
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΚΡΗΤΗΣ 
ΣΧΟΛΗ ΘΕΤΙΚΩΝ ΚΑΙ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 

ΤΜΗΜΑ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ 
ΚΑΙ  

ΙΝΣΤΙΤΟΥΤΟ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ ΚΑΙ ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ  
 
 
 
 

∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ 
 
 

«Φυσικός χάρτης προς αλληλούχηση της περιοχής 
q23.3-q25.3 του χρωµοσώµατος 10 του ανθρώπου 

και ανάλυση του γονιδίου FRA10AC1» 
 
 
 

ΘΕΟΛΟΓΙΑ ΣΑΡΑΦΙ∆ΟΥ  
 
 
 
 

Εργαστήριο Μοριακής Γενετικής Ανθρώπου 
 

Επιβλέπων Καθηγητής: Ν. Κ. Μοσχονάς 
 
 
 
 

Ηράκλειο, Νοέµβριος 2005 
  
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



UNIVERSITY OF CRETE 
SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING 

DEPARTMENT OF BIOLOGY 
AND 

INSTITUTE OF MOLECULAR BIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY 
 
 
 
 

Ph. D Thesis 
 
 

«Sequence-ready physical map of human 
chromosomal region 10q23.3-q25.1 and analysis of 

FRA10AC1 gene » 
 
 
 

Theologia Sarafidou  
 
 
 
 

Human Molecular Genetics Lab 
 

Advisor: Prof. N. K. Moschonas 
 
 
 
 

Heraklion, November 2005 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    Στους γονείς µου ∆ηµήτρη & Ελένη 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Επιβλέπων Καθηγητής 
Ν. Κ. Μοσχονάς (Καθηγητής) 

 

Τριµελής Συµβουλευτική Επιτροπή 
Ν. Κ. Μοσχονάς (Καθηγητής) 

Γ. Μαυροθαλασσίτης (Αν. Καθηγητής) 

Κ. Μαµαλάκη (Ερευνήτρια, Ινστ. Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας, ΙΤΕ) 

 

Επταµελής Εξεταστική Επιτροπή 
∆. Αλεξανδράκη (Αν. Καθηγήτρια, Τµήµα Βιολογίας, Παν/µιο Κρήτης) 

Ν. Ανάγνου (Καθηγητής, Ιατρική Σχολή, Παν/µιο Αθηνών) 

∆. Καρδάσης (Αν. Καθηγητής, Τµήµα Ιατρικής, Παν/µιο Κρήτης) 

Γ. Μαυροθαλασσίτης (Αν. Καθηγητής, Τµήµα Ιατρικής, Παν/µιο Κρήτης) 

Ν. Μοσχονάς (Καθηγητής, Τµήµα Βιολογίας, Παν/µιο Κρήτης) 

Ι. Παπαµατθαιάκης (Καθηγητής, Τµήµα Βιολογίας, Παν/µιο Κρήτης) 

Γ. Χαλεπάκης (Αν. Καθηγητής, Τµήµα Βιολογίας, Παν/µιο Κρήτης) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 Λίγες µέρες πριν από την παρουσίαση της διατριβής µου θέλω να 
ευχαριστήσω θερµά τους ανθρώπους που µε βοήθησαν, µε ποικίλους τρόπους και 
συνέβαλαν στην ολοκλήρωσή της.   
 Το πιο µεγάλο ευχαριστώ θέλω να το πω στον καθηγητή µου Νικόλαο 
Μοσχονά που µε δέχτηκε στην οµάδα του, αρχικά στα πλαίσια του rotation και στη 
συνέχεια για το master και το διδακτορικό µου. Μπορώ να πω πολλά για τη 
βοήθεια και τη συµπαράστασή του αλλά µου φαίνονται λίγο τετριµµένα. Αυτό που 
νιώθω είναι περηφάνια που ήµουν µέλος της οµάδας του και που ολοκλήρωσα το 
διδακτορικό µου έχοντάς τον επιβλέποντα καθηγητή.  
 Ευχαριστώ ιδιαίτερα τους κ. Γιώργο Μαυροθαλασσίτη και κ. Κλειώ 
Μαµαλάκη, µέλη της τριµελούς µου επιτροπής, για το ενδιαφέρον τους για την 
πρόοδό µου. Επίσης, ευχαριστώ τα µέλη της επταµελούς µου επιτροπής: την κ. 
∆έσποινα Αλεξανδράκη που επιπλέον µε βοήθησε στο πείραµα των δύο-υβριδίων, 
κ. Νικόλαο Ανάγνου που δέχτηκε να συµµετέχει στην εξεταστική επιτροπή, κ. 
∆ηµήτριο Καρδάση, κ. Κλειώ Μαµαλάκη, κ. Γιώργο Μαυροθαλασσίτη, κ. Ιωσήφ 
Παπαµατθαιάκη και κ. Γιώργο Χαλεπάκη που εκτός από µέλος της επιτροπής ήταν 
πάντα πρόθυµος να µε βοηθήσει. 
 Ευχαριστώ θερµά τον Dr. Παναγιώτη ∆ελούκα από το Sanger Center για 
την φιλοξενία του στο εργαστήριό του και για την ευκαιρία που µου έδωσε να 
εργαστώ σε ένα πολύ ενδιαφέρον περιβάλλον. Επίσης ευχαριστώ την Lisa French 
για την άψογη συνεργασία µας.  
 Η Μαρία Κοκκινάκη είναι αυτή µε την οποία πρωτοσυνεργάστηκα όταν 
πήγα στο εργαστήριο και γι’ αυτό ήµουν πολύ τυχερή. Βρίσκω αξιοθαύµαστη την 
υποµονή και την διακριτικότητά της και την ευχαριστώ για την πετυχηµένη 
πολύχρονη «συγκατοίκησή» µας. Ευχαριστώ επίσης την Αγγέλα Πασπαράκη, µε 
την οποία συνεργαστήκαµε κατά την κατασκευή του φυσικού χάρτη, για την 
βοήθειά της στις κυτταροκαλλιέργειες, για τις άπειρες κρυοτοµές αλλά κυρίως για 
την συνέπεια και την ευγένειά της. Από τα παλαιότερα µέλη της οµάδας µας ήταν ο 
Αλέξανδρος Αργυροκαστρίτης. Θα τον θυµάµαι πάντα για την καλή του πρόθεση 
να βοηθήσει, την έµφυτη κοµψότητά του και το πηγαίο χιούµορ του. 
 Σηµαντική ήταν η βοήθεια του Γιώργου Φραγκιαδάκη για την παραγωγή 
αντισωµάτων, που ήταν και ο «επιβλέπων» µου κατά την πτυχιακή µου εργασία, 
και του Λάµπρου Παναγή, συµφοιτητή µου, σε πολλές απορίες που είχα στην 
νευροανατοµία του εγκεφάλου.  
 Σε αρκετά στάδια της διατριβής µου συνεργάστηκα, στα πλαίσια πτυχιακών 
εργασιών και rotations, µε πολλά παιδιά, τα οποία και ευχαριστώ γιατί αυτές οι 
συνεργασίες ήταν εξίσου διδακτικές και για µένα. Θα θυµάµαι την άριστη 
συνεργασία µου µε την Μαρία Παπαδάκη, τον Γιάννη Παπαευθυµίου και τον ∆άκη 
Σκοπελίτη, κατά την φυσική χαρτογράφηση, την ∆έσποινα Αποστολοπούλου και 
την Μαρκέλλα Κατίδου που συνέβαλαν στην παραγωγή αντισωµάτων και σε σειρά 
υποκλωνοποιήσεων και την Ευµορφία Τζαγκαράκη και τον Χρήστο Ανδρεάδη που 
συνεισέφεραν σηµαντικά στα πειράµατα των RNA in situ υβριδοποιήσεων.  
 Επίσης, και εκτός Βιολογίας, θέλω να ευχαριστήσω την Γιώτα για την φιλία 
της. Ένα µεγάλο ευχαριστώ στις αδελφές µου Μελίνα και Λήδα που µε στηρίζουν 
πάντα και µε κάνουν να εκτιµώ την µεγάλη οικογένεια και στον παππού και τη 
γιαγιά µου που έχουν τον ίδιο ενθουσιασµό µε µένα. Τέλος, ευχαριστώ τους γονείς 
µου ∆ηµήτρη και Ελένη για την απέραντη αγάπη τους και την υποστήριξή τους στις 
επιλογές µου.  

 
 
 
 



1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1. Γενικά         
1.2. Ιστορική αναδροµή 
1.3. Χαρτογράφηση 

 Γενετική χαρτογράφηση 
 Φυσική χαρτογράφηση 

 Κυτταρογενετική χαρτογράφηση 
 Χάρτες κυτταρικών υβριδίων 
 Χάρτες γενωµικών κλώνων 
1.4. Αλληλούχηση του ανθρώπινου γονιδιώµατος 

 Φυσικός χάρτης του ανθρώπινου γονιδιώµατος 
1.5. Αλληλούχηση γονιδιωµάτων οργανισµών-µοντέλων 
1.6. Το χρωµόσωµα 10 του ανθρώπου 

 Γονίδια του χρωµοσώµατος 10 που σχετίζονται µε νοσήµατα 
 Κυτταρογενετικά χαρακτηριστικά 
 Αυτοσωµική επικρατής επιληψία του κροταφικού λοβού (ADLTE) 

 Οι επιληψίες 
 Η ADLTE 

 Eύθραυστη χρωµοσωµική θέση FRA10A 
 Οι εύθραυστες χρωµοσωµικές θέσεις 
 FRA10A 
1.7. Αντικείµενο της διατριβής 
 
2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
2.1. Θρεπτικά 
2.2. Βιβλιοθήκες DNA 
2.3. Βάσεις δεδοµένων και προγράµµατα επεξεργασίας αλληλουχιών 
2.4. Εκκινητές 
2.5. Βακτηριακά στελέχη 
2.6. Κυτταρικές σειρές θηλαστικών 
2.7. Αντισώµατα 
2.8. ∆είγµατα DNA 
2.9. Πλασµιδιακοί φορείς 
2.10. Πλασµιδιακές κατασκευές 
2.11. Αντιδραστήρια 
2.12. Αποµόνωση νουκλεϊκών οξέων 
 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από E.coli. 
 Αποµόνωση γενωµικού DNA από πλακούντα 
 Αποµόνωση ολικού RNA από ιστό 
2.13. Τεµαχισµός DNA µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 
2.14. Ηλεκτροφόρηση 
 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα αγαρόζης 
 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (PAGE) 
 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωµα 
 πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 
2.15. Αλληλούχηση DNA 
2.16. Μετασχηµατισµός βακτηρίων 
 Παρασκευή δεκτικών βακτηρίων και µετασχηµατισµός µε θερµικό σοκ 
 Παρασκευή δεκτικών βακτηρίων και µετασχηµατισµός µε εφαρµογή 
 ηλεκτρικού πεδίου 
2.17. Παρασκευή τυφλών άκρων 
2.18. Αντίδραση σύνδεσης (ligation) 
2.19. Ραδιοσήµανση του DNA 

 Ραδιοσήµανση δίκλωνων µορίων 
 Με τη µέθοδο των τυχαίων εκκινητών 
 Με PCR 
 

 
 
1 
4 
9 
9 
11 
 
 
 
14 
16 
20 
25 
26 
26 
28 
 
 
30 
 
 
35 
 
 
 
36 
37 
38 
39 
39 
40 
41 
41 
41 
43 
47 
58 
 
 
 
60 
60 
 
 
 
 
62 
63 
 
 
 
65 
65 
65 
65 
 
 



 Ραδιοσήµανση ολιγονουκλεοτιδίων 
2.20. Εκτίµηση της ειδικής ενεργότητας ανιχνευτή µε κατακρήµνιση µε TCA 
2.21. Υβριδοποίηση νουκλεϊκών οξέων 

 Υβριδοποίηση γενωµικών βιβλιοθηκών µε STSs 
 Υβριδοποίηση αποικιών ακινητοποιηµένων σε µεµβράνη 

2.22. Χρώση πηκτωµάτων 
2.23. Υγρή ηλεκτροµεταφορά 
2.24. Ανάλυση Western 
2.25. Αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής 
2.26. Υβριδοποίηση in situ σε τοµές ιστών µε ανιχνευτή RNA (RISH) 
 Προετοιµασία και µονιµοποίηση ιστών 
 Στερεοποίηση και τεµαχισµός του ιστού 
 Παρασκευή ανιχνευτή 
 Υβριδοποίηση 
 Πλυσίµατα και επώαση µε το αντίσωµα anti-DIG 
 Πλυσίµατα και αντίδραση αποκάλυψης 
2.27. Σύστηµα δύο υβριδίων του σακχαροµύκητα 
 Έλεγχοι καταλληλότητας της βιβλιοθήκης cDNA 
 Επιλογή του στελέχους του σακχαροµύκητα 
 Κλωνοποίηση του cDNA του FRA10AC1 στον pGBT9 
 Έλεγχος αυτόνοµης ενεργοποίησης 
 Τιτλοδότηση της βιβλιοθήκης 
 Μετασχηµατισµός κυττάρων που περιέχουν το δόλωµα µε DNA της 
 βιβλιοθήκης και καλλιέργεια σε θρεπτικό µέσο επιλογής 
 Επιβεβαίωση της ενεργοποίησης των γονιδίων αναφοράς 
 Εξάλειψη του δολώµατος 
 Αποµόνωση και ταυτοποίηση του θηράµατος 
2.28. Κυτταροκαλλιέργεια 
 ∆ιατήρηση κυτταροκαλλιεργειών 
 Κρυοδιατήρηση κυττάρων 
 Επανακαλλιέργεια 
2.29. Παροδική διαµόλυνση κυττάρων θηλαστικών µε πλασµιδιακό DNA 
2.30. Καθαρισµός συγγένειας πολυκλωνικού αντισώµατος 
2.31. Ανοσοεντοπισµός πρωτεϊνών µε µικροσκοπία φθορισµού 
2.32. Παραγωγή και αποµόνωση πρωτεϊνών 
 Παραγωγή σε βακτήρια και αποµόνωση µε χρωµατογραφία συγγένειας 
 Παραγωγή πρωτεΐνης σε κύτταρα θηλαστικών 
2.33. Συζευγµένη µεταγραφή-µετάφραση in vitro 
2.34. ∆οκιµή συνκατακρήµνισης πρωτεϊνών in vitro (GST pull-down) 
2.35. Συν-ανοσοκατακρήµνιση πρωτεϊνών 
 
3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
3.1. Κατασκευή του φυσικού χάρτη των χρωµοσωµικών περιοχών   
      10q23.31-q25.3 και 10q26.2-qter 

 ∆ιερεύνηση γενωµικής βιβλιοθήκης BAC 
 α. Επιλογή ανιχνευτών 
 β. Παρασκευή ανιχνευτών 
 γ. Υβριδοποίηση και επιλογή κλώνων BAC 

 Κατασκευή και διερεύνηση γενωµικής βιβλιοθήκης του 
χρωµοσώµατος 10 

 Αντιστοίχηση κλώνων BAC µε STSs 
 Χαρτογράφηση contigs και χρωµοσωµικό περπάτηµα 

 α. Φυσική χαρτογράφηση των προκαταρκτικών contigs 
 β. Χρωµοσωµικό περπάτηµα 
3.2. Η αξιοποίηση του χρωµοσωµικού χάρτη 10q23.3 για την ταυτοποίηση  
      και ανάλυση γονιδίων που σχετίζονται µε παθολογικούς φαινότυπους 
      A. Ταυτοποίηση και µοριακή ανάλυση γονιδίων που      
          χαρτογραφούνται στην κρίσιµη περιοχή της ADLTE 

 Γονίδιο #44050 

68 
68 
69 
 
 
71 
71 
71 
72 
72 
 
 
 
 
 
 
77 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
83 
 
 
 
85 
86 
86 
87 
 
 
89 
90 
91 
 
 
 
 
92 
94 
 
 
 
 
98 
 
109 
 
 
 
118 
 
118 
122 



 Γονίδιο #3077 
 Γονίδιο #AJ312051 
 Γονίδιο TMEM10 
 Γονίδιο LGI1 

     B. Ταυτοποίηση και χαρακτηρισµός του γονιδίου που συνδέεται µε την   
         εύθραυστη θέση FRA10A 

 Προσδιορισµός και κλωνοποίηση του cDNA του γονιδίου 
 FRA10AC1 

 Προσδιορισµός της γενωµικής οργάνωσης του FRA10AC1 
 Γονοτυπική ανάλυση της τρινουκλεοτιδικής επανάληψης 

 CGG σε άτοµα ελέγχου και σε φορείς της FRA10A 
 Το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου FRA10AC1 

  Ανάλυση Northern 
  Πειράµατα RT- PCR 
  Μελέτη του προτύπου έκφρασης του Fra10Ac1 κατά την  
  εµβρυική ανάπτυξη και στον εγκέφαλο του ποντικού 

 Ανάλυση εναλλακτικών µεταγράφων και ισοµορφές της 
FRA10AC1 

 ∆οµικά χαρακτηριστικά της πρωτεΐνης FRA10AC1 
 Έλεγχος της ειδικότητας του αντισώµατος αντι-FRA10AC1 
 Υποκυτταρική τοπολογική ανάλυση της ανασυνδυασµένης 
και της ενδογενούς πρωτεΐνης FRA10AC1 σε κυτταρικές 
σειρές θηλαστικών 

 ∆ιερεύνηση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων της FRA10AC1 
  α. Προσδιορισµός αλληλεπιδράσεων µε χρήση του  
      συστήµατος δύο υβριδίων του σακχαροµύκητα 
   Κατασκευή και έλεγχος του δολώµατος 
   Έλεγχος και τιτλοδότηση της βιβλιοθήκης 
   ∆ιερεύνηση της βιβλιοθήκης 
   Αποµόνωση, ανάλυση και επαλήθευση θετικών κλώνων 
  β. Επιβεβαίωση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων in vitro 
   Χαρτογράφηση των περιοχών αλληλεπίδρασης των 
   πρωτεϊνών FRA10AC1 και DGCR14 
  γ. Επιβεβαίωση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων in vivo 

 ∆ιερεύνηση της υποκυτταρικής τοπολογίας των πρωτεϊνών 
FRA10AC1, DGCR14 και SAP145 

 Συγκριτική µελέτη του προτύπου έκφρασης των γονιδίων 
Fra10Ac1, Dgcr14 και Sap145 κατά την εµβρυική ανάπτυξη 
και στον εγκέφαλο του ποντικού 

 
4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
4.1. Γονιδιωµατική ανάλυση του χρωµοσώµατος 10 

 Χάρτης κλώνων-αλληλουχίας 
 Σύγκριση γενετικού-φυσικού χάρτη 
 Επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες 
 Αριθµός γονιδίων 
 ∆οµικά χαρακτηριστικά των γονιδίων και κατανοµή τους 
 Περιεχόµενο σε GC - Νησίδια CpG 
 Χαρακτηρισµός γονιδίων in silico 
 Εναλλακτική συναρµογή 
 Αλληλοεπικαλυπτόµενα γονίδια 
 Ψευδογονίδια 
 microRNA 

4.2. Συγκριτική γονιδιωµατική 
 Συγκριτική γονιδιωµατική ανάλυση του ανθρώπου µε άλλα 
θηλαστικά 

 α. Συγκριτική ανάλυση γονιδιωµάτων ανθρώπου και ποντικού-  
    αρουραίου 
  Συνταινία 

      123 
      124 
      126 
      127 
 
      137 
 
      137 
      142 
  
      144 
      147 
 
 
 
 
 
      152 
      153 
      160 
 
 
      161 
      166 
 
      166 
 
 
 
 
      169 
 
 
      174 
 
      175 
 
 
      176 
 
 
 
      180 
      180 
      180 
      182 
      184 
      186 
      188 
      191 
      192 
      193 
      193 
      194 
      195 
 
      196 

  
 
 



  Συντήρηση σε γονίδια 
  Συντήρηση σε ψευδογονίδια 
  Συντήρηση σε µη κωδικές περιοχές 
 β. Συγκριτική ανάλυση γονιδιωµάτων ανθρώπου-χιµπατζή (Pan    
     troglodytes) 

 Συγκριτική γονιδιωµατική ανάλυση του ανθρώπου-ασπονδύλων 
 Πληροφορίες για ορθόλογες περιοχές in silico 

4.3. Μοριακή βάση της σπάνιας αυτοσωµικής εύθραυστης θέσης FRA10A 
 Πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε την FRA10AC1 

 Αντίδραση συναρµογής 
 Το spliceosome 
 Σχηµατισµός των υποµονάδων U snRNP 
 Σχηµατισµός του spliceosome 
 Πολυπλοκότητα του spliceosome 
 Η πρωτεΐνη SAP145 
 Η πρωτεΐνη DGCR14 

 Η πρωτεΐνη FRA10AC1 και η συµµετοχή της στο spliceosome 
 Ασθενής σύνδεση στο spliceosome 
 Εξειδικευµένη δράση 
 Συσχέτιση µε εναλλακτική συναρµογή 
 Η πρωτεΐνη FRA10AC1 ως πιθανός παράγοντας σύζευξης της 
 συναρµογής µε άλλες διαδικασίες 
  Συσχέτιση µε µεταγραφή 
  Συσχέτιση µε µεταφορά του mRNA στο κυτταρόπλασµα 
4.4 Προοπτικές 
 
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ  
 
∆ΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
      203 
      204 
      207 
      211 
 
 
 
 
 
      215 
      217 
      225 
 
 
 
 
 
 
 
      232 
 
      233 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 



ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΠΙΝΑΚΩΝ 
                Σελίδες 
Πιν. 1: Τα χρωµοσώµατα για τα οποία έχει ολοκληρωθεί η αλληλούχηση    
 και η ανάλυσή τους        9 
Πιν. 2: Τα γονίδια στα οποία έχουν ταυτοποιηθεί µεταλλαγές στις κύριες µορφές       
 ιδιοπαθών γενικευµένων και µερικών επιληψιών     29 
Πιν. 3: ∆ιαλύµατα αντιβιοτικών        36 
Πιν. 4: Οι εκκινητές των STSs της χρωµοσωµικής περιοχής 10q23.3-q25.3  
 και 10q26.2-qter         48 
Πιν. 5: Αλληλουχίες εκκινητών        57 
Πιν. 6: Αντισώµατα και συνθήκες εφαρµογής      58 
Πιν. 7: Προέλευση των STSs που χρησιµοποιήθηκαν στην φυσική χαρτογράφηση 94 
Πιν. 8: Αποτελέσµατα της διερεύνησης της γενωµικής βιβλιοθήκης BAC   99 
Πιν. 9: Προκαταρκτικά contigs που χαρτογραφήθηκαν στις περιοχές  
 10q23.31-q25.3 και 10q26.2-qtel       112 
Πιν. 10: Νέα STSs από ακραίες αλληλουχίες κλώνων BAC από τις περιοχές  
 10q23.31-q25.3 και q26.2-qter.       116 
Πιν. 11: Γενωµικοί κλώνοι του χρωµοσώµατος 10 που περιέχουν την  
 επανάληψη CGG.        139 
Πιν. 12: Γονοτυπική ανάλυση για την µελέτη του πολυµορφισµού της  
 επανάληψης (CGG)n.         146 
Πιν. 13: Χαρακτηριστικά των χρωµοσωµάτων      187 
Πιν. 14: Συγκριτική ανάλυση οµοιότητας ορθολόγων γονιδίων ανθρώπου-τρωκτικών 197 

 
 
ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΕΙΚΟΝΩΝ 
Εικ. 1: Στρατηγική της κλωνοποίησης γονιδίων βάσει της χρωµοσωµικής 
 τοπογραφίας τους (ανατύπωση από Schuler GD et al, 1996)   2 
Εικ. 2: Εκθετική αύξηση του ρυθµού κλωνοποίησης των γονιδίων που σχετίζονται  
 µε νοσήµατα (στοιχεία από το National Human Genome Research Institute,  
 NIH, http://www.genome.gov/).       3 
Εικ. 3: Η διακήρυξη της Valencia       7 
Εικ. 4: Τα εξώφυλλα των περιοδικών Nature και Science τον Φεβρουάριο  
 του 2001, που περιγράφουν την ανάλυση της πρώτης έκδοσης της  
 αλληλουχίας του ανθρώπινου γονιδιώµατος από το HGP και την εταιρία  
 Celera Genomics αντίστοιχα.        8 
Εικ. 5: Ιεραρχική shotgun αλληλούχηση. Ανατύπωση από Lander ES et al, 2001  15 
Εικ. 6: Ενδεικτική ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης των προϊόντων  
 τεµαχισµού των κλώνων BAC.       17 
Εικ. 7: Τα γονίδια του χρωµοσώµατος 10 που έχουν συσχετιστεί µε γενετικά  
 νοσήµατα         27 
Εικ. 8: Η εύθραυστη θέση FRAXA       31 
Εικ. 9: Σχηµατική απεικόνιση του φορέα pACT2.      38 
Εικ. 10: Σχηµατική αναπαράσταση της κατασκευής των ριβοανιχνευτών µε  
 αντίδραση µεταγραφής in vitro.       75 
Εικ. 11: Σχηµατική αναπαράσταση της κατασκευής των ριβοανιχνευτών µε  
 αντίδραση µεταγραφής in vitro.       76 
Εικ. 12: Αρχή του συστήµατος δύο υβριδίων.      79 
Εικ. 13: Πορεία κατασκευής του φυσικού χάρτη.      93 
Εικ. 14: Χάρτες του χρωµοσώµατος 10 από τους οποίους επιλέχθηκαν τα  
 STSs για την διερεύνηση της βιβλιοθήκης BAC.     95 
Εικ. 15: Προϊόντα PCR για 12 STSs της χρωµοσωµικής περιοχής 10q23.31-q25.3. 97 
Εικ. 16: ∆ιάταξη και αυτοραδιογραφία της γενωµικής βιβλιοθήκης BAC.   98 
Εικ. 17: Ενδεικτική καταχώρηση των αποτελεσµάτων της διερεύνησης  
 της γενωµικής βιβλιοθήκης BAC στην βάση δεδοµένων 10ace.   107 
Εικ. 18: Καταχώρηση των αποτελεσµάτων αντιστοίχησης ενός STS µε τα  
 BACs που το περιέχουν.       108 
Εικ. 19: Προκαταρκτικό contig που χαρτογραφείται στην χρωµοσωµική  
 περιοχή 10q23.33.        109 



Εικ. 20: Χαρτογράφηση των contigs των περιοχών 10q23.31-q25.3 και  
 10q26.2-qter βάσει του περιεχοµένου τους σε STSs.    111 
Εικ. 21: Ο φυσικός χάρτης του χρωµοσώµατος 10.     117 
Εικ. 22: Ο φυσικός χάρτης του χρωµοσώµατος 10 στην περιοχή 84-86Mb.  118 
Εικ. 23: Γονιδιακός χάρτης της κρίσιµης περιοχής της ADLTE.    121 
Εικ. 24: Σχηµατική απεικόνιση της γενωµικής οργάνωσης, των εναλλακτικών  
 µεταγράφων και της πρωτοταγούς δοµή των αντίστοιχων πολυπεπτιδίων  
 του γονιδίου 44050.        123 
Εικ. 25: Σχηµατική απεικόνιση της γενωµικής οργάνωσης, των εναλλακτικών  
 µεταγράφων και της πρωτοταγούς δοµή των αντίστοιχων πολυπεπτιδίων  
 του γονιδίου 3077.        124 
Εικ. 26: Σχηµατική απεικόνιση της γενωµικής οργάνωσης, των εναλλακτικών  
 µεταγράφων και της πρωτοταγούς δοµή των αντίστοιχων πολυπεπτιδίων  
 του γονιδίου AJ312051.        125 
Εικ. 27: Σχηµατική απεικόνιση της γενωµικής οργάνωσης και της πρωτοταγούς  
 δοµής της πρωτεΐνης ΤΜΕΜ10.       126 
Εικ. 28: Προσδιορισµός του προτύπου έκφρασης των γονιδίων 44050 και 3077  
 µε ανάλυση Northern.        126 
Εικ. 29: Υποκυτταρικός εντοπισµός των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών 3077  
 και AJ312051 σε κύτταρα COS-7.      127 
Εικ. 30: ∆οµή της πρωτεΐνης LGI1.       128 
Εικ. 31: Οι µεταλλαγές που έχουν ταυτοποιηθεί στο γονίδιο LGI1 σε ασθενείς  
 µε ADLTE.         129 
Εικ. 32: Σχηµατική απεικόνιση των ριβοανιχνευτών που χρησιµοποιήθηκαν  
 στην in situ υβριδοποίηση.       131 
Εικ. 33: Αλληλοεπικάλυψη των 3’ άκρων των γονιδίων Lgi4 και Fxyd3 στο  
 χρωµόσωµα 7 του ποντικού.       131 
Εικ. 34Α: Συνέκφραση των γονιδίων Lgi1-4 στον εγκέφαλο.    134       
           Β: Περιοχές υψηλής µεταγραφικής ενεργότητας των γονιδίων Lgi1-4  
 στον εγκέφαλο.         135  
           Γ: Έκφραση των γονιδίων Lgi1-4 σε διακριτές περιοχές του εγκεφάλου.  136 
Εικ. 35: Χαρτογράφηση των γενωµικών κλώνων στο χρωµόσωµα 10 και της  
 επανάληψης (CGG)n σε αυτούς.        
Εικ. 36: Κατασκευή του cDNA πλήρους µήκους in silico.     141 
Εικ. 37: Η νουκλεοτιδική αλληλουχία (1344bp) του cDNA του γονιδίου FRA10AC1. 143 
Εικ. 38: Γενωµική οργάνωση του γονιδίου FRA10AC1.     144 
Εικ. 39: Θέση υβριδοποίησης των εκκινητών F1 και R1 στο γενωµικό DNA  
 εκατέρωθεν της επανάληψης CGG.      145 
Εικ. 40: Γονοτυπική ανάλυση σε δείγµατα DNA οικογενειών CEPH για την  
 µελέτη του πολυµορφισµού της επανάληψης CGG.    145 
Εικ. 41: Προσδιορισµός του προτύπου έκφρασης του γονιδίου FRA10AC1  
 µε ανάλυση κατά Northern.       147 
Εικ. 42: Προσδιορισµός του προτύπου έκφρασης του γονιδίου FRA10AC1  
 µε RT-PCR και κλωνοποίηση εναλλακτικών µεταγράφων.   149 
Εικ. 43: Συγκριτική γενωµική οργάνωση του γονιδίου FRA10AC1 στον άνθρωπο  
 και τον ποντικό.         150 
Εικ. 44: Προσδιορισµός του προτύπου έκφρασης του Fra10ac1 µε RNA  
 in situ υβριδοποίηση σε οβελιαίες τοµές εµβρύων ποντικού ηλικίας  
 Ε12.5, Ε13.5 και Ε14.5.        151 
Εικ. 45: Προσδιορισµός του προτύπου έκφρασης του Fra10ac1 µε RNA in situ  
 υβριδοποίηση σε στεφανιαίες τοµές εγκεφάλου ενήλικου ποντικού.  152 
Εικ. 46: Γραφική αναπαράσταση της πρωτεΐνης FRA10AC1.    154 
Εικ. 47: Πρόβλεψη πιθανών φωσφορυλιώσεων στην FRA10AC1 και στις  
 εναλλακτικές ισοµορφές γ1 και γ3, βάσει του προγράµµατος NetPhos.  155 
Εικ. 48: Προβλεπόµενα ορθόλογα µόρια της FRA10AC1 στο ζωικό και  
 φυτικό βασίλειο.         156 
Εικ. 49: Συγκριτική ανάλυση της αλληλουχίας της πρωτεΐνης FRA10AC1 µε  
 τα πιθανά ορθόλογα µόρια.       158 
Εικ. 50: To oρθόλογο γονίδιο FRA10AC1 στον C.elegans (F26C11.1.).   160 
Εικ. 51: Έλεγχος της εξειδίκευσης του αντισώµατος anti-FRA10AC1.   162 



Εικ. 52: Έλεγχος εξειδίκευσης αντισώµατος anti-FRA10AC1.    163 
Εικ. 53: Η ανασυνδυασµένη FRA10AC1-EGFP εντοπίζεται στον πυρήνα των  
 κυττάρων HeLa µε διάχυτη ή στικτή κατανοµή.     164 
Εικ. 54: Η ενδογενής FRA10AC1 εντοπίζεται στον πυρήνα.    164 
Εικ. 55: Το τµήµα της FRA10AC1 που περιλαµβάνει τα αµινοξέα 147-253 είναι  
 υπεύθυνο για την πυρηνική τοπολογία του µορίου.    165 
Εικ. 56: Γραφική απεικόνιση των «δολωµάτων» που χρησιµοποιήθηκαν στο  
 σύστηµα δύο υβριδίων.         167 
Εικ. 57: Σχηµατική αναπαράσταση της διαδικασίας που εφαρµόστηκε στο  
 σύστηµα δύο υβριδίων και των µορίων που ταυτοποιήθηκαν.   169 
Εικ. 58: Αλληλεπίδραση της FRA10AC1 µε τις DGCR14 και SAP145 in vitro.   171 
Εικ. 59: Χαρτογράφηση των περιοχών αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών  
 FRA10AC1 και DGCR14.       173 
Εικ. 60: Η ενδογενής πρωτεΐνη FRA10AC1 συν-ανοσοκατακρηµνίζεται µε την 
 ανασυνδυασµένη DGCR14-EGFP.      174 
Εικ. 61: Υποκυτταρικός συνεντοπισµός των πρωτεϊνών FRA10AC1, DGCR14  
 και SAP145.         176 
Εικ. 62: Συγκριτική µελέτη του προτύπου έκφρασης των γονιδίων Fra10ac1, 
 Dgcr14 και Sap145 µε RNA in situ υβριδοποίηση σε οβελιαίες τοµές  
 εµβρύων ποντικού ηλικίας Ε12.5, Ε13.5 και Ε14.5 και σε στεφανιαίες 
 τοµές εγκεφάλου ενήλικου ποντικού.      179 
Εικ. 63: Ο χάρτης της αλληλουχίας του χρωµοσώµατος 10, η συνταινία µε τον  
 ποντικό, τον αρουραίο και τους ιχθύες και τα γονίδια που κωδικοποιούν  
 πρωτεΐνες.          180 
Εικ. 64: Σύγκριση γενετικού-φυσικού χάρτη κατά µήκος του χρωµοσώµατος 10.  181 
Εικ. 65: Σύγκριση γενετικού-φυσικού χάρτη στη χρωµοσωµική περιοχή  
 10q23.31-q25.3.         183 
Εικ. 66: Ταξινόµηση των γονιδίων του χρωµοσώµατος 10 βάσει της  
 ολοκληρωµένης αλληλουχίας του (Deloukas P et al, 2004).   185 
Εικ. 67: Κατανοµή των γονιδίων κατά µήκος του χρωµοσώµατος.   189 
Εικ. 68: Νοσήµατα που οι κρίσιµες περιοχές τους χαρτογραφούνται στο  
 χρωµόσωµα 10 και για τα οποία δεν έχει ταυτοποιηθεί το υπεύθυνο γονίδιο. 190 
Εικ. 69: Συνάρτηση του αριθµού των νησιδίων CpG ανά Mb σε σχέση µε τον  
 αριθµό των γονιδίων ανά Mb, µε βάση τον χάρτη GeneMap 98, για κάθε  
 χρωµόσωµα (ανατύπωση από Lander ES et al, 2001).      191 
Εικ. 70: Ταξινόµηση του πρωτεϊνώµατος του χρωµοσώµατος 10 και σύγκριση  
 µε το συνολικό πρωτεϊνωµα.       192 
Εικ. 71: Απεικόνιση των συνταινικών χρωµοσωµικών περιοχών µεταξύ ανθρώπου, 
 αρουραίου και ποντικού.       197 
Εικ. 72: Συγκριτική ταξινόµηση των πρωτεϊνών του ανθρώπου και του ποντικού  
 σε λειτουργικές οµάδες        199 
Εικ. 73: Απεικονίσεις από τη βάση δεδοµένων Ensembl.     206 
Εικ. 74: Κυτταρογενετική χαρτογράφηση και ανάλυση FISH της εύθραυστης  
 θέσης FRA10A.         207 
Εικ. 75: Επέκταση και µεθυλίωση της τρινουκλεοτιδικής επανάληψης CGG σε  
 φορείς της εύθραυστης θέσης FRA10A.      209 
Εικ. 76: Πυκνότητα των διαφορετικών τύπων τρινουκλεοτιδικών επαναλήψεων  
 στα χρωµοσώµατα του ανθρώπου.      210 
Εικ. 77: Μεταγραφική καταστολή του ενός αλληλοµόρφου του γονιδίου  
 FRA10AC1 στους φορείς της εύθραυστης θέσης FRA10A.   210 
Εικ. 78: Τα δύο καταλυτικά βήµατα της αντίδρασης συναρµογής    211 
Εικ. 79: Απλοποιηµένο σχήµα της βιογένεσης των U snRNPs    214 
Εικ. 80: Σχηµατισµός ενδιάµεσων συµπλόκων κατά την αντίδραση συναρµογής  215 
Εικ. 81: Χαρακτηριστική κρανιοπροσωπική δυσµορφία σε ασθενή µε  
 σύνδροµο DiGeorge        217 
Εικ. 82: Χρωµοσωµικά ελλείµµατα στην περιοχή 22q11 σε ασθενείς µε  
 σύνδροµο DiGeorge και σε ποντίκια knockout.     219 
Εικ. 83: Πρότυπο έκφρασης του γονιδίου DGCR14 στον άνθρωπο και τον  
 ποντικό µε ανάλυση Northern.       222
      



ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Στα πλαίσια του προγράµµατος της χαρτογράφησης του γονιδιώµατος του ανθρώπου, στο 

πρώτο µέρος αυτής της διατριβής κατασκευάσαµε το φυσικό χάρτη υψηλής ευκρίνειας των 

πλούσιων σε γονίδια, περιοχών q23.3-q25 και q26.2-qter του χρωµοσώµατος 10, µήκους ~35 

Mb που ισοδυναµεί µε περίπου το ¼  του µήκους του χρωµοσώµατος. Για την κατασκευή του 

χάρτη, αρχικά διερευνήσαµε µια ολική γενωµική βιβλιοθήκη κλώνων BAC χρησιµοποιώντας 

κατά οµάδες, ~500 µοναδιαία τµήµατα DNA (STS) από τις ανωτέρω χρωµοσωµικές περιοχές 

ως ανιχνευτές, και αποµονώσαµε 3350 διακριτούς χρωµοσωµο-ειδικούς κλώνους. Οι κλώνοι 

αυτοί, σε συνδυασµό µε εκείνους που µε την ίδια προσέγγιση είχαν αποµονωθεί από τους 

συνεργάτες µας στο Sanger Centre, απετέλεσαν την χρωµοσωµο-ειδική βιβλιοθήκη του 10, 

αποτελούµενη συνολικά από ~18.000 BACs. Η διερεύνηση αυτής της βιβλιοθήκης µε κάθε ένα 

από τα παραπάνω STS, ξεχωριστά, µας οδήγησε στην λεπτοµερή και απόλυτα αξιόπιστη 

αντιστοίχιση κάθε BAC µε µια οµάδα από STSs. Τα δεδοµένα µας, σε συνδυασµό µε αυτά που 

προέκυψαν από τον προσδιορισµό του προτύπου ενζυµικού τεµαχισµού των αντίστοιχων BACs 

(Sanger Centre UK, Washington University St. Louis US) χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή 

κατ’ αρχήν, επιµέρους contigs (οµάδες αλληλοεπικαλυπτόµενων κλώνων) τα οποία, βάσει των 

STS που περιείχαν, χαρτογραφούνταν κατά µήκος των ανωτέρω χρωµοσωµικών περιοχών. Για 

την επέκταση και σταδιακή ενοποίηση των contigs, καθορίσαµε µε χρωµοσωµικό 

«περπάτηµα»,  περίπου 80 νέους µοριακούς δείκτες από τα άκρα των τελικών/εξωτερικών 

κλώνων των contigs µε τελικό αποτέλεσµα την κατασκευή ενός ενιαίου, υψηλής ευκρίνειας 

φυσικού χάρτη για την περιοχή 10q23.3-q25, µήκους περίπου 28 Mb. Η αξιοπιστία της σχετικής 

τοπογραφίας κάθε γενωµικής θέσης προκύπτει από το «βάθος» του contig στη περιοχή, όπως 

καθορίζεται από τον αριθµό των επικαλυπτόµενων κλώνων που επιβεβαιώνουν τη σχετική 

θέση. Σε κάθε περίπτωση, τουλάχιστον 8 επικαλυπτόµενα, λεπτοµερώς χαρακτηρισµένα BACs, 

καθόριζαν κάθε χρωµοσωµική θέση. Με παρόµοια προσέγγιση, συγκροτήθηκε ο φυσικός 

χάρτης της υποτελοµερικής περιοχής αποτελούµενος από δύο contigs µεγέθους 4,6Mb και 

2Mb. Η ολοκληρωµένη αλληλούχηση των περιοχών 10q23.3-q25 και 10q26.2-qter από τους 

συνεργάτες µας (εργαστήριο αυτόµατης αλληλούχησης DNA, Sanger Centre UK) έγινε βάσει 

των παραπάνω χαρτών. Για το σκοπό αυτό, επιλέχθηκε και αλληλουχήθηκε µία σειρά κλώνων 

BAC (~300), οι οποίοι διατρέχουν τις εν λόγω χρωµοσωµικές περιοχές καθ’ όλο το µήκος τους, 

εµφανίζουν την µέγιστη αξιοπιστία ως προς την τοπογραφία τους και παρουσιάζουν την 

ελάχιστη δυνατή αλληλοεπικάλυψη (minimal tiling path). Πλέον, η πλήρης αλληλουχία στις 

αντίστοιχες περιοχές, που περιέχουν 272 από τα 816 γονίδια του χρωµοσώµατος που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες και όπου χαρτογραφούνται 40 γενετικοί τόποι νοσηµάτων, είναι 

σχεδόν ενιαία και ελεύθερα προσβάσιµη στο διαδίκτυο.  

 Στο δεύτερο µέρος της διατριβής, αξιοποιήσαµε τον φυσικό χάρτη και την αλληλουχία 

του χρωµοσώµατος 10 για να προσδιορίσουµε in silico, τον γονιδιακό χάρτη της περιοχής 



10q23.3, µήκους 3Mb µε στόχο τη ταυτοποίηση γονιδίων που σχετίζονται µε παθολογικούς 

φαινοτύπους. Εστιαστήκαµε σε αυτή την υποπεριοχή λόγω της σύνδεσης της, εκτός άλλων, µε 

α) το γενετικό τόπο της αυτοσωµικής επικρατούς µερικής επιληψίας του πλάγιου κροταφικού 

λοβού (ADLTE) και β) την έκφραση της εύθραυστης χρωµοσωµικής θέσης FRA10A. Μετά το 

χαρακτηρισµό µιας σειράς γονιδίων της περιοχής, στα πλαίσια του ευρωπαϊκού consortium για 

την ADLTE, δείξαµε ότι µεταλλαγές στο γονίδιο LGI1, ευθύνονται για την εκδήλωση της 

ασθένειας. Το LGI1 µαζί µε τρία ακόµη γονίδια, συγκροτεί µια διασκορπισµένη στο γονιδίωµα, 

οικογένεια µε κοινά χαρακτηριστικά τις πρωτεϊνικές επαναλήψεις EPT και το µερικώς 

επικαλυπτόµενο πρότυπο έκφρασης στον εγκέφαλο. Η γενετική ετερογένεια της ADLTE ή άλλες 

νευρολογικές ασθένειες, ίσως εξηγούνται από την ύπαρξη αυτών των παράλογων γονιδίων LGI.  

 Επίσης, µε in silico διερεύνηση της αλληλουχίας του χρωµοσώµατος για 

τρινουκλεοτιδικές επαναλήψεις (CGG)n, ταυτοποιήσαµε το γονίδιο FRA10AC1 που σχετίζεται 

µε την εύθραυστη θέση FRA10A, και προχωρήσαµε στο χαρακτηρισµό του. Η κυτταρογενετική 

έκφραση της FRA10A οφείλεται στην επέκταση κατά ~200 φορές, της πολυµορφικής 

επανάληψης (CGG)n της 5’ UTR του γονιδίου. Η επέκταση του (CGG)n οδηγεί στην 

υπερµεθυλίωση της περιοχής (αποτελέσµατα από συνεργαζόµενο εργαστήριο) και συνεπάγεται 

την µεταγραφική καταστολή του γονιδίου. Το FRA10AC1 είναι µεταγραφικά ενεργό σε όλους 

τους ιστούς παρουσιάζοντας υψηλότερα επίπεδα έκφρασης σε όργανα µε υψηλή µεταγραφική 

δραστηριότητα. Η ύπαρξη 5 εναλλακτικών µεταγράφων στις γονάδες, πιθανόν να συνεπάγεται 

αντίστοιχο αριθµό ισοµορφών της πρωτεΐνης FRA10AC1, ετερογενών στο καρβοξυ-τελικό άκρο. 

Η πρωτεΐνη εντοπίζεται στον πυρήνα του κυττάρου και εµφανίζεται συντηρηµένη στους 

πολυκύτταρους ευκαρυωτικούς οργανισµούς υποδηλώνοντας συµµετοχή σε µια βασική 

λειτουργία του κυττάρου. Με στόχο τη διερεύνηση του βιοχηµικού ρόλου της πρωτεΐνης 

FRA10AC1, αξιοποιήσαµε το σύστηµα των δύο υβριδίων στο σακχαροµύκητα που αποκάλυψε 

την αλληλεπίδρασή της µε τις πρωτεΐνες SAP145 και DGCR14. Οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις 

της FRA10AC1 επιβεβαιώθηκαν µε προσεγγίσεις in vitro και σε κυτταροκαλλιέργειες. Και οι δύο 

πρωτεΐνες που ταυτοποιήθηκαν, φαίνεται να συµµετέχουν σε κοινή βιολογική λειτουργία, στη 

διαδικασία συναρµογής του mRNA. Πράγµατι, η SAP145 αποτελεί υποµονάδα του παράγοντα 

συναρµογής SF3b, ο οποίος συµµετέχει στο σχηµατισµό του U2 snRNP, συστατικό του 

µείζονος spliceosome και η DGCR14 έχει αποµονωθεί βιοχηµικά ως πρωτεΐνη-συστατικό του 

ίδιου συµπλόκου. Καθώς και οι δύο σχετίζονται µε τη διαδικασία της συναρµογής του mRNA, τα 

αποτελέσµατά µας συνηγορούν στην συµµετοχή της FRA10AC1 σε αυτήν την διαδικασία ή 

εναλλακτικά σε άλλες λειτουργικά συσχετιζόµενες, διαδικασίες σύνθεσης, επεξεργασίας ή/και 

διακίνησης του mRNA. 

 

 
 



ABSTRACT 
 In the first part of this thesis, we constructed  a high resolution, sequence-ready, 

physical map of the gene-rich regions q23.3-q25 and q26.2-qter of human chromosome 10. 

These regions comprise about 35 Mb, i.e. about ¼ of the length of the chromosome. For the 

map construction, we initially screened a grided human BAC library, using about 500 distinct 

sequence tagged sites (STSs) from the above regions as probes, divided in groups, and 

isolated 3350 distinct, chromosome 10-specific BACs. Our clones, together with those similarly 

isolated by our Sanger Centre collaborators, formed the human chromosome 10 specific library, 

consisting of ~18.000 BACs. Screening of this library with each one of the above STSs, led us 

to the detailed and highly confident correlation of each one of the BACs with a group of STSs. 

