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ΠΔΡΗΛΖΨΖ 

 

Η αύμεζε ηεο ειηθίαο δεκηνπξγεί ζπλέρεηα αιινηώζεηο ζηνλ αλζξώπηλν νξγαληζκό, 

νδεγώληαο ζηελ πξννδεπηηθή κείσζε ηεο ιεηηνπξγηθόηεηαο όισλ ησλ ζπζηεκάησλ 

ηνπ αλζξώπηλνπ ζώκαηνο. Πξόζθαηεο κειέηεο έρνπλ δείμεη όηη ε γήξαλζε 

ραξαθηεξίδεηαη από ζπληεξεκέλα πξόηππα γνληδηαθήο έθθξαζεο, πνπ εκπιέθνληαη 

θπξίσο ζηελ αλάπηπμε, ηελ αληνρή ζην ζηξεο θαη ην κεηαβνιηζκό ηεο ελέξγεηαο. Η 

γνληδηαθή έθθξαζε ξπζκίδεηαη ζην επίπεδν ηεο ρξσκαηίλεο, πεξηιακβάλνληαο 

κεηαγξαθηθνύο παξάγνληεο θαη αιιαγέο ζηε δνκή ηεο ρξσκαηίλεο. Μηα νκάδα 

ηέηνησλ κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ είλαη θαη νη FoxO πξσηεΐλεο. Οη FoxO 

κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο ιακβάλνπλ κέξνο ζε κηα πιεζώξα βηνινγηθώλ 

δηαδηθαζηώλ, όπσο ε ζπληεξεκέλε ηνπο ηθαλόηεηα λα απμάλνπλ ηε δηάξθεηα δσήο. Η 

αιιειεπίδξαζε ησλ FoxO κε πνιύ-πξσηετληθά ζύκπινθα πηζαλό λα ξπζκίδεη ηε 

δξάζε ηνπο, αιιά θαη λα δηαθνξνπνηεί ηε ιεηηνπξγία ηνπο κε απνηέιεζκα ηελ 

ελεξγνπνίεζε δηαθνξεηηθώλ ηύπσλ γνληδίσλ θαζνξίδνληαο ηελ ηύρε ησλ θπηηάξσλ κε 

ηελ αύμεζε ηεο ειηθίαο. ηελ παξνύζα εξγαζία, πεξηγξάθνληαη ηα βήκαηα γηα ηελ 

θαηαζθεπή θνξέα έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο FoxO1a. Ο θνξέαο απηόο 

ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ αλάπηπμε ηεο in vitro βηνηηλπιίσζεο, κηαο κεζόδνπ πνπ 

εθκεηαιιεύεηαη ηνλ πςειό βαζκό ζπγγέλεηαο ηεο βηνηίλεο κε ηε 

ζηξεπηαβηδίλε/αβηδίλε θαη επηηξέπεη ηελ επθνιόηεξε απνκόλσζε πξσηετληθώλ 

ζπκπιόθσλ. Η πξσηεΐλε FoxO1a καδί κε κηα πεπηηδηθή αιιεινπρία 14 ακηλνμέσλ, ε 

νπνία κπνξεί λα βηνηηλπιησζεί, εθθξάζηεθε ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο επηκνιπζκέλεο κε 

κηα ιηγάζε βηνηίλεο (BirA). Με ηε ρξήζε ησλ ηερληθώλ Real-time PCR θαη 

αλνζναπνηύπσζεο θαηά Western θαίλεηαη όηη ε πξσηεΐλε FoxO1a κπνξεί λα 

εθθξαζηεί ζε κεγάιν βαζκό από ηα θύηηαξα, απνηειώληαο ην πξώην βήκα γηα ηελ 

αλάπηπμε ηεο κεζόδνπ in vitro βηνηηλπιίσζεο. 
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ABSTRACT 

 

Ageing is inherently complex, involving multiple mechanisms at different levels. 

Recent evidence suggests that ageing is characterized by conserved patterns of adult-

onset gene regulation predominantly involved in growth, stress resistance and energy 

metabolism. Nevertheless, it remains unknown how such universal networks are 

tightly orchestrated over the entire organismal lifespan and in animal species as 

evolutionary diverse as nematodes and mammals. Gene activity is regulated within 

the context of chromatin involving, among others, transcription factors and chromatin 

structure changes. One particular class of transcription factors are the Forkhead box O 

(FoxO) proteins. FoxOs are involved in a wide range of biological processes, 

including their conserved ability to increase lifespan. The interaction of FoxOs with 

multi-protein complexes likely regulates forkhead activity but also allows 

diversification of function efficiently coordinating distinct sets of genes with far-

reaching consequences for cell fate with advancing age. In the present study, the 

cloning strategy of FoxO1a is described. An expression vector carrying the FoxO1a 

gene sequence was used to develop an in vitro biotinylation methodology. This 

methodology, takes advantage of the high affinity bonding between biotin and 

avidin/streptavidin and facilitates the isolation of protein complexes. FoxO1a was 

fused with an 14 aa biotinylation tag and expressed in mammalian cell lines, 

transfected with a BirA biotin ligase. By using Real-time PCR and Western blot 

analysis, it was clear that FoxO1a could be transcribed efficiently in cells, indicating 

the first step for the development of the in vitro biotinylation system. 
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1. ΔΗΑΓΩΓΖ 

Με ηελ πάξνδν ηνπ ρξόλνπ δεκηνπξγνύληαη πξννδεπηηθέο θζνξέο ζην αλζξώπηλν 

ζώκα, κε παξάιιειε κείσζε ηεο ηθαλόηεηαο πνπ έρεη λα επηζθεπάδεη ηηο θζνξέο 

απηέο. Η θπζηνινγηθή γήξαλζε ραξαθηεξίδεηαη από ηε βαζκηαία πηώζε ηεο 

ιεηηνπξγηθόηεηαο ησλ ζπζηεκάησλ ηνπ αηόκνπ θαζώο θαη από ηελ απμεκέλε 

εππάζεηα ζε αζζέλεηεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε γήξαλζε (γηα παξάδεηγκα θαξθίλνο, 

δηαβήηεο, θαξδηαγγεηαθά λνζήκαηα, λεπξνεθθπιηζκό), έρνληαο ηεξάζηηεο ζπλέπεηεο 

ζηελ πνηόηεηα δσήο ησλ αηόκσλ θαη ην ζπλνιηθό θόζηνο γηα ηελ θνηλσλία[1].  

Η γήξαλζε δελ θαίλεηαη λα ππόθεηηαη ζηελ εμειηθηηθή επηινγή, θαζώο ζπκβαίλεη 

κεηά ηελ αλαπαξαγσγηθή θάζε. Απηό δείρλεη όηη ε γήξαλζε δελ πξνθαιείηαη από ηελ 

ελεξγνπνίεζε θάπνηνπ γνληδηαθνύ πξνγξάκκαηνο αιιά ιόγσ βαζκηαίαο κείσζεο ηεο 

ηθαλόηεηαο δηαηήξεζεο ησλ νξγαληθώλ ιεηηνπξγηώλ πνπ νδεγεί ζηε ζπζζώξεπζε 

‘ηπραίσλ’ βιαβώλ[2]. 

 

1.1 Γήραλζε θαη βιάβες ζηο DNA 

Παξά ηελ εθηεηακέλε έξεπλα παξακέλεη αθόκα αδηεπθξίληζηε ε κνξηαθή βάζε ηεο 

γήξαλζεο. Ωζηόζν, δηάθνξα ζηνηρεία δείρλνπλ όηη ε ζπζζώξεπζε ησλ βιαβώλ ηνπ 

DNA είλαη κηα ζεκαληηθή αηηία ηεο γήξαλζεο. Καηά ηε γήξαλζε ζπζζσξεύνληαη 

βιάβεο ζηα θπηηαξηθά καθξνκόξηα όπσο πξσηεΐλεο, ιηπίδηα, RNA θαη DNA[3]. Δλώ, 

όια ηα καθξνκόξηα είλαη αλαλεώζηκα, ην ππξεληθό DNA, ην πξσηαξρηθό κόξην ηεο 

δσήο από ην νπνίν πξνέξρνληαη ην RNA θαη νη πξσηεΐλεο δελ αλαγελλάηαη. πλεπώο 

νπνηαδήπνηε αλεπαλόξζσηε δεκηά πξνθύςεη κπνξεί λα έρεη θαηαζηξνθηθέο ζπλέπεηεο 

γηα ηνλ νξγαληζκό. 

 Η δηαηήξεζε ησλ γελεηηθώλ πιεξνθνξηώλ είλαη θεληξηθήο ζεκαζίαο θαζ’ όιε ηε 

δηάξθεηα ηεο δσήο ελόο νξγαληζκνύ[4]. Απηόο είλαη θαη ν ιόγνο πνπ έρνπλ 

αλαπηπρζεί αξθεηά ζπζηήκαηα ζπληήξεζεο, όπσο ε δηόξζσζε ησλ βιαβώλ ηνπ DNA, 

ε αλεθηηθόηεηα ζην ζηξεο θαη ηα ζεκεία ειέγρνπ ‘checkpoints’ ηνπ θπηηαξηθνύ 

θύθινπ γηα λα δηαζθαιηζηεί ε αθεξαηόηεηα ηνπ γνληδηώκαηνο[5-7]. 

Σν γνληδίσκά καο σζηόζν εθηίζεηαη ζπλερώο ζε κηα πιεζώξα επηβιαβώλ 

παξαγόλησλ. Κάζε θύηηαξν ζην αλζξώπηλν ζώκα είλαη εθηεζεηκέλν θαζεκεξηλά ηόζν 

ζε ελδνγελείο όζν θαη εμσγελείο γελνηνμηθέο πεγέο όπσο, ην νμεηδσηηθό ζηξεο, νη 
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αθηίλεο Υ, ε ππεξηώδεο αθηηλνβνιία θαη άιιεο ρεκηθέο ελώζεηο πνπ πξνθαινύλ 

ρηιηάδεο βιάβεο ζην DNA. 

Άκεζεο επηπηώζεηο ησλ βιαβώλ ηνπ DNA πεξηιακβάλνπλ ζηακάηεκα ηεο 

κεηαγξαθήο θαη ηεο αληηγξαθήο. Δθόζνλ νη βιάβεο ηνπ DNA παξεκπνδίδνπλ ηε 

δηαδηθαζία ηεο κεηαγξαθήο ελδέρεηαη λα επεξεάδνπλ θαη ηελ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ 

παξεκβαίλνληαο ζε δσηηθήο ζεκαζίαο απνθξίζεηο, πνιύ ζεκαληηθέο γηα ηελ 

θπηηαξηθή επηβίσζε έλαληη επηθίλδπλσλ απεηιώλ[8, 9]. Γηαθνξεηηθνί ηύπνη βιάβεο 

έρνπλ αλάινγεο ζπλέπεηεο όζνλ αθνξά ηελ ηθαλόηεηά ηνπο λα αιινηώλνπλ ηελ έιηθα, 

λα αλαζηέιινπλ ή λα ζηακαηνύλ ηελ αληηγξαθή ηνπ DNA θαη λα κπινθάξνπλ ηε 

κεηαγξαθή πνπ βξίζθεηαη ζε εμέιημε. Αλάινγα κε ην είδνο ηεο βιάβεο ηνπ DNA, 

νξηζκέλνη ηύπνη αιινηώζεσλ όπσο ε ζξαύζε ηεο δηπιήο έιηθαο (Double-Strand 

Breaks – DSBs), νη ελδνθισληθέο ζπλδέζεηο (Intrastrand CrossLinks – ICLs), ηα 

αθάιππηα (uncapped) ηεινκεξή θαη νξηζκέλεο νμεηδσκέλεο βάζεηο ζα κπνξνύζαλ λα 

νδεγήζνπλ ζε θπηηαξηθό ζάλαην κέζσ ηεο απόπησζεο (θπηηαξνηνμηθή βιάβε) ή λα 

πξνθαιέζνπλ αλαδηπιαζηαζηηθή/αληηγξαθηθή θπηηαξηθή γήξαλζε (replicative 

senescence) (θπηηαξνζηαηηθή βιάβε)[10]. Άιινη ηύπνη βιαβώλ όπσο ε απζόξκεηε 

απακίλσζε θαη ε νμείδσζε νξηζκέλσλ βάζεσλ κπνξνύλ λα πξνθαιέζνπλ 

κεηαιιάμεηο (κεηαιιαμηγόλεο βιάβεο)[11]. Μαθξνπξόζεζκα θαη αλάινγα κε ην είδνο 

ηεο βιάβεο ηέηνηεο αιινηώζεηο κπνξνύλ λα νδεγήζνπλ είηε ζε ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο 

θαη θαξθίλν είηε ζε θζνξά ηνπ γνληδηώκαηνο, ζπκβάιινληαο έηζη ζηε γήξαλζε. Γηα 

λα γίλεη δπλαηή ε αληηκεηώπηζε ηεο αιινίσζεο ηνπ DNA, ηα θύηηαξα έρνπλ 

αλαπηύμεη κηα ζεηξά ακπληηθώλ κεραληζκώλ επηδηόξζσζεο βιαβώλ ηνπ DNA κε 

ζηόρν ηνλ ζπλερή έιεγρν, ηνλ εληνπηζκό θαη ηελ επηδηόξζσζε κηαο πιεζώξαο 

γελεηηθώλ αιινηώζεσλ πνπ πξνθύπηνπλ ζην γνληδίσκά καο κε ηελ ειηθία[7]. 

 

1.2 Δπηδηορζωηηθά κολοπάηηα 

Λακβάλνληαο ππόςε ηε κεγάιε πνηθηιία ησλ αιινηώζεσλ πνπ ζπκβαίλνπλ ζην DNA, 

θαηαιαβαίλνπκε όηη δελ ζα κπνξνύζε λα ππάξρεη κόλν κηα εληαία δηαδηθαζία πνπ λα 

είλαη ηθαλή λα αληηκεησπίζεη απνηειεζκαηηθά όια ηα είδε ηνπο. Σα θύηηαξα έρνπλ 

εμειίμεη έλα ζύλνιν ελ κέξεη επηθαιππηόκελσλ κνλνπαηηώλ απόθξηζεο ζηε βιάβε 

ηνπ DNA πνπ πξνθαιεί κπινθάξηζκα ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ, δίλνληαο έηζη ρξόλν 

γηα επηδηόξζσζε[7].  



3 
 

Αιινηώζεηο πνπ επεξεάδνπλ κόλν ηε κηα αιπζίδα ηεο δηπιήο έιηθαο ελεξγνπνηνύλ 

ζπλήζσο δύν ζεκαληηθά επηδηνξζσηηθά κνλνπάηηα. Σν κνλνπάηη επηδηνξζσηηθήο 

εθηνκήο βάζεσλ (Base Excision Repair – BER) θαη ην κνλνπάηη επηδηνξζσηηθήο 

εθηνκήο λνπθιενηηδίσλ (Nucleotide Excision Repair – NER). 

Σν BER κνλνπάηη ζηνρεύεη κηθξέο αιιαγέο ρεκηθώλ βάζεσλ πνπ πξνθαινύληαη θαηά 

θύξην ιόγν από ελδνγελείο γελνηνμηθέο πεγέο. Σν NER αληίζηνηρα εκπιέθεηαη ζηελ 

επηδηόξζσζε αιινηώζεσλ πνπ πξνθύπηνπλ ζηελ έιηθα ηνπ DNA θαη ζρεηίδνληαη κε 

ηε κε ζσζηή ζπκπιεξσκαηηθόηεηα ησλ βάζεσλ, όπσο πξντόληα UV αθηηλνβνιίαο 

θαη ελδνθισληθέο ζπλδέζεηο ζην DNA (interstrand crosslinks - ICLs)[12, 13]. 

Σν κνλνπάηη NER απαζρνιεί πεξίπνπ 25 πξσηεΐλεο πνπ ‘πξνζιακβάλνληαη’ γηα ηελ 

αλαγλώξηζε ηεο βιάβεο, ηελ αλαδηακόξθσζε ηεο ρξσκαηίλεο, ην ηνπηθό άλνηγκα ηεο 

δηπιήο έιηθαο ηνπ DNA, ηελ ηνκή ηεο θαηεζηξακκέλεο αιπζίδαο, ηελ απνθνπή ηνπ 

27-29κεξνύο νιηγνλνπθιενηηδίνπ πνπ θέξεη ηε βιάβε, ηε ζύλζεζε ηνπ DNA γηα ηε 

ζπκπιήξσζε ηνπ θελνύ θαη ηέινο ηε ζπγθόιιεζε ηεο αιπζίδαο[14-17]. 

Ο κεραληζκόο απηόο πεξηιακβάλεη δύν δηαθξηηά κνλνπάηηα. Σν έλα επηδηνξζώλεη ηηο 

βιάβεο πνπ ζπκβαίλνπλ θαηά κήθνο ηνπ γνληδηώκαηνο (Global-Genome NER – GG-

NER), ελώ ην άιιν είλαη εμεηδηθεπκέλν ζηελ επηδηόξζσζε βιαβώλ πνπ ππάξρνπλ ζηηο 

κεηαγξαθόκελεο πεξηνρέο θαη πνπ εκπνδίδνπλ ηε κεηαγξαθή από ηελ RNA 

πνιπκεξάζε ΙΙ (Transcription Coupled NER, TC-NER). 

ην GG-NER, ηα πξσηετληθά ζύκπινθα αλαγλώξηζεο αιινηώζεσλ ζην DNA, UV-

DDB θαη XPC-RD23B είλαη απαξαίηεηα γηα ηε ζσζηή ζηξαηνιόγεζε ησλ πξσηετλώλ 

πνπ αθνινπζνύλ[18]. Αληίζεηα, ζην TC-NER ε αλαγλώξηζε γίλεηαη κέζσ ηεο 

πξσηεΐλεο CSB (Cockayne Syndrome group B) πνπ πξνζδέλεηαη ζηελ RNA 

πνιπκεξάζε ΙΙ όηαλ απηή αθηλεηνπνηείηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο κεηαγξαθήο ιόγσ 

θάπνηαο βιάβεο. Η πξσηεΐλε CSB είλαη κηα DNA-εμαξηώκελε ATPάζε θαη 

παξάγνληαο αλαδηακόξθσζεο ηεο ρξσκαηίλεο, κέινο ηεο νηθνγέλεηαο SWI/SNF2 ησλ 

DNA-εμαξηώκελσλ ATPαζώλ[19, 20]. Η πξσηεΐλε CSB είλαη απαξαίηεηε ζηε 

ζπλέρεηα γηα ηε ζπγθξόηεζε ελόο ζπκπιόθνπ, ην νπνίν είλαη ππεύζπλν γηα ηε 

ζηξαηνιόγεζε θαη ησλ ππόινηπσλ παξαγόλησλ ηνπ κεραληζκνύ επηδηόξζσζεο ζηελ 

πεξηνρή ηεο βιάβεο[21, 22]. Πξόζθαηεο κειέηεο έδεημαλ όηη ην CSB εμαξηάηαη από 

ην CSA (Cockayne Syndrome group A) γηα ηελ πξόζδεζή ηνπ ζην ζύκπινθν ηνπ ηεο 

RNA πνιπκεξάζεο[23]. Δθηόο από ην CSA, ην ζύκπινθν CSB/RNA πνιπκεξάζε ΙΙ 
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πξνζδέλεηαη θαη κε ηελ πξσηεΐλε DDB1 (DNA-Damage Binding protein 1) θαη κε 

ππνκνλάδεο ηνπ ζπκπιόθνπ θαδεΐλεο (CSN)[24]. Σν ζύκπινθν ηεο RNA 

πνιπκεξάζεο ΙΙ ζα πξέπεη λα απνκαθξπλζεί θαηά ηελ επηδηόξζσζε ηεο βιάβεο 

πξνθεηκέλνπ λα ζπκβεί απνηειεζκαηηθή επηδηόξζσζε. Καηά ηελ απειεπζέξσζε ηεο 

RNA πνιπκεξάζεο κπνξεί είηε λα απνηθνδνκεζεί από ην ζύκπινθν CSA-DDB1/CSN 

ή λα αλαθπθισζεί κέζσ ηεο CTP θσζθαηάζεο (FCP1), ππνκνλάδα ηεο αλζξώπηλεο 

θσζθαηάζεο[25]. 

