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Πξόινγνο- Δπραξηζηίεο   

 

Η πανμύζα δζπθςιαηζηή ενβαζία εηπμκήεδηε ζημ ηιήια ααζζηήξ ένεοκαξ, ημο 

Ιδνύιαημξ  Ιαηνμαζμθμβζηώκ ενεοκώκ ηδξ αηαδδιίαξ Αεδκώκ (Ι.Ι.Β.Δ.Α.Α ), ζημ 

ενβαζηήνζμ βεκεηζηήξ, ιε επζηεθαθή ηδκ Γν. Ακαζηαζζάδμο Δοακεία.  

΢ημ εβπείνδια αοηό δεκ οπήνλα ιόκδ ιμο ηαζ βζ αοηό ημ θόβμ εα ήεεθα  κα 

εοπανζζηήζς από ηανδζάξ, όθμοξ ημοξ ακενώπμοξ πμο ζοκέααθακ  άιεζα ή έιιεζα 

ζε αοηό.  

Πνώηα από όθα, κζώες ηδκ ακάβηδ κα εηθνάζς έκα ηενάζηζμ εοπανζζηώ, ζηδ Γν. 

Ακαζηαζζάδμο Δοακεία, βζα ηδκ ειπζζημζύκδ ηδξ κα ιε εκηάλεζ ζηδκ μιάδα ηδξ, 

ηαεώξ ηαζ βζα ηδκ ακάεεζδ εκδζαθένμκηςκ ενεοκδηζηώκ ακηζηεζιέκςκ. Απμηεθεί βζα 

ιέκα όπζ ιόκμ πνόηοπμ ζπμοδαίαξ ενεοκήηνζαξ αθθά ηαζ βοκαίηαξ. Ήηακ δίπθα ιμο 

ζε όθεξ ηζξ δύζημθεξ ζηζβιέξ ηαζ ιε ημ παιόβεθμ ηαζ ηδκ δνειία πμο ηδ παναηηδνίγεζ, 

ιε δίδαλε κα πδβαίκς πάκηα έκα αήια ιπνμζηά. Υάνζξ ηδκ πνμζςπζηόηδηα ηδξ ηαζ 

ηδκ αβάπδ ηδξ βζα ηδκ ένεοκα, δ αβαπδ ιμο βζα ημκ ηόζιμ ηδξ αζμθμβίαξ έβζκε αηόια 

ιεβαθύηενδ.    

Έκα ιεβάθμ εοπανζζηώ εα ήεεθα κα εηθνάζς ζημκ Ακαπθδνςηή ηαεδβδηή 

΢ηνααμπόδδ Γδιήηνζμ, μ μπμίμξ ιε ηίιδζε δίκμκηαξ ιμο ηδκ εοηαζνία κα ενβαζηώ 

πάκς ζημ ζοβηεηνζιέκμ ενεοκδηζηό εέια δίκμκηαξ ιμο απόθοηδ εθεοεενία όζμκ 

αθμνά ηδκ πεζναιαηζηή ηαηεύεοκζδ. Η αβάπδ ηαζ δ πνμζήθςζδ ημο βζα ηδκ ένεοκα 

απμηεθεί βζα ειέκα θςηεζκό πανάδεζβια. Καεόθδ ηδ δζάνηεζα ηδξ θμίηδζδξ ιμο ήηακ 

πάκηα πνόεοιμξ κα αθμοβηναζηεί ηαζ κα επζθύζεζ ηάεε πνμαθδιαηζζιό ιμο.  

Δπίζδξ, εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς ηα ιέθδ ηδξ ηνζιεθήξ επζηνμπήξ, Καεδβήηνζα 

Ιζζδώνα Παπαζζδένδ ηαζ Καεδβήηνζα Κόθθζα Πακαβμύθα, βζα ηδκ μνβάκςζδ ημο 

ιεηαπηοπζαημύ πνμβνάιιαημξ ιέζα απμ ημ μπμίμ είπα ηδκ εοηαζνία κα ένες ζε 

επαθή ιε ιζα εονεία βηάια ενεοκδηζηώκ ακηζηεζιέκςκ ηαζ ζπμοδαίμοξ ενεοκδηέξ.  

Έκα ιεβάθμ εοπανζζηώ μθείθς,  επίζδξ,  ζε όθα ηα ιέθδ ημο ενβαζηδνίμο:  Γεςνβίμο 

΢ηοθζακή , Πακηαγμπμύθμο Βαζζθζηή, Φζθίππα Βίηο, Γεθθήξ Ακαζηάζζμξ, Βαζίθδξ 

Πζέννμξ, Θεμηόηδ Δθέκδ, Γζαιάκηδ Υνζζηίκα, Λζακμπμύθμο Δνζθύθδ, Καθαανόξ 

Νζηόθαξ, Γδιάημο Γέζπμζκα, Γζακκαημπμύθμο ΢ηαονμύθα βζα όθα αοηά πμο ιε 

δίδαλακ ηαεώξ επίζδξ ηαζ βζα όθεξ ηζξ ζηζβιέξ πμο ιμζναζηήηαιε, όθμ αοηό ημ 

δζάζηδια. Η μιάδα ημο ενβαζηδνίμο απμηεθεί βζα ιέκα ηδ δεύηενδ ιμο μζημβέκεζα.  

Σέθμξ, ελίζμο ζδιακηζηή ήηακ δ ζοιαμθή ηδξ μζημβέκεζαξ ιμο, μζ μπμίμζ ιε ζηήνζλακ 

ζε δύζημθεξ ζηζβιέξ άβπμοξ ηαζ αβςκίαξ. Η αβάπδ ημοξ ηαζ δ ειπζζημζύκδ πμο ιμο 

έδεζλακ, οπήνλε βζα ιέκα ημ ζζπονόηενμ ηίκδηνμ κα ιδκ εβηαηαθείρς πμηέ ημοξ 

ζηόπμοξ ιμο ηαζ κα πνμζπαεώ πάκηα βζα ημ ηαθύηενμ. 
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Πεξίιεςε  

 

Η μζημβέκεζα ηςκ Ανβμκαοηώκ ειθακίγεζ ορδθό ααειό ζοκηδνδηζηόηδηαξ, ιε ηα 

ιέθδ ηδξ κα απακηώκηαζ ζηα Ανπαία, ζημοξ Πνμηανοςηζημύξ ηαζ Δοηανοςηζημύξ 

μνβακζζιμύξ. Η ζοβηεηνζιέκδ μζημβέκεζα οπμδζαζνείηαζ ζε ηνείξ οπμμζημβέκεζεξ, 

όπςξ αοηέξ ηαηάβναθμκηαζ παναηάης: ηδκ ππννηθνγέλεηα  AGO, δ μπμία 

πενζθαιαάκεζ πνςηεΐκεξ όπςξ δ AGO1 πμο ακαηαθύθεδηε ζημ θοηό Arapidopsis 

thaliana, ηδκ ππννηθνγέλεηα PIWI (P element induced wimpy testis), δ μπμία 

απμηεθείηαζ από πνςηεΐκεξ όπςξ δ πνςηεΐκδ piwi πμο ανέεδηε ζημκ μνβακζζιό 

Drosophila melanogaster ηαζ ηέθμξ, ηδκ πνόζθαηδ ππννηθνγέλεηα Αξγνλαύηε 3 πμο 

πενζθαιαάκεζ πνςηεΐκεξ όιμζεξ ιε εηείκεξ ημο μνβακζζιμύ C. elegans. Οζ πνςηεΐκεξ 

Ανβμκαύηεξ έπμοκ παναηηδνζζηζηή δίθμαδ δμιή. Ο έκαξ θμαόξ ζοβηνμηείηαζ από ηζξ 

επζηνάηεζεξ N-PAZ ηαζ μ άθθμξ από ηζξ MID-PIWI, ζπδιαηίγμκηαξ ζημ ηέκηνμ ηδξ 

πνςηεΐκδξ ιία εζδζηή εέζδ πνόζδεζδξ ιζηνώκ ιμνίςκ RNA. Οζ πνςηεΐκεξ ηδξ 

ζοβηεηνζιέκδξ μζημβέκεζαξ θαίκεηαζ κα ειπθέημκηαζ ζε πμθθέξ δζαδζηαζίεξ ημο 

ηοηηάνμο, όπςξ ζηδ αζμβέκεζδ ηςκ ιζηνώκ RNA, microRNA, small-interference 

RNA ηαζ piwi-interacting RNA. Οζ πνςηεΐκεξ Ανβμκαύηεξ απακηώκηαζ ηονίςξ ζημ 

ηοηηανόπθαζια (ζοκήεςξ ζηα ζςιαηίδζα P-bodies), ακ ηαζ πνόζθαηεξ ιεθέηεξ έπμοκ 

εκημπίζεζ ηα ζοβηεηνζιέκα ιόνζα ιέζα ζημ πονήκα. Από ηδκ μζημβέκεζα ηςκ 

ανβμκαοηώκ, μ Ανβμκαύηδξ 2 δζαεέηεζ ηαηαθοηζηή οπμιμκάδα (θόβς ημο ζδζαίηενμο 

ιμηίαμο Asp597-Asp669-His807 πμο ειθακίγεζ ζηδ δμιή ημο) ηαζ ειπθέηεηαζ ζηδκ 

ιεηα-ιεηαβναθζηή νύειζζδ ςξ ιέθμξ ημο ζοιπθόημο RISC ιε δζάθμνμοξ ηνόπμοξ. 

Δίηε ηαηαζηνέθμκηαξ ημ πνμζδεδειέκμ mRNA, είηε ειπμδίγμκηαξ ηδκ ιεηέπεζηα 

ιεηάθναζδ ημο. Δπίζδξ, θαίκεηαζ όηζ δ ζοβηεηνζιέκδ πνςηεΐκδ ειπθέηεηαζ ζε πμθθά 

ζύκδνμια ηαζ αζεέκεζεξ, όπςξ βζα πανάδεζβια ζε δζάθμνμοξ ηύπμοξ ηανηίκμο ηαζ 

ζημ ζύκδνμιμ Δύεναζημο Υ. Γζα ημκ ζημπό αοηό, ζηδκ πανμύζα ενβαζία, ιεθεηάηαζ 

δ επίδναζδ πμο έπεζ δ οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2 ζημκ θαζκόηοπμ 

ηςκ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ. Η οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ 

Ανβμκαύηδξ 2 πναβιαημπμζήεδηε ιέζς ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ δζαιόθοκζδξ ηοηηάνςκ 

ιε πθαζιζδζαημύξ θμνείξ (AGO2-GFP πθαζιίδζμ ηαζ GFP πθαζιίδζμ). Η ιέεμδμξ ηδξ 

ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ έδεζλε όηζ ηα ηύηηανα πμο εηθνάγμοκ ηδκ πζιαζνζηή πνςηεΐκδ 

Ανβμκαύηδξ 2-gfp είκαζ θζβόηενα ζοβηνζηζηά ιε εηείκα πμο εηθνάγμοκ ιόκμ ημ 

βμκίδζμ ηδξ πνάζζκδξ θεμνίγμοζαξ πνςζηζηήξ. Πεναζηένς ακάθοζδ 
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πναβιαημπμζήεδηε ιέζς ηδξ δμηζιαζίαξ ΜΣΣ ηαηά ηδκ μπμία παναηδνήεδηε όηζ δ 

οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ago2 ζε ηύηηανα ιεζώκεζ ημκ ανπζηό πθδεοζιό ηςκ 

αζώζζιςκ ηοηηάνςκ. Δπζπθέμκ, ιεθεηήεδηε δ ιεηαβναθζηή έηθναζδ δζαθόνςκ 

βμκζδίςκ εκδζαθένμκημξ ζε ηύηηανα ηα μπμία είπακ πνμζθάαεζ ημ πθαζιίδζμ ηδξ 

πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2-gfp, ιέζς ηδξ δμηζιαζίαξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ ηδξ 

πμθοιενάζδξ (PCR). Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ όηζ δ οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ 

Ago2 θαίκεηαζ κα ιδκ επδνεάγεζ ηδκ ζοκμθζηή ιεηαβναθζηή έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ 

εθέβπμο LamA/C, GAPDH  ή ηςκ ιεθώκ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ  Aνβμκαοηώκ. 

Ακηίεεηα, δ εκδμβεκήξ έηθναζδ ημο βμκζδίμο ημο Ανβμκαύηδ 2 ζε ιεηαβναθζηό 

επίπεδμ ζημκ ηοηηανζηό πθδεοζιό πμο οπενεηθνάγεζ ηδκ πνςηεΐκδ Αgo2, δείπκεζ κα 

έπεζ πηςηζηή ηάζδ ζοβηνζηζηά ιε ηδκ έηθναζδ πμο πανμοζζάγεηαζ ζηα ηύηηανα πμο 

εηθνάγμοκ ιόκμ ηδκ πνάζζκδ θεμνίγμοζα πνςζηζηή GFP. Δπζπνόζεεηα, ιέζς ηδξ 

πμζμηζηήξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ ηδξ πμθοιενάζδξ (q-PCR) παναηδνήεδηε όηζ ηα 

ηύηηανα πμο πνμζέθααακ ιόκμ ημ βμκίδζμ ηδξ πνάζζκδξ πνςζηζηήξ GFP, ειθακίγμοκ 

ιεβαθύηενμ θεμνζζιό ζοβηνζηζηά ιε εηείκα πμο πνμζέθααακ ημ πθαζιίδζμ ημο 

Ανβμκαύηδ 2. Σέθμξ, δ έηθναζδ ηςκ ιεθώκ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ ανβμκαοηώκ 

(AGO1, AGO2, AGO3, AGO4) θαίκεηαζ όηζ πανμοζζάγεζ δζαθμνέξ ζηδκ 

ιεηαβναθζηή έηθναζδ ακάιεζα ζημοξ δζάθμνμοξ ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ πμο 

ιεθεηήεδηακ.    
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Summary 

The Argonaute protein family is well conserved among the species. It can be divided 

in three subfamilies: the AGO protein subfamily which involves proteins similar to 

AGO1 found at  plant Arapidopsis thaliana,  the PIWI protein subfamily (P element 

induced wimpy testis), which contains proteins that could be found in Drosophila 

melanogaster and the third subfamily Argonaute 3, which includes Ago proteins, as 

the ones found in C. elegans. The Argonautes family has a characteristic bilobal 

structure. One lobe consists of the N and PAZ domains and the other one the MID- 

PIWI domain. All together, they form a specific cleft in the centre of the Argonaute 

protein where small RNAs can be attached. Argonaute proteins are known because of 

their role in microRNAs, small-interference RNAs and piwi-interacting RNAs 

biogenesis.  Most of them are located in the cytoplasm (in specific structures that are 

called P-bodies). However, recent studies proved that Argonaute can be also found 

inside the nucleus. Protein Argonaute 2 (Ago2) belongs to the AGO subfamily. It is 

one of the members in mammals that has catalytic activity (because of the special 

motif Asp597-Asp669-His807 in its structure) and plays an important role in post 

transcription regulation as being a part of RISC complex by multiple ways. Argonaute 

2 has the ability to degradate mRNAs which are attached on the RISC complex, or to 

inhibit their translation. Furthermore, Argonaute 2 protein also seems to implicate in 

various deceases in human, including various cancer types (such as colon cancer and 

ovarian cancer) and syndrome X. However, little is known about the implication of 

Ago2 over-expression in the cell phenotype. In this study, using transfected normal 

thyroid cell line NTHY with plasmid vectors (Ago2-gfp plasmid and gfp plasmid), it 

is shown that over-expression of the Ago2 protein affects the number of living cells, 

in comparison with other cell populations of the Ago2 with normal expression. With 

flow cytometry was shown that Ago2-gfp positive cells were less in number than the 

cells that expressed only the gene of the green fluorescent, gfp. To further test this 

observation, MTT analysis was performed and the results were in agreement with the 

ones emerged from flow cytometry. It was statistically significant that the cells which 

expressed the hybrid Ago2 -gfp protein, were less than the cells that expressed just the 

gfp protein. It was also observed that over-expression of the Ago2 protein does not 

affect the expression of housekeeping genes, such as Lamin or GAPDH, or the 

expression of the family protein members (AGO1, AGO2, AGO3, AGO4) on the 
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transcription level. Though it is important to point out that the amount of endogenous 

Ago2 in the transfected cells with plasmid Ago2-gfp, it seems to be less expressed in 

contrast with the other cell populations. To further investigate this result, quantitive 

polymerase chain reaction (q-PCR) was performed. It was obvious that the cells 

which expressed only the GFP protein, express higher levels of GFP transcripts than 

the cells which were treated with the AGO2-GFP plasmid. Finally, it should be 

mentioned that, in this experimental procedure, the expression of the endogenous 

Ago2 is differentiated among the cell populations used in this study.   
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1.1 Οηθνγέλεηα ησλ Αξγνλαπηώλ  
 

Η μζημβέκεζα ηςκ Ανβμκαοηώκ απμηεθείηαζ από επηά ιέθδ πνςηεζκώκ. Η πνώηδ 

ακαθμνά ζηζξ ζοβηεηνζιέκεξ πνςηεΐκεξ έβζκε ηδκ δεηαεηία ημο εκεκήκηα, όπμο 

ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 1, ηνμπμπμίδζακ  ηδκ ιμνθμθμβία 

ημο θοημύ Arapidopsis thaliana. Η μκμιαζία ηδξ μζημβέκεζαξ πνμήθεε από ηδκ 

ζοβηεηνζιέκδ ιεθέηδ, ηαεώξ δ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ηδξ πνςηεΐκδξ, ηνμπμπμζεί ηδ 

δμιή ημο θοημύ ιε ηέημζμ ηνόπμ ώζηε κα εοιίγεζ ημ ηαθαιάνζ Argonauta (1).    

Σα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ Ανβμκαοηώκ ιπμνμύκ κα δζαζνεεμύκ ζε ηέζζενζξ 

ιεβαθύηενεξ ηαηδβμνίεξ. ΢ηδκ ιεβάθδ ππννηθνγέλεηα ησλ Αξγνλαπηώλ, δ μπμία 

πενζθαιαάκεζ πνςηεΐκεξ όπςξ ηδκ ΑGO1 πμο πενζβνάθδηε ζημ θοηό A. thaliana, 

ζηδκ ππννηθνγέλεηα ησλ πξσηεΐλώλ PIWI (P element induced wimpy testis), μζ 

μπμίεξ ιμζάγμοκ ιε ηδκ πνςηεΐκδ PIWI πμο ζοκακηάηαζ ζηδκ ιύβα D. melanogaster 

ηαζ ζηδκ ιζηνόηενδ ππννηθνγέλεηα ησλ Αξγνλαπηώλ 3, όπμο ακαηαθύθεδηε ζπεηζηά 

πνόζθαηα ζημκ μνβακζζιό C. Elegans ηαζ βζα ηδκ μπμία δεκ οπάνπμοκ πμθθέξ 

πθδνμθμνίεξ ιέπνζ ζήιενα. Οζ πνςηεΐκεξ ηδξ ηθάζδξ AGO εηθνάγμκηαζ ζημοξ 

πενζζζόηενμοξ ηοηηανζημύξ ηύπμοξ ηαζ ζοιιεηέπμοκ ηονίςξ ζηδκ ιεηα-ιεηαβναθζηή 

νύειζζδ, εκώ μζ πνςηεΐκεξ ηδξ δεύηενδξ οπμ-μζημβέκεζαξ PIWI εηθνάγμκηαζ ζηα 

ηύηηανα ηδξ βαιεηζηήξ ζεζνάξ ηαζ ειπμδίγμοκ ηδκ έηθναζδ ηςκ ηνακζπμγμκίςκ (2,3) 

. 

Οζ πνςηεΐκεξ ΑGO είκαζ ανηεηά ζοκηδνδιέκεξ ελεθζηηζηά, ιε ηζξ πνώηεξ δύμ 

οπμμζημβέκεζεξ κα ζοκακηώκηαζ ζε πνμηανοςηζημύξ ηαζ εοηανοςηζημύξ μνβακζζιμύξ 

ηαζ ζηα Ανπαία. ΢οβηεηνζιέκα, έπεζ απμδεζπεεί όηζ ημ 12% ηδξ αθθδθμοπίαξ ηςκ  

Ανβμκαοηώκ είκαζ ίδζμ ακελάνηδηα από ημκ μνβακζζιό από ημκ μπμίμ απμιμκώεδηε. 

Πανόθα αοηά, μζ πνςηεΐκεξ Ανβμκαύηεξ ειθακίγμοκ δζαθμνμπμζήζεζξ ζηδκ δμιή ηαζ 

ζημκ ανζειό ηςκ βμκζδίςκ ηςκ Ανβμκαοηώκ ακάθμβα ιε ημ είδμξ ημο μνβακζζιμύ πμο 

απακηώκηαζ (4).   
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Δηθόλα 1: Φοθμβεκεηζηό δέκηνμ πνςηεκζηήξ μζημβέκεζαξ Ανβμκαοηώκ. Απεζημκίγμκηαζ όθεξ μζ 

οπμμζημβέκεζεξ ηςκ Ανβμκαοηώκ ζημοξ εοηανζςηζημύξ  ηαζ πνμηαονςηζημύξ  μνβακζζιμύξ ηαζ ζηα 

Ανπαία. Οζ πνςηεΐκεξ AGO απακηώκηαζ ζηα γώα (πμνημηαθί πνώια), ζηα θοηά (πνάζζκμ πνώια) ηαζ 

ζημοξ ιύηδηεξ (βηνζ πνώια). Οζ πνςηεΐκεξ PIWI οπάνπμοκ ζηα γώα (ιςα πνώια) ηαζ μζ πνςηεΐκεξ 

WAGO (worm-specific clade proteins) πμο ακαηαθύθεδηακ ζημκ μνβακζζιό C. elegans (ηίηνζκμ 

πνώια).  (4).  

 

 1.2 Γνκή ησλ Αξγνλαπηώλ  
 

Η δμιή ηςκ Ανβμκαοηώκ ανπζηά ιεθεηήεδηε ζηα Ανπαία, ζημ είδμξ Pyrococcus 

furiosus ηαζ αθμνμύζε ιειμκμιέκεξ πενζμπέξ ηδξ πνςηεΐκδξ (5). ΢ήιενα είκαζ βκςζηό 

όηζ μζ πνςηεΐκεξ Ανβμκαύηεξ, απμηεθμύκηαζ από ηέζζενζξ δζαθμνεηζηέξ επζηνάηεζεξ 

(αιζκμηεθζηό άηνμ Ν, PAZ, MID ηαζ PIWI) ηαζ δύμ πενζμπέξ-ζοκδέηεξ (L1 ηαζ L2 

πενζμπή ζύκδεζδξ). Οζ ηέζζενζξ επζηνάηεζεξ αθθδθεπζδνμύκ ιε ηέημζμ ηνόπμ ώζηε ημ 

ηεθζηό ιόνζμ ηδξ πνςηεΐκδξ κα έπεζ ηδ παναηηδνζζηζηή δίθμαδ ιμνθή ζημ πώνμ. 

Μεθέηεξ απέδεζλακ όηζ μζ πνώηεξ δύμ επζηνάηεζεξ, ημ αιζκμηεθζηό άηνμ Ν ηαζ δ 

επζηνάηεζα PAZ ζοβηνμημύκ ημκ έκα θμαό, εκώ μζ άθθεξ δύμ πενζμπέξ, MID ηαζ PIWI 
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απμηεθμύκ ημκ άθθμ θμαό. Ο ζπδιαηζζιόξ αοηόξ επζηνέπεζ ηδκ δδιζμονβία ζπζζιήξ, 

ζηδκ μπμία είκαζ δοκαηόκ κα πνμζδεεμύκ ιόνζα RNA (6).  

Ακηλνηειηθό άθξν Ν 

Η πενζμπή αιζκμηεθζηό άηνμ Ν είκαζ δοκαηόκ κα δζαζνεεεί ζε ηνεζξ επζπθέμκ πενζμπέξ: 

ηδκ αιζκμηεθζηή μονά, ηδκ ηύνζα πενζμπή ηαζ ηδκ πενζμπή 1785 πμο ιέπνζ πνόηεζκμξ 

εεςνείημ όηζ ήηακ μ ζοκδέηδξ 1. Η επζηνάηεζα Ν είκαζ ζδιακηζηή βζα ημ ιόνζμ ημο 

Ανβμκαύηδ, ηαεώξ ζοιιεηέπεζ ζημ θόνηςια ηαζ ζημ λεηύθζβια ηδξ δίηθςκδξ 

αθοζίδαξ ηςκ ιζηνώκ ιμνίςκ RNA. Δπζπθέμκ, απμηνέπεζ ηδ δδιζμονβία α-έθζηαξ 

εθόζμκ δ ζύκδεζδ ημο microRNA ιε ημ mRNA-ζηόπμ είκαζ πθήνδξ ηαζ ζοιαάθθεζ 

ζηδκ ακαηύηθςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδ ιεηά ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ δζαδζηαζίαξ 

(7).     

PAZ ηνκέαο 

 Η επζηνάηεζα PAZ ζοκακηάηαζ ζε δύμ πνςηεΐκζηά ιόνζα, ζηζξ πνςηεΐκεξ Ανβμκαύηεξ 

ηαζ ζημ έκγοιμ DICER. Καζ μζ δύμ πνςηεΐκεξ ειπθέημκηαζ ζηδκ ζίβαζδ ηςκ ιμνίςκ 

RNA. Η παναηηδνζζηζηή δμιή ηδξ ζοβηνζιέκδξ πενζμπήξ ηδξ δίκεζ ηδκ δοκαηόηδηα κα 

πνμζδέκεζ κμοηθεμηίδζα ή μθζβμζαηπανίηεξ. Έηζζ ζηζξ πνςηεΐκεξ Ανβμκαύηεξ, 

θεζημονβεί ςξ εέζδ πνόζδεζδξ (παιδθήξ ζοκάθεζαξ) ημο 3΄ άηνμο ηςκ ιζηνώκ 

ιμνίςκ RNA. Η επζηνάηεζα PAZ θαίκεηαζ κα είκαζ ηαεόθδ ηδ δζάνηεζα γςήξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ δ πζμ εύημθα ηνμπμπμζήζζιδ ηαζ ειθακίγεζ πνμηίιζζδ ζηδκ ηαεήθςζδ 

νζαμκμοηθεμηζδίςκ έκακηζ δεζμλονζαμκμοηθεμηζδίςκ (8).    