We used these data, in combination with those derived from the BAC fingerprinting analysis 

(Sanger Center UK, Washington University St. Louis US) for the construction of the preliminary 

contigs (groups of overlapping clones) mapped along the above chromosomal regions. For the 

extension and progressive merging of the contigs, we determined by chromosome walking, 

about 80 new STS-markers, derived from the end-sequences of the most distal clones of each 

contig. This task gradually resulted in the construction of a unique, high resolution physical map 

of 10q23.3-q25, with a length of approximately 28 Mb. Contig depth, as defined by the number 

of overlapping clones in every map position, confidently supports the relative topography of 

each genomic site. In our map, mapping of each position was supported by at least 8 

overlapping, well-characterized, BACs. Similarly, in terms of strategy and confidence, the 

physical map of the subtelomeric region was constructed, consisting of two contigs, 4.6 Mb and 

2 Mb in length. Our mapping data were exploited by the collaborating laboratory of automated 

DNA sequencing (Sanger Center, UK), initially for the construction of a minimal tiling path of 

about 300 BACs mapped with the highest confidency, and subsequently, for the complete 

sequencing of the above regions. The corresponding finished sequence, currently available 

freely through the network, has a total size of about 35 Mb, consists of 272 out of 816 

chromosome 10 protein coding genes and is associated with 40 disease-related genetic loci.  

       With the aim to identify disease-related genes, in the second part of this thesis, we 

exploited both physical mapping and sequencing data to construct in silico, the genic map of a 

10q23.3 region, 3 Mb in length. Among others, this area is associated with i) the genetic locus 

of the autosomal dominant lateral temporal lobe epilepsy (ADLTE), and ii) the expression of the 

cytogenetic fragile site FRA10A. In collaboration with other labs, altogether forming the 

European Consortium of ADLTE, we characterized several ADLTE candidate genes. Among 

those, LGI1 was determined to be directly associated with the disease, since it was found 

mutated in patients of ADLTE families. LGI1 a gene of unknown function, belongs to a novel 

gene family consisting of four members (LGI1-4) dispersed in the genome. All LGI genes are 

active in the brain displaying a partially overlapping pattern of expression; the encoded proteins 



are characterized by a variable number of tandemly linked EPT repeats possibly involved in 

protein-protein interactions. It is reasonable to hypothesize that the characteristic genetic 

heterogeneity of ADLTE or other neurological diseases may be related with members of the LGI 

family. 

            Finally, by in silico screening of the nucleotide sequence of chromosome 10 for (CGG)n 

repeats, we identified a novel gene, FRA10AC1, carrying a polymorphic (CGG)n repeats in its  

5’ UTR and showed its direct involvement with the manifestation of FRA10A fragile site. Indeed, 

FRA10A carriers display expansion of the (CGG)n repeat by approximately 200-fold. This 

expansion, as shown by a collaborating group, results in hypermethylation of the region and the 

consequent transcriptional silencing of the gene. FRA10AC1 transcripts are detected 

ubiquitously in human tissues, being more abundant in organs with highly transcriptional 

activity. The presence of FRA10AC1 alternative transcripts in gonads, suggested the existence 

of five protein isoforms displaying structural heterogeneity at their carboxy-terminus. FRA10AC1 

protein is accumulated in the nucleoplasm and remains well-conserved in multi-cellular 

eukaryotes, implying participation of the FRA10AC1 in a fundamental cellular function. In order 

to investigate its biochemical role, using the yeast two-hybrid system, we showed that 

FRA10AC1 interacts with two proteins, SAP145 and DGCR14 and verified our finding by in vitro 

and cell culture assays. According to the recent literature, both interacting proteins are involved 

in the process of pre-mRNA splicing. Indeed, SAP145 is a subunit of the SF3b splicing factor 

participating in the formation of U2 snRNP, a component of the major spliseosome. 

Furthermore, DGCR14 has been repeatedly isolated by biochemical approaches, as a 

component of the same complex. Therefore, it is reasonable to believe that our data support a 

functional role of FRA10AC1 in the pre-mRNA splicing machinery or, its involvement in 

functionally linked procedures, i.e. synthesis, processing and nucleo-cytoplasmic transport of 

mRNA. 
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1.1. Γενικά 

 Η Μοριακή Γενετική του Ανθρώπου µελετάει την γενετική ποικιλότητα και την 

κληρονοµικότητα στον άνθρωπο έχοντας βασικό στόχο εκτός των άλλων, την 

κατανόηση της µοριακής βάσης των νοσηµάτων, τη σύνδεση δηλαδή του φαινοτύπου 

µε τη γενετική σύσταση του ατόµου και την αξιοποίηση αυτής της γνώσης για τη 

βελτίωση των µεθόδων διάγνωσης και αποτελεσµατικής θεραπείας. Τα γενετικά 

νοσήµατα αποτελούν τις πιο εµφανείς και τις πιο ακραίες εκδηλώσεις των γενετικών 

παρεκκλίσεων, δεσπόζοντας πάνω σε µία ευρύτατη και καθ’ όλα φυσιολογική 

γενετική ποικιλότητα.  

 Για τα κληρονοµικά νοσήµατα που είναι γνωστή η βιοχηµική τους βάση, είναι 

εφικτή συνήθως η ταυτοποίηση της δυσλειτουργικής πρωτεΐνης και στη συνέχεια ο 

χαρακτηρισµός του αντίστοιχου υπεύθυνου γονιδίου. Κλασικά πλέον παραδείγµατα 

είναι οι διάφορες µορφές θαλασσαιµίας, η αιµορροφιλία Α, η φαινυλκετονουρία κ.λπ. 

Οι περισσότερες όµως ασθένειες οφείλονται σε µεταλλαγές γονιδίων που το προϊόν 

τους και η λειτουργία του είναι άγνωστη ή, µε άλλα λόγια, η κλινική εικόνα δεν µπορεί 

να συνδεθεί µε κάποιο γνωστό βιοχηµικό µονοπάτι ή βιολογική λειτουργία. Σ’ αυτές 

τις περιπτώσεις όπου δεν υπάρχουν βιοχηµικά ή άλλα δεδοµένα που να οδηγούν σε 

ένα πιθανό υποψήφιο γονίδιο, η προσέγγιση που ακολουθείται είναι αυτή της 

κλωνοποίησης του υπεύθυνου γονιδίου βάσει της τοπογραφίας του στο χρωµόσωµα. 

Η προσέγγιση αυτή είναι πολύ αποτελεσµατική για νοσήµατα που εµφανίζουν 

µεντελικό τύπο κληρονόµησης και συνεπώς οφείλονται ως επί το πλείστον, σε 

µεταλλαγές ενός γονιδίου που παρουσιάζει µεγάλη διεισδυτικότητα. Η διαδικασία 

περιλαµβάνει την ταυτοποίηση της κρίσιµης περιοχής µέσω ανάλυσης γενετικής 

σύνδεσης σε οικογένειες ασθενών, την ταυτοποίηση των γονιδίων που 

χαρτογραφούνται στη συγκεκριµένη χρωµοσωµική περιοχή, την επιλογή ενός ή 

περισσότερων υποψηφίων γονιδίων και τη διερεύνηση µεταλλαγών σε ασθενείς  

(Εικ. 1). Βασική προϋπόθεση γι’ αυτήν την πορεία είναι η ύπαρξη λεπτοµερών 

γενετικών και φυσικών χρωµοσωµικών χαρτών.  

 Πριν µία δεκαετία, τα παραπάνω στάδια ήταν πολύ επίπονα και χρονοβόρα 

καθώς οι αρχικοί γενετικοί χάρτες ήταν χαµηλής ευκρίνειας και σηµαντικό ποσοστό 

των γονιδίων του ανθρώπου δεν είχε χαρακτηριστεί. Σταδιακά, οι διαδικασίες 

άρχισαν να επιταχύνονται κυρίως χάρη στη συνεισφορά των αποτελεσµάτων του 

Προγράµµατος Χαρτογράφησης και Ανάλυσης του Ανθρώπινου Γονιδιώµατος 

(HGP). Στα πλαίσια αυτού του προγράµµατος, κατασκευάστηκαν χρωµοσωµικοί 

χάρτες µε σταδιακά αυξανόµενη διακριτική ικανότητα που συνεισέφεραν στην 

ελαχιστοποίηση του εύρους των κρίσιµων χρωµοσωµικών περιοχών. Επιπλέον, µε 

την κλωνοποίηση, τη χαρτογράφηση και αλληλούχηση µεγάλων χρωµοσωµικών 
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περιοχών και την άµεση διοχέτευση των πληροφοριών σε δηµόσιες βάσεις 

δεδοµένων, επιταχύνθηκε κατά πολύ η ταυτοποίηση των γονιδίων που σχετίζονται µε 

µεντελικά νοσήµατα. Πλέον, µε διαθέσιµη την ολοκληρωµένη έκδοση της 

αλληλουχίας του DNA του γονιδιώµατος του ανθρώπου, ένα µεγάλο µέρος της 

εργαστηριακής έρευνας µεταφέρθηκε in silico. Έτσι, όχι µόνο είναι δυνατός ο 

εντοπισµός των γονιδίων που συνδέονται µε παθολογικούς φαινοτύπους, αλλά 

επιπλέον υπάρχουν διαθέσιµες πληροφορίες για τον πιθανό βιοχηµικό τους ρόλο, τα 

πιθανά ορθόλογα και παράλογα γονίδια, τους φαινοτύπους που συνδέονται µε 

µεταλλαγές τους, τις αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνικών προϊόντων τους κ.λπ. Η 

συνεισφορά των γενετικών και γονιδιωµατικών πληροφοριών που προέκυψαν από 

το HGP, φαίνεται από την εκθετική αύξηση του αριθµού των γονιδίων που έχουν 

συσχετιστεί µε νοσήµατα τα τελευταία χρόνια (Εικ. 2). Ωστόσο, µέχρι σήµερα η 

πλειονότητα των γονιδίων που έχουν συσχετισθεί µε νοσήµατα αφορά 

µονογονιδιακούς παθολογικούς φαινοτύπους που η συχνότητα εµφάνισής τους στον 

πληθυσµό είναι πολύ µικρότερη (2-3 τάξεις µεγέθους) από αυτήν των συνήθων 

πολυπαραγοντικών νοσηµάτων όπως ο διαβήτης, το άσθµα, ο καρκίνος, η 

σχιζοφρένεια, η παχυσαρκία κ.λπ. Ο εντοπισµός των γονιδίων που συνδέονται µε 

αυτά τα πολυπαραγοντικά νοσήµατα είναι µία από τις µεγαλύτερες προκλήσεις στην 

Ιατρική Γενετική καθώς περισσότερα του ενός γονίδια – ή καλύτερα, συγκεκριµένοι 

συνδυασµοί αλληλοµόρφων –σε συνδυασµό µε περιβαλλοντικούς παράγοντες, 

συµµετέχουν στην εκδήλωση του παθολογικού φαινοτύπου.   
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Εικ. 1: Στρατηγική της κλωνοποίησης γονιδίων βάσει της χρωµοσωµικής 
τοπογραφίας τους (ανατύπωση από Schuler GD et al, 1996). 
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Εικ. 2: Εκθετική αύξηση του ρυθµού κλωνοποίησης των γονιδίων που σχετίζονται µε 
νοσήµατα (στοιχεία από το National Human Genome Research Institute, NIH, 
http://www.genome.gov/).  
 

 Η ανάλυση του ανθρώπινου γονιδιώµατος, δεν συµβάλλει µόνο στον 

προσδιορισµό του γονιδιακού χάρτη αλλά προσφέρει στοιχεία για την οργάνωση και 

τη ρύθµιση της ενεργότητας των γονιδίων στα πλαίσια της χρωµοσωµικής 

αλληλουχίας DNA. Παράλληλα, µε την ανάλυση των γονιδιωµάτων οργανισµών-

µοντέλων, η συγκριτική γονιδιωµατική ανάλυση παρέχει πληροφορίες για βασικούς 

κοινούς βιολογικούς µηχανισµούς αλλά και για τις λεπτοµέρειες της γονιδιακής 

δοµής, λειτουργίας και ρύθµισης όταν η συγκριτική ανάλυση γίνεται σε κοντινούς, 

εξελικτικά, οργανισµούς. Επιπλέον, στην µετα-γονιδιωµατική εποχή ανοίγονται νέες 

δυνατότητες για τη λειτουργική διερεύνηση των γονιδίων σε γενικευµένη κλίµακα 

(high throughput analysis).  

 Στα πλαίσια του προγράµµατος Χαρτογράφησης και Αλληλούχησης του 

Γονιδιώµατος του Ανθρώπου, το εργαστήριό µας την τελευταία δεκαετία είχε ως   

κύριο ερευνητικό πρόγραµµα την γονιδιωµατική χαρτογράφηση του χρωµοσώµατος 

10. Στα επόµενα κεφάλαια, µετά από µία σύντοµη αναδροµή στην πορεία του HGP, 

περιγράφεται η διαδικασία κατασκευής των γενετικών και φυσικών χαρτών, η 

δηµιουργία των χρωµοσωµικών χαρτών που χρησιµοποιήθηκαν για την 

αλληλούχηση, τα βασικά συµπεράσµατα από την εκ παραλλήλου αλληλούχηση των 

γονιδιωµάτων οργανισµών-µοντέλων και εισαγωγικά στοιχεία για τα γονίδια και τα 

νοσήµατα του χρωµοσώµατος 10.  

 

 



  Εισαγωγή 

 4

1.2. Ιστορική αναδροµή 
  
 Η πρώτη συζήτηση για το ενδεχόµενο της αλληλούχησης του ανθρώπινου 

γονιδιώµατος πραγµατοποιήθηκε το 1985 σε επιστηµονικό συνέδριο που 

συγκλήθηκε από τον Robert Sinsheimer από το UCSC (University of California, 

Santa Cruz). Καθώς είχε περάσει µόλις µία δεκαετία από την ανάπτυξη της τεχνικής 

της αλληλούχησης του DNA από τους Alan Maxam και Walter Gilbert και τον Fredrick 

Sanger, η ιδέα αυτή αντιµετωπίστηκε από πολλούς ως ακραία και πρώιµη. Ωστόσο 

απέκτησε και θερµούς υποστηρικτές οδηγώντας έτσι την επόµενη χρονιά το 

υπουργείο Ενέργειας των Ηνωµένων Πολιτειών, να λάβει την απόφαση της 

χρηµατοδότησης αυτού του προγράµµατος. Επισήµως, το 1988 το Κογκρέσο των 

ΗΠΑ κήρυξε την έναρξη του Προγράµµατος Χαρτογράφησης και Αλληλούχησης του 

Ανθρώπινου Γονιδιώµατος µε προϋπολογισµό 200 εκατοµµύρια δολάρια ετησίως για 

τα επόµενα 15 χρόνια. Σύµφωνα µε το αρχικό σχέδιο, το πρόγραµµα θα εξελισσόταν 

σε τρία στάδια.  

 Η πρώτη φάση (µέχρι το 1993) περιλάµβανε: 1) την κατασκευή των 

πρωταρχικών γενετικών και φυσικών χαρτών που θα επιτάχυναν την ταυτοποίηση 

γονιδίων που σχετίζονται µε νοσήµατα, 2) την ανάλυση των γονιδιωµάτων 

οργανισµών-µοντέλων (Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis 

elegans, Drosophila melanogaster και Mus musculus), 3) την ανάπτυξη νέων 

τεχνολογιών, αυτοµατοποίηση µεθόδων και ανάπτυξη λογισµικού κατάλληλου για την 

επεξεργασία των αποτελεσµάτων και 4) την εξέταση των ηθικών, νοµικών και 

κοινωνικών επιπτώσεων του προγράµµατος (πρόγραµµα ELSI, Ethical, Legal, and 

Social Issues), (http://www.genome.gov/10001477).   

 Για την επόµενη πενταετή φάση (1993-1998) ο προγραµµατισµός 

περιλάµβανε: 1) την αύξηση της διακριτικής ικανότητας των χρωµοσωµικών χαρτών, 

2) την βελτιστοποίηση της τεχνολογίας της αλληλούχησης DNA και της ταυτοποίησης 

γονιδίων, 3) την αλληλούχηση 80Mb από όλους τους οργανισµούς, 4) την 

ολοκλήρωση της αλληλούχησης του γονιδιώµατος της E.coli και του S.cerevisiae, του 

µεγαλύτερου µέρους του C. elegans και την έναρξη του αντίστοιχου προγράµµατος 

για την D. melanogaster και 5) την χαρτογράφηση 10.000 STSs (Sequence Tag 

Sites, µοναδιαίες αλληλουχίες-σηµατοδότες) του ποντικού (Collins F & Galas D, 

1993).  

 Για το τρίτο στάδιο του προγράµµατος (1998-2003) είχε σχεδιαστεί: 1) η 

ολοκλήρωση της χαρτογράφησης του ανθρώπινου γονιδιώµατος, 2) η παραγωγή της 

ολοκληρωµένης αλληλουχίας για το 1/3 του ανθρώπινου γονιδιώµατος µέχρι το τέλος 

του 2001 και για το υπόλοιπο µέχρι το τέλος του 2003, µε ρυθµό παραγωγής 500Mb 
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ετησίως και µε κόστος µικρότερο από 0,25 δολάρια ανά βάση, 3) η χαρτογράφηση 

100.000 SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms, πολυµορφισµοί ενός 

νουκλεοτιδίου), 4) η αποµόνωση cDNAs πλήρους µήκους, 5) η ολοκλήρωση της 

αλληλούχησης του γονιδιώµατος του C. elegans µέχρι το τέλος του 1998 και της  

D. melanogaster έως το 2002 και 6) η παραγωγή της πρώτης έκδοσης της 

αλληλουχίας του γονιδιώµατος του M. musculus πριν το 2005 και στη συνέχεια η 

ολοκληρωµένη έκδοση (Collins FS et al, 1998a).   

 Παρόλο που η έναρξη του προγράµµατος έγινε στις ΗΠΑ, εξίσου σηµαντικό 

ρόλο στην πρόοδό του έπαιξε και η Ευρωπαϊκή Ένωση, ξεκινώντας το 1990 το 

"Human Genome Analysis Programme' (HGAP), η Ιαπωνία αλλά και άλλες χώρες 

που συνέπραξαν στην πορεία. Έτσι, το 1988 πραγµατοποιήθηκε το πρώτο συνέδριο 

για τον διεθνή, πλέον, συντονισµό της έρευνας και την θέσπιση των αρχών που 

διέπουν το HGP. Στο συνέδριο, που έλαβαν µέρος επιστήµονες από 24 χώρες, 

συντάχθηκε το κείµενο για τα καθήκοντα και τις υπευθυνότητες των ατόµων που 

συµµετέχουν στο πρόγραµµα, γνωστό ως «∆ιακύρηξη της Valencia» («Valencia 

Declaration», Εικ. 3) και προτάθηκε οµοφώνως το HUGO (Human Genome 

Organization) ως επικεφαλής οργανισµός µε κύρια ευθύνη για την επιµέλεια των 

αποτελεσµάτων του Προγράµµατος και την προάσπιση της «∆ιακύρηξης της 

Valencia». Πρώτος πρόεδρος εκλέχτηκε ο Victor McKusick (Johns Hopkins 

University, Baltimore, Maryland και «πατέρας» της ΟΜΙΜ). Ένα πολύ σηµαντικό 

γεγονός, στα πλαίσια πάλι της δεοντολογίας του προγράµµατος ήταν η σύνταξη του 

κειµένου των «αρχών της Βερµούδας» (Bermuda principles) το 1996 σε µία 

συνάντηση ερευνητικών οµάδων από όλο τον κόσµο. Συνοπτικά, αυτές 

περιλάµβαναν: 1) την άµεση και χωρίς περιορισµούς απελευθέρωση των 

αποτελεσµάτων της αλληλούχησης που θα προέκυπταν, εφόσον οι αλληλουχίες ήταν 

µεγαλύτερες από 1kb, εντός 24 ωρών από την παραγωγή τους, 2) την άρνηση 

δικαιωµάτων ευρεσιτεχνίας και 3) τα κριτήρια πιστότητας προσδιορισµού των 

αλληλουχιών. Κατά τα επόµενα χρόνια πραγµατοποιούνταν περιοδικά παρόµοιες 

συναντήσεις για τον συντονισµό της συνεργασίας των διάφορων οµάδων (Guyer M, 

1998).  

 Στα αρχικά στάδια του προγράµµατος υπήρξε έντονη αντιπαράθεση για το αν 

πράγµατι αξίζει να αλληλουχηθεί ολόκληρο το ανθρώπινο γονιδίωµα. Η µία πλευρά 

υποστήριζε ότι το κόστος ήταν πολύ υψηλό σε σχέση µε το όφελος που θα 

προέκυπτε, καθώς το ποσοστό των κωδικών περιοχών του γονιδιώµατος είναι πολύ 

µικρό. Η εναλλακτική και οικονοµικότερη πρόταση ήταν η στόχευση µόνο των 

κωδικών περιοχών µε τη µορφή των ESTs και cDNAs και η αλληλούχηση 

µικρότερων γονιδιωµάτων, κατάλληλων οργανισµών-µοντέλων όπως του Fugu 



  Εισαγωγή 

 6

rubripes (Brenner S et al, 1993). Η άλλη πλευρά όµως υποστήριζε ότι ήταν αδύνατο 

να εντοπιστούν όλα τα γονίδια στηριζόµενοι µόνο στην τεχνολογία ταυτοποίησης των 

cDNAs. Επίσης ότι πολλές σηµαντικές πληροφορίες θα προκύψουν και από τις µη-

κωδικές περιοχές του γονιδιώµατος, όπως οι ρυθµιστικές περιοχές και τα διάφορα 

άλλα δοµικά στοιχεία. Παράλληλα, η πλήρης αλληλούχηση θα επέτρεπε την 

διερεύνηση µιας υψηλότερης τάξης οργάνωσης του γονιδιώµατος καθώς και την 

συγκριτική ανάλυση και τις εξελικτικές σχέσεις των ειδών σε µεγάλη κλίµακα. Τελικά 

αποφασίστηκε ότι, τουλάχιστον για συγκεκριµένους οργανισµούς, 

συµπεριλαµβανοµένου όµως του ανθρώπου, είναι απαραίτητη η αλληλούχηση 

ολόκληρου του γονιδιώµατός τους.  

Το χρονοδιάγραµµα του προγράµµατος ακολουθήθηκε αποτελεσµατικά και 

σε αρκετές περιπτώσεις τα αποτελέσµατα παρήχθησαν ταχύτερα από το 

προβλεπόµενο (Collins FS, 1995; Collins FS et al, 1998a). Το 1993 η πρόοδος στην 

χαρτογράφηση του γονιδιώµατος οδήγησε στην αναδιαµόρφωση των στόχων. Το νέο 

σχέδιο αφορούσε την επιτάχυνση των επιδιώξεων κυρίως στο πεδίο της ανάπτυξης 

της τεχνολογίας για την ταυτοποίηση γονιδίων και της χαρτογράφησης (Collins F & 

Galas D, 1993). Το 1998, ένα ιδιαίτερα σηµαντικό γεγονός στην πορεία ανάλυσης 

του ανθρώπινου γονιδιώµατος ήταν η ίδρυση της ιδιωτικής εταιρείας Celera 

Genomics από τον Craig Venter, σε σύµπραξη µε την Perkin-Elmer Corp. Η πρόταση 

του Venter στόχευε στην αλληλούχηση του ανθρώπινου γονιδιώµατος σε 3 χρόνια, 

όµως µε σχετικά περιορισµένη πιστότητα και µε σκοπό την κατοχύρωση της 

αλληλουχίας ως ευρεσιτεχνία και την εµπορική εκµετάλλευση των πληροφοριών. Ο 

τρόπος προσέγγισης του C.Venter δεν περιελάµβανε χρωµοσωµική/φυσική 

χαρτογράφηση, αλλά πλήρη αλληλούχηση µικρών τεµαχίων DNA (shotgun 

αλληλούχηση) και στη συνέχεια στοίχιση όλων των αλληλουχιών αξιοποιώντας 

ισχυρά υπολογιστικά προγράµµατα. Οι βασικές αντιρρήσεις του HGP, εκτός της 

διαφωνίας για την εµπορική εκµετάλλευση της αλληλουχίας, ήταν στο κατά πόσον 

είναι εφικτή αυτή η µεθοδολογία λαµβάνοντας υπόψη το πολύ µεγάλο ποσοστό των 

επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών του ανθρώπινου γονιδιώµατος. Υπό την «πίεση» 

της Celera, το 1999 ανακοινώθηκε από το HGP ότι σε πρώτη φάση και πολύ 

γρηγορότερα, µέχρι το 2001, θα παραγόταν η «πρώτη έκδοση» της αλληλουχίας, 

καλύπτοντας το 90% του γονιδιώµατος και µε ανώτατο όριο πιστότητας 

«διαβάσµατος», τις 4-5 φορές ανά νουκλεοτίδιο, λίγο χαµηλότερο από το αρχικώς 

προταθέν (7-8 φορές). Έτσι και σε συνδυασµό µε γενναία αύξηση της 

χρηµατοδότησης, τη νέα γενιά αντιδραστηρίων (φθορίζουσες χρωστικές, 

πολυµεράσες) και αυτόµατων συσκευών (ροµποτικά συστήµατα για παρασκευή 
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δειγµάτων, ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδή) επιταχύνθηκε κατά πολύ η απόδοση του 

HGP. 

 

 
  
 Εικ. 3: Η διακήρυξη της Valencia  
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 Το αποτέλεσµα ήταν τον Φεβρουάριο του 2001 να δηµοσιευθεί η «πρώτη 

έκδοση» των χρωµοσωµικών χαρτών και της αλληλουχίας του ανθρώπινου 

γονιδιώµατος (Lander ES et al, 2001; Εικ. 4). Η αλληλουχία κάλυπτε το 90% της 

ευχρωµατίνης και το µέσο «βάθος» διαβάσµατός της ήταν 4,5 φορές. Ταυτόχρονα, 

την ίδια ηµεροµηνία δηµοσιεύτηκε η αντίστοιχη ανάλυση από την εταιρεία Celera 

Genomics (Venter JC et al, 2001; Εικ. 4). Ωστόσο, το αποτέλεσµα της προσέγγισης 

της απευθείας αλληλούχησης, στο επίπεδο πολυπλοκότητας και µεγέθους του 

ανθρώπινου γονιδιώµατος, αµφισβητήθηκε και θεωρήθηκε ότι δεν θα ήταν εφικτό 

χωρίς την ενσωµάτωση των δεδοµένων του HGP (ιδίως των χρωµοσωµικών 

χαρτών) που ήταν ελεύθερα διαθέσιµα στις δηµόσιες βάσεις δεδοµένων (Waterston 

RH et al, 2002α; Myers EW et al, 2002; Green P, 2002). Σταδιακά, η «ολοκληρωµένη 

αλληλουχία» (finished), που παρέχει κάλυψη των περισσότερων χασµάτων που 

εµφάνιζε η «πρώτη έκδοση» και που η πιστότητά της υπερβαίνει το 99,999%, άρχισε 

να δηµοσιεύεται το 2004, ένα χρόνο δηλαδή νωρίτερα από τον αρχικό στόχο από το 

HGP. Η εκτενής περιγραφή των  χαρακτηριστικών της πραγµατοποιείται µεµονωµένα 

για κάθε χρωµόσωµα και µέχρι σήµερα (Ιούλιος 2005) έχει δηµοσιευθεί η ανάλυση 

για 16 από τα 24 χρωµοσώµατα (Πιν. 1). 

 

 
 
Εικ. 4: Τα εξώφυλλα των περιοδικών Nature και Science τον Φεβρουάριο του 2001, που 
περιγράφουν την ανάλυση της πρώτης έκδοσης της αλληλουχίας του ανθρώπινου 
γονιδιώµατος από το HGP και την εταιρία Celera Genomics αντίστοιχα.  
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Πιν. 1: Τα χρωµοσώµατα για τα οποία έχει ολοκληρωθεί η αλληλούχηση και η ανάλυσή  
           τους 

# Χρωµόσωµα Έτος Βιβλιογραφία
2 2005 Hillier LW et al
4 2005 Hillier LW et al
5 2004 Schmutz J et al
6 2003 Mungall AJ et al
7 2003 Hillier LW et al
9 2004 Humphray SJ et al
10 2004 Deloukas P et al
13 2004 Dunham A et al
14 2003 Heilig R et al
16 2004 Martin J et al
19 2004 Grimwood J et al
20 2001 Deloukas P et al
21 2000 Hattori M et al
22 1999 Dunham I et al
Χ 2005 Ross MT et al
Υ 2003 Skaletsky H et al  

 

1.3. Χαρτογράφηση 

 Η κατασκευή χρωµοσωµικών χαρτών ήταν ένα σηµαντικό βήµα στην 

ανάλυση του γονιδιώµατος καθώς παρέχουν έναν συµβατό τρόπο απεικόνισης, 

τµηµατοποίησης και διάταξης των στοιχείων του. Υπάρχουν δύο κατηγορίες 

χρωµοσωµικών χαρτών: οι γενετικοί και οι φυσικοί που το κοινό στοιχείο τους είναι 

ότι και οι δύο αναπαριστάνουν την πιθανή διάταξη των γενετικών/µοριακών δεικτών 

κατά µήκος του χρωµοσώµατος. Ωστόσο, ο γενετικός χάρτης παρέχει µία έµµεση 

εκτίµηση της φυσικής απόστασης δύο δεικτών ενώ ο φυσικός απεικονίζει την 

πραγµατική τους απόσταση, µετρηµένη σε µήκος ζευγών βάσεων (bp).  

 

 Γενετική χαρτογράφηση 

 Οι γενετικοί χάρτες στηρίζονται στην πιθανότητα ανασυνδυασµού µεταξύ δύο 

δεικτών κατά την µείωση, η οποία, γενικά, είναι ανάλογη της απόστασής τους. Η 

µονάδα µέτρησης της απόστασης είναι το cM (centiMorgan) που αντιπροσωπεύει την 

συχνότητα ανασυνδυασµού. Έτσι, δύο δείκτες απέχουν 1cM αν σε ανάλυση 100 

µειώσεων έχει παρατηρηθεί σε µία από αυτές, ανασυνδυασµός µεταξύ τους. Οι 

αλληλουχίες που χρησιµοποιούνται ως δείκτες πρέπει να µπορούν να 

προσδιοριστούν αµφιµονοσήµαντα στο γονιδίωµα και να είναι πολυµορφικές στον 

πληθυσµό, έτσι ώστε να είναι δυνατή η διάκριση και η παρακολούθησή τους από 

γενεά σε γενεά. Ένα άτοµο για να είναι πληροφοριακό για συγκεκριµένο δείκτη, 

πρέπει να είναι ετερόζυγο γι’ αυτόν.  

 Ο περιοριστικός παράγοντας για την κατασκευή των πρώτων γενετικών 

χαρτών ήταν η έλλειψη µεγάλου αριθµού χαρακτηρισµένων πολυµορφικών δεικτών. 
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Αυτό ξεπεράστηκε εν µέρει µε την ταυτοποίηση των RFLPs (restriction fragment 

length polymorphisms, Kan YW & Dozy AM, 1978) που είναι πολυµορφισµοί στο 

πρότυπο τεµαχισµού του γενωµικού DNA µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες λόγω 

νουκλεοτιδικής ποικιλότητας στην αλληλουχία αναγνώρισης, και που θεωρήθηκαν 

κατάλληλοι για την κατασκευή γενετικού χάρτη (Botstein D et al, 1980). Έτσι 

κατασκευάστηκε ο πρώτος γενετικός χάρτης (Donis-Keller H et al, 1987) που 

στηρίχτηκε σε ανάλυση 403 πολυµορφικών δεικτών εκ των οποίων οι 393 ήταν 

RFLPs και οι υπόλοιποι VNTRs (βλ. παρακάτω). Ωστόσο, η διακριτική ικανότητα 

ήταν περιορισµένη λόγω της µειωµένης αφθονίας των RFLPs, της ανοµοιογένειας  

στην κατανοµή τους και της περιορισµένης ετεροζυγωτίας που εµφανίζουν (µέγιστη 

τιµή 50%). Τα RFLPs εµπλουτίστηκαν µε νέους, τους µινι-δορυφόρους και τα VNTRs 

(variable number of tandem repeats, Jeffreys AJ et al, 1985; Nakamura Y et al, 1987) 

απλά επαναλαµβανόµενα στη σειρά τµήµατα DNA, µήκους 11-60bp, που ορίζονται 

αµφίπλευρα από µοναδιαίες αλληλουχίες και εµφανίζουν πολλαπλά αλληλόµορφα 

λόγω ποικιλότητας στον περιεχόµενο αριθµό επαναλήψεων. Η µεγάλη ώθηση στην 

χρήση των πολυµορφικών δεικτών ήταν το PCR (Saiki RK et al, 1985) που 

εφαρµόστηκε ευρέως στην ανάλυση µιας νέας κατηγορίας δεικτών, των µικρο-

δορυφόρων που, όπως και οι µινι-δορυφόροι, αποτελούν συνεχόµενες επαναλήψεις 

απλών µικρών αλληλουχιών 2-4 νουκλεοτιδίων (π.χ. GT, GATA). Το συνολικό µήκος 

της επαναλαµβανόµενης περιοχής είναι µικρότερο από 100bp και καθώς φέρουν 

εκατέρωθέν των επαναλήψεων, µοναδιαίες αλληλουχίες είναι δυνατός ο 

πολλαπλασιασµός τους µε PCR. Οι µικροδορυφόροι εµφανίζουν υψηλή 

πολυµορφικότητα, είναι άφθονοι και σχετικά οµοιόµορφα κατανεµηµένοι στο 

γονιδίωµα. Η ανάπτυξη της τεχνολογίας µαζικού προσδιορισµού των 

µικροδορυφόρων ήταν ένα βήµα-κλειδί προς την κατασκευή πυκνών, υψηλής 

ευκρίνειας γενετικών χαρτών. 

 Με αυτά τα εργαλεία, σε µικρό χρονικό διάστηµα κατασκευάστηκε µία σειρά 

χρωµοσωµικών γενετικών χαρτών για όλο το γονιδίωµα µε αυξανόµενη πυκνότητα 

δεικτών και συνεπώς, διακριτική ικανότητα (π.χ. Weissenbach J et al, 1992; Spurr 

NK et al, 1994; Gyapay G et al, 1994; Murray JC et al, 1994; Dib C et al, 1996; Kong 

Α et al, 2002). Παράλληλα, κατασκευάστηκαν γενετικοί χάρτες για τον ποντικό 

(Dietrich WF et al, 1996; Rhodes M et al, 1998).  

 Οι χάρτες αυτοί, εκτός του ότι αποτελούν απαραίτητα εργαλεία για την 

χαρτογράφηση γενετικών τόπων που συνδέονται µε µεντελικές ασθένειες µέσω 

γονοτυπικής ανάλυσης σε οικογένειες µε πάσχοντα µέλη, χρησίµευσαν και στην 

κατασκευή των φυσικών χαρτών των χρωµοσωµάτων του ανθρώπου. Επίσης, πριν 

από την αλληλούχηση του γονιδιώµατος χρησιµοποιήθηκαν επικουρικά και για την 
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εκτίµηση του µεγέθους και της φυσικής απόστασης στα χρωµοσώµατα. Καθώς το 

ανθρώπινο γονιδίωµα είναι ~3000cM και αποτελείται από ~3000Mb, το 1cM 

αντιστοιχεί κατά προσέγγιση σε 1 Mb. Βέβαια αυτή η αντιστοίχηση βασίζεται στην 

παραδοχή ότι ο ανασυνδυασµός είναι τυχαίος, δηλ. ότι η πιθανότητα 

ανασυνδυασµού είναι η ίδια καθ’ όλο το µήκος κάθε χρωµοσώµατος, προϋπόθεση 

που δεν ισχύει για όλες τις περιοχές. Έτσι, υπάρχουν περιοχές του γονιδιώµατος 

που εµφανίζουν πολύ χαµηλό ποσοστό ανασυνδυασµού, οι «έρηµοι» και άλλες πολύ 

υψηλό, οι «ζούγκλες» (Yu A et al, 2001) ενώ το µέγιστο ποσοστό παρατηρείται στις 

υποτελοµερικές περιοχές (Kong A et al, 2002; Jensen-Seaman MI et al, 2004). 

 Ένας γενετικός χάρτης νέας γενιάς είναι αυτός που αξιοποιεί ως δείκτες 

SNPs, πολυµορφισµούς δηλαδή ενός νουκλεοτιδίου οι οποίοι αντιπροσωπεύουν το 

90% των νουκλεοτιδικών πολυµορφισµών του ανθρώπου (Collins FS et al, 1998b;  

International HapMap Consortium, 2003).  

 

 Φυσική χαρτογράφηση 

 Υπάρχουν τρία είδη φυσικών χαρτών: οι κυτταρογενετικοί, των σωµατικών 

υβριδίων και οι χάρτες αλληλοεπικαλυπτόµενων κλώνων/αλληλουχίας που 

διαφέρουν µεταξύ τους, στη διακριτική ικανότητα που παρέχει ο καθένας. Το 

πρότυπο ζώνωσης των χρωµοσωµάτων µπορεί να θεωρηθεί η πιο πρώιµη και µε 

την µικρότερη διακριτική ικανότητα, µορφή του φυσικού χάρτη, ενώ η πλήρης 

νουκλεοτιδική αλληλουχία του γονιδιώµατος αντιπροσωπεύει το άλλο άκρο.  

 

 Κυτταρογενετική χαρτογράφηση 

 Η κυτταρογενετική χαρτογράφηση και η δηµιουργία καρυοτυπικού προτύπου, 

αποτέλεσε τον ιστορικά παλαιότερο τρόπο χαρακτηρισµού των ανθρώπινων 

χρωµοσωµάτων και υπήρξε η βάση για τον αρχικό χαρακτηρισµό διάφορων 

χρωµοσωµικών ανωµαλιών (διπλασιασµών, ελλείψεων, µετατοπίσεων) που 

σχετίζονται µε κλινικούς φαινότυπους. Κατ’ αυτήν, παρασκευάσµατα µεταφασικών 

χρωµοσωµάτων χρωµατίζονται µε Giemsa και έτσι είναι ορατό ένα πρότυπο 

ζώνωσης χαρακτηριστικό για κάθε χρωµόσωµα (Craig JM & Bickmore WA, 1993). Οι 

ανοιχτόχρωµες R (reverse) και οι σκούρες G (Giemsa) ζώνες που σχηµατίζονται 

εξαρτώνται από την νουκλεοτιδική σύσταση και έχουν συσχετιστεί µε διακυµάνσεις 

στην γονιδιακή πυκνότητα, τον χρόνο αντιγραφής του DNA, την πυκνότητα των 

επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών και την συµπύκνωση της χρωµατίνης (Holmquist 

GP, 1992; Craig JM & Bickmore WA, 1993). Σε επίπεδο γονιδιώµατος, µε αυτήν την 

χρώση, είναι ορατές ~850 διακριτές ζώνες, τιµή που περιορίζει και την διακριτική 

ικανότητα της µεθόδου στο 1-5Mb (Bickmore WA & Sumner AT, 1989).  
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 Επανάσταση στην κυτταρογενετική χαρτογράφηση αποτέλεσε η χρήση 

σηµασµένων ανιχνευτών και η ανίχνευσή τους στα χρωµοσώµατα είτε µε 

αυτοραδιογραφία είτε µε τεχνικές φθορισµού (Fluorescent in situ Hybridization, 

FISH). Επιπλέον η FISH εφαρµόστηκε και σε µεσοφασικούς πυρήνες όπου, παρόλο 

που δεν είναι ορατή η ζώνωση, η λιγότερο συµπυκνωµένη δοµή της χρωµατίνης 

επιτρέπει αυξηµένη διακριτική ικανότητα της τάξεως του 0,1-1Mb, µεταξύ δύο 

ανιχνευτών (Wilke CM et al, 1994). Η διακριτική ικανότητα γίνεται ακόµη µεγαλύτερη 

όταν το µεσοφασικό DNA υποστεί επιπλέον µηχανική επεξεργασία (fiber FISH) και 

προσεγγίζει τις 5kb (Heiskanen M et al, 1994), οπότε και επικαλύπτει τα όρια της 

φυσικής χαρτογράφησης µε κλωνοποιηµένο DNA σε φορείς βακτηριοφάγου λ.  

 

 Χάρτες κυτταρικών υβριδίων 

 Η κατασκευή αυτών των χαρτών βασίστηκε στην ανάπτυξη της µεθοδολογίας 

για την παρασκευή υβριδίων σωµατικών κυττάρων (Goss SJ & Harris Η, 1975) που 

περιείχαν ολόκληρα χρωµοσώµατα ή τµήµατα χρωµοσωµάτων (Cox DR et al, 1990). 

Τα υβρίδια προκύπτουν από την σύντηξη σωµατικών κυττάρων του ανθρώπου 

(δότες) που έχουν ακτινοβοληθεί µε δόσεις ακτίνων Χ που οδηγούν στην θραύση των 

χρωµοσωµάτων µε κυττάρα τρωκτικού (δέκτες) που φέρουν έναν πρωτεϊνικό δείκτη 

επιλογής (selection marker).   

 Όπως και στους γενετικούς χάρτες, έτσι και σε αυτούς, όσο πλησιέστερα είναι 

δύο δείκτες τόσο µικρότερη είναι η πιθανότητα να δηµιουργηθεί χρωµοσωµική 

θραύση µεταξύ τους. Έτσι, χρησιµοποιώντας µία οµάδα κυτταρικών υβριδίων που 

περιέχει µία σειρά αλληλοεπικαλυπτόµενων περιοχών του ίδιου χρωµοσώµατος ή 

του συνόλου του γονιδιώµατος, ελέγχεται η παρουσία ή η απουσία ενός δείκτη σε 

κάθε κυτταρικό κλώνο, καθιστώντας εφικτή τη διάταξη των δεικτών κατά µήκος του 

χρωµοσώµατος. Η µονάδα µέτρησης είναι το 1cR (centiRay) που αντιστοιχεί σε 1% 

πιθανότητα θραύσης µεταξύ δύο δεικτών, χρησιµοποιώντας µία συγκεκριµένη δόση 

ακτινοβολίας. Συνεπώς η συσχέτιση µεταξύ των µονάδων cR και της φυσικής 

απόστασης σε bp ποικίλλει µεταξύ διαφορετικών οµάδων υβριδίων και καθορίζεται 

κατά αναλογία. Όσο υψηλότερη ακτινοβολία χρησιµοποιείται τόσο µεγαλύτερος είναι 

ο αριθµός των θραυσµάτων που δηµιουργούνται, µε αποτέλεσµα την αύξηση της 

διακριτικής ικανότητας.  

 Σε αντίθεση µε τον γενετικό χάρτη στον οποίο ένας γενετικός δείκτης, όταν 

είναι σε οµοζυγωτία, δεν είναι πληροφοριακός, οι δείκτες των κυτταρικών υβριδίων 

είναι είτε θετικοί (περιέχονται) είτε αρνητικοί (δεν περιέχονται) για ένα συγκεκριµένο 

τµήµα DNA. Έτσι κάθε µοναδιαία αλληλουχία του γονιδιώµατος που µπορεί να 

πολλαπλασιαστεί µε PCR µπορεί να αξιοποιηθεί σαν δείκτης (STS, EST, 
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πολυµορφικός δείκτης). Στην τεχνική αυτή βασίστηκε η κατασκευή οµάδων 

κυτταρικών υβριδίων για όλο το γονιδίωµα, π.χ. Genebridge4 (GB4, Gyapay G et al, 

1996), Stanford G3 panel (Stewart EA et al, 1997), TNG panel (http://www-

shgc.stanford.edu/resources/humanrhmap.html) που διαφέρουν µεταξύ τους στην 

δόση της ακτινοβολίας που χρησιµοποιήθηκε για την κατασκευή τους και συνεπώς 

και στη διακριτική ικανότητά τους. Βάσει αυτών, κατασκευάστηκαν χάρτες του 

γονιδιώµατος υψηλής διακριτικής ικανότητας (Hudson TJ et al, 1995; Schuler GD et 

al, 1996; Deloukas P et al; 1998, ηλεκτρονική ανασκόπηση το 1999, 

http://www.ncbi.nih.nlm.gov/genemap99). Οι χάρτες WI-RH και SHGC-G3 

περιλαµβάνουν 6.193 και 11.458 STSs χαρτογραφηµένα στα Genebridge4 (GB4) και 

Stanford G3 panel αντίστοιχα. Ο GeneMap99 περιλαµβάνει 41,664  ESTs που 

αντιστοιχούν σε 30181 cDNAs και ~700 πολυµορφικούς δείκτες βάσει των οποίων 

γίνεται η στοίχιση µε τους γενετικούς χάρτες. 

 

 Χάρτες γενωµικών κλώνων 

 Ο χάρτης αυτός αποτελείται από µία ή περισσότερες οµάδες διευθετηµένων 

αλληλοεπικαλυπτόµενων κλώνων ή αλληλουχιών, που στο σύνολό τους συνιστούν 

ένα contig, όρος που πρωτοχρησιµοποιήθηκε από τον R. Staden (Staden R, 1980). 

Οι αποστάσεις εκφράζονται σε ζεύγη βάσεων (bp). 

 Οι φυσικοί χάρτες µεγάλων γονιδιωµάτων, όπως του ανθρώπου, 

κατασκευάστηκαν αρχικά από κλώνους YAC (Burke DT et al, 1987) και αργότερα 

από PACs (Ioannou PA et al, 1994) και BACs (Shizuya H et al, 1992).  

 Το κύριο πλεονέκτηµα της χρήσης κλώνων YAC είναι το µεγάλο µέγεθος των 

ενθεµάτων τους (µέχρι 1Mb) που επιτρέπει την κάλυψη µεγάλων περιοχών µε 

σχετικά λιγότερους κλώνους (Chumakov IM et al, 1995). Οι πρώτοι χάρτες 

κατασκευάστηκαν σε περιοχές που σχετίζονται µε γενετικά νοσήµατα, όπως στην 

περιοχή του γονιδίου CFΤR (Green ED & Olson MV, 1990), της δυστροφίνης (Coffey 

AJ et al, 1992), της φραταξίνης (Wilkes D et al, 1991) και αργότερα εκτείνονταν σε 

ολόκληρα χρωµοσώµατα, όπως στο χρωµόσωµα 3 (Gemmill RM et al, 1995), το 7 

(Bouffard GG et al, 1997), το 16 (Doggett NA et al, 1995), το 21 (Chumakov I et al, 

1992; Nizetic D et al 1994), το 22 (Collins JE et al, 1995), το X (Nagaraja R et al, 

1997) και το Υ (Foote S et al, 1992) ή κάλυπταν όλο το γονιδίωµα (Cohen D et al, 

1993; Chumakov ΙΜ et al, 1995; Hudson TJ et al, 1995). Ωστόσο, οι κλώνοι YAC 

παρουσιάζουν βασικά µειονεκτήµατα που είναι η δοµική αστάθεια (ελλείµµατα και 

αναδιατάξεις), ο χιµαιρισµός (Green ED et al, 1991; Nagaraja R et al, 1994; Selleri L 

et al, 1992) και η δυσκολία στην αποµόνωση του DNA και στον διαχωρισµό του από 

το DNA του ξενιστή (χρωµοσώµατα σακχαροµύκητα). 
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  Με την ανάπτυξη των φορέων PAC και BAC που πολλαπλασιάζονται σε 

βακτήρια, οι παραπάνω δυσκολίες ξεπεράστηκαν. Το µέσο µέγεθος των ενθεµάτων 

τους είναι ~200kb, δηλαδή ~5 φορές µεγαλύτερο από αυτό των κοσµιδίων (Collins J 

& Hohn B, 1978) και των φοσµιδίων (Kim UJ et al, 1992). Επιπλέον, οι διαθέσιµες 

βιβλιοθήκες PAC και BAC του ανθώπινου γονιδιώµατος παρέχουν κάλυψη κατά 

περίπου 60 φορές (http://www.chori.org/bacpac/). Στην τελική φάση του 

προγράµµατος χαρτογράφησης του ανθρώπινου γονιδιώµατος χρησιµοποιήθηκαν 

ως επί το πλείστον τα BACs, λόγω του µεγαλύτερου µεγέθους των ενθεµάτων τους 

σε σχέση µε τα PACs και της αυξηµένης σταθερότητάς τους. Αυτή οφείλεται στο ότι 

το σύστηµα βασίζεται στον παράγοντα F της E.coli µε αποτέλεσµα ο αριθµός των 

αντιγράφων του πλασµιδίου να είναι 1-2 ανά κύτταρο, γεγονός που ελαχιστοποιεί την 

δυνατότητα ανασυνδυασµού µεταξύ των ενθεµάτων.  
 