Αθνύ γίλεη ε αλαγλώξηζε ηεο βιάβεο, ν κεηαγξαθηθόο παξάγνληαο TFIIH είλαη 

ππεύζπλνο γηα ην άλνηγκα ηεο έιηθαο ηνπ DNA γύξσ από ηελ πεξηνρή ηεο δεκηάο. 

Κπξίσο νη πξσηεΐλεο XPB (θέξεη ιεηηνπξγία ATPάζεο) θαη ε πξσηεΐλε XPD (θέξεη 

ιεηηνπξγία ειηθάζεο) αιιά θαη ν βαζηθόο ππξήλαο ηνπ TFIIH, p8/TTDA είλαη 

απαξαίηεηνο γηα ην άλνηγκα ηεο δηπιήο έιηθαο[26-28]. Η XPA ππνκνλάδα επαιεζεύεη 

Δηθόλα 1: Μνλνπάηη λνπθιενηηδηθήο εθηνκήο (NER). Σν GG-NER είλαη ππεύζπλν γηα ηελ επηδηόξζσζε ησλ 

αιινηώζεσλ πνπ εκθαλίδνληαη θαηά κήθνο ηνπ γνληδηώκαηνο θαη ην TC-NER πνπ επηδηνξζώλεη αιινηώζεηο ζηηο 

ελεξγά κεηαγξαθόκελεο πεξηνρέο. Αζζελείο πνπ έρνπλ κεηαιιαγέο ζε παξάγνληεο ηνπ GG–NER κνλνπαηηνύ 

εκθαλίδνπλ απμεκέλε πξνδηάζεζε γηα θαξθίλν ηνπ δέξκαηνο ελώ κεηαιιαγέο ζε παξάγνληεο ηνπ TC- ΝER 

νδεγνύλ ζε ζύλδξνκα πξόσξεο γήξαλζεο. 



5 
 

ηελ ύπαξμε ηεο βιάβεο, ελώ ε πξσηεΐλε RPA δεζκεύεηαη ζηε κε αιινησκέλε 

αιπζίδα ζηαζεξνπνηώληαο έηζη ηελ αλνηρηή ελδηάκεζε θαηάζηαζε[29]. Σέινο, ε 

πεξηνρή πνπ θέξεη ηε βιάβε θόβεηαη θαη απνκαθξύλεηαη από ηελ ERCC1-XPF θαη 

XPG ελδνλνπθιεάζεο αθήλνληαο έλα θελό κήθνπο ~30λνπθιενηηδίσλ. ηε ζπλέρεηα, 

ε κεραλή αληηγξαθήο ηνπ DNA (DNA πνιπκεξάζε ε ή δ) ζπκπιεξώλνπλ ην θελό 

ρξεζηκνπνηώληαο ηνλ άζηθην θιώλν σο κήηξα γηα ηε ζύλζεζε ηνπ DNA, ελώ ν 

θιώλνο ζθξαγίδεηαη από ηελ DNA ιηγάζε Ι. 

Μεηαιιάμεηο ζε πξσηεΐλεο πνπ ιακβάλνπλ κέξνο ζην GG-NER κνλνπάηη κπνξνύλ λα 

νδεγήζνπλ ζε απμεκέλε πξνδηάζεζε γηα θαξθίλν, ελώ κεηαιιάμεηο ζε παξάγνληεο 

ηνπ TC-NER έρεη σο απνηέιεζκα ηελ εκθάληζε ζπλδξόκσλ πξόσξεο γήξαλζεο όπσο 

ε κειαγρξσκαηηθή μεξνδεξκία (Xeroderma Pigmentosum), ην ζύλδξνκν Cockayne 

θαη ε ηξηρνζηνδπζηξνθία (Trichothiodistrophy - TTD) ηα νπνία εκθαλίδνπλ 

επαηζζεζία ζην θσο ηνπ ήιηνπ[30-33]. 

 

1.3 Αληθαλόηεηα επηδηόρζωζες ηωλ βιαβώλ ηοσ DNA, κεηαβοιηζκός θαη 

καθροβηόηεηα 

Γηάθνξεο κειέηεο έρνπλ δείμεη όηη ζε πνιιά ζπζηήκαηα νξγαληζκώλ ε γήξαλζε 

ππόθεηηαη ζε ξύζκηζε από εμειηθηηθά ζπληεξεκέλα κνξηαθά κνλνπάηηα[34-36]. ηα 

πνληίθηα πξόζθαηα βξέζεθε όηη ε γήξαλζε ζα κπνξνύζε λα επηηαρπλζεί ή λα 

επηβξαδπλζεί εμαηηίαο κεηαιιάμεσλ ζε ζπγθεθξηκέλα γνλίδηα. Γηα παξάδεηγκα, 

κεηαιιάμεηο ζε κεραληζκνύο ζπληήξεζεο ηνπ γνληδηώκαηνο κπνξνύλ λα νδεγήζνπλ 

ζε κηα πνηθηιία θαηλνηύπσλ πξόσξεο γήξαλζεο πνπ κηκνύληαη αμηόπηζηα αλζξώπηλεο 

δηαηαξαρέο[37].  

Από ηα πην γλσζηά παξαδείγκαηα απνηεινύλ πνληίθηα πνπ θέξνπλ νκόδπγε ζεκεηαθή 

κεηάιιαμε ζην γνλίδην XPD θαη παξνπζηάδνπλ παξόκνηα ραξαθηεξηζηηθά κε εθείλα 

πνπ έρνπλ παξαηεξεζεί ζε αζζελείο κε TTD, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ησλ εύζξαπζησλ 

καιιηώλ, ηεο νζηενπόξσζεο, ηεο νζηενζθιήξπλζεο, ηεο θύθσζεο ηεο θαρεμίαο θαη 

ηεο κείσζεο ηεο δηάξθεηαο δσήο[38-40]. Παξνκνίσο, κνληέια πνληηθώλ κε 

κεηαιιάμεηο ζηα CSA θαη CSB γνλίδηα κηκνύληαη ηελ επαηζζεζία ζηελ ππεξηώδε 

αθηηλνβνιία ηνπ αζζελνύο ηνπ ζπλδξόκνπ Cockayne θαη εκθαλίδνπλ επηηαρπλόκελε 

απώιεηα ηνπ θσην-ππνδνρέα ηνπ ακθηβιεζηξνεηδνύο, κείσζε ηνπ ζσκαηηθνύ βάξνπο 

θαη ήπην λεπξνεθθπιηζκό[41-44]. Αμίδεη λα ζεκεησζεί όηη πιήξεο απελεξγνπνίεζε 
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ηνπ NER (κε ηαπηόρξνλε αδξαλνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ XPA) εληζρύεη ζεκαληηθά ηε 

ζνβαξόηεηα ησλ ραξαθηεξηζηηθώλ ησλ TTD ή CSB πνληηθώλ πνπ θέξνπλ 

κεηαιιαγέο ζε παξάγνληεο ηνπ TC-NER. 

Γηπιά κεηαιιαγκέλα Xpd
TTD/TTD

/Xpa
-/-

 πνληίθηα εκθαλίδνπλ δξακαηηθή εμαζζέλεζε 

ηεο αλάπηπμεο κεηά ηε γέλλεζε, θύθσζε, αηαμία, δηαηαξαρέο ηεο θηλεηηθήο 

δξαζηεξηόηεηαο θαζώο θαη ζηαδηαθή απώιεηα βάξνπο ελώ, πεζαίλνπλ πξόσξα πξηλ 

ηνλ απνγαιαθηηζκό[40]. Δπίζεο, Csb
m/m

/Xpa
-/-

 πνληίθηα πεζαίλνπλ ζε έλα κήλα 

πεξίπνπ, ππνδειώλνληαο όηη ε απμεκέλε ζπζζώξεπζε βιαβώλ ζηε κεηαγξαθόκελε 

αιπζίδα ελεξγώλ γνληδίσλ είλαη θπηηαξνηνμηθή θαη πξνθαιεί πξόσξε γήξαλζε ζηα 

δώα πνπ έρνπλ απελεξγνπνηεκέλν TC-NER[45, 46]. 

Πνληίθηα πνπ έρνπλ έιιεηςε ηνπ γνληδίνπ ERCC1
-/-

 εκθαλίδνπλ όκνηα ζπκπηώκαηα 

κε ηνπο XFE αζζελείο θαη γεξλνύλ πξόσξα[32]. Σα πνληίθηα απηά παξνπζηάδνπλ ηα 

πεξηζζόηεξα από ηα ραξαθηεξηζηηθά πξόσξεο γήξαλζεο πνπ πεξηγξάθνληαη 

παξαπάλσ αιιά θαη θάπνηα δηαθνξεηηθά από ηα πνληίθηα πνπ θέξνπλ αλεπάξθεηα 

κόλν ζην TC-NER, όπσο ε δξακαηηθή παζνινγία ζην ήπαξ, ζηα λεθξά θαη ζην κπειό 

ησλ νζηώλ. 

Από ηελ άιιε πιεπξά, καθξόβηα κνληέια πνληηθώλ παξέρνπλ πνιύηηκεο πιεξνθνξίεο 

ζρεηηθά κε ηε βηνινγία ηεο επηβξαδπλόκελεο γήξαλζεο θαη επηζεκαίλνπλ ηνλ 

ζεκαληηθό ξόιν ηνπ άμνλα απμεηηθήο νξκόλεο/απμεηηθνύ παξάγνληα 1 ηεο 

ηλζνπιίλεο (GH/IGF1) ζηνλ θαζνξηζκό ηεο δσήο[47, 48]. 

Σα καθξόβηα πνληίθηα – λάλνη Snell θαη Ames, εκθαλίδνπλ δπζιεηηνπξγίεο ζηελ 

ππόθπζε πνπ πξνθαινύληαη από κεηαιιάμεηο ζηα γνλίδηα Pit-1 θαη Prop-1 

αληίζηνηρα[48]. Σέηνηεο δπζιεηηνπξγίεο κεηώλνπλ ηελ έθθξηζε ησλ ζσκαηνηξνθηθώλ, 

ζπξνηξνθηθώλ θαη ιαθηνηξνθηθώλ νξκνλώλ[49]. Η ζσκαηηθή απμεηηθή νξκόλε (GH) 

ξπζκίδεη ηελ έθθξαζε ηνπ IGF1 κέζσ ζεκαηνδόηεζεο από ηνλ ππνδνρέα ηεο GH 

(GHR) ζε δηάθνξνπο ηζηνύο – ζηόρνπο[50]. Σα πνληίθηα κε έιιεηςε ηνπ GHR 

εθθξάδνπλ ρακειά επίπεδα ηνπ IGF1, εκθαλίδνπλ κεησκέλν ζσκαηηθό κέγεζνο θαη 

δνπλ πεξηζζόηεξν[51, 52]. Οκνίσο, δηαγνληδηαθά πνληίθηα πνπ ππεξεθθξάδνπλ ηελ 

νξκόλε Klotho εκθαλίδνπλ κηα παξαηεηακέλε δηάξθεηα δσήο ιόγσ ηεο αλαζηνιήο ηεο 

ζεκαηνδόηεζεο ηνπ IGF1[53]. O IGF-1 δίλεη ζήκα κέζσ ηνπ ππνδνρέα ηνπ (Igf1R)· ε 

πιήξεο απώιεηα ηνπ Igf1R είλαη ζαλαηεθόξα, ελώ ηα εηεξόδπγα Igf1r
+/- 

είλαη 

καθξόβηα[54]. Όια ηα παξαπάλσ κνληέια πξνηείλνπλ όηη ε θαηαζηνιή ηνπ GH/IGF1 
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ζήκαηνο κπνξεί λα νδεγήζεη ζε λαληζκό θαη ζεκαληηθά απμεκέλε δηάξθεηα δσήο ζε 

ζύγθξηζε κε ηα θπζηνινγηθά/αγξίνπ ηύπνπ πνληίθηα. 

Όκνηα απνηειέζκαηα έρεη θαη ε δίαηηα ρακειή ζε ζεξκίδεο (Calorie Restriction – 

CR). Η κεησκέλε παξνπζία ζεξκίδσλ ζηελ ηξνθή νδεγεί ζε κεησκέλε ζεκαηνδόηεζε 

ηνπ άμνλα ηλζνπιίλεο/IGF1, παξαηεηακέλε δηάξθεηα δσήο θαη θαζπζηέξεζε 

εκθάληζεο πνιιώλ αζζελεηώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε γήξαλζε ζηα ζειαζηηθά. Δίλαη 

επίζεο ελδηαθέξνλ όηη ε εμαζζέληζε ηνπ ζσκαηνηξνθηθνύ άμνλα θαη ηνπ νμεηδσηηθνύ 

κεηαβνιηζκνύ εκθαλίδνληαη θαη ζε πνληίθηα πνπ γεξλνύλ θπζηνινγηθά[32, 45, 55]. 

Πξόζθαηα αλαθαιύθζεθε όηη ππάξρεη κηα άκεζε ζρέζε κεηαμύ ηεο ζπζζώξεπζεο 

ησλ αιινηώζεσλ ζην DNA κε ηελ θαηαζηνιή ηνπ ξπζκηζηηθνύ άμνλα GH/IGF1 θαη 

ηνπ νμεηδσηηθνύ κεηαβνιηζκνύ[32, 56]. Φαίλεηαη επίζεο, όηη απηή ε ζρέζε 

επαιεζεύεηαη ζηα πνληίθηα πνπ γεξλνύλ πξόσξα ζηα καθξόβηα, αιιά θαη ζηα 

πνληίθηα πνπ γεξλνύλ θπζηνινγηθά[37, 55]. Λακβάλνληαο ππόςε όηη πνληίθηα κε 

κεηαιιάμεηο ζηελ ππόθπζε έρνπλ παξόκνηα πξόηππα έθθξαζεο κε πνληίθηα πνπ 

γεξλνύλ πξόσξα θαη πνληίθηα πνπ ππνβάιινληαη ζε δίαηηα ρακειή ζε ζεξκίδεο 

θαηαιαβαίλνπκε όηη ε θαηαζηνιή ησλ γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ 

ζσκαηνηξνθηθό, ιαθηνηξνθηθό θαη ζπξνεηδηθό άμνλα θαη ε απμεκέλε έθθξαζε ησλ 

γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ην ζηξεο θαη κε ακπληηθέο απνθξίζεηο ραξαθηεξίδνπλ ηε 

ζηξνθή ηνπ νξγαληζκνύ από ηελ αλάπηπμε ζηε ζπληήξεζε ηνπ ζώκαηνο[2]. 

Απηή ε αιιαγή ζα κπνξνύζε λα έρεη εμειηρζεί σο έλαο κεραληζκόο γηα ηελ 

αληηκεηώπηζε θαηαζηάζεσλ θξίζεο, όπσο ε έιιεηςε ηξνθήο, ινίκσμε ή άιιεο 

αζζέλεηεο. Γηα παξάδεηγκα ε δεκηνπξγία καθξόβησλ πξνλπκθώλ – λάλσλ ηνπ 

C.elegans γίλεηαη ζε πεξηόδνπο έιιεηςεο ηξνθήο, θαηαζηέιινληαο ηε ζεκαηνδόηεζε 

ηνπ άμνλα ηλζνπιίλεο/IGF1[57]. ηα ζειαζηηθά, ε κεηάβαζε από ηελ αλάπηπμε ζηε 

ζσκαηηθή δηαηήξεζε κπνξεί λα ιεηηνπξγεί θαη σο κεραληζκόο νγθνθαηαζηνιήο[58, 

59]. 

 

1.4 Οη FoxO κεηαγραθηθοί παράγοληες 

ε απόθξηζε ηεο αιινίσζεο ηνπ DNA, εηδηθνί κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο 

ελεξγνπνηνύληαη γηα ηελ έλαξμε ηεο κεηαγξαθήο δηαθόξσλ γνληδίσλ. Η πξόζδεζε 

ησλ κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ ζην DNA ζεκαηνδνηεί θιηκάθσζε δηάθνξσλ 

δηαδηθαζηώλ πνπ νδεγνύλ ζε αιιαγέο ησλ λνπθιενζσκάησλ (ηνπηθά) θαη ζηε δνκή 
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ηεο ρξσκαηίλεο (ζε όιν ην γνληδίσκα) ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο κεηα-

κεηαθξαζηηθήο ηξνπνπνίεζεο ησλ ηζηνλώλ πνπ δίλεη ην ζήκα ηειηθά γηα ηε 

κεηαγξαθηθή ελεξγνπνίεζε ή θαηαζηνιή ησλ γνληδίσλ.  

Μηα ηέηνηα θαηεγνξία κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ είλαη νη πξσηεΐλεο Forkhead Box O 

(FoxO). Οη FoxO εκπιέθνληαη ζε έλα επξύ θάζκα βηνινγηθώλ δηεξγαζηώλ όπσο ην 

ζηακάηεκα ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ, ε απόπησζε, ε επηδηόξζσζε ηνπ DNA, ν 

κεηαβνιηζκόο ηεο γιπθόδεο θαη ην νμεηδσηηθό ζηξεο (εηθόλα 2)[60, 61]. Δπηπξόζζεηα, 

κηα από ηηο πην ελδηαθέξνπζεο ιεηηνπξγίεο ηνπ κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα FoxO είλαη 

ε ζπληεξεκέλε ηθαλόηεηά ηνπ λα απμάλεη ην πξνζδόθηκν δσήο, θαζώο ζπλδέεηαη κε 

ηελ απελεξγνπνίεζε ησλ ειεύζεξσλ ξηδώλ νμπγόλνπ (Reactive Oxygen Species – 

ROS) θαη ηε δηόξζσζε ησλ βιαβώλ ηνπ DNA[62, 63]. Η ξύζκηζε ησλ FoxO έρεη 

ζεκαληηθό ξόιν, βνεζώληαο ηνπο λα επηηεινύλ δηαθνξεηηθέο αθόκα θαη αληίζεηεο 

ιεηηνπξγίεο όπσο γηα παξάδεηγκα αληνρή ζην νμεηδσηηθό ζηξεο θαη απόπησζε.  