MID ηνκέαο   

Λόβς ηδξ ζδζαίηενδξ ακαδίπθςζδξ ημο MID ημιέα ζημ πώνμ (Rosemann like fold) 

είκαζ δοκαηόκ δ ζοβηεηνζιέκδ πνςηεΐκζηή πενζμπή κα ζοβηναηεί ιόνζα RNA ζημ 5’ 

άηνμ ημοξ. Μαγί ιε ηδκ PIWI επζηνάηεζα, o MID ημιέαξ, είκαζ από ηζξ πζμ ηαθά 

ζοκηδνδιέκεξ πνςηεΐκζηέξ πενζμπέξ. Δπζπθέμκ, δ ζοβηεηνζιέκδ πενζμπή ημο ιμνίμο 

πανμοζζάγεζ ιεβαθύηενδ ζοκάθεζα πνόζδεζδξ όζμκ αθμνά ηα miRNA ιόνζα 

ζοβηνζηζηά ιε ηδκ πενζμπή PAZ. ΢ηδκ πνςηεΐκδ Ανβμκάοηδξ, δ πενζμπή MID είκαζ 

εηείκδ πμο επζθέβεζ ηα ιόνζα πμο εα πνμζδεεμύκ ζε αοηήκ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ιόνζα 

microRNA πμο έπμοκ ζημ 5΄ άηνμ ημοξ μονζδίκδ ηείκμοκ κα ζοβηνμημύκηαζ από ηδκ 

πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 1, εκώ εηείκα πμο έπμοκ αδεκίκδ πνμζδέκμκηαζ ηαθύηενα από 

ηδκ πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 (9,10).     
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PIWI ηνκέαο 

Ιδζαίηενμ εκδζαθένμκ πανμοζζάγεζ δ ζοβηεηνζιέκδ πενζμπή ελαζηίαξ ηςκ ηνζώκ 

ηαηάθμζπςκ Asp-Asp-His πμο δζαεέηεζ, δδιζμονβώκηαξ πανόιμζμ ιμηίαμ ιε αοηό πμο 

έπμοκ ηα έκγοια εκδμκμοηθεάζεξ RNA-H. Η επζηνάηεζα PIWI απμηεθεί ηδκ 

ηαηαθοηζηή πενζμπή ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ ηαεώξ είκαζ αοηή δ μπμία ηέικεζ ηα 

mRNAs ιε αάζδ ημ miRNA πμο είκαζ πνμζδεδειέκμ ζε αοηά ζοιπθδνςιαηζηά. 

Αοηή ηδκ ζδζόηδηα αέααζα ηδκ έπμοκ ζοβηεηνζιέκα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ 

Ανβμκαοηώκ, όπςξ βζα πανάδεζβια δ πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 ζηα εδθαζηζηά. 

Δπζπθέμκ, ζηδκ PIWI επζηνάηεζα ιπμνμύκ κα πνμζδεεμύκ ηαζ πνςηεΐκεξ όπςξ δ  

GW182 (11,12).  

L1 ζπλδέηεο 

Η θεζημονβζηόηδηα ηδξ πενζμπήξ L1 ελαθακίγεηαζ όηακ ηαηαθεάζεζ ημ mRNA-ζηόπμξ 

ζηδκ πνςηεΐκδ ηαζ ιε αοηό ημκ ηνόπμ δίκεηαζ ημ απαναίηδημ ζήια βζα ηδκ πνόζδεζδ 

ημο ζοβηεηνζιέκμο νζαμκμοηθεζημύ ιμνίμο ζημκ Ανβμκαύηδ (13).  

L2 ζπλδέηεο 

Η πενζμπή αοηή ζοκδέεζ ηδκ PAZ ιε ηδκ ΜΙD επζηνάηεζα πνμζδίδμκηαξ ζημ ιόνζμ 

ημο Ανβμκαύηδ ιεβαθύηενδ ζηαεενόηδηα. Δπζπθέμκ δ ζοβηεηνζιέκδ πενζμπή έπεζ ηδ 

δοκαηόηδηα ιέζς ηςκ εεηζηά θμνηζζιέκςκ ηαηαθμίπςκ ηδξ, κα πνμζδέκεηαζ ηόζμ ζε 

ιζηνά ιόνζα RNA ηαζ mRNA όζμ ηαζ κα αθθδθεπζδνά ιε πενζμπέξ ηςκ άθθςκ ιεθώκ 

ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ Ανβμκαοηώκ (7).  

 

 

 

Δηθόλα 2: Γμιή ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ. ΢πδιαηζηή  ακαπανάζηαζδ ηδξ πνςημηαβήξ δμιήξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ ζηδκ μπμία δζαηνίκμκηαζ μζ ηέζζενζξ ααζζηέξ επζηνάηεζεξ (Ν, PAZ, MID, 

PIWI) ηαζ μζ δύμ πενζμπέξ ζοκδέηεξ (L1, L2) (14).  
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Δηθόλα 3: Κνοζηαθθζηή απεζηόκζζδ ηδξ δμιή ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ ζημ είδμξ T. thermophilus 

(15).  

 

1.3 Λεηηνπξγία ησλ Αξγνλαπηώλ  
 

Οζ πνςηεΐκεξ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ Ανβμκαοηώκ θαίκεηαζ κα παίγμοκ ηαεμνζζηζηό 

νόθμ ζηδκ ιεηα-ιεηαβναθζηή νύειζζδ ηςκ mRNA ιέζς ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιε ηα 

ιζηνά ιόνζα RNA. Τπάνπμοκ δζάθμνμζ ηύπμζ ιδ ηςδζηώκ ιμνίςκ RNA, 

ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ small interfering RNAs (siRNA), ηα microRNAs 

(miRNA) ηαζ ηα piwi-interacting RNAs  (piRNA).     

 

1.3.1 Ο ξόινο ησλ Αξγνλαπηώλ ζηελ βηνγέλεζε ησλ miRNAs θαη 

ζηελ ζίγεζε ησλ mRNA.  
 

Σα ιζηνά ιόνζα RNA (microRNAs ή miRNAs), ακαηαθύθεδηακ ζηζξ ανπέξ ηδξ 

δεηαεηίαξ ημο εκεκήκηα, ζε ιεθέηεξ πμο έβζκακ ζημκ μνβακζζιό C. elegans, ζημκ 

μπμίμ ζοβηεηνζιέκμ βμκίδζμ πανάβεζ ιδ ηςδζημπμζήζζιμ πνμσόκ ιήημοξ 22 

κμοηθεμηζδίςκ (16). ΢ήιενα, θαίκεηαζ κα δδιζμονβμύκηαζ ζημκ πονήκα ιέζα από 

ηνείξ δζαθμνεηζηέξ δζαδζηαζίεξ. Σα πενζζζόηενα πανάβμκηαζ ηακμκζηά ιέζς ημο 

εκγύιμο πμθοιενάζδ II (polymerase II) ή πμθοιενάζδ ΙΙΙ (polymerase III) (17,18) 
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εκώ πενίπμο ημ έκα ηνίημ ημο ζοκόθμο ημοξ δδιζμονβμύκηαζ από εζώκζα πμο 

απακηώκηαζ εζςηενζηά ηςκ βμκζδίςκ ηαζ μκμιάγμκηαζ mirtons (19,20). Πνόζθαηεξ 

ακαηαθύρεζξ οπμζηδνίγμοκ όηζ ηα microRNAs είκαζ δοκαηόκ κα παναπεμύκ ηαζ από 

ιζηνά ιόνζα small nucleolar RNAs , snoRNAs, ςζηόζμ μ ζοβηεηνζιέκμξ ιδπακζζιόξ 

δεκ έπεζ απμζαθδκζζηεί πθήνςξ (21).  

΢ύιθςκα ιε ηδκ πνώηδ εηδμπή, ηα ιόνζα microRNA πανάβμκηαζ από ανπζηά ιόνζα, 

ιε παναηηδνζζηζηή δμιή (ιία θμονηέηα ιε δύμ ή ηνείξ δίηθςκεξ ζπείνεξ) ηα μπμία 

μκμιάγμκηαζ πνςηανπζηά microRNAs, (primary microRNAs, pri-miRNAs). Η 

πνώηδ επελενβαζία πμο οθίζηακηαζ εκημπίγεηαζ ζημκ πονήκα, από ημ ζύιπθμημ 

εκγύιςκ DROSHA ζημ μπμίμ ζοιιεηέπμοκ ημοθάπζζημκ 20 πνςηεΐκεξ ιε 

ααζζηόηενεξ ηδκ DROSHA (πμθοιενάζδ ηύπμο ΙΙΙ) ηαζ ηδκ DGCR8 (DiGeorge 

syndrome critical region 8). Η πνςηεΐκδ DGCR8 δζαζθαθίγεζ ηδκ θεζημονβία ηδξ 

DROSHA. Tμ ζύιπθμημ DROSHA δίκεζ βέκεζδ ζημ ιζηνόηενμο ιεβέεμοξ ιόνζμ 70-

100 κμοηθεμηζδίςκ, ημ πνόδνμιμ microRNA (precursor microRNA, pre-miRNA) 

(Δηθόλα 4) (22,23) .  

΢ηδ ζοκέπεζα ημ microRNA ςξ δίηθςκμ ιόνζμ, ιεηαθένεηαζ από ημκ πονήκα ζημ 

ηοηηανόπθαζια ιε ηδ αμήεεζα ηδξ πνςηεΐκδξ ελπμνηίκδξ (EXPORTIN 5, EXP5) 

(24). Δηεί, είηε θμνηώκεηαζ απεοεείαξ ζημκ Ανβμκαύηδ ςξ ιμκόηθςκδ αθοζίδα (ημ 

ιμκηέθμ αοηό θαίκεηαζ κα έπεζ εβηαηαθδθεεί ηα ηεθεοηαία πνόκζα), είηε οθίζηαηαζ 

επζπθέμκ επελενβαζία από ημ έκγοιμ  DICER ημ μπμίμ εα δώζεζ ημ ηεθζηό δίηθςκμ 

ιόνζμ, εθεύεενμ δεοηενμηαβώκ δμιώκ.  

Σμ ζοβηεηνζιέκμ ιόνζμ απμηεθείηαζ από ηδκ αθοζίδα μδδβό miRNA (guide strand 

miRNA) ηαζ ηδκ αθοζίδα επζαάηδ miRNA*, (passenger strand, miRNA*). Η 

αθοζίδα επζαάηδξ, miRNA*, απμζημδμιείηαζ ζημ ηοηηανόπθαζια ηαζ ιόκμ δ αθοζίδα 

μδδβόξ miRNA θμνηώκεηαζ ηεθζηά ζημ ζοιπθμημ RISC, (RNA-induced silencing 

complex), ζηo μπμίμ ζοιιεηέπεζ δ πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ. Μέζς ηδξ αθοζίδαξ 

μδδβμύ, ημ ζύιπθμημ RISC είκαζ δοκαηόκ κα εκημπίζεζ ημ ιόνζμ-ζηόπμ mRNA, 

ηαεώξ ημ ηεθεοηαίμ ειθακίγεζ ζοιπθδνςιαηζηέξ πενζμπέξ ιε ηδκ αθοζίδα μδδβό. 

Μεθέηεξ έπμοκ δείλεζ όηζ δ ζοιπθδνςιαηζηόηδηα ειθακίγεηαζ ζηδκ 3΄αιεηάθναζηδ 

πενζμπή ημο mRNA. Σμ ζύιπθμημ RISC πανειααίκεζ ζηδκ ιεηάθναζδ ημο 

πνμζδεόιεκμο mRNA πζεακόηαηα απμαδεκοθζώκμκηαξ ηδκ polyA μονά ημο 

ιεηάβναθμο (Δηθόλα 6b) (25,26).   
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Δηθόλα 4: Ακαπανάζηαζδ ηδξ δμιήξ ηςκ ιμνίςκ microRNAs. Α. Η δμιή ημο πνςηανπζημύ ιμνίμο 

microRNA. B. Η δμιή ημο πνόδνμιμο ιμνίμο microRNA. C. Η δμιή ημο ηεθζημύ ώνζιμο ιμνίμο 

microRNA. Με ηόηηζκμ απεζημκίγεηαζ δ πενζμπή ημο ιμνίμο microRNA πμο εα απμηέθεζεζ ημ ηεθζηό 

ώνζιμ microRNA (27).   
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1.3.2 Ο ξόινο ησλ Αξγνλαπηώλ ζηελ βηνγέλεζε ησλ κηθξώλ κνξίσλ 

RNA, siRNAs θαη ζηελ εμαρξείσζε ησλ mRNA. 
 

Οζ Ανβμκαύηεξ ζοιιεηέπμοκ ζηδ αζμβέκεζδ ηςκ ιμνίςκ short interference RNA, 

siRNAs. Η δζαδζηαζία ειθακίγεζ μιμζόηδηεξ ιε εηείκδ ηδξ αζμβέκεζδξ ηςκ ιζηνώκ 

ιμνίςκ microRNA. Όιςξ ζε αοηήκ ηδ πενίπηςζδ, δεκ ζοιιεηέπεζ ημ έκγοιμ 

DROSHA ηαζ ημ ηύνζμ ζύιπθμημ μκμιάγεηαζ si-containing RISC (siRISC). Σμ 

ανπζηό ιόνζμ είκαζ δίηθςκμ, πμζηίθμο ιεβέεμοξ, ημ μπμίμ ζηδ ζοκέπεζα εα 

ηνμπμπμζδεεί από ημ έκγοιμ Dicer. Έπεζηα ιόκμ δ αθοζίδα-μδδβόξ (guide strand) εα 

θμνηςεεί ζημ ζύιπθμημ siRISC. Σμ ζοβηεηνζιέκμ ζύιπθμημ απμηεθείηαζ από ηδκ 

πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδ, ημ έκγοιμ DICER ηαζ ηδκ πνςηεΐκδ TRBP (Trans-Activation 

Responsive RNA-Binding Protein ) πμο έπεζ ηδ δοκαηόηδηα κα πνμζδέκεζ δίηθςκα 

ιόνζα RNA. Η αθοζίδα μδδβόξ ηαζ ζε αοηή ηδκ πενίπηςζδ, εα ζδιαημδμηήζεζ ημ 

ιόνζμ RNA πμο πνόηεζηαζ κα ημπεί ηαεώξ εκώκεηαζ πθήνςξ ιε αοηό,  

ζοιπθδνςιαηζηά. Η άθθδ αθοζίδα (passenger strand/ non guide strand) 

απμζημδμιείηαζ ζημ ηοηηανόπθαζια (Δηθόλα 5, 6a), (28,29).   

 

Δηθόλα 5: ΢πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηδξ δμιήξ ημο small interference RNA. Γζαηνίκμκηαζ ηα 2 

κμοηθεμηίδζα ζημ 5΄άηνμ, ηα 3 κμοηθεμηίδζα ζημ 3΄άηνμ ηαζ μζ οδνμλοθμιάδεξ ζημ 3΄άηνμ (30).  
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1.3.3 Ο ξόινο ησλ Αξγνλαπηώλ ζηελ βηνγέλεζε ησλ κηθξώλ κνξίσλ 

RNA, piRNAs θαη ζηελ θαηαζηνιή ησλ ηξαλζπνδνλίσλ.  
 

Σα ιζηνά Piwi-interacting RNAs (piwi-RNAs) απμηεθμύκηαζ από ιμκόηθςκεξ αθοζίδεξ 

24 εςξ 31 κμοηθεμηζδίςκ ηαζ μ νόθμξ ημοξ ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ ηαηαζημθή ηδξ 

έηθναζδξ ηςκ ηνακζπμγμκίςκ, όπςξ ζηδ ιύβα D. melanogaster. Σα πνςηανπζηά 

ιόνζα piwi-RNAs είκαζ ιμκόηθςκα ηαζ βζ’ αοηό ημ θόβμ δεκ ζοιιεηέπεζ ημ έκγοιμ 

DICER ζε αοηήκ ηδ δζαδζηαζία. Η παναβςβή αοηώκ ηςκ ιμνίςκ βίκεηαζ ζημκ πονήκα 

από ημ έκγοιμ Zucchini (έκγοιμ οπεύεοκμ βζα ηδ δδιζμονβία δύμ εθεύεενςκ 

κμοηθεμηζδίςκ ζημ 5΄άηνμ), εκώ δ ςνίιακζδ ηαζ μ πμθθαπθαζζαζιόξ ημοξ βίκεηαζ 

ζημ ηοηηανόπθαζια από έκακ ζδζαίηενμ επακαθαιαακόιεκμ ιδπακζζιό πμο δεκ είκαζ 

πθήνςξ ηαηακμδηόξ αηόια (ping pong loop). ΢οκήεςξ ηα ιζηνά αοηά ιόνζα 

πανάβμκηαζ ηαζ από ηζξ δύμ αθοζίδεξ (ηςδζηή ηαζ ιδ ηςδζηή αθοζίδα) ηςκ 

ηνακζπμγμκίςκ. Σα piwi-RNAs πμο ζοκηίεμκηαζ από ηδκ ιδ ηςδζηή αθοζίδα 

θέβμκηαζ ιδ ηςδζηά piwi-RNAs ηαζ εηείκα πμο πανάβμκηαζ από ηδκ ηςδζηή αθοζίδα 

ηςδζηά piwi-RNAs.  

΢ε αοηήκ ηδ δζαδζηαζία ζδιακηζηό νόθμ παίγμοκ μζ πνςηεΐκεξ ημο ηθάδμο PIWI, ηδξ 

πνςηεσκζηήξ μζημβέκεζαξ ηςκ Ανβμκαοηώκ. Η PIWI πνςηεΐκδ ανίζηεηαζ ζημκ πονήκα, 

εκώ  δ Aubegrine (AUB) ηαζ AGO3 πνςηεΐκεξ δνμοκ ζημ ηοηηανόπθαζια.  

Σα ηςδζηά piwi-RNAs εα πνμζδεεμύκ ζηδκ πνςηείκδ ΑGO3 ιε ζημπό κα μδδβήζμοκ 

ηδκ πνςηεΐκδ ζηδκ ζοιπθδνςιαηζηή ιδ ηςδζηή αθοζίδα ηςκ ηνακζπμγμκίςκ. Δηεί δ 

πνςηεΐκδ ΑGO3 εα ηόρεζ ζε ημιιάηζα ηδκ ιδ ηςδζηή αθοζίδα ηςκ ηνακζπμγμκίςκ. 

΢ηδ ζοκέπεζα, από αοηά ηα ημιιάηζα εα δδιζμονβδεμύκ ηα ιδ ηςδζηά piwi-RNAs ηα 

μπμία εα πνμζδεεμύκ ιε ηζξ πνςηεΐκεξ PIWI/AUB μζ μπμίεξ εα δδιζμονβήζμοκ ημιέξ 

ζηδκ ηςδζηή αθοζίδα ηςκ ηνακζπμγμκίςκ (Δηθόλα 6c) (31). 
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Δηθόλα 6: ΢πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηςκ ιδπακζζιώκ αζμβέκεζδξ ηαζ δνάζδξ ηςκ ιζηνώκ RNAs. a. 

Βζμβέκεζδ ηαζ νόθμξ ηςκ small interference si-RNAs. b. Βζμβέκεζδ ηαζ νόθμξ ηςκ microRNAs, 

miRNAs. c. Βζμβέκεζδ ηαζ νόθμξ ηςκ piwi-interacting RNAs, pi-RNAs (32).  
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1.4 Τνπνινγία Αξγνλαπηώλ   
 

Οζ πνςηεΐκεξ Ανβμκαύηεξ, όπςξ έπεζ πενζβναθεί ιέπνζ ηώνα, ςξ ιέθδ ημο ζοιπθόημο 

RISC, ανίζημκηαζ ζημ ηοηηανόπθαζια. Ανπζηά επζηναημύζε δ απόρδ όηζ μζ 

Ανβμκαύηεξ εκημπίγμκηαζ ιόκμ ζε ζοβηεηνζιέκεξ πενζμπέξ ημο ηοηηάνμο, ηα 

ζςιαηίδζα P (P-bodies). Ωζηόζμ αοηή δ πνόηαζδ εβηαηαθήθεδηε ηαεώξ, όπςξ 

πενζβνάθεδηε ηαζ παναπάκς, πανόθμ πμο ζηδκ D. melanogaster δεκ οπάνπμοκ 

ζώιαηίδζα P (P-bodies) δ δζαδζηαζία πναβιαημπμείηαζ ηακμκζηά. (33).  

Δπζπθέμκ ιεθέηεξ απμδεζηκύμοκ ηδκ πονδκζηή οπόζηαζδ ηςκ Ανβμκαοηώκ. Πζμ 

ζοβηεηνζιέκα, πμθθέξ επζηνάηεζεξ ηδξ πνςηεσκζηήξ μζημβέκεζαξ ηςκ Ανβμκαοηώκ,  

έπμοκ ανεεεί κα αθθδθεπζδνμύκ ιε ημ βεκςιζηό DNA, ηονίςξ ζηζξ πενζμπέξ πμο 

λεηζκάεζ δ ιεηαβναθή. (34). 

Γεδμιέκα πμο πνμένπμκηαζ από πνόζθαηεξ ιεθέηεξ οπμζηδνίγμοκ αοηήκ ηδκ 

οπόεεζδ, ηαεώξ έπεζ δεζπεεί μηζ δ πνςηεΐκδ GW182 αθθδθεπζδνά ιε ηδκ πνςηεΐκδ 

ημο Ανβμκαύηδ ζπδιαηίγμκηαξ ηα ζςιαηίδζα GW (GW-bodies), ηα μπμία ειθακίγμοκ 

μιμζόηδηεξ ιε ηα ζςιαηίδζα P. Αοηά ηα ζςιαηίδζα ιεηαθένμοκ ηδκ πνςηεΐκδ 

Ανβμκαύηδ 2 ιέζα ζημκ πονήκα. Αηόιδ, πμθθά ιζηνά RNAs πμο πνμζδέκμκηαζ ζηζξ 

ζοβηεηνζιέκεξ πνςηεΐκεξ, έπμοκ εκημπζζηεί ζημκ πονήκα, μδδβώκηαξ έηζζ ζημ 

ζοιπέναζια όηζ δ πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ είκαζ δοκαηόκ κα ανίζηεηαζ ιέζα ζημκ 

πονήκα. Σέθμξ, πεζναιαηζηά δεδμιέκα οπμζηδνίγμοκ όηζ ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ 

Ανβμκαοηώκ εκημπίγμκηαζ ηαζ ζε δμιέξ όπςξ ηα ελςζώιαηα (35). 
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Δηθόλα 7: Πζεακέξ εέζεζξ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2 ιέζα ζημ ηύηηανμ. Με πνάζζκμ απεζημκίγεηαζ 

δ εύνεζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ζηα ζοβηεηνζιέκα οπμηοηηανζηά δζαιενίζιαηα. Με θεοηό ακαπανίζηακηαζ μζ 

πενζμπέξ ζηζξ μπμίεξ δ πζεακόηδηα απάκηδζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ είκαζ ιζηνή (36).  

 

1.5 Οη πξσηεΐλεο Αξγνλαύηεο θαη ε εκπινθή ηνπο ζε 

αζζέλεηεο  
 

Οζ πνςηεΐκεξ Aνβμκαύηεξ ςξ μζ ηύνζμζ νοειζζηέξ ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ RNA ζίβδζδξ 

θαίκεηαζ κα ειπθέημκηαζ ζε πθδεώνα δζαηαναπώκ ηδξ οβείαξ  όπςξ π.π. κεμπθαζίεξ 

(37), ζύκδνμιμ Δύεναζημο Υ (38) ηαζ επζπθμηέξ ημο ακμζμπμζδηζημύ ζοζηήιαημξ 

(39).  

Δπζπθέμκ αλίγεζ κα ζδιεζςεεί δ πνήζδ ηςκ πνςηεΐκζηώκ ιμνίςκ Ανβμκαύηεξ ζηδκ 

ακηζιεηώπζζδ ηςκ ζώκ. Δίκαζ βκςζηό όηζ πμθθμί ζμί έπμοκ ςξ βεκεηζηό οθζηό RNA. Ωξ 

εη ημύημο, ιέζς ημο ζοιπθόημο RISC ηαζ ηδ δνάζδ ιμνίςκ microRNA 

(ζοιπθδνςιαηζηώκ ςξ πνμξ ημ RNA ηςκ ζώκ) ηαείζηαηαζ δοκαηή δ απμζζώπδζδ ημο 

ζζημύ βμκζδώιαημξ ηαζ δ επζηοπήξ ηαηαζημθή ημο ζμύ ζημκ μνβακζζιό. Μεθέηεξ ζημ 

θοηό Arapidopsis thaliana έπμοκ απμδείλεζ όηζ αοηό είκαζ δοκαηόκ κα ζοιαεί, ιε ηδ 

ζοιιεημπή δύμ ιεθώκ, ηςκ πνςηεσκώκ AGO1 ηαζ AGO2 (40).  