 
1.4. Αλληλούχηση του ανθρώπινου γονιδιώµατος 

 Η στρατηγική που ακολουθήθηκε από το HGP ήταν η χαρτογράφηση να 

προηγηθεί της αλληλούχησης. Η προσέγγιση αυτή ονοµάζεται «ιεραρχική shotgun 

αλληλούχηση» και περιλάµβανε την δηµιουργία χαρτών αλληλοεπικαλυπτόµενων 

κλώνων BAC, υψηλής πιστότητας, από τους οποίους επιλέγονταν 

αντιπροσωπευτικοί κλώνοι για τον προσδιορισµό της αλληλουχίας DNA. Η 

αλληλούχηση των επιλεγµένων κλώνων έγινε µε τη µέθοδο shotgun, ορολογία που 

πρωτοχρησιµοποιήθηκε από τον F. Sanger. Κατά αυτήν, το DNA ενός 

συγκεκριµένου κλώνου θραύεται τυχαία, υποκλωνοποιείται και προσδιορίζεται η 

αλληλουχία κάθε κλώνου. Από την στοίχιση των αλληλουχιών των επιµέρους 

κλώνων, αναπαράγεται η αλληλουχία ολόκληρου του BAC (Εικ. 5).  

 Αντίθετα η στρατηγική που ακολουθήθηκε από την εταιρία Celera Genomics 

ήταν της shotgun αλληλούχησης σε επίπεδο γονιδιώµατος. Γενικά, κατ’ αυτήν 

ολόκληρο το γονιδίωµα θραύεται τυχαία σε µικρά κοµµάτια, τα οποία 

υποκλωνοποιούνται σε πλασµίδια. Στη συνέχεια προσδιορίζεται η αλληλουχία των 

ανασυνδυασµένων µορίων και από την στοίχιση των επιµέρους αλληλουχιών, 

προκύπτει η αλληλουχία του γονιδιώµατος. Αυτή η στρατηγική εξαλείφει το στάδιο 

της φυσικής χαρτογράφησης που περιλαµβάνεται στην µέθοδο του HGP. Η shotgun 

αλληλούχηση σε επίπεδο γονιδιώµατος είχε χρησιµοποιηθεί επιτυχώς σε µικρότερα 

απλούστερα γονιδιώµατα όπως σε ιούς, βακτήρια και την D. melanogaster. Ωστόσο, 

το ανθρώπινο γονιδίωµα µε µήκος ~3Gb ήταν τουλάχιστον κατά 25 φορές 

µεγαλύτερο από οποιοδήποτε άλλο γονιδίωµα είχε προσδιοριστεί προηγουµένως. 
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κλώνων (αλληλουχίες
shotgun)

 
 
Εικ. 5: Ιεραρχική shotgun αλληλούχηση. Ανατύπωση από Lander ES et al, 2001 

 

 Επιπλέον, ποσοστό >50% αντιστοιχεί σε επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες, 

τιµή κατά πολύ µεγαλύτερη από αυτήν των γονιδιωµάτων των βακτηρίων όπου το 

αντίστοιχο ποσοστό είναι 1,5% και της  D. melanogaster στην οποία οι 

επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες καταλαµβάνουν µόλις το 3% του γονιδιώµατός της. 

Η υπεραντιπροσώπευση των επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών στο ανθρώπινο 

γονιδίωµα ήταν και ο βασικός λόγος που το HGP επέλεξε την ιεραρχική 

αλληλούχηση. Τέτοιες επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες είναι αυτές που προέρχονται 

από µεταθετά στοιχεία, τα ψευδογονίδια, οι απλές επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες 

(SSRs), τα κεντροµερή, τα τελοµερή και οι διπλασιασµοί, που περιλαµβάνουν 

µεγάλα τµήµατα, µεγέθους 50-500kb µε πολύ υψηλή νουκλεοτιδική ταυτότητα (98-

99,9%). Όλες οι κατηγορίες των επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών και ιδιαίτερα οι 

διπλασιασµοί περιπλέκουν την στοίχιση της γενωµικής αλληλουχίας. Με την 

προσέγγιση της ιεραρχικής αλληλούχησης, η στοίχιση των νουκλεοτιδικών 

αλληλουχιών περιορίστηκε στο επίπεδο του ενός κλώνου, µειώνοντας στο ελάχιστο 

δυνατό, τις ψευδείς στοιχίσεις. Επιπλέον, µε την προσέγγιση του HGP ήταν δυνατή η 

επιβεβαίωσή της σωστής στοίχισης των επιµέρους αλληλουχιών, επειδή είχε ήδη 

καθοριστεί το µέγεθος των ενθεµάτων των κλώνων, µέσω τεµαχισµού τους. Επίσης, 

µειώθηκε στο ελάχιστο η πλεονάζουσα αλληλούχηση καθώς ο φυσικός χάρτης 

επέτρεψε την επιλογή  αντιπροσωπευτικών, αξιόπιστα χαρτογραφηµένων κλώνων µε 
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την ελάχιστη επικάλυψη. Όσον αφορά το κόστος των δύο εναλλακτικών 

προσεγγίσεων εκτιµάται ότι αυτό είναι συγκρίσιµο (Lander ES et al, 2001). Η 

ιεραρχική στρατηγική έχει υψηλότερο κόστος στο στάδιο της φυσικής 

χαρτογράφησης ενώ η shotgun αλληλούχηση σε επίπεδο γονιδιώµατος απαιτεί 

µεγαλύτερη προσπάθεια και έξοδα στο τελικό στάδιο, της παραγωγής της 

ολοκληρωµένης αλληλουχίας. Τέλος, η ιεραρχική αλληλούχηση είναι συµβατή µε ένα 

ερευνητικό πρόγραµµα στο οποίο συµµετέχουν πολλά διαφορετικά εργαστήρια γιατί 

κάνει ευκολότερη την κατανοµή των διαφόρων πειραµάτων και υπευθυνοτήτων.  

 

 Φυσικός χάρτης του ανθρώπινου γονιδιώµατος  

 Η µέθοδος που ακολουθήθηκε από το HGP για την κατασκευή του χάρτη των 

κλώνων BAC για τα περισσότερα χρωµοσώµατα, περιλάµβανε δύο διαφορετικές 

αλλά συµπληρωµατικές προσεγγίσεις: α) το πρότυπο τεµαχισµού τους  σε επίπεδο 

γονιδιώµατος και β) τον καθορισµό του περιεχοµένου τους σε STSs. 

 Το πρότυπο τεµαχισµού των BACs χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό 

του βαθµού αλληλοεπικάλυψής τους. Κλώνοι που προέρχονται από την ίδια περιοχή 

του γονιδιώµατος, παράγουν πρότυπα τεµαχισµού που εµφανίζουν κοινά τεµάχια, το 

ποσοστό των οποίων είναι ενδεικτικό του βαθµού αλληλοεπικάλυψης. Η 

αλληλοεπικάλυψη κατά µήκος πολυάριθµων κλώνων χρησιµοποιείται στη συνέχεια, 

για να διαταχθούν οι κλώνοι σε contigs. Ο µαζικός τεµαχισµός όλων των κλώνων 

BAC της βιβλιοθήκης RPCI-11 (~300.000 κλώνοι) ξεκίνησε τον Οκτώβριο του ’98 

(McPherson JD et al, 2001). Ο τεµαχισµός γινόταν µε το ένζυµο HindIII και τα µεγέθη 

των ενθεµάτων τους υπολογίζονταν µετά από ηλεκτροφόρηση πηκτώµατος 

αγαρόζης (Εικ. 6). Βάσει του µέσου µεγέθους των ενθεµάτων και του µεγέθους του 

ανθρώπινου γονιδιώµατος, ο τεµαχισµός αυτού του αριθµού των κλώνων οδηγεί σε 

κάλυψη του γονιδιώµατος κατά 15 φορές. Οι περισσότεροι κλώνοι προέρχονταν από 

τα τρία πρώτα µέρη της βιβλιοθήκης RPCI-11. Η συλλογή συµπληρώθηκε αργότερα 

µε κλώνους από τις βιβλιοθήκες RPCI-13 και CalTech D. Ο ρυθµός τεµαχισµού των 

κλώνων ήταν περίπου 20.000/βδοµάδα. Όλα τα δεδοµένα που προέκυπταν 

καταχωρούνταν στην βάση δεδοµένων FPC. Η συναρµολόγηση των contigs από τα 

δεδοµένα που προκύπτουν από τον τεµαχισµό τους στηρίζεται σε πολύπλοκη 

στατιστική ανάλυση και γίνεται µε το πρόγραµµα FPC (FingerPrinted Contigs, 

Soderlund C et al, 2000), που για την ώρα είναι το µοναδικό αυτοµατοποιηµένο 

λογισµικό κατασκευής φυσικών χαρτών.  
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Εικ. 6: Ενδεικτική ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης των προϊόντων τεµαχισµού 
των κλώνων BAC. Ο τεµαχισµός πραγµατοποιήθηκε µε HindIII, ενώ ανά πέντε δείγµατα 
παρεµβάλλεται δείκτης µοριακών µεγεθών (ανατύπωση από McPherson JD et al, 2001).  
 

 Το περιεχόµενο των κλώνων σε STSs, καθορίστηκε µε υβριδοποίηση 

γενωµικών βιβλιοθηκών κλώνων BAC (κυρίως της RCPI-11) µε οµάδες STSs. Αυτά 

ήταν πολυµορφικοί µικροδορυφόροι από γενετικούς χάρτες, ESTs από τον 

GeneMap99, διάφορα STSs από την GDB και STSs που προέκυψαν µετά από 

διαχωρισµό ροής (flow sorting) των χρωµοσωµάτων. Σταδιακά και καθώς 

ολοκληρώνονταν οι αλληλουχίες των κλώνων, το περιεχόµενό τους σε γνωστούς 

δείκτες γινόταν µε άµεση διερεύνηση της αλληλουχίας τους µε ηλεκτρονικό PCR (e-

PCR). Αυτό πραγµατοποιείται µε λογισµικό που ανιχνεύει σε µία αλληλουχία, την 

ύπαρξη ενός STS, ταυτοποιώντας τους αντίστοιχους εκκινητές του δείκτη στον 

σωστό προσανατολισµό και σε σωστή απόσταση µεταξύ τους (Schuler GD, 1998).  

 Οι δύο προσεγγίσεις που περιγράφηκαν, πραγµατοποιούνταν ταυτόχρονα και 

αλληλοσυµπληρώνονταν. Το πρότυπο τεµαχισµού των κλώνων δεν επαρκεί για να 

στηριχτεί ο φυσικός χάρτης γιατί το ανθρώπινο γονιδίωµα περιέχει πολλές 

επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες που µπορεί µε τον τεµαχισµό των κλώνων να 

παράγουν ζώνες ταυτόσηµου µεγέθους οδηγώντας σε ψευδείς αλληλοεπικαλύψεις, 

παρόλο που οι στοιχίσεις των κλώνων πραγµατοποιούνται µε µεγάλη αυστηρότητα. 

Από την άλλη, το περιεχόµενο των κλώνων σε STSs δεν επαρκεί γιατί η κατανοµή 

των δεικτών δεν είναι οµοιόµορφη κατά µήκος των χρωµοσωµάτων και υπάρχουν 

περιοχές που χαρακτηρίζονται από χαµηλή πυκνότητα. Με συνδυασµό και 

επεξεργασία των πληροφοριών που προκύπτουν από τις δύο προσεγγίσεις, 
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ελέγχεται η διάταξη των κλώνων µέσα στα contigs και των contigs κατά µήκος των 

χρωµοσωµάτων.  

 Μετά τον σχηµατισµό και την χαρτογράφηση των αρχικών contigs, αυτά 

επεκτάθηκαν και συνενώθηκαν. Αρχικά, αυτό πραγµατοποιήθηκε µε χρωµοσωµικό 

περπάτηµα κατά το οποίο χρησιµοποιήθηκαν οι αλληλουχίες των άκρων των BAC 

που χαρτογραφούνται στα άκρα των contigs για επαναληπτική διερεύνηση των 

βιβλιοθηκών και την ταυτοποίηση επιπλέoν κλώνων. Στην περίπτωση αυτή 

συγκρίνονταν τα πρότυπα τεµαχισµού των υποψήφιων κλώνων και εφόσον 

συµφωνούσαν και τα αποτελέσµατα του περιεχοµένου τους σε STSs, 

πραγµατοποιούνταν οι ενοποιήσεις των contigs. Αργότερα, µε την πρόοδο της 

αλληλούχησης, η ενοποίηση γινόταν µε ταυτοποίηση της αλληλοεπικάλυψης 

ακριανών κλώνων γειτονικών contigs σε επίπεδο αλληλουχίας. Από τα contigs 

επιλέγονταν αντιπροσωπευτικοί κλώνοι, οι οποίοι συνιστούν το ελάχιστα 

αλληλοεπικαλυπτόµενο µονοπάτι, για προσδιορισµό της αλληλουχίας τους. Η θέση 

αυτών επιβεβαιωνόταν επιπλέον και µε ανάλυση FISH.  

 Στην έκδοση του γονιδιώµατος του 2001 (Lander ES et al, 2001) ο φυσικός 

χάρτης αποτελούνταν από 1246 contigs και περιείχε 147821 χάσµατα. Αυτά ήταν 

τριών κατηγοριών: 1) µέσα σε έναν κλώνο επειδή δεν έχει ολοκληρωθεί η 

αλληλούχησή του (145514 τέτοια χάσµατα εκτιµώµενου µεγέθους ~80Mb συνολικά ή 

3% της ευχρωµατίνης), 2) µέσα στο ίδιο «contig κλώνων» (~4076, συνολικού 

µεγέθους ~150Mb, ή 5% της ευχρωµατίνης) και 3) τα χάσµατα µεταξύ διαφορετικών 

«contigs κλώνων» που αποτελούσαν ~4% της ευχρωµατίνης. Συνολικά είχαν 

αλληλουχηθεί 29298 αλληλοεπικαλυπτόµενοι κλώνοι, κυρίως BACs, µε συνολικό 

µήκος 4,26Gb. Η αλληλουχία κατά το ¼ ήταν «ολοκληρωµένη» (finished), βάσει των 

εξής κριτηρίων: α) λιγότερες από 1 στις 10.000 βάσεις να είναι λάθος, β) 

περισσότερο από 95% της ευχρωµατίνης να έχει αλληλουχηθεί και γ) τα χάσµατα να 

είναι µικρότερα από 150kb το καθένα (Collins FS et al, 1998a). Βάσει του µεγέθους 

των contigs, των χασµάτων και της ετεροχρωµατίνης, το µέγεθος του γονιδιώµατος 

εκτιµήθηκε σε 3,2Gb και της ευχρωµατίνης σε 2,9Gb.  

 Η διαδικασία ολοκλήρωσης του χάρτη και της αλληλουχίας, που 

πραγµατοποιήθηκε µετά το 2001, περιλάµβανε εκτός από την επιβεβαίωση των 

αλληλοεπικαλύψεων των κλώνων, την γεφύρωση των χασµάτων. Αυτή έγινε µε 

χρωµοσωµικό περπάτηµα είτε πειραµατικά είτε in silico. Κατά την πειραµατική 

προσέγγιση γινόταν εξαντλητική διερεύνηση διαφορετικών γενωµικών βιβλιοθηκών 

µε STSs από τα άκρα των contigs ή µε αλληλουχίες που πιθανώς χαρτογραφούνταν 

µέσα στα χάσµατα (π.χ. STSs, mRNAs και αλληλουχίες του ποντικού από 

συνταινικές περιοχές). Επίσης, πραγµατοποιούνταν συγκρίσεις in silico µε την βάση 



  Εισαγωγή 

 19

δεδοµένων των αλληλουχιών των άκρων των BACs (Zhao S, 2000) για ταυτοποίηση 

αλληλοεπικαλύψεων. Κάποια χάσµατα δεν ήταν δυνατόν να καλυφθούν είτε γιατί 

στάθηκε αδύνατη η ανίχνευση κάποιου κλώνου είτε γιατί παρόλο που 

ταυτοποιούνταν διάφοροι κλώνοι δεν ήταν δυνατή η εξακρίβωση της σχετικής τους 

αλληλοεπικάλυψης, λόγω της παρουσίας εκτεταµένων, υψηλά επαναλαµβανόµενων 

αλληλουχιών ή σχεδόν όµοιων µεταξύ τους διπλασιασµών. Στον φυσικό χάρτη 

ενσωµατώθηκαν και οι περισσότερες τελοµερικές περιοχές των χρωµοσωµάτων 

χρησιµοποιώντας ένα ειδικό σύστηµα κλωνοποίησης  (‘half-YACs vectors’, Riethman 

HC et al, 2001).  

 Στην τελική έκδοση του γονιδιώµατος (International Human Genome 

Sequencing Consortium, 2004), ο αριθµός των χασµάτων περιορίστηκε στα 341 από 

τα οποία τα 33 αντιστοιχούν σε ετεροχρωµατίνη και έχουν συνολικό µήκος 198Mb. 

Τα υπόλοιπα 308 χάσµατα που αντιστοιχούν σε ευχρωµατίνη έχουν συνολικό µήκος 

28Mb και περιλαµβάνουν 35 στα όρια ευχρωµατίνης-ετεροχρωµατίνης και 273 µέσα 

στην ευχρωµατίνη. Από τα τελευταία, τα 251 είναι χάσµατα µεταξύ των contigs των 

κλώνων. Σηµαντικό ποσοστό αυτών βρίσκεται σε περιοχές που περιέχουν 

πολλαπλούς διπλασιασµούς, στις περικεντροµερικές και στις υποτελοµερικές 

περιοχές. Συνολικά αλληλουχήθηκαν 59208 κλώνοι (ολικό µήκος 5,84Gb). Το 

ελάχιστο αλληλοεπικαλυπτόµενο µονοπάτι αποτελούνταν από 26720 κλώνους και η 

ενοποιηµένη αλληλουχία από 2,851,330,913bp. Το µέγεθος του γονιδιώµατος 

εκτιµήθηκε σε 3,08Gb, από τα οποία τα 2,88Gb αντιστοιχούν σε ευχρωµατίνη. 

 Η πιστότητα της αλληλουχίας και η κάλυψη του γονιδιώµατος που παρέχει η 

ολοκληρωµένη έκδοση είναι ιδιαίτερα υψηλή (Schmutz J et al, 2004). Πλέον, έχει 

προσδιοριστεί η διάταξη και ο προσανατολισµός αλληλουχιών που σε κάποιες 

περιοχές του γονιδιώµατος ήταν αµφιλεγόµενος, ενώ διορθώθηκαν διάφοροι τεχνητοί 

διπλασιασµοί τµηµάτων που εµφανίζονταν στην πρώτη έκδοση. Για τον έλεγχο της 

πιστότητας της ολοκληρωµένης αλληλουχίας εφαρµόστηκαν διάφοροι έλεγχοι, που 

έδειξαν ότι το ποσοστό λάθους ήταν µικρότερο από 0,001% (1 λάθος ανά 

100.000bp), µία τάξη µεγέθους καλύτερο από τα πρότυπα που είχαν θεσπιστεί για 

την «ολοκληρωµένη» αλληλουχία το 1997 (Bermuda standards, 

http://www.gene.ucl.ac.uk/hugo/bermuda2.htm) και αφορούσαν κυρίως 

αντικαταστάσεις ενός νουκλεοτιδίου και τον αριθµό των συνεχόµενων αντιγράφων 

επαναλήψεων (Schmutz J et al, 2004). Ο έλεγχος επίσης έδειξε ότι οι στοιχίσεις του 

ελάχιστα αλληλοεπικαλυπτόµενου µονοπατιού των κλώνων ήταν πολύ ακριβείς και 

ότι συνολικά η γενωµική αλληλουχία περιέχει µόνο 50-100 πιθανά ελλείµµατα µέσου 

µήκους 5kb λόγω λαθών στη διαδικασία των στοιχίσεων ή µεταλλαγών κατά τον 

πολλαπλασιασµό των γενωµικών κλώνων στα βακτήρια.  Επιπλέον, εκτιµήθηκε ότι 
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το ποσοστό της ευχρωµατινικής αλληλουχίας που λείπει από την «ολοκληρωµένη» 

έκδοση είναι <1%.  

 
1.5. Αλληλούχηση γονιδιωµάτων οργανισµών-µοντέλων 

 Η ανάλυση και η σύγκριση γονιδιωµάτων από διαφορετικά είδη είναι το 

αντικείµενο της Συγκριτικής Γονιδιωµατικής. Η συγκριτική ανάλυση µπορεί να 

αποκαλύψει τα γονίδια που είναι απαραίτητα για τη ζωή καθώς και αυτά που 

καθορίζουν ένα είδος, να διαλευκάνει τους εξελικτικούς µηχανισµούς και τους 

µηχανισµούς της γονιδιακής ρύθµισης. Επιπλέον, ένα µεγάλο µέρος της γνώσης της 

λειτουργίας γονιδίων του ανθρώπου στηρίζεται στη γνώση που υπάρχει για τα 

ορθόλογα γονίδια σε έναν άλλο απλούστερο οργανισµό-µοντέλο. 

 Παράλληλα µε το HGP, εξελίσσονταν και η γενωµική ανάλυση µιας ποικιλίας 

οργανισµών-µοντέλων. Αρχικά, αναλύθηκαν σχετικά µικρά γονιδιώµατα, που εκτός 

από τις πληροφορίες που αποκάλυψαν για την γενετική σύσταση των αντίστοιχων 

οργανισµών, παρείχαν και την στρατηγική και τις τεχνικές πάνω στις οποίες 

βασίστηκε η µελέτη πολυπλοκότερων οργανισµών, συµπεριλαµβανοµένου του 

ανθρώπου. Σταδιακά, η ανάλυση προχώρησε σε πολυπλοκότερα γονιδιώµατα και 

εκτός από τους πέντε οργανισµούς-µοντέλα που είχαν προταθεί από το HGP, 

επιλέχθηκαν από την επιστηµονική κοινότητα επιπλέον οργανισµοί για αλληλούχηση 

των γονιδιωµάτων τους. Η επιλογή τους βασίστηκε σε συγκεκριµένα κριτήρια όπως  

π.χ. στη φυλογενετική απόσταση από άλλους οργανισµούς-µοντέλα, στο µέγεθος του 

γονιδιώµατος, στη δυνατότητα µεταλλαξογέννεσης και µετασχηµατισµού, στη 

διαθεσιµότητα πειραµατικού υλικού κ.λπ. Καθώς υπάρχουν πλέον διαθέσιµα  

αντιπροσωπευτικά γονιδιώµατα από διάφορες φυλογενετικές οµάδες ως αναφορά, η 

προσέγγιση που κυρίως ακολουθείται για την αλληλούχηση είναι αυτή του πλήρους 

shotgun. Οι µελέτες πραγµατοποιούνται µε χρήση υπολογιστικών προγραµµάτων 

που στοιχίζουν και συγκρίνουν πολλαπλές αλληλουχίες.   

 Το πρώτο γονιδίωµα που αλληλουχήθηκε ήταν του βακτηριοφάγου φX174 

(Sanger F et al, 1977; 1978) και ακολούθησε αυτό του βακτηριοφάγου λ (Sanger F et 

al, 1982), στον οποίο πρωτοεφαρµόστηκε η προσέγγιση της shotgun αλληλούχησης. 

Η ανάλυση των γονιδιωµάτων των πέντε οργανισµών-µοντέλων (S. cerevisiae,  

E. coli, C. elegans, D. melanogaster, M. musculus) που ήταν στους στόχους του 

HGP, έχει ήδη ολοκληρωθεί. Το 1989 είχε ξεκινήσει η ανάλυση του S. cerevisiae, 

του πρώτου ευκαρυωτικού οργανισµού µε µέγεθος γονιδιώµατος 12,5Mb. Στην 

ανάλυση συµµετείχαν 74 ευρωπαϊκά εργαστήρια και η στρατηγική που 

ακολουθήθηκε, λόγω της µεγαλύτερης πολυπλοκότητας του γονιδιώµατος αυτού σε 

σχέση µε αυτά που είχαν αναλυθεί µέχρι τότε, περιλάµβανε αρχικά την κατασκευή 
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ενός φυσικού χάρτη γενωµικών κλώνων φάγου λ και κατόπιν την shotgun 

αλληλούχηση επιλεγµένων κλώνων (Olson MV et al, 1986; Goffeay A et al, 1996). 

Καθώς στον σακχαροµύκητα, µόνο το 4% των γονιδίων που κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες περιέχουν ιντρόνια (Goffeay A et al, 1996), η ταυτοποίησή τους in silico 

ήταν σχετικά άµεση και οδήγησε στον προσδιορισµό ~5900 γονιδίων. Η µελέτη του 

οργανισµού αυτού σε ευρεία κλίµακα είναι σε πολύ προχωρηµένο στάδιο και γι’ 

αυτήν χρησιµοποιείται µία ποικιλία προσεγγίσεων, όπως τυχαία (Burns Ν et al, 1994;  

Ross-MacDonald P et al, 1999) ή κατευθυνόµενη (Winzeler EA et al, 1999; Giaever 

G et al, 2002) στόχευση των γονιδίων και ακόλουθη φαινοτυπική ανάλυση των 

µεταλλαγµένων κυττάρων, ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης µε SAGE (serial 

analysis of gene expression, Velculescu VE et al, 1997) και µε µικροσυστοιχίες 

(DeRisi JL et al, 1997), ταυτοποίηση των πρωτεϊνών µε ηλεκτροφόρηση δύο-

διαστάσεων (Futcher B et al, 1999; http://www.ibgc.u-bordeaux2.fr/YPM/), του 

υποκυτταρικού εντοπισµού τους (Kumar A et al, 2002; Huh WK et al 2003), των 

αλληλεπιδράσεών τους (Uetz P et al, 2000) κ.λπ.  

Το 1997 ολοκληρώθηκε η αλληλούχηση του γονιδιώµατος του βακτηρίου     

E. coli (Blattner FR et al, 1997) που, όπως και στον σακχαροµύκητα, βασίστηκε σε 

φυσικό χάρτη  Το µέγεθος του γονιδιώµατός του είναι ~4,6Mb και ποσοστό ~88% 

καλύπτεται από τα 4288 γονίδια που φέρει που κωδικοποιούν πρωτεΐνες.   

 Ο πρώτος πολυκύτταρος οργανισµός που αναλύθηκε το γονιδίωµά του ήταν 

ο νηµατώδης C. elegans (C. elegans sequencing consortium, 1998). Ο οργανισµός 

αυτός είναι πλήρως διαυγής σε όλα τα στάδια της ζωής του, επιτρέποντας έτσι την 

άµεση παρατήρηση των κυτταρικών διαιρέσεων, των µεταναστεύσεων και της 

διαφοροποίησης. Επίσης, παρόλο που η ανατοµία του είναι απλή, τα 959 σωµατικά 

κύτταρα του ενήλικου αντιπροσωπεύουν τους περισσότερους κύριους 

διαφοροποιηµένους κυτταρικούς τύπους. Επιπλέον, είναι το µοναδικό ζώο για το 

οποίο έχουν χαρακτηριστεί οι κυτταρικές γενεαλογίες από το ζυγωτό ως το ενήλικο 

καθώς και το πλήρες νευρωνικό δίκτυο (Wood WB, 1988). Το πρόγραµµα ξεκίνησε 

µε την κατασκευή ενός φυσικού χάρτη (Coulson A et al, 1991; Coulson A et al ; 1988) 

κοσµιδιακών κλώνων, που ήταν το σύστηµα µε τα µεγαλύτερα ενθέµατα (~40kb) 

εκείνη την εποχή, και ταυτόχρονη αποµόνωση ESTs (Waterston R et al, 1992; 

McCombie WR et al, 1992) και cDNAs (Reboul J et al, 2003). Το συνολικό µήκος του 

γονιδιώµατος είναι 97Mb και η ανάλυση της αλληλουχίας, που ήταν σαφώς 

πολυπλοκότερη από αυτήν του σακχαροµύκητα και της E. coli λόγω της παρουσίας 

ιντρονίων, της µικρότερης γονιδιακής πυκνότητας και της ύπαρξης 

επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών, οδήγησε στην ταυτοποίηση ~19.000 γονιδίων 

που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες, περίπου τρεις φορές περισσότερα από αυτά του 
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σακχαροµύκητα. Στα πλαίσια επιβεβαίωσης των «προβλεπόµενων» γονιδίων µέσω 

κλωνοποίησης των αντίστοιχων cDNAs, επιβεβαιώθηκε, µέχρι στιγµής, η δοµή των 

12.000 από αυτά (ORFeome version 1.1, Reboul J et al, 2003). Στον C. elegans η 

ανάλυση, σε επίπεδο γονιδιώµατος έχει προχωρήσει αρκετά και περιλαµβάνει 

δεδοµένα από µελέτες της γονιδιακής έκφρασης µε χρήση µικροσυστοιχιών (Reinke 

V et al, 2000) ή µε χρήση γονιδίων-αναφοράς (Hope IA et al, 1996; 

http://129.11.204.86:591/default.htm). Επίσης, έχει εφαρµοστεί µε επιτυχία σε ευρεία 

κλίµακα (>80% γονιδίων), σε επίπεδο οργανισµού, η προσέγγιση της γονιδιακής 

σίγησης µέσω RNAi που δίνει τη δυνατότητα µελέτης του φαινοτύπου, ελλείψει 

συγκεκριµένου µεταγράφου (Fraser AG et al, 2000; Gonczy P et al, 2000; Piano F et 

al, 2000; Maeda I et al, 2001; Kamath RS et al, 2003, Simmer F et al, 2003). 

Επιπλέον, υπάρχουν πληροφορίες για πλήθος πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων βάσει 

πειραµάτων των δύο υβριδίων (Walhout AJ et al, 2000; Li S et al, 2004; 

http://vidal.dfci.harvard.edu/).  
 Η D. melanogaster αποτελεί αντικείµενο έρευνας για σχεδόν έναν αιώνα και 

συνιστά ένα ιδανικό µοντέλο για γενετικές και αναπτυξιακές µελέτες. Το 2000 

δηµοσιεύτηκε η πρώτη έκδοση της αλληλουχίας της ευχρωµατινικής περιοχής 

(120Mb) του γονιδιώµατος (180Mb). Η προσέγγιση που ακολουθήθηκε ήταν κυρίως 

αυτή του πλήρους shotgun σε επίπεδο γονιδιώµατος, που χρησιµοποιήθηκε εν µέρει 

ως απόδειξη της δυνατότητας αλληλούχησης και του ανθρώπινου γονιδιώµατος µε 

τον ίδιο τρόπο (Adams MD et al, 2000). Ωστόσο, το ανθρώπινο γονιδίωµα είναι 

µεγαλύτερο κατά τουλάχιστον 15 φορές, έχει πολύ µικρότερη γονιδιακή πυκνότητα 

και περιλαµβάνει σηµαντικότερο ποσοστό επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών. Στο 

πρόγραµµα αλληλούχησης συµµετείχαν τα Berkeley, European, και Canadian 

Drosophila Genome Projects που παρείχαν ένα λεπτοµερή χρωµοσωµικό χάρτη 

(Hoskins RA et al, 2000) και αλληλουχία µήκους 28Mb ενώ το υπόλοιπο 75% της 

αλληλουχίας παρήχθη από συνεργασία της εταιρίας Celera Genomics και του 

Berkeley Drosophila Genome Project. Η ανάλυση του γονιδιώµατος έδειξε την 

ύπαρξη ~13.600 γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες, αριθµός κατά πολύ 

µικρότερος από αυτόν του C. elegans, παρόλο που ο αριθµός των κυττάρων της  

D. melanogaster είναι σχεδόν δεκαπλάσιος. Αυτό δείχνει, όπως και στην περίπτωση 

του ανθρώπου, ότι η πολυπλοκότητα ενός οργανισµού δεν «χτίζεται» αποκλειστικά 

από τον αριθµό των γονιδίων. Μετά την ολοκλήρωση της αλληλούχησης, έχει 

ξεκινήσει και η λειτουργική ανάλυση σε επίπεδο γονιδιώµατος. Πλέον, εκτός των 

φυσικών και τεχνητών µεταλλαγµένων στελεχών που είχαν αποµονωθεί και 

δηµιουργηθεί από τους γενετιστές κατά τα προηγούµενα χρόνια, υπάρχει διαθέσιµη 

πληθώρα στελεχών που φέρουν ενθέσεις µεταθετών στοιχείων σε συγκεκριµένες 
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θέσεις του γονιδιώµατος, που αποτελούν υλικό για τη δηµιουργία χρωµοσωµικών 

ελλειµµάτων. Υπολογίζεται ότι τα στελέχη αυτά καλύπτουν τα 2/3 των γονιδίων, από 

την άποψη δυνατότητας µεταλλαξογένεσης (Thibault ST et al, 2004; Ryder E & 

Russell S 2003, Bellen HJ et al 2004; http://flypush.imgen.bcm.tmc.edu/tagbase/). Η 

διαθεσιµότητα αυτών των στελεχών (από τα Bloomington Drosophila Stock Center, 

Szeged Drosophila Stock Center, Baylor College of Medicine και Harvard Medical 

School) σε συνδυασµό µε τη σύντοµη διάρκεια των γενεών σε αυτόν τον οργανισµό, 

κάνουν δυνατή την ανάλυση των µεταλλαγµένων φαινοτύπων σε σχετικά σύντοµο 

χρονικό διάστηµα. Επιπλέον, στον οργανισµό αυτόν έχει εφαρµοστεί µε επιτυχία η 

τεχνολογία του RNAi σε κυτταροκαλλιέργειες (Pollard TD, 2003). Έτσι, έχουν 

πραγµατοποιηθεί διάφορες διερευνήσεις (screens) µε σκοπό το χαρακτηρισµό 

βιολογικών φαινοτύπων σε επίπεδο κυττάρου, όπως είναι η κυτοκίνηση (Somma MP 

et al, 2002; Eggert US et al, 2004; Echard A et al, 2004), η κυτταρική µορφολογία 

(Kiger AA et al, 2003), η ανάπτυξη και η βιωσιµότητα (Boutros M et al, 2004).  

 Ο ποντικός (Mus musculus) αποτελεί τον κύριο οργανισµό-µοντέλο για την 

µελέτη της γενετικής και της φυσιολογίας των θηλαστικών. Τα πλεονεκτήµατά του 

έναντι των άλλων θηλαστικών είναι η διαθεσιµότητα πληθώρας αιµοµικτικών (inbred) 

στελεχών, η σχετική ευχέρεια στην τροποποίηση και ανάλυση του γονιδιώµατός του, 

η ικανότητα γρήγορης αναπαραγωγής µε ταυτόχρονη δηµιουργία πολλών απογόνων 

και το σχετικά χαµηλό κόστος συντήρησής του. Από τα πιο σηµαντικά επιτεύγµατα 

ήταν η δηµιουργία διαγονιδιακών και "knock out" ποντικών, αρκετά από τα οποία 

αποτελούν µοντέλα για νοσήµατα του ανθρώπου, καθώς εµφανίζουν παρόµοια 

παθολογία. Χαρακτηριστικά παραδείγµατα είναι τα ποντίκια από τα οποία λείπει το 

γονίδιο p53, τα οποία, όπως και στην αντίστοιχη κατάσταση στον άνθρωπο, 

εµφανίζεται προδιάθεση για καρκίνους, τα ποντίκια που αποτελούν µοντέλο για το 

σύνδροµο Down κ.λπ. Κατά την πορεία της ανάλυσης του γονιδιώµατος αυτού του 

οργανισµού, δηµιουργήθηκαν διάφοροι γενετικοί (Dietrich WF et al, 1996; Rhodes M 

et al, 1998) και φυσικοί χάρτες (Nusbaum C et al, 1999; Van Etten WJ et al, 1999; 

Gregory SG et al, 2002) µεγάλης ευκρίνειας και αποµονώθηκε πληθώρα ESTs 

(Marra M et al, 1999) και cDNAs (Carninci P et al, 2003). Το 2002 δηµοσιεύτηκε η 

πρώτη έκδοση της αλληλουχία του γονιδιώµατος του στελέχους C57BL/6J (Black 6) 

µε «βάθος διαβάσµατος» ~7 φορές και η προκαταρκτική ανάλυση της αλληλουχίας 

(Waterston RH et al, 2002α). Η στρατηγική που ακολουθήθηκε συνδύασε τα 

χαρακτηριστικά της ιεραρχικής- βάσει φυσικού χάρτη- shotgun αλληλούχησης και της 

shotgun αλληλούχησης σε επίπεδο γονιδιώµατος. Το γονιδίωµα του ποντικού έχει 

περίπου το ίδιο µέγεθος µε του ανθρώπου, περιέχει παρόµοιο αριθµό γονιδίων που 
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τα περισσότερα εµφανίζουν ορθόλογα στον άνθρωπο και εµφανίζει εκτεταµένη 

συνταινία (συντηρηµένη γονιδιακή διάταξη).  

 Εκτός των οργανισµών που περιγράφησαν, έχουν ολοκληρωθεί ή είναι σε 

εξέλιξη η αλληλούχηση πλήθους άλλων οργανισµών-µοντέλων, λόγω βιοϊατρικού, 

εξελικτικού ή οικονοµικού ενδιαφέροντος. Μέχρι σήµερα, έχει ολοκληρωθεί η 

αλληλούχηση των γονιδιωµάτων περισσότερων των 200 προκαρυωτικών 

οργανισµών ενώ είναι σε εξέλιξη τουλάχιστον 500 επιπλέον. Από τους 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς, έχει ολοκληρωθεί η ανάλυση σχετικά λίγων και σε 

εξέλιξη είναι η αλληλούχηση ~300 γονιδιωµάτων (www.genomesonline.org).  

Από τους σηµαντικότερους οργανισµούς που η ανάλυσή τους πρόκειται να 

συνεισφέρει στην κατανόηση της βιολογίας του ανθρώπου είναι: 

α) Ο αρουραίος (Rattus norvegicus) που αποτελεί το σηµαντικότερο µοντέλο για τη 

γενετική χαρτογράφηση πολυπαραγοντικών φαινοτύπων (James MR & Lindpaintner 

K, 1997) όπως η αρθρίτιδα, η υπέρταση, ο διαβήτης και οι καρδιοαγγειακές 

παθήσεις. Την τελευταία δεκαετία έχουν ταυτοποιήθεί ~ 150 γενετικοί τόποι που 

σχετίζονται µε πολυπαραγοντικά χαρακτηριστικά (http://ratmap.gen.gu.se). Η πρώτη 

έκδοση της αλληλουχίας του γονιδιώµατος δηµοσιεύτηκε το 2004 (Gibbs RA et al, 

2004) και επιπλέον, υπάρχουν διαθέσιµοι γενετικοί, φυσικοί και µεταγραφικοί χάρτες 

µεγάλης ευκρίνειας (Bihoreau MT et al, 1997 & 2001; Watanabe TK et al, 1999; 

McCarthy LC et al, 2000; Scheetz TE et al, 2001). 

β) Οι ιχθείς Fugu rubripes, Tetraodon nigroviridis και Danio rerio (zebrafish). 
Το Fugu rubripes προτάθηκε σαν µοντέλο σπονδυλωτού οργανισµού (Brenner S et 

al, 1993) λόγω του «συµπαγούς» γονιδιώµατός του, το οποίο παρόλο που είναι µόνο 

365Mb, έχει σηµαντικό ποσοστό οµολογίας στο επίπεδο των γονιδίων µε τον 

άνθρωπο. Στην επιλογή του ως µοντέλο βοήθησε επιπλέον, το µικρό µέγεθος των 

ιντρονίων του και το σχετικά µικρό ποσοστό (~15%) επαναλαµβανόµενων 

αλληλουχιών (Brenner S et al, 1993). Τα παραπάνω χαρακτηριστικά καθιστούν τον 

οργανισµό αυτό µία απλή και οικονοµική προσέγγιση που µπορεί, λόγω της µεγάλης 

σχετικά εξελικτικής απόστασης από τον άνθρωπο, να συνεισφέρει στην ταυτοποίηση 

σηµαντικών συντηρηµένων στοιχείων (Elgar G et al, 1996). Η πρώτη έκδοση της 

αλληλουχίας ολοκληρώθηκε το 2002 (Aparicio S et al, 2002), ενώ υπάρχουν 

διαθέσιµα πολλά ESTs (Clark MS et al, 2003) και ένας πρόσφατος γενετικός χάρτης 

(Kai W et al, 2005).  Το Tetraodon nigroviridis που απέχει εξελικτικά 20-30 

εκατοµύρια χρόνια από το Fugu rubripes προτάθηκε σαν µοντέλο που θα 

συνεισφέρει στην ταυτοποίηση λειτουργικών αλληλουχιών που εµφανίστηκαν µετά 

την απόκλιση ανθρώπου-τελεόστεων (Crnogorac-Jurcevic T et al, 1997). Η πρώτη 

έκδοση της αλληλουχίας του γονιδιώµατός του (~350Mb), που είναι εξίσου 
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«συµπαγές» µε αυτό του Fugu rubripes, δηµοσιεύτηκε το 2004 (Jaillon O et al, 2004). 

Το Danio rerio (zebrafish), παρόλο το µεγάλο µέγεθος του γονιδιώµατός του 

(~1,7Gb) παρουσιάζει σηµαντικά πλεονεκτήµατα και γι’ αυτό και χρησιµοποιείται ως 

µοντέλο. Το σηµαντικότερο είναι ότι πρόκειται για διαυγή οργανισµό γεγονός που 

κάνει δυνατή την παρατήρηση in vivo. Επιπλέον, καθώς η επαγωγή νέων 

µεταλλαγών είναι σχετικά εύκολη, έχει πραγµατοποιηθεί µεταλλαξογένεση σε ευρεία 

κλίµακα για την ταυτοποίηση γονιδίων που συµµετέχουν σε συγκεκριµένα βιολογικά 

µονοπάτια, π.χ. στην ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος. Στα πλαίσια αυτού, έχουν 

καταγραφεί ~4000 φαινότυποι εµβρυικής θνησιµότητας («big screen», Driever W et 

al, 1996; Haffter P et al, 1996). Η αλληλούχηση του γονιδιώµατος του οργανισµού 

αυτού είναι σε εξέλιξη ενώ παράλληλα έχουν κατασκευαστεί και είναι διαθέσιµοι 

γενετικοί και φυσικοί χάρτες µεγάλης διακριτικής ικανότητας.   

γ) Ο χιµπατζής (Pan troglodytes) που απέχει εξελικτικά από τον άνθρωπο ~6 

εκατοµµύρια χρόνια, αποτελεί σηµαντικό εργαλείο για την κατανόηση της εξέλιξης 

των πρωτευόντων. Ο κύριος στόχος είναι η ταυτοποίηση των κρισιµότερων 

διαφορών µεταξύ των δύο οργανισµών που οδηγούν στις παρατηρούµενες διαφορές 

στη φυσιολογία και την συµπεριφορά. Σ’ αυτήν την µελέτη θα βοηθήσουν τα 

γονιδιώµατα άλλων πρωτευόντων, π.χ. του ουραγκοτάγκου (Pongo pygmaeus) που 

η ανάλυσή του είναι ήδη σε εξέλιξη. Η πρώτη έκδοση της αλληλουχίας του χιµπατζή, 

µε «βάθος διαβάσµατος» ~4 φορές, ολοκληρώθηκε πρόσφατα (Chimpanzee 

Sequencing and Analysis Consortium, 2005).  

 

1.6. Το χρωµόσωµα 10 του ανθρώπου 

 Tο χρωµόσωµα 10 είναι ένα µεσαίου µεγέθους υποµετακεντρικό χρωµόσωµα 

που αντιστοιχεί περίπου στο 4,2% του συνολικού γονιδιώµατος. Το φυσικό του 

µήκους παλαιότερα είχε εκτιµηθεί σε 144Mb αλλά πλέον έχει καθοριστεί στις ~135Mb 

(Deloukas P et al, 2004). Στα πλαίσια του HGP, το εργαστήριό µας την τελευταία 

δεκαετία εστιάστηκε στην γονιδιωµατική χαρτογράφηση αυτού του χρωµοσώµατος. 

Μέχρι την έναρξη αυτής της διατριβής είχαν κατασκευαστεί ο γενετικός χάρτης 

(EUROGEM, Marzella R et al, 1997), ο χάρτης των σηµείων µειωτικού 

ανασυνδυασµού (meiotic breakpoint, Cox SA et al, 1996) και ο φυσικός χάρτης 

κυτταρικών υβριδίων ανθρώπου-τρωκτικού (Marzella R et al, 1997).  

 Στο πρώτο µέρος αυτής της εργασίας θα περιγράψουµε την  συνεισφορά µας 

στον φυσικό χάρτη των γενωµικών κλώνων που χρησιµοποιήθηκε στην 

αλληλούχηση του χρωµοσώµατος. Το αποτέλεσµα όλων αυτών των χαρτογραφικών 

προσεγγίσεων προσφέρει σηµαντικά εργαλεία για τη χαρτογράφηση νοσηµάτων και 

την ταυτοποίηση γονιδίων. Στο δεύτερο µέρος της εργασίας και µε εφόδια τον 
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ολοκληρωµένο φυσικό χάρτη και την πλήρη αλληλουχία του χρωµοσώµατος, 

προχωρήσαµε στην κλωνοποίηση µιας σειράς νέων γονιδίων βάσει της 

χρωµοσωµικής τους τοπογραφίας. Στόχοι µας ήταν α) η ταυτοποίηση του γονιδίου 

που σχετίζεται µε τη µερική επιληψία του κροταφικού λοβού (ADLTE), που εµφανίζει 

αυτοσωµικό επικρατή τρόπο κληρονόµησης και χαρτογραφείται στη ζώνη 10q23-q24 

και β) η κλωνοποίηση της εύθραυστης θέσης FRA10A, που ανήκει στην κατηγορία 

των σπάνιων θέσεων που επάγονται απουσία φυλλικού οξέος (βλ. παρακάτω).  

 

 Γονίδια του χρωµοσώµατος 10 που σχετίζονται µε νοσήµατα  

 Μέχρι σήµερα περίπου 70 γονίδια του χρωµοσώµατος 10 έχουν συσχετιστεί 

µε την εµφάνιση γενετικών διαταραχών, µεταξύ των οποίων συγκαταλέγονται: 1) 

διάφοροι τύποι καρκίνου (π.χ. η πολλαπλή ενδοκρινής νεοπλασία τύπου 2Α, 

ΜΕΝ2Α, το πολύµορφο γλοιοβλάστωµα), 2) ανοσοανεπάρκειες (π.χ. η οξεία 

ανοσοανεπάρκεια RS-SCID), 3) αναπτυξιακές ανωµαλίες (π.χ. η εκτρωδακτυλία 

τύπου ΙΙΙ, SHFM3, η δυσπλασία του συζευκτικού χόνδρου των σπονδύλων SEMD), 

4) ενζυµικές ανεπάρκειες (πχ η αιµολυτική αναιµία λόγω ανεπάρκεια της εξοκινάσης, 

η υπερινσουλιναιµία και υπεραµµωνιαιµία λόγω ανεπάρκειας της γλουταµικής 

αφυδρογονάσης), 5) διαταραχές του µεταβολισµού (π.χ. η νόσος Wolman) και  

7) νευρολογικές διαταραχές (π.χ. η µερική επιληψία πλάγιου κροταφικού λοβού 

ADLTE, η νόσος Charcot-Marie-Tooth τύπου Ι), Εικ. 7. Επιπλέον, µε µελέτες 

γενετικής σύνδεσης, απώλειας ετεροζυγωτίας και κυτταρογενετικής ανάλυσης, έχουν 

χαρτογραφηθεί στο χρωµόσωµα αυτό, οι κρίσιµες περιοχές ~35 γενετικών 

νοσηµάτων. Τα µισά περίπου από αυτά εµφανίζουν µεντελικό τύπο κληρονόµησης 

(πχ. σπαστική παραπληγία τύπου 9 και 27) ενώ τα υπόλοιπα είναι πολυπαραγοντικά 

νοσήµατα (σακχαρώδης διαβήτης, παχυσαρκία, νόσος Alzheimer, σχιζοφρένεια) ή 

οφείλονται σε ελλείµµατα τµηµάτων του χρωµοσώµατος (π.χ. το σύνδροµο DiGeorge 

2).  

