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ΠΡΟΛΟΓΟ΢ 

Η παροϑςα διπλωματικό εργαςύα εύναι το αποτϋλεςμα μύασ διαρκοϑσ 
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θερμϊ την Κϑρια Ερευνότρια ΢ϑλβα Φαραλϊμπουσ για την καθοριςτικό τησ 

ςυμβολό ςτη δημιουργύα διαγονιδιακών ποντικών καθώσ και για τισ πολϑ 

εϑςτοχεσ παρατηρόςεισ, τη ςυνετό καθοδόγηςη και την παιδαγωγικό τησ αγϊπη. 

Σϋλοσ, θα όθελα να ευχαριςτόςω την Ερευνότρια Δ΄ Ϊρα Σαουφικ και την 

Διευθϑντρια Ερευνών Lesley Probert για τη ςυμμετοχό τουσ ςτη δημιουργύα του 

πλαςμιδιακοϑ φορϋα, για τη μεταφορϊ τησ τεχνογνωςύασ και για την εξαιρετικό 

ςυνεργαςύα. 

Θα όθελα να ευχαριςτόςω ακϐμα, τουσ δϑο εξεταςτϋσ τησ τριμελόσ μου 

επιτροπόσ που δϋχθηκαν να ςυμμετϋχουν ςε αυτό καθώσ και για τισ γνώςεισ που 

μου προςϋφεραν κατϊ τη φούτηςη μου ςτο Μεταπτυχιακϐ Πρϐγραμμα, Ομϐτιμο 

Καθηγητό Λουκϊ Μαργαρύτη και Αναπληρώτρια Καθηγότρια Ιςιδώρα Παπαςιδϋρη. 

Αλλϊ, και την Επύκουρο Καθηγότρια Ρϊνια Σςιτςιλώνη για την επιςτημονικό και 

ςυναιςθηματικό υποςτόριξη. 

΢τη ςυνϋχεια, θα όθελα να εκδηλώςω την αγϊπη μου και τη μεγϊλη εκτύμηςη 

μου προσ ςτην υποψόφια διδϊκτορα Νϊντια Καβροχωριανοϑ και τη Δρ Μαρύα 
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Ευαγγελύδου ϐχι μϐνο για τη μεταφορϊ τησ τεχνογνωςύασ ϐςον αφορϊ τισ τεχνικϋσ 
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τη ςυμβολό τουσ και για τισ εποικοδομητικϋσ ςυζητόςεισ. 
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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 

H γόρανςη εύναι ϋνα αναπϐφευκτο φυςιολογικϐ φαινϐμενο για κϊθε ζωντανϐ 

οργανιςμϐ. Ψσ γόρανςη ορύζεται το ςϑνολο των χρονικϊ αθροιζϐμενων 

βιολογικών μεταβολών οι οπούεσ καταλόγουν ςτην φυςικό και λειτουργικό 

κατϊρρευςη του οργανιςμοϑ και την προώοϑςα αϑξηςη τησ θνηςιμϐτητασ. Αν και 

τα βιολογικϊ αύτια τησ γόρανςησ δεν ϋχουν μϋχρι ςτιγμόσ διαλευκανθεύ πλόρωσ 

εύναι γνωςτϐ ϐτι ςυμπεριλαμβϊνουν ιδιαύτερα περύπλοκεσ αλληλεπιδρϊςεισ 

γενετικών παραγϐντων και περιβϊλλοντοσ δηλαδό πρϐκειται για ϋνα 

πολυπαραγοντικϐ φαινϐμενο. Εύναι, επύςησ, ςαφϋσ ϐτι το γόρασ αποτελεύ τον 

κϑριο παρϊγοντα κινδϑνου για την εμφϊνιςη μιασ ςειρϊσ αςθενειών, οι πιο κοινϋσ 

απϐ τισ οπούεσ εύναι ο καρκύνοσ, οι νευροεκφυλιςτικϋσ νϐςοι, η ςτεφανιαύα νϐςοσ 

και ο διαβότησ. Η κατανϐηςη των κυτταροβιολογικών μηχανιςμών που 

ςχετύζονται με την εμφϊνιςη του φαινοτϑπου τησ γόρανςησ και ο ςυςχετιςμϐσ 

τουσ με τισ μεταβολϋσ που προκαλοϑν τισ αςθϋνειεσ του γόρατοσ, ϐπωσ εύναι ο 

καρκύνοσ, εύναι μια ςημαντικό παρϊμετροσ ςτην προςπϊθεια για τη βελτύωςη τησ 

ποιϐτητασ ζωόσ, την πρϐληψη των αςθενειών του γόρατοσ και την ανϊπτυξη νϋων 

βιοώατρικών διαγνωςτικών και θεραπευτικών μϋςων. 

Ο καρκύνοσ αποτελεύ την αιτύα για ϋνα μεγϊλο ποςοςτϐ θανϊτων ανϊ τον κϐςμο 

(13% ϐλων των θανϊτων το 2007). Ϊτςι, η μελϋτη θεραπευτικών ουςιών- 

θεραπευτικών ςχημϊτων για την αναςτολό μορύων που αναςτϋλλουν τϐςο ςτην 

επιβύωςη των καρκινικών κυττϊρων ϐςο και ςτην διαφυγό απϐ την επιτόρηςη του 

ανοςοποιητικοϑ βρύςκονται ςε εξϋλιξη. Η Apolipoprotein J/Clusterin αποτελεύ 

φαρμακευτικϐ ςτϐχο, αφοϑ μετϊ τη χρόςη αντινοηματικών νουκλεοτιδύων που 

ανϋςτειλαν τη παραγωγό τησ (κλινικϋσ δοκιμϋσ φϊςησ IΙ) διαπιςτώθηκε η αϑξηςη 

τησ επιβύωςησ των ατϐμων που ϋπαςχαν απϐ καρκύνο του προςτϊτη. 

Λαμβϊνοντασ υπ’ ϐψιν ϐτι η Clusterin αποτελεύ ςτϐχο αντικαρκινικόσ θεραπεύασ, 

καθώσ και το γεγονϐσ ϐτι ο καρκύνοσ αποτελεύ μύα αςθϋνεια κατϊ την οπούα τα 

καρκινικϊ κϑτταρα εξαρτώνται αρκετϊ απϐ το περιβϊλλον του ϐγκου (milleu) 

τϐςο για τον πολλαπλαςιαςμϐ τουσ ϐςο για το αν θα διηθόςουν τη βαςικό 
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μεμβρϊνη και θα ενδοαγγειωθοϑν ςτην κυκλοφορύα του αύματοσ, η in vivo μελϋτη 

του λειτουργικοϑ ρϐλου τησ ςυγκεκριμϋνησ πρωτεϏνησ υπόρξε ο κϑριοσ ςτϐχοσ τησ 

παροϑςασ εργαςύασ. Αξύζει να ςημειωθεύ ϐτι μελϋτεσ που ϋχουν πραγματοποιηθεύ 

ςε κυτταρικϋσ ςειρϋσ οςτεοςαρκώματοσ ϋχουν δεύξει ϐτι η υπερϋκφραςη τησ 

Clusterin εμποδύζει τον κυτταρικϐ θϊνατο και προωθεύ την επιβύωςη του 

καρκινικοϑ κυττϊρου.  

Η Apolipoprotein J/Clusterin εκτϐσ απϐ την εμπλοκό τησ ςτην καρκινογϋνεςη, 

αποτελεύ ϋναν αξιϐπιςτο βιοδεύκτη τησ γόρανςησ in vivo και in vitro. ΢υγκεκριμϋνα, 

ϋχει παρατηρηθεύ η αϑξηςη τησ εν λϐγω πρωτεϏνησ κατϊ τη γόρανςη των ατϐμων. 

Πιθανολογεύται ϐτι η αϑξηςη του οξειδωτικοϑ φορτύου και κατϊ ςυνϋπεια των 

οξειδωμϋνων πρωτεώνών κατϊ το γόρασ οδηγεύ ςτην υπερϋκφραςη τησ Clusterin. Η 

παρατόρηςη αυτό πιθανϐτατα ςχετύζεται με τη δρϊςη τησ CLU ωσ μοριακόσ 

ςυνοδοϑ (chaperone), η οπούα βοηθϊ ϊλλεσ πρωτεϏνεσ να επανακτόςουν την 

ςωςτό τεταρτοταγό δομό τουσ, αποτρϋπει τη ςυςςωμϊτωςό τουσ ό οδηγεύ τισ μη 

ςωςτϊ διπλωμϋνεσ πρωτεϏνεσ για πρωτεϐλυςη ςτο πρωτεϊςωμα. Η δρϊςη τησ 

αυτό πιθανώσ εξηγεύ την εμπλοκό τησ CLU ςε αςθϋνειεσ του γόρατοσ ϐπωσ 

καρδιαγγειακϊ νοςόματα και νευροεκφυλιςτικϋσ αςθϋνειεσ ϐπωσ η αςθϋνεια 

Alzheimer. Ακϐμη, η ρϑθμιςη τησ Clusterin μϋςω του μονοπατιοϑ GH/IGF-1 μετϊ απϐ 

επαγϐμενο ςτρεσ αποδεικνϑει την εμπλοκό του εν λϐγω μορύου ςε μύα ακϐμη 

παθολογύα του αναπτυςςϐμενου κϐςμου, το διαβότη τϑπου ΙΙ. Η δημιουργύα 

διαγονιδιακών ζώων θα δώςει τη δυνατϐτητα να μελετηθεύ ο λειτουργικϐσ ρϐλοσ 

τησ ApoJ/ Clusterin τϐςο ςτη μακροβιϐτητα των θηλαςτικών, ϐςο και ςτισ 

προαναφερθεύςεσ νϐςουσ του γόρατοσ. 

Ϊτςι, για πρώτη φορϊ διεθνώσ, δημιουργόθηκαν διαγονιδιακϊ ποντύκια με τη 

μϋθοδο μικορϋνεςησ ςε προπυρόνα ζυγωτών, που  φϋρουν το διαγονύδιο που 

περιϋχει το cDNA τησ Αpolipoprotein J/Clusterin υπϐ το ρυθμιςτικϐ ϋλεγχο τησ 

ανθρώπινησ β-ακτύνησ. Προϋκυψαν δϑο διαγονιδιακϋσ ςειρϋσ που μεταβιβϊζουν το 

διαγονύδιο ςτισ επϐμενεσ γενιϋσ μετϊ απϐ γονοτυπικό ανϊλυςη. Σο ςυγκεκριμϋνο 

μοντϋλο θα δώςει τη δυνατϐτητα μελϋτησ του βιολογικοϑ ρϐλου τησ CLU ςε ϋνα 



10 

 

μοντϋλο θηλαςτικοϑ, τον ποντικϐ, το οπούο ϋχει μεγϊλη εξελικτικό ςυγγϋνεια με 

τον ϊνθρωπο. Δηλαδό, θα δοθεύ η ευκαιρύα να μελετηθοϑν οι αλληλεπιδρϊςεισ τησ 

εν λϐγω πρωτεϏνησ με ϊλλα μϐρια και η εμπλοκό τησ ςε διϊφορα μονοπϊτια 

κυτταρικόσ ςηματοδϐτηςησ. Επιπρϐςθετα, η ςϑγκριςη (ιςτολογικϊ, ςε επύπεδο 

DNA, RNA και πρωτεϏνησ,) μεταξϑ φυςιολογικών και καρκινικών κυττϊρων ςε 

φυςιολογικϊ και διαγονιδιακϊ ζώα θα δώςει τη δυνατϐτητα να μελετηθεύ ο 

λειτουργικϐσ ρϐλοσ τησ ApoJ/ Clusterin κατϊ την καρκινογϋνεςη. 
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ABSTRACT 

Ageing is an inevitable natural process, which refers to the accumulation of 

biological changes in an organism over time. These changes lead to physical and 

functional collapse at the organism level including an increase in mortality rate. 

Although the biological mechanisms and causes of ageing are not fully defined, it is 

clear that ageing is a multifactorial phenomenon affected by interactions between 

genetic factors and the environment. It is evident that ageing is the main risk factor 

for the emergence of age- related diseases such as cancer, neurodegenerative 

diseases, diabetes and coronary heart disease. The understanding of the molecular-

cellular mechanisms responsible for ageing phenotypes, and of the modifications 

that age-related diseases may cause, is important for improving the quality of life, 

preventing diseases and for developing novel biomedical diagnostic and therapeutic 

strategies.  

Malignant neoplasms were the main cause for 13% of the deaths worldwide in 

2007. Therefore, the development of novel therapeutic agents and strategies to 

inhibit the resistance of cancer cells to death and surveillance by the immune system 

is a significant step for increasing the patients survive.  Apolipoprotein J/ clusterin is a 

novel therapeutic target. Its cytoprotective role became apparent when experiments 

aimed to block clusterin with antisense nucleotides (ASO) increased the survival rate 

of patients with prostate cancer (clinical trials phase II). 

Considering that clusterin is an anti- sense target for cancer therapy, as well as that 

cancer is a disease during which cancer cells are milieu-dependent for their 

proliferation and for basal membrane infiltration, the understanding of the biological 

role of Clusterin in vivo is the main goal of this MSc diploma thesis. 

Moreover, apolipoprtotein J/ clusterin is an extremely reliable biosensor of ageing  

in vivo and in vitro. Particularly, it has been observed that upregulation of this protein 

during ageing correlates positively with the accumulation of oxidized proteins. This is 

compatible with the previously described role of clusterin as a molecular chaperone 

which is implicated in the stabilization of misfolded proteins and targeting of 
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misfolded proteins to the proteasome for degradation. In fact, clusterin 

polymorphisms have been associated with multiple phenotypes relating to ageing 

including cardiovascular diseases, late onset of Alzheimer’s disease and type II 

diabetes. The availability of clusterin transgenic mice will enable us to study in detail 

and fully understand the functional role of clusterin in the pathogenesis of cancer, 

neurodegenerative diseases as well as in the regulation of longevity in mammals.  

To this end, the development, for the first time, of transgenic mice overexpressing 

Apolipoprotein J/ clusterin constitutively and ubiquitously under the regulation of the 

human b-actin promoter will give the opportunity to further investigate and define 

the biological role of this protein in a mouse model, which is evolutionarily close to 

humans. So, after pronuclear microinjection of the transgene into mouse zygotes 

two transgenic lines were obtained, which were checked for transgene transmission. 

With this model our research group will have the potential to gain detailed 

knowledge regarding the interactions between clusterin and other molecules as well 

as regarding its participation in signal transduction pathways relevant for malignancy. 

Moreover, the effect of clusterin upon tumor progression and metastasis can be 

studied in vivo allowing us to further understand the role of clusterin in neoplasia.   
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Κεφϊλαιο 1 

ΕΙ΢ΑΓΨΓΗ 
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1.3 ΛΙΠΟΠΡΨΣΕΪΝΕ΢ 

Οι λιποπρωτεώνεσ του πλϊςματοσ, ιςτορικϊ, κατηγοριοποιόθηκαν με βϊςη τη 

ςυμπεριφορϊ τουσ παρουςύα ηλεκτρικοϑ πεδύου, ενώ η ευρϋωσ αποδεκτό 

κατηγοριοπούηςό τουσ ςτηρύζεται ςτην κατανομό των λιποπρωτεώνών ςτα 

λιποπρωτεώνικϊ ςωματιδύα ανϊλογα με την πυκνϐτητϊ τουσ. Ϊτςι διακρύνονται 

πϋντε βαςικϋσ κατηγορύεσ λιποπρωτεώνων (Πίνακας 1): τα χυλομικρϊ (Chylmicrons), 

η πολϑ χαμηλόσ πυκνϐτητασ λιποπρωτεϏνη (Very Low Density Lipoprotein, VLDL), η 

χαμηλόσ πυκνϐτητασ λιποπρωτεϏνη (Low Density Lipoprotein, LDL), η υψηλόσ 

πυκνϐτητασ λιποπρωτεϏνη (High Density Lipoprotein, HDL) και η πολϑ υψηλόσ 

πυκνϐτητασ λιποπρωτεϏνη (Very High Density Lipoprotein, VHDL) (1).   

Πύνακασ 1: Κατηγοριοπούηςη Λιποπρωτεώνών (2) 

ΛιποπρωτεϏνη Πυκνϐτητα ΠρωτεϏνη 
(% επύ του 
ςυνολικοϑ 

βϊρουσ 

Λιπύδια (% 
επύ του 

ςυνολικοϑ 
βϊρουσ 

Τπεριςχϑον Λιπύδιο (% 
επύ του ςυνολικοϑ 

βϊρουσ 

Φυλομικρϊ <1.006 2 98 Triacylglycerol (85 %) 

VLDL 0.950-1.006 10 90 Triacylglycerol (50%) 

LDL 1.019-1.063 25 75 50 %  Cholesterol (40 % 
esterified + 10% free) 

HDL 1.063-1.210 55 45 Phospholipids (35 %) 

Οι λιποπρωτεϏνεσ αποτελοϑν μακρομοριακϋσ δομϋσ που αποτελοϑνται απϐ 

πρωτεϏνεσ και λιπύδια, των οπούων βαςικϐσ ρϐλοσ εύναι να διευκολϑνουν την 

μεταφορϊ των λιπιδύων διαμϋςου τησ κυκλοφορύασ του αύματοσ. Όςον αφορϊ ςτη 

δομό τουσ διακρύνονται ο φϊκελοσ και ο πυρόνασ. Ο φϊκελοσ- μεμβρϊνη 

ςχηματύζεται απϐ μονοςτιβϊδα φωςφολιπιδύων αλλϊ και χοληςτερϐλη, τα οπούα 

προβϊλλουν τισ υδρϐφιλεσ κεφαλϋσ προσ το υδατικϐ περιβϊλλον και τισ 

υδρϐφοβεσ ουρϋσ προσ τον πυρόνα του λιποπρωτεώνικοϑ ςωματιδύου που 

αποτελεύται απϐ χοληςτερϐλη και τριακυλογλυκερύδια. 

 

                                                             
1
 Alaupovic P., 1982. The Role of Apolipoproteins in Lipid Transport Processes, La Ricerna Clin. Lab. 12, 3. 

2 Michael W. King, Ph.D , IU School of Medicine (http://themedicalbiochemistrypage.org/home.html) 
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1.3.1 Ο ρϐλοσ των Λιποπρωτεώνών 

Η χοληςτερϐλη αποτελεύ ςημαντικϐ ςυςτατικϐ τησ κυτταρικόσ μεμβρϊνησ αλλϊ 

και πρϐδρομο μϐριο ςτεροειδών ορμονών και βιταμινών (D3). Η ομοιϐςταςη του 

κυττϊρου ϐςον αφορϊ τη χοληςτερϐλη επιτυγχϊνεται μϋςω τησ ρϑθμιςησ τησ 

χοληςτερϐλησ ςτο επύπεδο τησ ςϑνθεςησ, τησ ϋκκριςησ καθώσ και ρϑθμιςη τησ 

ενεργϐτητασ του υποδοχϋα των λιποπρωτεώνών. 

Πολλϊ μετϊζωα χρηςιμοποιοϑν τον υποδοχϋα των λιποπρωτεώνών για να 

προςλϊβουν τη χοληςτερϐλη που απαιτεύται μϋςω ενϐσ μηχανιςμοϑ που καλεύται 

ενδοκϑττωςη με διαμεςολϊβηςη υποδοχϋα (receptor- mediated endocytosis) 

(Εικόνα 1). ΢ε περύπτωςη, που  απορρϐφηςη χοληςτερϐλησ παρεμποδύζεται, η 

χοληςτερϐλη ςυςςωρεϑεται ςτην κυκλοφορύα και ςυμβϊλλει ςτη δημιουργύα 

αθηρωματικών πλακών ςτα τοιχώματα των αγγεύων.  

 Κϑριοσ μεταφορϋασ τησ 

χοληςτερϐλησ απϐ το όπαρ ςτουσ 

ιςτοϑσ εύναι η LDL. Όταν ϋνα 

κϑτταρο, λοιπϐν, χρειϊζεται 

χοληςτερϐλη για τη ςϑνθεςη 

μεμβρϊνησ, εκφρϊζει υποδοχεύσ 

λιποπρωτεώνών και ςυγκεκριμϋνα LDLR 

(Low Density Lipoprotein Receptor) ςτην κυτταρικό μεμβρϊνη ςε περιοχϋσ ϐπου 

ϋχουν ςχηματιςτεύ εςοχϋσ καλυμμϋνεσ με κλαθρύνη. Με την πρϐςδεςη τησ LDL 

ςτον υποδοχϋα οι καλυμμϋνεσ εςοχϋσ κλεύνουν και δημιουργοϑνται καλυμμϋνα 

κυςτύδια που περιϋχουν την LDL, τα οπούα ςτη ςυνϋχεια ενδοκυττώνονται και 

ςυντόκονται με τα ενδοςώματα τα οπούα μεταφϋρουν τουσ χοληςτερινικοϑσ 

εςτϋρεσ ςτα λυςοςώματα. ΢τα λυςοςώματα οι εςτϋρεσ υδρολϑονται ςε 

χοληςτερϐλη (3). 

 

1.4 ΑΠΟΛΙΠΟΠΡΨΣΕΪΝΕ΢ (Apolipoproteins, Apo) 

                                                             
3 Alberts et al., 2002. Molecular Biology of the Cell, Garland Science, New York. 

Εικόνα 1: Μηχανιςμϐσ ενδοκϑττωςησ τησ LDL με 

διαμεςολϊβηςη υποδοχϋα (Alberts et al., 2002) 
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Ο ϐροσ απολιποπρωτεϏνη 

χρηςιμοποιόθηκε απϐ τον John Oncley 

το 1963 αναφερϐμενοσ ςτα πρωτεώνικϊ 

ςυςτατικϊ των λιποπρωτεώνών του 

πλϊςματοσ. Γενικϊ, απολιποπρωτεϏνη 

χαρακτηρύζεται μύα λιπιδο-ςυνδεϐμενη 

πρωτεϏνη με δυνατϐτητα να 

ςχηματύζει διαλυτϊ λιποπρωτεώνικϊ 

ςωματύδια. Δηλαδό, η 

απολιποπρωτεϏνη που αποτελεύ βαςικϐ ςυςτατικϐ του φακϋλου των 

λιποπρωτεώκών ςωματιδύων (Εικόνα 2). Τπϊρχουν τϋςςερα βαςικϊ κριτόρια (4) για 

να θεωρηθεύ μύα πρωτεϏνη ωσ απολιποπρωτεϏνη: 

1. Μοναδικϋσ χημικϋσ, φυςικϋσ και ανοςολογικϋσ ιδιϐτητεσ 

2. Δυνατϐτητα ςχηματιςμοϑ λιποπρωτεώνικών ςωματιδύων 

3. Διακριτϋσ δομικϋσ και λειτουργικϋσ ιδιϐτητεσ τϐςο ςτην πρωτεώνικό ϐςο και 

ςτην απολιποπρωτεώνικό μορφό 

4. Βαςικϐ ςυςτατικϐ του ςυςτόματοσ λιπιδικόσ μεταφορϊσ 

Λεπτομερόσ ανοςολογικϐσ χαρακτηριςμϐσ των λιποπρωτεώνικών ςωματιδύων 

LDL και HDL υποδεικνϑει ϐτι χαρακτηρύζονται απϐ την παρουςύα 

απολιποπρωτεώνών. Σα αποτελϋςματα αυτϊ οδόγηςαν ςτο ςυμπϋραςμα ϐτι οι 

απολιποπρωτεώνεσ μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν ωσ ειδικού δεύκτεσ για τον 

χαρακτηριςμϐ των λιποπρωτεώνικών ςωματιδύων. Ϊτςι, λιποπρωτεώνικϊ 

ςωματύδια που φϋρουν ςτον φακελϐ τουσ μύα μϐνο κατηγορύα απολιποπρωτεϏνησ 

ονομϊζονται απλϋσ λιποπρωτεϏνεσ. Απϐ την ϊλλη, λιποπρωτεώνικϊ ςωματύδια που 

περιϋχουν δϑο ό περιςςϐτερεσ κατηγορύεσ απολιποπρωτεώνών καλοϑνται 

ςϑνθετεσ απολιποπρωτεϏνεσ (5).  

