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                                    ΕΙΣΑΓΩΓΗ: 
 
Τα μόρια κυτταρικής συνάφειας που ανήκουν στην υπεροικογένεια των 

ανοσοσφαιρινών ελέγχουν την κυτταρική μετανάστευση, την ανάπτυξη των 

νευριτών καθώς και την συναπτογένεση μέσω ομοφιλικών ή ετεροφιλικών 

δεσμών ( Martini, 1994; Ide,  1996;Fu & Gordon, 1997; Karagogeos, 2003) . Η 

έκφρασή τους ρυθμίζεται κατά την διάρκεια της ανάπτυξης ανάλογα με την 

ανάπτυξη των αξόνων και την καθοδήγησή τους. Αυτές οι πρωτεΐνες 

διατηρούνται ή επανεκφράζονται στα ενήλικα άτομα όπου θεωρούνται σημαντικά 

στην νευρική πλαστικότητα. 

 Η ΤΑG-1 (Τransient Axonal Surface Glycoprotein), είναι ένα νευρωνικό μόριο 

κυτταρικής συνάφειας το οποίο  ανήκει στην υπεροικογένεια των 

ανοσοσφαιρινών (IgSF) και το οποίο χαρακτηρίζεται από ένα δυναμικό και 

σύνθετο πρότυπο έκφρασης στο νευρικό σύστημα τόσο των αναπτυσσόμενων 

όσο και των ενήλικων ζώων. Πρόκειται για μία GPI- συνδεδεμένη (GPI-linked) 

γλυκοπρωτεΐνη που αυξάνει την συνάφεια και την ανάπτυξη των νευριτών στους 

αισθητικούς νευρώνες όπως έχει δειχτεί πειραματικά τόσο σε in vitro όσο και σε  

ex vivo πειραματικές διαδικασίες.  Αποτελείται από 6 επαναλήψεις ομόλογες των 

C2 ανοσοσφαιρικών περιοχών και 4 επαναλήψεις με ομολογία στις 

φιμπρονεκτινικές  τύπου ΙΙΙ περιοχές (Furley et al,1990). Έχουν εντοπιστεί δύο 

ομόλογες  σε αυτήν πρωτεΐνες, η axonin-1  στην όρνιθα και η TAX-1 στον 

άνθρωπο. Η axonin-1 έχει 75% αμινοξική ομολογία με  αυτή των θηλαστικών, 

ενώ η TAX-1 παρουσιάζει  91% αμινοξική ομολογία αντίστοιχα (Tsiorta et 

al,1993).  

H TAG-1 γλυκοπρωτεΐνη έχει μοριακό βάρος 135 kDa και ανιχνεύεται σε δύο 

μορφές: δεσμευμένη στην κυτταρική επιφάνεια (GPI-anchored) ,αλλά και 

εκκρινόμενη (Furley et al 1990; Karagogeos et al 1991). Bιοχημικές μελέτες 

έδειξαν ότι οι δύο μορφές προέρχονται από διαφορετικά ενδοκυττάρια μονοπάτια 

αν και φαίνεται να είναι προϊόντα του ίδιου μεταγράφου (Κaragogeos et al,1991). 
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H πρωτεΐνη TAG-1 εκφράζεται παροδικά κατά την διάρκεια της ανάπτυξης και η 

έκφραση της έχει εντοπιστεί σε μεταμιτωτικούς νευρώνες. Κατά την 

εμβρυογένεση, η TAG-1 εκφράζεται σε συγκεκριμένους υποπληθυσμούς 

νευρώνων στον εγκέφαλο και στο νωτιαίο μυελό καθώς και στα γάγγλια νωτιαίων 

ριζών (DRG) αμέσως μετά τη διαφοροποίησή τους, στη φάση της αρχικής 

επιμήκυνσης του νευράξονα. Η έκφρασή της προηγείται σε σχέση με άλλες 

ανοσοσφαιρίνες που εκφράζονται στους νευρώνες αυτούς. Σε έμβρυα 

κοτόπουλου έχει δειχτεί ότι επηρεάζει μαζί με άλλα μέλη της υπεροικογένειας 

(IgSF) την καθοδήγηση των συνδεσμικών (commissural) αξόνων προς την 

νωτιαία χορδή, την μέση γραμμή και το εδαφιαίο πέταλο. 

Στον αναπτυσσόμενο εγκέφαλο, η TAG-1 εμφανίζεται επίσης παροδικά σε 

υποπληθυσμούς νευρώνων που εντοπίζονται στον πρόσθιο εγκέφαλο, και σε 

όλα τα επίπεδα του στελέχους όπου εκφράζεται κυρίως σε άξονες που 

σχηματίζουν μακριές δεσμίδες. Εκφράζεται σε κρανιακά νεύρα (οφθαλμοκινητικό, 

υπογλώσσιο, κινητική μοίρα τριδύμου και προσωπικού νεύρου και το άνω 

γναθικό νεύρο), στις φλοιοθαλαμικές προβολές καθώς και σε μακριές δεσμίδες 

του κεντρικού νευρικού συστήματος. Επιπλέον εκφράζεται  στο μεσολόβιο, στον 

πρόσθιο σύνδεσμο και στο σύνδεσμο του ιππόκαμπου και σε άλλες χιαζόμενες 

προβολές που εντοπίζονται σε διάφορα επίπεδα του στελέχους ( Wolfer, 1994). 

Στο αναπτυσσόμενο ΠΝΣ , η έκφραση της TAG-1 έχει μελετηθεί αναλυτικά στο 

επίπεδο των πρωτοταγών αισθητικών νευρώνων που περιέχονται στα γάγγλια 

νωτιαίων ριζών (DRG), τα οποία βρίσκονται πολύ κοντά στο νωτιαίο μυελό. Στα 

γάγγλια νωτιαίων ριζών, η TAG-1 ξεκινάει να εκφράζεται από την Ε11 και 

συνεχίζει μετά τη γέννηση. Επιπλέον, η πρωτεΐνη αυτή επάγεται κατά τη διάρκεια 

της in vitro αξονικής αναγέννησης μεμονωμένων νωτιαίων γαγγλιακών νευρώνων 

που απομονώθηκαν από διάφορα αναπτυξιακά στάδια καθώς και από το ενήλικο 

( Karagogeos,1991). Αντίθετα, δεν εκφράζεται κατά τη διάρκεια της in vitro 

αναγέννησης μεμονωμένων νευρώνων νωτιαίου μυελού εμβρύου ή νεογέννητου. 
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Ο Ρόλος της TAG-1 στην κυτταρική μετανάστευση : 

Η μετανάστευση των αξόνων προς τον προορισμό τους είναι η βασική διαδικασία 

του σχηματισμού του νευρικού συστήματος. Οι αυξητικοί κώνοι των 

αναπτυσσόμενων αξόνων επιλέγουν για την μετανάστευσή τους συγκεκριμένα 

μονοπάτια τα οποία καθορίζονται από την παρουσία διαφόρων καθοδηγητικών 

ουσιών στο περιβάλλον. Μερικές από τις ουσίες αυτές φαίνεται να είναι 

διαχεόμενοι παράγοντες από τα κύτταρα στόχους. Επιπρόσθετα υπάρχουν 

στοιχεία ότι η καθοδήγηση των αξόνων εξαρτάται από μόρια που εκφράζονται 

στην επιφάνεια των κυττάρων στόχων αλλά και στην εξωκυττάρια ουσία. Η 

απάντηση των νευραξόνων στα ερεθίσματα αυτά που δέχονται από το 

περιβάλλον φαίνεται να μεσολαβείτε από μία ποικιλία γλυκοπρωτεϊνικών 

υποδοχέων που βρίσκονται πάνω στην επιφάνεια των αξόνων και των αυξητικών 

κώνων. 

Στο αναπτυσσόμενο νευρικό σύστημα οι νευρώνες συχνά είναι αναγκαίο να 

διανύσουν μεγάλες αποστάσεις μέχρι να φτάσουν στον τελικό τους προορισμό 

όπου και θα σχηματίσουν συνάψεις. Η μετανάστευση των νευρώνων γίνεται σε 

δυο κατευθύνσεις. Η ακτινωτή μετανάστευση (radial migration) συναντάται στα 

γλοιακά κύτταρα και έχει μελετηθεί τόσο στον φλοιό όσο και στην παρεγκεφαλίδα. 

Η οριζόντια μετανάστευση (tangential migration) συναντάται επίσης στον φλοιό 

και παρεγκεφαλίδα αλλά και στον ρομβεγκέφαλο. 

Στον ρομβεγκέφαλο, οι οριζόντιες μεταναστεύσεις είναι αυτές που οδηγούν στον 

σχηματισμό των προπαρεγκεφαλιδικών πυρήνων. Οι νευρώνες αυτοί που 

σχηματίζουν τους πυρήνες αυτούς γεννιούνται στο επίπεδο του ρομβικού χείλους 

στο ραχιαίο  νευροεπιθήλιο του οπίσθιου εγκεφάλου και στην συνέχεια 

ακολουθούν διάφορα μονοπάτια μέχρι να φτάσουν στον τελικό τους προορισμό.  

Σύμφωνα με μελέτες ( Kyriakopoulou et al., 2002) η ΤAG-1 συμμετέχει στις 

οριζόντιες μεταναστεύσεις σε δυο αναπτυσσόμενες δομές του ΚΝΣ στο ποντίκι, 

στον οπίσθιο προμήκη και στον νεοφλοιό. Η πρωτεΐνη αυτή εκφράζεται από τους 

μεταναστεύοντες προπαρεγκεφαλιδικούς νευρώνες της επιφανειακής 

μεταναστευτικής στοιβάδας [superficial migratory stream (SMS)] στον οπίσθιο 

προμήκη, που γεννιούνται στο ρομβικό χείλος των ρομβομερών 7/8 και ο 
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προορισμός τους είναι να σχηματίσουν τον πλάγιο δικτυωτό πυρήνα  [lateral 

reticular nucleus (LRN)] και τον έξω σφηνοειδή πυρήνα [external cuneate 

nucleus (ECN)] (LRN/ECN; Kyriakopoulou et al., 2002). Μπλοκάροντας την 

λειτουργία της πρωτεΐνης αυτής in vitro  παρεμποδίζεται η μετανάστευση των 

προπαρεγκεφαλιδικών νευρώνων. Ο μηχανισμός αυτός με τον οποίο η TAG-1 

διευκολύνει αυτήν την μετανάστευση δεν φαίνεται να περιλαμβάνει κάποια από 

τα γνωστά μοντέλα IgSF αλληλεπιδράσεων. Στην περίπτωση αυτή φαίνεται ο 

μηχανισμός της μετανάστευσης να βασίζεται  σε ομοφιλικές αλληλεπιδράσεις της 

TAG-1.  

H ΤAG-1 επίσης μαρκάρει τους φλοιοθαλαμικούς άξονες (corticofugal fibers) και 

επηρεάζουν την μετανάστευση των GABAεργικών ενδονευρώνων που 

κατευθύνονται από την medial ganglion eminence (MGE) προς τον νεοφλοιό 

 ( Denaxa et al., 2001). Στον προμήκη και στον φλοιό αν μπλοκάρουμε την 

λειτουργία της ΤAG-1 ex vivo αυτό έχει ως αποτέλεσμα μειωμένη μετανάστευση. 

Η γλυκοπρωτεΐνη TAG-1 φαίνεται να έχει σημαντικό ρόλο και στην μετανάστευση 

των συνδεσμικών (commissural) νευρώνων. Οι νευρώνες αυτοί 

διαφοροποιούνται στην ραχιαία περιοχή του νωτιαίου μυελού και εκτείνουν τους 

άξονές τους κοιλιακά διαμέσου του νευρικού επιθηλίου προς το εδαφιαίο πέταλο. 

Οι συνδεσμικοί άξονες περνάνε το εδαφιαίο πέταλο και στην συνέχεια αλλάζουν 

την κατεύθυνση τους κατά 900 προβάλλοντας στον εγκέφαλο. Οι αυξητικοί κώνοι 

των συνδεσμικών νευρώνων καθοδηγούνται από χημειοτακτικούς παράγοντες 

που απελευθερώνονται από το εδαφιαίο πέταλο. Επιπλέον ορισμένες 

γλυκοπρωτεΐνες που φαίνεται να παίζουν ρόλο στη αύξηση των αξόνων 

εκφράζονται από τους συνδεσμικούς άξονες. Κατά την διάρκεια της 

μετανάστευσης των αξόνων αυτών διαμέσου του νευροεπιθηλίου εκφράζουν την 

γλυκοπρωτεΐνη TAG-1. Μια λειτουργία της TAG-1 ενδέχεται να είναι η προώθηση 

της επέκτασης των αξόνων διαμεσολαβώντας στην πρόσδεση των αυξητικών 

κώνων των συνδεσμικών αξόνων στην επιφάνεια των νευροεπιθηλιακών 

κυττάρων. Αφού η TAG-1 δεν εκφράζεται από τα νευροεπιθηλιακά κύτταρα, 

τέτοιες αλληλεπιδράσεις θα μπορούσαν να επιτευχθούν μέσω ετεροφιλικών 

μηχανισμών πρόσδεσης. Αυτές οι ετεροφιλικές αλληλεπιδράσεις θα μπορούσαν 
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να περιλαμβάνουν την πρόσδεση ανοσοσφαιρινικών περιοχών της TAG-1 με 

αλλά μέλη της υπεροικογένειας των ανοσοσφαιρινών που εκφράζονται στην 

επιφάνεια των νευροεπιθηλιακών κυττάρων. Εναλλακτικά, οι FN III περιοχές της 

TAG-1 ενδέχεται να συμμετέχουν σε αλληλεπιδράσεις με μέλη της οικογένειας 

των ιντεργκρινών (Hynes, 1987) που βρίσκονται στην επιφάνεια των κυττάρων 

του νευροεπιθηλίου. 