 

 Κυτταρογενετικά χαρακτηριστικά 

 Μέχρι τώρα έχουν αναφερθεί 46 σηµεία θραύσης του χρωµοσώµατος 10. Σ’ 

αυτά συµπεριλαµβάνονται χαρακτηρισµένες χρωµοσωµικές µετατοπίσεις που 

οδηγούν σε διαγονιδιακές συντήξεις οι οποίες έχουν συσχετιστεί µε διάφορες µορφές 

λευχαιµίας, π.χ. η t(10;11)(p12;q23) που αφορά τη σύντηξη των γονιδίων AF10 και 

MMLT10 και συνδέεται µε την οξεία µυελοειδή λευχαιµία και την οξεία λεµφοβλαστική 

λευχαιµία των Τ-κυττάρων (Εικ. 7). Επίσης, µία αναστροφή της περιοχής 10q11.2q21 

συνδέεται µε την εµφάνιση θηλοειδούς καρκινώµατος του θυρεοειδούς.  
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4. PHYH (phytanoyl-CoA-hydroxylase), Νόσος Refsum (Υ)

2. GATA3 (GATA-binding protein 3), Σύνδροµο HDR (υποπαραθυρεοειδισµός, κώφωση και δυσπλασία νεφρών) (Ε)
1. IL2RA (interleukin 2 receptor, a chain), Ανοσοανεπάρκεια λόγω έλλειψης του υποδοχέα της ιντερλευκίνης-2 (Υ) 

AF10-MLLT10 [ t(10;11)(p12;q23) ], Οξεία µυελοειδής λευχαιµία, οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία Τ-κυττάρων

3. OPTN (optineurin), Πρωτογενές γλαύκωµα ενηλίκων, ανοιχτής γωνίας (Ε)

6.  CUBN (cubilin), Μεγαλοβλαστική αναιµία 1 (Υ)

10. ABI1-MLL [t(10;11)(p11.2;q23)], Οξεία µη-λεµφοβλαστική λευχαιµία (AΝLL)
9.  ΜΥΟ3Α (Myosin IIIA), Κώφωση, 30 (DFNB30 ), (Υ)

5. DCLRE1C (DNA cross link repair protein 1C), Σοβαρή συνδυασµένη ανοσοανεπάρκεια, τύπου Athabaskan (Υ)

14. ERCC6 (excision repair cross-complementing protein group 6), Σύνδροµο Cockayne, τύπου Β (Υ)
13. CXCL12 (Chemokine, C-X-C motif, ligand 12), Καθυστέρηση εµφάνισης συµπτωµάτων AIDS

15. CHAT (choline acetyltransferase), Οικογενής βαρεία µυασθένεια (ή Gravis), εµφάνιση στην παιδική ηλικία (Υ)

12. RET, Πολλαπλή ενδοκρινής νεοπλασία IIA (MEN2A), Μυελώδες καρκίνωµα θυρεοειδούς (MTC),
Πολλαπλή ενδοκρινής νεοπλασία IIΒ (MEN2Β), νόσος Hirschsprung (HSCR), (Ε)

16. NCOA4-RET [inv(10)(q11.2)], Θηλώδες καρκίνωµα θυρεοειδούς

H4-RET [inv(10)(q11.2q21)], Θηλώδες καρκίνωµα θυρεοειδούς

17. MBL2 (mannose-binding lectin 2), Χρόνιες µολύνσεις και ελαττωµατική οψονινοποίηση
18. PCDH15 (protocadherin-15), Σύνδροµο Usher, τύπου 1F (Υ)

25. CDH23 (cadherin-23), Σύνδροµο Usher, τύπου 1D (Υ)

21. EGR2 (early growth response 2), Συγγενής νευροπάθεια λόγω υπο-εµµυέλωσης (Υ), 
Nόσος Charcot-Marie-Tooth τύπου 1D (Ε), Νευροπάθεια Dejerine-Sottas (Ε)

28. ANXA7 (annexin VII), Καρκίνος του προστάτη

H4-PDGFβR [t(5;10)(q33;q21.2], Χρόνια µυελοειδής λευχαιµία

22. HK1 (hexokinase), Αιµολυτική αναιµία λόγω ανεπάρκειας της εξοκινάσης (Υ)

31. MAT1A (methionine adenosyltransferase I, alpha), Υπερ-µεθειονιναιµία (λόγω ανεπάρκειας της αδενοσυλ-
τρανσφεράσης Ι/ΙΙΙ της µεθειονίνης, (Υ και Ε)

24. PCBD (pterin-4a-carbinolamine dehydratase), Υπερφαινυλαλανιναιµία µε αυξηµένη 7-βιοπτερίνη στα ούρα (Υ)
23. PRF1 (perforin), Οικογενής αιµοφαγοκυτταρική λεµφοιστιοκυττάρωση (Υ)

26. PSAP (prosaponin), Μεταχρωµατική λευκοδυστροφία (Υ)

34. BMPR1A (bone morphogenetic protein receptor 1A), Πολύποδες εντέρου σε νεανική ηλικία (Ε)

32. RGR (retinal G protein-coupled receptor), Μελαγχρωστική αµφιβληστροειδίτης (Υ και Ε)

37. PAPSS2 (ATP sulfurylase / APS kinase 2), Σπονδυλοεπιφυσιακή δυσπλασία, τύπου Pakistani (Υ)

47. HPS1 (Hermansky-Pudlak syndrome protein), Σύνδροµο Hermansky-Pudlak (Υ)
46. BLNK (B cell linker protein), Υποσφαιριναιµία και απουσία κυττάρων Β (Y)

35. GLUD1 (glutamate dehydrogenase 1), Σύνδροµο υπερινσουλιναιµίας-υπεραµµωνιαιµίας (Ε)

38. PTEN (Phosphate and tensin homolog), Νόσος Cowden, Σύνδροµο Lhermitte-Duclos, Σύνδροµο Bannayan-Zonana, (Ε)
καρκίνωµα ενδοµητρίου, προστάτη, γλοιοβλάστωµα

49. ABCC2 (ATP-binding cassete, subfamily C, member 2), Σύνδροµο Dubin-Johnson (Υ)

42. LGI1 (leucine-rich gene, glioma inactivated 1), Μερική επιληψία µε ακουστικό αίσθηµα κατά την αύρα (Ε), γλοιοβλάστωµα

48. COX15 (cytochrome C oxidase, subunit 15), Υπερτροφική καρδιοµυοπάθεια, θανατηφόρα, βρεφικής ηλικίας (Υ)

52. C10orf2 (=TWINKLE), Προοδευτική εξωτερική οφθαλµοπληγία µε ελλείµµατα του µιτοχονδριακού DNA (Ε) 

44. CYP2C9 (cytochrome P-450, subfamily IIC, member 9), Αργός µεταβολισµός τολβουταµιδίου, ευαισθησία στην βαρφαρίνη

50. CPN1 (carboxypeptidase 1, polypeptide 1), Ανεπάρκεια καρβοξυπεπτιδάσης 1 (αγγειοοίδηµα, κνίδωση), (Υ)

HOX11-TRD [t(10;14)(q24;q11)], Οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία (ALL) και λέµφωµα non-Hodgkin (NHL)
HOX11-TRΒ [t(10;7)(q24;q35)], Λεµφοβλαστική λευχαιµία T-κυττάρων κατά την παιδική ηλικία

41. RBP4 (retinol-binding protein 4), Ανεπάρκεια ρετινόλης (Υ)

57. SUFU (suppressor of fused), ∆εσµοπλαστικό µυελοβλάστωµα

40. LIPA (lipase A, lysosomal acid), Νόσος Wolman, νόσος αποθήκευσης εστέρα της χοληστερόλης (Υ)

62. ADRB1 (adrenergic, beta-1, receptor), Υψηλός/χαµηλός καρδιακός ρυθµός εν ηρεµία

39. TNFRSF6 (tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6), Αυτοάνοσο λεµφοϋπερπλαστικό σύνδροµο τύπου 1Α, (Ε) 

43. CYP2C19 (cytochrome P-450, subfamily IIC), Μειωµένος µεταβολισµός της φαινυτοΐνης

59. COL17A1 (collagen XVII, alpha 1), Ποµφολυγώδης επιδερµολυσία, γενικευµένη, ατροφική (αλωπεκία), καλοήθης (Υ)
58. CYP17Α1 (cytochrome P-450, subfamily XVII), Υπερπλασία επινεφριδίων λόγω ανεπάρκειας της 17α υδροξυλάσης (Υ)

45. PYCS (pyrroline-5-carboxylate synthetase), Υπεραµµωνιαιµία µε υποορνιθιναιµία, υποκιτρουλιναιµία, υποαργινιναιµία, 
υποπρολιναιµία (Υ)

51. PAX2 (paired box homeotic gene-2), Κολόβωµα οπτικού νεύρου µε νεφρική νόσο (Ε) 

AF10-CALM [ t(10;11)(p12;q14) ], Οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία Τ-κυττάρων

55. HPS6 (HPS syndrome-6 protein), Σύνδροµο Hermansky-Pudlak (Υ)

60. MXI1 (MAX-interacting protein), καρκίνος προστάτη

56. PITX3 (paired-like homeodomain transcription factor 3), ∆υσγένεση εµπρόσθιου τµήµατος του οφθαλµού
(µεσεγχυµατικής προέλευσης) και καταρράκτης (Ε)

69. UROS (uroporphyrinogen III synthase), Συγγενής ερυθροποιητική πορφυρινουρία (Υ)

61. TCF7L2 (transcription factor 7-like 2), Καρκίνος ορθού

66. DBMT1 (deleted in malignant brain tumors), Πολύµορφο γλοιοβλάστωµα, µυελοβλάστωµα
65. WDR11 (WD repeat-containing protein 11), Όγκοι γλοίας

64. FGFR2 (fibroblast growth factor receptor 2), Σύνδροµα Crouzon, Jackson-Weiss, δερµατόλυση Beare-Stevenson, 
Pfeiffer, Apert και Saethre-Chotzen (Ε)

68. OAT (ornithine aminotransferase), Ατροφία χοριοειδούς και αµφιβληστροειδούς χιτώνα µε ορνιθιναιµία (Υ)

63. EMX2 (οµόλογο του empty spiracles της Drosophila), Σχιζεγκεφαλία (de novo µεταλλαγές, Ε)

33. LDB3 (LIM domain binding 3=ZASP) Αρυθµογενής δυσπλασία της δεξιάς κοιλίας 7 (ARVD7), (Ε)

27. CHST3 (Carbohydrate sulfotransferase 3), Σπονδυλοεπιφυσιακή δυσπλασία, τύπου Omani (Υ)

36. MINPP1 (multiple inositol polyphosphate phosphatase 1), Θηλακιώδης καρκίνος θυρεοειδούς

67. ACADSB (acyl-coenzyme A dehydrogenase, short branched chain), 2-µεθυλβουτυρυλ-γλυκινουρία (Υ)

11. MASTL (microtubule associated serine/threonine kinase-like), Θροµβοκυτοπενία 2 (Ε)

20. ZNF365, Νεφρολιθίαση λόγω ουρικού οξέος

54. DAC (dactylin), Εκτρωδακτυλία τύπου 3 (SHFM3), (Ε)

8.  PTF1A, Σακχαρώδης διαβήτης νεογνών µε υποπλασία της παρεγκεφαλίδας, αγέννεση του παγκρέατος και δυσµορφία (Υ)

30. SFTPA1 , Ιδιοπαθής πνευµονική ίνωση
29. DLG5 , Νόσος Crohn

53.
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Εικ. 7: Τα γονίδια του χρωµοσώµατος 10 που έχουν συσχετιστεί µε γενετικά νοσήµατα 
Απεικονίζονται:1) τα γονίδια στα οποία έχουν ταυτοποιηθεί µεταλλαγές σε µονογονιδιακά 
νοσήµατα (µαύρo) µε επικρατή (Ε) ή υπολειπόµενο (Υ) τύπο κληρονόµησης, 2) τα γονίδια 
που έχουν συσχετιστεί µε πολυπαραγοντικά νοσήµατα (πράσινo), 3) µε καρκίνους λόγω 
σωµατικών µεταλλαγών σε αυτά (κόκκινo) και 4) τα γονίδια που συµµετέχουν σε 
χρωµοσωµικές µετατοπίσεις (µπλε). Η χαρτογράφησή τους κατά µήκος του χρωµοσώµατος 
στηρίχθηκε σε στοιχεία της βάσης δεδοµένων Ensembl (http://www.ensembl.org/Homo_ 
sapiens/index.html). Είναι αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι το 40% των γονιδίων που συνδέονται 
µε νοσήµατα στο 10, χαρτογραφείται στην περιοχή q23-q24 το µέγεθος της οποίας αντιστοιχεί 
σε λιγότερο από το 20% του χρωµοσώµατος. γεγονός που είναι συνέπεια της υψηλής 
γονιδιακής πυκνότητάς τους. Τα στοιχεία προέρχονται από την ανασκόπηση για το 
χρωµόσωµα (Moschonas NK, 2003) και την βάση δεδοµένων ΟΜΙΜ (http://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/entrez/ query.fcgi?db=OMIM), (Ιούλιος 2005). 
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Ακόµη, διάφορα ελλείµµατα που περιλαµβάνουν τµήµατα είτε του µικρού είτε του 

µεγάλου βραχίονα έχουν ταυτοποιηθεί σε γλοιώµατα ενώ η έλλειψη του ακραίου 10q 

έχει συσχετιστεί µε τον καρκίνο του ενδοµητρίου (Εικ. 7). Η έλλειψη της περιοχής 

p14-p13 έχει παρατηρηθεί σε άτοµα µε κλινικό φαινότυπο παρόµοιο µε αυτόν του 

συνδρόµου DiGeorge και χαρακτηρίζεται ως DiGeorge 2. Ακόµη, η µονοσωµία της 

περιοχής 10q25-qter έχει συσχετισθεί µε σοβαρή διανοητική καθυστέρηση και 

πολλαπλές συγγενείς ανωµαλίες ενώ της 10q26-qter µε ήπια διανοητική 

καθυστέρηση και διαταραχές στην συµπεριφορά. Ένας ουδέτερος κλινικά 

πολυµορφισµός αφορά την αναστροφή της περικεντροµερικής περιοχής p11.2-

q21.2. Επίσης, έχουν καταγραφεί 7 περιπτώσεις σχηµατισµού δακτυλιoειδούς 

χρωµοσώµατος r(10)(p15q26) που σχετίζονται µε ήπια διανοητική καθυστέρηση. 

Τέλος, στο µεγάλο βραχίονα έχουν ταυτοποιηθεί 7 εύθραυστες θέσεις από τις οποίες 

οι 5 ανήκουν στις συνήθεις (FRA10G, FRA10C, FRA10D, FRA10E, FRA10F) και οι 2 

στις σπάνιες (FRA10A, FRA10B).                                                                

 Αυτοσωµική επικρατής επιληψία του κροταφικού λοβού (ADLTE)                                          

 Οι επιληψίες                                                                                                      

 Η επιληψία είναι µία νευρολογική κατάσταση που µπορεί να είναι το 

χαρακτηριστικό µιας νόσου ή να αποτελεί χαρακτηριστικό ενός συνδρόµου. Στην 

επιληψία, τα άτοµα εµφανίζουν κρίσεις που προκαλούνται από διαταραχές στην 

ηλεκτρική δραστηριότητα του εγκεφάλου και εκδηλώνονται µε διαταραχές στις 

αισθήσεις, στη συνείδηση ή την συµπεριφορά οι οποίες παρουσιάζονται ξαφνικά και 

σταµατάνε από µόνες τους. Οι επιληψίες ταξινοµούνται: 1) σε συµπτωµατικές όταν η 

αιτία που τις προκαλεί είναι διακριτή, π.χ. κάποιο τραύµα ή δοµική ανωµαλία του 

εγκεφάλου (π.χ. όγκος, δυσπλασία των αγγείων), τυχόν µόλυνση κ.λπ. Αυτές 

υπολογίζεται ότι ευθύνονται για το 40% περίπου των περιπτώσεων και 2) σε 

ιδιοπαθείς, όταν στο άτοµο που εµφανίζει τη νόσο δεν παρατηρούνται 

ανατοµοπαθολογικές βλάβες. Οι ιδιοπαθείς επιληψίες φαίνεται να έχουν ισχυρή 

γενετική βάση ενώ ο τρόπος κληρονόµησής τους είναι είτε απλός µεντελικός είτε 

συχνότερα, πολυπαραγοντικός. Περαιτέρω, διακρίνονται σε γενικευµένες και σε 

µερικές ή εστιακές: οι πρώτες περιλαµβάνουν και τα δύο ηµισφαίρια του εγκεφάλου 

και κατά συνέπεια οι ενδεχόµενες κινητικές διαταραχές εµφανίζονται και στις δύο 

πλευρές του σώµατος. Αντίθετα, οι εστιασµένες επιληπτικές κρίσεις προέρχονται από 

εντοπισµένα σηµεία του εγκεφάλου και, στην περίπτωση που εµφανίζονται κινητικές 

διαταραχές, αυτές συνήθως εντοπίζονται σε συγκεκριµένη οµάδα µυών. Τα 

συµπτώµατα εµφανίζονται µόνο κατά την διάρκεια της επιληπτικής κρίσης ενώ κατά 
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τα µεσοδιαστήµατα το άτοµο είναι απόλυτα φυσιολογικό. Την τελευταία δεκαετία 

εντοπίστηκαν µεταλλαγές σε µία σειρά από γονίδια, οι οποίες αποτελούν την αιτία 

ιδιοπαθών επιληψιών που κληρονοµούνται µε µεντελικό τρόπο. Σχεδόν όλα τα 

γονίδια που ταυτοποιήθηκαν κωδικοποιούν για κανάλια ιόντων, δηλαδή για 

πρωτεΐνες της κυτταρικής µεµβράνης που ρυθµίζουν την ιοντική ροή και τη 

διεγερσιµότητα των νευρώνων (Πιν. 2). Ο συσχετισµός της επιληψίας µε τα κανάλια 

ιόντων είναι τόσο ισχυρός που συχνά οι επιληψίες ονοµάζονται καναλο-πάθειες.  

Πιν. 2: Τα γονίδια στα οποία έχουν ταυτοποιηθεί µεταλλαγές στις κύριες µορφές       
ιδιοπαθών γενικευµένων και µερικών επιληψιών  

ΓΟΝΙ∆ΙΟ ΣΥΝ∆ΡΟΜΟ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
Κανάλια
Κανάλια ιόντων Na
SCN1A GEFS+ & SMEI #1-9
SCN2A BFNIS & GEFS+ #10-11
SCN1B GEFS+ #12-13
Κανάλια ιόντων K
KCNA1 εστιακές κρίσεις #14
KCNQ2 BFNS & µυοκυµία #15-17
KCNQ3 BFNS  #18-19
Κανάλια ιόντων Cl
CLCN2 IGE #20
Υποδοχείς GABA
GABRA1 ADJME #21
GABRG2 CAE, FS & GEFS+ #22-25
Νικοτινικοί υποδοχείς της ακετυλοχολίνης
CHRNA4 ADNFLE #26-31
CHRNB2 ADNFLE #32-33

Άλλες κατηγορίες γονιδίων
MASS1 GEFS+ #34
LGI1** ADLTE #35-36  

Σηµ.: Συντοµογραφίες: ADJME (autosomal dominant juvenile myoclonic epilepsy), ADNFLE 
(autosomal dominant nocturnal frontal lobe epilepsy), ADLTE (autosomal dominant lateral 
temporal lobe epilepsy), BFNIS (benign familial neonatal-infantile seizures), BFNS (benign 
familial neonatal seizures), CAE (childhood absence epilepsy), FS (febrile seizures), GEFS+ 
(generalized epilepsy with febrile seizures plus), IGE (idiopathic generalized epilepsy), SMEI 
(severe myoclonic epilepsy of infancy). Βιβλιογραφία: Escayg A et al, 2000 (#1) & 2001 (#2), 
Wallace RH et al, 2001a (#3), Sugawara T et al, 2001a (#4) & 2002 (#5), Claes L et al, 2001 
(#6) & 2003 (#7), Ohmori I et al, 2002 (#8), Fujiwara T et al, 2003 (#9), Sugawara T et al, 
2001b (#10), Heron SE et al, 2002 (#11), Wallace RH et al, 1998 (#12), Wallace RH et al, 
2002 (#13), Zuberi SM et al, 1999 (#14), Biervert C et al, 1998 (#15), Singh NA et al, 1998 
(#16), Dedek K et al, 2001 (#17), Charlier C et al, 1998 (#18), Hirose S et al, 2000 (#19), 
Haug K et al, 2003 (#20), Cossette P et al, 2002 (#21), Baulac S et al, 2001 (#22), Wallace 
RH et al, 2001b (#23), Harkin LA et al, 2002 (#24), Kananura C et al, 2002 (#25), Steinlein 
OK et al, 1995 (#26) & 1997 (#27), Hirose S et al, 1999 (#28), Saenz A et al, 1999 (#29), 
McLellan A et al, 2003 (#30), Phillips HA et al, 2000 (#31), De Fusco M et al, 2000 (#32), 
Phillips HA et al, 2001 (#33), Nakayama J et al, 2002 (#34), Morande-Redolat JM et al, 2002 
(#35), Kalachikov S et al, 2002 (#36), **βλ. και αποτελέσµατα. 
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 Η ADLTE                                                                                                           

 Η αυτοσωµική επικρατής επιληψία του πλάγιου κροταφικού λοβού 

(autosomal dominant lateral temporal lobe epilepsy, ADLTE) είναι µία ιδιοπαθής 

εστιακή επιληψία κατά την οποία οι κρίσεις εντοπίζονται στην πλάγια περιοχή του 

κροταφικού λοβού. Μέχρι τώρα έχουν περιγραφεί ~20 οικογένειες (Ottman R et al, 

1995; Poza JJ et al, 1999; Michelucci R et al, 2000; Mautner VF et al, 2000; Ikeda A 

et al, 2000; Brodtkorb E et al, 2002; Winawer MR et al, 2002; Pizzuti A et al, 2003; 

Kanemoto K & Kawasaki J, 2000; Michelucci R et al, 2003) στις οποίες η 

συγκεκριµένη µορφή επιληψία εµφανίζει αυτοσωµικό επικρατή τύπο κληρονόµησης, 

µε διεισδυτικότητα που εκτιµάται στο 70%. Τα συµπτώµατα της διαταραχής 

εκδηλώνονται συνήθως στη δεύτερη ή τρίτη δεκαετία της ζωής ωστόσο υπάρχουν και 

περιπτώσεις πρωτοεµφάνισης της διαταραχής σε νήπια (Brodtkorb E et al, 2002) ή 

σε άτοµα µέσης ηλικίας (Mautner VF et al, 2000; Michelucci R et al, 2003). Συνήθως, 

οι επιληπτικές κρίσεις εµφανίζονται µετά από ακουστικά σήµατα, που έχουν 

περιγραφεί σαν βόµβος ή κουδούνισµα ή προκαλούνται από ξαφνικό θόρυβο όπως 

ήχο τηλεφώνου ή ραδιοφώνου (Michelucci R et al, 2003). Στο µεγαλύτερο ποσοστό 

των ατόµων, η εστιακή κρίση ακολουθείται από δευτερογενείς γενικευµένες τονικές-

κλονικές κρίσεις, δηλαδή µία µόνιµη µυϊκή σύσπαση που διαρκεί τουλάχιστον µερικά 

δευτερόλεπτα ή αµφοτερόπλευρα κλονικά τινάγµατα αντίστοιχα. Επίσης, 

αναφέρθηκαν άτοµα που εµφανίζουν αφασία, δηλαδή αδυναµία λόγου (Brodtkorb E 

et al, 2002; Kanemoto K & Kawasaki J, 2000; Ikeda A et al, 2000; Winawer MR et al, 

2002; Pizzuti A et al, 2003; Michelucci R et al, 2003). Γενικά, τα κλινικά κριτήρια που 

χρησιµοποιούνται για την ταξινόµηση των περιπτώσεων στην συγκεκριµένη µορφή 

επιληψίας είναι: α) αυτοσωµικός επικρατής τύπος κληρονόµησης, β) κρίσεις που η 

σηµειολογία τους δείχνει ως προέλευση τον πλάγιο κροταφικό λοβό, γ) απουσία 

νευρολογικών διαταραχών και δ) απουσία δοµικών ανωµαλιών του εγκεφάλου. Η 

κατάσταση είναι ελεγχόµενη εφόσον χορηγηθεί κατάλληλη αντιεπιληπτική αγωγή. Με 

ανάλυση γενετικής σύνδεσης, ο υπεύθυνος γενετικός τόπος χαρτογραφήθηκε στην 

χρωµοσωµική περιοχή 10q23-q24. Αρχικά, η κρίσιµη περιοχή εκτείνονταν σε µήκος 

~10cM (Ottman R et al, 1995) και κατόπιν περιορίστηκε στα ~3cM (Poza JJ et al, 

1999).                                     

 Eύθραυστη χρωµοσωµική θέση FRA10A      

 Οι εύθραυστες χρωµοσωµικές θέσεις                                                

 Εύθραυστες θέσεις ονοµάζονται τα κενά ή οι ασυνέχειες στη χρωµοσωµική 

δοµή που παρατηρούνται κυτταρογενετικά σε παρασκευάσµατα µεταφασικών 
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κυττάρων που έχουν καλλιεργηθεί κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες (Εικ.8). Το 

µέγεθος των θέσεων αυτών ποικίλλει ενώ σε µερικές περιπτώσεις µπορούν να 

οδηγήσουν σε χρωµοσωµική θραύση στην περιοχή. Οι εύθραυστες θέσεις 

εκδηλώνονται σε ποσοστό των χρωµοσώµατα των κυττάρων µιας 

κυτταροκαλλιέργειας που ποικίλλει από >90% έως και <10% (FRA16B και FRA3Β 

αντίστοιχα). Ταξινοµούνται στις συνήθεις, που υπάρχουν στα χρωµοσώµατα όλων 

σχεδόν των ατόµων και αποτελούν συστατικό της δοµής των φυσιολογικών 

χρωµοσωµάτων και τις σπάνιες, που εµφανίζονται σε ποσοστό µικρότερο του 5% 

του πληθυσµού και κληρονοµούνται µε µεντελικό τρόπο. Περαιτέρω ταξινόµηση 

γίνεται βάσει του τρόπου επαγωγής τους, δηλαδή των συνθηκών κάτω από τις 

οποίες καλλιεργούνται τα κύτταρα ώστε να εµφανιστούν οι θέσεις αυτές. Ως επί το 

πλείστον, οι συνθήκες κυτταροκαλλιέργειας είναι τέτοιες που ελαττώνουν το ρυθµό 

αντιγραφής του DNA χωρίς όµως να αναστέλλουν την κυτταρική διαίρεση. Στο 

ανθρώπινο γονιδίωµα, µέχρι τώρα έχουν περιγραφεί κυτταρογενετικά ~80 συνήθεις 

και 31 σπάνιες εύθραυστες θέσεις.  

 
Εικ. 8: Η εύθραυστη θέση FRAXA, όπως φαίνεται κυτταρογενετικά µε χρώση Giemsa 
(αριστερά) και µε ανάλυση µε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο σάρωσης (δεξιά), (ανατύπωση από 
Griffiths MJ & Strachan MC, 1991).  

 

 Οι συνήθεις εύθραυστες θέσεις καταλαµβάνουν µεγάλη έκταση που µπορεί 

να φτάσει έως τις 4,5Mb (FRA7E, Zlotorynski E et al, 2003) και χαρτογραφούνται σε 

περιοχές που χαρακτηρίζονται από γενωµική αστάθεια (ελλείµµατα, µετατοπίσεις) σε 

καρκινικά κύτταρα. Mέχρι τώρα έχουν κλωνοποιηθεί 8 θέσεις αυτής της κατηγορίας, 

οι FRA3B, FRA16D, FRA7G, FRAXB, FRA6F, FRA7H, FRA7E (Zlotorynski E et al, 

2003) και FRA7I (Ciullo M et al, 2002). Τρεις από αυτές, οι FRA3B, FRA16D και 
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FRA7G χαρτογραφούνται µέσα ή περιλαµβάνουν πιθανά ογκοκατασταλτικά γονίδια 

(Ohta M et al, 1996; Ried K et al, 2000). Η τρέχουσα υπόθεση για την εκδήλωσή 

τους είναι ότι οι συνήθεις εύθραυστες θέσεις έχουν ενδογενή χαρακτηριστικά που 

καθυστερούν την αντιγραφή του DNA και καθώς ήδη πρόκειται για περιοχές που 

αντιγράφονται αργά στην φάση S, τουλάχιστον όπως έχει δειχθεί για τις FRA3B και 

FRA7H, παραµένουν µε ατελώς αντιγραµµένο DNA που δεν µπορεί να συµπυκνωθεί 

πλήρως. Εφόσον, η συµπύκνωση δεν έχει ολοκληρωθεί µέχρι και το τέλος της φάσης 

G2, οδηγεί στην εκδήλωση της εύθραυστης θέσης. Σε φυσιολογικά κύτταρα, η χρήση 

αναστολέων της αντιγραφής του DNA, επηρεάζει πιθανώς περισσότερο 

συγκεκριµένες περιοχές, που είναι και αυτές στις οποίες εµφανίζονται οι εύθραυστες 

θέσεις. Η διερεύνηση των αλληλουχιών των θέσεων που έχουν ήδη κλωνοποιηθεί, 

εκτός από το σχετικά υψηλό περιεχόµενο σε Α/Τ, δεν έδειξε την ύπαρξη κάποιων 

επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών όπως στις περιπτώσεις των σπάνιων 

εύθραυστων θέσεων (βλ. παρακάτω). Ωστόσο, µε δοµικές µελέτες φάνηκε ότι οι 

περιοχές αυτές έχουν την δυνατότητα, κατά το ξετύλιγµα της διπλής έλικας, να 

σχηµατίσουν δευτεροταγείς δοµές ικανών να διαταράξουν την πρόοδο της 

αντιγραφής. Το πρώτο κύριο µοριακό µονοπάτι που σχετίζεται µε τον έλεγχο της 

έκφρασης των συνήθων εύθραυστων θέσεων ταυτοποιήθηκε πρόσφατα και 

περιλαµβάνει την κινάση ATR, έναν κύριο ρυθµιστή του κυτταρικού κύκλου (Bentley 

NJ et al, 1996; Cimprich KA et al, 1996). Η µελέτη σε βλαστοκύστες ποντικών από τα 

οποία απουσιάζει το ATR έδειξε γενικευµένη γενωµική θραύση (Brown EJ & 

Baltimore D, 2000) ενώ σε κύτταρα, απουσία του ATR, εµφανίζεται αυξηµένο 

ποσοστό εµφάνισης των συνήθων εύθραυστων θέσεων (5-20 φορές) ακόµα και 

χωρίς αναστολείς της αντιγραφής του DNA (Casper AM et al, 2002). Αυτές οι 

παρατηρήσεις, σε συνδυασµό µε το ότι η ATR ενεργοποιείται κυρίως από φουρκέτες 

αντιγραφής που έχουν σταµατήσει, οδήγησε στην υπόθεση ότι οι εύθραυστες θέσεις 

οφείλονται σε ατελώς αντιγραµµένο DNA λόγω σταµατηµένων φουρκετών 

αντιγραφής. Ο λόγος που το σταµάτηµα συµβαίνει στις συγκεκριµένες περιοχές δεν 

είναι γνωστός αλλά πιθανόν να είναι θέµα αλληλουχίας ή δυναµικής των περιοχών 

αυτών. Απουσία της ATR, ακόµη και χωρίς χρήση αναστολέων της αντιγραφής του 

DNA, οι εύθραυστες θέσεις εκδηλώνονται γιατί δεν είναι δυνατή η σωστή 

επεξεργασία των σταµατηµένων φουρκετών της αντιγραφής. Επιπλέον, αυξηµένο 

ποσοστό έκφρασης των συνήθων εύθραυστων θέσεων  εµφανίζεται και σε κύτταρα 

από τα οποία απουσιάζει το BRCA1 (Αrlt ΜF et al, 2004) ή το SMC1 (structural 

maintenance of chromosome), µόρια που αποτελούν στόχους της ATR (Musio A et 

al, 2005). Οι θέσεις αυτές είναι συντηρηµένες σε όλα τα θηλαστικά που εξετάστηκαν 

(άλογο, αγελάδα, χοίρος, σκύλος, γάτα, ποντικός, αρουραίος), επάγονται µε τον ίδιο 
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τρόπο (Elder FF & Robinson TJ, 1989; Stone DM et al, 1991 & 1993; Stone DM & 

Stephens KE, 1993; Yang MY & Long SE, 1993; McAllister BF & Greenbaum IF, 

1997) ενώ για κάποιες από αυτές έχει δειχθεί ότι είναι πράγµατι συνταινικές και 

ορθόλογες µε αυτές του ανθρώπου (Glover TW et al, 1998; Shiraishi T et al, 2001; 

Krummel KA et al, 2002; Rozier l et al, 2004).  

 Από τις 31 σπάνιες εύθραυστες θέσεις που έχουν περιγραφεί 

κυτταρογενετικά, µέχρι τώρα έχουν κλωνοποιηθεί οι 7: 4 αυτοσωµικές (FRA16A, 

FRA11B, FRA10B, FRA16B) και τρεις στο χρωµόσωµα Χ (FRAXA, FRAXE, FRAXF). 

Η πλειονότητα των σπάνιων θέσεων επάγεται όταν απουσιάζει από το θρεπτικό 

καλλιέργειας των κυττάρων το φυλλικό οξύ, που λειτουργεί ως συµπαράγοντας για τη 

σύνθεση της θυµιδίνης. Η µοριακή βάση της εµφάνισης των θέσεων αυτής της 

κατηγορίας είναι η δραµατική επέκταση της τρινουκλεοτιδικής επανάληψης CGG, 

που στον φυσιολογικό πληθυσµό είναι πολυµορφική, αλλά µε περιορισµένο µέγεθος. 

Η πιο γνωστή και καλά µελετηµένη είναι η FRAXA που η εµφάνισή της συνδέεται µε 

το σύνδροµο του εύθραυστου Χ, την πιο συχνή αιτία διανοητικής καθυστέρησης µετά 

το σύνδροµο Down. Η επανάληψη CGG εντοπίζεται στο 5’UTR του γονιδίου FMR1 

που κωδικοποιεί την FMRP, η οποία συνδέεται µε µόρια mRNA, 

συµπεριλαµβανοµένου του FMR1, και λειτουργεί σαν καταστολέας της µετάφρασης 

(Ashley CT et al, 1993; Jin P & Warren ST, 2003). Ο αριθµός των επαναλήψεων στα 

φυσιολογικά χρωµοσώµατα είναι 5-55, στην κατάσταση της «προ-µεταλλαγής» 

µεταξύ 55 και 230 ενώ στην πλήρη µεταλλαγή υπερβαίνει τις 230. Κατ’ αυτήν η 

περιοχή που περιβάλλει την επανάληψη είναι υπερµεθυλιωµένη και το γονίδιο 

καταστέλλεται µεταγραφικά (Chiurazzi P & Neri G, 2001). Η τρέχουσα υπόθεση γι’ 

αυτό, είναι ότι το µεθυλιωµένο DNA αναγνωρίζεται από διάφορες πρωτεΐνες (π.χ. 

MeCP2, MBD2) που µε τη σειρά τους στρατολογούν απακετυλάσες των ιστονών 

HDACs  και ακολούθως πρωτεΐνες-καταστολείς (π.χ. ISWI ATPάση) οι οποίες 

ξεκινούν τοπικά τη συµπύκνωση της χρωµατίνης (Bird AP & Wolffe AP, 1999; Ng HH 

& Bird A, 1999). Τα άτοµα µε προµεταλλαγή είναι κλινικά φυσιολογικά, εκτός από 

µικρό ποσοστό που εµφανίζει αταξία κατά την µέση ηλικία (Leehey MA et al, 2003; 

Hagerman RJ et al, 2004; Hagerman PJ & Hagerman RJ, 2004) ή ήπια 

νευροψυχιατρική διαταραχή (Steyaert J et al, 2003).  

 Η επέκταση τρινουκλεοτιδικών επαναλήψεων έχει επίσης συσχετιστεί και µε 

διάφορες άλλες νευρολογικές διαταραχές (π.χ. νόσο του Huntington).  

Οι περισσότερες από αυτές εµφανίζουν κακή πρόβλεψη (anticipation), δηλαδή 

επιδείνωση του κλινικού φαινοτύπου µε παράλληλη µείωση της ηλικίας εκδήλωσης 

της νόσου, από γενιά σε γενιά. Τόσο στην περίπτωση του εύθραυστου Χ όσο και σε 

άλλες νευρολογικές διαταραχές ή εύθραυστες θέσεις που οφείλονται σε επεκτάσεις 
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επαναλήψεων, εµφανίζεται διαφοροποίηση στην αστάθεια της επανάληψης ανάλογα 

µε τον γονέα µέσω του οποίου αυτή κληρονοµείται. Συγκεκριµένα, εκτός από την 

FRAXA το µήκος της επανάληψης αυξάνεται όταν η µεταβίβαση γίνεται µέσω της 

µητέρας και στις περιπτώσεις της αταξίας Friedreich (FRDA), της 

νωτιοπαρεγκεφαλιδικής αταξίας 8 (SCA8), της εύθραυστης θέσης FRA16A, και της 

µυοτονικής δυστροφίας 1 (DM1). Αντίθετα, το µήκος της επανάληψης αυξάνεται όταν 

η µεταβίβαση γίνεται µέσω του πατέρα, στα γονίδια για τη νόσο του Huntington, των 

νωτιοπαρεγκεφαλιδικών αταξιών SCA1, SCA2, SCA3, SCA7, στην νευροεκφυλιστική 

νόσο DRPLA (dentatorubral-pallidoluysian atrophy), στην εύθραυστη θέση FRA11B 

και στην προοδευτική µυοκλωνική επιληψία τύπου 1 EPM1 (Pearson CE et al, 2005).  

 Τελοµερικά και πλησίον της FRAXΑ χαρτογραφείται η θέση FRAXE, που 

σχετίζεται µε µη-συνδροµική διανοητική καθυστέρηση, δηλαδή µε καθυστέρηση που 

δεν συνοδεύεται από κάποιον άλλο παθολογικό φαινότυπο και η FRAXF που δεν 

έχει συσχετισθεί µε κλινικό φαινότυπο. Όπως και στην περίπτωση της FRAXA, η 

εκδήλωσή τους οφείλεται σε επεκτάσεις τρινουκλεοτιδίων CGG που υπάρχουν στο 5’ 

άκρο των γονιδίων FMR2 και FAM11A αντίστοιχα (Gecz J et al, 1996; Gu Y et al, 

1996; Shaw MA et al, 2002), τα οποία καταστέλλονται µεταγραφικά στην περίπτωση 

της πλήρους µεταλλαγής. Από τις αυτοσωµικές σπάνιες εύθραυστες θέσεις που 

έχουν κλωνοποιηθεί, οι FRA16A και FRA11B οφείλονται στην επέκταση της 

επανάληψης CGG ενώ οι  FRA16B και FRA10B σε επεκτάσεις ΑΤ µήκους 33bp και 

42bp αντίστοιχα. Η FRA11B είχε προσελκύσει το ενδιαφέρον των ερευνητών γιατί 

χαρτογραφείται στο 5’ UTR του ογκογονιδίου CBL2 και σε ασθενείς µε σύνδροµο 

Jacobsen έχουν ταυτοποιηθεί χρωµοσωµικά ελλείµµατα κοντά στην περιοχή της 

FRA11B. Εκτενέστερη µελέτη όµως έδειξε ότι η πλειονότητα των ασθενών αυτών 

φέρει τα ελλείµµατα πιο τελοµερικά, στο 11q (Michaelis RC et al, 1998). Οι 

υπόλοιπες δεν έχουν συνδεθεί µε γονίδιο ή µε κλινικό φαινότυπο. Μάλιστα για τις 

FRA16B, FRA17A και FRA10B έχουν ταυτοποιηθεί και οµόζυγα φυσιολογικά άτοµα 

(Hocking T et al, 1999; Berg JM et al, 1969; Sutherland GR, 1981). 

 
 FRA10A 

 Η FRA10A ανήκει στις σπάνιες εύθραυστες χρωµοσωµικές θέσεις που 

ανιχνεύονται κυτταρογενετικά απουσία φυλλικού οξέος και χαρτογραφείται στην 

περιοχή 10q23.3. Είναι µία από τις συχνότερα εµφανιζόµενες σπάνιες θέσεις µε 

ποσοστό που εκτιµάται στο 1/500. Η ανάλυση οικογενειών στις οποίες εκδηλώνεται η 

FRA10A, έδειξε ότι η έκφρασή της εξαρτάται από τον γονέα µέσω του οποίου 

µεταβιβάζεται, φαινόµενο που έχει παρατηρηθεί και σε άλλες θέσεις αυτής της 

κατηγορίας. Η διυσδειτικότητα ήταν πλήρης όταν η µεταβίβαση γινόταν µέσω της 
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µητέρας, αλλά µόνο 50% µέσω του πατέρα (Sherman SL & Sutherland GR, 1986). 

Παλαιότερες κυτταρογενετικές µελέτες έχουν δείξει ότι η FRA10A είναι η πιο συχνά 

εµφανιζόµενη εύθραυστη αυτοσωµική θέση σε άτοµα µε διανοητική καθυστέρηση 

(Petit P et al, 1986). Επίσης, πρόσφατα, στα εργαστήρια των R. Siebert (Kiel, 

Germany) και J. Gecz (Adelaide, Australia) χαρακτηρίστηκαν οικογένειες 

κυτταρογενετικά θετικές για την FRA10A. Μέλη των οικογενειών-φορείς της FRA10A 

εµφανίζουν ήπια διανοητική καθυστέρηση (δυσχέρεια οµιλίας, αυτισµό) ή 

αναπτυξιακές ανωµαλίες. Ωστόσο, δεν είναι τελείως ξεκάθαρη η συσχέτιση της 

εύθραυστης θέσης FRA10A µε την εκδήλωση παθολογικού φαινοτύπου καθώς έχουν 

ταυτοποιηθεί και άτοµα-φορείς που έχουν φυσιολογικό δείκτη νοηµοσύνης. Συνεπώς 

είτε πρόκειται για µεροληψία της δειγµατοληψίας είτε πράγµατι υπάρχει συσχέτιση µε 

τον παθολογικό φαινότυπο άλλα µε µειωµένη διεισδυτικότητα. 

  
1.7. Αντικείµενο της διατριβής 

 Κατά την έναρξη της διατριβής, η οµάδα µας, στα πλαίσια του Προγράµµατος 

Χαρτογράφησης και Αλληλούχησης του Γονιδιώµατος του Ανθρώπου, είχε 

κατασκευάσει τον γενετικό χάρτη και τον χάρτη κυτταρικών υβριδίων του 

χρωµοσώµατος 10. Τα αποτελέσµατα αυτής της προσπάθειας αξιοποιήθηκαν 

περαιτέρω κατά την διατριβή αυτή, για την κατασκευή του φυσικού χάρτη υψηλής 

ευκρίνειας ο οποίος χρησιµοποιήθηκε για την αλληλούχηση του χρωµοσώµατος 

αυτού. Οι πληροφορίες από την χαρτογράφηση και την αλληλούχηση ήταν τα 

εργαλεία µας για να προχωρήσουµε στην κλωνοποίηση και το χαρακτηρισµό νέων 

γονιδίων από την περιοχή 10q23.3 που συσχετίζονται µε παθολογικές καταστάσεις. 

Ειδικότερα, το αντικείµενό µας ήταν: 

1. Η συµβολή στην κατασκευή του φυσικού χάρτη υψηλής ευκρίνειας γενωµικών 

κλώνων των χρωµοσωµικών περιοχών 10q23.3-q25.1 και 10q26.2-qtel, συνολικού 

µήκους ~35Mb.  

2. Η αξιοποίηση του φυσικού χάρτη και της γενωµικής αλληλουχίας για την in silico 

κατασκευή του γονιδιακού χάρτη της κρίσιµης περιοχής για την αυτοσωµική επικρατή 

µερική επιληψία του κροταφικού λοβού (ADLTE) στο 10q23.3 και η δοµική ανάλυση 

νέων υποψηφίων γονιδίων της περιοχής αυτής και 

3. Η κλωνοποίηση, ο χαρακτηρισµός και η λειτουργική ανάλυση του γονιδίου  

FRA10AC1 που χαρτογραφείται στην εύθραυστη χρωµοσωµική θέση FRA10A. 
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ΥΛΙΚΑ 
 
2.1. Θρεπτικά 

 Όλα τα θρεπτικά υλικά έγιναν µε υπερκάθαρο νερό και αποστειρώθηκαν είτε 

σε κλίβανο ατµού είτε µε διήθηση µέσω ηθµού µε διάµετρο πόρων 0,22µm. Κατά 

περίπτωση και µετά την αποστείρωση προστίθονταν το κατάλληλο αντιβιοτικό  

(Πιν. 3).  

 
 Πιν. 3: ∆ιαλύµατα αντιβιοτικών 

Αντιβιοτικό ∆ιαλύτης Στοκ Τελική συγκέντρωση
αµπικιλλίνη H2O 10mg/ml 100µg/ml, 50µg/ml (pcDNAI)
καναµυκίνη H2O 10mg/ml 30µg/ml
χλωραµφαινικόλη απόλυτη αιθανόλη 25mg/ml 12,5µg/ml
τετρακυκλίνη απόλυτη αιθανόλη 5mg/ml 10µg/ml  

 

 Καλλιέργεια σακχαροµύκητα 

YEP: 10gr yeast extract, 20 gr bactopeptone, 20gr γλυκόζη ανά λίτρο. Ρύθµιση του 

pH στο 7-7,5 µε διάλυµα NaOH  

 

SC: 6,7 gr yeast nitrogen base χωρίς αµινοξέα, 20gr γλυκόζη, 2gr σκόνη SC ανά 

λίτρο. Ρύθµιση του pH στο 7-7,5 µε διάλυµα NaOH. Για την παρασκευή στερεού 

θρεπτικού προστίθενται πριν την αποστείρωση 20gr άγαρ / λίτρο.  

 Σκόνη SC: οµοιογενές µίγµα 18 αµινοξέων εξαιρουµένων εκείνων που 
 παράγονται από τους φορείς του συστήµατος των δύο υβριδίων, στη 
 συγκεκριµένη περίπτωση της τρυπτοφάνης (pGBT9) και της λευκίνης 
 (pACT2).  
 