Η ρϑθμιςη τησ γονιδιακόσ ϋκφραςησ ϐλων  των διαφορετικών κατηγοριών 

απολιποπρωτεώνών βαςύζεται ςε cis και trans ρυθμιςτικϊ ςτοιχεύα ϐπωσ 

                                                             
4
 Alaupovic P., 1982. The role of Apolipoproteins in lipid transport Processes, La Ricerca Clin. Lab 12, 3. 

5 Alaupovic P., 1982. The role of Apolipoproteins in lipid transport Processes, La Ricerca Clin. Lab 12, 3 

Εικόνα 2: Δομό λιποπρωτεΪνικοϑ ςωματιδύου 
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υποκινητϋσ, ενιςχυτϋσ και μεταγραφικού παρϊγοντεσ. Αυτϋσ οι αλληλεπιδρϊςεισ 

ρυθμύζουν τϐςο την ιςτοειδικό ϋκφραςό τουσ ϐςο και την ϋκφραςη τουσ κατϊ τη 

διαφοροπούηςη, καθώσ και αλλαγϋσ ςτην ϋκφραςη ωσ απϐκριςη ςε ορμονικϊ και 

μεταβολικϊ ερεθύςματα. 

 

Κατηγορύεσ Απολιποπρωτεώνών 

Πύνακασ 2: Κατηγορύεσ Απολιποπρωτεώνών (6) 

Ονομαςύα Φρωμϐ-
ςωμα 

Ιςτϐσ Αριθμϐσ 
αμινοξϋων 
τησ ώριμησ 

Apo 

Λειτουργύεσ 

Apo A-I 11 όπαρ, ϋντερο 243 Δομικϐσ ενεργοποιητόσ 
του LCAT, κϑριο 
πρωτεώνικϐ ςυςτατικϐ 
τησ HDL 

Apo A-II 1 όπαρ 77 Ενεργοποιητόσ 
τησηπατικόσ λιπϊςησ, 
κϑριο πρωτεώνικϐ 
ςυςτατικϐ τησ HDL 

Apo A-IV 11 όπαρ, ϋντερο 377 Ρυθμιςτόσ ενεργϐτητασ 
τησ LPL, πρωτεώνικϐ 
ςυςτατικϐ τησ HDL και 
των χυλομικρών 

Apo B-100 2 όπαρ 4536 Δομικϐ ςυςτατικϐ τησ 
VLDL, προςδϋτησ τησ LDL 

Apo B-48 2 ϋντερο 2152 ΢υςτατικϐ των 
χυλομικρών 

Apo C-I 19 όπαρ 57 Ενεργοποιητόσ του LCAT, 
εμποδύζει την 
απομϊκρυνςη των TGRL 
μϋςω LDLR 

Apo C-II 19 όπαρ 79 Ενεργοποιητόσ τησ LPL 

Apo C-III 11 όπαρ 79 Εμποδύζει την LPL 

Apo D 3 όπαρ, ϋντερο, 
ςπλόνασ, 

169 πρωτεώνικϐ ςυςτατικϐ 
τησ HDL, ςυςχετύζεται με 

                                                             
6
 Patsch W. and Gotto A., 1996. Apolipoproteins: Pathophysiology and Clinical Implications, Methods in 

Enzymology, vol. 263. 
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πϊγκρεασ, 
εγκϋφαλοσ, 
νεφρού 

το LCAT 

Apo E 19 όπαρ, 
μακροφϊγα, 
εγκϋφαλοσ  

299 Προςδϋνεται ςτον LDLR, 
Apoε4 ςχετύζεται με την 
πρώιμη εμφϊνιςη τησ 
αςθϋνειασ Alzheimer 

Apo F (LTIP) 10 όπαρ  326 ΢υςτατικϐ τησ HDL και 
τησ LDL, παρεμποδύζει τη 
μεταφορϊ λιπιδύων 
μεταξϑ λιποπρωτεώνών 
(7) 

Apo H (β2 
glycoprotein 
I) 

17 όπαρ 345 ΢υςτατικϐ των 
χυλομικρών, ςυμμετοχό 
ςτο μεταβολιςμϐ των 
τριακυλογλυκερολών (8) 

Apo J 
(clusterin) 

8 ΢ε διϊφορουσ 
κυτταρικοϑσ 
τϑπουσ και ςε 
ϐλα τα 
βιολογικϊ 
υγρϊ 

449 ΢υςτατικϐ τησ HDL και 
VHDL, μοριακό ςυνοδϐσ, 
εμπλοκό ςτον καρκύνο 
και ςτην γόρανςη καθώσ 
και ςτην αςθϋνειασ 
Alzheimer 

Apo M 6 όπαρ, νεφρού 188 Κϑριο ςυςτατικϐ τησ HDL 
(9) 

 

1.3 ΑΠΟΛΙΠΟΠΡΨΣΕΪΝΗ J/ CLUSTERIN (CLU) 

H ΑπολιποπρωτεϏνη J/ Clusterin πρωτοταυτοποιόθηκε ωσ εκκρινϐμενη 

γλυκοπρωτεϏνη το 1983 ςε ϐρχεισ κριαριοϑ και δεύχθηκε ϐτι εκκρύνεται απϐ 

πρωτογενεύσ καλλιϋργειεσ κυττϊρων Sertoli αρουραύου (10). Οφεύλει το ϐνομϊ τησ 

(clusterin) ςτη δυνατϐτητα που ϋχει να αυξϊνει τη ςυςςωμϊτωςη των κυττϊρων 

Sertoli και των ερυθροκυττϊρων in vitro, ενώ παρουςιϊζει μεγϊλο βαθμϐ 

                                                             
7Lagor W., et al., 2009. Overexpression of Apolipoprotein F reduces HDL cholesterol levels in vivo, Arterioscler 
Thromb Vasc. Biol 29 (1):40-46 
8
 De Groot PG et al., 2011. β(2) -Glycoprotein I: evolution, structure and function, J Thromb Haemost. [Epub ahead 

of print] 
9 Zhou Jun-Wei, et al., 2011. Apolipoprotein M Gene (APOM) Polymorphism modifies Metabolic and Disease Traits 
in Type 2 Diabetes, PLoS ONE 24;6(2) 
10

 Blaschuk O., et al., 1983. Purification and Charecterization of a Cell- aggregating Factor (Clusterin), the Major 
Glycoprotein in Ram Rete Testis Fluid, The Journal of Biological Chemistry 258 (12): 7714-7720 

javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Thromb%20Haemost.');
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ςυντόρηςησ ςτα θηλαςτικϊ, ο οπούοσ φθϊνει το 70%. ΢τουσ ανθρώπουσ 

πρωτοαπομονώθηκε απϐ τον ορϐ και κλωνοποιόθηκε το γονύδιϐ τησ με τα 

παρακϊτω διαφορετικϊ ονϐματα: 

1. καταςτολϋασ τησ κυτϐλυςησ απϐ το ςυμπλόρωμα (Complement Cytolysis 

inhibitor, CLI) (11)  

2. εκκρινϐμενη πρωτεϏνη 40 (secreted protein 40,40, SP-40,40) (12) 

3. θειομϋνη γλυκοπρωτεϏνη (sulfated glycoprotein 2, SGP2) (13)  

4. προςτατικϐ μετϊγραφο που καταςτϋλλεται απϐ τεςτοςτερϐνη (Testosterone 

repressed Prostate Message, TRPM2) (14) 

5. Σϋλoσ, ωσ απολιποπρωτεϏνη J, ςυςχετύςτηκε με τισ HDL το 1990 και βρϋθηκε να 

εύναι ανϊλογη τησ SGP2 ςτον ϊνθρωπο (15). ΢τον ορϐ, ωσ απολιποπρωτεϏνη, 

ςχετύζεται με την Apo-AI ςτα λιποπρωτεώνικϊ ςωματύδια HDL και VHDL.  

΢χετικϊ με το ρϐλο τησ CLU, ϋχει δειχθεύ ϐτι εμπλϋκεται ςε φυςιολογικϋσ 

διεργαςύεσ ϐπωσ η ωρύμανςη του ςπϋρματοσ, η καταςτολό του ςυμπληρώματοσ, η 

μεταφορϊ των λιπιδύων, η αναδιαμϐρφωςη των ιςτών, η ανακϑκλωςη των 

μεμβρανών, οι αλληλεπιδρϊςεισ μεταξϑ κυττϊρων, η ςταθεροπούηςη των 

πρωτεώνών που βρύςκονται υπϐ ςτρεσ καθώσ και η προώθηςη ό η καταςτολό τησ 

απϐπτωςησ. Επύςησ, εμπλϋκεται και ςε ποικιλύα παθολογικών καταςτϊςεων ϐπωσ 

νευροεκφυλιςτικϋσ αςθϋνειεσ, καρκύνοσ, αθηρωμϊτωςη καθώσ και ςε αςθϋνειεσ 

λϐγω γόρατοσ.  

 

 

                                                             
11 Jenne D., et al., 1989. Molecular structure and functional characterization of a human complement cytolysis 

inhibitor found in blood and seminal plasma: identity to sulfated glycoprotein 2, a constituent of rat testis fluid , 

Proc Natl Acad Sci U S A, 86(18):7123-7. 
12 Kirszbaum et al., 1989. Molecular cloning and characterization of the novel, human complement-associated 

protein, SP-40,40: a link between the complement and reproductive systems, EMBO J. 1989 Mar;8(3):711-8. 
13 Collard MW, Griswold MD, 1987. Biosynthesis and molecular cloning of sulfated glycoprotein 2 secreted by rat 

Sertoli cells, Biochemistry 16;26(12):3297-303. 
14

 Leger JG et al., 1987. Characterization and cloning of androgen-repressed mRNAs from rat ventral prostate, 

Biochem Biophys Res Commun. 31;147(1):196-203. 
15 

De Silva, et al., 1990. Purification and characterization of apolipoprotein J, J Biol Chem. 25;265(24):14292-7. 
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1.3.1 Μεταγραφικό Ρϑθμιςη του Γονιδύου τησ CLU 

Σο γονύδιο τησ CLU ςτον ϊνθρωπο, βρύςκεται ςε ϋνα αντύγραφο ςτο 

χρωμϐςωμα 8 και ςυγκεκριμϋνα ςτη χρωμοςωμικό θϋςη 8p21-p12. Εύναι 

οργανωμϋνο ςε 9 εξώνια διαφορετικοϑ μόκουσ βϊςεων (16) (126-412bp) και 

καλϑπτει μύα περιοχό του γονιδιωμϊτοσ μόκουσ 17.877bp. Η γονιδιακό οργϊνωςη 

εύναι καλϊ διατηρημϋνη τϐςο ςτον ποντικϐ ϐςο και ςτον αρουραύο. Σο ομϐλογο 

γονύδιο τησ CLU ςτον ποντικϐ εδρϊζεται ςτο χρωμϐςωμα 14 και καλϑπτει μύα 

γονιδιακό περιοχό 12.923bp, ενώ τα εξώνια 1 και 9 αποτελοϑν αμετϊφραςτεσ 

περιοχϋσ (Εικόνα 3).    

΢το ανοιχτϐ πλαύςιο ανϊγνωςησ του γονιδύου τησ CLU του 

ανθρώπου υπϊρχουν 3 κωδικϐνια ϋναρξησ ATG (εξώνιο 1, 2, 

3 αντύςτοιχα). ΢ε μεταγραφικϐ επύπεδο, ϋχει βρεθεύ ϐτι το 

γονύδιο τησ CLU μεταγρϊφεται ςε περιςςϐτερα του ενϐσ 

μετϊγραφα (ιςομορφό 1, 2, 11036) λϐγω εναλλακτικοϑ 

ματύςματοσ (Εικόνα 4). Όλα τα μετϊγραφα ϋχουν ϋνα 

μοναδικϐ εξώνιο 1 και μοιρϊζονται τα ύδια εξώνια 2-9. Σα 

                                                             
16 Wong, P., et al., 1994. Molecular characterization of human TRPM-2/clusterin, a gene associated with sperm 

maturation, apoptosis and neurodegeneration, Eur J Biochem. 1;221(3):917-25. 

 

Εικόνα 3: Φρωμοςωμικό 

θϋςη του γονιδύου τησ CLU 

(ξεκινώντασ απϐ αριςτερϊ) 

ςτον ϊνθρωπο (Φρωμϐςωμα 

8) και ςτον ποντικϐ 

(Φρωμϐςωμα 14). Πηγό: NCBI 

Map Viewer.  

Εικόνα 4 (δεξιά): Γονύδιο τησ 

CLU και μετϊγραφα. ΢την 

εικϐνα Α φαύνεται το γονύδιο 

τησ CLU ενώ με μαϑρεσ 

ςτικτϋσ γραμμϋσ τα εξώνια. 

Σα κωδικϐνια ϋναρξησ 

προβϊλλονται με βϋλη. 

Τπϊρχουν τρύα διαφορετικϊ 

κωδικϐνια ϋναρξησ για κϊθε 

ιςομορφό (εικϐνα Β) ςτο 

εξώνιο 1. Πηγό: Alternative 

Splicing Annotation Project 

(ASAP).  
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μετϊγραφα αυτϊ, αποτελοϑνται απϐ 9 εξώνια, 8 εςώνια και 5΄ και 3΄-

αμετϊφραςτεσ περιοχϋσ (5΄ και 3΄-UTR). 

Η ποικιλύα ςτα επύπεδα ϋκφραςησ τησ CLU ςε διαφορετικοϑσ ιςτοϑσ καθώσ και 

ςε παθολογύεσ υποδηλώνει ϐτι η ϋκφραςη τησ CLU εύναι αυςτηρϊ ρυθμιςμϋνη και 

μϊλιςτα ιςτοειδικϊ. Η ϋκφραςη του γονιδύου ρυθμύζεται απϐ αυξητικοϑσ 

παρϊγοντεσ, παρϊγοντεσ ςτρεσ, κυταροκύνεσ, αποπτωτικϊ ςόματα καθώσ και απϐ 

επιγενετικοϑσ παρϊγοντεσ ϐπωσ μεθυλύωςη νηςύδων CpG (17). ΢τον υποκινητό τησ 

CLU υπϊρχουν cis ρυθμιςτικϊ ςτοιχεύα, ϐπωσ AP-1, AP-2 (Activator Protein 1, 2), Sp1, 

NF- 1, AR (Androgen Receptor). Επιπρϐςθετα, υπϊρχει μύα μεγϊλη επικρϊτεια του 

υποκινητό τησ CLU που εύναι ςυντηρημϋνη μεταξϑ των ειδών και καλεύται CLE 

(Clusterin Element). H CLE αναγνωρύζεται απϐ τον HSF-1 (Heat Shock Factor- 1), 

μεταγραφικϐ παρϊγοντα, και διαμεςολαβεύ την επαγωγό τησ μεταγραφόσ ςε 

καταςτϊςεισ θερμικοϑ ςοκ ό ςε καταςτϊςεισ ςτρεσ, ϐπωσ παρεμπϐδιςη του 

προτεαςώματοσ (18). 

Η CLU επϊγεται ό καταςτϋλλεται μεταγραφικϊ ανϊλογα με τον κυτταρικϐ τϑπο, 

ανϊλογα με τα ερεθύςματα (αυξητικού παρϊγοντεσ, ορμϐνεσ) καθώσ και ανϊλογα 

με το ςτϊδιο τησ διαφοροπούηςησ (Εικόνα 5) (19). Ϊτςι, για παρϊδειγμα, η AP-1 

αποτελεύ θϋςη πρϐςδεςησ τϐςο για τον TGF-β (Transforming Growth Factor- β) ϐςο 

και για τουσ αυξητικοϑσ παρϊγοντεσ NGF (Nerve Growth Factor) και EGF (Epidermal 

Growth Factor) ςε κϑτταρα CCL64, PC12 αντύςτοιχα με αποτϋλεςμα την προώθηςη 

τησ μεταγραφόσ του γονιδύου τησ CLU ςτουσ ςυγκεκριμϋνουσ κυτταρικοϑσ τϑπουσ 

(20). Επιπρϐςθετα, η ϋκθεςη ςε TNF-α (Tumor Necrosis Factor- α) ςε κϑτταρα 

                                                             
17 

Lund P., et al., 2006. Oncogenic HRAS suppresses clusterin expression through promoter hypermethylation, 

Oncogene 10;25(35):4890-903. 
18 Balantinou E., 2009. Transcriptional and posttranscriptional regulation of clusterin by the two main cellular 
proteolytic pathways, Free Radic Biol Med. 1;46(9):1267-74. 
19 French LE, 1993. Murine clusterin: molecular cloning and mRNA localization of a gene associated with epithelial 

differentiation processes during embryogenesis, J Cell Biol. 122(5):1119-30. 
20 

Jin G., 1997. Regulation of clusterin gene expression by transforming growth factor beta, J Biol Chem. 

17;272(42):26620-6. 
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ινοςαρκώματοσ L929 και ςε κϑτταρα LNCaP ϋχει δειχθεύ ϐτι οδηγεύ ςε αϑξηςη των 

επιπϋδων τησ CLU (21). 

Απϐ την ϊλλη, η ϋκφραςη τησ CLU καταςτϋλλεται απϐ τον PDGF (Platelet 

Derived Growth Factor) και τον FGF-β (Fibroblast Growth Factor-β) ςε 

διαφοροποιημϋνα λεύα μυώκϊ κϑτταρα γουρουνιοϑ (22).  

 

1.3.2 Ιςομορφϋσ τησ CLU 

Η μετϊφραςη του πρωτογενοϑσ μετϊγραφου τησ CLU οδηγεύ ςτην παραγωγό 

ενϐσ πολυπεπτιδύου 449 αμινοξϋων, απϐ τα οπούα τα 22 πρώτα αμινοξϋα 

αποτελοϑν το κλαςικϐ υδρϐφοβο ςινιϊλο ςηματοδϐτηςησ για ϋκκριςη (οδηγϐ 
                                                             
21 Sensibar JA., et al., 1995. Prevention of cell death induced by tumor necrosis factor alpha in LNCaP cells by 

overexpression of sulfated glycoprotein-2 (clusterin), Cancer Res. 1;55(11):2431-7. 
22

 Thomas-Salgar et al., 1994. Clusterin expression in differentiating smooth muscle cells, J Biol Chem. 

8;269(27):17879-85. 

Εικόνα 5: Μακροςκοπικϐσ εντοπιςμϐσ του mRNA τησ CLU με in situ υβριδοπούηςη ςε τομϋσ εμβρϑων ποντικών. Η CLU 

εμφανύζεται ςτο όπαρ (Li), ςτο αναπτυςςϐμενο ϋςω αυτύ (Ea), ςτισ κολπικϋσ κοιλϐτητεσ του εγκεφϊλου (Ve), ςτον 

αναπτυςςϐμενο οφθαλμϐ (Ey), ςτον νεφρϐ (k), ςτο αναπτυςςϐμενο δϋρμα (s). Παροδικϐσ εντοπιςμϐσ τησ CLU 

εμφανύζεται ςτον πνεϑμονα (Lu). ΢τo ϋμβρυο ηλικύασ 18,5 ημερών η CLU εμφανύζεται ςτον αναπτυςςϐμενο οφθαλμϐ, 

ςτουσ κοπτόρεσ των δοντιών (i) και ςτον δωδεκαδϊκτυλο (d) (French L.E. et al., 1993) 

Εικόνα 6: ΢χηματικό αναπαρϊςταςη τησ δομόσ 

τησ ανθρώπινησ CLU. ΢το πϊνω μϋροσ τησ 

εικϐνασ εμφανύζεται η πρϐδρομη 

πολυπεπτιδικό αλυςύδα. Με ιώδεσ 

παρουςιϊζεται το οδηγϐ πεπτύδιο ενώ με 

κύτρινο η α αλυςύδα και με γαλϊζιο η β αλυςύδα. 

Οι δϑο αυτϋσ αλυςύδεσ ςτην ώριμη ιςομορφό 

εύναι αντιπαρϊλληλεσ και αποτελοϑνται απϐ 

μύα περιοχό 2 υπερελύκων (coiled-coil) 

(πρϊςινο), απϐ μια περιοχό 3 αμφιπαθικών α- 

ελύκων (κυανϐ) και απϐ μύα περιοχό 5 

διςουλφιδικών γεφϑρων (κϐκκινο). Η Ν- 

γλυκοζυλύωςη που λαμβϊνει χώρα ςτο 

ςϑμπλεγμα Golgi παρουςιϊζεται με κύτρινεσ 

κηλύδεσ. (Jones S.E., et al., 2002) 
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πεπτύδιο). Κατϊ τη διαμϐρφωςη τησ δευτεροταγοϑσ δομόσ τησ CLU και την 

ωρύμανςό τησ ςχηματύζονται 5 ςυμμετρικϊ τοποθετημϋνοι διςουλφιδικού δεςμού 

(5 αντιπαρϊλληλεσ διςουλφιδικϋσ γϋφυρεσ), πρωτεολϑεται το πεπτύδιο οδηγητόσ 

και προςτύθενται κατϊλοιπα μαννϐζησ ςτο ενδοπλαςματικϐ δύκτυο (high- 

mannose endoplasmic reticulum associated form) με αποτϋλεςμα τη δημιουργύα 

(βλ. ενϐτητα 1.3.1) τησ κυτταροπλαςματικόσ ιςομορφόσ τησ CLU 60kDa (c-CLU). 

Περαιτϋρω ωρύμανςη τησ c-CLU περιλαμβϊνει Ν- γλυκοζυλύωςη και μερικό 

πρωτεολυτικό αποκοπό μεταξϑ των αμινοξϋων R227-S228 ςτο ςϑμπλεγμα Golgi που 

οδηγεύ ςτην παραγωγό τησ ώριμησ ετεροδιμεροϑσ πρωτεϏνησ (βλ. ενϐτητα 1.3.1), s-

CLU 75-80kDa, με δϑο αντιπαρϊλληλεσ αλυςύδεσ α και β (23). Η s-CLU αποτελεύται 

απϐ μύα περιοχό 2 υπερελύκων (coiled coil) και απϐ μια περιοχό 3 αμφιπαθικών α 

ελύκων, οι οπούεσ εύναι απαραύτητεσ για τη δϋςμευςη ϊλλων μορύων ϐπωσ 

                                                             
23 

Jones SE, et al., 2002. Clusterin, Int J Biochem Cell Biol. 34(5):427-31. 

Εικόνα 7: Δημιουργύα sCLU και nCLU. H μετϊφραςη τησ πρϐδρομησ sCLU ξεκινϊ απϐ το πρώτο κωδικϐνιο ϋναρξησ, ενώ η 

pnCLU παρϊγεται μετϊ απϐ εναλλακτικϐ μϊτιςμα απϐ το δεϑτερο κωδικϐνιο ϋναρξησ. Η πρϐδρομη sCLU μεταφϋρεται 

ςτο αδρϐ ενδοπλαςματικϐ δύκτυο μϋςω του οδηγοϑ πεπτιδύου και ςτη ςυνϋχεια πρωτεολϑεται και γλυκοζυλιώνεται ςτο 

ςϑμπλεγμα Golgi. Σο αποτϋλεςμα εύναι η δημιουργύα τησ ώριμησ εκκρινϐμενησ CLU 75-80kDa. Απϐ την ϊλλη, η pnCLU 

υφύςταται πρωτεϐλυςη αλλϊ οϑτε και εκτεταμϋνη γλυκοζυλύωςη. Βρύςκεται ςτο κυτταρϐπλαςμα κυττϊρων χωρύσ 

ςτρεσ και ωριμϊζει ςτην n-CLU αφϐτου μπει ςτον πυρόνα (Shannan B. et al., 2006). 

javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Int%20J%20Biochem%20Cell%20Biol.');


24 

 

ηπαρύνησ, νουκλεοτιδύων και του Ku70 (24). Εκτϐσ απϐ τισ παραπϊνω μετα-

μεταφραςτικϋσ τροποποιόςεισ ϋχουν αναφερθεύ και ϊλλεσ ϐπωσ προςθόκη θεύου 

ό ιωδύου (25) και η φωςφορυλύωςη τησ μαννϐζησ-6 (M6P), ενώ ςτο μϐριο τησ CLU 

υπϊρχουν και 3 ςόματα πυρηνικοϑ εντοπιςμοϑ (Nuclear Localization Signal, NLS) 

εντοπιςμϋνα και ςτην α και ςτη β αλυςύδα.  

Η μετϊφραςη του εναλλακτικϊ ματιςμϋνου πρωτογενοϑσ μετϊγραφου τησ CLU 

με απαλοιφό του δεϑτερου εξωνύου οδηγεύ ςτη δημιουργύα τησ pn-CLU 49 kDa 

(putative nuclear pro-death form). Σο ςυγκεκριμϋνο μετϊγραφο ςτερεύται του 

οδηγοϑ πεπτιδύου, και η πρωτεϏνη που παρϊγεται απ’ αυτϐ δεν υφύςταται 

πρωτεϐλυςη και παραμϋνει ςτο κυτταρϐπλαςμα (26). Μετϊ απϐ επαγωγό βλαβών 

ςτο DNA και τη δημιουργύα θραϑςησ ςτη διπλό ϋλικα ό μεύωςη των 

ενδοκυτταρικών επιπϋδων αςβεςτύου (27), η pn-CLU εντοπύζεται ςτον πυρόνα ωσ 

ώριμη n-CLU ιςομορφό (nuclear) 55kDa. Η n-CLU ςυνδϋεται με το ςϑςτημα των 

ελικαςών Ku70/Ku80 και επϊγει ςόματα κυτταρικοϑ θανϊτου (Εικόνα 7). 

