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ΠΡΟΛΟΓΟ 

Ζ πανμφζα δζπθςιαηζηή ενβαζία εζδίηεοζδξ εηπμκήεδηε ζημ Δθθδκζηυ Ηκζηζημφημ Παζηέν, 

ζηδκ Οιάδα Δκδμηοηηάνζμο Παναζζηζζιμφ, ημο ηιήιαημξ Μζηνμαζμθμβίαξ, οπυ ηδκ επίαθερδ 

ηαζ ηαεμδήβδζδ ηδξ Δνεοκήηνζαξ Β’ Γν. Υαναθαιπίαξ Μπμθέηδ. 

Απυ ηδ εέζδ αοηή εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς μθυεενια υθμοξ υζμοξ ιε ηδ αμήεεζα ημοξ 

ζοκέααθακ ζηδκ πναβιαημπμίδζδ ηδξ πανμφζαξ ιεηαπηοπζαηήξ ενβαζίαξ ηαζ πζμ 

ζοβηεηνζιέκα : 

Σδ Γν. Υαναθαιπία Μπμθέηδ βζα ηδκ ειπζζημζφκδ ηδξ ηαζ βζα ηδκ εοηαζνία πμο ιμο έδςζε 

κα πναβιαημπμζήζς ηδ δζπθςιαηζηή ιμο ενβαζία ζηδκ μιάδα ηδξ ηαζ κα βκςνίζς υθεξ ηζξ 

ηεπκζηέξ πμο πενζβνάθς ζηδκ πηοπζαηή ιμο ενβαζία. Σδκ εοπανζζηχ, επίζδξ, βζα ημ αιείςημ 

εκδζαθένμκ ηαζ ηδ ζοιπανάζηαζή ηδξ ζε υθδ ηδ δζάνηεζα ηδξ εηπυκδζδξ ηαζ ζοββναθήξ ηδξ 

δζαηνζαήξ ιμο.  

Σμκ επζαθέπμκηα Καεδβδηή ηδξ ενβαζίαξ Καεδβδηή η. Γεχνβζμ Γζαθθζκά βζα ηζξ πμθφηζιεξ 

ζοιαμοθέξ ημο, μζ μπμίεξ ήηακ ηαεμνζζηζηέξ ζημ λεηίκδια αθθά ηαζ ζηδκ μθμηθήνςζδ ημο 

ιεηαπηοπζαημφ ιμο δζπθχιαημξ εζδίηεοζδξ ζηδ Μζηνμαζαηή Βζμηεπκμθμβία. 

Σμκ Καεδβδηή η. Δοζηάεζμ Φνζθθίββμ ζοκημκζζηή ημο πνμβνάιιαημξ Θαθήξ–ΔVOTRANS 

πμο πνδιαημδυηδζε ιεβάθμ ιένμξ αοηήξ ηδξ ιεθέηδξ, βζα ηδκ πμθφ βυκζιδ ζοκενβαζία ιαξ 

ηαζ βζα ηδκ αμήεεζά ημο ζημ ζπεδζαζιυ μνζζιέκςκ πεζναιάηςκ, ηδκ αεθηζζημπμίδζδ 

πεζναιαηζηχκ πνςημηυθθςκ ηαζ ηδκ αλζμθυβδζδ απμηεθεζιάηςκ.  

Αηυιδ εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς, ζδζαζηένςξ ηδκ οπμρήθζα δζδάηημνα Αιαθία Παπαδάηδ 

βζα ηδκ ζοκεπή αμήεεζά ηδξ ζημ πεζναιαηζηυ ιένμξ ηδξ δζπθςιαηζηήξ ιμο ενβαζίαξ ηαζ βζα 

ηδκ ιεηάββζζδ βκχζδξ ηαζ ειπεζνίαξ ηδξ βζα ημκ μνβακζζιυ Leishmania tarentolae ηαζ ηδ 

ιεηαπηοπζαηή Ακαζηαζία Κμημπμφθδ. 

Σμοξ ιεηαδζδαηημνζημφξ ζοκενβάηεξ Κχζηα Παπαηχζηα βζα ηδκ ηθςκμπμίδζδ ημο βμκζδίμο 

rSNBT1 ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pLexsy-sat-mRFP ηαζ ημκ Υνήζημ Γμονκά βζα ηδκ αμήεεζα 

ημο ζηα πεζνάιαηα πνυζθδρδξ κμοηθεμαάζεςκ ημο πεζναιαηζημφ ιένμξ αοηήξ ηδξ ενβαζίαξ.  

Σέθμξ εοπανζζηχ ημοξ βμκείξ ιμο Άββεθμ ηαζ Μανία ηαεχξ ηαζ ηα αδένθζα ιμο βζα ηδ δζανηή 

ζηήνζλή ημοξ.              

                                                                               Ακάνβονμξ Α. Γμφηαξ 

Αεήκα 2014 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

ηδκ πανμφζα δζπθςιαηζηή ενβαζία εζδίηεοζδξ έβζκε ηαηαζηεοή δζαβμκζδζαηχκ παναζίηςκ 

Leishmania tarentolae (L.tarentolae) πμο εηθνάγμοκ ηδ ιμκμιενή ηυηηζκδ θεμνίγμοζα 

πνςηεΐκδ mCherry απυ ημκ μνβακζζιυ Discosoma sp. ή ημκ ιεηαθμνέα κμοηθεμζζδζηχκ 

αάζεςκ rSNBT1 απυ ημκ Rattus norvegicus, ζδιαζιέκμ ιε ηδκ ηυηηζκδ θεμνίγμοζα 

πνςηεΐκδ mRFP1. 

Ο μνβακζζιυξ Leishmania tarentolae (L.tarentolae) είκαζ έκα είδμξ ημο πνςημγςζημφ 

παναζίημο Leishmania απυ ηδκ μζημβέκεζα ηςκ Σνοπακμζςιαηίδςκ. Απμιμκχεδηε βζα 

πνχηδ θμνά απυ ηδ ζαφνα Moorish gecko Tarentola mauritanica ηαζ ακήηεζ ζημ βέκμξ 

Sauroleishmania, πμο δεκ εεςνείηαζ παεμβυκμ βζα ημκ άκενςπμ, ζε ακηίεεζδ ιε άθθα είδδ 

Leishmania πμο υηακ ιεηαθενεμφκ ζημ εδθαζηζηυ λεκζζηή ιε ηζίιπδια ημο εκηυιμο λεκζζηή 

(ζηκίπεξ ημο βέκμοξ Phlebotomus ή Lutzomyia) πνμηαθμφκ έκα εονφ θάζια αζεεκεζχκ πμο 

μκμιάγεηαζ Λεσζιακίαζδ. 

Λυβς ηδξ ιδ παεμβέκεζαξ ζημκ άκενςπμ, ημ πνςηυγςμ L. tarentolae ιπμνεί κα ακαπηοπεεί ζε 

ζοκεήηεξ αζμαζθάθεζαξ S1 ηαζ ζε ιεβάθμο υβημο ηαθθζένβεζεξ ζημοξ 25
μ
C. Δπζπθέμκ, ημ 

πνςηυγςμ L. tarentolae έπεζ ζφκημιμ ηοηηανζηυ ηφηθμ (~10 χνεξ), επζηνέπεζ 

απμηεθεζιαηζηή Ν-βθοημγοθίςζδ πνςηεσκχκ ηςκ εδθαζηζηχκ ηαζ ειθακίγεζ θοζζηή 

αολμηνμθία ζε δζάθμνα αιζκμλέα πμο επζηνέπεζ εκζςιάηςζδ ζηζξ πνςηεΐκεξ ημο αιζκμλέςκ 

ζδιαζιέκςκ ιε αανέα άημια βζα δμιζηέξ ιεθέηεξ ιε ΝΜR. Γζα υθμοξ αοημφξ ημοξ θυβμοξ 

έπεζ πνμηαεεί ςξ εκαθθαηηζηυ ζφζηδια εηενυθμβδξ έηθναζδξ πνςηεσκχκ ηαηχηενςκ ηαζ 

ακχηενςκ εοηανοςηζηχκ μνβακζζιχκ βζα δμιζηέξ ηαζ θεζημονβζηέξ ιεθέηεξ ημοξ ηαζ βζα 

αζμηεπκμθμβζηέξ εθανιμβέξ. 

Υνδζζιμπμζήζαιε αοηυ ημκ μνβακζζιυ L. tarentolae βζα κα εηθνάζμοιε α) ηδκ ηυηηζκδ 

θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ mCherry πνμηεζιέκμο κα ιεθεηήζμοιε ηδ πνδζζιυηδηά ηδξ ςξ 

αζμαζζεδηήνα (biosensor) ζε ιεθέηεξ ζε παεμβυκα είδδ  Leishmania (π.π. Leishmania 

donovani, Leishmania major ηθπ) ηαεχξ επίζδξ ηαζ βζα ηδ πνήζδ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ 

παναζίηςκ L. tarentolae-mCherry βζα έθεβπμ ακηζθεσζιακζαηχκ θανιάηςκ ηαζ α) ημκ 

δζαιειανακζηυ ιεηαθμνέα rSNBT1 κμοηθεμζζδζηχκ αάζεςκ ηδξ μζημβέκεζαξ ιεηαθμνέςκ 

NAT/NCS2, πνμηεζιέκμο κα ιεθεηδεμφκ θεζημονβζηά παναηηδνζζηζηά ημο ζε έκακ 

εοηανοςηζηυ μνβακζζιυ πμο πμθθαπθαζζάγεηαζ ζπεηζηά βνήβμνα ζε ζπέζδ ιε ηοηηανζηέξ 

ζεζνέξ εδθαζηζηχκ έηζζ χζηε ζηδ ζοκέπεζα κα πνδζζιμπμζδεεί βζα απμιυκςζδ ζηακήξ 

πμζυηδηαξ ηδξ πνςηεΐκδξ rSNBT1 βζα ηνοζηάθθςζδ ηαζ δμιζηέξ ιεθέηεξ. 

Ανπζηά έβζκε ηθςκμπμίδζδ ηςκ βμκζδίςκ mcherry ηαζ rsnbt1 ζε πθαζιζδζαημφξ θμνείξ, 

εζδζημφξ βζα έηθναζδ ζε παναζζηζηά πνςηυγςα ηδξ μζημβέκεζαξ ηςκ Σνοπακμζςιαηίδςκ (π.π. 
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pLexsy-sat), ιεηά απυ εκίζποζή ημοξ ιε αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ (PCR) απυ 

πθαζιίδζα πμο ηα πενζείπακ ηαζ εζζαβςβή ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR ζημκ θμνέα pLexsy-sat 

ιεηά απυ πέρδ ιε ηαηάθθδθα βζα ηδκ ηθςκμπμίδζδ έκγοια πενζμνζζιμφ ηαζ ζφκδεζδ ιε 

έκγοιμ θζβάζδξ. Ζ δδιζμονβία ηςκ δζαβμκζδζαηχκ ζηεθεπχκ L. tarentolae έβζκε ιε εζζαβςβή 

ηςκ ακηίζημζπςκ πθαζιζδίςκ ιε δθεηηνμδζάηνδζδ ζε ηφηηανα L. tarentolae ζηεθέπμοξ parrot  

ηαζ επζθμβή δζαβμκζδζαηχκ πθδεοζιχκ ιε ηαθθζένβεζα ζε ηαηάθθδθμ ακηζαζμηζηυ 

(Nourseothricin). Ζ έηθναζδ ηδξ mCherry απυ ηα δζαβμκζδζαηά πανάζζηα επζαεααζχεδηε ιε 

ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ. Σμ πθαζιζδζαηυ υπδια pLexsy-sat-mcherry πμο ηαηαζηεοάζηδηε 

ζημ πθαίζζμ αοηήξ ηδξ δζπθςιαηζηήξ ενβαζίαξ εα πνδζζιμπμζδεεί ςξ θμνέαξ ηθςκμπμίδζδξ 

βζα έηθναζδ πζιαζνζηχκ mCherry πνςηεσκχκ ζε ηφηηανα ημο πνςηυγςμο Leishmania βζα 

ιεθέηδ ημο οπμηοηηανζημφ εκημπζζιμφ ημοξ ηαζ ηςκ θεζημονβζηχκ ημοξ ζδζμηήηςκ ηαεχξ 

επίζδξ ηαζ βζα ηδ πνήζδ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ παναζίηςκ L. tarentolae-mCherry βζα έθεβπμ 

ακηζθεσζιακζαηχκ θανιάηςκ. 

Σμ βμκίδζμ ημο ιεηαθμνέα rSNBT1 ηθςκμπμζήεδηε ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pLesxy-sat-

mrfp1 ζημ 5’ άηνμ ημο βμκζδίμο πμο εηθνάγεζ ηδκ ιμκμιενή θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ mRFP1 ιε 

ζοκεπυιεκμ ακμζπηυ πθαίζζμ ακάβκςζδξ. Σα πανάζζηα L. tarentolae πμο θένμοκ ημ πθαζιίδζμ 

pLesxy-sat-rsnbt1-mrfp1, ιεηά απυ δθεηηνμδζάηνδζδ ιε ηo ηοηθζηυ πθαζιίδζμ βζα επζζςιζηή 

έηθναζδ ή ημ εοεοβναιιζζιέκμ πθαζιίδζμ βζα πνςιμζςιζηή εκζςιάηςζδ, επζθέπεδηακ ιε 

ηαθθζένβεζα ζημ ακηζαζμηζηυ Nourseothricin  ηαζ ηα παναηηδνζζηζηά ακάπηολδξ ηςκ 

δζαβμκζδζαηχκ πθδεοζιχκ ιεθεηήεδηακ ζε ζφβηνζζδ ιε ηφηηανα L. tarentolae αβνίμο ηφπμο. 

H επζαεααίςζδ ηδξ έηθναζδξ ημο ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 ςξ πνμξ ημκ ζςζηυ εκημπζζιυ 

ημο ζηδκ πθαζιαηζηή ιειανάκδ ημο παναζίημο έβζκε ιε ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ. 

H έηθναζδ ημο ζςζημφ ιεβέεμοξ ηδξ οανζδζηήξ πνςηεΐκδξ rSNBT1-mRFP1 (~92 KDa) 

επζαεααζχεδηε ιε ακμζμαπμηφπςια Western ζε πνςηεσκζηυ εηπφθζζια ημο παναζίημο, 

ειπθμοηζζιέκμ ζε ιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ, ιε πνήζδ εζδζημφ πμθοηθςκζημφ ακηζζχιαημξ 

έκακηζ ηδξ mRFP1. 

Σέθμξ επζαεααζχεδηε δ θεζημονβζηυηδηα ημο rSNBT1-mRFP1 ςξ ιεηαθμνέα κμοηθεμαάζεςκ 

ζηα ηφηηανα L-tarentolae-rsnbt1-mrfp1 ιε έθεβπμ πνυζθδρδξ [
3
Ζ]-Τπμλακείκδξ ηαζ πείναια 

ακηαβςκζζιμφ-πνυζθδρδξ [
3
Ζ]-Τπμλακείκδξ απυ άθθεξ κμοηθεμαάζεζξ. 

 

ΘΔΜΑΣΗΚΖ ΠΔΡΗΟΥΖ: Βζμηεπκμθμβία, Παναζζημθμβία 

ΛΔΞΔΗ ΚΛΔΗΓΗΑ: Leishmania tarentolae Lexsy, Γζαβμκζδζαηά πνςηυγςα L. tarentolae, 

Φεμνίγμοζεξ πνςηεΐκεξ, mCherry, Γζαιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ, ιεηαθμνέαξ κμοηθεμζζδζηχκ 

αάζεςκ rSNBT1. 
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ABSTRACT 

Aim of the present MSc thesis was to construct transgenic Leishmania tarentolae (L. 

tarentolae) strains expressing the red fluorescent monomeric protein mCherry from the 

organism Discosoma sp. or the nucleobase transporter rSNBT1 from Rattus norvegicus 

tagged with the red fluorescent protein mRFP1. 

The Leishmania tarentolae organism (L. tarentolae) is a species of the protozoan parasite 

Leishmania from the Trypanosomatide family belonging to the Sauroleishmania genus. It was 

initially isolated from the lizard Tarentolae annularis. L. tarentolae is considered non- 

pathogenic to humans, unlike other types of Leishmania which when they are transferred to 

the mammalian host by the bite of the insect vector (sandflies of the genus Phlebotomus and 

Lutzomyia) are causing a wide range of diseases called leishmaniasis. 

As L. tarentolae is non-pathogenic to humans, it can be cultured in S1 biosafety conditions 

and in large volumes at 25 °C. Furthermore, the protozoan L. tarentolae has a short cell cycle 

(~ 10 hours), allows efficient N-glycosylation of mammalian proteins and exhibits natural 

auxotrophy in several amino acids which allows incorporation into proteins of  labeled amino 

acids with heavy metals, essential step for NMR structural studies. For all these reasons, L. 

tarentolae has been proposed as an alternative system for heterologous expression of proteins 

from lower and higher eukaryotes in order to perform structural and functional studies and for 

biotechnological applications. 

We used the L. tarentolae organism to express 1) the red fluorescent protein mCherry in order 

to study its utility as a biosensor in studies for pathogenic Leishmania species (e.g. 

Leishmania donovani, Leishmania major etc.) also use the transgenic parasites L. tarentolae-

mCherry for antileismanial drug screening  and 2) the nucleobase transmembrane transporter 

rSNBT1 which belongs to the NAT / NCS2 transporters’ family in order to study its 

functional characteristics in an eukaryotic organism dividing faster and growing in less 

expensive medium than mammalian cell lines with the aim to isolate from these cells a 

sufficient amount of the transporter for crystallization and structural studies. 

Initially, we perfromed cloning of the mcherry and rsnbt1 genes in plasmid vectors specific 

for protein expression in protozoan cells from the Trypanosomatidea family (e.g. pLexsy-sat). 

These genes were amplified by PCR from plasmid DNA containing them and the PCR 

products obtained were inserted into digested with the appropriate restriction enzymes 

pLexsy-sat vector. Generation of the L. tarentolae parrot II transgenic strains was performed 

by electroporating the corresponding plasmids into the protozoan cells followed by selection 

with antibiotic pressure (Nourseothricin).  Expression of the mCherry from transgenic cells 
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was confirmed by fluorescence microscopy. The plasmid vector pLexsy-sat-mcherry 

constructed in this work will be further used as a cloning vector for expression of chimeric 

proteins with mCherry in cells of other Leishmania species in order to study their subcellular 

localization and functional properties and also use the transgenic parasites L. tarentolae-

mCherry for antileismanial drug screening. 

The gene coding for the rSNBT1 transporter was cloned into the pLesxy-sat-mrfp1 expression 

vector at the 5' end and in frame with the gene coding for the monomeric mRFP1 fluorescent 

protein. Following electroporation, the L. tarentolae cells carrying the pLesxy-sat-rsnbt1-

mrfp1 plasmid, covalent closed circular for episomal expression or a 7800bp fragment of the 

linearized plasmid for chromosomal integration, were selected by culturing in the presence of 

the antibiotic Nourseothricin as mentioned above for the mCherry expressing transgenic 

populations. The growth characteristics of all the L. tarentolae transgenic populations were 

studied in comparison to wild type cells. Confirmation of the rSNBT1-mRFP1 expression and 

correct localization to the protozoan plasma membrane was followed by confocal 

fluorescence microscopy. The correct size of the expressed rSNBT1-mRFP1 hybrid protein 

was confirmed by Western blotting using a specific anti-mRFP1 antibody in protein cell 

extracts enriched in membrane proteins. 

Finally, the function of rSNBT1-mRFP1 as nucleobase transporter in the transgenic L. 

tarentolae-rSNBT1-mRFP1 cells was confirmed by an uptake assay using [
3
H]-hypoxanthine 

as transport substrate and in competition of [
3
H]-hypoxanthine uptake experiments with other 

nucleobases. 
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ΚΟΠΟ 
 

 

ηδκ πανμφζα ενβαζία, ιεθεηάιε ηδκ εηενυθμβδ έηθναζδ ιζαξ δζαθοηήξ ηυηηζκδξ 

θεμνίγμοζαξ πνςηεΐκδξ απυ έκακ ηαηχηενμ εοηανοςηζηυ μνβακζζιυ, ζημ ιδ παεμβυκμ βζα 

ημκ άκενςπμ πνςηυγςμ Leishmania tarentolae, ηαεχξ ηαζ ηζξ δοκαηυηδηεξ ηςκ παναζίηςκ 

αοηχκ κα εηθνάζμοκ εηενυθμβα ιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ ιεηαθμνάξ πμονζκχκ ηαζ πονζιζδζκχκ 

απυ ακχηενμοξ εοηανοςηζημφξ μνβακζζιμφξ. Γζα ηδ ιεθέηδ ηδξ εηενυθμβδξ έηθναζδξ ηδξ 

δζαθοηήξ θεμνίγμοζαξ πνςηεΐκδξ πνδζζιμπμζήεδηε δ mCherry, πμο πνμένπεηαζ απυ έκα είδμξ 

ιαθαηχκ ημναθθζχκ, ημ Discosoma sp. Ωξ πανάδεζβια βζα ηδκ εηενυθμβδ έηθναζδ 

ιειανακζηχκ πνςηεσκχκ απυ ακχηενμοξ εοηανοςηζημφξ μνβακζζιμφξ, πνδζζιμπμζήεδηε μ 

ιεηαθμνέαξ κμοηθεμαάζεςκ ανμοναίμο rSNBT1 εηθναζιέκμξ ςξ πζιαζνζηή πνςηεΐκδ ιε ηδκ 

ηυηηζκδ θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ mRFP1. Πεναζηένς ζηυπμζ αοηήξ ηδξ ενβαζίαξ είκαζ α) ημ 

πθαζιίδζμ έηθναζδξ ηδξ mCherry κα αλζμπμζδεεί βζα ηδκ έηθναζδ ζε ηφηηανα Leishmania 

άθθςκ πνςηεσκχκ ςξ οανζδζηέξ ιε ηδκ mCherry βζα δμιζηέξ ηαζ θεζημονβζηέξ ημοξ ιεθέηεξ α) 

ηα δζαβμκζδζαηά πανάζζηα πμο εηθνάγμοκ ηδκ mCherry κα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα ημκ έθεβπμ 

ακηζθεσζιακζαηχκ θανιάηςκ β) ηα δζαβμκζδζαηά πανάζζηα πμο εηθνάγμοκ ημκ ιεηαθμνέα 

rSNBT1-mRFP1 vα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα ιεθέηεξ δμιήξ ηαζ θεζημονβίαξ ημο ζοβηεηνζιέκμο 

ιεηαθμνέα πμο ιέπνζ ζηζβιήξ ιπμνεί κα εηθναζηεί επζηοπχξ ιυκμ ζε ηφηηανα εδθαζηζηχκ 

ηαζ δ) δ επζηοπήξ έηθναζδ ημο ιεηαθμνέα rSNBT1 (δζαιειανακζηή πνςηεΐκδ ιε 14 

δζαιειανακζηέξ πενζμπέξ) κα απμηεθέζεζ πνμδβμφιεκμ βζα πνμζπάεεζεξ έηθναζδξ ηαζ άθθςκ 

ιειανακζηχκ εοηανοςηζηχκ πνςηεσκχκ πμο δεκ ιπμνμφκ ή είκαζ δφζημθμ κα εηθναζημφκ ζηα 

ήδδ οπάνπμκηα εηενυθμβα ζοζηήιαηα πνςηεσκζηήξ έηθναζδξ. 
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ηδκ εηζαγσγή ηδξ ενβαζίαξ βίκεηαζ ακαθμνά  

1) ζημ πνςημγςζηυ πανάζζημ Leishmania, ζηα δζάθμνα είδδ ημο μπμίμο εκηάζζμκηαζ ηαζ 

ανηεηά παεμβυκα βζα ημκ άκενςπμ  

2) ζημ είδμξ ηδξ Leishmania-tarentolae ηαζ ημ ζφζηδια LEXSY πμο απμηεθεί έκα 
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1 Δηζαγσγή 

1.1  Σν πξσηόδσν Leishmania  

1.1.1  πζηεκαηηθή θαηάηαμε ηνπ πξσηνδσηθνύ παξαζίηνπ Leishmania 

Σμ πνςηυγςμ Leishmania ακήηεζ ζηδκ ηάλδ ηςκ ηζκδημπθαζηεζδχκ ηαζ ζηδκ 

ελεθζηηζηά ανπαία μζημβέκεζα ηςκ ηνοπακμζςιαηίδςκ. Ζ μζημβέκεζα αοηή πενζθαιαάκεζ 

πανάζζηα δζαθυνςκ μνβακζζιχκ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ θοηχκ, ηςκ εκηυιςκ, ηςκ 

ρανζχκ, ηςκ αιθζαίςκ, ηςκ ενπεηχκ ηαζ ηςκ εδθαζηζηχκ (Trypanosoma, Leishmania, 

Endotrypanum). Σμ βέκμξ Leishmania πενζθαιαάκεζ πενίπμο 20 είδδ. Σα πενζζζυηενα απυ 

αοηά έπεζ ανεεεί υηζ είκαζ ζηακά κα ιμθφκμοκ ημκ άκενςπμ. 

Πίλαθαο 1.1. οζηδιαηζηή ηαηάηαλδ ημο βέκμοξ Leishmania [1] 

Bαζίθεζμ Πνχηζζηα (Protista) 

Τπμ-ααζίθεζμ Πνςηυγςα (Protozoa) 

οκμιμηαλία ανημιαζηζβμθυνα (Sarcomastigophora) 

Τπμ-ζοκμιμ 

ηαλία 

Μαζηζβμθυνα (Mastigophora) 

Κθάζδ Εςμιαζηζβμθυνα (Zoomastigophorea) 

Σάλδ Κζκδημπθαζημεζδή (Kinetoplastida) 

Τπμ-ηάλδ Σνοπακμζςιαηίκεξ (Trypanosomatina) 

Οζημβέκεζα Σνοπακμζςιαηίδεξ (Trypanosomatidae) 

Γέκμξ Λεσζιάκζα  (Leishmania) 

Τπυ-βέκμξ Viannia Leishmania Sauroleishmania 

Δίδμξ  L. braziliensis 

L. peruviana 

L. guyanensis 

L. panamensis 

L. shawi 

L. donovani 

L. infantum 

L. chagasi 

L. archibaldi 

 

L. major  

L. tropica 

L. killicki 

L. ceramodactyli 

L. gulikae 

L. nicollei  

L. tarentolae 
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Δηθόλα 1.1. Κθαδυβναιια ημο βέκμοξ Leishmania ααζζζιέκμ ζε MLΔE ακάθοζδ (ηοπμπμίδζδ 80 ζηεθεπχκ ιε 

13 ζζμέκγοια) [2]. ημ ηθαδυβναιια παναηδνείηαζ δ μιαδμπμίδζδ ηςκ εζδχκ ημο Παθζμφ Κυζιμο (Δονχπδ - 

Αζία) πμο θαίκεηαζ κα έπμοκ έκα ημζκυ πνυβμκμ ιε ηα οπυθμζπα είδδ ημο οπμβέκμοξ Leishmania ζημκ Νέμ 

Κυζιμ (Αιενζηή). Πανμοζζάγεηαζ επίζδξ υηζ ηα ζοιπθέβιαηα ημο οπμβέκμοξ Viannia έπμοκ ηαζ αοηά ημζκή 

ηαηαβςβή.  

1.1.2  Μνξθνινγηθά ζηάδηα θαη βηνινγηθόο θύθινο 

Σα πανάζζηα πνςηυγςα ημο βέκμοξ Leishmania ειθακίγμκηαζ ζε δφμ ηφνζεξ ιμνθέξ: 

ζηδκ πνμιαζηζβςηή ιμνθή πμο απακηάηαζ ζημκ αζπυκδοθμ λεκζζηή (ζηκίπα) ηαζ ζηδκ 

αιαζηζβςηή ιμνθή πμο απακηάηαζ ζε «επαββεθιαηίεξ» θαβμηφηηανα (ιαηνμθάβα, 

μοδεηενυθζθα ηαζ δεκδνζηζηά) αθθά ηαζ ζε ζκμαθάζηεξ ημο δένιαημξ ημο ζπμκδοθςημφ 

λεκζζηή [3-5]. 

Ζ πνμιαζηζβςηή ιμνθή είκαζ επζιήηδξ ιε ιέβεεμξ 9-12 ιm x 2-3 ιm, θένεζ ιαζηίβζμ πμο 

εηθφεηαζ απυ ημ πνυζεζμ ηιήια ημο ζχιαημξ ηαζ έπεζ ίζμ ή ιεβαθφηενμ ιήημξ απυ αοηυ ημο 

ζχιαημξ ημο παναζίημο [6] (Δζηυκα 1.2). ημ ηέκηνμ οπάνπεζ έκαξ ιεβάθμξ, ζθαζνζηυξ 

πονήκαξ ιε ζαθή πονδκίζημ ηαζ πενζθενζηή πνςιαηίκδ. ημ ηοηηανυπθαζια απακηχκηαζ 

πμθοάνζεια νζαμζχιαηα, ζοζηεοή Golgi, ηοζηίδζα θίπμοξ, ημηηχδεξ, θείμ εκδμπθαζιαηζηυ 

δίηηομ ηαζ θοζμζχιαηα. Κμκηά ζηδκ αάζδ ημο ιαζηζβίμο οπάνπεζ έκαξ ηνμπμπμζδιέκμξ ηφπμξ 

ιζημπμκδνίμο πμο πενζέπεζ έκα δζζημεζδή ηζκδημπθάζηδ, ιζα παναηηδνζζηζηή δμιή ηςκ 
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παναζίηςκ πμο ακήημοκ ζηδκ ηάλδ ηςκ ηζκδημπθαζημεζδχκ. Αοηυξ πενζέπεζ δφμ ηφπμοξ 

ηοηθζηχκ ιμνίςκ DNA πμο είκαζ βκςζηά ηαζ ςξ kDNA. Ζ αιαζηζβςηή ιμνθή είκαζ ςμεζδήξ 

ιε δζάιεηνμ 2-6 ιm x 1,5-2 ιm ηαζ θένεζ έκακ έηηεκηνμ πονήκα ιε πονδκίζημ ηαζ έκακ 

ηζκδημπθάζηδ πμο ηαηαθαιαάκμοκ ημ ιεβαθφηενμ ιένμξ ημο ηοηηάνμο. Ο οπυθμζπμξ πχνμξ 

ημο ηοηηάνμο πενζθαιαάκεζ ηα ίδζα μνβακίδζα ιε ηδ πνμιαζηζβςηή ιμνθή ημο παναζίημο πμο 

υιςξ είκαζ θζβυηενμ ακεπηοβιέκα. Δπζπθέμκ δ αιαζηζβςηή ιμνθή πενζέπεζ έκα εκδμηοηηανζηυ 

ιαζηίβζμ (Δζηυκα 1.2). 

Οζ αζπυκδοθμζ λεκζζηέξ ημο βέκμοξ Phlebotomus ή Lutzomyia (Δζηυκα 1.3) πνμζθαιαάκμοκ, 

ηαηά ηδ θήρδ αίιαημξ απυ ζπμκδοθςηυ λεκζζηή, ηδκ αιαζηζβςηή ιμνθή ημο παναζίημο πμο 

ανίζηεηαζ ιέζα ζε ιαηνμθάβα ή εθεφεενδ ζημ αίια ιεηά απυ ηδκ έλμδμ ηςκ αιαζηζβςηχκ 

απυ ηα ιαηνμθάβα. Μέζα ζημ έκηενμ ηςκ εκηυιςκ ημ πανάζζημ ιεηαηνέπεηαζ ζηδκ 

πνμιαζηζβςηή ιμνθή ζε πνμκζηυ δζάζηδια πενίπμο ιζαξ εαδμιάδαξ. Σα πνμιαζηζβςηά, πμο 

ανίζημκηαζ ζημ έκηενμ ημο αζπυκδοθμο λεκζζηή (ζηκίπα), ανπίγμοκ κα πμθθαπθαζζάγμκηαζ ηαζ 

ιεηαθένμκηαζ ζημ πνυζεζμ ιένμξ ημο εκηένμο, υπμο ιεηαηνέπμκηαζ ζε ιεηαηοηθζηά. Σα 

ιεηαηοηθζηά πνμιαζηζβςηά είκαζ ιζηνυηενα ζε ιέβεεμξ, έπμοκ παιδθυηενδ πενζεηηζηυηδηα ζε 

πνςηεΐκεξ ηαζ είκαζ πενζζζυηενμ ιμθοζιαηζηά. Ζ ιμνθή αοηή δζαζνείηαζ βνήβμνα ηαζ 

ιεηακαζηεφεζ ζηα ζημιαηζηά ιυνζα ημο εκηυιμο. ε επυιεκμ κφβια ηα ιεηαηοηθζηά πανάζζηα 

εκίμκηαζ ζημκ ηεθζηυ λεκζζηή. ηα θαβμθοζμζχιαηα ηςκ ιμκμπφνδκςκ/ιαηνμθάβςκ ημο 

ηεθζημφ λεκζζηή ηα ιεηαηοηθζηά πανάζζηα ιεηαηνέπμκηαζ ζε αιαζηζβςηά (Δζηυκα 1.4). 

 
 

[7]Δηθόλα 1.2. Πνμιαζηζβςηή ηαζ αιαζηζβςηή ιμνθή ημο πνςηυγςμο Leishmania [8]. 
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Δηθόλα 1.3. Δζηυκεξ ηςκ εκηυιςκ Phlebotomus (ανζζηενά) ηαζ Lutzomyia (δελζά) 

(http://www.keele.ac.uk/depts/aep/images/rdw%20phleb.jpg) 

(http://www.pragas.com.br/noticias/destaques/images/infeccao_bacteriana01.jpg) 

 

 

 
 

Δηθόλα 1.4. Κφηθμξ γςήξ ημο παναζίημο Leishmania ζημκ αζπυκδοθμ ηαζ ζημ ζπμκδοθςηυ λεκζζηή 

(http://www3.niaid.nih.gov/NR/rdonlyres/leishDiagram1.jpg) 

1.2 Ζ λόζνο ηεο Λετζκαλίαζεο 

Με ημκ υνμ θεσζιακίαζδ πενζβνάθεηαζ ιζα μιάδα κμζδιάηςκ ιε εονφ θάζια ηθζκζηχκ 

εηδδθχζεςκ, πμο πνμηαθμφκηαζ απυ ηα πανάζζηα ημο βέκμοξ Leishmania. Πνυηεζηαζ βζα 

εκδμηοηηανζηά παναζζηζηά πνςηυγςα πμο ιμθφκμοκ πμθθά δζαθμνεηζηά είδδ εδθαζηζηχκ, 

ζοιπενζθαιαακμιέκμο ημο ακενχπμο ηαζ ιεηαθένμκηαζ ιέζς ημο κφβιαημξ ηςκ αζπυκδοθςκ 

λεκζζηχκ (ζηκίπα) ηςκ βεκχκ Phlebotomus ηαζ Lutzomyia. Οζ ηθζκζηέξ ιμνθέξ ηδξ 

θεσζιακίαζδξ ζπεηίγμκηαζ άιεζα ιε ημ είδμξ ημο παναζίημο πμο έπεζ πνμηαθέζεζ ηδ ιυθοκζδ 

ηαζ ηδκ ακμζμθμβζηή απυηνζζδ ημο λεκζζηή [9]. Οζ ηνεζξ ααζζηέξ ηθζκζηέξ ιμνθέξ 

θεσζιακίαζδξ είκαζ: δ ζπθαπκζηή θεσζιακίαζδ (VL, visceral leishmaniasis) (Δζηυκα 1.7), δ 

http://www.keele.ac.uk/depts/aep/images/rdw%20phleb.jpg
http://www.pragas.com.br/noticias/destaques/images/infeccao_bacteriana01.jpg
http://www3.niaid.nih.gov/NR/rdonlyres/leishDiagram1.jpg
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δενιαηζηή θεσζιακίαζδ (CL, cutaneous leishmaniasis) (Δζηυκα 1.5 ηαζ 1.6) ηαζ δ 

αθεκκμβμκμδενιαηζηή θεσζιακίαζδ (MCL, muco-cutaneous leishmaniasis) [10]. 

 

Α.             Β.  

 

Δηθόλα 1.5. Α. Κμνίηζζ απυ ηδκ Καιπμφθ ιε δενιαηζηή θεσζιακίαζδ ηαζ Β. Πθδβή Γενιαηζηήξ 

Λεσζιακίαζδξ. 

(http://www.noorderlicht.com/en/archive/paula-bronstein/) 

(http://wpcontent.answers.com/wikipedia/commons/thumb/6/6e/Leishmaniasis_ulcer.jpg/350px-

Leishmaniasis_ulcer.jpg), 

 

Α.                       Β.   

 

Δηθόλα 1.6. Α. Βθεκκμβμvoδενιαηζηή θεσζιακίαζδ (ανζζηενά) ηαζ Β. αβυνζ ιε ζπθαπκζηή 

θεσζιακίαζδ 

(https://web.stanford.edu/class/humbio103/ParaSites2006/Leishmaniasis/Mucocutaneous.htm) 

(http://web.stanford.edu/group/parasites/ParaSites2003/Leishmania/leishmaniasis_boy2.jpg)  

1.3 Σν πξσηόδσν  Leishmania tarentolae 

Σμ ιμκμηφηηανμ πνςηυγςμ Leishmania tarentolae (L. tarentolae) ακήηεζ ζηδκ 

μζημβέκεζα ηςκ Σνοπακμζςιαηίδςκ, ζημ βέκμξ Sauroleishmania (Πίκαηαξ 1.1) ηαζ 

απμιμκχεδηε απυ ημ Moorish gecko Tarentola mauritanica (Δζηυκα 1.8). Γεκ είκαζ παεμβυκμ 

βζα ηα εδθαζηζηά (αζμαζθάθεζα επζπέδμο S1) [11]. Ο μνβακζζιυξ αοηυξ πνδζζιμπμζείηαζ βζα 

ηδκ παναβςβή εοηανοςηζηχκ πνςηεσκχκ ιε ημ πθαζιζδζαηυ ζφζηδια έηθναζδξ LEXSY πμο 

είκαζ παηεκηανζζιέκμ απυ ηδ Jena Biosciences  

(http://www.jenabioscience.com/cms/en/1/browse/1838_eukaryotic_expression_system_lexsy.html).  

http://www.noorderlicht.com/en/archive/paula-bronstein/
http://wpcontent.answers.com/wikipedia/commons/thumb/6/6e/Leishmaniasis_ulcer.jpg/350px-Leishmaniasis_ulcer.jpg
http://wpcontent.answers.com/wikipedia/commons/thumb/6/6e/Leishmaniasis_ulcer.jpg/350px-Leishmaniasis_ulcer.jpg
https://web.stanford.edu/class/humbio103/ParaSites2006/Leishmaniasis/Mucocutaneous.htm
http://web.stanford.edu/group/parasites/ParaSites2003/Leishmania/leishmaniasis_boy2.jpg
http://www.jenabioscience.com/cms/en/1/browse/1838_eukaryotic_expression_system_lexsy.html
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Πανυθμ υηζ οπάνπεζ ιεβάθδ πμζηζθία ζε ζοζηήιαηα έηθναζδξ πνςηεσκχκ (Πίκαηαξ 1.2) πμο 

πενζθαιαάκμοκ ααηηήνζα, ιφηδηεξ, ηφηηανα εκηυιςκ, ηφηηανα εδθαζηζηχκ, δζαβμκζδζαηά 

γχα ηαζ θοηά ηακέκα δεκ είκαζ βεκζηήξ εθανιμβήξ. 

Σμ πνςηυγςμ Leismania tarentolae ςξ ζφζηδια εηενυθμβδξ έηθναζδξ πνςηεσκχκ 

ένπεηαζ κα ζοιπθδνχζεζ ηεκά πμο οπάνπμοκ απυ ηα οπυθμζπα εονέςξ πνδζζιμπμζμφιεκα 

πνςηεσκζηά ζοζηήιαηα έηθναζδξ.  

Έκα ααζζηυ πθεμκέηηδια ημο L. tarentolae είκαζ υηζ ελαζθαθίγεζ ιεηαιεηαθναζηζηέξ 

ηνμπμπμζήζεζξ ηςκ εηενυθμβα εηθναγυιεκςκ πνςηεσκχκ ακηίζημζπεξ ιε αοηχκ ηςκ 

εδθαζηζηχκ, υπςξ π.π. βθοημγοθίςζδ (πήια 1.1), θςζθμνοθίςζδ ή πνεκοθίςζδ. 

Ακαζοκδοαζιέκδ ακενχπζκδ ενοενμπμζδηίκδ (EPO) δ μπμία ηαεανίζηδηε απυ ημ ζφζηδια L. 

tarentolae (Δζηυκα 1.7) ήηακ αζμθμβζηά εκενβή ηαζ Ν-βθοημγοθζςιέκδ [12]. Σμ πνμθίθ ηδξ 

Ν-βθοημγοθίςζδξ ζηδκ πενίπηςζδ αοηή ήηακ ελαζνεηζηά μιμζμβεκέξ, ιε ιζα δζπθή ακηέκα 

μθζβμζαηπανίηδ ηαζ δμιή πονήκα Man3GlcNAc2, πμο ακηζπνμζςπεφεζ πάκς απυ ημ 90% ηςκ 

βθοηακχκ. To πνςηυγςμ L. tarentolae είκαζ μ πνχημξ αζμηεπκμθμβζηά πνήζζιμξ 

ιμκμηφηηανμξ εοηανοςηζηυξ μνβακζζιυξ πμο πανάβεζ δζπθήξ ακηέκαξ, πθήνςξ 

βαθαηημγοθζςιέκμ, πονήκα-α-1,6-θμοημγοθζςιέκςκ Ν-βθοηακχκ. Αοηυ ημ πνμθίθ ηδξ Ν-

βθοημγοθίςζδξ, πμο εηθνάγεηαζ ζημκ μνβακζζιυ L. tarentolae ιε ημ ζφζηδια LEXSY, 

ζοιπίπηεζ ιε ημ πνμθίθ ηδξ ακενχπζκδξ ακαζοκδοαζιέκδξ ζκηενθενυκδξ-β ή ηδξ  

βθοημπνςηεΐκδξ gp63 [12]. 

 

 

ρήκα 1.1. Ν-βθοημγοθίςζδ ηςκ πνςηεσκχκ ζημ ζηέθεπμξ L. tarentolae parrotΗΗ ζε ζφβηνζζδ ιε 

ηδ βθοημγοθίςζδ ζε άθθα ζοζηήιαηα έηθναζδξ πνςηεσκχκ. διεζςηέμκ υηζ ηα πνυηοπα 

βθοημγοθίςζδξ πμο θαιαάκμκηαζ ζε ηφηηανα εδθαζηζηχκ ηαζ ζε L. tarentolae δζαθένμοκ ιυκμ 

ζηδκ πανμοζία ηεθζημφ ζζαθζημφ μλέμξ (Ν-acetylneuraminic acid) ζηα άηνα ηςκ αθοζίδςκ ηδξ 

δζπθήξ ακηέκαξ ηςκ Ν-βθοηακχκ. 
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Δηθόλα 1.7. Ακάθοζδ ακμζμαπμηφπςζδξ (Western blot) απυ οπενηείιεκα ηαθθζένβεζαξ ημο 

ζηεθέπμοξ L. tarentolae πμο εηθνάγεζ ηδκ ακενχπζκδ ενοενμπμζδηίκδ (huΔΡΟ) ιε εηζηέηα 6 

ζζηζδζκχκ ζημ C-ηεθζηυ ηδξ άηνμ [12]. 

 

Δπίζδξ έπεζ ζπεηζηά ιζηνυ πνυκμ δζπθαζζαζιμφ (6-10 χνεξ), δ ηαηαζηεοή δζαβμκζδζαηχκ 

πνςημγχςκ είκαζ απθή ηαζ εφημθδ, μ πνυκμξ ηαηαζηεοήξ ζηαεενήξ ηοηηανζηήξ ζεζνάξ 

ηοιαίκεηαζ 14-30 διένεξ ηαζ απαζηεί μζημκμιζηά ενεπηζηά οθζηά ηαεχξ ιπμνεί κα ακαπηοπεεί 

ηαζ ζε Yeast extract ζε πμθφ ποηκή ηαθθζένβεζα 1x10
9
ηφηηανα/ml [13]. 