Μ9: Για την παρασκευή 1lt θρεπτικού, αναµιγνύονται 870ml H2O µε 20gr άγαρ και 

αποστειρώνονται. Όταν η θερµοκρασία του διαλύµατος προσεγγίσει τους 55oC, 

προστίθενται 100ml διαλύµατος αλάτων Μ9, 20ml γλυκόζης 20% v/v (#), 40µl 2,5M 

CaCl2 (#), τα απαραίτητα διαλύµατα αµινοξέων και νουκλεοτιδίων και το κατάλληλο 

αντιβιοτικό. Τα συστατικά αναµιγνύονται και το υλικό µοιράζεται σε τρυβλία, όπου και 

στερεοποιείται. 

 ∆ιάλυµα αλάτων Μ9: 6gr Na2HPO4, 0,5gr KH2PO4, 1gr NH4Cl ανά 100ml.  

 

∆ιαλύµατα αµινοξέων και νουκλεοτιδίων: Σε όλα το pH ρυθµίζεται στο 7 µε αραιό 

διάλυµα NaOH. Χρησιµοποιήθηκαν διαλύµατα αδενίνης x50 (12,5mM), ουρακίλης 

x100 (20mM), ιστιδίνης x300 (100mM) και τρυπτοφάνης x100 (55mM, φυλάσσεται 

στους 4oC σε σκοτάδι). 
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 Καλλιέργεια βακτηρίων 

LB: 10gr bacto-tryptone, 5gr bacto yeast extract, 10gr NaCl ανά λίτρο. Ρύθµιση του 

pH στο 7-7,5 µε διάλυµα NaOH (*). Για την παρασκευή στερεού θρεπτικού 

προστίθενται πριν την αποστείρωση 15gr άγαρ / λίτρο. 

 

 Καλλιέργεια κυττάρων θηλαστικών 

Θρεπτικό µέσο DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium µε 4 mM L-glutamine, 

0.45% glucose, 0.15% sodium bicarconate, 50µg/ml gentamycin (δεν είναι 

απαραίτητο για την ανάπτυξη των κυττάρων).  

 
2.2. Βιβλιοθήκες DNA 

 Γενωµική βιβλιοθήκη RPCI-11: Γενωµική βιβλιοθήκη που χρησιµοποιήθηκε 

από όλα τα εργαστήρια που µετείχαν στη χαρτογράφηση και την αλληλούχηση του 

ανθρώπινου γονιδιώµατος. Κατασκευάστηκε από DNA λεµφοκυττάρων άρρενος 

στον φορέα pBACe 3.6 (~8kb) που είναι κατάλληλος για λήψη µεγάλων ενθεµάτων, 

παράγει υψηλό αριθµό αντιγράφων και παρέχει ανθεκτικότητα σε χλωραµφαινικόλη. 

Το µέσο µέγεθος των ενθεµάτων εκτιµάται σε ~170kb και η αντιπροσώπευση του 

ανθρώπινου γονιδιώµατος είναι >10 φορές. Χρησιµοποιήθηκε στη διευθετηµένη 

(gridded) της µορφή, σε 36 νάιλον φίλτρα (8x 12cm) που περιέχουν ~220,000 

κλώνους. Τα φίλτρα µας παραχωρήθηκαν από το συνεργαζόµενο Sanger Centre. 

Περισσότερες πληροφορίες υπάρχουν διαθέσιµες στο: http://bacpac.chori.org/ 

hmale11.htm 

 

 Γενωµική χρωµοσωµοειδική βιβλιοθήκη: Η βιβλιοθήκη αυτή 

κατασκευάστηκε στο Sanger Centre µε γενωµικούς κλώνους κυρίως της RPCI-11 

που εµφανίστηκαν θετικοί, βάσει υβριδοποίησης, για STSs του χρωµοσώµατος 10. 

Χρησιµοποιήθηκε στη διευθετηµένη της µορφή σε τρία νάιλον φίλτρα 

(SC10BACpoly_B_1, SC10BACpoly_B_2 και SC10BACpoly_K_1, 8 x 12cm) που 

περιέχουν ~18,000 κλώνους.  

 
 Βιβλιοθήκη cDNA ήπατος ανθρώπου (MATCHMAKER, Clontech 

cat#HL4024AH): Χρησιµοποιήθηκε στο πείραµα των δύο υβριδίων. Ο φορέας 

κλωνοποίησης είναι ο pACT2 (Εικ. 9) που παρέχει υψηλά επίπεδα έκφρασης στον 

σακχαροµύκητα λόγω του συστατικού υποκινητή ADH1. Οι χιµαιρικές πρωτεΐνες 

παράγονται σε σύντηξη µε την περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής του 

παράγοντα GAL4 (AD, 114 αµινοξέα) και κατευθύνονται στον πυρήνα λόγω σήµατος 

πυρηνικού εντοπισµού που υπάρχει ανοδικά της AD. Έχει κατασκευαστεί από 
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polyA+ RNA µε συνδυασµό ολιγο-dT και τυχαίων εκκινητών. Το µέσο µέγεθος των 

ενθεµάτων είναι 1,3kb και το ποσοστό των ανασυνδυασµένων κλώνων ~90%. Ο 

φορέας αντιγράφεται αυτόνοµα στην E. coli και στον S. cerevisiae. Φέρει το γονίδιο 

bla (για ανθεκτικότητα στην αµπικιλίνη στην E. coli) και το LEU2 που επιτρέπει στα 

µετασχηµατισµένα κύτταρα του σακχαροµύκητα να αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο 

από το οποίο απουσιάζει η λευκίνη.  

 

 
Εικ. 9: Σχηµατική απεικόνιση του φορέα pACT2. Σηµειώνεται η περιοχή ενεργοποίησης 
της µεταγραφής του παράγοντα GAL4 (GAL4 AD) και τα γονίδια bla (ampr) και LEU2.  
  
 Βιβλιοθήκη cDNA εγκεφάλου ανθρώπου (# Α900-09, Invitrogen): Έχει 
παραχθεί από polyA+ RNA εγκεφάλου ενήλικος µε εκκινητή ολιγο-dT και 

χρησιµοποιήθηκε σε µορφή µετασχηµατισµένων βακτηρίων (E.coli, MC1061/P3). Ο 

φορέας κλωνοποίησης είναι ο pCDNAI, που προσφέρει ανθεκτικότητα στην 

αµπικιλλίνη. Το µέσο µέγεθος των ενθεµάτων είναι 1,3kb. Πριν την διερεύνησή της, 

προσδιορίστηκε ο τίτλος της σε 107 (αποικίες/ml).  

 
2.3. Βάσεις δεδοµένων και προγράµµατα επεξεργασίας αλληλουχιών  

Αλληλουχία χρωµοσώµατος 10: http://www.sanger.ac.uk/HGP/Chr10/  

και διερεύνησή της http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/chr10  

Blastn, Blastp: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 

Blast 2 sequences: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi 

CEPH: http://locus.umdnj.edu/nigms/ceph/ceph.html 

Clustlw: http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html  

dbEST: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html 

Ensembl: http://www.ensembl.org/  

Genbank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html   

GeneMap99: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genemap99/map.cgi?CHR=10 
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Genethon: http://www.genlink.wustl.edu/genethon_frame/ 

Interpro: http://www.ebi.ac.uk/interpro/   

Marshfield: http://research.marshfieldclinic.org/genetics/Map_Markers/maps/ 

                    IndexMapFrames.html 

NetPhos: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/     

Pfam: http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/ 

ProtParam: http://au.expasy.org/tools/protparam.html 

SHGC-G3: http://www-shgc.stanford.edu/resources/humanrhmap.html 

SMART: http://smart.embl-heidelberg.de/ 

PSORT II: http://www.psort.org/ 

Sanger Centre http://www.sanger.ac.uk/ 

SUMOplot: http://www.abgent.com/doc/sumoplot 

TMpred: http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html 

UniSTS: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=unists 

Φυσικός χάρτης χρωµοσώµατος 10: http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/humace/                       

      fpcwebmap.cgi 

WI-RH: http://www.broad.mit.edu/cgi-bin/contig/phys_map 

 
2.4. Εκκινητές 

 Οι εκκινητές των STSs (Πιν. 4) που χρησιµοποιήθηκαν κατά την κατασκευή 

του φυσικού χάρτη παρασκευάστηκαν στο Sanger Centre. Οι υπόλοιποι (Πιν. 5) 

επιλέχθηκαν ώστε το µήκος τους να υπερβαίνει τα 17 νουκλεοτίδια, να υπάρχει C ή 

G στο 3’ άκρο τους ενώ αποφευχθήκαν επαναλήψεις του ίδιου νουκλεοτιδίου, 

παλίνδροµα τµήµατα και περιοχές συµπληρωµατικές µέσα στον ίδιο εκκινητή ή στο 

ζευγάρι του. Επιπλέον, για τα ζεύγη των εκκινητών και όταν υπήρχε δυνατότητα, 

επιλέχθηκαν παρόµοια Tm. Η σύνθεσή τους έγινε στην MWG-Βiotech.   

 

2.5. Βακτηριακά στελέχη  

DH5a: Χρησιµοποιήθηκαν σε µετασχηµατισµό κατά την κλωνοποίηση τεµαχίων DNA 

σε πλασµιδιακούς φορείς καθώς η απόδοση είναι υψηλή και υπάρχει δυνατότητα 

επιλογής των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων λόγω της µεταλλαγής που φέρουν στο 

γονίδιο LacZ που εµποδίζει την σύνδεση των υποµονάδων (και την ενεργότητα) της 

β-γαλακτοσιδάσης, η οποία όµως συµπληρώνεται από φορείς που παράγουν το α-

πολυπεπτίδιο. Έτσι τα µη ανασυνδυασµένα πλασµίδια αποκαθιστούν στα 

µετασχηµατισµένα βακτήρια την ενεργότητα του ενζύµου, ενώ αυτά που έχουν δεχθεί 

ένθεµα, όχι. Κατ’ επέκταση οι αντίστοιχες αποικίες είναι λευκές παρουσία X-gal.  
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KC8: Είναι αυξότροφα σε λευκίνη, τρυπτοφάνη, oυρακίλη, ιστιδίνη και αδενίνη 

κάνοντας δυνατή την επιλογή των πλασµιδίων που φέρουν τα αντίστοιχα γονίδια, 

όταν αναπτύσσονται σε ελάχιστο θρεπτικό µέσο Μ9, ή συγκεκριµένων πλασµιδίων 

αν προστεθούν τα κατάλληλα συστατικά στο M9. Χρησιµοποιήθηκαν για την 

εξάλειψη του «δολώµατος», καθώς είχαν καλλιεργηθεί παρουσία τρυπτοφάνης, µετά 

από τον µετασχηµατισµό τους µε το DNA των θετικών κλώνων του πειράµατος των 

δύο υβριδίων. Το DNA που αποµονώνεται από αυτά είναι µεθυλιωµένο γιατί τα 

κύτταρα φέρουν τη µεταλλαγή hsdR. Επίσης εµφανίζουν ανθεκτικότητα στην 

καναµυκίνη λόγω του µεταθετού στοιχείου Τn5 που περιέχουν. 

 
BL21 (DE3) CodonPlus: Έχουν σε λυσιγονία τον βακτηριοφάγο DE3 (παράγωγο 

του βακτηριοφάγου λ) που φέρει το γονίδιο της Τ7 RNA πολυµεράσης κάτω από τον 

έλεγχο του υποκινητή lacUV5, ο οποίος επάγεται µε IPTG. Έτσι, η προσθήκη IPTG 

σε κύτταρα µετασχηµατισµένα µε ένα πλασµίδιο µε υποκινητή Τ7, οδηγεί στην 

παραγωγή της Τ7 RNA πολυµεράσης που µε τη σειρά της µεταγράφει το γονίδιο που 

έχει κλωνοποιηθεί στο πλασµίδιο. Επιπλέον, έχουν το πλασµίδιο RIL που περιέχει 

γονίδια για τα tRNAs argU, ileW, leuY και proL (που είναι σπανιότερα στην E.coli και 

που πιθανόν να απαιτούνται συχνότερα για την σύνθεση ετερόλογων πρωτεϊνών) και 

γονίδιο για ανθεκτικότητα σε χλωραµφαινικόλη. 

 
2.6. Κυτταρικές σειρές θηλαστικών  

 Όλες οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήσαµε καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό 

υλικό DMEM µε 10% (CV-1, COS-7, HeLa) ή 20% FCS (CaCO2) ή 8% CS (NIH-3T3) 

και 50µg/ml gentamycin στους 37οC παρουσία 5% ή 8% (NIH-3T3) CO2. Όλα 

αναπτύσσονται σχηµατίζοντας µονοστοιβάδες. Χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα 

υποκυτταρικού εντοπισµού. Επιπλέον τα COS-7 αξιοποιήθηκαν για την παραγωγή 

πρωτεϊνών που συµµετείχαν σε δοκιµές συν- και ανοσο- κατακρήµνισης.  

CV1 (ATCC #CCL 70): Προέρχονται από νεφρό αφρικανικού πράσινου πιθήκου. 

COS-7 (ATCC #CRL 1651): Προέρχονται από τα CV-1 µετά από µετασχηµατισµό 

τους µε τον ιό SV40 που είναι ενσωµατωµένος στο γονιδίωµα και έχει καταστεί 

ανενεργός όσον αφορά την αντιγραφή του. Έτσι, τα COS-7 εκφράζουν το Τ αντιγόνο 

που είναι η µόνη πρωτεΐνη που απαιτείται για την έναρξη της αντιγραφής του SV40. 

Ο ιός δεν µπορεί να αντιγραφεί αλλά οι πλασµιδιακές κατασκευές µε τις οποίες 

διαµολύνονται τα κύτταρα αυτά, φέρουν τη θέση έναρξης της αντιγραφής του και έτσι 

πολλαπλασιάζεται ο αριθµός των αντιγράφων τους (104 -105 ανά κύτταρο) που 

συνεπάγεται υψηλά επίπεδα έκφρασης των αντίστοιχων πρωτεϊνών.  

HeLa (CCL-2): Επιθηλιακά κύτταρα ανθρώπου από αδενοκαρκίνωµα τραχήλου  
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HepG2 (ATCC #HB-8065): Κύτταρα από ηπατοκαρκίνωµα ανθρώπου 
CaCO2 (ATCC #HTB 37): Κύτταρα ανθρώπου από αδενοκαρκίνωµα εντέρου.  
NIH-3T3 (CRL-1658): Εµβρυϊκοί ινοβλάστες ποντικού. 

 
2.7. Αντισώµατα 

 Όλα τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα ανοσοφθορισµού, 

Western και ανοσοκατακρήµνισης καθώς και οι συνθήκες επώασης και η προέλευσή 

τους παρατίθενται στον Πιν. 6.  

 

2.8. ∆είγµατα DNA 

 Κατά την κατασκευή του γενετικού χάρτη του χρωµοσώµατος 10 (Moschonas 

N.K, 1996) στα πλαίσια του προγράµµατος EUROGEM (European Gene Mapping 

Project), µας παραχωρήθηκαν από το δείγµατα γενωµικού DNA από τις οικογένειες 

αναφοράς CEPH (Centre d'Etude du Polymorphisme Humain). Στην εργασία αυτή, τα 

δείγµατα χρησιµοποιήθηκαν για την γονοτυπική ανάλυση της επανάληψης CGG του 

FRA10AC1 και για την παρασκευή των STSs του φυσικού χάρτη.  

  
2.9. Πλασµιδιακοί φορείς 

 Χρησιµοποιήθηκαν φορείς κλωνοποίησης τεµαχίων DNA για προσδιορισµό 

της αλληλουχίας τους και για πραγµατοποίηση αντιδράσεων µεταγραφής in vitro 

καθώς και φορείς έκφρασης γονιδίων σε βακτήρια, σακχαροµύκητα και κύτταρα 

θηλαστικών.  

 

 Απλοί φορείς κλωνοποίησης 

 pGEM-T Εasy (Promega, #A3600): Παρέχεται σαν γραµµικός φορέας και 

είναι κατάλληλος για την κλωνοποίηση προϊόντων PCR καθώς στα 3’ άκρα του φέρει 

προεξέχοντα νουκλεοτίδια θυµιδίνης που υβριδοποιούνται µε τα προεξέχοντα 

νουκλεοτίδια αδενίνης που προστίθενται από πολλές Taq DNA πολυµεράσες στα 5’ 

άκρα των προϊόντων PCR. Επιπλέον, έχει πολλαπλές επιλογές στον polylinker του 

και περιλαµβάνει τους υποκινητές Τ7 και SP6 που επιτρέπουν την αλληλούχηση µε 

τη χρήση των αντίστοιχων εκκινητών και τις αντιδράσεις µεταγραφής in vitro µε τις 

αντίστοιχες RNA πολυµεράσες. Επίσης, περιλαµβάνει το γονίδιο lacZ για χρωµατική 

επιλογή των ανασυνδυασµένων κλώνων. 

 pBluescript II KS + (Stratagene, #212207): Χρησιµοποιήθηκε για την 

κλωνοποίηση ενθεµάτων DNA καθώς έχει πολλαπλές επιλογές ένθεσης DNA στον 

polylinker του, φέρει το γονίδιο lacZ, καθιστώντας εύκολη την επιλογή των 

ανασυνδυασµένων κλώνων και περιλαµβάνει τους υποκινητές Τ3 και Τ7 που 
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επιτρέπουν την αλληλούχηση µε τη χρήση των αντίστοιχων εκκινητών και τις 

αντιδράσεις µεταγραφής in vitro.  

 
 Φορείς έκφρασης σε βακτήρια 

 pGEX (Amersham Biosciences, #27-4803-01): Φορέας επαγόµενης 

έκφρασης χιµαιρικών πρωτεϊνών µε την GST στο Ν-τελικό τους άκρο. H έκφραση 

των πολυπεπτιδίων ελέγχεται από τον υποκινητή tac στον οποίο είναι 

προσδεδεµένος ο καταστολέα lacIq, που παράγεται επίσης από τον φορέα. Σε 

περίπτωση επαγωγής µε IPTG, ο lacIq  συνδέεται µε αυτό, απελευθερώνοντας έτσι 

τον υποκινητή. Η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη ανιχνεύεται µε το anti-GST και 

αποµονώνεται µε χρωµατογραφία συγγένειας µε σεφαρόζη-γλουταθειόνη.  

 

 pET-26b(+)(Novagen# 69862-3): Η έκφραση των χιµαιρικών πρωτεϊνών είναι 

υπό τον έλεγχο του υποκινητή Τ7. Το παραγόµενο πολυπεπτίδιο φέρει στο Ν-τελικό 

του άκρο την αλληλουχία pelB, που είναι σήµα για τον εντοπισµό του στον 

περιπλασµικό χώρο, και στο C-τελικό του άκρο τον επίτοπο 6-His, που επιτρέπει την 

ανίχνευση µε το αντίστοιχο αντίσωµα και την αποµόνωση µε σεφαρόζη-Ni-NTA. 

 

 Φορείς έκφρασης σε σακχαροµύκητα 

 pGBT9 (BD Bioscience Clontech, #K1605-A): Τα χιµαιρικά µόρια παράγονται 

σε σύντηξη µε την περιοχή πρόσδεσης στο DNA (DNA-BD, 147 αµινοξέα) του 

παράγοντα GAL4 στο Ν-τελικό τους άκρο. Η υβριδική πρωτεΐνη εκφράζεται στα 

κύτταρα του σακχαροµύκητα σε σχετικά χαµηλά επίπεδα από τµήµα του συστατικού 

υποκινητή ADH1 και κατευθύνεται στον πυρήνα λόγω σήµατος πυρηνικού 

εντοπισµού που φέρει η αλληλουχία DNA-BD. Ο φορέας αντιγράφεται αυτόνοµα 

στην E. coli και στον S. cerevisiae. Φέρει το γονίδιο bla (για ανθεκτικότητα στην 

αµπικιλίνη στην E. coli) και το TRP1 που επιτρέπει στα µετασχηµατισµένα κύτταρα 

του σακχαροµύκητα να αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο από το οποίο απουσιάζει η 

τρυπτοφάνη.  

 
 Φορείς έκφρασης σε κύτταρα θηλαστικών 

 pEGFP (BD Bioscience Clontech, #6084-1): Οι χιµαιρικές πρωτεΐνες φέρουν 

την ΕGFP είτε στο αµινοτελικό τους άκρο (αν χρησιµοποιηθούν οι φορείς C1-3) είτε 

στο καρβοξυτελικό τους άκρο (για τους φορείς Ν1-3) επιτρέποντας έτσι τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό τους και την ανίχνευσή τους µε το αντίστοιχο αντίσωµα. Η 

EGFP είναι ιδιαίτερα σταθερή πρωτεΐνη και ο φθορισµός της διατηρείται για µεγάλα 

χρονικά διαστήµατα. Ο φορέας έχει τον υποκινητή CMV που παρέχει υψηλά επίπεδα 
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έκφρασης και την θέση έναρξης της αντιγραφής του ιού SV40 που του επιτρέπει να 

πολλαπλασιάζεται σε κύτταρα θηλαστικών που εκφράζουν το αντιγόνο Τ.  

 

 pcDNA3.1 His (Invitrogen, #V38520): Οι χιµαιρικές πρωτεΐνες εκφράζονται 
σε υψηλά επίπεδα λόγω του υποκινητή CMV σε σύντηξη µε τους επίτοπους 6-His και 

Xpress στο αµινοτελικό τους άκρο. Έτσι είναι εφικτός ο εντοπισµός τους είτε 

υποκυτταρικά είτε in vitro µε χρήση των αντίστοιχων αντισωµάτων. Επιπλέον, ο 

φορέας έχει την θέση έναρξης της αντιγραφής του ιού SV40 και έτσι 

πολλαπλασιάζεται σε κύτταρα θηλαστικών που εκφράζουν το αντιγόνο Τ.  

 

 pcDNA3.1 (+) myc-His (Invitrogen, #V80020): Έχει τα ίδια χαρακτηριστικά µε 

τον pcDNA3.1 His µε αντικατάσταση του επιτόπου Xpress µε το Myc.  

 
2.10. Πλασµιδιακές κατασκευές  
 
 Παρατίθενται τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια που χρησιµοποιήθηκαν και ο 

τρόπος κατασκευής τους, ταξινοµηµένα ανά γονίδιο που αναλύσαµε: 

 
 Lgi1-4 

 
 Lgi1/pBluescript KS+: PCR σε 50ng γενωµικού DNA ποντικού µε τους 

εκκινητές mLGI1F-mLGI1R και κλωνοποίηση του προϊόντος (434bp) στη SmaI του 

pBluescript KS+. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 1267-1700 του cDNA 

(ΝΜ_020278). 

 Lgi2/pBluescript KS+: Τεµαχισµός του κλώνου IMAGE  #313745 (W10952) 

µε XmnI, αποµόνωση του ενθέµατος (380bp) και κλωνοποίησή του στη θέση SmaI 

του pBluescript KS+. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 1463-1844 του cDNA 

(NM_144945).  

 Lgi3/pBluescript KS+: PCR σε 50ng γενωµικού DNA ποντικού µε τους 

εκκινητές mLGI3F-mLGI3R1 και κλωνοποίηση του προϊόντος (366bp) στη SmaI του 

pBluescript KS+. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 1690-2055 του cDNA 

(ΝΜ_145219).  

 Lgi4/pBluescript KS+: PCR σε 50ng γενωµικού DNA ποντικού µε τους 

εκκινητές mLGI4F και mLGI4R. Το προϊόν (733bp) κλωνοποιήθηκε στον pGEM T-

Easy από όπου και εξήχθη µε SacII και SalI για να κλωνοποιηθεί στις αντίστοιχες 

θέσεις του pBluescript KS+. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 1680-2412 του 

cDNA (ΝΜ_144556).  
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 3077 

 3077/ pcDNA 3.1 Myc.His: PCR µε τους εκκινητές MycFnew-MycR, στον 

κλώνο που αποµονώθηκε από την βιβλιοθήκη και αντιστοιχεί στο µετάγραφο 1 

(Εικ.11), τεµαχισµό του προϊόντος µε BamHI και EcoRI (θέσεις στους εκκινητές) και 

κλωνοποίηση στις αντίστοιχες θέσεις του pcDNA 3.1 Myc.His. Το ένθεµα αντιστοιχεί 

στα νουκλεοτίδια 234-1373 του cDNA (AJ294945).  

 

 AJ312051 

 AJ312051/ pBluescript KS+: PCR µε τους εκκινητές F_BamHI και R_Kpn σε 

RT από νεφρό ανθρώπου (MTC cDNA panels, Clontech), τεµαχισµό του προϊόντος 

µε BamHI και Kpn (θέσεις στους εκκινητές) και κλωνοποίηση στις αντίστοιχες θέσεις 

του pBluescript KS+. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 352-1359 του cDNA 

(AJ312051).  

 AJ312051/ pEGFPC1: Τεµαχισµός του κλώνου AJ312051/ pBluescript KS+ 

µε BamHI και KpnI, αποµόνωση του ενθέµατος και κλωνοποίησή του στις αντίστοιχες 

θέσεις του pEGFPC1. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 352-1359 του cDNA 

(AJ312051).  
 

 FRA10AC1 
 FRA10AC1_pGEM_T_Easy: PCR µε τους εκκινητές F και R4 σε RT από 

όρχεις ανθρώπου (MTC cDNA panels, Clontech) και κλωνοποίηση του προϊόντος 

στον pGEM_T_Easy (προσανατολισµός: το 5’ προς τον Τ7). Το ένθεµα αντιστοιχεί 

στα νουκλεοτίδια 189-1137 του cDNA. 

 FRA_full_pGEX_4Τ_1: τεµαχισµός του κλώνου FRA10AC1_pGEM_T_Easy 

µε  BamHI και EcoRI και κλωνοποίηση του ενθέµατος στις αντίστοιχες θέσεις του 

pGEX-4T-1. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 189-1137 του cDNA. 

 FRA_BglII_EcoRI_pGEX_4T2: τεµαχισµός του κλώνου FRA10AC1_ pcDNA 

3.1_His B µε BglII και EcoRI, αντίδραση γεµίσµατος και κλωνοποίηση στη Sma του 

pGEX-4T-2. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 633-1138 του cDNA. 

 FRA_BbsI_Stu_pGEX4T_1: τεµαχισµός του κλώνου FRA_full_pEGFP_N1 

µε BbsI και StuI, αποµόνωση του ενθέµατος, γέµισµα των άκρων και κλωνοποίησή 

του στη SmaI του pGEX-4T-1. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 479-960 του 

cDNA. 

 FRA_full_pET26b+: PCR µε τους εκκινητές F5 και R5 στον κλώνο 

FRA10AC1_pGEM-T Easy, τεµαχισµό του προϊόντος µε BamHI και EcoRI (θέσεις 

στους εκκινητές) και κλωνοποίησή του στις αντίστοιχες θέσεις του pET26b+. Το 

ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 197-1138 του cDNA. 
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 FRA_full_pGBT9: Τεµαχισµός του κλώνου FRA10AC1_pGEM_T_Easy µε 

EcoRI, αποµόνωση του ενθέµατος και κλωνοποίησή του στην αντίστοιχη θέση του 

pGBT9. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 189-1137 του cDNA. 

 FRA_Ν-terminal_pGBT9: Τεµαχισµός του κλώνου FRA_full_pGBT9 µε PstI, 

αποµόνωση του ανασυνδυασµένου φορέα µε το παραµένον τµήµα του FRA10AC1 

(νουκλεοτίδια: 189-953 του cDNA) και επανακυκλοποίησή του.  

 FRA_C-terminal_pGBT9: Τεµαχισµός του κλώνου FRA_full_pGBT9 µε PstI, 

αποµόνωση του θραύσµατος 185bp και κλωνοποίησή του στη θέση PstI του pGBT9. 

Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 953-1137 του cDNA. 

 FRA_full_pEGFP_N1: Τεµαχισµός του κλώνου FRA10AC1_pGEM_T_Easy 

µε BamHI και EcoRI, αποµόνωση του ενθέµατος και κλωνοποίησή του σε BglII-

EcoRI του pEGFP_N1. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 189-1137 του cDNA. 

 FRA_1_BglII_pEGFP_C1: Τεµαχισµός του κλώνου FRA_full_pET26b+ µε 

BamHI και BglII, αποµόνωση του θραύσµατος ~450bp (νουκλεοτίδια 198-636 του 

cDNA), αντίδραση γεµίσµατος των προεξέχοντων άκρων και κλωνοποίησή του στον 

pEGFPC1 που έχει τεµαχιστεί µε Xho και έχει υποστεί αντίδραση γεµίσµατος. Το 

ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 197-636 του cDNA. 

 FRA_BglII_Pst_pEGFP_C1: Τεµαχισµός του κλώνου 

FRA_BglII_EcoRI_pGEX_4T2 µε BamHI και PstI, αποµόνωση του τεµαχίου ~320bp 

(νουκλεοτίδια 633-954 του cDNA) και κλωνοποίηση στις θέσεις BglII και PstI του 

pEGFPC1.  

 FRA_BbsI_Stu_pEGFPC1: Τεµαχισµός του κλώνου 

FRA_BbsI_Stu_pGEX_4T1 µε SalI, αντίδραση γεµίσµατος, τεµαχισµός µε BamHI, 

αποµόνωση του ενθέµατος και κλωνοποίησή του στις θέσεις BglII και SmaI του 

pEGFPC1. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 479-960 του cDNA. 

 FRA_BbsI_BglII_pEGFP_C1: Τεµαχισµός του κλώνου 

FRA_BbsI_Stu_pEGFPC1 µε BglII και BamHI αποµόνωση του τεµαχίου ~5kb που 

περιλαµβάνει τον φορέα και το τµήµα του cDNA που αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 

479-636 και επανακυκλοποίησή του.  

 FRA_Pst_end_pEGFP_C1: To µετάγραφο «α» του FRA10AC1 που ορίζεται 

από τους εκκινητές F3 και R2 είχε κλωνοποιηθεί στον pGEM_T_Easy. Από εκεί 

αποµονώθηκε µε EcoRI και κλωνοποιήθηκε στην ίδια θέση του pEGFPC1. Το ένθεµα 

αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 951-1252 του cDNA.  

 FRA10AC1_ pcDNA 3.1_His B: Τεµαχισµός του κλώνου FRA_full_pET26b+ 

µε BamHI και EcoRI και κλωνοποίηση στις αντίστοιχες θέσεις του pcDNA 3.1 His B. 

Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 197-1138 του cDNA. 
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 Fra10ac1_pBluescript KS+: PCR µε τους εκκινητές mFRAF-mFRAR σε 

50ng DNA βιβλιοθήκης cDNA εµβρύου ποντικού αναπτυξιακού σταδίου Ε10.5 και 

κλωνοποίηση του προϊόντος (494bp) στη SmaI του pBluescript KS+. Το ένθεµα 

αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 250-743 του cDNA του ποντικού (BN000292). 

 

 DGCR14 

 DGCR14_pcDNA3.1_HisA: Τεµαχισµός του κλώνου DGCR14_pACT2 µε 

HindIII, αντίδραση γεµίσµατος, τεµαχισµός µε BamHI, αποµόνωση του ενθέµατος και 

κλωνοποίησή του στις θέσεις BamHI και EcoRV του pcDNA3.1_HisA. Το ένθεµα 

αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 83-1422 του cDNA (Genbank Id: NM_022719).            

 DGCR14_pEGFP_C1: Τεµαχισµός του κλώνου DGCR14_pACT2 µε BamHI 

και BglII, αποµόνωση του ενθέµατος, αντίδραση γεµίσµατος και κλωνοποίηση στη 

θέση SmaI του φορέα pEGFPC1. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 83-1698 

του cDNA (Genbank Id: NM_022719).   

 DGCR1425-472_pGEX 3X: Τεµαχισµός του κλώνου DGCR14_pACT2 µε 

HindIII, αντίδραση γεµίσµατος, τεµαχισµός µε BamHI, αποµόνωση του ενθέµατος και 

κλωνοποίησή του στις θέσεις BamHI και SmaI του pGEX 3X. Το ένθεµα αντιστοιχεί 

στα νουκλεοτίδια 83-1422 του cDNA (Genbank Id: NM_022719).         
 DGCR1425-222_pGEX 4T-2: Τεµαχισµός του κλώνου DGCR1425-472_pGEX 3X 

µε EcoRI, αποµόνωση του τεµαχίου ~600bp και  κλωνοποίησή του στη θέση EcoRI 

του pGEX 4T-2. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 83-673 του cDNA (Genbank 

Id: NM_022719). 

 DGCR14223-472_pGEX 3X:  Τεµαχισµός του κλώνου DGCR1425-472_pGEX 3X 

µε EcoRI, αποµόνωση του τεµαχίου ~750bp και  κλωνοποίησή του στη θέση EcoRI 

του pGEX 3X. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 674-1422 του cDNA (Genbank 

Id: NM_022719). 

 DGCR14294-472_pGEX 3X: Τεµαχισµός του κλώνου DGCR1425-472_pGEX 3X 

µε XhoI και SalI, αποµόνωση του τεµαχίου ~5,4kb, που περιλαµβάνρι τον φορέα και 

µέρος του ενθέµατος, αντίδραση γεµίσµατος και ακόλουθη αντίδραση 

επανακυκλοποίησης. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 889-1422 του cDNA 

(Genbank Id: NM_022719). 

 DGCR14218-316_pGEX 3Χ:  PCR χρησιµοποιώντας τους εκκινητές 
DGSI_F1_BamHI και DGSI_R2_EcoRI και υπόστρωµα DNA της πλασµιδιακής 

κατασκευής DGCR1425-472_pGEX 3X. Το προιόν, µετά τον τεµαχισµό του µε BamHI 

και EcoRI (θέσεις στους εκκινητές) κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα 

pGEX 3Χ. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 679-957 του cDNA (Genbank Id: 

NM_022719). 
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 DGCR14390-472_pGEX 3Χ: Τεµαχισµός του κλώνου DGCR1425-472_pGEX 3X 

µε SalI, αντίδραση γεµίσµατος, τεµαχισµός µε StuI, αποµόνωση του τµήµατος ~5,2kb 

και επανακυκλοποίησή του µε αντίδραση σύνδεσης. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα 

νουκλεοτίδια 1176-1422 του cDNA (Genbank Id: NM_022719). 

 Dgcr14_pBluescript KS+: Τεµαχισµός του κλώνου IMAGE 3708646 

(Genbank ID BC013711) µε Pst, αποµόνωση του τεµαχίου ~1,1kb και κλωνοποίησή 

του στην αντίστοιχη θέση του φορέα pBluescript KS+. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα 

νουκλεοτίδια 1425-2587 του cDNA BC013711.  

 
 SAP145 

 SAP145/pcDNA3.1 HisA: Τεµαχισµός του κλώνου SAP145_pACT2 µε 

BamHI, αποµόνωση του ενθέµατος και κλωνοποίησή του στην BamHI του pcDNA3.1 

HisA. Το ένθεµα αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια 508-2484 του cDNA (Genbank Id: 

U41371) 

 Sap145_pBluescript KS+: Τεµαχισµός του κλώνου IMAGE 3582542 

(Genbank ID BC029745) µε StuI και BamHI, αποµόνωση του τεµαχίου ~720bp και 

κλωνοποίησή του στις θέσεις EcoRV και BamHI του pBluescript KS+. Το ένθεµα 

αντιστοιχεί στα νουκλεοτίδια  2345-3069 του cDNA BC029745.  

 

2.11. Αντιδραστήρια 

Τα χηµικά που χρησιµοποιήθηκαν παρασκευάστηκαν από τις εταιρίες Merck, Sigma 

και Scharlaw. 
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Πιν. 4: Οι εκκινητές των STSs της χρωµοσωµικής περιοχής 10q23.3-q25.3 (Α) και 
10q26.2-qter (B) 
 
Α.     10q23.3-q25.3 
       1.ΧΑΡΤΗΣ GM99-GB4 

STS                                  ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ  ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ ΘΕΣΗ

FORWARD REVERSE
Z40596 GGCCATGACTTAATCATAC GAGAGGGAGGAGAGAGA 66 428.51 
F09841 CCCATGACTTACCCTAAATCTCC AATGTCCTCATCCATGCACAG 126 428.86 
stSG39758 AAAAGCCCACATTTGAGGTG CGGACCCATAGTGGAAATGT 158 428.86 
stSG41319 TGTTGAAAGGGATTTTTGAAGG CAGGCTTTATTTCAACCAGACA 154 428.86 
stSG32258 CTTGACACAGAGCAACCCAA CACCGTCAACATCAGACACC 168 428.86 
stSG21645 CACAACAAACAGAGCCCCTT GCGGGCATACCAAGTGTC 129 428.86 
stSG29905 GAGCAGTTGTTTCGCTACAGG GACACGCTGTGGCTCATCT 170 428.86 
T92735 CATGCCTGAAGCTATAAGTGAG AATGGTGACTGCCTAACAAC 125 428.86 
H84912 CTACAAGACCGTTAGACTAGAGAG ATATTGACTTTTTGCCCTTCATAG 160 428.86 
stSG45558 GCTTTGTTCGAAAGAATGGTG TTCCATGAAGTTGATGCCAA 120 428.86 
WI-18437 CAATTTTCAGTGGGTTTTATAATCA GATCTCTCAGGGATATTCCATCC 150 428.86 
H92921 AGGTTGCCTCAGTTTACTGG CCCTCCGAGTTTTACAAGAA 177 428.86 
R86942 TTCAGCCAAGAGGACTGTAA CCTAAATGAGACATCTGAGGACATA 198 428.86 
stSG3666 AACTTTGTTAAGCAGCTGAGGG GTTTTGTAATCTGTGAGCACCG 166 429.01 
stSG30644 GGATAATCAAGTTTTTGGCACA AATTCCTCACACCTTGCACC 154 429.01 
stSG16023 CCTTAGAGTATGCAAGCACGC TGTGGCTGTCTCCCAATGT 207 429.18 
stSG41741 TCTGACACCTCAACCCATGA TCCCATGCCACAGAATATGA 131 429.18 
WI-11734 CATTTATTGAGTGCTTACATTTTGC TCTTTTATAGCCCAAGGTAGATGG 125 429.18 
SGC38164 GGTGGGAAGTGGAAGAAACA GATTCTTTTGGGAGCCTTCC 252 430.71 
stSG15752 CATCAGAAGCAACATCTCTTGC ATTCTCCCAGGGTCACACAG 214 430.81 
WI-17128 TAAGGCCCGTGTCTGTTTTC ACCCATACCTTAAACATTTTGTCC 125 430.81 
stSG2551 TCTTTCAATTGACAGAGATGCC GCTAGCTCCTCCCTGGTTG 166 432.51 
WI-16578 AAAGTCAAAATTACAGAAAGAAGCA TAAAGAATTATCCGTTTGTTTTTCC 101 432.51 
A008Y13 CAGGGAATCTTGTTATATTTTTG CATATCCTCTTTTCCAATATTGT 107 432.54 
stSG46580 ATCAACAAAACCAACAACTCCC TGTTGTTGGGGAAAATAATGTG 129 432.65 
L25676 TATGTGACTTGCATCGTGG AACCCTCTGGGAACCATC 187 432.92 
A004R39 TCAAAGAAACTACATTAGAGAAG TAGATACTCCAGGAAGAGTTAA 139 433.13 
WI-11615 TAGAGTTTATTTGAGCACAAAGCTT TGCAACCCTGTTTACTGCCT 127 433.13 
stSG26781 TTGTCTAAGTGAGAGATTGCGA TGGCTTAGTTCCTGTCTGCA 149 433.33 
stSG22113 GCACCCTGATGACCTCAAAT GGAAAATGTTTGCCTGTTGG 186 433.33 
W73720 TGCATAGCATTTACACACAGAG ACAAAGTGCCTCGTTTACC 262 433.63 
D10S2211 ATCTGGGGACAGGGCTTC TGTCTGTATTTGGCAGATGAGG 298-299 433.63 
stSG32004 ATGGGGACTCACTATGTTCCC ATTTGGTATTTTTCACGCACG 164 433.68 
L16782 GCCAAGTGATTTTAATGGACC ACAGGATGCAAGTTCCAATG 148 433.73 
stSG2721 CTTTCACGGCATTTGACAGA TTGGACAATTAGCAACAAGTCA 190 433.83 
stSG21644 TGGTACTGAGTGACTTTGGGC CATTCATTGAGGGCCTGTTT 162 433.83 
D10S2197 GAATGTTCCTGGCATTTATTCG AGAGAGTCAGAGGCTGTGCC 275-276 434.34 
stSG12880 GAATGAGTGGGCGAGTGACT TGAGGGAAGAACTGAGTCATCA 112 434.75 
stSG8438 AATGAAATATGATGTCTGGGGG AGCCATGCTATCTAATATGGCA 125 434.75 
stSG47193 AAATGTATTTAACCCAGCAGCA AGCCCCCAGAGACAGAAATT 136 436.66 
stSG39120 CTGTGGGTGGAGAGGACATT TTCCGGTTGATATTCCGGTA 140 438.37 
H10009=stSG55704 TTGTTACTTACGTTGCTTTATTTC CTAACTCCCCATTGACATTG 266 438.68 
SHGC-35401 GGCATTTTGAAGGCATGG CCAGATGGATGATCATGAAGG 222 439.09 
A007J42 ATAGACTATTGATTTCTAGCTCC TATCTCTACAGTGAAGAAACCT 207 440.02 
stSG31377 GGAGGCATTCATTTCAAGGA TCCCGTTGACCTCAGGATAC 136 440.02 
N37073 AGTCAGGTCTCCTGGAAGC CTCGGTGGTACAATTTATGC 184 440.02 
stSG15491 ATTTAGGATTACCCTTCCCACC GAAGCTTCTTTACTGGCCTCA 191 440.02 
stSG8384 GTTTATTGCAGGTTGGAGAAGG GGAGACCCTCTGAGGAGCTT 175 440.02 
stSG48047 TTGAGCAAATTCAATTCTGCA TACCCAAGTGAAGAGAACGTCA 87 440.02 
NIB351 GCTCACACACAAGGAAACTT ACCTTAAAGCTCATTCCTGG 193 440.64 
WI-16054 TTTTTTTGCAGTTCTAAAACAGATT TTTAAAACACAGCATTTACACTGAA 126 440.85 
WI-14114 TTAATATACAACGGGAAATTTGACA TATGTGATTATAATCTGGCTTCTCA 103 441.05 
stSG35189 CTGCCAGGATGTTATATTCCC AAATATTGGAAGGAGTGGCC 121 441.26 
stSG44990 ACACTGTCATCAATTGCTCCC ATATGTGCCCCTTCAATACCC 160 441.26 
stSG31710 TGTTCCATGAACATGGTACATC AGCAAGCAACAAAATCCAGG 124 441.36 
stSG50791 TGCCAATCATTCCGTGTTTA GGAGAAGATGCTTGACTTGATG 121 441.36 
stSG30011 GTGAGCAAAACATCTCTGTTCG CAACAAATCTTTGTTGCTGAGG 137 441.36 
Z40200 TGCACAGCTCTTTCAG TTGGAAATTGCTAAATAGA 85 441.43 
stSG51671 CCAGTATGGAGCATGCCC AGGTGCGCTTATGGAGAGAA 161 441.43 
stSG12559 TGGAAAAGTTGGAATGTGTGA GCTTCTGAGTGGGAAACAGG 115 441.46 
A006X22 ACCAAAATAAAGGCAGAT ACAAATTTCTGAACCTCTTT 207 441.46 
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stSG2803 GGACCTGTGTTACCCAGGG TAAATAAATGTGCCCCCCAA 130 441.46 
stSG35957 GTACAGCTGAGGTCTCGATGGTTG CATGCCTGTGTGCATACATATG 133 441.56 
stSG22466 GGGCCAATAACATTGATAGAGC GGTGAGCCTCTTAGCCTCCT 183 443.37 
stSG13323 CAGGTAAGGGAGGGTGGG TCCTAGCCGCAATAGCATG 113 443.37 
stSG30492 AAAACCCCCACAGAGGATTC AGTGTGGGAACTCTTCCCCT 173 443.37 
WI-16821 TATTGTCAATGGTTTGTTCATGTT TATTTCTGTGGGAATCAAAGTGG 125 443.37 
L16499 CCTGTTTGACCAAGGTGTT CCACGGACGGCTTTAT 238 443.37 
stSG25928 CCAGTCAATGCAAACACATACA TGCACAATTCAAGCCTGTATT 190 443.37 
A006W20 TCCAGAGATGTACATATAATTCT CTTTATCCTCATTGTGGA 238 443.37 
stSG9628 CGTAAAAACTTCTAATCATACAG AGCATTACACAGTATTTATCAGT 103 443.37 
U37426 TTCTGCTCACGATGAGTTTAG ATGCTGACATCTGATTTTGC 178 443.37 
A008Z38 TAAGTAAGAAACAAGGTATCGCT TGTTTGTTTTGTCACCACTATAT 246 445.08 
stSG29640 GATTTTTCTGTGCTCTATGCCC TTACTTTCTTGATGATGCTGCC 129 445.19 
D29519 CATTTAGATGGGTCCAAGCTG CATACTGGCTGTGTCACATGC 164 445.19 
stSG50462 GTACCTAAAGCCCATGAACTGC TCTTGGATACAGGCTGATGTG 122 445.19 
stSG21346 TGGCAGCAAAACCTCTAAGG GCATTTCCCAATGAAGAAGG 148 445.19 
SGC30793 GCTTGAGGCAAGAAAAGGCT CAAGTTCAAAATCCTTACCAGG 150 445.19 
A009B31 TTAAAATGTCACTATTGGGA TCTTGTCCTTTCAAATCAAA 169 445.19 
H90420 CATGTAGAATTTTGAGAACTGAAC TACAAATAAGCATTGAAGTTAGCTC 202 445.19 
stSG66850=L07093 ACAGATGGTCTGGCTGCT TGGAGGCTGAATGTTCACT 138 445.19 
N29485 CCTAGATGGTTCCTTTACAGC AATGGTTATTATCAGAGATTTTCC 123 445.29 
stSG15866 AACATGCAGAAAAGAAATGCC CCTCCATTACGGAGAGTTTCC 191 445.29 
WI-16274 TATACAGAAGCCTTGAAAGGCA CTTGGACTGAGCCTGATTTC 150 445.29 
stSG43195 TCATCACGTAACAGGATCTTCA AAATTGGCACCAAAAATGTACC 144 445.29 
stSG45302 TCATCACGTAACAGGATCTTCA AAATTGGCACCAAAAATGTACC 144 445.29 
stSG3745 CGCCTTCATTGGAATCTAGC GAACTGGAGGGACATTCTTCC 123 445.29 
N22119 GGAAACTTGATCTGAAGATTG AAATTAGAAACTTGAAAACCTACAC 121 445.29 
A004S47 GAGTTATTCCGATAGTACTTTTC GTAGGATCTTAAGAAAAAGAGTC 156 445.29 
H03262 AAATCTGAAATAGCTCATTGGA GGCAGAGACTTTGGTAGGAA 175 445.39 
stSG21190 ACCAAAAGAAAAGCAGAGATGC CTACCCAGCAGGACTGAGTTG 150 445.39 
stSG22312 TCTGCATAGGACATGCTCTCA TTTGGGTTTTTGGTTTTTGC 177 445.91 
A002E05 CTCTCTTGAAAGTTCTCTG GTGTCAGACACGTTATATTTG 243 446.81 
stSG35884 GACGGGCAAATTGGTGAGGCATAC TTTTTCAGGGGTGCTTCTTG 160 446.81 
stSG57727=1284 CTTAGCCTGAGGTCCGGAAG CTATTCCTGGATACCTGCAG 76 446.96 
SGC33162 ATGGTGTACTATAGGGATTACGACA TTGAATTGCCTTGGCAACCT 125 446.96 
stSG31812 GAGCAGATCGTAGCACACCA CATTGTCTTGCTGCTCCAAA 179 446.96 
stSG35992 GCCAAGGAAGCTTCACACTCGTC ATATGCTGGCTGGAGTGAGG 125 446.96 
stSG47335 CAACCCTACCACCTAGAATTGC GGAAGAACCTTTGTCTGAGGG 137 447.69 
stSG66857=SGC30780 TAAAAGCATGCCTACTCTACAGC CTACTGAGAATACACAGTGTAGGGC 125 448.35 
WI-17750 GTTGTATTGGTAGATTCTTGGTTGC GGATGGTGGTGATGGAAATA 150 448.35 
N27530 TGGATGGAGCCTTCACT TATGGGTCTCTTGCCTATCA 159 448.52 
WI-16989 TTGACTCGTAATCACACAGCTT CGCCCTTGACACGTAGGG 150 448.52 
stSG46053 TTTTTTTGCAAGAAACACATGG CCCCAAACTTTTATCTTTCCA 155 448.63 
stSG4 GTGCTGGCCCTCATAGTGTT AGGTTACAGCTGCTCCTGGA 138 448.63 
A006A33 ATACTTGAAAGGTAAAGAAA TCAGGTTATACTACCTGACT 127 448.63 
M21941 TCCCTGTCTGAAGAATGCT GCAGTGACCTGAACAACTCTC 177 448.63 
N95450 TGAAGTACCTAAAGCCCATGAAC GCCTTACCAAGACAAAGAAGTATCC 196 448.63 
N32898 TCTCTGTTTTCATCTAAGGACTG TCTTAATCTATGGGAAATAATGC 126 448.63 
H68323 GCGCAAGGATGACATATAC TGGCCCAACATATACAGG 181 448.63 
SGC31032 CAGCTCTTTCGGGGAACTG CGCTGTTTGACATAACCTCC 150 449.25 
W86789 ACAGTGTTTGACCAGCTCC ATTGGCTTGATCTCCACAG 182 452.37 
H95763 CAACTTTATCGGTGTATTCTGG TTCTGAACCCATGTTAGAGG 208 452.37 
stSG35515 AGGGCAGTTGTAGGGTCAA TTGGAAGGGACTGTGGC 178 453.69 
stSG45548 TCTCTGGTCATGAGCAGGTG TGCTCAGTCTCTCCCATCCT 167 453.90 
A004O25 TATAAATAATTCAGTAGGTCTGG ATGATAATGTCATCTAGACCTTT 127 454.00 
stSG462 TGAGGAGAAAGAACTGCTTTCC TTTGGAACAGAAAACTGCTGG 106 454.00 
SHGC-9747 GGTCTTATTGAAATGCAGATTGC TATGCAACAGTCATAAACATGGC 110-111 454.84 
AA022645 GCATATGTGAAAAGCAAAAATTACA AGAACCAGAACCACAGCAGC 182 454.84 
stSG2844 TGTAAGTTCAGGTCAGGTTTGG CCTGGGGCTATTTCTCCCTA 121 455.67 
stSG55875=F10974 AAAGGCAACCCTTGCTCTG CCATGTCTGGGGACAGATAGA 82 455.78 
WI-15944 TGAAACTGAAACGTATTTCCTCC AACCATCCTTCAGGTGTGATG 135 455.78 
stSG46829 GAAGGCCTGGTGTCTAATTCC TGTTAGGGGTTATTCTGCACG 150 455.99 
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stSG2296 AAATGACAGAAATGCTGAACCT GCATGTGACTAAGCCATGTAGC 144 456.09 
stSG1032 GTGGGACTCTGTGATTGTGT AGAAACTGCTTAATGGGGAC 134 456.20 
A002G19 TAGAAATATGGACTCTTATGTTC ATTACTAACTGTTGAGCCA 133 457.13 
stSG38844 AGCTCAGAACTGGCGACG CACCAGCCTGAGTAGAACTGC 124 457.44 
stSG52092 CAAACTTCAGAGGCACTGAGG GAATTCTGCAGAGCCTGGAC 150 457.75 
WI-18064 CAGCTGCCAATCATCTCTCA TTTCTGCCTCCCAGGTACC 138 457.86 
stSG2761 CCCCATCCCCACTTTACAC TCTCATACAGGGGACCCGTA 150 458.27 
stSG52467 CTGACAAGCCACTGGGCT CCCTCCACACTGCAAGCT 130 460.07 
stSG53348 GGAGGGTCACATTTTCTACTCG CATGTGATGGACACTCCAGG 186 460.07 
stSG47398 ATCTCACCTGCGCTGTGTC GATGCTGTGCCCAAATCC 135 460.07 
stSG44050 GAGCATTTGGCTCACTGTAGC GAGGTGGGGGACGTATTTG 135 460.07 
A009E24 AACTTTTTTAAATCCTCCTT ATTTTCTCATGCCATTAACT 148 460.07 
R89840 GGCCAAGTCTCCTTAGTGTTTCAG TGCATTCCAGCCACAACG 204 460.07 
stSG21208 CTTGAGCCTGGAAGGTTGAG TTACCTTTGGGTGGATGGAG 185 460.07 
stSG51949 GCCTCATCTCTGCCAATTGT CTCTGGTTTTCTGCTCAGGG 188 461.29 
stSG52273 GTGGGTTCCTTTCTGGTTAGC CACGGAAGAACTGATGAGCA 170 461.29 
stSG49136 TTACAAACAAGGAGTGCATTGG AATCTAGGTGGCTTTTGGACTG 129 461.29 
stSG45428 CCCTAGTAGGGAACCATGTCA CCCATTTGAAACCAAACCTG 131 461.29 
stSG32285 CTCTGACTTGTCCTAGGCCG AGCAGGGGAAAAGACACATG 138 461.29 
stSG30920 CTGGGCCTCAGTTAGCTCC AGGGGCCTAATGATAGTGGG 144 461.29 
stSG4569 AAACAATGAGGCACATCGGT CCAAGACTACTCTGGGCAGC 153 461.29 
WI-15882 TCTTTAATCGTCACATCAGCC AAGAAGTGAAAAGCCTCTGTAGTC 150 461.29 
stSG22607 CCTCCTTCTGGTTGTCCTTG TTTGGGCATTTTCTCATGC 142 461.29 
WI-13377 GTGACTCAATGTCATGTTCACAT TGGGGGTTTCTGTAGTCGTC 150 461.29 
stSG9987 GCCTAACCTAAAGGTAATTTTAT GTTAAGTCCTTATGTGTGAATAA 217 461.29 
WI-11858 CTTGATGCAAATGTTTTTATTTGC ATTTCACCACTCATGCTACTAATCA 140 461.46 
stSG3077 TGTGAGAAGTGGCAGTGACC TTGGCCACCACCTCTTCTAC 121 461.46 
A005C16 CAGAGAATGTACAAAATTCT TTATAGACAGTCTTTGTCAT 119 461.46 
stSG4306 CATGTGTGTGGATGCAATGA GTCACAGAGCGGATATTTAGCC 148 461.49 
N20191 GTAGAAACCTCTCAGCCCC CATGTGGCACAAGTAATGG 122 461.90 
stSG15181 CCACAAAGACGTATCCAGAATG CTGGCCCAAAAGATGTCATT 207 462.62 
SGC32394 AAAGGCTGTTAGTTTTGTTTTGTT TTTAGGTGGGTATTCTTCAGCC 150 462.62 
A008I22 TAATAAGAGCTTTCAAACTGGAC TGATCTAGTCAGAAGCTACTTCA 107 463.66 
N35618 GAACTTTGATTTTATTGCCTTTGC GACTGGGAACCTGGATTTG 202 465.29 
stSG46524 ATTTCTTGAGCATTGTGGTGG TGAACCAGCTCTGACCCAG 121 465.39 
T40917 AAGTAGAACACAATAGAATGGCTCA TGTGAATGTGGGTGTCGG 256-257 465.39 
stSG28313 ACAGCACAGGCCAGAAGC AACCACCCTCCAGAGTTGTG 169 465.39 
stSG40840 GCCTCCAACTCCTGCTCTAA AATTAAACCCAAGGGCCATC 156 465.49 
stSG26670 GCACAGGATCAGATGGCC TTCTAGTTCCCCCAGCCC 132 465.49 
SGC34176 TTTATCATTAAGCACACTGAAGGA TACCTACGCCACCACAATCA 128 466.30 
WI-13735 TTTTTTTTTGCTGAAGACCAG TGGATGATTTCTACGTGGATG 150 466.30 
stSG8267 GTGTCACATGGTGAGAGAGAGC GAGGTGGGCCTAGTAGGAGG 176 466.30 
stSG30988 TGGGTGATAAAACTGAGGCC GGTTAGTTGTGGCCAGCTGT 167 466.30 
stSG44588 CAGGGGGACAGAGAATTTGA AGCCATCGCATGGTCTGT 163 466.30 
WI-16766 CATGAATGAGGAAGTCTGATGC TTATTCAACAGATCTCAGCTTAGGA 102 467.33 
stSG38907 AGTAAGCCCTGTGAGGAGAGC GGCACTGTGGGTTTCAGG 128 467.38 
stSG27214 GTGGCAATCGTCACCTCC GATGGGCCCCTCTTGTTTAT 129 467.38 
A005X19 AATTTAGACTCAAGATTACAGTG TCATTCCTAGAGATGTTTTATAG 230 467.38 
WI-8488 CATTATTTTCTGAAAATGCTGAAA CCTGGTTTTGCTGATCCAAT 226-227 467.38 
stSG35096 TGAGACACCATTCCTGGC CAATCTTAGGCCTCTTGCTG 123 467.38 
SGC34978 AATAGTCTATGGCTACGGGCC GGACCCCATTTTTTCTCCTG 126 467.43 
A007K11 TTATTATAGTTGAGGAAACTGAG CAATCTAGGATAGTGTTTAAAGG 143 467.43 
stSG3691 TTCTCTGAAACCCTTGGGG TGCTGCTTGATGATGAGAGG 145 467.43 
stSG1671 GTGGCAATGCGTTGTTTATG TGTGTCCCAGATGCTGTCAT 120 467.43 
stSG16199 AATCCTCCACTCAGGCCC GGGGGTGTGCTGAAAACTTA 152 467.43 
stSG50801 AATTTCATGGTTTCCCATTCC TGACATTCAAAGCCAGATTCC 137 467.98 
H87438 GGAGAACTAAAGAACACAAAATTCA CCCCTGGGCCTTATCCTATA 116 469.37 
W37897 TTTGAAAGAGCTACACTTGAGAAGG TGCCAAAGGTTTACTTCCAGC 215 471.99 
stSG49129 GGACTTTCACAGAAAAGGAAGG AACATCCTCTCTGGTCCTTTTC 147 471.99 
stSG1953 TCAAGCAGGCATCTGATGAC GGCATCCTTGTCTTTTGAGC 147 472.60 
stSG47056 TCTTGGAGAGGCGTGAAGTT TGTGATGAGGGAATCCCTTC 128 477.54 
M14564 AGCTATTTGCCCTTCGGAG CAGCCTTTAGGTGCTACCC 243 478.42 