Έχει βρεθεί επίσης σε in vitro πειράματα ότι η TAG-1 στην εκκρινόμενη της 

μορφή απελευθερώνεται από τους συνδεσμικούς νευρώνες. Για τον λόγο αυτό 

είναι πιθανό η TAG-1 να απελευθερώνεται in vivo από τους συνδεσμικούς άξονες 

στο νευροεπιθηλιακό περιβάλλον. Η TAG-1 που απελευθερώνεται από την 

επιφάνεια των πρώιμα αναπτυσσόμενων συνδεσμικών αξόνων ενδέχεται να 

διατηρούνται στην εξωκυττάρια ουσία του νευροεπιθηλίου και παρέχουν ένα 

τοπικό μονοπάτι κυτταρικής συνάφειας το οποίο προάγει την ανάπτυξη και την 

καθοδήγηση των μετέπειτα αναπτυσσόμενων συνδεσμικών αυξητικών κώνων. Η 

εκκρινόμενη αυτή μορφή της TAG-1 θα μπορούσε να προάγει την ανάπτυξη των  

αναπτυσσόμενων συνδεσμικών αυξητικών κώνων μέσω μιας ομοφιλικής 

αλληλεπίδρασης με την GPI-linked μορφή της TAG-1 που βρίσκεται στην 

επιφάνεια των αξόνων ή με ετεροφιλικές συνδέσεις σε ιντεργκρίνες ή άλλους 

αξονικούς υποδοχείς της TAG-1. 

Η TAG-1 όμως εξαφανίζεται από την επιφάνεια των συνδεσμικών αξόνων όταν 

αυτοί φτάνουν στο εδαφιαίο πέταλο και αντικαθίσταται από μια άλλη πρωτεΐνη 

που είναι μέλος της οικογένειας των ανοσοσφαιρινών την γλυκοπρωτεΐνη L1, η 

οποία όμως εμφανίζεται μόνο μετά το πέρασμα των αξόνων από το εδαφιαίο 

πέταλο(Dodd et al., 1988). 

H απώλεια της έκφρασης της TAG-1 μπορεί να οφείλεται στην προσωρινή 

μείωση των επιπέδων του mRNA της TAG-1.Είναι όμως επίσης πιθανόν ότι η 

έκφραση της πρωτεΐνης TAG-1 ρυθμίζεται με την αποκοπή (cleavage) της 

πρωτεΐνης από την επιφάνεια των αξόνων από τις φωσφολιπάσες που 

βρίσκονται ή απελευθερώνονται από το εδαφιαίο πέταλο 

Η L1 είναι γνωστό ότι διαμεσολαβεί για αλληλεπιδράσεις μεταξύ αξόνων μέσω 

μηχανισμών ομοφιλικών συνδέσεων(Fischer et al., 1986; Chang et al., 1987; 
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Lemmon et al., 1989).Έτσι η αλλαγή αυτή στην έκφραση των πρωτεϊνών μετά το 

πέρασμα από το εδαφιαίο πέταλο ενδέχεται να παρέχει στους νευρώνες ένα 

μηχανισμό προσαρμογής σε διαφορετικό νευρωνικό περιβάλλον. Έτσι λοιπόν η 

TAG-1 ευθύνεται για την έκταση των αξόνων στα νευροεπιθηλιακά κύτταρα, ενώ 

η ανάπτυξη των νευρώνων σε άλλες αξονικές επιφάνειες μπορεί να εξαρτάται 

από την πρωτεΐνη L1. 

 

 

Ο ρόλος της TAG-1 στην μυελίνωση στο κεντρικό και στο περιφερικό νευρικό 

σύστημα: 

Οι αξογλοιακές αλληλεπιδράσεις οδηγούν σε μία υψηλά διαχωρισμένη κατανομή 

των μεμβρανικών πρωτεϊνών καθορίζοντας έτσι τις διακριτές περιοχές του 

αξονειλήματος. Οι μηχανισμοί που οδηγούν στον εμπλουτισμό των κόμβων του 

Ranvier  με κανάλια νατρίου και με τις σχετιζόμενες πρωτεΐνες όπως επίσης και 

οι μηχανισμοί εκείνοι που οδηγούν στον εμπλουτισμό των παρακομβικών 

αξογλοιακών συνδέσεων έχουν μελετηθεί εκτενώς. Σε αντίθεση, σχεδόν τίποτα 

δεν είναι γνωστό για τον μηχανισμό του εμπλουτισμού των εγγύς παρακομβικών 

περιοχών (juxtaparanodal regions)  με ειδικές πρωτεΐνες συμπεριλαμβανομένων 

και των καναλιών ιόντων καλίου. Σύμφωνα με μελέτες, η TAG-1 έχει σημαντικό 

ρόλο στον εμπλουτισμό της εγγύς παρακομβικής περιοχής με την αξονική 

πρωτεΐνη Caspr2 και τα Kv1.1/Kv1.2 κανάλια. 

Σε TAG-1 Κ.Ο. ζώα παρότι δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές δομικές και 

λειτουργικές αλλαγές στις μυελινωμένες ίνες, μια πιο λεπτομερής ανάλυση έδειξε 

ότι η φυσιολογική  κατανομή κάποιων πρωτεϊνών είχε διαταραχθεί στο ΚΝΣ και 

στο ΠΝΣ. Παρότι ο εντοπισμός των καναλιών Νa+ και των παρακομβικών 

πρωτεϊνών ήταν φυσιολογικός στα TAG-1  Κ.Ο. ζώα , η φυσιολογική 

συγκέντρωση της Caspr2 στις εγγύς παρακομβικές περιοχές είχε χαθεί όπως είχε 

αλλάξει και η κατανομή των Κ+ καναλιών. 

Μελέτες που έχουν γίνει με ζώα που φέρουν διάφορες μεταλλαγές έχει 

διαπιστωθεί ότι οι μηχανισμοί που οδηγούν στην συσσώρευση των Κ+ καναλιών 

 - 7 -



και της Caspr2 στις εγγύς παρακομβικές περιοχές είναι ανεξάρτητοι από αυτούς 

που ελέγχουν τον σχηματισμό των κομβικών και των παρακομβικών περιοχών. 

Έτσι λοιπόν συμπεραίνουμε ότι η TAG-1 σχετίζεται στενά με την Caspr2 και 

απαιτείται για την συσσώρευσή της στις εγγύς παρακομβικές περιοχές 

στρατολογώντας την ή /και σταθεροποιώντας την στην θέση της. Πειράματα 

ανοσοκατακρήμνισης δείχνουν ότι η Caspr2 και η TAG-1 σχηματίζουν ένα 

σύμπλοκο στον εγκέφαλο αλλά και σε μετασχηματισμένα κύτταρα. Επίσης 

πειράματα ανοσοκατακρήμνισης δείχνουν ότι τα κανάλια Κ+ και η Caspr2 

κατακρημνίζονται μαζί γεγονός που οδηγεί στην υπόθεση ότι οι PDZ domain 

πρωτεΐνες είναι απαραίτητες για την συσχέτιση αυτή. 

Η πρωτεΐνη TAG-1 εκφράζεται σε ποικίλους πληθυσμούς του ΚΝΣ και του ΠΝΣ. 

Η έκφραση της TAG-1 εντοπίζεται τόσο  στα Schwann κύτταρα όσο και τα 

ολιγονδρενδροκύτταρα. Ιδιαίτερα στο περιφερικό νευρικό σύστημα  εκφράζεται 

στα Schwann κύτταρα σε πρώιμα μεταγεννητικά στάδια και συνεχίζει στο ενήλικο 

άτομο. Στα ενήλικα άτομα η πρωτεΐνη παράγεται από την γλοία που προκαλεί 

μυελίνωση στο κεντρικό και περιφερικό νευρικό σύστημα και εντοπίζεται στην 

περιοχή των κόμβων του Ranvier σε εμμύελες  ίνες (Traka et al.,2002). Μάλιστα  

η έκφραση της  στους νευρικούς  άξονες αλλά και στη γλοία έχει να κάνει με την 

συμμετοχή της TAG-1 στην σωστή οργάνωση των αξόνων  μέσω της επαφής 

των Schwann κυττάρων με τους άξονες. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται από τα 

στοιχεία που φέρουν την TAG-1 να εμπλέκεται τόσο σε ομοφιλικές όσο και 

ετεροφιλικές αλληλεπιδράσεις  (Traka et al,2003) δίνοντας  έτσι την δυνατότητα 

αλληλεπίδρασης με διάφορα μέλη της οικογένειας L1, με NCAM  καθώς και με 

μόρια της εξωκυττάριας ουσίας. 

H πρωτεΐνη TAG-1 εντοπίζεται έντονα στην εγγύς παρακομβική περιοχή των 

εμμύελων ινών του κεντρικού και του περιφερικού νευρικού συστήματος.  Εκεί, η 

TAG-1 συνεντοπίζεται με τα Shaker-type voltage-gated κανάλια Κ+ (Kv) που 

βρίσκονται φυσιολογικά συγκεντρωμένα στην αξονική μεμβράνη (Wang, 1993). 

Επιπλέον ,η neurexin πρωτεΐνη Caspr2 συνεντοπίζεται  και φαίνεται να συνδέεται 

(Poliak, 1999) με τα Κν κανάλια Κ+ στην αξονική μεμβράνη της εγγύς 

παρακομβικής περιοχής.  
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 Η TAG-1 αλληλεπιδρά μέσω cis 

σύνδεσης με την Caspr2 ,ενώ 

συγχρόνως συμμετέχει σε trans 

ομοφιλικές αλληλεπιδράσεις με άλλα 

μόρια της TAG-1 που εκφράζονται στην 

μεμβράνη των γλoιακών κυττάρων. Ο 

συνδυασμός αυτών των συνδέσεων 

είναι υπεύθυνος για τον έλεγχο που 

ασκούν τα κύτταρα γλοίας στην 

κατανομή των καναλιών Κ+ στην εγγύς 

παρακομβική περιοχή των εμμύελων 

νευρικών ινών (Τraka et al,2003). 
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                                Στόχος της εργασίας: 
 
Στην  παρούσα εργασία επιτεύχθηκε η  κλωνοποίηση της rTAG-1 στον 

πλασμιδιακό φορέα pEIA. PxaMycHis τον οποίο μας παρείχε ο κ.Ιατρού.  Ο 

στόχος αυτής της εργασίας είναι η προσπάθεια υπερέκφρασης της πρωτεΐνης  

rTAG-1 σε κυτταρικό περιβάλλον λεπιδοπτέρων. 