Γζα υθμοξ ημοξ παναπάκς θυβμοξ ημ πνςηυγςμ L. tarentolae (Δζηυκα 1.8) έπεζ πνμηαεεί ςξ 

έκα εκαθθαηηζηυ ζφζηδια έηθναζδξ ακαζοκδοαζιέκςκ εοηανοςηζηχκ  πνςηεσκχκ πμο 

θένμοκ  ιεηαιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ή ζδιαημδμηζηέξ αθθδθμοπίεξ βζα ενεοκδηζηέξ ή 

αζμηεπκμθμβζηέξ εθανιμβέξ [13, 14].  
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Δηθόλα 1.8. Δζηυκεξ έιιεζμο ακμζμθεμνζζιμφ απυ πανάζζηα L. tarentolae wt θμβανζειζηήξ 

θάζδξ (πάκς) ηαζ ζηαηζηήξ θάζδξ (ηάης) ιε ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ. Γζα ημκ έιιεζμ 

ακμζμθεμνζζιυ πνδζζιμπμζήεδηε ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια ακηζ-α-Tubulin (1:300) απυ πμκηίηζ ηαζ 

δεφηενμ ακηίζςια anti-mouse ζογεοβιέκμ ιε ηδκ πνάζζκδ θεμνίγμοζα πνςζηζηή Alexa Fluor 488. 

Οζ εζηυκεξ δελζά είκαζ ακηίεεζδ θάζδξ. Scale bar: 4 ιm.[Α. Γούθας &  Χ. Μποιέηε, αδεκοζίεσηα 

αποηειέζκαηα]. 

 

 

Ζ εηενυθμβδ έηθναζδ δζαιειανακζηχκ πνςηεσκχκ έπεζ έκα επζπθέμκ επίπεδμ 

δοζημθίαξ ζε ζπέζδ ιε ηζξ δζαθοηέξ πνςηεΐκεξ. Γζα ηδκ έηθναζδ-οπενέηθναζδ 

δζαιειανακζηχκ πνςηεσκχκ εοηανοςηζηχκ μνβακζζιχκ ηαζ δδ ηςκ εδθαζηζηχκ, έπμοκ 

πνδζζιμπμζδεεί ανηεηά ηοηηανζηά ζοζηήιαηα (Πίκαηαξ 1.2 [15]) ιέπνζ ζήιενα.  Παν’ υθα 

αοηά, δ πζεακυηδηα επζηοπμφξ ακαδίπθςζδξ, ημπμθμβίαξ ηαζ εκημπζζιμφ ημοξ δζαθένεζ απυ 

ζφζηδια ζε ζφζηδια έηθναζδξ ηαζ είκαζ ζοβηνζηζηά παιδθυηενδ ιε αοηά ηςκ δζαθοηχκ 

πνςηεσκχκ. Ζ έηθναζδ δζαιειανακζηχκ πνςηεσκχκ απυ εδθαζηζηά ζδζαίηενα αοηχκ πμο 

θένμοκ ιεηαιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ εα πνέπεζ κα βίκεηαζ ζε ζοζηήιαηα έηθναζδξ πμο 

έπμοκ ηδ δοκαηυηδηα κα πναβιαημπμζήζμοκ αοηέξ ηζξ ηνμπμπμζήζεζξ. Θα πνέπεζ επίζδξ μζ 

μνβακζζιμί αοημί κα έπμοκ ζοιααηά εηηνζηζηά ιμκμπάηζα ηαζ ιδπακζζιμφξ εκδμηοηηάνζαξ 

ιειανακζηήξ ιεηαηίκδζδξ βζα κα ελαζθαθζζηεί μ ζςζηυξ εκημπζζιυξ ηαζ δ θεζημονβζηυηδηα 

ηδξ εηενυθμβα εηθναζιέκδξ  πνςηεΐκδξ. Σμ πνςηυγςμ L. tarentolae πανέπεζ αοηή ηδ 

δοκαηυηδηα ηαζ είκαζ έκα ζφζηδια πμο έπεζ ιέπνζ ζηζβιήξ δζενεοκδεεί εθάπζζηα ςξ 

εκαθθαηηζηυ ζφζηδια έηθναζδξ δζαιειανακζηχκ πνςηεσκχκ απυ εδθαζηζηά. 

 

Πίλαθαο 1.2. φβηνζζδ ιεηαλφ ηεζζάνςκ ζοζηδιάηςκ έηθναζδξ [15] 

 

ύζηεκα έθθξαζεο E. coli Yeast 

(Pichia) 
Insect cell 

(Sf9) 
Mammalian cell 

(HEK293) 

Γηαξθεηα κέρξη ηελ 

θαηαζθεπή δηαγνληδίσλ 

(Μέξεο) 

3–5 6–8 25–30 Transient:3–5 

Stable: at least 30 

Υξόλνο θαιιηέξγεηαο 

(Μέξεο) 

1–2 3–7 2–4 2–4 

Κόζηνο ($) γηα 1L (Κίλα) 15–20 20–25 200–250 200–250 

Αξηζκόο δηαζέζηκσλ δνκώλ 

επθαξπσηηθώλ 

δηακεκβξαληθώλ πξσηετλώλ 

 

4 

 

20 

 

34 

 

3 
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1.4 Φζνξίδνπζα πξσηεΐλε mCherry 

 Οζ θεμνίγμοζεξ πνςηεΐκεξ ακαηαθφθεδηακ ημ 1962 απυ ημκ Osamou Shimomoura ιε 

ηδκ απμιυκςζδ ηδξ πνάζζκδξ θεμνίγμοζαξ πνςηεΐκδξ (GFP) απυ ημκ μνβακζζιυ Aequoria 

Victoria [16, 17]. ηδ ζοκέπεζα απμιμκχεδηακ ηαζ άθθεξ θεμνίγμοζεξ πνςηεΐκεξ απυ 

εαθάζζζμοξ μνβακζζιμφξ (ημνάθθζα) πμο δεκ έπμοκ αζμθςηαφβεζα ζε ακηίεεζδ ιε ηδκ 

Aequoria Victoria (Δζηυκα 1.9) [18, 19]. 

Οζ πνςηεΐκεξ αοηέξ έπμοκ θαζιαημζημπζηέξ ζδζυηδηεξ πμθφ δζαθμνεηζηέξ απυ ηδκ GFP ηαζ 

εηπέιπμοκ θςξ ζηζξ πενζμπέξ ημο ηίηνζκμο ηαζ ημο ηυηηζκμο θάζιαημξ ημο μναημφ θςηυξ 

(Δζηυκα 1.11) [14]. Μζα απυ αοηέξ είκαζ δ ηεηναιενήξ DsRed (ηυηηζκδ θεμνίγμοζα 

πνςηεΐκδ) πμο πνμένπεηαζ απυ ακευγςα ημο βέκμοξ Discosoma (Δζηυκα 1.9) απυ ηδκ μπμία 

ιε ιεηαθθαλδβέκεζδ έπεζ πνμηφρεζ δ ιμκμιενήξ ιμνθή ηδξ mRFP1 [15]. Καηεοεοκυιεκδ 

ιεηαθθαλδβέκεζδ ηδξ mRFP1 είπε ζακ απμηέθεζια ηδ δδιζμονβία πνςηεσκχκ ιε 

ηνμπμπμζδιέκεξ θαζιαημζημπζηέξ ζδζυηδηεξ, ακάιεζα ζηζξ μπμίεξ είκαζ ηαζ ιέθδ ηδξ ζεζνάξ 

ηςκ θεμνζγμοζχκ πνςηεσκχκ "θνμφηςκ" mStrawberry, mCherry, ηαζ tdTomato (Δζηυκα 

1.10). 

Οζ πνςηεΐκεξ, mCherry ηαζ mStrawberry (ημνοθέξ εηπμιπήξ ζηα 610 ηαζ 596 nm 

ακηίζημζπα), έπμοκ επίπεδα θςηεζκυηδηαξ πενίπμο 50 ηαζ 75 % ηδξ EGFP, αθθά δ mCherry 

είκαζ πμθφ πζμ θςημζηαεενή απυ ηδκ mStrawberry ηαζ είκαζ δ ηαθφηενδ επζθμβή αζζεδηήνα 

(biosensor) βζα κα ακηζηαηαζηήζεζ ηδκ mRFP1 βζα ιαηνμζηεθή πεζνάιαηα μπηζηήξ 

απεζηυκζζδξ γςκηακχκ ηοηηάνςκ (Πίκαηαξ 1.3). 

1.4.1 Δθαξκνγέο θαη ρξήζεηο ησλ θζνξηδνπζώλ πξσηετλώλ ζηε Βηνινγία θαη ηελ 

Ηαηξηθή 

 Οζ θεμνίγμοζεξ πνςηεΐκεξ έπμοκ πνδζζιμπμζδεεί ςξ ενβαθεία ζε πθήεμξ εθανιμβχκ 

ζηδ Βζμθμβία ηαζ Ηαηνζηή [20, 21] ιενζηέξ απυ ηζξ μπμίεξ ακαθένμκηαζ παναηάης.  

Οζ θεμνίγμοζεξ πνςηεΐκεξ ιαξ επζηνέπμοκ κα δμφιε ζημ εζςηενζηυ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ κα 

παναηδνήζμοιε ηζξ αζμθμβζηέξ δζενβαζίεξ ημπζηά ηαζ πνμκζηά in vivo. ε αοηή ηδκ αάζδ 

έπμοκ ιεθεηδεεί ιε θεμνίγμοζεξ πνςηεΐκεξ αθθαβέξ ημο ηοηηανμζηεθεημφ ή ηδξ πνςιαηίκδξ 

ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, αθθαβή ημο εκημπζζιμφ εκυξ ζδιαημδυηδ ηαηά ηδκ 

ιεηαβςβή ζήιαημξ, εκημπζζιυξ ηδξ δνάζδξ ηςκ βμκζδίςκ ηαζ ηςκ ιεηαβνάθςκ ημοξ ηαηά ηδκ 

ειανομβέκεζδ, ιεθέηδ ηδξ νφειζζδξ βμκζδίςκ ζηδκ ειανοζηή ακάπηολδ (πνμκμιέηνδξ 

θεμνζζιμφ DsRed-E5), ακάθοζδ δοκαιζηήξ ηςκ πνςηεσκχκ (πνυκμξ διζγςήξ, πνςηευθοζδ), 

ιεηαηίκδζδ ιειανακζηχκ ηοζηζδίςκ ζημ εηηνζηζηυ ιμκμπάηζ ηαζ δ δοκαιζηή ηςκ 

εκδμηοηηάνζςκ ιειανακζηχκ πνςηεσκχκ. Δπίζδξ πνδζζιμπμζμφκηαζ ζηδ ζήιακζδ ηοηηάνςκ 
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βζα ακίπκεοζδ ηαζ δζαθμβή ζοβηεηνζιέκςκ πθδεοζιχκ ηαεχξ ηαζ ςξ ιμνζαηέξ εηζηέηεξ 

πνςηεσκχκ βζα ημκ εκημπζζιυ ημοξ ζε ηφηηανα ηαζ ζζημφξ, επαθήεεοζδ ηδξ έηθναζήξ ημοξ 

ηαζ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ημοξ ιε άθθεξ πνςηεΐκεξ ηαζ ζήιακζδ παεμβυκςκ ιζηνμμνβακζζιχκ 

βζα παναημθμφεδζδ ηδξ εκδμηοηηάνζαξ γςήξ ημοξ ζε ηφηηανα λεκζζηέξ. 

 Ζ ιμκμιενήξ ηυηηζκδ θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ mCherry, αθθά ηαζ άθθεξ θεμνίγμοζεξ 

πνςηεΐκεξ πμο εηπέιπμοκ ζε ιήηδ ηφιαημξ ζηδκ πενζμπή ημο ηυηηζκμο, είκαζ ζδακζηά ιυνζα 

βζα in vivo απεζηυκζζδ δζενβαζζχκ ζε μθυηθδνμοξ μνβακζζιμφξ (έιανοα, ιζηνά γχα) βζαηί μ 

θεμνζζιυξ ζηδκ πενζμπή ημο ηυηηζκμο είκαζ μναηυξ απυ ιεβαθφηενμ αάεμξ ζζηχκ. Σμ θςξ ιε 

ιεβαθφηενμ ιήημξ ηφιαημξ ζηεδάγεηαζ θζβυηενμ ζηα αζμθμβζηά δείβιαηα ηαζ βζα ημ θυβμ 

αοηυ ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί βζα κα βίκεζ απεζηυκζζδ ααεφηενα ιέζα ζημοξ ζζημφξ [21].  

Οζ θεμνίγμοζεξ πνςηεΐκεξ πανμοζζάγμοκ επίζδξ ημ πθεμκέηηδια υηζ ιπμνμφκ κα εηθναζημφκ 

ςξ οανζδζηέξ πνςηεΐκεξ ηαζ ιε αοηυ ημκ ηνυπμ επζηνέπμοκ ημκ εκημπζζιυ άθθςκ πνςηεσκχκ 

ηαζ ηδκ παναημθμφεδζή ημοξ εκ δνάζεζ. ε αοηή ηδκ ηαηεφεοκζδ έπμοκ βίκεζ πεζνάιαηα 

παναημθμφεδζδξ ηδξ επζιυθοκζδξ ηοηηάνςκ ή μνβακζζιχκ απυ παεμβυκα ιζηνυαζα πμο 

εηθνάγμοκ θεμνίγμοζεξ πνςηεΐκεξ. Δπίζδξ ιζα πμθφ ζδιακηζηή εθανιμβή ημοξ ζηδκ Ηαηνζηή 

είκαζ δ παναημθμφεδζδ ηδξ ακάπηολδξ υβηςκ ζε πεζναιαηυγςα απυ ηανηζκζηά ηφηηανα πμο 

εηθνάγμοκ θεμνίγμοζεξ πνςηεΐκεξ ηαζ δ ακηαπυηνζζή ημοξ ζε πδιεζμεεναπεοηζηά 

πνςηυημθθα [22]. 

Σέθμξ, δ ζοιαμθή ηςκ θεμνζγμοζχκ πνςηεσκχκ έπεζ οπάνλεζ ζδιακηζηή ζηζξ ηεπκζηέξ 

ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ υπςξ δ FRAP (ακάηηδζδ θεμνζζιμφ ιεηά απυ θςημθεφηακζδ) [23, 

24], FLIP (απχθεζα θεμνζζιμφ ιεηά απυ θςημθεφηακζδ) [25] ηαζ FRET (ιεηαθμνά 

εκένβεζαξ ιε ζοκημκζζιυ θεμνζζιμφ) [26, 27]. Ζ θςημθεφηακζδ ηαζ θςημεκενβμπμίδζδ 

παναηηδνίγμοκ ηζξ θεμνίγμοζεξ πνςηεΐκεξ ηαζ ακαζοκδοαζιέκεξ πνςηεΐκεξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε 

θεμνίγμοζεξ εηζηέηεξ ηαζ ελοπδνεημφκ ζηδκ παναηήνδζδ ηδξ δοκαιζηήξ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ 

ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ πνςηεσκχκ ζε γςκηακά ηφηηανα. 

1.4.2 Γνκή ηεο κνλνκεξνύο mCherry 

Ζ πνςηεΐκδ mCherry (GenBank: AY678264.1) πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ πανμφζα 

ενβαζία, δδιζμονβήεδηε ιε ηαηεοεοκυιεκδ ιεηαθθαλδβέκεζδ, ζημπεφμκηαξ ηα ηαηάθμζπα 

πνςιμθυνμο M163Q ηαζ T195V ηδξ mRFP1. Έπεζ 236 αιζκμλέα, εεςνδηζηυ ιμνζαηυ αάνμξ 

ΜW= 27007.49 ηαζ ζζμδθεηηνζηυ ζδιείμ PI=5.62 (Δζηυκα 1.12). Ζ οπενδεοηενμηαβήξ δμιή 

ηδξ mCherry είκαζ α-αανεθζμφ. Έκηεηα α-πηοπςηέξ επζθάκεζεξ ελςηενζηά πνμζηαηεφμοκ ημ 

πνςιμβυκμ πμο δδιζμονβείηαζ ζημ εζςηενζηυ ημο ιμνίμο (Δζηυκα 1.13). Σμ ηαηαθοηζηυ 

ηέκηνμ ηαζ οπυζηνςια ειθακίγμκηαζ ζημ ίδζμ ιυνζμ. Ζ δδιζμονβία ημο πνςιμβυκμο είκαζ 
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απμηέθεζια ζεζνάξ ακηζδνάζεςκ (ηοηθμπμίδζδξ, μλείδςζδξ), φζηενα απυ ακαδίπθςζδ ημο 

ιμνίμο, υπμο ημ εκγοιζηυ ηέκηνμ ένπεηαζ ημκηά ιε ημ οπυζηνςια (πθεονζηέξ μιάδεξ 

αιζκμλέςκ, Δζηυκα 1.14). 

 
 

Δηθόλα 1.9. Δζηυκεξ απυ εαθάζζζεξ ακειχκεξ ημο βέκμοξ Discosoma    

(http://z.about.com/d/saltaquarium/1/0/2/X/redmushroomtom_400.JPG)(http://www.reefpedia.com/index.

php/Category:Discosoma) 

 
 

Δηθόλα 1.10. Γζαβναιιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ ηαηαζηεοήξ ιμκμιενμφξ θεμνίγμκημξ πμθοπεπηζδίμο απυ 

ηδκ ηεηναιενή DsRed. ε ηυηηζκμ πθαίζζμ είκαζ δ mCherry [28]. 

 

http://z.about.com/d/saltaquarium/1/0/2/X/redmushroomtom_400.JPG
http://www.reefpedia.com/index.php/Category:Discosoma
http://www.reefpedia.com/index.php/Category:Discosoma
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Πίλαθαο 1.3. Φαζιαημζημπζηέξ ζδζυηδηεξ ηδξ mCherry. φβηνζζδ ιε ηδκ GFP, mRFP1, DsRed ηαζ άθθεξ 

θεμνίγμοζεξ πνςηεΐκεξ  (http://www.olympusconfocal.com/applications/fpcolorpalette.html). Ο 

ζοκηεθεζηήξ ιμνζαηήξ απμνυθδζδξ εηθνάγεζ πυζμ απμδμηζηά ιζα πδιζηή μοζία απμννμθά θςξ ζε 

ζοβηεηνζιέκμ ιήημξ ηφιαημξ. 

 

Πξσηεΐλε 

(Αθξσλύκην) 

Γηέγεξζε 

(nm) 

Δθπνκπή 

(nm) 

πληειεζηήο 

κνξηαθήο 

απνξξόθηζεο 

Δομή in 

vivo 

ρεηηθή 

Φσηεηλόηεηα 

(% of EGFP) 

GFP (wt) 395/475 509 21,000 Monomer* 48 

Sapphire 399 511 29,000 Monomer* 55 

T-Sapphire 399 511 44,000 Monomer* 79 

ECFP 439 476 32,500 Monomer* 39 

mCFP 433 475 32,500 Monomer 39 

Midori-Ishi 

Cyan 
472 495 27,300 Dimer 73 

EGFP 484 507 56,000 Monomer* 100 

AcGFP 480 505 50,000 Monomer* 82 

ZsGreen 493 505 43,000 Tetramer 117 

EYFP 514 527 83,400 Monomer* 151 

YPet 517 530 104,000 Monomer* 238 

ZsYellow1 529 539 20,200 Tetramer 25 

mOrange 548 562 71,000 Monomer 146 

dTomato 554 581 69,000 Dimer 142 

DsRed 558 583 75,000 Tetramer 176 

DsRed2 563 582 43,800 Tetramer 72 

DsRed-

Express (T1) 
555 584 38,000 Tetramer 58 

DsRed-

Monomer 
556 586 35,000 Monomer 10 

mStrawberry 574 596 90,000 Monomer 78 

AsRed2 576 592 56,200 Tetramer 8 

mRFP1 584 607 50,000 Monomer 37 

mCherry 587 610 72,000 Monomer 47 

mRaspberry 598 625 86,000 Monomer 38 
 

 

 

http://www.olympusconfocal.com/applications/fpcolorpalette.html
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Δηθόλα 1.11. Φάζια δζέβενζδξ ηαζ εηπμιπήξ δζαθυνςκ θεμνζγμοζχκ πνςηεσκχκ 

ζοιπενζθαιαακυιεκδξ ηαζ ηδξ mCherry 

(http://www.olympusconfocal.com/applications/fpcolorpalette.html)  

 

 

 

 atggtgagcaagggcgaggaggataacatggccatcatcaaggagttcatgcgcttcaag 

  M  V  S  K  G  E  E  D  N  M  A  I  I  K  E  F  M  R  F  K 

 gtgcacatggagggctccgtgaacggccacgagttcgagatcgagggcgagggcgagggc 

  V  H  M  E  G  S  V  N  G  H  E  F  E  I  E  G  E  G  E  G 

 cgcccctacgagggcacccagaccgccaagctgaaggtgaccaagggtggccccctgccc 

  R  P  Y  E  G  T  Q  T  A  K  L  K  V  T  K  G  G  P  L  P 

 ttcgcctgggacatcctgtcccctcagttcatgtacggctccaaggcctacgtgaagcac 

  F  A  W  D  I  L  S  P  Q  F  M  Y  G  S  K  A  Y  V  K  H 

 cccgccgacatccccgactacttgaagctgtccttccccgagggcttcaagtgggagcgc 

  P  A  D  I  P  D  Y  L  K  L  S  F  P  E  G  F  K  W  E  R 

 gtgatgaacttcgaggacggcggcgtggtgaccgtgacccaggactcctccctgcaggac 

  V  M  N  F  E  D  G  G  V  V  T  V  T  Q  D  S  S  L  Q  D 

 ggcgagttcatctacaaggtgaagctgcgcggcaccaacttcccctccgacggccccgta 

  G  E  F  I  Y  K  V  K  L  R  G  T  N  F  P  S  D  G  P  V 

 atgcagaagaagaccatgggctgggaggcctcctccgagcggatgtaccccgaggacggc 

  M  Q  K  K  T  M  G  W  E  A  S  S  E  R  M  Y  P  E  D  G 

 gccctgaagggcgagatcaagcagaggctgaagctgaaggacggcggccactacgacgct 

  A  L  K  G  E  I  K  Q  R  L  K  L  K  D  G  G  H  Y  D  A 

 gaggtcaagaccacctacaaggccaagaagcccgtgcagctgcccggcgcctacaacgtc 

  E  V  K  T  T  Y  K  A  K  K  P  V  Q  L  P  G  A  Y  N  V 

 aacatcaagttggacatcacctcccacaacgaggactacaccatcgtggaacagtacgaa 

  N  I  K  L  D  I  T  S  H  N  E  D  Y  T  I  V  E  Q  Y  E 

 cgcgccgagggccgccactccaccggcggcatggacgagctgtacaagtaa 

  R  A  E  G  R  H  S  T  G  G  M  D  E  L  Y  K  - 

 

Δηθόλα 1.12. Νμοηθεμηζδζηή ηαζ αιζκμλζηή αθθδθμοπία ηδξ mCherry (GenBank: AY678264.1) 

 

http://www.olympusconfocal.com/applications/fpcolorpalette.html
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Δηθόλα 1.13. A. Γμιζηυ ιμκηέθμ 3D ακαπανάζηαζδξ ηδξ θεμνίγμοζαξ πνςηεΐκδξ mCherry, Β. ηενεμπδιζηή 

δμιή ημο πνςιμθυνμο ηδξ mCherry  

(http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/anthozoafps.html)  

 

 

 
 

Δηθόλα 1.14. A. Κνοζηαθθμβναθζηυξ πάνηδξ ημο ηαηαθοηζημφ ηέκηνμο ηδξ GFP. B. Ακηζδνάζεζξ πμο 

δδιζμονβμφκ ημ Υνςιμθυνμ ηδξ GFP [29]  

(http://www-bioc.rice.edu/Bioch/Phillips/Papers/gfpbio.html) 

1.5 Μεηαθνξείο Ννπθιενβάζεσλ   

Οζ Νμοηθεμαάζεζξ είκαζ αγςημφπεξ μνβακζηέξ αάζεζξ, ααζζηά δμιζηα ζοζηαηζηά ηςκ 

κμοηθεμγζηχκ (κμοηθεμζζδίςκ) (Δζηυκα 1.15) ηαζ ηςκ κμοηθεμηζδίςκ πμο απανηίγμοκ ημ DNA 

ηαζ RNA. Eιπθέημκηαζ επίζδξ ζηδ θοζζμθμβία ηςκ ηοηηάνςκ ςξ πδβέξ εκένβεζαξ ηαζ ζε 

ιμκμπάηζα ιεηαβςβήξ ζήιαημξ [7, 30]. ηα εδθαζηζηά, μζ κμοηθεμαάζεζξ ιπμνμφκ κα 

ζοκηεεμφκ απυ ηδκ ανπή (de novo) απυ ιζηνά πνυδνμια ιυνζα, υπςξ αζπανηζηυ, βθμοηαιίκδ, 

βθοηίκδ ηαζ 10-θμνιοθμηεηνατδνμθμθζηυ, αθθά ηαζ κα ακαηηδεμφκ απυ ημκ ελςηοηηάνζμ 

πχνμ ιέζς ημο ιμκμπαηζμφ ακάηηδζδξ/ακαηφηθςζδξ κμοηθεμαάζεςκ (nucleobase salvage) 

[31]. Πανάθθδθα, κμοηθεμαάζεζξ ιπμνμφκ κα ακαηηδεμφκ απυ ηα ηφηηανα ηςκ ακχηενςκ 

εοηανοςηζηχκ ιε ακαηφηθςζδ ηςκ δμιζηχκ ζημζπείςκ ηςκ κμοηθεσκζηχκ μλέςκ ιεηά απυ 

απμζημδυιδζδ / πέρδ ημοξ ζημκ εκηενζηυ ζςθήκα [32, 33]. 

http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/anthozoafps.html
http://www-bioc.rice.edu/Bioch/Phillips/Papers/gfpbio.html
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Δηθόλα 1.15. Γμιέξ ηςκ πέκηε ημζκχκ κμοηθεμαάζεςκ ηαζ ακηζπνμζςπεοηζηχκ κμοηθεμζζδίςκ 

ηαζ κμοηθεμηζδίςκ http://what-when-how.com/molecular-biology/nucleotides-nucleosides-and-

nucleobases-molecular-biology/ 

 

Ανηεημί ιεηαθμνείξ κμοηθεμαάζεςκ έπμοκ ηαοημπμζδεεί ζε υθμοξ ημοξ μνβακζζιμφξ 

ηαζ έπμοκ ιεθεηδεεί εηηεκχξ ηονίςξ ζε ελεθζηηζηά ηαηχηενμοξ μνβακζζιμφξ υπςξ ααηηήνζα 

[34], ιφηδηεξ [35-37], θοηά ηαζ πνςηυγςα [38]. Καηδβμνζμπμζμφκηαζ ιε αάζδ ημκ 

θεζημονβζηυ ηαζ ιμνζαηυ παναηηδνζζιυ ημοξ ζε ηέζζενζξ ελεθζηηζηά δζαθμνεηζηέξ μζημβέκεζεξ 

πνςηεσκχκ ιεηαθμνέςκ κμοηθεμαάζεςκ πμο είκαζ α) ζοιιεηαθμνείξ κμοηθεμαάζεςκ / 

ηαηζυκηςκ-1 (NCS1), βκςζημί ηαζ ςξ PRT ιεηαθμνείξ (Purine Related Transporters) [33], α) 

ιεηαθμνείξ κμοηθεμαάζεςκ / αζημναζημφ (Nucleobase-Ascorbate Transporter) NAT ή NCS2, 

β) δ μζημβέκεζα AzgA ηαζ δ) μζ ελζζμννμπδηζημί ιεηαθμνείξ κμοηθεμαάζεςκ ENTs 

(Equilibrative Nucleobase Trasnporters).  

Ζ μζημβέκεζα NCS1 πενζθαιαάκεζ ζοιιεηαθμνείξ κμοηθεμαάζεςκ / H
+
 απυ 

πνμηανοςηζηά, ιφηδηεξ ηαζ θοηά. Σα πθέμκ βκςζηά ιέθδ ηδξ ιεηαθένμοκ πμονίκεξ ή/ηαζ 

πονζιζδίκεξ (αδεκίκδ, οπμλακείκδ, βμοακίκδ, μοναηίθδ, ηοημζίκδ). Μενζημί υιςξ ιεηαθμνείξ, 

ιέθδ αοηήξ ηδξ μζημβέκεζαξ πανμοζζάγμοκ ελεζδίηεοζδ, ηαζ βζα άθθεξ εκχζεζξ ζπεηζηέξ ιε ηζξ  

πμονίκεξ υπςξ αθθακημΐκδ, οδακημΐκδ, εεζαιίκδ, εκχζεζξ ιε αάζδ ηδκ πονζδμλάθδ ηαζ 

κζημηζκαιζδζηυ νζαμγίηδ  [39].  
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Ζ μζημβέκεζα NAT / NCS2 πενζθαιαάκεζ ζοιιεηαθμνείξ μονζημφ μλέμξ / λακείκδξ / 

μοναηίθδξ-Ζ
+
 ηαζ παναδυλςξ ηαζ ηα μιυθμβα ημο ιεηαθμνέα εδθαζηζηχκ  L-αζημναζημφ/Na

+
 

απυ ααηηήνζα, ιφηδηεξ ηαζ θοηά [40, 41]. διακηζηυ είκαζ κα ακαθενεεί  υηζ δ μζημβέκεζα 

ΝΑΣ δεκ εηθνάγεηαζ ζηα πνςηυγςα [39].  

Σα ιυκα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ ιεηαθμνέςκ AzgA πμο έπμοκ ιεθεηδεεί θεζημονβζηά 

είκαζ εηείκα ημο αζημιφηδηα Aspergillus nidulans [37] ηαζ Aspergillus fumigatus [42] ηαζ ημο 

θοημφ Arabidopsis thaliana [43], πμο είκαζ αοζηδνά εζδζημί ζοιιεηαθμνείξ πμονζκχκ 

(Αδεκίκδ, Τπμλακείκδ, Γμοακίκδ) / Ζ
+
. 

Σέθμξ, εζδζημί ιεηαθμνείξ κμοηθεμαάζεςκ ηδξ μζημβέκεζαξ ENT οπάνπμοκ ζε πνςηυγςα 

ηαζ εδθαζηζηά [44-46]. Οζ πενζζζυηενμζ θαίκεηαζ κα είκαζ ζοιιεηαθμνείξ Ζ
+ 

ηαζ ιενζημί 

ιπμνεί επίζδξ κα ακαβκςνίγμοκ κμοηθεμζζδζηέξ αάζεζξ [39] (Δζηυκα 1.15). 

ηα εδθαζηζηά, πμθθαπθμί ιεηαθμνείξ μνβακζηχκ ακζυκηςκ, πμο ακήημοκ ζε ελεθζηηζηά 

δζαθμνεηζηέξ μζημβέκεζεξ, έπμοκ ακαθενεεί κα ζοιαάθθμοκ ζηδ κεθνζηή απέηηνζζδ ημο 

μονζημφ μλέμξ (URAT1, UAT, OAT1, ΟΑΣ3, MRP2, MRP4 ηαζ Oatv1) [47, 48]. Σμ βμκίδζμ 

ημο ιεηαθμνέα SLC2A9, εεςνείηαζ υηζ ηςδζημπμζεί βζα έκακ ιεηαθμνέα θνμοηηυγδξ πμο ιε 

έηθναζδ ζε ςμηφηηανα Xenopus laevis, δείπεδηε μηζ είκαζ ιεηαθμνέαξ [49] μονζημφ μλέμξ 

(ιέθμξ ηδξ MFS=Major Facilitator Superfamily) ιε δνάζεζξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδ νφειζζδ 

ηδξ ζοβηέκηνςζδξ μονζημφ μλέμξ ζημκ μνυ, οπενμονζπαζιία, μονζηή ανενίηζδα ηαζ εκδεπυιεκα 

ηανδζαββεζαηέξ αζεέκεζεξ ηαζ δζααήηδ [50].  

Ζ μζημβέκεζα ΝΑΣ ζοζηάεδηε ιε ηδκ ηθςκμπμίδζδ ηαζ παναηηδνζζιυ ηςκ πενιεαζχκ 

UapA27,28 ηαζ UapC29 μονζημφ μλέμξ-λακείκδξ απυ ημκ αζημιφηδηα Aspergillus nidulans 

ηαζ ηςκ πενιεαζχκ UraA30 ηαζ PyrP31 μοναηίθδξ απυ ηα ααηηήνζα  Escherichia coli ηαζ 

Bacillus subtilis, ακηίζημζπα. [39] 

Όθμζ μζ έλζ ιέπνζ ηχνα ιεθεηδιέκμζ ιεηαθμνείξ εδθαζηζηχκ ηδξ μζημβέκεζαξ NAT (SVCT1 

ηαζ SVCT2) ιεηαθένμοκ L-αζημναζηυ μλφ ακηί βζα πμονίκεξ ή πονζιζδίκεξ. Έηζζ, δ μζημβέκεζα 

ιεηαθμνέςκ ΝΑΣ οπμδζαζνείηαζ ζε ηνεζξ οπμ-μζημβέκεζεξ ακάθμβα ιε ηδκ ελεζδίηεοζδ 

οπμζηνχιαημξ. Ζ πνχηδ, πμο εκημπίγεηαζ ζε ααηηήνζα, ιφηδηεξ ηαζ θοηά, είκαζ εζδζηή βζα ηζξ 

μλεζδςιέκεξ πμονίκεξ, λακείκδ ή/ηαζ μονζηυ μλφ. Ζ δεφηενδ, έπεζ ανεεεί ιυκμ ζε ααηηήνζα 

ηαζ είκαζ εζδζηή βζα μοναηίθδ ηαζ δ ηνίηδ έπεζ ανεεεί ζηα ζπμκδοθςηά ηαζ είκαζ εζδζηή βζα ηδ 

ιεηαθμνά L-αζημναζημφ μλέμξ. Όθμζ μζ βκςζημί ιεηαθμνείξ NAT απυ ααηηήνζα, ιφηδηεξ ηαζ 

θοηά είκαζ ορδθήξ ζοββέκεζαξ ζοιιεηαθμνείξ Ζ
+
, εκχ μζ SVCTs εδθαζηζηχκ ζοιιεηαθένμοκ 

Na
+
 ιε L-αζημναζηυ [39, 51]. Δηαημκηάδεξ μιυθμβμζ ιεηαθμνείξ ΝΑΣ έπμοκ ηαοημπμζδεεί ζε 

υθμοξ ζπεδυκ ημοξ μνβακζζιμφξ, ιε ελέπμοζεξ ελαζνέζεζξ ημκ Saccharomyces cerevisiae ηαζ 

ανηεηά πνςηυγςα ζηα μπμία ζοβηαηαθέβεηαζ ηαζ δ Leishmania tarentolae. 
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Γεδμιέκδξ ηδξ ζδιαζίαξ ημο ιεηααμθζζιμφ ηαζ ακάηηδζδξ/ακαηφηθςζδξ πμονζκχκ (purine 

salvage and metabolism) βζα ηδκ γςή ηαζ ηδκ μιαθή θεζημονβία υθςκ ηςκ ηοηηάνςκ, αθθά 

ηαζ ημο υηζ εκχζεζξ ακάθμβα πμονίκδξ ηαζ πονζιζδίκδξ πνδζζιμπμζμφκηαζ εονέςξ ςξ 

πδιεζμεεναπεοηζηά θάνιαηα βζα ηδκ ακηζιεηχπζζδ θμζιχλεςκ απυ δζάθμνμοξ θμζιμβυκμοξ 

πανάβμκηεξ (ζμφξ, πνςημγςζηά πανάζζηα)  ηαζ ζμαανχκ αζεεκεζχκ, υπςξ μ  ηανηίκμξ, αθθά 

ηαζ βζα ηδκ πνυθδρδ απυννζρδξ ιεηαιμζπεοιέκςκ μνβάκςκ [52-58], μζ ιεηαθμνείξ 

κμοηθεμαάζεςκ ηαζ κμοηθεμζζδίςκ ζοβηεκηνχκμοκ ημ έκημκμ εκδζαθένμκ ηδξ ενεοκδηζηήξ 

ημζκυηδηαξ. 

1.5.1 Μεηαθνξέαο rSNBT1 / Slc23a4 

Μέπνζ ζηζβιήξ ιεηαθμνείξ κμοηθεμαάζεςκ έπμοκ ανεεεί ηαζ ιεθεηδεεί εηηεκχξ ζε 

ηαηχηενμοξ μνβακζζιμφξ (ααηηήνζα, ιφηδηεξ ηαζ πνςηυγςα), υπςξ ακαθένεδηε ηαζ 

παναπάκς [31]. φιθςκα ιε αζμπθδνμθμνζηή ακάθοζδ, ηα εδθαζηζηά έπμοκ ιυκμ ιζα 

μζημβέκεζα ιεηαθμνέςκ κμοηθεμαάζεςκ, ηδκ SLC23, ηα ιέθδ ηδξ μπμίαξ είκαζ μιυθμβα ιε ηδ 

NAT [51, 59]. Ζ μζημβέκεζα SLC23 έπεζ ηέζζενα ιέθδ, δφμ εη ηςκ μπμίςκ είκαζ μζ 

SVCT1/SLC23A1 ηαζ SVCT2/SLC23A2 ηαζ είκαζ παναηηδνζζιέκμζ ςξ κάηνζμ-ελανηχιεκμζ 

ιεηαθμνείξ αζημναζημφ (SVCTs). Δίκαζ εκδζαθένμκ υηζ μζ ιεηαθμνείξ αοημί δεκ ιεηαθένμοκ 

κμοηθεμαάζεζξ [40]. Πνυζεεηα, ζηδκ μζημβέκεζα αοηή ακήηεζ ηαζ μ ιεηαθμνέαξ SLC23A3, ιε 

άβκςζηεξ ιέπνζ ζηζβιήξ ζδζυηδηεξ, βζα ημκ μπμίμ ακαθένεηαζ υηζ δεκ ιεηαθένεζ αζημναζηυ ηαζ 

κμοηθεμαάζεζξ [60, 61]. Με αζμπθδνμθμνζηή ακάθοζδ έπεζ εκημπζζηεί  ηαζ μ ιεηαθμνέαξ 

SLC23A4, ςξ πνχημξ ιεηαθμνέαξ κμοηθεμαάζεςκ ζηα εδθαζηζηά [31]. 

O ιεηαθμνέαξ rSNBT1/Slc23a4 (GenBank: AB511909) απμιμκχεδηε απυ ημ θεπηυ 

έκηενμ ανμοναίμο (Rattus norvegicus) ηαζ παναηηδνίζηδηε ςξ κάηνζμ-ελανηχιεκμξ 

ιεηαθμνέαξ μνζζιέκςκ κμοηθεμαάζεςκ: μοναηίθδξ, εοιίκδξ, βμοακίκδξ, οπμλακείκδξ ηαζ 

λακείκδξ (μζημβέκεζα NAT/NCS2) (Δζηυκα 1.16).  

 



40 

 

 

 

Δηθόλα 1.16. Φοθμβεκεηζηή απεζηυκζζδ ηδξ μζημβέκεζαξ NAT/NCS2 (ηαηαζηεοάζηδηε ιε ημ πνυβναιια 

MEGA). Με ηυηηζκμ πθαίζζμ ημκίγεηαζ μ ιεηαθμνέαξ rSNBT1 [62]. 

 

διακηζηυ είκαζ υηζ μ rSNBT1/Slc23a4, είκαζ μ πνχημξ ιεηαθμνέαξ κμοηθεμαάζεςκ 

πμο έπεζ ηαοημπμζδεεί ζε εδθαζηζηά. Ονευθμβα βμκίδζα ημο rSNBT1 είκαζ βεκεηζηά 

εθαηηςιαηζηά ζημκ άκενςπμ, βεβμκυξ πμο οπμδδθχκεζ ηδκ πζεακυηδηα δ θεζημονβία αοηή κα 

έπεζ παεεί ελεθζηηζηά ζημκ άκενςπμ ηαζ εκδεπμιέκςξ ηαζ ζε άθθα ακχηενα πνςηεφμκηα [31]. 

1.5.2 Γνκή ηνπ κεηαθνξέα rSNBT1 

Όπςξ ηαζ βζα άθθμοξ ιεηαθμνείξ ιε πμθθέξ οδνυθμαεξ δζαιειανακζηέξ πενζμπέξ, [39]. 

έηζζ ηαζ βζα ημκ rSNBT1/Slc23a4 μζ δμιζηέξ ιεθέηεξ είκαζ ελαζνεηζηά δφζημθεξ. Απυ ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο βμκζδίμο ημο (GenBank: AB511909) [31] βκςνίγμοιε υηζ μ ιεηαθμνέαξ 

rSNBT1 ηςδζημπμζείηαζ απυ έκα βμκίδζμ 1842 γεοβχκ αάζεςκ ηαζ έπεζ 614 αιζκμλέα. Σμ 

πνμαθεπυιεκμ ιμνζαηυ αάνμξ ημο είκαζ ΜW= 66174.21 ιε ζζμδθεηηνζηυ ζδιείμ PI= 7.50  

Μμκηέθμ 3D ακαπανάζηαζδξ ηδξ οπενδεοηενμηαβμφξ δμιήξ ημο ααζζζιέκμ ζηδκ θοιέκδ δμιή 

ιζαξ ααηηδνζαηή μιυθμβδξ πνςηεΐκδξ, ημο ιεηαθμνέα UraA (3QE7) (Δζηυκα 1.17) [63] 

πνμαθέπεζ ηδκ φπανλδ 14 δζαιειανακζηχκ πενζμπχκ.  
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Δηθόλα 1.17. Μμκηέθμ δμιήξ ημο ιεηαθμνέα rSNBT1 ιε αάζδ ηδκ μιμθμβία ημο ιε ημκ ιεηαθμνέα 

UraA ημο μπμίμο δ δμιή είκαζ θοιέκδ (3QE7): Οζ έθζηεξ ημο ημιέα ημο πονήκα θαίκμκηαζ ζηδ 

πςνμπθδνςηζηή ακαπανάζηαζδ (TM 1-3 ηαζ 8-10) (ηυηηζκμ) ηαζ ημο ημιέα ηδξ πφθδξ ιε ηζξ 

ημνδέθεξ (ιπθε) (Δργαζηήρηο Δσζηάζηοσ Φρηιιίγγοσ, αδεκοζίεσηα αποηειέζκαηα) 

Μέπνζ ηχνα έπμοκ βίκεζ πμθθέξ πνμζπάεεζεξ έηθναζδξ-οπενέηθναζδξ, απμιυκςζδξ 

ηαζ ηνοζηάθθςζδξ, ααηηδνζαηχκ μιμθυβςκ ή ιοηδηζηχκ μιμθυβςκ, ηςκ ιεηαθμνέςκ ηδξ 

μζημβέκεζαξ ΝΑΣ, απυ ηζξ μπμίεξ δεκ έπμοκ παναπεεί ζηακμπμζδηζηά απμηεθέζιαηα, πανά 

ιυκμ ζηδκ πενίπηςζδ ημο ααηηδνζαημφ ζοιιεηαθμνέα Οοναηίθδξ UapA ηαζ ημο ιεηαθμνέα 

πμονζκχκ/Ζ
+
 AzgA απυ ημκ ιφηδηα Aspergilus nidulans [63, 64]. Τπάνπμοκ ςζηυζμ 

δοζημθίεξ ζηδκ πνμζπάεεζα ηνοζηάθθςζδξ ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ ιεηαθμνέςκ [65-67].  

Καηά ηδκ έηθναζδ ακενχπζκςκ ιειανακζηχκ πνςηεσκχκ ηαζ ιεηαθμνέςκ ζηα ζοκήεδ 

εηενυθμβα ζοζηήιαηα έηθναζδξ, π.π. ζαηπανμιφηδηα [68, 69] ή ηφηηανα εκηυιςκ 

Spodoptera frugiperda [70], δ πμζυηδηα ηςκ πνςηεσκχκ πμο πανάβεηαζ δεκ είκαζ επανηήξ βζα 

δμιζηέξ ιεθέηεξ, είηε θυβς αηεθμφξ ιεηα-ιεηαθναζηζηήξ ςνίιακζδξ, είηε ακεπανημφξ 

ζηυπεοζδξ πνμξ ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ είηε θυβς ηοηηανμημλζηχκ θαζκμιέκςκ 

[54]. 