 
 



      Υλικά και Μέθοδοι 

 51

 
Πιν. 4: (συνέχεια) 
 
 

STS                                 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ ΘΕΣΗ
FORWARD REVERSE

A004B36 GCAGTCAGTACTTAAGAGTCTAG TAACAGCTTTCTCAAAGC 163 478.56 
A006J02 GTTGAAGTGGTCTACTACAA ATCTTTGAAACCAGAGAAG 229 478.63 
stSG27406 ACCATGGAAATGTACCTTTTGG CTTGGAGATAGGCCCTAGGG 180 478.63 
stSG48072 AACGAGGCCATAAACCTGG GTTTGAGCTCTGCAGCCTCT 132 478.66 
stSG47005 CGAGCTTCTCCTGGGGTAG ATCCAAGGAGTCCCTGGC 125 478.66 
stSG50987 GGCGTGGGATGAGACATC CAGCCTCACTGGTACCTTCTG 151 478.66 
A006D27 TCTCTTAAGAACCTACATCT TCAAATCTCTTTGGGATA 127 478.66 
stSG2605 CATGCTCCTGTGGGCAGTCC TGTTTCCCACTCCCATTAGCCCTG 140 478.66 
stSG3084 AATCACATTCCCAAGCAAATG AAGTCTGTCATCACTGTGGGG 142 478.66 
stSG51013 AGGCAAGGACCCAACTCC TTGCCAATGATAGTGACCACA 147 478.66 
stSG43839 TCCAAATAAAATATGGGCTTGG GCTCTCAGAGGTTCCCACTG 143 478.66 
stSG46535 TGTGTTTCTCCCCAGCTACC ATCACAGTTCCACCTCCCC 80 478.66 
stSG42773 TCCAAATAAAATATGGGCTTGG GCTCTCAGAGGTTCCCACTG 143 478.66 
A004M06 ATCTGTATTTACTTCCTAAGAGC TACTCATGAACAGTGTCG 104 478.66 
stSG50235 CATGTGCTATGGTGGTTTGC AATAAGGCCAGGCATGATTG 166 478.66 
N39580 GCTTCAACAACTAGCTGGGTC AGAAACCTGGGCTGCTG 151 478.66 
WI-16946 CAATGCTTTTTATTACACACCCA TTTCCTGGGCTCCATCAAT 131 478.66 
H41409 TTGAACATTTAATAATGTGCTGAGC GGACCATGGACAGTGCTCTT 137 478.66 
R01689 CAGTCATCTCACTAGCAGCTC ACCCCAGCACCTGTAAAG 186 478.66 
AA034033 TGGTTAAAGACCAACTGCG GTCCATAGGCCCATACTAGAGTTC 221 480.47 
stSG38872 AATTGCCCAAGCCAAGATC CTCACGGCTTGACAGCAATA 128 480.47 
A005K38 AATCTTACAGTCTAGAAGCA CTAGCATTTTTAATAGTGGA 177 480.47 
N31939 GGACCCCATTCTCTAAGGC AAGGTCTTGATCCCAGCC 158 480.47 
H82635 TCCACCCAGAATGCGATG TTCACCAGCAAGGACCCGT 147 480.47 
N37090 CGTAGACTCCCAACAAGCTG TAAGAGCATTTTCCAGGGC 132 480.57 
R45921 AGAAGCCAGTCTCTGATGC ATCTAAACTTTTCGGGTGGA 132 482.15 
W80406 TGTCATTTTCTTGTCATGCCC ATCTAGATGCGCCCACCC 222 482.20 
stSG42602 TCCATATGTGGCCAGTACACA TCCAGATTGAAATCATGGCA 122 482.20 
WI-22164 TACACAACTTTTGGGAGGCC CATGCTGCCTGTTTAAAGGA 268 482.20 
H19386 CAACTCTAGGATGTCTATACAGA CAGCACAGCTAATTTTTC 195 482.20 
stSG2653 CCAGCTAAATTTTATTTTTCGG GTGGTTTCAGGGTTCAGTCTG 158 482.20 
stSG48287 GAGGGTAAGCTAAATGGGACG ATCTACCCAGAGATGCCCCT 132 482.20 
stSG22765 GAGACAGGGCTCCACCAG ATGGCAGGATTCTCAGATGG 149 482.20 
stSG3501 GTTAACTGCATAGAGTACCATAA ATCAGAAGGGGATTTTTA 168 482.20 
stSG40082 TCCCAAGTCGAAATCACCTC CTCCCCTATTGACCAATGACA 184 482.20 
stSG4995 AGAGGCAGTTACATGGAAAACC GTCCACAGCTTTCTGGAAGC 159 482.20 
stSG12760 AGCAAACATGATGAAAATTCCA AAGCAGGAAAGGCATCAGAA 105 482.20 
A008M23 CGTCTGCTTATTAGAAGTTAACC TATTTTAGTCTTGTTGTTGGGTTAGC 127 482.20 
WI-6938=stSG51146 GATCCTTCACATCCAGCTTTT TTTTCACTGCAGGAATAAAGAGG 155-156 482.20 
G26427 AGAGACGTCTAAATTATACATTG CCAGTTCTTACTTCCTTTTATT 169 482.20 
U36223 TCACGGAGATTGTGCTG AAGTGGACCTCACGCTG 136 482.20 
WI-15962 TTTAGAGGCCGTGTGGGG CTCCGTCCACCCTTCTAGTG 111 482.20 
Z38716 GGTGAGATTCGTGTGACTTTTAA AGTTGCCCCGTCTCTGTTC 212-213 482.20 
W86982 AAACGACATCTAAGTGAGTCACCC TCTGGTCTTCCCTTTCTGGC 242 482.20 
stSG2699 ATTTGGGCTTCTCACAGTGG GCACGTTACCCTTTGTCAGT 153 482.20 
stSG4193 CATGGTCCCAACGCTAGTTT CTCCTGGAAAGGGCTTCTCT 148 482.20 
stSG51021 CTCCTGACTTGTAACAGGGACC AGTTGCAAGCAGGGAGAAAA 155 482.26 
stSG30235 GCCCGGCCTATTTACTTTTC ACTTTCCCTTCCTCTTTTCCC 135 482.26 
D60282 ACCTTTACTGTGCCCATGGA AGATCCCAGAGGGATGCAG 130 482.26 
AA917820 CTCCTGACTTGTAACAGGGACC AGTTGCAAGCAGGGAGAAAA 155bp 482.26 
WI-9147 AGGTCAGGGGTGACACAGAC TGTTGTAGCTGTTGGCTGTTG 116-117 482.26 
stSG46822 TTATATCCTTTGCCTCCCCC AGGAGGGACTGGAGTCCG 188 482.26 
stSG26135 TGGCCCATGATTAATGGAAT TTATCGAGTGTTTGGGTGCA 130 482.26 
stSG15820 GCCAGGTAAAACAATTGAAAGG CTTCACCAACAACTTGAGATGG 206 482.26 
SGC33233 ACCTTTACTGTGCCCATGGA AGATCCCAGAGGGATGCAG 130 482.26 
stSG13279 ATTGCTGGCAAATCAGCTCT TCAAGTGATAGCAAGGATGTGG 106 482.26 
AA913870 TCTCAGTTTGGGAAGGGATG CGAGTCTCCGGGACATTCT 176 482.26 
stSG50971 TCTCAGTTTGGGAAGGGATG CGAGTCTCCGGGACATTCT 176 482.26 
stSG44115 ATCTGGCCCTGGTTTGAAC TTCCCCTGTCTGCTTGTTCT 173 482.32 
stSG48239 TCTGGTTTTCCTCCAGATGG TGCCAGTCCTTCTCCGAC 187 482.32 
stSG42868 ATCTGGCCCTGGTTTGAAC TTCCCCTGTCTGCTTGTTCT 173 482.32 
stSG47726 TTTATTGAGCTCTCCCTATGCC TGGAACTAATACCAGCATCCTG 89 482.32 
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SGC31986 CATGTGTCAATCCCATGATTG GTGCTCCTTCTCTGGTTTGC 127 482.32 
T34337=A004R30 TGTATTCACACAGATATAAAGTG TAAAACCTGAGATGAGGA 201 483.85 
stSG916=D10S540 CTCACAAGCAAAACAAGCTT CTGCTGAATACCCAATGAAG 169 484.04 
SGC30899 ATTCTGTGTGGAACTGGTTGG CCCTATGATTATACCAGAAAACATG 133 484.14 
stSG47299 CCCTCCCATCACATGAGC TTCTCCTCATTGACAATTCCG 178 484.14 
stSG31562 CCTGGGAGAGAAAGCTTGTG TTGTTGTTTTAATTGCAGGGC 120 486.37 
stSG47144 AGTTACAGCTGCCCTGCCTA GCACACAGCTGGAATAAGCA 182 486.37 
stSG48141 TTTCCATGTTTTTGATCACCA CATGAAACAAAAGTAGCCAGAA 122 486.37 
stSG27142 TTTACTGTGCCCATGGAGG CAGCCAGAAAGTACCGCTTC 189 486.47 
stSG31529 AAGCCCTACAGTGCAGAGGA CACAGCGTGTTCTGCCAC 162 486.47 
W69567 AATGTCAAATGCACTTTACTGGG GTTCCCTGCTATGGGAAAGG 239 486.57 
SGC31936 CACATCTTAAAAATAGCTCCAGATG ACACAGTGATCAGGGAAGGG 100 486.67 
stSG42688 TCCGGGTAGGAGACAAAGG CTCAATAATCCGCTCTTTCCC 179 487.07 
R43868 TCAAGTTTTATTTTGCCTCTTGC TCATCACTCTAGGATCATGAAGTG 150 487.10 
G27616 GAATCTGCCTAAATTTCTCCCA TTTGAATGTGTGACTTAGAAAAGAA 132 487.10 
stSG26359 CCCACCGAGTTCTGTTGTCT GTTTTGCTTTGAAGAGACCCC 161 487.20 
Z38397 GTGGGGAAAAAGGGTGTTTA TTTTGTAGCTGAGAACGTGGA 221-222 487.48 
stSG9207 GTCCTGAGGTAACAGTTTTCCG TGTGGAGGCCAAGAGCTC 124 487.93 
stSG34995 CACATTGAAACCTGGCAAA TCTCTTAAGGTTGAAGGCACA 131 488.21 
M85683 CTAAGCCTGTGTGTCCTCAG GGGAGATTACCAAACAAAAT 102 488.31 
stSG13162 ATAGCAAACGACCCATTGGA ACCTAATGCCAGTTGAACACC 106 488.31 
stSG36084 GTACAACATGCCTGAACCAACAG GATTCCAAGTGGGATGGTTGTGG 132 488.42 
WI-19473 AGGTAGGATCCATGCCTGC GGGGCTTGCAAATTAGAGAC 204 488.42 
stSG3345 TGTAGAGAAAGTGGTTAAAAAC AAAATAAGAGGACAGATATGAG 214 488.42 
F10278 TGGAAAAGGCTCTATAAAATGTCC GGTTGCTTGGTCATAGAGCC 125 488.42 
WI-14107 TCTTGATAATATCATACCACATGGC TTTCGTAGTTATCTAAGGGGTTGG 100 488.42 
H40105 TGACTTTACTCAGGAAATATGACCA GAGACTTCAAGGCTTGGCC 131 488.57 
stSG35254 CGCACAGAAAGCCTTCC TGAACATCTTTCCGCCC 183 489.05 
stSG40669 GGCTGTACAAAGAGCAAGGC TGGCTTGGACAGAGACCAG 181 489.05 
stSG48312 TTGGCAGTGAAGATTTGCAG GTCTTTGAAGACAAGGGACCC 145 489.58 
stSG46999 TTTTTGCAGCTCTTGTGTGG GAGGATCCCACAGTTCTCCA 126 489.58 
H05479 CTATGCTGTGGTCTTCAAAATCC ACTCCAAAATCCTGAAAAGGC 104 489.58 
stSG42504 CCAGAACTGCCCAAATGACT GGAAGGTATCCCCGATGAAT 146 490.96 
Z38786 TAAGTCGGCAAATGAGAG AGAAGTTCCAAACAGCAAC 103 496.65 
SGC31312 AGGTAACGTAGGAGCAATCACC TAGAGCTGGCGGTGTCCAC 150 497.17 
W32419 CACCTGGAACATGACCATC GCCAAGAATAAAATTGCTGC 133 499.85 
stSG41370 CACAGAGGTTCATTGGCTCA ACCTGTGAACTATGCTTTTCCA 162 501.93 
stSG16259 GAGCTTCAGTTTTTAAGGCAAA AAAGTAGAAACCAGCTGTTGGC 229 503.14 
WI-16106 AAACTTAGCTGTCGTTCAGTTAAGC AGCTAGATCAATTTTAGAGAATGCC 127 504.45 
WI-15620 CATTTTCCAAGTTTTCTATCATGG TTCCATCCACAAAACATTGTC 150 506.37 
AA243510 TTACTAGCATTGCAGACCCC TCAGTGGCGTATCATGTCAG 146 506.37 
NIB1357 CTGTCATTAGCAACATGTGC AGGGCAGAGACTTTGTGTTT 119 506.37 
stSG49291 AACTCATCCCGGGACTCTG CACCACCTTTCTTTGGTAGTCC 157 506.37 
SGC35716 TTTGTAGAAAAATAGATGTCCAGCC TTTAGGGGGTAAAGTTAAGCTGC 215 506.79 
stSG26986 TCCCCTTTGTTGAAAAATAAGG CCTGAAGTAACTTTGTTTGCCA 106 506.79 
stSG48063 TAATCATGAGGCCCAAGACC ATCCAACTGAAGACAGCTCTCC 120 506.99 
stSG8954 CTTGCATAAAGTGTTTGTTGGG TTGTCATTACTGGTGGGATCTG 125 506.99 
stSG9160 TGTAATCTTGGGTGCTCAACC CTGCCCCATGGTAGAATGTT 159 506.99 
AA284841 TCACATTCACACGGGTCTTAG CGGTGCAAACTGGTTTCC 215 506.99 
stSG12737 CATCCATCATCAAACCATTCC TTTAAGGCATCCCTCGGAC 111 507.09 
stSG22433 CAAACCCAGGGAAGGGTAAT TTGTTATTCTCATGGCCTTCG 163 507.09 
stSG42559 TTTCGGAGGTAGTGTCAATGG CCGAGGTGTTGTGAGGATTT 139 508.31 
stSG50884 CCCTGACTTTGGCAGTTCAT AAAAGACAAATGGGCCTGC 131 508.31 
A005M36 GGTAGAGCTGTAATAAACAA GCTGTAAAACTATTGTAGAT 131 509.27 
AA040321 CTTCCAAGTTATCAGGCCACC GGCCCGAACTGGAGGACC 226 512.60 
T60418 AGATCTTAGCAACCTCCATATACGA TAGCTGCCTCAGTGACCAGA 221 512.66 
T97004 GGGGACTCTGTCTGGTTTGG AAGGCCCTGAAAAGACTTGC 192 514.18 
A006C33 AAATCTGAGGTTATACTGAA TCCATCCCAAGTAAGTTA 204 515.11 
stSG8843 CTCCCACTGTCTTCTCCAGC GAAAACCTTCCCCCTCTCC 168 515.32 
stSG26044 AATTCTGCAACTTCCAAAAAGG CAAAAGGGCTTCTCCAACTG 138 515.32 
H17634 CTGAGACTTTTTGGCACTTACG CATGAGCCTACCCATGCTG 131 515.54 
WI-14968 TATGCAAAATAACACTCCAGTTGA AATCCAAAATTCAAAATGCCC 134 515.54 
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Πιν. 4: (συνέχεια) 
 
 

STS                                 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ ΘΕΣΗ
FORWARD REVERSE

stSG39063 CATGCATGATCCCTCATCC AAATGCAATCCCTGGATTTG 147 515.54 
stSG49550 GAGCTGATAATCAAAATCCCAA TGAGAATGTTTTCCTGCCTATG 93 515.54 
stSG31639 ACCTCACTGAAGAGTTTGGCA CCCAGCAGCTGAGTCATGT 124 515.71 
stSG12596 TCCAAGAGCTGTTAGTCATTGA CGTGTCTTTACTGAGTCCCTCC 113 515.75 
FB3F3 TTAGAAGGCTGATCAATCCA TACGCATTATGGGGAAAGTT 252 515.85 
stSG45253 TCATACATTGCATTCCCCAA CAAAGAGCTGCCTGCTTTG 123 515.85 
stSG49455 CCCGAAAATGCTTTTTTCCT GAGTGTGGGTGAAATTGCCT 136 516.07 
SGC31141 GACTCTCAACCAAAGAGAAAATCA CCACCATGTTGGTTTGTTTG 150 516.07 
stSG29677 GGAGGATGGGGATGGATC ACTGGGGAAGCCAGATTCTT 127 516.25 
stSG47767 GAACATCACAAAACCACTTCCA TGTATCTGCTTTCCAGAGGACA 169 516.25 
stSG47370 CACAGTTTAACTTTTCCCCTGC CATGAGGGATGGATATTGGC 138 516.46 
stSG48444 TCACTGTGGTAGCCTGAAACA GACAAGCACACATTTTTCTTGC 127 516.46 
WI-9487 TCTATTTATTCACTGTGGTAGCCTG AGTTGGTAAACCATGTGCTCTG 249-250 516.46 
WI-17804 TAATTTCATAAAATAAAGGGCATGC ATGATGAAACTGCCTAAAGATTCA 132 516.56 
A007I48 CTAGCTCTAAAGAAGTGTGAA AAAATGCAGACTGTCATATC 254 516.56 
A006J06 AGTAGAAACAACATGTGTTA TGAACTTTTCCCAGTAAA 188 516.88 
A008S06 TCTAAATGACACAATGTAGCAGA TAACAATTTATAGGCTCAATGTG 192 516.88 
stSG15535 TTCTTTCACATTTCCCGGAG CCCAAACACCTTCCTTAAAGG 206 517.09 
T91988 CAGTAGTTAGGCCACATTGAGAGC CTGAGGCACAGTGAAGTTAGCC 107 517.39 
stSG47984 TACCCTCCTTGCCAGCTG CTCCACTGTGCCAGTCCC 85 517.39 
A006F09 TATCCGAACTACATAACAGT AATATGTAGATGAGAGAAGA 119 517.39 
stSG28889 TAACAAGGGCTCCCAACTTG TCTCCTTCCTTCCCTGCC 140 517.39 
stSG36024 GCCCTCCAGGTGATACTTGAGC CTAGGGGTTCCCTTACAGCAGT 166 517.39 
SHGC-33545 CCCGTAGTGAGAAGGTTGGA CGATTCCCTGGCACTTCTTC 150 517.42 
stSG46271 AGCATGTGCTCAGCATTACG CTGTCTAAGCATGGGTGGGT 131 517.52 
N38956 GGCACCAGGGGTGTATATG GAAAGTGCTGTTCCTTGGG 139 517.52 
stSG42986 ACAAAACATGTTCATCGTAGCG GCCCTGGATCACAAGTGAAT 156 517.52 
stSG30264 GTCCAGTGTGGACTTAACCACA AGTGGCAGGTGGTGAAAGAC 139 517.52 
stSG36017 TTGGCATTGTTTTAATCCAGGCTT TTGTCTTGTACCCATGGCCGTC 194 517.81 
stSG22417 TTGATAAGCACCCATGCTGA AGGTTTCTACATGCCTTCTTGG 126 517.91 
A004M41 ACACTGTAAAATGTTACAACTCT TTGCCTGAATACTTAAGTAGTT 140 519.34 
U29690 AGCCCCACCTTGCTTTC CATGTGCAGTAATCTGAACTGTTTC 262 519.76 
A006A44 ACTTCTCTTTGCTAGTAAAG AGTGTTTCATGTAGACAGAT 157 519.76 
WI-16878 TCACCAAAGTATGAAGCCATATG GTGATCAAGATCCATAGATTTGC 150 519.76 
stSG43429 AGTGAGTGCTGCTGGCAAC ACTGAGCAGGTGTGTGTTGG 132 519.86 
stSG22723 CATGCCAGTTTGCTACATGG AGGATGGAGAGTAAGAGGAGGG 132 521.17 
N32594 CATAGCAAGTTCCAAAGTGAAT GTAAAGAATGCGGCTCATAA 126 521.27 
stSG45467 CCTTAAAAATGGCCTGACCA GCAGGCCTGAATCAACTGTC 189 521.27 
T87905 ACATGCTCTTCTGCAATGA TATATGACACACTGGTGCTTTTT 212 521.37 
stSG3554 CTCCTGTATATTCTGTACTGTTT TAGTGGTAAAAACTGACTTTATC 206 523.37 

       2. ΧΑΡΤΗΣ GM99-G3 Map

STS                                 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ ΘΕΣΗ
FORWARD REVERSE

stSG57715=SHGC-526 TTCCGTTATGAAACACAGATTGCC TTGAAAATGACCAACCAGACCTCC 192 4246
SHGC-17231 CAGCCTCCCAACTAAAGCTG TACCCTGGTGGTCTTCCAAC 132 4742
SGC33917 TCACTGCATCAAAGACAGTGC GAATGATTCTCTTCCAGCGC 125 4790
SHGC-4169=stSG55997 GACAGAGGTAATGAGATGATGG ACTGTCCCACTATGGGTCTC 153 4908

       3. ΧΑΡΤΗΣ MARSHFIELD

STS                                 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ ΘΕΣΗ
FORWARD REVERSE

D10S2470 CCTCCTAGCTCCTCAAGCTT CAGGACAGATTTCCTGTGGT 243-271 112.58 
D10S1240 TCACCTGTCCCAGCTATCTG AAAATTACTGGTACACTTGATAGCT 197-221 125.41 
D10S1429 GCTCGTAATAGCTTTGTCCA ATGAAACCATATATGTGACTTTTTG 248-260 130.90 
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Πιν. 4: (συνέχεια) 
 
 
       4. ΧΑΡΤΗΣ GENETHON

STS                                 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ ΘΕΣΗ
FORWARD REVERSE

D10S541 AAGCAAGTGAAGTCTTAGAACCACC CCACAAGTAACAGAAAGCCTGTCTC 247-273 114.30
D10S1765 ACACTTACATAGTGCTTTCTGCG CAGCCTCCCAAAGTTGC 166-184 114.30
D10S579 CCGATCAATGAGGAGTGCC ATACACCCAGCCAATGCTGC 260-276 114.30
D10S1735 CCTGATTTGGATGCCATGT TGACTCAGTGGGGCCTAGA 173-177 114.80
stSG34710=D10S1739 CTGGAAAAACAACAGAGGTG GCTGTCTAAATCAAGGAATGTC 227-243 115.50
stSG835=D10S564 TCTCTCCTCTCCATCTCTCC AGCTCTAACATAGAGGCCAGA 125 119.00
D10S1753 CTGCTGCCACCAACCTAA CAAGTGGAGACTCGATGACA 223-279 119.00
D10S1755 CCATAGTATCAATGTGAGGGTG TGGCTAATTTTTTAAGGTGTGT 299-311 121.10
D10S583 TCTGACCAAAATACCAAAAGAAC AGAGACTCCAGATGTTTGATGA 201-219 122.00
stSG472=D10S185 CATCCTATGCTTTCATTTGC GCTAGGGTCATATTCCTTATCC 201 123.30 
D10S571 CAGTCCTTGCTTTGTCAGAA ATGTACACTGTGTCTGTAATCCCT 187-213 124.20
D10S1736 GGTTCTGACCCTGAGATTG AGACTTGTGAGTGTGCCG 128-146 124.30
D10S1690 CATTCCTGCCATGATGACA TGCTCCCAGGTGACAAAGA 147-165 124.50 
D10S1680 AGCCTGAGCAACATATCGAA TCCCGAAGCAGAGAGTACCT 201-219 124.60 
D10S1758 ATAATGCACACGCTGCC AATTCCCGTGGAGGTTTT 181-197 126.00
D10S577 TTGCACACCAGCCTAAG GCCCAAGAGTTGGAGAC 199-213 126.10
D10S1709 GTGAGTCCAGAATCACCCC CAGTGGAATGGCTCATTTG 158-174 126.80
D10S1726 ACCCTTGCCCATTTTG GTGAGGTGCTAAGCAGGTC 188-208 129.70
stSG575=D10S198 TGGTTCTAGAAATGGAGAAGG CTATTGGCCTTTTCCCTAGA 255 129.80
D10S603 GCTGGATTATCCTCGGTAAC GTTCATCTCCCAAGGCAA 232-256 131.00
stSG538=D10S192 ATGATTATACAGAGAACACAGACAG CCAGGGAAGCCAAAAGATTGAAC 241 131.20 
D10S1266 CTCACCTAGTCCAGGAGTTTC CAGCCAACGTATTTCTGC 141-167 131.20
D10S1778 CTTGGTTATGATCTCACATGGTCT CTGCTCTGGATTGAATGTTT 216-226 131.20
D10S1265 TCCATTGCTGACAGGGA GCCAGTACAAACAACCCTAA 253-271 131.20
D10S1268 AGCTACCATGTAGATGCTACAATAT TAAAACCACTCATTCTGATCCT 123-161 131.90
D10S1692 GCTGAGATTGTGCCATTG CCAGGAAAGCCAGATGTT 182-211 131.90
D10S1738 GGTACTGTCCTTATTTGGG TCATCTACATTCACCAGTTG 183-213 131.90 
D10S1697 GCTGCTTCGATGGAAAC AACCTGTGTCGGCTGC 167-201 131.90
D10S1267 AGGATGTCAAACATAACTGGGTAG GGAGGCTGGAGGTAAGG 175-213 131.90
D10S1668 ATAACATCACCTTCGTGGG TGTTCTTGGAAAGTCAGCAG 216-226 131.90 
D10S222 TGGAAACCTACCGAATGGA TCTAACTGTGGATTGAAGCGAC 264-276 131.90
D10S1671 ATGCAATGAGTGCTCCCT TGATGATGCTCAAATGATGG 92-110 135.20 
D10S1760 GCGAGACTCCATCTCCATAG CCATATAGTGGGTGGCTTAAA 112-155 136.30
D10S1663 TATCAAGCAATTTACAATCTGTG AGCCATACCATAGTCAAACTG 205-229 136.30
stSG34711=D10S1741 GAGTAGTGTCATGGCTCCCT AGATGTTCAGTTCCTTGGCT 210-254 136.30
D10S597 GAATGAAGACATCCAGAGG GCAAGTATCAGAAACCCAA 206-222 137.60
D10S554 GGAGGACTCATGTCAGACTT CCTACCTTTAATTCAGCCCT 150-162 139.20
D10S1269 CTCAGATCGCGGAGTAGA TGCTGTATTTATTACCAGTGCTTG 222-232 140.20
D10S1681 AATGCACTGTATGCACATTTG CCAGCAGAGGCTATGGG 227-237 141.80
D10S1748 TGAATTGCTGTTACTCTCCAAG ATAAATCGCCACAAGGTCC 212-266 142.70
D10S1731 TACTAGCAGGAGCAATCAGAC GTTTGTCCTAACAGGTTGTG 173-191 142.70
D10S1773 CTCAGAATGTGACCTTATTCAGAAA ATCTGTGCCTTCATGTTTACCT 170-210 142.70

       5. ΧΑΡΤΗΣ SHGC-G3 

STS                                 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ ΘΕΣΗ
FORWARD REVERSE

stSG57454=SHGC-14535 ATTAAGCCATGGACTTAAGAGCC CGTCCTAACTTAGCCATTCCC 196 4226
G17536 CAGTAGCTTATAGCCCTATCCACC CAAGGAATCCCAGAATGGAA 102 4920
G13660 GTACGCGCCATAGTGCAGTA TTCAGCATTTTCCCTAGACTAAGC 192 5019
G13658 TCATTTTTGAAGGACATTTTTGC TTTTTTAACAGAAACTTGCAGGC 148 5040
G13676 TGACAGCCCCAAATAGTTCC ATCCAGGGTAAATTGTGTTTGC 94 5077
G14345 CCTCTCAGAAAGGCTCCATCT GGTGAATCTCTTTTGAGTCACTG 96 5143
stSG57440=SHGC-14061 CATAGGCATTTGAAGCCTTACC GGCCAGAATGCTTAGACGAG 106 5174
D10S1207 CGCAGATCTTAAACTGCAAA CTTGGACACCCATACAGAGG 108 5202
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Πιν. 4: (συνέχεια) 
 
       6. ΧΑΡΤΗΣ  WI-RH 

STS                                 ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ ΘΕΣΗ
FORWARD REVERSE

D10S1242 CAAGCATACTGTATTAGTTAGGGC GGACCCCATGATCATGTATG 139-140 513.9 
stSG58057=AFMa348zg9 AATTGCTTGAGCCCAGG TGACGGTGAATAAGTCTCTCG 156bp 531.7 
D10S1562 TGCATTGTTGTGAAACTGTTAGA GCATGGTGGTAACAGTTTACTCA 264-265 543.3 
D10S1257 CGTTTTCTTCTACATCTTGGGG TTTGGAAAAGACAGCCCATC 256-257 545.7 
WI-5915 AATCTTGGTATGCCTTCTGTCTT CATGTTAACACACCTATAGGTCACA 142 549.7 
WI-4209 TACATCGACCAAGAGCAACG CAGTAACCCCACTCCTCCCT 259-260 555.3 
stSG58023=AFM205tg7 GTCACAGTTACCAGTTTATATCCCA GAAAACAATGGCGGCT 93 558.4 
WI-5502 CAGAGTTACCATGTTCCAGGC CCCTTCAGATATTTGTCAGTTTTG 127-128 567.9 
stSG58054= AFMa301wf1 GCAAAAAGTTGGCTACTAGAG ACATACATACATACATACGTGTGTG 254 567.9 
WI-4865 TGTTCTCGAGGATGTGCAAG CAGAAGAAAAGGAACAGCATCC 185-186 568.0 
stSG58067=AFM183xb12 TTGTCCAGAATTAGAAGTACAGTGG GGTGTGGTGGTTCATACCAA 255 575.5 
stSG55936=WI-14791 TTTATTTTACATCATCAACATTGCA AAGCTGCAATTTTATCCCTCC 102 585.9 
WI-3109 GGTGGGATGGGTAACATAACC AGGGAATCTGGGAGTGGC 257-258 591.0 
WI-4379 GCTGAAGAATGGACTTTGGA CCTCACAACTCCATGGGG 142-143 595.0 
D10S1245 GGTGGTCCCCATTATTTCTC GAAGCATTTCAAGAGCCAAA 222-223 595.0 
D10S1434 TCCACCTTTAATCCTTGCTT GGGAAGTGAGATTCTGTCTCA 149-150 595.0 
WI-1905 CAGGACTGAAATCTCTCATCTGG TTATTTTACCTTTTCTTGCCTTGG 215-216 601.1 
stSG58042=AFMa053yg5 TGAGCCTGTTGTTCAAAG CCCTGGTTTCCTATGC 134 604.1 
stSG58064=AFMb363xg5 TCCTGCTTTTGGAAGTATCA AATGTGCCTGTATCGTGTG 247 604.1 
stSG58043=AFMa071xh1 CACTGGTTGGCTAGTCAGAG TGGAGCCTGATTTCAAATG 274 604.1 
WI-4434 GCTCTGGACATCACTCCCTC AGAATGAGTCAATGGGCCTG 185-186 604.1 
WI-4132 TTGATGCAAAGGAATTGCTG CTCAGAATGCTGCTTCCTCC 182-183 608.6 
WI-5976 TAAACAAGGGCACAAGATTGG TGTCTTAAAACCATTTTCTTATTGG 106-107 619.2 
stSG58028=AFM265yc9 CCTGGCCCCAGACAGGTATTATATT CCAAATTGCAGGACTTTTAGCCTC 277 620.4 

 
 
Β.     10q26.2-qter 
           1. ΧΑΡΤΗΣ GM99-GB4 

STS                                  ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ  ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ 

FORWARD REVERSE
WI-17697 TTTTATGTAATTATCATGGGCTGC ATCTAACTGGCTTTCAAACAAACA 150
WI-17432 GTTTTCACTGACAATGAGAAAAATG CATTTTGGAAAGACAGAAACAGC 126
stSG1460 TCTGTGTCTTGAGCACAGCC CCCCTGTCAACAGTGACATG 194
stSG32124 TCCTGGGCTCAAGTGATCTT GAGTTTCAGAAGGTGGCAGC 186
A008Y06=55747 TACATAAAGGCCTTATTTGACAT TCTATCAGAACAATAATGTGTCC 125
WI-20848 CATTTTATTTTTCGTTGTCAATGA TGAGAACTCCAAAGTCCTGAAA 166
stSG1566 AGACACTGGGGAAACAAACG GTCCTCTCTGTGTTCCCCAA 185
stSG8192 TGTACTGCGTGTGTAAGACGC CAGAAAAAACCAGCTGCCTC 142
stSG48184 GGTTGTGAGTTTAGTTAGGGCG TGTTTCATCAGCAGTGGCTC 122
SGC33916=stSG66860 GGCTGCACCAGCTGTATTTC GGGGGAGCTCTCGATGTC 138
H99205 ACCATTTCTAACAGGAACATAAAA TGTGCTTGAAGCCTCGT 121
stSG4213 GCCACCCATTGACTTTGC GCATCAGAAAAGTTAATGTGGC 127
R96892 CCCATATCTGTTAGTGTGGATCA GGTCCTAGAGCCAGGTGTTTA 130
W15548 TCTACTAGGATTTGTCACGGC GATCTGTTTCGGTTAAGCTG 230
A008M13 GAATTGGTCTATGAATTTCAACT TCCTTAAAATAATGGTTGTTACC 186
D10S1561=WI-6793 GAACCCACCAGGTCCTGTTA GGGATGCAGTTGCCTTTTTA 258
stSG28017 CACCATTTCCAAGGGCAG TGTGCAGGAAAAAAAAATTGC 138
stSG36110 CAGACGCTCCCTTAGAGCCTCC GGGAGGATCAGGTGCTGGATCC 178
stSG47386 CCAGAGAAAGATCTCCAAGTGG CTCCTCCTCCACGTGAAGTC 134
stSG46609 TCATGACACTACCTCGTTCACC GACCTGAGCGGAAAGTTGAG 159
stSG47380 TGGTCACTCGTAGCAGCATC ATTCTTCCCCAGCCCTTG 145
stSG2750 CCAGGGTTGACTAATGCTTAAA CAGTGCCACTTGAGTTCACA 153
stSG47732 TCTCCTGTTCTGCAGGTGTG AAGGTGGCCTACCAGGTTG 135
stSG2795 AGGCCTGTGAATACTGCTTAGC AAAACTAACCGGGCCTGTTT 129
stSG30731 GCACAAATCCCTACCAAGGA AGCTCTCTTGCCAGGGTACA 189
A009F48=stSG57527 TTGTAGATCACCATACAAACCTA TGCCAGGTAGTGTGTGTA 123
AA036862 GAAAGAGTGTGTAAATAGCCCTGG AGCCTCCTTTCGAATGTTCC 187
stSG41791 AAGGGTCACCTTGTGACGAG ACCTGTGGAGGGCATTTTC 177
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Πιν. 4: (συνέχεια) 
 

STS                                  ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ  ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ 

FORWARD REVERSE
AA010383 ATTTCCTCAAGGGTGAACGC TGGTCTTGCGAATTCTAGCC 238
W67510 AAAGAGCGGTATCTGACAATAAC CACTGCTTCCCAAAAGGT 124
WI-22094 TTTTTGAAACAACCCCACCT AAATTCTGCCCACACTTTGC 257
stSG46145 GAAAAAGAAAAACACCACTGGG GGACACCTGGTATTTCACAGTG 151
SGC32344=stSG66859 GAAATTGGTGCCAGGACG GTATCTAACAGACAGTGCTCAGTGC 126
WI-19193 TTACTCCCATGCCGTTCTTC TTGTCTGTAGCGGAGCAATG 274
stSG45059 CCTGGTGATTTGGCATCAC GAAGAAGCCACGAGGTTCAG 189
T48398 AGGTCTGGGAGCTGCCACT TACGGAAACCTCATCCTCAGGAAG 153
stSG43417 AGAGACTCCCAGCAGCAGAG CTTAGAGGCCAGGGGTCTCT 157
stSG45453 AGAGACTCCCAGCAGCAGAG CTTAGAGGCCAGGGGTCTCT 157
WI-14945 GACGGCGTTCTTTATCAGCT AGAAAACCTTTGCAATGCTG 150
stSG4581 AGCTGCTAATGCCATTTGCT TAGACTCAGAAAAGGAGTGGGG 150
stSG4790 GAGCAGCTTTAACACACAGGC CCTCTTGAGAAATGGATGCTG 138
stSG43280 CTGCAAAGACAGAACACAGAGC ACCCAGGGTCGCAGTCAC 128
stSG42519 ACACAGGGCCAGCTTCAG GATCATGCCCTCTGTGCC 122
AA191340 TTTCCGTCCGAGCACAG AGCCTTCGTCACCCAGC 109
stSG1303 ATCTTGTTTGAAAGCGGGG CCTCAGCCCTATACATATTGGG 115
stSG27915 CTGTCCCGTGTAGGGGTG CTGTCCAATCCTTAACGGTAGC 135
Cda01F10=d10s1328E=stSG55715 AGCCTACTCTGTTCCACCC GCTTTATGTGTCCAGCATCTCC 217
 55725=A007H40 AGGTAGCAGTCACCATTAT GAAGGTTAAACTCCTGCT 253

 
 
             2. ΧΑΡΤΗΣ MARSHFIELD

STS                                  ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ 
FORWARD REVERSE

D10S1222 CCACCTTTCAACTGTCCATT CATCACACACCGGGGACT 221-245
D10S1439 TCAGGTCAGGGGACTTAACA TAAAGATCGACCTCTGCCTG 173-193
D10S1134 CAGCCTGGTGACAGAGCCA AAAATGCAGACGTCCTGGAC 326
D10S1248 GGAATAAGTGCAGTGCTTGG ACCAATCTGGTCACAACCAT 241-261
D10S505 GGGCAACACAAGACCCTGC TATTGGGGGCTGGTTCCCC 247
D10S169 GATCTGTGACTGCCTTCCT AAGAGGAGGAGTCCATTCAG 99-117

            3. ΧΑΡΤΗΣ GENETHON

STS                                  ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ 
FORWARD REVERSE

stSG17459=D10S1703 GTATTCTTCCATTGAAATTCTATGC TGTGGGTACAATAAGCCATTATCT 126-144
D10S186 TTTGAGAATGTGATGAAGGTCTTGG TGCATCTATGAGGACAGGGTGGG 147-167
D10S1782 CATGCAAGGATTCATCTCAA ACATGATGTCTTGTTGCTTTGT 263
stSG17460=D10S1727 TCATGTGATGACAATCTGACAGT ACCAAATGTGGCCTGCT 233-287
stSG725=D10S217 GCAGAGGTTTTCCTTTCATT CTAGGAGGGTGCTCTAACCC 185
D10S1676 CCACCACTCAGAGGTAAGG AATTGTATGATCCCAACTTTGTC 156-168
D10S1655 TGCCAGACTCCATGATGGTATGAAC TAACAAACATCTGAGCACAGCCCC 209-257
D10S1770 CATGAGATTTGAGTGGGG AACAGGCTGTGGCCTC 198
D10S1651 TCGATTTGACGCAAGTTT AGCACCCAGGGCTTCT 166-200 
D10S1675 AAGAGGCAGTGTCGTCG ACCTGTTGGAGCCACC 205-251
D10S1711 CTATGATGCTGAGGGCAGTG ATGCTACCATGCCTGGCTAC 174
stSG987=D10S555 CTGGATATGGAATGGAGTATCA TTCTCTTCTCCCTCATTTCTG 136
D10S212 GAAGTAAAGCAAGTTCTATCCACG TCTGTGTACGTTGAAAATCCC 189-201

 
 
           4. ΧΑΡΤΗΣ SHGC-G3 

STS                                  ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ 
FORWARD REVERSE

SHGC-14552 ACTCTTACTTCCTGCCTTGGC GAGGCCCTTTATGAAATGCA 174  
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Πιν. 4: (συνέχεια) 
           5. ΧΑΡΤΗΣ WI-RH 

STS                                  ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ ΜΕΓΕΘΟΣ 
FORWARD REVERSE

D10S2229=WI-3219 ACTGGCAAAAAGGATGGTTG TAGAATCTTATCCTGCCTTCCC 126
D10S1593 ATCTTTGTCATTGGTGTACAGGG CAGTGTGTGAGTGTCAGGAGC 99
D10S1256 CCGTGTGATGCAGCTTTG AAGAGGCACAAGAGTAAAACGC 232
D10S1585 GAAACGATGGTTGAAGAAAAGC ATGCCGAAGATTAGATTTTAATCC 138
D10S1408 TTGACTGGAATCTGTTGCTAGA AGCACTGATGCTGTTTACCAC 274
D10S1201 CCCCACCATGCGTACA TAGCACTGATTGATGCCGAG 281
D10S2490 CTCCAAGGGTAACATTGAAC CGTAAACGTTGTGAGATGGT 160
D10S1588 TGCTCAAGACCCCCATTTAT CACCCTGGTGGCAGTAGG 129

Σηµ.: Οι κωδικοί των STSs προέρχονται από την βάση δεδοµένων UniSTS. Παρατίθενται οι 
αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στην PCR, το µέγεθος των παραγόµενων 
προϊόντων και οι συντεταγµένες τους στους διάφορους χάρτες. Οι µονάδες για τους γενετικούς χάρτες 
Genethon και Marshfield είναι σε cM ενώ για τους χάρτες κυτταρικών υβριδίων GM99-GB4, GM99-G3, 
WI-RH και SHGC-G3 σε cR.  
 