 Το σημείο κλωνοποίησης του πλασμιδιακού φορέα pEIA που χρησιμοποιήσαμε 

για να ενθέσουμε την rTAG-1 ήταν η BamHI : 

                             SmaI    BamH I 

[Actin 5’ UTR]…cccggg GGA TCC CCA ATC GAG GGA AGA TCC CCA GTG  

                                                          P                                          S      P       V 

TAC AGT GAG CAA AAG CTC ATC AGT GAG GAG GAT CTG CCA CAT CAT  

   Y      S      E       Q      K       L      I       S       E      E       D      L      P       H     H 

                                              Xba I         Not I 

CAT CAT CAT CAT TGA TCTAGA GCGGCCGC  

   H      H      H     H 

 
c-Myc tag 6xHis tag     

 

   O c-Myc επίτοπος διευκολύνει την ανίχνευση του πλασμιδιακού φορέα ενώ ο 

καθαρισμός (6xHis) του πλασμιδιακού φορέα απο καλλιέργεια γίνεται γρήγορα με 

χρωματογραφία συγγένειας. Για να έχουμε μια C-terminally tagged πρωτεΐνη, 

έπρεπε να κλωνοποιήσουμε το ανοικτό πλαίσιο διαβάσματος(ORF) χωρίς το 

κωδικόνιο τερματισμού μέσα στο πλαίσιο. Επίσης έπρεπε να προστεθούν οι 

κατάλληλες θέσεις περιορισμού έτσι ώστε να μπορούν να γίνουν οι απαραίτητες 

συνδέσεις φορέων και ενθεμάτων και να προκύψουν έτσι οι επιθυμητές 

κατασκευές. Επιπλέον προστέθηκε η αλληλουχία Kozak  η οποία είναι η 

CCCACC (" Kozak type” sequence) για τα έντομα, ακριβώς πριν το κωδικόνιο 

έναρξης. Τα παραπάνω επιτύχαμε με τον σχεδιασμό των κατάλληλων εκκινητών 

και κατάλληλου προγράμματος PCR αντίδρασης, χρησιμοποιώντας proofreading 

πολυμεράσες για να αποφευχθούν ανεπιθύμητες μεταλλαγές στο ORF.  
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                                           Αποτελέσματα : 
 

Ο αρχικός σχεδιασμός του πειράματος όπως προαναφέρθηκε περιελάμβανε την 

απομόνωση του επιθυμητού τμήματος της rTAG-1 με PCR αντίδραση. Για το 

λόγο αυτό παρασκευάστηκαν οι εξής εκκινητές (primers): 

Forward primer: rTAG-218F 

5’ CCG  GAT ATC   AGA TCT  CCC ACC ATG GGG ACA CAC GCC 3’ 

 Bgl II EcoRv Kozak
  

Reverse primer: rTAG-3343R 

5’ CTAG  TCT AGA   AGA TCT  GAG CTT CTG GTA GCC AGC GAG 3’ 

 Bgl II Xba I 
  

Μετά την παραλαβή των εκκινητών έγινε ο σχεδιασμός του προγράμματος 

της PCR για να λάβουμε το επιθυμητό προϊόν. Έτσι μετά από κάποιες 

δοκιμές καταλήξαμε στο εξής πρόγραμμα: 

 
   Step 1:    940C  5min 

  Step 2:    940C  30sec 

  Step 3:    580C  40sec 

  Step 4:    720C  3min 

  Step 5:    go to step 2 (9 times) 

  Step 6:    940C  30sec 

  Step 7:    600C  40sec 

  Step 8:    720C  3min and 30sec 

  Step 9:    go to step 6 (20 times) 

  Step 10:  720C  10min 

  Step 11:  40C   

  Step 12:  end 
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Η επιλογή της προσθήκης των θέσεων περιορισμού EcoRv και XbaI έγινε με 

στόχο την επιτυχή κλωνοποίηση της rTAG-1 στο πλασμιδιακό φορέα 

pBluescript ΙΙ ks (+/-), ενώ η επιλογή της προσθήκης της θέσης περιορισμού 

BglI έγινε με στόχο την επιτυχή κλωνοποίηση της rTAG-1 στον πλασμιδιακό 

φορέα pEIA .Ο λόγος που επιλέγουμε να προσθέσουμε  την BglI [ η οποία 

είναι συμβατή (compatible) με την BamHI]  και όχι την BamHI (θέση 

περιορισμού στον πλασμιδιακό φορέα την οποία χρησιμοποιούμε για να 

κλωνοποιήσουμε το ένθεμα) είναι το γεγονός ότι η θέση αυτή βρίσκεται και σε 

άλλα σημεία στο ORF της rTAG-1 και κατά συνέπεια μια πέψη με το ένζυμο 

BamHI δεν θα οδηγούσε σε επιθυμητό αποτέλεσμα. 

Για την PCR αντίδραση χρησιμοποιήθηκε ένα μίγμα πολυμερασών το οποίο 

εξασφαλίζει μεγαλύτερη πιστότητα και απόδοση στην αντίδραση. 

Στην φωτογραφία αυτή φαίνονται διάφορες 

δοκιμές που έγιναν για να διαπιστώσουμε ποια 

PCR δίνει καλύτερο προϊόν. Στo δεύτερο lane 

από αριστερά φαίνεται το αποτέλεσμα της PCR 

που τελικά χρησιμοποιήσαμε . 

 

 

 

 

Στην συνέχεια έγινε απομόνωση με την διαδικασία του παρασκευαστικού gel,  

ηλεκτροέκλουση για την εξαγωγή του DNA από το πήκτωμα αγαρόζης και 

καθαρισμός του PCR προϊόντος (~3,1Κb) . Η ίδια διαδικασία ακολουθήθηκε 

και για τον πλασμιδιακό φορέα pBluescript ΙΙ ks(+/-)(~2,9 Kb) στον οποίο είχε 

προηγηθεί πέψη με τα περιοριστικά ένζυμα EcoRV και  Xba I. 

Αρχικά προσπαθήσαμε να κλωνοποιήσουμε το PCR προϊόν απευθείας στον 

pGEM-T easy πλασμιδιακό φορέα με την διαδικασία της ligation, της 

σύνδεσης δηλαδή του πλασμιδιακού φορέα με το ένθεμα. Στην συνέχεια έγινε 

μετασχηματισμός δεκτικών βακτηρίων με την εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου. 

Τα βακτήρια που χρησιμοποιήθηκαν για τον μετασχηματισμό ήταν τα SURE 
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της Stratagene.Οι προσπάθειες αυτές ήταν ανεπιτυχείς. Για τον λόγο αυτό 

έγινε πέψη του PCR προϊόντος με EcoRV και  Xba I .Ο καθαρισμός του έγινε 

με κολώνα G25-G50. Στην συνέχεια έγιναν νέες προσπάθειες για την 

σύνδεση των PCR product / EcoRV και  Xba I και pBluescript / EcoRV και  

Xba I (στους 40C Ο/Ν χρησιμοποιώντας την λιγάση T4 της promega) αφού 

έχει προηγηθεί η αποφωσφορυλίωση του pBluescript  (χρησιμοποιώντας την 

SAP της Roche για 50min στους 370C και 15min στους 650C  ).Μετά από 

μετασχηματισμό βακτηρίων της E.Coli DH5a  με εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου 

στα 1800V παίρνουμε το επιθυμητό αποτέλεσμα. 

  

Με τα βελάκια φαίνονται τα DNA που προέκυψαν με μικρής κλίμακας 

απομόνωση, με βάση τα οποία συμπεραίνουμε ότι έχουμε πάρει την 

επιθυμητή κατασκευή ,αφού μετά από μελέτη των θέσεων περιορισμού στους 

χάρτες διαπιστώνουμε ότι έχουμε πάρει τα αναμενόμενα μεγέθη ζωνών. 

 Μετά από επιβεβαίωση του αποτελέσματος με επιπλέον διαγνωστικές 

πέψεις, κάνουμε απομόνωση του πλασμιδιακού DNA μεγάλης κλίμακας.  

Έτσι λοιπόν η κατασκευή που προέκυψε είναι η εξής: 
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  pBluescript ΙΙ    
      KS (+/-) 

Rat TAG

 EcoRv

  XbaI

 Bgl II

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στην συνέχεια παρασκευάστηκαν οι κατάλληλοι εκκινητές και έγινε 

sequencing για να βεβαιωθούμε ότι δεν έχει γίνει κάποια μεταλλαγή στο ORF 

της TAG-1. Με τον έλεγχο των αποτελεσμάτων του sequencing εντοπίστηκε 

μια αλλαγή σε μία βάση στην θέση 958 της TAG-1 όπου αντί για Τ έχουμε C 

όμως η τριπλέτα που προκύπτει μετά την αλλαγή αυτή αντιστοιχεί στο ίδιο 

αμινοξύ την Αλανίνη, γεγονός που δεν τροποποιεί την πρωτεΐνη που 

προκύπτει. Επίσης βρέθηκε ότι στην θέση 1963 της rat TAG έχουμε G αντί C 

ενώ στην θέση 1964 έχουμε C αντί G. Επειδή όμως οι κορυφές στο 

χρωματογράφημα που μας δίνει το sequencing είναι ξεκάθαρες και επειδή μια 

τέτοια μεταλλαγή είναι απίθανο να έχει συμβεί οδηγούμαστε στο συμπέρασμα 

ότι υπάρχει λάθος στον αρχικό χάρτη της TAG-1. 

Στην συνέχεια έγιναν προσπάθειες κλωνοποίησης της TAG-1 στον 

πλασμιδιακό φορέα pEIA (~9-10kb). Για το σκοπό αυτό έγιναν πέψεις της 

κατασκευής TAG-1 in pBluescript II KS (+/-)  με Bgl II και Xmn I  και με BamH 

I του πλασμιδιακού φορέα pEIA. 

Η Xmn I χρησιμοποιείται για κοπεί ο 

pBluescript και σε ένα ενδιάμεσο σημείο 

έτσι ώστε να δώσει δύο ζώνες οι οποίες 

έχουν μικρότερο μέγεθος και «τρέχουν» 

πιο μπροστά ώστε να ξεχωρίζουν από την 
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ζώνη της TAG-1, αντί για μία μόνο ζώνη που παίρνουμε  με πέψη μόνο με  

Bgl II και η οποία είναι πάρα πολύ κοντά στην ζώνη της TAG-1 

επιτυγχάνοντας έτσι την καλύτερη απομόνωση και τον καθαρισμό της TAG-1. 

Η πέψη αυτή αντιστοιχεί στo τρίτο lane από τα αριστερά. Η πέψη του φορέα 

pEIA με BamH I φαίνεται στo τέταρτο και πέμπτο lane από αριστερά. 

Αφού έγινε και πάλι αποφωσφορυλίωση του πλασμιδιακού φορέα pEIA 

(χρησιμοποιώντας την SAP της Roche για 30min στους 370C και 15min στους 

650C  ) και αντίδραση σύνδεσης του φορέα με το ένθεμα (στους 40C Ο/Ν 

χρησιμοποιώντας την λιγάση της Biolabs).Οι προσπάθειες αυτές ήταν 

ανεπιτυχείς .Για τον λόγο αυτό έγινε πέψη με Bgl II απευθείας στο προϊόν της 

PCR και απευθείας κλωνοποίηση του στο πλασμιδιακό φορέα pEIA/ BamH 

I.Έτσι κάνουμε καινούργια αποφωσφορυλίωση του πλασμιδιακού φορέα 

pEIA/ BamH I (χρησιμοποιώντας την SAP της Roche για 30min στους 370C 

και 15min στους 650C  )  και καινούργια αντίδραση σύνδεσης του φορέα με το 

ένθεμα (στους 40C Ο/Ν χρησιμοποιώντας την λιγάση της Biolabs). Μετά από 

πολλές προσπάθειες και μετασχηματισμούς διαφόρων βακτηριακών 

στελεχών τελικά έγινε ένας μετασχηματισμός με εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου 

σε βακτηριακά στελέχη eDH10B (Invitrogen). 

 

Από τα αποτελέσματα των διαγνωστικών πέψεων που έγιναν οδηγηθήκαμε 

στο συμπέρασμα ότι η κλωνοποίηση αυτή την φορά ήταν επιτυχής.  Από τα 

lanes 7, 8, 9 διαπιστώθηκε ότι έχουμε πάρει τις αναμενόμενες ζώνες ,γεγονός 
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που επιβεβαιώθηκε με επιπλέον διαγνωστικές πέψεις. Έτσι έγινε απομόνωση 

του πλασμιδιακού DNA σε μεγάλη κλίμακα .   

 
Rat TAG

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στην συνέχεια έγινε sequencing για να διαπιστωθεί αν έχει γίνει κάποια 

μεταλλαγή. Με τον έλεγχο των αποτελεσμάτων επιβεβαιώσαμε ότι η 

κατασκευή ήταν σωστή . 

Το πλασμίδιο έκφρασης pEIA.TAG1.MycHis χρησιμοποιήθηκε για 

διαμόλυνση (transfection) HighFive κυττάρων τα οποία έχουν καλλιεργηθεί 

παρουσία ορού (serum-containing media) ή απουσία ορού (serum-free 

media). Ένα εκατομμύριο κύτταρα ανά well διαμολύμθηκε με 2.5 

μικρογραμάρια του πλασμιδίου έκφρασης και με 0.25 μικρογραμμάρια του 

pEIA.gfp (ένα πλασμίδιο το οποίο χρησιμοποιείται για control (transfection 

efficiency control) . Τρεις μέρες μετά την διαμόλυνση, έγινε συλλογή των 

κυττάρων με φυγοκέντρηση, τα υπερκείμενα της κυτταρικής καλλιέργειας 

(supernatans) συλλέχθηκαν και τα κυτταρικά εκχυλίσματα δημιουργήθηκαν 

μετά από λύση με ειδικό διάλυμα (cracking buffer). Τριάντα μικρόλιτρα (30μl) 

από κάθε δείγμα ( που αντιστοιχεί σε 20,000 κύτταρα για τα υπερκείμενα και 

σε 200,000 κύτταρα για τα κυτταρικά εκχυλίσματα) ηλεκτροφορήθηκαν σε gel 

10% (SDS-PAGE) μαζί με relevant controls(untransfected controls) . Με την 

χρήση του μονοκλωνικού αντισώματος  anti-cMyc πήραμε το παρακάτω 

αποτέλεσμα: 

 
 pEIA. 