Οη FoxO κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα ησλ πξσηετλώλ 

Forkhead, κηα νηθνγέλεηα ξπζκηζηώλ ηεο κεηαγξαθήο πνπ ραξαθηεξίδεηαη από κηα 

δνκή πνπ δεζκεύεηαη ζην DNA θαη νλνκάδεηαη ‘Forkhead box’. Οη πξσηεΐλεο FoxO 

πεξηιακβάλνπλ ηέζζεξα κέιε (FoxO1, FoxO3, FoxO4 θαη FoxO6). Οη πξσηεΐλεο 

FoxO1, FoxO3 θαη FoxO4 εθθξάδνληαη ζε όινπο ηνπο ηζηνύο ησλ ζειαζηηθώλ[64-

66]. Σν FoxO1 εκθαλίδεηαη ηδηαίηεξα πςειό ζηνλ ιηπώδε ηζηό, ην FoxO3 ζηνλ 

Δηθόλα 2: Λεηηνπξγίεο ησλ FoxO κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ ζηα θύηηαξα θαη ζηνλ νξγαληζκό. Οι FoxO ξπζκίδνπλ 

κηα ζεηξά θπηηαξηθώλ δηαδηθαζηώλ ππεξεθθάδνληαο δηάθνξα γνλίδηα-ζηόρνπο (κε πιάγηνπο ραξαθηήξεο). Οη FoxO 

επεξεάδνπλ κηα πνηθηιία ιεηηνπξγηώλ ηνπ νξγαληζκνύ, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηεο νγθνθαηαζηνιήο, ηεο 

καθξνδσίαο, ηεο αλάπηπμεο θαη ηνπ κεηαβνιηζκνύ. Οξηζκέλεο θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο δελ αλήθνπλ απνθιεηζηηθά ζε 

κηα ιεηηνπξγία ηνπ νξγαληζκνύ (π.ρ. ζύιιεςε ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ). 
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εγθέθαιν θαη ην FoxO4 ζηελ θαξδηά. Σν FoxO6 εθθξάδεηαη θπξίσο θαηά ηελ 

αλάπηπμε ηνπ εγθεθάινπ δηαδξακαηίδνληαο έλαλ ζεκαληηθό ξόιν ζην λεπξηθό 

ζύζηεκα[67]. 

Οη πξσηεΐλεο FoxO, κέζσ ηεο Forkhead box δνκήο ηνπο, πξνζδέλνληαη ζην DNA 

αλαγλσξίδνληαο ην κνηίβν TTGTTTAC (γλσζηό σο DBE – DAF16 Binding Element) 

θαη δξνπλ σο δπλακηθνί ελεξγνπνηεηέο ηεο κεηαγξαθήο[65, 68, 69]. Αλαιύζεηο 

γνληδηαθώλ πξνθίι όκσο, δείρλνπλ όηη νη FoxO κπνξνύλ λα δξάζνπλ θαη σο 

θαηαζηνιείο ηεο κεηαγξαθήο[70]. πλεπώο, αλάινγα κε ηνλ ππνθηλεηή θαη δηάθνξνπο 

εμσηεξηθνύο παξάγνληεο κπνξνύλ λα ελεξγνπνηήζνπλ ή λα θαηαζηείινπλ ηε 

κεηαγξαθή.  

 

1.5 Ρύζκηζε ηωλ FoxO κεηαγραθηθώλ παραγόληωλ 

Η ξύζκηζε ησλ FoxO γίλεηαη από έλα επξύ θάζκα εμσηεξηθώλ εξεζηζκάησλ, όπσο ε 

ηλζνπιίλε, ν απμεηηθόο παξάγνληαο (IGF-1), άιινη παξάγνληεο αλάπηπμεο, ζξεπηηθέο 

Δηθόλα 3: Μεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ζηνπο FoxO. (a) ρεκαηηθή απεηθόληζε ηνπ αλζξώπηλνπ FoxO3, 

NLS:ζήκα ππξεληθνύ εληνπηζκνύ, NES:αιιεινπρία γηα έμνδν από ηνλ ππξήλα. (b) Μεηα-κεηαθξαζηηθέο 

ηξνπνπνηήζεηο ησλ FoxO. (-) Καηαζηνιή ησλ FoxO, (+) ελεξγνπνίεζε ησλ FoxO. Μαύξν: ηξνπνπνίεζε πνπ έρεη 

ραξαθηεξηζηεί ζηα θύηηαξα, κπιε: αλακελόκελε ζέζε κεηά από ζηνίρηζε κε άιια κέιε ηεο νηθνγέλεηαο, πξάζηλν: 

ηξνπνπνίεζε πνπ έρεη βξεζεί ζε θύηηαξα γηα ηνπο FoxO ζην πνληίθη, ζηνίρηζε κε ηνπο FoxO ζηνλ άλζξσπν, θόθθηλν: 

αθαίξεζε ηεο ηξνπνπνίεζεο, πιάγηνη ραξαθηήξεο: ηξνπνπνηήζεηο πνπ έρνπλ ραξαθηεξηζηεί in vitro αιιά όρη ζε 

θύηηαξα. 
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νπζίεο, θπηνθίλεο θαη νμεηδσηηθό ζηξεο. Απηά ηα εξεζίζκαηα ειέγρνπλ ηα επίπεδα ηεο 

πξσηεΐλεο, ηνλ ππνθπηηαξηθό εληνπηζκό ηεο, ηε δέζκεπζή ηεο ζην DNA θαη ηε 

κεηαγξαθηθή ηεο δξαζηεξηόηεηα. Η ξύζκηζε ησλ FoxO επηηπγράλεηαη κε κεηα-

κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ηεο  θσζθνξπιίσζεο ηεο 

κόλν- θαη πνιύ-νπβηθηηηλπιίσζεο, ηεο αθεηπιίσζεο θαη ελδερνκέλσο άιισλ 

ηξνπνπνηήζεσλ[71].  

 

1.5.1 Φσζθνξπιίσζε ησλ FoxO κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ 

Ο θύξηνο κεραληζκόο ξύζκηζεο ησλ παξαγόλησλ κεηαγξαθήο FoxO, ζε απόθξηζε ζε 

εμσηεξηθά εξεζίζκαηα, είλαη νη κεηαβνιέο ζηνλ ππνθπηηαξηθό εληνπηζκό ηνπο. Ο 

έιεγρνο ηνπ ππνθπηηαξηθνύ εληνπηζκνύ ησλ FoxO επηηπγράλεηαη κέζσ πνιιαπιώλ 

κεηα-κεηαθξαζηηθώλ ηξνπνπνηήζεσλ θαη θπξίσο κέζσ ηεο θσζθνξπιίσζεο θαη 

κνλν-νπβηθηηηλπιίσζεο.  

Οη FoxO κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο απνηεινύλ ππόζηξσκα ηεο πξσηετληθήο θηλάζεο 

Akt ζε απόθξηζε θπηηαξηθήο δηέγεξζεο κε παξάγνληεο αλάπηπμεο ή ηλζνπιίλε. 

Γέζκεπζε απμεηηθώλ παξαγόλησλ ή ηλζνπιίλεο από ηνπο ππνδνρείο ηεο θηλάζεο 

ηπξνζίλεο ελεξγνπνηεί θαη ζηξαηνινγεί ηελ θηλάζε PI3 (PI3K) πνπ κε ηε ζεηξά ηεο 

επάγεη αξθεηέο θηλάζεο ζεξίλεο/ζξενλίλεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο θηλάζεο Akt 

θαη ηεο ζρεηηθήο θηλάζεο SGK (serum and glucocorticoid inducible kinase) [72].  

Οη θηλάζεο απηέο θσζθνξπιηώλνπλ ηνπο FoxO ζε ηξεηο ξπζκηζηηθέο πεξηνρέο κε 

δηαθνξεηηθέο πξνηηκήζεηο, όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθόλα 3[73]. Δπίζεο, πξόζζεηεο 

ξπζκηζηηθέο ζέζεηο θσζθνξπιηώλνληαη από θηλάζεο όπσο ε CK1, ε CDK2 θαη ε 

DYRK1, κέινο ηεο νηθνγέλεηαο ησλ MAP θηλαζώλ(εηθόλα 3)[74-76].  

Η θσζθνξπιίσζε ησλ FoxO πξνθαιεί ηελ άκεζε κεηαηόπηζή ηνπο από ηνλ ππξήλα 

ζην θπηηαξόπιαζκα κε ηε βνήζεηα ηεο πξσηεΐλεο – ζαπεξόλεο 14-3-3, ε νπνία 

αλαγλσξίδεη θαη πξνζδέλεηαη ζηα θσζθνξπιησκέλα θαηάινηπα ζεξίλεο/ζξενλίλεο. Η 

14-3-3 αιιάδεη πηζαλώο ηε δηάηαμε ησλ FoxO, πξνβάιινληαο ην NES(Nuclear export 

signal) θαη βνεζώληαο ηελ αιιειεπίδξαζή ηνπο κε ην ζύζηεκα Exportin/Crm1 

(chromosomal region maintenance protein 1)[69, 77]. Δπίζεο, ε θσζθνξπιίσζε ησλ 

FoxO, ζε απόθξηζε απμεηηθώλ παξαγόλησλ, επάγεη ηελ κεηαηόπηζή ηνπο ζην 

θπηηαξόπιαζκα κέζσ ηεο αιιειεπίδξαζήο ηνπο κε ην ζύζηεκα εμόδνπ από ηνλ 

ππξήλα (Ran θαη Exportin/Crm1)[75, 78]. ε ζπλζήθεο όπνπ νη θηλάζεο Akt θαη SGK 
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είλαη αλελεξγέο, όπσο γηα παξάδεηγκα απνπζία απμεηηθώλ παξαγόλησλ, νη FoxO 

βξίζθνληαη ζηνλ ππξήλα. 

ην θπηηαξόπιαζκα νη θσζθνξπιησκέλεο FoxO κπνξνύλ λα απνθσζθνξπιησζνύλ κε 

ηε βνήζεηα θσζθαηαζώλ. Η πξσηετληθή θσζθαηάζε 2A έρεη βξεζεί όηη πξνζδέλεηαη  

ζηελ FoxO3, γεγνλόο πνπ ππνδειώλεη όηη ε 2A θσζθαηάζε κπνξεί λα ζπκκεηέρεη 

ζηελ απνθσζθνξπιίσζε ησλ FoxO[79]. Δπίζεο, ζε ζθνπιήθηα ν SMK-1, πνπ είλαη  

έλαο ζπλ-ελεξγνπνηεηήο ηνπ FoxO/DAF-16, θσδηθνπνηεί ηε ξπζκηζηηθή ππνκνλάδα 

ηεο PPH-4.1 (protein phosphatase 4), πξνηείλνληαο ηε ζπκκεηνρή ηνπ ζηε ξύζκηζε 

ησλ FoxO ζηα ζθνπιήθηα θαη ζε άιια είδε[80]. Ο ξπζκόο κε ηνλ νπνίν επηηπγράλεηαη 

ε απνθσζθνξπιίσζε κπνξεί λα επεξεάδεη θαη ηε κεηαηόπηζε απηώλ ησλ 

παξαγόλησλ. 

Οη FoxO, πέξα από ηελ ηλζνπιίλε θαη ηνπο απμεηηθνύο παξάγνληεο, ξπζκίδνληαη ζε 

απόθξηζε ζην νμεηδσηηθό ζηξεο[81-83]. Μηα ζεηξά ζηξεζνγόλσλ παξαγόλησλ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ νμεηδσηηθνύ ζηξεο, ζεξκηθνύ ζνθ θαη ππεξηώδνπο 

αθηηλνβνιίαο επάγνπλ ηελ θσζθνξπιίσζε ησλ FoxO από ηηο ελεξγέο θηλάζεο MST1 

(mammalian Ste20-like kinase) θαη JNK (c-Jun kinase) κε ηελ αθόινπζε κεηαηόπηζή 

ηνπο από ην θπηηαξόπιαζκα ζηνλ ππξήλα. Σα κνλνπάηηα MST1 θαη JNK πνπ 

ελεξγνπνηνύληαη ζε απόθξηζε ζην νμεηδσηηθό ζηξεο αληηηίζεληαη ζην PI3K-Akt/SGK 

κνλνπάηη πνπ ελεξγνπνηείηαη από ηελ ηλζνπιίλε θαη ηνπο απμεηηθνύο παξάγνληεο. Οη 

θηλάζεο Akt / SGK κεηαηνπίδνπλ ηνπο FoxO ζην θπηηαξόπιαζκα ζε θύηηαξα 

ζειαζηηθώλ θαη αλαζηέιιεη ηελ παξάηαζε δσήο ζε ζθνπιήθηα, ελώ νη θηλάζεο JNK 

θαη MST1 πξνσζνύλ ηελ ππξεληθή κεηαηόπηζε ησλ FoxO ζε θύηηαξα ζειαζηηθώλ 

θαη επεθηείλνπλ ηε δηάξθεηα δσήο ζε ζθνπιήθηα[84, 85]. 

 

1.5.2 Μνλν-νπβηθηηηλπιίσζε ησλ FoxO ζε απόθξηζε ζην νμεηδσηηθό ζηξεο 

ε απόθξηζε ζην νμεηδσηηθό ζηξεο, πξνθαιείηαη κνλν-νπβηθηηηλπιίσζε ηνπ FoxO4 

επάγνληαο ηελ ππξεληθή κεηαηόπηζή ηνπ θαη ηε κεηαγξαθηθή ελεξγνπνίεζε ησλ 

γνληδίσλ-ζηόρσλ ηνπ[86]. Μεηά ηε κνλν-νπβηθηηηλπιίσζε, ην νμεηδσηηθό ζηξεο έρεη 

επίζεο σο απνηέιεζκα ηελ απν-νπβηθηηηλπιίσζε ηεο FoxO4 από ην έλδπκν USP7. 

Καζώο ε κνλν-νπβηθηηηλπιίσζε ζπκβαίλεη ζε θαηάινηπα ιπζίλεο πνπ ζα κπνξνύζαλ 

λα αθεηπιησζνύλ, ε ζρέζε κεηαμύ κνλν-νπβηθηηηλπιίσζεο θαη άιισλ κεηα-
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κεηαθξαζηηθώλ ηξνπνπνηήζεσλ κπνξεί λα δηαδξακαηίζεη ζεκαληηθό ξόιν ζηε 

ξύζκηζε ηνπ εληνπηζκνύ ησλ FoxO[86]. 

 

1.5.3 Ρύζκηζε ησλ FoxO κέζσ ηεο πξσηεόιπζεο   

Οη πξσηεΐλεο FoxO ξπζκίδνληαη θαη ζην επίπεδν ζηαζεξόηεηάο ηνπο. Δλώ νη FoxO 

παξάγνληεο είλαη ζρεηηθά ζηαζεξέο πξσηεΐλεο, κπνξνύλ λα πξσηενιπζνύλ κέζσ ηνπ 

ζπζηήκαηνο νπβηθηηίλεο-πξσηεάζεο ζε απόθξηζε ηεο ηλζνπιίλεο θαη άιισλ 

αλαπηπμηαθώλ παξαγόλησλ[87-91]. Η πξσηεόιπζε πξνθύπηεη από ηε θσζθνξπιίσζε 

κέζσ ηεο Akt[87-90]. πλεπώο, ην κνλνπάηη ηλζνπιίλεο-PI3K-Akt ξπζκίδεη ηόζν ηνλ 

ππνθπηηαξηθό εληνπηζκό, όζν θαη ηελ πξσηεόιπζε ησλ FoxO. Ο ηξόπνο κε ηνλ νπνίν 

ε ηλζνπιίλε επεξεάδεη ηελ ηζνξξνπία κεηαμύ κεηαηόπηζεο θαη πξσηεόιπζεο δελ είλαη 

αθόκα γλσζηόο, αιιά είλαη πηζαλό ε ηζνξξνπία απηή λα επεξεάδεηαη από ην πόζν 

ήπηα ή ηζρπξή είλαη ε ζεκαηνδόηεζε.  

 

1.5.4 Ρύζκηζε ηεο FoxO-εμαξηώκελεο κεηαγξαθήο: αιιειεπίδξαζε κε 

ζπλελεξγνπνηεηέο θαη ζπγθαηαζηνιείο 

Από ηα παξαπάλσ θαίλεηαη όηη ε θσζθνξπιίσζε έρεη ζεκαληηθό ξόιν ζηε ξύζκηζε 

ησλ FoxΟ, αιιά δελ είλαη από κόλε ηεο αξθεηή λα ειέγμεη όιεο ηηο δηαθνξεηηθέο 

ιεηηνπξγίεο ηνπο. Έλα επηπιένλ επίπεδν ξύζκηζεο ησλ FoxO νξίδεηαη κέζσ ηεο 

αιιειεπίδξαζήο ηνπο κε άιινπο 

παξάγνληεο (ζπλελεξγνπνηεηέο ή 

ζπγθαηαζηνιείο) θαζώο θαη ηηο 

αιιαγέο ζηελ αθεηπιίσζή ηνπο. 

Οη κεηαγξαθηθνί ζπλελεξγνπνηεηέο 

CBP (CREB Binding protein), p300 

θαη PCAF πξνζδέλνληαη ζηνπο 

FoxO πξνθαιώληαο ηελ 

αθεηπιίσζή ηνπο[81, 92]. Απηή ε 

κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε 

ησλ FoxO κπνξεί λα επηθέξεη 

αληίζεηα απνηειέζκαηα ζηε 

ιεηηνπξγία ηνπο. Δλώ ε αθεηπιίσζε κπνξεί λα θαηαζηείιεη ηε κεηαγξαθή 

Δηθόλα 4: (a) Πξσηετληθέο αιιειεπηδξάζεηο ησλ FoxO. (b) 

Αιειεπίδξαζε κε ηελ απαθεηπιάζε SIRT1 ε νπνία ειέγρεη 

ηηο ιεηηνπξγίεο ησλ FoxO απμάλνληαο ηελ έθθξαζε γνληδίσλ 

πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ αληνρή ζην ζηξεο. 



13 
 

εκπνδίδνληαο ηελ πξόζδεζε ησλ FoxO ζην DNA[93] (αξθεηέο ζέζεηο αθεηπιίσζεο 

ππάξρνπλ ζηελ πεξηνρή πξόζδεζεο ησλ FoxO ζην DNA), ε αιιειεπίδξαζε κε ηνπο 

CBP/p300 επηηξέπεη ηε ζηξαηνιόγεζε ζπλελεξγνπνηεηηθνύ ζπκπιόθνπ ζηνπο 

ππνθηλεηέο ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ επάγνληαο ηελ trans-ελεξγνπνίεζή ηνπο. 

πλεπώο, ε αθεηπιίσζε κπνξεί λα ειέγρεη ηε ιεηηνπξγηθόηεηα ησλ FoxO κε 

δηαθνξεηηθό ηξόπν ζε δηαθνξεηηθνύο ππνθηλεηέο ξπζκίδνληαο ηελ εηδηθόηεηά ηνπο. 

ε απόθξηζε ζην νμεηδσηηθό ζηξεο, νη FoxO δεζκεύνληαη κε ηνλ παξάγνληα ζπλ-

ελεξγνπνίεζεο β-θαηελίλε, πνπ ιεηηνπξγεί θαλνληθά ζην Wnt ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη 

δεζκεύνληαο θαη ελεξγνπνηώληαο ηνλ TCF (T-cell factor) παξάγνληα κεηαγξαθήο. Η 

αιιειεπίδξαζε β-θαηελίλεο θαη TCF είλαη απαξαίηεηε γηα ηε κεηαγξαθή γνληδίσλ 

πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ δηαθνξνπνίεζε ησλ νζηενβιαζηώλ. ε δηάθνξεο 

νζηενβιαζηηθέο θπηηαξηθέο ζεηξέο ζηα ζειαζηηθά ππό ζπλζήθεο νμεηδσηηθνύ ζηξεο 

εκθαλίδεηαη κηα απμεκέλε FoxO-εμαξηώκελε κεηαγξαθηθή δξαζηεξηόηεηα ζε βάξνο 

ηεο TCF-εμαξηώκελεο κεηαγξαθήο, πξνηείλνληαο όηη νη FoxO πξνζδέλνληαη θαη 

απνκαθξύλνπλ ηελ β-θαηελίλε από ηνλ TCF[94, 95]. Καζώο νξηζκέλα γνλίδηα-ζηόρνη 

ησλ FoxΟ ππεξεθθξάδνληαη ελώ γνλίδηα-ζηόρνη ηνπ Wnt κνλνπαηηνύ 

ππνεθθξάδνληαη θαηά ηε γήξαλζε ζηα πνληίθηα, ν κεραληζκόο απηόο ζα κπνξνύζε λα 

ζρεηηζζεί, ελ κέξεη, κε ηε ραξαθηεξηζηηθή κείσζε ηεο νζηηθήο ππθλόηεηαο πνπ 

ζπκβαίλεη θαηά ηε γήξαλζε[96]. Οκνίσο, ν FoxO4 πξνζδέλεηαη ζηνλ κεηαγξαθηθό 

ζπλ-ελεξγνπνηεηή κπνθαξδίλε θαη θαηαζηέιιεη ηε δξάζε ηνπ, παξεκπνδίδνληαο ηε 

δηαθνξνπνίεζε ησλ ιείσλ κπώλ[97]. Δπίζεο, ν FoxO1 πξνζδέλεηαη κε ηνλ παξάγνληα 

PGC-1 (peroxisome proliferative activated receptor-γ co-activator) ελεξγνπνηώληαο 

ηελ κεηαγξαθή γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε γιπθνλενγέλεζε[98].  