΢ημκ άκενςπμ, είκαζ ακαιεκόιεκμ, μζ πενζζζόηενεξ παεμθμβίεξ κα ζοκδέμκηαζ ιε έκα 

ιόκμ ζοβηεηνζιέκμ ιέθμξ ηδξ οπμμζημβέκεζαξ AGO, ηδκ πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2, 

ηαεώξ είκαζ έκα απμ ηα ααζζηά ζημζπεία ημο ζοιπθόημο RISC ηαζ ακήηεζ ζηζξ 

πνςηεΐκεξ ιε ηαηαθοηζηή ζηακόηδηα. 
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Δηθόλα 8: Γζαβναιιαηζηή απεζηόκζζδ ηςκ ηανηζκζηώκ ηύπςκ ζημοξ μπμίμοξ θαίκεηαζ κα ειπθέηεηαζ ημ 

ιεηάβναθμ ημο βμκζδίμο Ανβμκαύηδξ 1. Σα δεδμιέκα ααζίγμκηαζ ζηδκ ακάθοζδ TCGA (41). 

 

 

Δηθόλα 9: Γζαβναιιαηζηή απεζηόκζζδ ηςκ ηανηζκζηώκ ηύπςκ ζημοξ μπμίμοξ θαίκεηαζ κα ειπθέηεηαζ ημ 

ιεηάβναθμ ημο βμκζδίμο Ανβμκαύηδξ 2. Σα δεδμιέκα ααζίγμκηαζ ζηδκ ακάθοζδ TCGA (42). 
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1.6.  Αξγνλαύηεο 2  
 

Ο Ανβμκαύηδξ 2 ή αθθζώξ Eukaryotic translation initiation factor 2C2 (ΔΙF2C2) είκαζ 

ημ ιμκαδζηό ιέθμξ ζηα εδθαζηζηά, πμο ιέπνζ πνόζθαηα, θαζκόηακ κα ειθακίγεζ 

ηαηαθοηζηή ζδζόηδηα, ελαζηίαξ ιίαξ ζοβηεηνζιέκδξ πενζμπήξ ζημ ιόνζμ ημο πμο 

απμηεθείηαζ από ημ ιμηίαμ Asp597-Asp669-His807. Η ζοβηεηνζιέκδ πνςηεΐκδ παίγεζ 

ζδιακηζηό νόθμ ηόζμ ζηδκ βμκζδζαηή ζίβαζδ, ςξ ιέθμξ ιέζς ημο ζοιπθέβιαημξ 

RISC όζμ ηαζ ζηδκ ηαηαζημθή ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ ιεηάθναζδξ.  

Σμ βμκίδζμ πμο πανάβεζ ηδ ζοβηεηνζιέκδ πνςηεΐκδ ζημκ άκενςπμ, εδνάγεηαζ ζημκ 

ιεβάθμ αναπίμκα ημο όβδμμο πνςιμζώιαημξ (Δηθόλα 10), ζε ακηίεεζδ ιε ηα 

οπόθμζπα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ (AGO1, AGO3, AGO4) ηα μπμία ανίζημκηαζ ζημ 

πνώημ πνςιόζςια. Η παναβόιεκδ πνςηεΐκδ απμηεθείηαζ από 859 αιζκμλέα 

(Μμνζαηό Βάνμξ πνςηεΐκδξ ζζμύηαζ ιε 97.208Da) ηαζ εκημπίγεηαζ ηονίςξ ζημ 

ηοηηανόπθαζια, ακ ηαζ ηα ηεθεοηαία πνόκζα οπάνπμοκ ζζπονέξ εκδείλεζξ βζα ηδκ 

πανμοζία ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ πνςηεΐκδξ ζημκ πονήκα ηαζ ζημκ ελςηοηηάνζμ πώνμ 

(36).    

 

Δηθόλα 10: Απεζηόκζζδ βμκζδίμο πμο ηςδζημπμζεί ηδκ πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2, Ago2, ζημκ ιεβάθμ 

αναπίμκα ημο  πνςιμζώιαημξ 8 (36).  

 

1.7. Γνκή ηεο πξσηεΐλεο Αξγνλαύηεο 2 
 

Ωξ ιέθμξ ηδξ εονύηενδξ μζημβέκεζαξ ηςκ Ανβμκαοηώκ, δ πνςηεΐκδ ΔΙF2C2 ειθακίγεζ 

ζπεδόκ ηδκ ίδζα ιμνθμθμβία ιε ηζξ οπόθμζπεξ πνςηεΐκεξ ηδξ μζημβέκεζαξ. Πζμ 

ζοβηεηνζιέκα, απμηεθείηαζ από δύμ θμαμύξ πμο ζπδιαηίγμοκ ιζα αύθαηα. Ο πνώημξ 

θμαόξ ζοβηνμηείηαζ από ηζξ επζηνάηεζεξ N-PAZ ημιείξ, εκώ μ δεύηενμξ από ηζξ 

επζηνάηεζεξ MID-PIWI πμο ζοκδέμκηαζ ιεηαλύ ημοξ ιέζς πενζμπώκ ζύκδεζδξ (L1, 

L2).  
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Η δμιή πμο ηαηέπεζ ζημ πώνμ δ ακενώπζκδ πνςηεΐκδ Αgo2, μιμζάγεζ ζε ιεβάθμ 

ααειό ιε ηδκ δμιή πμο έπεζ ιεθεηδεεί ζημοξ πνμηανοςηζημύξ μνβακζζιμύξ, 

ειθακίγμκηαξ όιςξ ηάπμζεξ ζδιακηζηέξ δζαθμνέξ. Οζ επζηνάηεζεξ ζηδκ ακενώπζκδ 

πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 δεκ ζημζπίγμκηαζ ιε ημκ ίδζμ ηνόπμ, όπςξ βίκεηαζ ζηδκ 

ακηίζημζπδ πνςηεΐκδ ηςκ πνμηανοςηζηώκ. Πζμ ακαθοηζηά, ζημκ άκενςπμ δ πνςηεΐκδ 

ΔΙF2C2, ζηδκ ηύνζα πενζμπή πνόζδεζδξ ηςκ ιζηνώκ ιμνίςκ RNA θαίκεηαζ κα 

ζπδιαηίγεζ επζπθέμκ δεοηενμηαβείξ δμιέξ ηαζ εδθζέξ, παναηηδνζζηζηό πμο ηδκ 

ηαεζζηά ζηακή κα ακαβκςνίγεζ αθθδθμοπίεξ ζηόπμοξ ηαζ κα ζηναημθμβεί ηζξ δζάθμνεξ 

πνςηεΐκεξ ιε ηζξ μπμίεξ αθθδθεπζδνά. Πεζναιαηζηά δεδμιέκα πμο πνμέηορακ από 

ηνοζηαθθμβναθία, επέδεζλακ όηζ ζημκ θμαό ΜΙD/PAZ/L1/L2 ιπμνμύκ κα 

πνμζδεεμύκ ιζηνά νζαμκμοηθεσηά μλέα όπςξ αηνζαώξ πνμζδέκμκηαζ ιόνζα DNA 

ζηδκ ααηηδνζαηή πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδ (43). 

Παναηάης πανμοζζάγμκηαζ ακαθοηζηά μζ επζηνάηεζεξ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2.   

Ν επηθξάηεηα 

΢ηδκ ακενώπζκδ πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 δ ζοβηεηνζιέκδ επζηνάηεζα ζοιιεηέπεζ ζημ 

λεηύθζβια ηςκ ιζηνώκ νζαμκμοηθεΐηώκ ιμνίςκ, πςνίξ όιςξ κα ειπθέηεηαζ ζηδκ 

πνόζδεζδ ηςκ ιμνίςκ αοηώκ ζηδκ πνςηεΐκδ ή ζηδκ ηεθζηή ημιή ηςκ ιμνίςκ mRNA. 

Δπζπθέμκ, ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ πενζμπήξ, έδεζλακ όηζ 

επδνεάγμοκ ηδκ ηαηαζηνμθή ηδξ αθοζίδαξ επζαάηδ (passenger strand) (44).  

PAZ 

Η ζοβηεηνζιέκδ πενζμπή απακηάηαζ ζηδκ πνςηεΐκδ AGO2 ηαζ ημ έκγοιμ DICER. Η 

παναηηδνζζηζηή δμιή ηδξ, επζηνέπεζ ζημ ιόνζμ ημο Ανβμκαύηδ 2 κα δδιζμονβήζεζ ιζα 

ζδζαίηενδ πενζμπή ζηδκ μπμία είκαζ δοκαηή δ πνόζδεζδ ιζηνώκ ιμνίςκ RNA ιέζς 

ηςκ ηεθεοηαίςκ δύμ κμοηθεμηζδίςκ πμο ανίζημκηαζ ζημ 3-άηνμ ημοξ. Μεθέηεξ πμο 

αθμνμύκ ζηδκ πνςηεΐκδ AGO2 ημο είδμοξ D. melanogaster απμδεζηκύμοκ πςξ 

μπμζαδήπμηε δζαηαναπή ζηδ ζοβηεηνζιέκδ πενζμπή, μδδβεί ζε ιδ μνεό ζπδιαηζζιό 

ημο ζοιπθόημο RISC ιε απμηέθεζια κα ιδκ πναβιαημπμζείηαζ δ βμκζδζαηή ζίβαζδ 

(45).  
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MID 

Όπςξ ζοιααίκεζ ηαζ ζηα οπόθμζπα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ, έηζζ ηαζ ζηδκ πνςηεΐκδ 

Ανβμκαύηδξ 2, δ ζοβηεηνζιέκδ πενζμπή είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ αβηονμαόθδζδ ηςκ 

ιμνίςκ mRNA ιέζς ημο 5΄ άηνμο ηδξ ηαθύπηναξ ημοξ. Μέζα ζηδκ επζηνάηεζα MID 

οπάνπεζ ιζα οπμπενζμπή MC δ μπμία μιμζάγεζ πμθύ ιε ηδκ πενζμπή πνόζδεζδξ ημο 

πανάβμκηα έκανλδξ ιεηάθναζδξ eIF4E, δ μπμία έπεζ ηδκ ίδζα θεζημονβία (δδθαδή 

ζοβηνμηεί mRNA από ημ 5΄ άηνμ ημοξ). Η ζοβηνόηδζδ ηςκ ιμνίςκ mRNA 

δζαζθαθίγεηαζ ιέζς ηςκ δεζιώκ οδνμβόκμο πμο ακαπηύζζμκηαζ ζηδκ πενζμπή (46).  

PIWI 

Η επζηνάηεζα PIWI ζημ ιόνζμ ημο Ανβμκαύηδ 2 ειθακίγεζ πμθθέξ θεζημονβίεξ. Η 

ηύνζα θεζημονβία είκαζ δ εκδμκμοηθεμθοηζηή δνάζδ, πανόιμζα ιε εηείκδ ηςκ RΝΑ-H 

εκγύιςκ, ηόαμκηαξ ηα ιόνζα mRNA πμο έπμοκ πνμζδεεεί πάκς ζημ ζύιπθμημ RISC. 

Δπζπθέμκ, θόβς ηδξ ορδθήξ πενζεηηζηόηδηαξ ζε ηνοπημθάκδ, είκαζ δοκαηή δ 

πνόζδεζδ ηδξ πνςηεΐκδξ GW182 αθθά ηαζ δ επζπνόζεεηδ ζηαεενμπμίδζδ ημο θμαμύ 

MID/PIWI (32).  

 

 

Δηθόλα 11: Γμιή ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2 ζηδκ μπμία είκαζ πνμζδεδειέκμ ημ RNA. Ανζζηενά 

απεζημκίγεηαζ δ πνόζμρδ ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ δελζά δ ηάημρδ. Γζαηνίκμκηαζ μζ οπμιμκάδεξ Ν (ιώα 

πνώια), MID (πνάζζκμ πνώια), PIWI (βηνί πνώια), PAZ (ιπθέ πνώια) ηαζ μζ πενζμπέξ ζοκδέηεξ L1 

(βαθάγζμ πνώια) ηαζ L2 (ιςα). Με ηόηηζκμ πνώια ακαπανζζηάηαζ δ μδδβόξ αθοζίδα ημο RNA. (43)   
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1.8. Λεηηνπξγίεο πξσηεΐλεο Αξγνλαύηε 2 

  

Μία απμ ηζξ πζμ βκςζηέξ θεζημονβίεξ ηδξ πνςηεΐκδξ AGO2 είκαζ δ απμζζώπδζδ 

βμκζδίςκ ιέζς ημο ιδπακζζιμύ πανέιααζδξ ζε ιόνζα RNA (RNA interference, 

RNAi). Η δνάζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2 ζηδκ ιεηαβναθζηή ηαζ ιεηα-

ιεηαβναθζηή ηνμπμπμίδζδ είκαζ βκςζηή ηα ηεθεοηαία πνόκζα, ηονίςξ ιέζς ηδξ 

ζοιιεημπήξ ηδξ πνςηεΐκδξ ζημ ζοιπθμημ RISC ηαζ ςξ εη ημύημο ηδκ απμζημδόιδζδ 

ιμνίςκ mRNA, όπςξ πενζβνάθδηε ακαθοηζηόηενα παναπάκς (Πανάβναθμξ 1.3). 

Ωζηόζμ οπάνπμοκ δζάθμνμζ ηνόπμζ ιε ημοξ μπμίμοξ ημ ιόνζμ Ανβμκαύηδξ 2 

πανειααίκεζ ζηδκ έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ.  

Η μδόξ πμο εα αημθμοεήζεζ ηάεε θμνά βζα ηδκ απμζζώπδζδ ηδξ βεκεηζηήξ 

πθδνμθμνίαξ εκόξ ιεηάβναθμο, ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ ζοιπθδνςιάηζημηδηα πμο 

ειθακίγεηαζ ακάιεζα ζηα ιζηνά ιόνζα RNA (microRNA/siRNA) ηαζ ημ mRNA (47).  

Μεηα-κεηαγξαθηθή ξύζκηζε  

΢ηδκ πενίπηςζδ πμο δ ζοιπθδνςιαηζηόηδηα ακάιεζα ζηα ιόνζα miRNA/siRNA ηαζ 

mRNA είκαζ πθήνδξ ηόηε δ πνςηεΐκδ AGO2, ιέζς ημο ημιέα PIWI ηόαεζ ημ ιόνζμ 

ζηόπμξ ηαζ έηζζ ηαηαζηνέθεηαζ ημ mRNA (48), (49).  

΢ηδκ πενίπηςζδ όπμο δ ζοιπθδνςιαηζηόηδηα είκαζ αηεθήξ ηόηε δ ιδ έηθναζδ ηδξ 

πθδνμθμνίαξ επζηοβπάκεηαζ ιέζς ακαζημθήξ ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ ιεηάθναζδξ ιε 

δζάθμνμοξ ηνόπμοξ. Η πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 ακηαβςκίγεηαζ ηδ εέζδ πνόζδεζδξ 

ημο πανάβμκηα έκανλδξ eIF4E, ζημ 5΄άηνμ ημο mRNA ηαζ ηαηά ζοκέπεζα 

ειπμδίγεηαζ ιε αοηόκ ημκ ηνόπμ δ έκανλδ ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ ιεηάθναζδξ. 

Δκαθθαηηζηά, είκαζ δοκαηόκ κα πανέιαεζ ζημ ζπδιαηζζιό ημο νζαμζώιαημξ 

ζηναημθμβώκηαξ ημκ πανάβμκηα eIF6 (Δηθόλα 12) (48,49).  

Δπζπθέμκ, πεζναιαηζηά δεδμιέκα οπμζηδνίγμοκ όηζ ημ πνςηεζκζηό ιόνζμ Ανβμκαύηδξ 

2, έπεζ ηδ δοκαηόηδηα απμ-αδεκοθίςζδξ ηςκ mRNA, ιέζς ηδξ ζύκδεζδξ ημο ιε ηζξ 

πνςηεΐκεξ GW182 ή ιε άθθα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ Ανβμκαοηώκ απμηνέπμκηαξ 

έηζζ ηδκ επζιήηοκζδ ηδξ ιεηάθναζδξ (Δηθόλα 13 ) (48), (49).  
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Δληνπηζκόο ηνπ κνξίνπ ζε πεξηνρέο εηεξνρξσκαηίλεο   

΢ημ ζδιείμ αοηό κα ακαθένμοιε πςξ οπάνπμοκ ιεθέηεξ πμο δείπκμοκ ηδ δνάζδ ηδξ 

ζοβηεηνζιέκδξ πνςηεΐκδξ ηαζ ζηζξ εηενμπνςιαηζηέξ πενζμπέξ ηαεώξ θάκδηε όηζ 

ζοκεκημπίγεηαζ ιε ηα ιόνζα CTCF/CP190 ρυκμίηοντασ τθν δράςθ διαφόρων γονιδίων 

(50). 

Άλλοι μηχανιςμοι   

Η πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 ζε εζδζηέξ πενζπηώζεζξ θαίκεηαζ όηζ αολμνοειίγεζ 

ζοβηεηνζιέκα βμκίδζα πνδζζιμπμζώκηαξ ηαζ ζε αοηή ηδκ πενίπηςζδ ηα ιζηνά ιόνζα 

microRNAs. Υαναηηδνζζηζηό πανάδεζβια είκαζ δ πνόζδεζδ ημο ιμνίμο ημο 

Ανβμκαύηδ 2 ζηζξ εζδζηέξ πενζμπέξ ζημ 3΄UTR άηνμ ημο mRNA ημο πανάβμκηα ΣNF 

(47).  
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Δηθόλα 12: ΢πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ακαζημθή ηδξ ιεηάθναζδξ. Η πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 (AGO2) 

ηαηαθαιαάκεζ ηδ εέζδ πνόζδεζδξ ημο πανάβμκηα έκανλδξ ηδξ ιεηάθναζδξ ηαζ έηζζ απμηνέπεηαζ δ 

ζοβηνόηδζδ ημο νζαμζώιαημξ ηαζ ηαη΄επέηηαζδ δ έκανλδ ηδξ ιεηάθναζδξ (49).  

 

 

 

 

Δηθόλα 13: ΢πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ακαζημθή ηδξ ιεηάθναζδξ. Η πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 (AGO2) 

αθθδθεπζδνά ιε ηα πνςηεζκζηά ιόνζα GW182 ηαζ έηζζ απμηνέπεηαζ δ ζοβηνόηδζδ ημο νζαμζώιαημξ 

ηαζ ηαη΄ επέηηαζδ δ επζιήηοκζδ ηδξ ιεηάθναζδξ (49). 
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1.9  Η πξσηεΐλε Αξγνλαύηεο 2 θαη παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο  
 

Η πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 ςξ ιέθμξ ημο ζοιπθόημο RISC είκαζ από ηα ηύνζα ιόνζα 

πμο νοειίγμοκ ηδκ έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ ιέζς ηδξ ιεηα-ιεηαβναθζηήξ ζίβαζδξ ηςκ 

ιμνίςκ mRNA. Μέζς ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ ζδζόηδηαξ είκαζ αοημκόδημ όηζ ιπμνμύκ κα 

θεζημονβήζμοκ ςξ ιόνζα νοειζζηέξ ζηδκ μβημβέκεζδ. Τπμεεηζηά, ιέζς ηδξ 

πνςηείκδξ AGO2 είκαζ δοκαηόκ κα απμηναπεί δ έηθναζδ μβημβμκζδίςκ.  

Ωξ εη ημύημο, δ έηθναζδ ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ πνςηεΐκδξ ιπμνεί κα επδνεάζεζ ηδκ 

ηύπδ ημο ηοηηάνμο.     

Σα ηεθεοηαία πνόκζα, επζζηήιμκεξ έπμοκ ιεθεηήζεζ ηδκ οπενέηθναζδ ή ηδκ 

οπμέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2. Αθθαβέξ ζηδκ έηθναζδ ηδξ 

ζοβηεηνζιέκδξ πνςηεΐκδξ θαίκεηαζ κα ζπεηίγμκηαζ ιε δζάθμνεξ δζαηαναπέξ ηδξ 

οβείαξ, όπςξ ηανηίκμ, ημ ζύκδνμιμ Δοεναοζημο Υ ηαζ ηδκ οπμβμκζιόηδηα.  

Δκδεζηηζηά, δ οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2 ζοκδέεηαζ ιε ηδκ ειθάκζζδ 

ηανηίκμο ζηδκ μονμδόπμ ηύζηδ (51), ημ παπύ έκηενμ (52) ηαζ ζηζξ ςμεήηεξ (53). ΢ε 

πμθθμύξ από αοημύξ ημοξ ηανηζκζημύξ ηύπμοξ έπεζ δεζπεεί όηζ ηα αολδιέκα επίπεδα 

έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ ζπεηίγμκηαζ άιεζα ιε ηδκ ακάπηολδ ημο όβημο ηαζ ηδκ 

επζαίςζδ ηςκ αζεεκώκ. Πανόθα αοηά, οπάνπμοκ ηανηζκζημί ηύπμζ όπςξ ημ ιεθάκςια 

ζημ μπμίμ μ Ανβμκαύηδξ 2 έπεζ ιεζςιέκδ έηθναζδ πνςηεσκζηά, αθθά όπζ ηαζ 

ιεηαβναθζηά (54).  

Από ηα παναπάκς δεδμιέκα είκαζ ειθακέξ όηζ δ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 

2 δεκ ειθακίγεζ έκα ζοβηεηνζιέκμ ιμηίαμ πνςηεσκζηήξ έηθναζδξ πμο κα ζοκδέεηαζ ιε 

ηδκ μβημβέκεζδ.      
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Δηθόλα 14: Κανηζκζημί ηύπμζ ζημοξ μπμίμοξ δ πνςηείκδξ Ανβμκαύηδξ 2 είκαζ οπενεηθναζιέκδ (55).  

  

Έηζζ, ιέπνζ ηαζ ζήιενα δεκ είκαζ ζαθήξ δ επίδναζδ ηδξ οπεν-έηθναζδξ ηδξ 

πνςηεΐκδξ  Ανβμκαύηδξ 2 ζηα ηύηηανα.  

Η πανμύζα ενβαζία απμζημπεί ζηδκ ιεθέηδ ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ πνςηεΐκδξ. Πζμ 

ζοβηεηνζιέκα, ιεθεηάηαζ δ επίδναζδ ηδξ οπενέηθναζδξ ημο Ανβμκαύηδ 2 ζε 

θοζζμθμβζηά εονεμεζδζηά ηύηηανα ΝΣΗΤ ιέζς ηςκ ιεεόδςκ ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ 

νμήξ ηαζ δμηζιαζίαξ MTT. Δπζπθέμκ, δζενεοκάηαζ δ έηθναζδ ηςκ οπόθμζπςκ 

πνςηεσκώκ πμο ακήημοκ ζηδκ ίδζα μζημβέκεζα ιε ημκ Ανβμκαύηδ 2 ζε ιεηαβναθζηό 

επίπεδμ.    
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2.Υλικά και μέθοδοι 
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2.1. Βαθηεξηαθέο θαιιηέξγεηεο  

2.1.1. Βαθηεξηαθή θαιιηέξγεηα Δ.coli ζε ηξπβιίν  
 

1. ΢ε bacterial plates (10cm, company), πνμζηίεεηαζ 8ml LB agar ημ μπμίμ 

πενζέπεζ 8ιl ακηζαζμηζηό canamycin. Σα ηνοαθία αθήκμκηαζ κα ζε ζοκεήηεξ 

δςιαηίμο εςξ όημο πμθοιενζζηεί ηαζ ζηενμπμζδεεί ημ αβαν.  

2. ΢ε ηάεε ηνοαθίμ ειαμθζάγμκηαζ 200θ από έκακ ηθώκμ ηαθθζένβεζαξ E. Coli 

ζηδκ μπμία οπάνπεζ ημ πθαζιίδζμ ηδξ πνςηείκδξ Ανβμκαύηδξ 2.  

3. Η ηαθθζένβεζα απθώκεηαζ πάκς ζημ ενεπηζηό οθζηό ιε εζδζηή ζπάημοθα.  

4. Δπώαζδ ηςκ ηνοαθίςκ ζημοξ 37
μ
 C βζα ημοθάπζζημκ 16

 
ώνεξ.  

Η δζαδζηαζία πναβιαημπμζείηαζ ζε άζδπηεξ ζοκεήηεξ, ημκηά ζε θίπκμ Bunsen ηαζ όθα 

ηα οθζηά είκαζ απμζηεζνςιέκα.  

2.1.2 Υγξή βαθηεξηαθή θαιιηέξγεηα Δ.coli 
 

Μζηνήξ ηθίιαηαξ ααηηδνζαηή ηαθθζένβεζα  

1. Απμιαηνοζιέκεξ ααηηδνζαηέξ απμζηίεξ πμο έπμοκ ιεβαθώζεζ ζε ενεπηζηό 

οθζηό άβαν, ειαμθζάγμκηαζ ζε 4ml ενεπηζημύ οθζημύ  LB Broth  ιε 4θ 

ακηζαζμηζηό canamycin.  

2. Δπώαζδ ηςκ ααηηδνζαηώκ ηαθθζενβεζώκ βζα 8 ώνεξ, ζημοξ 37
μ
 C ιε 

ηαοηόπνμκδ ακάδεοζδ ηςκ ηαθθζενβεζώκ.  

Μεβάθδξ ηθίιαηαξ ααηηδνζαηή ηαθθζένβεζα  

1. 2ml οβνήξ ααηηδνζαηήξ ηαθθζένβεζαξ ειαμθζάγεηαζ ζε 250ml ενεπηζηό οθζηό 

ηαζ 200θ ηακαιοηίκδ. 

2. Η ηαθθζένβεζα επςάγεηαζ ζημοξ  37
μ
 C βζα ημοθάπζζημκ 16

 
ώνεξ. 

 

2.1.3 Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA από πγξή θαιιηέξγεηα κηθξήο 

θιίκαθαο.  
 