PxaMycHis 

 Bgl II 

BamH I 
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Όπως φαίνεται στην εικόνα, 

υπάρχει μια μπάντα που 

αντιστοιχεί στο Myc (Myc-

reactive band) η οποία είναι 

~150 kDa  και βρίσκεται σε 

όλα τα lanes που προέρχονται 

από τα διαμολυσμένα κύτταρα 

(από υπερκείμενα αλλά και 

κυτταρικά εκχυλίσματα). Έτσι από το πείραμα αυτό διαπιστώνουμε ότι η 

περισσότερη από την πρωτεΐνη που παράγεται εκκρίνεται, αλλά ένα 

σημαντικό ποσοστό της (ίσως και περισσότερο από το 20%) παραμένει στα 

κύτταρα. Αυτό είναι αναμενόμενο αφού  από το ORF δεν έχει αφαιρεθεί το 

διαμεμβρανικό τμήμα της TAG-1.Μία μικρή διαφορά στο μοριακό βάρος είναι 

εμφανής ανάμεσα στην εκκρινόμενη και στην μεμβρανική μορφή. Το γεγονός 

αυτό παρέχει ενδείξεις για μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις οι οποίες 

σχετίζονται με το μονοπάτι της έκκρισης (πιθανότατα γλυκοζυλίωση). 

Επιπλέον όπως φαίνεται και στην εικόνα δεν εντοπίζεται καμία διαφορά στα 

επίπεδα έκφρασης μεταξύ των υπερκείμενων που περιέχουν ορό {serum 

containing (SC) sups} και υπερκείμενων που δεν περιέχουν ορό {serum free 

(SF) sups}. Παρόλα αυτά στα κυτταρικά εκχυλίσματα η SC μπάντα 

εμφανίζεται λίγο πιο πυκνή. Δεδομένης όμως της χαμηλής μεταφοράς των 

πρωτεϊνών μεγάλου μοριακού βάρους κατά την διάρκεια της διαδικασίας του 

blotting, δεν μπορεί να γίνει εύκολα ποσοτικός προσδιορισμός από το blot 

αυτό. Μετά το blotting έγινε χρώση με coomasie blue και κάποιες ασθενείς 

μπάντες ήταν ορατές στα αναμενόμενα μοριακά βάρη. Οι μπάντες αυτές 

αντιπροσωπεύουν την TAG-1 που δεν έχει μεταφερθεί. 

Εν κατακλείδι, παρόλο που η πρωτεΐνη  δεν εκκρίνεται σε  μεγάλες 

ποσότητες, εκφράζεται σε ικανοποιητικά επίπεδα. 
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Στην συνέχεια έγινε επανάληψη του Western blot χρησιμοποιώντας το 

πολυκλωνικό αντίσωμα TG3 για την TAG-1. Οι ποσότητες που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν 30μl απο τα δείγματα του υπερκείμενου και 15μl απο 

τα δείγματα του κυτταρικού εκχυλίσματος.Ως θετικό control χρησιμοποιήθηκε 

    
Όπως φαίνε

ιστός απο φλοιό εγκεφάλου ενήλικου αρουραίου. 

ται στην εικόνα, 

άρχει μια ζώνη που 

κ

                                                             

υπ

αντιστοιχεί στο TAG-1 η 

οποία είναι ~150 kDa  και 

βρίσκεται σε όλα τα lanes 

που προέρχονται από τα 

διαμολυσμένα κύτταρα (από 

υπερκείμενα αλλά αι 

κυτταρικά εκχυλίσματα). 
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                                                            ΣΥΖΗΤΗΣΗ:   

την κλωνοποίηση της ratTAG 

τον πλασμιδιακό φορέα pEIA με απώτερο στόχο την έκφραση της πρωτεΐνης σε 

ρησιμοποιηθεί σε 

 και εκφράζουν τις 

ρ  τ

υσική 

  

 

Το πρώτο αυτό μέρος της εργασίας σκοπό είχε 

σ

κυτταρικές σειρές λεπιδόπτερων σε μεγαλύτερη  ποσότητα σε σχέση με άλλα 

συστήματα έκφρασης όπως οι φορείς έκφρασης που προέρχονται από βάκιλους. 

Ένα τέτοιο σύστημα έχει ένα επιπλέον πλεονέκτημα της συνεχούς παραγωγής 

σε ένα κυτταρικό περιβάλλον το οποίο ευνοεί τις φυσιολογικές μετά-

μεταφραστικές τροποποιήσεις των παραγόμενων πρωτεϊνών . 

Ένα μεγάλο πλεονέκτημα είναι η δυνατότητα έκφρασης μεγάλης ποσότητας 

εκκρινόμενης TAG-1 πρωτεΐνης η οποία θα μπορούσε να χ

πειράματα αλληλεπίδρασης της TAG-1 με άλλες πρωτεΐνες.  

Ο σχεδιασμός ενός τέτοιου πειράματος μπορεί να περιλαμβάνει την επώαση της 

διαλυτής πρωτεΐνης με κυτταρικά υποστρώματα τα οποία

διαμεμβρανικές πρωτεΐνες με τις οποίες θέλουμε να μελετήσουμε τις 

αλληλεπιδράσεις. Μια τέτοια αλληλεπίδραση (trans αλληλεπίδραση) μεταξύ μίας 

διαλυτής και μίας διαμεμβρανικής π ωτεΐνης μπορεί να γίνει ορατή με ην 

μέθοδο του ανοσοφθορισμού με την χρήση FITC-conjugated αντισώματος. 

Μια άλλη πειραματική προσέγγιση είναι αυτή της “pull-down assay”.Πρόκειται για 

μία in vitro μέθοδο η οποία χρησιμοποιείται για να προσδιορίσει την φ

αλληλεπίδραση ανάμεσα σε δύο ή περισσότερες πρωτεΐνες. Για την εφαρμογή 

της απαιτείται να έχουμε στην διάθεσή μας μία καθαρή “tagged” πρωτεΐνη η  

οποία και θα χρησιμοποιηθεί για να «αιχμαλωτίσει» και να «κατεβάσει» την 

πρωτεΐνη με την οποία έχει την ικανότητα αλληλεπίδρασης. Έτσι λοιπόν η  

“tagged” πρωτεΐνη TAG-1 (6xHis) που διαθέτουμε  θα μπορούσε να είναι η 

πρωτεΐνη εκείνη που «αιχμαλωτίζει» τις πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν με αυτήν. 

Μια άλλη μέθοδος που μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε για την μελέτη της 

αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών είναι αυτή της συνανοσοκατακρήμνισης 

(coimmunoprecipitation) κατά την οποία χρησιμοποιείται αρχικά αντίσωμα για μία 

από τις δύο πρωτεΐνες ,στην συνέχεια το σύμπλοκο κατακρημνίζεται και στην 
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συνέχεια γίνεται ανοσοαποτύπωση (immunoblotting) για την άλλη πρωτεΐνη του 

συμπλόκου.      

Επιπρόσθετα, τo νευρωνικό μόριο συνάφειας TAG-1, που εκφράζεται στους 

ι εντοπιστεί σε πολλά συστήματα ινών, όπως επίσης και 

συμμετέχει  στην καθοδήγηση των εμβρυωνικών  

TAG-1 που μέχρι τώρα ήταν μόνο νευρωνικό 

φλοιοθαλαμικούς άξονες (corticofugal fibers), διευκολύνει τη μετανάστευση των 

νευρώνων από την μεσαία πρόδρομη δομή του ραβδωτού [medial ganglionic 

eminence (MGE)] στο νεοφλοιό. Οι GABAεργικοί ενδονευρώνες μεταναστεύουν 

πολύ κοντά με τους άξονες του συστήματος των φλοιοθαλαμικών αξόνων. 

Παρεμποδίζοντας την λειτουργία της  TAG-1 με αντίσωμα ή διαλυτή TAG-1 

πρωτεΐνη μειώνεται ο αριθμός των μεταναστευόντων κυττάρων προτείνοντας την 

υπόθεση ότι η  TAG-1 μπορεί να δρα ως καθοδηγητής των μεταναστευόντων 

ενδονευρώνων. Η  TAG-1 δεν ανιχνεύεται στα μεταναστεύοντα κύτταρα, 

προτείνοντας ότι η δράση της TAG-1 δεν διαμεσολαβείται από ομοφιλικές 

αλληλεπιδράσεις αλλά μέσω ενός όχι ακόμη γνωστού ετεροφιλικού δεσμού 

(Denaxa et al., 2001). 

H TAG-1 πρωτεΐνη έχε

σε μεταναστεύοντες νευρώνες στο αναπτυσσόμενο ΚΝΣ, προτείνοντας ότι 

μπορεί να εμπλέκεται σε διαδικασίες συνάφειας που είναι απαραίτητες για την 

μετανάστευση ( Yamamoto et al., 1986;Dodd et al., 1988;Wolfer et al., 

1994;Bailly et al., 1995). 

Επιπλέον η axonin-1 

συνδεσμικών αξόνων στο κοτόπουλο προς τον ενδιάμεσο στόχο τους, το 

εδαφιαίο πέταλο. Η  ένδειξη ότι η TAG-1 χρησιμοποιείται επίσης και ως 

υπόστρωμα από τους μεταναστεύοντες φλοιικούς ιντερνευρώνες αποδεικνύει ότι 

το ίδιο μόριο μπορεί να διαμεσολαβεί τόσο στην κυτταρική μετανάστευση όσο και 

στην διαμόρφωση του μονοπατιού που ακολουθούν οι άξονες σε διαφορετικά 

συστήματα (Denaxa et al., 2001). 

Υπάρχουν επίσης ενδείξεις ότι η 

μόριο κυτταρικής συνάφειας, είναι ένα από τα λίγα μέλη της IgSF οικογένειας των 

μορίων συνάφειας που είναι γνωστό ότι εκφράζεται στα κύτταρα Schwann και το 

οποίο μπορεί να παίζει ένα ρόλο στις αξογλοιακές αλληλεπιδράσεις των μη 

εμμύελων ινών. Στις εμμύελες ίνες, η TAG-1 είναι το πρώτο IgSF μόριο που 

 - 20 -



ανιχνεύεται στην εγγύς παρακομβική περιοχή (juxtaparanodal region)  στο ΚΝΣ 

και στο ΠΝΣ. Ο εντοπισμός της TAG-1 στις εμμύελες ίνες που πιθανόν ελέγχεται 

από τα γαλακτολιπίδια της μυελίνης, μπορεί επίσης να συμβάλλει σε σημαντικές 

αξογλοιακές αλληλεπιδράσεις. Εναλλακτικά, η εδραίωση κανονικών συνδέσεων 

των παρακομβικών βρόγχων με τους άξονες μπορεί να είναι προαπαιτούμενη για 

την κανονική κατανομή της TAG-1 στην εγγύς παρακομβική περιοχή. Όλα μαζί τα 

δεδομένα προτείνουν ότι η TAG-1 μπορεί να είναι ένα σημαντικό μόριο 

κυτταρικής συνάφειας για την οργάνωση και διατήρηση των εγγύς παρακομβικών 

περιοχών (Traka et  al., 2002). 

Ο πλασμιδιακός αυτός φορέας που χρησιμοποιήθηκε έχει ευρεία χρήση σε 

πειραματικές διαδικασίες σε μετασχηματισμένα κύτταρα εντόμων. Έτσι σε μια 

προσπάθεια που έγινε για να αυξηθεί η χρησιμότητα του υποκινητή της ακτίνης 

ως συστατικού πλασμιδιακών φορέων έκφρασης, για την παραγωγή ξένων 

πρωτεϊνών σε κύτταρα εντόμων, αναζητήθηκαν επιπλέον γενετικά στοιχεία τα 

οποία μπορούν να διεγείρουν επιπλέον την έκφραση του υποκινητή της ακτίνης. 