ε ακηίεεζδ ιε ηδκ έθθεζρδ ηςκ δμιζηχκ ιεθεηχκ πάκς ζημοξ ιεηαθμνείξ, οπάνπεζ 

πθδεχνα βεκεηζηχκ ηαζ αζμπδιζηχκ πνμζεββίζεςκ πμο αημθμοεμφκηαζ, ηα ηεθεοηαία πνυκζα 

βζα δμιζηέξ ιεθέηεξ, ςξ επί ημ πθείζημκ ζημκ ιφηδηα Aspergillus nidulans ηαζ ζημ ααηηήνζμ 

Escherichia coli, πμο ζοιαάθθμοκ ζδιακηζηά ζηδκ απμηςδζημπμίδζδ ηςκ δμιζηχκ 

παναηηδνζζηζηχκ  ηςκ ιεηαθμνέςκ κμοηθεμαάζεςκ [51, 62, 64]. Δπίζδξ, ιε αάζδ 

πνμαθέρεζξ δμιχκ απυ ακάθοζδ ηδξ αιζκμλζηήξ αθθδθμοπίαξ (ηαε. Γζαθθζκάξ Γ., 

αδδιμζίεοηα απμηεθέζιαηα) δζαθαίκεηαζ υηζ μζ ιεηαθμνείξ NCS1 εα ιπμνμφζακ κα 

πανμοζζάγμοκ μιμζυηδηα ζηδ δμιή ημοξ ιε ημοξ ααηηδνζαημφξ ιεηαθμνείξ θεοηίκδξ (LeuT) 
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ημο Aquifex aeolicus ηαζ βαθαηηυγδξ p(vSGLT) ημο Vibrio arahaemolyticus, απυ 

δζαθμνεηζηέξ μζημβέκεζεξ ζοιιεηαθμνέςκ, δ δμιή ηςκ μπμίςκ θφεδηε πνυζθαηα [71, 72]. 

Δπίζδξ, μζ ιεηαθμνείξ NCS1, ΝΑΣ/NCS2 ηαζ AzgA, εα ιπμνμφζακ κα έπμοκ ιαηνζκή 

ζοββέκεζα, αθθά αοηυ δεκ οπμζηδνίγεηαζ απυ ηδκ μιμθμβία ηδξ πνςηεσκζηήξ αθθδθμοπίαξ 

[73]. 

Μζα θεπημιενήξ βκχζδ ηςκ δμιζηχκ παναηηδνζζηζηχκ ηςκ ιεηαθμνέςκ 

κμοηθεμαάζεςκ ή κμοηθεμζζδίςκ είκαζ απαναίηδηδ ζηδκ ηαηακυδζδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ 

θανιάημο-ιεηαθμνέα ηαζ μδδβεί ζε αεθηίςζδ ζημ ζπεδζαζιυ κέςκ  θανιάηςκ.  Δπίζδξ, αοηυ 

εα αμδεήζεζ κα ηαηακμήζμοιε πχξ ζοβηεηνζιέκμζ πμθοιμνθζζιμί ζηδ δμιή ημοξ ιπμνμφκ κα 

μδδβήζμοκ ζε δζαηάναλδ ηδξ θεζημονβίαξ ημοξ, ηνμπμπμζχκηαξ ηεθζηά ηδ θανιαημδοκαιζηή 

ημο θανιάημο. Δκ ηαηαηθείδζ, δ ιεθέηδ ημο νυθμο ηςκ πνςηεσκζηχκ ιεηαθμνέςκ ζηδκ 

ηοηηανζηή θοζζμθμβία εα απμηαθφρεζ κέμοξ θανιαημθμβζημφξ ζηυπμοξ ζηδ εεναπεία πμθθχκ 

αζεεκεζχκ. 

Δπζθέλαιε κα ιεθεηήζμοιε ημκ ιεηαθμνέα rSNBT1 ιε εηενυθμβδ έηθναζδ ημο ζημ ιδ 

παεμβυκμ βζα ημκ άκενςπμ πνςηυγςμ Leishmania tarentolae δζυηζ αοηυ είκαζ έκα ζφζηδια 

πμο πανμοζζάγεζ ανηεηά πθεμκεηηήιαηα ςξ πνμξ ηδκ δοκαηυηδηα θεζημονβζηήξ έηθναζδξ 

ιειανακζηχκ πνςηεσκχκ ηαζ ιεηαθμνέςκ ακχηενςκ εοηανοςηζηχκ, βζα ημοξ θυβμοξ πμο 

ακαθένεδηακ ζημ ηεθάθαζμ 1.3  [13, 14]. 
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2 ΜΔΘΟΓΟΗ ΚΑΗ ΤΛΗΚΑ 

2.1 Βηνπιεξνθνξηθή κειέηε ηνπ γνληδίνπ ηνπ κεηαθνξέα rSNBT1 θαη ηεο 

πξσηεΐλεο mCherry 

H αζμπθδνμθμνζηή ακάθοζδ εκυξ βμκίδζμο ηαζ ηδξ πνςηεΐκδξ πμο ηςδζημπμζεί απμηεθεί 

έκα πνχημ ηαζ ελαζνεηζηά πνήζζιμ αήια βζα ηδ ιεθέηδ ημοξ. Αοηή πενζθαιαάκεζ ιεηαλφ 

άθθςκ ηδκ εφνεζδ δμιζηχκ πενζμπχκ (ιμηίαςκ) ζηδκ πνςηεσκζηή αθθδθμοπία ιε πζεακή 

θεζημονβζηή ζδιαζία ηαζ ηδκ εφνεζδ μιμθμβίαξ ιε άθθεξ πνςηεΐκεξ. 

Γζα ηδκ ακάθοζδ ηδξ αθθδθμοπίαξ ηςκ πνςηεσκχκ πμο ιεθεηήεδηακ ζηδκ πανμφζα ενβαζία 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ Expasy Bioinformatics Resource (http://expasy.org/) ηαζ, πζμ 

ζοβηεηνζιέκα, μζ αθβυνζειμζ Translate, Blast, ProtParam, ΣΜΖΜΜ ηαζ TMpred. Δπζπθέμκ 

πνδζζιμπμζήεδηε μ αθβυνζειμξ clustal omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) βζα 

ηδκ ζφβηνζζδ ηςκ αθθδθμοπζχκ DNA.  

Γζα ηδκ εφνεζδ ηςκ ζδιείςκ πέρδξ απυ πενζμνζζηζηά έκγοια βζα ηα βμκίδζα ηςκ mCherry ηαζ 

rSNBT1, δ επελενβαζία ηδξ αθθδθμοπίαξ ηςκ πθαζιζδζαηχκ θμνέςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ 

ηαζ ημο εκεέιαημξ έβζκε δθεηηνμκζηά ιε ημκ αθβυνζειμ NEBCutter 2.0 

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/). 

Σέθμξ, βζα ημκ έθεβπμ ηςκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ πμο ζπεδζάζηδηακ ςξ εηηζκδηέξ ζηδκ 

αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ (PCR) βζα ηδκ εκίζποζδ ημο βμκζδίμο ηδξ mCherry, 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ θμβζζιζηυ OligoAnalyzer 3.1 

(http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/). 

2.2 Κισλνπνίεζε ησλ γνληδίσλ ηεο mCherry (mcherry) θαη ηνπ rSNBT1 

(rsnbt1) ζε πιαζκηδηαθνύο θνξείο έθθξαζεο 

2.2.1 Δλίζρπζε ησλ γνληδίσλ mcherry θαη rsnbt1 κε ηελ ηερληθή ηεο αιπζηδσηήο 

αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR) 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

mCherry 

 Πνμηαηαζηεοαζιέκα ακηζδναζηήνζα ΚΑΡΑ2G Robust PCR Kits (KAPA 

BIOSYSTEMS), ζηα μπμία πενζέπεηαζ δ πμθοιενάζδ ηαζ ηα νοειζζηζηά δζαθφιαηα 

ημο εκγφιμο 

file:///C:\Users\Admin\AppData\Local\AppData\Local\AppData\Local\Local%20Settings\AppData\Local\Local%20Settings\Temp\(http:\expasy.org\)
http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/
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 Γζάθοια ηνζθςζθμνζηχκ δεμλονζαμκμοηθεμγζηχκ (dNTP), ημ μπμίμ πενζέπεζ dATP, 

dGTP, dTTP ηαζ dCTP ζε δζάθοια θςζθμνζηχκ ζοβηέκηνςζδξ 10 mΜ ημ ηαεέκα, 

KAPA BIOSYSTEMS 

 Δηηζκδηέξ (primers) ζπεδζάζηδηακ ζημ ενβαζηήνζμ ηαζ έβζκε δ ζφκεεζδ απυ ηδκ 

εηαζνεία Lieferschein, ιέζς ηδξ Δθθδκζηήξ εηαζνείαξ Lab Supplies. Οζ αθθδθμοπίεξ 

ημοξ ακαθένμκηαζ ζημ ηεθάθαζμ ηςκ Απμηεθεζιάηςκ (πανάβναθμξ 3.1.1, Πίκαηαξ 3.1) 

 ςθήκεξ PCR, Kisker 

 Τπενηάεανμ απμζηεζνςιέκμ κενυ 

 Θενιμηοηθμπμζδηήξ, MJ Research, PTC-200 

rSNBT1 

Ζ εκίζποζδ ημο βμκζδίμο ημο ιεηαθμνέα rSNBT1 πναβιαημπμζήεδηε απυ ημ ενβαζηήνζμ ημο 

ηαεδβδηή Δοζηάεζμο Φνζθθίββμο, Δνβαζηήνζμ Βζμθμβζηήξ Υδιείαξ, Ηαηνζηή πμθή, 

Πακεπζζηήιζμ Ηςακκίκςκ. Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ εηηζκδηχκ ακαθένμκηαζ ζημ ηεθάθαζμ ηςκ 

Απμηεθεζιάηςκ (πανάβναθμξ 3.1.1, Πίκαηαξ 3.2)  

Μέζνδνο 

Ανπζηά, παναζηεοάγεηαζ ημ ιίβια (master mix), ημ μπμίμ πενζέπεζ ημ εηιαβείμ ημο DNA, ημ 

γεφβμξ ηςκ εηηζκδηχκ, ηα ηέζζενα dNTP ηαζ ημ νοειζζηζηυ δζάθοια πμο πενζέπεζ ηαζ ζυκηα 

Μg
2+

, απαναίηδηα βζα ηδ δνάζδ ηδξ πμθοιενάζδξ. ε πενίπηςζδ πμο είκαζ ακαβηαία 

ιεβαθφηενδ πμζυηδηα Μg
2+

 πνμζηίεεκηαζ ιε ηδ ιμνθή ημο πθςνζδίμο (MgCl2). ημ ηέθμξ 

πνμζηίεεηαζ δ DNA πμθοιενάζδ, δ μπμία θοθάζζεηαζ ζημοξ -20
μ
C. 

Ζ πζζηυηδηα ηδξ ακηζβναθήξ ημο DNA είκαζ παναηηδνζζηζηυ πμζυηδηαξ ηδξ εηάζημηε 

πμθοιενάζδξ, δ μπμία ακ έπεζ ηαζ δζμνεςηζηή δνάζδ ελςκμοηθεάζδξ υπςξ δ Κapa2G 

πμθοιενάζδ, πνμηαθεί πμθφ θζβυηενεξ ιεηαθθάλεζξ θυβς θαεχκ ζηδκ ακηζβναθή. ημκ πίκαηα 

2.1 θαίκμκηαζ μζ ηεθζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ ακηζδναζηδνίςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ηαζ ηα 

ζηάδζα ηδξ δζαδζηαζίαξ.  

Πίλαθαο  2.1. Μίβια ακηίδναζδξ PCR βζα ηδκ εκίζποζδ ημο βμκζδίμο mcherry 

 

Αληηδξαζηήξηα Πνζόηεηεο Σειηθέο ζπγθεληξώζεηο 

Ροειζζηζηυ δζάθοια 5x (πενζέπεζ 1,5 mM 

Μg
2+

) 
20 ιL 1x 

dNTPs 10 mM 2 ιL 200 ιΜ 

Πνυζεζμξ εηηζκδηήξ 5’ BglII 10 ιΜ 5 ιL 0.5 ιΜ 
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Ακάζηνμθμξ εηηζκδηήξ 3’ XhoI 10 ιΜ 5 ιL 0.5 ιΜ 

Δηιαβείμ DNA (pcDNAIII-mCherry 

stock 4,715ιg/ul) 
8.48 ιL 5 ng/ακηίδναζδ 

Πμθοιενάζδ ΚΑΡΑ2G (5 U/ιL) 0.8 ιL 2.5 U/ακηίδναζδ 

Mg
2+

 -  

Νενυ 58.72 ιL  

πλνιηθά 100 κL  

 

2.2.2 Μέηξεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ DNA 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Φαζιαημθςηυιεηνμ Nanodrop ND 2000/2000c (Thermo Scientific) 

Μέζνδνο 

Πμζυηδηα 1-2 ιL δείβιαημξ δζαθφιαημξ DNA ημπμεεηείηαζ ζημ άηνμ ιζαξ μπηζηήξ ίκαξ. 

Μεηνάηαζ δ απμννυθδζδ ημο δείβιαημξ ζηα 230 nm, ζηα 260 nm ηαζ ζηα 280 nm. Ο θυβμξ 

260/280 πνέπεζ κα ηοιαίκεηαζ ακάιεζα ζημ 1.8-2.0 βζα κα εεςνείηαζ ημ δείβια ηαεανυ ηαζ 

απαθθαβιέκμ απυ πνςηεΐκεξ. Ο θυβμξ 260/230 πνέπεζ κα είκαζ ιεβαθφηενμξ απυ ημκ 

πνμδβμφιεκμ ηαζ κα ηοιαίκεηαζ ακάιεζα ζημ 2 (0-2.2) βζα κα εεςνείηαζ ημ δείβια 

απαθθαβιέκμ απυ θαζκυθεξ ηαζ άθθα πδιζηά ακηζδναζηήνζα (π.π. EDTA) πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ απμιυκςζδ ημο DNA.  

2.2.3 Ζιεθηξνθόξεζε DNA ζε πήθησκα αγαξόδεο 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Αβανυγδ (Agarose Basic, Applichem) 

 Βνςιζμφπμ αζείδζμ, 10 mg/mL, Fluka 

 Ροειζζηζηυ δζάθοια 10Υ TBE (0.9 M Tris-HCl, 0.9 M Βμνζηυ μλφ ορδθήξ 

ηαεανυηδηαξ (Applichem), 0.02 Μ EDTA) 

 Ροειζζηζηυ δζάθοια 1Υ TBE (δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ) 

 Γζάθοια θυνηςζδξ 6Υ (loading dye solution), ημ μπμίμ πενζέπεζ 10 mM Tris-HCl (pH 

7.6), 0.03% w/v ηοακυ ηδξ ανςιμθαζκυθδξ (Merck), 0.03% w/v ηοακυ ημο λοθεκίμο 

(Merck), 60% v/v βθοηενυθδ (Applichem) ηαζ 60 mM EDTA (VWR International). Σμ 

δζάθοια θοθάζζεηαζ ζημοξ 4
μ
 C 
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 Γζαθφιαηα δείηηδ ιεβέεμοξ 1 kb (500-10,000 bp) ηαζ 100 bp (100-1,500 bp) (New 

England Biolabs, NEB). Σα δζαθφιαηα πενζέπμοκ ηιήιαηα DNA ιεβέεμοξ 500-10,000 

bp ηαζ 100-1,500 bp, ακηίζημζπα ηαζ θοθάζζμκηαζ ζημοξ -20
μ
C 

 οζηεοή μνζγυκηζαξ δθεηηνμθυνδζδξ ηαζ ζοζηεοή πανμπήξ δθεηηνζημφ νεφιαημξ 

(Power Pac), Owl Buffer Puffer
TM

, Model A5 ηδξ Thermo Fischer Scientific  

 οζηεοή εηπμιπήξ οπενζχδμοξ αηηζκμαμθίαξ (UV) ζοκδεδειέκδ ιε ηάιενα, 

AlphaImager ηδξ Alpha Innoteck 

 Φμφνκμξ ιζηνμηοιάηςκ, R.S Concave Reflex System  

Μέζνδνο 

Γζα ηδκ ακάθοζδ DNA ιε δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ πνδζζιμπμζήεδηακ 

πδηηχιαηα αβανυγδξ 0.8-1.5% w/v. Γζα ηδ δδιζμονβία ημοξ πνμζηέεδηακ 0.8-1.5 g αβανυγδξ 

ζε 100 mL δζαθφιαημξ 1Υ TBE ηαζ ημ δζάθοια εενιάκεδηε ζε θμφνκμ ιζηνμηοιάηςκ έςξ 

υημο ηαηαζηεί δζαοβέξ πςνίξ μναηά ζηενεά οπμθείιιαηα αβανυγδξ. ηδ ζοκέπεζα έβζκε 

πνμζεήηδ 5 ιL ανςιζμφπμο αζεζδίμο ηαζ απυποζδ ημο δζαθφιαημξ ζηδ ζοζηεοή 

δθεηηνμθυνδζδξ, ζηδκ μπμία έπεζ ήδδ ημπμεεηδεεί ημ ¨ηηεκάηζ¨ βζα ηδ δδιζμονβία ηςκ 

εέζεςκ (ηα θνεάηζα) θυνηςζδξ ημο DNA. Μεηά ηδ θυνηςζδ ημο δείβιαημξ DNA, βίκεηαζ 

εθανιμβή ηάζδξ δθεηηνζημφ νεφιαημξ 100-120 V βζα 30-60 θεπηά, ακαθυβςξ ημο ιεβέεμοξ 

ηςκ πνμξ δζαπςνζζιυ ιμνίςκ DNA. 

Μεηά ημ πέναξ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ, δ παναηήνδζδ ηςκ δζαπςνζζιέκςκ γςκχκ ημο DNA 

βίκεηαζ ιε ημπμεέηδζδ ημο πδηηχιαημξ ζε ζοζηεοή εηπμιπήξ οπενζχδμοξ αηηζκμαμθίαξ ηαζ 

θςημβνάθδζδ ιε εζδζηή ρδθζαηή ηάιενα. 

2.2.4 Απνκόλσζε DNA από πήθησκα αγαξόδεο (gel extraction) 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Πνμηαηαζηεοαζιέκα ακηζδναζηήνζα εηπφθζζδξ απυ πδηηή (Nucleospin extract II kit, 

Macherey-Nagel). Πενζέπεζ νοειζζηζηυ δζάθοια πνυζδεζδξ ΝΣ (παμηνμπζηυ 

ακηζδναζηήνζμ), νοειζζηζηυ δζάθοια NT3 (αζεακμθζηυ δζάθοια έηπθοζδξ), δζάθοια 

έηθμοζδξ (αθηαθζηυ δζάθοια Tris-HCl πμο πνμηαθεί έηθμοζδ ημο DNA ζε παιδθέξ 

ζμκηζηέξ ζοκεήηεξ, pH 8.5) 

 Απμζηεζνςιέκδ  πεζνμονβζηή θεπίδα 

 οζηεοή εηπμιπήξ οπενζχδμοξ αηηζκμαμθίαξ (UV) ζοκδεδειέκδ ιε ηάιενα, 

AlphaImager ηδξ AlphaInnoteck 
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 Μάζηα πνμζηαζίαξ απυ ηδκ οπενζχδδ αηηζκμαμθία  

 Τδαηυθμοηνμ, ED13, Julabo 

 Κοηθμακαδεοηήναξ, Labnet VX100 

 Μζηνμγοβυξ αηνζαείαξ, 430-33, Kern 

 Μζηνμθοβυηεκηνμξ, Eppendorf 5417R 

Μέζνδνο  

Με απμζηεζνςιέκδ θεπίδα ηυαμκηαζ μζ γχκεξ απυ ημ πήηηςια. Ζ δζαδζηαζία πνέπεζ κα είκαζ 

βνήβμνδ βζα κα ιδκ εηηεεεί πμθθή χνα ημ DNA ζημ UV, επεζδή οπάνπεζ ηίκδοκμξ 

ηαηαζηνμθήξ ηδξ δμιήξ ημο DNA, υπςξ ιε δδιζμονβία δζιενχκ εοιίκδξ. Σμ πήηηςια 

ημπμεεηείηαζ ζε απμζηεζνςιέκμ ζςθήκα eppendorf. Ζ οπυθμζπδ δζαδζηαζία είκαζ 

αοημιαημπμζδιέκδ ηαζ ζφιθςκδ ιε ηζξ μδδβίεξ ηδξ ηαηαζηεοάζηνζαξ εηαζνείαξ.   

2.2.5 Απνκόλσζε ηνπ DNA από ην δηάιπκα ηεο αληίδξαζεο ηεο PCR 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Πνμηαηαζηεοαζιέκα ακηζδναζηήνζα απμιυκςζδξ DNA απυ ημ δζάθοια ηδξ PCR 

(Nucleospin extract II kit, Macherey-Nagel). Πενζέπεζ νοειζζηζηυ δζάθοια πνυζδεζδξ 

ΝΣ (παμηνμπζηυ ακηζδναζηήνζμ), νοειζζηζηυ δζάθοια NT3 (αζεακμθζηυ δζάθοια 

έηπθοζδξ), δζάθοια έηθμοζδξ (αθηαθζηυ δζάθοια Tris-HCl πμο πνμηαθεί έηθμοζδ ημο 

DNA ζε παιδθέξ ζμκηζηέξ ζοκεήηεξ, pH 8.5) 

 Τδαηυθμοηνμ, ED13, Julabo 

 Κοηθμακαδεοηήναξ, Labnet VX100 

 Μζηνμθοβυηεκηνμξ, Eppendorf 5417R 

Μέζνδνο  

Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε είκαζ ζφιθςκδ ιε ηζξ μδδβίεξ ηδξ ηαηαζηεοάζηνζαξ 

εηαζνείαξ Nucleospin extract II kit, Macherey-Nagel. 

Αημθμοεείηαζ, ζηδ ζοκέπεζα, δ δζαδζηαζία πμο ακαθένεηαζ ζηδκ πανάβναθμ 2.1.4. 

2.2.6 Πέςε κε πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 
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 Πενζμνζζηζηέξ εκδμκμοηθεάζεξ (Takara, New England Biolabs) πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ 

 BglII 

 XhoI 

 EcoRI 

 BamHI 

 PstI 

 SwaI 

 οζηεοή νοειζγυιεκδξ εενιμηναζίαξ, Heraeus 

Μέζνδνο  

Ζ πέρδ εκυξ πθαζιζδίμο απυ ιία κμοηθεάζδ πενζμνζζιμφ έβζκε πανμοζία ημο ηαηάθθδθμο 

νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ πμο νοειίγεζ ημ pΖ ηαζ ηδκ ζοβηέκηνςζδ αθάηςκ ημο δζαθφιαημξ.  

Ζ εενιμηναζία ηδξ πέρδξ ήηακ ζπεδυκ πάκηα 37
μ
C βζα υθα ηα έκγοια πενζμνζζιμφ πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ, ιε πμθφ ζπάκζεξ ελαζνέζεζξ εκγφιςκ πμο πνεζάγμκηαζ εενιμηναζία 25
μ
C. 

Γζα ηζξ πμζυηδηεξ ηςκ εκγφιςκ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ πνέπεζ κα θαιαάκεηαζ οπ’ υρζκ υηζ 

1unit είκαζ δ πμζυηδηα ημο εκγφιμο πμο απαζηείηαζ βζα κα ηυρεζ 1 ιg DNA ζε 1 χνα ζημοξ 

37
μ
C. Ζ ζοκζζηχιεκδ πμζυηδηα εκγφιμο είκαζ 5-10 units/ιg DNA υηακ δ δναζηζηυηδηα ημο 

εκγφιμο ζημ πνδζζιμπμζμφιεκμ νοειζζηζηυ δζάθοια είκαζ 50-100% ηαζ υηακ οπάνπεζ ιία ιυκμ 

εέζδ ημπήξ απυ ημ έκγοιμ ζημ πθαζιίδζμ. Τπεναμθζηή πενίζζεζα εκγφιμο, ιπμνεί κα 

πνμηαθέζεζ ιδ εζδζηέξ πέρεζξ ζημ DNA. Ο ζοκζζηχιεκμξ πνυκμξ ηδξ ακηίδναζδξ, οπυ 

ζδακζηέξ ζοκεήηεξ, είκαζ 1,5 χνα. Έηζζ, ιία πέρδ ιπμνεί κα δζανηέζεζ απυ 1,5 ιέπνζ ηαζ 16 

χνεξ. Όηακ επζδζχηεηαζ πέρδ πμθφ ιεβάθδξ πμζυηδηαξ DNA, πάκς απυ 3-4 ιg, πνέπεζ δ 

ακηίδναζδ κα βίκεηαζ ζε ιεβαθφηενμ υβημ, βζα κα απμθεοπεεί μ ηίκδοκμξ ιδ εζδζηήξ ηαζ ιδ 

πμζμηζηήξ πέρδξ ημο DNA.  

2.2.7 Απνθσζθνξπιίσζε ηνπ DNA 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Αθηαθζηή θςζθαηάζδ (calf intestinal alkaline phosphatase, CIAP ηδξ New England 

Biolabs) 

 οζηεοή νοειζγυιεκδξ εενιμηναζίαξ, Heraeus 

 Τδαηυθμοηνμ, ED13, Julabo 
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Μέζνδνο 

ημ δζάθοια ηδξ πέρδξ πνμζηίεεηαζ 1 ιL ημο εκγφιμο αθηαθζηή θςζθαηάζδ ηαζ φζηενα απυ 

επχαζδ 30 θεπηχκ ζημοξ 37
μ
C ημ έκγοιμ ηδξ αθηαθζηήξ θςζθαηάζδξ απεκενβμπμζείηαζ, ιε 

επχαζδ ζημοξ 75
μ
C (heat inactivation). 

2.2.8 Αληίδξαζε ζύλδεζεο ηνπ πιαζκηδηαθνύ θνξέα κε ην έλζεκα (ligation) 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Πνμπαναζηεοαζιέκα ακηζδναζηήνζα ηα μπμία πενζέπμοκ ημ έκγοιμ Σ4 DNA θζβάζδ 

ηαζ ημ νοειζζηζηυ δζάθοια ημο εκγφιμο, Roche 

 οζηεοή νοειζγυιεκδξ εενιμηναζίαξ, Heraeus 

Μέζνδνο  

Ζ DNA θζβάζδ είκαζ έκα έκγοιμ πμο ηαηαθφεζ ημ ζπδιαηζζιυ εκυξ θςζθμδζεζηενζημφ δεζιμφ 

ιεηαλφ ηδξ 3'-ΟΖ μιάδαξ ζημ άηνμ ιίαξ αθοζίδαξ ημο DNA ηαζ ηδξ 5'-θςζθμνζηήξ μιάδαξ 

ζημ άηνμ ιίαξ άθθδξ. Υνδζζιμπμζείηαζ εδχ βζα ηδκ εκζςιάηςζδ αθθδθμοπίαξ DNA 

εκεέιαημξ ζε πθαζιζδζαηυ θμνέα ιε ζοιπθδνςιαηζηά άηνα εέζεςκ πενζμνζζηζηχκ εκγφιςκ 

βζα ηδ δδιζμονβία ηοηθζηχκ πθαζιζδίςκ. Ο ζοκμθζηυξ υβημξ ακηίδναζδξ πνέπεζ κα είκαζ 

πενίπμο 10 ιL, χζηε μ θμνέαξ ηαζ ημ έκεεια κα ιπμνέζμοκ κα αθθδθεπζδνάζμοκ ηαζ κα 

ζοκδεεμφκ. Μεηά ηδκ πνμζεήηδ ημο νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ, ημο εκεέιαημξ ηαζ ηδξ θζβάζδξ, 

βίκεηαζ επχαζδ ζημοξ 16
o
C βζα 16 χνεξ. Απυ ημ ζοκμθζηυ υβημ ημο ιίβιαημξ ηδξ ακηίδναζδξ, 

1 ιL πνδζζιμπμζείηαζ βζα έθεβπμ ηδξ επζηοπίαξ ηδξ ακηίδναζδξ (ακάθοζδ ζε πδηηή αβανυγδξ) 

ηαζ 5 ιL βζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ ααηηδνίςκ. Σμ οπυθμζπμ ιίβια ιπμνεί κα απμεδηεοηεί ζημοξ 

-20°C.  

Οζ πμζυηδηεξ εκεέιαημξ ηαζ θμνέα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ιπμνμφκ κα οπμθμβζζημφκ ιε ημκ 

ελήξ ηφπμ: 

ng ενθέματος =
ng του φορέα × μέγεθος του ενθέματος σε χιλιοστοβάσεις

μέγεθος του φορέα σε χιλιοστοβάσεις
×

3

1
 

 

2.2.9 Μεηαζρεκαηηζκόο επηδεθηηθώλ θπηηάξσλ Ε. coli (ζηειέρε TOP10F’ θαη BL21) 

κε ηε κέζνδν ηνπ ζεξκηθνύ ζνθ 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Κφηηανα Δ. coli (ζηεθέπδ TOP10F’ ή BL21) 
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 Θνεπηζηυ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ, LB (Luria-Bertani): To 1 L πενζέπεζ 10 g tryptone (1% 

w/v) (Tryptone Biochemica, Applichem), 10 g NaCl (0,17 M, Applichem), 5 g 

μιμβεκμπμζήιαημξ γφιδξ (0,5% w/v) (Applichem) 

 Άβαν βζα ααηηδνζμθμβία, Bacto Agar, BD Biosciences 

 Γζάθοια αιπζηζθθίκδξ, 100 mg/mL, sodium salt, Applichem 

 Γζάθοια LB-άβαν: 1,5% (w/v) άβαν ζε δζάθοια LB, ημ μπμίμ απμζηεζνχκεηαζ ζημοξ 

121
μ
C βζα 30 θεπηά ηαζ ηαηυπζκ πνμζηίεεηαζ αιπζηζθθίκδ ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 100 

ιg/mL  

 Απμζηεζνςιέκα νφβπδ βζα ζοθθμβή ααηηδνζαηχκ απμζηζχκ, Greiner bio-one 

 Σνοαθία Petri βζα ζηενεέξ ηαθθζένβεζεξ ααηηδνίςκ, Sarstedt 

 Δπςαζηήναξ βζα ηδκ ηαθθζένβεζα ααηηδνίςκ οπυ ακάδεοζδ, Lab Tech  

Σα ηφηηανα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πανμφζα ενβαζία είκαζ ηφηηανα Δ. coli TOP10F’ βζα 

πνήζδ ημο εζζαβυιεκμο DNA ηαζ απμιυκςζή ημο απυ ηαθθζένβεζα ιζηνήξ έηηαζδξ (miniprep) 

ή ιεβάθδξ έηηαζδξ (midiprep) ηαζ ηφηηανα BL21 πμο πενζέπμοκ ημ βμκίδζμ ηδξ Σ7 

πμθοιενάζδξ βζα παναβςβή ηδξ πνςηεΐκδξ mCherry ζε ιεβάθδ ηθίιαηα.  

Μέζνδνο  

Α. Μεηαζπδιαηζζιυξ 

 Απυρολδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε πάβμ 

 Πνμζεήηδ ημο πθαζιζδζαημφ DNA (ημοθάπζζημκ 100 ng υηακ πνυηεζηαζ βζα ηαεανζζιέκμ 

πθαζιζδζαηυ DNA ή 5 ιL απυ ηα 10 ιL ηδξ ακηίδναζδξ ζφκδεζδξ)  

 Παναιμκή βζα 20 θεπηά ζημκ πάβμ ιε ζοπκή εθαθνά ακαηίκδζδ βζα κα ιδ ιέκεζ ημ δείβια 

ζημκ ποειέκα ημο eppendorf 

 Σμ εενιζηυ ζμη πνμηαθείηαζ ιε παναιμκή ηςκ ηοηηάνςκ βζα 1 θεπηυ ηαζ 30 

δεοηενυθεπηα αηνζαχξ, ζημοξ 42
μ
C, αιέζςξ ιεηά, ημπμεεηείηαζ ζημκ πάβμ βζα 10 θεπηά 

 Πνμζεήηδ 1 mL ενεπηζημφ ιέζμο LB πςνίξ ακηζαζμηζηυ 

 Δπχαζδ ημο δείβιαημξ ηςκ ηοηηάνςκ, ζημοξ 37
μ
C βζα ιία χνα, οπυ ακάδεοζδ 

Β. Διαμθζαζιυξ ηνοαθίςκ Petri 

Μεηά ηδ ιία χνα, βζα έηθναζδ ημο βμκζδίμο ακεεηηζηυηδηαξ ζηδκ αιπζηζθθίκδ, ηα 

ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα θοβμηεκηνμφκηαζ (20,000×g, 10 min) ημ οπενηείιεκμ απμπφκεηαζ, 

ακαδζαθφμκηαζ ζε υζμ υβημ ενεπηζημφ ιέζμο έπεζ απμιείκεζ ηαζ επζζηνχκμκηαζ ζε ηνοαθία ιε 

ζηενευ ενεπηζηυ ιέζμ LΒ πμο πενζέπεζ αιπζηζθθίκδ (100 ιg/mL). Μυκμ ηα ιεηαζπδιαηζζιέκα 

ηφηηανα πμο έπμοκ πνμζθάαεζ ημ πθαζιίδζμ ιε ημ βμκίδζμ ακεεηηζηυηδηαξ ζηδκ αιπζηζθθίκδ 
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εα ιπμνέζμοκ κα ακαπηοπεμφκ. Οζ απμζηίεξ πμο εα ακαπηοπεμφκ ζημ ηνοαθίμ πνέπεζ κα είκαζ 

αναζέξ βζα κα ιπμνμφκ κα απμιμκςεμφκ εφημθα βζα ιεηαθμνά ζε οβνυ ενεπηζηυ ιέζμ βζα 

πεναζηένς ακάπηολδ. Ζ δζαδζηαζία επίζηνςζδξ είκαζ δ ελήξ: ιε απμζηεζνςιέκμ νφβπμξ ηαζ ζε 

αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ (ιε πνήζδ θθυβαξ), παναθαιαάκεηαζ δ πμζυηδηα ημο δείβιαημξ ηαζ 

ημπμεεηείηαζ ζημ ηέκηνμ ημο ηνοαθίμο. ηδ ζοκέπεζα, ηα ηφηηανα «απθχκμκηαζ» ζε υθδ ηδκ 

επζθάκεζα ημο ηνοαθίμο ιε ηδ αμήεεζα βοάθζκδξ νάαδμο δ μπμία ηάεε θμνά απμζηεζνχκεηαζ 

ιε αζεακυθδ ηαζ πέναζια απυ θθυβα. 

ηδ ζοκέπεζα, ηα ηνοαθία ημπμεεημφκηαζ ζημκ επςαζηήνα ζημοξ 37
μ
C πςνίξ ακαηίκδζδ, βζα 

16-18 χνεξ (ακ πενάζμοκ 18 χνεξ ηα ηνοαθία πνέπεζ κα ιπμοκ ζημ ροβείμ βζα κα ζηαιαηήζεζ 

δ ααηηδνζαηή ακάπηολδ). Σδκ επυιεκδ ιένα, ιμκέξ απμζηίεξ παναθαιαάκμκηαζ ιε ηδ αμήεεζα 

απμζηεζνςιέκμο νφβπμοξ ηαζ μθυηθδνμ ημ νφβπμξ ημπμεεηείηαζ ζε 4 mL οβνμφ ενεπηζημφ 

ιέζμο LΒ. Ζ εκμθεαθιζζιέκδ ηαθθζένβεζα επςάγεηαζ ζημοξ 37
μ
C, ιε ακάδεοζδ βζα 16 χνεξ. 

2.2.10 Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA από θαιιηέξγεηα κηθξήο έθηαζεο (miniprep) 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Γζάθοια ακαδζάθοζδξ Ρ1 

 Tris-HCl (pH 8.0) 50 mM, Applichem 

 EDTA 10 mM, VWR International 

 RNάζδ A 100 ιg/mL, Sigma 

 Γζάθοια θφζδξ Ρ2 

 NaOH 200 mM, Applichem 

 SDS 1% w/v, Applichem 

 Γζάθοια ελμοδεηένςζδξ Ρ3 

 Ολζηυ ηάθζμ 3 Μ (pH 5.0), VWR International 

 Αζεακυθδ 70%, παβςιέκδ (-20
μ
C), VWR International 

 Απυθοηδ αζεακυθδ, παβςιέκδ (-20
μ
C), VWR International 

 Τπενηάεανμ ηαζ απμζηεζνςιέκμ κενυ 

 Μζηνμθοβυηεκηνμξ, Eppendorf 5417R 

Μέζνδνο 

 Απμιμκχκεηαζ ιία ααηηδνζαηή απμζηία απυ ηνοαθίμ ιε ηδ αμήεεζα εκυξ απμζηεζνςιέκμο 

νφβπμοξ ηαζ μθυηθδνμ ημ νφβπμξ ημπμεεηείηαζ ζε ζςθήκα πμο πενζέπεζ 4 mL οβνμφ 

ενεπηζημφ ιέζμο LΒ ιε αιπζηζθθίκδ (100 ιg/mL). Ζ ηαθθζένβεζα ακαπηφζζεηαζ βζα 16 
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χνεξ ζημοξ 37°C οπυ ακάδεοζδ ηαζ 1.5 mL θοβμηεκηνείηαζ ζηα 20.000×g βζα 15 θεπηά 

ζημοξ 4°C (ζε ζςθήκα eppendorf)  

 Tμ ίγδια ακαδζαθφεηαζ ιε έκημκδ ακάδεοζδ ζε ηοηθμακαδεοηήνα ζε 100 ιL ημο 

δζαθφιαημξ Ρ1 

 Πνμζηίεεκηαζ 200 ιL δζαθφιαημξ Ρ2 πμο πενζέπεζ NaOH ηαζ SDS, ημ δείβια ακαηζκείηαζ 

εθαθνχξ ιε ημ πένζ ηαζ παναιέκεζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 5 θεπηά βζα κα βίκεζ 

θφζδ ηςκ ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ 

 Πνμζηίεεκηαζ 150 ιL δζαθφιαημξ Ρ3 βζα ελμοδεηένςζδ ημο pΖ, o ζςθήκαξ ακαηζκείηαζ 

εθαθνχξ ιε ημ πένζ 6-8 θμνέξ ηαζ ημπμεεηείηαζ βζα 5 θεπηά ζημκ πάβμ 

 Σμ δείβια θοβμηεκηνείηαζ (20.000×g, 5 θεπηά, 4°C) ηαζ επακαθαιαάκεηαζ ημ ζηάδζμ αοηυ 

ακ ημ οπενηείιεκμ δεκ είκαζ απυθοηα δζαοβέξ 

 Σμ οπενηείιεκμ ιεηαθένεηαζ ζε ηαεανυ eppendorf  

 Πνμζηίεεηαζ 1 mL απυθοηδξ παβςιέκδξ αζεακυθδξ βζα ηαηαηνήικζζδ ημο πθαζιζδζαημφ 

DNA ηαζ ημ δείβια θοβμηεκηνείηαζ (20.000×g, 10 θεπηά, 4°C) 

 Απμπφκεηαζ ημ οπενηείιεκμ οβνυ, πνμζηίεεκηαζ 500 ιL παβςιέκδξ αζεακυθδξ 70% ηαζ ημ 

δείβια θοβμηεκηνείηαζ (20.000×g,10 θεπηά 4°C) 

 Απμπφκεηαζ πνμζεηηζηά ημ οπενηείιεκμ οβνυ ηαζ ημ ίγδια ημο πθαζιζδζαημφ DNA 

αθήκεηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο κα ζηεβκχζεζ (ζε νεφια αένα απαβςβμφ) ή ζε 

ιδπάκδια θοβμηεκηνζηήξ ελάηιζζδξ οπυ ηεκυ, ζημοξ 37
μ
C  

 Σμ πθαζιζδζαηυ DNA ακαδζαθφεηαζ ζε 20 ιL οπενηάεανμο ηαζ απμζηεζνςιέκμο κενμφ 

ηαζ ιπμνεί κα απμεδηεοηεί ζημοξ -20°C 

Ζ πμζυηδηα ημο δζαθφιαημξ έηθμοζδξ πμο πνδζζιμπμζείηαζ ηαεμνίγεζ ηαζ ηδκ ποηκυηδηα ηδξ 

ζοβηέκηνςζδξ ημο DΝΑ ζημ ηεθζηυ δζάθοια. 

2.2.11 Απνζήθεπζε βαθηεξίσλ ζε δηάιπκα γιπθεξόιεο (cryopreservation) 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Γθοηενυθδ 99% v/v, Applichem  

 Γζάθοια βθοηενυθδξ 30% v/v 

 Κνομπνμζηαηεοηζημί απμζηεζνςιέκμζ ζςθήκεξ θφθαλδξ ηοηηάνςκ, NUNC 

Μέζνδνο  

ε απμζηεζνςιέκα θζαθίδζα θφθαλδξ ηοηηάνςκ πνμζηίεεκηαζ 500 ιL ηαθθζένβεζαξ ααηηδνίςκ 

ζε ίζμ υβημ απμζηεζνςιέκμο δζαθφιαημξ 30% βθοηενυθδξ έηζζ χζηε δ ζοβηέκηνςζδ ηδξ 
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βθοηενυθδξ ζημ ηεθζηυ δζάθοια κα είκαζ 15% v/v. Σμ θζαθίδζμ απμεδηεφεηαζ ζημοξ -80°C. Ζ 

ακάηηδζδ ιζηνήξ πμζυηδηαξ απυ ηδκ επζθάκεζα ηςκ παβςιέκςκ ααηηδνίςκ βίκεηαζ ιε 

απμζηεζνςιέκμ νφβπμξ ηαζ ιεηαθένεηαζ ζε οβνή ηαθθζένβεζα ενεπηζημφ ιέζμο LB βζα επχαζδ 

οπυ ακάδεοζδ ζημοξ 37
μ
C βζα 16 χνεξ. Ζ ηαθθζένβεζα ηςκ ααηηδνίςκ ζε βθοηενυθδ δεκ 

πνέπεζ κα αβαίκεζ απυ ηδκ ηαηάρολδ πανά ιυκμ βζα εθάπζζημ πνμκζηυ δζάζηδια έηζζ, χζηε κα 

ιδκ απμρφπεηαζ. Σα πενζζζυηενα ζηεθέπδ ααηηδνίςκ ιπμνμφκ κα απμεδηεοημφκ βζα ιεβάθα 

πνμκζηά δζαζηήιαηα, έςξ ηαζ 2 πνυκζα, ζε ηαηεροβιέκδ ιμνθή ζημοξ -20°C ή αηυια ηαζ βζα 

πμθθά πνυκζα ζημοξ -80°C. ημοξ 4°C, ιία οβνή ηαθθζένβεζα δζαηδνείηαζ βζα 7 διένεξ ηαζ έκα 

ηνοαθίμ ιε απμζηίεξ βζα έκα ιήκα 

2.2.12 Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA από θαιιηέξγεηα κεγάιεο έθηαζεο (midiprep) 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Πνμηαηαζηεοαζιέκα ακηζδναζηήνζα ηαεανζζιμφ πθαζιζδζαημφ DNA (NucleoBond 

Xtra Midi kit, Macherey-Nagel). Πενζέπεζ δζάθοια ακαδζάθοζδξ RES (ημ μπμίμ 

πενζέπεζ ηαζ RNάζδ A, απμεδηεφεηαζ ζημοξ 4°C), δζάθοια αθηαθζηήξ θφζδξ LYS 

(πενζέπεζ NaOH, SDS), δζάθοια ελμοδεηένςζδξ NEU (πενζέπεζ μλζηυ ηάθζμ), δζάθοια 

ελζζμννυπδζδξ EQU, αζεακμθζηυ δζάθοια έηπθοζδξ WASH, αθηαθζηυ δζάθοια 

έηθμοζδξ ELU ηαζ ζηήθεξ ζμκημακηαθθαβήξ ιε αάζδ ημ δζμλείδζμ ημο πονζηίμο (silica) 

 Ηζμπνμπακυθδ, Applichem 

 Αζεακυθδ 70% v/v, VWR International 

 Τπενηάεανμ κενυ 

 Γζάθοια ΣΔ (10 mM Tris/HCl (Applichem), pH 7.5, 1 mM EDTA, VWR 

International) 

 Κοηθμακαδεοηήναξ, Labnet VX100 

 Μζηνμθοβυηεκηνμξ, Eppendorf 5417R 

 Δπζηναπέγζα θοβυηεκηνμξ, Jouan CR3i multifunction, Thermo 

Μέζνδνο 

Απυ ααηηδνζαηυ stock βθοηενυθδξ θαιαάκεηαζ ιία ιζηνή πμζυηδηα ααηηδνίςκ ή απυ ιζηνή 

ηαθθζένβεζα 4 mL θαιαάκεηαζ πμζυηδηα 500 ιL ηαζ ειαμθζάγεηαζ ζε 200 mL ενεπηζημφ 

ιέζμο LB πανμοζία ηαηάθθδθμο ακηζαζμηζημφ ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 100 ιg/mL. Ζ  

δζαδζηαζία πναβιαημπμζείηαζ ημκηά ζε θθυβα, βζα δζαηήνδζδ ζηείνςκ ζοκεδηχκ. Ζ 

ηαθθζένβεζα αθήκεηαζ κα ακαπηοπεεί ζε επςαζηήνα, ζημοξ 37° C, οπυ ακάδεοζδ, βζα 16 χνεξ. 
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Σδκ επυιεκδ  διένα,  πναβιαημπμζείηαζ δ  απμιυκςζδ ημο  πθαζιζδζαημφ DNA απυ ηα 

ααηηήνζα, ιε ηδκ παναηάης δζαδζηαζία. 