Πρϐςφατα βιοχημικϊ δεδομϋνα δεύχνουν ϐτι η nCLU ςτρατολογεύ τον παρϊγοντα 

Bcl-XL μϋςω τησ καρβοξυτελικόσ επικρϊτειασ υπερϋλικασ (coiled coil) οδηγώντασ 

ςτην απελευθϋρωςη του Bax και κατϊ ςυνϋπεια ςτην απϐπτωςη (28). 

 
1.3.3 ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ΢ ΡΟΛΟ΢ ΚΑΙ ΛΕΙΣΟΤΡΓΙΕ΢ ΣΗ΢ CLU 
1.3.3.1 Βιολογικϐσ Ρϐλοσ τησ CLU ςτη γόρανςη 

 
Η γόρανςη αποτελεύ μύα φυςιολογικό και μη αναςτρϋψιμη διαδικαςύα που 

ςυνοδεϑεται απϐ βιοχημικϋσ μεταβολϋσ ςτουσ ιςτοϑσ, πτώςη των φυςιολογικών 

λειτουργιών καθώσ και απϐ ςυςςώρευςη βλαβών ςε μακρομϐρια και οργανύδια 

                                                             
24 Trougakos IP and Gonos ES, 2002. Clusterin/apolipoprotein J in human aging and cancer, Int J Biochem Cell Biol. 
34(11):1430-48.  
25 Lemansky P., et al., 1999. Subcellular distribution, secretion, and posttranslational modifications of clusterin in 

thyrocytes, Exp Cell Res. 251(1):147-55. 
26 

Shannan B., et al., 2006. Challenge and promise: roles for clusterin in pathogenesis, progression and therapy of 

cancer, Cell Death Differ.13(1):12-9. 
27

 Pajak B., 2009. Regulation of Clusterin Activity by Calcium, Adv Cancer Res. 104:33-58. 
28 Kim N., et al., 2011. Human nuclear clusterin mediates apoptosis by interacting with Bcl-XL through C-terminal 

coiled coil domain, J Cell Physiol. [Epub ahead of print] 
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που οδηγοϑν ςε πτώςη τησ ομοιοςταςύασ, αυξημϋνη ευαιςθηςύα ςε αςθϋνειεσ και 

τελικϊ αϑξηςη τησ νοςηρϐτητασ και τησ θνηςιμϐτητασ (29). 

Η γόρανςη εύναι μύα εξατομικευμϋνη και ετερογενόσ διαδικαςύα. Η ετερογϋνεια 

αυτό οφεύλεται τϐςο ςε γενετικοϑσ παρϊγοντεσ και ςε μεγαλϑτερο ποςοςτϐ ςε 

περιβαλλοντικοϑσ παρϊγοντεσ. Οι δϑο βαςικϋσ θεωρύεσ που ϋχουν προταθεύ για να 

εξηγηθεύ το φαινϐμενο τησ γόρανςησ εύναι οι γενετικϋσ- αναπτυξιακϋσ και οι 

ςτοχαςτικϋσ- εξελικτικϋσ θεωρύεσ. Οι γενετικϋσ υποςτηρύζουν ϐτι υπϊρχει 

εκτεταμϋνη γονιδιακό ρϑθμιςη του φαινομϋνου (30). Αυτό η θεωρύα βαςύζεται ςτισ 

παρατηρόςεισ ςϑμφωνα με τισ οπούεσ ο μϋςοσ χρϐνοσ ζωόσ εύναι ειδικϐσ για κϊθε 

εύδοσ καθώσ και ςτο ϐτι η ςυνολικό διϊρκεια ζωόσ παρουςιϊζει περιςςϐτερεσ 

ομοιϐτητεσ ςτα μονοζυγωτικϊ δύδυμα ςε ςχϋςη με τα διζυγωτικϊ. Ση θεωρύα αυτό 

ενιςχϑουν ϋρευνεσ για την ϑπαρξη γονιδύων που ςχετύζονται με μακροβιϐτητα ςε 

οργανιςμοϑσ ϐπωσ η ζϑμη και ο C.elegans (31) καθώσ και η ϑπαρξη ςυνδρϐμων 

πρϐωρησ γόρανςησ.   

Απϐ την ϊλλη, οι 

ςτοχαςτικϋσ θεωρύεσ 

περιλαμβϊνουν τη θεωρύα τησ 

ςυςςώρευςησ μεταλλαγών και 

την ανταγωνιςτικό 

πλειοτροπικό θεωρύα που 

προτϊθηκαν απϐ τον Peter 

Medawar και τον George 

Williams αντύςτοιχα και 

αφοροϑν ςε τυχαύεσ 

μεταλλαγϋσ που κληρονομοϑνται απϐ γενιϊ ςε γενιϊ. Επιπρϐςθετα, η θεωρύα του 

φθαρτοϑ ςώματοσ προτϊθηκε απϐ τον Tom Kirkwood και τον Robin Holliday και 

αναφϋρεται ςτη διχοτϐμηςη ςώματοσ και γαμετικόσ ςειρϊσ. Δηλαδό, βαςύζεται 

                                                             
29

 Troen BR., 2003. The biology of ageing, Mt Sinai J Med. 70(1):3-22. 
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 Syntichaki P, Tavernarakis N., 2006. Signaling pathways regulating protein synthesis during ageing, Exp Gerontol. 
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Εικόνα 8: Εικϐνεσ απϐ ςυνεςτιακό μικροςκοπύα ςτισ οπούεσ 

εντοπύζεται μϋςω ανοςοφθοριςμοϑ η CLU ςε  WI-38 ινοβλϊςτεσ με 

μικρϐ αριθμϐ διπλαςιαςμών (Ε) και ςε γηραςμϋνουσ (L) 

(Petropoulou C., et al., 2001).  
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ςτο γεγονϐσ ϐτι το ςώμα θα πεθϊνει ενώ η γαμετικό ςειρϊ θα κληρονομηθεύ ςτουσ 

απογϐνουσ (32). Σϋλοσ, ϊλλεσ θεωρύεσ που αφοροϑν την δεϑτερη κατηγορύα των 

θεωριών τησ γόρανςησ εύναι η θεωρύα των πρωτεώνικών τροποποιόςεων που 

αφορϊ ςε αλλαγϋσ ςτη βιοχημικό ενεργϐτητα των πρωτεώνών και  η θεωρύα των 

ελευθϋρων ριζών οξυγϐνου- οξειδωτικϐ ςτρεσ. 

Αρκετού βιοδεύκτεσ γόρανςησ ϋχουν περιγραφεύ, ο πιο αξιοςημεύωτοσ απ’ τουσ 

οπούουσ, ςε κυτταρικϐ επύπεδο, εύναι η αυξημϋνη ςυγκϋντρωςη λιποφουςκύνησ 

που εύναι προώϐν τησ οξεύδωςησ των λιπαρών οξϋων (33). Η CLU θεωρεύται και 

αυτό αξιϐπιςτοσ βιοδεύκτησ γόρανςησ καθώσ τα επύπεδϊ τησ εύναι αυξημϋνα ςε 

κϑτταρα in vitro, λϐγω αναδιπλαςιαςτικόσ γόρανςησ (Εικόνα 8) (34). Σα ανθρώπινα 

φυςιολογικϊ κϑτταρα διαιροϑνται in vitro 50 -60 φορϋσ και τελικϊ εμφανύζουν το 

φαινϐτυπο τησ in vitro αναδιπλαςιαςτικόσ γόρανςησ (Replicative Senescence, RS). 

Η εξϊντληςη του πολλαπλαςιαςτικοϑ δυναμικοϑ και η εμφϊνιςη τησ RS 

ςχετύζονται με μειωμϋνο μόκοσ τελομερών λϐγω ϋλλειψησ του ενζϑμου 

τελομερϊςη.  

 Επιπρϐςθετα, ϋχει δειχθεύ ϐτι ςε in vivo μελϋτεσ γόρανςησ μεταξϑ 

λεμφοκϑτταρων νεαρών, ηλικιωμϋνων και υπεραιωνϐβιων ατϐμων, η γονιδιακό 

ϋκφραςη τησ CLU αυξϊνεται ςτα ηλικιωμϋνα ϊτομα, ενώ ςτουσ υπεραιωνϐβιουσ τα 

επύπεδα τησ CLU εύναι πολϑ χαμηλϐτερα απ’ τουσ ηλικιωμϋνουσ. Ϊτςι, φαύνεται η 

ςυςςώρευςη τησ CLU με τη γόρανςη δεν ςχετύζεται με τη χρονολογικό ηλικύα των 

ατϐμων, αλλϊ με τα αυξημϋνα επύπεδα οργανιςμικοϑ ςτρεσ (35). 

Σα επύπεδα τησ CLU φαύνονται, επύςησ, αυξημϋνα και ςε νεαρϊ κϑτταρα, τα 

οπούα ϋχουν γηραςμϋνο φαινϐτυπο, λϐγω τησ πρώιμησ επαγϐμενησ γόρανςησ 

λϐγω ςτρεσ (Stress Induced Premature Senescence, SIPS). SIPS επϊγεται ϐταν 

νεαρϊ κϑτταρα με μακριϊ τελομερό εκτεθοϑν ςε ςυνθόκεσ ϋντονησ καταπϐνηςησ, 
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ϐπωσ ςε ιονύζουςα ακτινοβολύα, ογκογϐνα ςόματα, βαριϊ μϋταλλα (36), 

οξειδωτικοϑσ παρϊγοντεσ ό ςε μερικό αναςτολό τησ λειτουργύασ του 

πρωτεαςώματοσ. 

 

 1.3.3.2 Βιολογικϐσ Ρϐλοσ τησ CLU ςτον καρκύνο 
 
Η CLU εμπλϋκεται ςε ϐλα τα ςτϊδια τησ καρκινογϋνεςησ, απϐ τη δημιουργύα του 

ϐγκου μϋχρι τη μετϊςταςη και την ανϊπτυξη τησ χημειοανθεκτικϐτητασ. Ο 

βιολογικϐσ ρϐλοσ τησ CLU ςτην καρκινογϋνεςη εύναι αμφιλεγϐμενοσ, αφοϑ αφενϐσ 

η ϋκφραςη τησ CLU ςε ϊλλεσ περιπτώςεισ νεοπλαςιών δεύχνει να αυξϊνεται και ςε 

ϊλλεσ να ελαττώνεται και αφετϋρου υπϊρχουν ευρόματα που υποςτηρύζουν την 

ογκοκαταςταλτικό δρϊςη τησ CLU ενώ ϊλλεσ την ογκογϐνο. 

Τψηλϐτερα επύπεδα ϋκφραςησ τησ CLU εμφανύζονται ςε πειραματικϊ 

καρκινώματα προςτϊτη (37), ςε in vivo καρκινώματα προςτϊτη και νεφροϑ (38), 

ςε ϐγκουσ ςτο ςπερματικϐ κυςτύδιο (seminal vesicle), την ωοθόκη (39), ςε 

αναπλαςτικϊ μεγαλοκυτταρικϊ λεμφώματα (40), ςτον καρκύνο του μαςτοϑ (41), 

ςτα πλακώδη καρκινώματα του κεφαλιοϑ, του λαιμοϑ, του πνεϑμονα, καθώσ και 

ςτα χονδροςαρκώματα (42). Απϐ την ϊλλη, υπϊρχουν αναφορϋσ ςχετικϊ με 

μειωμϋνα επύπεδα τησ CLU ςε περιπτώςεισ καρκύνου, ϐπωσ μορφϋσ καρκύνου του 

παγκρϋατοσ (43) ό του προςτϊτη (44), του οιςοφαγικοϑ επιθηλύου (45) και ςε 

ανθρώπινα κερατινοκϑτταρα (46).  
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Επιπρϐςθετα, ερευνητϋσ ϋχουν παρουςιϊςει δεδομϋνα ςχετικϊ με τον 

ογκοταςταλτικϐ ρϐλο τησ CLU in vivo και in vitro. ΢υγκεκριμϋνα, ςε πειρϊματα 

αποςιώπηςησ του mRNA τησ CLU ςε κϑτταρα οςτεοςαρκώματοσ, ςε καρκινικϊ 

κϑτταρα προςτϊτη PC-3, καρκινικϊ κϑτταρα ουροδϐχου κϑςτεωσ και ςε 

ανθρώπινα καρκινικϊ κϑτταρα νεφροϑ CAKI-2 παρουςιϊζεται αξιοςημεύωτη 

επιβρϊδυνςη τησ ανϊπτυξησ, υψηλϐτεροσ ρυθμϐσ απϐπτωςησ καθώσ και 

ευαιςθητοπούηςη ϋναντι αποπτωτικών παραγϐντων (47). Αντύθετα, ϋχει 

αναφερθεύ ϐτι ςε TRAMP ποντύκια που φϋρουν το SV40 T αντιγϐνο καθωδικϊ τησ 

προμπαςύνησ παρουςιϊζουν επιθετικϊ κακοόθη νεοπλϊςματα μϐλισ 

διαςταυρωθοϑν με ελλειμματικϊ για την CLU (CLU-/-) ποντύκια (48). Η εμφϊνιςη 

του καρκύνου όταν προθϑςτερη και ςυνοδευϐταν απϐ χαμηλόσ διαφοροπούηςησ 

μεταςτϊςεισ. ΢υμπεραςματικϊ, λοιπϐν, φαύνεται η ϋλλειψη τησ CLU να προωθεύ 

την ανϊπτυξη του καρκύνου, επιβεβαιώνοντασ τον κυτταροπροςτατευτικϐ τησ 

ρϐλο. Απϐ την ϊλλη, η CLU παρουςιϊζει και ογκογϐνο δρϊςη, καθώσ αυξϊνει τον 

κυτταρικϐ πολλαπλαςιαςμϐ και παρεμποδύζει την απϐπτωςη. Ειδικϐτερα, ϋχει 

δειχθεύ ϐτι αυξημϋνα επύπεδα 

τησ s-CLU προωθοϑν την 

ανϊπτυξη του καρκύνου του 

προςτϊτη μϋςω ενεργοπούηςησ 

του NF-kB (49), αλλϊ και 

αυξϊνουν την ικανϐτητα 

ανθρώπινων νεφρικών 

καρκινικών κυττϊρων για 
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Εικόνα 9: Καταςτολό τησ ϋκφραςησ τησ CLU μϋςω αντινοηματικών 

νουκλεοτιδύων (ASO) (Gleave M., et al., 2002) 
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μεταςτϊςεισ. 

Η υπερϋκφραςη τησ s-CLU προςδύδει ανθεκτικϐτητα τϐςο ςτη χημειοθεραπεύα  

ϐςο και ςτην ακτινοθεραπεύα (50) καταςτϋλλοντασ την απϐπτωςη που 

διαμεςολαβεύται απϐ το μιτοχϐνδριο (51). Ϊτςι, η s-CLU καταςτϋλλει τον 

παρϊγοντα p53 και ςταθεροποιεύ ςτο κυτοςϐλιο το ςϑμπλοκο Ku70/Bax 

καθιςτώντασ ανενεργϐ τον παρϊγοντα Bax (52). Καταςτολό τησ ϋκφραςησ τησ s-

CLU με τη χρόςη αντινοηματικών νουκλεοτιδύων ό αποςιώπηςη με τη χρόςη 

siRNA’s επϊγει την αναςτολό τησ αϑξηςησ και τον κυτταρικϐ θϊνατο, ενώ 

παρϊλληλα ευαιςθητοποιεύ τα καρκινικϊ κϑτταρα ςε χημειοθεραπευτικϊ 

φϊρμακα. ΢υγκεκριμϋνα, αντινοηματικϊ νουκλεοτύδια (ASO) ϋναντι τησ CLU 

(custirsen- OGX-011) βρύςκονται ςε κλινικϋσ μελϋτεσ φϊςησ ΙΙ μειώνοντασ την 

ϋκφραςη τησ s-CLU ςε καρκινικϊ κϑτταρα προςτϊτη πϊνω απϐ 90% (Εικόνα 9) και 

ευαιςθητοποιώντασ τα εν λϐγω καρκινικϊ κϑτταρα ςτο docetaxel (53) (54) (55). 

Ακϐμη, ενεργοπούηςη του παρϊγοντα IGF-1 και τησ πρωτεώνικόσ κινϊςησ IGF-1R 

ςε κϑτταρα μετϊ απϐ ϋκθεςη ςε υπϋρυθρη ακτινοβολύα οδόγηςε ςε ενεργοπούηςη 

τησ CLU, η οπούα δρα και ωσ μοριακό ςυνοδϐσ, λϐγω των βλαβών που 

προκλόθηκαν ςτο DNA (DNA damage). Ειδικϐτερα, βρϋθηκε ϐτι η ενεργοπούηςη 

του IGF-1 οδόγηςε με τη ςειρϊ του ςτην επαγωγό του μονοπατιοϑ Src-Mek-Erk με 

τελικϐ ςτϐχο τη μετατϐπιςη του μεταγραφικοϑ ενεργοποιητό τησ CLU, Egr-1, ςτον 

πυρόνα και την ενεργοπούηςη τησ CLU (Εικόνα 11). Ο μηχανιςμϐσ αυτϐσ δρϊςησ τησ 
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CLU εύναι ςημαντικϐσ για την κατανϐηςη των μηχανιςμών ανθεκτικϐτητασ των 

καρκινικών κυττϊρων ςτην ακτινοθεραπεύα (56).  

Παρϊ τον μεγϊλο αριθμϐ των μελετών που ϋχουν πραγματοποιηθεύ, δεν ϋχει 

διευκρινιςτεύ το γιατύ ςε διαφορετικϋσ κυτταρικϋσ ςειρϋσ ό ςε διαφορετικϋσ 

μορφϋσ καρκύνου η CLU εμφανύζει διαφορετικό δρϊςη (αποπτωτικό ό 

αντιαποπτωτικό). Πολλϋσ φορϋσ, η υπερϋκφραςη τησ s-CLU οδηγεύ και ςε 

υπερϋκφραςη τησ n-CLU οδηγώντασ τα κϑτταρα τελικϊ ςε απϐπτωςη (57). 

Υαύνεται να παύζει ιδιαύτερο ρϐλο ο λϐγοσ τησ ποςϐτητασ τησ s-CLU προσ την n-CLU 

ςτο κϑτταρο αφοϑ η s-CLU ϋχει ρϐλο κυτταροπροςτατευτικϐ, ενώ η n-CLU επϊγει 

κυτταρικϐ θϊνατο.  

 
1.3.3.3 Βιολογικϐσ Ρϐλοσ τησ CLU ςε ϊλλεσ παθολογύεσ 

 

Με κριτόριο το γεγονϐσ ϐτι η CLU αποτελεύ ϋναν αξιϐπιςτο βιολογικϐ δεύκτη ςτη 

γόρανςη, δεν αποτελεύ ϋκπληξη η εμπλοκό τησ ςε παθολογύεσ του γόρατοσ, ϐπωσ 

ο διαβότησ τϑπου ΙΙ, οι νευροεκφυλιςτικϋσ νϐςοι και ο καρκύνοσ (βλ. 1.3.32). 

Ο ςυςχετιςμϐσ τησ CLU με τη φλεγμονό και τη λιπιδικό μεταφορϊ (βλ. 1.2, 1.3.) 

δικαιολογεύ και τη ςυμμετοχό τησ εν λϐγω πρωτεϏνησ ςτισ καρδιομεταβολικϋσ 

αςθϋνειεσ. ΢υγκεκριμϋνα, μελϋτεσ ςε τρωκτικϊ προτεύνουν ϐτι η CLU παύζει ρϐλο 

ςτη μετανϊςτευςη και πολλαπλαςιαςμϐ των λεύων μυώκών κυττϊρων, καθώσ και 

ςτην προςταςύα των καρδιομυοκυττϊρων απϐ ιςχαιμικϐ θϊνατο (58). 

Επιπρϐςθετα, ςε αςθϋνειεσ που ςχετύζονται με βλϊβεσ ςτο αγγειακϐ ςϑςτημα 

βρϋθηκαν αυξημϋνα επύπεδα τησ s-CLU τϐςο ςτα αρτηριακϊ τοιχώματα και ςτισ 

αορτικϋσ βαλβύδεσ των αςθενών με αθηρωμϊτωςη, ϐςο και ςτον ορϐ των 
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αςθενών με διαβότη τϑπου ΙΙ ό ϋμφραγμα του μυοκαρδύου  (59). Και ειδικϐτερα, 

εύναι το πεπτύδιο 113-122 τησ CLU το οπούο προςδύδει αντιφλεγμονώδεισ και 

αντιαθηρωματικϋσ ιδιϐτητεσ ςτην CLU (60).  

Απϐ την ϊλλη, πρϐςφατεσ μελϋτεσ αναφϋρουν την CLU ωσ παρϊγοντα 

προώθηςησ τησ αθηρωμϊτωςησ, διϐτι ςε πειρϊματα ςε ποντικοϑσ διπλϊ 

ελλειμματικοϑσ για την ΑπολιποπρωτεϏνη Ε και την CLU, η απώλεια τησ CLU 

περιϐριςε τισ αθηρωματικϋσ βλϊβεσ μϋςω μειωμϋνησ ενεργοπούηςησ του Egr-1 

(μεταγραφικϐσ ενεργοποιητόσ τησ CLU) και του TNF-α ςτα λεύα μυώκϊ κυττϊρα των 

αγγεύων και ςτα μακροφϊγα (61).  

΢τον εγκϋφαλο των ενόλικων θηλαςτικών ϋχουν εντοπιςτεύ υψηλϊ επύπεδα τησ 

CLU τϐςο ςε περιπτώςεισ τραυματιςμοϑ ό χρϐνιασ φλεγμονόσ ςτον εγκϋφαλο, 

ϐςο και ςε νευροεκφυλιςτικϋσ αςθϋνειεσ. Ο ςυςχετιςμϐσ τησ CLU με την νϐςο του 

                                                             
59 Trougakos IP., et al., 2002. Serum levels of the senescence biomarker clusterin/apolipoprotein J increase 

significantly in diabetes type II and during development of coronary heart disease or at myocardial infarction , Exp 

Gerontol. 37(10-11):1175-87. 
60 Mishra VK., et al., 2011. Structure and lipid interactions of an anti-inflammatory and anti-atherogenic 10-residue 

class G(*) apolipoprotein J peptide using solution NMR, Biochim Biophys Acta. 1808(1):498-507. Epub 2010 Oct 21. 
61

 Hamada N., et al., 2010. Loss of clusterin limits atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient mice via reduced 

expression of Egr-1 and TNF-α, J Atheroscler Thromb. 18(3):209-16.  