FoxO αιιειεπηδξά κε ηελ απαθεηπιάζε ηζηνλώλ θαηεγνξίαο ΙΙΙ SIRT-1 ζε απόθξηζε 

ζε εξεζίζκαηα νμεηδσηηθνύ ζηξεο[81, 99]. Η SIRT-1 θαίλεηαη λα ξπζκίδεη θαηά 

δηαθνξεηηθό ηξόπν γνλίδηα-ζηόρνπο ησλ FoxO. Γηα παξάδεηγκα, ε SIRT-1 απμάλεη 

ηελ έθθξαζε γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ην ζηακάηεκα ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ θαη 

ηεο αληνρήο ζην ζηξεο, ελώ αλαζηέιιεη ηελ ηθαλόηεηα ησλ FoxO λα επάγνπλ 

απνπησηηθά γνλίδηα[81, 92, 99]. Η δηαθνξά απηή κπνξεί λα νθείιεηαη ζηε δηπιή 

ηθαλόηεηα ηεο SIRT-1 λα ζπλδέεηαη θαη λα απαθεηπιηώλεη ηνπο FoxO. Η πξόζδεζε 

ηεο SIRT-1 ζα κπνξνύζε λα πξνθαιέζεη ηελ απνζηώπεζε ηεο ρξσκαηίλεο πνπ 

γεηηληάδεη κε ηηο ζέζεηο δέζκεπζεο ησλ FoxO ζηνπο ππνθηλεηέο ησλ γνληδίσλ-ζηόρσλ, 

ιόγσ ηεο απαθεηπιίσζεο ησλ ηζηνλώλ, απμάλνληαο παξάιιεια ηελ πξόζδεζε ηνπο ζε 
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άιινπο ππνθηλεηέο. Δίλαη επίζεο πηζαλό ν αξηζκόο ησλ αθεηπιησκέλσλ ζέζεσλ λα 

ειέγρεη  ηελ πξόζδεζε ησλ FoxO ζε δηαθνξεηηθνύο ππνθηλεηέο-ζηόρνπο θαη/ή ζε 

δηαθνξεηηθά ζπκπιέγκαηα πξσηετλώλ ζηνπο ππνθηλεηέο. Καζώο ε απμεκέλε 

αληίζηαζε ζην ζηξεο ζπλάδεη κε ηε καθξνβηόηεηα[100], ε ηθαλόηεηα ηεο SIRT-1 λα 

ειέγρεη ηηο ιεηηνπξγίεο ησλ FoxO απμάλνληαο ηελ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηελ αληνρή ζην ζηξεο, ίζσο εμεγεί ην γηαηί νη Sir2 επηκεθύλνπλ ηε δσή 

ζηηο κύγεο θαη ηα ζθνπιήθηα. Δίλαη γλσζηό όηη ε ηθαλόηεηα ηεο Sir2 λα επηκεθύλεη ηε 

δσή εμαξηάηαη από ηνλ DAF-16[101]. Καηά ζπλέπεηα, κηα ζύλδεζε κεηαμύ SIRT-1 

θαη FoxO ίζσο παίδεη ζεκαληηθό ξόιν ζηνλ θαζνξηζκό ηεο δσήο. 

Οη FoxO αιιειεπηδξνύλ κε κηα ζεηξά ζπγθεθξηκέλσλ κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ 

πνπ ειέγρνπλ ηελ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ-ζηόρσλ ηνπο θαη κπνξνύλ λα θαζνξίδνπλ 

ηελ ελεξγνπνίεζε ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ-ζηόρσλ. ηηο πεξηζζόηεξεο πεξηπηώζεηο, 

ηέηνηεο αιιειεπηδξάζεηο επλννύληαη από ηελ εγγύηεηα FoxO-ζέζεσλ δέζκεπζεο θαη 

άιισλ ζηνηρείσλ πνπ απαληώληαη ηνπο ππνθηλεηέο ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ. 

Μεξηθνί από απηνύο ηνπο κεηαγξαθηθνύο παξάγνληεο είλαη ν RUNX3, ν νπνίνο 

ζπλεξγάδεηαη κε ηνπο FoxO γηα ηελ ππεξέθθξαζε ηνπ πξν-απνπησηηθνύ γνληδίνπ 

BIM θαη επάγεη ηελ απόπησζε ζηα γαζηξηθά θύηηαξα[102]. Δπίζεο, αιιειεπίδξαζε 

κε ηνπο παξάγνληεο SMAD3 θαη SMAD4, ζε απόθξηζε ηνπ TGF-β ζήκαηνο, 

πξνθαιεί ηελ ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ αλαζηνιήο ηνπ θπηηαξηθνύ θύθινπ p21
cip1 

θαη άιισλ παξόκνησλ ζηόρσλ[103, 104]. Απηή ε ππεξέθθξαζε κπνξεί λα ζηακαηήζεη 

κεηά από αιιειεπίδξαζε κε ην FoxG παξάγνληα πνπ δξα ζαλ θαηαζηνιέαο ηεο 

κεηαγξαθήο[103]. Ο FoxO3 αιιειεπηδξά κε ηνλ STAT5 θαη πξνθαιεί ηελ 

ππεξέθθξαζε ηνπ Cited 2 (CBP/p300-interacting transactivator with ED-rich tail 2), 

ην νπνίν επάγεη ηε δηαθνξνπνίεζε[105].  

Μεηά ηελ αιιειεπίδξαζε ησλ FoxO κε παξάγνληεο πνπ θαηαζηέιινπλ ηε κεηαγξαθή 

νξηζκέλσλ γνληδίσλ κπνξνύλ λα πξνθαιέζνπλ ηελ ππεξέθθξαζε απηώλ ησλ 

γνληδίσλ[106]. Γηα παξάδεηγκα, ν p53 θαηαζηέιιεη ηελ έθθξαζε ηεο SIRT-1, όκσο ζε 

ζπλζήθεο έιιεηςεο ηξνθήο νη FoxO πξνζδέλνληαη ζηνλ p53 επηηξέπνληαο ηελ 

ππεξέθθξαζε ηεο SIRT-1.  

Οη FoxO επίζεο αιιειεπηδξνύλ λε δηάθνξα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ ζηεξνεηδηθώλ 

θαη νξκνληθώλ ππνδνρέσλ όπσο γηα παξάδεηγκα ν PPARγ (peroxisome proliferator-

activated receptor-γ)[107] θαη ν ERa (estrogen receptor)[108], πξνθαιώληαο 
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θαηαζηνιή ηεο FoxO-εμαξηώκελεο κεηαγξαθήο. πγθεθξηκέλα, ε αιιειεπίδξαζε 

ησλ FoxO κε ηνλ ERa θαηαζηέιιεη ηε FoxO-εμαξηώκελε κεηαγξαθή ελώ αληίζεηα 

επάγεη ηελ ER-εμαξηώκελε κεηαγξαθή[108]. 

Άιινη παξάγνληεο κεηαγξαθήο, όπσο Myc[62], NF-θB (nuclear factor θB)[62], 

Csl[109] θαη C/EBPs[104, 110] εκπιέθνληαη ζηε ξύζκηζε ησλ FoxO θαη ησλ 

γνληδίσλ-ζηόρσλ ηνπο θαζνξίδνληαο ηηο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο. 

 

1.6 Ο ρόιος ηωλ FoxO ζηα ζειαζηηθά 

Από δηάθνξεο κειέηεο έρεη δεηρζεί όηη κηα από ηηο πην ελδηαθέξνπζεο ιεηηνπξγίεο ηνπ 

κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα FoxO είλαη ε ζπληεξεκέλε ηθαλόηεηά ηνπ λα απμάλεη ηε 

δηάξθεηα δσήο ζηα αζπόλδπια. Πξνζπαζώληαο λα μεθαζαξίζνπκε ην ξόιν ησλ FoxO 

ζηα ζειαζηηθά, δεκηνπξγήζεθαλ δηαγνληδηαθά πνληίθηα κε ειιείςεηο ζηα γνλίδηα 

FoxO1, FoxO3 θαη FoxO4. 

Σα πνληίθηα κε έιιεηςε ηνπ γνληδίνπ FoxO1 πεζαίλνπλ θαηά ηελ εκβξπτθή κέξα 10,5 

ιόγσ ειαηησκαηηθήο αγγεηνγέλεζεο[111, 112]. Σα εηεξόδπγα πνληίθηα σζηόζν, είλαη 

βηώζηκα θαη είλαη ηθαλά λα αληηζηξέςνπλ ην δηαβεηηθό θαηλόηππν ησλ πνληηθώλ πνπ 

θέξνπλ κεηαιιάμεηο ζηνλ ππνδνρέα ηεο ηλζνπιίλεο[113]. Φαίλεηαη θαηά ζπλέπεηα όηη 

ν FoxO1 απνηειεί ππόζηξσκα ηνπ IIS κνλνπαηηνύ. 

Σα πνληίθηα κε έιιεηςε ηνπ γνληδίνπ FoxO3 είλαη βηώζηκα[114]. Σα ζειπθά 

εκθαλίδνπλ ζηεηξόηεηα[114], ιόγσ ηεο πξόσξεο ελεξγνπνίεζεο ησλ σνζπιαθίσλ. 

Δκθαλίδνπλ επίζεο δπζθνιία ζηελ πξόζιεςε ηεο γιπθόδεο[114], ππνδεηθλύνληαο ην 

ξόιν ηνπ FoxO3 ζηνλ κεηαβνιηζκό ηεο γιπθόδεο.  

Σα FoxO4 ειιεηκκαηηθά πνληίθηα είλαη βηώζηκα, ρσξίο θάπνην εκθαλή 

θαηλόηππν[112], ελώ ηα πνληίθηα κε έιιεηςε ηνπ FoxO6 γνληδίνπ είλαη ππό 

δεκηνπξγία. 

Με βάζε ηα παξαπάλσ κνληέια θαίλεηαη όηη νη πξσηεΐλεο FoxO κπνξνύλ λα έρνπλ 

δηαθνξεηηθέο αιιά θαη επηθαιππηόκελεο ιεηηνπξγίεο ζηνλ νξγαληζκό. 

Απνθαιύπηνληαο ην ξόιν ηνλ FoxO όζνλ αθνξά ην ζηξεο θαη ηε καθξνβηόηεηα, ζηα 

ζειαζηηθά, ζα κπνξνύζαλ λα δώζνπλ έλα πνιύ εμειηγκέλν ζύλνιν κνληέισλ 

πνληηθώλ γηα λα κπνξέζεη λα κειεηεζεί ε ζρέζε ηνπο κε ηε γήξαλζε. 
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2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

2.1 ΠΡΟΓΗΟΡΗΜΟ ΓΟΝΟΣΤΠΟΤ 

 

ηελ παξνύζα κειέηε ρξεζηκνπνηήζεθαλ: 

• Πνληίθηα Bl/6, θπζηνινγηθά γηα ηελ CSB.  

• Πνληίθηα Bl/6 κεηαιιαγκέλα ώζηε λα κελ 

εθθξάδνπλ κηα κεηαιιαγκέλε κόξθή ηεο CSB. 

πγθεθξηκέλα έρεη αληηθαηαζηαζεί κηα πεξηνρή ηνπ 

εμσλίνπ 5 κε ην γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο λενκπθίλε 

θαη έλα MURFI ochre stop θσδηθώλην πνπ 

ηεξκαηίδεη ηε κεηαγξαθή πξόσξα θαη δεκηνπξγεί 

κηα κεηαιιαγκέλε πξσηεΐλε πνπ κνηάδεη κε απηή 

ησλ CSB αζζελώλ CS1AN[115].  

Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ηνπ γνλνηύπνπ ησλ δώσλ πνπ εμεηάζηεθαλ, έγηλε αξρηθά 

απνκόλσζε ηνπ γελσκηθνύ ηνπο DNA από ηκήκα ηεο νπξάο ηνπο: 

 

Αποκόλωζε γελοκηθού DNA  

 

 

 

 

 

 

 

 

Κάζε νπξά επσάδεηαη ζε 500κl δηαιύκαηνο Tail lysis buffer + 25κl Proteinase K 

(100κg/ml) O/N ζηνπο 55
ν
C. Σελ επόκελε κέξα, αθνινπζεί γξήγνξν αλαθάηεκα θαη 

θπγνθέληξεζε ζηηο 13000rpm γηα 30min. Σν ππεξθείκελν εηζάγεηαη ζε λέν eppendorf 

πνπ πεξηέρεη 500κl ηζνπξνπαλόιεο θαη αλακεηγλύνπκε κε ην ρέξη έσο όηνπ 

θαηαθξεκληζηεί ην DNA. ηε ζπλέρεηα ςαξεύνπκε ην DNA κε ηε βνήζεηα 

απνζηεηξσκέλεο γπάιηλεο ξάβδνπ θαη μεπιέλνπκε ζε 1ml 70% αηζαλόιε. Αθήλνπκε 

ην DNA λα ζηεγλώζεη θαη επαλαδηαιύνπκε ζε 200κl ΣΔ (10 mM Tris-Cl, pH 7.5,      

1 mM EDTA). 

Tail lysis buffer 

200mM NaCl 

100mM TrisHCl  pH 8.0 

5mM EDTA  pH 8.0 

0.2% SDS 

H2O 

Δηθόλα 1: Οκόινγνο αλαζπλδπαζκόο γηα ηελ 

κεηαιιαγκέλε κνξθή ηεο CSB. 
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Αισζηδωηή αληίδραζε ποισκεράζες (PCR)  

Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε PCR γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ γνλνηύπνπ ησλ δώσλ, 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ εθθηλεηέο, ζύκθσλα κε ηνλ. Οη ζπλζήθεο ηνπ πξνγξάκκαηνο είλαη 

νη εμήο: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ε θάζε αληίδξαζε (ζπλνιηθνύ όγθνπ 50κl) πξνζζέηνπκε ηα παξαθάησ: 

 

σζηαηηθά                          Γείγκα         
 

ddΗ2Ο               33κl 

10x buffer                 5κl 

MgCl2                     3κl 

10mM dNTPs               1κl 

Δθθηλεηήο CSBFex5(25pmoles/κl)   2κl 

Δθθηλεηήο CSBRex5(25pmoles/κl)   2κl 

Δθθηλεηήο CSBNeo-1(25pmoles/κl)   2κl 

Taq polymerase      0,5κl 

Γελσκηθό DNA                 1,5κl 

 

Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηελ αληίδξαζε είλαη: 

CSBFex5 5’ – GTCTTCTGATGACGTTAGCTATGAG – 3’ 

CSBNeo-1 5’ – ATCTGCGTGTTCGAATTCGCCAATG – 3’ 

CSBRex5 5’ – GCTGCTTATAATAATCCTCATCTCC – 3’ 

Πξόγξακκα ηεο PCR 

1 94
o
C 3min 

2 94
o
C 40sec 

3 59
o
C 30sec 

4 72
o
C 40sec 

5 Go to step 2 30x 

6 72
o
C 5min 

7 14
o
C hold 
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Μεηά ην ηέινο ηεο PCR, πξαγκαηνπνηνύκε ειεθηξνθόξεζε ζε gel αγαξόδεο 1% ζε 

δηάιπκα ΣΑΔ (50Υ ΣΑΔ: 2M Tris-HCl pH 7.5, 2mM EDTA). Οη δώλεο πνπ 

αληρλεύνπκε κε ηε βνήζεηα EtBr θαηά ηελ έθζεζε ηνπ gel ζε ππεξηώδε αθηηλνβνιία, 

είλαη κεγέζνπο 500bp γηα  ην κεηαιιαγκέλν γνλίδην ηεο CSB θαη 200bp γηα ην 

θπζηνινγηθό γνλίδην. 

 

2.2 ΑΠΟΜΟΝΩΖ ΣΟΤ ΔΠΗΘΤΜΖΣΟΤ ΓΟΝΗΓΗΟΤ ΚΑΗ ΚΛΩΝΟΠΟΗΖΖ 

 

Αποκόλωζε RNA από ηζηό 

Ιζηνί: πθώηη από αγξίνπ ηύπνπ πνληηθό 15 εκεξώλ 

Αξρηθά, απνκνλώλνπκε ηνλ ηζηό θαη ηνλ ηνπνζεηνύκε ζε ζσιήλα falcon 7ml. ηε 

ζπλέρεηα πξνζζέηνπκε 1ml Trizol θαη νκνγελνπνηνύκε θαιά κε ηε ρξήζε 

ειεθηξνθίλεηνπ νκνγελνπνηεηή. Μεηαθέξνπκε ην νκνηνγελέο δείγκα ζε ζσιήλα 

eppendorf 1,5ml θαη αθήλνπκε γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. ηε ζπλέρεηα 

πξνζζέηνπκε 200κl ρισξνθόξκην θαη αλαθηλνύκε ηα δείγκαηα γηα 15 δεπηεξόιεπηα 

θαη θπγνθεληξνύκε γηα 15 ιεπηά ζηηο 12,000 x g ζηνπο 4
ν
C. Καηά ηε θπγνθέληξηζε 

δεκηνπξγνύληαη κηα (θόθθηλε) θάησ θάζε πνπ πεξηέρεη ηε θαηλόιε-ρισξνθόξκην, κηα 

κεζόθαζε θαη κία πδαηηθή (δηάθαλε) πάλσ θάζε πνπ πεξηέρεη ην RNA. 

Μεηαθέξνπκε ηελ πάλσ θάζε ζε θαηλνύξην eppendorf θαη πξνζζέηνπκε 500κl 

ηζνπξνπαλόιεο γηα ηελ θαηαθξήκληζε ηνπ RNA. Αλακεηγλύνπκε ηα δείγκαηα 3-4 

θνξέο θαη αθήλνπκε γηα 10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Έπεηηα, θπγνθεληξνύκε 

ζηηο 12,000 x g γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C, αθαηξνύκε ην ππεξθείκελν θαη μεπιέλνπκε 

ηελ πειέηα κε 70% αηζαλόιε. Σέινο, επαλαδηαιύνπκε ηελ πειέηα ζε 50-100κl ddH2O 

θαη κεηξάκε ηελ πνζόηεηα θαη ηελ θαζαξόηεηα (A260/A280 ≈ 2) ηνπ RNA ζην 

nanodrop. 

 

ύλζεζε cDNA 

Δηνηκαζία ησλ RNA/εθθηλεηώλ δεηγκάησλ ζε 0,2ml ζσιήλεο. 