Γζα ηδκ απμιόκςζδ πθαζιζδζαημύ DNA από οβνή ηαθθζένβεζα πνδζζιμπμζήεδηε ημ 

πνςηόημθθμ ηδξ Monarch Plasmid mini prep Kit, BIolab.  
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1. 2ml οβνήξ ααηηδνζαηήξ ηαθθζένβεζαξ θοβμηεκηνμύκηαζ ζηζξ 13.000 ζηνμθέξ 

βζα 30 δεοηενόθεπηα.  

2. Ακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ ζε 200θ Β1 δζαθύιαημξ (Plasmid Resuspension 

Buffer). 

3. Λύζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε πνμζεήηδ 200θ Β2 Plasmid Lysis buffer.  

4. Δπώαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 1 θεπηό.  

5. Οοδεηενμπμίδζδ ημο δζαθύιαημξ ιε πνμζεήηδ 400θ Plasmid Neutralization 

Buffer B3. 

6. Δπώαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 2 θεπηά.  

7. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000 ζηνμθέξ βζα 5 θεπηά.  

8. Μεηαθμνά ημο οπενηείιεκμο ζε ημθώκα ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000 

ζηνμθέξ βζα έκα θεπηό.  

9. Πνμζεήηδ 200θ Plasmid wash buffer 1  

10. Δπώαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 5 θεπηά.  

11. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000 ζηνμθέξ βζα 1 θεπηό.  

12. Σμπμεέηδζδ ηδξ ημθώκαξ ζε κέμ ζςθδκάνζμ ηαζ πνμζεήηδ 30θ Elution Buffer 

ηαζ επώαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 1 θεπηό.  

13. Φοβμηέκηνδζδ ζηζξ 13.000 ζηνμθέξ βζα 1 θεπηό.  

2.1.4 Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA από πγξή βθαηεξηαθή 

θαιιηέξγεηα κεγάιεο θιίκαθαο  
 

Η απμιόκςζδ ημο πθαζιζαδζαημύ DNA απμ ηαθθζένβεζα ιεβάθδξ ηθίιαηαξ έβζκε ιε 

ημ kit Qiagen, Nucleobond Xtra midi kit.  

1. Ακαδζάθοζδ ηoο pellet ζε 4ml P1 ηαζ πνμζεήηδ 10θ RNase A.   

2. Πνμζεήηδ 4ml P2 ηαζ ακαζημθή ηςκ ζςθδκανίςκ 5-6 θμνέξ. ΢ημ ζδιείμ 

αοηό βίκεηαζ ηαηαηνήικζζδ ημο βεκςιζημύ DNA.  

3. Δπώαζδ 5 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο.  

4. Πνόζεήηδ 4ml P3 ηαζ ακαζηνμθή ηςκ ζςθδκανίςκ 4-6 θμνέξ.  

5. Δπώαζδ βζα 15 θεπηά ζημ πάβμ. Διθακίγεηαζ θεοηό ίγδια ημ μπμίμ απηεθείηαζ 

απμ ημ βεκςιζηό DNA, ηζξ πνςηείκεξ ηαζ ηοηηανζηά εναύζιαηα.  

6. Σα ζςθδκάνζα θοβμηεκηνμύκηαζ ζηζξ 5.000rpm βζα 20 θεπηά ζε εενιμηναζία 

4
μ
C.  
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7. Μεηαθμνά ημο οπενηείιεκμο ζε κέμ ζςθδκάνζμ  ηαζ θοβμηέκηνδζδ ημο ζηζξ 

5.000 rpm βζα 20 θεπηά.  

8. Πνμζεήηδ 4ml  δζαθύιαημξ QBT ζηδ ζηήθδ, ιε ζηόπμ ημκ ηαεανζζιό ημο 

θίθηνμο ηδξ ζηήθδξ.  

9. Μεηαθμνά ημο οπενηείιεκμο ζηδ ζηήθδ.  

10. Πνμζεήηδ 10ml δζαθύιαημξ QC.  

11. Μεηαθμνά ηδξ ζηήθδξ ζε κέμ θζαθίδζμ ηαζ πνμζεήηδ 5ml QF. ΢ημ ζδιείμ 

αοηό απεθεοεενώκεηαζ ημ πθαζιζδζαηό DNA από ηδ ζηήθδ.  

12. Πνμζεήηδ 3,5ml ζζμπνμπακόθδξ ηαζ θοβμηέκηνδζδ ηςκ δεζβιάηςκ βζα 30 

θεπηά ζηζξ 5.000rpm ζημοξ 4
μ
 C.  

13. Απμιάηνοκζδ οπενηείιεκμο ηαζ ακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ ζε 500 ml  70% 

αζεακόθδ.  

14. Φοβμηέκηνδζδ βζα 10 θεπηά ζηζξ 5.000 rpm .  

15. Απμιάηνοκζδ οπενηείιεκμο.  

16. Ακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ, δδθαδή ημο πθαζιζδζαημύ DNA ιε 16ιl 

απμζηεζνςιέκμ κενό.    

2.1.5 Πέςεηο πιαζκηδηαθνύ DNA κε ηε ρξήζε πεξηνξηζηηθώλ 

ελδύκσλ.  
 

Με ηδ αμήεεζα ηςκ πενζμνζζηζηώκ εκγύιςκ, εθέβπεηαζ ημ πθαζιζδζαηό DNA πμο 

απμιμκώεδηε απμ ηζξ ααηηδνζαηέξ ηαθθζένβεζεξ. ΢ε αοηή ηδκ ηδκ δμηζιαζία 

ελαηνζαώκεηαζ όηζ έπεζ απμιμκςεεί ημ επζεοιδηό πθαζιίδζμ. Σα πενζμνζζηζηά έκγοια 

πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ακαηηήεδηακ απμ ηδκ αάζδ δεδμιέκςκ ηδξ Addgene. Η πέρδ 

ηςκ πθαζιζδίςκ έβζκε ζύιθςκα ιε ημ παναηάης πνςηόημθθμ.  

Αληηδξαζηήξηα  Ογθνο/Πνζόηεηα  

DNA 1ιl 

Πεξηνξηζηηθό έλδπκν  0,5 ιl 

Buffer ελδύκνπ  2 ιl 

BSA 0,2 ιl/0 ιl 

Η2Ο  16,3 /16,5 

 

Ωξ ανκδηζηόξ ιάνηοναξ πνδζζιμπμζήεδηε θζαθίδζμ ημ μπμίμ πενζείπε ημ πθαζmζδζαηό 

DNA απμοζία πενζμνζζηζημύ εκγύιμο.  
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2.2. Κπηηαξνθαιιηέξγεηεο  

2.2.1. Γηαηήξεζε θαη αλαθαιιηέξγεηα θπηηάξσλ  
 

Η ηαθθζένβεζα ηοηηάνςκ πναβιαημπμζήεδηε ηάης από αοζηδνέξ εθεβπόιεκεξ 

ζοκεήηεξ ιέζα ζε εζδζηό επςαζηζηό ηθίαακμ ζημκ μπμίμ δζαηδνείηαζ ζηαεενή 

εενιμηναζία 37
μ
C, δ αηιόζθαζνα πενζέπεζ 5% CO2 ηαζ δ ζπεηζηή οβναζία 

πνμζιεηνάηε ζημ 95%. Σμ ενεπηζηό οθζηό πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ ηαθθζένβεζα 

ηςκ ηοηηάνςκ είκαζ RPMI βζα ηζξ εονεμεζδζηέξ ζεζνέξ ηαζ DMΔΜ βζα ηζξ οπόθμζπεξ 

ηοηηανζηέξ ζεζνέξ (αναζςιέκα ζε 1x από 10x stock). Πνμζηέεδηε επζπθέμκ 10% 

δζάθοια μνμύ ειανύμο αμόξ (FBS), 1% δζάθοια πεκζηζθίκδξ/ζηνεπημιοηίκδξ ηαζ έκα 

1% δζάθοια L-βθμοηαιίκδξ. 

Σμ δζάθοια FBS απεκενβμπμζείηαζ ιε ηδκ επώαζδ ημο ζε εενιμηναζία 65
μ
C, βζα 

30θεπηά. Η παναζηεοή ημο οθζημύ ηαθθζένβεζαξ, ηαεώξ ηαζ μζ πεζνζζιμί ηςκ 

ηοηηάνςκ βίκμκηαζ ζε ζοκεήηεξ απμζηείνςζδξ ιέζα ζε εάθαιμ κδιαηζηήξ νμήξ. 

Όθεξ μζ θθάζηεξ ηαθθζένβεζαξ θοθάζζμκηαζ ιέζα ζε επςαζηζημύξ ηθίαακμοξ. 

 Η ακαηαθθζένβεζα ηςκ ηοηηανζηώκ ζεζνώκ απαζηεί επώαζδ ιε ενορίκδ ςξ ελήξ: 

 Απμιάηνοκζδ ημο ενεπηζημύ ιέζμο ηαθθζένβεζαξ 

 Ξέπθοια ηςκ ηοηηάνςκ ιε 5ml 1x PBS, ώζηε κα απμιαηνοκεμύκ όθα ηα ίπκδ 

ημο μνμύ, πμο πενζέπμοκ ακαζημθείξ ενορίκδξ. 

 Πνμζεήηδ ενορίκδξ ζηδ θθάζηα ηςκ 25 ή 75cm
2
 ηαζ μιμζόιμνθδ ηαηακμιή 

ηδξ ζε όθδ ηδκ επζθάκεζα. 

 Δπώαζδ ημο ηνοαθίμο ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 2min  

 Πνμζεήηδ πμζόηδηαξ πθήνμοξ ενεπηζημύ οθζημύ 1x RPMI ηαζ ιεηαθμνά ημο 

εκαζςνήιαημξ ζε κέεξ θθάζηεξ, βζα κα δζαζπαζημύκ πθήνςξ ηα ηοηηανζηά 

ζοζζςιαηώιαηα, ημ εκαζώνδια ακαδεύεηαζ εκηόξ ηδξ θθάζηαξ ιε πζπέηηα.  

2.2.2. Φύιαμε θπηηάξσλ-Καηάςπμε θαη απόςπμε  
 

Η απμεήηεοζδ ηςκ ηοηηανζηώκ ζεζνώκ πναβιαημπμζείηαζ ιε ηαηάρολδ ηςκ ηοηηάνςκ 

ζε εζδζηά πθαζηζηά θζαθίδζα (Nalgene Labware, Thermo Fiscer Scientific) ηαζ 

αηόθμοεδ ιεηαθμνά ημοξ ζε ηαηαρύηηεξ εενιμηναζίεξ -80
μ
C. Η δζαδζηαζία πμο 

αημθμοεείηαζ πενζβνάθεηαζ παναηάης: 
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 Αθαίνεζδ ημο ενεπηζημύ ιέζμο ηδξ ηαθθζένβεζαξ, δ μπμία έπεζ θηάζεζ ηδκ 

απαζημύιεκδ ποηκόηδηα ηοηηάνςκ (80%). 

 Πνμζεήηδ πμζόηδηαξ δζαθύιαημξ ενορίκδ ηαζ επώαζδ βζα θίβα θεπηά ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο  

 Πνμζεήηδ πμζόηδηαξ πθήνμοξ ενεπηζημύ ηαζ ιεηαθμνά ζε απμζηεζνςιέκμ 

ζςθήκα ηύπμο falcon (15ml) 

 Φοβμηέκηνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζηζξ 1200rpm (ζηνμθέξ/θεπηό ), ζε 

εενιμηναζία 10
μ
c, βζα 15min. 

 Δπακαζώνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε όβημ 1ml ενεπηζημύ ιέζμο ηαηάρολδξ  

Η πδιζηή ζύζηαζδ ημο ενεπηζημύ οθζημύ ηαηάρολδξ είκαζ 10% δζάθοια DMSO ηαζ 

90%FBS.  

Μεηά ηδκ επακαζώνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε ενεπηζηό ιέζμ ηαηάρολδξ, ιεηαθένμκηαζ 

ζε εζδζηό πθαζηζηό θζαθίδζμ ηαζ από εηεί αημθμοεεί ή δζαδζηαζία ρύλδξ ημοξ, ιε 

νοειό εθάηηςζδξ ηδξ εεινμηναζίαξ -1μc ακά θεπηό, ςξ ηδ εενιμηναζία -80μc. Ο 

ζοβηεηνζιέκμξ νοειόξ ρύλδξ επζηοβπάκεηααζ ιε ηδ αμήεεζαεζδζημύ δμπείμο 

πμθοαζεοθεκίμο ημ μπμίμ πενζέπεζ δζάθοια ζζμπνμπακόθδξ. Σα ηύηηανα παναιέκμοκ 

ιέζα ζημ ζοβηεηνζιέκμ δμπείμ βζα ημοθάπζζημκ 24h εκηόξ ηαηάρολδξ -80oC. Σέθμξ 

απμεδηεύμκηαζ ζε ηαηαρύηηδ ζημοξ -80μC. 

Η δζαδζηαζία ηδξ απόρολδξ πναβιαημπμζείηαζ ςξ ελήξ: 

Άιεζδ απόρολδ ηοηηάνςκ ιε μθζβμθεπηδ επώαζδ ζημξο 37μC. 

Αιέζςξ ιεηά ηδκ μθμηθήνςζδ απόρολδξ ηα ηύηηανα ιεηαθθενμκηαζ ζε ζςθήκα 

ηύπμο falcon 15ml ηαζ πνμζηίεεηαζ πμζόηδηα θνεζημο πθήνμοξ ενεπηζημύ οθζημύ.  

2.3 Γηακόιπλζε θπηηαξηθνύ πιεζπζκνύ κε πιαζκηδηαθό 

DNA.  
 

1. Πθήνδξ αθαίνεζδ ενεπηζημύ οθζημύ. 

2. Πθύζζιμ ηοηηάνςκ ιε 7ml PBS  

3. Πνμζεήηδ 400 ιl ενεπηζημύ οθζημύ RPMI, ζημ μπμίμ δεκ έπεζ πνμζηεεεί 

μνόξ.  

4. Δπώαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ημοθάπζζημκ 20θεπηά ζε εενιμηναζία 37
μ
 C.  
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5. ΢ημ δζάζηδια αοηό, εημζιάγεηαζ ημ δζάθοια δζαιόθοκζδξ πμο εα ιμζναζηεί 

ανβόηενα ζημκ ηοηηανζηό πθδεοζιό. Γζα ηάεε ζοκεήηδ δζαιόθοκζδξ 

οπάνπμοκ δύμ δζαθύιαηα Α ηαζ Β.  

Σμ Α δζαθύια πενζέπεζ ημ εηάζημηε πθαζιζδζαηό DNA ιε ενεπηζηό οθζηό 

RPMI πςνίξ μνo, εκώ ζημ Β δζάθοια πνμζηίεεκηαζ ηα θζπμζώιαηα ιε 

ενεπηζηό οθζηό RPMI πςνίξ μνό.  

Ο ζοκμθζηόξ όβημξ ηάεε δζαθύιαημξ Α ηαζ Β είκαζ 25ιl ηαζ δ πμζόηδηα ημο 

πθαζιζδζαημύ DNA είκαζ 1ιg ακά πδβαδάηζ ή 10ιg βζα δζαιόθοκζδ 

ηοηηανζημύ πθδεοζιμύ ζε ηνζαθύμ 10cm.  

Η πμζόηδηα ηςκ θζπμζςιάηςκ είκαζ 1,5ιl. 

6. Σμ δζάθοια δζαιόθοκζδξ Α πνμζηίεεηαζ ζημ δζάθοια Β.  

7. Δπώαζδ ημο δζαθύιαημξ δζαιόθοκζδξ βζα 30 θεπηά ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο.  

8. Πνμζεήηδ 100θ ημο δζαθύιαημξ δζαιόθοκζδξ ζε ηάεε πδβαδάηζ ή 2ml ζε 

ηάεε ηνοαίμ ηοηηάνςκ ηαζ ζοιπθήνςζδ ιε ενεπηζηό οθζηό RPMI απμοζία 

μνμύ έςξ όημο μ ηεθζηό όβημξ κα είκαζ 500ιl ηαζ  7 ml ακηίζημζπα.  

9. Οζ ηοηηανζημί πθδεοζιμί επςάγμκηαζ ζημοξ 37
μ
 C βζα 6 ώνεξ ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα βίκεηαζ αθθαβή ημο ενεπηζημύ οθζημύ ιε πνμζεήηδ 7 ml RPMI 

ενεπηζημύ οθζημύ ζημ μπμίμ πενζέπεηαζ μνόξ.  

2.4 Κπηηαξνκεηξία ξνήο  
1. ΢ηα ηνοαθία ιε ημοξ ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ αθαζνείηαζ ημ ενεπηζηό οθζημ.  

2. Πθύζζιμ ηηςκ ηοηηάνςκ ιε δζάθοια PBS.  

3. Πνμζεήηδ πμζόηδηαξ δζαθύιαημξ ενορίκδξ ηαζ ζοθθμβή ημοξ ιε ηδκ 

πνμζεήηδ ενεπηζημύ οθζημύ RPMI.  

4. Φοβμηέκηνδζδ ηςκ ηοηηανζηώκ πθδεοζιώκ ζηζξ 1100 rpm βζα 10 θεπηά.  

5. Αθαίνεζδ οπενηείιεκμο ηαζ ακαδζάθοζδ ζγήιαημξ, ημ μπμμίμ πενζέπεζ ηα 

ηύηηανα ζε δζάθοια PBS.  

6. Μέηνδζδ ημο ηοηηανζημύ πθδεοζιμύ ιε ηδ ιέεμδμ Neubauer.  

7. Φοβμηέηνδζδ ηςκ ηοηηανζηώκ πθδεοζιώκ ζηζξ 1100 rpm βζα 10 θεπηά.  

8. Απμιάηνοκζδ οπενηείιεκμο ηαζ ακαδζάθοζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε δζάθοια 

ζοθθμβήξ (sorting buffer) ημ μπμίμ πενζέπεζ PBS, 25mM Heppes, 2% μνό FBS 

ηαζ 0,5mM EDTA.  
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9. ΢ηδ ζοκέπεζα ηα θζαθίδζα ιε ημοξ ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ δζένπμκηαζ απμ ημ 

ηοηηανόιεηνμ.   

2.5 Μηθξνζθνπία Φζνξηζκνύ  
 

΢ε έκα ιζηνμζηόπζμ θεμνζζιμύ οπενζώδδξ αηηζκμαμθία παναβόιεκδ από θοπκία Hg ή 

Υe πενκά από θίθηνμ εηπμιπήξ βζα επζθμβή ζοβηεηνζιέκμο θάζιαημξ. Μεηά ηδ 

δζέθεοζδ από ημ ζοβηεκηνςηζηό θαηό επζδνά ζημ παναζηεύαζια ηαζ ζπδιαηίγεζ 

είδςθμ ζημ πίζς εζηζαηό επίπεδμ ημο ακηζηεζιεκζημύ θαημύ. Έκα θίθηνμ απμημπήξ 

επζηνέπεζ ιόκμ ζημ μναηό θάζια κα πενάζεζ ηζ έηζζ δζαπζζηώκεηαζ δ πανμοζία ζημ 

παναζηεύαζια ιμνίςκ ιε εκδμβεκή θεμνζζιό ή ιεηά από πνμζεήηδ ελςβεκώκ 

μοζζώκ.  

Ο θεμνζζιόξ είκαζ έκα παναηηδνζζηζηό θαζκόιεκμ πμθθώκ ιμνίςκ. Γζα κα εηδδθςεεί 

πνέπεζ ημ ιόνζμ κα θςηζζεεί ιε αηηζκμαμθία ιζηνμύ ιήημοξ ηύιαημξ, όπςξ είκαζ δ 

οπενζώδδξ. Σόηε ημ ιόνζμ δζεβείνεηαζ ηαζ απμδίδεζ ιένμξ ηδξ εκένβεζαξ πμο παίνκεζ 

ιε ιεβαθύηενμ ιήημξ ηύιαημξ πμο ζοκήεςξ ειπίπηεζ ζηδκ μναηή πενζμπή ημο 

θάζιαημξ. Δηηόξ ημο αοημθεμνζζιμύ πμο οπάνπεζ ζε πμθθά αζμθμβζηά ζοζηήιαηα, 

οθίζηαηαζ ηαζ μ εηενμθεμνζζιόξ- δδθαδή δ εκηόπζζδ ελςβεκώκ μοζζώκ πμο 

θεμνίγμοκ. Μέζς ημο εηενμθεμνζζιμύ ακζπκεύμκηαζ αζμιόνζα πμο ζδιαίκμκηαζ ιε 

θεμνίγμκηα ιόνζα. ΢ημ πθαίζζμ αοηό έπεζ ακαπηοπεεί μ ακμζμθεμνζζιόξ ηαηά ημκ 

μπμίμ πνδζζιμπμζείηαζ θεμνίγμκ ακηίζςια (άιεζα ή έιιεζα) ώζηε κα εκημπζζηεί ημ 

ακηίζημζπμ ακηζβόκμ. Η ηεπκζηή αοηή ηα ηεθεοηαία πνόκζα έπεζ απμηηήζεζ ζδζαίηενμ 

εκδζαθένμκ ζηζξ αζμσαηνζηέξ επζζηήιεξ ηονίςξ βζα δζαβκςζηζημύξ ζημπμύξ, θόβς ηδξ 

δδιζμονβίαξ ηαεανώκ ηαζ ιμκμηθςκζηώκ ακηζζςιάηςκ. 

 

 

Δηθόλα 15: ΢ύκδεζδ ακηζβόκμο ιε θεμνίγμκ ακηίζςια. 

 

Μζα παναθθαβή ηδξ ιεεόδμο ημο ακμζμθεμνζζιμύ , είκαζ ηαζ δ ηεπκζηή sandwich 

όπμο ημ θεμνζόπνςια είκαζ ήδδ ζοκδεδειέκμ ιε έκα δεοηενμβεκέξ ακηίζςια ημ μπμίμ 

ζηδ ζοκέπεζα πνμζημθθάηαζ ζημ ζύιπθμημ ακηζβόκμ / πνςημβεκέξ ακηίζςια. 
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Δηθόλα 16: ΢ύκδεζδ ακηζβόκμο ιε ημ ακηίζςια ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιε θεμνίγμκ ακηίζςια (ηεπκζηή 

sandwich). 

 

Μενζηά από ηα πθεμκεηηήιαηα ηδξ παναηήνδζδξ ιε ιζηνμζηόπζμ θεμνζζιμύ είκαζ δ 

αολδιέκδ εοαζζεδζία, ιε απμηέθεζια ηδ πνμζηαζία ημο παναζηεοάζιαημξ από 

ηεπκδηέξ αθθμζώζεζξ βεβμκόξ ζδζαίηενα ζδιακηζηό ζε ακμζμαζμθμβζηέξ ηεπκζηέξ όπμο 

μζ δζάθμνεξ πδιζηέξ μοζίεξ ιπμνεί κα επδνεάζμοκ ηδκ ακηζβμκζηόηδηα ημο ακηζμνμύ, 

δ ορδθή ελεζδίηεοζδ, πμο ηαεζζηά ηδκ ηεπκζηή πμθύ αλζόπζζηδ, δ αολδιέκδ ηαπύηδηα 

ηαζ εοημθία. 

 

2.6 Απνκόλσζε RNA από θπηηαξηθν́ εθρπ́ιηζκα 

 
Η απμιμ́κςζδ ημο RNA από ηύηηανα έβζκε ιε ηδ πνήζδ ημο TRIZOL (peqGOLD 

TriFast, peqlab, Erlangen, Γενιακία).  Σo πνςηόημθθμ πμο αημθμοεήεδηε είκαζ αοηό 

πμο πανέπεηαζ από ηδκ εηαζνεία ιαγί ιε ημ πνμζ̈μ́κ . Η απμιόκςζδ μθζημύ RNA από 

ηύηηανα πναβιαημπμζήεδηε ιε αάζδ ηδκ παναηάης δζαδζηαζία: 

1. Κύηηανα (~0,8x10 
6
) εκμθεαθιίγμκηαζ ζε απμζηεζνςιέκεξ θθάζηεξ 25 cm

2
 

ηαζ επςάγμκηαζ ζημοξ 37°C ηαζ 5% CO2. Αθμύ απμηηήζμοκ >90% πθδνόηδηα, 

ζοθθέβμκηαζ ζε δμηζιαζηζημύξ ζςθήκεξ ηύπμο eppendorf, ηαζ ζημ ηοηηανζηό ίγδια 

πμο πνμηύπηεζ πνμζηίεεηαζ 1ml ακηζδναζηδνίμο Trizol. Αημθμοεεί ηαθή 

μιμβεκμπμίδζδ ιε ηδ αμήεεζα πζπέηηαξ ηαζ επώαζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 5 

θεπηά.  

2. ΢ηδ ζοκέπεζα , πνμζηίεεηαζ ζε ηάεε δείβια όβημξ (0,2 ml) δζαθύιαημξ 

πθςνμθμνιίμο (100%, Sigma-Aldrich, Γενιακία). Απμηέθεζια αοημύ είκαζ ζημ 

δζάθοια κα δδιζμονβμύκηαζ ηνεζξ θάζεζξ , ιε ηζξ πνςηεσ́ κεξ κα εκημπίγμκηαζ ζηδκ 

ιεζόθαζδ ηαζ ημ RNA ζηδκ ακώηενδ, δζαοβή θάζδ. Αημθμοεεί ζζπονή ακάδεοζδ βζα 

20 sec (ιε ακαδεοηδ́να vortex ή ιε ημ πένζ ) ηαζ επς́αζδ βζα 5 θεπηά ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο.  

3. Πναβιαημπμζείηαζ θοβμηέκηνδζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζηζξ 12500 rpm, ζημοξ 4°C, 
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βζα 15 min ηαζ ημ οπενηεζ́ιεκμ δζάθοια (450-500 ιl) ιεηαθένεηαζ ζε κέμ , 

απμζηεζνςιέκμ δμηζιαζηζηό ζςθήκα ηύπμο eppendorf.  