Επειδή οι βάκιλο-ιοί έχουν εξελιχθεί τόσο στο να συνεργάζονται όσο και στο να 

ανταγωνίζονται με τα γονίδια του κυττάρου και να χρησιμοποιούν τις δομές του 

κυττάρου ενδυναμώνοντας γενικές λειτουργίες διατήρησης του κυττάρου έγιναν 

μελέτες στις οποίες διαπιστώθηκε ότι τα HR στοιχεία (Baculovirus homologous 

regions ,HRs) έχουν ενισχυτικές ιδιότητες ακόμη και όταν είναι συνδεδεμένα με 

υποκινητές σε κύτταρα λεπιδοπτέρων (Iatrou et. al.,1997). Έτσι τα αποτελέσματα 

αυτά έδωσαν τη βάση για την ανάπτυξη ενός σταθερού συστήματος για την 

έκφραση ανασυνδιασμένων πρωτεϊνών σε κύτταρα εντόμων. Ένα τέτοιο 

σύστημα παρέχει περισσότερα πλεονεκτήματα σε σχέση με τα συστήματα 

έκφρασης των  βάκιλο-ιών. Κάποιοι από τους γνωστούς περιορισμούς της 

χρήσης  συστημάτων έκφρασης των  βάκιλο-ιών είναι αρχικά, η μείωση στις 

φυσιολογικές μετά-μεταφραστικές τροποποιήσεις σε ανασυνδιασμένες πρωτεΐνες 

κατά την χρονική διάρκεια της μεγάλης παραγωγής. Δεύτερον , η γενική 

ανικανότητα των κυττάρων που είναι επιμολυσμένοι με βάκιλους να παράγουν 

στα τελευταία στάδια της μόλυνσης μετάγραφα που περιέχουν ιντρόνια και  να 

παράγουν ανασυνδιασμένες πρωτεΐνες από γενωμικές αλληλουχίες. Τρίτον, οι 
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δυσκολίες που συναντώνται στον καθαρισμό των ανασυνδιασμένων πρωτεϊνών 

ως αποτέλεσμα της κυτταρικής λύσης στο τέλος της διαδικασίας της επιμόλυνσης 

και της απελευθέρωσης πρωτεασών που προκαλούν αποδόμηση των 

υπερεκφραζόμενων προϊόντων. Σε αντίθεση, κανένα από τα παραπάνω 

προβλήματα δεν συναντάται σε ένα σύστημα έκφρασης σε κύττα α εντόμων στο 

οποίο τα κύτταρα παραμένουν ανέπαφα για την διάρκεια της φάσης παραγωγής.  
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ΜΕΡΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ: 

Δημιουργία διαγονιδιακών  που εκφράζουν την 
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in Thy-1 cassette 
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                                    ΕΙΣΑΓΩΓΗ: 
 πειραματικές προσεγγίσεις  

των 

ι

οέρχονται

τα έκφρασης μέσω ιών, η εισαγωγή διαγoνιδίων στην 

κληρονομούν τις 

Όπως είναι ευρέως γνωστό μία από τις βασικές

στον τομέα της μοριακής νευροβιολογίας είναι αυτή της δημιουργίας 

διαγονιδίων, της επαγωγής δηλαδή ελεγχόμενης έκφρασης ενός νέου γονιδίου 

που εισάγεται στο νευρικό σύστημα και που η έκφραση του είναι υπό τον έλεγχο 

ενός υποκινητή ο οποίος και περιορίζει την έκφραση του γονιδίου αυτού σε 

συγκεκριμένη περιοχή του εγκεφάλου. Η πειραματική αυτή προσέγγιση βρίσκει 

ευρεία εφαρμογή ειδικά στους επίμυες. Ένα από τα πλεονεκτήματα της 

προσέγγισης αυτής είνα  ότι μπορεί να παρέχει επιπλέον πληροφορίες 

συμπληρώνοντας αυτές που πρ  από τα πειράματα με τα ελλειματικά 

για ένα γονίδιο {knockout (Κ.Ο.)} ζώα τα οποία αφορούν απαλοιφές 

συγκεκριμένων γονιδίων.  

Σε αντίθεση με τα συστήμα

γενετική σειρά των επίμυων έχει το πλεονέκτημα ότι προκύπτουν σταθερές 

σειρές γενετικά τροποποιημένων ζώων. Επιπλέον η δυνατότητα διασταύρωσης 

των διαγονιδιακών σειρών δίνει την δυνατότητα επέκτασης της εφαρμογής αυτής. 

Πειράματα χρησιμοποιώντας διαγονίδια και γονιδιακά Κ.Ο. έχουν επιτρέψει την 

μελέτη των ρόλων των NMDA υποδοχέων και διαφόρων κινασών που δρουν ως 

δεύτεροι αγγελιοφόροι σε ένα πλήθος μηχανισμών μάθησης στον ιππόκαμπο, 

συμπεριλαμβανομένων του long-term potentiation, spatial learning και της 

ανάπτυξης και διατήρησης ενός γνωστικού χάρτη για τον χώρο. 

Με τις συμβατικές τεχνικές δημιουργίας γονιδιακών Κ.Ο.  τα ζώα 

γενετικές απαλοιφές σε όλους τους κυτταρικούς τους τύπους. Επιπλέον μια ολική 

απαλοιφή ενός γονιδίου μπορεί να οδηγήσει σε αναπτυξιακές ανωμαλίες. Έτσι 

λοιπόν οι δυσκολίες που συναντώνται είναι οι εξής. Πρώτον, είναι συχνά 

δύσκολο να αποκλείσουμε την πιθανότητα ότι ένας μη φυσιολογικός φαινότυπος 

που παρατηρείται σε ώριμα ζώα μπορεί να οφείλεται άμεσα ή έμμεσα σε μία 

αναπτυξιακή βλάβη. Δεύτερον, η δημιουργία ολικού γονιδιακού K.O. δυσκολεύει 
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την εξαγωγή του συμπεράσματος ότι ένας μη φυσιολογικός φαινότυπος 

προέρχεται από μια συγκεκριμένη ομάδα κυττάρων του νευρικού συστήματος. 

Για να ξεπεραστούν τα προβλήματα αυτά , έχουν αναπτυχθεί διάφοροι μέθοδοι 

με τους οποίους επιτυγχάνεται ο τοπικός και χρονικός περιορισμός της έκφρασης 

των γονιδίων. Μια μέθοδος για τον τοπικό περιορισμό του γονιδιακού Κ.Ο. 

περιλαμβάνει το Cre/loxP σύστημα , ένα χώρο-ειδικό σύστημα ανασυνδιασμού, 

το οποίο προέρχεται από το Π1 φάγο, και στο οποίο η Cre ρεκομπινάση καταλύει 

τον ανασυνδιασμό μεταξύ των loxP αλληλουχιών(34bp).Οι loxP αλληλουχίες 

μπορούν να εισέλθουν στο γένωμα των εμβρυονικών stem cells με ομόλογο 

ανασυνδιασμό. Έτσι το γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί την R1 υπομονάδα των  

NMDA υποδοχέων μπορεί να απομακρυνθεί (be ablated) επιλεκτικά στην CA1 

περιοχή του ιππόκαμπου όπως φαίνεται στη παρακάτω εικόνα. Απώλεια της R1 

υπομονάδα οδηγεί σε απώλεια του LTP.  

 
Επιπλέον, τα ποντίκια τα οποία έχουν έλλειψη του γονιδίου της υπομονάδας 

αυτής μόνο στην CA1 περιοχή στον ιππόκαμπο δείχνουν μία υπολειτουργία στην 

χωρική μνήμη. Σε αντίθεση, τα ποντίκια αυτά δεν δείχνουν καμία ανωμαλία σε 
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λειτουργίες στις οποίες δεν συμμετέχει ο εγκέφαλος, όπως είναι η μάθηση της 

απλής ικανότητας διάκρισης του οπτικού πεδίου. 

Εκτός βέβαια από τον τοπικό περιορισμό της γονιδιακής έκφρασης υπάρχει 

ανάγκη χρονικού ελέγχου της έκφρασης των  γονιδίων. Η δυνατότητα να 

‘ανάβουμε’ και να ‘σβήνουμε’ ένα διαγονίδιο δίνει στον ερευνητή ένα επιπλέον 

πλεονέκτημα και μπορεί να περιορίσει την πιθανότητα μια οποιαδήποτε 

ανωμαλία που παρατηρείται στον φαινότυπο ενός ενήλικου ζώου να είναι 

αποτέλεσμα μιας αναπτυξιακής δυσλειτουργίας  που προκαλείται από το 

διαγονίδιο. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί σε ένα ποντίκι δημιουργώντας ένα γονίδιο 

το οποίο μπορεί να ‘ανάβει’ και να ‘σβήνει’ χορηγώντας σε αυτό κάποιο 

φάρμακο.   

Ένα παραδείγματα χρονικού περιορισμού στην γονιδιακή έκφραση είναι  και το 

tetracycline inducible system που φαίνεται στην παρακάτω εικόνα. 
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Ένα τέτοιο σύστημα είναι και η κασέτα έκφρασης Τhy-1.Το σύστημα αυτό οδηγεί 

σε ισχυρή και συνεχόμενη έκφραση του γονιδίου στους νευρώνες ενήλικων 

διαγoνιδιακών επίμυων. Τα πλεονεκτήματα του είναι τα παρακάτω: 

(1):αξιόπιστη έκφραση σε ορισμένους τύπους νευρώνων με μακριές προεκβολές 

στο περιφερικό και στο κεντρικό νευρικό σύστημα. 

(2):αρχή της έκφρασης περίπου 6-12 ημέρες μετά την γέννηση(postnatal day 6-

12),αποφεύγοντας έτσι την παρέμβαση στο αναπτυσσόμενο πρώιμο νευρικό 

σύστημα και επιτρέποντας την μελέτη των επιδράσεων του διαγονιδίου στην 

ωρίμανση του νευρικού συστήματος  

(3):έκφραση περιορισμένη μόνο στο νευρικό σύστημα 

(4):ευαισθησία της κασέτας έκφρασης οδηγώντας έτσι σε μία ποικιλία προτύπων 

έκφρασης ανάλογα με τον χώρο. 

Μια σχηματική παράσταση της Τhy-1 κασέτας έκφρασης που χρησιμοποιούμε 

στην μελέτη αυτή είναι η εξής: 

 

 
Η Τhy-1 κασέτα δεν διαθέτει όλες τις κωδικές αλληλουχίες του Thy-1 γονιδίου 

καθώς και τον ειδικό για τον θύμο ενισχυτή (enhancer)  ο οποίος βρίσκεται στο 

τρίτο ιντρόνιο, αλλά διατηρεί τα μη κωδικά εξόνια(τμήματα από την 3’ μη 

μεταφραζόμενη αλληλουχία, συμπεριλαμβανομένου   σημείου που ευθύνεται για 

τη πολυαδενυλίωση του mRNA )και τον ουδέτερο ενισχυτή που βρίσκεται στο 

πρώτο ιντρόνιο(Vidal et al., 1990) και έτσι οδηγεί στην έκφραση των γονιδίων 

στο κεντρικό νευρικό σύστημα και πιθανότατα στον πνεύμονα. Για τον λόγο αυτό, 

τα διαγoνίδια πρέπει να περιλαμβάνουν  το σημείο εκκίνησης της μετάφρασής 
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τους και τα σημεία που περιέχουν τις αλληλουχίες Kozak, αλλά μπορεί να τους 

λείπουν οι περισσότερες από της μη μεταφραζόμενες αλληλουχίες. Τα διαγoνίδια 

κλωνοποιούνται στην θέση περιορισμού Xho I .Ένα σημαντικό στοιχείο αυτής της 

κασέτας έκφρασης είναι ότι η αφαίρεση του ειδικού για τον θύμο ενισχυτή 

εξαλείφει την έκφραση του διαγονιδίου στον θύμο (Vidal et al., 1990).Στην 

πραγματικότητα, εκτός από το νευρικό σύστημα ανιχνεύεται μόνο ασθενής 

έκφραση στον πνεύμονα. 

Η Thy-1 είναι μία GPI-linked γλυκοπρωτεΐνη της κυτταρικής επιφάνειας της 

οποίας η έκφραση επάγεται σε νευρώνες στην perinatal περίοδο(Morris, 1985)H 

έκφραση του γονιδίου αυτού έχει χαρακτηριστεί εκτενώς σε διαγoνιδιακούς 

επίμυες. Έτσι έχει διαπιστωθεί ότι  εκφράζεται σε μία ποικιλία ιστών και 

κυτταρικών τύπων, συμπεριλαμβανομένων του θύμου, του νευρικού συστήματος 

και του συνδετικού ιστού(Gordon et al., 1987; Morris, 1992).Επιπλέον τα 

ρυθμιστικά στοιχεία του Thy-1 γονιδίου έχουν χρησιμοποιηθεί για να επάγουν την 

έκφραση ετερόλογων γονιδίων στο ΚΝΣ (Vidal et al., 1990; Aigner et al. 1995; 

Moechars et al., 1996). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 - 28 -



                                      Στόχος της εργασίας: 
 
Στόχος της εργασίας αυτής ήταν η κλωνοποίηση της TAG-1 και της GFP στην 

Τhy-1 κασέτα. Το DNA της Τhy-1 κασέτας μας έστειλε ο P.Caroni  για το οποίο 

έγινε μετασχηματισμός με εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου σε DH10B 

βακτήρια(#424). Η κασέτα έκφρασης Thy-1 είναι η εξής: 

 

  

 
 Thy-1 cassette  

in puc-18  
 

 Not I 

Sma I

Pvu I 

EcoRV 

Xho I 

EcoR I 

Hind III

Pvu I 

                                        1Kb300bp         900bp 

                                   2.7 kb 

                                          polyA sequences  

                                                 

 

 

                                         

                                                   

Οι αλληλουχίες από την EcoRI (ή την Not I) μέχρι την Pvu I είναι ουσιαστικές για 

την έκφραση. Επίσης το cDNA γνωρίζουμε ότι πρέπει να κλωνοποιηθεί στην 

θέση Xho I (οι poly A αλληλουχίες βρίσκονται πάνω στον φορέα και δεν 

χρειάζεται να κλωνοποιηθούν). 

