισ 14000 rpm για 10 λεπτά.  

 Μεταφζρουμε υπερκείμενο ςτο οποίο βρίςκονται οι πρωτεΐνεσ ςε νζα 

tubes.  

Ρροετοιμαςία για θλεκτροφόρθςθ: 

 Στινουμε τθ ςυςκευι θλεκτροφόρθςθσ. 

 Ετοιμάηουμε το πικτωμα πολυακριλαμίδθσ. (running και stacking 

gel) 

Ρροετοιμαςία δειγμάτων:  

 Τοποκετοφμε 20 μL από κάκε δείγμα ςε νζο tube.  

 Ρροςκζτουμε 5 μL πρωτεινικό loading buffer. 

 Βράηουμε για 5 λεπτά τα δείγματα μασ και το Βenedict marker  

(ϊςτε να αποδιαταχκοφν καλά οι πρωτεΐνεσ και να τρζξουν 

ομοιόμορφα ςτο gel) 

 Ρροςκζτουμε running buffer (περιζχει Tris/Glycine, SDS και H2O) μζχρι το 

ςθμείο των θλεκτροδίων.  

 Τρζχουμε τισ πρωτεΐνεσ ςτο πικτωμα πολυακριλαμίδθσ. 

 Ετοιμάηουμε τθ ςυςκευι μεταφοράσ των πρωτεϊνϊν ςτθ μεμβράνθ 

νιτροκυτταρίνθσ. 

 Ρροςκζτουμε transfer buffer (περιζχει Glycine H2O και μεκανόλθ) 

 Αφινουμε να μεταφερκοφν οι πρωτεΐνεσ ςτθ μεμβράνθ μζςω 

θλεκτροφόρθςθσ. Οι πρωτεΐνεσ κινοφνται από τον αρνθτικό ςτο κετικό πόλο 

των θλεκτροδίων.  (Εικόνα 6)  



 
 

22 

 

Εικόνα 6  Συςκευή μεταφοράσ πρωτεινών ςε μεμβράνη νιτροκυτταρίνησ 

Μετά τθν μεταφορά των πρωτεινϊν ςτθ μεμβράνθ γίνεται προςκικθ αντιςϊματοσ 

το οποίο προςδζνεται εκλεκτικά με τθν πρωτεΐνθ ςτόχο. Ανάλογα τθν πρωτεΐνθ που 

μελετάμε προςκζτουμε και διαφορετικό αντίςωμα. Στθν παροφςα εργαςία 

χρθςιμοποιικθκαν τα εξισ αντιςϊματα: 

 a-GFP (για τθν ανίχνευςθ TRF1) που είχε παραχκεί από κουνζλι. 

  a-myc (για τθν ανίχνευςθ του PML) από ποντίκι. 

 Monomeric red (για τθν ανίχνευςθ του PML) από κουνζλι. 

Θ διαδικαςία πρόςδεςθσ των αντιςωμάτων ςτισ πρωτεΐνεσ ςτόχουσ είναι θ εξισ: 

 Ρροςκζτουμε TBST ςτθ μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ ϊςτε να μθν αφυδατωκεί. 

 Αφαιροφμε TBST και προςκζτουμε χρωςτικι Ponceau για να ελζγξουμε αν ζχει 

γίνει μεταφορά των πρωτεινϊν ςτθ μεμβράνθ. 

 Ξεπλζνουμε καλά μζχρι να φφγει θ χρωςτικι με νερό ι TBST. 

 Blocking με γάλα (5%)  για 1 ϊρα ςε αναδευτιρα ςε κερμοκραςία δωματίου 

(ϊςτε να μθν ζχουμε μθ ειδικι πρόςδεςθ αντιςϊματοσ) 

 Ρροςκικθ πρϊτου αντιςϊματοσ ςε ςυγκζντρωςθ: 1/250 για το myc, 1/1.000 

για τα GFP και monomeric red αντιςϊματα. 

 Σε αναδευτιρα για 1 ϊρα. 

 3 πλυςίματα των 5 λεπτϊν το κάκε ζνα με TBST. 