 Ζ ηαθθζένβεζα θοβμηεκηνείηαζ ζηα 2,700×g βζα 30 θεπηά ζημοξ 4
μ
C 

 Σμ ααηηδνζαηυ ίγδια ακαδζαθφεηαζ ιε ζζπονή ακάδεοζδ ζε 10 mL δζαθφιαημξ RES ηαζ 

ημ δείβια ημπμεεηείηαζ ζε πάβμ  

 Αημθμοεεί πνμζεήηδ 8 mL δζαθφιαημξ LYS, ήπζα ακάδεοζδ ηαζ επχαζδ βζα 5 θεπηά ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο 

 Πνμζηίεεκηαζ 8 mL δζαθφιαημξ NEU, ημ δείβια ακαδεφεηαζ ήπζα ηαζ 

 ιεηαθένεηαζ ζε πνςιαημβναθζηή ζηήθδ πμο πενζέπεζ θίθηνμ ηαηαηνάηδζδξ ηςκ 

πνςηεσκχκ, ημο πνςιμζςιζημφ DNA ηαζ ηςκ ηοηηανζηχκ εναοζιάηςκ, εκχ έπεζ ήδδ 

βίκεζ πνμεημζιαζία / ελζζμννυπδζδ ηδξ ζηήθδξ ιε πνμζεήηδ 12 mL δζαθφιαημξ ΔQU  

 Σμ θίθηνμ ηαζ δ ζηήθδ εηπθέκμκηαζ ιε 5 mL δζαθφιαημξ ΔQU, ημ θίθηνμ απμιαηνφκεηαζ 

ηαζ δ ζηήθδ εηπθέκεηαζ ιε 8 mL δζαθφιαημξ WASH 

 Σμ πθαζιζδζαηυ DNA εηθμφεηαζ ιε 5 mL δζαθφιαημξ ELU  

 ημ έηθμοζια πνμζηίεεκηαζ 3.5 mL ζζμπνμπακυθδξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ ημ 

δείβια ακαδεφεηαζ ζζπονά ζε ηοηθμακαδεοηήνα 

 Σμ δείβια θοβμηεκηνείηαζ ζηα 15,000×g, βζα 30 θεπηά, ζημοξ 4
μ
C, μπυηε ηαεζγάκεζ ημ 

πθαζιζδζαηυ DNA  

 Σμ ίγδια εηπθέκεηαζ ιε αζεακυθδ 70% ηαζ θοβμηεκηνείηαζ ζηα 15,000×g, βζα 5 θεπηά, ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο 

 Απμπφκεηαζ πνμζεηηζηά ημ οπενηείιεκμ οβνυ ηαζ ημ DNA αθήκεηαζ ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο ιέπνζ κα ζηεβκχζεζ (ζε νεφια αένα απαβςβμφ) ή ζε ιδπάκδια θοβμηεκηνζηήξ 

ελάηιζζδξ οπυ ηεκυ, ζημοξ 37
μ
C 

 Μεηά ηδκ ελάηιζζδ ημο δζαθφηδ, ημ πθαζιζδζαηυ DNA ακαδζαθφεηαζ ζε 150-200 ιL 

δζαθφιαημξ TE ή οπενηάεανμο ηαζ απζμκζζιέκμο κενμφ 

Ζ ζοβηέκηνςζδ ημο DNA πνμζδζμνίγεηαζ ιε ιέηνδζδ μπηζηήξ απμννυθδζδξ ζηα 260 nm (αθ. 

πανάβναθμ 2.1.2) ηαζ δ πμζυηδηα ημο εθέβπεηαζ ζε πδηηή αβανυγδξ (αθ. πανάβναθμ 2.1.3). 

2.3 Αιιεινύρηζε ηνπ DNA (sequencing) 

Ζ αθθδθμφπζζδ δείβιαημξ πθαζιζδζαημφ DΝΑ (10 ιL DΝΑ ιε ζοβηέκηνςζδ 4-5 ιg/ιL) έβζκε 

απυ ηδκ Δηαζνεία VBC Biotech (http://www.vbc-biotech.at/cms/index.php). Σα απμηεθέζιαηα 

ηδξ αθθδθμφπζζδξ εθέβπεδηακ βζα μιμθμβία ιε ηδκ αθθδθμοπία ημο βμκζδίμο ηδξ mCherry ιε 

ηα πνμβνάιιαηα ClustalW2 ηαζ BioEdit Sequence Alignment Editor. 

http://www.vbc-biotech.at/cms/index.php
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Ο έθεβπμξ βίκεηαζ ζε δφμ ακηζδνάζεζξ, ιε δφμ δζαθμνεηζημφξ εηηζκδηέξ, έκακ πνυζεζμ ηαζ έκακ 

ακάζηνμθμ, βζα δζαζηαφνςζδ ημο απμηεθέζιαημξ ηαζ βζα ηάθορδ μθυηθδνδξ ηδξ 

αθθδθμοπίαξ, επεζδή δ ακηίδναζδ έπεζ παιδθή αηνίαεζα ζηδκ ακάθοζδ ηςκ πνχηςκ αάζεςκ. 

2.4 Έθθξαζε, απνκόλσζε θαη θαζαξηζκόο αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλώλ 

από βαθηήξηα 

2.4.1 Έθθξαζε ηεο mCherry ζε βαθηήξηα έθθξαζεο BL21 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Θνεπηζηυ ιέζμ LB (Luria-Bertani) (αθ. πανάβναθμ 2.1.9) 

 Γζάθοια αιπζηζθθίκδξ, 100 mg/mL, Applichem 

 Γζάθοια θφζδξ ααηηδνίςκ, pH 8.0 

 Tris-HCl 50 mM, Applichem  

 NaCl 300 mM, Applichem 

 Ηιζδαγυθζμ 10 mM, Invitrogen 

 0,1% v/v Triton X-100, C14H22O(C2H4O)n, n=9-10, Sigma 

 Ακαζημθείξ πνςηεαζχκ, Sigma 

 Λοζμγφιδ, Sigma 

 Τβνυ άγςημ 

 Πθαζηζηέξ ηορεθίδεξ ιίαξ πνήζδξ, Sarstedt  

 Δπζηναπέγζα θοβυηεκηνμξ, Jouan CR3i multifunction, Thermo 

 Μζηνμθοβυηεκηνμξ, Eppendorf 5417R 

 Τδαηυθμοηνμ, ED13, Julabo 

 οζηεοή οπενήπςκ, Virsonic 475 Ultrasonic Cell Disrupter, Virtis 

Μέζνδνο  

Γζα ηδκ εηενυθμβδ έηθναζδ ηδξ mCherry ζε ααηηήνζα, εκζζπφεδηε ημ βμκίδζυ ηδξ (mCherry) 

ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ PCR απυ πθαζιζδζαηυ DNA (pcDNAIII-mCherry) ηαζ ηθςκμπμζήεδηε ζηζξ 

εέζεζξ BglII ηαζ XhoI ημο πθαζιζδίμο pTriex 1.1 (Novagen) (Δζηυκα 3.7). Ζ ακαζοκδοαζιέκδ 

πνςηεΐκδ εηθνάζηδηε ζε ααηηήνζα BL21, ηα μπμία θένμοκ ημ βμκίδζμ ηδξ πμθοιενάζδξ Σ7, 

εκχ ημ ζοβηεηνζιέκμ πθαζιίδζμ πενζέπεζ ημκ οπμηζκδηή Σ7 ιεηά ημ μπενυκζμ ηδξ θαηηυγδξ. 

Σμ πθαζιίδζμ θένεζ επίζδξ βμκίδζμ πμο πνμζδίδεζ ακεεηηζηυηδηα ζημ ακηζαζμηζηυ αιπζηζθθίκδ.   
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 Ακάπηολδ οβνήξ ααηηδνζαηήξ ηαθθζένβεζαξ BL21-pTriex1.1-mCherry, 100 mL ιε 100 

ιg/mL αιπζηζθθίκδ (ανπζηή ηαθθζένβεζα) βζα 16 χνεξ, ζημοξ 37
μ
C, οπυ ακάδεοζδ 

 Ακάιζλδ ηδξ ανπζηήξ ηαθθζένβεζαξ ιε 1-2 L ενεπηζημφ ιέζμο LB ηαζ επχαζδ βζα 16 

χνεξ, ζημοξ 37
μ
C, οπυ ακάδεοζδ 

 Μέηνδζδ ηδξ μπηζηήξ ποηκυηδηαξ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζηα 600 nm (OD600) ιεηά ηδ ζοθθμβή 

ηδξ ηαζ πνζκ ηδ θοβμηέκηνδζδ, βζα κα είκαζ βκςζηυξ μ ανζειυξ ηςκ ηοηηάνςκ 

 Φοβμηέκηνδζδ ζηα 2,700×g βζα 30 θεπηά ζημοξ 4
μ
C. Σμ ίγδια ιπμνεί κα θοθαπεεί ζημοξ 

-80
μ
C 

 Αημθμοεεί θφζδ ηςκ ααηηδνίςκ ιε 40-80 mL νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ  ηοηηανζηήξ θφζδξ 

(pH 8.0), πμο πενζέπεζ ηαζ θοζμγφιδ βζα ηδκ πέρδ ημο ημζπχιαημξ ηςκ πεπηζδμβθοηάκςκ 

 Ζ θφζδ ηςκ ααηηδνίςκ οπμαμδεείηαζ ιε ρφλδ/απυρολδ (3 δζαδμπζηέξ επςάζεζξ ζε οβνυ 

άγςημ ηαζ ζημοξ 37
μ
C) ηαζ, ζηδ ζοκέπεζα, ιε οπενήπδζδ (6-8 εθανιμβέξ ηςκ 30 

δεοηενμθέπηςκ έςξ εκυξ θεπημφ ζηα 100 W ιε εκδζάιεζα δζαζηήιαηα 30 δεοηενμθέπηςκ 

έςξ 1 θεπημφ ρφλδξ ζημκ πάβμ)  

  Φοθάζζμκηαζ 100 ιL απυ ημ μθζηυ μιμβεκμπμίδια, ζηα μπμία πνμζηίεεηαζ δζάθοια 

θυνηςζδξ (Laemmli buffer, αθ. πανάβναθμ 3.5.1) ηαζ οπμαάθθμκηαζ ζε αναζιυ 

(95
μ
C, 5 θεπηά) 

 Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ (14,000×g, 30 θεπηά, 4
μ
C) 

 οθθέβεηαζ ημ ζφκμθμ ηςκ δζαθοηχκ πνςηεσκχκ (οπενηείιεκμ), θοθάζζμκηαζ 100 ιL απυ 

αοηυ (υπςξ πνμδβμοιέκςξ), εκχ ημ ίγδια πμο πενζέπεζ ηζξ ιδ δζαθοηέξ πνςηεΐκεξ (ζε 

ζςιαηίδζα εβηθεζζιμφ, inclusion bodies) ακαδζαθφεηαζ ζημκ ίδζμ υβημ πμο 

πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ θφζδ ηςκ ηοηηάνςκ. Φοθάζζμκηαζ 100 ιL (υπςξ 

πνμδβμοιέκςξ) ζημοξ -20
μ
C βζα ακάθοζδ  

 Σμ οπενηείιεκμ πμο πενζέπεζ ηζξ δζαθοηέξ πνςηεΐκεξ ιπμνεί κα απμεδηεοηεί πνμζςνζκά 

ζημοξ -80
μ
C ιε βνήβμνδ ρφλδ ζε οβνυ άγςημ. ε πενίπηςζδ απμιυκςζδξ εκγφιμο 

ζοκζζηάηαζ δ άιεζδ απμιυκςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ. Ζ ρφλδ-απυρολδ ημο πνςηεσκζημφ 

δζαθφιαημξ ιεζχκεζ ηδ δναζηζηυηδηά ημο θυβς ιενζηήξ απμδζάηαλδξ. 

2.4.2 Δπαγσγή ηεο έθθξαζεο ηεο mCherry ζε βαθηήξηα έθθξαζεο BL21 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα  

 Ηζμπνμποθμ-β-D-1-εεζμβαθαηημπονακυγδ (IPTG), Applichem 

 Σα οπυθμζπα ακηζδναζηήνζα-υνβακα είκαζ υιμζα ιε αοηά ηδξ πνμδβμφιεκδξ 

παναβνάθμο 
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Μέζνδνο 

 Ακάπηολδ οβνήξ ααηηδνζαηήξ ηαθθζένβεζαξ BL21-pTriex1.1-mCherry, 100 mL πμο 

πενζέπεζ αιπζηζθθίκδ 100 ιg/mL (ανπζηή ηαθθζένβεζα) βζα 16 χνεξ, ζημοξ 37
μ 

C, οπυ 

ακάδεοζδ 

 Ακάιζλδ ηδξ ανπζηήξ ηαθθζένβεζαξ ιε 1-2 L ενεπηζημφ ιέζμο LB ηαζ επχαζδ βζα 16 

χνεξ, ζημοξ 25
μ 
C, οπυ ακάδεοζδ 

 Μέηνδζδ ηδξ μπηζηήξ ποηκυηδηαξ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζηα 600 nm (OD600) 

 Πνμζεήηδ ημο επαβςβέα IPTG ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 0,5 mΜ  

 Δπχαζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ βζα 4 χνεξ, ζημοξ 25
μ
 C, οπυ ακάδεοζδ 

 Μέηνδζδ OD600  

ηδ ζοκέπεζα αημθμοεείηαζ δ ίδζα δζαδζηαζία υπςξ πενζβνάθδηε ζηδκ πανάβναθμ 2.3.1 

2.5 Αλνζναπνηύπσζε Western (Western blot) 

2.5.1 Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ ζε πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ κε SDS (SDS-

PAGE) 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Πήηηςια  δζαπςνζζιμφ (8%, 10% ή 12% w/v), pH 8,8 

o Τπενηάεανμ κενυ 

o Αηνοθαιίδζμ, Applichem 

o Ν,Ν’-ιεεοθεκμ-δζξ-αηνοθαιίδζμ, Sigma 

o Tris-HCl 1,5 M, Applichem 

o SDS 10% w/v, Applichem 

o Τπενεεζζηυ αιιχκζμ (APS) 10% w/v, BioRad 

o Σεηναιεεοθεκμ-αζεοθεκμ-δζαιίκδ (TEMED), BioRad 

 Πήηηςια επζζημίααζδξ (4% w/v), pH 6,8 

o Τπενηάεανμ κενυ 

o Αηνοθαιίδζμ, Applichem 

o Ν,Ν’-ιεεοθεκμ-δζξ-αηνοθαιίδζμ, Sigma 

o Tris-HCl 1,0 M, Applichem 

o SDS 10% w/v, Applichem 

o APS 10% w/v, BioRad 

o TEMED, BioRad 

 Γζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ (electrode buffer, pH 8,3), 1x, 500 mL 
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o Trisma base 1,5 g, Applichem 

o Γθοηίκδ 7 g, Applichem 

o SDS ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 10% v/v, Applichem 

 Γζάθοια θυνηςζδξ δείβιαημξ πνςηεσκχκ 1x (Laemmli buffer) 

o Γθοηενυθδ 10% v/v, Applichem  

o Β-ιενηαπημαζεακυθδ 50 ιL, Sigma 

o Κοακυ ηδξ ανςιμθαζκυθδξ 0,01% w/v ΒΒΒ, Merck 

o Tris-HCl 0,0625 Μ, pH 6,8, Applichem 

o SDS 2% w/v, Applichem 

 Coomassie Brilliant Blue R-250, BioRad 

 Γζάθοια απμπνςιαηζζιμφ ζε κενυ 

o Μεεακυθδ (CH3OH) 40% v/v, Applichem 

o Ολζηυ μλφ (CH3COOH) 10% v/v, ορδθμφ ααειμφ ηαεανυηδηαξ, Applichem 

 Πνςηεΐκεξ ακαθμνάξ, Amersham / Heath care 

 Γοάθζκεξ πθάηεξ βζα νφειζζδ ημο πάπμοξ ημ πήηηςια (0,75 ή 1,5 mm), BioRad 

 Δζδζηή ηηέκα (comb) βζα ημ ζπδιαηζζιυ ηςκ εέζεςκ ημπμεέηδζδξ δείβιαημξ (wells) 

ζημ πήηηςια  (10 εέζεζξ) 

 οζηεοή ηάεεηδξ δθεηηνμθυνδζδξ Mini-Protean II, Biorad 

 οζηεοή πανμπήξ δθεηηνζημφ νεφιαημξ Model 1000/500, Biorad 

Με ηδ ιέεμδμ SDS-PAGE βίκεηαζ δζαπςνζζιυξ ηςκ πνςηεσκχκ ιε αάζδ ηδ δζαθμνεηζηή 

ιμνζαηή ιάγα ημοξ [74]. 

ημοξ Πίκαηεξ 2.2 ηαζ 2.3 πανμοζζάγμκηαζ μζ πμζυηδηεξ ηςκ ακηζδναζηδνίςκ πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ παναζηεοή ηςκ πδηηχκ δζαπςνζζιμφ ηαζ επζζημίααζδξ, 

ακηίζημζπα.   

 

Πίλαθαο 2.2.  Πήηηςια δζαπςνζζιμφ 

Αληηδξαζηήξηα 10% w/v 12% w/v 

Μίβια αηνοθαιζδίμο 3,3 mL 4,0 mL 

Tris-HCl, 1,5 M 2,5 mL 2,5 mL 

SDS 10% 0,1 mL 0,1 mL 

APS 10% 0,1 mL 0,1 mL 

TEMED 0,004 mL 0,004 mL 

Νενυ 4,0 mL 3,3 mL 
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Πίλαθαο 2.3.  Πήηηςια επζζημίααζδξ 

Αληηδξαζηήξηα 4% w/v 

Μίβια αηνοθαιζδίμο 0,67 mL 

Tris-HCl, 1,5 M 0,5 mL 

SDS 10% 0,04 mL 

APS 10% 0,04 mL 

TEMED 0,004 mL 

Νενυ 2,7 mL 

 

Μέζνδνο  

 Tμ δζάθοια ημο πδηηχιαημξ δζαπςνζζιμφ ημπμεεηείηαζ ζημ πχνμ ιεηαλφ ηςκ δφμ 

βοάθζκςκ πθαηχκ, επζηαθφπηεηαζ ιε ιία ζημζαάδα κενμφ ηαζ αθήκεηαζ κα πμθοιενζζηεί 

 Απμπφκεηαζ ημ κενυ ηαζ πνμζηίεεηαζ ημ δζάθοια ημο πδηηχιαημξ επζζημίααζδξ, πμο έπεζ 

ήδδ πνμεημζιαζηεί, ιέπνζ κα πθδνςεεί ηεθείςξ μ πχνμξ ακάιεζα ζηζξ πθάηεξ 

 Σμπμεεηείηαζ δ εζδζηή ηηέκα, ιε πνμζμπή, χζηε κα ιδκ εβηθςαίζεζ θοζαθίδεξ αένα  

 Αθμφ πμθοιενζζηεί ημ πήηηςια επζζημίααζδξ, απμιαηνφκεηαζ δ ηηέκα. Σα θνεάηζα πμο 

έπμοκ δδιζμονβδεεί είκαζ μζ εέζεζξ ζηζξ μπμίεξ εα ημπμεεηδεμφκ ζηδ ζοκέπεζα ηα 

δείβιαηα, ζηα μπμία έπεζ πνμζηεεεί νοειζζηζηυ δζάθοια θυνηςζδξ ηαζ έπμοκ οπμζηεί 

αναζιυ (95
μ
 C, 5 θεπηά) 

 Σμπμεέηδζδ ηςκ δεζβιάηςκ:  

o ιε ημ νοειζζηζηυ δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ πθδνμφηαζ δ άκς ιμκάδα ηδξ ζοζηεοήξ 

δθεηηνμθυνδζδξ, επμιέκςξ ηαζ ηα θνεάηζα. Δθυζμκ δεκ παναηδνδεμφκ δζαννμέξ, 

ημπμεεηείηαζ ημ οπυθμζπμ νοειζζηζηυ δζάθοια ζηδκ ηάης ιμκάδα ηδξ ζοζηεοήξ 

o ζηα θνεάηζα ημο πδηηχιαημξ επζζημίααζδξ ημπμεεημφκηαζ ιέπνζ 25 ιL (βζα πάπμξ 0,75 

mm) ή ιέπνζ 40 ιL (βζα πάπμξ 1,5 mm) απυ ηάεε δείβια ηαζ 12 ιL απυ ηα πνυηοπα 

 Ζθεηηνμθυνδζδ: ζοκδέεηαζ ημ δθεηηνυδζμ ηδξ άκς ιμκάδαξ ηδξ ζοζηεοήξ ιε ηδκ ηάεμδμ 

(-) ηαζ ημ δθεηηνυδζμ ηδξ ηάης ιμκάδαξ ιε ηδκ άκμδμ (+) ηδξ ζοζηεοήξ πανμπήξ 

δθεηηνζημφ νεφιαημξ 

 Ροειίγεηαζ δ ηάζδ ζηα 200 V 

 Διθάκζζδ ηςκ πνςηεσκχκ ζημ πήηηςια: ιεηά ημ ηέθμξ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ, 

απμζοκδέμκηαζ ηα δθεηηνυδζα απυ ημοξ πυθμοξ ηδξ πδβήξ νεφιαημξ ηαζ απμιαηνφκεηαζ δ 

πδηηή απυ ηδ ζοζηεοή. Γζαπςνίγμκηαζ μζ δφμ πθάηεξ ιε πνμζμπή, απμημθθάηαζ ημ 

πήηηςια ηαζ ημπμεεηείηαζ ζημ δζάθοια ηδξ πνςζηζηήξ βζα 16 χνεξ, οπυ ακαηίκδζδ. ηδ 
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ζοκέπεζα, βίκεηαζ απμπνςιαηζζιυξ ημο οπμαάενμο ημ πήηηςια ιε δζαδμπζηέξ εηπθφζεζξ 

ζε δζάθοια απμπνςιαηζζιμφ οπυ ακαηίκδζδ ηαζ ηεθζηά ημπμεεηείηαζ ζε οπενηάεανμ κενυ 

ηαζ μλζηυ μλφ 4% v/v βζα κα δζαηδνδεεί βζα ιεβάθμ πνμκζηυ δζάζηδια. 

2.5.2 Μεηαθνξά πξσηετλώλ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Πήηηςια πμθοαηνοθαιζδίμο (αθ. πανάβναθμ 2.4.1) 

 Μειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ, Amersham, Macherey-Nagel 

 Γζάθοια δθεηηνμιεηαθμνάξ πνςηεσκχκ (transfer buffer) 

o Trisma base 3 g, Applichem 

o Γθοηίκδ 14 g, Applichem 

o Μεεακυθδ 20% v/v, Applichem 

 Γζάθοια πνχζδξ κζηνμηοηηανίκδξ Ponceau-S 

o Ponceau-S, 1 mg/mL, Sigma 

o Ολζηυ μλφ (CH3COOH) 7% v/v, ορδθμφ ααειμφ ηαεανυηδηαξ, Applichem 

 Λεπηά ζθμοββάνζα  

 Υανηί δζήεδζδξ Whatmann 3MM 

 οζηεοή ιεηαθμνάξ πνςηεσκχκ ζε κζηνμηοηηανίκδ Mini Trans-Blot, BioRad 

Γζα ηδ ιεηαθμνά πνςηεσκχκ απυ ημ πήηηςια πμθοαηνζθαιίδδξ ζηδ ιειανάκδ 

κζηνμηοηηανίκδξ πνδζζιμπμζείηαζ δζάθοια δθεηηνμιεηαθμνάξ πνςηεσκχκ. [75].  

Μέζνδνο  

Δημζιάγεηαζ ιία «ηαηαζηεοή» ιε ηδκ ελήξ ζεζνά: α) έκα θεπηυ θφθθμ ζθμοββανζμφ, α) δφμ 

θφθθα δζδεδηζημφ πανηζμφ Whatmann 3MM, β) δ πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο, δ) έκα ημιιάηζ 

κζηνμηοηηανίκδξ ζημ ιέβεεμξ ηδξ πδηηήξ, ε) δφμ θφθθα δζδεδηζημφ πανηζμφ ηαζ ζη) έκα θεπηυ 

θφθθμ ζθμοββανζμφ. 

 Σμ ζφζηδια ημπμεεηείηαζ ζηδκ εζδζηή ζοζηεοή ιεηαθμνάξ έηζζ χζηε δ κζηνμηοηηανίκδ κα 

ανίζηεηαζ πνμξ ηδκ πθεονά ηδξ ακυδμο 

 Ζ ιεηαθμνά πνςηεσκχκ πναβιαημπμζείηαζ ιε νεφια ζηαεενήξ έκηαζδξ 300 mA βζα ιία 

χνα ηαζ 30 θεπηά. 
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 Μεηά ηδ ιεηαθμνά, δ ιειανάκδ πνςιαηίγεηαζ ιε δζάθοια πνςζηζηήξ Ponceau-S ηαζ 

λεπθέκεηαζ ιε οπενηάεανμ κενυ βζα κα απμιαηνοκεεί δ πενίζζεζα ηδξ πνςζηζηήξ ηαζ κα 

βίκμοκ μναηέξ μζ γχκεξ ηςκ πνςηεσκχκ. 

2.5.3 Αλνζνελδπκηθή αλίρλεπζε πξσηετλώλ 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Μειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ, Amersham, Macherey-Nagel 

 PBS (αθ. πανάβναθμ 2.4.2) 

 Άπαπμ βάθα ζε ζηυκδ, Regilait 

 Απμννοπακηζηυ Tween-20, Applichem 

 Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια πμκηζημφ έκακηζ ηδξ εηζηέηαξ ηςκ μηηχ ζζηζδζκχκ (8His) 

 Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια ημοκεθζμφ έκακηζ ηδξ ιμκμιενμφξ ηυηηζκδξ θεμνίγμοζαξ 

πνςηεΐκδξ (mRFP)  

 ογεοβιέκα ιε οπενμλεζδάζδ ακηζζχιαηα έκακηζ ηςκ IgG ακμζμζθαζνζκχκ ημοκεθζμφ 

ηαζ πμκηζημφ, Pierce (41460 ηαζ 31230 ακηίζημζπα)  

 Amersham ECL kit 

 Γζαθφιαηα θςημβναθζηήξ ειθάκζζδξ, Applichem 

 Υ-ray θζθι 

 οζηεοή μνζγυκηζαξ ηοηθζηήξ ακαηίκδζδξ, 3005 GLF, Buch & Holm 

Μέζνδνο  

Ζ ακίπκεοζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ζηδ ιειανάκδ ηδξ κζηνμηοηηανίκδξ βίκεηαζ είηε ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ 

3’,3’-δζαιζκμαεκγζδίκδξ (βζα πνςηεΐκεξ απμιμκςιέκεξ απυ ααηηήνζα) είηε ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ 

πδιεζμθςηαφβεζαξ (Electrochemiluminescence ή electrogenerated chemiluminescence (ECL) 

βζα πνςηεΐκεξ απμιμκςιέκεξ απυ ηα πανάζζηα).  

Ζ ιειανάκδ, ιεηά ημ πέναξ ηδξ δθεηηνμιεηαθμνάξ, επςάγεηαζ ιε ακηίζςια πμο ακαβκςνίγεζ 

ηδκ πνμξ ακίπκεοζδ πνςηεΐκδ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα, επςάγεηαζ ιε δεφηενμ ακηίζςια ζογεοβιέκμ 

ιε ημ έκγοιμ ηδξ οπενμλεζδάζδξ HRP (Horse Radish Peroxidase), ημ μπμίμ ακαβκςνίγεζ ημ 

πνχημ ακηίζςια.  

Τπμζηνχιαηα ηδξ HRP απμηεθμφκ, ζηδκ πνχηδ πενίπηςζδ, ημ οπενμλείδζμ ημο οδνμβυκμο 

(Ζ2Ο2) ηαζ δ 3’,3’-δζαιζκμαεκγζδίκδ, δ μπμία μλεζδχκεηαζ δίκμκηαξ έκα ζημφνμ ηαθέ πνχια 

πμο ιπμνεί κα εκζζποεεί ιε ηδκ πνμζεήηδ πθςνζδίμο ημο κζηεθίμο(ΗΗ).   



62 

 

 Δπχαζδ ηδξ ιειανάκδξ ηδξ κζηνμηοηηανίκδξ ζηδκ μπμία έπμοκ ιεηαθενεεί μζ πνςηεΐκεξ ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 1 χνα ιε PBS + 5% άπαπμ βάθα ζε ζηυκδ + 0,05% Tween-20, 

χζηε κα ειπμδζζηεί δ ιδ εζδζηή πνμζηυθθδζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ 

 Πνμζεήηδ πνχημο ακηζζχιαημξ: επχαζδ ιε ημ πνχημ ακηίζςια ζε PBS + 2% w/v βάθα 

ζε ζηυκδ + 0,05% v/v Tween-20 ζηδκ ηαηάθθδθδ αναίςζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 

1-2 χνεξ, οπυ ακαηίκδζδ ή ζημοξ 4
μ 
C βζα 16 χνεξ (βζα πζμ εζδζηή πνυζδεζδ) 

 Δηπθφζεζξ: δζαδμπζηέξ εηπθφζεζξ ηδξ ιειανάκδξ ηδξ κζηνμηοηηανίκδξ ιε ΡBS πμο πενζέπεζ 

0,1% v/v Tween-20 (3×5 θεπηά) 

 Γεφηενμ ακηίζςια: επχαζδ ηδξ ιειανάκδξ ιε δεφηενμ ακηίζςια ακηζ-ΗgG ζε δζάθοια 

PBS + 1% w/v βάθα ζε ζηυκδ + 0,05% Tween-20 ζηδκ ηαηάθθδθδ αναίςζδ (1:1000) ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 1-2 χνεξ, οπυ ακαηίκδζδ. Σμ ακηίζςια αοηυ θένεζ 

μιμζμπμθζηά ζοκδεδειέκμ ημ έκγοιμ ηδξ οπενμλεζδάζδξ (DAKO Code No PO214) 

 Γζαδμπζηέξ εηπθφζεζξ ηδξ ιειανάκδξ ηδξ κζηνμηοηηανίκδξ ιε 0,3% Tween-20 ζε PBS (5 

θεπηά), ιε 0,2% v/v Tween-20 ζε PBS (5 θεπηά), ιε 0,1% v/v Tween-20 ζε ΡBS (5 θεπηά) 

ηαζ, ηέθμξ, ιε ΡΒS 1X 

 Διθάκζζδ:  

o Μέεμδμξ DAB: πνμζεέημοιε ζηδκ κζηνμηοηηανίκδ ημ δζάθοια ειθάκζζδξ ηαζ 

πενζιέκμοιε ηδκ ακάπηολδ ημο πνχιαημξ. Ζ πμνεία ηδξ ακηίδναζδξ δζαηυπηεηαζ ιε 

έηπθοζδ ιε κενυ ανφζδξ ηαζ ζηέβκςια.  

o Μέεμδμξ ECL: ζε εάθαιμ ειθάκζζδξ, α) ακαιζβκφμκηαζ ηα δζαθφιαηα 1 ηαζ 2 πμο 

ειπενζέπμκηαζ ζημ ηζη, ιία πμζυηδηα ημο οβνμφ απθχκεηαζ ζηδ ιειανάκδ ηδξ 

κζηνμηοηηανίκδξ ηαζ αθήκεηαζ βζα 2-5 θεπηά, χζηε κα μθμηθδνςεεί δ ακηίδναζδ, α) 

αθμφ απμιαηνοκεεί ημ οβνυ, δ ιειανάκδ ηδξ κζηνμηοηηανίκδξ ηαθφπηεηαζ ιε πθαζηζηή 

ιειανάκδ βζα κα ιδκ ένπεηαζ ζε απεοεείαξ επαθή ιε ημ θζθι πμο ημπμεεηείηαζ πάκς 

απυ αοηή, β) αθήκεηαζ βζα πνμκζηυ δζάζηδια θίβςκ δεοηενμθέπηςκ έςξ ηαζ ανηεηχκ 

θεπηχκ, ακάθμβα ιε ηδκ πμζυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ πμο ακζπκεφμοιε, δ) ημ θζθι 

αθαζνείηαζ ηαζ ειααπηίγεηαζ ζημ οβνυ ακάπηολδξ ιέπνζ κα ειθακζζημφκ μζ γχκεξ ηςκ 

πνςηεσκχκ, ζηδ ζοκέπεζα λεπθέκεηαζ ιε κενυ ηαζ ειααπηίγεηαζ ζημ οβνυ 

ζηαεενμπμίδζδξ. Δκαθθαηηζηά δ ειθάκζζδ ιπμνεί κα βίκεζ ιε ηδ πνήζδ 

Phosphoimager STORM 830 (Κυηηζκμ: Γζέβενζδ=635nm / Δηπμιπή=650nm, Μπθέ: 

Γζέβενζδ=450nm / Δηπμιπή=520nm). 

2.6 Απνδέζκεπζε αληηζσκάησλ θαη επαλαρξεζηκνπνίεζε ηεο κεκβξάλεο 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 
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 Μειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ 

 Γζάθοια βθοηίκδξ 0,2 Μ ζε οπενηάεανμ κενυ, pH 2,6 

 Σα οπυθμζπα ακηζδναζηήνζα είκαζ υιμζα ιε αοηά ηδξ πνμδβμφιεκδξ παναβνάθμο 

Μέζνδνο  

Ζ ακάπηολδ ηεπκζηχκ ακίπκεοζδξ ηςκ ακηζβυκςκ ζηα ακμζμαπμηοπχιαηα πμο ααζίγμκηαζ ζηδ 

ιέεμδμ ηδξ πδιεζθςηαφβεζαξ πανέπεζ ηδ δοκαηυηδηα επακαπνδζζιμπμίδζδξ ηςκ ιειανακχκ 

ιε ηδ πνήζδ δζαθμνεηζηχκ ακηζζςιάηςκ, ηαεχξ δεκ έπεζ πναβιαημπμζδεεί αθθμίςζδ ηδξ 

ιειανάκδξ αθθά ηαζ ηςκ ιεηαθενεέκηςκ ζε αοηήκ ακηζβυκςκ. Καηά ηδ δζαδζηαζία ηδξ 

απμδέζιεοζδξ ηςκ ακηζζςιάηςκ (stripping), δ ιειανάκδ επςάγεηαζ ζε δζάθοια βθοηίκδξ pH 

2,6. Με ημκ ηνυπμ αοηυ επζηοβπάκεηαζ δ δζάζπαζδ ημο δεζιχκ οδνμβυκμο ζοιπθυημο 

ακηζβυκμο-ακηζζχιαημξ ηαζ δ απεθεοεένςζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ απυ ηδ ιειανάκδ. Οζ 

ιμκαδζηέξ πνςηεΐκεξ πμο παναιέκμοκ ζηδ ιειανάκδ είκαζ εηείκεξ μζ μπμίεξ είκαζ ζζπονά 

δεζιεοιέκεξ θυβς ηςκ οδνυθμαςκ αθθδθεπζδνάζεςκ ηαηά ηδκ δθεηηνμιεηαθμνά ημοξ. ηδ 

ζοκέπεζα, δ ιειανάκδ εηπθέκεηαζ ηαζ πναβιαημπμζείηαζ εη κέμο επχαζή ηδξ ιε PBS + 5% w/v 

άπαπμ βάθα ζε ζηυκδ + 0,05% v/v Tween-20 βζα 1 χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, χζηε κα 

ειπμδζζηεί δ ιδ εζδζηή πνμζηυθθδζδ ηςκ ακηζζςιάηςκ ηαζ αημθμοεείηαζ δ δζαδζηαζία υπςξ 

πενζβνάθδηε ζηδκ πνμδβμφιεκδ πανάβναθμ. 

2.7 Πξνζδηνξηζκόο ζπγθέληξσζεο πξσηεΐλεο κε ηε κέζνδν Bradford 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Ακηζδναζηήνζμ ηδξ Bradford, BioRad 

 Πνςηεΐκδ βκςζηήξ ζοβηέκηνςζδξ βζα ηδκ ηαιπφθδ ακαθμνάξ, BSA ή BGG, PIERCE  

 Τπενηάεανμ κενυ 

 Πθαζηζηέξ ηορεθίδεξ ιίαξ πνήζδξ, Sarstedt 

 Φαζιαημθςηυιεηνμ, SmartSpec Plus Spectrophotometer, 170-2525, BioRad 

Μέζνδνο  

Ακζμκηζηά ζφιπθμηα CBBG πνμζδεδειέκα ζε ηαηάθμζπα αιζκμλέςκ απμννμθμφκ ζηα 595 

nm, εκχ δ εθεφεενδ πνςζηζηή ζε δζάθοια έπεζ ιέβζζηδ απμννυθδζδ ζηα 470 nm. 

Τπμθμβίγεηαζ δ πμζυηδηα ηδξ μθζηήξ πνςηεΐκδξ ημο δείβιαημξ αάζεζ πνυηοπδξ ηαιπφθδξ 

ακαθμνάξ. Ωξ πνυηοπμ δζάθοια πνδζζιμπμζήεδηε είηε αθαμοιίκδ αμδζκμφ μνμφ (BSA) 1 

mg/mL, είηε IgG αμδζμφ (Bovine Gamma Globuline) 1 mg/mL. 
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 Πνμεημζιαζία ηςκ πνςηεσκζηχκ δεζβιάηςκ πμο πενζέπμοκ BSA ή BGG ζε πμζυηδηεξ απυ 

1 έςξ 20 ιg ζε ζοκμθζηυ υβημ 800 µL 

 Πνμεημζιαζία αβκχζηςκ πνςηεσκζηχκ δεζβιάηςκ ζε πμζυηδηεξ απυ 1 έςξ 20 ιL ζε 

ζοκμθζηυ υβημ 800 µL 

 Πνμζεήηδ 200 µL ακηζδναζηδνίμο Bradford. Ακάδεοζδ ηςκ δεζβιάηςκ ηαζ επχαζδ βζα 5 

θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

 Φςημιέηνδζδ ζηα 595 nm. 

2.8 Κπηηαξνθαιιηέξγεηεο  

2.8.1 Πξσηνδσηθά θύηηαξα 

Σα ιδ παεμβυκα πανάζζηα Leishmania tarentolae ηαθθζενβμφκηαζ ζημοξ 25
μ
 C, απμοζία 

CO2, ζε ενεπηζηυ οθζηυ brain heart infusion (Lexsy Broth BHI) πμο πενζέπεζ ηαζ αζιίκδ 

(Βovine Hemin Chloride, Sigma). 

Καηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ηαθθζένβεζαξ πναβιαημπμζείηαζ ιέηνδζδ ηςκ παναζίηςκ, χζηε κα 

παναημθμοεείηαζ μ νοειυξ ακάπηολήξ ημοξ. Δκδεζηηζηά, υηακ βζα ημκ ειαμθζαζιυ ηδξ 

ηαθθζένβεζαξ πνδζζιμπμζδεμφκ 10
6
 πανάζζηα/mL, μ ανζειυξ ηςκ παναζίηςκ πμο ζοθθέβμκηαζ 

ζηδ ζηαηζηή θάζδ ακάπηολδξ (5
δ
-6

δ
 διένα ηαθθζένβεζαξ) είκαζ πενίπμο 2,5-3×10

8 

πανάζζηα/mL. Ζ ζοθθμβή ηςκ παναζίηςκ πναβιαημπμζείηαζ ιε θοβμηέκηνδζδ ζηα 1000×g βζα 

6 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ζε επζηναπέγζα θοβυηεκηνμ (Thermo). Σμ ίγδια ηςκ 

παναζίηςκ ακαδζαζπείνεηαζ ζημ νοειζζηζηυ δζάθοια PBS ηαζ αημθμοεμφκ 2-3 εηπθφζεζξ ζηζξ 

ίδζεξ ζοκεήηεξ θοβμηέκηνδζδξ. 

Γζα ηδ δζαηήνδζδ ηςκ παναζίηςκ L. tarentolae βζα ιζηνυ πνμκζηυ δζάζηδια θοθάζζμκηαζ ζε 

80% w/v BHI, 20% v/v βθοηενυθδ (~10
7
 πανάζζηα/mL), ζε εζδζημφξ ηνομπνμζηαηεοηζημφξ 

ζςθήκεξ 1,5 mL (NUNC), ζημοξ -80
μ
C. Γζα κα δζαηδνδεμφκ ιεβαθφηενμ πνμκζηυ δζάζηδια, 

απαζηείηαζ δ ιεηαθμνά ημοξ ζε δμπείμ πμο πενζέπεζ οβνυ άγςημ.  

Ο έθεβπμξ ημο νοειμφ ακάπηολδξ ηςκ παναζίηςκ ζηδκ ηαθθζένβεζα in vitro πναβιαημπμζείηαζ 

ηαζ ιε ηαιπφθδ ακάπηολδξ (growth curve), ζηδκ μπμία θαίκεηαζ μ πνυκμξ δζπθαζζαζιμφ ηςκ 

ηοηηάνςκ. ηα ζπήιαηα 2.1, 2.2 ηαζ 2.3, πμο αημθμοεμφκ, πανμοζζάγμκηαζ μζ ηαιπφθεξ 

ακάπηολδξ ηςκ παναζίηςκ L.tarentolae ζοκανηήζεζ ηδξ ιέηνδζδξ ηδξ μπηζηήξ απμννυθδζδξ 

ζηα 600 nm ή ηδξ ιέηνδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζε αζιαημηοηηανυιεηνμ (Malassez), ακηίζημζπα. 

ΟD600=1 ακηζζημζπεί ζε  10
8
 ηφηηανα/ml ηαθθζένβεζαξ. Ο ιέζμξ πνυκμξ δζπθαζζαζιμφ ημο 

ανζειμφ ηςκ πνςημγχςκ (doubling time) ζηδ θμβανζειζηή θάζδ ακάπηολδξ οπμθμβίζηδηε 

απυ ηζξ ηαιπφθεξ ακάπηολδξ [76]. 
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ρήκα 2.1. Καιπφθδ ακάπηολδξ δζαβμκζδζαηχκ παναζίηςκ L. tarentolae-mCherry ηαζ L. tarentolae-mRFP ζε 

ζφβηνζζδ ιε ηφηηανα L. tarentolae άβνζμο ηφπμο ζοκανηήζεζ ηδξ μπηζηήξ απμννυθδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζηα 600 

nm. Ο ιέζμξ πνυκμξ δζπθαζζαζιμφ ημο ανζειμφ ηςκ πνςημγχςκ (doubling time) 

οπμθμβίζηδηε ζε 10±2 χνεξ. 
 

L.tarentolae-rSNBT1-mRFP CH/EP
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ρήκα 2.2. Καιπφθδ ακάπηολδξ δζαβμκζδζαηχκ παναζίηςκ L. tarentolae-rSNBT1-mRFP CH (Chromosomal) 

ηαζ  L. tarentolae-rSNBT1-MRFP EP (Episomal) ζε ζφβηνζζδ ιε ηφηηανα L. tarentolae άβνζμο ηφπμο 

ζοκανηήζεζ ηδξ μπηζηήξ απμννυθδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ζηα 600 nm. Ο ιέζμξ πνυκμξ δζπθαζζαζιμφ ημο 

ανζειμφ ηςκ πνςημγχςκ (doubling time) οπμθμβίζηδηε ζε 10±2 χνεξ. 
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2.9 Ζιεθηξνδηάηξεζε πξσηνδσηθώλ θπηηάξσλ 

Γζαιυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ L. tarentolae ιε ημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pLexsy-sat-mcherry 

ηαζ pLexsy-sat-rsnbt1-mrfp1 έβζκε ιε δθεηηνμδζάηνζζδ. Ο πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ pLexsy-sat 

(Jena Bioscience) (ηεθάθαζμ απμηεθεζιάηςκ, Δζηυκα 3.8) πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ 

επζζςιζηή (mcherry ηαζ rsnbt1-mrfp1) ηαζ πνςιμζςιζηή (rSNBT1-mRFP) έηθναζδ ηδξ 

ακαζοκδοαζιέκδξ πνςηεΐκδξ rSNBT1 ιε ηδ ιμνζαηή εηζηέηα ηδξ ιμκμιενμφξ ηυηηζκδξ 

θεμνίγμοζαξ πνςηεΐκδξ (rSNBT1-mRFP1). Σα βμκίδζα ηθςκμπμζήεδηακ ζηζξ εέζεζξ 

πενζμνζζιμφ BglII/BglII ηαζ BglII/XhoI. Σμ πθαζιίδζμ pLexsy-sat ηςδζημπμζεί ηδκ 

αηεηοθμηνακζθενάζδ ηδξ ζηνεπημενζζίκδξ (streptothricine acetyltranferase) πμο πνμζδίδεζ 

ακεεηηζηυηδηα ζημ ακηζαζμηζηυ Nourseothricin.  