σζηαηηθά                        Γείγκα         
1κg νιηθνύ RNA                1 µl       

Oligo(dT) (0.5 µg/µl)         1 µl         

ddH2O                     9,5µl          
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Δπσάδνπκε ηα δείγκαηα ζηνπο 70
ν
C γηα 10ιεπηά, θαη ζηε ζπλέρεηα αθήλνπκε γηα 

2ιεπηά ζηνπο 4
ν
C. Δλ ησ κεηαμύ πξνεηνηκάδνπκε ην αθόινπζν κείγκα 

 

σζηαηηθά                                                                Γηα θάζε αληίδραζε           

5X RT buffer                                                                         4 µl                 

0.1 M DTT                                                                            2 µl                 

10mM dNTP mix                                             1 µl 

RNaseOUT
™

 Recombinant RNase Inhibitor (40u/κl)          1 µl                 

SuperScript® II RT (50units)             0.5 κl 

 

ηε ζπλέρεηα πξνζζέηνπκε ηα παξαπάλσ ζπζηαηηθά ζηελ αληίδξαζε, αλαδεύνπκε 

ειαθξά κε ηελ πηπέηα θαη θπγνθεληξνύκε ζύληνκα γηα λα ζπιιέμνπκε ην δείγκα καο. 

Αθήλνπκε ην δείγκα λα επσαζηεί γηα 1 ώξα ζηνπο 42
ν
C θαη έπεηηα αξαηώλνπκε ην 

δείγκα καο 10θνξέο(10x) πξνζζέηνληαο 180κl ddH2O θαη ην παγώλνπκε ζηνπο -20
ν
C. 

 

Αισζηδωηή αληίδραζε ποισκεράζες (PCR) 

Γηα ηελ πνιιαπιή αληηγξαθή ησλ γνληδίσλ FOXO1a θαη FOXO3a ρξεζηκνπνηήζεθε 

ε κέζνδνο ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR) κε ππόζηξσκα cDNA 

πνπ παξαζθεπάζηεθε από RNA από ζπθώηη αγξίνπ ηύπνπ πνληηθνύ. Οη αληηδξάζεηο 

PCR πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηε ρξήζε ηεο Phusion High Fidelity DNA πνιπκεξάζε  

(Finzymes) θαη εθθηλεηώλ νη νπνίνη ζρεδηάζηεθαλ έηζη ώζηε λα εηζάγνπλ ηηο ζέζεηο 

πεξηνξηζκνύ XhoI θαη BamHI ζην 5′ θαη ζην 3′ άθξν αληίζηνηρα ηεο θσδηθνπνηνύζαο 

πεξηνρήο ηνπ FOXO1a (~1,9kb): 

FOXO1F 5’ – CCGCTCGAGCGGGCCGAAGCGCCCCAGGTGGTGGAG – 3’ 

FOXO1R 5’ – CGGGATCCCGTTAGCCTGACACCCAGCTGTGTTG – 3’ 

 

Δλώ γηα ην γνλίδην FOXO3a (~2kb) ζρεδηάζηεθαλ δύν δεύγε εθθηλεηώλ: 

FOXO3 F4 5'-GCAGAGGCACCAGCCTCCCCGGTC-3' 

FOXO3 R2 5'-ATCCAGCTCCGTGCTTGCCAGGAT-3' 

θαη 

FOXO3 F3 5'-AATTCCAACGCCAGCACCGTGA-3' 

FOXO3 R3 5'-TCAGCCTGGTACCCAGCTTTGAGA-3' 

Γίλνληαο έηζη δύν ίζα ηκήκαηα ηνπ γνληδίνπ (~1kb), θαζώο νη εθθηλεηέο FOXO3 F3 

θαη FOXO3 R2 αλαγλσξίδνπλ πεξηνρέο πνπ βξίζθνληαη ζηε κέζε ηεο αιιεινπρίαο. 
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ε θάζε αληίδξαζε PCR(ζπλνιηθνύ όγθνπ 50κl) πξνζζέηνπκε ηα παξαθάησ: 

  

σζηαηηθά                         Γείγκα         
 

ddΗ2Ο           30,1κl 

5x HF buffer              10κl 

10mM dNTPs            1κl 

Δθθηλεηήο F(25pmoles/κl)   0,8κl 

Δθθηλεηήο R(25pmoles/κl)   0,8κl 

cDNA(10x)                  5κl 

DMSO             1,5κl 

Phusion DNA polymerase    0,8κl 

 

Οη ζπλζήθεο ηνπ πξνγξάκκαηνο είλαη νη εμήο: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ζιεθηροθόρεζε DNA ζε πήθηωκα αγαρόδες  

Σα ηκήκαηα DNA πνπ πξνέθπςαλ από ηελ PCR ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πεθηή 

αγαξόδεο 1% θαη νη επηζπκεηέο δώλεο απνθόπεθαλ. Σν DNA απνκνλώζεθε κε ηε 

βνήζεηα ηνπ Nucleospin extract II kit ηεο εηαηξίαο MACHEREY-NAGEL ζύκθσλα 

κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή.  

 

Κιωλοποίεζε 

Η θισλνπνίεζε DNA ζε πιαζκηδηαθνύο θνξείο πξαγκαηνπνηήζεθε κεηά από πέςε 

ηνπ πιαζκηδηαθνύ DNA ζε ζπγθεθξηκέλεο ζέζεηο πεξηνξηζκνύ θαη ζπλδέζεθε κε ην 

Πξόγξακκα ηεο PCR 

1 98
o
C 2min 

2 98
o
C 15sec 

3 64
o
C 30sec 

4 72
o
C 1min 30sec 

5 Go to step 2 35x 

6 72
o
C 10min 

7 14
o
C hold 
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μέλν ηκήκα DNA πνπ έρεη ππνζηεί ηελ ίδηα θαηεξγαζία κε ηε δεκηνπξγία 

θσζθνδηεζηεξηθνύ δεζκνύ πνπ θαηαιύεη κηα ιηγάζε. Σν αλαζπλδηαζκέλν πιαζκίδην 

κπνξεί λα κεηαθεξζεί ζε θύηηαξα θαη λα αλαπηπρζεί παξνπζία αληηβηνηηθώλ (θαζώο 

θέξεη αλζεθηηθόηεηα ζε δηάθνξα αληηβηνηηθά) επηηξέπνληαο ηελ επηινγή ηνπο ζε 

ζρέζε κε ηα θύηηαξα πνπ δελ πεξηέρνπλ ην πιαζκίδην. 

 

Σα πιαζκίδηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνύζα εξγαζία είλαη ν pBluescript 

SK(+), ην pcDNA3.1(+), ην AviTEV FLAG pBS SK θαη ην 3xHA NLS BirA 

pBUDNeo (ηα πιαζκίδηα απηά παξαρσξήζεθαλ από ην εξγαζηήξην ηνπ θ. 

ηξνπκπνύιε, Ιλζηηηνύην Fleming).  

 

- O pBluescript SK(+) είλαη έλαο πιαζκηδηαθόο θνξέαο πνπ πεξηέρεη γνλίδην 

αλζεθηηθόηεηαο ζηελ ακπηθηιιίλε γηα ηε ζεηηθή επηινγή ηνπ θαη ην γνλίδην πνπ 

θσδηθνπνηεί γηα ην lacZ πεπηίδην επηηξέπνληαο ηελ επηινγή ησλ θιώλσλ πνπ 

θέξνπλ ην θισλνπνηεκέλν ηκήκα DNA κε ηε δξάζε ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο. Γηα 

ηελ αλίρλεπζε ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο ρξεζηκνπνηείηαη ην Υ-Gal (5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-β-D-galactoside), πνπ απνηειεί ρξσκνγόλν ππόζηξσκα ηεο β-

γαιαθηνζηδάζεο θαη ε δηάζπαζή ηνπ από απηή πξνζδίδεη κπιε ρξώκα ζηηο 

βαθηεξηαθέο απνηθίεο. 

 

- Ο AviTEV FLAG pBS SK είλαη έλαο πιαζκηδηαθόο θνξέαο πνπ έρεη πξνθύςεη από 

ηνλ pBluescript SK(+), κε ηελ έλζεζε ηεο αιιεινπρίαο Avi TEV FLAG (Avi: 

πεξηνρή πνπ θσδηθνπνηεί γηα ηελ αβηδίλε (14aa), TEV(Tobacco Etch Virus): 

πεξηνρή αλαγλώξηζεο από ηελ TEV πξσηεάζε (7aa), FLAG: πεξηνρή πνπ 

θσδηθνπνηεί έλα ζηνηρείν αλαγλώξηζεο (8aa)) ζηελ πνιπθισληθή πεξηνρή ηνπ. 

 

- O pcDNA3.1(+) είλαη έλαο πιαζκηδηαθόο θνξέαο ηεο εηαηξίαο Invitrogen, ν νπνίνο 

θέξεη ην γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο ζηελ ακπηθηιιίλε γηα ηε ζεηηθή επηινγή ηνπ ζηα 

βαθηήξηα, όπσο θαη ην γνλίδην αλζεθηηθόηεηαο ζηελ λενκπθίλε γηα ηελ ζεηηθή 

επηινγή ηνπ ζε επθαξπσηηθά θύηηαξα. Φέξεη επίζεο ηνλ ππνθηλεηή CMV ηνπ 

αλζξώπηλνπ θπηηαξνκεγαινηνύ γηα ηελ απνηειεζκαηηθή ππεξέθθξαζε ηεο 

αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο, θαζώο θαη έλα ζήκα πνιπαδελπιίσζεο BGH 

(Bovine growth hormone) polyA γηα ηνλ ζσζηό ηεξκαηηζκό θαη ηελ 

απνηειεζκαηηθή κεηαγξαθή ηνπ mRNA. Σέινο, γηα ην ζσζηή έθθξαζε ηνπ 
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γνληδίνπ πνπ πξνζδίδεη αλζεθηηθόηεηα ζηε λενκπθίλε πεξηέρεη ηνλ SV40 

ππνθηλεηή θαη ην ζήκα πνιπαδελπιίσζεο SV40 poly A. 

 

- Ο 3xHA NLS BirA pBUDNeo είλαη έλαο πιαζκηδηαθόο θνξέαο πνπ πξνέξρεηαη 

από ηνλ pBUDCE4.1 ηεο εηαηξίαο Invitrogen. Ο ππνθηλεηήο απηόο θέξεη γνλίδην 

αλζεθηηθόηεηαο γηα ηε δενζύλε γηα ηε ζεηηθή επηινγή ηνπ ζηα βαθηήξηα, ελώ έρεη 

εηζαρζεί θαη κηα αιιεινπρία πνπ πξνζδίδεη αλζεθηηθόηεηα ζηελ λενκπθίλε γηα ηελ 

ζεηηθή επηινγή ηνπ ζηα επθαξπσηηθά θύηηαξα. Δπίζεο, θέξεη ππνθηλεηέο όπσο ν 

CMV, EF-1a (Elongation Factor – 1a) γηα ηελ απνηειεζκαηηθή ππεξέθθξαζε ηεο 

αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο θαη SV40 γηα ηε ζσζηή έθθξαζε ησλ γνληδίσλ 

αλζεθηηθόηεηαο ζηα αληηβηνηηθά. Δπηπξόζζεηα, πεξηέρεη ζήκαηα πνιπαδελπιίσζεο 

BGH polyA θαη SV40 polyA γηα ηνλ ζσζηό ηεξκαηηζκό θαη ηελ απνηειεζκαηηθή 

κεηαγξαθή ηνπ mRNA. Σέινο, ζηνλ θνξέα έρεη εηζαρζεί κηα αιιεινπρία πνπ 

θσδηθνπνηεί γηα ηε βαθηεξηαθή ιηγάζε BirA πνπ βνεζάεη γηα ηε βηνηηλπιίσζε ησλ 

πξσηετλώλ θάησ από ηε ξύζκηζε ηνπ CMV ππνθηλεηή. 

 

Η θισλνπνίεζε ησλ επηζπκεηώλ cDNAs ζηνπο θνξείο απηνύο ρξεζηκνπνηήζεθε σο 

ελδηάκεζν ζηάδην γηα ηε δεκηνπξγία αλαζπλδπαζκέλσλ θνξέσλ θαη ηελ ηειηθή 

παξαγσγή ηεο επηζπκεηήο πξσηεΐλεο ζε επθαξπσηηθά θύηηαξα. 

 

Σα πξνο κειέηε cDNAs πνπ πξνήιζαλ από ηελ PCR θισλνπνηήζεθαλ αξρηθά ζηνλ 

θνξέα pBluescript SK (+) ν νπνίνο είρε ππνζηεί πέςε κε ην έλδπκν EcoRV, 

δεκηνπξγώληαο ηπθιά (blunt) άθξα. Καηά ηελ αληίδξαζε ηεο PCR ηα ηκήκαηα πνπ 

πξνέθπςαλ από ηελ Phusion DNA πνιπκεξάζε είραλ θη απηά ηπθιά άθξα. 

Αθνινύζεζε ζπγθόιιεζε θνξέα θαη ελζέκαηνο ρξεζηκνπνηώληαο ηελ T4 ιηγάζε 

(Minotech). Καηά ηελ αληίδξαζε ζπγθόιιεζεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα εμήο πιηθά: 

 

σζηαηηθά                        Γείγκα   

       

pBluescript SK(+) vector      1κl 

FOXO1a cDNA            6κl  

dH2O             1κl 

Σ4 ιηγάζε            1κl 

10x buffer Σ4 ιηγάζεο           1κl  
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Η αληίδξαζε έγηλε ζηνπο 37
ν
C γηα 16h. 

 

Σα βαθηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα κεηαζρεκαηηζκό ήηαλ ηα E.coli XL-1 

θύηηαξα. Καηά ηελ αληίδξαζε κεηαζρεκαηηζκνύ 10κl ηεο αληίδξαζεο ζπγθόιιεζεο 

πξνζζέηνληαη ζε 250κl ελαησξήκαηνο βαθηεξίσλ θαη ηνπνζεηνύληαη γηα 30min ζηνλ 

πάγν. Έπεηηα, ηα θύηηαξα επσάδνληαη γηα 1min θαη 45sec ζηνπο 42
ν
C γηα λα 

ππνζηνύλ ζεξκηθό ζνθ (heat-shock) θαη επαλαηνπνζεηνύληαη ζηνλ πάγν γηα 2-3min. 

ηε ζπλέρεηα πξνζζέηνπκε 800κl LB (1lt: 10g trypton, 5g Yeast-extract, 5g NaCl, 

H2O, pH7.5) θαη επσάδνπκε ζηνπο 37
ν
C γηα 1h. Φπγνθεληξνύκε ζηηο 3000rpm γηα 

6min θαη αθαηξνύκε ην ππεξθέηκελν. Δπαλαδηαιύνπκε ηελ πειιέηα ζε ηειηθό όγθν 

150κl LB θαη επηζηξώλνπκε ζε πηάην 10cm
2
 πνπ πεξηέρεη ζηεξεό LB (πγξό LB + 

άγαξ) θαη ακπηθηιιίλε. ηελ πεξίπησζε πνπ ζέινπκε λα θάλνπκε επηινγή κπιε θαη 

ιεπθώλ απνηθηώλ, πξηλ πξνζζέζνπκε ηα κεηαζρεκαηηζκέλα βαθηήξηα επηζηξώλνπκε 

ην πηάην κε 40κl X-Gal(20mg/ml) θαη 20κl IPTG(100mM) θαη ην αθήλνπκε λα 

ζηεγλώζεη γηα 30min. Σέινο, αθήλνπκε ην πηάην νινλύθηηα ζηνπο 37
ν
C θαη ηελ 

επόκελε κέξα απνκνλώλνληαη νη απνηθίεο πνπ είλαη αλζεθηηθέο ζε ακπηθηιιίλε θαη 

εκθάληδνπλ ιεπθό ρξώκα. Η πηζηνπνίεζε ηνπ κεηαζρεκαηηζκνύ γίλεηαη κε 

απνκόλσζε κηθξήο θιίκαθαο πιαζκηδηαθνύ DNA από ηηο ελ ιόγσ απνηθίεο. 

 

Πιαζκηδηαθό DNA κπνξεί λα απνκνλσζεί από βαθηεξηαθέο θαιιηέξγεηεο θαηόπηλ 

επεμεξγαζίαο κε αιθαιηθό δηάιπκα θαη SDS. Από ηελ πγξή θαιιηέξγεηα ηνπνζεηνύκε 

1,5ml ζε eppendorf θαη θπγνθεληξνύκε ζηηο 13000rpm γηα 20sec. Αθαηξνύκε ην 

ππεξθείκελν θαη επαλαδηαιύνπκε ηελ πειιέηα ζε 100κl ΣΔ. Αθήλνπκε γηα 5min ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη έπεηηα πξνζζέηνπκε 200κl δηαιύκαηνο ΝαΟΗ/SDS, 

αλαδεύνπκε θαη αθήλνπκε ζηνλ πάγν γηα 5min. ηε ζπλέρεηα, πξνζζέηνπκε 150κl 

δηαιύκαηνο νμηθνύ θαιίνπ, αλακεηγλύνπκε θαη ηνπνζεηνύκε ζηνλ πάγν γηα 15min. 

Φπγνθεληξνύκε ζηηο 13000rpm γηα 1min θαη κεηαθέξνπκε ην ππεξθείκελν ζε 

θαηλνύξην eppendorf. Πξνζζέηνπκε 500κl 100% αηζαλόιε θαη αθήλνπκε ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 2min. Φπγνθεληξνύκε ζηηο 13000rpm γηα 1min, 

αθαηξνύκε ην ππεξθείκελν θαη μεπιέλνπκε ηελ πειιέηα κε 70% αηζαλόιε. Σέινο, 

επαλαδηαιύνπκε ηελ πειιέηα ζε 20κl dH2O.  

 

Γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ ζεηηθώλ θιώλσλ πξαγκαηνπνηήζεθαλ πέςεηο κε θαηάιιεια 

έλδπκα πεξηνξηζκνύ πνπ αλαγλσξίδνπλ ζέζεηο ηόζν κέζα ζηελ αιιεινπρία όζν θαη 
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ζην θνξέα ζηνλ νπνίν εληέζεθε. ηηο πέςεηο ηα έλδπκα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ 

ηα XhoI, EcoRI, EcoRV, BamHI, NotI, HindIII (Minotech) θαη ε Asp718I (Roche) κε 

ηα θαηάιιεια δηαιύκαηα. Η θάζε αληίδξαζε πεξηέρεη: 6κl DNA, 2κl buffer, ≤1κl 

έλδπκν θαη xκl H2O κέρξη ηα 20κl. Οη αληηδξάζεηο ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε 1%gel 

αγαξόδεο θαη νη ζεηηθνί θιώλνη επηιέρζεθαλ γηα απνκόλσζε κεγάιεο θιίκαθαο 

πιαζκηδηαθνύ DNA. Η απνκόλσζε έγηλε κε ηε βνήζεηα ηνπ Nucleobond x-tra midi 

kit ηεο Qiagen ζύκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή.  

Σα ζεηηθά δείγκαηα ζηάιζεθαλ γηα sequencing, ώζηε λα επαιεζεπζεί ε ζσζηή 

αιιεινπρία ηνπ ελζέκαηνο.  

 

ηα δηάθνξα βήκαηα ππνθισλνπνίεζεο ην έλζεκα θόβεηαη κε ηα έλδπκα XhoI θαη 

BamHI από ηνλ pBluescript SK(+) θαη θισλνπνηείηαη ζηνλ AviTEV FLAG pBS SK. 

ηε ζπλέρεηα ν AviTEV FLAG pBS SK θόβεηαη κε ηα έλδπκα Asp718I θαη BamHI 

θαη απνκνλώλεηαη αιιεινπρία πνπ πεξηέρεη ην επηζπκεηό cDNA καδί κε ην Avi TEV 

FLAG ε νπνία θισλνπνηείηαη ηειηθά ζηνλ pcDNA3.1(+) θνξέα ή ζηνλ 3xHA NLS 

BirA pBUDNeo πνπ έρνπλ ππνζηεί ίδηα επεμεξγαζία. 