Ο σχεδιασμός του πειράματος περιελάμβανε πρώτα την κλωνοποίηση του GFP 

και στην συνέχεια της TAG-1. Για τον σκοπό αυτό έγινε  σχεδιασμός των 

παρακάτω εκκινητών έτσι ώστε να μπορέσουμε να απομονώσουμε αρχικά με 

PCR αντίδραση το GFP από τον pEGFP-C1 πλασμιδιακό φορέα. Με τους 

συγκεκριμένους εκκινητές ενσωματώνουμε στο GFP και θέσεις Sal I στα άκρα. Η 

επιλογή της Sal I έγινε επειδή αυτή είναι συμβατή (compatible) με την Xho I (θέση 

κλωνοποίησης μοναδική στην Τhy-1 κασέτα έκφρασης) και δεν υπάρχει στην 

TAG-1.Οι εκκινητές που παρασκευάστηκαν ήταν οι εξής: 

GFP-Sal-F 606: 

ACGC  GTC GAC  GCC ACC ATG GTG AGC AAG GG 

 
  Sal I Kozak  
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GFP-R 1389: 

  CGG GCC CGC   GGT ACC   GTC GAC   TGC  

 
  Kpn I   Sal I  

Eπίσης παρασκευάζονται εκκινητές για την TAG-1  χρησιμοποιώντας ως 

template το #278 με ενσωμάτωση Sal I θέσεων στην άκρη για την κλωνοποίηση 

με το GFP στην Τhy-1 κασέτα έκφρασης .Οι εκκινητές που παρασκευάστηκαν 

ήταν οι εξής: 

 

RTAG-Sal I-F 224: 
 ACG  CGT CGA  CAA ATG  GGG ACA CAC GCC AGG AAA  

 
  Sal I  

RTAG-Sal I-R 3346: 
  ACGC  GTC GAC TCA GAG CTT CTG GTA GCC AGC GAG 

 
  Sal I   STOP  

Έτσι λοιπόν έπρεπε να κλωνοποιηθεί πρώτα το PCR προϊόν Sal I- GFP- Xho I- 

Sal I ( Η Xho I  αυτή υπάρχει downstream του PCR προϊόντος) στο #424/ Xho 

I.Στην συνέχεια έγιναν προσπάθειες κλωνοποίησης της Sal I- RTAG - Sal I(PCR 

προϊόν ) στο #424-GFP/Xho I.  

 

 

 
 
 
 

                                              

                                      

 

 - 30 -



                                     Αποτελέσματα:  
 

Μετά τις PCR αντιδράσεις έγινε καθαρισμός και των δύο προϊόντων με 

Nucleospin Extract II. Τόσο στα προϊόντα των αντιδράσεων  PCR όσο και στον 

pBluescript KS ΙΙ(+/-) πραγματοποιήθηκαν πέψεις με Sal I. Επίσης έγινε η 

απομόνωση από παρασκευαστικό gel και καθαρισμός με Nucleospin extract II. 

Έγινε αποφωσφορυλίωση τόσο του pBluescript KS II/ Sal I όσο και του #424/ 

Xho I.Στην συνέχεια έγινε η πρώτη προσπάθεια για σύνδεση των τμημάτων DNA 

(χρησιμοποιώντας λιγάση της Promega στους 4oC O/N) των  GFP/Sal I και  

RTAG / Sal I στον pBluescript KS ΙΙ(+) /Sal I (SAP). 

 
Κάνοντας μετασχηματισμό με εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου σε DH5a καταφέραμε 

να κλωνοποιήσουμε το Sal I- GFP-Sal I στον pBluescript KS ΙΙ(+) (#450)[όπως 

φαίνεται τα οκτώ πρώτα lanes από αριστερά]  και την Sal I- RTAG - Sal I στον 

pBluescript KS ΙΙ(+) (#451) [όπως φαίνεται στo lane 17 από αριστερά]  .Mε βάση 

κάποιες πέψεις που έγιναν οδηγηθήκαμε στο συμπέρασμα ότι η κατεύθυνση των 

ενθεμάτων στις κατασκευές που προέκυψαν ήταν: 

                       ATG                                                                                    

Xho I 

EcoR I 

Nco I 

Sal I 

                                           

                                         

 

                          
                                Sal I- GFP-Sal I in  

                                     pBluescript KS ΙΙ(+)                       
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                                                               ATG 
                             STOP 

                                 

   EcoR I 

Xho I 

                                1820bp      900bp420bp 

                               Sal I 
                                Sal I- RTAG - Sal I  

                                     in pBluescript KS ΙΙ(+)  

                                                                               
 
                                                        
                                                      
                                                      
 
 
Κάναμε πέψη του Sal I- GFP-Sal I in pBluescript KS ΙΙ(+)  με Sal I και το GFP 

απομονώθηκε από παρασκευαστικό gel. Ακολούθησε ηλεκτροέκλουση και 

καθαρισμός. Η ίδια διαδικασία ακολουθήθηκε για απομόνωση του Sal I- RTAG - 

Sal I από την κατασκευή Sal I- RTAG - Sal I in pBluescript KS ΙΙ(+)  .Στην 

συνέχεια συνεχίστηκαν οι προσπάθειες κλωνοποίησης των GFP/ Sal I και  

RTAG/ Sal I   στο #424/Xho I (SAP).Μετά από κάποιες προσπάθειες πήραμε τη 

εξής κατασκευή: 

GFP (PCR product με άκρα Sal I) in Thy 1 cassette (#424)/XhoI η οποία 

στάλθηκε για sequencing . 

Μετά τον έλεγχο των αποτελεσμάτων κάνουμε πέψη της κατασκευής GFP (PCR 

product με Sal I άκρα ) in Thy 1 cassette (#424) με Xho I και αποφοσφωρυλίωση.  

Στην συνέχεια προσπαθήσαμε να 

κλωνοποιήσουμε την RTAG/ Sal I στο GFP (PCR 

product με Sal I άκρα ) in Thy 1 cassette (#424)  / 

Xho I(SAP).Στο δεύτερο lane από αριστερά 

φαίνεται η κατασκευή κομμένη με Xho I(0.2μl) 

στο τρίτο lane πάλι η ίδια κατασκευή κομμένη με 

Xho I(0.8μl) στο τέταρτο lane η κατασκευή 
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κομμένη με Xho I(2μl) στο οποίο όμως έχει γίνει αποφωσφορυλίωση  ενώ στην 

πέμπτο lane είναι το RTAG/ Sal I(PCR product) (2μl). 

Μετά από πολλές άκαρπες προσπάθειες αποφασίζουμε να σηκώσουμε φίλτρα 

από όλα τα τρυβλία από τις προηγούμενες προσπάθειες που κάναμε. Τα 

αποτελέσματα του πειράματος φαίνονται στα παρακάτω φιλμ: 

 
 
 
 

 
 

 - 33 -



 
Μετά από δοκιμαστικές πέψεις στα DNA που είχαν προκύψει από την μικρής 

κλίμακας απομόνωση του βακτηριακoύ DNA που αντιστοιχούν στα σήματα που 

μας είχαν δοθεί από το παραπάνω πείραμα διαπιστώνουμε ότι τελικά είχαμε 

πάρει την επιθυμητή κατασκευή. 

Στην συνέχεια κάναμε απομόνωση του πλασμιδιακού DNA  σε μεγάλη κλίμακα. 

Έτσι προκύπτει το : 

rTag-1(PCR product με Sal I άκρα) and GFP (PCR product με Sal I άκρα ) in Thy 

1 cassette (#424)  / Xho I(SAP) ( Xho I site στο 3’άκρο του GFPαπό τον  

polylinker του pEGFP-C1). 

 

 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                     

 
 

Thy-1 
promoter 

  rTAG-1 and     
 GFP in Thy-1   

GFP

rTAG-1     cassette.
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                                                     ΣΥΖΗΤΗΣΗ: 
 

To μέρος της εργασίας που περιελάμβανε την κλωνοποίηση της TΑG-1 στην 

Thy-1 κασέτα έκφρασης είχε ως στόχο την προσπάθεια υπερέκφρασης της TAG-

1 σε νευρικά κύτταρα προκειμένου να υπάρξει αναλυτική μελέτη  των 

αλληλεπιδράσεων της TAG-1 με άλλα μόρια.  

Η κατασκευή αυτή θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί σε πειράματα διερεύνησης 

του ρόλου της TAG-1 στην οργάνωση της μυελίνης στις εμμύελες  ίνες. Μια 

τέτοια πειραματική προσέγγιση θα μπορούσε να είναι η δημιουργία 

διαγονιδιακών ζώων  τα οποία υπερεκφράζουν την TAG-1 μόνο στα νευρικά 

κύτταρα και όχι στα γλοιακά. Μελετώντας τον φαινότυπο των ζώων αυτών και 

συγκρίνοντας τον με αυτόν των ελλειματικών για την TAG-1 ζώων μπορούμε να 

διαπιστώσουμε  το αν η έκφραση της ΤAG-1 στα νευρικά κύτταρα μόνο μπορεί 

να αναστρέψει τον φαινότυπο των ελλειματικών ζώων. Η δημιουργία των 

διαγονιδιακών αυτών ζώων μπορεί να γίνει είτε με απ’ευθείας ένεση της 

κατασκευής σε ωοκύτταρα ελλειματικών για την TAG-1 ζώων είτε με ένεση σε 

ωοκύτταρα φυσιολογικών ζώων. Στην δεύτερη περίπτωση προκύπτουν ζώα στα 

οποία θα έχουμε υπερέκφραση της TAG-1 στα νευρικά κύτταρα. Ωστόσο, τα ζώα 

αυτά θα εκφράζουν την TAG-1  τόσο στα νευρικά, όσο και στα γλοιακά κύτταρα. 

Για το λόγο αυτό θα πρέπει να  διασταυρωθούν με ζώα ελλειματικά για την TAG-

1 έτσι ώστε να προκύψουν ζώα τα οποία θα εκφράζουν την TAG-1 μόνο στα 

νευρικά κύτταρα και όχι στα γλοιακά. 

Τα ρυθμιστικά στοιχεία επιπλέον του Thy-1 γονιδίου στο ποντίκι έχουν 

χρησιμοποιηθεί για να οδηγήσουν στην έκφραση της Cre recombinase στο 

νευρικό σύστημα διαγoνιδιακών ποντικών. Διάφορες Thy-1-Cre σειρές έδειξαν 

έκφραση του διαγονιδίου σε διάφορες περιοχές του κεντρικού νευρικού και του 

περιφερικού συστήματος, συμπεριλαμβανομένων του εγκεφαλικού φλοιού, της 

παρεγκεφαλίδας , της νωτιαίας χορδής του αμφιβληστροειδή και των νωτιαίων  

γαγγλίων (dorsal root ganglia). Παρότι η Thy-1 πρωτεΐνη εκφράζεται στους 

μεταμιτωτικούς νευρώνες στην μετεμβρυϊκή (perinatal) περίοδο, αποδείχτηκε  ότι 

η Thy-1 κασέτα έκφρασης οδηγεί στην έκφραση του Cre σε ανώριμες ζώνες 
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πολλαπλασιασμού στο νευρικό σύστημα από την εμβρυονική μέρα 11 και σε μη 

νευρικούς ιστούς (Campsall et. al., 2002). Η Thy-1 κασέτα έκφρασης λοιπόν δεν 

αντιστοιχεί σε έκφραση διαγονιδίων που περιορίζεται μόνο στο N.Σ. ή μόνο σε 

μεταμιτωτικούς νευρώνες του Ν.Σ. Αυτό το πρότυπο των Thy-1- Cre 

διαγονιδιακών ποντικών θα είναι χρήσιμο για την εκτομή (ablation) των γονιδίων, 

των οποίων τα μετάγραφα είναι χωρικά ή χρονικά περιορισμένα στο 

αναπτυσσόμενο νευρικό σύστημα. 

Επιπρόσθετα η κασέτα αυτή έκφρασης μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την μελέτη 

πρωτεϊνών σχετιζόμενων με την ανάπτυξη των νευριτών και την συναπτική 

πλαστικότητα σε ενήλικους νευρώνες όπως για παράδειγμα τις GAP-43 και CAP-

23 σε ενήλικους νευρώνες(P. Caroni., 1997) . Οι GAP-43  και CAP-23 είναι 

υποστρώματα της πρωτεϊνικής κινάσης C του νευρικού συστήματος. Επειδή η 

έκφραση των πρωτεϊνών αυτών είναι πολύ χαμηλή στην πλειοψηφία των 

νευρώνων, χρησιμοποιήθηκε η Thy1 κασέτα για να επιτευχθεί τόσο ισχυρή όσο 

και συνεχόμενη έκφραση. Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι τόσο η GAP-43 όσο και 

η CAP-23 έχουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη των νευριτών. Επειδή 

γνωρίζουμε ότι οι πρωτεΐνες αυτές έχουν σχετιζόμενες αλλά μη ταυτόσημες 

δραστηριότητες τους αυτές οι δύο πρωτεΐνες ενδέχεται να συνεργάζονται 

προάγοντας την ανάπτυξη των νευρικών απολήξεων. Τα αποτελέσματα αυτά 

επίσης αποδεικνύουν την δυνατότητα του συστήματος έκφρασης Thy1 για την 

μελέτη της ανάπτυξης, της επανόρθωσης και της πλαστικότητας σε ενήλικα 

νευρικά συστήματα σε διαγονιδιακά ζώα. 