Εικόνα 10: Η πρϐδρομη πρωτεϏνη του β- αμυλοειδουσ (APP) διαςπϊται απϐ τη β- εκκριτϊςη και ςτη ςυνϋχεια πϐ τη γ- 

εκκριτϊςη, πρϊγμα που οδηγεύ ςτο ςχηματιςμϐ τησ β- αμυλοειδικόσ πρωτεϏνησ (Αβ). Η ϋλλειψη ιςορροπύασ μεταξϑ τησ 

παραγωγόσ τησ Aβ και τησ απομϊκρυνςησ αυτόσ μϋςω των μικρογλοιακών κυττϊρων παύζει ςημαντικϐ ρϐλο ςτην 

προώθηςη τησ νϐςου. Οι τρϋχουςεσ ϋρευνεσ δεύχνουν ϐτι γενετικού πολυμορφιςμού ςτα γονύδια τησ ApoE, Picalm, Cr1 και 

Clu μπορεύ να εμπλϋκονται ςτον περιοριςμϐ τησ απομϊκρυνςησ των πεπτιδύων του β- αμυλοειδοϑσ (Michael A van Es et 

al., 2009). 
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Alzheimer (AD) ϋγινε απϐ τον Caleb Finch (62), ο οπούοσ ϋδειξε ϐτι η ϋκφραςη τησ 

CLU αυξϊνεται ςε δεύγματα ιππϐκαμπου απϐ αςθενεύσ που ϋπαςχαν απϐ AD. Η 

CLU κατϋχει διϊφορεσ ιδιϐτητεσ που τη ςυνδϋουν με τη AD, ϐπωσ η υψηλόσ 

ςυγγϋνειασ πρϐςδεςό τησ ςτα πεπτύδια και τα ινύδια β- αμυλοειδοϑσ (Αβ) καθώσ 

και η ςυμμετοχό τησ ςτη διακύνηςη των λιπιδύων. Ειδικϐτερα, η CLU ϋχει 

προςτατευτικϐ ρϐλο ϐςον αφορϊ τον ολιγομεριςμϐ των Αβ και αυξϊνει το ρυθμϐ 

ενδοκϑττωςησ τουσ απϐ κϑτταρα τησ γλούασ και κυρύωσ απϐ τα μικρογλιακϊ 

κϑτταρα και τα αςτροκϑτταρα αποκρινϐμενη ςτο οξειδωτικϐ ςτρεσ. Η CLU 

απομακρϑνει τα β- αμυλοειδό πεπτύδια ςε ςυνεργαςύα με την ΑπολιποπρωτεϏνη Ε 

(ApoE), αφοϑ η ανεπϊρκεια και των δϑο οδηγεύ ςε ςυςςώρευςη β- αμυλοειδοϑσ 

τϐςο ςτισ νευριτικϋσ πλϊκεσ ϐςο και ςτο εγκεφαλονωτιαύο υγρϐ (63). Σϋλοσ, μετϊ 

απϐ γενετικϋσ μελϋτεσ ςε ϊτομα που ϋπαςχαν απϐ AD ςτη Γαλλύα, αποδεύχθηκε ϐτι 

αλληλϐμορφα τησ CLU ςχετύζονται με την ϑςτερη εμφϊνιςη τησ AD και 

ςυγκεκριμϋνα η ςυμμετοχό τησ CLU ςτην απομϊκρυνςη των πεπτιδύων β- 

αμυλοειδοϑσ (64) (65). 

 

1.3.3.4 Βιολογικϐσ Ρϐλοσ τησ CLU ωσ μοριακό ςυνοδϐσ (Chaperone) 
 

Σο οξυγϐνο εύναι αυτϐ που υποςτηρύζει τον αερϐβιο μεταβολιςμϐ των 

οργανιςμών καθώσ και τη ζωό αυτών. Σα μϐρια αυτϊ του οξυγϐνου υφύςτανται 

μονοςθενεύσ αναγωγϋσ μϋςα ςε ϋνα αναγωγικϐ κυτταρικϐ περιβϊλλον οδηγώντασ 

ςτο ςχηματιςμϐ δραςτικών ριζών οξυγϐνου (Reactive Oxygen Species, ROS) 

καθώσ και δραςτικών υπεροξειδωμϋνων λιπιδύων. Οι ROS εύναι αποτϋλεςμα των 

παραπροώϐντων του αερϐβιου μεταβολιςμοϑ ςτο μιτοχϐνδριο, αποτελοϑν 

δευτερογενό μηνϑματα διϊφορων ςηματοδοτικών μονοπατιών και τϋλοσ 

                                                             
62 May PC., et al., 1992. Sulfated glycoprotein 2: new relationships of this multifunctional protein to 

neurodegeneration, Trends Neurosci. 15(10):391-6. 
63 Nuutinen T., et al., 2009. Clusterin: a forgotten player in Alzheimer's disease, Brain Res Rev. 61(2):89-104.  
64 

Lambert JC., et al., 2009. Genome-wide association study identifies variants at CLU and CR1 associated with 

Alzheimer's disease, Nat Genet. 41(10):1094-9.  
65

 Van ES MA, et al., 2009. Alzheimer's disease beyond APOE, Nat Genet. 41(10):1047-8. 
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μποροϑν να προκϑψουν ωσ απϐκριςη ςε εξωγενό ςόματα, ϐπωσ περιβαλλοντικϐ 

ςτρεσ.  

Η ςυςςώρευςη ROS ςτο κϑτταρο 

οδηγεύ ςε οξειδωτικϐ ςτρεσ. Σο 

οξειδωτικϐ αυτϐ ςτρεσ επηρεϊζει 

ςχεδϐν ϐλα τα βιολογικϊ μακρομϐρια, 

ϐπωσ λιπύδια, πρωτεϏνεσ και DNA. Σο 

παρατεταμϋνο οξειδωτικϐ ςτρεσ 

μπορεύ να επϊγει εύτε πρώιμη 

κυτταρικό γόρανςη εύτε απϐπτωςη ςε 

φυςιολογικϊ ανθρώπινα κϑτταρα.  

Σο οξειδωτικϐ ςτρεσ ρυθμύζει μύα 

ςειρϊ απϐ ςηματοδοτικϊ μονοπϊτια 

(GH/ IGF-1) με τελικϐ ςτϐχο την 

ενεργοπούηςη μεταγραφικών παραγϐντων, ϐπωσ ο HSF-1, ΑΡ-1, NF-Kb καθώσ και 

του p53 (66). Όςον αφορϊ τον μεταγραφικϐ παρϊγοντα HSF-1, κϊτω απϐ 

φυςιολογικϋσ ςυνθόκεσ διατηρεύται ανενεργϐσ ςτο κυτταρϐπλαςμα αφοϑ εύναι 

προςδεδεμϋνοσ ςε μοριακϋσ ςυνοδοϑσ (chaperones) και κυρύωσ ςτην Hsp90. Μετϊ 

απϐ ϋκθεςη ςε ςτρεσ, ο HSF-1 μετατοπύζεται ςτον πυρόνα και ενεργοποιεύ διϊφορα 

γονύδια ςτϐχουσ (67). Λαμβϊνοντασ υπ’ ϐψιν ϐτι το οξειδωτικϐ ςτρεσ ρυθμύζει την 

ενεργοπούηςη του HSF-1 και του ΑΡ-1, καθώσ και το γεγονϐσ ϐτι υπϊρχουν θϋςεισ 

πρϐςδεςησ αυτών ςτον υποκινητό τησ CLU (cis ρυθμιςτικϊ ςτοιχεύα), 

πιθανολογεύται ϐτι η CLU αποτελεύ ϋναν αρκετϊ ευαύςθητο βιοαιςθητόρα των 

περιβαλλοντικών αλλαγών και ςυγκεκριμϋνα του οξειδωτικοϑ ςτρεσ λϐγω τησ 

δρϊςησ τησ ωσ μοριακό ςυνοδϐσ, με δρϊςη ανϊλογη με αυτό των πρωτεώνών 

θερμικοϑ ςοκ (heat shock proteins, HSP). Η βαςικό διαφορϊ μεταξϑ τησ CLU και 

των HSP εύναι ο διαφορετικϐσ κυτταρικϐσ εντοπιςμϐσ. Δηλαδό, οι HSP αποτελοϑν 
                                                             
66 Goetz EM, et al., 2011. ATM-dependent IGF-1 induction regulates secretory clusterin expression after DNA 

damage and in genetic instability, Oncogene. [Epub ahead of print] 
67 

Trougakos IP and Gonos ES. 2006. Regulation of clusterin/apolipoprotein J, a functional homologue to the small 

heat shock proteins, by oxidative stress in ageing and age-related diseases, Free Radic Res. 40(12):1324-34. 

Εικόνα 11: Μοντϋλο απεικϐνιςησ τησ ενεργοπούηςησ του 

μονοπατιοϑ ςηματοδϐτηςησ Src-Mek-Erk που καταλόγει 

ςτην ενεργοπούηςη του μεταγραφικοϑ ενεργοποιητό τησ 

CLU, Egr-1 και την ϋκφραςη τησ CLU (Criswell T., et al., 2005) 
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ενδοκυττϊριεσ μοριακϋσ ςυνοδοϑσ που εντοπύζονται ςτο κυτοςϐλιο και τον 

πυρόνα, ενώ η sCLU κυρύωσ εντοπύζεται ςτουσ μεμβρανώδεισ ςχηματιςμοϑσ του 

κυττϊρου καθώσ και ςτο εξωκυττϊριο περιβϊλλον. Κϊποιεσ αναφορϋσ ωςτϐςο 

δεικνϑουν ϐτι μπορεύ να εντοπιςτεύ και ςτο κυτοςϐλιο, ςτο μιτοχϐνδριο και τον 

πυρόνα. Γενικϊ ο βιολογικϐσ ρϐλοσ τησ CLU ωσ μοριακό ςυνοδϐσ μπορεύ να 

ςυνοψιςτεύ ςτα παρακϊτω: 

1. Παρεμπϐδιςη τησ επαγϐμενησ απϐ ςτρεσ κατακρόμνιςησ των πρωτεώνικών 

υποςτρωμϊτων τησ CLU. 

2. Μη αντιςτρεπτό πρϐςδεςη μϋςω ενϐσ ανεξϊρτητου απϐ ΑΣΡ μηχανιςμοϑ ςτισ 

πρωτεϏνεσ που βρύςκονται υπϐ ςτρεσ οδηγώντασ ςτη δημιουργύα διαλυτών 

υψηλοϑ μοριακοϑ βϊρουσ ςυμπλϐκων. 

3. Δεν παρουςιϊζει ενεργϐτητα ΑΣΡϊςησ (68) 

4. ΢ταθεροπούηςη πρωτεώνών που βρύςκονται υπϐ ςτρεσ ςε μύα κατϊςταςη κατϊ 

την οπούα θα επαδιπλωθοϑν μϋςω των HSP. 

5. ΢υμμετοχό ςτη διατόρηςη τησ εξωκυττϊριασ πρωτεϐςταςησ αφοϑ αναγνωρύζει, 

διατηρεύ ςε διαλυτό μορφό τισ κακώσ διπλωμϋνεσ πρωτεϏνεσ (Εικόνα 12).  

                                                             
68

 Poon S., et al., 2000. Clusterin is an ATP-independent chaperone with very broad substrate specificity that 

stabilizes stressed proteins in a folding-competent state, Biochemistry. 39(51):15953-60. 

Εικόνα 12: Προτεινϐμενοσ μηχανιςμϐσ τησ 

διατόρηςησ τησ εξωκυττϊριασ 

πρωτεϐςταςησ. Κϊτω απϐ φυςιολογικϋσ 

ςυνθόκεσ ειδικού υποδοχεύσ αναγνωρύζουν 

τισ κακώσ διπλωμϋνεσ πρωτεϏνεσ (a). Οι 

κυκλοφοροϑςεσ μοριακϋσ ςυνοδού 

αναγνωρύζουν και προςδϋνονται ςτισ εν 

λϐγω πρωτεϏνεσ διατηρώντασ τη 

διαλυτϐτητϊ τουσ και μεταφϋροντασ τεσ 

ςτουσ ειδικοϑσ υποδοχεύσ τησ μεμβρϊνησ 

(b). Όταν η εξωκυττϊρια πρωτεϐςταςη 

διαταραχθεύ, μη διαλυτϋσ πρωτεϏνεσ 

ςχηματύζουν ςυςςωματώματα τα οπούα με 

τη ςειρϊ τουσ ενεργοποιοϑν πρωτεϊςεσ 

(π.χ. πλαςμύνη). Οι εξωκυττϊριεσ μοριακϋσ 

ςυνοδού αλληλεπιδροϑν με τα πεπτύδια και 

διαμεςολαβοϑν ςτη μεταφορϊ τουσ ςτουσ 

ειδικοϑσ μεμβρανικοϑσ υποδοχεύσ. Η 

μεταφορϊ αυτό καταλόγει ςτην 

ενδοκϑττωςη των πρωτεώνών και την τελικό 

του μεταφορϊ ςτα λυςοςώματα για 

αποικοδϐμηςη (Wyatt A.R., et al., 2011). 
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 1.3.3.4 Βιολογικϐσ Ρϐλοσ τησ CLU ςτο ανοςοποιητικϐ ςϑςτημα 

 

Η CLU ςχετύζεται με την φλεγμονό και το ανοςοποιητικϐ ςϑςτημα ωσ προσ: 

1. Ση ρϑθμιςη τησ ενεργοπούηςησ του ςυμπληρώματοσ 

2. Αρνητικό ρϑθμιςη του NF-Kb 

3. Σροποπούηςη τησ κυτταρικόσ διαφοροπούηςησ 

4. Ση ρϑθμιςη κυτταροκινών, ϐπωσ ο TNF-α και η IL-6. 

Σο ςυμπλόρωμα αποτελεύται απϐ 30 διαλυτϋσ και μεμβρανικϋσ πρωτεϏνεσ που 

εμπλϋκονται ςτην ϊμυνα του ξενιςτό αλλϊ και ςε αυτοϊνοςεσ παθολογύεσ. 

Ενζυμικού αναςτολεύσ ςυμμετϋχουν ςε ϐλα τα ςτϊδια του καταρρϊκτη 

αντιδρϊςεων και ρυθμύζουν το ςϑςτημα του ςυμπληρώματοσ. Μεταξϑ αυτών των 

καταςτολϋων κατατϊςςεται και η εκκρινϐμενη CLU, η οπούα ϋχει δειχθεύ ϐτι 

ςυνδϋεται με ςϑμπλοκο C5b5, το οπούο αποτελεύ το τελικϐ ςτϊδιο για τη διϊρρηξη 

τησ μεμβρϊνησ των παθογϐνων ό των κυττϊρων ςτϐχων. Η sCLU εύναι, πρϊγματι, 

μϋροσ του ςυμπλϐκου MAC (Membrane Complex Attack) με ρϐλο την προςταςύα 

των κυττϊρων και των ιςτών απϐ το MAC αφοϑ το καθιςτϊ ανενεργϐ 

εμποδύζοντασ την λϑςη του κυττϊρου- ςτϐχου (69).  

Η sCLU προςδϋνεται, επύςησ, ςχεδϐν ςε ϐλουσ τουσ ιςϐτυπουσ των 

ανοςοςφαιρινών (IgG, IgA, IgM) τϐςο ςτην Fc επικρϊτεια ϐςο και ςτην Fab τησ 

ανοςοςφαιρύνησ (70). Επιπρϐςθετα, εμπλϋκεται και ςτα κϑτταρα τησ φυςικόσ 

ανοςύασ και ςυγκεκριμϋνα ςτα δενδριτικϊ κϑτταρα (Dendritic Cells, DC), τα οπούα 

αποτελοϑν τα πιο αποτελεςματικϊ αντιγονοπαρουςιαςτικϊ κϑτταρα (Antigen 

Presenting Cells, APC).  ΢υγκεκριμϋνα, τα DC εκφρϊζουν υψηλϊ επύπεδα CLU και τα 

επύπεδα αυτϊ αυξϊνονται ακϐμη περιςςϐτερα κατϊ την ωρύμανςη των DC. Απϐ 

την ϊλλη, ο Th17 τϑποσ των Σ λεμφοκυττϊρων, που ϋχει βρεθεύ ϐτι εμπλϋκεται ςε 

αυτοϊνοςα νοςόματα καθώσ και ςτον καρκύνο, εκφρϊζει ςε λιγϐτερο ποςοςτϐ 

                                                             
69 Murphy BF., et al., 1988. SP-40,40, a newly identified normal human serum protein found in the SC5b-9 complex 

of complement and in the immune deposits in glomerulonephritis, J Clin Invest. 81(6):1858-64. 
70 Wilson MR and Easterbrook- Smith SB, 1992. Clusterin binds by a multivalent mechanism to the Fc and Fab 

regions of IgG, Biochim Biophys Acta. 1159(3):319-26. 
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την CLU ςυγκριτικϊ με τον Th1 τϑπο. Σα ανωτϋρω ενιςχϑουν την εμπλοκό τησ CLU 

ςτην χρϐνια φλεγμονό, τα αυτοϊνοςα νοςόματα και τον καρκύνο (71).   

Για παρϊδειγμα, ιδιαύτερο ενδιαφϋρον παρουςιϊζει η ςυμμετοχό τησ CLU ςτη 

Ρευματοειδό Αρθρύτιδα (Rheumatoid Arthritis, RA).  Η RA αποτελεύ χρϐνια 

φλεγμονώδη αυτοϊνοςη αςθϋνεια η οπούα ςυνοδεϑεται απϐ καταςτροφό των 

αρθρικών μερών και κυρύωσ τησ μεμβρϊνησ του αρθρικοϑ υμϋνα (synovial 

membrane), του χϐνδρου (articular cartilage) και του οςτοϑ (Εικόνα 13). 

Καθοριςτικϐ ρϐλο ςτην RA κατϋχουν 

τα κϑτταρα του αρθρικοϑ υμϋνα 

(macrophage-like και fiboblast-like 

synovial cells, FLS). Η CLU εύναι η 

πρωτεϏνη που κυρύαρχα εκφρϊζεται 

ςτα κϑτταρα του αρθρικοϑ υμϋνα 

καθώσ και ςτο υγρϐ του αρθρικοϑ 

υμϋνα (synovial fluid) προωθώντασ 

την απϐπτωςη των FLS και 

ενιςχϑοντασ ϋτςι την πιθανϐτητα 

ςυμβολόσ τησ ςτην ομοιϐςταςη ςε 

αςθενεύσ με RA (72). Βϋβαια, τα επύπεδα ϋκφραςησ τησ CLU φαύνεται να εύναι 

μειωμϋνα ςε ιςτοϑσ απϐ αςθενεύσ με RA ςε ςϑγκριςη με αςθενεύσ με 

οςτεροαρθρύτιδα (OA) και φυςιολογικοϑσ ιςτοϑσ. Επιπρϐςθετεσ ϋρευνεσ ςε 

ελλειμματικϊ για την CLU ποντύκια ςτα οπούα ϋγινε επαγωγό τησ αρθρύτιδασ, 

ϋδειξαν ϐτι η νϐςοσ αναπτϑχθηκε ταχϑτερα και διόρκηςε περιςςϐτερο ςτα 

ελλειμματικϊ ποντύκια, ςυγκριτικϊ με τα αγρύου τϑπου (73). Σϋλοσ, η ενδοκυττϊρια 

ιςομορφό τησ CLU ϋχει αναφερθεύ ϐτι παύζει ρϐλο ςτη ρϑθμιςη του NF-kΒ αφοϑ 
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Falgarone G., and Chocchia Gilles, 2009. Chapter 8: Clusterin: A multifacet protein at the crossroad of 

inflammation and autoimmunity, Adv Cancer Res. 104:139-70. 
72  Devauchelle V., et al., 2006. Characterization and functional consequences of underexpression of clusterin in 

rheumatoid arthritis, J Immunol. 177(9):6471-9. 
73 McLaughlin L., et al., 2000. Apolipoprotein J/clusterin limits the severity of murine autoimmune myocarditis, J Clin 

Invest.106(9):1105-13. 

 

Εικόνα 13: Αναπαρϊςταςη τησ δομόσ τησ ϊρθρωςησ (Pfizer) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19878776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17056579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McLaughlin%20clu
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McLaughlin%20clu
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αλληλεπιδρϊ με τον φωςφορυλιωμϋνο IkBα. Η αλληλεπύδραςη αυτό 

ςηματοδοτεύται απϐ τον TNF-α ςτα κϑτταρα του αρθρικοϑ υμϋνα (74). Ϊτςι, 

ανεπϊρκεια τησ ενδοκυττϊριασ μορφόσ τησ CLU μπορεύ να αποτελεύ υπεϑθυνο 

μηχανιςμϐ για την περαιτϋρω ενεργοπούηςη του NF-kΒ ςε φλεγμονώδεισ 

καταςτϊςεισ, ϐπωσ αυτό ςτον αρθρικϐ υμϋνα κατϊ την RA. 

 

1.4 ΜΕΘΟΔΟΙ ΔΙΑΓΕΝΕ΢Η΢ ΢ΣΟ Mus musculus 

 

Σα γενετικϊ τροποποιημϋνα ποντύκια αποτελοϑν ϋνα ανεκτύμητο εργαλεύο ςτη 

βιοώατρικό ϋρευνα. Φρηςιμοποιοϑνται διϊφορα πρϐτυπα μελϋτησ, τα οπούα μποροϑν 

να δημιουργηθοϑν εύτε υπερεκφρϊζοντασ το επιθυμητϐ γονύδιο (διαγονιδιακϊ 

ποντύκια), εύτε αδρανοποιώντασ ό καταςτϋλλοντασ το επιθυμητϐ γονύδιο (knockout 

ποντύκια). 

Σα διαγονιδιακϊ ποντύκια (Tg) περιϋχουν επιπλϋον γενετικϐ υλικϐ («ξϋνο DNA»), 

ενςωματωμϋνο ςτο γονιδύωμϊ τουσ ςε κϊθε κϑτταρο. Αυτϐ μπορεύ να οδηγόςει ςε 

κϋρδοσ μιασ λειτουργύασ, π.χ. παραγωγό μιασ νϋασ πρωτεϏνησ, ό ςε απώλεια μιασ 

λειτουργύασ, αν το ενςωματωμϋνο DNA διακϐπτει ϋνα ϊλλο γονύδιο. Για να βρύςκεται 

το ξϋνο DNA ςε ϐλα τα κϑτταρα, πρϋπει να ειςαχθεύ ςτα κϑτταρα του πολϑ πρώιμου 

εμβρϑου. Τπϊρχουν δϑο κϑριεσ μϋθοδοι, για την παραγωγό διαγονιδιακών ποντικών: 

1. Μικροϋνεςη προπυρόνα (pronuclear microinjection). Σο εξωγενϋσ DNA 

ειςϊγεται ςτο ωϊριο αμϋςωσ μετϊ τη γονιμοπούηςη (ςτϊδιο 2 προπυρόνων) ςτον 

ϋναν προπυρόνα, και ενςωματώνεται ςε πολλϊ αντύγραφα ςε τυχαύα θϋςη ςτο 

γονιδύωμα. Αυτό η μϋθοδοσ ακολουθόθηκε ςτη ςυγκεκριμϋνη εργαςύα, και 

αναλϑεται εκτενϋςτερα παρακϊτω (Τλικϊ και μϋθοδοι-2.2.2)  

2. Ειςαγωγό DNA ςε εμβρυονικϊ αρχϋγονα κϑτταρα. Αυτϊ προϋρχονται απϐ 

ϋμβρυα ποντικοϑ πολϑ πρώιμου ςταδύου, που μποροϑν να διαφοροποιηθοϑν ςε 

ϐλουσ τουσ κυτταρικοϑσ τϑπουσ, ϐταν τοποθετηθοϑν ςε ϊλλο ϋμβρυο ποντικοϑ. Σο 

ειςαγϐμενο DNA μπορεύ να ενςωματωθεύ τυχαύα, ϐπωσ ςτην πρώτη μϋθοδο, αλλϊ αν 

                                                             
74

 Santilli G., et al., 2003. Essential requirement of apolipoprotein J (clusterin) signaling for IkappaB expression and 

regulation of NF-kappaB activity, J Biol Chem. 278(40):38214-9. Epub 2003 Jul 25. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12882985
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η αλληλουχύα του εύναι παρϐμοια με μϋροσ του γονιδιώματοσ του ποντικοϑ, ύςωσ 

υποβληθεύ ςε ομϐλογο αναςυνδυαςμϐ και ενςωματωθεύ ςαν μονϐ αντύγραφο ςε 

ςυγκεκριμϋνη θϋςη (Knockout ποντύκια). Αυτϊ τα ES κϑτταρα χρειϊζονται ϋνα 

ϋμβρυο-ξενιςτό, το οπούο απομονώνεται απϐ ποντύκι διαφορετικοϑ χρώματοσ. Σα 

κϑτταρα θα αποικύςουν το ϋμβρυο, και θα προκϑψει ϋνα χιμαιρικϐ ποντύκι. Κϊποια 

απϐ αυτϊ τα κϑτταρα θα οδηγόςουν ςτην παραγωγό γεννητικών κυττϊρων, που θα 

περιϋχουν το επιπλϋον DNA. Όταν το διαγονιδιακϐ ςπϋρμα γονιμοποιόςει ϋνα 

φυςιολογικϐ ωϊριο, θα παραχθεύ ϋνα διαγονιδιακϐ ποντύκι, με το ύδιο εξωγενϋσ DNA 

ςε ϐλα τα κϑτταρα. Ο φορϋασ αποτελεύται απϐ δϑο περιοχϋσ ομολογύασ ςε κϊθε 

ϊκρο (ςυμπληρωματικϋσ για ςυγκεκριμϋνεσ θϋςεισ του γονιδιώματοσ), το 

διακεκομμϋνο (disrupted) γονύδιο που μασ ενδιαφϋρει μαζύ με τα γονύδια-δεύκτεσ 

θετικόσ και αρνητικόσ επιλογόσ (το γονύδιο αντύςταςησ ςτη νεομυκύνη (neor), μεταξϑ 

των δϑο περιοχών ομολογύασ, καθώσ και το γονύδιο κινϊςησ τησ θυμιδύνησ (tk), εκτϐσ 

τησ ομϐλογησ περιοχόσ). Αυτϐ το ςϑςτημα εκμεταλλεϑεται τη διαδικαςύα του 

αναςυνδυαςμοϑ, για να ανταλλϊξει το «διακεκομμϋνο» γονύδιο με το κανονικϐ. Απ’ 

τη ςτιγμό που ο φορϋασ θα ειςαχθεύ ςτο κϑτταρο, μπορεύ εύτε να ενςωματωθεύ ςτο 

γονιδύωμα ϋπειτα απϐ ομϐλογο αναςυνδυαςμϐ (επιθυμητϐ αποτϋλεςμα), εύτε να 

υποςτεύ πλόρη ειςαγωγό ςε μη επιθυμητϐ ςημεύο του γονιδιώματοσ, εύτε να μην ϋχει 

ειςαχθεύ ςτο κϑτταρο (Εικόνα 14). Η νεομυκύνη χρηςιμοποιεύται για την επιλογό των 

κυττϊρων, ϐπου ο φορϋασ ϋχει 

ενςωματωθεύ, και η granyclovir 

χρηςιμοποιεύται για την 

επιλογό κυττϊρων, ςτα οπούα 

ϋχει ςυμβεύ αναςυνδυαςμϐσ 

(αν ο φορϋασ ϋχει 

ενςωματωθεύ χωρύσ 

αναςυνδυαςμϐ, τϐτε το tk 

γονύδιο θα βρύςκεται ςτο 

γονιδύωμα, και το κϑτταρο θα 
ΕιΕικόνα 14:  Καταςκευό ενϐσ φορϋα. (Ανατϑπωςη απϐ Walinski, 2004) 
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εύναι ευαύςθητο ςτη granyclovir).  

