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Το πρωτόκολλο αυτό περιγράφεται στην εργασία των Day et al., 1985. 
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Για την ηλεκτροφόρηση των υποκυτταρικών πρωτεϊνών, προστέθηκε στα δείγματα ίσος όγκος από 

διάλυμα 2x Laemmli sample buffer το οποίο περιείχε και Urea σε συγκέντρωση 4Μ. Τα δείγματα 

θερμάνθηκαν στους 70oC για 7 min και ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 8% 

πολυακρυλαμίδης-SDS. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης οι πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν σε 

μεμβράνη PVDF (Immun-Blot® PVDF Membrane, BioRad, Hercules, USA) με τη μέθοδο της ημί-ξηρης 

μεταφοράς (semi-dry transfer system, Bio-Rad, Hercules, USA). Μετά τη μεταφορά, οι μεμβράνες 

μπλοκαρίστηκαν με 5% γάλα σκόνη (χωρίς λιπαρά) διαλυμένο σε 1x TBST για 60min. Στη συνέχεια, 

για την ανοσοανίχνευση της πρωτεάσης Lon1 που ήταν σημασμένη με το επίτοπο FLAG 

(DYKDDDDK), χρησιμοποιήθηκε το πολυκλωνικό αντίσωμα OctA-Probe (D-8, Santa Cruz 

Biotechnology, California, USA) που αναγνωρίζει τον επίτοπο, σε αραίωση 1:100. Για την ανίχνευση 

των υποκυτταρικών δεικτών IDH και CYTB6, χρησιμοποιήθηκαν τα αντίστοιχα πολυκλωνικά 

αντισώματα σε συγκεντρώσεις 1:5000 και 1:3000 αντίστοιχα. Το αντίσωμα IDH αγοράστηκε από την 

εταιρεία Agrisera (Agrisera, Vannas, Sweden), ενώ το CYTB6 παραχωρήθηκε από τον Δρ. Reinhold 

Herrmann, University of Munich. Οι αραιώσεις των αντισωμάτων έγιναν στο διάλυμα 

μπλοκαρίσματος (5% γάλα σε 1x TBST) και η επώαση για όλα τα πρωτογενή ήταν για 12 ώρες στους 

4oC. Μετά την επώαση, οι μεμβράνες ξεπλύθηκαν τρεις φορές με 1x TBST (3x 5min) και στη 

συνέχεια επωάστηκαν με το δευτερογενές αντίσωμα goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz 

Biotechnology, California, USA) αραιωμένο 1:10000 για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. 

Ακολούθησε ανίχνευση κατά Western με αντίδραση χημειοφωταύγειας με το αντιδραστήριο 

Luminol (Santa Cruz Biotechnology, California, USA) και έκθεση της μεμεβράνης σε φωτογραφικό 

φιλμ (UltraCruz blue autoradiography film, Santa Cruz Biotechnology, California, USA). 
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http://itol.embl.de/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress
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http://atted.jp/
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi
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http://atted.jp/
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi


104 
 



105 
 



106 
 



107 
 



108 
 



109 
 



110 
 



111 
 



112 
 



113 
 



114 
 



115 
 



116 
 



117 
 



118 
 



119 
 



120 
 



121 
 



122 
 



123 
 



124 
 



125 
 



126 
 



127 
 



128 
 



129 
 

 

 



130 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

BamHI 
XbaI 

SalI 
PstI 

SphI 

HindIII 

KpnI 

SacI 
EcoRI EcoRI 

2742 
PstI 

1204 

BamHI 
504 

EcoRI 
51 

PstI 
1292 

BamHI 
1784 

PstI 
2061 

PstI 
2160 

HindIII 
2595 

PstI 
2618 

SmaI SalI 

SmaI 

Lon1-Short:FLAG/pUC19-SmaI 
2980bp 

ATG 



131 
 



132 
 

 



133 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



134 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



135 
 



136 
 



137 
 



138 
 



139 
 



140 
 