ηδκ πενίπηςζδ ηδξ επζζςιζηήξ έηθναζδξ ηςκ βμκζδίςκ, μ πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ 

εζζάβεηαζ ςξ ηθεζζηυ ηοηθζηυ οπενεθζημιέκμ πθαζιίδζμ ζηα πανάζζηα, εκχ βζα ηδκ 

πνςιμζςιζηή έηθναζδ μ πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ πνέπεζ πνχηα κα οπμζηεί πέρδ ιε ημ έκγοιμ 

πενζμνζζιμφ SwaI (Δζηυκα 3.8) πμο ανίζηεηαζ ζηα άηνα ηςκ αθθδθμοπζχκ πμο επζηνέπμοκ 

μιυθμβμ ακαζοκδοαζιυ ζηζξ εέζεζξ 5΄SSU ηαζ 3΄SSU ημο βεκςιζημφ DNA 

(http://www.jenabioscience.com/images/ae3a4f50f1/EGE-1300.pdf) . 

ηδκ πενίπηςζδ αοηή εζζήπεδ ιε δθεηηνμδζάηνδζδ ζηα ηφηηανα L. tarentolae ημ εοεφβναιιμ 

ηιήια 7.8 Κb. 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Γζάθοια δθεηηνμδζάηνδζδξ: 

o ΖΔΡΔS 21 mM, pH 7,5, Gibco 

o Na2HPO4 0,7 mM, Applichem 

o NaCl 137 mM, Applichem 

o Γθοηυγδ 6 mM, Applichem 

o KCl 5 mM, Merck 

 Απαβςβυξ ηάεεηδξ κδιαηζηήξ νμήξ, laminar flow hood, Eurocyt 120 

 Δπζηναπέγζα θοβυηεκηνμξ, Jouan CR3i multifunction, Thermo  

 οζηεοή δθεηηνμδζάηνδζδξ: ζφζηδια ηνζχκ ζοζηεοχκ Gene Pulser, Pulse Controller, 

Gene Transformer ηδξ BioRad 

 Κορεθίδεξ δθεηηνμδζάηνδζδξ 0,1 cm, BioRad 

 Απμζηεζνςιέκμζ ζςθήκεξ falcon (Greiner bio-one) 

 Αζιαημηοηηανυιεηνμ Malassez, Marienfeld  

 Ακάζηνμθμ ιζηνμζηυπζμ, Axiovert 40 C, Zeiss 

http://www.jenabioscience.com/images/ae3a4f50f1/EGE-1300.pdf
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 οκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ, TCS-SP Leica 

 

Μέζνδνο 

To δθεηηνζηυ νεφια πμο πανάβεηαζ απυ ηδ ζοζηεοή δθεηηνμδζάηνδζδξ, ακμίβεζ μπέξ ζηδ 

ιειανάκδ ηςκ παναζίηςκ απυ υπμο εζζένπεηαζ ημ πθαζιζδζαηυ DΝΑ ζηα ηφηηανα. 

 οθθμβή παναζίηςκ απυ 10 mL ηαθθζένβεζαξ πμο ανίζηεηαζ ζημ ηέθμξ ηδξ θμβανζειζηήξ 

θάζδξ ακάπηολδξ (2×10
7
 ηφηηανα/mL) ιε θοβμηέκηνδζδ ζηα 1000×g βζα 6 θεπηά ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο 

 Απυποζδ ημο οπενηεζιέκμο ζε αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ  

 Ακαδζαζπμνά ηςκ ηοηηάνςκ ζε ίζμ υβημ (10 mL) δζαθφιαημξ δθεηηνμδζάηνδζδξ ηαζ 

παναιμκή ζημκ πάβμ βζα 10 θεπηά 

 Φοβμηέκηνδζδ ζηα 1000×g βζα 6 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ απυποζδ ημο 

οπενηεζιέκμο ζε αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ 

 Ακαδζαζπμνά ηςκ παναζίηςκ ζε 1 mL δζαθφιαημξ δθεηηνμδζάηνδζδξ 

 Πνμζεήηδ 400 ιL ζε, ήδδ ημπμεεηδιέκμ ζημκ πάβμ, ζςθήκα eppendorf πμο πενζέπεζ 20-

50 ιg DNA δζαθοιέκμ ζε 50 ιL κενμφ (ιέβζζηδ πμζυηδηα), ακάιζλδ ηαζ ιεηαθμνά ζε 

παβςιέκδ ηορεθίδα δθεηηνμδζάηνδζδξ 

 Ζθεηηνμδζάηνδζδ ηςκ παναζίηςκ ζηζξ ζοκεήηεξ: 450 V, 450 ιF, έκηαζδ πεδίμο 2,25 

ΚV/cm. Ζ ηορεθίδα ημπμεεηείηαζ ζημ εάθαιμ δθεηηνμδζάηνδζδξ ηαζ ζηα άηνα ηδξ 

εθανιυγεηαζ ηάζδ ιε εκενβμπμίδζδ ηδξ ζοζηεοήξ πμο πανάβεζ ημκ δθεηηνζηυ παθιυ. 

(Γζα κα είκαζ επζηοπήξ μ ιεηαζπδιαηζζιυξ ηςκ παναζίηςκ, μ δθεηηνζηυξ παθιυξ πνέπεζ 

κα πανμοζζάγεζ πνυκμ εηπυθςζδξ ~4 msec).   

 Δπακαημπμεέηδζδ ηδξ ηορεθίδαξ ζημκ πάβμ βζα αηνζαχξ 10 θεπηά 

 Μεηαθμνά ηςκ ηοηηάνςκ ζε 10 mL brain heart infusion (BHI) + αζιίκδ  

 Δπχαζδ ζημοξ 25
μ
 C βζα 16 χνεξ  

 Πνμζεήηδ ηδκ επυιεκδ ιένα, έηζζ χζηε ηα ηφηηανα κα έπμοκ ακαηάιρεζ απυ ημ ζμη ημο 

δθεηηνζημφ νεφιαημξ, ακηζαζμηζημφ Nourseothricin (10 ιg/mL). Γζα ηδκ επζθμβή ηςκ 

δζαβμκζδζαηχκ παναζίηςκ αολάκεηαζ ζηαδζαηά δ ζοβηέκηνςζδ ημο ακηζαζμηζημφ ιέπνζ ηα 

100 ιg/mL. Γζα κα επζαεααζςεεί δ πανμοζία γςκηακχκ παναζίηςκ πμο θεμνίγμοκ (ακ 

οπάνπμοκ ηφηηανα πμο έπμοκ επζαζχζεζ ζημ ακηζαζμηζηυ, ηυηε αοηά έπμοκ πνμζθάαεζ ημ 

πθαζιίδζμ μπυηε εηθνάγμοκ ηαζ ηδκ ηυηηζκδ θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ), ηα ηφηηανα 

παναηδνμφκηαζ ζημ ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ ηαζ υηακ δ ηαθθζένβεζα θεάζεζ ζε 

ιεηαθμβανζειζηή θάζδ βίκεηαζ ρφλδ εκυξ ιένμοξ ηδξ ζε οβνυ άγςημ.  
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 Σμ ακηζαζμηζηυ πνμζηίεεηαζ ζε ηάεε ακαηαθθζένβεζα ιε ιέβζζηδ ζοβηέκηνςζδ 100 ιg/mL  

 Αημθμοεεί παναηηδνζζιυξ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θεμνζγυκηςκ παναζίηςκ ιε ιζηνμζημπία 

θεμνζζιμφ 

2.10 Κιαζκάησζε πξσηετλώλ κε ηε ρξήζε ηνπ απνξξππαληηθνύ δηγηηνλίλε 

(digitonin fractionation) 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Καθθζένβεζα παναζίηςκ L. tarentolae 

 Γζάθοια PBS 1X  

 Γζάθοια ακαδζάθοζδξ (δζαηδνείηαζ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο) 

o Tris-HCl 75 mM, pH 7,4, Applichem  

o ΝaCl 145 mM, Applichem  

o KCl 11 mM, Merck 

 Γζάθοια δζβζημκίκδξ (Sigma) 100 mM (stock): 0,84 g ζε 6,7 mL κενμφ ηαζ 0,35 mL 

ιεεακυθδξ 100%. 

o Αναίςζδ ιε οπενηάεανμ κενυ ζε ηεθζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ 20 ιΜ, 200 ιΜ, 1 mM 

ηαζ 10 mM   

 Ακαζημθείξ πνςηεαζχκ, Sigma 

 Γζάθοια ζαηπανυγδξ 0,3 Μ: 5,13 g ζε 50 mL κενμφ  

 Γζάθοια Triton X-100 1% ζε PBS 1X 

 Αηεηυκδ 100%, Applichem 

 Γζάθοια θυνηςζδξ πνςηεσκχκ (Laemmli buffer), (αθ. πανάβναθμ 2.4.1) 

 Μζηνμθοβυηεκηνμξ, Eppendorf 5417R 

 Κοηθμακαδεοηήναξ, Labnet VX100 

 Τδνυθμοηνμ, ED13, Julabo 

Ζ δζβζημκίκδ (Δζηυκα 2.2) είκαζ έκαξ βθοημγίηδξ πμο θαιαάκεηαζ απυ ημ θοηυ Digitalis 

purpurea. Σμ άβθοημ ηιήια ημο μκμιάγεηαζ δζβζημβεκίκδ ηαζ είκαζ ζηενμεζδέξ. 

Υνδζζιμπμζείηαζ ςξ απμννοπακηζηυ, δζαθοημπμζχκηαξ απμηεθεζιαηζηά θζπίδζα, υπςξ δ 

πμθδζηενυθδ, ηαεζζηχκηαξ έηζζ δζαπεναηή ηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ αθθά ηαζ ηζξ ιειανάκεξ 

ηςκ μνβακζδίςκ ηςκ ηοηηάνςκ. Ακάθμβα ιε ηδ ζοβηέκηνςζή ηδξ ζημ δείβια θαιαάκμκηαζ 

πνςηεΐκεξ απυ δζαθμνεηζηά ηιήιαηα ημο ηοηηάνμο (ηθάζιαηα) λεηζκχκηαξ απυ ηζξ δζαθοηέξ 

(ηοηηανμπθαζιαηζηέξ), ζηδ ζοκέπεζα ηζξ πνςηεΐκεξ μνβακζδίςκ, ιζημπμκδνίςκ, ηαζ ηέθμξ, ηζξ 

ηοηηανμζηεθεηζηέξ, ιειανακζηέξ ηαζ πονδκζηέξ. 
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Δηθόλα 2.1. Σμ ιυνζμ ηδξ δζβζημκίκδξ 

 

ημ ζπήια 2.4 πανμοζζάγεηαζ δζάβναιια Venn ημο οπμηοηηανζημφ εκημπζζιμφ πνςηεσκχκ 

ιεηά ηδκ ηθαζιάηςζδ ιε δζβζημκίκδ [77]. Έκα δζάβναιια Venn δείπκεζ υθεξ ηζξ πζεακέξ 

θμβζηέξ ζπέζεζξ ιεηαλφ εκυξ πεπεναζιέκμο ζοκυθμο πναβιάηςκ (ζοκοπμθμβζζιυξ 

πναβιάηςκ). Σέημζα δζαβνάιιαηα ζπεδζάζηδηακ βφνς ζημ 1880 απυ ημκ John Venn ηαζ 

πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα κα δζδάλμοκ ζημζπεζχδδ εεςνία ηςκ ζοκυθςκ, ηαεχξ ηαζ κα 

απεζημκίζμοκ απθέξ ζπέζεζξ ζοκυθςκ πζεακυηδηαξ, ζηαηζζηζηχκ ζημζπείςκ, βθςζζμθμβίαξ 

ηαζ επζζηήιδξ ηςκ οπμθμβζζηχκ. 

 
 

ρήκα 2.3. Γζάβναιια Venn πμο πανμοζζάγεζ ημκ οπμεεηζηυ οπμηοηηανζηυ εκημπζζιυ ηςκ πνςηεσκχκ πμο 

πνμηφπημοκ απυ ηδκ ηθαζιάηςζδ ιε δζβζημκίκδ [77]. ημ δζαθοηυ ηθάζια 1 ηαζ 2 ακαηηχκηαζ ηονίςξ δζαθοηέξ 

πνςηεΐκεξ. ημ ηθάζια 3 ακαηηχκηαζ ηονίςξ πνςηεΐκεξ ιειανακζηχκ μνβακζδίςκ ηαζ ζημ ηθάζια 4 

ιζημπμκδνίςκ ηαζ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ. ημ ηθάζια 5 ζοθθέβμκηαζ πνςηεΐκεξ ημο ηοηηανμζηεθεημφ, 

πονήκα ηαζ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ.  Ζ ακάθοζδ έβζκε ιε θαζιαημιεηνία ιάγαξ. 

 

Μέζνδνο  

 Καθθζένβεζα παναζίηςκ L. tarentolae ιε OD600 ~1,0 θοβμηεκηνείηαζ ζηα 1000×g, ζημοξ 

25
μ
 C, βζα 6 θεπηά 
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 Σα ηφηηανα εηπθέκμκηαζ ιε 10 mL παβςιέκμο PBS 1X ηαζ θοβμηεκηνμφκηαζ 

 Ακαδζαζπείνμκηαζ ζε 0,5 mL δζαθφιαημξ ακαδζάθοζδξ, πνμζηίεεκηαζ ακαζημθείξ 

πνςηεαζχκ ηαζ 0,5 mL δζαθφιαημξ δζβζημκίκδξ ζε ζοβηέκηνςζδ 20 ιΜ (ηα ηφηηανα ζε 

αοηή ηδ ζοβηέκηνςζδ δεκ θφμκηαζ) 

 Σμ δείβια, ιεηά απυ ζζπονή ακάδεοζδ, επςάγεηαζ ζημοξ 37
μ
 C βζα 5 θεπηά 

 Λαιαάκμκηαζ 10-20 ιL βζα πνμζδζμνζζιυ πνςηεΐκδξ ιε ηδ ιέεμδμ Bradford 

 Πνμζηίεεκηαζ 200 ιL ζαηπανυγδξ 0,3 Μ ηαζ αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζηα 18000×g βζα 5 

θεπηά, ζημοξ 4
μ
 C 

 Σμ οπενηείιεκμ απμηεθεί ημ ηθάζια 1(F1, δζαθοηέξ ηοηηανμπθαζιαηζηέξ πνςηεΐκεξ) 

 Σμ ίγδια ακαδζαθφεηαζ ζημ δζάθοια ακαδζάθοζδξ ηαζ αημθμοεεί δ ίδζα δζαδζηαζία 

(πνμζεήηδ δζαθφιαημξ δζβζημκίκδξ 200 ιΜ) 

 Σμ ηθάζια αοημφ ημο αήιαημξ (ηθάζια 2, F2) πενζέπεζ επίζδξ δζαθοηέξ πνςηεΐκεξ 

 Σμ ίγδια ακαδζαθφεηαζ ζημ δζάθοια ακαδζάθοζδξ ηαζ αημθμοεεί δ ίδζα δζαδζηαζία 

(πνμζεήηδ δζαθφιαημξ δζβζημκίκδξ 1 mΜ) 

 Σμ ηθάζια αοημφ ημο αήιαημξ (ηθάζια 3, F3) πενζέπεζ πνςηεΐκεξ μνβακζδίςκ (ηάπμζεξ 

είκαζ ηςκ ιζημπμκδνίςκ) 

 Σμ ίγδια ακαδζαθφεηαζ ζημ δζάθοια ακαδζάθοζδξ ηαζ αημθμοεεί δ ίδζα δζαδζηαζία 

(πνμζεήηδ δζβζημκίκδξ 10 mΜ) 

 Σμ ηθάζια αοημφ ημο αήιαημξ (ηθάζια 4, F4) πενζέπεζ πνςηεΐκεξ μνβακζδίςκ 

(ιζημπμκδνίςκ, πονήκα, εκδμπθαζιαηζημφ δζηηφμο) 

 Σμ ίγδια ηδξ ηεθεοηαίαξ θοβμηέκηνδζδξ (ηθάζια 5, F5) ακαδζαθφεηαζ ζε 50 ιL 

δζαθφιαημξ 2% Triton X-100 ζε PBS 1X ηαζ επςάγεηαζ βζα ιία χνα ζημοξ 4
μ
 C, οπυ 

πενζζηνμθή, ζηδ ζοκέπεζα θοβμηεκηνείηαζ ζηα 20000×g, ζημοξ 4
μ
 C, βζα 20 θεπηά  

 Σμ οπενηείιεκμ (F5 S) πενζέπεζ ηζξ δζαθοηέξ ζε 2% Triton X-100 ιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ 

ημο ηθάζιαημξ 5, εκχ ημ ίγδια (F5 P) πμο ακαδζαθφεηαζ ζε δζάθοια θυνηςζδξ 

πνςηεσκχκ 1Υ ίζμο υβημο ιε ημ οπενηείιεκμ ηαζ εενιαίκεηαζ ζημοξ 95
μ
 C, πενζέπεζ 

αδζάθοηεξ, ιειανακζηέξ ηαζ πονδκζηέξ πνςηεΐκεξ ηαζ πνςηεΐκεξ ημο ηοηηανμζηεθεημφ. Σμ 

ηθάζια F5 S είκαζ ειπθμοηζζιέκμ ζε ιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ 

ιειανάκδξ. 

 Σμ οπενηείιεκμ ακαδζαθφεηαζ ζε δζάθοια θυνηςζδξ πνςηεσκχκ 6Υ 

 Πνμζηίεεηαζ ζηα ηθάζιαηα 1 έςξ 4 ίζμξ υβημξ παβςιέκδξ αηεηυκδξ 100% ηαζ ηα 

δείβιαηα επςάγμκηαζ βζα 16 χνεξ ζημοξ -20
μ
 C  
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 Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ βζα 30 θεπηά, ζημοξ 4
μ
C, ζηα 18000×g, ημ οπενηείιεκμ 

απμπφκεηαζ ηαζ ημ ίγδια ηςκ πνςηεσκχκ αθήκεηαζ ζε νεφια αένα απαβςβμφ βζα κα 

ζηεβκχζεζ πθήνςξ 

 Ακαδζαθφμκηαζ μζ πνςηεΐκεξ ζημκ ηαηάθθδθμ υβημ δζαθφιαημξ θυνηςζδξ πνςηεσκχκ, 

εενιαίκμκηαζ ζημοξ 95
μ
C βζα 5 θεπηά ηαζ απμεδηεφμκηαζ ζημοξ -20

μ
C. 

2.11 Σαπηνπνίεζε / θαηακέηξεζε ησλ θπηηαξηθώλ πιεζπζκώλ κε 

θπηηαξνκεηξία ξνήο (FACS) 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 FACS (BECTON-DICKINSON FACSAria) 

 Γμηζιαζηζημί ζςθήκεξ βζα FACS (BD) 

 PBS 1X 

Μέζνδνο  

Ζ ηοηηανμιεηνία νμήξ πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ πανμφζα ενβαζία βζα ημκ πμζμηζηυ ηαζ 

ιμνθμθμβζηυ πνμζδζμνζζιυ ημο οπμπθδεοζιμφ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ παναζίηςκ Leishmania 

tarentolae πμο εηθνάγμοκ ηδκ πνςηεΐκδ mCherry.  

Με ηδκ ιέεμδμ αοηή μ πθδεοζιυξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο θεμνίγεζ είηε ιεηά απυ ζήιακζδ ιε α) 

θεμνίγμοζεξ πνςζηζηέξ (π.π. ζςδζμφπμ πνμπίδζμ) ή α) ακηζζχιαηα (ιμκμηθςκζηά ή 

πμθοηθςκζηά) ζογεοβιέκα ιε θεμνζμπνχιαηα είηε βζαηί εηθνάγεζ θεμνίγμοζεξ πνςηεΐκεξ 

πνμζδζμνίγεηαζ ιε αάζδ ηδκ έκηαζδ ημο θεμνζζιμφ πμο εηπέιπεηαζ φζηενα απυ δζέβενζδ ιε 

ιμκμπνςιαηζηή αηηζκμαμθία laser πμο πνμζπίπηεζ ζε ηάεε ηφηηανμ ηαεχξ αοηά πενκμφκ ζε 

νμή εκυξ ηοηηάνμο ιπνμζηά απυ ηδ βναιιή laser. Δίκαζ δοκαηυ κα πνμζδζμνζζημφκ 

ιμνθμθμβζηά παναηηδνζζηζηά ηςκ ηοηηάνςκ, ιε ηδκ πανάιεηνμ ημο πνυζεζμο ζηεδαζιμφ 

(FSC) πνμζδζμνίγεηαζ ημ ιέβεεμξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ιε αοηήκ ημο πθάβζμο ζηεδαζιμφ (SSC) 

δ εζςηενζηή πμθοπθμηυηδηα (ημηηία, μνβακίδζα) ημο ηοηηάνμο. Οζ δφμ αοηέξ πανάιεηνμζ 

απεζημκίγμκηαζ ζε ζζημβνάιιαηα ηαζ ηα δφμ ζζημβνάιιαηα ζοκδοάγμκηαζ βζα ηδκ παναβςβή 

ημο θεβυιεκμο «δζαβνάιιαημξ FSC/SSC» ζε δζζμνεμβχκζμ ζφζηδια αλυκςκ. ημ δζάβναιια 

αοηυ, μζ μιάδεξ ηοηηάνςκ απεζημκίγμκηαζ ζακ «κέθδ ζδιείςκ» (dots), ακάθμβα ιε ηα 

παναηηδνζζηζηά ημοξ. Κάεε ζδιείμ (dot) ακηζζημζπεί ζηζξ παναιέηνμοξ εκυξ ηοηηάνμο. Ο 

πθδεοζιυξ ημο ηάεε «κέθμοξ» ιπμνεί κα ηαηαιεηνδεεί ιε ιεβάθδ αηνίαεζα απυ ημ θμβζζιζηυ 

ημο οπμθμβζζηή. Ζ ηοηηανμιεηνία νμήξ είκαζ ιέεμδμξ πμο βνήβμνα ηαζ ιε ιεβάθδ 

εοαζζεδζία πανέπεζ ηδ δοκαηυηδηα ακάθοζδξ ανηεηχκ εηαημκηάδςκ ηοηηάνςκ ακά 
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δεοηενυθεπημ. ηα πεζνάιαηά ιαξ έβζκε ακάθοζδ 20.000 βεβμκυηςκ (events)/δείβια 

πναβιαημπμζήεδηε ζημκ ηοηηανμιεηνδηή νμήξ BECTON-DICKINSON FACSAria. 

 1ml ηαθθζένβεζαξ παναζίηςκ ζηδ ιεηαθμβανζειζηή 

 Έηπθοζδ ιε 10ml PBS1X 

 οθθμβή ηςκ παναζίηςκ ιε θοβμηέκηνδζδ (1000 x g βζα 6 θεπηά) 

 Δπακαδζάθοζδ ζε 1ml PBS 1X 

 Ακάθοζδ ζημ FACS 

2.12 Μνληκνπνίεζε θπηηάξσλ θαη κηθξνζθνπία θζνξηζκνύ 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 

 Παναθμθιαδεΰδδ (PFA) 

o Γζάθοια 4% w/v, ηεθζημφ υβημο 100 mL, παναζηεοάγεηαζ ςξ ελήξ: 4 g PFA 

δζαθφμκηαζ ζε 60 mL οπενηάεανμο κενμφ ηαζ εενιαίκμκηαζ ζημοξ 60-70
μ
 C ιε 

ιαβκδηζηή ακάδεοζδ. Πνμζηίεεκηαζ ζηαβυκεξ οδνμλεζδίμο ημο καηνίμο (NaOH 1 

N, Applichem) πμο αμδεμφκ ζηδ δζαφβαζδ ημο δζαθφιαημξ, 10 mL PBS 10X ηαζ 4 

g ζαηπανυγδξ πμο αμδεά ζηδ δζαηήνδζδ ηδξ ιειανάκδξ ηςκ ηοηηάνςκ. Σμ 

δζάθοια θζθηνάνεηαζ, ιμζνάγεηαζ ζε eppendorf ακά 1 mL ηαζ θοθάζζεηαζ ζημοξ -

20
μ
 C  

 Triton X-100 0,1% v/v (Sigma) ζε δζάθοια PBS 1Υ (αθ. πανάβναθμ 3.2), pH 7,4 

 RΝάζδ A, Sigma 

 Ηςδζμφπμ πνμπίδζμ (propidium iodide, ΡΗ)  

 Γζάθοια ακηζδναζηδνίμο ιμκζιμπμίδζδξ Mowiol 4-88, Calbiochem (πενζέπεζ 10% w/v 

Mowiol, 25% v/v βθοηενυθδ, 100 mM Tris-HCl, pH 8,5)  

 Ακηζηεζιεκμθυνμζ πθάηεξ (VWR International) ηαζ ηαθοπηνίδεξ επελενβαζιέκεξ ιε 1 

mg/mL poly-L-θοζίκδ (Sigma) 

 Υθςνζμφπμ αιιχκζμ (ΝH4Cl) 50 mM ζε PBS 1X 

 Αθαμοιίκδ αυεζμο μνμφ (BSA)  

 Πνχηα ακηζζχιαηα:  

o Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια πμκηζημφ έκακηζ ηδξ α-ημοιπμοθίκδξ, Sigma (T5168) 

o Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια πμκηζημφ έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ BiP/GRP78[78] 

 Γεφηενα ακηζζχιαηα: 

o Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια αίβαξ anti-rabbit IgG, ζογεοβιέκμ ιε ηδκ πνάζζκδ 

θεμνίγμοζα πνςζηζηή Alexa Fluor 488, Molecular Probes (Α11008) 
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o Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια αίβαξ anti-mouse IgG, ζογεοβιέκμ ιε ηδκ πνάζζκδ 

θεμνίγμοζα πνςζηζηή Alexa Fluor 488, Molecular Probes (Α11001) 

 οκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ, TCS-SP Leica  

 Μζηνμζηυπζμ εονέςξ πεδίμο Olympus X81 

 Μζηνμθοβυηεκηνμξ, Eppendorf 5417R 

Μέζνδνο  

Ο έιιεζμξ ακμζμθεμνζζιυξ πενζθαιαάκεζ ηδ ζήιακζδ επζηυπςκ ημο ηοηηάνμο ιε εζδζηά 

ακηζζχιαηα ηαζ δεφηενα ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε θεμνίγμοζεξ πνςζηζηέξ ηαζ 

πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ παναηήνδζδ ηδξ οπμηοηηανζηήξ ηαηακμιήξ ηςκ αζμιμνίςκ. Ζ βεκζηή 

ανπή ηδξ ιεευδμο είκαζ ζπεηζηά απθή: ημ πνχημ αήια πενζθαιαάκεζ ηδκ επχαζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ιε εζδζηυ ακηίζςια έκακηζ ηδξ πνςηεΐκδξ πμο εέθμοιε κα ακζπκεφζμοιε εκχ, ηαηά 

ημ δεφηενμ αήια, πναβιαημπμζείηαζ επχαζδ ιε εζδζηυ δεφηενμ θεμνίγμκ ακηίζςια, ημ μπμίμ 

ακαβκςνίγεζ ημ πνχημ ακηίζςια. Σιήιαηα ζζηχκ ή ηοηηάνςκ πμο είκαζ ζδιαζιέκα 

ιεθεηχκηαζ ιε ηδκ ηεπκζηή ημο ακμζμθεμνζζιμφ ζε ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ εονέςξ πεδίμο ή 

ζε ζοκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ.  

Σμ ζοκεζηζαηυ ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ πνμζθένεζ πθεμκεηηήιαηα έκακηζ ηςκ ημζκχκ 

μπηζηχκ ιζηνμζημπίςκ εονέςξ πεδίμο. ε αοηά πενζθαιαάκμκηαζ ημ επζθακεζαηυ αάεμξ 

πεδίμο (including shallow depth of field), δ ελάθεζρδ ηδξ ιδ εζηζαζιέκδξ αηηζκμαμθίαξ 

(elimination of out-of-focus glare) ηαζ δ θήρδ δζαδμπζηχκ μπηζηχκ ημιχκ ιε ηδ δοκαηυηδηα 

ακάθοζδξ ημο αάεμοξ ηςκ δεζβιάηςκ, εθανιμβέξ ζδζαίηενα πνήζζιεξ βζα ηδκ ακάθοζδ 

δεζβιάηςκ ιε ιεβάθμ πάπμξ (π.π. ηιδιάηςκ ζζηχκ ή ειανφςκ πεζναιαημγχςκ).  

Δθανιυζηδηε άιεζμξ ηαζ έιιεζμξ ακμζμθεμνζζιυξ ιε πνήζδ ακηζζςιάηςκ εζδζηχκ βζα ηδκ 

οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ ηαζ δεφηενςκ ακηζζςιάηςκ ζδιαζιέκςκ ιε θεμνίγμοζα μοζία. 

Πανάζζηα 

 Πανάζζηα απυ ιεηαθμβανζειζηή θάζδ ακάπηολδξ θοβμηεκηνμφκηαζ ζηα 1000×g βζα 6 

θεπηά ηαζ εηπθέκμκηαζ ιε παβςιέκμ PBS 1Υ 

 Σμ οπενηείιεκμ απμπφκεηαζ, ηα ηφηηανα ιμκζιμπμζμφκηαζ ιε ακαδζάθοζδ ζε PBS 1Υ, 

0,4% w/v PFA (αναίςζδ 1:7) βζα κα ιεζςεεί μ ανζειυξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο εα 

επζζηνςεμφκ ζηδκ ηαθοπηνίδα (16 χνεξ ζημοξ 4
0
C). Έκα δείβια ιε ιεβάθδ ποηκυηδηα 

παναζίηςκ είκαζ δφζημθμ κα ιεθεηδεεί 

 50 ιL εκαζςνήιαημξ παναζίηςκ επζζηνχκμκηαζ ζηδκ ηαθοπνίδα ηαζ αθήκμκηαζ κα 

πνμζημθθδεμφκ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ιέπνζ ηδκ επυιεκδ διένα  
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 Ζ PFA πμο δεκ έπεζ ακηζδνάζεζ ελμοδεηενχκεηαζ ιε πθςνζμφπμ αιιχκζμ (NH4Cl), ανπζηά 

ιε ιία βνήβμνδ έηπθοζδ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιε επχαζδ βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο 

 Αημθμοεμφκ δφμ εηπθφζεζξ ιε PBS 1X ηαζ ιία ιε 0,1% v/v Triton X-100 ζε δζάθοια 

PBS 1Υ βζα κα βίκεζ δζαπεναηή δ ηοηηανζηή ιειανάκδ  

 Υνχζδ ιε θεμνίγμοζεξ μοζίεξ 

o Σα πανάζζηα επςάγμκηαζ βζα ιία χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ιε ημ πνχημ 

ακηίζςια, ημ δζάθοια ημο μπμίμο πενζέπεζ: 1-10 ιg/mL ηαεανζζιέκμο ακηζζχιαημξ 

ή, ακ πνυηεζηαζ βζα μνυ, πμζυηδηα 1:50 έςξ 1:1000 ζε ζπέζδ ιε ημκ ηεθζηυ υβημ ημο 

δζαθφιαημξ ηαζ 10% w/v BSA βζα ηάθορδ ηςκ ιδ εζδζηχκ εέζεςκ πνυζδεζδξ. Γζα 

ηάεε ηαθοπηνίδα πνδζζιμπμζείηαζ ζοκμθζηυξ υβημξ 50-100 ιL PBS 1X, ιε 1% v/v  

Triton X-100 

o Αημθμοεμφκ 3 εηπθφζεζξ ιε δζάθοια PBS 1Υ, 0,1% v/v Triton X-100 

o Σα πανάζζηα επςάγμκηαζ βζα ιία χνα ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ιε ημ δεφηενμ 

ακηίζςια, ημ δζάθοια ημο μπμίμο πενζέπεζ ζε ζοβηέκηνςζδ 1:1000 ημ ακηίζςια ιε ηδ 

θεμνίγμοζα μοζία ηαζ 10% w/v BSA, ζε ζοκμθζηυ υβημ 50-100 ιL PBS 1X, 0,1% v/v 

Triton X-100 

o Αημθμοεεί ιία έηπθοζδ ιε PBS 1Υ, 0,1% v/v Triton X-100 ηαζ δφμ ιε PBS 1X     

o Ακ πνεζάγεηαζ κα απεζημκίζμοιε ημοξ πονήκεξ ηςκ παναζίηςκ ηυηε πνμζηίεεηαζ  

 Ζ ηυηηζκδ θεμνίγμοζα πνςζηζηή PI (propidium iodide) ζε ζοβηέκηνςζδ 10 

ιg/mL βζα 10 θεπηά, αθμφ έπεζ βίκεζ πνχηα ηαηενβαζία ιε RΝάζδ ζε 

ζοβηέκηνςζδ 100 ιg/mL βζα 10 θεπηά 

 ε ακηζηεζιεκμθυνμ πθάηα ημπμεεημφκηαζ 5-10 ιL ακηζδναζηδνίμο επζηάθορδξ Mowiol 

ηαζ ζηδ ζοκέπεζα δ ηαθοπηνίδα ιε ηα ηφηηανα πνμξ ηδκ πθεονά ηδξ ακηζηεζιεκμθυνμο 

πθάηαξ. Άζηδζδ ιζηνήξ πίεζδξ είκαζ απαναίηδηδ, χζηε κα εθάπηεηαζ πθήνςξ δ 

ηαθοπηνίδα ιε ηδκ πθάηα ηαζ αημθμοεεί επχαζδ βζα 16 χνεξ ζημοξ 4º C βζα κα 

πμθοιενζζηεί ημ Mowiol 

 Σδκ επυιεκδ ιένα πναβιαημπμζείηαζ αενμζηεβήξ έβηθεζζδ ημο δείβιαημξ ιε αενκίηζ 

 Σμ δείβια ηςκ παναζίηςκ παναηδνείηαζ ιε ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ  

 

2.13 Λεηηνπξγηθόο ραξαθηεξηζκόο ηνπ κεηαθνξέα rSNBT1-mRFP1 ζηα 

παξάζηηα Leishmania tarentolae. Πξόζιεςε [
3
Ζ]-Τπνμαλζίλεο 

Αληηδξαζηήξηα – Όξγαλα 
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 Καθθζένβεζεξ παναζίηςκ 

 Γζάθοια ιεηαθμνάξ (uptake buffer) 

o 140 mM NaCl 

o 5 mM KCl 

o 0.4 mM KH2PO4 

o 1 mM CaCl2 

o 25 mM Glucose 

o 10 mM Hepes 

o 0.8 mM MgSO4  

 Ραδζμζδιαζιέκδ [
3
Ζ]-οπμλακείκδ (HOT Hypoxanthine) (31,5 Ci/mmol=32ιM) 

 Μδ ναδζμζδιαζιέκδ οπμλακείκδ (Cold Hypoxanthine) 

 Μδ ναδζμζδιαζιέκδ Αδεκίκδ 

 Μδ ναδζμζδιαζιέκδ Γμοακίκδ 

 Μδ ναδζμζδιαζιέκδ Κοημζίκδ 

 Μδ ναδζμζδιαζιέκδ Οοναηίθδ 

 Τβνυ ζπζκεδνζζιμφ (scintillation fluid) 

 Φοβυηεκηνμξ, KUBOTA 7780 

 οζηεοή νοειζγυιεκδξ εενιμηναζίαξ, Heraeus 

 Μεηνδηήξ έκηαζδξ ζπζκεδνζζιμφ (scintillation counter), Beckman/PerkinElmer 

Μέζνδνο 

Σα πεηξάκαηα ειέγρνπ ιεηηνπξγηθόηεηαο ελόο κεηαθνξέα πναβιαημπμζμφκηαζ ιε ηδ 

ιέηνδζδ ιεηαθμνάξ-πνυζθδρδξ ναδζμζδιαζιέκςκ οπμζηνςιάηςκ. Ζ βεκζηή ανπή ηδξ 

ιεευδμο πενζθαιαάκεζ ηδκ επχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ζοβηεηνζιέκδ ηάεε θμνά ζοβηέκηνςζδ 

ναδζμζδιαζιέκμο οπμζηνχιαημξ, ζε δζάθμνμοξ πνυκμοξ. Μεηά απυ ημ ζηαιάηδια ηδξ 

ακηίδναζδξ πνυζθδρδξ, δ πενίζζεζα ναδζμζδιαζιέκδξ μοζίαξ απμιαηνφκεηαζ ηαζ ιεηνάηαζ 

ιυκμ δ πμζυηδηα πμο πναηηζηά ανίζηεηαζ ιέζα ζηα ηφηηανα. Έηζζ βκςνίγμκηαξ ηδκ ανπζηή 

πμζυηδηα ναδζεκένβεζαξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ακά ακηίδναζδ ηαζ ιεηνχκηαξ ηεθζηά πυζδ 

ανέεδηε ιέζα ζημ ηφηηανμ ηαζ ζε ζοκάνηδζδ ιε ημ πνυκμ επχαζδξ (πανάζζηα-ναδζεκενβή 

μοζία) ιπμνεί κα οπμθμβζζηεί δ εκενβυηδηα ημο ιεηαθμνέα ςξ πνμξ ημ ζοβηεηνζιέκμ 

οπυζηνςια. 

Σα πεηξάκαηα αληαγσληζκνύ-εθιεθηηθόηεηαο ππνζηξώκαηνο απυ ιεηαθμνείξ 

πενζθαιαάκμοκ ηδ πνήζδ εκυξ ναδζμζδιαζιέκμο οπμζηνχιαημξ ιαγί ιε δζαθμνεηζηά ιδ 

ναδζεκενβά οπμζηνχιαηα (έκα δζαθμνεηζηυ ζε ηάεε δζαθμνεηζηή ακηίδναζδ), βζα ημκ έθεβπμ 
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ηδξ εηθεηηζηυηδηαξ ημο ιεηαθμνέα πμο ιεθεηάηαζ. Ζ βεκζηή ανπή ηδξ ιεευδμο πενζθαιαάκεζ 

ηδκ επχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ζοβηεηνζιέκδ ζοβηέκηνςζδ ναδζμζδιαζιέκμο οπμζηνχιαημξ 

πανμοζία βκςζηήξ ζοβηέκηνςζδξ ιδ ναδζεκενβμφ οπμζηνχιαημξ, δζαθμνεηζημφ ηάεε θμνά, 

βζα ιία ιυκμ πνμκζηή ηζιή. Μεηά ημ ζηαιάηδια ηδξ ακηίδναζδξ πνυζθδρδξ δ πενίζζεζα 

ναδζμζδιαζιέκδξ μοζίαξ απμιαηνφκεηαζ ηαζ ιεηνάηαζ ιυκμ δ πμζυηδηα πμο ανίζηεηαζ ιέζα 

ζηα ηφηηανα. Έηζζ βκςνίγμκηαξ ηδκ ανπζηή πμζυηδηα ναδζεκένβεζαξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε 

ακά ακηίδναζδ, ιεηνχκηαξ ηεθζηά πυζδ ανέεδηε ιέζα ζημ ηφηηανμ ηαζ ζε ζοκάνηδζδ ιε ηδ 

ζοβηέκηνςζδ ηδξ ιδ ναδζμζδιαζιέκδξ μοζίαξ ιπμνεί κα οπμθμβζζηεί δ ελεζδίηεοζδ ημο 

ιεηαθμνέα ςξ πνμξ ημ ζοβηεηνζιέκμ οπυζηνςια. 

 Πανάζζηα απυ θμβανζειζηή θάζδ ακάπηολδξ θοβμηεκηνμφκηαζ ζηα 1000×g βζα 6 θεπηά 

ηαζ εηπθέκμκηαζ ιε δζάθοια ιεηαθμνάξ ( δ δζαδζηαζία επακαθαιαάκεηαζ δφμ θμνέξ) 

 Σμ οπενηείιεκμ απμπφκεηαζ ηαζ ηα πανάζζηα ακαδζαθφμκηαζ ζε ηαηάθθδθμ υβημ 

δζαθφιαημξ ιεηαθμνάξ χζηε ζηδκ ηεθζηή ακηίδναζδ κα έπμοιε 1x10
8
 ηφηηανα 

 90 ιL εκαζςνήιαημξ παναζίηςκ δζακέιμκηαζ ζε eppendorf  

 Σα eppendorf ιε ηα πανάζζηα ημπμεεημφκηαζ ζε πθάηα νοειζγυιεκδξ εένιακζδξ (heat 

block) ηαζ επςάγμκηαζ βζα 10 θεπηά ζημοξ 25
μ
C 

 Γζα ημ πείναια εθέβπμο θεζημονβζηυηδηαξ πνμζηίεεκηαζ ζημ eppendorf ιε ηα πανάζζηα 

10ιl οπμζηνχιαημξ βζα πνυζθδρδ (ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ οπμλακείκδξ 0.6 ιM ηαζ Hot 

οπμλακείκδξ 0.06 ιM) 

 Γζα ημ πείναια ακηαβςκζζιμφ πνμζηίεεκηαζ ζημ eppendorf ιε ηα πανάζζηα 10ιl 

οπμζηνχιαημξ βζα πνυζθδρδ (π.π. ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ Cold οπμλακείκδξ 0.6 ιM, Hot 

οπμλακείκδξ 0.06 ιM ηαζ Cold αδεκίκδξ 1 mM)  

 Αημθμοεεί ζηαιάηδια ηδξ ακηίδναζδξ πνυζθδρδξ οπμζηνχιαημξ ιε ηδκ πνμζεήηδ 200 

ιl παβςιέκδξ ιδ ναδζμζδιαζιέκδξ οπμλακείκδξ, ζε ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ 1mM 

 Αημθμοεεί θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 4000 g βζα 4 θεπηά 

 Ακαννμθάηαζ ημ οπενηείιεκμ, πνμζηίεεκηαζ 400 ιl παβςιέκδξ ιδ ναδζμζδιαζιέκδξ 

οπμλακείκδξ ηαζ θοβμηεκηνμφκηαζ λακά ζηζξ 6000 g βζα 4 θεπηά 

Αθμφ ακαννμθδεεί ημ οπενηείιεκμ, πνμζηίεεηαζ 1 ml δζαθφιαημξ ζπζκεδνζζιμφ, ημπμεεηείηαζ 

ημ eppendorf ζε θζαθίδζα ηαηάθθδθα βζα ημ ιδπάκδια ιέηνδζδξ ζπζκεδνζζιμφ.  
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ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΟ 
 

 

 

 

Σμ πεηξακαηηθό κέξνο πενζθαιαάκεζ ανπζηά ηδκ εκίζποζδ ηςκ βμκζδίςκ πμο εηθνάγμοκ ηζξ 

πνςηεΐκεξ mCherry ηαζ rSNBT1-mRFP1 ιε ηδκ ηεπκζηή ηδξ PCR ηαζ ηδκ ηθςκμπμίδζή ημοξ  

ζε ηαηάθθδθα πθαζιζδζαηά μπήιαηα βζα έηθναζή ζημκ πνςημγςζηυ μνβακζζιυξ Leishmania 

tarentolae.  

Αημθμοεεί δ ηαηαζηεοή ηςκ δζαβμκζδζαηχκ πνςημγςζηχκ πθδεοζιχκ ηαζ μ παναηηδνζζιυξ 

ημοξ, ιε αζμπδιζηέξ ιεευδμοξ ηαζ ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ, ςξ πνμξ ηδκ 

εηενυθμβδ έηθναζδ ηδξ ηυηηζκδξ θεμνίγμοζαξ πνςηεΐκδξ mCherry (απυ ημ Discosoma sp.) 

ηαζ ημο ιεηαθμνέα κμοηθεμαάζεςκ rSNBT1 (απυ ημκ Rattus norvegicus) ζογεοβιέκμο ιε ηδκ 

ηυηηζκδ θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ mRFP1.  
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3 ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

3.1 Καηαζθεπή πιαζκηδηαθώλ θνξέσλ έθθξαζεο πνπ θέξνπλ ηα γνλίδηα 

mcherry θαη ηνπ rsnbt1. 