 Ρροςκικθ δεφτερου αντιςϊματοσ το οποίο είναι ςυνδεδεμζνο με το ζνηυμο 

HRP (υπεροξειδάςθ). Χάρθ ςε αυτό βλζπουμε τθν πρωτεΐνθ μασ κατά τθν 

ζκκεςθ κακϊσ το ζνηυμο τθσ υπεροξειδάςθσ αντιδρά με το υπόςτρωμα ECL. Θ 
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ςυγκζντρωςθ του δεφτερου αντιςϊματοσ που χρθςιμοποιιςαμε ςτθν 

παροφςα εργαςία ιταν: 1/10.0000 και για τα δφο αντιςϊματα anti-mouse και 

anti-rabbit. 

 3 πλυςίματα των 5 λεπτϊν το κάκε ζνα με TBST. 

 Ζκκεςθ. Με αυτό τον τρόπο οπτικοποιοφμε τθν ειδικι πρόςδεςθ του πρϊτου 

αντιςϊματοσ (πρωτογενοφσ) με τθ μζκοδο τθσ χθμειοφωταφγιασ. Γίνεται με 

χριςθ υποςτρϊματοσ ECL. 

Για να ξανα χρθςιμοποιιςουμε τθ μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ για άλλο αντίςωμα 

κάνουμε stripping με strip buffer εωσ ότου καλυφκεί θ μεμβράνθ. Επωάηουμε για 10 

λεπτά ςτουσ 65 o C. Το buffer βοθκάει ςτθν απομάκρυνςθ προθγοφμενων πρϊτων 

και δεφτερων αντιςωμάτων.  

 Επαναλαμβάνουμε τθν διαδικαςία για το επόμενο πρϊτο και δεφτερο 

αντίςωμα.  

Για να υπολογίςουμε το μοριακό βάροσ μιασ πρωτεΐνθσ χρθςιμοποιοφμε τθν 

εξίςωςθ: 

ΜΒ= N αμινοξζων x 110 Dalton 

Ππου Ν ο αρικμόσ των αμινοξζων. Το 110 προκφπτει από το γεγονόσ ότι ζνα αμινοξφ 

ιςοφται με 110 Da. 

 

3.9 Συνκατακριμνιςθ πρωτεινϊν (co-IP) 

Στθ ςυγκεκριμζνθ μζκοδο χρθςιμοποιοφμε beads (ςφαιρίδια αγαρόηθσ) τα οποία 

ςυντθροφνται ςε 60% αικανόλθ. Μαηί με τα extracts φεφγουν όςεσ πρωτεΐνεσ 

κάνουν μθ ειδικι πρόςδεςθ. (Εικόνα  7) 

 

  

 

 

 

Εικόνα 7: απεικόνιςη πρόςδεςησ  

αντιςώματοσ ςε bead 
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Θ διαδικαςία που ακολουκείται για τθν ςυν-κατακριμνιςθ πρωτεινϊν είναι θ εξισ: 

 Ρροςκζτουμε ςε tubes 10 μL beads. (όςα τα δείγματα μασ τόςα και τα tubes) 

 3 πλυςίματα με 500 μL  co-IP buffer ςτισ 3500rpm για 1 λεπτό. 

 Τα δείγματα μασ κα τρζξουν με και χωρίσ beads. Γι’αυτό το λόγο παίρνουμε 

100 μL και 10 μL από το ίδιο δείγμα ςε διαφορετικά tubes. Στα 100 μL κα 

προςκζςουμε τα 10 μL από τα beads. Για καλφτερθ παραλαβι των beads τα 

προςκζτουμε 100 μL co-IP buffer και παίρνουμε με tip το οποίο το ζχουμε 

κόψει ςτθν άκρθ του ϊςτε να ζχει μεγαλφτερο άνοιγμα. (οι ποςότθτεσ του co-

IP buffer και των δειγμάτων υπολογίηονται κάκε φορά από τθν ποςότθτα 

πρωτεΐνθσ που ζχουμε) 

 Για 1 ϊρα ςτουσ 4 οC. 

 Φυγοκζντρθςθ ςτουσ 4 οC για 2 λεπτά. 

 Κρατάμε υπερκείμενο. Ρροςκζτουμε πρωτογενζσ αντίςωμα. 

 Για 1 ϊρα ςτουσ 4 οC overnight. 

 3 πλυςίματα με 500 μL co-IP buffer για 1 λεπτό ςτισ 3500rpm ςτουσ 4 οC. 