Σα knockout ποντύκια (ΚΟ) 

αποτϋλεςαν την απϊντηςη ςτην 

ερώτηςη των ερευνητών, που 

αςχολοϑνταν με την παραγωγό 

διαγονιδιακών ποντικών με 

μικροϋνεςη προπυρόνα: “ςε ποιο 

ςημεύο ςτο γονιδύωμα μπορεύ να 

ειςαχθεύ το ξϋνο γενετικϐ υλικϐ;” Με 

την παραγωγό τουσ αποδεύχθηκε ϐτι 

εύναι δυνατό η ςτϐχευςη του 

ειςαγϐμενου γονιδύου ςε 

ςυγκεκριμϋνη θϋςη ςτο γονιδύωμα. Σα ΚΟ δημιουργοϑνται με επιλεκτικό 

αδρανοπούηςη ενϐσ γονιδύου-ςτϐχου ςτα ES κϑτταρα με μύα απϐ τισ παρακϊτω 

μεθϐδουσ γονιδιακόσ ςτϐχευςησ:  Σϐςο η υπερϋκφραςη, ϐςο και η αδρανοπούηςη ό 

καταςτολό ενϐσ επιθυμητοϑ γονιδύου, μποροϑν να γύνουν ιςτοειδικϊ και 

χρονοειδικϊ, με χρόςη του ςυςτόματοσ αναςυνδυαςμοϑ Cre-loxP (Εικϐνα 15) και Tet 

on/Σet off (Εικϐνα 16). 

Η διαφορϊ των δϑο ςυςτημϊτων ϋγκειται ςτο ϐτι ενώ ςτο πρώτο ςϑςτημα εύναι 

δυνατό η απενεργοπούηςη του γονιδύου ϐποια χρονικό ςτιγμό αυτϐ εύναι επιθυμητϐ, 

χωρύσ να υπϊρχει αναςτροφό του φαινομϋνου, ςτο δεϑτερο ςϑςτημα εύναι δυνατό η 

ενεργοπούηςη και απενεργοπούηςη του γονιδύου με προςθόκη ό αφαύρεςη ενϐσ 

παρϊγοντα, οπϐτε η διαδικαςύα εύναι αναςτρϋψιμη. 

ΕιΕικόνα 15: ΢τϐχευςη Cre- LoxP (Strachan and Read, 1999) 

ΕιΕικόνα 16 :  ΢ϑςτημα Tet on/ Tet off Ανατϑπωςη απϐ http://www.molmed.lu.se/hematopoiesis_p04.htm   

 

http://www.molmed.lu.se/hematopoiesis_p04.htm
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1.5. ΢ΚΟΠΟ΢ ΣΗ΢ ΕΡΓΑ΢ΙΑ΢ 

Η εμπλοκό τησ CLU ςε μύα ςειρϊ απϐ παθολογύεσ, ϐπωσ αςθϋνειεσ του γόρατοσ 

καθώσ και ςε φυςιολογικϋσ διαδικαςύεσ, ϐπωσ η γόρανςη per se καθιςτϊ 

απαραύτητη τη δημιουργύα ενϐσ μοντϋλου θηλαςτικοϑ, το οπούο εύναι εξελικτικϊ 

ςυγγενϋσ με τον ϊνθρωπο με ςκοπϐ τη μελϋτη του βιολογικοϑ ρϐλου του εν λϐγω 

μορύου in vivo. Δεδομϋνου του βιοώατρικοϑ ενδιαφϋροντοσ που υπϊρχει και του 

αποδεδειγμϋνου ρϐλου τησ CLU ωσ αξιϐπιςτο βιοδεύκτη γόρανςησ, το 

ςυγκεκριμϋνο ζωικϐ πειραματικϐ πρϐτυπο μϋςω διαςταυρώςεων με ϊλλα ζωικϊ 

μοντϋλα αςθενειών θα επιτρϋψει την κατανϐηςη του βιολογικοϑ ρϐλου τησ CLU 

ςτισ νϐςουσ αυτϋσ καθώσ και ςτη γόρανςη. 
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Κεφϊλαιο 2 

ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
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2.2. ΠΑΡΑ΢ΚΕΤΗ ΔΙΑΓΟΝΙΔΙΑΚΗ΢ ΚΑΣΑ΢ΚΕΤΗ΢ (construct) 

 

2.3.1 Καλλιϋργειεσ E. Coli 

Σα βακτηριακϊ ςτελϋχη, που μεταςχηματύςτηκαν με ςκοπϐ τον 

πολλαπλαςιαςμϐ του πλαςμιδιακοϑ DNA, εύναι τα TOP10 επιδεκτικϊ E.coli 

(InVitrogen). Σα θρεπτικϊ μϋςα που χρηςιμοποιόθηκαν αποτελοϑν θρεπτικϊ 

διαλϑματα που χρηςιμοποιοϑνται για την ανϊπτυξη των μικροοργανιςμών και 

διαχωρύζονται ςε ςτερεϊ και υγρϊ. Σα ςτερεϊ θρεπτικϊ μϋςα παραςκευϊζονται ςε 

ημιςτερεό κατϊςταςη και ακινητοποιοϑν τα βακτηριακϊ κϑτταρα ςτην επιφϊνειϊ 

τουσ ώςτε να μποροϑν να ςχηματιςτοϑν αποικύεσ. Σα ςτερεϊ μϋςα 

παραςκευϊζονται με τον ύδιο τρϐπο με τα υγρϊ μϐνο που προςτύθεται ϊγαρ ωσ 

πηκτικϐσ παρϊγοντασ. Ειδικϐτερα, η υγρό καλλιϋργεια των εν λϐγω βακτηρύων 

πραγματοποιόθηκε ςε Luria-Bertani Broth-LB (Bacto Yeast Extract 0,5%, Bacto 

Tryptone 1%, NaCl 1% διαλϑονται  ςε 1L ενϋςιμο ϑδωρ), ενώ η ςτερεό καλλιϋργεια 

γύνεται ςε τριβλύα Petri με προςθόκη Ωγαρ (5,6gr Nutrient Agar διαλϑονται ςε 

200mL ενϋςιμο ϑδωρ) με τη χρόςη αςηπτικών τεχνικών.  

΢τα θρεπτικϊ διαλϑματα των καλλιεργειών αυτών προςτύθεται ποςϐτητα του 

αντιβιοτικοϑ Αμπικιλύνη και Καναμυκύνη/ Νεομυκύνη (Sigma) (διαλϑεται ςε νερϐ ςε 

ςυγκϋντρωςη 100 mg/mL και χρηςιμοποιεύται ςε ςυγκϋντρωςη 100 μg/mL) 

κατϊλληλη για την επιλεκτικό ανϊπτυξη (selection) μϐνο των βακτηρύων που εύναι 

ανθεκτικϊ ςτο ςυγκεκριμϋνο αντιβιοτικϐ (antibiotic resistance genes). Σα βακτόρια 

αναπτϑςςονται ςε κλιβϊνουσ ςταθερόσ θερμοκραςύασ ςτουσ 37 0C, ενώ ςτην υγρό 

καλλιϋργεια βρύςκονται επιπλϋον ςε ςυνεχό ανϊδευςη. Η μακρϊσ διϊρκειασ 

αποθόκευςη των βακτηρύων επιτυγχϊνεται ςτουσ -70 0C ςε διϊλυμα 1 x Hogness 

(36mM K2HPO4
. 3H2O, 13mM KH2PO4, 20mM Na3 Citrate. 2H2O, 10mM MgSO4

. 7H2O, 

44% Γλυκερϐλη διαλϑονται ςε 100mL ddH2O) ςε πλαςτικοϑσ κρυοςωλόνεσ 1,5 mL. 

 

2.3.2 Παραςκευό πλαςμιδιακοϑ DNA απϐ καλλιϋργειεσ βακτηρύων  

2.1.2.Α Μικρόσ Κλύμακασ (mini-prep) 
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Η μϋθοδοσ αυτό απομϐνωςησ πλαςμιδιακοϑ DNA χρηςιμοποιεύται για τον 

ϋλεγχο των αποικιών μεταςχηματιςμϋνων βακτηρύων που ϋχουν αναπτυχθεύ ςε 

ςτερεό καλλιϋργεια.    

Για την απομϐνωςη μικρόσ ποςϐτητασ DNA (Maniatis et al., 1989) τοποθετεύται 

1,5 mL υγρόσ καλλιϋργειασ βακτηρύων ςε δοκιμαςτικοϑσ ςωλόνεσ και 

φυγοκεντρεύται ςε 12.000rpm για 2min ςτουσ 40C. Ακολουθεύ λϑςη των βακτηρύων 

με ϊλκαλι μϋςω επαναδιαλυτοπούηςησ του βακτηριακοϑ ύζηματοσ ςε 100μL 

διαλϑματοσ S1 (50mM glucose, 25mM Tris.Cl (pH=8), 10mM EDTA (pH=8)) και ιςχυρό 

ανϊδευςη ςε Vortex. ΢τη ςυνϋχεια, προςτύθενται διαδοχικϊ 200μL διαλϑματοσ S2 

(0,2N NaOH, 1%SDS) και 150μL διαλϑματοσ S3, (60mL 5M potassium acetate, 11,5mL 

glacial acetic acid, 28,5mL H2O), ακολουθεύ όπια ανϊδευςη και επώαςη ςτουσ 40C 

για 5min. Ϊπειτα, ακολουθεύ φυγοκϋντρηςη των δειγμϊτων ςε 12.000rpm για 10min 

ςτουσ 40C και το υπερκεύμενο μεταφϋρεται ςε νϋο δοκιμαςτικϐ ςωλόνα. Η 

διαδικαςύα αφυδϊτωςησ και κατακρόμνιςησ του πλαςμιδιακοϑ DNA γύνεται με 2 

ϐγκουσ αιθανϐλησ 100% και ιςχυρό ανϊδευςη. ΢τη ςυνϋχεια, τα δεύγματα 

φυγοκεντροϑνται  ςε 12.000rpm για 2min ςτουσ 40C, το υπερκεύμενο απορρύπτεται 

και το ύζημα του πλαςμιδιακοϑ DNA ξεπλϋνεται με 1mL αιθανϐλη 70% και 

ακολουθεύ ιςχυρό ανϊδευςη και φυγοκϋντρηςη ςε 12.000rpm για 2min ςτουσ 40C. 

Σϋλοσ, γύνεται και πϊλι απϐρριψη του υπερκεύμενου και τα ιζόματα αφόνονται ςε 

θερμοκραςύα δωματύου ώςτε να εξατμιςτεύ η περύςςεια αιθανϐλησ. Σα δεύγματα 

αυτϊ αφόνονται να ενυδατωθοϑν ςε ddH2O ςτουσ 40C καθϐλη τη διϊρκεια τησ 

νϑχτασ (O/N). Σην επϐμενη ημϋρα θα προςτύθεται RNAase (Sigma, 20μg/mL).  

 

2.1.2.Β Μεςαύασ Κλύμακασ 

Για την απομϐνωςη μεγαλϑτερησ ποςϐτητασ πλαςμιδιακοϑ DNA (midi-prep) 

χρηςιμοποιοϑνται οι ςτόλεσ απομϐνωςησ Nucleobond AX PC 100 (Macherey- Nagel 

740573) ςϑμφωνα με τισ οδηγύεσ των καταςκευαςτών. Με την μϋθοδο αυτό 

απομονώνονται 150-300μg DNA μεγϊλησ καθαρϐτητασ. 
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2.3.3 Πϋψη DNA με περιοριςτικϊ ϋνζυμα  

Για τον χαρακτηριςμϐ καθώσ και τον μοριακϐ ϋλεγχο (μοριακό υπογραφό) των 

πλαςμιδύων πραγματοποιόθηκαν επιλεκτικϋσ πϋψεισ με περιοριςτικϊ ϋνζυμα. Για 

την πϋψη πλαςμιδιακοϑ DNA με περιοριςτικϊ ϋνζυμα χρηςιμοποιόθηκαν 

περιοριςτικϊ ϋνζυμα (New England Biolabs, Fermentas) και οι αντιδρϊςεισ ϋγιναν 

ςϑμφωνα με τισ οδηγύεσ των ςυνοδευτικών φυλλαδύων των ενζϑμων που 

χρηςιμοποιόθηκαν.  

 

2.3.4 Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 

Σο πόκτωμα που χρηςιμοποιεύται για την ηλεκτροφϐρηςη μορύων με καθαρϐ 

φορτύο, χρηςιμοποιόθηκε για την ηλεκτροφϐρηςη των προώϐντων τησ 

Αλυςιδωτόσ Αντύδραςησ Πολυμερϊςησ (PCR) (βλ. 2.3.3) για το γονύδιο τησ Clusterin 

ϐςο και το eGFP περιϋχει 1% αγαρϐζη. Ψσ ρυθμιςτικϐ διϊλυμα για την 

πραγματοπούηςό τησ χρηςιμοποιεύται 1x TBE (10x stock solution: 215,6g Tris base, 

110g βoρικϐ οξϑ, 18,6g EDTA, dH2O ςε τελικϐ ϐγκο 2L).  

Σα ςτϊδια παραςκευόσ πηκτώματοσ αγαρϐζησ και ηλεκτροφϐρηςησ εύναι τα εξόσ:  

 Προετοιμαςύα κατϊλληλησ φϐρμασ (rack) και τοποθϋτηςη διαχωριςτικών και 

χτενιών, ϋτςι ώςτε να ςχηματιςτοϑν τα πηγϊδια για την τοποθϋτηςη των 

δειγμϊτων 

 Προςθόκη ςε φιϊλη 3 g αγαρϐζησ και 300mL (1% αγαρϐζη) για την παραςκευό του 

πηκτώματοσ  

 Προςθόκη 9μL βρωμιοϑχου αιθιδύου (EtBr) ςτο διϊλυμα αγαρϐζησ και 30μL EtBr 

ςτο διϊλυμα 1Φ TBE. To EtBr ϋχει την ιδιϐτητα να προδϋνεται ςτο δύκλωνο DNA 

και να φθορύζει κατϊ την ακτινοβϐληςη με υπεριώδεσ φωσ 

 Σο πόκτωμα τοποθετεύται ςε κατϊλληλη πλατφϐρμα και βυθύζεται ςε 1x TBE 

 Προςθόκη 5μL Orange G ςε ϐλα τα δεύγματα εκτϐσ απϐ τον marker (δεύγματα και 

controls). Η χρωςτικό αφενϐσ βοηθϊει ςτην καθύζηςη των δειγμϊτων ςτα 

πηγϊδια φορτώματοσ και αφετϋρου ςτην παρατόρηςη τησ διαδικαςύασ 



45 

 

 Σοποθϋτηςη ςτο πόκτωμα 10μL απϐ τα δεύγματα και τουσ θετικοϑσ και 

αρνητικοϑσ μϊρτυρεσ. Εκτϐσ απϐ τα δεύγματα τοποθετοϑνται ςτο πόκτωμα και 

10μL φϊγου λ που ϋχει υποςτεύ πϋψη απϐ τα ϋνζυμα HindIII/EcoRI, ο οπούοσ 

αποτελεύ μϊρτυρα γνωςτοϑ προτϑπου ζώνωςησ μοριακών βαρών που θα 

βοηθόςει ςτην ταυτοπούηςη των τμημϊτων DNA 

 ΢τη ςυνϋχεια, εφαρμϐζεται ηλεκτρικϐ δυναμικϐ ςτο πόκτωμα, τϊςησ 120 Volt, 

150mΑ. Όταν οι ζώνεσ του μϊρτυρα εύναι διακριτϋσ, το πόκτωμα εκτύθεται ςε 

υπεριώδεσ φωσ ϋτςι ώςτε να γύνει η ταυτοπούηςη των δειγμϊτων βϊςει των 

θετικών μαρτϑρων.  

 

2.3.5 Απομϐνωςη DNA απϐ πόκτωμα αγαρϐζησ (Gel extraction) 

Με τη βοόθεια τησ τεχνικόσ αυτόσ δύδεται η δυνατϐτητα καθαριςμοϑ τησ 

διαγονιδιακόσ καταςκευόσ απϐ την αγαρϐζη. Με τη μϋθοδο αυτό απομονώθηκαν 

τϐςο το γονύδιο τησ Apolipoprotein J/Clusterin ϐςο και ο υποκινητόσ του γονιδύου 

τησ ανθρώπινησ β- ακτύνησ. Η ςυγκεκριμϋνη μεθοδολογύα εκτελϋςτηκε με τη 

χρόςη του QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen- 28706). 

To DNA που απομονώνεται με την μϋθοδο αυτό εύναι κατϊλληλο για πϋψη με 

περιοριςτικϊ ϋνζυμα (βλ. 2.1.3) και για υποκλωνοπούηςη με Σ4 λιγϊςη (New England 

Biolabs). To DNA ηλεκτροφορεύται ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 1% ςε διϊλυμα 1x TAE (βλ. 

2.1.4). Κϊτω απϐ πηγό υπεριώδουσ ακτινοβολύασ κϐβεται η ζώνη του DNA που 

περιϋχει το τμόμα προσ απομϐνωςη και ακολουθεύται το πρωτϐκολλο με βϊςη τισ 

οδηγύεσ τισ εταιρεύασ. Σϋλοσ, λαμβϊνεται το υπερκεύμενο ςτο οπούο βρύςκεται 

διαλυμϋνο το τμόμα DNA που αρχικϊ εύχε επιλεχθεύ απϐ το πόκτωμα τησ 

αγαρϐζησ.  

 

2.3.6 Kλωνοπούηςη γονιδιακόσ καταςκευόσ ςε πλαςμιδιακοϑσ φορεύσ 

Σο προσ κλωνοπούηςη μϐριο DNA και το πλαςμύδιο κϐβονται με τα κατϊλληλα 

περιοριςτικϊ ϋνζυμα (βλ. 2.1.3) Η ςϑνδεςό τουσ ϋγινε εύτε με ςυγκϐλληςη ϊκρων 

που παρουςιϊζουν ςυμπληρωματικϋσ αλληλουχύεσ και θα λειτουργόςουν ωσ 
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κολλώδη ϊκρα (sticky ends) ό αν τα ϊκρα τουσ εύναι διαφορετικϊ ώςτε να εύναι 

αναγκαύα η ςυγκϐλληςη μη ςυμπληρωματικών ϊκρων (blunt end ligation). ΢την 

πρώτη περύπτωςη εύναι αναγκαύα η αποφωςφορυλύωςη του 5’ ϊκρου του 

πλαςμιδύου μϋςα ςτο οπούο πρϐκειται να ειςαχθεύ το μϐριο του DNA, με τη χρόςη 

του ενζϑμου αλκαλικό φωςφατϊςη (calf intestinal alkaline phosphatase) 

(Fermentas). ΢τη δεϑτερη περύπτωςη, ϐπου τα ϊκρα των αλληλουχιών δεν εύναι 

ςυμπληρωματικϊ, εύναι απαραύτητη η ενζυμικό μετατροπό τoυσ ςε ϊκρα χωρύσ την 

μικρό περιοχό μονόσ αλυςύδασ του DNA, που χαρακτηριςτικϊ αφόνουν μετϊ την 

πϋψη τα περιςςϐτερα περιοριςτικϊ ϋνζυμα.  

Γενικϊ, η διαδικαςύα τησ κλωνοπούηςησ περιλαμβϊνει την πϋψη του DNA με τα 

κατϊλληλα ϋνζυμα περιοριςμοϑ (βλ. 2.1.3). Η μετατροπό των κολλωδών ϊκρων ςε 

τυφλϊ γύνεται με την προςθόκη ςτην αντύδραςη 2,5 U Klenow DNA πολυμερϊςησ 

(Fermentas) και 2 μl dNTPs 25 mM (Fermentas) και επώαςη ςτουσ 37 0C για 20min. 

΢το πλαςμύδιο φορϋα γύνεται αποφωςφορυλύωςη του 5’ ϊκρου με την προςθόκη 1 

μl αλκαλικόσ φωςφατϊςησ και επώαςη ςτουσ 37 0C για 20min. ΢τη ςυνϋχεια, τα 

τμόματα του DNA προσ κλωνοπούηςη απομονώνονται απϐ πόκτωμα αγαρϐζησ με 

βϊςη το QIAquick Gel Extraction Kit (βλ. 2.1.5) 

H ςϑνδεςη του πλαςμιδύου φορϋα και του προσ κλωνοπούηςη μορύου DNA 

γύνεται με τη χρόςη Σ4 DNA λιγϊςησ (New England Biolabs). ΢υγκεκριμϋνα, 

αναμιγνϑονται το γραμμικϐ πλαςμιδιακϐ DNA (linearized vector) με την 

αλληλουχύα DNA που πρϐκειται να ειςαχθεύ ςτο πλαςμύδιο ςε αναλογύα 1 προσ 3. Η 

αντύδραςη διεξϊγεται ςε τελικϐ ϐγκο 20 μL, παρουςύα 1 x διαλϑματοσ λιγϊςησ με 

1U Σ4 DNA λιγϊςησ. Η αντύδραςη επωϊζεται για 8 ώρεσ ςε θερμοκραςύα δωματύου. 

Μϋροσ τησ αντύδραςησ χρηςιμοποιεύται για το μεταςχηματιςμϐ βακτηρύων.  

΢την παροϑςα διπλωματικό, η ςτατηγικό κλωνοπούηςησ για το ςχηματιςμϐ τησ 

διαγονιδιακόσ καταςκευόσ που φϋρει το γονύδιο τησ Apolipoprotein J/Clusterin, 

ανωδικϊ αυτοϑ τον υποκινητό του γονιδύου τησ ανθρώπινησ β-ακτύνησ και 

καθωδικϊ το IRES (Internal Ribosome Entry Site) και το γονύδιο τησ φυςικόσ 

φθορύζουςασ πρωτεϏνησ GFP, ϋγινε ςε δϑο βόματα.  
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Αρχικϊ, μϋςω πϋψησ με περιοριςτικό ενδονουκλεϊςη (EcoRI) ςτο πλαςμύδιο 

MIGR1 –CLU (προςφορϊ τησ Serena Davoli και S. Bettuzzi, Dipartimento di Medicina 

Sperimentale, Sezione di Biochimica, Biochimica Clinica e Biochimica dell'Esercizio 

Fisico, Universit{ di Parma, Parma, Italy) απομονώθηκε το cDNA Apolipoprotein 

J/Clusterin. Εν ςυνεχεύα, κλωνοποιόθηκε η Clusterin ςε μοναδικό θϋςη κοπόσ EcoRI 

του τροποποιημϋνου πλαςμιδιακοϑ φορϋα κλωνοπούηςησ pIRES2-EGFP (Clonetech 

Laboratories, προςφορϊ του εργαςτηρύου Μοριακόσ Γενετικόσ, Ελληνικϐ 

Ινςτιτοϑτο Παςτϋρ) που βρύςκεται ανωδικϊ του IRES-EGFP, που πλϋον θα 

ονομϊζεται CLU-IRES-EGFP. 