3.1.1 Κισλνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ mcherry ζηνπο πιαζκηδηαθνύο θνξείο έθθξαζεο 

pTriex 1.1 θαη pLexsy-sat κε ηελ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

A) Καηαζθεπή ηνπ pTriex 1.1- mcherry 

Γζα ηδκ έηθναζδ ηδξ δζαθοηήξ/ηοηηανμπθαζιαηζηήξ πνςηεΐκδξ mCherry ζηα ηφηηανα L. 

tarentolae πνδζζιμπμζήεδηε μ πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ pLexsy-sat (Δζημκα 3.8). Γζα ηδκ 

ηθςκμπμίδζδ ημο βμκζδίμο mcherry πνδζζιμπμζήεδηε ανπζηά μ θμνέαξ pTriex 1.1 δζυηζ α) 

θμβς ημο ιζηνμφ ημο ιεβέεμοξ δ ηθςκμπμίδζδ είκαζ πζμ εφημθδ ζε αοηυκ ηαζ α) δζυηζ  

επζηνέπεζ ηδκ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ ζε πνμηανοςηζημφξ ηαζ ακχηενμοξ εοηανοςηζημφξ 

μνβακζζιμφξ  ιε ηδκ ιμνζαηή εηζηέηα 8 Ηζηζδζκχκ (8Ζis). Σμ πθαζιίδζμ αοηυ εα ιπμνμφζε κα 

πνδζζιμπμζδεεί βζα έηθναζδ ηδξ mCherry ζε άθθα ηοηηανζηά ζοζηήιαηα ζε δζαθμνεηζηέξ 

ιεθέηεξ ημο ενβαζηδνίμο. Σμ βμκίδζμ mcherry ιεηαθένεδηε ζηδ ζοκέπεζα απυ ημκ pTriex 1.1-

mcherry ζηζξ ηαηάθθδθεξ εέζεζξ πενζμνζζηζηχκ εκγφιςκ ζημ πθαζιίδζμ pLexsy-sat ιε 

οπμηθςκμπμίδζδ.  

Ανπζηά, ημ βμκίδζμ mcherry εκζζπφεδηε ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ PCR απυ πθαζιίδζμ  πμο θένεζ ηδκ 

αθθδθμοπία ημο. Γζα ηδκ mCherry, ςξ εθκαγείο βζα ηδκ PCR πνδζζιμπμζήεδηε  ημ πθαζιίδζμ 

pcDNAΗΗΗ-mcherry (δχνμ απυ ημκ Γν. Πάκμ Κμοηθή, ενβαζηήνζμ Βζμθμβίαξ, πμθή Ηαηνζηήξ, 

Πακεπζζηήιζμ Ηςακκίκςκ) ιε ηαηάθθδθα μθζβμκμοηθεμηίδζα-εηηζκδηέξ πμο πενζθαιαάκμοκ 

αθθδθμοπία απυ ημ 5’ άηνμ ηαζ ημ 3’ άηνμ ημο βμκζδίμο mcherry (αθ. Πίκαηα 3.1). Γζα ημκ 

ιεηαθμνέα rSNBT1 πνδζζιμπμζήεδηε ημ πθαζιίδζμ pCI-neo (απυ ημκ Γν. Hiroaki Yuasa, 

Nagoya City University, Japan) ηαζ δ εκίζποζδ ιε PCR ημο rsnbt1 πναβιαημπμζήεδηε απυ ημ 

ενβαζηήνζμ ημο ηαεδβδηή Δοζηάεζμο Φνζθθίββμο. 

ηδ ζοκέπεζα, ημ πνμσυκ ηδξ PCR, ιεηά απυ πέρδ ιε ηαηάθθδθα πενζμνζζηζηά έκγοια εζζήπεδ 

ζημοξ πθαζιζδζαημφξ θμνείξ pTriex 1.1 ηαζ pLexsy-sat βζα ηδκ mCherry ηαζ ζημκ pLexsy-sat-

mRFP1 [52] βζα ημκ rSNBT1, ζφιθςκα ιε ηζξ ηεπκζηέξ πμο πενζβνάθδηακ ζηδκ πανάβναθμ 

2.9.  

Όπςξ ακαθένεδηε ζηδκ πνμδβμφιεκδ πανάβναθμ, βζα ηδκ ηθςκμπμίδζδ ηδξ mCherry, ςξ 

εηιαβείμ βζα ηδκ εκίζποζδ ημο βμκζδίμο ηδξ ιε PCR πνδζζιμπμζήεδηε ημ πθαζιίδζμ 

pcDNAΗΗΗ-mcherry πμο έπεζ εκζςιαηςιέκμ ημο βμκζδίμο mcherry ζηζξ εέζεζξ πενζμνζζιμφ 

BamHΗ/EcoRΗ. 
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Ανπζηά έβζκε έθεβπμξ ημο πθαζιζδίμο βζα ημ ζςζηυ ιέβεεμξ ηαζ ηδκ πανμοζία ημο εκεέιαημξ, 

ιε πέρδ ιε ηα έκγοια πενζμνζζιμφ BamHΗ ηαζ EcoRΗ (Δζηυκα 20). Ζ πέρδ έβζκε ζε 

πθαζιζδζαηυ DNA πμο απμιμκχεδηε απυ 200 ml οβνή ηαθθζένβεζα Δ.coli-TOP10F-

pcDNAΗΗΗ-mcherry (αθ. πανάβναθμ 2.2.6). 

ηδκ Δζηυκα 3.1 πανμοζζάγεηαζ ημ απμηέθεζια ηδξ πέρδξ ημο πθαζιζδζαημφ θμνέα  

pcDNAΗΗΗ-mcherry ιε ηα έκγοια πενζμνζζιμφ BamHΗ ηαζ EcoRΗ. ηδκ δζαδνμιή 2 

δζαηνίκεηαζ ημ εοεφβναιιμ DNA ηιήια ημο θμνέα (6000 bp) ηαζ ημ απμιαηνοεέκ έκεεια 

(mcherry: 750 bp) απυ ημκ μπμίμ απμιμκχεδηε δ mCherry. 

 

Δηθόλα 3.1. Ζθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ 1% w/v ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ πέρδξ ημο pcDNAΗΗΗ- mcherry 

ιε ηα έκγοια πενζμνζζιμφ BamHΗ / EcoRΗ. 1) Πθαζιίδζμ pcDNAΗΗΗ- mcherry πνζκ ηδκ πέρδ, 2) πθαζιίδζμ 

pcDNAΗΗΗ-mcherry ιεηά ηδκ πέρδ, M) ιάνηοναξ ιμνζαηχκ ιεβεεχκ 

 

Γζα ηδκ ηθςκμπμίδζδ ημο βμκζδίμο mcherry ζημοξ δφμ πθαζιζδζαημφξ θμνείξ pTriex1.1 ηαζ 

pLexsy-sat πναβιαημπμζήεδηε ακηίδναζδ PCR ηαηά ηδκ μπμία πνμζηέεδηακ ζηα 5’ ηαζ 

3΄άηνα ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο βμκζδίμο εέζεζξ πέρδξ ιε ηα ηαηάθθδθα πενζμνζζηζηά έκγοια 

πνμηεζιέκμο κα εζζαπεεί ημ έκεεια ζημκ επζθεβιέκμ πθαζιζδζαηυ θμνέα έηθναζδξ (Δζηυκα 

3.2). Πζμ ζοβηεηνζιέκα, μζ εηηζκδηέξ ηδξ PCR πενζείπακ ηδκ αθθδθμοπία πμο ακαβκςνίγεζ ημ 

έκγοιμ πενζμνζζιμφ BglII, ζημ 5’ άηνμ, ηαζ αοηήκ πμο ακαβκςνίγεζ ηo έκγοιμ πενζμνζζιμφ 

XhoI ζημ 3’ άηνμ (Πζκαηαξ 3.1), βζα ζφκδεζδ ιε ημοξ πθαζιζδζαημφξ θμνείξ pTriex1.1 ηαζ 

pLexsy-sat, ακηίζημζπα. 

Πίλαθαο 3.1. Δηηζκδηέξ PCR βζα ηδκ ηθςκμπμίδζδ ημο mcherry 

Πιαζκηδηαθνί 

θνξείο 

έθθξαζεο 

Δθθηλεηέο Αιιεινπρία 

Αξηζκό

ο 

βάζεσ

λ 

Σm 

 

pTriex 1.1 

mcherry-

πνυζεζμξ 
5’GA AGATCTACCATGGTGAGCAA

GGGCGAG 3’ 
29 69,3 

mcherry- 5’CCGCTCGAGCTTGTACAGCTCG 29 72,4 
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ακάζηνμθμξ TCCATGC 3’ 

 

Οζ οπμβναιιζζιέκεξ αάζεζξ απμηεθμφκ ηζξ αθθδθμοπίεξ δνάζδξ ηςκ εκγφιςκ πενζμνζζιμφ 

εκχ, εηαηένςεεκ ηςκ αθθδθμοπζχκ αοηχκ ηαζ πνζκ ηα ηςδζηυκζα έκανλδξ ηαζ θήλδξ, είκαζ 

απαναίηδημ κα οπάνπμοκ ηάπμζεξ αάζεζξ πμο αμδεμφκ ζηδκ  ακαβκχνζζδ ηδξ αθθδθμοπίαξ 

απυ ηα πενζμνζζηζηά έκγοια βζα κα βίκεζ πμζμηζηή πέρδ. ηδκ πενίπηςζδ πμο ημ βμκίδζμ πμο 

ιαξ εκδζαθένεζ ηθςκμπμζείηαζ ζημ 5’ ή ζημ 3’ αθθδθμοπίαξ πμο ηςδζημπμζεί ιμνζαηή εηζηέηα 

(π.π. 8Ζis ή mRFP) εα πνέπεζ κα δζαηδνείηαζ ημ ακμζπηυ πθαίζζμ ακάβκςζδξ ηδξ πζιαζνζηήξ 

πνςηεΐκδξ. Αοηυ επζηοβπάκεηαζ ιε πνμζεήηδ ιία ή δφμ αάζεςκ ζημ ακηίζημζπμ 

μθζβμκμοηθεμηίδζμ ηδξ PCR. 

Ζ αθθδθμοπία πμο ηςδζημπμζεί ηδκ ακαζοκδοαζιέκδ πνςηεΐκδ mCherry-His υπςξ πνμηφπηεζ 

ιεηά ηδκ εκίζποζδ ηαζ ηθςκμπμίδζδ ζημοξ πθαζιζδζαημφξ θμνείξ έηθναζδξ pTriex1.1 ή 

pLexsy-sat είκαζ μζ ελήξ: 

AGATCTaccatggtgagcaagggcgaggaggataacatggccatcatcaaggagttcatgcgcttcaaggtgcacatggagggct

ccgtgaacggccacgagttcgagatcgagggcgagggcgagggccgcccctacgagggcacccagaccgccaagctgaaggtga

ccaagggtggccccctgcccttcgcctgggacatcctgtcccctcagttcatgtacggctccaaggcctacgtgaagcaccccgccga

catccccgactacttgaagctgtccttccccgagggcttcaagtgggagcgcgtgatgaacttcgaggacggcggcgtggtgaccgtg

acccaggactcctccctgcaggacggcgagttcatctacaaggtgaagctgcgcggcaccaacttcccctccgacggccccgtaatgc

agaagaagaccatgggctgggaggcctcctccgagcggatgtaccccgaggacggcgccctgaagggcgagatcaagcagaggct

gaagctgaaggacggcggccactacgacgctgaggtcaagaccacctacaaggccaagaagcccgtgcagctgcccggcgcctac

aacgtcaacatcaagttggacatcacctcccacaacgaggactacaccatcgtggaacagtacgaacgcgccgagggccgccactcc

accggcggcatggacgagctgtacaagCTCGAGcaccaccatcaccatcaccatcac taa 

H παναπάκς αθθδθμοπία DNA απμηεθείηαζ απυ 750 γεφβδ αάζεςκ πμο ηςδζημπμζμφκ ηδκ 

πνςηεΐκδ mCherry-8His ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pTriex1.1. Ζ αθθδθμοπία πμο 

πανμοζζάγεηαζ ιε ιαφνα βνάιιαηα εκζζπφεδηε ιε PCR ιε ημ γεοβάνζ ηςκ εηηζκδηχκ 

mcherry-πνυζεζμξ ηαζ mcherry-ακάζηνμθμξ. Οζ αθθδθμοπίεξ πμο πανμοζζάγμκηαζ ιε ιαφνα 

ηεθαθαία έληνλα γξάκκαηα είκαζ μζ εέζεζξ πενζμνζζιμφ πμο ακαβκςνίγμοκ ηα έκγοια 

BglII/XhoI ηαζ ιε ηυηηζκα βνάιιαηα είκαζ δ αθθδθμοπία ηςκ 8 ζζηζδζκχκ (Πίκαηαξ 3.1) 
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Δηθόλα 3.2. Ζθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ 1% w/v ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ ακηίδναζδξ PCR, ιε 

ακάζηνμθμ εηηζκδηή ηαηάθθδθμ βζα ημκ θμνέα pTriex1.1 ηαζ pLexsy-sat. 1) mcherry. M) ιάνηοναξ 

ιμνζαηχκ ιεβεεχκ 100bp 

B) Καηαζθεπή ηνπ pLexsy-sat-mcherry 

H ηθςκμπμίδζδ ημο βμκζδίμο mcherry ζημκ θμνέα pLexsy-sat έβζκε ιε απμιυκςζδ απυ 

ημ πθαζιίδζμ pTriex1.1-mcherry ιε πέρδ ιε ηα έκγοια πενζμνζζιμφ BglII/XhoI (αθ. 

πανάβναθμ 2.2.6) ηαζ εζζαβςβή ζημ πθαζιίδζμ pLexsy-sat-mrfp1 ζηδ εέζδ ημο βμκζδίμο mrfp1 

ζηζξ ίδζεξ εέζεζξ πενζμνζζηζηχκ εκγφιςκ (αθ. πανάβναθμ 2.2.7). 

Σμ πνςηυημθθμ PCR πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ εκίζποζδ ημο βμκζδίμο η mcherry 

πανμοζζάγεηαζ ζηδκ πανάβναθμ 2.2.1. Οζ δμηζιαζηζηέξ ακηζδνάζεζξ βζα ηδκ ακεφνεζδ ηςκ 

ηαηάθθδθςκ ζοκεδηχκ εκίζποζδξ ημο mcherry είπακ ζοκμθζηυ υβημ 25 ιL. Γζα παναβςβή 

πνμσυκημξ  πμζυηδηαξ πενίπμο 500 ιg DNA πμο απαζηείηαζ βζα ηζξ ηθςκμπμζήζεζξ έβζκακ 

ζοκμθζηά 4 ακηζδνάζεζξ ηςκ 100 ιL. Οζ ηεθζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ εηηζκδηχκ, dNTP ηαζ 

MgCl2 ηαεχξ ηαζ δ πμζυηδηα εηιαβείμο DNA πμο πνδζζιμπμζήεδηε ακαβνάθμκηαζ ζημκ 

Πίκαηα 2.1, πανάβναθμξ 2.2.1. ηδκ Δζηυκα 3.3 πανμοζζάγεηαζ ημ απμηέθεζια ηδξ 

ακηίδναζδξ PCR βζα ηδκ εκίζποζδ ημο βμκζδίμο ηδξ mcherry. 

Ζ ακηίδναζδ PCR έδςζε ιυκμ έκα ηφνζμ πνμσυκ ιε ημ ακαιεκυιεκμ ιέβεεμξ (740 bp) πμο 

απμιμκχεδηε απεοεείαξ απυ ημ δζάθοια ηδξ PCR ακηίδναζδξ ιε πνμπαναζηεοαζιέκα 

ακηζδναζηήνζα Νucleospin extract II kit, Macherey-Nagel (αθ. πανάβναθμ 2.2.5). 

3.1.2 Δλζσκάησζε ηνπ γνληδίνπ mcherry ζηνπο πιαζκηδηαθνύο θνξείο έθθξαζεο 

pTriex 1.1 θαη pLexsy-sat 

Α) pTriex 1.1-mcherry 

Γζα ηδκ εζζαβςβή ημο βμκζδίμο mcherry ζημοξ πθαζιζδζαημφξ θμνείξ έηθναζδξ 

πναβιαημπμζήεδηε, ανπζηά, δζπθή πέρδ ημο θμνέα βζα 16 χνεξ ζημοξ 37
μ 
C ιε ηα ηαηάθθδθα 
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βζα ηδκ ηάεε ηθςκμπμίδζδ πενζμνζζηζηά έκγοια ηαζ ζηδ ζοκέπεζα, έβζκε απμθςζθμνοθίςζδ 

ημο 5’ άηνμο ημο βναιιζημφ πθαζιζδίμο ιε ημ έκγοιμ ηδξ αθηαθζηήξ θςζθαηάζδξ (αθ. 

πανάβναθμζ 2.2.6 ηαζ 2.2.7). Σα πνμσυκηα ηδξ PCR επςάζηδηακ ιε ηα ίδζα πενζμνζζηζηά 

έκγοια, υπςξ μζ ακηίζημζπμζ πθαζιζδζαημί θμνείξ, βζα 16 χνεξ ζημοξ 37
μ 

C, βζα πέρδ ηςκ 

εέζεςκ πενζμνζζιμφ ζηα 5’ ηαζ 3’ άηνα ημοξ. Ο θμνέαξ ηαζ ημ έκεεια βζα ηάεε ηθςκμπμίδζδ 

ηαεανίζηδηακ ιεηά απυ δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ (Δζηυκα 3.6) (αθ. πανάβναθμ 

2.1.4). Σμ έκεεια εκζςιαηχεδηε ζημκ θμνέα θυβς ζοιπθδνςιαηζηυηδηαξ ηςκ εέζεςκ πέρδξ 

ηςκ πενζμνζζηζηχκ εκγφιςκ εκχ, ιε ηδ αμήεεζα ηδξ θζβάζδξ πμο έπεζ πνμζηεεεί ζημ δζάθοια 

ηδξ ακηίδναζδξ, ιε ζπδιαηζζιυ μιμζμπμθζηχκ θςζθμδζεζηενζηχκ δεζιχκ δδιζμονβμφκηαζ 

ηοηθζηά πθαζιίδζα (αθ. πανάβναθμ 2.2.8). Ζ ακηίδναζδ ηδξ ζφκδεζδξ (ligation reaction) έβζκε 

βζα 16 χνεξ ζημοξ 16 
μ
C ζε ηεθζηυ υβημ 10 ιL ηαζ ιε ακαθμβία θμνέα-εκεέιαημξ 1:5 ή 1:3 

(Δζηυκεξ 3.5, 3.6). 

O πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ pTriex1.1 (Δζηυκα 3.4) έπεζ ακεεηηζηυηδηα ζηδκ αιπζηζθθίκδ 

ηαζ πενζέπεζ ηδκ αθθδθμοπία πμο ηςδζημπμζεί ιμνζαηή εηζηέηα μηηχ ζζηζδζκχκ ηαζ ηδκ 

αθθδθμοπία οπμηζκδηή ηδξ Σ7 πμθοιενάζδξ. Ζ πανμοζία ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο οπμηζκδηή ηδξ 

α-αηηίκδξ απυ ημηυπμοθμ (chicken b-actin promoter) επζηνέπεζ ηδκ ιεηαβναθή ημο εκεέιαημξ 

ηαζ ηαηά ζοκέπεζα ηδκ έηθναζδ ηςκ ακαζοκδοαζιέκςκ πνςηεσκχκ πμο ηςδζημπμζμφκηαζ απυ 

αοηυ ζε ακχηενα εοηανοςηζηά ηφηηανα. 

 

 

Δηθόλα 3.3. Υάνηδξ ημο πθαζιζδζαημφ θμνέα pTriex1.1 
 



83 

 

Γζα ηδ δδιζμονβία ημο πθαζιζδίμο pTriex1.1-mcherry, ημ έκεεια πμο πνμέηορε απυ ηζξ 

ακηζδνάζεζξ PCR ιε ηα γεφβδ εηηζκδηχκ (αθ. Πίκαηα 3.1) εζζήπεδ ακάιεζα ζηζξ εέζεζξ 

πενζμνζζιμφ BglII ηαζ XhoI ημο πθαζιζδίμο pTriex1.1 (Δζηυκα 3.5).  

 

 
Δηθόλα 3.4. Οζ εέζεζξ πενζμνζζιμφ βζα ηθςκμπμίδζδ βμκζδίςκ ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pTriex1.1 ηαεχξ ηαζ 

νοειζζηζηά ζημζπεία βζα έηθναζδ ηςκ εζζαπεέκηςκ βμκζδίςκ ζε πνμηανοςηζηά ηαζ εοηανοςηζηά ζοζηήιαηα (ζε 

ιπθε πθαίζζμ μζ εέζεζξ εζζαβςβήξ ηδξ mcherry). Πανμοζζάγεηαζ επίζδξ δ αθθδθμοπία πμο ηςδζημπμζεί ηδ 

ιμνζαηή εηζηέηα ηςκ 8 ζζηζδζκχκ (Ζis-Tag)(ζε ηυηηζκμ πθαίζζμ). 

 

 

Δηθόλα 3.5. Ζθεηηνμθυνδζδ ζε πδηηή αβανυγδξ 1% w/v ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ ακηίδναζδξ πέρδξ 1) ημο 

πθαζιζδζαημφ θμνέα (pTriex1.1) ηαζ 2) ημο εκεέιαημξ (mcherry) ιε ηα ίδζα έκγοια πενζμνζζιμφ BglII/XhoI. 

M) ιάνηοναξ ιμνζαηχκ ιεβεεχκ (Kb ηαζ bp) 
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Δηθόλα 3.6. Ζθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ 1% w/v ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ ακηίδναζδξ ζφκδεζδξ 

(ligation). 1) Ακαθμβία εκεέιαημξ-πθαζιζδίμο 1:3, 2) Ακαθμβία εκεέιαημξ-πθαζιζδίμο 1:5, 3) Ανκδηζηυξ 

ιάνηοναξ (άδεζμ πθαζιίδζμ πςνίξ έκεεια, M) ιάνηοναξ ιμνζαηχκ ιεβεεχκ (bp ηαζ Kb) 

 

Ζ ακαιεκυιεκδ αθθδθμοπία ηδξ ακαζοκδοαζιέκδξ πνςηεΐκδξ mCherry-8Ζis είκαζ : 

M V S K G E E D N M A I I K E F M R F K V H M E G S V N G H E F E I E G E G E G R 

P Y E G T Q T A K L K V T K G G P L P F A W D I L S P Q F M Y G S K A Y V K H P A 

D I P D Y L K L S F P E G F K W E R V M N F E D G G V V T V T Q D S S L Q D G E F I 

Y K V K L R G T N F P S D G P V M Q K K T  M G W E A S S E R M Y P E D G A L K G 

E I K Q R L K L K D G G H Y D A E V K T T Y K A K K P V Q L P G A Y N V N I K L D 

I T S H N E D Y T I V E Q Y E R A E G R H S T G G M D E L Y K L E H H H H H H H H 

ιε 246 αιζκμλέα, εεςνδηζηυ ιμνζαηυ αάνμξ 28061.59 ηαζ ζζμδθεηηνζηυ ζδιείμ 6.06. 

Β) pLexsy-sat-mcherry 

Ο pLexsy-sat (Δζηυκα 3.8), υπςξ ήδδ ακαθένεδηε, είκαζ θμνέαξ έηθναζδξ εζδζηυξ βζα 

ηα πνςηυγςα ηδξ μζημβέκεζαξ Trypanosomatidae, ζηδκ μπμία ακήηεζ ηαζ ημ βέκμξ 

Leishmania. Σμ πθαζιίδζμ αοηυ ιπμνεί κα ακηζβναθεί ζε ααηηήνζα E. coli ιε ακεεηηζηυηδηα 

ζηδκ αιπζηζθθίκδ, θένεζ επίζδξ αθθδθμοπία ημο εκγφιμο πμο πνμζδίδεζ ακεεηηζηυηδηα ζημ 

ακηζαζμηζηυ Nourseothricin ζηα ηφηηανα Leishmania πμο θένμοκ αοηυ ημ πθαζιίδζμ. Ο 

ζοβηεηνζιέκμξ θμνέαξ είπε ηνμπμπμζδεεί (Κμηίκδ ΜΠ. & Μπμθέηδ Υ.  [79]) χζηε κα 

πενζέπεζ ημ βμκίδζμ ηδξ πνςηεΐκδξ mRFP1 ακάιεζα ζηζξ εέζεζξ πενζμνζζιμφ BglII ηαζ ΥhoI. 

ηδ ζοκέπεζα εζζήπεδ ζε αοηυκ αθθδθμοπία ιε ημ ακμζπηυ πθαίζζμ ηδξ επζθακεζαηήξ υλζκδξ 

θςζθαηάζδξ LdMAcP [80, 81] ζηδ εέζδ BglII/BglII ζε ζοκεπέξ ακμζπηυ πθαίζζμ ακάβκςζδξ 

ιε αοηυ ηδξ ιμκμιενμφξ ηυηηζκδξ θεμνίγμοζαξ πνςηεΐκδξ mRFP1. ηδκ ιεθέηδ ιαξ 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ ζοβηεηνζιέκμ πθαζιίδζμ pLexsy-sat-Ldmacp-mrfp1 βζα ηθςκμπμίδζδ 

http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.18146,1,1
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.18146,1,10
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.18146,1,17
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.18146,1,23
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.18146,1,71
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.18146,1,102
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.18146,1,141
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.18146,1,146
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.18146,1,155
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.18146,1,231
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ημο βμκζδίμο mcherry ζηζξ εέζεζξ ΒglII/XhoI ηαζ δδιζμονβία ημο πθαζιζδίμο pLexsy-sat-

mcherry. Οοζζαζηζηά, ζηδκ ηαηαζηεοή αοηή, έβζκε ακηζηαηάζηαζδ ηςκ εκεειάηςκ  Ldmacp 

ηαζ mrfp1 ιε ημ βμκίδζμ mcherry πμο απμιμκχεδηε απυ ημκ pTriex1.1- mcherry. ιε πέρδ ιε 

ηα πενζμνζζηζηά έκγοια BglII ηαζ XhoI (Δζηυκα 3.9). 

Ζ ακηίδναζδ ηδξ ζφκδεζδξ έβζκε βζα 16 χνεξ ζημοξ 16 
μ
C ζε ηεθζηυ υβημ 10 ιL ηαζ ιε 

ακαθμβία θμνέα-εκεέιαημξ 1:3 ή 1:5 (Δζηυκα 3.10) 

 
 

 

Δηθόλα 3.7. Α. Πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ pLexsy-sat ηαζ εέζεζξ ηθςκμπμίδζδξ. Β. Πθαζιίδζo pLexsy-sat-

Ldmacp-mrfp1. Ζ αθθδθμοπία ημο βμκζδίμο mcherry εζζήπεδ ζηζξ εέζεζξ BglII/XhoI. 

Α. 

Β. 
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Δηθόλα 3.8. Ζθεηηνμθυνδζδ ζε πδηηή αβανυγδξ 1%w/v ηςκ πνμσυκηςκ πέρδξ ημο πθαζιζδίμο pLexsy-

sat-Ldmacp-mrfp1. M: Μάνηοναξ ιμνζαηχκ ιεβεεχκ (Κb) Oζ δφμ γχκεξ πμο ειθακίγμκηαζ ζηζξ 976 ηαζ 

690 Κb ακηζζημζπμφκ ζηα εκεέιαηα ηςκ βμκζδίςκ Ldmacp (αέθμξ α.) ηαζ mrfp1 (αέθμξ α.)  ακηίζημζπα. 

 

 

Δηθόλα 3.9. Ζθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ 1% w/v ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ ακηίδναζδξ ζφκδεζδξ 

(ligation). 1) Ανκδηζηυξ ιάνηοναξ (πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ πςνίξ έκεεια), 2) Ακαθμβία εκεέιαημξ-

πθαζιζδζαημφ θμνέα 1:3, 3) Ακαθμβία εκεέιαημξ-πθαζιζδζαημφ θμνέα 1:5, M) Μάνηοναξ ιμνζαηχκ ιεβεεχκ 

(Kb) 

 

Σμ πθαζιίδζμ pLexsy-sat-mcherry πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ δζαιυθοκζδ παναζίηςκ L. 

tarentolae, ιέζς δθεηηνμδζάηνδζδξ (πανάβναθμ 2.9), βζα δδιζμονβία παναζίηςκ πμο εα 

οπενεηθνάγμοκ ηδκ οπυ ιεθέηδ πνςηεΐκδ βζα παναηήνδζδ ιε ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ (αθ. 

πανάβναθμ 2.13). Δπίζδξ εα πνδζζιμπμζδεεί ζημ ενβαζηήνζμ βζα ηδκ έηθναζδ άθθςκ 

πνςηεσκχκ ςξ οανζδζηέξ πνςηεΐκεξ ιε ηδκ mCherry βζα ημκ εκημπζζιυ ημοξ ηαζ βζα πεναζηένς 

ιεθέηεξ ηδξ θεζημονβίαξ ημοξ. 

 

α 

α 
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3.1.3 Απνκόλσζε ζεηηθώλ θιώλσλ θπηηάξσλ E. coli πνπ πεξηέρνπλ ηα πιαζκίδηα 

pTriex1.1-mCherry, pLexsy-sat-mcherry  

Ζ επζθμβή εεηζηχκ ηθχκςκ E. coli ιε ηα πθαζιίδζα pTriex1.1-mcherry pLexsy-sat-

mcherry ηαζ pLexsy-sat-rsnbt1-mrfp1 έβζκε ιε ιεηαζπδιαηζζιυ πδιεζμδεηηζηχκ ζηεθεπχκ Δ. 

coli TOP10F’ ιε οθζηυ απυ ηζξ ακηζδνάζεζξ θζβάζδξ (Δζηυκεξ 3.6, 3.10, 3.12) ηαζ πνςηυημθθμ 

πμο πενζβνάθδηε ζηζξ ιεευδμοξ (αθ. πανάβναθμ 2.2.9). Δίημζζ απμζηίεξ επζθέπεδηακ απυ 

ηάεε ηνοαθίμ βζα ηάεε δζαθμνεηζηυ πθαζιίδζμ ηαζ ιε αοηέξ εκμθεαθιίζηδηακ 20 οβνέξ 

ηαθθζένβεζεξ ενεπηζημφ ιέζμο LB ιζηνμφ υβημο (4 mL) ιε ημ ηαηάθθδθμ ακηζαζμηζηυ ηαζ 

επςάζεδηακ βζα 16 χνεξ ζημοξ 37
μ
C. Απυ ηάεε ηαθθζένβεζα απμιμκχεδηε πθαζιζδζαηυ DNA 

ζφιθςκα ιε πνςηυημθθμ βζα απμιυκςζδ ιζηνήξ ηθίιαηαξ πθαζιζδζαημφ DNA (αθ. 

πανάβναθμ 2.2.10). Ο έθεβπμξ ημο πθαζιζδίμο βζα πανμοζία ημο ζςζημφ εκεέιαημξ έβζκε ιε 

δζπθή πέρδ ημο πθαζιζδζαημφ DNA απυ ηάεε ηθχκμ ιε ηα έκγοια ηςκ εέζεςκ ζφκδεζδξ ημο 

θμνέα ηαζ ημο εκεέιαημξ (αθ. πανάβναθμ 2.2.6). Με δθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ 

ακζπκεφεδηακ  δομ γχκεξ βζα ημοξ pTriex1.1-mcherry ηαζ pLexsy-sat-mCherry, ιία πμο 

ακηζπνμζςπεφεζ ημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα ηαζ ιία ημ έκεεια ηαεχξ ηαζ ηνείξ γχκεξ βζα ημκ 

pLexsysat-rsnbt1-mrfp1, ιία πμο ακηζπνμζςπεφεζ ημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα, ιία ημ έκεεια 

rSNBT1 ηαζ ιία βζα ηδκ mRFP1 (Δζηυκεξ 3.12, 3.14, 3.16). Σα ακαιεκυιεκα ιεβέεδ (ανζειυξ 

γεοβχκ αάζεςκ) ημο θμνέα ηαζ ημο εκεέιαημξ ιεηά απυ ηδκ πέρδ ηςκ πθαζιζδίςκ pTriex1.1-

mcherry, pLexsy-sat-mCherry ηαζ pLexsy-sat-rsnbt1-mrfp1 ιε ηζξ πενζμνζζηζηέξ 

εκδμκμοηθεάζεξ πνμαθέπμκηαζ απυ ημκ οπμθμβζζηζηυ αθβυνζειμ NEBcutter2 (Eζηυκεξ 3.13, 

3.15, 3.17), ζφιθςκα ιε ηδ εεςνδηζηή αθθδθμοπία ημο ηάεε πθαζιζδίμο. 
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Δηθόλα 3.10. Ζθεηηνμθυνδζδ ηδξ ακηίδναζδξ δζπθήξ πέρδξ ημο πθαζιζδίμο pTriex1.1-mcherry ιε ηα έκγοια 

BglII/XhoI ζε πδηηή αβανυγδξ 1% w/v. Μ) ιμνζαηυξ ιάνηοναξ (1Kb ηαζ bp), Α) 1-10: πθαζιίδζμ pTriex1.1-

mCherry (1:3) απυ ηζξ 20 απμζηίεξ ιεηά απυ ηδκ πέρδ ηαζ Β) 1-10: πθαζιίδζμ pTriex1.1-mCherry (1:5). Γζα 

αθθδθμφπζζδ επζθέπεδηακ μζ ηθχκμζ Α) 10. Β) 5, ιε έκεεια 717 γεοβχκ αάζεςκ. 

 

                                                      

Δηθόλα 3.11. Πνμαθεπυιεκδ ειθάκζζδ ηςκ γςκχκ ημο πθαζιζδίμο pTriex1.1-mcherry ιεηά ηδ δζπθή 

πέρδ ιε ηα πενζμνζζηζηά έκγοια BglII/XhOI, υπςξ ακαθένεηαζ ζηδκ πνμδβμφιεκδ εζηυκα, ζε πδηηή 

αβανυγδξ 1% w/v, ζφιθςκα ιε ημκ οπμθμβζζηζηυ αθβυνζειμ ηδξ εηαζνείαξ New England Biolabs 

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/), M) Μμνζαηυξ ιάνηοναξ (Kb). 

 

 

 

Δηθόλα 3.12. Ζθεηηνμθυνδζδ ηδξ ακηίδναζδξ δζπθήξ πέρδξ ημο πθαζιζδίμο pLexsy-sat-mcherry ιε ηα 

έκγοια BglII/XhoI ζε πδηηή αβανυγδξ 1% w/v M) ιμνζαηυξ ιάνηοναξ (Κb), 1-10) πθαζιίδζα pLexsy-sat-

mCherry απυ 20 εεηζηέξ απμζηίεξ ιεηά απυ ηδκ πέρδ. Γζα αθθδθμφπζζδ επζθέπεδηακ μζ ηθχκμζ 9 ηαζ 10 

απυ ημοξ ζοκμθζηά πέκηε εεηζημφξ ηθχκμοξ ιε έκεεια 717 γεοβχκ αάζεςκ. 

pTriex 1.1 

mCherry-8His 

http://tools.neb.com/NEBcutter2/
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Δηθόλα 3.13. Πνμαθεπυιεκδ ειθάκζζδ ηςκ γςκχκ ημο πθαζιζδίμο pLexsy-mCherry ιεηά ηδ δζπθή πέρδ ιε ηα 

πενζμνζζηζηά έκγοια BglII ηαζ ΥhOI, υπςξ ακαθένεηαζ ζηδκ πνμδβμφιεκδ εζηυκα, ζε πδηηή αβανυγδξ 1% w/v, 

ζφιθςκα ιε ημκ οπμθμβζζηζηυ αθβυνζειμ ηδξ εηαζνείαξ New England Biolabs 

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/), M) ιμνζαηυξ ιάνηοναξ (Kb). 

 

Ζ πέρδ ημο πθαζιζδίμο pLexsy-sat-mcherry ιε ηα έκγοια πενζμνζζιμφ Pst1 ηαζ XhoI έβζκε 

βζα κα επζαεααζςεεί ημ ιέβεεμξ ημο πθαζιζδίμο, ηάηζ πμο δεκ εθέβπεηαζ ιε ηδκ αθθδθμφπζζδ, 

αθμφ ιυκμ ημ έκεεια αθθδθμοπείηαζ. Με ημκ ηνυπμ αοηυ εθέβπμκηαζ πζεακέξ απχθεζεξ ή 

πνμζεήηεξ ηιήιαημξ ημο πθαζιζδίμο απυ βεκεηζημφξ ακαζοκδοαζιμφξ πμο ιπμνεί κα θάαμοκ 

πχνα ηαηά ηδκ ακηζβναθή ημο πθαζιζδίμο ζηα ηφηηανα E. coli. 

 
 

Δηθόλα 3.14.  Ζθεηηνμθυνδζδ ηδξ ακηίδναζδξ πέρδξ ημο πθαζιζδίμο pLexsy-sat-rsnbt1-mrfp1 ιε ηα 

έκγοια BglII/XhoI ζε πδηηή αβανυγδξ 1% w/v. M) Μμνζαηυξ ιάνηοναξ (Κb), πθαζιζδζαηυ DNA 

pLexsy-sat-rsnbt1-mrfp1. Οζ δφμ γχκεξ πμο ειθακίγμκηαζ παιδθυηενα αθμνμφκ ημκ ιεηαθμνέα 

rSNBT1 ηαζ ηδκ mRFP1 ακηίζημζπα. 

 

pLexsy-sat 

mCherry 

M 

pLexsy-sat 

M 

mRFP1 

rSNBT1 

http://tools.neb.com/NEBcutter2/
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Δηθόλα 3.15. Ακαιεκυιεκδ ειθάκζζδ ηςκ γςκχκ ημο πθαζιζδίμο pLexsy-sat-rsnbt1-mrfp1 ιεηά ηδκ 

πέρδ, υπςξ ακαθένεηαζ ζηδκ εζηυκα 3.17, ζφιθςκα ιε ημκ οπμθμβζζηζηυ αθβυνζειμ ηδξ εηαζνείαξ 

New England Biolabs (http://tools.neb.com/NEBcutter2/). M) Μμνζαηυξ ιάνηοναξ (Κb ηαζ bp). 

 

3.1.4 Σαπηνπνίεζε ηεο αιιεινπρίαο mcherry ζε ζεηηθνύο θιώλνπο ησλ πιαζκηδίσλ 

pTriex1.1-mcherry θαη pLexsy-sat-mcherry 

H ηαοημπμίδζδ ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο εκεέιαημξ mcherry, ζημ πθαζιζδζαηυ DNA πμο 

απμιμκχεδηε απυ δφμ εεηζημφξ ηθχκμοξ, έβζκε βζα ημ πθαζιίδζμ pTriex1.1-mcherry, 

ζφιθςκα ιε ηα πνςηυημθθα ηδξ εηαζνείαξ VBC Biotech (http://www.vbc-biotech.at/). Σμ 

πθαζιίδζμ απμιμκχεδηε απυ ηαθθζένβεζα ιέζδξ ηθίιαηαξ (midi prep, αθ. πανάβναθμ 2.2.12). 

Ζ ηαοημπμίδζδ ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο εκεέιαημξ έβζκε ιε ζημπυ κα εκημπζζημφκ πζεακέξ 

ιεηαθθάλεζξ πμο εα ιπμνμφζακ κα έπμοκ πνμηθδεεί ηαηά ηδκ ακηζβναθή ημο DNA ζηζξ 

ακηζδνάζεζξ PCR ή απυ πζεακέξ ιεηαθθάλεζξ ηαηά ηδκ ακηζβναθή ημο πθαζιζδίμο ζηα 

ααηηήνζα. Πανυθμ πμο δ πμθοιενάζδ πμο πνδζζιμπμζήεδηε (ΚΑΡΑ2G Robust, KAPA 

BIOSYSTEMS) έπεζ δνάζδ ελςκμοηθεάζδξ, είκαζ απαναίηδηδ δ επζαεααίςζδ ηδξ 

αθθδθμοπίαξ ημο εκεέιαημξ ςξ ιένμοξ ημο οπμπνεςηζημφ πνςημηυθθμο εθέβπμο ηςκ εεηζηχκ 

ηθχκςκ. Ζ αθθδθμφπζζδ έβζκε ιε ημοξ εηηζκδηέξ (mcherry-πνυζεζμξ ηαζ mcherry-

ακάζηνμθμξ, αθ. πανάβναθμ 3.1.1, Πίκαηαξ 3.1) πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ εκίζποζδ ημο 

βμκζδίμο ζηδκ ακηίδναζδ PCR. Οζ αθθδθμοπίεξ πμο πνμέηορακ εθέβπεδηακ ιε ημ πνυβναιια 

Clustalw βζα ημ επίπεδμ μιμζυηδηαξ ιε ηδκ αθθδθμοπία ημο βμκζδίμο ηδξ mcherry (υπςξ 

ακαθένεδηε ζηδκ πανάβναθμ 2.3).  

Σα απμηεθέζιαηα ηδξ αθθδθμφπζζδξ είκαζ ημζκά βζα υθμοξ ημοξ ηθχκμοξ πμο εθέβπεδηακ, ιε 

επίπεδμ μιμζυηδηαξ πμο αββίγεζ ημ 100%.  

http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://www.vbc-biotech.at/
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3.1.5 Κισλνπνίεζε, ελζσκάησζε ηνπ γνληδίνπ rsnbt1 ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα 

έθθξαζεο pLexsy-sat-mrfp1 κε ηελ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

3.1.6 Απνκόλσζε ζεηηθώλ θιώλσλ θπηηάξσλ E. coli πνπ πεξηέρνπλ ηo πιαζκίδην 

pLexsy-sat- rsnbt1-mrfp1 θαη ηαπηνπνίεζε ηεο αιιεινπρίαο rsnbt1 ζε ζεηηθνύο 

θιώλνπο ηνπ πιαζκηδίνπ pLexsy-sat- rsnbt1-mrfp1 

Σα πεζνάιαηα πμο αθμνμφκ ηδκ ηθςκμπμίδζδ ηαζ εκζςιάηςζδ ημο βμκζδίμο rsnbt1 

ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα έηθναζδξ pLexsy-sat-mrfp1, ηαεχξ ηαζ ηδκ απμιυκςζδ ηςκ εεηζηχκ 

ηθχκςκ πμο πενζέπμοκ ηo πθαζιίδζo pLexsy-sat- rsnbt1-mrfp1 ηαζ ηδκ ηαοημπμίδζδ ηδξ 

αθθδθμοπίαξ rsnbt1 ζε εεηζημφξ ηθχκμοξ ημο πθαζιζδίμο pLexsy-sat- rsnbt1-mrf1 

πναβιαημπμζήεδηακ απυ ημκ Γζδάηημνα Κχζηα Παπαηχζηα, ζημ ενβαζηήνζμ ημο ηαε. 

Δοζηάεζμο Φνζθθίββμο ζηα πθαίζζα ζοκενβαζίαξ ιέζς ημο πνμβνάιιαημξ Θαθήξ 

EVOTRANS(http://excellence.minedu.gov.gr/thales/el/thalesprojects/375578). Απμηεθέζιαηα 

ηςκ πεζναιάηςκ αοηχκ πανμοζζάγμκηαζ, φζηενα απυ παναπχνδζδ ημο Γν. Κ. Παπαηχζηα, 

ζημ πανάνηδια (αθ. Κεθ. 4.1, 4.2)  

3.2 Δηεξόινγε έθθξαζε ησλ πξσηετλώλ mCherry θαη rSNBT1-mRFP1 ζε 

πξσηόδσα Leishmania tarentolae  

Ζ εηενυθμβδ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ mCherry ζηα δζαβμκζδζαηά πνςηυγςα L. 

tarentolae πμο ηαηαζηεοάζηδηακ ιε επζιυθοκζδ ιε ηα πθαζιίδζα pLexsy-sat-mcherry 

δζενεοκήεδηε ιε άιεζδ παναηήνδζδ ημο ηυηηζκμο θεμνζζιμφ ηδξ mCherry ιε ζοκεζηζαηή 

ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ. 

Ζ εηενυθμβδ έηθναζδ ηαζ μ οπμηοηηανζηυξ εκημπζζιυξ ηδξ πνςηεΐκδξ rSNBT1-mRFP1 ζηα 

L. tarentolae πμο επζιμθφκεδηακ ιε ημ πθαζιίδζμ pLexsy-sat-rsnbt1-mrfp1 δζενεοκήεδηε ιε 

άιεζδ παναηήνδζδ ηαζ έιιεζμ ακμζμθεμνζζιυ (αθ. πανάβναθμ 2.12) ζε ζοκεζηζαηυ 

ιζηνμζηυπζμ. Δπζπνυζεεηα επζαεααζχεδηε αζμπδιζηά ιε ηδκ ηεπκζηή ημο ακμζμζηοπχιαημξ 

Western ζε πνςηεσκζηά ηθάζιαηα ιεηά απυ ηθαζιαημπμίδζδ ιε ημ απμνοπακηζηυ δζβζημκίκδ. 