 20 μL beads ςε κάκε δείγμα  

 Για 3 ϊρεσ ςτουσ 4 ο C ςε αναδευτιρα. 

 100 μL από PMSF (αναςτολζασ πρωτεαςϊν) ςε 1mL NENT buffer. 

 Φυγοκζντρθςθ ςτισ 3500rpm ςτουσ 4 ο C για 2 λεπτά.  

 Ρετάμε υπερκείμενο, κρατάμε πελζτα.  

 Ρροςκικθ 1 mL NENT buffer ςε κάκε δείγμα. 

 5 λεπτά ςτον πάγκο  

 Επαναλαμβάνουμε 3 φορζσ. 

Μετά από αυτι τθν διαδικαςία ακολουκεί ίδια με το Western blot που 

αναφζραμε παραπάνω (θλεκτροφόρθςθ ςε πικτωμα πολυακριλαμίδθσ, 

μεταφορά ςε μεμβράνθ νιτροκκυτταρίνθσ και ζκκεςθ με υπόςτρωμα ECL)  
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4. Αποτελζςματα: 

Θ βιβλιογραφία αναφζρει πωσ θ PML IV αλλθλεπιδρά ιςχυρότερα με τθν TRF1 ςε 

ςχζςθ με άλλεσ ιςομορφζσ τθσ PML πρωτεΐνθσ. Αυτό το εξακριβϊςαμε με Western 

blot και co-IP.  (1ο πείραμα) Χρθςιμοποιιςαμε και άλλεσ πρωτεΐνεσ εκτόσ από τθν 

TRF1 ωσ control. Στο πείραμα αυτό κάναμε υπερζκφραςθ των πρωτεϊνϊν με 

παροδικι διαμόλυνςθ. Οι πρωτεΐνεσ αυτζσ είναι χιμαιρικζσ με φκορίηοντα μόρια 

όπωσ για παράδειγμα GFP. Τα PML ζχουν myc επίτοπο. Με Western blot ελζγχουμε 

εάν ζχουν εκφραςτεί οι πρωτείνεσ μασ και τισ ποςοτικοποιοφμε για το co-IP. 

  

                     Εικόνα 8: myc  αντίςωμα                                          Εικόνα 9: GFP αντίςωμα 

Ππωσ φαίνεται και ςτισ Εικόνεσ 8,9 θ TRF1 υπάρχει τόςο ςτα κφτταρα που 

εκφράηουν και PML IV όςο και ςε αυτά με PML III πρωτεΐνθ. Για να ελζγξουμε αν θ 

TRF1 αλλθλεπιδρά με τισ PML III και PML IV κάναμε χριςθ τθσ τεχνικισ co-IP τα 

αποτελζςματα τθσ οποίασ αναπαριςτϊνται ςτισ εικόνεσ 10,11. Για να ελζγξουμε τθν 

αλλθλεπίδραςθ των πρωτεϊνϊν PML και TRF1 χρθςιμοποιιςαμε πρϊτα myc 

αντίςωμα. Το ςυγκεκριμζνο αντίςωμα προςδζνεται ςτθν πρωτεΐνθ PML. 

Ανιχνεφουμε τθν φπαρξθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ με το GFP αντίςωμαπου προςδζνει τθ 

χιμαιρικι πρωτείνθ GFP-TRF1. Τα input χρθςιμοποιοφνται ωσ ςθμεία αναφοράσ για 

τθν ζκφραςθ τθσ εκάςτοτε πρωτεΐνθσ και περιζχουν το 1/10 του όγκου των IP. Αν οι 

πρωτεΐνεσ δεν αλλθλεπιδροφν μεταξφ τουσ κα εμφανιηόταν ηϊνθ ςτο input αλλά όχι 
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ςτο ip. Ππωσ φαίνεται ςτισ εικόνεσ 10 και 11 οι πρωτείνεσ μασ δίνουν τθν ίδια ηϊνθ 

ςε input και ip. Ζτςι ςυμπεραίνουμε  ότι υπάρχει αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των 

πρωτεϊνϊν TRF1 και PLM. Επιλζξαμε τθν PML IV γιατί όπωσ φαίνεται και ςτισ εικόνεσ 

αλλθλεπιδρά καλφτερα με τθν TRF1 κακϊσ ςτο ip για το αντίςωμα GFP θ ηϊνθ ζχει 

μεγαλφτερο πλάτοσ. 