4. ΢ε ηάεε δείβια πνμζηίεεηαζ όβημξ (0,5 ml) δζαθύιαημξ ζζμπνμπακμ́θδξ 

(100%, # 33539, Sigma-Aldrich, Γενιακία), ημ μπμίμ πναβιαημπμζεί ηδκ 

ηαηαηνήικζζδ ημο RNA. Σα δεζ́βιαηα επςάγμκηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο , βζα 

ιζζή ώνα.  

5. ΢ηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζείηαζ θοβμηέκηνδζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζηζξ 12500 

rpm, ζε εενιμηναζία 4°C βζα 35 θεπηά.  

6. Αημθμύεςξ βίκεηαζ πνμζεηηζηή απμιάηνοκζδ ημο ζοκόθμο ημο οπενηεζ́ιεκμο 

δζαθύιαημξ ηαζ ζημ εκαπμιείκακ ίγδια (RNA) πνμζηίεεηαζ όβημξ (750 ιl) δζαθύιαημξ 

αζεακόθδξ (75%, # 32221, Sigma-Aldrich, Γενιακία). Ακάδεοζδ ιε ακαζηνμθή ημο 

ζςθδκανίμο δομ θμνέξ.  

7. Πναβιαημπμζείηαζ θοβμηέκηνδζδ ηςκ δεζβιά ηςκ ζηζξ 13000 rpm, ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 5 θεπηά.  

8. Απμιαηνύκεηαζ ημ οπενηείιεκμ δζάθοια ηαζ ημ δείβια αθήκεηαζ ζημκ αένα 

βζα κα ζηεβκς́ζεζ , επί 10 θεπηά πενίπμο. ΢ηδ ζοκέπεζα, πνμζηίεεηαζ όβημξ (11-31 ιl) 

οπεν-ηαεανμύ κενμύ (DEPC treated H2O, RNAse free ) ηαζ αημθμοεεζ́ πνμζεηηζηδ́ 

επακαζώνδζδ ημο RNA ιε ηδ αμήεεζα Thermomixer (Thermomixer comfort, 

Eppendorf, Γενιακία) ζημοξ 30
μ 

C βζα 15 θεπηά, ώζηε κα δζαθοημπμζδεεί πθήνςξ ημ 

RNA.  

9. Αημθμοεεί πνμζδζμνζζιόξ ηδξ πμζόηδηαξ ηαζ ζοβηέκηνςζδξ ημο RNA ιε ηδ 

αμήεεζα Nanodrop (Nanodrop 2000c, UV-Vis Spectrophotometer , Thermosientific, 

Η.Π.Α). Η απμεδ́ηεοζδ ηςκ δεζβιάηςκ βίκεηαζ ζε εενιμηναζζ́α -80°C.  

 

2.7  In vitro αληίζηξνθε κεηαγξαθή - δεκηνπξγία cDNA από 

RNA 
Γζα ηδκ ακηζ́δναζδ ηδξ ακηζ́ζηνμθδξ ιεηαβναθδ́ξ πνδζζιμπμζδ́εδηε ημ ηζη QuantiTect 

Reverse Transcription Kit, Qiagen (QuantiTect Reverse Transcription Kit, 205311, 

Qiagen, Γενιακία). Η δζαδζηαζία ηδξ ακάζηνμθδξ ιεηαβναθήξ βζα ηδ δδιζμονβία 

cDNA πενζθαιαάκεζ δύμ αήιαηα: ηδκ ελάθθεζρδ ημο βεκςιζημύ DNA ηαζ ηδκ 

ακάζηνμθδ ιεηαβναθή ημο RNA ζε cDNA. Βέααζα δ αηνίαεζα ηςκ απμηεθεζιάηςκ 

ηδξ RT-PCR πναβιαηζημύ πνόκμο ελανηάηαζ ηαζ από ημ ζπεδζαζιό ηςκ εηηζκδηώκ 

μπμο ιπμνεί κα πενζμνίζεζ ηδκ ακίπκεοζδ βεκςιζημύ DNA (intron spanning primers).  
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2.7.1  Δμάιεηςε γελσκηθνύ DNA 
 

Αθμύ λεπαβώζεζ ημ RNA ζημκ πάβμ ηαζ ημ gDNA Wipeout Buffer, Quantiscript, ηα 

Reverse Transcriptase , Quantiscript RT Buffer , RT Primer Mix , ηαζ ημ RNase-free 

κενό ζε εενιμηναζία δςιαηίμο (15–25°C) πναβιαημπμζείηαζ δ ακηζ́δναζδ ελάθθεζρδξ 

ημο βεκςιζημο ́DNA ζύιθςκα ιε ημκ Πίλαθα 1, αηόθμοεα. 

Ακηζδναζηήνζα 

 

Όβημξ/ακηίδναζδ 

 

 Πνμηεζκόιεκμξ όβημξ/ 

ακηίδναζδ 

gDNA Wipeout Buffer, 7x 2 ιl 2ιl (1x) 

Μήηνα RNA (1ιg/ιl) 0,5 ιl Μεηααθδηή πμζόηδηα ςξ 

1ιg 

 

Nενό πςνίξ RNase 

 

11,5 ιl 

 

Μεηααθδηόξ όβημξ 

 

Σεθζηόξ όβημξ ακηίδναζδξ 

 

14 ιl 

 

14ιl 

Πίλαθαο 1: ΢οζηαηζηά ακηίδναζδξ ελάθεζρδξ βεκςιζημό DNA. 

Δπώαζδ ζημοξ 42
μ 

C βζα 2 θεπηά ηζ άιεζδ επζζηνμθή ζημκ πάβμ . Σμ ηαεανό RNA 

δείβια ιεηά ηδ δζαδζηαζία ελάθεζρδξ ημο βεκςιζημύ DNA επςάγεηαζ βζα 2 θεπηά 

ζημοξ 42
μ
C ηαζ ημ RNA δείβια πνδζζιμπμζείηαζ απεοεείαξ ιεηά ζηδκ ακηίδναζδ ηδξ 

ακάζηνμθδξ ιεηαβναθήξ.  

2.7.2  Αληίζηξνθε κεηαγξαθή 
 

Η ακηίδναζδ ηδξ ακηζ́ζηνμθδξ ιεηαβναθδ́ξ πναβιαημπμζείηαζ ζημκ πάβμ , ζύιθςκα ιε 

ημκ πζ́καηα. Σμ ιεζ́βια ηδξ ακηζ́ζηνμθδξ ι εηαβναθήξ πενζέπεζ όθα ηα ζοζηαηζηά πμο 

απαζημύκηαζ βζα ηδ ζύκεεζδ ημο cDNA, εηηόξ από ημ RNA. Όθδ δ ακηίδναζδ 

πναβιαημπμζείηαζ ζημοξ 42
μ
 C ηαζ βζα ηδκ απεκενβμπμίδζή ηδξ δ αολάκεηαζ δ 

εενιμηναζία ζημοξ 95
μ
 C. Η δνάζδ ηςκ εκγύιςκ RNA ελανηώιεκδξ πμθοιενάζδξ 

ηαζ RNAse H, ηαηά ηδκ ακηίδναζδ ηδξ ακάζηνμθδξ ιεηαβναθήξ θαίκεηαζ ζηδκ 
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εηθόλα 17 πμο αημθμοεεί. 

 

Δηθόλα 17: ΢ύκεεζδ cDNA, εκγοιαηζηή δνάζδ ηαηά ηδκ ακηίδναζδ ηδξ ακάζηνμθδξ 

ιεηαβναθήξ. 

 

Ακηζδναζηήνζα 

 

Όβημξ/ακηίδναζδ 

 

Master mix ακηίζηνμθδξ 

ιεηαβναθήξ -Quantiscript Reverse 

Transcriptase 

Quantiscript RT Buffer, 5x 4 ιl (1x) 

RT Primer Mix  

1 ιl 

 

Μήηνα RNA: Πνμσόκ ακηίδναζδξ 

ελάθθεζρδξ βεκςιζημύ RNA 

 

14 ιl 

RT transcriptase 1ιl 

΢οκμθζηόξ όβημξ ακηίδναζδξ 20 ιl 

Πίλαθαο 2: Ακηίδναζδ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ. 

 

Σμ πνμσόκ ηδξ ελάθεζρδξ DNA από ημ πνμδβμύιεκμ αήια (14 ιl) πνμζηίεεηαζ ζημ ιεζ́βια ηδξ 

ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ (master mix) (Πίλαθαο 2), ημ μπμίμ παναζηεοάγεηαζ βζα ημ ζύκμθμ 

ηςκ ακηζδνάζεςκ ζύιθςκα ιε ημκ Πίκαηα. Σμ ιίβια ακαδεύεηαζ ηαζ ημπμεεηείηαζ ζημκ πάβμ. 

Αημθμοεεί επώαζδ βζα 40 θεπηά ζημοξ 42
o
 C ηαζ βζα 3 θεπηά ζημοξ 95

o
 C, ζημ οδαηόθμοηνμ. 
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Η ηεθεοηαία επώαζδ απεκενβμπμζεί ηδκ ακηίζηνμθδ ιεηαβναθάζδ. Σα πνμσόκηα ηδξ 

ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ θοθάζζμκηαζ βζα ιεθθμκηζηή πνήζδ ζημοξ -20
μ
 C.  

 

2.8 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR)  

2.8.1 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο  
 

Με ηδ πνδ́ζδ ηδξ αθοζζδςηδ́ξ ακηζ́δναζδξ πμθοιενάζδξ (Polymerase Chain Reaction , 

PCR), επζηοβπάκεηαζ μ πμθθαπθαζζαζιόξ ζοβηεηνζιέκδξ αθθδθμοπίαξ DNA (πνόηοπδ 

αθθδθμοπία), πμο ηαεμνζ́γεηαζ απμ́ εζδζημόξ βζα ηδκ ηάεε πενζμπδ́ 

μθζβμκμοηθεμηζδζημύξ εηηζκδηέξ. Η ιέεμδμξ ζηδνζ́γεηαζ ζηδκ επακάθδρδ εκμ́ξ ηόηθμο 

ηνζώκ αδιάηςκ , πμο πενζθαιαάκεζ ανπζηά ηδκ απμδζάηαλδ ηςκ ιμνζ́ςκ ημ ο DNA 

ηάης από ζοκεήηεξ ορδθήξ εενιμηναζίαξ (95
o
C), ζηδ ζοκέπεζα ηδκ οανζδμπμζ́δζδ 

ηςκ μθζβμκμοηθεμηζδζης́κ εηηζκδης́κ ιε ηζξ ιμκμ́ηθςκεξ αθοζζ́δεξ DNA ζε 

εενιμηναζία πμο ηαεμνίγεηαζ από ηα παναηηδνζζηζηά ηςκ οπμηζκδηώκ ηαζ ηέθμξ ηδκ 

ακηίδναζδ ηδξ επζιδ́ηοκζδξ ηαηά ηδκ μπμζ́α δνά δ DNA πμθοιενάζδ ηαζ ζοκήεςξ 

απαζηεί εενιαηναζία πενίπμο 70-72
o
 C. 

΢ηδκ διζπμζμηζηδ́ αθοζζδςηδ́ ακηζ́δναζδ ηδξ πμθοιενάζδξ πνδζζιμπμζεζ́ηαζ DNA 

ηαθμύπζ από αοηό πμο πνμέηορε από ηδκ ακηίδναζδ ακηίζηνμθδξ ιε ηαβναθήξ. 

΢οβηνίκμκηαξ ηζξ ζπεηζηέξ πμζόηδηεξ ηςκ πνμσόκηςκ ηδξ PCR, απμηημύιε έκα δείηηδ 

ηδξ ιεηαβναθζηδ́ξ εκενβμ́ηδηαξ ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ βεκεηζης́κ ημ́πςκ . Γζα ηδκ 

ηακμκζημπμίδζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ πνδζζιμπμζήεδηε ςξ εζςηενζηόξ ιάνηοναξ ημ 

βμκίδζμ ηδξ αθοδνμβμκάζδξ ηδξ θςζθμνζηήξ βθοηεναθδεΰδδξ (GAPDH), δ αηηζ́κδ δ́ 

δ 18s οπμιμκάδα ημο νζαμζώιαημξ ηςκ μπμίςκ δ ιεηαβναθζηή εκενβόηδηα παναιέκεζ 

ζηαεενή. 

Οζ επζιένμοξ ζοβηεκηνς́ζεζξ ηςκ οθζης́κ πμο πνδζζιμπμζδ́εδηακ ζηζξ αθοζζδςηέξ 

ακηζδνάζεζξ πμθοιενάζδξ πανμοζζάγμκηαζ παναηάης ζημκ Πίλαθα 3.Σα επζιένμοξ 

ζοζηαηζηά πνμζηίεεκηαζ ζε εζδζηό δμηζιαζηζηό ζςθήκα ηύπμο eppendorf (0,2 ml), 

όπμο πναβιαημπμζείηαζ ήπζα ακάδεοζή ημοξ ιε ηδ αμήεεζα πζπέηηαξ ηύπμο Gilson. Σμ 

δζάθοια ηνζθςζθμνζης́κ δεμλοκμοηθεμηζδζ́ςκ (dNTPs είκαζ από ηδκ εηαζνεία Biorad 

(#10297-018, Invitrogen, Γενιακία) ηαζ δ πμθοιενάζδ ηαζ ημ νοειζζηζημ́ δζάθοια 

από ηδκ εηαζνεία New England Biolabs. (KapaTaq polymerase, KK1022, Kapa 
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Biosystems Inc., Η.Π.Α.). 

Αημθμοεεί δθεηηνμθόνδζδ ηςκ πνμσόκηςκ ηδξ PCR ζε πδ́ηηςια αβανμ́γδξ 3% ώζηε 

κα βζ́κεζ δ ηαοημπμζ́δζδ ημο ιμνζαημό αάνμοξ ημο παναβμ́ιεκμο πνμζ̈μ́κημξ , ηαεώξ ηαζ 

κα πνμζδζμνζζηεζ́ διζπμζμηζηά δ ιεηαβναθζηδ́ εκενβμ́ηδηα ηςκ βεκεηζης́κ ημ́πςκ πμο  

εκζζπύεδηακ. 

Ακηζδναζηήνζα ΢οβηέκηνςζδ Πμζόηδηα 

cDNA 100ng 1ιl 

Ροειζζηζηό δζάθοια 10x 2,5ιl 

Δηηζκδηήξ πνόζεζμξ 10pmol 1ιl 

Δηηζκδηήξ ακάζηνμθμξ 10pmol 1ιl 

Γζάθοια ηνζθςζθμνζηώκ 

δεζμλοκμοηθεμηζδίςκ 

(dNTP’s) 

2,5mM 0,5ιl 

KapaTaq DNA polymerase 5U/ιl 0,1ιl 

H2O - 18,9ιl 

Πίλαθαο 3: Δπζιένμοξ πμζόηδηεξ ηςκ ζοζηαηζηώκ πμο απαζημύκηαζ βζα ιζα 

αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ . Σμ DNA πμο πνδζζιμπμζεζ́ηαζ ςξ πνμ́ηοπδ 

αθθδθμοπία πνμένπεηαζ από ακηίδναζδ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ (cDNA). Όθα ηα 

επζιένμοξ ζοζηαηζηά πνμζηίεεκηαζ ζε παβςιέκμ (4
μ
C) απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα ηύπμο 

eppendorf (0,2 ml). 

 

Έκα ηοπζηό πανάδεζβια ημο πνςημηόθθμο πμο αημθμοεήεδηε βζα ημκ 

πμθθαπθαζζαζιό ζοβηεηνζιέκςκ βεκεηζηώκ ηόπςκ πνδζζιμπμζώκηαξ ημ cDNA ςξ 

ηαθμύπζ παναηζ́εεηαζ ζημκ πίλαθα 4. 

 

 

 

 

 

  

Πίλαθαο 4: Σοπζηό πανάδεζβια αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ πμθοιενάζδξ.  

Θενιμηναζζαηό Πνςηόημθθμ 

Απμδζάηαλδ DNA 95
μ
 C βζα 15 sec 

Πνόζδεζδ εηηζκδηώκ ηαζ 

επζιήηοκζδ 

60
o 
C βζα 1 min 

Παύζδ ακηίδναζδξ 15
μ
 C for ever 

X40 θμνέξ 
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Απεζημκίγμκηαζ ηα επζιένμοξ ζηάδζα ηδξ ιεεόδμο , μζ εενιμηναζζ́εξ πμο 

εθανιόγμκηαζ, ηαεώξ ηαζ ημ πνμκζηό δζάζηδια πμο δζανηεί ηάεε ζηάδζμ . *Ta: 

εενιμηναζία πνόζδεζδξ ηςκ εηηζκδηώκ , δ μπμία ελανηάηαζ από ηδ εενιμηναζία 

ηήλδξ (Σm) αοηώκ. ΢οκήεςξ ζζπύεζ Ta= Σm – 4
o
 C. Οζ ζδζόηδηεξ ημο 

πνδζζιμπμζμύιεκμο εκγύιμο ηαζ ηςκ εηηζκδηώκ , ιαξ επζηνέπμοκ δ εενιμηναζία 

πνόζδεζδξ ηαζ επζιήηοκζδξ κα ζοιπίπημοκ . O πνόκμξ πμο απαζηείηαζ βζα ηδκ 

επέηηαζδ ηςκ εηηζκδηώκ , ελανηάηαζ ηονίςξ από ημ ιέβεεμξ ημο ακαιεκόιεκμο 

πνμσόκημξ. Γεδμιέκμο όηζ ζηδκ πνμηεζιέκδ πενίπηςζδ ημ ιέβεεμξ ημο πνμσόκημξ ηδξ 

PCR δεκ λεπενκά ηζξ 300bp μ πνμ́κμξ επζιδ́ηοκζδξ πμο εέημοιε εζ́καζ 60 sec.  

2.8.2 Q RT-PCR (Πνζνηηθή PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ) 

΢ηδ ιμνζαηδ́ αζμθμβζ́α , δ αθοζζδςηδ́ ακηζ́δναζδ πμθοιενάζδξ ζε πναβιαηζημ́ πνμ́κμ , 

πμο μκμιάγεηαζ επζ́ζδξ πμζμηζηδ́ αθοζζδςηδ́ ακηζ́δναζδ πμθοιενάζδξ ζε πναβιαηζημ́ 

πνόκμ (real time qPCR ), είκαζ ιζα ενβαζηδν ζαηή ηεπκζηή πμο ααζίγεηαζ ζηδκ 

αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ , δ μπμζ́α πνδζζιμπμζεζ́ηαζ βζα κα εκζζπόζεζ ηαζ 

ηαοηόπνμκα κα πμζμηζημπμζήζεζ έκα ζημπεοιέκμ ιόνζμ DNA. Η πμζμ́ηδηα ιπμνεζ́ κα 

είκαζ είηε έκαξ απόθοημξ ανζειόξ ηςκ ακηζβνάθςκ  ή ιζα ζπεηζηή πμζόηδηα , όηακ 

ζοβηνίκεηαζ ιε ηάπμζα βμκίδζα μιαθμπμίδζδξ, όπςξ ηα βμκίδζα ακαθμνάξ. 

Βαζζηό παναηηδνζζηζηό ηδξ ιεεόδμο είκαζ όηζ ημ εκζζποιέκμ DNA ακζπκεύεηαζ ηαεώξ 

δ ακηζ́δναζδ ελεθζ́ζζεηαζ ζε πναβιαηζημ́ πνμ́κμ , εκώ ζηδκ ηθαζζζηδ́ PCR ημ πνμζ̈μ́κ 

ηδξ ακηζ́δναζδξ ακζπκεόεηαζ ζημ ηέθμξ . Γζα ηδκ ακζ́πκεοζδ ηςκ πνμζ̈μ́κηςκ PCR 

πναβιαηζημύ πνόκμο πνδζζιμπμζμύκηαζ θεμνίγμοζεξ πνςζηζηέξ πμο πανειαάθθμκηαζ 

ζημ δζ́ηθςκμ DNA ή ιζα ιεβάθδ πμζηζθία ζδιαζιέκςκ ακζπκεοηώκ (probes). 

Η πμζμηζηδ́ PCR εηηεθείηαζ ζε έκακ εενιζηό ηοηθμπμζδηή , ιε ηδκ ζηακμ́ηδηα κα 

νίπκεζ ιζα δέζιδ θςηόξ ζε ηάεε δείβια , ιε ζοβηεηνζιέκμ ιδ́ημξ ηόιαημξ , ηαζ κα 

ακζπκεύεζ ημ θεμνζζιό πμο εηπέιπεηαζ από ημ δζεβενιέκμ θεμνζόπνςια . Η ιέεμδμξ 

ηδξ PCR βεκζηά απμηεθείηαζ από ιζα ζεζνά αθθαβώκ εενιμηναζίαξ πμο 

επακαθαιαάκμκηαζ 25-40 θμνέξ.  

Aοημί μζ ηύηθμζ απμηεθμύκηαζ ζοκήεςξ από ηνία ζηάδζα:  

Tμ πνς́ημ , ζε πενζ́πμο 95
o
C, επζηνέπεζ ημ δζαπςνζζιό ηδξ δζπθήξ έθζηαξ ημο κμοηθεση μύ 

μλέμξ.  
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Σμ δεόηενμ ζηάδζμ ζε ιζα εενιμηναζζ́α πενζ́πμο 50-60

μ

C, επζηνέπεζ ηδκ εοεοβνάιιζζδ ηςκ 

εηηζκδηώκ ιε ηδ ιήηνα ημο DNA.  

Σμ ηνζ́ημ ζηάδζμ ζε εενιμηναζζ́α πενζ́πμο 68-72

μ

C, δζεοημθύκεζ ημκ πμθοιενζζιό πμο 

δζελάβεηαζ από ηδκ DNA πμθοιενάζδ. ΢ηδκ πμζμηζηδ́ PCR όιςξ, θόβς ημο ιζηνμύ ιεβέεμοξ 

εναοζιάηςκ ημ ηεθεοηαίμ αήια ζοκήεςξ παναθείπεηαζ , ηαεώξ ημ έκγοιμ είκαζ ζηακό 

κ’αολάκεζ ημκ ανζειό ημοξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ιεηααμθήξ ιεηαλύ ημο ζηαδίμο 

εοεοβνάιιζζδξ ηαζ ημο ζηαδζ́μο δζαπςνζζιμό . Δπζπθέμκ, μνζζιέκμζ εενιμηοηθμπμζδηέξ 

πνμζεέημοκ άθθδ ιία εενιμηναζζαηή θάζδ πμο δζανηεί ιόκμ ιενζηά δεοηενόθεπηα βζα ηάεε 

ηύηθμ, ιε ιζ́α εενιμηναζζ́α βζα πανάδεζβια 80
μ
C, πνμηεζιέκμο κα ιεζςεεί μ εόνοαμξ πμο 

πνμηαθείηαζ από ηδκ πανμοζία δζιενώκ εηηζκδηώκ , όηακ πνδζζιμπμζείηαζ ιζα ιδ -εζδζηή 

πνςζηζηή. 

Η QPCR επζηνέπεζ ηδκ ηαοημπμίδζδ εζδζηώκ , εκζζποιέκςκ εναοζιάηςκ DNA 

πνδζζιμπμζώκηαξ ηδκ ακάθοζδ ηδξ εενιμηναζίαξ ηήλδξ ημοξ (πμο μκμιάγεηαζ «Tm 

value», από ηδ εενιμηναζία ηήλδξ).  

Η ιέεμδμξ πμο πνδζζιμπμζεζ́ηαζ ζηδ ιεθέηδ αοηή εζ́καζ real time RT-QPCR ιε SYBR 

Green πμο είκαζ ιζα θεμνίγμοζα πνςζηζηή πμο πνμζδέκεηαζ ζημ δζ́ηθςκμ DNA (ιδ 

εζδζηά) ηαζ αμδεά ηδκ ακζ́πκεοζδ . O θεμνζζιόξ ακζπκεύεηαζ  ηαζ ιεηνάηαζ απμ́ ημ 

ιδπάκδια ηδξ PCR πναβιαηζημύ πνόκμο , ηαζ δ βεςιεηνζηδ́ ημο αόλδζδ πμο 

ακηζζημζπεί ζηδκ εηεεηζηή αύλδζδ ημο πνμσόκημξ , πνδζζιμπμζείηαζ βζα ημκ 

πνμζδζμνζζιό ημο ηύηθμο πμζμηζημπμίδζδξ (Cq) ζε ηάεε ακηζ́δναζδ . ΢ηδκ PCR 

πναβιαηζημύ πνόκμο , ζε ακηζ́εεζδ ιε ηδ ζοιααηζηδ́ PCR, επζηνέπεηαζ δ 

πμζμηζημπμίδζδ ημο επζεοιδημύ πνμσόκημξ ζε μπμζμδήπμηε ζδιείμ ηδξ δζαδζηαζίαξ 

εκζζπύζεςξ ιε ηδ ιέηνδζδ ημο θεμνζζιμύ (ζηδκ πναβιαηζημ́ηδηα, δ ιέηνδζδ βζ́κεηαζ 

πάκς από ημ επί πεδμ εκμ́ξ δεδμιέκμο μνζ́μο «threshold»). Mζα ημζκς́ξ 

πνδζζιμπμζμύιεκδ ιέεμδμξ πμζμηζημπμίδζδξ ημο DNA ιε PCR πναβιαηζημύ πνόκμο 

ααζίγεηαζ ζηδ ζπεδίαζδ ημο θεμνζζιμύ έκακηζ ημο ανζειμύ ηςκ ηύηθςκ ζε 

θμβανζειζηή ηθίιαηα . Σμ «threshold» βζα ηδκ ακζ́πκεοζδ ημο DNA ιε αάζδ ημ 

θεμνζζιό ανίζηεηαζ εθαθνώξ πάκς από ημ οπόααενμ (background). O ανζειόξ ηςκ 

ηύηθςκ ηαηά ημκ μπμίμ μ θεμνζζιόξ οπενααίκεζ ημ «threshold», ηαθείηαζ «threshold 

cycle» (Ct). 
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2.9 Γνθηκαζία ΜΤΤ  
1. Αθαίνεζδ ενεπηζημύ οθζημύ ηαζ πθύζζιμ ηςκ ηοηηάνςκ ιε δζάθοια PBS.  