3.2.1 Καηαζθεπή δηαγνληδηαθώλ πξσηνδώσλ L. tarentolae πνπ εθθξάδνπλ ηηο 

πξσηεΐλεο mCherry ή  rSNBT1-mRFP1 

 ηεθέπδ ηςκ πνςημγχςκ L. tarentolae αβνίμο ηφπμο (WT) ζηδ θμβανζειζηή θάζδ 

ακάπηολδξ ιεηαζπδιαηίζηδηακ ιε ηα πθαζιίδζα pLexsy-sat-mcherry ηαζ pLexsy-sat-rsnbt1-

mrfp1 (βζα επζζςιζηή ηαζ πνςιμζςιζηή έηθναζδ) ιε δθεηηνμδζάηνδζδ, υπςξ ακαθένεηαζ 

ζηδκ πανάβναθμ 2.9 [82]. ηδκ πενίπηςζδ ηδξ πνςιμζςιζηήξ έηθναζδξ έβζκε πέρδ ημο 

πθαζιζδίμο pLexsy-sat-rsnbt1-mrfp1 ιε ημ έκγοιμ πενζμνζζιμφ SwaI ημ μπμίμ ηυαεζ ζε δφμ 

ζδιεία ιέζα ζημκ θμνέα ηαζ πνδζζιμπμζμφιε βζα ηδκ δθεηηνμδζάηνδζδ ημ εοεφβναιιμ πθέμκ 
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ηιήια πμο δδιζμονβείηαζ ηαζ θένεζ ημ επζεοιδηυ βμκίδζμ (Δζηυκα 3.18). Σα ιεηαζπδιαηζζιέκα 

ηφηηανα δζαηδνήεδηακ ζε ζοκεήηεξ ηαθθζένβεζαξ υπςξ ηαζ αοηά αβνίμο ηφπμο ιε ιυκδ 

δζαθμνά ηδ ζηαδζαηά αολακυιεκδ πνμζεήηδ ημο ακηζαζμηζημφ Nourseothricin (ιέπνζ ηεθζηήξ 

ζοβηέκηνςζδξ 100 ιg/mL) βζα επζθμβή ηοηηάνςκ πμο θένμοκ ημ πθαζιίδζμ mcherry ή rsnbt1-

mrfp1. Όηακ έβζκε εφημθμξ μ εκημπζζιυξ ανηεηχκ γςκηακχκ ηοηηάνςκ ζηδκ ηαθθζένβεζα (~3 

εαδμιάδεξ ιεηά ηδκ δζαιυθοκζδ), δ φπανλδ δζαβμκζδζαηχκ πθδεοζιχκ επζαεααζχεδηε ιε 

παναηήνδζδ ζε ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ (Δζηυκα 3.19) βζα κα πζζημπμζδεεί δ έηθναζδ ηδξ 

mCherry ή ηδξ mRFP1 απυ ημ θεμνζζιυ ημοξ (Δxmax=587/Δmmax=610 nm ή Δxmax=584/Δmmax 

607 nm ακηίζημζπα). 

 

Δηθόλα 3.16. Ζθεηηνμθυνδζδ ηδξ ακηίδναζδξ πέρδξ ημο πθαζιζδίμο pLexsy-sat-rsnbt1-mrfp1 ιε ημ έκγοιμ 

SwaI, βζα πνςιμζςιζηή έηθναζδ, ζε πδηηή αβανυγδξ 1% w/v. M) Μμνζαηυξ ιάνηοναξ (Κb). Με αέθμξ 

οπμδεζηκφεηαζ ημ εοεφβναιιμ ηιήια ημο πθαζιζδίμο ιεηά απυ ηδκ πέρδ πμο θένεζ ημ βμκίδζμ rsnbt1-mrfp1. Ζ 

δεφηενδ γχκδ πμο ειθακίγεηαζ παιδθυηενα αθμνά ημ ημιιάηζ απυ ημ πθαζιίδζμ πμο αθαζνείηαζ ηαζ δεκ 

πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ πνςιμζςιζηή έηθναζδ.  

 

 

Α) Καηαζθεπή ησλ δηαγνληδηαθώλ πξσηνδώσλ L. tarenolae-mCherry 

Ζ mCherry ζηα δζαβμκζδζαηά πανάζζηα L. tarentolae-mCherry εκημπίζεδηε ιε δζάποημ 

θεμνζζιυ ζε υθμ ημ ζχια ημο παναζίημο, υπςξ εα ακαιεκυηακ βζα ιζα δζαθοηή 

ηοηηανμπθαζιαηζηή  πνςηεΐκδ. 

 
 

Γναιιζηυ ηιήια πμο 

θένεζ ημ βμκίδζμ  

rsnbt1-mrfp1 
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Δηθόλα 3.17. Δκημπζζιυξ ηδξ mCherry ζε δζαβμκζδζαηά πανάζζηα, L. tarentolae-mCherry ιε ζοκεζηζαηυ 

ιζηνμζηυπζμ θεμνζζιμφ (αθ. πανάβναθμ 2.12). Α.1) Ο ηυηηζκμξ θεμνζζιυξ ηδξ mCherry ακζπκεφηδηε ιε ηδκ 

βναιιή laser Argon, 543 nm. Α.2). Ζ ίδζα εζηυκα παναηίεεηαζ ζε αζπνυιαονδ βζα ηαθφηενδ ακηίεεζδ. A.3) 

Ακηίεεζδ θάζδξ ηαζ ηυηηζκμξ θεμνζζιυξ ιαγί (merge). Κθίιαηα ιεβέεμοξ (Scale bar): 20 ιm. 

 

ηδ ζοκέπεζα εθέβπεδηε ιε ηοηηανμιεηνία νμήξ (FACS) ημ πμζμζηυ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ 

ηοηηάνςκ L. tarentolae-mCherry ζε ιεηαθμβανζειζηή θάζδ ακάπηολδξ ηδξ ηαθθζένβεζαξ 

ηαεχξ ηαζ ηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ mCherry ζε αοηά ηα δζαβμκζδζαηά πνςηυγςα. Αοηυ έβζκε 

ιε πνμζδζμνζζιυ ημο επί ημζξ εηαηυ (%) πμζμζημφ ηοηηάνςκ ιε ηυηηζκμ θεμνζζιυ (ηακάθζ 

PE-Texas Red-A) ιεβαθφηενμ απυ ημκ αοημθεμνζζιυ ηςκ L. tarentolae αβνίμο ηφπμο ηαζ ιε 

οπμθμβζζιυ ηδξ ιέζδξ ηζιήξ έκηαζδξ ημο ηυηηζκμο θεμνζζιμφ ζημκ πθδεοζιυ αοηυ. Oζ ηζιέξ 

ηςκ παναιέηνςκ FSC (πνυζεζμξ ζηεδαζιυξ), SSC (πθάβζμξ ζηεδαζιυξ) ηαζ PE-Texas Red-A 

(ηυηηζκμξ θεμνζζιυξ) πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ ακάθοζδ ακαβνάθμκηαζ ζημκ Πίκαηα 

3.3. 

Σμ πμζμζηυ ηοηηάνςκ ιε ηυηηζκμ θεμνζζιυ (πενζμπή P1 Δζηυκα 3.20/Α) ζημ δείβια L. 

tarentolae-mCherry ακένπεηαζ πενίπμο ζημ 66,8% ημο μθζημφ πθδεοζιμφ. Ζ πενζμπή P2 

(Δζηυκα 3.20/Α) ακηζζημζπεί ζε «ευνοαμ» (background) υπςξ πνμηφπηεζ απυ ακάθοζδ ημο 

ιάνηονα L. tarentolae αβνίμο ηφπμο. ημκ πθδεοζιυ αοηυ ηαηαιεηνχκηαζ επίζδξ ηαζ έκαξ 

ζδιακηζηυξ πθδεοζιυξ δζαβμκζδζαηχκ ηοηηάνςκ ιε παιδθυηενα επίπεδα έκηαζδξ θεμνζζιμφ 

(Πίκαηαξ 3.4) 

Δλέηαζδ ηςκ βναθζηχκ παναζηάζεςκ FSC ηαζ SSC δείπκεζ υηζ μζ πθδεοζιμί ηςκ L. 

tarentolae αβνίμο ηφπμο ηαζ L. tarentolae-mCherry πανμοζζάγμοκ ιζα ακμιμζμβέκεζα ζημ 

ιέβεεμξ (FSC ηζιέξ ιεηαλφ 100-200) πμο δδθχκεζ ηδκ ηαοηυπνμκδ πανμοζία πνμηοηθζηχκ, 

δζαζνμφιεκςκ ηοηηάνςκ ηαζ ιεηαηοηθζηχκ ιμνθχκ, ηαεχξ επίζδξ ηαζ ζοζηάδεξ ζε ιμνθέξ 

«νμγέηαξ» πμο ζπδιαηίγμκηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ακάπηολδξ ηςκ πνςημγχςκ ζηδκ 

ηαθθζένβεζα. 

Σμ ιεβαθφηενμ ιένμξ ημο πθδεοζιμφ πάκηςξ έπεζ μιμζυιμνθμ ιέβεεμξ υπςξ δδθχκεηαζ απυ 

ηδ ζοζζχνεοζδ ιεβάθμο πθδεοζιμφ βφνς απυ ηδκ ηζιή 100 ζηδκ πανάιεηνμ FSC-A ηαζ ζηα 
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δφμ δείβιαηα (Δζηυκα 3.20). 

Πίλαθαο 3.2. Πανάιεηνμζ πμο εθανιυζηδηακ ζημκ ηοηηανμιεηνδηή νμήξ 

βζα ακάθοζδ ηςκ ηοηηανζηχκ πθδεοζιχκ L. tarentolae αβνίμο ηφπμο ηαζ L. 

tarentolae-mCherry 

FSC-A 355 

SSC-A 325 

PE-Texas Red-A 600 

 

 

 

 

 
Δηθόλα 3.18. Ακάθοζδ ιε FACS ηςκ παναζίηςκ L. tarentolae αβνίμο ηφπμο (wt) ηαζ L. 

tarentolae-mCherry. Έβζκε ακάθοζδ 10.000 ηοηηάνςκ βζα ηάεε δείβια. A) (ανζζηενά) 

ζζημβνάιιαηα ηςκ παναιέηνςκ Texas Red-A/FSC-A ηαζ SSC-A/FSC-A. B) (δελζά): dot 

plots ηςκ παναιέηνςκ FSC-Ζ ηαζ SSC. Σα απμηεθέζιαηα εθήθεδζακ ιε ηζξ νοειίζεζξ: 

FSC-A=355, SSC-A=325, Texas Red-A=600 
 
 

Πίλαθαο 3.3. ηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ Δζηυκαξ  3.20 

L. tarentolae wt 
Γεγνλόηα 

(θύηηαξα) 

% ζπλόινπ Μέζνο όξνο 

έληαζεο θζνξηζκνύ 

Όια 10000 100.00 10 

P1 14 0.1 418 

P2 9986 99.9 9 

L. tarentolae-

mCherry 

   

Όια 10000 100.00 429 

P1 6682 66.8 618 

P2 3318 33.2 350 

 

B) 

A) B) 

A) 
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Β) Καηαζθεπή ησλ δηαγνληδηαθώλ πξσηνδώσλ L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 

Ζ φπανλδ δζαβμκζδζαηχκ πνςημγχςκ L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 επζαεααζχεδηε ιε 

παναηήνδζδ ζε ιζηνμζηυπζμ  θεμνζζιμφ βζα κα πζζημπμζδεεί δ έηθναζδ ηδξ rSNBT1-mRFP1 

πζιαζνζηήξ πνςηεΐκδξ. Όπςξ θαίκεηαζ ζηζξ Δζηυκεξ 3.21 - 3.24 ηαζ ζημ πήια 3.1 μ 

ιεβαθφηενμξ πθδεοζιυξ ηςκ ηοηηάνςκ L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 εηθνάγμοκ ηδκ 

ακαζοκδοαζιέκδ πνςηεΐκδ rSNBT1-mRFP1 ζε ακζπκεφζζια επίπεδα. 

 

Δηθόλα 3.19. Φςημβναθίεξ ζοκεζηζαηήξ ιζηνμζημπίαξ απυ δζαβμκζδζαηά πανάζζηα L. tarentolae-rSNBT1-

mRFP1 πμο εηθνάγμοκ επζζςιζηά ημκ ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 (L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1-EP). Ο 

ηυηηζκμξ θεμνζζιυξ εθήθεδ ιε ηδ βναιιή Argon laser 543 nm. Υνδζζιμπμζήεδηε θαηυξ Αpochromat 63X 

ηαζ έβζκε δθεηηνμκζηή ιεβέεοκζδ ηδξ εζηυκαξ 2Υ. Κάεε εζηυκα πμο ακηζπνμζςπεφεζ έκα δζαθμνεηζηυ πεδίμ 

έπεζ ιέβεεμξ 1024Υ1024 pixels. Ο ηυηηζκμξ θεμνζζιυξ πανμοζζάγεηαζ ηαζ ζε αζπνυιαονδ εζηυκα βζα 

ηαθφηενδ ακηίεεζδ. ηδ δελζά ζηήθδ ημ ηάεε πεδίμ απεζημκίγεηαζ ιε ιζηνμζημπία ακηίεεζδξ θάζδξ. Ζ 

ηάεε εζηυκα είκαζ max projection απυ 5 μπηζηέξ ημιέξ πμο εθήθεδζακ ιε step size 0,5 ιm. Ζ ηθίιαηα 

ιεβέεμοξ είκαζ 8ιm. 
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Δηθόλα 3.20. Φςημβναθίεξ ζοκεζηζαηήξ ιζηνμζημπίαξ απυ δζαβμκζδζαηά ηφηηανα L. tarentolae-rSNBT1-

mRFP1 πμο εηθνάγμοκ επζζςιζηά ημκ ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 (L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1-EP). Α.1) 

Ο ηυηηζκμξ θεμνζζιυξ ημο rSNBT1-mRFP1 ακζπκεφηδηε ιε ηζξ ζοκεήηεξ πμο πενζβνάθδηακ ζηδκ Δζηυκα 3.24. 

Α.2) Ζ ίδζα εζηυκα παναηίεεηαζ ζε αζπνυιαονδ βζα ηαθφηενδ ακηίεεζδ. Α.3) Ακηίεεζδ θάζδξ. Ζθεηηνμκζηή 

ιεβέεοκζδ ηδξ εζηυκαξ 6Υ. Ζ ηθίιαηα ιεβέεμοξ είκαζ 4 ιm. Με αζηενίζημ οπμδεζηκφεηαζ μ πονήκαξ ηςκ 

πνςημγςζηχκ ηοηηάνςκ  ηαζ ιε ηεθαθή αέθμοξ δ πενζμπή έηθοζδξ ημο ιαζηζβίμο (flagelar pocket). 

 

 

 

 

Δηθόλα 3.21. Φςημβναθίεξ ζοκεζηζαηήξ ιζηνμζημπίαξ απυ δζαβμκζδζαηά πανάζζηα L. tarentolae-rSNBT1-

mRFP1 πμο εηθνάγμοκ πνςιμζςιζηά ημκ ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 (L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1-

CH). Οζ εζηυκεξ εθήθεδζακ αηνζαχξ ιε ηζξ ίδζεξ παναιέηνμοξ έκηαζδξ lazer, ηαζ εκίζποζδξ 

θςημπμθθαπθαζζαζηή (PMT gain) υπςξ αοηέξ πμο πανμοζζάγμκηαζ ζηδκ Δζηυκα 3.21. 
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Δηθόλα 3.22. Φςημβναθίεξ ζοκεζηζαηήξ ιζηνμζημπίαξ απυ δζαβμκζδζαηά πανάζζηα L. tarentolae-rSNBT1-

mRFP1 πμο εηθνάγμοκ πνςιμζςιζηά ημκ ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 (L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1-CH). Ζ 

θήρδ ηαζ δ πανμοζίαζδ ηςκ εζηυκςκ βίκεηαζ ιε ηζξ ίδζεξ παναιέηνμοξ υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ Δζηυκα 3.22. Με 

αζηενίζημ οπμδεζηκφεηαζ μ πονήκαξ, ιε αέθμξ πενζμπή ηδξ επζθακεζαηήξ ιειανάκδξ ηαζ ιε ηεθαθή αέθμοξ δ 

πενζμπή έηθοζδξ ημο ιαζηζβίμο (flagellar pocket). Ζθεηηνμκζηή ιεβέεοκζδ ηδξ εζηυκαξ 6Υ. Κθίιαηα 

ιεβέεμοξ:4 ιm. 

 

Ο πζιαζνζηυξ ιεηαθμνέαξ rSNBT1-mRFP1 ηαζ ζημοξ δφμ πθδεοζιμφξ ηςκ παναζίηςκ (δδθ. 

ιε επζζςιζηή ή πνςιμζςιζηή έηθναζδ) εκημπίγεηαζ ηονίςξ ζημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ, 

ζηδκ πενζμπή έηθοζδξ ημο ιαζηζβίμο (flagellar pocket) (αέθμξ) ηαζ πζμ απκά ζηδκ επζθακεζαηή 

ιειανάκδ ημο ηοηηάνμο (Δζηυκα 3.22). Ζ πενζμπή έηθοζδξ ημο ιαζηζβίμο είκαζ ιζα ααεζά 

εβηυθπςζδ ζηδ αάζδ ημο ιαζηζβίμο ζηδκ μπμία βίκεηαζ πνυζθδρδ ενεπηζηχκ μοζζχκ ιέζς  

ηδξ εκδμηφηηςζδξ ιε οπμδμπέα, έηηνζζδ πνςηεσκχκ ζημκ ελςηοηηάνζμ πχνμ ηαζ 

δζάποζδ/εκζςιάηςζδ ιειανακζηχκ πνςηεσκχκ ζηδκ επζθακεζαηή ιειανάκδ ημο ηοηηάνμο 

[83]. 

ηδκ πενίπηςζδ ημο δζαβμκζδζαημφ πθδεοζιμφ L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 πμο 

εηθνάγμοκ πνςιμζςιζηά ημκ πζιαζνζηυ ιεηαθμνέα (Δζηυκα 3.24), δ ακαζοκδοαζιέκδ 

πνςηεΐκδ ακζπκεφεηαζ πζμ έκημκα ζηδκ επζθακεζαηή ιειανάκδ ημο παναζίημο ζε ιεβαθφηενμ 

ανζειυ ηοηηάνςκ απυ ηδκ πενίπηςζδ ηδξ επζζςιζηήξ έηθναζδξ οπμδδθχκμκηαξ υηζ ζε αοηά 

ηα ηφηηανα έπμοιε πζμ απμηεθεζιαηζηή ιεηαηίκδζδ ιζαξ ιειανακζηήξ πνςηεΐκδξ ζηδκ 

επζθακεζαηή ιειανάκδ ημο πνςημγςζημφ ηοηηάνμο. 

ηδ ζοκέπεζα έβζκε πμζμηζημπμίδζδ ημο πμζμζημφ ηςκ ηοηηάνςκ πμο εηθνάγμοκ ημκ 

rSNBT1-mRFP1, ιε ιέηνδζδ ημο ανζειμφ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηυηηζκμ θεμνζζιυ ηαεχξ ηαζ ηςκ 

επζπέδςκ θεμνζζιμφ ηδξ mRFP1/ηφηηανμ ζημοξ δφμ δζαβμκζδζαημφξ πθδεοζιμφξ. Ζ 

πμζμηζημπμίδζδ έβζκε ζε 8 μπηζηά πεδία ζηα μπμία ακαθφεδηακ ζοκμθζηά 100 -150 πανάζζηα 

ακά πενίπηςζδ (Δζηυκεξ 3.25/3.27). Ο ζοκμθζηυξ ανζειυξ ηςκ παναζίηςκ ζε ηάεε πεδίμ 

ιεηνήεδηε ζηζξ εζηυκεξ ακηίεεζδξ θάζδξ ημο ηάεε πεδίμο. Ζ ηαηαιέηνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ 

ηςκ επζπέδςκ έκηαζδξ ηυηηζκμο θεμνζζιμφ (mRFP1/ηφηηανμ) ζηζξ ρδθζαηέξ εζηυκεξ έβζκε ιε 

ημ πνυβναιια Icy (http://icy.bioimageanalysis.org/) ιε εθανιμβή ηςκ αθβμνίειςκ: Ηntensity 

http://icy.bioimageanalysis.org/
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Projection ηαζ HK-means, αηθμοεχκηαξ πάκηα ηζξ ίδζεξ παναιέηνμοξ βζα υθα ηα μπηζηά πεδία 

(πήια 3.1, 3.2). 

To πμζμζηυ ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηάνςκ L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 ιε 

ακζπκεφζζια επίπεδα ηυηηζκμο θεμνζζιμφ (mRFP1) ανέεδηε κα ακένπεηαζ ζε 60-70% ημο 

ζοκυθμο ηςκ ηοηηάνςκ ζημοξ δζαβμκζδζαημφξ πθδεοζιμφξ ηαζ κα είκαζ πενίπμο 10% 

ορδθυηενμ ζηα πνςηυγςα πμο εηθνάγμοκ πνςιμζςιζηά ημκ ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 ζε 

ζφβηνζζδ ιε αοηά πμο ημκ εηθνάγμοκ επζζςιζηά (πήια 3.1 Α). H πμζμηζημπμίδζδ ηδξ 

έκηαζδξ ηυηηζκμο θεμνζζιμφ ακά πανάζζημ έδεζλε υηζ ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ πνςιμζςιζηήξ 

έηθναζδξ ημο πζιαζνζημφ ιεηαθμνέα ήηακ ~2 θμνέξ ορδθυηενδ ζε ζφβηνζζδ ιε αοηήκ ηδξ 

επζζςιζηήξ έηθναζδξ. Αοηυ ζδιαίκεζ υηζ ζημκ δζαβμκζδζαηυ πθδεοζιυ L. tarentolae-rSNBT1-

mRFP1 πμο εηθνάγεζ  πνςιμζςιζηά ημκ rSNBT1-mRFP1 έπμοιε ορδθυηενα επίπεδα 

έηθναζδξ αθθά υιςξ ηαζ ιεβαθφηενδ δζαηφιακζδ ζηα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ ηυηηζκδξ 

θεμνίγμοζαξ πνςηεΐκδξ υπςξ δδθχκεηαζ απυ ημ ιεβάθμ εφνμξ απυηθζζδξ ζηδκ ιέζδ έκηαζδ 

ηυηηζκμο θεμνζζιμφ/ηφηηανμ (πήια 3.1 Β).  

 

 

  
ρήκα 3.1. Γναθζηή ακαπανάζηαζδ ημο Α). πμζμζημφ ηςκ παναζίηςκ L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 (ΔΡ ηαζ 

CH) πμο εηθνάγμοκ ακζπκεφζζια επίπεδα rSNBT1-mRFP1 ηαζ Β). ιέζμο υνμο ηδξ έκηαζδξ 

θεμνζζιμφ/πανάζζημ ζημοξ δφμ δζαβμκζδζαημφξ πθδεοζιμφξ (L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 ΔΡ (βηνίγμ πνχια) 

ηαζ rSNBT1-mRFP1-CH (ιαφνμ πνχια)). Ζ πμζμηζημπμίδζδ έβζκε ζε 8 μπηζηά πεδία ακά πενίπηςζδ ζε 

ζοκμθζηά 100-150 πανάζζηα πμο πνμζδζμνίζηδηακ απυ ηζξ ακηίζημζπεξ εζηυκεξ ακηίεεζδξ θάζδξ.  Ζ 

ηαηαιέηνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηςκ επζπέδςκ έκηαζδξ ηυηηζκμο θεμνζζιμφ (mRFP1) ζηζξ ρδθζαηέξ εζηυκεξ 

έβζκε ζε max projections 5 μπηζηχκ ημιχκ (0,5 ιm step size) ιε ημ πνυβναιια Icy 

(http://icy.bioimageanalysis.org/, ιε εθανιμβή ηςκ αθβμνίειςκ: Ηntensity Projection ηαζ HK-means) ιε 

εθανιμβή ηςκ ίδζςκ παναιέηνςκ βζα υθα ηα μπηζηά πεδία. 

 

Σμ οπυθμζπμ ηδξ ιεθέηδξ έβζκε ιε ηα δζαβμκζδζαηά πανάζζηα (L. tarentolae-rSNBT1-

mRFP1) πμο εηθνάγμοκ πνςιμζςιζηά ημκ πζιαζνζηυ ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1, δζυηζ έπμοκ 

ορδθυηενμ πμζμζηυ (%) παναζίηςκ πμο εηθνάγμοκ ακζπκεφζζια επίπεδα mRFP1 ηαζ έπμοκ 

ορδθυηενα επίπεδα έηθναζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ/ακά πανάζζημ. Δπίζδξ ζημκ πθδεοζιυ αοηυ 

Α) Β) 

http://icy.bioimageanalysis.org/
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ακζπκεφμοιε ημκ πζιαζνζηυ ιεηαθμνέα ζηδκ επζθακεζαηή ιειανάκδ πενζζζυηενςκ παναζίηςκ 

ζε ακηίεεζδ ιε ημκ πθδεοζιυ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ παναζίηςκ ιε επζζςιζηή έηθναζδ ημο 

rSNBT1-mRFP1 υπμο μ  rSNBT1-mRFP1 εκημπίγεηαζ ηονίςξ ζημ Δκδμπθαζιαηζηυ Γίηηομ 

(ΔΓ) ηαζ ζηδκ πενζμπή έηθοζδξ ημο ιαζηζβίμο. 

Γζα επζαεααίςζδ ημο οπμηοηηανζημφ εκημπζζιμφ ηδξ ακαζοκδοαζιέκδξ πνςηεΐκδξ 

rSNBT1-mRFP1 ζηδκ επζθακεζαηή ιειανάκδ ηαζ ζημ ΔΓ ηςκ παναζίηςκ έβζκε έιιεζμξ 

ακμζμθεμνζζιυξ ιε ακηζζχιαηα έκακηζ ηδξ α-ημοιπμοθίκδξ (α-tubulin) (Δζηυκα 3.23) ή ηδξ 

BiP/GRP78 Λεσζιακζαηήξ πνςηεΐκδξ αμδεμφ ακαδίπθςζδξ (chaperone) (Δζηυκα 3.24) 

ακηίζημζπα [78] ηαζ ηαηάθθδθα δεφηενα ακηζζχιαηα ζογεοβιέκα ιε ηδκ πνςζηζηή Alexa488. 

Σμ ακηίζςια έκακηζ ηδξ α-ημοιπμοθίκδξ ακαβκςνίγεζ ημκ ηοηηανμζηεθεηυ ηςκ 

ιζηνμζςθζκίζηςκ ηάης απυ ηδκ επζθακεζαηή ιειανάκδ ημο πνςημγχμο (subpelicular 

microtubules), εκχ ημ ακηίζςια έκακηζ ηδξ BiP/GRP78 ημ ΔΓ ηαζ είκαζ εζδζηυ βζα ηα 

πνςηυγςα ηςκ Σνοπακμζςιαηίδςκ. 

Όπςξ θαίκεηαζ ζηζξ Δζηυκεξ 3.23 ηαζ 3.24, μ ηυηηζκμξ (mRFP1) ηαζ μ πνάζζκμξ (Alexa488) 

θεμνζζιυξ ζοκεκημπίγμκηαζ ζε ιεβάθμ ααειυ βεβμκυξ πμο επζαεααζχκεζ ηδκ πανμοζία ημο 

ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 ζημ EΓ ηαζ ηδκ επζθακεζαηή ιειανάκδ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ 

παναζίηςκ. Αοηυ ζδιαίκεζ υηζ ημ εηηνζηζηυ ζφζηδια ημο πνςημγςζημφ παναζίημο L. 

tarentolae ακαβκςνίγεζ ηζξ ζδιαημδμηζηέξ αθθδθμοπίεξ ημο εηηνζηζημφ ζοζηήιαημξ ηςκ 

εδθαζηζηχκ βζα ιεηαηίκδζδ ιζαξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανακζηήξ πνςηεΐκδξ ζηδκ 

επζθακεζαηή ιειανάκδ ημο ηοηηάνμο. 
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Δηθόλα 3.23. Φςημβναθίεξ απυ ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία πμο απεζημκίγμοκ ημκ  rSNBT1-mRFP1 

ηαζ ηδκ α-Σμοιπμοθίκδ ζε ζηαηζηήξ θάζδξ L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1. Γζα ζήιακζδ ηδξ α-

Σμοιπμοθίκδs ιε έιιεζμ ακμζμθεμνζζιυ πνδζζιμπμζήεδηε ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια α-

Σμοιπμοθίκδξ (1:300) απυ πμκηίηζ ηαζ δεφηενμ ακηζ-πμκηζηίζζμ ακηίζςια ζογεοβιέκμ ιε ηδκ 

πνάζζκδ θεμνίγμοζα πνςζηζηή Αlexa 488 (αθ. πανάβναθμ 2.12). Ο ηυηηζκμξ (mRFP1) (Α.1) ηαζ 

πνάζζκμξ (Alexa 488) θεμνζζιυξ (A.2) πανμοζζάγμκηαζ πςνζζηά ςξ αζπνυιαονεξ εζηυκεξ ηαζ δ 

αθθδθεπζηάθορδ ημοξ ζηδκ εζηυκα A.3 (merge). A.4) Ακηίεεζδ θάζδξ. Ζ ηθίιαηα ιεβέεμοξ είκαζ 

4 ιm. 
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Δηθόλα 3.24. Φςημβναθίεξ απυ ζοκεζηζαηή ιζηνμζημπία πμο απεζημκίγμοκ ημκ  rSNBT1-mRFP1 

ηαζ ηδκ ηδκ ΒiP/GRP78 (ΔΓ) ζε ζηαηζηήξ θάζδξ L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 (αθ. πανάβναθμ 

2.12). Γζα ημκ έιιεζμ ακμζμθεμνζζιυ πνδζζιμπμζήεδηε πμθοηθςκζηυ ακηίζςια ακηζ- ΒiP/GRP78 

απυ ημοκέθζ (αναίςζδ 1:500) ηαζ δεφηενμ ακηίζςια anti-Rabbit ζογεοβιέκμ ιε ηδκ πνάζζκδ 

θεμνίγμοζα πνςζηζηή Alexa Fluor 488. Ο ηυηηζκμξ (mRFP1) (Α.1) ηαζ μ πνάζζκμξ (Alexa 488) 

θεμνζζιυξ (A.2) πανμοζζάγμκηαζ πςνζζηά ςξ αζπνυιαονεξ εζηυκεξ ηαζ δ αθθδθεπζηάθορδ ηςκ δφμ 

πνςζηζηχκ ζηδκ εζηυκα A.3 (merge). A.4) Ακηίεεζδ θάζδξ. Ζ ηθίιαηα ιεβέεμοξ είκαζ 4 ιm. 

 

3.2.2 Βηνρεκηθόο ππνθπηηαξηθόο εληνπηζκόο ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο 

rSNBT1-mRFP1 

Ζ έηθναζδ ηδξ δζαβμκζδζαηήξ πνςηεΐκδξ rSNBT1-mRFP1 ιε ημ ακαιεκυιεκμ ιμνζαηυ 

αάνμξ επαθδεεφηδηε αζμπδιζηά ζηα δζαβμκζδζαηά πανάζζηα L. tarentolae, ιε 

ακμζμαπμηφπςζδ Western ιεηά απυ ηθαζιάηςζδ ηςκ μθζηχκ πνςηεσκχκ ημο πνςημγχμο ιε 

έκα πνςηυημθθμ  ζημ μπμίμ πνδζζιμπμζμφκηαζ ηα απμννοπακηζηά δζβζημκίκδ ηαζ Triton X-100 

(πανάβναθμξ 2.10)  ηα 6 δζαθμνεηζηά ηθάζιαηα πμο πνμηφπημοκ απυ ηδκ επελενβαζία ηςκ 

ηοηηάνςκ ιε αοηή ηδ ιέεμδμ ζοθθέβμκηαζ δείβιαηα ειπθμοηζζιέκα ζε δζαθμνεηζηέξ δζαθοηέξ 

ή ηοηηανμζηεθεηζηέξ πνςηεΐκεξ ή  ιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ απυ δζαθμνεηζηά μνβακίδζα ηαζ ηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ. Ζ ακίπκεοζδ ηδξ πνςηεΐκδξ πμο ιαξ εκδζαθένεζ ζε έκα 

ζοβηεηνζιέκμ ηθάζια ιαξ επζηνέπεζ κα ηάκμοιε θμβζηέξ οπμεέζεζξ βζα ημκ οπμηοηηανζηυ 

εκημπζζιυ ηδξ. 
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Όπςξ ήηακ ακαιεκυιεκμ δ πνςηεΐκδ rSNBT1-mRFP1 εκημπίζηδηε ζηα ηθάζιαηα 4 ηαζ 5 πμο 

πενζέπμοκ ιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ ημο πνςημγςζημφ ηοηηάνμο ηαζ ιάθζζηα είκαζ 

ειπθμοηζζιέκα (ηθάζια 5) ζε πνςηεΐκεξ ηδξ επζθακεζαηήξ ιειανάκδξ (Δζηυκα 3.25). 

 
Δηθόλα 3.25. Ακμζμαπμηφπςζδ Western δζαβμκζδζαηχκ παναζίηςκ L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 

ηςκ ηθαζιάηςκ 1 έςξ 5 (6 ίγδια πμο έιεζκε ιεηά απυ ηαηενβαζία ημο ηθάζιαημξ 5 ιε 2% v/v Triton 

X-100) ιεηά απυ ηθαζιάηςζδ ηςκ πνςηεσκχκ ιε δζβζημκίκδ ηαζ ακάθοζδ ζε SDS-PAGE 10% w/v. Ζ 

ιειανάκδ επςάζηδηε ιε ηαεανζζιέκμ ακηζ-mRFP1 ακηίζςια απυ ημοκέθζ πμο είπε παναζηεοαζηεί 

ζημ ενβαζηήνζμ, (ζοβηέκηνςζδ 0,4 ιg/mL) ηαζ, ζηδ ζοκέπεζα, ιε δεφηενμ ακηίζςια έκακηζ μνμφ 

ημοκεθζμφ (anti-rabbit), ζογεοβιέκα ιε HRP. Ζ ειθάκζζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ γςκχκ έβζκε ιε ηδ ιέεμδμ 

ηδξ πδιεζμθςηαφβεζαξ (ECL). (Μ) Μμνζαημί ιάνηονεξ (ΚDa). Tα αέθδ οπμδεζηκφμοκ ημκ rSNBT1-

mRFP1 ηαζ δζάθμνα πνςηεμθοηζηά ηθάζιαηα ιε ηδκ mRFP1. Ζ πνχζδ ηδξ ιειανάκδξ ιε Ponceau-S 

παναηίεεηαζ βζα έθεβπμ ηδξ πμζυηδηαξ πμο θμνηχεδηε ζηδκ βέθδ πμθοαηνζθαιίδδξ. 

 

Με ημ ακηζ-RFP1 ακηίζςια ακζπκεφηδηακ 3 γχκεξ (Δζηυκα 3.27) ζηα ηθάζιαηα 4 ηαζ 5 πμο 

εεςνμφιε υηζ ακηζζημζπμφκ ζηδ δζαβμκζδζαηή rSNBT1-mRFP1 πνςηεΐκδ (θαζκυιεκμ ιμνζαηυ 

αάνμξ ~95 KDa, πάκς αέθμξ) ηαζ ζε πνςηεμθοηζηά ηθάζιαηα ημο πζιαζνζημφ ιεηαθμνέα πμο 

έπμοκ ηδκ mRFP1 (παιδθυηενδξ ιμνζαηήξ ιάγαξ γχκεξ ~30-34 KDa, ηάης αέθδ). Οζ 

παιδθυηενδξ ιμνζαηήξ ιάγαξ γχκεξ ακζπκεφηδηακ ηαζ ζηα ηθάζιαηα 1-3 ζηα μπμία 

απμιμκχκμκηαζ δζαθοηέξ πνςηεΐκεξ. 

Δπίζδξ έβζκε έθεβπμξ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ημο  πζιαζνζημφ ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 

ζημοξ δφμ πθδεοζιμφξ δζαβμκζδζαηχκ παναζίηςκ (CH: πνςιμζςιζηή έηθναζδ ηαζ EP: 

επζζςιζηή έηθναζδ ιε Western blot ζηα ηθάζιαηα 4 ηαζ 5 ηδξ ηθαζιαημπμίδζδξ ιε 

δζβζημκίκδ. Πανάθθδθα εθέπεδζακ ακηίζημζπα ηθάζιαηα απυ πανάζζηα L. tarentolae αβνίμο 

ηφπμο ηαζ πανάζζηα πμο εηθνάγμοκ ηδκ δζαθοηή πνςηεΐκδ mRFP1 ςξ ανκδηζημί ιάνηονεξ 

(Δζηυκα 3.26). 
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Δηθόλα 3.26. Ακμζμαπμηφπςζδ Western δζαβμκζδζαηχκ παναζίηςκ L.tarentolae-rSNBT1-mRFP1(επζζςιζηχκ ηαζ 

πνςιμζςιζηχκ), L. tarentolae-wt ηαζ L. tarentolae-mRFP1 ηςκ ηθαζιάηςκ 4 ηαζ 5, ιεηά απυ ηθαζιάηςζδ ηςκ 

πνςηεσκχκ ιε δζβζημκίκδ ηαζ ακάθοζδ ζε SDS-PAGE 10% w/v. Ζ ιειανάκδ επςάζηδηε ιε ηαεανζζιέκμ ακηζ-

mRFP1 ζε ζοβηέκηνςζδ 0,4 ιg/mL ηαζ ζηδ ζοκέπεζα, ιε δεφηενμ ακηίζςια έκακηζ μνμφ ημοκεθζμφ (anti-rabbit), 

ζογεοβιέκα ιε HRP. Ζ ειθάκζζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ γςκχκ έβζκε ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ πδιεζμθςηαφβεζαξ (ECL). (Μ) 

Μμνζαημί ιάνηονεξ (ΚDa). Tα αέθδ οπμδεζηκφμοκ ημκ rSNBT1-mRFP1. Ζ πνχζδ ηδξ ιειανάκδξ ιε Ponceau-S 

παναηίεεηαζ βζα έθεβπμ ηδξ πμζυηδηαξ πμο θμνηχεδηε ζημ gel. 

 

Όπςξ ήηακ ακαιεκυιεκμ δ πνςηεΐκδ rSNBT1-mRFP1 εκημπίζηδηε ςξ ιία γχκδ ζηα 

ηθάζιαηα 4 ηαζ 5, ηονίςξ ζημ 5, ειπθμοηζζιέκα ζε ιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ ημο ΔΓ ηαζ ηδξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ πνςηυγςμο (Δζηυκα 3.25 ηαζ 3.26) ιε θαζκυιεκδ ιμνζαηή 

ιάγα ~ 95 KDa πμθφ ημκηά ζηδκ οπμθμβζγυιεκδ ιμνζαηή ιάγα ηςκ 91.8 KDa ημο πζιαζνζημφ 

ιεηαθμνέα. Πνμσυκηα πνςηευθοζδξ ημο rSNBT1-mRFP1, πνμθακχξ πεπηζδζηά ηιήιαηα απυ 

ημ C-ηεθζηυ ημο άηνμ ζοκδεδειέκα ιε ηδκ mRFP1, ακζπκεφμκηαζ ζε υθα ηα πνςηεσκζηά 

ηθάζιαηα. 

Δπίζδξ, δ έκηαζδ ηδξ πνςηεσκζηήξ γχκδξ ηςκ ~95 KDa είκαζ πμθφ ορδθυηενδ ζημκ πθδεοζιυ 

L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 πμο εηθνάγεζ ημκ ιεηαθμνέα πνςιμζςιζηά (Δζηυκα 3.26. 

CH), απμηέθεζια πμο ζοιθςκεί ιε ηδκ πμζμηζημπμίδζδ ηδξ έκηαζδξ θεμνζζιμφ/ηφηηανμ απυ 

ηζξ εζηυκεξ ηδξ ζοκεζηζαηήξ ιζηνμζημπίαξ θεμνζζιμφ. 

Ζ ακίπκεοζδ ηδξ ακαζοκδοαζιέκδξ πνςηεΐκδξ rSNBT1-mRFP1 ζηα ιειανακζηά πνςηεσκζηά 

ηθάζιαηα είκαζ ζε ζοιθςκία ιε ηδκ πνυαθερδ ηδξ δμιήξ ηδξ ςξ πνςηεΐκδ ιε 12-14 

δζαιειανακζηέξ έθζηεξ (Πίκαηαξ 1.3, Δζηυκα 1.18).  

3.2.3 Έιεγρνο ιεηηνπξγηθόηεηαο ηνπ κεηαθνξέα rSNBT1-mRFP1 ζηα δηαγνληδηαθά 

πξσηόδσα L.  tarentolae-rSNBT1-mRFP1 

Γζα ηδκ θεζημονβζηή ακάθοζδ ημο ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 επεθέβδζακ ηα 

δζαβμκζδζαηά πνςηυγςα L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 πμο εηθνάγμοκ ημκ ιεηαθμνέα 

πνςιμζςιζηά θυβς ορδθυηενςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ηαζ ιεβαθφηενμο πθδεοζιμφ 

παναζίηςκ ζηα μπμία μ ιεηαθμνέαξ ακζπκεφεηαζ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ (Δζηυκα 
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3.26). ηζξ θεζημονβζηέξ δμηζιαζίεξ εκενβμφ ιεηαθμνάξ, ελεηάζεδηε δ πνυζθδρδ [
3
H]-

οπμλακείκδξ πμο έπεζ δεζπεεί υηζ είκαζ ελ ίζμο ηαθυ οπυζηνςια ιε ηδκ μοναηίθδ βζα ημκ 

ιεηαθμνέα rSNBT1 (Κm Τπμλακείκδξ = 17.4ιM ηαζ Κm Oοναηίθδξ = 21.2ιM [31]),  ηα 

πεζνάιαηα αοηά πνδζζιμπμζήεδηε ςξ ιάνηοναξ ζφβηνζζδξ μ πθδεοζιυξ ηςκ πνςημγχςκ L. 

tarentolae wt. 

Δπεζδή μ ιεηαθμνέαξ rSNBT1 είκαζ ελανηχιεκμξ απυ ηδκ δθεηηνμπδιζηή δζααάειζζδ 

(Electrochemical gradient) ζυκηςκ Na
+
 ακαιέκμοιε υηζ ζε παιδθή ζοβηέκηνςζδ ημο 

ναδζεκενβμφ οπμζηνχιαημξ ([
3
H]οπμλακείκδ = 67nM) πμο πνδζζιμπμζήζαιε ζηα πεζνάιαηά 

ιαξ ηαζ πανμοζία ορδθήξ ζοβηέκηνςζδξ ζυκηςκ Na
+
 ζημ νοειζζηζηυ δζάθοια ηδξ 

ακηίδναζδξ, δ πνυζθδρδ ηδξ κμοηθεμαάζδξ εα βίκεηαζ πζμ απμηεθεζιαηζηά απυ ημκ 

ακαζοκδοαζιέκμ ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 ζε ζπέζδ ιε ηδκ πνυζθδρδ απυ ηα 

θοζζμθμβζηά ζοζηήιαηα πνυζθδρδξ κμοηθεμζζδίςκ/κμοηθεμηζδζηχκ αάζεςκ ΝΣ1, NT2, ΝΣ3 

ηαζ NT4 ελζζμννμπδηζημί (equilibrative) ιεηαθμνείξ ΔΝΣs [44, 84-87] ηςκ εζδχκ Leishmania 

πμο ακαιέκμκηαζ κα οπάνπμοκ ηαζ ζημ είδμξ Leishamnia tarentolae. Σμ ηεθεοηαίμ 

επζαεααζχεδηε ιε ακάθοζδ BLAST ζηδ αάζδ δεδμιέκςκ TriTryp ηαζ έθεβπμ ηςκ 

αθθδθμοπζχκ DNA ζημ βμκζδίςια ηδξ L. tarentolae. Ζ ακάθοζδ αοηή απμηάθορε ακμζπηά 

πθαίζζα ακάβκςζδξ μνευθμβα ιε αοηά ηςκ ιεηαθμνέςκ  ΝΣ1, ΝΣ2 ηαζ ΝΣ3 (Πίκαηαξ 3.6) 

ηαζ ιάθζζηα ζε πενζζζυηενα απυ έκα ακηίβναθα ηαζ ζε δζαθμνεηζηά πνςιμζχιαηα 

(πνςιυζςια 11, 13 ηαζ 36), ιε μιμζυηδηα 40- 48% πνμξ ημοξ μιυθμβμοξ ιεηαθμνείξ άθθςκ 

Leishmania  spp. φβηνζζδ ηςκ αθθδθμοπζχκ αοηχκ (πνυβναιια Clustal Omega), μιυθμβςκ 

ιε ημοξ ιεηαθμνείξ NT1 (LmjF.15.1230), NT2 (LmjF.36.1940), NT3 (LmjF.13.1210), ΝΣ4 

(LmjF.11.0590) ηδξ Leishmania major δεκ ακέδεζλε ηαιία ζδιακηζηή μιμζυηδηα ιε ηδκ 

αθθδθμοπία ημο ιεηαθμνέα, rSNBT1, πμο ιεθεηάιε. 