 ΢το δεϑτερο ςτϊδιο τησ κλωνοπούηςησ, απομονώθηκε (EcοRI, SalI) ο 

υποκινητόσ τησ ανθρώπινησ β- ακτύνησ απϐ πλαςμιδιακϐ φορϋα BS (προςφορϊ 

του εργαςτηρύου Μοριακόσ Γενετικόσ, Ελληνικϐ Ινςτιτοϑτο Παςτϋρ) και 

δημιουργόθηκαν τυφλϊ ϊκρα με τη χρόςη τησ Klenow DNA πολυμερϊςησ 

(Fermentas). Σϋλοσ, ο υποκινητόσ αυτϐσ υποκλωνοποιόθηκε ςτον πλαςμιδιακϐ 

φορϋα CLU-IRES-EGFP ςε μοναδικό θϋςη κοπόσ XhoI ανωδικϊ του γονιδιοϑ τησ CLU 

για να δημιουργηθεύ το πλαςμύδιο που θα ονομϊζεται actin CLU-IRES-EGFP, το 

οπούο και περιλαμβϊνει τη διαγονιδιακό καταςκευό. 

 

2.3.7 Μεταςχηματιςμϐσ ςτελεχών E. coli με τη μϋθοδο του ηλεκτροπαλμοϑ 

Αρχικϊ, γύνεται η προετοιμαςύα των βακτηρύων ώςτε να μποροϑν να 

μεταςχηματιςτοϑν με πλαςμιδιακϐ DNA. Για το ςκοπϐ αυτϐ δημιουργεύται μια 

υγρό καλλιϋργεια βακτηρύων ϐγκου 1L ςτην οπούα τα βακτόρια βρύςκονται ςτην 

αυξητικό φϊςη ανϊπτυξησ (η οπτικό απορρϐφηςη ςτα 600 nm εύναι 0.5-0.7). Αφοϑ 

η καλλιϋργεια παγώςει για 1 ώρα και 45min  τουλϊχιςτον πϊγο και με υπϐ ιςχυρό 

ανϊδευςη,  τα βακτόρια φυγοκεντροϑνται ςτα 3.400 rpm για 10-15min και ςτουσ 

40C. Σϋλοσ, τα βακτόρια ξεπλϋνονται με Water for Injections 2 φορϋσ και με διϊλυμα  

10 % γλυκερϐλησ μια φορϊ. Σα βακτόρια επαναιωροϑνται ςε 2-3 mL 10% γλυκερϐλησ 

ϋτςι ώςτε η ςυγκϋντρωςη τουσ να εύναι 1-3 x 106 κϑτταρα/mL. Σα βακτόρια 

μοιρϊζονται ςε ςωλόνεσ eppendorf, παγώνονται ςε υγρϐ ϊζωτο ενώ εύναι οι 
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ςωλόνεσ εύναι όδη τοποθετημϋνοι ςε ξηρϐ πϊγο (snap freeze) και φυλϊςςονται 

ςτουσ -70 0C.  

Σα βακτόρια αυτϊ εύναι κατϊλληλα για μεταςχηματιςμϐ με ηλεκτροδιϊτρηςη 

(electroporation). Απϐ αυτϊ χρηςιμοποιοϑνται 40 μL ςτα οπούα προςτύθεται 1-2 μL 

διαλϑματοσ DNΑ απϐ την αντύδραςη ςυγκϐλληςησ με λιγϊςη (βλ. 2.1.6). Σο μεύγμα 

DNA-βακτηρύων ειςϊγεται ςε ειδικϋσ κυψελύδεσ (cuvettes), οι οπούεσ 

τοποθετοϑνται ςτο θϊλαμο ηλεκτροδιϊτρηςησ τησ ςυςκευόσ Micro Pulser τησ 

Biorad. ΢τη ςυνϋχεια, εφαρμϐζεται τϊςη 1,8 KV με αντύςταςη 200Ψ (capacitance 25 

μF). Μετϊ τον ηλεκτροπαλμϐ, ςτην κυψελύδα με τα βακτόρια προςτύθεται 1 mL 

διαλϑματοσ SOC (Bacto-tryptone 2%, Yeast extract 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, 

MgCl2 10 mM, MgSO4 10 mM, Glucose 20 mM, ddH2O 1L) που ϋχει προθερμανθεύ 

ςτουσ 37 0C. Σο διϊλυμα τησ κυψελύδασ μεταφϋρεται ςε ςωλόνεσ eppendorf και 

επωϊζεται για 1 ώρα ςτουσ 37 0C, μετϊ το πϋρασ τησ οπούασ επιςτρώνεται ςε 

τριβλύο Petri που περιϋχει το κατϊλληλο αντιβιοτικϐ με ςκοπϐ την ανϊπτυξη 

βακτηριακών αποικιών τα οπούα φϋρουν το επιθυμητϐ πλαςμιδιακϐ DNA. 

 

2.3.8 Απομϐνωςη τησ διαγονιδιακόσ καταςκευόσ που πρϐκειται να 

χρηςιμοποιηθεύ για μικροϋνεςη 

Ύςτερα απϐ την πϋψη του DNA με περιοριςτικϊ ϋνζυμα (εν προκειμϋνω ςτο 

actin CLU-IRES-EGFP ϋγινε πϋψη με BssHII), απομακρϑνονται απϐ το τμόμα που 

προορύζεται για μικροϋνεςη οι πλαςμιδιακϋσ αλληλουχύεσ, με τη μϋθοδο τησ 

ηλεκτροφϐρηςησ και τη χρόςη παραςκευαςτικοϑ πηκτώματοσ αγαρϐζησ με 

χαμηλϐ ςημεύο τόξησ περιεκτικϐτητασ 1%. Η ζώνη του DNA που περιϋχει την 

επιθυμητό αλληλουχύα κϐβεται απϐ το πόκτωμα και τοποθετεύται ςε 10Φ 

ρυθμιςτικϐ διϊλυμα β-αγαρϊςησ ςτουσ 65 για 10 λεπτϊ. Ακολουθεύ επώαςη με 2 U 

β-αγαρϊςησ (New England Biolabs) ανϊ 100 μL πηκτώματοσ ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα 

β-αγαρϊςησ ςτουσ 40 0C για 1 ώρα. ΢το διϊλυμα αυτϐ προςτύθεται 1/10 του ϐγκου 5 

M NaCl και τα ϊπεπτα τμόματα του πηκτώματοσ απομακρϑνονται με 
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φυγοκϋντρηςη ςτισ 13,000rpm ςτουσ 250C για 15min. Απϐ το διϊλυμα αυτϐ το DNA 

απομονώνεται και καθαρύζεται τελικϊ με κατακρόμνιςη με αιθανϐλη. 

 ΢τη ςυνϋχεια, η απαλλαγμϋνη απϐ προςμύξεισ 

διαγονιδιακό καταςκευό καθαρύζεται περαιτϋρω με τη 

χρόςη ειδικών μικροκολώνων καθαριςμοϑ Elutip-d 

(Whatman, Schleicher & Schuell) για την απομϊκρυνςη 

μη ενςωματωμϋνων νουκλεοτιδύων (Εικόνα 17). Οι 

ςυγκεκριμϋνεσ κολώνεσ δεςμεϑουν νουκλεώκϊ οξϋα ςε 

ςυνθόκεσ χαμηλόσ αλατϐτητασ, ενώ η διαγονιδιακό 

καταςκευό εκλοϑεται ςε ςυνθόκεσ υψηλόσ αλατϐτητασ και διαλυτοποιεύται ςε MIJ 

ρυθμιςτικϐ διϊλυμα (10 mM Tris, 1x10-4 M EDTA, pH=7.4). 

 

2.4 ΔΗΜΙΟΤΡΓΙΑ ΔΙΑΓΟΝΙΔΙΑΚΨΝ ΠΟΝΣΙΚΨΝ 

 

2.2.1 ΢τελϋχη Ποντικών 

Σα ςτελϋχη των ποντικών που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην παροϑςα μελϋτη ανόκουν 

ςτο εύδοσ Mus musculus και εύναι τα εξόσ : 

 Θηλυκϊ ποντύκια για την παραγωγό γονιμοποιημϋνων ωαρύων. Για το ςκοπϐ 

αυτϐ χρηςιμοποιόθηκαν ποντύκια F1 (απϐ τη διαςταϑρωςη CBA x C57BL/6/Η) 

ηλικύασ 3 – 4 εβδομϊδων γιατύ ϋχει δειχθεύ ϐτι παρϊγουν μεγϊλο αριθμϐ καλόσ 

ποιϐτητασ εμβρϑων (75).  

 Γϐνιμα αρςενικϊ ποντύκια για αναπαραγωγό και γονιμοπούηςη των ωαρύων. Για 

το ςκοπϐ αυτϐ χρηςιμοποιοϑνται ποντύκια F1, ηλικύασ τουλϊχιςτον 8 

εβδομϊδων. 

 ΢τεύρα αρςενικϊ ποντύκια NMRI (Charles River) ςτα οπούα ϋχει αποκοπεύ ο 

ςπερματαγωγϐσ με μικροχειρουργικό επϋμβαςη χρηςιμοποιοϑνται για να την 

απϐκτηςη ψευδοϋγκυων θηλυκών. 

                                                             
75

 Nagy A., et al., 2003. Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press. 

Εικόνα 17: Elutip-d 
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 Θηλυκϊ ποντύκια F1 που χρηςιμεϑουν ωσ ψευδοϋγκυα (pseudopragnants), 

δεδομϋνου ϐτι η χρόςη αυτών ϋναντι καθαρών ςειρών προςφϋρει ςημαντικϊ 

πλεονεκτόματα ϐςον αφορϊ την αποδοχό των εμφυτευμϋνων ωαρύων, αλλϊ 

και τη φροντύδα που δεύχνουν οι θετϋσ μητϋρεσ ςτα νεογϋννητα (76). 

 

2.2.2 Δημιουργύα Διαγονιδιακών ποντικών με τη μϋθοδο μικροϋνεςησ ςε 

προπυρόνα 

Η δημιουργύα διαγονιδιακών ποντικών περιλαμβϊνει αδρομερώσ τα παρακϊτω 

ςτϊδια: 

1. ΢χεδιαςμϐσ, παραςκευό και κλωνοπούηςη γονιδιακών καταςκευών (βλ. 2.1) 

2. Ϊλεγχοσ των παραςκευαςθϋντων γονιδιακών καταςκευών με επιλεκτικϋσ 

πϋψεισ (βλ. 2.1.3)  ό αλληλοϑχιςη  

3. Παραςκευό και καθαριςμϐσ τησ προσ μικροϋνεςη γονιδιακόσ καταςκευόσ (βλ. 

2.1.8)  

4. Προςδιοριςμϐσ κατϊλληλησ ςυγκϋντρωςησ τησ γονιδιακόσ καταςκευόσ για 

μικροενϋςεισ  

5. Μϋθοδοσ μικροϋνεςησ του DNA ςε προπυρόνεσ ζυγωτών F2 (CBAXC57Bl/6) και 

τυχαύα ενςωμϊτωςη ςτο γονιδύωμϊ τουσ κατϊ την οπούα πραγματοποιοϑνται 

μικροενϋςεισ με διϊφορεσ ςυγκεντρώςεισ τησ γονιδιακόσ καταςκευόσ 

6. Εμβρυομεταφορϊ των μετϊ την μικροϋνεςη ωαρύων που επιβύωςαν ςε 

ψευδοϋγκυεσ F1 (CBAXC57Bl/6)  

7. Παρακολοϑθηςη των εγκυμονοϑντων ποντικών μετϊ απϐ 10 ημϋρεσ και 

καταγραφό του βϊρουσ τουσ (ϋλεγχοσ πιθανών αποβολών) 

8. Γϋννηςη ποντικών μετϊ απϐ 19-21 ημϋρεσ 

9.  Ϊλεγχοσ τησ διαβύβαςησ του διαγονιδύου ςτουσ απογϐνουσ (διαςταϑρωςη των 

ποντικών που φϋρουν το διαγονύδιο με φυςιολογικϊ ποντύκια του ύδιου 

γενετικοϑ υπϐβαθρου 

                                                             
76

 Nagy A., et al., 2003. Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press. 



51 
 

10. Μεταφορϊ των διαγονιδιακών ποντικών που δημιουργόθηκαν ςε γενετικϐ 

υπϐβαθρο C57Bl/6. (Ανϊδρομεσ διαςταυρώςεισ  των διαγονιδιακών ποντικών 

C57Bl/6 για 10 γενιϋσ). Επειδό αυτό η διαδικαςύα εύναι εξαιρετικϊ χρονοβϐρα, ο 

ϋλεγχοσ του διαγονιδιακοϑ που επιλϋχθηκε για  τα πειρϊματα τησ παροϑςησ 

εργαςύασ όταν όδη  ςτην 4η γενιϊ. Ο λϐγοσ για τον οπούο τα διαγονιδιακϊ 

ποντύκια-υπερεκφραςτϋσ τησ Clusterin δεν παρόχθηςαν απ’ ευθεύασ ςε C57Bl/6 

γενετικϐ υπϐβαθρο, εύναι ϐτι τα ζυγωτϊ του  C57Bl/6 ςτελϋχουσ εύναι 

περιοριςμϋνα ςε αριθμϐ, μικρόσ ανθεκτικϐτητασ ϐταν εκτύθενται ςε 

εργαςτηριακϋσ ςυνθόκεσ, ενώ εμφανύζουν δυςκολύεσ κατϊ τη διϊρκεια τησ 

μικροϋνεςησ (ϐχι καλϊ διακριτού πυρόνεσ) ςε αντύθεςη με τα F1 ζυγωτϊ τα οπούα 

ςυνιςτώνται ςϑμφωνα με τη διεθνό βιβλιογραφύα (77).  

11. Διατόρηςη των διαγονιδιακών ςειρών που διαβιβϊζουν. Κατϊλληλεσ  

διαςταυρώςεισ των ιδρυτών ποντικών καταρχϊσ και των απογϐνων τουσ ςτη 

ςυνϋχεια. 

 

2.2.3 Παραγωγό γονιμοποιημϋνων ωαρύων 

Φρηςιμοποιόθηκαν F1 θηλυκϊ ποντύκια ηλικύασ 3-4 εβδομϊδων, ςτα οπούα ϋχει 

επαχθεύ ωορρηξύα περιςςϐτερων ωαρύων απϐ ϐςα θα παρϊγονταν φυςιολογικϊ, 

με χρόςη γοναδοτροπινών (superovulation). Μϋςω των ορμονών αυτών 

περιορύζεται ο αριθμϐσ των χρηςιμοποιοϑμενων ζώων εργαςτηρύου, που ϋρχεται 

ςε πλόρη ςυμφωνύα με τον κανϐνα των 4 R (Αντικατϊςταςη, Βελτύωςη, Μεύωςη 

και ΢εβαςμϐσ) (78) Φρηςιμοποιεύται γοναδοτροπύνη οροϑ εγκϑου φορϊδασ 

(PMSG), η οπούα μιμεύται την ενδογενό FSH – θυλακιοτρϐπο ορμϐνη, καθώσ και 

ανθρώπινη χοριονικό γοναδοτροπύνη (hCG), η οπούα μιμεύται την LH – 

ωχρινοτρϐπο ορμϐνη. H PMSG και η hCG προμηθεϑονται με τη μορφό 

λυοφιλιωμϋνησ ςκϐνησ, με την εμπορικό ονομαςύα Folligon και Chorulon 

αντύςτοιχα (Intervet).   

                                                             
77 Nagy et al., 2003. Manipulating the mouse embryo: A laboratory Manual, third edition, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press. 
78

 Russell W.M.S. and Burch R.L., 1992. Principles of Human Experimental Technique, Universities Federation for 
Animal Welfare. 
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Σϋςςερισ ώρεσ πριν την ϋναρξη τησ ςκοτεινόσ περιϐδου του ημερόςιου κϑκλου 

(δηλ. περύπου ςτισ 2 μ.μ.) γύνεται ενδοπεριτοναώκό ϋνεςη (ip, intraperitοneal) με 

100μL που περιϋχουν 10 IU Folligon ςτα θηλυκϊ F1 ποντύκια. Μετϊ απϐ 46–48 ώρεσ 

γύνεται ενδοπεριτοναώκό ϋνεςη με 10 IU Chorulon ςτα ύδια ποντύκια τα οπούα 

τοποθετοϑνται για  διαςταϑρωςη  με F1 αρςενικϊ ποντύκια. 

Σην επϐμενη μϋρα τα θηλυκϊ ποντύκια θανατώνονται και οι ωαγωγού (oviducts) 

αφαιροϑνται και τοποθετοϑνται ςε μικρϊ τρυβλύα Petri με 1,5mL υλικϐ 

καλλιϋργειασ Μ2 (Sigma), ϐπου ϋχει προςτεθεύ υαλουρονιδϊςη ςε ςυγκϋντρωςη 10 

mg/mL. Με τη χρόςη κατϊλληλου ςτρεοςκοπύου και με ειδικϋσ λαβύδεσ (FST) 

δημιουργεύται εκτομό ςτο διογκωμϋνο ςημεύο του ωαγωγοϑ (ampulla), ςημεύο 

ςυγκϋντρωςησ των γονιμοποιημϋνων ωαρύων, απϐ την οπούα  απελευθερώνονται 

ςτο υλικϐ καλλιϋργειασ.  

Εικόνα 18: Μορφολογύα των ζυγωτών των 

ποντικών. Α.  φυςιολογικό μορφολογύα, 

εμφανεύσ οι δϑο προπυρόνεσ  E. 

θυλακοκϑτταρα εύναι ακϐμη προςκολλημϋνα 

ςτη διαφανό ζώνη, γεγονϐσ που δυςκολεϑει τη 

μικροϋνεςη Ι.  μη γονιμοποιημϋνο ζυγωτϐ, δε 

φαύνονται οι προπυρόνεσ (Ανατϑπωςη απϐ 

Nagy et al. , 2003) 

Με τη δρϊςη τησ υαλουρονιδϊςησ, που περιϋχεται ςτο υλικϐ καλλιϋργειασ,  

αποκολλώνται απϐ τα γονιμοποιημϋνα ωϊρια τα ωοθυλακικϊ κϑτταρα (κοκκώδη 

και θυλακιακϊ, cumulus cells), που εύναι προςκολλημϋνα πϊνω ςε αυτϊ (Εικόνα 18). 

Η παραμονό των ζυγωτών ςε αυτϐ το υλικϐ πρϋπει να εύναι ςϑντομη. Σα καθαρϊ 

πλϋον ωϊρια μεταφϋρονται ςε νϋο τρυβλύο με Μ2, ώςτε να εκπλυθοϑν και να 

απομακρυνθοϑν και τα τελευταύα ύχνη υαλουρονιδϊςησ. ΢τη ςυνϋχεια 

μεταφϋρονται ςε τρυβλύο με  θρεπτικϐ υλικϐ Μ16 (Sigma) και τϋλοσ ςε τρυβλύο  

ςτο οπούο ϋχουν τοποθετηθεύ 4 ςταγϐνεσ Μ16 (για να εξαςφαλύζει τη 

ςυγκϋντρωςη των ζυγωτών ςε μικρό και ελεγχϐμενη επιφϊνεια του τρυβλύου) 

καλυμμϋνεσ με παραφινϋλαιο (για να μην εξατμιςτεύ η μικρό ποςϐτητα του Μ16 

που χρηςιμοποιεύται). Σο τρυβλύο τοποθετεύται ςε κλύβανο επώαςησ  37ο C  και 5% 

CO2 (τo pH του Μ16 ρυθμύζεται ςτο 7,5, ϋχοντασ τοποθετηθεύ τουλϊχιςτον μύα ώρα 

πριν τη χρόςη του ςτον κλύβανο). 
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2.2.4 Μικροϋνεςη του DNA ςτα γονιμοποιημϋνα ωϊρια 

 

 

 

 

 

 

 

 

Για τισ μικροενϋςεισ DNA (microinjections) ςτα γονιμοποιημϋνα ωϊρια 

απαιτεύται ϋνα ανϊςτροφο μικροςκϐπιο με μικροχειριςτϋσ (Eppendorf). Μϋχρι και 

30  ζυγωτϊ (εξαρτϊται κυρύωσ απϐ την εμπειρύα του χειριςτό) μεταφϋρονται ςε Μ2 

ϐπου ξεπλϋνονται ϋτςι ώςτε να μην υπϊρχουν υπολεύμματα απϐ Μ16. ΢ε μια ειδικό 

αντικειμενοφϐρο πλϊκα, που φϋρει μια κοιλϐτητα ςτο κϋντρο, τοποθετεύται μια 

ςταγϐνα περύπου 15μL Μ2 και καλϑπτεται  με παραφινϋλαιο. ΢τη ςταγϐνα αυτό 

γύνεται προςθόκη των ωαρύων που πρϐκειται να μικροενεθοϑν με το επιθυμητϐ 

DNA (Εικόνα 19).  

Ϊχει ςτο μεταξϑ προηγηθεύ η τοποθϋτηςη μιασ πιπϋττασ ςυγκρϊτηςησ του 

ωαρύου (holding pipette) ςτουσ μικροχειριςτϋσ του μικοςκοπύου καθώσ και η 

καταςκευό και τοποθϋτηςη μιασ πιπϋττασ μικροϋνεςησ (injection pipette),  

χρηςιμοποιώντασ τον κατϊλληλο εξοπλιςμϐ (KOPF pipette puller, Model 750) 

Σα ςτϊδια που ακολουθοϑν εύναι τα εξόσ: 

 Υυγοκϋντρηςη του DNA για 15-20 min ςτισ 13.000 rpm, 25 οC 

 Λόψη 5μL DNA απϐ το επϊνω μϋροσ και μεταφορϊ ςε μικρϐ ςωλόνα eppendorf 

 Βϑθιςη τησ πιπϋττασ μικροϋνεςησ με το πύςω μϋροσ ςτο eppendorf με το DNA, 

ώςτε λϐγω τριχοειδοϑσ φαινομϋνου να γεμύςει, τοποθϋτηςη ςτο μικροχειριςτό 

και βϑθιςό τησ ςτη ςταγϐνα Μ2 τησ αντικειμενοφϐρου πλϊκασ 

 Ρϑθμιςη τησ πιπϋττασ μικροϋνεςησ, ώςτε να βρύςκεται ςτη νοητό ευθεύα (ύδιο 

επύπεδο εςτύαςησ)  με την πιπϋττα ςυγκρϊτηςησ 

παραυινέλαιο

γονιμοποιημένα ωάρια

θρεπτικό σλικό Μ2

αντικειμενουόρος πλάκα

πιπέττα μικροένεσης

πιπέττα σσγκράτησης

μικροτειριστής

παραυινέλαιο

γονιμοποιημένα ωάρια

θρεπτικό σλικό Μ2

αντικειμενουόρος πλάκα

πιπέττα μικροένεσης

πιπέττα σσγκράτησης

μικροτειριστής

Εικόνα 19: Αντικειμενοφϐροσ 

πλϊκα ςτην οπούα 

βυθύζονται η πιπϋττα 

μικροϋνεςησ και η πιπϋττα 

ςυγκρϊτηςησ των 

γονιμοποιημϋνων ωαρύων. 

Οι ϊκρεσ των πιπεττών 

καλϑπτονται με θρεπτικϐ 

μϋςο Μ2 και παραφινϋλαιο. 

Οι πιπϋττεσ προςαρμϐζονται 

ςτουσ μικροχειριςτϋσ του 

μικροςκοπύου. (Βιβό 

Σςεβελϋκη) 
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 ΢πϊςιμο τησ ϊκρησ τησ πιπϋττασ μικροϋνεςησ χρηςιμοποιώντασ μεγαλϑτερη 

μεγϋθυνςη. Ϊλεγχοσ του κατϊλληλου ανούγματοσ τησ πιπϋττασ: Σοποθϋτηςη τησ 

πιπϋττασ μικροϋνεςησ  ακριβώσ δύπλα ςε ϋνα ελεϑθερο ωϊριο και 

απελεϑθερωςη DNA. Αν το ωϊριο κϊνει μια πλόρη περιςτροφό και ςταματόςει, 

τϐτε η πιπϋττα ϋχει ςπϊςει ςτο κατϊλληλο ςημεύο. ΢ε κϊθε ϊλλη περύπτωςη 

καταςκευϊζεται νϋα πιπϋττα.  