2. Πνμζεήηδ 100ιl δζαθύιαημξ ΜΣΣ.  

3. Δπώαζδ ηςκ ηοηηάνςκ βζα ημοθάπζζημκ 3 ώνεξ ζημοξ 37
μ
 C. ΢ε αοηό ημ 

ζδιείμ ειθακίγμκηαζ μζ ηνύζηαθθμζ θμνιαγάκδξ.  

4. Αθαίνεζδ δζαθύιαημξ ΜΣΣ ηαζ δζαθοημπμίδζδ ηςκ ηνοζηάθθςκ θμνιαγάκδξ 

ιε δζάθοια DMSO.  

5. Μέηνδζδ ηδξ απμννόθδζδξ ζε θςηόιεηνμ ζηα 570nm.   
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3.1 Μζηνόηενμξ πθδεοζιόξ θεμνίγμκηςκ ηοηηάνςκ ιε 

ζοκέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2 ζοβηνζηζηά ιε ημοξ 

ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ εθέβπμο.  
 

Η οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2 ζε ακενώπζκα θοζζμθμβζηά ηύηηανα 

πναβιαημπμζήεδηε ιε πθαζιζδζαηό θμνέα, ζημκ μπμίμ ημ βμκίδζμ ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ 

πνςηεΐκδξ, είκαζ ζογεοβιέκμ ιε ημ βμκίδζμ ηδξ πνάζζκδξ θεμνίγμοζαξ πνςζηζηήξ E-

GFP (Enhanced Green Fluorescent Protein). ΢ηδκ πανμύζα ενβαζία μ ζοβηεηνζιέκμξ 

θμνέαξ εα ακαθένεηαζ ςξ πιαζκίδην Ago2. Η επζθμβή ημο πθαζιζδζαημύ θμνέα δεκ 

ήηακ ηοπαία. Σα ηύηηανα ηα μπμία είπακ πνμζθάαεζ ημ πθαζιίδζμ, εηθνάγμοκ ηδκ 

πνάζζκδ πνςζηζηή ηαζ έηζζ ηαείζηαηαζ δοκαηή δ παναηήνδζδ ημοξ ζε ιζηνμζηόπζμ 

θεμνζζιμύ.  

Δπίζδξ, βζα ημκ έθεβπμ ηδξ αλζμπζζηίαξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ, πνδζζιμπμζήεδηε 

πθαζιζδζαηόξ θμνέαξ, ζημκ μπμίμ οπάνπεζ ιόκμ ημ βμκίδζμ ηδξ πνάζζκδξ πνςζηζηή E-

GFP ηαζ ζημ ελήξ εα ακαθένεηαζ ςξ θελό πιαζκίδην (empty vector, EV).  Με ηδ 

πνήζδ ημο ηεκμύ πθαζιζδίμο είκαζ δοκαηή δ παναηήνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ πμο 

πνμζέθααακ ημ ζοβηεηνζιέκμ πθαζιίδζμ, εθόζμκ εα εηθνάγμοκ ημ βμκίδζμ ηδξ 

πνάζζκδξ πνςζηζηήξ. Καηά ζοκέπεζα εθέβπεηαζ ακ δ μπμζαδήπμηε αθθαβή ζημκ 

θαζκόηοπμ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημ πθαζιίδζμ Ago2 μθείθεηαζ ζηδκ δζαδζηαζία 

εζζαβςβήξ ημο πθαζιζδίμο ή ζοβηεηνζιέκα ζηδκ οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ημο 

Ανβμκαύηδ 2.  

΢ηδκ πεζναιαηζηή δζαδζηαζία ηδξ δζαιόθοκζδξ πνδζζιμπμζήεδηακ θζπμζώιαηα, ςξ 

θμνείξ κμοηθεζηώκ μλέςκ. Σα θζπμζώιαηα είκαζ ιζηνά ζθαζνζηά ζςιαηίδζα ιε 

ιειανάκεξ θζπζδζηήξ θύζεςξ. ΢ηζξ πεζναιαηζηέξ δζενβαζίεξ πνδζζιμπμζμύκηαζ 

ελαζηίαξ ηδξ ζηακόηδηαξ ημοξ κα ζοκηήημκηαζ ιε ηζξ ιειανάκεξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ κα 

εζζάβμοκ ζημ ηύηηανμ μηζδήπμηε ανίζηεηαζ ζημ εζςηενζηό ημοξ. Καηά ηδ δζαιόθοκζδ 

ηςκ εονεμεζδζηώκ θοζζμθμβζηώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ, έβζκε δ πνήζδ θζπμζςιάηςκ ιε 

ζημπό κα δζαζθαθζζηεί δ εζζαβςβή ημο πθαζιζδζαημύ DNA. ΢ε πενζπηώζεζξ πμο 

ηνίεδηε ακαβηαίμ, πνδζζιμπμζήεδηε ςξ επζπθέμκ ιάνηοναξ εθέβπμο ηδξ πεζναιαηζηήξ 

δζαδζηαζίαξ (Lipo control). Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ζε πθδεοζιό ηοηηάνςκ NTHY, 

πνμζηέεδηακ ιόκμ ηα θζπμζώιαηα εηείκα ζηα μπμία δεκ οπήνπε πθαζιζδζαηόξ 

θμνέαξ. Με αοηό ημκ ηνόπμ ελαζθαθίγεηαζ δ αηνίαεζα ηςκ απμηεθεζιάηςκ, δδθαδή 
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μπμζαδήπμηε παναηήνδζδ μθείθεηαζ απμηθεζζηζηά ζηδκ οπενέηθναζδ ηδξ πνςηείκδξ 

ηαζ όπζ ζηδκ επελενβαζία ηςκ ηοηηάνςκ ιε θζπμζώιαηα.  

Δπζπθέμκ, ζε όθεξ ηζξ πεζναιαηζηέξ δζαδζηαζίεξ, ςξ ηύηηανα εθέβπμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ «θοζζμθμβζηά» εονεμεζδζηά ηύηηανα (ΝΣΗΤ ηοηηανζηή ζεζνά) ηα 

μπμία δεκ δζαιμθύκεδηακ ιε ηάπμζμ από ηα παναπάκς πθαζιίδζα. Με αοηό ημκ 

ηνόπμ, είκαζ δοκαηή δ ζύβηνζζδ ηςκ ηοηηάνςκ πμο εηθνάγμοκ θοζζμθμβζηά ηδκ 

πνςηεΐκδ Ago2 ιε εηείκα πμο ηδκ οπενεηθνάγμοκ.  

Οζ ηοηηανζημί πθδεοζιμί παναηδνήεδηακ ζε ακάζηνμθμ ιζηνμζηόπζμ θεμνζζιμύ, ιε 

ζημπό ηδκ παναηήνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ πμο έπμοκ πνμζθάαεζ ημκ πθαζιζδζαηό θμνέα. 

΢ηδκ εζηόκα (Δηθόλα 18), απεζημκίγμκηαζ ακηζπνμζςπεοηζηέξ πενζμπέξ ηοηηάνςκ, ζηζξ 

μπμίεξ δζαηνίκμκηαζ ηα ηύηηανα πμο έπμοκ πνμζθάαεζ ημ πθαζιζδζαηό DNA 

(θεμνίγμκηα ηύηηανα). Ο θεμνζζιόξ ζηζξ 24 ώνεξ θαίκεηαζ κα είκαζ παιδθόηενμξ. 

Αοηό ζοιααίκεζ ηαεώξ ημ ηύηηανμ πνεζάγεηαζ πνόκμ από ηδ ζηζβιή πμο εα πνμζθάαεζ 

ημ πθαζιζδζαηό DNA ιέπνζ ηδ ζηζβιή πμο εα πναβιαημπμζδεεί δ δζαδζηαζία ηδξ 

ιεηαβναθήξ ηαζ ηδξ ιεηάθναζδξ. Σα ηύηηανα ζηα μπμία δεκ εζζήπεεζ ηάπμζμ 

πθαζιίδζμ δεκ ειθακίγμοκ θεμνζζιό.  

 

Δηθόλα 18: Παναηήνδζδ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ ζε ιζηνμζηόπζμ θεμνζζιμύ, 24 

ηαζ 48 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ιε πθαζιζδζαηό θμνέα. ΢ηδκ πνώηδ ζηήθδ απεζημκίγμκηαζ ηα ηύηηανα 

πμο πνμζέθααακ ημ πθαζιίδζμ ημο Ανβμκαύηδ 2 (Ago2), ζηδ δεύηενδ ζηήθδ ηα ηύηηανα πμο 

εηθνάγμοκ ιόκμ ηδκ πνάζζκδ πνςζηζηή (EV) ηαζ ζηδκ ηνίηδ ζηήθδ ιδ ηνμπμπμζήζζια ηύηηανα 

(ΝΣΗΤ).   
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Γζα ημκ αηνζαή πνμζδζμνζζιό ημο ανζειμύ ηςκ αζώζζιςκ ηοηηάνςκ ηαζ ζηζξ δύμ 

πενζπηώζεζξ πναβιαημπμζήεδηε δ δζαδζηαζία ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ζηζξ ίδζεξ 

πνμκζηέξ ζηζβιέξ (24 ηαζ 48 ώνεξ). Γζα ηδκ ηάεε ζοκεήηδ πνδζζιμπμζήεδηακ δύμ 

ακελάνηδηα αζμθμβζηά πεζνάιαηα (duplicates), βζα ηδκ επαθήεεοζδ ηςκ 

απμηεθεζιάηςκ.  

Ανπζηά ηαηά ηδκ πεζναιαηζηή δζαδζηαζία ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ιεηνήεδηακ ηα 

ηύηηανα NTHY πμο θεζημονβμύκ ςξ ανκδηζηόξ ιάνηοναξ θεμνζζιμύ (NTHY 

control). Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ιε αάζδ αοηά ηα ηύηηανα θαιαάκεηαζ δ εζηόκα ηςκ 

ηοηηάνςκ πμο εα πνέπεζ κα ηαηαιεηνδεμύκ ηαζ ζημοξ οπόθμζπμοξ ηοηηανζημύξ 

πθδεοζιμύξ. Γδθαδή ζε αοηό ημ ζηάδζμ, δζαηνίκμκηαζ ηα απμπηςηζηά ηαζ ηα 

ηοηηανζηά οπμθείιιαηα, από ηα γςκηακά ηύηηανα ηαζ έηζζ θαιαάκμκηαζ ηα όνζα βζα 

ηδ ιέηνδζδ εκόξ ζοβηεηνζιέκμο πθδεοζιμύ (πθδεοζιόξ P3). ΢ηζξ οπόθμζπεξ 

ζοκεήηεξ ηα ηύηηανα ημο ζοβηεηνζιέκμο πθδεοζιμύ εα εθεβπεμύκ βζα ημ ακ 

ειθακίγμοκ θεμνζζιό (GFP positive), (πθδεοζιόξ P5) ή όπζ (πθδεοζιόξ P4) (Δηθόλα 

19).   

 

Δηθόλα 19: Καεμνζζιόξ ηοηηανζηώκ πθδεοζιώκ πμο πνόηεζηαζ κα ηαηαιεηνδεμύκ ηαηά ηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ. O πθδεοζιόξ P3 είκαζ ηεθζηά αοηόξ πμο εα εθεβπεεί βζα ηδκ έηθναζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ E-GFP.   
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Σα απμηεθέζιαηα από ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ ειθακίγμκηαζ ζηζξ παναηάης εζηόκεξ.   

(Δηθόλα 20, 21). Οζ ανπζημί πθδεοζιμί ζε ηάεε ακελάνηδημ αζμθμβζηό πείναια είκαζ 

ζπεδόκ ίδζμζ έηζζ ώζηε κα είκαζ δοκαηή δ ζύβηνζζδ ηςκ ηεθζηώκ απμηεθεζιάηςκ. 

Δίκαζ ειθακέξ όηζ 24 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημοξ πθαζιζδζαημύξ 

θμνείξ, ιεβαθύηενμ πθδεοζιό ηοηηάνςκ ειθακίγμοκ ηα ηύηηανα πμο έπμοκ 

πνμζθάαεζ ημ ηεκό πθαζιίδζμ. Ακηίεεηα, ηα ηύηηανα ζηα μπμία οπενεηθνάγεηαζ δ 

πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2, είκαζ ζπεδόκ ηα ιζζά. Με αοηό ημκ ηνόπμ απμδεζηκύεηαζ όηζ 

δ οπενέηθναζδ ημο Ανβμκαύηδ ιπμνεί κα έπεζ εακαηδθόνμ απμηέθεζια ζηα 

θοζζμθμβζηά ηύηηανα ημο εονεμεζδμύξ, ζηζξ πνώηεξ 24 ώνεξ.  

 

 

Δηθόλα 20: Ανζειδηζηά απμηέθεζιαηα ηοηηανζηώκ πθδεοζιώκ όπςξ αοηά απμηοπώεδηακ ηαηά ηδκ 

δμηζιαζία ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ. Ακαβνάθεηαζ μ ανπζηόξ πθδεοζιόξ ηςκ ηοηηάνςκ (all events), μ 

ηεθζηόξ πθδεοζιόξ ηςκ αζώζζιςκ ηοηηάνςκ (P3), μ πθδεοζιόξ ηςκ ηοηηάνςκ πςνίξ θεμνζζιό (P4) 

ηαζ μ πθδεοζιόξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε θεμνζζιό (P5). ΢ηδκ πάκς ζεζνά απεζημκίγμκηαζ ηα απμηεθέζιαηα 

βζα ημκ ηοηηανζηό πθδεοζιό πμο πνμζέθααε ημ ηεκό πθαζιίδζμ (GFP) εκώ ζηδ ηάης ζεζνά, 

ειθακίγμκηαζ ηα απμηεθέζιαηα ηςκ ηοηηάνςκ πμο εηθνάγμοκ ημ πθαζιίδζμ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 

2 (AGO2).  
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Δηθόλα 21: Γζαβνάιιαηα ηοηηανμιεηνία νμήξ 24 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδώκ 

ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ, ιε πθαζιζδζαημύξ θμνείξ. Με πνάζζκμ πνώια απεζημκίγεηαζ μ πθδεοζιόξ ηςκ 

θεμνίγμκηςκ ηοηηάνςκ (P5) εκώ ιε ιαύνμ πνώια ηα γςκηακά ηύηηανα πςνίξ θεμνζζιό (P4). Πνώηδ 

ζεζνά δζαβναιιάηςκ, θαίκεηαζ μ πθδεοζιόξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο έπμοκ πνμζθάαεζ ημ ηεκό πθαζιίδζμ, 

EV. ΢ηδκ δεύηενδ ζεζνά δζαβναιιάηςκ απεζημκίγεηαζ μ ανζειόξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο πνμζέθααακ ημ 
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πθαζιίδζμ Ago2. ΢ηδκ ηνίηδ ζεζνά δζαβναιιάηςκ απεζημκίγμκηαζ ιδ θεμνίγμκηα ηύηηανα ΝΣΗΤ 

(ανκδηζηόξ ιάνηοναξ).  

 

Σμ ίδζμ απμηέθεζια παναηδνείηαζ ζε αηόιδ ιεβαθύηενμ ααειό ζηζξ 48 ώνεξ, όπςξ 

θαίκεηαζ ζηδκ εζηόκα (Δηθόλα 22, 23). Ο πθδεοζιόξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο έπμοκ 

πνμζθάαεζ ημ πθαζιίδζμ ιε ηδκ πνςηείκδ Ανβμκαύηδ 2 είκαζ αηόια ιζηνόηενμξ 

ζοβηνζηζηά ιε εηείκα πμο πνμζέθεαακ ημκ ηεκό πθαζιζδζαηό θμνέα.   

Πζμ ζοβηεηνζιέκα, παναηδνείηαζ έκημκδ δζαθμνά όπζ ιόκμ ακάιεζα ζηζξ δύμ 

ζοκεήηεξ πθδεοζιμύ ηοηηάνςκ αθθά ηαζ ζηζξ δύμ πνμκζηέξ ζηζβιέξ.  

 

 

Εικόνα 22: Ανζειδηζηά απμηέθεζιαηα ηοηηανζηώκ πθδεοζιώκ όπςξ αοηά απμηοπώεδηακ ηαηά ηδκ 

επελενβαζία ηδξ δμηζιαζίαξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ. Ακαβνάθεηαζ μ ανπζηόξ πθδεοζιόξ ηςκ ηοηηάνςκ 

(all events), μ ηεθζηόξ πθδεοζιόξ ηςκ αζώζζιςκ ηοηηάνςκ (P4) ηαζ μ πθδεοζιόξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 

θεμνζζιό (P5). ΢ηδκ πάκς ζεζνά απεζημκίγμκηαζ ηα απμηεθέζιαηα βζα ημκ ηοηηανζηό πθδεοζιό πμο 

πνμζέθααε ημ ηεκό πθαζιίδζμ εκώ ζηδκ ηάης ζεζνά, ειθακίγμκηαζ ηα απμηεθέζιαηα ηςκ ηοηηάνςκ 

πμο εηθνάγμοκ ημ πθαζιίδζμ ημο Ανβμκαύηδ.   
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Δηθόλα 23: Γζαβνάιιαηα ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ 48 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ θοζζμθμβζηώκ 

εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ ιε πθαζιζδζαημύξ θμνείξ. Με πνάζζκμ πνώια απεζημκίγεηαζ μ 

πθδεοζιόξ ηςκ θεμνίγμκηςκ ηοηηάνςκ εκώ ιε ιαύνμ πνώια ηα ηύηηανα πςνίξ θεμνζζιό. ΢ηδκ πνώηδ 

ζεζνά δζαβναιιάηςκ, θαίκεηαζ μ πθδεοζιόξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο έπμοκ πνμζθάαεζ ημ ηεκό πθαζιίδζμ 

(EV). ΢ηδκ δεύηενδ ζεζνά δζαβναιιάηςκ απεζημκίγεηαζ μ ανζειόξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο πνμζέθααακ ημ 

πθαζιίδζμ Ago2. ΢ηδκ ηνίηδ ζεζνά ιδ θεμνίγμκηα ηύηηανα ΝΣΗΤ.    
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3.2. Η ππεξέθθξαζε ηνπ Αξγνλαύηε ζηα θπζηνινγηθά ζπξενεηδηθά 

θύηηαξα ζπλεπάγεηαη κεησκέλν αξηζκό βηώζηκσλ θπηηάξσλ. 

 

Γζα ηδκ επαθήεεοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ, δζελάπεδηε δ 

πεζναιαηζηή δζαδζηαζία ΜΣΣ (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide). Με ηδ ζοβηεηνζιέκδ πεζναιαηζηή δζαδζηαζία δίκεηαζ δ εζηόκα ηςκ 

ιεηααμθζηά εκενβώκ ηοηηάνςκ ηαζ ηαηά ζοκέπεζα, ηάης οπό μνζζιέκεξ πεζναιαηζηέξ 

ζοκεήηεξ, ακηακαηθάηαζ μ ανζειόξ ηςκ αζώζζιςκ ηοηηάνςκ ζε έκακ ηοηηανζηό 

πθδεοζιό. Αοηό ζοιααίκεζ ηαεώξ ηα έκγοια NADPH oxidoreductases έπμοκ ηδκ 

δοκαηόηδηα κα ιεηαηνέπμοκ ηδ πνςζηζηή ΜΣΣ ιε ηέημζμ ηνόπμ ώζηε κα 

ζπδιαηίγμκηαζ μζ αδζάθοημζ ηνοζηάθθμζ θμνιαγάκδξ, μζ μπμίμζ δίκμοκ ημ 

παναηηδνζζηζηό ιςα πνώια (Δηθόλα 24).  

Ακενώπζκα θοζζμθμβζηά εονεμεζδζηά ηύηηανα ΝΣΗΤ, δζαιμθύκεδηακ ιε πθαζιίδζμ 

Ago2. Γζα ημκ έθεβπμ ηςκ απμηεθεζιάηςκ δ δζαδζηαζία πναβιαημπμζήεδηε ηαζ ζε 

ηύηηανα πμο δζαιμθύκεδηακ ιε ηεκό πθαζιίδζμ πμο εηθνάγεζ ιόκμ ηδκ πνάζζκδ 

πνςζηζηή Δ-GFP ηαζ ζε δζαιμθοιιέκα ηύηηανα ζηα μπμία όιςξ πνμζηέεδηακ 

θζπμζώιαηα (Lipo control), δζαζθαθίγμκηαξ ιε αοηόκ ημκ ηνόπμ όηζ ηα απμηεθέζιαηα 

μθείθμκηαζ απμηθεζζηζηά ζηδκ επίδναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδ 2.  

 

 

Δηθόλα 24: ΢πδιαηζζιόξ ηνοζηάθθςκ θμνιαγάκδξ ηαηά ηδ πεζναιαηζηή δζαδζηαζία ΜΣΣ.  
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Οζ παναπάκς ηοηηανζημί πθδεοζιμί παναηδνήεδηακ ζε ακάζηνμθμ ιζηνμζηόπζμ 

θεμνζζιμύ 24, 48 ηαζ 72 ώνεξ ιεηά ηδκ δζαιόθοκζδ ημοξ, εθάπζζηα πνζκ ηδκ έκανλδ 

ηδξ πεζναιαηζηήξ δζαδζηαζίαξ ΜΣΣ,  ιε ζηόπμ ηδκ  παναηήνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζηζξ 

ακηίζημζπεξ πνμκζηέξ ζηζβιέξ. Η παναηήνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζημ ιζηνμζηόπζμ 

απμζημπεί ζηδκ εηπθήνςζδ δύμ ααζζηώκ ζηόπςκ. Ανπζηά, βζα ηδκ παναηήνδζδ ηςκ 

ηοηηανζηώκ πθδεοζιώκ πνμημύ πνμζηεεεί ζε αοηά δ πνςζηζηή ΜΣΣ. ΢ημ ζδιείμ 

αοηό κα επζζδιάκμοιε πςξ μ ανζειόξ ημοξ εα πνέπεζ κα είκαζ πανόιμζμξ, βζα κα είκαζ 

ζοβηνίζζια ηα απμηεθέζιαηα. Δκ ζοκεπεία, ιπμνεί κα παναηδνδεεί πόζα ηύηηανα 

από ημκ ανπζηό πθδεοζιό εηθνάγμοκ ηδκ πνάζζκδ πνςζηζηή E-GFP. Αοηό 

επζηοβπάκεηαζ ιέζς ηδξ παναηήνδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζημ μναηό θςξ (Brightfield, BF) 

ηαηά ημκ μπμίμ δζαηνίκμκηαζ όθα ηα ηύηανα, εκώ ζημ ίδζμ αηνζαώξ πεδίμ δ 

παναηήνδζδ βίκεηαζ ιε laser ζημ μπμίμ δζαηνίκμκηαζ ιόκμ ηα θεμνίγμκηα ηύηηανα.  

Καηά ηδ δμηζιαζία ΜΣΣ ηνίεδηε ζηόπζιμ κα θδθεεί ιέηνδζδ 72 ώνεξ ιεηά ηδκ 

δζαιόθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ, ηαεώξ ημ ηύηηανμ πνεζάγεηαζ πενζζζόηενμ πνόκμ από ηδ 

ζηζβιή πμο εα πνμζθάαεζ ημ πθαζιζδζαηό DNA ιέπνζ ηδκ πνμκζηή ζηζβιή έηθναζδξ 

ημο πνμζθδθεέκημξ βμκζδίμο. Δπζπνόζεεηα, μζ πεζναιαηζηέξ ζοκεήηεξ είκαζ ιε ηέημζμ 

ηνόπμ ζπεδζαζιέκεξ ώζηε ιέζς ηδξ δμηζιαζίαξ ΜΣΣ κα ακηζηαημπηνίγεηαζ μ ανζειόξ 

ηςκ αζώζζιςκ ηοηηάνςκ, ηαζ βζα αοηό ηνίκεηαζ ακαβηαίμ κα αολήζμοιε ημ πνμκζηό 

όνζμ έηζζ ώζηε κα παναηδνδεεί δ δνάζδ ηδξ εηθναζιέκδξ πθέμκ οανζδζηήξ πνςηεΐκδξ 

Ανβμκαύηδξ 2-GFP.  

΢ηζξ 24 ώνεξ, (Δηθόλα 25, 26), οπάνπμοκ πμθθά ηύηηανα ηα μπμία θεμνίγμοκ ηαζ ζηζξ 

δύμ ζοκεήηεξ. Σα ηύηηανα ζηα μπμία εζζήπεδ ημ ηεκό πθαζιίδζμ (EV), πμο εηθνάγεζ 

ιόκμ ημ βμκίδζμ GFP αθθά όπζ ημκ Ανβμκαύηδ, πανμοζζάγμοκ εκημκόηενμ θεμνζζιό. 
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Δηθόλα  25: Παναηήνδζδ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ζε ακάζηνμθμ ιζηνμζηόπζμ 

θεμνζζιμύ, 24 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ημοξ ιε πθαζιζδζαηό θμνέα Ago2 (1
δ
 ζηήθδ, ανζζηενά) ηαζ 

ηεκό πθαζιζδζαηό θμνέα (δεύηενδ ζηήθδ). ΢ηδκ ηνίηδ ζηήθδ πανμοζζάγμκηαζ ηα θοζζμθμβζηά 

εονεμεζδζηά ηύηηανα ζηα μπμία δεκ δζαιμθύκεδηακ ιε ηάπμζμ πθαζιίδζμ. Πάκς ζεζνά, εζηόκα 

ιζηνμζημπίμο ιε μναηό θςξ (Brightfield, ΒF), ηάης ζεζνά εζηόκεξ ιζηνμζημπίμο ιε θεμνζζιό (GFP). 