Η κασέτα έκφρασης Thy1 αποδεικνύεται εκτός των άλλων σημαντική και για την 

μελέτη μηχανισμών που οδηγούν σε κινητικές ασθένειες όπως αυτή της πλάγιας 

αμυοτροφικής σκλήρωσης[amyotrophic lateral sclerosis(ALS)]. Έτσι η κασέτα 

αυτή έχει επίσης χρησιμοποιηθεί για να καθοδηγήσει την συνεχή έκφραση των 

(h)SOD1(G93A) και  hSOD1(G85R)[μεταλλάγματα υπεροξειδικής δισμουτάσης 1] 

σε postnatal νευρώνες ποντικών, συμπεριλαμβανομένων των ανώτερων και των 

κατώτερων κινητικών νευρώνων. Με κάποια  πειράματα που έγιναν  

διαπιστώθηκε ότι η αυξημένη έκφραση και η συσσώρευση μεταλλαγμένων SOD1 

πρωτεϊνών στους νευρώνες δεν έδωσε καμία ανιχνεύσιμη παθολογία στους 
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κινητικούς νευρώνες ή κάποια άλλη ασθένεια στα διαγονιδιακά αυτά ζώα (Caroni 

et al., 2002). 
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                                          ΥΛΙΚΑ - ΜΕΘΟΔΟΙ : 

                             1.  ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΘΡΕΠΤΙΚΩΝ ΥΛΙΚΩΝ   

  1α. LB  

      

 Διαλυτοποίηση 10gr bacto-tryptone, 10gr NaCl, 5gr bacto-yeast 

extract σε νερό  

 Ογκομέτρηση σε τελικό όγκο 1000ml  

 Αποστείρωση των διαλυμάτων  

  1β. LB*  

      

 Διαλυτοποίηση 10gr bacto- tryptone, 2gr NaCl, 5gr bacto- yeast 

extract σε νερό  

 Ρύθμιση  pH=7 με NaOH 1N  
 Ογκομέτρηση σε τελικό όγκο 1000ml  

 Αποστείρωση των διαλυμάτων  

  

                    

 

 

2.  ΠΕΨΗ ΜΟΡΙΩΝ DNA ΜΕ ΕΝΖΥΜΑ ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΥ  

Οι  πέψεις μορίων DNA με ένζυμα περιορισμού έχουν τόσο διαγνωστικό όσο και 

παρασκευαστικό χαρακτήρα.  

Για την πέψη δημιουργείται μίγμα με: 
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 Δείγμα DNA  

 Ένζυμο περιορισμού που επιλέγεται μετά από 

έλεγχο των θέσεων περιορισμού στο τμήμα του 

DNA που θέλουμε να πέψουμε. 

 Κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα για το 

συγκεκριμένο ένζυμο (Cτελικη=1x)  

 BSA (Bovine Serum Albumin), το οποίο αυξάνει 

την ενεργότητα του ενζύμου (Cτελικη=1x)  

 dH2O  

         Οι πέψεις γίνονται σύμφωνα με τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας 

των ενζύμων .Ο τελικός όγκος και η θερμοκρασία και ο χρόνος της πέψης 

διαφέρουν ανάλογα με τις απαιτήσεις του ενζύμου.  

       

                    3. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ DNA ΣΕ ΠΗΚΤΩΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗΣ  

    3α. ΑΓΑΡΟΖΗ 1% w/v (διαγνωστικό gel)  

Βράζουμε 1,5 gr αγαρόζης σε 150 ml ΤΑΕ 1x  μέχρι να διαλυθούν πλήρως. Στη 

συνέχεια προστίθενται ~4 μl EtBr (10 mgr/ml) και το διάλυμα πήζει στους 4οC . 

Μετά την ολοκλήρωση των πέψεων τα δείγματα φορτώνονται στο gel αγαρόζης 

1%, αφού τους έχει προστεθεί Loading Buffer (Cτελικη=1x).  Μαζί με τα δείγματα 

φορτώνεται στο gel μικρή ποσότητα DNA ladder για την εκτίμηση του μεγέθους 

των μπαντών που προκύπτουν από τις πέψεις. 

  3β. ΑΓΑΡΟΖΗ 1% w/v (παρασκευαστικό gel) 

    Για την απομόνωση τμήματος DNA από gel αγαρόζης ετοιμάζεται 

«παρασκευαστικό gel» στο οποίο προσθέτουμε 1μl EtBr . Τα δείγματα τα 

αφήνουμε να  “τρέχουν” μέχρι να προκύψει ο διαχωρισμός των επιθυμητών 

“μπαντών” DNA τα οποία και θα απομονώσουμε κόβοντας τα από το 
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παρασκευαστικό gel.    

  

     

 

4. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΜΗΜΑΤΩΝ DNA ΑΠΟ                           

ΠΗΚΤΩΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 

 Η απομόνωση τμημάτων DNA γίνεται με τη μέθοδο της ηλεκτροέκλουσης σε 

μεμβράνες διαπίδυσης. Ακολουθεί ο καθαρισμός του DNA με φαινόλη-

χλωροφόρμιο και κατακρήμνιση με αιθανόλη και άλας οξικού νατρίου.  

         4α. ΗΛΕΚΤΡΟΕΚΛΟΥΣΗ   

 Πέψη του DNA με κατάλληλα ένζυμα περιορισμού.  

 Ηλεκτροφόρηση των τμημάτων του DNA σε 

παρασκευαστικό gel αγαρόζης 1% w/v (με 1 μl EtBr).  

 Κοπή της ζώνης με το επιθυμητό τμήμα DNA, 

τοποθέτησή της σε μεμβράνη διαπίδυσης που περιέχει 

απιονισμένο νερό και κλείσιμο με ειδικά clips.  

 Τοποθέτηση της μεμβράνης στο δοχείο ηλεκτροφόρησης 

και ηλεκτροφόρηση στα 100V έως ότου γίνει ο 

διαχωρισμός των επιθυμητών τμημάτων .  

 Αλλαγή της πολικότητας στη συσκευή της 

ηλεκτροφόρησης για 30 sec για την αποκόλληση του 

DNA από την επιφάνεια της μεμβράνης και τη μεταφορά 

του στο νερό, μέσα στη μεμβράνη.  

 Μεταφορά του υγρού από τη μεμβράνη σε ένα καθαρό 

πλαστικό σωληνάριο και συμπύκνωσή του με εκχυλίσεις 

με βουτανόλη-2.  
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     4β. ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ DNA   

 Δημιουργία στήλης από Sephadex G50 σε σύριγγα 1 ml. 

Πέρασμα του διαλύματος με το DNA από τη στήλη για 

την απομάκρυνση αλάτων, ολιγονουκλεοτιδίων, 

πεπτιδίων και αμινοξέων  

 Περαιτέρω καθαρισμός του DNA με επαναλαμβανόμενες 

εκχυλίσεις με ίσο όγκο μίγματος φαινόλης:χλωροφορμίου 

(αναλογία 1:1)  

 Προσθήκη 1/10 του όγκου οξικό νάτριο καθώς και δύο 

όγκων αιθανόλης 100%  

 Φυγοκέντρηση του δείγματος για 10 min στις 13800 rpm 

στους 4ο C  

 Απομάκρυνση του υπερκείμενου υγρού, επαναδιάλυση 

του ιζήματος σε  αποστειρωμένo νερό και φύλαξη του 

δείγματος του καθαρού DNA στους -20o C  

 

 

5. ΔΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΤΥΦΛΩΝ ΑΚΡΩΝ ΣΤΑ ΚΟΜΜΕΝΑ ΤΜΗΜΑΤΑ DNA 
     
      Μετά την απομόνωση των τμημάτων του πλασμιδίου (φορέα και ενθέματος), 

ακολουθεί filling ή blunting στα άκρα τους ώστε να γίνουν όλα τυφλά και να 

διευκολυνθεί έτσι η σύνδεσή τους. 

 

             5α. FILLING: 

Δημιουργία μίγματος με: 

 Δείγμα DNA 

 Ένζυμο Klenow της εταιρείας ΝΕΒ (5u/μl) 
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 Ρυθμιστικό διάλυμα της ίδιας εταιρείας (10x) 

 dNTPs (2 mM) 

 dH2O 

 

Για τις τελικές συγκεντρώσεις του κάθε συστατικού καθώς και τις συνθήκες 

επώασης και απενεργοποίησης ακολουθούνται οι οδηγίες της κατασκευάστριας 

εταιρείας ΝΕΒ . 

 

   
  5β. BLUNTING 

Ομοίως με filling. Τα dNTPs όμως προστίθενται στο μείγμα μετά από 5 min. 

 

 

 

                                6.ΑΠΟΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗ   DNA (vector). 
 

Αυτή η διαδικασία βοηθάει στο να αποφευχθεί η επανένωση των άκρων του 

vector (selfligation).  

      

• Δημιουργία μίγματος με:  

 Δείγμα DNA  

 Ένζυμο SAP (φωσφατάση) της εταιρείας Roche (2u/μl)  

 Ρυθμιστικό διάλυμα της ίδιας εταιρείας (10x)  

 dH2O  

  

Ακολουθούνται οι οδηγίες της κατασκευάστριας  εταιρείας Roche (30min, 37oC). 

Τοποθέτηση των δειγμάτων για 15min στους 65o C για απενεργοποίηση του 

ενζύμoυ.  
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                      6.   ΣΥΝΔΕΣΗ ΤΩΝ ΤΜΗΜΑΤΩΝ TOY DNA  (LIGATION) 
  

Δημιουργία μίγματος με:  

 Δείγμα DNA (φορέας, ένθεμα)  

 Λιγάση της εταιρείας Roche (1u/μl)  

 Ρυθμιστικό διάλυμα της ίδιας εταιρείας (10χ)  

 dH2O  

Για τις τελικές συγκεντρώσεις του κάθε συστατικού ακολουθούνται οι οδηγίες της 

κατασκευάστριας εταιρείας Roche (overnight (ο/n), 37o C). Τοποθέτηση των 

δειγμάτων για 10min στους 65o C για απενεργοποίηση των ενζύμων.  

Η αναλογία ενθέματος : φορέα είναι ανάλογη με το μέγεθος του φορέα. Γενικά, 

όσο μεγαλύτερος είναι ο φορέας τόσο μεγαλύτερη πρέπει να είναι η περίσσεια 

του ενθέματος. Η αναλογία αυτή  είναι αναλογία μορίων. 

     

7. ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΔΕΚΤΙΚΩΝ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ (ELECTROCOMPETENT) ΙΚΑΝΩΝ 
ΝΑ ΔΕΧΟΝΤΑΙ DNA ΚΑΤΑ ΤΗ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΥ 

  

 Προσθήκη 2-3ml καλλιέργειας βακτηρίων σε 100-200 ml θρεπτικού 

υλικού LB* (χωρίς αντιβιοτικό) και επώαση σε αναδευτήρα overnight 

(o/n) στους 37o C.  

 Την επόμενη μέρα, όταν η οπτική πυκνότητα φτάσει OD600=0,65, 

τοποθέτηση της καλλιέργειας στον πάγο για 15-30 min.  
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 Μεταφορά της καλλιέργειας σε 2-4 παγωμένα falcons (50ml). Η όλη 

διαδικασία πρέπει να γίνεται αυστηρά σους 4οC.Φυγοκέντρηση των 

δειγμάτων για 15min, στις 4.000rpm, στους 4ο C.  

 Απομάκρυνση του υπερκείμενου και επαναδιάλυση της πελλέτας των 

βακτηρίων σε ίσο όγκο ddH2O.  

 Φυγοκέντρηση για 15min, στις 4.000rpm, στους 4ο C. 

 Επαναδιάλυση της πελλέτας σε 25ml H2O. 

 Φυγοκέντρηση για 15min, στις 4.000rpm, στους 4ο C. 

 Επαναδιάλυση της πελλέτας σε 15ml H2O. 

 Φυγοκέντρηση για 15min, στις 2.700rpm, στους 4ο C. 

 Επαναδιάλυση της πελλέτας σε 200-500μl γλυκερόλης 10% και 

μοίρασμα του βακτηριακού διαλύματος σε eppendorfs 1.5ml (από 70 

μl).  

         8. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΔΕΚΤΙΚΩΝ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ  ΜΕ ΕΦΑΡΜΟΓΗ                          
                          ΗΛΕΚΤΡΙΚΟΥ ΠΕΔΙΟΥ (ELECTROPORATION) 
  

 Ξεπάγωμα των electrocompetent βακτηρίων στον πάγο.  