 
Πιν. 5: Αλληλουχίες εκκινητών  
 

Γονίδιο Κωδικός Αλληλουχία Εφαρµογή
3077 1F CCTTAGGGCTTACAGGGC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 1R CAGAAGACACAGATGCGC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 2F ATTGGCACTGGTCAGTCC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 2R GACATGTCCCTCTGCTCC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 3F GGGAAACTCCGAGTCTCC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 3R TACTCTCCCCACTCCTGG ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 4F TCCTCACAGGAGCACTGG ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 4R CAAGGTTAGGTTTTGCCC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 5F ACTGCAGAGCTGGGTTTG ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 5R TCCAGTGTTCTCTGCACG ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 6F GTGACTGGAAGCCTGAGG ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 6R ACCAGCCCCATTCCTTAG ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 7F GTGCAGAACTTCGGGATG ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 7R CCCAGATGCCTTAGCAAC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 8F TCCTCTGTGGCTTTACCC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 8R AAAGTGCTGGCTCTCTGC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 9F CATGCCTGGCTTCACATC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 9R ATGCTTGCCCTAGTCAGC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 10F GTAAACAGAGGCCATGGG ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 10R CAGTATTGGCCTCAAGCC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 11F TCATGATTGACACCGAGG ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 11R CTTGACCCTGACTTTCCC ∆ιερεύνηση µεταλλαγών
3077 MycFnew CGGGATCCTCAGGAACCATGCGAGGC Με τον MycR για υποκυτταρικό εντοπισµό πρωτείνης
3077 MycR CCGAATTCCACTGCCATCACAGAGGC Με τον MycFnew για υποκυτταρικό εντοπισµό πρωτείνης

AJ312051 F_BamHI CGGGATCCCCTGCAGAGATGCTGGGTC Με τον R_Kpn για την κλωνοποίηση του cDNA 
AJ312051 R_Kpn GGGGTACCATTTTCTGGGAGTCACAAG Με τον F_BamHI για την κλωνοποίηση του cDNA 
AJ312051 F_SpeI GGACTAGTCCTGCAGAGATGCTGGGTC Με τον R_Kpn για RT-PCR

FRA10AC1 F CGGGATCCGAAAGGATGCATGGTCATG Με τον R4 για την κλωνοποίηση του cDNA 
FRA10AC1 F1 GCCATTTAGATGTAACACGTG Με τον R1 για γονοτυπική ανάλυση
FRA10AC1 F2 TCAGGATTTGTTTCTATGAGACG Με τον R2 για παρασκευή ανιχνευτή Northern
FRA10AC1 F3 GCAGAAGAGGCCTCCAAG Με τον R2 για RT-PCR
FRA10AC1 F5 CGGGATCCGCATGGTCATGGAGGCTATG Με τον R5 για κλωνοποίηση στον pET26b+
FRA10AC1 R1 GTCGTCGTTTCCTTCTTTCC Με τον F1 για γονοτυπική ανάλυση
FRA10AC1 R2 CCACACAAGCTGTAACTTGCAG Με τον F2 για  Northern, µε τον F3 για RT-PCR
FRA10AC1 R4 CGGAATTCGAAACAAATCCTGAAAATACTC Με τον F για την κλωνοποίηση του cDNA 
FRA10AC1 R5 GGAATTCAGAAACAAATCCTGAAAATACTC Με τον F5 για κλωνοποίηση στον pET26b+
Fra10ac1 mFRAF AGATGAGTTGCTGCTTAC Με τον mFRAR για παρασκευή ανιχνευτή για RISH
Fra10ac1 mFRAR CGAAGTTGACTTCCCAGC Με τον mFRAF για παρασκευή ανιχνευτή για RISH

Lgi1 mLGI1F TGAAATAGCCAGACCAC Με τον mLGI1R για παρασκευή ανιχνευτή για RISH
Lgi1 mLGI1R TGGATACGTGTGTGAATG Με τον mLGI1F για παρασκευή ανιχνευτή για RISH
Lgi3 mLGI3F GCGACAGAAATTTGTAC Με τον mLGI3R1 για παρασκευή ανιχνευτή για RISH
Lgi3 mLGI3R1 TGGTGCATACGTAGGTG Με τον mLGI3F για παρασκευή ανιχνευτή για RISH
Lgi4 mLGI4F GAATTGGATCTCAGTGCC Με τον mLGI4R για παρασκευή ανιχνευτή για RISH
Lgi4 mLGI4R AAGCTCCTGCCTTGAGC Με τον mLGI4F για παρασκευή ανιχνευτή για RISH

pACT2 pACT2F TACGATGTTCCAGATTAC Αλληλούχηση θηραµάτων πειράµατος δύο υβριδίων
pACT2 pACT2R TTTCAGTATCTACGATTC Αλληλούχηση θηραµάτων πειράµατος δύο υβριδίων  
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Πιν. 6: Αντισώµατα και συνθήκες εφαρµογής 
 

ΑΝΤΙΣΩΜΑ  ΣΥΝΘΗΚΕΣ                 ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ

Α. ΠΡΩΤΟΓΕΝΗ
anti-Xpress (mouse) W: o/n 4oC, 1/4000, TBSTM I: 1h RT, 1/250 Invitrogen (Cat. No. R910-25)
anti-SAP145 (rabbit) W: o/n 4oC, 1/1000, TBSTM, I: 1h RT, 1/250 R. Reed, Harvard Medical School
anti-SAP145 (mouse) W: 2h, RT, 1/1000, TBSTM Santa Cruz (Cat.no. sc-14279)
anti-lamin A/C (mouse) I: 1h RT, 1/500 Santa Cruz (Cat.no. sc-7292)
anti-DIG-AP (sheep) T: o/n 4oC, 1/1000 Roche (Cat.no. 1 093 274)
anti-FRA10AC1 (rabbit) W: o/n 4oC, 1/100, TBSTM, I: 2h RT, 1/10 ∆. Αποστολοπούλου, διπλ. Εργασία, Παν. Κρήτης
anti-GST (mouse) W: 1h RT, 1/5000, TBSTM Santa Cruz (Cat.no. sc-138)
anti-His, C-term (mouse) W: o/n 4oC, 1/2500, PBSTM Invitrogen (Cat.no R930-25)
anti-GFP (rabbit ) W: o/n 4oC, 1/5000, PBSTM Invitrogen (Cat.no R970-01)
anti-GFP (mouse) W: 1h RT, 1/2500, PBSTM Santa Cruz (Cat.no.sc-9996 )

Β. ∆ΕΥΤΕΡΟΓΕΝΗ 
anti-mouse-HRP (donkey) W: 1-2h RT, 1/2500 Jackson Immunoresearch (Cat.no. 715-035-150)
anti-mouse HRP (goat) W: 1-2h RT, 1/1000 Chemicon (Cat.no. AP124P)
anti-rabbit-HRP (goat) W: 1h RT, 1/13000 Jackson Immunoresearch (Cat.no. 111-005-003)
Alexa Fluor 488 goat I: 1h RT, 1/1000 Molecular Probes (Cat.no. A-11029)
anti-mouse 
Alexa Fluor 568 goat I: 1h RT, 1/1000 Molecular Probes (Cat.no. A-11031)
 anti-mouse
Alexa Fluor 568 goat I: 1h RT, 1/1000 Molecular Probes (Cat.no. A-11036)
anti-rabbit

 
Σηµ.: Στην δεύτερη στήλη παρατίθενται οι συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν σε ανάλυση Western (W), 
σε ανοσοφθορισµό (Ι) και σε υβριδοποίηση σε τοµές ιστών µε ριβοανιχνευτή (Τ).  
 
 
 
ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 Οι µέθοδοι που περιγράφονται πραγµατοποιήθηκαν σύµφωνα µε τα 

εργαστηριακά εγχειρίδια των Sambrook J et al, 1989 και των Ausubel FM et al, 2000.  
 

2.12. Αποµόνωση νουκλεϊκών οξέων 

 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από E.coli.  

Σε µικρή κλίµακα  

 Η αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα πραγµατοποιείται µε 

αλκαλική λύση.  Mοναδιαίες αποικίες µετασχηµατισµένων βακτηρίων αναπτύσσονται 

σε ~3ml LB µε το κατάλληλο αντιβιοτικό στους 37οC ολονύκτια υπό ανάδευση. Τα 

κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση (15min, 3000rpm σε RT) και επαναιωρούνται 

σε 300µl διαλύµατος P1 (15mM Tris-Cl pH 8, 10mM EDTA pH 8). Ακολουθεί επώαση 

µε λυσοζύµη σε τελική συγκέντρωση 300 µg/ml για 15min σε πάγο, προσθήκη 300µl 

διαλύµατος αποδιάταξης P2 (200mM NaOH, 1% SDS), ήπια ανάδευση και επώαση 

σε RT για 5-15min (µέχρι το διάλυµα να γίνει διαυγές). Η εξουδετέρωση γίνεται µε 

προσθήκη 300µl διαλύµατος P3 (3Μ οξικό κάλιο pH 5,5), ισχυρή ανάδευση και 

επώαση για 20min σε πάγο. Το µίγµα φυγοκεντρείται στις 12000rpm στους 4oC για 

15min, το υπερκείµενου συλλέγεται και ακολουθεί επαναληπτική φυγοκέντρηση στις 

ίδιες συνθήκες. Το πλασµιδιακό DNA κατακρηµνίζεται µε προσθήκη ισοπροπανόλης 
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(0,8 του όγκου) και συλλέγεται µετά από επώαση για 15min σε πάγο και 

φυγοκέντρηση στις 12000rpm για 15min στους 4οC. Η πελλέτα ξεπλένεται µε 70% 

αιθανόλη, στεγνώνει  και επαναδιαλύεται σε 50µl ΤΕ (10mM Tris.Cl pH 8, 1mM EDTA 

pH 8). Στην περίπτωση που ακολουθεί τεµαχισµός χρησιµοποιείται το 1/3-1/10 του 

DNA.  

Σε µεγάλη κλίµακα για αντίδραση αλληλούχησης ή σε παροδική διαµόλυνση 

 Σε αυτήν την περίπτωση η διαδικασία έχει όπως πριν αυξάνοντας όµως τον 

όγκο της βακτηριακής καλλιέργειας στα 2lt, χρησιµοποιώντας 200ml των διαλυµάτων 

P1, P2 και P3 και εφαρµόζοντας επιπλέον επεξεργασία. Συγκεκριµένα, µετά την 

κατακρήµνιση του πλασµιδιακού DNA ακολουθούν εκχυλίσεις µε 

φαινόλη/χλωροφόρµιο και επανακατακρήµνιση µε CH3COONa και απόλυτη 

αιθανόλη. Το DNA συλλέγεται µε φυγοκέντρηση στις 12000rpm για 15min στους 4οC, 

η πελλέτα ξεπλένεται µε 70% αιθανόλη και µετά το στέγνωµά της επαναδιαλύεται σε 

~3ml TE. Το RNA αποµακρύνεται µε επώαση µε RNAση σε τελική συγκέντρωση 

100µg/ml για 1h στους 37οC και ακολουθεί επώαση µε πρωτεινάση Κ σε τελική 

συγκέντρωση 100µg/ml για 2h στους 55οC σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα (1x: 

50mM Tris.Cl pΗ 7,5, 100mM NaCl, 0,02% SDS, 2mM EDTA). Ακολουθεί εκχύλιση 

µε φαινόλη/χλωροφόρµιο. H αποµόνωση του DNA γίνεται µε προσθήκη απόλυτης 

αιθανόλης, ψάρεµα των νηµατίων που σχηµατίζονται, ξέπλυµα µε 70% αιθανόλη και 

τελική επαναδιάλυση σε 2-3ml Τ.Ε. Με την µέθοδο αυτή αποµονώνονται 1-3mg 

πλασµιδιακού DNA.  

 

 Αποµόνωση γενωµικού DNA από πλακούντα  

Ο ιστός, αµέσως µετά την αποµόνωσή του, πλένεται µε φυσιολογικό ορό και 

διατηρείται στους -80oC σε τεµάχια όγκου 25cm3 περίπου. Για την αποµόνωση 

γενωµικού DNA ο ιστός κονιορτοποιείται παρουσία υγρού Ν2. Ακολουθεί προσθήκη 

διαλύµατος TSE (150mM NaCl, 100mM EDTA pH  8, 20mM Tris.Cl pH  8, ~100 ml 

ανά τεµάχιο) και SDS σε τελική συγκέντρωση 1%. Ο κονιορτοποιηµένος ιστός 

διαλυτοποιείται µε θέρµανση στους 65oC. Στη συνέχεια το δείγµα επωάζεται µε 

πρωτεϊνάση Κ τελικής συγκέντρωσης 100µg/ml, στους 65oC ολονύκτια και 

εκχυλίζεται µε φαινόλη, φαινόλη/ χλωροφόρµιο, χλωροφόρµιο/ισοαµυλική αλκοόλη 

(v/v: 24/1). Τα νουκλεϊκά οξέα κατακρηµνίζονται µε CH3COONa (0,25Μ) και απόλυτη 

αιθανόλη και συλλέγονται µε την µορφή ινιδίων. Μετά την εξάτµιση της υγρής φάσης 

γίνεται επαναδιάλυση σε 20 ml διαλύµατος Τ.Ε στους 4oC µε ήπια συνεχή ανάδευση 

για δύο µέρες. Ακολουθεί επεξεργασία µε υπέρηχους. Εµπειρικά, ο ιδανικός χρόνος 

για την παραγωγή τεµαχίων DNA µεγέθους 200 – 1500bp, υπολογίζεται σε τρεις 
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επαναλήψεις των 10sec η καθεµία (40% cycle actif, 5 microtip limit), µε ανάµιξη και 

πάγωµα του διαλύµατος πριν από κάθε επανάληψη. Το RNA αποµακρύνεται µε 

επώαση µε RNAse A στους 37oC σε τελική συγκέντρωση 50µg /ml για 3h η οποία 

στη συνέχεια αποµακρύνεται µε εκχύλιση µε µίγµα φαινόλης/ χλωροφορµίου. Η 

τελική κατακρήµνιση και επαναδιάλυση γίνεται όπως αναφέρθηκε παραπάνω, 

ρυθµίζοντας τη συγκέντρωση του DNA στα 10mg/ml. Από την επεξεργασία ενός 

τεµαχίου ιστού παράγονται ~100mg DNA-φορέα (carrier-DNA). 

 

 Αποµόνωση ολικού RNA από ιστό 

Για την εκχύλιση ολικού RNA από εγκέφαλο ανθρώπινου εµβρύου 

χρησιµοποιήθηκε το αποδιατακτικό µέσο ισοθειοκυανική γουανιδίνη όπως 

περιγράφεται από τους Chomczynski P και Sacchi Ν 1987. Aναλυτικά, ένα κοµµάτι 

του ιστού κονιορτοποιήθηκε παρουσία υγρού Ν2 και στη συνέχεια προστέθηκε 

διάλυµα D (4M ισοθειοκυανική γουανιδίνη, 25mM κιτρικό νάτριο, 0.5% Sarcosyl και 

0.1Μ 2-µερκαπτοαιθανόλη). Ο όγκος του ρυθµίστηκε ώστε το ιξώδες να είναι το 

ελάχιστο δυνατό και ακολούθως προστέθηκε διάλυµα CH3COONa pH 4.0 σε τελική 

συγκέντρωση 0.2Μ και όξινη φαινόλη ίσου όγκου µε το οµογενοποίηµα. Στη 

συνέχεια, µετά από ισχυρή ανάδευση (vortex) για τουλάχιστον 5min, προστέθηκε 

µίγµα χλωροφορµίου και ισοαµυλικής αλκοόλης (v/v: 24:1), όγκου ίσου µε το 1/5 του 

δείγµατος και ακολούθησε ισχυρή ανάδευση (5min), επώαση στους 40C για 15min 

και φυγοκέντρηση στις 12000rpm για 20min στους 40C. Η υδατική φάση εκχυλίστηκε 

επανειληµµένως µε µίγµα ουδέτερης φαινόλης/χλωροφορµίου στις ίδιες συνθήκες και 

το RNA κατακρηµνίστηκε µε 2.5 όγκους απόλυτης αιθανόλης.  

 

2.13. Τεµαχισµός DNA µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

Ο τεµαχισµός του DNA µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες πραγµατοποιήθηκε 

µε περίσσεια ενζύµου (3-5units/µg DNA) σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα και στην 

συνιστώµενη θερµοκρασία (βάση των οδηγιών των εταιριών Minotech και NEB) 

τουλάχιστον για 3h, όταν ήταν επιθυµητή η πλήρης πέψη ή για 1h για διαγνωστικές 

πέψεις.  

 

2.14. Ηλεκτροφόρηση  

 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα αγαρόζης 

H ταχύτητα µε την οποία το DNA µετακινείται κατά την ηλεκτροφόρησή του σε 

πήκτωµα αγαρόζης εξαρτάται από το µέγεθός του, την διαµόρφωσή του 
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(υπερελικωµένο, nicked, γραµµικό), τη συγκέντρωση της αγαρόζης, την τάση που 

εφαρµόζεται, την παρουσία βρωµιούχου αιθιδίου (EtBr) και την σύσταση και την 

ιοντική ισχύ του διαλύµατος ηλεκτροφόρησης. Η συγκέντρωση των πηκτωµάτων 

κυµαινόταν µεταξύ 0,8 και 2%. Η ηλεκτροφόρηση, αναλυτική και παρασκευαστική, 

πραγµατοποιήθηκε σε ρυθµιστικό διάλυµα 1xΤΑΕ (50xTAE: 200mM Tris, 200mΜ 

οξικό οξύ, 1mM EDTA pH 8.0) µε EtBr σε συγκέντρωση 0,1µg/ml. Η διάρκεια και η 

τάση που εφαρµόστηκε κυµάνθηκε µεταξύ 1-24h και µεταξύ 1-7V/cm αντίστοιχα. 

Πριν την ηλεκτροφόρηση, τα δείγµατα θερµαίνονται στους 65oC για 5min παρουσία 

διαλύµατος Orange G (0,25% Orange G, 15% Ficoll σε Τ.Ε).  

Αποµόνωση DNA από πήκτωµα αγαρόζης 

Η αποµόνωση του DNA από πήκτωµα αγαρόζης πραγµατοποιείται µε 

αυτοσχέδια κατασκευή εκχύλισης. Το τεµάχιο του πηκτώµατος κόβεται, πολτοποιείται 

µε κατάλληλο έµβολο και τοποθετείται σε σωληνάκι eppendorf  0,5ml στον πάτο του 

οποίου έχει τοποθετηθεί υαλοβάµβακας και έχει ανοιχτεί µία µικρή οπή. Αυτή η 

διάταξη τοποθετείται σε σωληνάκι eppendorf 1,5ml. Ακολουθoύν φυγοκεντρήσεις 

διάρκειας 2min στις 10000rpm στους 4oC κατά τις οποίες το διάλυµα του DNA 

συλλέγεται στο σωληνάκι υποδοχής ενώ η αγαρόζη συγκρατείται από τον 

υαλοβάµβακα. Το DNA εκχυλίζεται µε χλωροφόρµιο και κατακρηµνίζεται µε 

CH3COONa και απόλυτη αιθανόλη. Όσο µικρότερο είναι το µέγεθος του DNA και όσο 

αραιότερο είναι το πήκτωµα, τόσο υψηλότερη είναι η απόδοση της παραπάνω 

µεθόδου, που κυµαίνεται µεταξύ 20 και 70%.  

 

 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (PAGE) 

Τα πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης είναι απαραίτητα όταν απαιτείται ο 

διαχωρισµός µορίων που διαφέρουν κατά ένα νουκλεοτίδιο και αυτή η ιδιότητά τους 

αξιοποιήθηκε κατά την ηλεκτροφόρηση αντιδράσεων αλληλούχησης και προϊόντων 

PCR της γονοτυπικής ανάλυσης. Χρησιµοποιήθηκαν αποδιατακτικά πηκτώµατα 

συγκέντρωσης 8Μ ουρίας, 6% διαλύµατος ακρυλαµίδης: δισακρυλαµίδης 38:2, 0,5% 

ΤΒΕ (10xTBE: 0,9M Τris-Cl, 0,9M βορικό οξύ, 20mM EDTA, pH 8.0) τα οποία 

πολυµερίζονται µε APS και TEMED σε τελική συγκέντρωση 0,02% και 0,1% 

αντίστοιχα. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε ρυθµιστικό διάλυµα 0,5xTBE µε 

σταθερή ισχύ πεδίου 80W ενώ είχε προηγηθεί θέρµανση των δειγµάτων στους 80oC 

για 2min παρουσία stop mix (6x: 95% Formamide, 20mM EDTA pH 8, 

0,05%bromophenol blue, 0,05% xylene cyanol). Mετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης 

τα πηκτώµατα µεταφέρονται σε διηθητικό χαρτί Watman 3MM, αποξηραίνονται µε 

θέρµανση σε κενό αέρος και υφίστανται αυτοραδιογραφία.  
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 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 

 Κατά την ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωµα 

πολυακρυλαµίδης, τα µόρια διαχωρίζονται βάσει του µοριακού τους µεγέθους. Αυτό 

οφείλεται στην παρουσία του ανιονικού απορρυπαντικού SDS στο πήκτωµα, στο 

διάλυµα ηλεκτροφόρησης και στο διάλυµα Laemnli που προστίθεται στα δείγµατα. Τα 

πολυπεπτίδια προσδένουν SDS, σε ποσότητα ανάλογη µε το µέγεθός τους, 

φορτίζονται αρνητικά και παρουσία ηλεκτρικού πεδίου µετακινούνται προς την άνοδο. 

Επιπλέον, το SDS διασπά τους υδρογονικούς δεσµούς, τις υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις και ουσιαστικά αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες. Πλήρης αποδιάταξη 

επιτυγχάνεται αφενός µε την επίδραση της µερκαπτοαιθανόλης (συστατικό του 

διαλύµατος Laemnli) αφετέρου µε τη θέρµανση των δειγµάτων στους 100οC. Το 

πήκτωµα αποτελείται από δύο φάσεις: την ανώτερη στην οποία πραγµατοποιείται η 

ευθυγράµµιση των πρωτεϊνών σε ενιαίο µέτωπο και την υποκείµενη, δηλαδή το 

πήκτωµα διαχωρισµού. Οι συγκεντρώσεις των συστατικών του πηκτώµατος 

ευθυγράµµισης είναι: 4,5% ακρυλαµίδη/δισακρυλαµίδη (29:1), 0,125Μ Tris-Cl pH 6,8, 

0,1% SDS, 0,1% APS, 0,2% TEMED και του πηκτώµατος διαχωρισµού 0,375Μ 

Tris.Cl pH 8,8, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,05% TEMED ενώ η συγκέντρωσή του σε 

ακρυλαµίδη/δισακρυλαµίδη κυµαίνεται µεταξύ 8% και12% και επιλέγεται βάσει των 

µοριακών µεγεθών των πολυπεπτιδίων. Τα πρωτεϊνικά δείγµατα αποδιατάσσονται µε 

προσθήκη διαλύµατος 5xLaemnli (5x: 250mM Tris-Cl pH 6,8, 10% SDS, 50% 

γλυκερόλη, 25% µερκαπτοαιθανόλη, 0,5% bromophenol blue) και θέρµανση στους 

100οC για 10min. Όλα τα πηκτώµατα που χρησιµοποιήθηκαν, αναλυτικά και 

παρασκευαστικά, είχαν πάχος 1,5mm και διαστάσεις 8x 7,3cm. H ηλεκτροφόρηση 

πραγµατοποιήθηκε σε ρυθµιστικό διάλυµα (10x: 250mM Tris, 1,92M γλυκίνη, 1% 

SDS, ρύθµιση του pH στο 8,3 µε HCl) µε σταθερή ένταση πεδίου 35-45mA και µετά 

το πέρας της ακολουθούσε χρώση ή ηλεκτροµεταφορά των πολυπεπτιδίων σε 

µεµβράνη.  

 

2.15. Αλληλούχηση DNA 

Ο προσδιορισµός της αλληλουχίας των ενθεµάτων πλασµιδιακών 

κατασκευών και γραµµικών προϊόντων PCR στηρίχθηκε στη µέθοδο Sanger. Ως 

υπόστρωµα χρησιµοποιήθηκαν 250ng DNA ανά kb µεγέθους και 25ng 

ραδιοσηµασµένου εκκινητή. Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν σε 

θερµοανακυκλωτή µε υλικά του SequiTherm EXCEL™ II DNA Sequencing Kit 

σύµφωνα µε τις οδηγίες της εταιρείας Εpicentre (http://www.epicentre.com/). Τα 

προϊόντα αναλύθηκαν σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης µετά από αυτοραδιογραφία. 
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Κατά την αλληλούχηση των θετικών κλώνων του συστήµατος δύο υβριδίων, 

χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές pACT2F ή pACT2R που υβριδοποιούνται στον 

polylinker του pACT2 στις εξής συνθήκες: 95oC 5min/ 95oC 45sec, 55oC 45sec, 70oC 

1min, για 30 κύκλους. Εναλλακτικά, η αλληλούχηση έγινε στο εργαστήριο 

Γονιδιωµατικής Ανάλυσης στο ΙΜΒΒ (PE-ABI377 sequencers).   

 

2.16. Μετασχηµατισµός βακτηρίων 

Με τον µετασχηµατισµό επιτυγχάνεται η εισαγωγή και ο πολλαπλασιασµός 

πλασµιδιακού DNA σε βακτήρια. Τα βακτήρια καθίστανται ικανά να δεχτούν DNA 

εξωγενώς µετά από ειδική κατεργασία και πλέον ονοµάζονται δεκτικά. Ο 

µετασχηµατισµός τους γίνεται είτε µε εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου είτε µε θερµικό 

σοκ, µετά από κατάλληλη χηµική επεξεργασία. Η απόδοση του µετασχηµατισµού, 

όσον αφορά τη δεκτικότητα των κυττάρων, κυµαίνεται µεταξύ 106 και 107 (αποικίες 

ανά µg υπερελικωµένου DNA). Χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα E.coli στελέχους DH5a, 

BL21 DE3 codon+ και KC8.  

 

 Παρασκευή δεκτικών βακτηρίων και µετασχηµατισµός µε θερµικό σοκ 

 Με αυτόν τον τρόπο τα βακτήρια καθίστανται δεκτικά (competent) µετά από 

χηµική επεξεργασία. Αρχικά γίνεται εµβολιασµός 100ml LB µε µοναδιαία αποικία 

βακτηρίων από φρέσκο επιστρωµένο τρυβλίο και επώαση ολονύκτια µε ανάδευση 

στους 37οC. Ακολουθεί εµβολιασµός 100ml φρέσκου θρεπτικού µέσου LB µε 1ml 

από την πρώτη καλλιέργεια και επώαση στις ίδιες συνθήκες µέχρι την αρχή της 

εκθετικής φάσης ανάπτυξης (O.D560nm ~ 0,45). Σε όλα τα βήµατα που ακολουθούν 

τόσο τα κύτταρα όσο και τα διαλύµατα διατηρούνται σε πάγο και οι φυγοκεντρήσεις 

πραγµατοποιούνται στους 4οC. Τα βακτήρια συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 

2500rpm για 15min και επαναιωρούνται σε 20ml διαλύµατος TFB1 (100mM RbCl2, 

50mM MnCl2, 30mM CH3COOK, 10mM CaCl2, 15% γλυκερόλη, ρύθµιση του pH στο 

5,8 µε αραιό CH3COOΗ). Μετά από παραµονή τους για 20min σε πάγο, 

επανασυλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες και επαναιωρούνται σε 3ml 

διαλύµατος TFB2 (10mM MOPS, 10mM RbCl2, 75mM CaCl2, 15% γλυκερόλη, 

ρύθµιση του pH στο 7 µε διάλυµα 1M NaOH). Ακολουθεί επώαση για 20min σε πάγο, 

διαίρεση του κυτταρικού διαλύµατος σε δείγµατα των 150µl (σε eppendorfs που 

έχουν προψυχθεί µε υγρό άζωτο) και τελική αποθήκευση στους -80oC.  

Μετασχηµατισµός: Ένα δείγµα µεταφέρεται από τους -80oC σε πάγο. Μετά την τήξη 

προστίθεται το DNA και αναδεύεται ήπια. Ακολουθεί επώαση για 20min σε πάγο, 

κατά τη διάρκεια της οποίας το DNA έρχεται σε επαφή µε την κυτταρική µεµβράνη, 
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θερµικό σοκ στους 42οC για 90sec και άµεση µεταφορά σε πάγο, όπου παραµένει 

για 1min. Προστίθεται 1ml LB και µετά από επώαση για 1h στους 37οC, τα κύτταρα 

συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 3000rpm για 15min σε RT και επιστρώνονται σε 

τρυβλίο. 

 Παρασκευή δεκτικών βακτηρίων και µετασχηµατισµός µε εφαρµογή 

ηλεκτρικού πεδίου 

 Η προετοιµασία των κυττάρων συνίσταται στην µείωση της ιοντικής ισχύς του 

βακτηριακού αιωρήµατος µε διαδοχικές εκπλύσεις του µε απιονισµένο H2O.  

Αρχικά, γίνεται εµβολιασµός 100ml LB µε µοναδιαία αποικία βακτηρίων από φρέσκο 

επιστρωµένο τρυβλίο και επώαση ολονύκτια µε ανάδευση στους 37οC. Ακολουθεί 

εµβολιασµός 500ml φρέσκου θρεπτικού µέσου LB µε 5ml από την πρώτη 

καλλιέργεια και επώαση στις ίδιες συνθήκες µέχρι την εκθετική φάση ανάπτυξης 

(O.D560nm ~0,65). Η καλλιέργεια τοποθετείται σε πάγο για 30min και όλα τα επόµενα 

βήµατα πραγµατοποιούνται στους 4oC.  Τα κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση 

στις 2500rpm για 15min και επαναιωρούνται σε 500ml παγωµένου ddH2O. Ακολουθεί 

επανάληψη της συλλογής και της επαναιώρησης σε 250, 50 και 10ml παγωµένου 

ddH2O διαδοχικά. Η τελική επαναιώρηση των κυττάρων γίνεται σε 1,5ml παγωµένης 

γλυκερόλης 10% και το δείγµα διαιρείται σε δείγµατα των 50µl που αποθηκεύονται σε 

σωληνάκια eppendorfs που έχουν προψυχθεί σε υγρό άζωτο, στους -80oC.  

Μετασχηµατισµός: Η εισαγωγή του DNA επιτυγχάνεται εφαρµόζοντας υψηλό 

ηλεκτρικό πεδίο για πολύ µικρό χρονικό διάστηµα ώστε να δηµιουργηθούν παροδικές 

οπές στο τοίχωµα των βακτηρίων, µέσω των οποίων εισέρχεται το πλασµιδιακό 

DNA. Με την µέθοδο αυτή µεγάλο ποσοστό των κυττάρων, της τάξεως του 50-70%, 

πεθαίνουν, ωστόσο η απόδοση του µετασχηµατισµού είναι υψηλότερη σε σχέση µε 

την προηγούµενη µέθοδο. Η διαδικασία που ακολουθείται έχει ως εξής: Ένα δείγµα 

µεταφέρεται από τους -80oC σε πάγο όπου, µετά την τήξη του (~10min), προστίθεται 

το DNA και αναδεύεται ήπια. Ο όγκος του δείγµατος που προστίθεται είναι όσο το 

δυνατόν µικρότερος και η αλατότητα τελικά δεν υπερβαίνει το 1mM. Αν το δείγµα 

προέρχεται από αντίδραση σύνδεσης, είτε προστίθεται το 1/10 αυτής είτε έχει 

προηγηθεί καθαρισµός και επαναδιάλυση σε H2O. Αν πρόκειται για υπερελικωµένο 

DNA προστίθεται ~1ng. Ακολουθεί µεταφορά του δείγµατος σε παγωµένη κυψελίδα 

(BTX P/N 610, 1cm x 1cm µε κενό χώρο πάχους 1mm) και υποβολή του σε 

ηλεκτρική εκκένωση (1600 Volts για 4-6msec) στην συσκευή Electro Cell Manipulator 

600. Αµέσως τα κύτταρα µεταφέρονται σε 1ml παγωµένου LB, επωάζονται για 1h 

στους 37οC, συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 3000rpm για 15min σε RT και 

επιστρώνονται σε τρυβλίο µε στερεό LB που περιέχει το κατάλληλο αντιβιοτικό.  
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2.17. Παρασκευή τυφλών άκρων  

Η κατασκευή τυφλών άκρων σε µόρια που έχουν 5’ προεξέχοντα άκρα 

πραγµατοποιήθηκε µε την υποµονάδα Klenow της DNA πολυµεράσης. Ως 

υπόστρωµα χρησιµοποιείται 1,5µg DNA, που ο όγκος του ρυθµίζεται στα 30µl και 

ακολούθως προστίθενται 4µl ρυθµιστικού διαλύµατος 10xEcoPol (ΝΕΒ, 10x:100mM 

Tris-Cl pH 7,5, 50mM MgCl2, 75mM DTT), 5µl dNTPs (1mM) και 1µl (5units) 

ενζύµου. Ακολουθεί επώαση 15min σε RT, εκχύλιση µε φαινόλη/χλωροφόρµιο και 

κατακρήµνιση µε CH3COONa και απόλυτη αιθανόλη.  

 

2.18. Αντίδραση σύνδεσης (ligation) 

 Για τη σύνδεση γραµµικών µορίων DNA χρησιµοποιείται η λιγάση του DNA 

του βακτηριοφάγου Τ4. Η αντίδραση πραγµατοποιείται σε τελικό όγκο 10-20µl και σε 

αυτήν συµµετέχουν το ένθεµα και ο φορέας µε µοριακή αναλογία 10:1 αντίστοιχα, το 

ρυθµιστικό διάλυµα (10x: 300mM Tris-Cl pH 7.8, 100mM MgCl2, 100mM DTT , 10mM 

ATP) και 6 Weiss units ενζύµου. Η αντίδραση επωάζεται είτε 2h σε RT είτε ολονύκτια 

στους 16οC. Πριν το µετασχηµατισµό βακτηρίων, η λιγάση απενεργοποιείται µε 

θέρµανση στους 70οC για 10min.  

 

2.19. Ραδιοσήµανση του DNA 

 

 Ραδιοσήµανση δίκλωνων µορίων 

 
 Με τη µέθοδο των τυχαίων εκκινητών  

 Αυτή η µέθοδος ραδιοσήµανσης χρησιµοποιήθηκε για µόρια DNA >500bp. 

Στηρίζεται στη χρήση 6µερών εκκινητών, ετερογενών όσον αφορά την αλληλουχία 

τους, για την έναρξη της σύνθεσης του DNA χρησιµοποιώντας ως υπόστρωµα 

µονόκλωνο DNA. Λόγω της ετερογένειάς τους οι εκκινητές σχηµατίζουν υβρίδια µε 

διαφορετικές θέσεις του υποστρώµατος και συνεπώς στο τελικό προϊόν 

αντιπροσωπεύονται εξίσου όλα σχεδόν τα τµήµατα. Η πολυµεράση που 

χρησιµοποιείται είναι η υποµονάδα Klenow της DNA πολυµεράσης Ι της E.coli, ενώ 

τα δύο από τα τέσσερα νουκλεοτίδια που χρησιµοποιούνται για τη σύνθεση του 

ανιχνευτή είναι ραδιοσηµασµένα. Σε κάθε αντίδραση χρησιµοποιούνται 50-100ng 

υποστρώµατος DNA του οποίου ο όγκος ρυθµίζεται στα 7,5µl. Το DNA 

αποδιατάσσεται µε βρασµό για 5min, τοποθετείται σε πάγο, φυγοκεντρείται στιγµιαία 

και προστίθενται σε αυτό: 11,5µl διαλύµατος 2xLS {25µl Hepes pH 6,6, 25µl DTM2 

[0,1mM dGTP, 0,1mM dTTP σε TM (250mM Tris.Cl pH 8, 25mM MgCl2, 50mM β-

µερκαπροαιθανόλη)], 7µl O.L (90units/ml σε 1mM Tris.Cl pH 7,5, 1mM EDTA pH 
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7,5)}, 1µl BSA (10mg/ml), 1µl Klenow (5u/µl), 2 µl [α-32P] dATP και 2 µl [α-32P] dCTP 

που αντιστοιχούν σε 20µCi το καθένα, ειδικής ενεργότητας 3000Ci/mmole 

(Amersham) σε συγκέντρωση 10mCi/ml. Η αντίδραση πραγµατοποιείται στους 37oC 

για 3h. Ακολουθεί καθαρισµός των προϊόντων µε χρωµατογραφία µοριακής διήθησης 

µέσω Sephadex G-50 και προσδιορισµός της ειδικής ενεργότητας του ανιχνευτή. Για 

την αποφυγή της ραδιόλυσής του, ο ραδιοσηµασµένος ανιχνευτής χρησιµοποιείται, 

µετά την αποδιάταξή του, άµεσα ή φυλάσσεται στους –80oC.  

 

 Με PCR 

 Ο τρόπος αυτός ενδείκνυται για µόρια µικρού µεγέθους (60-200bp) καθώς 

παράγονται ανιχνευτές ιδιαίτερα υψηλής ενεργότητας. Αυτή η µέθοδος εφαρµόστηκε 

για τη ραδιοσήµανση όλων των ανιχνευτών (STSs) µε τους οποίους έγινε η 

διερεύνηση: α) της γενωµικής βιβλιοθήκης RPCI-11 και β) της υποβιβλιοθήκης του 

χρωµοσώµατος 10. Επιπλέον, µε την µέθοδο αυτή παρήχθησαν οι ανιχνευτές για την 

διερεύνηση της cDNA βιβλιοθήκης εγκεφάλου και για την ανάλυση Northern.  

 

 1) Ανιχνευτές για την γενωµική βιβλιοθήκη RPCI-11 

 Αρχικά, πραγµατοποιείται PCR µε υπόστρωµα γενωµικό ανθρώπινο DNA ή 

DNA κυττάρων σωµατικών υβριδίων ανθρώπου – κρικητού (hamster), που περιέχει 

µόνο το µεγάλο βραχίονα του χρωµοσώµατος 10 (υβρίδιο #175, βλ. Marzella R, 

Kokkinaki K et al, 1997) και όλο το γονιδίωµα του τρωκτικού. Η τελευταία επιλογή 

έγινε στις περιπτώσεις που εµφανιζόταν στα προϊόντα PCR πολυπλοκότητα 

µεγαλύτερη της αναµενόµενης. Η ποσότητα του υποστρώµατος ήταν 50-100ng και 

στις δύο περιπτώσεις και ο τελικός όγκος 10µl. Σε κάθε αντίδραση συµµετείχαν 

επιπλέον 100ng από τον κάθε εκκινητή, 1xρυθµιστικό διάλυµα Taq πολυµεράσης 

(10x: 100mM Tris.Cl pH 8.5, 500mM KCl, 1% Triton X-100, 15mM MgCl2), 100µg/ml 

BSA, 1mM dNTPs (µίγµα των τεσσάρων) και 1u Taq πολυµεράση (Minotech). Οι 

συνθήκες έχουν ως εξής: 94οC για 4min / 94οC για  45sec, 54oC έως 62oC για 45sec 

(αναλόγως των εκκινητών), 72oC για 30sec επανάληψη 35 κύκλων / 72οC - 5min. Οι 

αλληλουχίες όλων των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν, οι κωδικοί, τα µεγέθη των 

αντίστοιχων STSs, οι χάρτες και οι συντεταγµένες τους παρατίθενται στον Πιν. 4.  

 Το προϊόν της αρχικής αντίδρασης ηλεκτροφορείται σε πήκτωµα αγαρόζης 

2% και µετά την αποµόνωσή του τοποθετείται σε 50-150µl H2O, ολονύκτια στους 

4oC, όπου σηµαντικό ποσοστό του εκλούεται παθητικά στην υδατική φάση, µέρος της 

οποίας (1-5 µl) χρησιµοποιείται για επαναληπτική PCR. Αρχικά γίνεται επαναληπτική 

δοκιµαστική PCR στις ίδιες συνθήκες µε αυτές της αρχικής αντίδρασης. Το 

παραγόµενο προϊόν ελέγχεται µε ηλεκτροφόρηση µε κριτήριο να εµφανίζεται ως 
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µοναδική ζώνη στο αναµενόµενο µέγεθος. Ακολουθεί PCR ραδιοσήµανσης, 

χρησιµοποιώντας 0,5µl φρέσκο [α-32P] dCTP (5µCi), ειδικής ενεργότητας 

3000Ci/mmole (Amersham) σε συγκέντρωση 10mCi/ml. Τα τρία υπόλοιπα 

νουκλεοτίδια χρησιµοποιούνται µη σηµασµένα σε τελική συγκέντρωση 0,125mM, το 

καθένα. Για τον υπολογισµό της ειδικής ενεργότητάς τους λαµβάνονταν υπ’ όψιν: 1) η 

ποσότητα του [α-32P] dCTP που προστίθεται σε µία PCR (περίπου 0,5ng), 2) το 

ποσοστό ενσωµάτωσής του  (περίπου 80% όπως προκύπτει µετά από µοριακή 

διήθηση σε στήλη Sephadex G-50) και 3) τα cpm που µετρούνται µετά από 

κατακρήµνιση µε ΤCA σε δείγµα 1% του ραδιοσηµασµένου προϊόντος (η συνήθης 

τιµή είναι 7-8 x104 cpm). Βάσει των παραπάνω η ειδική ενεργότητα εκτιµάται ότι 

υπερβαίνει τα 109 cpm/µg. Στις περιπτώσεις που η δοκιµαστική επαναληπτική PCR 

εµφάνιζε πολυπλοκότητα µεγαλύτερη της αναµενόµενης, εκτός από την 

βελτιστοποίηση των συνθηκών, πραγµατοποιούνταν και έλεγχος του προϊόντος µε 

ηλεκτροφόρηση (5% της ποσότητας) σε πήκτωµα αγαρόζης και ακόλουθη 

αυτοραδιογραφία.  

 

 2) Ανιχνευτές για την υποβιβλιοθήκη του χρωµοσώµατος 10  

  Για τα STSs που είχαν χρησιµοποιηθεί και στην διερεύνηση ολόκληρης της 

βιβλιοθήκης, τα υποστρώµατα στην PCR ραδιοσήµανσης ήταν τα ίδια µε 

προηγουµένως. Για τα καινούρια STSs που δηµιουργήθηκαν από τα άκρα των BACs 

τα υποστρώµατα παρήχθησαν µε PCR σε: α) γενωµικό DNA ανθρώπου, β) γενωµικό 

DNA κρικητού και γ) DNA κυτταρικών υβριδίων που περιείχε το χρωµόσωµα 10. 

Κάθε αντίδραση πραγµατοποιούνταν σε δύο διαφορετικές θερµοκρασίες 

υβριδοποίησης (55 και 60oC). Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 20µl και 

περιλάµβανε 100ng από τον κάθε εκκινητή, 1x ρυθµιστικό διάλυµα Taq 

πολυµεράσης [10x: 450mM Tris.Cl pH 8,8, 110mM (NH4)2SO4, 15mM MgCl2, 

420µg/ml Cresol Red (από διάλυµα 845µg/ml σε Τ0,1Ε)], 0,25mM dNTPs (µίγµα των 

τεσσάρων), 13mM β-µερκαπτοαιθανόλη, 12% σουκρόζη (από διάλυµα 34,6%) και 1u 

Taq πολυµεράσης. Η συµµετοχή της σουκρόζης και της Cresol Red αντικαθιστούσε 

την προσθήκη του διαλύµατος Orange G πριν την ηλεκτροφόρηση. Ακολουθούσε 

ηλεκτροφόρηση (σε πήκτωµα αγαρόζης 2,5% σε διάλυµα 1xΤΒΕ) και σε όσες 

αντιδράσεις προέκυπτε προϊόν του αναµενόµενου µεγέθους µε τα υποστρώµατα «α» 

και «γ», όχι όµως µε το «β», αποµονώνονταν το αντίστοιχο τεµάχιο του πηκτώµατος 

το οποίο τοποθετούνταν σε 50µl T0,1E όπου και εκλούονταν ολονύκτια στους 4oC.  