 

                 Εικόνα 10: myc αντίςωμα                                        Εικόνα 11:  GFP αντίςωμα 

       

  Ρραγματοποιιςαμε ζνα επιπλζον πείραμα (2ο πείραμα) ςυν-κατακριμνθςθσ 

πρωτεινϊν χρθςιμοποιϊντασ τισ πρωτεΐνεσ PML IV (4-7)/mRed και PML IV ϊςτε να 

δοφμε αν χωρίσ το αμινοτελικό άκρο τθσ, αλλθλεπιδρά εξίςου καλά θ PML IV 

πρωτεΐνθ με τον TRF1 παράγοντα. Ππωσ φαίνεται και ςτισ εικόνεσ 12,13 το 

καρβοξυτελικό  κομμάτι αλλθλεπιδρά και εκείνο εξίςου με τθν TRF1. Ππωσ και ςτο 

προθγοφμενο πείραμα ςυνκατακριμνιςθσ εμφανίηεται ίδια ηϊνθ ςε input και ip. Στο 

ςυγκεκριμζνο πείραμα χρθςιμοποιιςαμε PML αντίςωμα για να κατεβάςουμε τισ 

πρωτείνεσ μασ και GFP για να ελζγξουμε τθν αλλθλεπίδραςθ. Στθν εικόνα 13 
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παρατθροφμε ίδια ηϊνθ, αποτζλεςμα τθσ αλλθλεπίδραςθσ των πρωτεϊνϊν ενϊ οι 

υπόλοιπεσ ηϊνεσ που εμφανίηονται είναι πικανόν ανοςοςφαιρίνεσ.   

 

          Εικόνα 12:  co-IP με αντίςωμα PML                                      Εικόνα 13: co-IP με GFP αντίςωμα 

 

 

Στο επόμενο πείραμα (3ο πείραμα) ενκζςαμε ςε 3myc πλαςμίδιο το αμινοτελικό 

κομμάτι που αποτελείται από τα εξϊνια 1-4 του γονιδίου τθσ PML και το 

καρβοξυτελικό κομμάτι που αποτελείται από τα εξϊνια 6-7. Τα κομμάτια αυτά DNA 

τα πιραμε από πλαςμίδιο mRED ςτο οποίο και ιταν κλωνοποιθμζνα. Επίςθσ 

ενκζςαμε τον TRF1 παράγοντα ςε φορζα EGFP-C1. 

Cloning TRF1 σε E-GFP-C1 φορέα (vector): 

Για τθν παραλαβι πλαςμιδίου που φζρει το TRF1 γονίδιο,  κόβουμε φορζα και 

ζνκεμα με BamH1 και ECoRI  ζνηυμα. Συνεχίηουμε με μοριακι ςυγκόλλθςθ (ligation) 

των άκρων και μζςω τθσ τεχνικισ του transformation και mini preps παίρνουμε τουσ 

κατάλλθλουσ κλϊνουσ που φζρουν το πλαςμίδιο με το TRF1 γονίδιο. (θ ίδια 

ακολουκία τεχνικϊν γίνεται και ςτα επόμενα cloning). 
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Εικόνα 14: φορζασ EGFP-C1 ςτον οποίο ενθζςαμε το TRF1 γονίδιο 

 

 

Cloning PML IV (1-4) σε  3myc φορέα (vector): 

Αρχικά κόβουμε το κομμάτι τθσ PML IV (1-4) με τα ζνηυμα ECoRI και BamH1. 