 Προσθήκη στα βακτήρια 1μl από το διάλυμα της ligation. Τοποθέτηση 

του μίγματος σε αποστειρωμένες, παγωμένες κυβέτες.  

 Electroshock  για 5msec .Τα volts που εφαρμόζουμε εξαρτώνται από 

το εκάστοτε βακτηριακό στέλεχος που χρησιμοποιούμε.  

 Προσθήκη ~200μl παγωμένου θρεπτικού  (χωρίς αντιβιοτικό), 

ανακάτεμα και μεταφορά σε πλαστικό σωληνάκι με 800μl θρεπτικό. 

Επώαση για 1hr σε αναδευτήρα στους 37οC.Φυγοκέντρηση για 5min 

στις 5.000rpm σε θερμοκρασία δωματίου.  

 Απομάκρυνση του μεγαλύτερου μέρους του υπερκείμενου και 

επαναδιάλυση των βακτηρίων στο εναπομείναν θρεπτικό (~200μl).  

 Επίστρωση τρυβλίων με στερεό θρεπτικό LB και αντιβιοτικό 

αμπικιλλίνη.  
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                        9. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA 

9α. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA ΣΕ ΜΙΚΡΗ ΚΛΙΜΑΚΑ 

 Κρύο solution #1 (GTE): 50 mM γλυκόζη , 25 mM TrisΗCl (pH 8.0), 10 

mM EDTA (pH 8.0) 

 Solution #2:   0,2Ν NaOH, 1% SDS 

 Κρύο solution #3:  5Μ potassium acetate (60 ml),  glacial acetic 

acid (11,5 ml), H2O (28,5 ml)  

 Πολλαπλασιασμός βακτηριακών αποικιών  σε 4ml θρεπτικού 

μέσου LB με αντιβιοτικό αμπικιλλίνη σε γυάλινα βακτηριολογικά 

σωληνάκια. Επώαση ο/n σε κινούμενο επωαστήρα στους 37ο C.  

 Μεταφορά 1,5 ml σε eppendorf. Φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm 

για 30 sec. Φύλαξη του υπολοίπου της καλλιέργειας στους 4ο C.  

 Απομάκρυνση του υπερκείμενου υγρού και στέγνωμα της 

βακτηριακής  πελλέτας όσο το δυνατόν καλύτερα.  

 Επαναδιαλυτοποίηση του ιζήματος σε 100 μl κρύου solution #1 

(GTE).       

 Προσθήκη 200μl φρέσκου solution #2. Ανακίνηση των 

eppendorfs αμέσως και γρήγορα ένα-ένα. Tοποθέτησή τους 

στον πάγο για 5 min.  

 Προσθήκη 150 μl κρύου solution #3. Vortex για 10 sec και 

τοποθέτηση των eppendorfs στον πάγο για 5 min.  

 Φυγοκέντρηση των δειγμάτων στις 12000rpm για 5 min (στους 

4ο C).  

 Μεταφορά του υπερκείμενου υγρού σε νέα eppendorfs.  

 Προσθήκη ίσου όγκου φαινόλης:χλωροφορμίου σε κάθε δείγμα. 

Φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm για 3 min. Μεταφορά της 

υπερκείμενης υγρής φάσης σε νέα eppendorfs.  
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 Προσθήκη δύο όγκων αιθανόλης σε κάθε δείγμα και vortex. 

Παραμονή σε θερμοκρασία δωματίου για 5 min.  

 Φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm για 7 min (στους 4ο C).  

 Απομάκρυνση του υπερκείμενου υγρού και απορρόφηση με μία 

πιπέτα Pasteur κάθε ίχνους υγρασίας από τα τοιχώματα του 

eppendorf.  

 Επαναδιαλυτοποίηση της κάθε πελλέτας DNA σε 60 μl Η2Ο και 

1μl RNAse.  

  

9β. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ DNA ΣΕ ΜΕΣΑΙΑ ΚΛΙΜΑΚΑ 

        Η απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεσαία κλίμακα γίνεται με το kit    

“JETSPIN” της εταιρίας GENOMED. Το πρωτόκολλο που ακολουθείται και τα 

διαλύματα που χρησιμοποιούνται, προμηθεύονται από την κατασκευάστρια 

εταιρεία. 

                                  10. Colony/plaque blotting 
 Κόβουμε στρογγυλά φίλτρα στο μέγεθος των τριβλίων. 

 Μεταφορά των αποικιών στα φίλτρα  

 Τοποθετήση σε 10% SDS για 5 min, σε 1x Denaturation buffer για 5 min, 

1x Neutralization buffer για 5 min και σε 6x SSC για 5 min. 

 «Ψήσιμο» στους 80οC για 2hrs. 

 «Καθάρισμα» με απαλό τρίψιμο σε 6x SSC. 

 Προυβριδοποίηση με το prehybridization buffer(10x Denhard’s,5x SSC, 

5.5mg/ml spDNA, 1%SDS) για 4-5 hrs στους 65οC .  

 Υβριδοποίηση O/N στους 65οC με το hybridization buffer(1x Denhard’s,5x 

SSC, 0.1mg/ml ssDNA, 1%SDS). 

 Πλυσίματα με 2x SSC,0.1%SDS  και 1x SSC,0.1%SDS. 
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                                                          WWEESSTTEERRNN  
 

 
 
Προετοιμασία δειγμάτων από τα κύτταρα: 
 

1.   Απομάκρυνση του θρεπτικού υλικού από την κυτταρική καλλιέργεια. 

2.   Ξέπλυμα των κυττάρων με 1xPBS δύο φορές. 

3.   Τοποθέτηση 300-500 μl κρύου lysis buffer πάνω στην κυτταρική καλλιέργεια. 

4.   Μάζεμα των κυττάρων προς την μία πλευρά. 

5.   Μεταφορά των κυττάρων σε  eppendorf του1,5 ml. 

6.   Επώαση στον πάγο για 30 min (vortex κάθε 10 min). 

7.   Λύση των κυττάρων με τη χρήση υπερήχων (προεραιτικό βήμα). 

8.   Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm ,στους 40 C  για 30 min. 

9.   Μεταφορά υπερκείμενου (lysate)  σε ένα καθαρό eppendorf. 

10.   Προσθήκη ίσου όγκου 2X sample loading buffer και 100 mM DTT σε 10 μl του δείγματος. 

11. Βράσιμο των δειγμάτων για 5min. 

12. Τοποθέτηση των δειγμάτων στον πάγο μέχρι να φορτωθούν. 

 

 

 

 

RRUUNNNNIINNGG  

 

1. Προετοιμασία των polyacrylamide gels . 

2. Προσθήκη 1L από το 1X running buffer (γεμίζουμε όλο τον ενδιάμεσο των gel χώρο και των 

μισό από τον χώρο που βρίσκεται γύρω από τα gel).  

3. Φορτώνουμε τα δείγματα στα πηγάδια (wells).     

4. Ρυθμίζουμε την συσκευή ηλεκτροφόρησης στα 80V για όσο χρόνο τα δείγματα βρίσκονται στο 

stacking gel (περίπου 30min) και στην συνέχεια την  ρυθμίζουμε στα 100V μέχρι να φύγει η 
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χρωστική από το  gel (σχεδόν 2hours) .Αν θέλουμε να τρέξουμε το gel O/N ρυθμίζουμε την 

συσκευή στα 30V. 

 

 

 
 
TRANSFER 

 
1.  Φτιάχνουμε 1X transfer buffer περίπου 1 hr πριν τη χρήση και το τοποθετούμε στους 40 C  . 
2. Κόβουμε στις διαστάσεις του gel , 1 μεμβράνη και 6 wattman  χαρτιά.  
3. Αφαιρούμε το  running buffer από την συσκευή. 

4. Απομακρύνουμε το gel από την συσκευή. 

5. Απομακρύνουμε  το κομμάτι που αντιστοιχεί στο stacking gel . 

6. Τοποθετούμε το κομμάτι που αντιστοιχεί στο separating gel πάνω στην μεμβράνη η 

οποία βρίσκεται μέσα στο tray που περιέχει 1X transfer buffer. 

7. Μέσα στο ίδιο tray πρέπει να βρίσκονται και 6 wattman  χαρτιά αλλά και τα σφουγγάρια 

που χρησιμοποιούμε. 

8. Τοποθετούμε πρώτα το σφουγγάρι (στη μαύρη πλευρά της θήκης του sandwich), στην 

συνέχεια τα 3 wattman  χαρτιά, το gel, την μεμβράνη, και στην συνέχεια τα 3 wattman  

χαρτιά, και το σφουγγαράκι δημιουργώντας έτσι ένα sandwich . 

9. Χρησιμοποιούμε μια γυάλινη πιππέτα για να απομακρύνουμε τον αέρα που έχει 

εγκλωβιστεί μέσα στο sandwich . 

10. Κλείνουμε το sandwich και το τοποθετούμε στην συσκευή, έχοντας την μαύρη πλευρά 

της θήκης του sandwich στην μαύρη πλευρά της συσκευής. 

11. Τοποθετούμε το κρύο transfer buffer μέσα στην συσκευή αλλά και πάγο γύρω από 

αυτήν.  

12. Ρυθμίζουμε την συσκευή της ηλεκτροφόρησης στα 310 mA για 1 hr ή αν θέλουμε να 

κάνουμε την ηλεκτροφόρηση  O/N  την ρυθμίζουμε στα 30V. Η ηλεκτροφόρηση Ο/Ν 

γίνεται στους 40 C. 
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IMMUNOBLOTTING 

 
1. Απομακρύνουμε την μεμβράνη από το sandwich και κάνουμε  επωάζουμε  σε 5%  

γάλα σε 1% PBST για 1hr (σε shaker) σε RT. 

 

                                                        
                                                                      1% PBST (500ml) φυλάσσεται στους 40 C: 
                                                                                             500ml 1xPBS 

                                                                                             500μl tween 100% 

 
2. Βάζουμε το πρώτο αντίσωμα, διαλυμένο σε  PBSMT (PBST με 5% γάλα) στην 

μεμβράνη και την αφήνουμε O/N στους 4°C. Εναλλακτικά την αφήνουμε για 2hr σε 

θερμοκρασία δωματίου (RT).  

3. Απομακρύνουμε το Ab το οποίο φυλάσσουμε σε falcon, και το οποίο στην συνέχεια 

διατηρούμε στους -200C. 
4.  Κάνουμε πλύσιμο  3x με 1% PBS-T για 15min. 

5. Προετοιμάζουμε το δεύτερο αντίσωμα, πάλι σε PBSMT, το οποίο και επωάζουμε για 

1hr υπό ανακίνηση. 

6. Ξεπλένουμε με  PBST  για 3x15min.   

7. Στεγνώνουμε την μεμβράνη ακουμπώντας την σε ένα κομμάτι wattman χαρτί. 

8.Τοποθετούμε πάνω στην μεμβράνη  ECL, και τα αφήνουμε για 1min σε R.T, 

στεγνώνουμε την μεμβράνη ξανά και στην συνέχεια την τυλίγουμε προσεκτικά με saran 

έτσι ώστε να αποφύγουμε την δημιουργία φυσαλίδων από το εγκλωβισμένο αέρα. Το  

ECL διατηρείται στους  40 C. 

9.Εκθέτουμε την μεμβράνη σε ένα φιλμ σε σκοτεινό δωμάτιο και αφού αποκτήσουμε μια 

ικανοποιητική εικόνα μπορούμε να φυλάξουμε τη μεμβράνη στους 40 C για μελλοντική 

χρήση. 
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10x RUNNING-TRANSFER BUFFER (1 Lt)                               
 
900 ml 10x Tris-Glycine                                                               

100 ml SDS 10% 

  
(για το  1x TRANSFER BUFFER χρησιμοποιούμε 100ml 10x RUNNING-TRANSFER 

BUFFER, 20% μεθανόλη και νερό μέχρι το 1lt). 

 
 
 
10x Tris-Glycine (1 Lt, pH 8.3) 
 
30.2 gr Tris-base 

188 gr glycine 

 

 

2x Sample Buffer 
 

100mM Tris-Cl pH 6.8 

4% SDS 

0.2% bromophenol blue 

20% glycerol 

 
 
Lysis Buffer 
 
5mM Tris-Cl pH 8.0 

2% NP-40 

1mM PMSF (last added) 
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2μg/ml leupeptin 

2μg/ml aprotinin  

 

 

7.5% gel preparation 
 
separating gel 
 
2.5 ml dH2O 

1.25 ml 30% acrylamide 

1.25 separating gel buffer (1.5 M Tris-Cl pH 8.8 + 0.4% SDS) 

50 μl 10% APS 

2.5 μl TEMED 

 

stacking gel 
 
1.8 ml dH2O 

450 μl 30% acrylamide 

750 μl stacking gel buffer (1 M Tris-Cl pH 6.8 + 0.4%SDS) 

30 μl 10% APS 

3 μl TEMED 
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