 

2.3 ΔΚΦΡΑΖ ΣΟΤ ΔΠΗΘΤΜΖΣΟΤ ΓΟΝΗΓΗΟΤ Δ ΚΤΣΣΑΡΗΚΔ ΔΗΡΔ 

 

Γηακόισλζε εσθαρσωηηθώλ θσηηάρωλ κε CaCl2 

Κπηηαξηθέο ζεηξέο 

ΖΔΚ 293 (human embryonic kidney cells) θαη HeLa είλαη νη θπηηαξηθέο ζεηξέο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηα πεηξάκαηα δηακόιπλζεο. Κξίζεθαλ θαηάιιειεο γηαηί 

πξνζδίδνπλ κεγάιν πνζνζηό δηακόιπλζεο θαη επεηδή ε έθθξαζε ηνπ FoxO πνπ 

εηζήρζε ήηαλ αθξηβήο θαζώο δελ επεξεαδόηαλ από ηελ ελδνγελή έθθξαζε. Σν 

ζξεπηηθό ζην νπνίν θαιιηεξγήζεθαλ νη θπηηαξηθέο ζεηξέο απνηειείηαη από: DMEM, 

10% FBS, 1% P/S.  

 

Σα πιαζκίδηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηε δηακόιπλζε ησλ θπηηάξσλ ήηαλ ηα:  

 pcDNA3.1 + AviTEV FLAG FOXO1a, πιαζκηδηαθόο θνξέαο pcDNA3.1 ζηνλ 

νπνίν έρεη θισλνπνηεζεί ε αιιεινπρία AviTEV FLAG θαη ην FOXO1a 

  3xHANLSBirA EF1apolyA PGK-puro_pBS, πιαζκηδηαθόο θνξέαο πνπ 

πξνέξρεηαη από ηνλ pBluescript ζηνλ νπνίν έρεη εηζαρζεί έλαο EF1a 
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ππνθηλεηήο, κία αιιεινπρία polyA, ην γνλίδην πνπ πξνζδίδεη αλζεθηηθόηεηα 

ζηελ πνπξνκπθίλε θαη ε αιιεινπρία πνπ θσδηθνπνηεί γηα ην BirA. 

 

Γηα ηε δηακόιπλζε επθαξπσηηθώλ θπηηάξσλ κε ηα αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα, 

θύηηαξα ΗΔΚ 293 θαη HeLa θαιιηεξγήζεθαλ ζε ηξπβιία 10cm
2 

θαη αθέζεθαλ λα 

αλαπηπρζνύλ ζηνπο 37
ν
C θηάλνληαο 70-80% πιεξόηεηα. Πξαγκαηνπνηήζεθε δηπιή 

δηακόιπλζε νπόηε γηα θάζε ηξπβιίν θσηνκεηξήζεθε πνζόηεηα 30κg 

αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ ζπλνιηθά (15κg+15κg) θαη πξνζηέζεθε ζε κείγκα 

θσζθνξηθώλ ην νπνίν πεξηείρε ίζνπο όγθνπο από 0.25Μ CaCl2 θαη 2x HEBS 

δηαιύκαηνο pH 7,05 (γηα 1lt: 16,4g NaCl, 11,9g HEPES, 0,21g Na2HPO4 θαη ddH2O). 

Σν κείγκα κε ην DNA αλαδεύηεθε θαη αθέζεθε γηα πεξίπνπ 10ιεπηά ώζηε λα 

ζρεκαηηζηεί ίδεκα. ηε ζπλέρεηα βάιακε ηα δείγκαηα κε ην ίδεκα ηνπ DNA ζηα 

αληίζηνηρα ηξπβιία πνπ πεξηέρνπλ ηηο θαιιηέξγεηεο ησλ επθαξπσηηθώλ θπηηάξσλ. Ο 

όγθνο ηεο θάζε θαιιηέξγεηαο είλαη δεθαπιάζηνο ηνπ όγθνπ ηνπ δείγκαηνο ηνπ DNA, 

νπόηε γηα 10ml ζξεπηηθνύ πξνζζέηνπκε 1ml δείγκαηνο DNA. Σα θύηηαξα αθέζεθαλ 

λα κεγαιώζνπλ ζηνπο 37
ν
C γηα 16h. Αθνύ ηα θύηηαξα αλαπηύρζεθαλ, μεπιύζεθαλ 2 

θνξέο κε 1xPBS γηα λα θύγεη ην ίδεκα ηνπ αζβεζηίνπ θαη ζπιιέρζεθαλ γηα ηελ 

εθρύιηζε ησλ ππξεληθώλ πξσηετλώλ ή γηα ηελ απνκόλσζε RNA. 

 

Αποκόλωζε πσρεληθού εθτσιίζκαηος 

Σα θύηηαξα κεηά ηε δηακόιπλζε ζπιιέγνληαη ζε Falcon θαη θπγνθεληξνύληαη ζηηο 

1500rpm γηα 5ιεπηά ζηνπο 4
ν
C. Ξεπιέλνπκε ηελ πειιέηα κε 1xPBS θαη 

θπγνθεληξνύκε ππό ηηο ίδηεο ζπλζήθεο. Πξνζζέηνπκε ην δηάιπκα Α (10mM HEPES 

pH 7,9, 1,5mM MgCl2, 10mM KCl, 0,5mM DTT) 5θνξέο ηνλ όγθν ηεο πειιέηαο θαη 

αλαδεύνπκε ώζηε λα επαλαδηαιπζεί ε πειιέηα. Φπγνθεληξνύκε ζηηο 1500rpm γηα 

5ιεπηά ζηνπο 4
ν
C. Αθαηξνύκε ην ππεξθείκελν θαη επαλαδηαιύνπκε ηελ πειιέηα ζε 

5όγθνπο δηαιύκαηνο Α. επσάδνπκε γηα 10-15ιεπηά ζην πάγν ώζηε λα δξάζεη ην 

ππνηνληθό δηάιπκα θαη θπγνθεληξνύκε ζηηο 2000rpm γηα 5ιεπηά ζηνπο 4
ν
C. 

Αθαηξνύκε ην ππεξθείκελν θαη επαλαδηαιύνπκε ζε ίζν όγθν δηαιύκαηνο Α. 

Μεηαθέξνπκε ην δείγκα ζε νκνγελνπνηεηή Dounce θαη νκνγελνπνηνύκε ηα δείγκαηα 

γηα λα πξνθαιέζνπκε ηε ιύζε ησλ θπηηάξσλ. Φπγνθεληξνύκε ζηηο 4000rpm γηα 

10ιεπηά ζηνπο 4
ν
C. Αθαηξνύκε ην ππεξθείκελν θαη πξνζζέηνπκε αληίζηνηρν όγθν 

δηαιύκαηνο C (20mM HEPES pH 7,9, 25% glycerol, 0,42M KCl, 1,5mM MgCl2, 

0,2mM EDTA, 0,5mM PMSF, 0,5mM DTT) + 10κg/ml aprotinin. Γηα παξάδεηγκα ζε 
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πειιέηα όγθνπ 0,2ml πξνζζέηνπκε 0,5ml δηαιύκαηνο C. Σνπνζεηνύκε ηα δείγκαηα ζε 

πεξηζηξεθόκελε βάζε θαη ηα αθήλνπκε γηα 45ιεπηά ζην cold room. Έπεηηα, 

θπγνθεληξνύκε ζηηο 14000rpm γηα 15ιεπηά ζηνπο 4
ν
C. Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη 

ζε θαηλνύξην eppendorf θαη θπιάζζεηαη ζηνπο -20
ν
C. 

ηελ πειιέηα πξνζζέηνπκε 1x δηάιπκα DNase καδί κε MΝase θαη DNase αλάινγα κε 

ηνλ όγθν ηεο πειιέηαο (50u MNase/500κg DNA θαη 50u DNase/500κg DNA). 

Δπσάδνπκε ζηνπο 4
ν
C γηα 16h. Απελεξγνπνηνύκε ηα έλδπκα πξνζζέηνληαο 1κl 25mM 

EDTA /10κl αληίδξαζεο. ηε ζπλέρεηα, θπγνθεληξνύκε ζηηο 11000rpm γηα 15ιεπηά 

ζηνπο 4
ν
C θαη θπιάζζνπκε ην ππεξθείκελν ζηνπο -20

ν
C. 

Σα δείγκαηα πνζνηηθνπνηνύληαη κε ηε κέζνδν Bradford ζύκθσλα κε ην πξσηόθνιιν 

θαη ηα αληηδξαζηήξηα ηεο εηαηξίαο BioRad. 

 

Αλάισζε πρωηεϊλώλ θαηά Western ζε πεθηή ποισαθρσιακίδες (SDS-PAGE)  

Γηαιύκαηα:  

1. Aπνδηαηαθηηθό δηάιπκα κεηνπζίσζεο 2x (Sample buffer 2x) 50ml:  

2gr SDS, 10ml γιπθεξόιεο, 10ml 0.5M Tris, 0.10gr θπαλνύλ ηεο βξσκνθαλόιεο (pH 

6,8)  

Working concentration: 450κl 2x απνδηαηαθηηθνύ δηαιύκαηνο, 50κl β-

κεξθαπηναηζαλόιεο. 

2. Γηάιπκα ειεθηξνθόξεζεο 10x 500ml (pH 8.3):  

Σris 15gr, Γιπθίλε 71gr, SDS 5gr  

Working concentration: 100ml δηαιύκαηνο ειεθηξνθόξεζεο, 900ml απεζηαγκέλνπ 

λεξνύ. 

3. Γηάιπκα κεηαθνξάο πξσηετλώλ 10x 500ml (pH 8.3):  

Σris 15gr, Γιπθίλε 71gr, SDS 0.5gr  

Working concentration: 100ml δηαιύκαηνο κεηαθνξάο πξσηετλώλ, 200ml 

κεζαλόιεο, 700ml απεζηαγκέλνπ λεξνύ. 

4. Γηάιπκα TBS-T 1X 500ml (pH 7.6)  

50ml 10X TBS, 500κl Tween  

 

Αληηζώκαηα:  

i) HRP-conjugated anti-mouse antibody (1:1.000.000) 

ii) Streptavidin-HRP conjugated antibody (1:1.000)  

iii) Mouse anti-FoxO (1:200) (Millipore) 
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Σα πξσηετληθά εθρπιίζκαηα αθνύ πνζνηηθνπνηεζνύλ κε Bradford, αλακεηγλύνληαη κε 

2x SDS loading buffer θαη αθήλνληαη γηα απνδηάηαμε ησλ πξσηετλώλ ζηνπο 100ν C 

γηα 5 ιεπηά. ηε ζπλέρεηα ειεθηξνθνξνύληαη ζε 8% πήθησκα SDS – αθξπιακίδεο. 

Σν πήθησκα καδί κε κηα κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο ίζνπ κεγέζνπο κεηαθέξεηαη ζε 

εηδηθή ζπζθεπή κεηαθνξάο κε ηελ ειεθηξνθόξεζε ηεο νπνίαο επηηπγράλεηαη ε 

κεηαθνξά θαη πβξηδνπνίεζε ησλ πξσηετλώλ ζηε κεκβξάλε. Η κεκβξάλε κεηά ηελ 

ειεθηξνθόξεζε αθήλεηαη ζε δηάιπκα TBST κε 5% γάια γηα 1 ώξα γηα λα εκπνδηζηεί 

ε κε εηδηθή πξόζδεζε ηνπ αληηζώκαηνο. Αθνινπζνύλ 3 μεπιύκαηα ηεο κεκβξάλεο κε 

δηάιπκα TBST θαη ε επώαζε κε ην πξώην αληίζσκα γηα όιν ην βξάδπ ζε δηάιπκα 1% 

γάια /TBST. ηε ζπλέρεηα ε κεκβξάλε μεπιέλεηαη 3 θνξέο κε δηάιπκα TBST θαη 

επσάδεηαη γηα κία ώξα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ κε ην δεύηεξν αληίζσκα δηαιπκέλν 

ζε 1% γάια /TBST. Αθνινπζνύλ 3 μεπιύκαηα κε δηάιπκα TBST θαη ε κεκβξάλε 

επσάδεηαη γηα 2 ιεπηά κε αληηδξαζηήξην ECL. Σέινο ε κεκβξάλε εθηίζεηαη ζε θηικ. 

Η έληαζε ηεο θάζε δώλεο είλαη αλάινγε ηεο πνζόηεηαο ηεο ζπγθεθξηκέλεο θάζε 

θνξά πξσηεΐλεο θαη ε πνζνηηθνπνίεζε ηνπο έγηλε κε ηε ρξήζε ηνπ πξνγξάκκαηνο 

ImageJ.  

 

Αληίδραζε Real-time PCR 

Μεηά ηελ απνκόλσζε ηνπ RNA θαη ηε ζύλζεζε cDNA πξαγκαηνπνηήζεθε αληίδξαζε 

Real-time PCR. ε θάζε αληίδξαζε PCR(ζπλνιηθνύ όγθνπ 25κl) πξνζζέηνπκε ηα 

παξαθάησ: 

σζηαηηθά                         Γείγκα         
 

ddΗ2Ο           13,5κl 

10x Platinum Taq buffer         2,5κl 

50mM MgCl2     1,25κl 

10mM dNTPs           0,4κl 

Δθθηλεηήο F(1,25pmoles/κl)    2κl 

Δθθηλεηήο R(1,25pmoles/κl)    2κl 

cDNA(10x)                  5κl 

SYBRI (1/2000)           0,75κl 

Platinum Taq polymerase     0,1κl 
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Οη ζπλζήθεο ηεο αληίδξαζεο θαίλνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αληίδξαζε ήηαλ: 

FOXO1a ex F 5’ – AAGAGCGTGCCCTACTTCAA – 3’ 

FOXO1a ex R 5’ – CTCTTCTCCGGGGTGATTTT – 3’ 

 

Σα δεδνκέλα πνπ πξνέθπςαλ από ηελ Real-time PCR επεμεξγάζηεθαλ ζην Excel θαη 

ηα απνηειέζκαηα ππνινγίζηεθαλ ζύκθσλα κε ηνλ ηύπν :  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πξόγξακκα ηεο Real time PCR 

1 94
o
C 5min 

2 94
o
C 15sec 

3 60
o
C 25sec 

4 72
o
C 25sec 

5 78
o
C 1sec 

6 Go to step 2 38x 

7 72
o
C 2min 

8 15
o
C 1sec 
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3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

3.1 Κιωλοποηήζεης 

Κισλνπνίεζε ησλ γνληδίσλ FoxO1a θαη FoxO3a ζε θνξείο πξνθαξπσηηθήο 

έθθξαζεο. 

 

Σα cDNA ησλ γνληδίσλ FoxO1a θαη FoxO3a απνκνλώζεθαλ από cDNA πνπ 

πξνέθπςε από απνκόλσζε RNA από ζπθώηη πνληηθνύ κεηά από αληίδξαζε 

αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο. Υξεζηκνπνηώληαο απηό ην cDNA σο ππόζηξσκα 

πξαγκαηνπνηήζεθε PCR αληίδξαζε κε ηε ρξήζε ηεο Phusion DNA πνιπκεξάζεο, ε 

νπνία θέξεη δξάζε 5’  3’ DNA πνιπκεξάζεο θαη 3’  5’ εμσλνπθιεάζεο θαη 

παξάγεη κεγάια ζε κήθνο πξντόληα DNA κε ηπθιά (blunt) άθξα. 

 

3.1.1 Κισλνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ FoxO1a ζε θνξέα πξνθαξπσηηθήο έθθξαζεο 

Γηα ηελ απνκόλσζε ηνπ ζπλνιηθνύ κήθνπο ηνπ cDNA γηα ην γνλίδην FoxO1a (~2kb) 

πξαγκαηνπνηήζεθε αληίδξαζε PCR. Καηά ηελ αληίδξαζε ηεο PCR νη εθθηλεηέο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ εηζήγαγαλ πεξηνξηζηηθέο ζέζεηο XhoI θαη BamHI ζην 5’ θαη 3’ 

άθξν ηνπ cDNA αληίζηνηρα. Έπεηηα, ηα πξντόληα ειεθηξνθνξήζεθαλ ζε πήθησκα 

αγαξόδεο θαη έγηλε απνθνπή ησλ επηζπκεηώλ δσλώλ. Μεηά ηελ απνκόλσζε ηνπ 

cDNA πνπ θέξεη ηπθιά άθξα πξαγκαηνπνηήζεθε θισλνπνίεζε ζε πιαζκηδηαθό 

θνξέα pBluescript πνπ είρε ππνζηεί πέςε κε EcoRV δεκηνπξγώληαο ηπθιά άθξα. 

Καηάιιειεο πνζόηεηεο ησλ θνξέα θαη ελζέκαηνο αλακείρζεθαλ ζε αληίδξαζε 

ζπγθόιιεζεο θαη πνζόηεηα 10κl ηεο αληίδξαζεο ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην 

κεηαζρεκαηηζκό 250κl επηδεθηηθώλ θπηηάξσλ E.coli ηνπ ζηειέρνπο XL-1. Σα 

κεηαζρεκαηηζκέλα θύηηαξα αλαπηύρζεθαλ ζε ηξπβιία LB κε ακπηθηιιίλε ζηα νπνία 

είραλ πξνεγεζεί επηζηξώζεηο κε X-Gal πνπ απνηειεί ππόζηξσκα ηεο β-

γαιαθηνζηδάζεο πνπ θέξεη ν pBluescript θαη IPTG γηα ηελ επαγσγή ηνπ γνληδίνπ. 

ηε ζπλέρεηα έγηλε επηινγή ησλ ιεπθώλ απνηθηώλ πνπ αλαπηύρζεθαλ θαη 

εκβνιηάζζεθαλ ζε πγξή θαιιηέξγεηα κε αθόινπζε απνκόλσζε ηνπ πιαζκηδίνπ. 

Αθνινύζεζαλ πέςεηο ησλ πιαζκηδίσλ, ώζηε λα επηβεβαησζεί ηόζν ε εηζαγσγή ηνπ 

ελζέκαηνο ζηνλ θνξέα όζν θαη ν πξνζαλαηνιηζκόο ηεο εηζδνρήο. Σα πεξηνξηζηηθά 

έλδπκα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ ζθνπό απηό ήηαλ ηα BamHI θαη EcoRI. 

Πεξηνξηζηηθή αλάιπζε ηεο θαηαζθεπήο pBluescript – FoxO1a κε BamHI δίλεη είηε 
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pBluSKP+ foxo1a

4926 bp

f1 (+) ori

pUC ori

Ampicillin

lac promoter FOXO1a

BamHI (669)

BamHI (2688)

EcoRI (2008)EcoRI (2670)

HindIII ( 721)

HindIII ( 2640)

XhoI ( 2631)

XhoI ( 2661)

κηα δώλε 5kb (θνξέαο 3kb θαη έλζεκα 2kb) είηε δύν δώλεο 3kb θαη 2kb αλάινγα κε 

ηνλ πξνζαλαηνιηζκό ηνπ ελζέκαηνο. Πέςε κε EcoRI δίλεη δύν δώλεο είηε 1,4kb θαη 

3,6kb είηε 600bp θαη 4,4kb (εηθόλα 6). Οη δύν δηαθνξεηηθνί πξνζαλαηνιηζκνί θαζώο 

θαη νη πεξηνξηζηηθέο ζέζεηο απεηθνλίδνληαη ζηελ εηθόλα 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Από δύν ζεηηθνύο θιώλνπο έγηλε απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA ζε κεγάιε 

θιίκαθα. Σέινο, πξαγκαηνπνηήζεθαλ επηπιένλ δηαγλσζηηθέο πέςεηο κε ηα έλδπκα 

BamHI, HindIII, EcoRI, XhoI θαη δηπιή πέςε κε XhoI/BamHI ελώ θαη νη δύν θιώλνη 

ζηάιζεθαλ γηα sequencing κε T7/T3 εθθηλεηέο γηα ηελ επαιήζεπζε ηεο ζσζηήο 

αιιεινπρίαο ηνπ cDNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pBSSK + FOXO1a

4926 bp

FOXO1a

f1 (+ ) ori

pUC ori

Ampicillin

lac promoter

BamHI (2661)

BamHI (2688)

EcoRI (1322)

EcoRI (2670)

HindIII (690)

HindIII (2609)

XhoI (669)

XhoI ( 699)

Δηθόλα 5: Κισλνπνίεζε ηνπ FOXO1a ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα pBluescript. Γηαθνξεηηθνί πξνζαλαηνιηζκνί ηνπ 

ελζέκαηνο FOXO1a θαη πεξηνξηζηηθέο ζέζεηο ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ. 