Κάνουμε Klenow ϊςτε να δθμιουργθκοφν τυφλά άκρα ενϊ παράλλθλα κόβουμε και 

το φορζα με Sma ζνηυμο ϊςτε να δθμιουργθκοφν άκρα τα οποία κα κολλιςουν με  

το DNA PML IV (1-4). Μετά από κάκε κόψιμο με περιοριςτικό ζνηυμο τρζχουμε 5 μL 

για να επιβεβαιϊςουμε ότι ζχει δράςει το ζνηυμο αποτελεςματικά. Αφοφ κόψουμε 

λοιπόν και τα δφο DNA, δθμιουργϊντασ άκρα, με μοριακι ςυγκόλθςθ (ligation) τα 

ενϊνουμε. Ζτςι ολοκλθρϊκθκε ζνα από τα 3 πρϊτα πειράματα για τθν παροφςα 

εργαςία. Στθν εικόνα 15 απεικονίηεται ο φορζασ 3myc ςτον οποίο ενζκθκε τόςο το 

PML IV (1-4) όςο και το PML IV (6-7). 
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Εικόνα 15: φορζασ 3ΜYC ςτον οποίο ενθζςαμε το γονίδιο για την PML IV (1->4) πρωτεΐνη. 

 

Cloning PML IV (6-7) σε 3myc φορέα (vector): 

Στο τελευταίο μασ cloning κόβουμε τα PML IV (6-7) με τα ζνηυμα BglΙΙ και 

BamH1. Κάνουμε Klenow τρζχουμε το DNA ςε 1,5 % gel αγαρόηθσ και το 

απομονϊνουμε με gel extraction. Ο φορζασ 3myc κόβεται με BamHΙ ζνηυμο. Με 

μοριακι ςυγκόλλθςθ (ligation) ενϊνονται τα άκρα πλαςμιδίου- pml και ζτςι ζχουμε 

και το δεφτερο πλαςμίδιο κλωνοποιθμζνο με το DNA που χρειαηόμαςτε. 

 

Εικόνα 16:  φορζασ 3myc ςτον οποιό ενθζςαμε το γονίδιο για την ζκφραςη του καρβοξυτελικοφ κοματιοφ τησ PML 4  πρωτενησ. 
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Το δεφτερο κομμάτι τθσ εργαςίασ (4ο πείραμα) ιταν θ ζκφραςθ των πλαςμιδίων που 

δθμιουργιςαμε ςε ανκρϊπινα νεφρικά καρκινικά κφτταρα HEK 293T και ο ζλεγοσ 

τθσ αλλθλεπίδραςθσ των πρωτεινϊν μεταξφ τουσ. Για το Western blot ζγινε 

παροδικι διαμόλυνςθ  ςε 6-well plate και τα δείγματα που χρθςιμοποιικθκαν ιταν 

τα εξισ:  

1. PML IV/3myc                          (5 μL)       + TRF1 (3.75 μL) 

2. PML IV (1->4)/3myc (3.75 μL)  + TRF1 (3.75 μL) 

3. PML IV (6-7)/3myc   (3.75 μL)   + TRF1 (3.75 μL) 

4. PML III/3myc                         (10 μL)       + TRF1 (3.75 μL) 

Μετά τθ διαμόλυνςθ παρατθρικθκε φκοριςμόσ λόγω τθσ GFP που διακζτει το 

πλαςμίδιο ςτο οποίο ζχει κλωνοποιικθκε το TRF1. Ωςτόςο δεν ιταν τόςο ζντονοσ 

όςο αναμζναμε γεγονόσ που μπορεί να οφείλεται ςε λάκοσ κατά τθν ζνκεςθ των 

DNA ςτα πλαςμίδια, κακι κατάςταςθ των κυττάρων ι του κρεπτικοφ μζςου που 

αναπτφχκθκαν. Θ παρατιρθςθ αυτι επιβεβαιϊκθκε από το  Western blot που 

ακολοφκθςε ςτο οποίο όπωσ φαίνεται και ςτισ εικόνεσ δεν υπιρξε καλι ζκφραςθ 

πρωτεινϊν. 
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         Εικόνα 17: αντίςωμα GFP                                                           Εικόνα 18:  αντίςωμα myc                        

Ζγινε επανάλθψθ τθσ διαδικαςίασ με νζα διαμόλυνςθ ΘΕΚ 293Τ κυττάρων. Και αυτι 

τθ φορά χρθςιμοποιικθκε 6-well plate με τα εξισ 6 δείγματα: 

1) PML IV/3myc  (5 μL)                  + TRF1 (3.75 μL) 

2) PML IV (1->4)/3myc (3.75 μL) +  TRF1 (3.75 μL) 

3) PML IV (6-7) /3myc   (10 μL)   + TRF1 (3.75 μL) 

4) PLM III/3myc   (10 μL)             +  TRF1 (3.75 μL) 

5) PML IV (1->4)/mRed  (7.5 μL)+ TRF1 (3.75 μL) 

6) PML IV/mRed              (7.5 μL)+ TRF1 (3.75 μL) 

Τα αποτελζςματα που παρατθρικθκαν ιταν ίδια με αυτά του προθγοφμενου 

Western blot και απεικονίηονται ςτισ εικόνεσ  19,20. 