 

 

 

 

 

 

 Κρατώντασ ςταθερϐ το ωϊριο με την πιπϋττασ ςυγκρϊτηςησ, γύνεται εςτύαςη 

ςτη μεμβρϊνη ενϐσ απϐ τουσ δϑο προπυρόνεσ (κατϊ προτύμηςη ςτον πυρόνα 

του αρςενικοϑ επειδό εύναι μεγαλϑτεροσ)  και μετακινώντασ την πιπϋττα 

μικροϋνεςησ, δημιουργεύται μια οπό ςτη διϊφανη ζώνη (zona pelucida), την 

πλαςματικό μεμβρϊνη και τη μεμβρϊνη του προπυρόνα, ακολουθεύ 

απελευθϋρωςη τϐςησ ποςϐτητασ διαλϑματοσ  DNA ώςτε να εύναι ορατό και 

ελεγχϐμενη η μεταβολό του ϐγκου του πυρόνα (Εικόνα 20). 

 Επανϊληψη τησ μικροϋνεςησ και ςτα υπϐλοιπα ωϊρια και επιςτροφό ςε τρυβλύο 

με Μ16 και τοποθϋτηςη ςτον κλύβανο.  

 

2.2.5 Μεταφορϊ των εμβρϑων, ςτα οπούα ϋχει ενεθεύ DNA, ςτον ωαγωγϐ 

ψευδoϋγκυων θηλυκών ποντικών 

 

 

 

 

 

Εικόνα 20: Μικροϋνεςη DNA ςτον προπυρόνα ωαρύου. 

Παρατηρεύται ελαφρϊ διϐγκωςη του προπυρόνα ϑςτερα 

απϐ την ειςαγωγό του DNA. (Λόψη απϐ ανϊςτροφο 

μικροςκϐπιο 200Φ του Ελληνικοϑ Ινςτιτοϑτου Παςτϋρ, 

Ιωϊννησ Γρύβασ) 

 

Εικόνα 21:  Ηλεκτρονιοφωτογραφύα Ηλεκτρονικόσ Μικροςκοπύασ ΢ϊρωςησ ςτο 

οπούο προβϊλλονται η εύςοδοσ του ωαγωγοϑ (infudibulum) (I), ο ωαγωγϐσ (Od), η 

ωοθόκη (Ο), και η μότρα (U) και η μεμβρϊνη Bursa (B). Μεγϋθυνςη 48Φ. Guang Y. 

Wen and Jing Chen, 2004. Scanning Electron Microscopy of the Infudibulum, Ampulla 

and Eggs of Mice, Comparative Medicine Vol 54, No. 5, pp. 543-548 
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Αφοϑ ολοκληρωθοϑν οι μικροενϋςεισ ςτα γονιμοποιημϋνα ωϊρια, ακολουθεύ η 

μεταφορϊ τουσ (transfer) ςτουσ ωαγωγοϑσ ψευδϋγκυων θηλυκών (Εικόνα 21).  

 Σα ϋμβρυα ξεπλϋνονται πολϑ καλϊ ςε Μ2 και μεταφϋρονται ςε μια ειδικϊ 

καταςκευαςμϋνη πιπϋττα μεταφορϊσ (transfer pipette) με τον εξόσ τρϐπο: λύγο 

Μ2, μια φυςαλύδα αϋρα, λύγο Μ2, μια φυςαλύδα αϋρα, λύγο Μ2, μια φυςαλύδα 

αϋρα, Μ2 μαζύ με 30-40 ϋμβρυα (αν εύναι ακϐμη ςτο ςτϊδιο του ενϐσ κυττϊρου, 

ειδϊλλωσ μεταφϋρονται 10-15 ϋμβρυα), μια φυςαλύδα αϋρα και λύγο Μ2. 

 ΢ε κϊθε θηλυκϐ ποντύκι χορηγεύται ενδοπεριτοναώκϊ μια ποςϐτητα μύγματοσ 

αναιςθητικοϑ και μυοχαλαρωτικοϑ ςε αναλογύα 0,8ml:1ml αντύςτοιχα (Rompun, 

Imalgene) ςε 7,2ml 0,9% NaCl, ςε ϐγκο (μL)  που αντιςτοιχεύ ςτο βϊροσ του 

ποντικοϑ.   

 Καθαριςμϐσ τησ ρϊχησ του ποντικοϑ με αιθανϐλη και ραχιαύα τομό ςτο δϋρμα, 

ςτο ϑψοσ του επϊνω μϋρουσ του ποδιοϑ. Μετακύνηςη τησ τομόσ ώςτε να φανεύ 

η ωοθόκη (κϐκκινη) και το λύποσ (ϊςπρο) κϊτω απϐ το περιτϐναιο. Ακολουθεύ 

τομό ςτο περιτϐναιο και με λαβύδα με ςτρογγυλϊ ϊκρα τραβιϋται το λύποσ τησ 

ωοθόκησ προσ τα ϋξω, παραςϑροντασ τον ωαγωγϐ. 

 Μεταφορϊ του ποντικοϑ κϊτω απϐ το ςτερεοςκϐπιο, ϐπου εφαρμϐζεται 

εξωτερικό πηγό φωτιςμοϑ. Διϊνοιξη τησ μεμβρϊνησ που καλϑπτει την ωοθόκη 

και τον ωαγωγϐ με λεπτϋσ λαβύδεσ, ώςτε να εντοπιςθεύ η ϊκρη του ωαγωγοϑ 

(infudibulum), ϐπου και θα ειςαχθεύ η πιπϋττα μεταφορϊσ.   

 Σοποθϋτηςη τησ ϊκρησ τησ πιπϋττασ ςτην εύςοδο του ωαγωγοϑ και ειςαγωγό 

των εμβρϑων. (Η παρατόρηςη φυςαλύδων μϋςα ςτον ωαγωγϐ πιςτοποιεύ την 

επιτυχό εμφϑτευςη των γονιμοποιημϋνων ωαρύων ςτισ ψευδοϋγκυεσ μητϋρεσ) 

 Κλεύςιμο τησ τομόσ του δϋρματοσ με ειδικϐ εξϊρτημα και κϊλυψη του ποντικοϑ 

με χαρτύ, για τη διατόρηςη τησ θερμοκραςύασ του ςώματϐσ του  

 Οι απϐγονοι θα γεννηθοϑν ςε 19-21 ημϋρεσ , και ϐταν φθϊςουν ςτην ηλικύα των  

10 ημερών, θα ταυτοποιηθοϑν, με ανϊλυςη DNA απϐ βιοψύα ουρϊσ (βλ. Τλικϊ 

και μϋθοδοι), τα ποντύκια που φϋρουν το διαγονύδιο.  
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2.5 ΣΑΤΣΟΠΟΙΗ΢Η ΕΝΘΕ΢Η΢ ΣΟΤ ΔΙΑΓΟΝΙΔΙΟΤ 

 

2.3.1 Απομϐνωςη DNA απϐ βιοψύα ουρϊσ ποντικοϑ 

Για την ανύχνευςη τησ ενςωμϊτωςησ του διαγονιδύου ςτο γονιδύωμα του 

ποντικοϑ, ϋγινε δειγματοληψύα ιςτοϑ ουρϊσ (tail biopsy) απϐ τα προσ εξϋταςη ζώα, 

ηλικύασ 10,5 dpc. Η βαςικό αρχό τησ διαδικαςύασ αυτόσ ςτηρύζεται ςτη ςταδιακό 

απομϊκρυνςη προςμεύξεων (ακαθαρςύεσ, RNA και πρωτεϏνεσ) με τη μϋθοδο τησ 

φαινϐλησ. Πρακτικϊ, τα βόματα που ακολουθόθηκαν εύναι: 

 Βιοψύα ουρϊσ (1 cm απϐ την ϊκρη τησ) και τοποθϋτηςη ςε eppendorf  

 Προςθόκη 400μL Tail Buffer (Tris-HCl 1M pH=8, EDTA 0,5M pH=8, NaCl 5M, SDS 10%, 

ddH2O) 

 Προςθόκη 7μL πρωτεώνϊςη Κ (10mg/mL) και ανϊδευςη ςε ςυςκευό ανϊδευςησ 

τϑπου Vortex 

 Επώαςη ςτουσ 55˚C ςε υδατϐλουτρο κατϊ τη διϊρκεια τησ νϑχτασ (Overnight- O/N) 

προκειμϋνου να γύνει πϋψη των πρωτεώνών τησ ουρϊσ 

 Ανϊδευςη ςε ςυςκευό Vortex ώςτε να διαλυθεύ ο ςκελετϐσ τησ ουρϊσ 

 Προςθόκη 400λ διαλϑματοσ φαινϐλησ/ χλωροφορμύου/ ιςοαμυλικόσ αλκοϐλησ 

(25:24:1 v/v) για τον καθαριςμϐ απϐ τισ πρωτεϏνεσ 

 Iςχυρό ανϊδευςη ςε Vortex ό shaker για 10 min, 25 οC και κατϐπιν, φυγοκϋντρηςη 

για  ςτα 11.800 rpm για 10min ςτουσ 25 οC. 

 Μεταφορϊ τησ υδατικόσ φϊςησ απϐ κϊθε δεύγμα, με ευρϑςτομα ακρορϑγχια, ςε 

νϋα ςωληνϊκια eppendorf 

 Προςθόκη 400μL διαλϑματοσ ιςοπροπανϐλησ (ο ϐγκοσ πρϋπει να εύναι περύπου το 

80% αυτοϑ του διαλϑματοσ φαινϐλησ/χλωροφορμύου/ιςοαμυλικόσ αλκοϐλησ) και 

ανϊδευςη, κουνώντασ δυνατϊ το ςωλόνα 3-4 φορϋσ για δϋςμευςη του νεροϑ και 

κατακρόμνιςη του DNA 

 Γύνεται ορατϐ το DNA μϋςω τησ χαρακτηριςτικόσ νεφελώδουσ μορφόσ, και 

ςυλλϋγεται (ψαρεϑεται) με γυϊλινη πιπϋττα Pasteur με κεκαμϋνο κυρτϐ ϊκρο 

 ΢ταδιακό αφυδϊτωςη του DNA ςε  70% αιθανϐλη και 100% αιθανϐλη  
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 Αναςτροφό του ςιφωνύου για 15-30 min προκειμϋνου να εξατμιςτεύ η αιθανϐλη 

 Εμβϊπτιςη του ςιφωνύου με το DNA ςε eppendorf με 200μL ddH2O και επώαςη 

ςτουσ 25 οC καθϐλη τη διϊρκεια τησ νϑχτασ (O/N) 

 Ανϊδευςη τησ πιπϋττασ Pasteur ώςτε να απομακρυνθεύ το DNA και να μεύνει ςτο 

ςϑνολϐ του ςτο νερϐ 

 Αποθόκευςη των eppendorfs με το DNA διαλυμϋνο ςε ddH2O ςτουσ -20 οC. 

 

2.3.2 Υωτομϋτρηςη DNA (γενωμικοϑ και πλαςμιδιακοϑ) 

Η εϑρεςη τησ ςυγκϋντρωςησ του DNA (γενωμικοϑ ό πλαςμιδιακοϑ) που ϋχει 

απομονωθεύ πραγματοποιόθηκε με τη βοόθεια φαςματοφωτϐμετρου Nanodrop 

2000 (Thermo Scientific) και τα βόματα που ακολουθόθηκαν εύναι: 

 Σοποθϋτηςη 2μL μη αραιωμϋνου δεύγματοσ DNA ςτη βϊςη μϋτρηςησ του 

Nanodrop 2000 

 Με επαναφορϊ του ειδικοϑ βραχύονα και χρόςη ειδικοϑ λειτουργικοϑ 

ςυςτόματοσ γύνεται μϋτρηςη οπτικόσ απορρϐφηςησ ςε μόκη κϑματοσ 260, 

280nm. Η ςυγκϋντρωςη του δεύγματοσ υπολογύζεται αυτϐματα με βϊςη τη 

ςχϋςη C = OD260 x 50 x αραίωςη/1000 μg/μL, καθώσ και η καθαρϐτητα του 

δεύγματοσ. 

 

2.3.3 Αλυςιδωτό Αντύδραςη Πολυμερϊςησ (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

Η αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ επιτρϋπει τη γρόγορη ανύχνευςη 

διαγονιδύου ςε μεγϊλο αριθμϐ δειγμϊτων. Η βαςικό αρχό τησ PCR ςυνοψύζεται 

ςτην in vitro ενύςχυςη ενϐσ ςυγκεκριμϋνου τμόματοσ DNA, με τη χρόςη διαδοχικών 

μεταβολών θερμοκραςύασ 

Σα πρωτϐκολλα που χρηςιμοποιοϑνται ποικύλουν ανϊλογα με τισ απαιτόςεισ 

του ενζϑμου, τη δομό και το μϋγεθοσ του DNA, που χρηςιμοποιεύται ςαν εκμαγεύο, 

καθώσ και τισ βϋλτιςτεσ ςυνθόκεσ πρϐςδεςησ των εκκινητών. Ϊνα γενικϐ ϐμωσ 

πρωτϐκολλο εργαςύασ τησ ςυμβατικόσ τεχνικόσ PCR (regular PCR) περιλαμβϊνει: 

αποδιϊταξη αρχικοϑ δεύγματοσ (denaturation), υβριδιςμϐ (annealing), 
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πολυμεριςμϐ (extension), αποδιϊταξη προώϐντων και επαναλόψεισ του κϑκλου για 

ςυγκεκριμϋνο αριθμϐ, ανϊλογα με την περύπτωςη (Πίνακεσ 3, 4). ΢κοπϐσ τησ 

αντύδραςησ εύναι να διαπιςτωθεύ ο γονϐτυποσ των ποντικιών των οπούων το DNA 

ϋχουμε απομονώςει, ωσ προσ το γονύδιο τησ Apolipoprotein J/ Clusterin καθώσ και 

ωσ προσ το γονύδιο επιλογόσ τησ eGFP. 

Αρχικϊ, παραςκευϊζεται ςε ϋνα eppendorf το Master Mix το οπούο ςτη 

ςυνϋχεια θα μοιραςτεύ εξύςου (19μL) ςε ϐλα τα ςωληνϊκια με τα δεύγματα. ΢ε κϊθε 

αντύδραςη, εκτϐσ απϐ τα δεύγματα χρηςιμοποιόθηκαν και οι απαραύτητοι 

μϊρτυρεσ (controls). Ο αρνητικϐσ μϊρτυρασ εύναι το νερϐ, που προςτύθεται αντύ 

του δεύγματοσ προκειμϋνου να γύνει ϋλεγχοσ για πιθανϋσ μολϑνςεισ, ενώ ο θετικϐσ 

μϊρτυρασ εύναι το πλαςμιδιακϐ DNA ςτο οπούο κλωνοποιόθηκε η διαγονιδιακό 

καταςκευό ακτύνη- Clusterin, αφοϑ με βϊςη την αλληλουχύα του εν λϐγω 

πλαςμιδύου ςχεδιϊςτηκαν οι ειδικού εκκινητϋσ (Genebank) (Πίνακασ 5).  ΢τη 

ςυνϋχεια, μοιρϊζονται 19μL του Master Mix ςε δοκιμαςτικοϑσ ςωλόνεσ για PCR και 

προςτύθεται 1μL γενωμικοϑ DNA ςε καθϋνα απϐ αυτϊ.  

ΑΛΤ΢ΙΔΨΣΗ ΑΝΣΙΔΡΑ΢Η ΠΟΛΤΜΕΡΑ΢Η΢ ΓΙΑ ΣΟ ΓΟΝΙΔΙΟ ΣΗ΢ CLUSTERIN 

Πύνακασ 3: Διϊλυμα Αντύδραςησ PCR  Πύνακασ: Κατανομό Κϑκλων PCR 

ddH2O 6,4 ΚΤΚΛΟΙ οC Φρϐνοσ 

Taq buffer 5Φ (Promega) 4 Προεπώαςη 94 οC 1:30 min 

MgCl2  25mM (Promega) 2 Αποδιϊταξη 94 οC 1:00 min 

dNTP's 5Mm (Invitrogen) 3,2 Τβριδιςμϐσ 57 οC 1:00 min 

Primer sense ΜΟ_CLUF1_SPL 

10pmol/μL 

1,6 Πολυμεριςμϐσ 72 οC 2:00 min 

Primer antisense ΜΟ_CLUR2_SPL 

10pmol/μL 

1,6 Αρ. Κϑκλων 30 

Taq DNA pol 5u/μL (Promega) 0,2 Σελικϐσ πολϑ/ςμϐσ 72 οC 10:00 min 

DNA 150ng/μL Θερ/ςύα Αναμονόσ 4 οC 

΢ϑνολο 20 μL Μϋγεθοσ προώϐντοσ 392bp 
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ΑΛΤ΢ΙΔΨΣΗ ΑΝΣΙΔΡΑ΢Η ΠΟΛΤΜΕΡΑ΢Η΢ ΓΙΑ ΣΟ ΓΟΝΙΔΙΟ eGFP 

Πύνακασ 4: Διϊλυμα Αντύδραςησ PCR  Πύνακασ: Κατανομό Κϑκλων PCR 

ddH2O 8,1 ΚΤΚΛΟΙ οC Φρϐνοσ 

Taq buffer 5Φ (Promega) 4 Προεπώαςη 94 οC 5:00 min 

MgCl2  25mM (Promega) 1,2 Αποδιϊταξη 94 οC 1:00 min 

dNTP's 2,5Mm (Fermentas) 1,5 Τβριδιςμϐσ 65 οC 1:00 min 

Primer sense #449 1pmol/μL 2 Πολυμεριςμϐσ 72 οC 1:30 min 

Primer antisense #450 1pmol/μL 2 Αρ. Κϑκλων 30 

Taq DNA pol 5u/μL (Promega) 0,2 Σελικϐσ πολϑ/ςμϐσ 72 οC 10:00 min 

DNA 150ng/μL Θερ/ςύα Αναμονόσ 6 οC 

΢ϑνολο 20 μL Μϋγεθοσ προώϐντοσ 300bp 
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Κεφϊλαιο 3 

ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 
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3.1 Δημιουργύα πλαςμιδιακοϑ φορϋα actin CLU IRES eGFP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 22: Δημιουργύα του πλαςμιδιακοϑ χϊρτη 

actin- CLU- IRES-eGFP (Vector NTI) 

 

Πϋψη με EcoRI, SalI 

Συφλϊ ϊκρα (blunt end) 

 

 

 

Πϋψη EcoRI 

Κλωνοπούηςη ςτην 

περιοριςτικό θϋςη EcoRI 

(MCS- 631) 

 

Πϋψη EcoRI- Sal I 

Συφλϊ ϊκρα (blunt end) 

Κλωνοπούηςη ςτην 

περιοριςτικό θϋςη XhoI 

(MCS- 615) 

Συφλϊ ϊκρα 
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Όπωσ περιγρϊφηκε ςτα Τλικϊ και Μϋθοδοι (βλ. 2.1.6), ο πλαςμιδιακϐσ φορϋασ 

προϋκυψε ϑςτερα απϐ κλωνοπούηςη δϑο ςταδύων ςε ςυνεργαςύα με την 

Ερευνότρια Δ΄ Δρ Ϊρα Σαουφύκ (Εργαςτόριο Μοριακόσ Γενετικόσ, Ελληνικϐ 

Ινςτιτοϑτο Παςτϋρ). Αρχικϊ απϐ τον πλαςμιδιακϐ φορϋα MigR1- sCLU (ευγενικό 

προςφορϊ του Bettuzzi S., Univerity of Parma, Italy) εξόχθη το cDNA τησ s-CLU του 

ποντικοϑ (ιώδησ περιοχό) μετϊ απϐ πϋψη με EcοRI και ακολοϑθηςε 

επανακλωνοπούηςη ςτον φορϋα pIRES2- EGFP (Clontech) ςτη μοναδικό 

περιοριςτικό θϋςη EcoRΙ, η οπούα βρύςκεται ςτο MCS (Multiple Cloning Site). Εν 

ςυνεχεύα, ο υποκινητόσ τησ ανθρώπινησ β- ακτύνησ (πορτοκαλύ περιοχό) 

απομακρϑνθηκε με χρόςη ενζϑμων περιοριςμοϑ EcoRI/ Sal I απϐ τον πλαςμιδιακϐ 

φορϋα pHbApr-1-neo (ευγενικό προςφορϊ του Εργαςτηρύου Μοριακόσ Γενετικόσ, 

Ελληνικϐ Ινςτιτοϑτο Παςτϋρ) και αφοϑ δημιουργόθηκαν τυφλϊ ϊκρα 

επανακλωνοποιόθηκε ανωδικϊ του cDNA τησ s-CLU ςτη θϋςη περιοριςμοϑ XhoI.  

Η αλληλουχύεσ που αφοροϑν ςτο IRES (καφϋ περιοχό) και την πρϊςινη 

φθορύζουςα πρωτεϏνη (μικρό πορτοκαλύ περιοχό) υπόρχαν όδη ςτον πλαςμιδιακϐ 

φορϋα (Εικόνα 22). Η διαγονιδιακό καταςκευό που θα χρηςιμοποιηθεύ ςτη 

ςυνϋχεια για μικροενϋςεισ εξϊγεται με τη χρόςη του περιοριςτικοϑ ενζϑμου BssHII. 

 

3.2 Σαυτοπούηςη πλαςμιδιακοϑ φορϋα  

  

Αρχικϊ, πραγματοποιόθηκε ϋλεγχοσ ταυτοπούηςησ 

του πλαςμιδιακοϑ φορϋα MigR1- CLU, που 

περιλϊμβανε το cDNA τησ CLU του ποντικοϑ. Όπωσ 

παρατηρεύται ςτην Εικϐνα 24, η πϋψη με το ϋνζυμο 

περιοριςμοϑ EcoRI οδηγεύ ςτην απομϊκρυνςη τησ s-

CLU, η οπούα και εντοπύζεται ςε τϋτοια θϋςη που 

υποδηλώνει το μόκοσ τησ αλληλουχύασ, δηλαδό 

1684bp. 

Εικόνα 23: Επιλεκτικϋσ πϋψεισ του 

πλαςμιδιακοϑ φορϋα 
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Ο πλαςμιδιακϐσ φορϋασ actin- CLU- IRES- eGFP πριν καθαριςτεύ απϐ τισ 

πλαςμιδιακϋσ αλληλουχύεσ ταυτοποιόθηκε με επιλεκτικϋσ πϋψεισ με ϋνζυμα 

περιοριςμοϑ (Εικόνα 23) καθώσ και με αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ (Εικόνα 

26, 27) με ειδικοϑσ εκκινητϋσ που ςχεδιϊςτηκαν (Πίνακασ 5), με ςκοπϐ τον ϋλεγχο 

του προςανατολιςμοϑ καθώσ και την ορθϐτητα τησ κλωνοπούηςησ. Απϐ τισ ζώνεσ 

που φαύνονται ςτο πόκτωμα ηλεκτροφϐρηςησ διαπιςτώθηκε η ορθϐτητα τησ 

διαγονιδιακόσ καταςκευόσ αφοϑ προϋκυψαν ζώνεσ αναμενϐμενου μοριακοϑ 

βϊρουσ.  

Πύνακασ 5: Αλληλουχύεσ εκκινητών 

ΜΟ_CLUF1_SPL 5΄-GATCTTGTCTGTGGACTGTTCA-3΄ 

ΜΟ_CLUR2_SPL 5΄-CTATCTCATTCCGCACGGCTT-3΄ 

#449 5΄-TGAACCGCATCGAGCTGAAGGC-3΄ 

#450 5΄-TCCAGCAGGACCATGTGATCGC-3΄ 

 

 

 

Εικόνα 24: Επιλεκτικϋσ πϋψεισ του 

πλαςμιδιακοϑ φορϋα MigR1-CLU με 

ςκοπϐ την απομϊκρυνςη του cDNA 

τησ s-CLU (βϋλοσ) για 

υποκλωνοπούηςη ςτον πλαςμιδιακϐ 

φορϋα pIRES2-eGFP. 
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Σϋλοσ, η διαγονιδιακό καταςκευό 

καθαρύςτηκε απϐ τισ πλαςμιδιακϋσ 

αλληλουχύεσ του φορϋα με πϋψη με 

ϋνζυμο περιοριςμοϑ BssHII και ϋγινε 

ςϑγκριςη με το πλαςμύδιο απ’ το 

οπούο απομονώθηκε ο υποκινητόσ τησ ανθρώπινησ β- ακτύνησ. Αυτϐ 

που παρατηρεύται ςτην Εικόνα 25 εύναι ϐτι, ϐπωσ αναμενϐταν το 

πλαςμύδιο actin- CLU- IRES- eGFP διαθϋτει μεγαλϑτερο μοριακϐ βϊροσ και η ζώνη 

του εμφανύζεται ψηλϐτερα ςτο πόκτωμα αγαρϐζησ απ’ ϐτι ο πλαςμιδιακϐσ 

φορϋασ του υποκινητό τησ β- ακτύνησ. Επιπρϐςθετα, διαπιςτώνεται και η 

καθαρϐτητα τησ διαγονιδιακόσ καταςκευόσ απϐ τυχϐν προςμύξεισ ό μολϑνςεισ. 