 

 

 

 

 

 

 

Πίλαθαο 3.4.  ημκ πίκαηα ακαβνάθμκηαζ μζ ηςδζημί ηςκ αθθδθμοπζχκ DNA ζημ βμκζδίςια ηδξ L. 

tarentolae ParrotTarII πμο ηςδζημπμζμφκ βζα οπμεεηζημφξ ιεηαθμνείξ ηδξ μζημβέκεζαξ  ΝΣ. Ζ εφνεζδ έβζκε 

ιε ακάθοζδ BLAST απυ ηδ αάζδ δεδμιέκςκ TriTryp ηαζ NCBI, πνδζζιμπμζυκηαξ ςξ αθθδθμοπία 

ζφβηνζζδξ ηζξ αθθδθμοπίεξ DNA ηςκ NT1(LmjF.15.1230), NT2 (LmjF.36.1940), NT3 (LmjF.13.1210) ηαζ  

NT4 (Lmj.110590) ημο είδμοξ Leishmania major. Με ημκ υνμ Score ζοιαμθίγεηαζ ημ πμζμζηυ ηαφηζζδξ ημο 

βμκζδίμο ηδξ L. tarentolae Parrot TarII ιε ηδκ αθθδθμοπία ημο ιεηαθμνέα ηδξ L. major. Με ημκ υνμ P (N) 

ζοιαμθίγεηαζ δ πζεακυηδηα ημο βμκζδίμο κα ακήηεζ ζηδκ μζημβέκεζα ημο ιεηαθμνέα πμο ανέεδηε ιέζς ημο 

BLAST. Ακαθένεηαζ επίζδξ ηαζ ημ πμζμζηυ μιμζυηδηαξ ιε ημκ μιυθμβμ ιεηαθμνέα ηδξ L. major. Οζμ 
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ιεβαθφηενμξ μ ανκδηζηυξ εηεέηδξ ημο e ηυζμ ιεβαθφηενδ δ πζεακυηδηα μιμθμβίαξ. 

 

Sequences producing 

High-scoring Segment 

Pairs 

Transporter Ηdentity 

(%) 

Score P(N) 

LtaPcontig59-1  NT1 88 2127 4.0e-221   

LtaP13.1110  NT1 87 513 1.8e-79    

LtaP36.1940  NT2 87 2244 1.6e-233 

LtaP13.1110  NT3 87 2208 1.0e-229 

LtaP11.0590  NT4 84 482 4.7e-87   
 

 

ηα πεζνάιαηα ηδξ πνυζθδρδξ / ιεηαθμνάξ κμοηθεμαάζεςκ ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ 

πνδζζιμπμζήζαιε ςξ οπυζηνςια οπμλακείκδ ζδιαζιέκδ ιε ηνίηζμ ζε ζοβηέκηνςζδ  67nM 

ηαζ ιδ ναδζμζδιαζιέκδ οπμλακείκδ ζε ζοβηέκηνςζδ 0.67ιM ζηδκ ηεθζηή ακηίδναζδ (αθ. 

πανάβναθμ 2.13). 

Σα πεζνάιαηα ιεηαθμνάξ-πνυζθδρδξ οπμλακείκδξ (πήια 3.2) πναβιαημπμζήεδηακ ζε 

πνυκμοξ πνυζθδρδξ 1, 2, 3 ηαζ 5 θεπηχκ. 

Παναηδνήζαιε υηζ δ ιεηαθμνά ημο οπμζηνχιαημξ αολάκεηαζ ζπεδυκ βναιιζηά απυ ημ 1 

ιέπνζ ηαζ ηα 3 θεπηά ηαζ θαίκεηαζ κα θηάκεζ ζε ελζζμννυπδζδ ζηα 5 θεπηά. οβηνζηζηά 

αθέπμοιε υηζ ηα δζαβμκζδζαηά πανάζζηα ζηα 3 θεπηά πανμοζζάγμοκ 45% ορδθυηενα επίπεδα 

πνυζθδρδξ ηδξ [
3
H]-Τπμλακείκδξ απυ ηα πανάζζηα αβνίμο ηφπμο βεβμκυξ πμο εεςνμφιε υηζ 

μθείθεηε ζηδκ θεζημονβία ημο ακαζοκδοαζιέκμο ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 ζηδκ 

επζθακεζαηή ιειανάκδ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ πνςημγχςκ. Ζ πνυζθδρδ οπμλακείκδξ απυ ηα 

πνςηυγςα αβνίμο ηφπμο μθείθεηαζ ζημοξ ιεηαθμνείξ (ΔΝΣs) πμο βκςνίγμοιε απυ ηδκ 

αζαθζμβναθία υηζ οπάνπμοκ ζηα είδδ ηδξ Leishmania ηαζ απμ ακάθοζδ BLAST ηαζ ζημ 

ζηέθεπμξ L. tarentolae. 

 

http://tritrypdb.org/tritrypdb/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=TriTrypDB&source_id=LtaPcontig59-1
http://tritrypdb.org/tritrypdb/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=TriTrypDB&source_id=LtaP13.1110
http://tritrypdb.org/tritrypdb/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=TriTrypDB&source_id=LtaP36.1940
http://tritrypdb.org/tritrypdb/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=TriTrypDB&source_id=LtaP13.1110
http://tritrypdb.org/tritrypdb/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=TriTrypDB&source_id=LtaP11.0590
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ρήκα 3.2. Πνυζθδρδ [

3
H]-οπμλακείκδξ απυ πνςηυγςα L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 ηαζ L. tarentolae 

αβνίμο ηφπμο. ημ δζάβναιια θαίκμκηαζ μζ ηνμφζεζξ / 10
8
 ηφηηανα ναδζμζδιαζιέκδξ [

3
H]-Τπμλακείκδξ πμο 

ηεθζηά ιεηαθένεδηε ιέζα ζημ πανάζζημ, ζε ζοκάνηδζδ ιε ημκ πνυκμ επχαζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημ ναδζεκενβυ 

κμοηθεμζίδζμ. Σεθζηή ζοβηέκηνςζδ [H
3
]-Τπμλακείκδξ: 67nΜ ηαζ ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ ροπνήξ Τπμλακείκδξ : 

0,67ιM. Ζ εζδζηή εκενβυηδηα [
3
H]-Τπμλακείκδξ είκαζ 31,5 Ci/mmol). Σα απμηεθέζιαηα πμο πανμοζζάγμκηαζ 

ζημ ζπήια πνμένπμκηαζ απυ ηνία ακελάνηδηα πεζνάιαηα εζξ δζπθμφκ βζα ηάεε πνυκμ ηαζ βζα ηάεε ζηέθεπμξ. 

 

ε αξρηθέο δζενεοκδηζηέξ ιεθέηεξ ακηαβςκζζιμφ πνυζθδρδξ Τπμλακείκδξ ιε 1 mM ιδ 

ναδζμζδιαζιέκδξ Αδεκίκδξ, Γμοακίκδξ, Κοημζίκδξ, Οοναηίθδξ ηαζ Τπμλακείκδξ δείπεδηε 

υηζ μζ παναπάκς κμοηθεμαάζεζξ ακαζηέθθμοκ ηδ ιεηαθμνά Τπμλακείκδξ ιε ζεζνά 

ιεζμφιεκδξ δναζηζηυηδηαξ Οοναηίθδ > Αδεκίκδ > Γμοακίκδ > Κοημζίκδ (πήια 3.3). 

Παναηδνμφιε υηζ δ Οοναηίθδ δεκ ακηαβςκίγεηαζ πθήνςξ ηδκ πνυζθδρδ οπμλακείκδξ απυ ημκ 

δζαβμκζδζαηυ πθδεοζιυ L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 υπςξ εα ακαιεκυηακ ζφιθςκα ιε ηα 

αζαθζμβναθζηά δεδμιέκα απυ ιεθέηεξ ζηδκ ηοηηανζηή ζεζνά εδθαζηζηχκ HEK293 πμο 

οπενεηθνάγεζ ημκ ιεηαθμνέα rSNBT1 [31]. ηδκ πενίπηςζδ αοηή δ μοναηίθδ ήηακ ημ 

ηαθφηενμ οπυζηνςια απυ ηζξ οπυθμζπεξ  κμοηθεμαάζεζξ πμο εθέβπεδηακ ζε πεζνάιαηα 

ακηαβςκζζιμφ πνυζθδρδξ.  Πνυζεεηα, εα πενζιέκαιε δ Αδεκίκδ κα ιδκ ακηαβςκίγεηαζ ηδκ 

πνυζθδρδ Τπμλακείκδξ ηαθφηενα απυ ηδκ Οοναηίθδ. Ζ ιεθέηδ ελεζδίηεοζδξ οπμζηνχιαημξ 

ημο ακαζοκδοαζιέκμο ιεηαθμνέα rSNBT1 ζηα δζαβμκζδζαηά ηφηηανα L. tarentolae-rSNBT1-

mRFP1 εα πνέπεζ κα επακαθδθεεί πανμοζία ακαζημθέςκ βζα ημοξ εκδμβεκείξ ιεηαθμνείξ 

κμοηθεμαάζεςκ/κμοηθεμζζδίςκ (ΝΣ1-ΝΣ4) [53] έηζζ χζηε κα ιεθεηδεεί δ ιεηαθμνά ιυκμ 

ιέζς ημο  rSNBT1-mRFP1. 

Δκδζαθένμοζα είκαζ επίζδξ δ παναηήνδζδ υηζ ζηα πνςηυγςα αβνίμο ηφπμο δ Οοναηίθδ 

ηαζ δ Τπμλακείκδ θαίκεηαζ κα έπμοκ πανυιμζα ακηαβςκζζηζηή δνάζδ ζηδκ πνυζθδρδ 

ναδζμζδιαζιέκδξ Τπμλακείκδξ. Οζ ιέπνζ ηχνα ιεθέηεξ βζα ημοξ ιεηαθμνείξ 

Νμοηθεμζζδίςκ/Νμοηθεμαάζεςκ ζηα πνςηυγςα Leishmania (π.π. L. major) ειθακίγμοκ 
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απυθοηδ ελεζδίηεοζδ ςξ πνμξ ημ οπυζηνςια πμο ιεηαθένμοκ [Πίκαηαξ 3.5][44] βεβμκυξ πμο 

δεκ δζηαζμθμβεί ημ παναπάκς απμηέθεζια. Γεδμιέκμο υηζ ημ πνςηυγςμ Leishmania 

tarentolae απυ ηδκ ιεθέηδ ημο βμκζδζχιαημξ ημο (Πίκαηαξ 3.4) [11] πνμαθέπεηαζ κα εηθνάγεζ 

ημοξ μιυθμβμοξ ιεηαθμνείξ ΝΣ1-ΝΣ4 πμο έπμοκ ιεθεηδεεί ζε άθθα είδδ Leishmania ηαζ δ 

ζοιπενζθμνά πμο παναηδνμφιε εα ιπμνμφζε κα μθείθεηαζ ζε ζοκδοαζιυ δνάζδξ 

δζαθμνεηζηχκ EΝΣξ (ΝΣ1-ΝΣ4) πμο εηθνάγμκηαζ ίζςξ ηαζ ζε δζαθμνεηζηά επίπεδα απυ υηζ 

ζε άθθα είδδ Leishmania ή ζηδκ πανμοζία ηαζ άθθςκ ιεηαθμνέςκ πμο δεκ έπμοκ αηυια 

ηαοημπμζδεεί. ίβμονα δ παναηήνδζδ αοηή πνήγεζ πεναζηένς ιεθέηδξ, πανμοζία ηαζ 

ελεζδζηεοιέκςκ ακαζημθέςκ βζα ηάεε είδμξ ιεηαθμνέα βζα επζαεααίςζδ ή δζάρεοζδ.  
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ρήκα 3.3. Ακηαβςκζζιυξ πνυζθδρδξ (ηνμφζεζξ/10
8
 ηφηηανα/5 θεπηά) [

3
H]-Τπμλακείκδξ απυ ιδ 

ναδζμζδιαζιέκεξ κμοηθεμαάζεζξ Αδεκίκδξ, Γμοακίκδξ, Κοημζίκδξ, Οοναηίθδξ ηαζ Τπμλακείκδξ (1mM) ζε 

πανάζζηα L. tarentolae-rSNBT1-mRFP1 CH ηαζ L. tarentolae wt. Ζ ζοβηέκηνςζδ ηδξ [H
3
]-Τπμλακείκδξ ζηζξ 

ακηζδνάζεζξ πνυζθδρδξ ήηακ 67nM ηαζ ηδξ ιδ ναδζμζδιαζιέκδξ Τπμλακείκδξ 0.67 ιΜ. Ζ εζδζηή εκενβυηδηα 

[H
3
]-Τπμλακείκδξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ήηακ 31,5 Ci/mmol (ηνμφζεζξ / 10

8
 ηφηηανα). Σα απμηεθέζιαηα ζημ 

ζπήια πνμένπμκηαζ απυ δφμ ακελάνηδηα πεζνάιαηα εζξ δζπθμφκ βζα ηάεε κμοηθεμαάζδ. 
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Πίλαθαο 3.5. Μεηαθμνείξ πμονζκχκ ηαζ πονζιζδζκχκ ζηζξ 

Leishmania donovani ηαζ Leishmania major [44]  
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ΤΕΖΣΖΖ 

Ζ πανμφζα ενβαζία είπε ςξ ζηυπμοξ, α) ηδκ ηαηαζηεοή δζαβμκζδζαηχκ πνςημγχςκ 

Leishmania tarentolae (πμο εηθνάγμοκ εηενυθμβα ηδκ ηυηηζκδ θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ 

mCherry ή  ημκ ιεηαθμνέα κμοηθεμαάζεςκ rSNBT1 ζογεοβιέκμ ιε ηδκ ηυηηζκδ θεμνίγμοζα 

πνςηεΐκδ mRFP1) ηαζ α) ημκ έθεβπμ θεζημονβζηυηδηαξ ηςκ ακαζοκδοαζιέκςκ αοηχκ 

πνςηεσκχκ ζημοξ ζοβηεηνζιέκμοξ δζαβμκζδζαημφξ πθδεοζιμφξ ηςκ πνςημγχςκ ιε 

ιζηνμζημπία θεμνζζιμφ ηαζ αζμπδιζηέξ ιεευδμοξ. 

Καζ μζ δφμ ζηυπμζ επζηεφπεδηακ. Γδιζμονβήεδηακ ιμνζαηά  (πθαζιίδζα) ηαζ ηοηηανζηά 

(πθδεοζιμί δζαβμκζδζαηχκ πνςημγχςκ L. tarentolae) ενβαθεία πμο εα πνδζζιμπμζδεμφκ ζε 

πεναζηένς ζδιακηζηέξ ιεθέηεξ ημο ενβαζηδνίμο ζηα ζοβηεηνζιέκα εέιαηα. Δπζπθέμκ, 

οζμεεηήεδηακ κέα πνςηυημθθα ηαζ αεθηζχεδηακ ήδδ οπάνπμκηα ζφιθςκα ιε ηζξ ακάβηεξ ηαζ 

ηζξ δοζημθίεξ ηςκ πεζναιάηςκ υπςξ αοηά βζα α) επζθμβή ηςκ δζαβμκζδζαηχκ πθδεοζιχκ ηςκ 

πνςημγχςκ ιε ζηαδζαηή αφλδζδ ημο ακηζαζμηζημφ ζημ ενεπηζηυ οθζηυ ηαζ α) πνήζδ ηδξ 

ηθαζιαημπμίδζδξ ηςκ ιειανακζηχκ πνςηεσκχκ ηςκ πνςημγχςκ ιε ηα απμννοπακηζηά 

δζβζημκίκδ ηαζ TritonX-100 έηζζ χζηε κα απμιμκςεεί πνςηεσκζηυ ηθάζια ειπθμοηζζιέκμ ζε 

ιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ. Αοηυ επέηνερε ηδκ ακίπκεοζδ 

ιε Western Blot ημο ιειανακζημφ ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 πμο εηθνάγεηαζ ζε παιδθά 

ζπεηζηά επίπεδα ζημ ζφκμθμ ηςκ πνςηεσκχκ ημο πνςημγχμο. Δπίζδξ ζοζζςνεφηδηε 

ζδιακηζηή βκχζδ ζπεηζηά ιε ηδκ ακάθοζδ ηςκ ιειανακζηχκ πνςηεσκχκ ιε ηδκ ηεπκζηή ημο 

Western Blot. 

Tα ηοηηανζηά ηαζ ιμνζαηά ενβαθεία πμο ηαηαζηεοάζηδηακ ζηδ ιεθέηδ αοηή είκαζ 

ζδιακηζηά βζα ηδκ ζοκέπζζδ ηαζ δδιζμονβία κέςκ ιεθεηχκ ζημ ενβαζηήνζμ εκδμηοηηάνζμο 

παναζζηζζιμφ. Σμ πθαζιίδζμ pLexsy-sat-mcherry εα πνδζζιμπμζδεεί βζα ηαηαζηεοή άθθςκ 

πθαζιζδίςκ οπενέηθναζδξ Λεσζιακζαηχκ πνςηεσκχκ ζε ηφηηανα Leishmania βζα ιεθέηδ ημο 

εκημπζζιμφ ηαζ θεζημονβίαξ ημοξ. Δπίζδξ ηα δζαβμκζδζαηά πνςηυγςα L. tarentolae-mCherry 

εα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα ημκ έθεβπμ ακηζθεσζιακζαηχκ θανιάηςκ [88]. Ζ ζεζνά  L. 

tarentolae-rSNBT1-mRFP1 εα πνδζζιμπμζδεεί βζα πεναζηένς ιεθέηδ ηδξ θεζημονβίαξ ημο 

rSNBT1 ςξ ιεηαθμνέα κμοηθεμαάζεςκ, π.π. ελεζδίηεοζδ οπμζηνχιαημξ ιε ηδ δμηζιή ηαζ 

άθθςκ κμοηθεμαάζεςκ ηαζ ακαθυβςκ ημοξ, ηδκ εοαζζεδζία ημο rSNBT1 ζηδκ ελςηοηηάνζα 

ζοβηέκηνςζδ ζυκηςκ υπςξ KaCl, ChCl ηαζ Μακζηυθδξ, ηαεχξ ηαζ βζα ιυνζα ακαζημθείξ, 

υπςξ αοηά πμο δμηζιάζηδηακ ζηδκ πνχηδ δδιμζζεοιέκδ ακαθμνά βζα ημκ rSNBT1, απυ ηδκ 

ενεοκδηζηή μιάδα ημο Yamamoto [31]. Δπίζδξ, ηα ηφηηανα αοηά εα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα 

αζμπδιζηέξ ιεθέηεξ ακίπκεοζδξ ηοπυκ ιεηαιεηαθναζηζηχκ ηνμπμπμζήζεςκ ημο rSNBT1-

mRFP1 (π.π. βθοημγοθίςζδξ) πμο εα ιπμνμφζακ κα επδνεάγμοκ ηδ θεζημονβία ημο. ε ζπέζδ 
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ιε ημ ηεθεοηαίμ, ημ θαζκυιεκμ ιμνζαηυ αάνμξ ημο ακαζοκδζαζιέκμο ιεηαθμνέα rSNBT1-

mRFP1 πμο ακζπκεφζαιε ζηδ ιεθέηδ αοηή ήηακ ~95 KDa εκχ ημ ακαιεκυιεκμ 91.8 KDa. 

Ίζςξ αοηή δ δζαθμνά κα μθείθεηαζ ζε ιεηαιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ. 

διακηζηυ ζηάδζμ βζα ηδκ ζοκέπζζδ ηςκ πεζναιάηςκ ελεζδίηεοζδξ οπμζηνχιαημξ είκαζ δ 

εφνεζδ ηνυπμο απεκενβμπμίδζδξ ηςκ εκδμβεκχκ ιεηαθμνέςκ κμοηθεμζζδίςκ / 

κμοηθεμαάζεςκ χζηε κα έπμοιε πζμ λεηάεανα απμηεθέζιαηα πνυζθδρδξ κμοηθεμαάζεςκ 

απυ ηα δζαβμκζδζαηά πνςηυγςα πμο εηθνάγμοκ ημκ πζιαζνζηυ ιεηαθμνέα rSNBT1-mRFP1 ζε 

ζπέζδ ιε αοηά ημο αβνίμο ηφπμο [44, 84-86]. 

 πλνπηηθά, ε εξγαζία καο απνηειεί ηελ πξώηε αλαθνξά ζηε βηβιηνγξαθία γηα 

εηεξόινγε έθθξαζε ιεηηνπξγηθήο δηακεκβξαληθήο πξσηεΐλεο κε πνιιέο δηακεκβξαληθέο 

πεξηνρέο (14 ΣΜs) ζηνλ νξγαληζκό L. tarentolae [13, 14, 89]. διεζςηέμκ είκαζ υηζ δ 

έηθναζδ αοηή έβζκε πςνίξ πνμζεήηδ ζηδκ αθθδθμοπία ημο rSNBT1 ζδιαημδμηζηχκ 

αθθδθμοπζχκ ιειανακζηήξ ιεηαηίκδζδξ εζδζηχκ βζα ηζξ Σνοπακμζςιαηίδεξ [90, 91]. Αοηυ 

οπμδεζηκφεζ υηζ μ μνβακζζιυξ L. tarentolae ακαβκςνίγεζ ηζξ ζδιαημδμηζηέξ αθθδθμοπίεξ 

ιεηαθμνάξ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ απυ πνςηεΐκεξ εδθαζηζηχκ μνβακζζιχκ. H 

πθδνμθμνία αοηή δδιζμονβεί ηδ αάζδ βζα πνήζδ ημο ζοζηήιαημξ L. tarentolae ζε πεναζηένς 

πνμζπάεεζεξ έηθναζδξ ηαζ άθθςκ ιειανακζηχκ πνςηεσκχκ απυ ακχηενα εοηανοςηζηά πμο 

είκαζ δφζημθμ κα εηθναζημφκ ζε άθθα ηοηηανζηά ζοζηήιαηα έηθναζδξ πνςηεσκχκ ιε 

αζμηεπκμθμβζηέξ εθανιμβέξ. 



ΤΝΣΜΖΔΗ-ΑΚΡΧΝΤΜΗΑ 

Αθξσλύκηα θαη αλάπηπμή ηνπο 

EDTA Αζεοθεκμ-δζαιζκμ-ηεηναμλζηυ μλφ 

SDS Γςδεηαηοθμεεζζηυ κάηνζμ 

Tris-HCl Σνζξ-οδνμθαλοιζκμιεεάκζμ 

PBS Phosphate buffer saline 

PCR Αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ 

Kb Υίθζα γεφβδ αάζεςκ 

bp Εεφβδ αάζεςκ 

BSA Αθαμοιίκδ αμδζκμφ μνμφ 

BGG β-ζθαζνίκδ αμδζκμφ μνμφ 

IgG β-ακμζμζθαζνίκδ 

LB Θνεπηζηυ ιέζμ Luria-Bertani 

IPTG Ηζμπνμποθμ-β-D-1-εεζμβαθαηημπονακυγδ 

NTA N,Ν-δζηαναμλο-ιεεοθμ-βθοηίκδ  

mRFP1 Μμκμιενήξ ηυηηζκδ θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ 

mCherry Κυηηζκδ θεμνίγμοζα πνςηεΐκδ ηδξ μζημβέκεζαξ θνμφηςκ 

rSNBT1 Πνςηεΐκδ-Μεηαθμνέαξ κμοηθεμαάζεςκ 

dNTP Σνζθςζθμνζηά δεμλοκμοηθεμηίδζα 

HRP Τπενμλεζδάζδ horseradish 

anti-rabbit Ακηίζςια έκακηζ μνμφ ημοκεθζμφ 

anti-mouse Ακηίζςια έκακηζ μνμφ πμκηζημφ 

mrfp1 Γμκίδζμ ηδξ Μμκμιενμφξ ηυηηζκδξ θεμνίγμοζαξ πνςηεΐκδξ 

mcherry Γμκίδζμ ηδξ ηυηηζκδξ θεμνίγμοζαξ πνςηεΐκδξ mCherry 

rsnbt1 Γμκίδζμ ημο ιεηαθμνέα κμοηθεμαάζεςκ rSNBT1 

pLexsy-sat-

mcherry 

Πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ πμο θένεζ ημ βμκίδζμ ηδξ mCherry εζδζηυξ βζα 

έηθναζδ ζε ηφηηανα Leishmania 

pLexsy-sat-

rsnbt1-mrfp1 

Πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ πμο θένεζ ημ βμκίδζμ ημο ιεηαθμνέα rSNBT1 ηαζ ηδξ 

πνςηεΐκδξ mRFP1 εζδζηυξ βζα έηθναζδ ζηδ Leishmania 

 

πληκήζεηο ακηλνμέσλ θαη αλάπηπμή ηνπο 

 
 

 

 

 

 

  

A, Ala αθακίκδ  M, Met ιεεεζμκίκδ 

C, Cys ηοζηεΐκδ N, Asn αζπαναβίκδ 

D, Asp αζπαναβζκζηυ μλφ Q, Gln  βθμοηαιίκδ 

E, Glu βθμοηαιζκζηυ μλφ R, Arg  ανβζκίκδ 

F, Phe θαζκοθαθακίκδ S, Ser  ζενίκδ 

G, Gly βθοηίκδ T, Thr  ενεμκίκδ 

H, His ζζηζδίκδ V, Val ααθίκδ 

I, Ile ζζμθεοηίκδ W, Trp  ηνοπημθάκδ 

K, Lys θοζίκδ Y, Tyr  ηονμζίκδ 

L, Leu θεοηίκδ P, Pro πνμθίκδ 
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4 ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ 
 

4.1  Κισλνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ rsnbt1 ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα έθθξαζεο 

pLexsy-sat mrfp1 

H ηθςκμπμίδζδ ημο βμκζδίμο rsnbt1 ζημ πθαζιίδζμ έηθναζδξ pLexsy-sat-mrfp1  

[52] πναβιαημπμζήεδηε ζημ ενβαζηήνζμ ημο ηαε. Δοζηάεζμο Φνζθθίββμο.  

Oζ εηηζκδηέξ ηδξ ακηίδναζδξ PCR (Πίκαηαs 3.2) πμο πνδζζιμπμζήεδηακ έπμοκ ηδκ 

αθθδθμοπία πμο ακαβκςνίγεζ ημ έκγοιμ πενζμνζζιμφ BglII ζημ 5’ άηνμ ημοξ έηζζ χζηε ημ 

πνμσυκ PCR ιε ημ βμκίδζμ rsnbt1 κα ιπμνεί κα εζζαπεεί ζημ πθαζιίδζμ pLexsy-sat-mrfp1 ζηδ 

εέζδ BglII ηαζ ζε ζοκεπυιεκμ ακμζπηυ πθαίζζμ ακάβκςζδξ ιε ημ βμκίδζμ mrfp1. 

Πίλαθαο 4.1. Δηηζκδηέξ PCR βζα ημκ rSNBT1 

Πιαζκηδηαθνί 

θνξείο 

έθθξαζεο 

Δθθηλεηέο Αιιεινπρία 

Αξηζκό

ο 

βάζεσ

λ 

Σm 

 

pLexsy-sat-

mRFP1 

rsnbt1-

πνυζεζμξ 
5’GCTAGCAGATCTCCATGAACTCT

GCAGTCTGC 3’ 
32 64.3 

rsnbt1-

ακάζηνμθμξ 
5’CGCAGCAGATCTCATCTTGGTCT

CTGTAACACTCC 3’ 
35 64.6 

 

ηδκ Δζηυκα 3.3 πανμοζζάγεηαζ ημ πνμσυκ ηδξ ακηίδναζδξ PCR βζα ημ rsnbt1, ιεηά απυ πέρδ 

ιε ημ έκγοιμ πενζμνζζιμφ BglII ηαεχξ ηαζ ημ πθαζιίδζμ pLexsy-sat-mrfp1 ιεηά απυ πέρδ ιε 

ημ ίδζμ έκγοιμ. Σμ ιέβεεμξ ημο πνμσυκημξ ηδξ PCR (1) ζοιθςκεί ιε ηo ακαιεκυιεκμ ιέβεεμξ 

1845 bp ημο rsnbt1 βμκζδίμο. 

 

 

Δηθόλα 4.1. Ζθεηηνμθυνδζδ ζε πήηηςια αβανυγδξ 1% w/v ηςκ πνμσυκηςκ πέρδξ ημο πνμσυκημξ PCR rsnbt1 

ηαζ ημο pLexsy-sat-mrfp1ιε ημ έκγοιμ πενζμνζζιμφ BglII. 1) Έκεεια (rsnbt1) 1845bp, 2) πθαζιίδζμ (pLexsy-

sat-mrfp1) ~8000 bp, M) ιάνηοναξ ιμνζαηχκ ιεβεεχκ. 
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Ζ αθθδθμοπία πμο ηςδζημπμζεί ηδκ ακαζοκδοαζιέκδ πνςηεΐκδ rSNBT1-mRFP1 απυ ημ 

πθαζιίδζμ έηθναζδξ pLexsy-sat-rsnbt1-mrfp1ανζειεί ζε ζφκμθμ 2532 γεφβδ αάζεςκ ηαζ είκαζ 

δ ελήξ: 

AGATCTATGAACTCTGCAGTCTGCAGCTTGGAGTCCCCCAACAGCAGGAGGGGTGATGGTGCGCTTAGCTCCCAC

ACTGAAGACCAGGGGAAGACAAAGGACAGACAGCAGAAGGACTTCAGCAGCAGTCACCTGGCCTATGGCATCCTG

GACCGCCCACCATGGTACCTCTGCATCTTCCTGGGGATCCAGCACTTCCTCACAGCCCTGGGCGGCCTCGTGGCC

GTGCCGCTCATCCTGGCCAAGGACCTGTGCCTGCAGCATGACCCCCTGACCCAAAGCTACCTCATCAGCACCATT

TTCTTTGTCTCAGGCATCTGCACCCTCTTGCAAGTGCTTTTAGGGGTCAGGCTGCCCATTCTTCAAGGAGGGACC

TTCGCCTTCGTGGCTCCCTCTCTGGCCATGCTCTCTCTTCCTGCCTGGAAATGCCCAGAGTGGACTCTCAATGCC

AGCCTGGTGAACACCAGCTCTCCTGAATTCACCGAGGAGTGGCAGAAGAGGATCCGAGAGTTGCAGGGCGCTGTC

ATGGTGGCTTCCTGCATCCAGATGCTGGTGGGTTTCTCGGGCCTCATCGGCTACCTCATGCGTTTCATTGGCCCC

TTGACCATCGCTCCAACCATTTCCCTCGTGGCCCTGCCTCTCTTCGATTCTGCTAGCAATGATGCCGGGACCCAC

TGGGGGATTTCTGCCCTGACCATCTTCCTCATCGTGCTCTTTTCTCAGTACCTCAAAAACGTCATGGTTCCTGTG

CCTGTTTATGGAGGAGGGAAGAGGTGTCACATCTCCAAGTTCAACCTGTTTCAGGTCTTCCCTGTGCTGCTAGCT

CTGTGCCTCTCGTGGCTCTTTTGCTTCGTGCTCACTGTCACCAACACCTTCCCCGAGTCCCCCACGGCCTATGGA

TACATGGCCCGCACAGACACCAAAGGCAGCGTTCTGAGCCAGGCCCCCTGGTTCCGCTTCCCTTACCCAGGACAG

TGGGGCCTCCCCACCATCAGCCTGGCTGGAGTCTTCGGAATCATCGCTGGAGTGATCTCCTCCATGGTAGAGTCT

GTGGGTGATTATCACGCCTGCGCTCGGCTGGTTGGGGCCCCGCCCCCTCCGAAGCACGCCATCAACCGTGGCATT

GGCATCGAGGGCCTCGGCTGCCTGCTGGCAGGGGCCTGGGGAACCGGAAACGGTACCACGTCCTACAGCGAGAAC

GTCGGTGCGCTGGGCATCACCAGGGTCGGGAGCAGGATGGTGATTGTCGCTGCGGGCTGTGTGCTGCTCCTGATG

GGCATGTTCGGGAAGATCGGGGCGGCTTTTGCCACCATCCCTACCCCCGTGATTGGAGGCATGTTCCTTGTCATG

TTCGGAATCATCAGCGCCGTGGGGATCTCCAACCTGCAGTATGTGGACATGAATTCATCTAGGAACCTCTTCGTG

TTTGGCTTCTCAATCTTCTGTGGGCTCGCCGTCCCTAACTGGGTGAACAAGAACCCTGAGAAGCTGCAGACAGGA

ATTCTCCAGCTGGACCAGGTCATCCAAGTGCTCCTGACCACAGGCATGTTCGTTGGTGGATTTCTGGGCTTCGTC

TTGGACAACACCATACCTGGCAGCCTGGAGGAGAGAGGCCTTTTGGCATGGGGTGAAATCCAGGAAGATTCTGAG

GAGACTCCGAAGGCCTCAAAGGTCTATGGCCTTCCCTGGGGGATTGGCACCAAGTTCTGCACATCCTCATGTACC

CGAATCCTCCCCTTCTGGCCCAGGATAGACCACCATGGAGATGAGGTGGGAGCGAGCCAGCTCACTCTATGTTCC

CAGACCTCCTCTGGAAAGCACCCATGGAGTGTTACAGAAACCAAGATGAGATCTatggcctcctccgaggacgtc

atcaaggagttcatgcgcttcaaggtgcgcatggagggctccgtgaacggccacgagttcgagatcgagggcgag

ggcgagggccgcccctacgagggcacccagaccgccaagctgaaggtgaccaagggcggccccctgcccttcgcc

tgggacatcctgtcccctcagttccagtacggctccaaggcctacgtgaagcaccccgccgacatccccgactac

ttgaagctgtccttccccgagggcttcaagtgggagcgcgtgatgaacttcgaggacggcggcgtggtgaccgtg

acccaggactcctccctgcaggacggcgagttcatctacaaggtgaagctgcgcggcaccaacttcccctccgac

ggccccgtaatgcagaagaagaccatgggctgggaggcctccaccgagcggatgtaccccgaggacggcgccctg

aagggcgagatcaagatgaggctgaagctgaaggacggcggccactacgacgccgaggtcaagaccacctacatg

gccaagaagcccgtgcagctgcccggcgcctacaagaccgacatcaagctggacatcacctcccacaacgaggac

tacaccatcgtggaacagtacgagcgcgccgagggccgccactccaccggcgcctaagaattcgaagcttga 

CTCGAG 

Με ηυηηζκμ πανμοζζάγεηαζ δ αθθδθμοπία πμο ηςδζημπμζεί ηδκ mRFP1. 
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4.2 Δλζσκάησζε ηνπ γνληδίνπ rsnbt1 ζηνλ πιαζκηδηαθό θνξέα έθθξαζεο 

θαη pLexsy-sat 

pLexsy-sat-rsnbt1-mrfp1  

Ζ εζζαβςβή ημο βμκζδίμο rsnbt1 ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα έηθναζδξ pLexsy-sat-mrfp1 

(Δζηυκα 3.8Β).Σμ βμκίδζμ rsnbt1 εζζήπεδ ζηζξ εέζεζξ πενζμνζζιμφ BglII/BglII πνζκ απυ ημ 5’ 

άηνμ ηδξ mRFP1 ιε ηδ αμήεεζα θζβάζδξ (αθ. πανάβναθμ 2.2.8) (Δζηυκεξ 3.11, 3.12).  

   

 
 

Δηθόλα 4.2.Υάνηδξ ημο πθαζιζδίμο pLexsy-sat-rsnbt1-mrfp1 

 

Ζ πνμαθεπυιεκδ αθθδθμοπία ηδξ ακαζοκδοαζιέκδξ πνςηεΐκδξ rSNBT1-mRFP1 είκαζ : 

M N S A V C S L E S P N S R R G D G A L S S H T E D Q G K T K D R Q 

Q K D F S S S H L A Y G I L D R P P W Y L C I F L G I Q H F L T A L 

G G L V A V P L I L A K D L C L Q H D P L T Q S Y L I S T I F F V S 

G I C T L L Q V L L G V R L P I L Q G G T F A F V A P S L A V A S C 

I Q M L V G F S G L I G Y L R F I G P L T I A P T I S L V A L P L F 

D S A S N D A G T H W G I S A L T I F L I V L F S Q Y L K N V M V P 

V P V Y G G G K R C H I S K F N L F Q V F P V L L A L C L S W L F C 

F V L T V T N T F P E S P T A Y G Y M A R T D T K G S V L S Q A P W 

F R F P Y P G Q W G L P T I S L A G V F G I I A G V I S S M V E S V 

G D Y H A C A R L V G A P P P P K H A I N R G I G I E G L G C L L A 

G A W G T G N G T T S Y S E N V G A L G I T R V G S R M V I V A A G 

C V L L L M G M F G K I G A A F A T I P T P V I G G M F L V M F G I 

I S A V G I S N L Q Y V D M N S S R N L F V F G F S I F C G L A V P 

N W V N K N P E K L Q T G I L Q L D Q V I Q V L L T T G M F V G G F 

L G F V L D N T I P G S L E E R G L L A W G E I Q E D S E E T P K A 

S K V Y G L P W G I G T K F C T S S C T R I L P F W P R I D H H G D 

E V G A S Q L T L C S Q T S S G K H P W S V T E T K M R S M A S S E 

D V I K E F M R F K V R M E G S V N G H E F E I E G E G E G R P Y E 

G T Q T A K L K V T K G G P L P F A W D I L S P Q F Q Y G S K A Y V 

K H P A D I P D Y L K L S F P E G F K W E R V M N F E D G G V V T V 

T Q D S S L Q D G E F I Y K V K L R G T N F P S D G P V M Q K K T M 

G W E A S T E R M Y P E D G A L K G E I K M R L K L K D G G H Y D A 

http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,1
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,181
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,245
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,300
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,345
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,411
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,423
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,425
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,444
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,448
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,465
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,514
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,614
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,617
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,628
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,634
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,713
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,752
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,757
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,766
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.10532,1,779
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E V K T T Y A K K P V Q L P G A Y K T D I K L D I T S H N E D Y T I 

V E Q Y E R A E G R H S T G A  

ιε 850 αιζκμλέα, εεςνδηζηυ ιμνζαηυ αάνμξ 91823.17 ηαζ ζζμδθεηηνζηυ ζδιείμ 6.61. Με 

ηυηηζκμ πανμοζζάγεηαζ δ αθθδθμοπία ηδξ mRFP1. 

4.3 Έθθξαζε θαη απνκόλσζε ηεο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο mCherry-

8His από θύηηαξα Ε. coli 

Ανπζηά δ πνςηεΐκδ mCherry-8His εηθνάζηδηε ζε ηφηηανα E. coli, ζηεθέπμοξ BL21 (αθ. 

πανάβναθμ 2.4.1). Ζ έηθναζδ δμηζιάζηδηε ζε ζοκεήηεξ επαβςβήξ ιε πνμζεήηδ ιμνίμο-

επαβςβέα (IPTG) ηαζ πςνίξ πνμζεήηδ επαβςβέα (Δζηυκα 3.23). 

Έβζκε έθεβπμξ ηδξ δζαθοηυηδηαξ ηδξ πνςηεΐκδξ, δδθαδή πνμζδζμνίζηδηε ημ πμζμζηυ ηδξ 

πνςηεΐκδξ πμο ανίζηεηαζ ζημ δζαθοηυ ηθάζια ημο ααηηδνζαημφ μιμβεκμπμζήιαημξ ιεηά ηδ 

θφζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ημ πμζμζηυ πμο παναιέκεζ ζημ ίγδια ιεηά απυ θοβμηέκηνδζδ ημο 

ααηηδνζαημφ μιμβεκμπμζήιαημξ (14000×g, ζςιαηίδζα εβηθεζζιμφ (inclusion bodies)). Γζα κα 

πναβιαημπμζδεεί μ έθεβπμξ, ανπζηά έβζκε ακαδζάθοζδ ηςκ ηοηηάνςκ ζε δζάθοια θφζδξ, 

αημθμφεδζε δζαδμπζηή ρφλδ/απυρολδ ημο ηοηηανζημφ εκαζςνήιαημξ ζε οβνυ 

άγςημ/οδνυθμοηνμ (37
μ
 C) ηαζ ηέθμξ έβζκε οπενήπδζδ, υπςξ ακαθένεηαζ ζηδκ πανάβναθμ 

2.4.2. Πενζζζυηενμ απυ ημ 75% ηδξ πμζυηδηαξ ηδξ πνςηεΐκδξ mCherry-8Ζis ακζπκεφεδηε ζημ 

δζαθοηυ ηθάζια (Δζηυκα 3.24). Ζ ιεβαθφηενδ πμζυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ, ιε ηδκ ακαιεκυιεκδ 

ιμνζαηή ιάγα ηδξ mCherry-8Ζis (~28 ΚDa), ακαηηάηαζ ζημ οπενηείιεκμ ημο πνςηεσκζημφ 

μιμβεκμπμζήιαημξ (Δζηυκα 3.24, δζαδνμιή 1, αέθμξ). ε υθεξ ηζξ εζηυκεξ δ πνςηεΐκδ 

mCherry-8Ζis ακζπκεφεηαζ ζηα ~28 ΚDa, υπςξ ακαιέκεηαζ απυ ηδκ οπμθμβζγυιεκδ ιμνζαηή 

ηδξ ιάγα (28,061 ΚDa). Δπζπθέμκ, παναηδνήζαιε υηζ ακζπκεφεηαζ απυ ημ ακηίζςια ηαζ ιζα 

γχκδ παιδθυηενμο ιμνζαηήξ ιάγαξ (~20 ΚDa). Πζεακυηαηα δ πνςηεΐκδ οπυηεζηαζ ζε 

πνςηευθοζδ ηαηά ηδ ζφκεεζή ηδξ ζηα ααηηήνζα ή ηαηά ηδκ θφζδ ηςκ ααηηδνζαηχκ 

ηοηηάνςκ. 

 

 
 

Δηθόλα 4.3. Πνμζδζμνζζιυξ ημο πμζμζημφ ημο δζαθοημφ ηθάζιαημξ ηδξ mCherry-8His ζε ααηηδνζαηυ 

μιμβεκμπμίδια Δ. coli BL21 ιεηά απυ επχαζδ ηςκ ααηηδνίςκ ιε ΗPTG (0,5mM, 3 χνεξ,  37 
μ
C). Oθζηυ 
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μιμβεκμπμίδια Δ.coli οπμαθήεδηε ζε θοβμηέκηνδζδ (14000×g, 30 θεπηά) ηαζ ημ ίγδια επακαδζαθφεδηε ζε ίζμ 

υβημ δζαθφιαημξ θφζδξ. Ίζμζ υβημζ ημο δζαθοημφ οπενηεζιέκμο ηαζ ημο ζγήιαημξ ακαθφεδηακ ιε 

δθεηηνμθυνδζδ SDS-PAGE ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο 12% w/v ηαζ έβζκε ιεηαθμνά ηςκ πνςηεσκχκ ζε 

ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ πμο αημθμοεήεδηε απυ πνχζδ ιε Ponceau-S (ανζζηενή εζηυκα). ηδ ζοκέπεζα δ 

ιειανάκδ επςάζηδηε ιε ακηζ-His ακηίζςια (mouse monoclonal 1:1500 (stock 1mg/ml)) ηαζ δεφηενμ ακηίζςια 

ζογεοβιέκμ ιε HRP (Μέεμδμζ 2.5). Ζ ειθάκζζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ γςκχκ έβζκε ιεηά απυ ειθάκζζδ ιε ηδ ιέεμδμ 

ηδξ πδιεζμθςηαφβεζαξ ιε ακηζδναζηήνζμ ECL ηαζ ειθάκζζδ ιε θςημεοαίζεδημ θζθι (Κμdak)). Γζαδνμιή 1: 

οπενηείιεκμ ιεηά απυ θοβμηέκηνδζδ ημο μθζημφ μιμβεκμπμζήιαημξ; Γζαδνμιή 2: ίγδια ιεηά ηδ θοβμηέκηνδζδ 

(14000×g, 30 θεπηά). Μ) Μμνζαημί ιάνηονεξ (KDa). To αέθμξ οπμδεζηκφεζ ηδκ γχκδ ηδξ mCherry. 

 