 

                             Εικόνα 19: GFP αντίςωμα                                                  Εικόνα 20: myc αντίςωμα 

Θ ςειρά των δειγμάτων που απεικονίηονται  ςτο Western blot είναι αυτι που ζχει 

αρικμθκεί παραπάνω. Στο παραπάνω πείραμα παρατθροφνται κάποιεσ μπάντεσ 

μονάχα ςτο πρϊτο well που περιείχε PML IV και ςτο τζταρτο που είχε PML III. Πςο 

αφορα το TRFI οι μπάντεσ που διακρίνουμε είναι ςτο τζταρτο well (PML III) και ςτο 

πζμπτο το οποίο περιείχε PML IV (1->4). 

 

 



 
 

32 

5.Συηιτθςθ: 

Στο αρχικό μασ πείραμα (Western blot και co-IP) κατά τον ζλεγχο τθσ 

αλλθλεπίδραςθσ των πρωτεινϊν TRF1 και PML IV διαπιςτϊςαμε όντωσ ότι υπάρχει 

αλλθλεπίδραςθ κακϊσ ςτθν αντίδραςθ ςυν-κατακριμνιςθσ εμφανίηονται διακριτζσ 

οι μπάντεσ των πρωτεινϊν (1ο πείραμα). Εςτιάηοντασ τθν προςοχι μασ ςτο 

αμινοτελικό και καρβοξυτελικό κομμάτι, (πείραμα 2) διαπιςτϊςαμε ότι απουςία 

αμινοτελικισ περιοχισ (εξωνίων 1-4) θ πρωτεΐνθ PML IV αλλθλεπιδρά με τον 

τελομερικό παράγοντα TRF1. 

Στο 4ο  πείραμα ςτο οποίο μεταςχθματιςαμε Τ293 κφτταρα με τα πλαςμίδια 

που  είχαμε πάρει από τα cloning (3ο πείραμα) δεν παρατθριςαμε παρόμοια εικόνα 

με αυτι των αρχικϊν Western και co-IP πειραμάτων μασ. Θ αλλθλοφχιςθ των 

πλαςμιδίων μασ με τα ενεμζνα DNA [PML IV (1->4) PML IV (6-7)] ζδειξε πωσ υπιρξαν 

ςθμιακζσ μεταλλαγζσ ςτα γονίδια μασ που πικανόν να δθμιουργικθκαν κατά τθ 

διάρκεια τθσ πειραματικισ διαδικαςίασ με αποτζλεςμα θ αλλθλουχίεσ μασ να ζχουν 

λανκαςμζνο πλαίςιο ανάγνωςθσ και ζτςι να μθν εκφράηεται ςωςτά το αμινοτελικό 

και καρβοξυτελικό κομμάτι τθσ PML. 

Ραρ’όλα αυτά ςτθριηόμενοι ςτθν βιβλιογραφία και ςτα πρϊτα δφο μασ 

πειράματα μποροφμε να υποςτθρίξουμε ότι το γονίδιο PML απουςία των εξωνίων 1 

ζωσ 4 ζχει τθν ικανότθτα να αλλθλεπιδρά με τον μεταγραφικό παράγοντα TRF1.  

Κακϊσ όπωσ αναφζραμε και ςτθν ειςαγωγι οι ιςομορφζσ τθσ PML πρωτεΐνθσ 

ζχουν πολλζσ και ποικίλεσ λειτουργίεσ, απαιτοφνται περαιτζρω ερευνθτικζσ 

προςπάκεισ για τισ λειτουργίεσ αυτζσ και τα μονοπάτια που ςυμμετζχουν. Ωςτόςο θ 

επιςτθμονικι κοινότθτα ςυνεχϊσ κάνει βιματα προσ τθν κατανόθςθ τθσ πρωτεΐνθσ 

αυτισ.  
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