Με θεοηά απεζημκίγμκηαζ ηα ηύηηανα ηα μπμία θεμνίγμοκ. Μεβέκεοκζδ 10Υ. 

 

 

ΔΙθόλα 26: Παναηήνδζδ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ζε ιζηνμζηόπζμ θεμνζζιμύ, 24 ώνεξ 

ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ημοξ ιε πθαζιζδζαηό θμνέα Ago2 (1
δ
 ζηήθδ, ανζζηενά) ηαζ ηεκό πθαζιζδζαηό 

θμνέα (δεύηενδ ζηήθδ). Μεβέκεοκζδ 20Υ.   

 

Σα απμηεθέζιαηα από ηδκ δμηζιαζία ΜΣΣ ζοιθςκμύκ ιε εηείκα από ηδκ δμηζιαζία 

ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ. Όπςξ πανμοζζάγεηαζ ηαζ ζημ δζάβναιια (Γηάγξακκα 1), 

εκώ μ ανπζηόξ πθδεοζιόξ ηςκ ηοηηάνςκ (πνζκ ηδ δζαιόθοκζδ) ήηακ μ ίδζμξ ζε όθεξ 
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ηζξ πενζπηώζεζξ, ηα ηύηηανα πμο εηθνάγμοκ ηδκ πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 θαίκεηαζ κα 

είκαζ ιζηνόηενα ζε ανζειό, ζοβηνζηζηά ιε εηείκα πμο πνμζέθααακ ημ πθαζιίδζμ πμο 

εηθνάγεζ ιμκμ ηδκ πνάζζκδ πνςζηζηή. Ωζηόζμ δ δζαθμνά ζε αοηό ημ πνμκζηό ζδιείμ 

θαίκεηαζ κα είκαζ ηδξ ηάλεςξ ημο 30%. (Όθεξ μζ δζαθμνέξ είκαζ ζηαηζζηζηά 

ζδιακηζηέξ (p<0,01) ύζηενα από ακάθοζδ ηςκ δεδμιέκςκ ιε ηδ δμηζιαζία t test).  

 

 

Γηάγξακκα 1: Γζαβναιιαηζηή επεζηόκζζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ δμηζιαζίαξ ΜΣΣ, 24 ώνεξ ιεηά ηδ 

δζαιόθοκζδ ημοξ. Με βηνζ πνώια πανμοζζάγεηαζ δ επζαίςζδ ηςκ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ 

ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ ζηα μπμία έβζκε οπενέηθναζδ ηδξ πνςηείκδξ ανβμκαύηδξ 2 (Ago2). Με ιαύνμ 

πνώια πανμοζζάγεηαζ δ επζαίςζδ ηςκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ ηα μπμία δζαιμθύκεδηακ ιε ημ ηεκό πθαζιίδζμ 

(EV). 

 

΢ηζξ 48 ώνεξ, ηα απμηεθέζιαηα από ημ ιζηνμζηόπζμ θεμνζζιμύ απμδεζηκύμοκ όηζ μ 

θεμνζζιόξ ζηα ηύηηανα ηα μπμία εηθνάγμοκ ηδκ πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 είκαζ πμθύ 

παιδθόξ. ΢ε αοηό ημ δζάζηδια ακαιέκεηαζ όηζ ημ ηύηηανμ εα έπεζ ηδκ δοκαηόηδηα κα 

εηθνάζεζ ηδκ πζιαζνζηή πνςηεΐκδ Ago2-GFP. Ωξ εη ημύημο ηαζ ιε αάζδ αοηό ημ 

δεδμιέκμ, εθόζμκ οπάνπεζ θεμνζζιόξ (άνα ηαζ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ), πμο όιςξ  

είκαζ ανηεηά παιδθόξ, οπάνπεζ δ πζεακόηδηα ιόκμ ηα ηύηηανα πμο εηθνάγμοκ ηδκ 

πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 ζε παιδθά επίπεδα κα είκαζ εηείκα πμο επζαζώκμοκ. Θα 

ιπμνμύζε, δδθαδή, κα θεζημονβήζεζ ςξ έκαξ ιδπακζζιόξ άιοκαξ ημο ηοηηάνμο βζα κα 

λεθύβεζ απμ ηδκ ημλζηή επίδναζδ ημο ιμνίμο Ανβμκαύηδξ 2 (Δηθόλα 27, 28). 

Ακηίεεηα, πθδεοζιόξ ηςκ ηοηηάνςκ ζηα μπμία πνμζηέεδηακ ηα θζπμζώιαηα πςνίξ ηα 

πθαζιίδζα δεκ ειθακίγμοκ ηακέκακ θεμνζζιό, όπςξ ήηακ ακαιεκόιεκμ. 
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Δηθόλα 27: Παναηήνδζδ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ ζε ιζηνμζηόπζμ θεμνζζιμύ, 

48 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ημοξ ιε πθαζιζδζαηό θμνέα Ago2 (1
δ
 ζηήθδ, ανζζηενά) ηαζ ηεκό 

πθαζιζδζαηό θμνέα (δεύηενδ ζηήθδ). ΢ηδκ ηνίηδ ζηήθδ πανμοζζάγμκηαζ ηα εονεμεζδζηά ηύηηανα ζηα 

μπμία δεκ δζαιμθύκεδηακ ιε ηάπμζμ πθαζιίδζμ (Lipo). ΢ηδκ πάκς ζεζνά, πανμοζζάγμκηαζ μζ 

ηοηηανζημί πθδεοζιμί ζε μναηό θςξ (ΒF), εκώ ζηδκ ηάης ζεζνά ιε θεμνζζιό (GFP). Με θεοηά 

απεζημκίγμκηαζ ηα ηύηηανα ηα μπμία θεμνίγμοκ. Μεβέκεοκζδ 10Υ.   

 

 

Δηθόλα 28: Παναηήνδζδ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ ζε ιζηνμζηόπζμ θεμνζζιμύ, 

48 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ημοξ ιε πθαζιζδζαηό θμνέα Ago2 (1
δ
 ζηήθδ, ανζζηενά) ηαζ ηεκό 

πθαζιζδζαηό θμνέα ΔV(δεύηενδ ζηήθδ). Μεβέκεοκζδ 20Υ.  

Σα ανζειδηζηά απμηεθέζιαηα ηςκ ηοηηάνςκ, 48 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ, 

απμδεζηκύμοκ όηζ μ ανζειόξ ηςκ ιεηααμθζηά εκενβώκ ηοηηάνςκ ζημκ πθδεοζιό πμο 

εηθνάγμοκ ημ πθαζιίδζμ ιε ημ βμκίδζμ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2 είκαζ θζβόηενα ζε 



61 
 

ζύβηνζζδ ιε εηείκα πμο δζαιμθύκεδηακ ιε ημκ ηεκό πθαζιζδζαηό θμνέα (Γηάγξακκα 

2). (Όθεξ μζ δζαθμνέξ είκαζ ζηαηζζηζηά ζδιακηζηέξ (p<0,01) ύζηενα από ακάθοζδ ηςκ 

δεδμιέκςκ ιε ηηδ δμηζιαζία t test). 

 

 

Γηάγξακκα 2: Γζαβναιιαηζηή επεζηόκζζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ δμηζιαζίαξ ΜΣΣ, 48 ώνεξ ιεηά ηδ 

δζαιόθοκζδ ημοξ. Με βηνζ πνώια πανμοζζάγεηαζ δ επζαίςζδ ηςκ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ 

ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ ζηα μπμία έβζκε οπενέηθναζδ ηδξ πνςηείκδξ ανβμκαύηδξ 2 (Ago2). Με ιαύνμ 

πνώια πανμοζζάγεηαζ δ επζαίςζδ ηςκ ηοοηάνςκ ΝΣΗΤ ηα μπμία δζαιμθύκεδηακ ιε ημ ηεκό 

πθαζιίδζμ (EV). 

 

΢ηζξ 72 ώνεξ, όπςξ θαίκμκηαζ ηαζ από ηζξ εζηόκεξ θεμνζζιμύ (Δηθόλα 29), ζηα 

ηύηηανα ηδξ πνώηδξ ζοκεήηδξ (οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2) θαίκεηαζ 

ζακ κα απμοζζάγεζ μ θεμνζζιόξ. Ωζηόζμ, ιε αύλδζδ ηδξ ακηίεεζδξ (contrast) ηδξ 

εζηόκαξ, θαίκεηαζ όηζ οπάνπμοκ αηόια ηύηηανα ηα μπμία έπμοκ ημ ζοβηεηνζιέκμ 

πθαζιίδζμ. Ακηίεεηα, ηύηηανα ηα μπμία έπμοκ δζαιμθοκεεί ιε ημ ηεκό πθαζιίδζμ 

ειθακίγμοκ έκημκμ θεμνζζιό. Ο θεμνζζιόξ ηαζ ζηζξ 72 ώνεξ ελαημθμοεεί κα είκαζ 

εκημκόηενμξ ζημκ ηοηηανζηό πθδεοζιό πμο πνμζέθεαακ ημ ηεκό πθαζιζδζαηό θμνέα 

(Δηθόλα 30).  
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Δηθόλα 29: Παναηήνδζδ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ ζε ιζηνμζηόπζμ θεμνζζιμύ, 

72 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ημοξ ιε πθαζιζδζαηό θμνέα Ago2 (1
δ
 ζηήθδ, ανζζηενά) ηαζ ηεκό 

πθαζιζδζαηό θμνέα EV (δεύηενδ ζηήθδ). ΢ηδκ ηνίηδ ζηήθδ πανμοζζάγμκηαζ ηα εονεμεζδζηά ηύηηανα 

ζηα μπμία δεκ δζαιμθύκεδηακ ιε ηάπμζμ πθαζιίδζμ (Lipo). ΢ηδκ πάκς ζεζνά,πανμοζζάγμκηαζ μζ 

ηοηηανζημί πθδεοζιμί ζε μναηό θςξ (ΒF), εκώ ζηδκ ηάης ζεζνά ιε θεμνζζιό (GFP). Με θεοηά 

απεζημκίγμκηαζ ηα ηύηηανα ηα μπμία θεμνίγμοκ. Μεβέκεοκζδ 10Υ.   

 

 

Δηθόλα 30:Παναηήνδζδ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ ζε ιζηνμζηόπζμ θεμνζζιμύ, 72 

ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ημοξ ιε πθαζιζδζαηό θμνέα Ago2 (1
δ
 ζηήθδ, ανζζηενά) ηαζ ηεκό 

πθαζιζδζαηό θμνέα (δεύηενδ ζηήθδ). Μεβέκεοκζδ 20Υ.  

 

΢ηζξ 72 ςνεξ ηα απμηεθέζιαηα πμο θήθεδηακ από ηδκ δμηζιαζία ημο ΜΣΣ, δείπκμοκ 

όηζ ηα ηύηηανα ζηα μπμία πνμζηέεδηε ημ πθαζιίδζμ ημο Ανβμκαύηδ 2 ειθακίγμοκ 
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ιζηνόηενμ ανζειό ζοβηνζηζηά ιε ημοξ άθθμοξ πθδεοζιμύξ. Η δζαθμνά αοηή είκαζ 

θίβμ θζβόηενδ από ημ δζπθάζζμ (Γηάγξακκα 3). (Όθεξ μζ δζαθμνέξ είκαζ ζηαηζζηζηά 

ζδιακηζηέξ (p<0,01) ύζηενα από ακάθοζδ ηςκ δεδμιέκςκ ιε ηηδ δμηζιαζία t test).   

 

 

Γηάγξακκα 3: Γζαβναιιαηζηή επεζηόκζζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ δμηζιαζίαξ ΜΣΣ, 72 ώνεξ ιεηά ηδ 

δζαιόθοκζδ ημοξ. Με βηνζ πνώια πανμοζζάγεηαζ δ επζαίςζδ ηςκ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ 

ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ ζηα μπμία έβζκε οπενέηθναζδ ηδξ πνςηείκδξ ανβμκαύηδξ 2 (Ago2). Με ιαύνμ 

πνώια πανμοζζάγεηαζ δ επζαίςζδ ηςκ ηοοηάνςκ ΝΣΗΤ ηα μπμία  δζαιμθύκεδηακ ιε ημ ηεκό 

πθαζιίδζμ (EV). 

 

3.3 Η ππεξέθθξαζε ηνπ Αξγνλαύηε 2 δελ επεξεάδεη ηελ έθθξαζε 

γνληδίσλ πνπ εθθξάδνληαη ζηαζεξά ζηνλ θπηηαξηθό πιεζπζκό ησλ 

θπζηνινγηθώλ ζπξενεηδηθώλ θπηηάξσλ . 

 

΢ε θοζζμθμβζηά εονεμεζδζηά ηύηηανα, δδιζμονβήεδηακ ηνεζξ δζαθμνεηζημί πθδεοζιμί 

ηοηηάνςκ. Ο πνώημξ πθδεοζιόξ έπεζ πνμζθάαεζ ημ πθαζιίδζμ ιε ημ βμκίδζμ ηδξ 

πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδ 2, ζημκ δεύηενμ πθδεοζιό είπε πνμζηεεεί ημ ηεκό πθαζιίδζμ 

εκώ μ ηνίημξ πθδεοζιόξ δεκ είπε ηνμπμπμζδεεί. Από αοηά ηα ηύηηηανα ιέζς ηδξ 

δζαδζηαζίαξ ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ, ζοθθέπεδηακ ιόκμ εηείκα ηα μπμία θεμνίγμοκ, 

δδθαδή εηείκα ηα μπμία είπακ πνμζθάαεζ είηε ημ πθαζιίδζμ ιε ημ βμκίδζμ ημο 

Ανβμκαύηδ 2 είηε ημ ηεκό πθαζιίδζμ. ΢ηδ ζοκέπεζα, ζε αοημύξ ημοξ ηοηηανζημύξ 
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πθδεοζιμύξ απμιμκώεδηε ημ ώνζιμ mRNA, ιε ζημπό ηδκ ηαηαζηεοή cDNA 

αζαθζμεήηδξ ηαζ ηδκ ιεθέηδ έηθναζδξ βμκζδίςκ εκδζαθένμκημξ.  

Σα πνώηα βμκίδζα ηα μπμία εθέβπεδηακ ζημοξ παναπάκς πθδεοζιμύξ ήηακ ημ βμκίδζμ 

GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) ηαζ ημ βμκίδζμ ηδξ Λαιίκδξ 

(LamA/C). Σμ βμκίδζμ GAPDH ειπθέηεηαζ ζημκ ιεηααμθζζιό ημο ηοηηάνμο, εκώ ημ 

βμκίδζμ ηδξ Λαιίκδξ ζοιιεηέπεζ ζηδκ δδιζμονβία ημο ηοηηανμζηεθεημύ. Η 

ζδιακηζηόηδηα ζςζηήξ θεζημονβίαξ ηςκ δύμ παναπάκς βμκζδίςκ ζημ ηύηηανμ, ήηακ 

ηαζ μ θόβμξ πμο επζθέπεδηακ βζα ηδ ιεθέηδ έηθναζδξ ημοξ ζημοξ παναπάκς 

ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ. Όπςξ θαίκεηαζ ηαζ ζηζξ εζηόκεξ (Δηθόλα 31 ηαζ  32), δ 

έηθναζδ ηαζ ηςκ δύμ βμκζδίςκ παναιέκεζ ζηαεενή ηαζ ζηζξ ηνείξ δζαθμνεηζηέξ 

ζοκεήηεξ. Δπμιέκςξ, δ οπενέηθναζδ ημο Ανβμκαύηδ 2 δεκ θαίκεηαζ κα αθθμζώκεζ 

ηδκ έηθναζδ ηςκ παναπάκς βμκζδίςκ. Δπζπνόζεεηα, δ έηθναζδ είκαζ δ ίδζα ηαζ ιεηά 

ηδκ πανέθεοζδ ηςκ 24 ςνώκ. 

 

 

 

 

Εικόνα 32: Απεζηόκζζδ ιεηαβναθζηήξ έηθναζδξ ημο βμκζδίμο Λαιίκδξ, ζε ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ 

θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ.1:Μάνηοναξ βκςζηώκ ιμνζαηώκ ιεβεεώκ. 2,3: 

         

 

Εικόνα 31: Απεζηόκζζδ ιεηαβναθζηήξ έηθναζδξ ημο βμκζδίμοGAPDH, ζε ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ 

θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ.1:Μάνηοναξ βκςζηώκ ιμνζαηώκ ιεβεεώκ. 2,3: 

NTHYAgo2, 4,5: ΝΣΗΤΔV, 6:ΝΣΗΤ, 7,8:ΝΣΗΤAgo2, 9,10: ΝΣΗΤΔV, 11:ΝΣΗΤ, 12: ανκδηζηό δείβια 

εθέβπμο. Σα δείβιαηα 1-6 ζοθθέπεδηακ 24 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ηαζ ηα δείβιαηα 7-11 48 ώνεξ ιεηά.  
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NTHYAgo2, 4,5: ΝΣΗΤΔV, 6:ΝΣΗΤ, 7,8:ΝΣΗΤAgo2, 9,10: ΝΣΗΤΔV, 11:ΝΣΗΤ, 12: ανκδηζηό 

δείβια εθέβπμο. Σα δείβιαηα 1-6 ζοθθέπεδηακ 24 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ηαζ ηα δείβιαηα 7-11 48 

ώνεξ ιεηά.  

 

3.4. Η ππεξέθθξαζε ηνπ Αξγνλαύηε 2 δελ επεξεάδεη ηελ έθθξαζε 

ησλ γνληδίσλ ησλ ππόινηπσλ αξγνλαπηώλ ζηνλ θπηηαξηθό πιεζπζκό 

ησλ θπζηνινγηθώλ ζπξενεηδηθώλ θπηηάξσλ ΝΤΗΥ. 

 

Η πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2 ακήηεζ ζηδκ εονύηενδ μζημβέκεζα ηςκ πνςηεσκώκ 

Ανβμκαοηώκ ηαζ ζοβηεηνζιέκα ζηδκ οπμμζημβέκεζα ΑGO. ΢ηδ ζοβηεηνζιέκδ 

οπμμζημβέκεζα ακήημοκ μζ πνςηεΐκεξ AGO1, AGO2, AGO3 ηαζ AGO4. Δπμιέκςξ εα 

πνέπεζ κα ιεθεηδεεί δ επίδναζδ ηδξ εζζαβςβήξ βμκζδίμο Ago2, ζηδκ έηθναζδ ηςκ 

οπόθμζπςκ ιμνίςκ ηδξ μζημβέκεζαξ.  

Όπςξ είκαζ βκςζηό, μζ πνςηεΐκεξ πμο ακήημοκ ζημκ ηθάδμ AGO ειθακίγμοκ 

αολδιέκδ κμοηθεμηζδζηή μιμζόηδηα. Έηζζ είκαζ δοκαηή δ ζπεδίαζδ εηηζκδηώκ 

(primers) μζ μπμίμζ ιέζς ηδξ πεζναιαηζηήξ δζαδζηαζίαξ ηδξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ 

ηδξ πμθοιενάζδξ, εκζζπύμοκ ημ βμκίδζμ όθςκ ηςκ ιεθώκ ημο ηθάδμο AGO. Δίκαζ 

ζδιακηζηό κα ημκζζηεί όηζ μζ ζοβηεηνζιέκμζ εηηζκδηέξ ζπεδζάζηδηακ ιε ηέημζμ ηνόπμ 

ώζηε κα εκζζπύμοκ ημ πζιαζνζηό βμκίδζμ Ago2/gfp.  

Από ηδκ εζηόκα (Δηθόλα 33), θαίκεηαζ όηζ δ ζοκμθζηή εκδμβεκήξ έηθναζδ ηςκ ιεθώκ 

ηδκ μζημβέκεζαξ ηςκ ανβμκαοηώκ, παναιέκεζ δ ίδζα ηόζμ ακάιεζα ζημοξ ηνείξ 

δζαθμνεηζημύξ πθδεοζιμύξ, όζμ ηαζ ακάιεζα ζηα δύμ πνμκζηά ζδιεία ακαθμνάξ. 

Άνα ηαηά πάζα πζεακόηδηα, ιεζώκεηαζ δ ιεηαβναθζηή έηθναζδ ηάπμζμο άθθμο 

ιέθμοξ ιε ηδκ οπενέηθναζδ ημο βμκζδίμο Ανβμκαύηδξ 2.  

 

Δηθόλα 33: Απεζηόκζζδ ιεηαβναθζηήξ έηθναζδξ ηςκ βμκζδίςκ ηςκ ανβμκαοηώκ, ζε ηοηηανζημύξ 

πθδεοζιμύξ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ.1:Μάνηοναξ βκςζηώκ ιμνζαηώκ ιεβεεώκ. 

2,3: NTHYAgo2, 4,5: ΝΣΗΤΔV, 6:ΝΣΗΤ, 7,8:ΝΣΗΤAgo2, 9,10: ΝΣΗΤΔV, 11:ΝΣΗΤ, 12: ανκδηζηό 
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δείβια εθέβπμο. Σα δείβιαηα 1-6 ζοθθέπεδηακ 24 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ηαζ ηα δείβιαηα 7-11 48 

ώνεξ ιεηά.  

3.5. Η ππεξέθθξαζε ηνπ Αξγνλαύηε 2 θαίλεηαη λα επεξεάδεη ηελ 

έθθξαζε ηεο ελδνγελνύο πξσηεΐλεο Αξγνλαύηε 2 ζηνλ θπηηαξηθό 

πιεζπζκό ησλ θπζηνινγηθώλ ζπξενεηδηθώλ θπηηάξσλ. 

 

Δθόζμκ από ηα πνμδβμύιεκα απμηεθέζιαηα θαίκεηαζ όηζ δ οπενέηθναζδ ημο 

Ανβμκαύηδ 2 δεκ επδνεάγεζ ηδκ έηθναζδ ηςκ οπόθμζπςκ ιεθώκ ηδξ μζημβέκεζαξ 

AGO, εα πνέπεζ κα ιεθεηδεεί δ έηθναζδ ημο εκδμβεκμύξ Ανβμκαύηδ 2 πμο 

πανάβεηαζ θοζζμθμβζηά από ημ ηύηηανμ. Γζα ημ ζημπό αοηό πνδζζιμπμζήεδηακ 

εηηζκδηέξ μζ μπμίμζ οανζδμπμζμύκηαζ ιε ηδκ πενζμπή 3΄UTR ημο βμκζδίμο Ανβμκαύηδ 

2 ηαζ άνα δεκ είκαζ δοκαηόκ κα εκζζπύμοκ ηαζ ημ πζιαζνζηό βμκίδζμ Ago2-gfp ημ μπμίμ 

εζζάβεηαζ ιε ημ πθαζιίδζμ.  

Παναηδνείηαζ όηζ ζημοξ ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ πμο πμνδβήεδηε ημ πθαζιίδζμ ημο 

Ανβμκαύηδ 2, πανμοζζάγεζ ηδκ ίδζα εζηόκα ιε ημοξ άθθμοξ δύμ ηοηηανζημύξ 

πθδεοζιμύξ, ζοιπεναίκμκηαξ έηζζ όηζ δ εκδμβεκήξ πνςηεΐκδ ημο ζοβηεηνζιέκμο 

ιέθμοξ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ Ανβμκαοηώκ ζοκεπίγεζ κα εηθνάγεηαζ (Δηθόλα 34) ηαζ 

ειθακίγεζ πηςηζηή ηάζδ. Ωζηόζμ επεζδή δ ζοβηεηνζιέκδ πεζναιαηζηή δζαδζηαζία 

είκαζ διζπμζμηζηή, βζα ηδκ επαθήεεοζδ ημο ζζπονζζιμύ εα πνέπεζ κα δζελαπεεί 

πμζμηζηή αθοζζδςηή ακηίδναζδ ηδξ πμθοιενάζδξ (quantitive PCR, q-PCR).  

 

 

  

 

Δηθόλα 34: Απεζηόκζζδ ιεηαβναθζηήξ έηθναζδξ ηδξ εκδμβεκήξ έηθναζδξ ημο βμκζδίμο Ανβμκαύηδ 2, 

ζε ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ.1:Μάνηοναξ βκςζηώκ 

ιμνζαηώκ ιεβεεώκ. 2,3: NTHYAgo2, 4,5: ΝΣΗΤΔV, 6:ΝΣΗΤ, 7: ανκδηζηό δείβια εθέβπμο, 

8:ΝΣΗΤAgo2, 9,10: ΝΣΗΤΔV, 11:ΝΣΗΤ, 12: ανκδηζηό δείβια εθέβπμο. Σα δείβιαηα 2-6 

ζοθθέπεδηακ 24 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ηαζ ηα δείβιαηα 7-11 48 ώνεξ ιεηά.  
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3.5 Εντονότερο φθοριςμό εμφανίζουν τα κύτταρα που δεν 

υπερεκφράζουν την πρωτείνη Αργοναύτη 2.  
 

Με βάςθ τα αποτελζςματα τθσ μικροςκοπίασ φκοριςμοφ, παρατθρικθκαν αλλαγζσ 

ςτθν ζνταςθ του φκοριςμοφ τόςο ανάμεςα ςτα δφο χρονικά ςθμεία αναφοράσ όςο 

και ανάμεςα ςτουσ δφο κυτταρικοφσ πλθκυςμοφσ. Για το ςκοπό αυτό, για τθν 

καλφτερθ κατανόθςθ και ποςοτικό προςδιοριςμό των παραπάνω αποτελεςμάτων 

προςδιορίςτθκε με τθ μζκοδο ποςοτικι αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ q-PCR, 

θ ζκφραςθ τθσ πράςινθσ χρωςτικισ E-GFP ςτουσ τρείσ κυτταρικοφσ πλθκυςμοφσ. 