Δηθόλα 6: Κισλνπνίεζε ηνπ FoxO1a ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα pBluescript. Ηιεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 

1% πέςεσλ πιαζκηδηαθνύ DNA πνπ απνκνλώζεθε από θαιιηέξγεηα κηθξήο θιίκαθαο κεηαζρεκαηηζκέλσλ 

θπηηάξσλ XL-1. (1): ιDNA/HindIII ladder. Πέςε ηεο θαηαζθεπήο pBluescript – FoxO1a κε: (2) + (3) EcoRV, (4) + 

(5) BamHI 
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3.1.2 Τπνθισλνπνίεζε ηνπ FoxO1a ζηνλ θνξέα AviTEV FLAG pBSSK 

Δπεηδή ε αιιεινπρία ηνπ FoxO1a cDNA ζα ζέιακε λα εθθξάδεηαη ζαλ ζπλέρεηα ηνπ 

Avi TEV FLAG, παξάγνληαο έηζη κηα ρηκαηξηθή πξσηεΐλε πνπ ζα κπνξεί λα 

βηνηηλπιησζεί όηαλ εθθξάδεηαη ζηα επθαξπσηηθά θύηηαξα, ην FoxO1a 

ππνθισλνπνηήζεθε ζηνλ θνξέα AviTEV FLAG pBSSK. Παξόκνηα κε ηελ παξαπάλσ 

δηαδηθαζία ην FOXO1a αθνύ θόπεθε κε ηα έλδπκα XhoI θαη BamHI εληέζεθε ζηνλ 

θνξέα AviTEV FLAG pBSSK ν νπνίνο είρε πξώηα ππνζηεί πέςε κε ηα ίδηα έλδπκα. 

Οη πέςεηο ειεθηξνθνξήζεθαλ  θαη νη 

επηζπκεηέο δώλεο απνθόπεθαλ, 

θαζαξίζηεθαλ θαη αθνινύζεζε 

αληίδξαζε ζπγθόιιεζεο θαη 

κεηαζρεκαηηζκόο ηνπ ζηειέρνπο XL-

1 ηνπ E.coli. Η εηζαγσγή ηνπ πξνο 

θισλνπνίεζε cDNA ζηηο ζέζεηο 

XhoI θαη BamHI ηνπ AviTEV FLAG 

pBSSK επηηξέπεη λα βξίζθεηαη ζην 

ίδην πιαίζην αλάγλσζεο (in frame) κε  

ηελ αιιεινπρία AviTEV FLAG πνπ 

ππάξρεη ζηνλ θνξέα. Σα κεηαζρεκαηηζκέλα βαθηήξηα επηζηξώζεθαλ ζε ηξπβιία LB 

κε ακπηθηιιίλε. Από ηνπο θιώλνπο πνπ αλαπηύρζεθαλ απνκνλώζεθεο πιαζκηδηαθό 

DNA θαη αθνινύζεζαλ πεξηνξηζηηθέο πέςεηο κε ηα έλδπκα XhoI/BamHI, BamHI θαη 

AVITEVFLAG FOXO1a pBSSK

4980 bp

AVI TEV FLAG

FOXO1a

Ampicillin

f1 (+) ori

pUC ori

lac promoter

Asp718I (654)

BamHI (2742)

XhoI (780)

NotI (925)

NotI (2761)

Δηθόλα 7: Κισλνπνίεζε ηνπ FoxO1a ζηνλ θνξέα 

AviTEV FLAG pBSSK θαη ζέζεη πεξηνξηζκνύ ηνπ 

αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ. 

Δηθόλα 8: Κισλνπνίεζε ηνπ FoxO1a ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα AviTEV FLAG pBSSK. Ηιεθηξνθόξεζε ζε πεθηή 

αγαξόδεο 1% πέςεσλ πιαζκηδηαθνύ DNA πνπ απνκνλώζεθε από θαιιηέξγεηα κηθξήο θιίκαθαο 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηάξσλ XL-1. (1) : ιDNA/HindIII ladder. Πέςε ηεο θαηαζθεπήο AviTEV FLAG pBSSK + 

FoxO1a κε: (2) XhoI θαη BamHI,  (3) NotI θαη  (4) BamHI. 
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NotI. Πεξηνξηζηηθή αλάιπζε ηεο θαηαζθεπήο AviTEV FLAG pBSSK + FoxO1a κε 

XhoI/BamHI δίλεη δύν δώλεο, 2kb θαη 3kb. Πέςε κε BamHI δίλεη κηα δώλε 5kb 

(γξακκηθό πιαζκίδην) θαη πέςε κε NotI δίλεη δύν δώλεο, 1,8kb θαη 3,2kb (εηθόλα 8). 

Από ηνλ ζεηηθό θιώλν έγηλε απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA ζε κεγάιε θιίκαθα. 

 

3.1.3 Κισλνπνίεζε ηνπ FOXO1a ζε θνξέα επθαξπσηηθήο έθθξαζεο 

Η δηαδηθαζία θισλνπνίεζεο ζηνλ θνξέα pcDNA3.1(+) είλαη παξόκνηα κε απηή πνπ 

πεξηγξάθεηαη παξαπάλσ. Η εηζαγσγή ηνπ AviTEV FLAG-FoxO1a ζηηο ζέζεηο 

Asp718I θαη BamHI  ηνπ MCS (multiple cloning site) ηνπ pcDNA3.1(+) έρεη σο 

απνηέιεζκα ηελ απεπζείαο 

θισλνπνίεζε ηνπ cDNA ζην ζσζηό 

πξνζαλαηνιηζκό γηα ηελ νξζή 

έθθξαζή ηνπ (εηθόλα 9). Σν AviTEV 

FLAG-FoxO1a (κε άθξα Asp718I θαη 

BamHI όπσο απνκνλώζεθε κε 

εθηνκή ηεο δώλεο από πήθησκα 

αγαξόδεο θαη θαζαξηζκό ηνπ DNA) 

εληέζεθε ζηνλ pcDNA3.1(+) ν νπνίνο 

είρε ππνζηεί πέςε κε ηα έλδπκα ζηηο 

Asp718I θαη BamHI. Αθνινύζεζε 

αληίδξαζε ζπγθόιιεζεο θαη 

κεηαζρεκαηηζκόο ζην ζηέιερνο XL-1 ηνπ E.coli. Από θιώλνπο πνπ αλαπηύρζεθαλ ζε 

ηξπβιία LB κε ακπηθηιιίλε, έγηλε απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA ζε κηθξή θιίκαθα. 

Η επηβεβαίσζε ηεο έλζεζεο ηνπ AviTEV FLAG-FoxO1a έγηλε κε πέςε κε ηα έλδπκα 

EcoRI, XhoI, BglII, BamHI θαη δηπιή πέςε κε Asp718I θαη BamHI. Οη αλακελόκελεο 

δώλεο κεηά από ηελ πέςε ηνπ αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ κε ηα παξαπάλσ έλδπκα 

θαίλνληαη ζηελ εηθόλα 10. Από ην ζεηηθό θιώλν έγηλε απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ 

DNA κεγάιεο θιίκαθαο. 

 

AVI TEV FLAG Foxo1a pcDNA3.1

7504 bp

AVI TEV FLAG

FOXO1a

BGH pA

f1 ori

SV40 ori

Neomycin

SV40 pA

pUC ori

Ampicillin CMV promoter

Asp7 18I (918)

BamHI (3006)

BglII ( 13)

BglII ( 1591)

XhoI (1044)

XhoI (3062)

EcoRI (1667 )

EcoRI (3029)

Δηθόλα 9: Κισλνπνίεζε ηνπ FoxO1a ζηνλ θνξέα 

pcDNA3.1(+) θαη ζέζεηο πεξηνξηζκνύ ηνπ 

αλαζπλδπαζκέλνπ πιαζκηδίνπ. 
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3.1.4 Κισλνπνίεζε ηνπ FOXO3a γνληδίνπ ζε θνξέα πξνθαξπσηηθήο έθθξαζεο. 

Σν ζπλνιηθό κήθνο ηνπ cDNA ηνπ γνληδίνπ FoxO3a είλαη πεξίπνπ 2kb. 

Καηαζθεπάδνληαο ζηελ αξρή εθθηλεηέο γηα ηα 5’ θαη 3’ άθξα ηνπ cDNA δελ ήηαλ 

δπλαηό λα πάξνπκε νιόθιεξε ηελ αιιεινπρία νπόηε επηιέρζεθε κηα δηαθνξεηηθή 

ζηξαηεγηθή θισλνπνίεζεο. ρεδηάζηεθαλ εθθηλεηέο πνπ πεξηιακβάλνπλ κηα ζέζε 

πεξηνξηζκνύ γηα ηε NotI πνπ βξίζθεηαη πεξίπνπ ζηε κέζε ηεο αιιεινπρίαο. πλεπώο, 

κεηά ηελ PCR κε δύν δηαθνξεηηθά δεύγε εθθηλεηώλ πξνθύπηνπλ δύν ηκήκαηα ~1kb 

πνπ ην έλα θέξεη ζην 3’ άθξν ηελ πεξηνξηζηηθή ζέζε γηα ην έλδπκν NotI ελώ ην άιιν 

θέξεη ηελ αληίζηνηρε ζέζε ζην 5’ άθξν ηνπ. Μεηά ηελ αληίδξαζε ηεο PCR ηα 

πξντόληα ειεθηξνθνξήζεθαλ θαη νη επηζπκεηέο δώλεο απνθόπεθαλ από ην πήθησκα 

αγαξόδεο θαη θαζαξίζηεθαλ. Σν θάζε ηκήκα θισλνπνηήζεθε ρσξηζηά ζε pBluescript  

SK(+) πνπ έρεη ππνζηεί πέςε κε EcoRV. Αθνινύζεζε κεηαζρεκαηηζκόο ηνπ 

ζηειέρνπο XL-1 ηνπ E.coli  θαη έπεηηα ηα κεηαζρεκαηηζκέλα βαθηήξηα επηζηξώζεθαλ 

ζε ηξπβιία LB κε ακπηθηιιίλε, X-Gal θαη IPTG. Από ηηο κπιε θαη ιεπθέο απνηθίεο 

πνπ αλαπηύρζεθαλ επηιέρζεθαλ νη ιεπθέο πνπ εκβνιηάζηεθαλ ζε πγξή θαιιηέξγεηα 

κε ηελ αθόινπζε απνκόλσζε ηνπ πιαζκηδίνπ. Γηα ηελ επηβεβαίσζε ηεο εηζαγσγήο 

θαη ηνπ πξνζαλαηνιηζκνύ ηνπ ελζέκαηνο πξαγκαηνπνηήζεθαλ δηαγλσζηηθέο πέςεηο. 

Γηα ην πιαζκίδην ζην νπνίν θισλνπνηήζεθε ην πξώην κηζό ηνπ cDNA ηνπ FoxO3a 

Δηθόλα 10: Κισλνπνίεζε ηνπ AviTEV FLAG+FoxO1a ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα pcDNA3.1(+). Ηιεθηξνθόξεζε 

ζε πεθηή αγαξόδεο 1% πέςεσλ πιαζκηδηαθνύ DNA πνπ απνκνλώζεθε από θαιιηέξγεηα κηθξήο θιίκαθαο 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηάξσλ XL-1. (1) : ιDNA/HindIII ladder. Πέςε ηεο θαηαζθεπήο AviTEV FLAG+ FoxO1a 

pcDA3.1 κε: (2) EcoRI, (3) XhoI, (4) BglIII, (5) BamHI,  (6) Asp718I θαη BamHI. 
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έγηλαλ πέςεηο κε ηα έλδπκα XhoI, NotI θαη NcoI. Οη αλακελόκελεο δώλεο από ηελ 

πεξηνξηζηηθή αλάιπζε ηνπ ζεηηθνύ θιώλνπ κε ηα παξαπάλσ έλδπκα θαίλνληαη ζηελ 

εηθόλα 11. 

 

Γηα ην πιαζκίδην ζην νπνίν έρεη θισλνπνηεζεί ην δεύηεξν κηζό ηνπ FoxO3a έγηλαλ 

πέςεηο κε ηα έλδπκα NotI θαη KpnI. Η πεξηνξηζηηθή αλάιπζε ηνπ ζεηηθνύ θιώλνπ κε 

ηα παξαπάλσ έλδπκα απεηθνλίδεηαη παξαθάησ. 

 

Δηθόλα 11: Κισλνπνίεζε ηνπ πξώηνπ ηκήκαηνο ηνπ FoxO3a ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα pBluescript SK(+). 

Ηιεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 1% πέςεσλ πιαζκηδηαθνύ DNA πνπ απνκνλώζεθε από θαιιηέξγεηα κηθξήο 

θιίκαθαο κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηάξσλ XL-1. (1) : ιDNA/HindIII ladder. Πέςε ηεο θαηαζθεπήο pBluescript 

SK+ FOXO3a κε: (2) XhoI, (3), NcoI θαη (4) ΝοtΙ. 

 

Δηθόλα 12: Κισλνπνίεζε ηνπ δεύηεξνπ ηκήκαηνο ηνπ FoxO3a ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα pBluescript SK(+). 

Ηιεθηξνθόξεζε ζε πεθηή αγαξόδεο 1% πέςεσλ πιαζκηδηαθνύ DNA πνπ απνκνλώζεθε από θαιιηέξγεηα κηθξήο 

θιίκαθαο κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηάξσλ XL-1. (1) : ιDNA/HindIII ladder. Πέςε ηεο θαηαζθεπήο pBluescript 

SK+ FoxO3a κε: (2) ΝοtΙ, (3) KpnI. 
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Από ηνπο ζεηηθνύο θιώλνπο έγηλε απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA ζε κεγάιε 

θιίκαθα. 

ηε ζπλέρεηα ζα πξέπεη λα γίλεη sequencing γηα ηελ επαιήζεπζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ 

ελζέκαηνο θαη ππνθισλνπνίεζε ζε θνξέα επθαξπσηηθήο έθθξαζεο. 

 

3.2 Έιεγτος έθθραζες ηοσ γοληδίοσ FoxO1a ζε θσηηαρηθές ζεηρές HeLa 

Γηα λα ειέγμνπκε αλ ην γνλίδην ηνπ FoxO1a είλαη ηθαλό λα κεηαγξαθεί ζε 

επθαξπσηηθά θύηηαξα έγηλε επηκόιπλζε ηεο θπηηαξηθήο ζεηξάο HeLa κε ηνλ θνξέα 

επθαξπσηηθήο έθθξαζεο AviTEV FLAG+ FoxO1a pcDNA3.1. γηα ην ζθνπό απηό 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηέζζεξα ηξπβιία θπηηαξνθαιιηέξγεηαο 10cm
2
 όπνπ ηα HeLa 

αθέζεθαλ λα κεγαιώζνπλ θηάλνληαο 70-80% πιεξόηεηα. ηε ζπλέρεηα ηα δύν 

ηξπβιία επηκνιύλζεθαλ κε 30κg ζπλνιηθά πιαζκηδηαθνύ DNA (15κg AviTEV 

FLAG+ FoxO1a pcDA3.1 θαη 15κg 3xHANLSBirA EF1apolyA PGK-puro_pBS), 

όπσο πεξηγξάθεηαη ζηα πιηθά-κεζόδνπο, θαη ηα άιια δύν δελ ππέζηεζαλ δηακόιπλζε. 

ηε ζπλέρεηα ζπιιέρζεθε ην RNA από ηα θύηηαξα θαη κεηαηξάπεθε ζε cDNA κε ηελ 

αληίδξαζε ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο. Σν cDNA ρξεζηκνπνηήζεθε γηα Real-time 

PCR. Οη εθθηλεηέο πνπ ζρεδηάζηεθαλ γηα ην γνλίδην ηνπ FoxO1a ηνπ πνληηθνύ 

αλαγλσξίδνπλ θαη πξνζδέλνληαη θαη ζην αλζξώπηλν γνλίδην δίλνληαο πξντόλ θαη ζηα 

κε κεηαζρεκαηηζκέλα θύηηαξα. Καηά ηελ αληίδξαζε ρξεζηκνπνηήζεθαλ εθθηλεηέο 

θαη γηα ην αλζξώπηλν γνλίδην gapdh (housekeeping γνλίδην) ζαλ γνλίδην ειέγρνπ. Σα 

απνηειέζκαηα ηεο αληίδξαζεο έδεημαλ όηη ην γνλίδην FoxO1a ππεξεθθξάδεηαη ζηα 

κεηαζρεκαηηζκέλα θύηηαξα έρνληαο κέρξη θαη 10 θύθινπο δηαθνξά από ηα κε 

κεηαζρεκαηηζκέλα, ελώ ην γνλίδην gapdh είρε ηελ ίδηα έθθξαζε θαη ζηηο δύν 

ζπλζήθεο. ύκθσλα κε ηνλ ηύπν γηα ην fold change βξήθακε όηη: 

Fold change = 1,8
ΓCt target (control-treated)

/ 1,8
ΓCt ref (control-treated)

 = 1,8
18-11

/1,8
17-18

 = 111 

Έρνπκε ζπλεπώο κηα ππεξέθθξαζε ηεο ηάμεο ησλ 111 θνξώλ ηνπ FOXO1a ζηα 

κεηαζρεκαηηζκέλα ζε ζρέζε κε ηα κε κεηαζρεκαηηζκέλα θύηηαξα HeLa. 

 

Γηα ηνλ έιεγρν ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο FoxO1a  (~80kD) ζηα επθαξπσηηθά 

θύηηαξα έγηλε επηκόιπλζε θπηηάξσλ HeLa κε ην πιαζκίδην AviTEV FLAG+ FoxO1a 

pcDA3.1. ρξεζηκνπνηήζεθαλ ελληά ηξπβιία θπηηαξνθαιιηέξγεηαο 10cm
2
 από ηα 
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νπνία ηξία επηκνιύλζεθαλ κε 15κg AviTEV FLAG+ FoxO1a pcDNA3.1 θαη 15κg 

3xHANLSBirA EF1apolyA PGK-puro_pBS ην θαζέλα, ηξία κε 15κg 

bioGATApcDNA3.1(+) θαη 15κg 3xHANLSBirA EF1apolyA PGK-puro_pBS θαη ηα 

ππόινηπα κε 15κg 3xHANLSBirA EF1apolyA PGK-puro_pBS σο αξλεηηθό control. 

Αθέζεθαλ λα κεγαιώζνπλ ζηνπο 37
o
C γηα 18h θαη έπεηηα ζπιιέρζεθαλ γηα ηελ 

απνκόλσζε ηνπ ππξεληθνύ εθρπιίζκαηνο ζύκθσλα κε ηε δηαδηθαζία πνπ 

πεξηγξάθεηαη παξαπάλσ. Μεηά ηε ζπιινγή ηνπ ππεξθεηκέλνπ πνπ πεξηέρεη ην 

ζπλνιηθό πξσηετληθό εθρύιηζκα αθνινύζεζε πνζνηηθνπνίεζε ησλ πξσηετλώλ κε ηε 

κέζνδν Bradford. Η πειιέηα πνπ πξνέθπςε θαηά ηε δηαδηθαζία απνκόλσζεο 

θπιιάρζεθε ζηνπο -20
ν
C γηα πεξαηηέξσ επεμεξγαζία. 