 

3.3 Απομϐνωςη και Καθαριςμϐσ Διαγονιδιακόσ Καταςκευόσ 

 Η διαγονιδιακό καταςκευό που θα χρηςιμοποιηθεύ για τισ μικροενϋςεισ ςε 

προπυρόνεσ ζυγωτών F2 προϋκυψε ϑςτερα απϐ πϋψη με ϋνζυμο περιοριςμοϑ 

BssHII (Εικόνα 29). Αφοϑ διαπιςτώθηκε η καθαρϐτητϊ τησ ϑςτερα απϐ 

ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ ακολοϑθηςε ο περαιτϋρω καθαριςμϐσ τησ 

με χρόςη κολώνων καθαριςμοϑ Elutip-d. H διαγονιδιακό καταςκευό απαλλαγμϋνη 

Εικόνα 25 (αριστερά): Επιλεκτικϋσ 

πϋψεισ του πλαςμιδιακοϑ φορϋα 

pHbApr-1-neo που φϋρει τον 

υποκινητό τησ ανθρώπινησ β- ακτύνησ 

καθώσ και του πλαςμιδιακοϑ φορϋα 

actin- CLU- IRES- eGFP με BssHII. 

 

Εικόνα 27: Αλυςιδωτό Αντύδραςη 

Πολυμερϊςησ με χρόςη ειδικών 

εκκινητών για τo eGFP ςτον πλαςμιδιακϐ 

φορϋα actin- CLU- IRES- eGFP, απ’ ϐπου 

και προκϑπτει αναμενϐμενη ζώνη 300 bp 

ςτο πόκτωμα αγαρϐζησ  

 

Εικόνα 26 (δεξιά): Αλυςιδωτό 

Αντύδραςη Πολυμερϊςησ με χρόςη 

ειδικών εκκινητών CLU F1/ eGFPR 

ςτον πλαςμιδιακϐ φορϋα actin- CLU- 

IRES- eGFP, απ’ ϐπου και προκϑπτει 

αναμενϐμενη ζώνη 1900bp ςτο 

πόκτωμα αγαρϐζησ υποδηλώνοντασ 

την επιτυχύα τησ κλωνοπούηςησ τησ s-

CLU ςτον πλαςμιδιακϐ φορϋα 

pIRES2-eGFP. 
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απϐ προςμύξεισ και ϊλατα των ρυθμιςτικών διαλυμϊτων αραιώνεται με ςκοπϐ να 

βρεθεύ η κατϊλληλη ςυγκϋντρωςη για τισ μικροενϋςεισ. Αυτϐ ςυμβαύνει, γιατύ 

μικρόσ ςυγκϋντρωςησ διαγονιδιακό καταςκευό δεν θα βοηθόςει ςτην 

ενςωμϊτωςη ςτο γονιδύωμα. Απϐ την ϊλλη, η διαγονιδιακό καταςκευό υψηλόσ 

ςυγκϋντρωςησ διαταρϊςςει την ανϊπτυξη οδηγώντασ ςτην παϑςη τησ. Οπϐτε 

ηλεκτροφορόθηκαν ςε πόκτωμα αγαρϐζησ διϊφορεσ αραιώςεισ τησ διαγονιδιακόσ 

καταςκευόσ (Εικϐνα 28), οι οπούεσ και φαςματοφωτομετρόθηκαν με τη χρόςη 

Nanodrop- 2000 (βλ. 2.3.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πύνακασ 6: ΢υγκϋντρώςεισ διαγονιδιακόσ καταςκευόσ 

Πλαςμύδιο actin- CLU-IRES- eGFP 1:1 Πλαςμύδιο actin- CLU-IRES- eGFP 1:10 

1η μϋτρηςη 2η μϋτρηςη 1η μϋτρηςη 2η μϋτρηςη 

18,3 ng/μL 19,2 ng/μL 1,1 ng/μL 1,2 ng/μL 

 

Εικόνα 28: Ηλεκτροφϐρηςη διαφορετικών ςυγκεντρώςεων τησ 

διαγονιδιακόσ καταςκευόσ με ςκοπϐ τον προςδιοριςμϐ τησ 

κατϊλληλησ ςυγκϋντρωςησ για τισ μικροενϋςεισ.  

 

Εικόνα 29: Ηλεκτροφϐρηςη τησ πϋψησ 

BssHII του πλαςμιδιακοϑ φορϋα actin- 

CLU- IRES- eGFP με ςκοπϐ την 

απομϊκρυνςη των πλαςμιδιακών 

αλληλουχιών και την προετοιμαςύα 

τησ διαγονιδιακόσ καταςκευόσ για 

μικροϋνεςη. 
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3.4 Μικροενϋςεισ  διαλϑματοσ DNA ςε προπυρόνεσ  ζυγωτών ποντικών  

Μικροενϋςεισ (ςε ςυνεργαςύα με τη Νϊντια Καβροχωριανοϑ και τη ΢. 

Φαραλϊμπουσ, Εργαςτόριο Διαγονιδιακόσ Σεχνολογύασ, Σμόμα Ζωικών Προτϑπων 

Βιοώατρικόσ Ϊρευνασ, Ελληνικϐ Ινςτιτοϑτο Παςτϋρ)  τησ γονιδιακόσ καταςκευόσ  

πραγματοποιόθηκαν ςε γονιμοποιημϋνα ωϊρια F1 ποντικών με μικτϐ γενετικϐ 

υπϐβαθρο CBA/C57Bl/6. ΢ε ψευδοϋγκυα F1 θηλυκϊ ποντύκια μεταφϋρθηκαν 

ςυνολικϊ 193 γονιμοποιημϋνα ωϊρια, που εύχαν ενεθεύ με τη γονιδιακό καταςκευό 

actin- CLU-IRES- eGFP. Απϐ τα ωϊρια που μεταφϋρθηκαν, γεννόθηκαν 33 απϐγονοι 

(Πίνακασ 7). 

Πύνακασ 7: Αποτελϋςματα μικροενϋςεων ςε προπυρόνεσ ζυγωτων 

Γονιδιακό καταςκευό actin- CLU-IRES- eGFP 

Γονιμοποιημϋνα ωϊρια που 
μεταφϋρθηκαν ςε ψευδοϋγκυα θηλυκϊ 

193 

Απϐγονοι που γεννόθηκαν 33 

Διαγονιδιακϋσ ςειρϋσ TgN102, TgG106 

 

3.5 Σαυτοπούηςη ποντικών που φϋρουν το διαγονύδιο 

Απϐ τα ποντύκια που γεννόθηκαν, απομονώθηκε γενωμικϐ DNA απϐ βιοψύα ουρϊσ 

και πραγματοποιόθηκε ανϊλυςη PCR (Εικϐνα 30). Προϋκυψαν, λοιπϐν, δϑο ιδρυτϋσ 

(founders) οι TgN102 και TgG106 που χρηςιμοποιόθηκαν περαιτϋρω με ςκοπϐ τον 

ϋλεγχο τησ διαβύβαςησ του διαγονιδύου ςτισ επϐμενεσ γενιϋσ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 30: Αλυςιδωτό Αντύδραςη 

Πολυμερϊςησ τϐςο με εκκινητϋσ CLU 

F1/ CLU R2 (πϊνω), ϐςο και με εκκινητϋσ 

eGFP (κϊτω) που ταυτοποιοϑν τη 

δημιουργύα των δϑο διαφορετικών 

υπερεκφραςτών TgN102, TgG106,που 

προϋκυψαν ϑςτερα απϐ μικροενϋςεισ 

ςε προπυρόνεσ ζυγωτών. ΢τη πρώτη 

περύπτωςη, εμφανύζεται ζώνη 392 bp 

και ςτη δεϑτερη 300 bp, ϐπωσ 

αναμενϐταν.  
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3.6 Έλεγχοσ τησ διαβύβαςησ του διαγονιδύου ςτισ επϐμενεσ γενιϋσ 

Ανιχνεϑτηκαν δϑο διαγονιδιακϊ ποντύκια (TgΝ102, TgG106). Κϊθε ϋνα απϐ αυτϊ 

αποτελεύ τον λεγϐμενο ιδρυτό (founder) τησ κϊθε διαγονιδιακόσ ςειρϊσ. Όλοι οι 

ιδρυτϋσ διαςταυρώθηκαν με αγρύου τϑπου (WT) ποντικοϑσ, ώςτε να διαπιςτωθεύ, 

εϊν το γονύδιο διαβιβϊζεται  ςτουσ απογϐνουσ με μενδελιανό κληρονομικϐτητα. 

΢τα δεύγματα απϐ ουρϋσ των απογϐνων τησ πρώτησ γενιϊσ ϋγινε ανϊλυςη PCR και 

φϊνηκε ϐτι και οι δϑο διαγονιδιακϋσ ςειρϋσ που προϋκυψαν με την τεχνικό τησ 

διαγϋνεςησ κληροδοτοϑςαν το γονύδιο ςτουσ απογϐνουσ τουσ με μενδιαλιανϐ 

τρϐπο (Εικόνα 31), δηλ. περύπου 50% των απογϐνων τουσ ϋφεραν το διαγονύδιο 

(Πύνακασ 8).  

Πύνακασ 8: Ποςοςτϐ διαγονιδιακών ποντικών που προϋκυψαν ςτην Ν1 γενιϊ 

ΣgN102 TgG106 

5/10 2/5 
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Λϐγω του ϐτι οι ιδρυτϋσ ϋχουν γενετικϐ υπϐβαθρο F2 (CBA x C57BL/6) θα πρϋπει 

μϋςω ανϊδρομων διαςταυρώςεων (10 γενιϋσ) να γύνει μεταφορϊ ςε γενετικϐ 

υπϐβαθρο C57BL/6.  

 

 

Εικόνα 31: Ηλεκτροφϐρηςη προώϐντοσ Αλυςιδωτόσ αντύδραςησ πολυμερϊςησ, ςϑμφωνα με την οπούα και οι δϑο 

διαγονιδιακϋσ ςειρϋσ μεταβιβϊζουν το διαγονύδιο ςτην Ν1 γενιϊ και κατϊ 50%. ΢υγκεκριμϋνα, ςτην εικϐνα ςτα αριςτερϊ 

παρουςιϊζονται οι απϐγονοι τησ ςειρϊσ TgN102, ενώ ςτα αριςτερϊ οι απϐγονοι τησ ςειρϊσ TgG106. 
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Η αϑξηςη του προςδϐκιμου ζωόσ τα τελευταύα χρϐνια, ϋχει οδηγόςει ςτην 

εμφϊνιςη αςθενειών του γόρατοσ ςε μεγαλϑτερα ποςοςτϊ ςυγκριτικϊ με το 

παρελθϐν. ΢υγκεκριμϋνα, αςθϋνειεσ ϐπωσ καρκύνοσ, νευροεκφυλιςτικϋσ αςθϋνειεσ, 

διαβότησ τϑπου ΙΙ, καρδιαγγειακϊ νοςόματα αποτελοϑν ςτϐχο τησ ερευνητικόσ 

δραςτηριϐτητασ. Μϋςα απϐ την μελϋτη αυτών των αςθενειών και των 

μηχανιςμών που εμπλϋκονται ςε κϊθε ϋναν απϐ αυτοϑσ θα μελετηθοϑν επιπλϋον 

η φυςιολογικό διαδικαςύα τησ γόρανςησ αλλϊ και η μακροβιϐτητα ό η προγηρύα 

ςτα θηλαςτικϊ, ςε περιπτώςεισ ςυνδρϐμων προγηρύασ. 

Η ΑπολιποπρωτεϏνη J/ Clusterin αποτελεύ ϋνα μϐριο με πολυπαραγοντικό δρϊςη. 

Φαρακτηριςτικϊ, η CLU ϋχει δειχθεύ ϐτι υπερεκφρϊζεται κατϊ τη γόρανςη, χωρύσ 

να φαύνεται ϐτι η υπερϋκφραςη αυτό ςχετύζεται απϐλυτα με την ηλικύα, αλλϊ 

κυρύωσ με το οξειδωτικϐ φορτύο (79). Πιθανολογεύται ϐτι, κατϊ τη γόρανςη των 

ατϐμων το ςϑνολο των οξειδωμϋνων πρωτεώνών και λιπιδύων αυξϊνεται, με 

αποτϋλεςμα αυτϐ με τη ςειρϊ του να ρυθμύζει θετικϊ την ϋκφραςη τησ CLU, αφοϑ 

αποτελεύ ϋνα αξιϐπιςτο βιοδεύκτη για την γόρανςη. Αυτό η ικανϐτητϊ τησ 

οφεύλεται ςτο ϐτι δρα ωσ μοριακό ςυνοδϐσ ςυμμετϋχοντασ ςτη διατόρηςη τησ 

πρωτεϐςταςησ του οργανιςμοϑ (80).  

Επιπρϐςθετα, η CLU φαύνεται να αυξϊνεται ςχεδϐν ςε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ των 

αςθενειών του γόρατοσ (81), υποδηλώνοντασ ϋτςι τον κυτταροπροςτατευτικϐ τησ 

ρϐλο. ΢υγκεκριμϋνα, ςε πολλϊ εύδη κακοηθών νεοπλαςιών, η CLU υπερεκφρϊζεται 

με αποτϋλεςμα να μην επιτρϋπει ςτα καρκινικϊ κϑτταρα να αποπύψουν ό να 

ευαιςθητοποιηθοϑν ςε χημειοθεραπεύεσ και ακτινοθεραπεύεσ. Προσ επύρρωςη των 

ανωτϋρω, μελϋτεσ ςιώπηςησ του μετϊγραφου τησ s-CLU με χρόςη αντινοηματικών 

                                                             
79 Trougakos IP., et al., 2006. Reduced expression levels of the senescence biomarker clusterin/apolipoprotein j in 

lymphocytes from healthy centenarians, Ann N Y Acad Sci. 1067:294-300. 
80 Trougakos IP., et al., 2009. Chapter 9: Oxidative stress in malignant progression: The role of Clusterin, a sensitive 

cellular biosensor of free radicals, Adv Cancer Res. 104:171-210. 
81 Trougakos IP and Gonos ES, 2002. Clusterin/apolipoprotein J in human aging and cancer, Int J Biochem Cell Biol. 
34(11):1430-48.  
 

javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Ann%20N%20Y%20Acad%20Sci.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19878777
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Int%20J%20Biochem%20Cell%20Biol.');


70 

 

νουκλεοτιδύων (ASO) ϋχουν γύνει κλινικϊ ςε καρκινικϊ κϑτταρα προςτϊςη ςε 

ςυνδυαςμϐ με το docetaxel και βρύςκονται ςε κλινικϋσ δοκιμϋσ φϊςησ II (82).  

Ο ρϐλοσ τησ CLU βϋβαια, παρουςιϊζει μύα αντύφαςη. Απϐ τη μύα παρουςιϊζει 

κυτταροπροςτατευτικϐ ρϐλο, ενώ κατϊ ϊλλουσ ϋχει και προαποπτωτικϐ ρϐλο. 

Ακϐμη, υπϊρχουν ερευνητϋσ που δραςτηριοποιοϑνται ςτο ςυγκεκριμϋνο πεδύο 

που υποςτηρύζουν ϐτι η CLU αποτελεύ ϋνα ογκοκαταςταλτικϐ γονύδιο, ϋνω ϊλλοι 

ερευνητϋσ υποςτηρύζουν την ογκογϐνο δρϊςη τησ (83). Γενικϊ, οι αντιδιαμετρικϊ 

αντύθετεσ αυτϋσ δρϊςεισ του μορύου ύςωσ να οφεύλονται ςε διαφορετικϋσ 

ιςομορφϋσ του μορύου ό ακϐμα να εξαρτώνται απϐ τον κυτταρικϐ τϑπο που 

μελετϊται. Επύςησ, ϋχει δειχθεύ ϐτι η εκκρινϐμενη CLU (sCLU) παρουςιϊζει 

κυτταροπροςτατευτικϐ ρϐλο, ενώ η πυρηνικό CLU ϋχει προαποπτωτικό δρϊςη. 

Αυτϐ, εντϋλει, που φϊνηκε να ϋχει ςημαςύα εύναι ο λϐγοσ μεταξϑ αυτών των δϑο 

ιςομορφών. Η παροϑςα μελϋτη, βϋβαια, επικεντρώνεται ςτη μελϋτη του ρϐλου τησ 

τυπικόσ εκκρινϐμενησ sCLU ιςομορφόσ. 

Η δημιουργύα διαγονιδιακών ποντικών που εκφρϊζουν ςυςτατικϊ το μϐριο s-

CLU του ποντικοϑ θα δώςει τη δυνατϐτητα μελϋτησ τησ ςυγκεκριμϋνησ πρωτεϏνησ 

in vivo ςε ϋνα μοντϋλο θηλαςτικοϑ με μεγϊλη εξελικτικό ομοιϐτητα με τον 

ϊνθρωπο. Επελϋγην, η CLU του ποντικοϑ και ϐχι του ανθρώπου, προσ αποφυγό 

προβλημϊτων αναγνώριςησ του μορύου απϐ τουσ αντύςτοιχουσ υποδοχεύσ in vivo, 

αν και το μϐριο παρουςιϊζει μεγϊλη ομολογύα μεταξϑ των οργανιςμών.  Μϋςω του 

πρϐτυπου αυτοϑ, θα υπϊρξει, επύςησ, η δυνατϐτητα μελϋτησ των 

αλληλεπιδρϊςεων του εν λϐγω μορύου με ϊλλα καθώσ και η ςυμμετοχό του ςε 

ςηματοδοτικϊ μονοπϊτια. Κεφαλαιώδουσ ςημαςύασ εύναι και η μελϋτη του ρϐλου 

τησ CLU ςε περιπτώςεισ καρκύνων, τησ αλληλεπύδραςησ των καρκινικών κυττϊρων 

με τα κϑτταρα του ςτρώματοσ καθώσ και η μελϋτη των μεταςτϊςεων μϋςω νϋων 

απεικονιςτικών τεχνικών (2 photon microscopy).  

                                                             
82 Chi NK., et al., 2008. A phase I study of OGX-011, a 2'-methoxyethyl phosphorothioate antisense to clusterin, in 

combination with docetaxel in patients with advanced cancer, Clin Cancer Res.14(3):833-9. 
83 Sala A., et al., 2009. Regulation of CLU gene expression by oncogenes and epigenetic factors implications for 

tumorigenesis, Adv Cancer Res. 105:115-32. 
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Σο προνϐμιο του ςυγκεκριμϋνου πρϐτυπου, εύναι η δυνατϐτητα που προςφϋρει 

για μελϋτη δϑο ό και περιςςϐτερων παραγϐντων ταυτϐχρονα. Αφοϑ μπορεύ κανεύσ 

να χρηςιμοποιόςει ϊλλα ζωικϊ μοντϋλα πρϐτυπα αςθενειών τα οπούα και θα 

διαςταυρωθοϑν με το όδη υπϊρχον πρϐτυπο. Για παρϊδειγμα, τα διαγονιδιακϊ 

ζώα, μποροϑν να διαςταυρωθοϑν τϐςο με μοντϋλα καρκύνου (π.χ. 

ηπατοκαρκύνωμα), ϐςο και με μοντϋλα νευροεκφυλιςτικών αςθενειών, ϐπωσ 

Alzheimer’s ό μοντϋλα αυτοϊνοςων φλεγμονωδών νοςημϊτων π.χ. ρευματοειδόσ 

αρθρύτιδα, ΢υςτημικϐσ Ερυθηματώδησ Λϑκοσ. Με αυτϐ τον τρϐπο μπορεύ να 

διαλευκανθεύ ο ρϐλοσ τησ CLU ςε κϊθε πρϐτυπο αςθϋνειασ.   

΢την ςυγκεκριμϋνη εργαςύα, ϋχουμε προκαρτακτικϊ ευρόματα που αφοροϑν ςε 

δϑο διαφορετικϋσ διαγονιδιακϋσ ςειρϋσ (TgN102, TgG106) clusterin. Οι δϑο αυτϋσ 

ςειρϋσ δύδουν τη δυνατϐτητα διαλεϑκανςησ του αν ο φαινϐτυποσ που 

παρουςιϊζουν τα ποντύκια οφεύλεται ςτην clusterin και ϐχι ςε αςυνϋχεια κϊποιου 

ενδογενοϑσ γονιδύου λϐγω in situ ενςωμϊτωςησ τησ διαγονιδιακόσ καταςκευόσ. 

Αναλυτικϐτερα, το διαγονύδιο που ςχεδιϊςτηκε και εξετϊςθηκε για τη 

λειτουργικϐτητϊ του και αφοϑ υποβλόθηκε ςε τεχνικϋσ που εξαςφαλύζουν υψηλό 

καθαρϐτητα, ειςόχθη με μικροϋνεςη ςε προπυρόνεσ ζυγωτών F1 ποντικών. 

Προκειμϋνου να ταυτοποιηθοϑν οι απϐγονοι που φϋρουν το διαγονύδιο, γενωμικϐ 

DNA απομονώθηκε απϐ βιοψύα ουρϊσ και εξετϊςτηκε με PCR. Απϐ τουσ 10 

απογϐνουσ ςτουσ οπούουσ ανιχνεϑθηκε το διαγονύδιο, οι 5 το διαβύβαζαν ςτουσ 

απογϐνουσ τουσ με μενδελιανϐ τρϐπο. Αυτού αποτϋλεςαν και τουσ ιδρυτϋσ των 

διαγονιδιακών ςειρών. Ο φαινϐτυποσ των υπερεκφραςτών φαύνεται μϋχρι τώρα 

να εύναι φυςιολογικϐσ ςε ςυμφωνύα με ϊλλεσ μελϋτεσ, ςϑμφωνα με τισ οπούεσ 

δημιουργόθηκαν διαγονιδιακϊ ποντύκια που υπερϋκφραζαν την CLU ςτα κϑτταρα 

των φωτοϒποδοχϋων του ματιοϑ με ςκοπϐ την μελϋτη τησ απϐπτωςησ ςτουσ 

νευρώνεσ. Αυτϐ που αποδεύχθηκε εύναι ο κυτταροπροςτατευτικϐσ ρϐλοσ τησ CLU, 

αφοϑ η CLU δεν εμπλϋκεται ςτουσ αποπτωτικοϑσ μηχανιςμοϑσ των 
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φωτοϒποδοχϋων του ματιοϑ (84). Επιπρϐςθετα, η δημιουργύα ελλειμματικών για 

την CLU ποντικών (CLU-/-) δεν ϋδειξε την ϑπαρξη κϊποιου φαινοτϑπου, αφοϑ μετϊ 

απϐ ιςτολογικϋσ μελϋτεσ τα ελλειμματικϊ ποντύκια όταν φυςιολογικϊ (85). Σα 

actin-CLU ποντύκια που δημιουργόθηκαν και θα χρηςιμοποιηθοϑν ωσ πρϐτυπα 

μελϋτησ θα πρϋπει να βρύςκονται ςε αμιγϋσ C57Bl6 γενετικϐ υπϐβαθρο μϋςω 

ανϊδρομων διαςταυρώςεων των διαγονιδιακών ποντικών που ϋχουν μικτϐ 

γενετικϐ υπϐβαθρο (CBA/C57BL6), με ποντύκια που εύναι αμιγώσ C57Bl6. 

Μελλοντικού ςτϐχοι τησ παροϑςασ διατριβόσ, αποτελοϑν η ταυτοπούηςη και ο 

χαρακτηριςμϐσ των διαγονιδιακών ςειρών τϐςο ςε μεταγραφικϐ επύπεδο, ϐςο και 

ςε μεταφραςτικϐ καθώσ και η δημιουργύα ιςτοειδικών διαγονιδιακών ζώων (π.χ. 

όπαρ και πϊγκρεασ) για τη μελϋτη παθολογιών που αφοροϑν ςτα ςυγκεκριμϋνα 

ϐργανα. Σϋλοσ, η διαςταϑρωςη του εν λϐγω προτϑπου με ϊλλα πρϐτυπα 

αςθενειών αποτελεύ ϋναν απϐ τουσ ϊμεςουσ ςτϐχουσ μασ.  

 

 

                                                             
84 Jomary C., et al., 1999. Effect of targeted expression of clusterin in photoreceptor cells on retinal development 

and differentiation, J Cell Sci. 112 ( Pt 10):1455-64. 
85 

McLaughlin L., et al., 2000. Apolipoprotein J/clusterin limits the severity of murine autoimmune myocarditis, J Clin 

Invest. 2000 106(9):1105-13. 
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