 Από το διάγραμμα, φαίνεται ότι θ ζκφραςθ του Ε-GFP γονιδίου ςτα κυρεοειδικά 

κφτταρα ςτα οποία ειςιχκθ το κενό πλαςμίδιο είναι πολφ μεγαλφτερθ ςυγκριτικά 

με τον κυτταρικό πλθκυςμό με το πλαςμίδιο του Aργοναφτθ 2, όπωσ ακριβώσ 

παρατθρικθκε ςε όλεσ τισ εικόνεσ μικροςκοπίασ φκοριςμοφ.  

Επιπλζον παρατθρείται ότι μεγαλφτερο φκοριςμό εμφανίηουν το πρώτο 24ωρο τα 

κφτταρα με το κενό πλαςμίδιο ενώ ο εντονότεροσ φκοριςμόσ ςτα κφτταρα με το 

πλαςμίδιο του αργοναφτθ πραγματοποιείται ςτισ 48 ώρεσ, το οποίο ςυμφωνεί με τα 

αποτελζςματα του μικροςκοπίου τθσ κυτταρομετρίασ φκοριςμοφ (παράγραφοσ 

3.1.). Φυςικά, όπωσ ιταν αναμενόμενο τα κφτταρα ςτα οποία δεν ζγινε διαμόλυνςθ 

με κάποιο απο τα δφο πλαςμίδια, δεν εκφράηουν κακόλου τθν πράςινθ χρωςτικι.  

 

Δηθόλα 35: Μεηαβναθζηή έηθναζδ ημο βμκζδίμο E-GFP ζημοξ δζάθμνμοξ ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ, 

24 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ. Με ιπθέ απεζημκίγεηαζ δ έηθναζδ ζηα ηύηηανα πμο 

πνμζέθααακ ημ ηεκό πθαζιίδζμ (ΔV), ιε πνάζζκμ δ έηθναζδ ημο GFP ζε ηύηηανα ιε ημ πθαζιίδζμ ημο 
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Ανβμκαύηδ 2 ηαζ ιε ιαύνμ δ έηθναζδ ηςκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ. Με ηόηηζκμ πνώια ειθακίγεηαζ μ 

ανκδηζηόξ ιάνηοναξ.    

 

 

Δηθόλα 36: Μεηαβναθζηή έηθναζδ ημο βμκζδίμο E-GFP ζημοξ δζάθμνμοξ ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ, 

48 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ. Με ιπθέ απεζημκίγεηαζ δ έηθναζδ ζηα ηύηηανα πμο 

πνμζέθααακ ημ ηεκό πθαζιίδζμ (ΔV), ιε πνάζζκμ δ έηθναζδ ημο GFP ζε ηύηηανα ιε ημ πθαζιίδζμ ημο 

Ανβμκαύηδ 2 ηαζ ιε ιαύνμ δ έηθναζδ ηςκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ. Με ηόηηζκμ πνώια ειθακίγεηαζ μ 

ανκδηζηόξ ιάνηοναξ.    

 

 

 

Διάγραμμα 4: Ζκφραςη του γονιδίου gfp ςτισ 24 και 48 ώρεσ  
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3.6 Η μεταγραφική δραςτηριότητα του γονιδίου Ago2-gfp  

επιτυγχάνεται ςτο μέγιςτο ςτισ 48 ώρεσ μετά την διαμόλυνςη 

των κυτταρικών πληθυςμών ΝΤΗΥ.  
 

Όπωσ ιταν αναμενόμενο, ςε φυςιολογικά κυρεοειδικά κφτταρα χωρίσ πλαςμιδιακό 

φορζα και ςε ίδια κφτταρα τα οποία τροποποιικθκαν με τθν ειςαγωγι του κενοφ 

πλαςμιδίου δεν υπάρχει ζκφραςθ του γονιδίου gfp-Ago. Αντίκετα, υπάρχει μεγάλθ 

ζκφραςθ του ςτα κυρεοειδικά κφττταρα τα οποία διαμολφνκθκαν με το πλαςμίδιο 

που εκφράηει τθν πρωτείνθ Αργοναφτθσ 2. Επιπλζον απο το διάγραμμα φαίνεται οτι 

υπάρχει παρόμοια μεταγραφικι δραςτθριότθτα ςτισ 24 και ςτισ 48 ώρεσ μετά τθ 

διαμόλυνςθ.  

 

Δηθόλα 37: Μεηαβναθζηή έηθναζδ ημο πζιαζνζημύ βμκζδίμο Ago2-GFP ζημοξ δζάθμνμοξ ηοηηανζημύξ 

πθδεοζιμύξ 24 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ. Με ιπθέ απεζημκίγεηαζ δ έηθναζδ ζηα 

ηύηηανα πμο πνμζέθααακ ημ ηεκό πθαζιίδζμ (ΔV), ιε πνάζζκμ δ έηθναζδ ημο GFP ζε ηύηηανα ιε ημ 

πθαζιίδζμ ημο Ανβμκαύηδ 2 ηαζ ιε ιαύνμ δ έηθναζδ ηςκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ. Με ηόηηζκμ πνώια 

ειθακίγεηαζ μ ανκδηζηόξ ιάνηοναξ.    
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Δηθόλα 38: Μεηαβναθζηή έηθναζδ ημο πζιαζνζημύ βμκζδίμο Ago2-GFP ζημοξ δζάθμνμοξ ηοηηανζημύξ 

πθδεοζιμύξ 48 ώνεξ ιεηά ηδκ δζαιόθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ. Με ιπθέ απεζημκίγεηαζ δ έηθναζδ ζηα 

ηύηηανα πμο πνμζέθααακ ημ ηεκό πθαζιίδζμ (ΔV), ιε πνάζζκμ δ έηθναζδ ημο GFP ζε ηύηηανα ιε ημ 

πθαζιίδζμ ημο Ανβμκαύηδ 2 ηαζ ιε ιαύνμ δ έηθναζδ ηςκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ. Με ηόηηζκμ πνώια 

ειθακίγεηαζ μ ανκδηζηόξ ιάνηοναξ.    

 

 

 

Διάγραμμα 5: Ζκφραςη του γονιδίου Ago2gfp ςτισ 24 και 48 ώρεσ  
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3.7 Η μεταγραφική έκφραςη των υπόλοιπων μελών τησ 

οικογένειασ φαίνεται να είναι ποςοτικά μεγαλύτερη ςτα 

κύτταρα που υπερεκφράζουν την πρωτείνη Ago2.  
 

Η υπερζκφραςθ του αργοναφτθ 2 φαίνεται να μθν επθρεάηει τθν μεταγραφικι 

ζκφραςθ των υπόλοιπων μελών τθσ ίδιασ οικογζνειασ. Κατά τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό τθσ ζκφραςθσ των γονιδίων Αργοναυτών παρατθρικθκε ότι τα 

κφτταρα που προςζλεβαν το κενό πλαςμίδιο ζχουν μικρότερθ ζκφραςθ των 

υπόλοιπων πρωτεινικών μελών τθσ οικογζνειασ των Αργοναυτών. Ενώ κφτταρα τα 

οποία προςζλβαν το πλαςμίδιο του Αργοναφτθ 2, ι εκείνα τα οποία δεν 

τροποποιικθκαν κακόλου εκφράηουν ςε μεγαλφτερο βακμό τα ςυγκεκριμζνα 

γονίδια, με τα πρώτα να εμφανίηουν τθν μεγαλφτερθ ζκφραςθ. Επίςθσ, ενώ τα 

κφτταρα τα οποία δεν τροποποιικθκαν με πλαςμίδιο εμφανίηουν αυξθμζνθ 

μεταγραφικι δραςτθριότθτα των μελών του κλάδου Αgo μζςα ςτο πρώτο 

εικοςιτετράωρο, ενώ το αντίκετο ςυμβαίνει ςε εκείνα που προςελαβαν το 

πλαςμίδιο του Αργοναφτθ 2. Τα κφτταρα με το κενό πλαςμίδιο δεν εμφανίηουν 

διαφορά ςτθν ζκφραςθ του mRNA των αργοναυτών ανάμεςα ςτα δφο χρονικά 

ςθμεία.  

 

Δηθόλα 39: Μεηαβναθζηή έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ Ανβμκαοηώκ, ζημοξ δζάθμνμοξ 

ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ 24 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ. Με ιπθέ απεζημκίγεηαζ δ 

έηθναζδ ζηα ηύηηανα πμο πνμζέθααακ ημ ηεκό πθαζιίδζμ (ΔV), ιε πνάζζκμ δ έηθναζδ ημο GFP ζε 

ηύηηανα ιε ημ πθαζιίδζμ ημο Ανβμκαύηδ 2 ηαζ ιε ιαύνμ δ έηθναζδ ηςκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ. Με 

ηόηηζκμ πνώια ειθακίγεηαζ μ ανκδηζηόξ ιάνηοναξ.    
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Δηθόλα 40: Μεηαβναθζηή έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ ηςκ Ανβμκαοηώκ ζημοξ δζάθμνμοξ ηοηηανζημύξ 

πθδεοζιμύξ 48 ώνεξ ιεηά ηδ δζαιόθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ. Με ιπθέ απεζημκίγεηαζ δ έηθναζδ ζηα 

ηύηηανα πμο πνμζέθααακ ημ ηεκό πθαζιίδζμ (ΔV), ιε πνάζζκμ δ έηθναζδ ημο GFP ζε ηύηηανα ιε ημ 

πθαζιίδζμ ημο Ανβμκαύηδ 2 ηαζ ιε ιαύνμ δ έηθναζδ ηςκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ. Με ηόηηζκμ πνώια 

ειθακίγεηαζ μ ανκδηζηόξ ιάνηοναξ.   

  

  

Διάγραμμα 6: Ζκφραςη των γονιδίων των Αργοναυτών ςτισ 24 και 48 ώρεσ.  
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Η μζημβέκεζα ηςκ Ανβμκαοηώκ δζαζνείηαζ ζε ηνείξ οπμμζημβέκεζεξ, ηδκ ππννηθνγέλεηα  

AGO, ηδκ ππννηθνγέλεηα PIWI (P element induced wimpy testis), ηαζ ηδκ πνόζθαηδ 

ππννηθνγέλεηα Αξγνλαύηε 3. Οζ πνςηεΐκεξ Ανβμκαύηεξ ειθακίγμοκ ορδθή 

κμοηθεμηζδζηή μιμζόηδηα ηαζ όθα ηα ιέθδ ημοξ έπμοκ παναηηδνζζηζηή δίθμαδ δμιή. 

Ο έκαξ θμαόξ ζοβηνμηείηαζ από ηζξ επζηνάηεζεξ N-PAZ ηαζ μ άθθμξ από ηζξ MID-

PIWI. Οζ πνςηεΐκεξ ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ μζημβέκεζαξ θαίκεηαζ κα ειπθέημκηαζ ζε 

πμθθέξ δζαδζηαζίεξ ημο ηοηηάνμο, θόβς ηδξ ύπανλδξ ιίαξ εζδζηήξ πενζμπήξ ζημ ιόνζμ 

ημοξ, δ μπμία απμηεθεί εέζδ πνόζδεζδξ ιζηνώκ ιμνίςκ RNAs. Πνμδβμύιεκεξ 

ιεθέηεξ έπμοκ απμδείλεζ ημκ ηαεμνζζηζηό νόθμ ηςκ πνςηεσκώκ Ανβμκαοηώκ ζηδκ 

αζμβέκεζδ ηςκ microRNAs, small interference RNAs ηαζ piwi-interacting RNAs. 

Δπζπθέμκ, μζ πνςηεΐκεξ Ανβμκαύηεξ ζοιιεηέπμοκ ζηδκ ιεηα-ιεηαβναθζηή νύειζζδ 

βμκζδίςκ, πνμζδέκμκηαξ ιόνζα mRNA, ιε ζημπό ηδκ ηαηαζηνμθή  ημοξ ή ηδκ 

ακαζημθή ηδξ ιεηάθναζήξ ημοξ. Πθέμκ είκαζ βκςζηό όηζ μζ πνςηεΐκεξ Ανβμκαύηεξ 

έπμοκ ηδκ δοκαηόηδηα κα ηαηαζηείθμοκ ηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ ηαζ ςξ εη ημύημο, είκαζ 

δοκαηόκ κα επδνεάζμοκ ηδκ ιεηέπεζηα πμνεία ημο ηοηηάνμο ή μθόηθδνμο ημο 

μνβακζζιμύ. Γεκ είκαζ ηοπαίμ όηζ πμθθέξ δζαηαναπέξ ηδξ οβείαξ (κεμπθαζίεξ, 

δζαηαναπέξ ακμζμπμζδηζημύ) ζοκδέμκηαζ άιεζα ιε ηζξ ζοβηεηνζιέκεξ πνςηεΐκεξ.  

Από ηδκ μζημβέκεζα ηςκ ανβμκαοηώκ, δ πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2, ζηα εδθαζηζηά, 

δζαεέηεζ ηαηαθοηζηή οπμιμκάδα ελαζηίαξ ημο ζδζαίηενμο ιμηίαμο Asp597-Asp669-

His807 πμο ειθακίγεζ ζηδ δμιή ηδξ. Δπζπθέμκ, ςξ ιέθμξ ημο ζοιπθόημο RISC, 

ειπθέηεηαζ άιεζα ζηδκ ιεηα-ιεηαβναθζηή νύειζζδ ανηεηώκ βμκζδίςκ. ΢ε πμθθμύξ 

ηοηηανζημύξ ηύπμοξ έπεζ απμδεζπεεί όηζ δζαηαναπέξ ζηδκ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ημο 

Ανβμκαύηδ 2 ιπμνεί κα μδδβήζμοκ ζηδκ ειθάκζζδ κεμπθαζίαξ. Τπάνπμοκ πμθθμί 

ηοηηανζημί ηύπμζ ζημοξ μπμίμοξ δ ζοβηεηνζιέκδ πνςηεΐκδ είκαζ οπενεηθναζιέκδ, 

όπςξ μ ηανηίκμξ ημο παπέμξ εκηένμο, ηδξ μνμδόπμο ηύζηδξ ή ηςκ ςμεδηώκ. 

Τπάνπμοκ όιςξ άθθμζ ηύπμζ ηοηηάνςκ ζημοξ μπμίμοξ δ ζοβηεηνζιέκδ πνςηεΐκδ έπεζ 

παιδθά επίπεδα πνςηεΐκζηήξ έηθναζδξ, όπςξ ζοιααίκεζ ζημ ιεθάκςια. Ωζηόζμ, εα 

πνέπεζ κα ημκζζηεί όηζ δεκ δζαηνίκεηαζ ηάπμζμ ζοβηεηνζιέκμ ιμηίαμ ζηδκ έηθναζδ 

ημο Ανβμκαύηδ 2 ηαζ ηζξ δζαηαναπέξ ζηδκ οβεία. 

΢ηόπμξ ηδξ πανμύζαξ ενβαζίαξ απμηεθεί δ ιεθέηδ ηδξ επίδναζδξ πμο έπεζ δ 

οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2 ζημκ θαζκόηοπμ ηςκ θοζζμθμβζηώκ 

ηοηηάνςκ. Γζα ημκ ζημπό αοηό, οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2 

πναβιαημπμζήεδηε ιέζς δζαιόθοκζδξ θοζζμθμβζηώκ εονεμεζδζηώκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ 
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ιε πθαζιζδζαηό θμνέα έηθναζδξ AGO2-GFP ή GFP. Ανπζηά, ιέζς ηδξ 

ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμύ, θάκδηε όηζ ηα ηύηηανα εηθνάγμοκ πενζζζόηενμ ηδκ 

πζιαζνζηή πνςηεΐκδ 48 ώνεξ ιεηά ηδκ δζαιόθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ ΝΣΗΤ ηαζ μηζ 

θζβόηενα ηύηηανα θεμνίγμοκ ιεηά από ιεηαιόθοκζδ ιε ημ πθαζιίδζμ AGO2-GFP 

ζοβηνζηζηά ιε ημ ακηίζημζπμ GFP. Με ηδ αμήεεζα ηδξ πεζναιαηζηήξ δζαδζηαζίαξ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ επζαεααζώεδηε όηζ μ ανζειόξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο εηθνάγμοκ ηδκ 

οανζδζηή πνςηεΐκδ Ανβμκαύηδξ 2-GFP είκαζ ιζηνόηενμξ ζοβηνζηζηά ιε ημ πθήεμξ ηςκ 

ηύηηανςκ ζηα μπμία πνμζηέεδηε μ πθαζιζδζαηόξ θμνέαξ GFP. Από ηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ απμιμκώεδηακ ηαζ ζοθθέπεδηακ ηα ηύηηανα ηα μπμία 

ειθάκζγακ θεμνζζιό ηαζ άνα είκαζ εηείκα ηα μπμία εηθνάγμοκ ηζξ πνςηεΐκεξ Ago2- 

GFP ηαζ GFP, ακηίζημζπα.  

΢ημοξ ζοβηεηνζιέκμοξ ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ ιεθεηήεδηε δ ιεηαβναθζηή έηθναζδ 

βμκζδίςκ εκδζαθένμκημξ, ιέζς ηδξ δμηζιαζίαξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ ηδξ 

πμθοιενάζδξ (PCR). Σα απμηεθέζιαηα έδεζλακ όηζ δ οπενέηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ 

Ago2 θαίκεηαζ κα ιδκ επδνεάγεζ ηδκ ζοκμθζηή ιεηαβναθζηή έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ 

εθέβπμο LamA/C ηαζ GAPDH, βμκίδζα ηα μπμία είκαζ ζδιακηζηά βζα ηδ θεζημονβία 

ημο ηοηηάνμο.  

΢ηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζήεδηε δ ίδζα πεζναιαηζηή δζαδζηαζία ιε ζηόπμ ηδ ιεθέηδ 

ιεηαβναθζηήξ έηθναζδξ ηςκ βμκζδίςκ ηςκ ππόινηπσλ κειώλ ηδξ οπμμζημβέκεζαξ ημο 

Ανβμκαύηδ 2. Από ηα απμηεθέζιαηα θαίκεηαζ όηζ πζεακόηαηα οπάνπεζ ιδπακζζιόξ μ 

μπμίμξ ιεζώκεζ ηδκ εκδμβεκή έηθναζδ ηςκ ιεηάβναθςκ ηςκ οπόθμζπςκ ιεθώκ ηδξ 

οπμμζημβέκεζαξ ΑGO. Σμ βεβμκόξ αοηό ιπμνεί κα θεζημονβεί ςξ ιδπακζζιόξ άιοκαξ 

ημο ηοηηάνμο, έηζζ ώζηε κα δζαθύβεζ ηδκ ημλζηή δνάζδ ηδξ οπένιεηνδξ έηθναζδξ ημο 

Aνβμκαύηδ 2. Η ζοβηεηνζιέκδ παναηήνδζδ εκζζπύεηαζ ηαζ από ημ βεβμκόξ όηζ δ 

ελδνγελή ιεηαβναθζηή έηθναζδ ημο Αξγνλαύηε 2 ειθακίγεζ πηςηζηή ηάζδ ζηα 

ηύηηανα πμο έπμοκ πνμζθάαεζ ημ πθαζιίδζμ ημο Ανβμκαύηδ 2. Ωζηόζμ, εα πνέπεζ κα 

ημκζζηεί όηζ δ παναπάκς ιέεμδμξ έζκαζ διζπμζμηζηή ηαζ βζ αοηό ημ θόβμ 

πναβιαημπμζήεδηε πεναζηένς δζενεύκδζδ ιέζς ηδξ ιεεμδμθμβίαξ q-PCR.  

Έκα απμ ηα πνώηα βμκίδζα ηα μπμία εθέπεδηακ πμζμηζηά είκαζ ημ βμκίδζμ ηδξ 

πνάζζκδξ πνςζηζηήξ GFP. Όπςξ ήηακ ακαιεκόιεκμ, παναβςβή ιεηάβναθςκ 

παναηδνήεδηε ιόκμ ζημοξ ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ ΝΣΗΤ-ΔV ηαζ ΝΣΗΤ-Ago2. 

Δπζπθέμκ, δ ιεηαβναθζηή έηθναζδ ημο βμκζδίμο GFP είκαζ ιεβαθύηενδ ζημκ 
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ηοηηανζηό πθδεοζιό πμο πνμζέθααε ημ ηεκό πθαζιίδζμ ζοβηνζηζηά ιε ημοξ άθθμοξ 

δύμ πθδεοζιμύξ. Δκ ζοκεπεία, ιεθεηήεδηε δ έηθναζδ ημο οανζδζημύ ιεηάβναθμο 

Ago2-GFP. Μόκμ ηα ηύηηανα πμο πνμζέθααακ ημ πθαζιίδζμ ημο Ανβμκαύηδ 2 

εηθνάγμοκ ημ ζοβηεηνζιέκμ ιεηάβναθμ ημο μπμίμο δ έηθναζδ, ακάιεζα ζηα δύμ 

εζημζζηεηνάςνα, είκαζ πανόιμζα.  

Αηόια, από ηδ ιεθέηδ έηθναζδξ ηςκ ιεηάβναθςκ ηςκ οπόθμζπςκ ιεθώκ ηδξ 

μζημβέκεζαξ ημο Ανβμκαύηδ 2, έδεζλακ όηζ οπάνπεζ δζαθμνμπμίδζδ ακάιεζα ζημοξ 

ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, οπάνπεζ εθάπζζηδ παναβςβή 

ιεηαβνάθςκ ζηα ηύηηανα πμο δεκ ιεηαιμθύκεδηακ ιε ηάπμζμ πθαζιίδζμ ηαζ ζε 

εηείκα πμο ιεηαιμθύκεδηακ ιε ημ ηεκό πθαζιίδζμ, εκώ ζηα ηύηηανα πμο πνμζέθααακ 

ημκ Ανβμκαύηδ 2, δ έηθναζδ ηςκ ζοβεηνζιέκςκ ιεηάβναθςκ είκαζ ιεβαθύηενδ. Αοηό 

ζοιααίκεζ ηαεώξ εκζζπύεηαζ ηαζ ημ βμκίδζμ ημο πθαζιζδίμο. Ωζηόζμ παναηδνείηαζ 

ιείςζδ ηςκ ιεηάβναθςκ ηαηά ημ δεύηενμ εζημζζηεηνάςνμ, πζεακόηαηα βζα κα 

ηαηαθένεζ κα ακηαπελέθεεζ ημ ηύηηανμ ζηδκ ηενάζηζα παναβςβή ηςκ ιεηαβνάθςκ 

ημο Ανβμκαύηδ 2.  

Από ηα παναπάκς θαίκεηαζ όηζ δ οπενέηθναζδ ημο Ανβμκαύηδ 2, πνμηαθεί 

δοζάνεζηεξ ζοκέπεζεξ ζημ ηύηηανμ, ημ μπμίμ βζα κα ηαηαθένεζ κα λεθύβεζ από αοηέξ, 

ιεζώκεζ ηδκ έηθναζδ ηςκ οπόθμζπςκ ιεθώκ. Η ημλζηή δνάζδ ημο ιμνίμο Αgo2 

επζαεααζςεδηε ιε ηδκ πεζναιαηζηή δζαδζηαζία ΜΣΣ, ηαεώξ μ πθδεοζιόξ ηςκ 

ηοηηάνςκ πμο δζαιμθύκεδηακ ιε ημ ηεκό πθαζιίδζμ είκαζ ιεβαθύηενμξ ζοβηνζηζηά ιε 

ηα ηύηηανα πμο πνμζέθαακ ημ πθαζιίδζμ ημο Ανβμκαύηδ 2. Δπίζδξ, ιεβαθύηενδ 

δζαθμνά ακάιεζα ζημοξ δύμ ηοηηανζημύξ πθδεοζιμύξ ειθακίγεηαζ ζηζξ 72 ώνεξ.  

Ωζηόζμ εκδζαθένμκ πανμοζζάγεζ δ πεναζηένς δζενεύκδζδ ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ ημλζηήξ 

δνάζδξ ημο Ανβμκαύηδ ιέζς ηδξ δμηζιαζίαξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ηαζ ηδ ζοθθμβή 

ηςκ ηοηηάνςκ ιε ζημπό ηδκ ιεηέπεζηα αθθδθμύπζζδ. Έηζζ είκαζ δοκαηή δ εύνεζδ 

όθςκ ηςκ πζεακώκ ιμνίςκ ή πζεακώκ ιδπακζζιώκ πμο ειπθέημκηαζ ιε ημ 

ζοβηεηνζιέκμ ιόνζμ. Δπζπθέμκ, εα πνέπεζ κα απμζαθδκζζηεί ακ δ ημλζηή δνάζδ πμο 

πνμηαθείηαζ, μδδβεί ηα ηύηηανα ζε απόπηςζδ ή κέηνςζδ. Δπίζδξ, είκαζ δοκαηή δ 

παναηήνδζδ ηςκ ηοηηανζηώκ πθδεοζιώκ πμο πενζβνάθδηακ ζηδκ πανμύζα ενβαζία 

ιε ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμύ, έηζζ ώζηε κα απμζαθδκζζηεί δ δνάζδ ηδξ 

πνςηεΐκδξ Ανβμκαύηδξ 2 ζηδκ ηοηηανζηή δμιή. Σέθμξ, εα ιπμνμύζε κα ιεθεηδεεί δ 
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επίδναζδ ηδξ οπμέηθναζδξ ή ζίβαζδ ημο ζοβηεηνζιέκμο βμκζδίμο αθθά ηαζ ηςκ 

οπόθμζπςκ ιεθώκ ηδξ μζημβέκεζαξ.  
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