Σα πξσηετληθά εθρπιίζκαηα αλαιύζεθαλ γηα ηελ ύπαξμε ηεο FoxO1a πξσηεΐλεο ζε 

πήθησκα 8,5% SDS-πνιπαθξηιακηδίνπ, αλνζναπνηύπσζε θαηά Western θαη 

αλνζναλίρλεπζε έλαληη ηνπ FoxO1a. Γηα ην πήθησκα ρξεζηκνπνηήζεθαλ 30κg 

πξσηεΐλεο από θάζε δείγκα, ελώ παξάιιεια θνξηώζεθε θαη κέξνο ηεο πειιέηαο κεηά 

από βξαζκό ζηνπο 100
ν
C. Όπσο θαίλεηαη από ηελ εηθόλα 13 ε πξσηεΐλε FoxO1a δελ 

εληνπίζηεθε ζην ππεξθείκελν αιιά ζηελ πειιέηα ηνπ δείγκαηνο ζπλδεδεκέλε κε ηε 

ρξσκαηίλε.  

 

Όπσο παξαηεξείηαη από ηελ εηθόλα 13 ε πξσηεΐλε FoxO1a εθθξάδεηαη πην έληνλα 

ζηα θύηηαξα πνπ έρνπλ επηκνιπλζεί κε AviTEV FLAG+ FoxO1a pcDNA3.1 θαη 

3xHANLSBirA EF1apolyA PGK-puro_pBS ζε ζύγθξηζε κε ηα άιια δύν δείγκαηα. 

Δπίζεο ζύκθσλα κε ηηο κεηξήζεηο ηεο έληαζεο ησλ δσλώλ από ην πξόγξακκα ImageJ 

Δηθόλα 13: Αλνζναπνηύπσζε θαηά Western θαη αλζναλίρλεπζε έλαληη ηεο πξσηεΐλεο FoxO1a (~80kD). 

Πξσηετληθό εθρύιηζκα (πειιέηα) από κεηαζρεκαηηζκέλα HeLa κε (1) bioGATApcDNA3.1(+) θαη 3xHANLSBirA 

EF1apolyA PGK-puro_pBS, (2) 3xHANLSBirA EF1apolyA PGK-puro_pBS θαη (3) AviTEV FLAG+ FoxO1a 

pcDNA3.1 θαη 3xHANLSBirA EF1apolyA PGK-puro_pBS  
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θαη κεηά από επεμεξγαζία ζην Excel ηα απνηειέζκαηα αλαπαξίζηαληαη ζην 

παξαθάησ ζρήκα.  

 

Βιέπνπκε ινηπόλ όηη ζηα θύηηαξα πνπ έρνπλ κεηαζρεκαηηζηεί κε ην AviTEV FLAG+ 

FoxO1a pcDNA3.1 ε έληαζε είλαη 3,4 θνξέο πεξηζζόηεξε ζε ζρέζε κε ην control, 

ππνδειώλνληαο ηελ απμεκέλε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο ζηα θύηηαξα απηά. Δπίζεο, 

θαίλεηαη όηη ζηα θύηηαξα πνπ έρνπλ κεηαζρεκαηηζηεί κε ην bioGATApcDNA3.1(+) 

έρνπλ κεησκέλε έθθξαζε ζε ζρέζε κε ην control, πξάγκα πνπ δελ ζα έπξεπε λα 

ζπκβαίλεη θαη ίζσο νθείιεηαη ζε ηερληθό ιάζνο θαηά ην θόξησκα ηνπ δείγκαηνο. 

 

ηε ζπλέρεηα, ζέινληαο λα δνύκε αλ ε πξσηεΐλε FoxO1a βηνηηλπιηώλεηαη έγηλε 

έθινπζε ηνπ αληηζώκαηνο anti-FoxO1a (stripping) θαη ε κεκβξάλε επσάζηεθε κε 

αληίζσκα έλαληη ηεο βηνηίλεο streptavidin-HRP. Γηα ηελ επηβεβαίσζε ησλ 

απνηειεζκάησλ, ρξεζηκνπνηήζεθε ε ππόινηπε πνζόηεηα ηεο πειιέηαο από 

κεηαζρεκαηηζκέλα θύηηαξα ε νπνία ππέζηε επεμεξγαζία κε DNase θαη MNase. Από 

ηελ πνζόηεηα ησλ πξσηετλώλ πνπ πξνέθπςε 30κg θνξηώζεθαλ ζε πήθησκα 8,5% 

SDS-πνιπαθξπιακηδίνπ. Αθνινύζεζε αλνζναπνηύπσζε θαηά Western θαη 

αλνζναλίρλεπζε έλαληη ηεο βηνηίλεο κε streptavidin-HRP. ην πήθησκα επίζεο 

θνξηώζεθε θαη ε πειιέηα πνπ πξνέθπςε κεηά από βξαζκό. Σα απνηειέζκαηα 

θαίλνληαη ζηελ εηθόλα 14. 

 

AviTEVFLAG+ 

FOXO1a pcDNA3.1 

3xHANLSBirAEF1a 

polyA PGK-puro_pBS  

bioGATA 

pcDNA3.1 
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Οη κπάληεο πνπ εκθαλίδνληαη ζηελ εηθόλα είλαη θαξβνμπιάζεο πνπ πάληα 

βηνηηλπιηώλνληαη ζηα θύηηαξα. πλεπώο, θαίλεηαη όηη ελώ ε αλαζπλδπαζκέλε 

πξσηεΐλε FoxO1a εθθξάδεηαη ζηα κεηαζρεκαηηζκέλα θύηηαξα, ην ζύζηεκα 

βηνηηλπιίσζεο δελ ιεηηνπξγεί θαζώο δελ πήξακε θαλέλα δηαθνξεηηθό απνηέιεζκα θαη 

γηα ηα θύηηαξα πνπ έρνπλ κεηαζρεκαηηζηεί κε bioGATApcDNA3.1(+), ηα νπνία 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζαλ ζεηηθό control βηνηηλπιίσζεο.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 13: Αλνζναπνηύπσζε θαηά Western θαη αλζναλίρλεπζε έλαληη ηεο βηνηίλεο. Πξσηετληθό εθρύιηζκα από 

πειιέηα κεηαζρεκαηηζκέλσλ HeLa κε (1) AviTEV FLAG+ FoxO1a pcDNA3.1 θαη 3xHANLSBirA EF1apolyA 

PGK-puro_pBS, (2) 3xHANLSBirA EF1apolyA PGK-puro_pBS θαη (3) bioGATApcDNA3.1(+) θαη 

3xHANLSBirA EF1apolyA PGK-puro_pBS. Πξσηετληθό εθρύιηζκα κεηά από επεμεξγαζία πειιέηαο 

κεηαζρεκαηηζκέλσλ HeLa κε (4) AviTEV FLAG+ FoxO1a pcDNA3.1 θαη 3xHANLSBirA EF1apolyA PGK-

puro_pBS, (5) 3xHANLSBirA EF1apolyA PGK-puro_pBS θαη (6) bioGATApcDNA3.1(+) θαη 3xHANLSBirA 

EF1apolyA PGK-puro_pBS. 
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4. ΤΕΖΣΖΖ 

Η κειέηε ηνπ πξσηεώκαηνο απνηειεί ζεκαληηθό βήκα γηα ηελ θαηαλόεζε ησλ 

ιεηηνπξγηώλ δηαθόξσλ πξσηετλώλ. Έρνπλ αλαπηπρζεί πνιιέο κέζνδνη θαζαξηζκνύ 

πξσηετληθώλ ζπκπιόθσλ νη νπνίεο είλαη πνιύ απνηειεζκαηηθέο. Πξνθεηκέλνπ ινηπόλ 

λα κειεηεζνύλ νη δηάθνξεο ιεηηνπξγίεο ησλ πξσηετλώλ FoxO1a θαη FoxO3a, 

πξνζπαζήζακε λα αλαπηύμνπκε έλα ζύζηεκα βηνηηλπιίσζεο γηα ηνλ θαιύηεξν 

θαζαξηζκό θαη απνκόλσζε ησλ πξσηετλώλ θαη ησλ ζπκπιόθσλ ηνπο.   

Η βηνηηλπιίσζε είλαη  κηα δηαδηθαζία όπνπ ε βηνηίλε επηζπλάπηεηαη νκνηνπνιηθά ζε 

κόξηα ή ππνζηξώκαηα. Η βηνηίλε είλαη έλαο θπζηθόο ζπκπαξάγνληαο γηα ηα 

κεηαβνιηθά έλδπκα, ν νπνίνο είλαη ελεξγόο κόλν όηαλ επηζπλάπηεηαη νκνηνπνιηθά κε 

απηά ππό ηε δξάζε εηδηθώλ ιηγαζώλ βηνηίλεο.  

 

Η πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πνπ αθνινπζήζεθε έρεη ζαλ απώηεξν ζηόρν ηελ αλάπηπμε 

ελόο ζπζηήκαηνο βηνηηλπιίσζεο πνπ ζα βνεζήζεη ζηελ θαηαλόεζε ησλ 

αιιειεπηδξάζεσλ ησλ πξσηετλώλ FoxO κε άιιεο πξσηεΐλεο θαη ζηελ απνζαθήληζε 

ηνπ ξόινπ ηνπο ζηελ καθξνδσία. 

πγθεθξηκέλα απνκνλώζεθε ην cDNA ησλ γνληδίσλ FoxO1a θαη FoxO3a θαη 

θισλνπνηήζεθε ζε θνξείο πξνθαξπσηηθήο έθθξαζεο (pBluescript SK(+)). ηε 

ζπλέρεηα, ην FoxO1a θόπεθε κε ηα θαηάιιεια πεξηνξηζηηθά έλδπκα θαη εηζήρζε ζηνλ 

θνξέα AviTEV FLAG pBSSK in frame κε ηελ αιιεινπρία AviTEV FLAG, κηα 

αιιεινπρία 14 ακηλνμέσλ πνπ κπνξεί λα βηνηηλπιησζεί, είλαη αξθεηά κηθξή θαη έρεη 

βξεζεί όηη δελ επεξεάδεη ηε δηακόξθσζε ηεο πξσηεΐλεο. Έπεηηα, νιόθιεξν ην ηκήκα 

AviTEV FLAG+ FoxO1a ππνθισλνπνηήζεθε ζηνλ θνξέα επθαξπσηηθήο έθθξαζεο 

pcDNA3.1(+) θάησ από ηνλ CMV ππνθηλεηή. Η αιιεινπρία απηή όηαλ εθθξαζηεί 

παξάγεη κηα ρηκαηξηθή πξσηεΐλε πνπ είλαη ηθαλή λα βηνηηλπιησζεί ζην ακηλνηειηθό ηεο 

άθξν. Σν γεγνλόο απηό θαζηζηά εθηθηή ηελ απνκόλσζε ησλ ρηκαηξηθώλ πξσηετλώλ, 

θαζώο ε πξόζδεζε βηνηίλεο/αβηδίλεο είλαη κηα από ηηο ηζρπξόηεξεο πξνζδέζεηο ζηε 

θύζε (Kd = 10
-15

M), πνιύ πην ηζρπξή από εθείλεο ησλ αληηζσκάησλ πνπ 

ρξεζηκνπνηνύληαη ζπρλά ή άιισλ ζηνηρείσλ ζπλάθεηαο. Με ηε ρξήζε καγλεηηθώλ 

ζθαηξηδίσλ ζηξεπηαβηδίλεο κπνξνύκε λα απνκνλώζνπκε ηηο επηζπκεηέο πξσηεΐλεο 

από ην πξντόλ ιύζεο ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ επθαξπσηηθώλ θπηηάξσλ κε ηα 

αλαζπλδπαζκέλα πιαζκίδηα.  
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Από ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα θαίλεηαη όηη ηη FoxO1a κεηαγξάθεηαη θαη 

κεηαθξάδεηαη θαηά ηελ επηκόιπλζε ησλ επθαξπσηηθώλ θπηηάξσλ κε ην 

αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην AviTEV FLAG+ FoxO1a pcDNA3.1, όκσο ε 

βηνηηλπιίσζε δελ θαίλεηαη λα είλαη απνηειεζκαηηθή. Ίζσο απηό επζύλεηαη ζην 

γεγνλόο όηη ε ιηγάζε ηεο βηνηίλεο BirA είλαη κηα βαθηεξηαθή πξσηεΐλε πνπ όηαλ 

παξαρζεί θαη ζε κεγάιεο πνζόηεηεο ζε επθαξπσηηθνύο νξγαληζκνύο απνδνκείηαη. 

Ίζσο λα νθείιεηαη θαη ζην όηη ε επηκόιπλζε ησλ θπηηάξσλ κε δύν πιαζκίδηα δελ 

είλαη ηόζν απνηειεζκαηηθή, νπόηε θαη ε έλζεζε ηνπ AviTEV FLAG+ FoxO1a ζε έλα 

πιαζκδηαθό θνξέα πνπ θέξεη θαη ηελ αιιεινπρία πνπ θσδηθνπνηεί γηα ην BirA 

(3xHANLSBirA CMV_pBUDNeo) θαζηζηά πην εύθνιε ηε δηαδηθαζία. Δπίζεο ην 

γεγνλόο όηη ην FOXO1a βξέζεθε ζηελ πειιέηα καδί κε ηε ρξσκαηίλε θαη όρη ζην 

ππεξθείκελν δπζθνιεύεη ηελ παξαπέξα δηαδηθαζία απνκόλσζεο θαη θαζαξηζκνύ, 

νπόηε θαη νη ζπλζήθεο γηα ηε ιήςε ηνπ πξσηετληθνύ εθρπιίζκαηνο ζα πξέπεη λα 

γίλνπλ πην απζηεξέο. 

Η αλάπηπμε ηνπ ζπζηήκαηνο βηνηηλπιίσζεο ζα κπνξνύζε λα ρξεζηκνπνηεζεί ζε in 

vitro αιιά θαη in vivo πεηξάκαηα. 

Η ξύζκηζε ησλ FoxO όπσο αλαθέξζεθε θαη ζηελ εηζαγσγή εμαξηάηαη από πνιινύο 

παξάγνληεο. Η δεκηνπξγία θπηηαξηθώλ ζεηξώλ πνπ εθθξάδνπλ βηνηηλπιησκέλν FoxO 

πξνζθέξεη ηε δπλαηόηεηα αλίρλεπζεο ησλ πξσηετλώλ πνπ ζπγθξνηνύλ FoxO-

ζύκπινθα κέζσ πξόζδεζήο ηνπο ζε ζθαηξίδηα ζηξεπηαβηδίλεο θαη ζηε ζπλέρεηα 

αλάιπζε ησλ ελ ιόγσ ζπκπιόθσλ κε θαζκαηνκεηξία κάδαο. Απηή ε κεζνδνινγία 

δίλεη ηε δπλαηόηεηα αλίρλεπζεο κηαο πνηθηιίαο πξσηετληθώλ FoxO-ζπκπιόθσλ 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη απηώλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ αλαδηακόξθσζε ηεο 

ρξσκαηίλεο θαη/ή ελδύκσλ ηξνπνπνίεζεο ησλ ηζηνλώλ αιιά θαη πνιιώλ άιισλ λέσλ 

παξαγόλησλ.  

Φαίλεηαη όηη ε SIRT1 επεξεάδεη ηελ έθθξαζε δηαθόξσλ γνληδίσλ πνπ βξίζθνληαη ππό 

ηε ξύζκηζε ησλ FoxO. Γηαθνξεηηθό κνηίβν αθεηπιίσζεο ησλ FoxO θαίλεηαη λα έρεη 

δηαθνξεηηθό ξόιν ζηε ξύζκηζε γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ θπηηαξηθό ζάλαην 

είηε κα ηελ απόθξηζε ζην ζηξεο. Πέξα όκσο από ηε SIRT1 ίζσο ππάξρνπλ θη άιινη 

παξάγνληεο πνπ ξπζκίδνπλ ηε κεηαγξαθηθή δξαζηεξηόηεηα ησλ FoxO. Ο p53 είλαη 

έλαο παξάγνληαο πνπ επίζεο πθίζηαηαη πνιιέο κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο 

πνπ ειέγρνπλ ηε δξάζε ηνπ. Η SIRT1 είλαη έλαο παξάγνληαο πνπ θαίλεηαη λα 

θαηαζηέιιεη ηε δξάζε ηνπ. ε ζπλζήθεο ππνμίαο, ν p53 θαίλεηαη λα ξπζκίδεηαη θαη 
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από αιιειεπίδξαζε κε ηε CSB πξσηεΐλε θαηαζηέιινληαο ηε κεηαγξαθή πξν-

απνπησηηθώλ γνληδίσλ, θαζώο ππάξρεη  κηα αληαγσληζηηθή πξόζδεζε κε ηνλ 

παξάγνληα p300. Απηόο ν παξάγνληαο αθεηπιίσζεο θαίλεηαη λα αιιειεπηδξά θαη κε 

ηνπο FoxO ξπζκίδνληαο ηε δξάζε ηνπ. Οπόηε, πηζαλή αιιειεπίδξαζε ησλ FoxO κε 

ηελ CSB πξσηεΐλε πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ αλαδηακόξθσζε ηεο ρξσκαηίλεο ίζσο 

πξνζαλαηνιίδεη ηνπο FoxO ζηελ θπηηαξηθή επηβίσζε θάησ από ζπλζήθεο ζηξεο. 

Πεηξάκαηα αλνζνθαηαθξήκληζεο κπνξνύλ λα επηβεβαηώζνπλ κηα ηέηνηα ππόζεζε. 

Θα κπνξνύζαλ λα δεκηνπξγεζνύλ δηάθνξεο θπηηαξηθέο ζεηξέο πνπ εθθξάδνπλ 

βηνηηλπιησκέλν FoxO από πνληίθηα πνπ γεξλνύλ θπζηνινγηθά ζε δηάθνξεο θάζεηο ηεο 

ειηθίαο ηνπο. Μνληκνπνίεζε ηεο ρξσκαηίλεο θαη αθόινπζε απνκόλσζε ησλ 

βηνηηλπιησκέλσλ FoxO κεηά από πξόζδεζε ζηα ζθαηξίδηα ζηξεπηαβηδίλεο ζα 

κπνξνύζαλ λα δώζνπλ πνιύ ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηα γνλίδηα-ζηόρνπο 

ησλ FoxO. Πεηξάκαηα ChIP on chip ζην πξντόλ πνπ ιακβάλεηαη από ηα ζθαηξίδηα 

ζηξεπηβηδίλεο ζα κπνξνύζαλ λα απνθαιύςνπλ ηνπο ζηόρνπο ησλ FoxO ζε 

δηαθνξεηηθά ζηάδηα, πνηα λέα γνλίδηα-ζηόρνη ελεξγνπνηνύληαη θαη πνηα 

απνζησπνύληαη θαηά ηε γήξαλζε. 

Η θαηαλόεζε ινηπόλ ηεο ξύζκηζεο ησλ FoxO αιιά θαη ην πώο απηέο ξπζκίδνπλ ηε 

γνληδηαθή έθθξαζε ζα είλαη έλα θξίζηκν βήκα ζηελ θαηαλόεζε ηεο γήξαλζεο, θαζώο 

θαη ησλ αζζελεηώλ πνπ εκθαλίδνληαη θαηά ηε γήξαλζε. 
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