  Για όλα τα STSs η αντίδραση ραδιοσήµανσης γινόταν σε τελικό όγκο 10µl και 

περιλάµβανε 100ng από τον κάθε εκκινητή, 0,6mM dNTPs (χωρίς dCTP), 

1xρυθµιστικό διάλυµα Taq πολυµεράσης (10x: 0,5M KCl, 100mM Tris pH 8,3, 15mM 
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MgCl2), 1u Taq πολυµεράσης, 0,3µl [α-33P] dCTP (3µCi), ειδικής ενεργότητας 

3000Ci/mmole (Amersham) σε συγκέντρωση 10mCi/ml. Η ποσότητα του 

ραδιενεργού ισοτόπου ανά αντίδραση ραδιοσήµανσης µειώθηκε στα 3µCi αντί των 

5µCi [α32P] dCTP που είχε χρησιµοποιηθεί στην διερεύνηση ολόκληρης της 

βιβλιοθήκης, καθώς η υβριδοποίηση γινόταν σε µικρότερο όγκο. Η διαφορά των δύο 

ισοτόπων είναι ο χρόνος ηµιζωής (14,3 µέρες του 32P έναντι 25,4 µέρες του 33P), η 

εµβέλειά τους στον αέρα (790cm του 32P έναντι 49cm του 33P) και η εκποµπή τους 

(1,709 MeV του 32P έναντι 0,249 MeV του 33P).  

 

 Ραδιοσήµανση ολιγονουκλεοτιδίων 

 Τα ολιγονουκλεοτίδια που δεν είναι φωσφορυλιωµένα στο 5’ άκρο τους (είτε 

επειδή έχουν αποφωσφορυλιωθεί είτε επειδή έχουν συντεθεί χηµικά) µπορούν να 

ραδιοσηµανθούν αν προσλάβουν µία ραδιοσηµασµένη φωσφορική οµάδα. Για το 

σκοπό αυτό χρησιµοποιείται το ένζυµο Τ4 πολυνουκλεοτιδική κινάση, που µεταφέρει 

τη γ-32P του [γ-32P] ATP στο υδροξύλιο που υπάρχει στο 5’ άκρο του 

πολυνουκλεοτιδίου. Στην αντίδραση χρησιµοποιούνται 10-20pmoles  του 

ολιγονουκλεοτιδίου και ο όγκος ρυθµίζεται στα 15µl. Επίσης προστίθενται 2µl 10x 

ρυθµιστικού διαλύµατος Τ4 πολυνουκλεοτιδικής κινάσης (10x:700 mM Tris-Cl pH 7.6, 

100 mM MgCl2, 50 mM DTT), 1µl (5units) ενζύµου και 2µl [γ-32P] ATP 

(3000Ci/mmole, 10µCi/µl). Η αντίδραση επωάζεται στους 37oC για 45min.  

 

2.20. Εκτίµηση της ειδικής ενεργότητας ανιχνευτή µε κατακρήµνιση µε TCA 

 Η ειδική ενεργότητα του ανιχνευτή (cpm/µg) πρέπει να υπερβαίνει τα 3x108 

και είναι µία σηµαντική παράµετρος που ελέγχεται καθώς από αυτή εξαρτάται η 

ευαισθησία της υβριδοποίησης. Η µέτρηση γίνεται µετά την αποµάκρυνση των µη 

ενσωµατωµένων ραδιοσηµασµένων πρόδροµων νουκλεοτιδίων, µε χρωµατογραφία 

µοριακής διήθησης. Για τον υπολογισµό των κρούσεων 1µl δείγµατος, τοποθετείται 

σε φίλτρο Whatman µαζί µε 10µg DNA - φορέα. Έτσι, µόρια DNA, µεγαλύτερα των 

50 νουκλεοτιδίων, κατακρηµνίζονται στην επιφάνεια του φίλτρου, το οποίο στη 

συνέχεια ξεπλένεται διαδοχικά µε 10% κρύο TCA για 10 min, ώστε να 

αποµακρυνθούν τα ελεύθερα ραδιοσηµασµένα νουκλεοτίδια και µε παγωµένη 

ακετόνη για 10min. Μετά το στέγνωµά του γίνεται µέτρηση των κρούσεων µε 

σπινθηροµετρητή. Για τη µέτρηση των συνολικών κρούσεων του δείγµατος 

χρησιµοποιείται ένα φίλτρο Whatman µε 1µl ραδιοσηµασµένου µορίου, που δεν έχει 

υποστεί κατακρήµνιση TCA. Η ένδειξη του µετρητή πολλαπλασιάζεται µε 2,5, 
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συντελεστής που χρησιµοποιείται επειδή η µέτρηση γίνεται απουσία υγρού 

σπινθηροµέτρησης (τολουένιο). 

 

2.21. Υβριδοποίηση νουκλεϊκών οξέων 

 Υβριδοποίηση γενωµικών βιβλιοθηκών µε STSs 

 Προϋβριδοποίηση 

 Η προϋβριδοποίηση των µεµβρανών, γίνεται για την αποφυγή της µη ειδικής 

σύνδεσης του ανιχνευτή, τόσο στα ίδια τα φίλτρα, όσο και στα µόρια που περιέχουν 

και είναι παρατεταµένη εξαιτίας της ύπαρξης µεγάλου αριθµού επαναλαµβανόµενων 

αλληλουχιών στο ανθρώπινο γονιδίωµα. Αυτό επιτυγχάνεται αφενός µε τα συστατικά 

του διαλύµατος, αφ’ετέρου µε την προσθήκη DNA-φορέα. Η σύσταση των 

διαλυµάτων που χρησιµοποιήθηκαν, εναλλακτικά, είναι: 1) Για την γενωµική 

βιβλιοθήκη, το διάλυµα Α (7% SDS, 100mM NaH2PO4, 50mM Na4P2O7, 10mM 

EDTA, 1% BSA) και 2) για την υποβιβλιοθήκη του χρωµοσώµατος, το διάλυµα Β [6x 

SSC, 2 mg/ml Ficoll 400-DL, 2 mg/ml polyvinyl pyrrolidone 40, 2 mg/ml BSA (fraction 

V), 1% N-lauroyl-sarcosine, 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 10% w/v dextran sulphate]. Η 

προυβριδοποίηση πραγµατοποιήθηκε είτε σε γυάλινους κυλίνδρους είτε σε falcons 

15ml όπου προστίθενται ~15ml προθερµασµένου στους 65οC διαλύµατος που 

περιέχει 100µg/ml αποδιατεταγµένο DNA-φορέα από ανθρώπινο πλακούντα και στην 

περίπτωση πολυµορφικών δεικτών 100ng/ml poly (dA-dC)-(dG-dT). Η διάρκειά της 

κυµαίνονταν µεταξύ 3h έως ολονύκτια στους 65οC.  

 Υβριδοποίηση 

 Για την διερεύνηση της βιβλιοθήκης RPCI-11 χρησιµοποιήθηκαν οµάδες των 

3-22 STSs ανά υβριδοποίηση (pools), ενώ στη χρωµοσωµοειδική βιβλιοθήκη κάθε 

ανιχνευτής εξετάζονταν µεµονωµένα. Η συγκέντρωση κάθε ανιχνευτή ήταν ~3x105 

cpm/ ml διαλύµατος υβριδοποίησης και η ειδική ενεργότητά του υπερέβαινε τα 109 

cpm/µg. Το διάλυµα υβριδοποίησης είναι ίδιο µε αυτό της προϋβριδοποίησης, µε την 

επιπλέον προσθήκη του αποδιατεταγµένου ανιχνευτή. Στην περίπτωση που στους 

ανιχνευτές συµπεριλαµβάνονταν πολυµορφικοί δείκτες, αυτοί αποδιατάσσονταν 

παρουσία 1µl poly (dA-dC)-(dG-dT) (1mg/ml, Pharmacia) σε 4xSSC και µετά από 

επώαση στους 65oC για 3h, προστίθονταν στην υβριδοποίηση. Η διάρκεια της 

υβριδοποίησης κυµαίνονταν µεταξύ 16 και 20h. 

 Πλύσιµο φίλτρου 

 Το πλύσιµο των µεµβρανών πραγµατοποιούνταν στις παρακάτω συνθήκες: 

1) Για το διάλυµα υβριδοποίησης Α: 5% SDS, 0.3M NaCl, 20mM NaH2PO4, 10mM 

Na4P2O7, 2mM EDTA, αλλαγή του διαλύµατος ανά 20min και παρακολούθηση των 
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κρούσεων στην επιφάνεια των µεµβρανών. Τα πλυσίµατα έγιναν σε θερµοκρασία 

δωµατίου, µε διαλύµατα που είχαν προθερµανθεί στους 65οC.  

2) Για το διάλυµα υβριδοποίησης Β: αρχικά µε 2x SSC σε RT για 10min, ακολούθως 

µε προθερµασµένο 0,5x SSC, 1% sarcosyl στους 65 οC για 30min (2 φορές) και 

τέλος µε 0,2x SSC σε RT. Όλα τα πλυσίµατα πραγµατοποιήθηκαν µε συνεχή 

ανάδευση.  

 Αυτοραδιογραφία 

 Η έκθεση των φίλτρων εξαρτάται από την αναµενόµενη ένταση του σήµατος. 

Ενδεικτικά, η διάρκεια για την γενωµική βιβλιοθήκη ήταν 1-2 µέρες παρουσία ειδικής 

οθόνης ενίσχυσης σήµατος σε θερµοκρασία -80 οC ενώ για την χρωµοσωµοειδική 

βιβλιοθήκη 2-6 µέρες (καθώς ο ανιχνευτής ήταν ραδιοσηµασµένος µε α-33P) σε RT µε 

φιλµ που είχε φωτιστεί στιγµιαία.  

 Έκπλυση φίλτρου 

 Εφαρµόζεται για την αποµάκρυνση των µορίων του ανιχνευτή από την 

επιφάνεια των µεµβρανών, ώστε να επαναυβριδοποιηθούν. Πραγµατοποιήθηκε µε 

επώαση των µεµβρανών είτε σε 0.4Ν NaOH για 20min και στη συνέχεια σε 5x SSC 

για 10min σε RT (γενωµική βιβλιοθήκη) είτε σε 0.4Ν NaOH για 30min και στη 

συνέχεια σε 0,2Μ Tris.Cl pH 7,4, 0,1xSSC, 0,1% SDS  για 20min στους 42oC 

(βιβλιοθήκη του χρωµοσώµατος), υπό συνεχή ανάδευση. Στη συνέχεια οι µεµβράνες 

διατηρούνται στους 4οC, παρουσία ελάχιστης υγρασίας. 

 

 Υβριδοποίηση αποικιών ακινητοποιηµένων σε µεµβράνη 

 Η µέθοδος αυτή (Grunstein Μ & Hogness DS, 1975) εφαρµόστηκε για την 

ταυτοποίηση µοναδιαίων βακτηριακών αποικιών που φέρουν ανασυνδυασµένα 

πλασµίδια. Περιλαµβάνει τη µεταφορά των αποικιών σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης, την 

λύση τους, την σύνδεση του DNA τους στη µεµβράνη και την ακόλουθη 

υβριδοποίηση των µεµβρανών µε κατάλληλους, ραδιοσηµασµένους, ανιχνευτές.  

Μεταφορά των βακτηριακών αποικιών σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης: Η µεµβράνη 

τοποθετείται στο τρυβλίο µε τις βακτηριακές αποικίες µέχρι να υγρανθεί τελείως. Για 

λόγους στοίχισης τόσο η µεµβράνη όσο και το υποκείµενο θρεπτικό µέσο 

σηµαδεύονται ασύµµετρα µε βελόνα.   

Λύση των βακτηρίων και σύνδεση του DNA τους στη µεµβράνη: Οι µεµβράνες 

σηκώνονται από το θρεπτικό υλικό και τοποθετούνται µε τις αποικίες προς τα πάνω 

σε χαρτί Whatman 3MM εµποτισµένο µέχρι κορεσµού µε διάλυµα αποδιάταξης (1,5Μ 

NaCl, 0,5M NaOH, pH 12-12,5) για 5min, ακολούθως σε διάλυµα ουδετεροποίησης 

(1Μ Tris, 1,5M NaCl, ρύθµιση του pH στο 7 µε HCl) για 7min και τελικά σε διάλυµα 

2xSSC για 15min. Τέλος, οι µεµβράνες τοποθετούνται σε στεγνό χαρτί όπου και 
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παραµένουν µέχρι να στεγνώσουν τελείως (>30 min) και υφίστανται ακτινοβόληση µε 

U.V. ώστε να πραγµατοποιηθεί η οµοιοπολική σύνδεση µεταξύ DNA- µεµβράνης. Η 

υβριδοποίηση πραγµατοποιήθηκε όπως και στην περίπτωση της γενωµικής 

βιβλιοθήκης. 

 

2.22. Χρώση πηκτωµάτων  

 Η χρώση και η µονιµοποίηση των πολυπεπτιδίων πραγµατοποιήθηκε µε 

διάλυµα Coomasie brilliant blue [45% v/v µεθανόλη, 10% v/v οξικό οξύ, 0,25% 

χρωστικής Coomasie Brilliant blue R250 (διαλυτή σε µεθανόλη)], που ανιχνεύει 30-

100ng πρωτεΐνης. Μετά την ηλεκτροφόρηση το πήκτωµα τοποθετείται στο διάλυµα 

της χρωστικής και είτε αναδεύεται ήπια από 2h έως ολονύκτια σε RT είτε θερµαίνεται 

σε φούρνο µικροκυµάτων για λίγα sec (3 φορές, µέχρι λίγο πριν το βρασµό). Στη 

συνέχεια το πήκτωµα ξεπλένεται µε νερό και µεταφέρεται σε διάλυµα 

αποχρωµατισµού (30% v/v µεθανόλη, 10% v/v οξικό οξύ και 3% v/v γλυκερόλη στην 

περίπτωση που ακολουθεί αποξήρανση) όπου και επωάζεται από 2h έως ολονύκτια, 

ώστε να αποµακρυνθεί η χρωστική που δεν έχει δεσµευτεί στα πολυπεπτίδια.  
 

2.23. Υγρή ηλεκτροµεταφορά  

 Μετά την ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων, τα πολυπεπτίδια του πηκτώµατος 

µεταφέρονται σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (PROTRAN, µέγεθος πόρων 0,2 µm) µε 

εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου σταθερής έντασης 110mA, σε διάλυµα 

ηλεκτροµεταφοράς (ίδιο µε το διάλυµα ηλεκτροφόρησης της SDS-PAGE µε 20% 

µεθανόλη), ολονύκτια στους 4oC. Η διάταξη περιλαµβάνει την τοποθέτηση στην 

ειδική κασέτα των εξής: Σπόγγος, χαρτί Whatman 3MM (x2)-πήκτωµα-µεµβράνη- 

χαρτί Whatman 3MM (x2)-σπόγγος και την εφαρµογή πεδίου ώστε οι πρωτεΐνες να 

µεταφέρονται προς την άνοδο.  

 

2.24. Ανάλυση Western  

 Μετά την ηλεκτροµεταφορά, η µεµβράνη επωάζεται σε παρεµποδιστικό 

διάλυµα TBSTM (20mM Tris-Cl pH 7,6, 137mM NaCl, 0,1% Tween-20, 5% άπαχο 

γάλα σκόνη) ή PBSTM (1xPBS, 0,1% Tween-20, 5% άπαχο γάλα σκόνη) για 

τουλάχιστον 1h, ώστε να καλυφθούν οι ελεύθερες θέσεις της. Ακολουθεί επώαση µε 

το πρωτεύον αντίσωµα, σε κατάλληλη αραίωση σε παρεµποδιστικό διάλυµα. Στη 

συνέχεια αποµακρύνεται η περίσσεια του αντισώµατος µε τρία διαδοχικά πλυσίµατα 

µε διάλυµα TBST ή PBST (TBSTM / PBSTM χωρίς γάλα) διάρκειας 10min το καθένα 

και προστίθεται το κατάλληλο δευτερεύον αντίσωµα που είναι συζευγµένο µε HRP. 

Μετά την αποµάκρυνση του αντισώµατος µε πλυσίµατα όπως και προηγουµένως 
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προστίθενται τα υποστρώµατα της HRP που παρουσία του ενζύµου παράγουν φως 

το οποίο και αποτυπώνεται σε φιλµ. Χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα χηµειοφωταύγειας 

της PIERCE σύµφωνα µε τις οδηγίες της εταιρίας. Όλη η διαδικασία 

πραγµατοποιείται σε RT υπό ανάδευση, εκτός από την περίπτωση που υπάρχει 

ολονύκτια επώαση που γίνεται στους 4oC. Τα αντισώµατα, οι αραιώσεις, η 

προέλευσή τους και οι συνθήκες που εφαρµόστηκαν περιγράφονται στον Πιν.6. 

 

2.25. Αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής 

 Η µέθοδος αυτή, σε συνδυασµό µε την PCR, χρησιµοποιήθηκε για τον έλεγχο 

της έκφρασης γονιδίων σε εγκέφαλο. Πριν την αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής, 

το RNA που είχε αποµονωθεί από ιστό επωάστηκε DNase I (Boehringer Mannheim). 

Χρησιµοποιήθηκαν 20 units ενζύµου/µg RNA, παρουσία RNasin (40 units) στο 

κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα (200mM Tris-Cl pH 8.0, 50mM NaCl και 30mM MgCl2) 

στους 370C για 1h. Ακολούθησε εκχύλιση του RNA µε φαινόλη/χλωροφόρµιο, 

κατακρήµνιση µε 3.5 όγκους µίγµατος αιθανόλης και οξικού αµµωνίου 7.5M 

(αναλογία µίγµατος 6:1) και επαναδιαλυτοποίηση σε Η2Ο. Για την αντίδραση 

χρησιµοποιήθηκαν ως υπόστρωµα 200ng ολικού RNA από εγκέφαλο εµβρύου 

ανθρώπου. Αρχικά, το δείγµα, µετά την ρύθµιση του όγκου του στα 11,5µl, 

θερµάνθηκε για 5min στους 65oC και ακολούθως προστίθεται σε αυτό: 3µl (100ng/l) 

εκκινητής ολιγο-dT, 2µl ρυθµιστικού διαλύµατος, 2µl dNTPs (2,5mM το καθένα), 0,5µl 

αντίστροφης µεταγραφάσης (Sensiscript RT, Qiagen) και 1µl (10units) RNAsin. Η 

αντίδραση επωάστηκε για 2h στους 37oC και καθαρίστηκε από τα µη ενσωµατωµένα 

νουκλεοτίδια και τα άλατα µε µοριακή διήθηση µέσω Sephadex G-50. Στην PCR που 

ακολούθησε χρησιµοποιήθηκε ως υπόστρωµα το 5% της αντίδρασης.  

 

2.26. Υβριδοποίηση in situ σε τοµές ιστών µε ανιχνευτή RNA (RISH) 

Με την µέθοδο αυτή είναι δυνατός ο προσδιορισµός της µεταγραφικής 

ενεργότητας ενός γονιδίου σε επίπεδο ιστού. Η µέθοδος πρωτοπεριγράφηκε µε 

σκοπό τον εντοπισµό υβριδικών µορίων DNA:RNA σε κυτταρολογικά 

παρασκευάσµατα (Gall & Pardue, 1969). Έκτοτε, παρουσιάστηκαν διάφορες 

τροποποιήσεις και βελτιώσεις της. Σηµαντική καινοτοµία ήταν η χρήση µονόκλωνων 

µορίων RNA ως ανιχνευτών, των ριβοανιχνευτών (Cox et al, 1984), που 

εµφανίζονται πιο ειδικοί και µε µεγαλύτερη ευαισθησία σε σχέση µε ανιχνευτές cDNA, 

ή ολιγονουκλεοτίδια. 

Η µέθοδος περιλαµβάνει την προετοιµασία του ιστού, την σταθεροποίησή του 

σε εκµαγείο, τον τεµαχισµό του, την σύνθεση του ανιχνευτή, την υβριδοποίηση και 

την ανίχνευση του σήµατος. Η υβριδοποίηση έγινε σε τοµές εγκεφάλου ενηλίκου 
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ποντικού και εµβρύων ποντικού αναπτυξιακού σταδίου Ε12.5-Ε14.5. Οι ιστοί 

µονιµοποιήθηκαν µε PFA και τεµαχίστηκαν σε κρυοτόµο. Οι ριβοανιχνευτές που 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν συµπληρωµατικοί του mRNA (antisense probe) και 

παρήχθησαν µε µεταγραφή in vitro χρησιµοποιώντας ως υπόστρωµα πλασµιδιακή 

κατασκευή σε φορέα που έχει, εκατέρωθεν των θέσεων κλωνοποίησης, αλληλουχίες 

πρόσδεσης της RNA πολυµεράσης (υποκινητή T7, T3). Πριν την µεταγραφή η 

πλασµιδιακή κατασκευή γραµµοποιείται ενώ κατά την αντίδραση χρησιµοποιείται 

UTP σηµασµένο µε DIG. Ο σηµασµένος ανιχνευτής υβριδοποιείται στις τοµές των 

ιστών όπου και αναγνωρίζει το στόχο-mRNA και ακολούθως εντοπίζεται µε το 

αντίσωµα anti-DIG το οποίο είναι συζευγµένο µε το ένζυµο αλκαλική φωσφατάση. 

Έτσι, όταν γίνει επώαση µε τα υποστρώµατα του ενζύµου εµφανίζεται χρώση στις 

περιοχές όπου εντοπίζεται το mRNA.  

 
 Προετοιµασία και µονιµοποίηση ιστών 

 Με την µονιµοποίηση διατηρείται η µορφολογία των ιστών και συγκρατείται το 

mRNA µέσα στα κύτταρα. Ως µονιµοποιητικό µέσο επιλέχθηκε η PFA καθώς το 

ποσοστό του στόχου-mRNA που παγιδεύεται στα κύτταρα είναι σηµαντικά 

µεγαλύτερο σε σχέση µε άλλες µεθόδους ενώ παράλληλα διατηρείται καλύτερα η 

κυτταρική µορφολογία (Lawrence JB & Singer RH, 1985). Όσο περισσότερο διαρκεί 

η µονιµοποίηση, τόσο καλύτερα διατηρείται η µορφολογία του ιστού, παράλληλα 

όµως µειώνεται η προσβασιµότητα του στόχου- mRNA. Γενικά για ιστούς έως 2cm η 

µονιµοποίηση διαρκεί ολονυκτία και πραγµατοποιείται στους 4oC µε ήπια ανάδευση. 

Ο όγκος του µονιµοποιητικού µέσου ξεπερνά κατά πολύ (τουλάχιστον x30) τον όγκο 

του ιστού.  Αµέσως µετά την λήψη των ιστών, τα δείγµατα ξεπλένονται µε 1xPBS 

(40mM Na2HPO4, 5mM NaH2PO4, 150mM NaCl, pH 7.4) και επωάζονται σε διάλυµα 

4% PFA µε πολύ ήπια ανάδευση στους 4oC για 12-36h. Ακολουθεί ξέπλυµά τους µε 

1xPBS (3x10min) και για λόγους κρυοπροστασίας ακολουθεί επώαση στους 4oC σε 

διάλυµα σουκρόζης 30% µέχρι τα παρασκευάσµατα να καθιζάνουν στον πάτο του 

διαλύµατος (24-36h). Αυτό το βήµα πραγµατοποιείται επειδή ακολουθεί τοµή των 

ιστών σε κρυοτόµο.  

 

 Στερεοποίηση και τεµαχισµός του ιστού  

 Μετά την αποµάκρυνση της περίσσειας σουκρόζης, τα παρασκευάσµατα 

τοποθετούνται σε πλαστικό εκµαγείο, που περιέχει παγωµένο µέσο Polyfreeze-

Tissue Freezing που είναι κατάλληλο για τοµές σε κρυοστάτη και καλύπτονται 

πλήρως µε το υλικό αυτό. Η τοποθέτησή τους εξαρτάται από τον άξονα κατά τον 

οποίο πρόκειται να τεµαχιστεί το δείγµα (στεφανιαίες, εγκάρσιες, οβελιαίες τοµές). 
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Στη µορφή αυτή τα παρασκευάσµατα παγώνουν στους -80oC όπου και µπορούν να 

διατηρηθούν ως τον τεµαχισµό τους. Οι τοµές πραγµατοποιήθηκαν σε κρυοτόµο  

(-20 oC), είχαν πάχος 16µm και µετά την τοποθέτησή τους σε αντικειµενοφόρες 

πλάκες Superfrost/Plus διατηρήθηκαν στους -80oC. Το πλεονέκτηµα των 

αντικειµενοφόρων αυτού του τύπου είναι ότι δεν απαιτείται κάποια επεξεργασία πριν 

τη χρήση τους.  

 Παρασκευή ανιχνευτή  
 Οι ανιχνευτές που χρησιµοποιήθηκαν είναι συµπληρωµατικοί µε το mRNA 

του γονιδίου ενώ σε όλα τα πειράµατα χρησιµοποιήθηκε ως αρνητικός έλεγχος και 

ανιχνευτής ίδιος µε το mRNA. Για την παρασκευή τους κλωνοποιήθηκαν τµήµατα 

των cDNAs των γονιδίων Lgi1, Lgi2, Lgi3, Lgi4, Fra10ac1, Dgcr14 και Sap145 του 

ποντικού (Εικ. 10, 11) στον φορέα pBluescript II KS +. Το τµήµα του cDNA επιλέγεται 

συνήθως από το 3’ UTR του γονιδίου γιατί η περιοχή αυτή είναι η πιο ειδική. 

Επιπλέον, αποφεύγονται αλληλουχίες µικρής πολυπλοκότητας, δηλαδή συνεχόµενες 

επαναλήψεις του ίδιου νουκλεοτιδίου. Το µέγεθος του τµήµατος του cDNA ήταν 

µεταξύ 300bp και 1000bp, εύρος που αφενός επιτρέπει αποτελεσµατική 

υβριδοποίηση και αφετέρου ικανοποιητική πρόσβαση στο στόχο-mRNA. Τέλος, 

αποφεύγονται αλληλουχίες από τον polylinker του φορέα, καθώς συχνά περιέχουν 

τµήµατα πλούσια σε GC που τείνουν να υβριδοποιούνται µη ειδικά µε το rRNA. 

 Οι ανιχνευτές παρασκευάστηκαν µε αντίδραση µεταγραφής in vitro 

χρησιµοποιώντας ως υπόστρωµα 1µg πλασµιδιακού DNA που είχε προηγουµένως 

γραµµοποιηθεί πλήρως µε το κατάλληλο ένζυµο περιορισµού (Εικ.10, 11). Το 

γραµµοποιηµένο DNA εκχυλίζεται µε φαινόλη/χλωροφόρµιο, κατακρηµνίζεται µε 

CH3COONa και απόλυτη αιθανόλη και επαναδιαλύεται σε ΤΕ. Πριν την προσθήκη 

των συστατικών της αντίδρασης, ο όγκος του υποστρώµατος ρυθµίζεται στα 12µl και 

το δείγµα θερµαίνεται για 10min στους 65oC. Ακολούθως προστίθενται: 2units 

RNAsin (2units/µl) που δρα σαν αναστολέας των RNAσών, 4µl ρυθµιστικού 

διαλύµατος µεταγραφής 5x (5x: 400mM Tris-Cl pH 8, 60mM MgCl2, 100mM DTT, 

20mM σπερµιδίνη), 2µl µίγµατος σήµανσης (DIG-RNA labeling mix, 10x:10mM ATP, 

10mM CTP, 10mM GTP, 6,5mM UTP, 3,5mM DIG-11-UTP, pH 7,5), και 20units T3 ή 

Τ7 RNA πολυµεράσης (20units /µl). Αναλόγως µε την φορά που έχει κλωνοποιηθεί 

το cDNA στον pBluescript II KS +, χρησιµοποιείται η κατάλληλη πολυµεράση (T3 ή 

Τ7) ώστε να παραχθεί ο συµπληρωµατικός και ο µη συµπληρωµατικός ανιχνευτής. Η 

αντίδραση επωάζεται για 2h στους 37oC και µετά από στιγµιαία φυγοκέντρηση 

προστίθενται 20units DNAse I η οποία δρα για 15min στους 37oC ώστε να 

καταστρέψει το υπόστρωµα. Η αντίδραση σταµατάει µε την προσθήκη 1µl EDTA 
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0,5M pH 8 και το mRNA κατακρηµνίζεται µε προσθήκη 2,5µl LiCl 4M και απόλυτης 

αιθανόλης (2,5 όγκους). Η πελέτα του mRNA επαναδιαλύεται σε 50µl Η2Ο και 

αποθηκεύεται στους -80oC  

 

 Υβριδοποίηση  

 Οι τοµές µεταφέρονται από τους -80oC σε RT όπου και στεγνώνουν (2-3h). 

Για την υβριδοποίηση, προστίθεται σε κάθε αντικειµενοφόρο ο ανιχνευτής, σε ~150µl 

προθερµασµένου στους 65oC διαλύµατος υβριδοποίησης [50% v/v φορµαµίδη, 

5xSSC (20x: 3M NaCl, 0,3M κιτρικό νάτριο, ρύθµιση του pH στο 5,5 µε κιτρικό οξύ), 

5xDenhardts (50x: 1% Ficoll, 1% Polyvinyl pyrollidone, 1% BSA Fraction V) 

500µg/ml herring sperm DNA, 250µg/ml tRNA] σε συγκέντρωση 0,2-1µg /ml. Τα 

παρασκευάσµατα καλύπτονται µε parafilm και επωάζονται στους 65oC, ολονυκτία σε 

περιβάλλον κορεσµένο σε φορµαµίδη. 

 

Εικ. 10: Σχηµατική αναπαράσταση της κατασκευής των ριβοανιχνευτών µε αντίδραση 
µεταγραφής in vitro. Ο ανασυνδυασµένος πλασµιδιακός φορέας γραµµοποιείται, µε τεµαχισµό 
µε ενδονουκλεάσες περιορισµού που βρίσκονται στον polylinker και όσον το δυνατόν 
πλησιέστερα στο ένθεµα. Η ενδονουκλεάση πλησίον του 5’ του cDNA χρησιµοποιείται για την 
κατασκευή του υποστρώµατος για την παραγωγή του συµπληρωµατικού (antisense) ανιχνευτή, 
και αντιστρόφως. Ανάλογα µε τον προσανατολισµό του ενθέµατος, χρησιµοποιείται η κατάλληλη 
RNA πολυµεράση (Τ3 ή Τ7). Απεικονίζονται οι πλασµιδιακές κατασκευές στον φορέα 
pBluescript των cDNAs των Lgi1-4, ο προσανατολισµός και το µήκος των ενθεµάτων, οι 
ενδονουκλεάσες που χρησιµοποιήθηκαν για την γραµµοποίηση των ανασυνδυασµένων 
πλασµιδίων και η RNA πολυµεράση µε την οποία έγινε η µεταγραφή σε κάθε περίπτωση, για 
την παρασκευή του συµπληρωµατικού και του µη-συµπληρωµατικού ανιχνευτή.  
 

Α. Παρασκευή ανιχνευτή antisense Β. Παρασκευή ανιχνευτή sense 
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Εικ. 11: Σχηµατική αναπαράσταση της κατασκευής των ριβοανιχνευτών µε αντίδραση 
µεταγραφής in vitro. Απεικονίζονται οι πλασµιδιακές κατασκευές στον φορέα pBluescript 
των cDNAs των γονιδίων Fra10ac1, Dgcr14 και Sap145, ο προσανατολισµός και το µήκος 
των ενθεµάτων, οι ενδονουκλεάσες που χρησιµοποιήθηκαν για την γραµµοποίηση των 
ανασυνδυασµένων πλασµιδίων και η RNA πολυµεράση µε την οποία έγινε η µεταγραφή σε 
κάθε περίπτωση, για την παρασκευή του συµπληρωµατικού και του µη-συµπληρωµατικού 
ανιχνευτή.  
 

 Πλυσίµατα και επώαση µε το αντίσωµα anti-DIG 

 Αρχικά, τα πλυσίµατα γίνονται σε ειδικά γυάλινα δοχεία µε τις 

αντικειµενοφόρους τοποθετηµένες κατακόρυφα, µε συνεχή ήπια ανάδευση στους 

65oC. Χρησιµοποιούνται διαδοχικά τα διαλύµατα Ι, ΙΙ και ΙΙΙ (και τα τρία περιέχουν 

50% v/v φορµαµίδη, 0,1% v/v Tween-20 και SSC σε µειούµενη συγκέντρωση, 5x στο 

διάλυµα Ι, 1x στο ΙΙ και 0,1x στο ΙΙΙ), κάνοντας 3 επαναλαµβανόµενα πλυσίµατα µε το 

καθένα διάρκειας 30min. Ακολουθεί πλύσιµο µε διάλυµα 1x MABT (5x: 100mM 

µαλεϊκό οξύ, 150mΜ NaCl, 0,5% Tween-20, ρύθµιση του pH στο 7,5 µε NaOH) σε 

RT, µία φορά για 20min µε τις αντικειµενοφόρες κάθετα µε ήπια ανάδευση και δύο 

φορές επιπλέον σε οριζόντια θέση ώστε να µειωθεί το ποσοστό αποκόλλησης των 

ιστών. Από το στάδιο αυτό και µετά τα παρασκευάσµατα τοποθετούνται σε δοχείο µε 

περιβάλλον κορεσµένο σε Η2Ο. Ακολουθεί επώαση µε παρεµποδιστικό διάλυµα Β2 

(10% FCS σε 1x MABT) για 2h µε τα παρασκευάσµατα σε οριζόντια θέση και 

καλυµµένα µε parafilm. Στον ίδιο χρόνο πραγµατοποιείται και η επώαση του anti-

DIG-ΑΡ (Roche) σε διάλυµα Β2 (αραίωση αντισώµατος:1/1000) το οποίο και 

προστίθεται στη συνέχεια στις τοµές. Τα δείγµατα επωάζονται ολονύκτια στους 4oC 

(καλυµµένα µε parafilm).  
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 Πλυσίµατα και αντίδραση αποκάλυψης  

 Μετά την επώαση µε το αντίσωµα, ακολουθεί πλύσιµο µε διάλυµα 1x MABT, 

µία φορά για 30min σε RT µε τις αντικειµενοφόρες τοποθετηµένες κατακόρυφα και 

ήπια ανάδευση. Στη συνέχεια και µέχρι το τέλος του πειράµατος, τα 

παρασκευάσµατα τοποθετούνται σε οριζόντια θέση και πλένονται δύο φορές από 

30min µε 1x MABT. Ακολουθούν δύο πλυσίµατα, 30min το καθένα, µε διάλυµα Β3 

(100mM Tris-Cl pH 9,5, 100mM NaCl, 50mM MgCl2) που λόγω του αλκαλικού pH του 

προετοιµάζει τα δείγµατα για την αντίδραση της αλκαλικής φωσφατάσης. Το διάλυµα 

Β3 αντικαθίσταται από το διάλυµα της αντίδρασης αποκάλυψης Β4 [Β3 µε NBT και 

BCIP σε αναλογία όγκων 9/7 (χρησιµοποιήθηκε Β4 µε 4,5µl NBT και 3,5µl BCIP ανά 

ml)], τα δείγµατα καλύπτονται µε parafilm και επωάζονται ολονύκτια στους 4oC. Η 

ένταση του σήµατος ελέγχεται στο µικροσκόπιο και αν απαιτείται περαιτέρω χρώση 

πραγµατοποιείται ξέπλυµα µε διάλυµα Β3 και επώαση µέχρι και 48h επιπλέον µε 

φρέσκο διάλυµα Β4 (ίδιας ή διπλάσιας συγκέντρωσης σε NBT και BCIP) 

στους 4oC (εναλλακτικά σε RT ή στους 37oC). Καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης, 

τα παρασκευάσµατα βρίσκονται σε περιβάλλον κορεσµένο σε Η2Ο και σε σκοτάδι. 

Όταν η ένταση του σήµατος κριθεί ικανοποιητική γίνεται πλύσιµο µε 1xPBS σε 

κάθετη τοποθέτηση (3 επαναλήψεις από 10min), µονιµοποίηση µε 4% PFA για 

30min, ξέπλυµα µε 1xPBS  (2 επαναλήψεις από 10min) και µε Η2Ο για 5min. Τέλος, 

στα δείγµατα τοποθετούνται καλυπτρίδες, στις οποίες έχει προστεθεί µικρή ποσότητα 

Aquamount, και µετά από ολονύκτια  επώαση σε απαγωγό εστία, στεγανοποιούνται 

και παρατηρούνται σε µικροσκόπιο. Χρησιµοποιήθηκε µικροσκόπιο τύπου Leica µε 

διερχόµενο φως και οπτικά Nomarski. Η φωτογράφηση έγινε µε ψηφιακή µηχανή 

τύπου Spot προσαρµοσµένη στο µικροσκόπιο.  

 

2.27. Σύστηµα δύο υβριδίων του σακχαροµύκητα 

Οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις είναι θεµελιώδεις σε όλες τις κυτταρικές 

λειτουργίες ενώ συχνά είναι δυνατόν να αντλήσουµε χρήσιµα δεδοµένα για την 

λειτουργία µιας άγνωστης πρωτεΐνης µέσω ταυτοποίησης των πρωτεϊνών µε τις 

οποίες αλληλεπιδρά. Η προσέγγιση που χρησιµοποιείται ευρέως για την µελέτη των 

πρωτεϊνικών δυαδικών αλληλεπιδράσεων είναι το σύστηµα δύο υβριδίων του 

σακχαροµύκητα, µία ευαίσθητη in vivo µέθοδος. Το κύριο πλεονέκτηµά της έναντι 

των εναλλακτικών in vitro προσεγγίσεων είναι ότι οι πρωτεΐνες που µελετώνται 

βρίσκονται σε περιβάλλον που προσοµοιάζει µε το φυσιολογικό τους, γεγονός που 

επιτρέπει την πραγµατοποίηση µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων και την 

απόκτηση της σωστής τρισδιάστατης δοµής του µορίου.  
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Το σύστηµα στηρίζεται στην ύπαρξη δύο ανεξάρτητα λειτουργικά περιοχών 

σε αρκετούς µεταγραφικούς παράγοντες, µίας περιοχής πρόσδεσης στο DNA και µία 

περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής, µέσω αλληλεπίδρασης µε το σύµπλοκο 

έναρξης της µεταγραφής. Για να δράσουν οι δύο παραπάνω περιοχές πρέπει να είναι 

η µία πλησίον της άλλης, δεν είναι όµως αναγκαίο να ανήκουν στην ίδια 

πολυπεπτιδική αλυσίδα. Στο σύστηµα δύο υβριδίων, οι δύο διαφορετικές περιοχές 

ενός µεταγραφικού παράγοντα γειτνιάζουν όταν παραχθούν σε σύντηξη µε δύο 

πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν και µε αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται η έκφραση ενός 

γονιδίου-αναφοράς. Η πρώτη εκδοχή της µεθόδου  (Fields S & Song O, 1989) 

βασίστηκε στην ανασύσταση του µεταγραφικού παράγοντα GAL4. Κατά τα επόµενα 

χρόνια το σύστηµα εξελίχθηκε και τροποποιήθηκε, χρησιµοποιώντας εναλλακτικές 

περιοχές πρόσδεσης στο DNA και περιοχές ενεργοποίησης της µεταγραφής (Gyuris 

J et al, 1993) ενώ για να αυξηθεί η αυστηρότητα της µεθόδου αναπτύχθηκαν 

καινούρια στελέχη σακχαροµύκητα που φέρουν διάφορα γονίδια-αναφοράς, το 

καθένα µε διαφορετικό υποκινητή.  

 Στην παρούσα εργασία, χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα του µεταγραφικού 

παράγοντα GAL4. Συνοπτικά, το cDNA του FRA10AC1 (δόλωµα) κλωνοποιήθηκε 

στον φορέα pGBT9 στο ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης µε την περιοχή πρόσδεσης στο 

DNA (DNA-BD) του GAL4. Το χιµαιρικό αυτό µόριο χρησιµοποιήθηκε για την 

διερεύνηση βιβλιοθήκης cDNA ήπατος ανθρώπου η οποία έχει κατασκευαστεί στον 

φορέα pACT2 που περιέχει την περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής (AD) του 

GAL4 (θήραµα), Eικ. 12. Ο µετασχηµατισµός εφαρµόστηκε σε κύτταρα 

σακχαροµύκητα στελέχους pJ69-4α όπου και οι δύο χιµαιρικές πρωτεΐνες 

κατευθύνονται στον πυρήνα. Εκεί και εφόσον γίνει ανασύσταση του λειτουργικού 

παράγοντα, µέσω αλληλεπίδρασης της FRA10AC1 µε µία από τις πρωτεΐνες της 

βιβλιοθήκης, ενεργοποιούνται τα γονίδια αναφοράς. Η ενεργοποίησή τους ελέγχθηκε 

µε καλλιέργεια σε θρεπτικά µέσα επιλογής. Οι θετικές αποικίες συλλέχθηκαν και µετά 

την εξάλειψη του δολώµατος, αποµονώθηκε και ταυτοποιήθηκε το θήραµα.  

 

 Έλεγχοι καταλληλότητας της βιβλιοθήκης cDNA 

 Η βιβλιοθήκη cDNA που διερευνήθηκε ελέγχθηκε µε PCR για την 

επιβεβαίωση της παρουσίας του FRA10AC1. Ο αντίστοιχος φορέας pACT2 περιέχει 

την περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής του GAL4 (114 αµινοξέα). Η υβριδική 

πρωτεΐνη εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα από τον συστατικό υποκινητή ADH1 και 

κατευθύνεται στον πυρήνα. Ο pACT2 φέρει το γονίδιο LEU2 που επιτρέπει στα 

κύτταρα του σακχαροµύκητα να αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο από το οποίο 

απουσιάζει η λευκίνη.  
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X: Πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε την FRA10AC1

DNA-BD: Περιοχή πρόσδεσης στο DNA (DNA binding domain)

AD: Περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής (activation domain)

Ο µεταγραφικός παράγοντας GAL4

DNA-BD AD

Γονίδιο αναφοράς
Θέση

πρόσδεσης

X

DNA-
BD

FRA10AC1

AD
Pol II

X: Πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά µε την FRA10AC1

DNA-BD: Περιοχή πρόσδεσης στο DNA (DNA binding domain)

AD: Περιοχή ενεργοποίησης της µεταγραφής (activation domain)

Ο µεταγραφικός παράγοντας GAL4

DNA-BD AD

Γονίδιο αναφοράς
Θέση

πρόσδεσης

X

DNA-
BD

FRA10AC1

AD
Pol II

 
Εικ. 12: Αρχή του συστήµατος δύο υβριδίων. Ως δόλωµα χρησιµοποιήθηκε η χιµαιρική 
πρωτεΐνη DNA-BD/FRA10AC1. Εφόσον αυτή αλληλεπιδρά µε κάποια από τις πρωτεΐνες που 
κωδικοποιούνται από τους κλώνους της βιβλιοθήκης (Χ), παρατηρείται ενεργοποίηση των 
γονιδίων-δεικτών του σακχαροµύκητα 
 

 Επιλογή του στελέχους του σακχαροµύκητα 

 Το στέλεχος που χρησιµοποιήθηκε ήταν το pJ69-4α που περιέχει τρία 

επαγόµενα γονίδια-δείκτες κάτω από τον έλεγχο διαφορετικών υποκινητών. 

Συγκεκριµένα, στο στέλεχος αυτό: α) το γονίδιο HIS3 υπό τον έλεγχο του υποκινητή 

GAL1, έχει ενσωµατωθεί στο 3’ του γονιδίου LYS2, β) το γονίδιο ADE2 υπό τον 

έλεγχο του υποκινητή GAL2, έχει αντικαταστήσει τον γενετικό τόπο ADE2 και 3) το 

γονίδιο lacZ υπό τον έλεγχο του υποκινητή GAL7, ενσωµατώθηκε στην κωδική 

περιοχή του MET2. Έτσι, τα κύτταρα για να αναπτυχθούν χρειάζονται στο θρεπτικό 

τους υλικό His και Ade. Οι τρεις παραπάνω διαφορετικοί υποκινητές παρουσιάζουν 

οµοιότητα µεταξύ τους µόνο στην περιοχή των εκφυλισµένων θέσεων πρόσδεσης 

του GAL4 µε πλεονέκτηµα η ενεργοποίηση των γονιδίων αναφοράς από ψευδώς 

θετικά µόρια να µην εξαρτάται από έναν µόνο υποκινητή.  

 

 Κλωνοποίηση του cDNA του FRA10AC1 στον pGBT9 

 Το cDNA (ελλειµµατικό και πλήρους µήκους) του FRA10AC1 κλωνοποιήθηκε 

στον φορέα pGBT9 στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο µε την DNA-BD (147 αµινοξέα) του 

GAL4. Ο pGBT9, όπως συµβαίνει και µε τους περισσότερους φορείς νέας γενιάς, 

παράγει την χιµαιρική πρωτεΐνη σε σχετικά χαµηλά επίπεδα, καθώς περιέχει µόνο 

µέρος (410 από τις 1500bp) του υποκινητή ADH1, για την αποφυγή φαινοµένων 
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τοξικότητας. Επίσης φέρει το γονίδιο TRP1 που επιτρέπει στα κύτταρα του 

σακχαροµύκητα να αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο χωρίς τρυπτοφάνη.  

 

 Έλεγχος αυτόνοµης ενεργοποίησης  

 Το στάδιο ελέγχου της αυτόνοµης ενεργοποίησης είναι απαραίτητο πριν την 

ανάλυση των δύο υβριδίων (Walhout AJ & Vidal M, 2001). Αυτόνοµη ενεργοποίηση 

είναι η έκφραση των γονιδίων-αναφοράς του σακχαροµύκητα, παρουσία µόνο του 

δολώµατος. Αν η αυτόνοµη ενεργοποίηση είναι ασθενής και περιορισµένη µόνο στο 

γονίδιο HIS3, το πρόβληµα είναι πιθανόν να ξεπεραστεί χρησιµοποιώντας 

υψηλότερες συγκεντρώσεις 3-ΑΤ στο θρεπτικό (βλ. παρακάτω). Στην περίπτωση 

που η αυτόνοµη ενεργοποίηση είναι ισχυρή και αφορά όλα τα γονίδια-αναφοράς, 

είναι απαραίτητο να αφαιρεθεί το τµήµα της πρωτεΐνης που ευθύνεται γι’ αυτό.   
 Ο έλεγχος έγινε µε µετασχηµατισµό του στελέχους pJ69-4α µε το δόλωµα και 

µε τον φορέα pACT2 και καλλιέργεια των κυττάρων σε θρεπτικό µέσο επιλογής. 

Παράλληλα, ως αρνητικός έλεγχος, πραγµατοποιήθηκε µετασχηµατισµός µε µίγµα 

DNA των δύο φορέων. Τα µετασχηµατισµένα κύτταρα καλλιεργήθηκαν αρχικά σε 

πλήρες στερεό θρεπτικό υλικό (SC µε 1xUra, 1/20xAde, 1xHis) στους 30oC για 2 

µέρες και στη συνέχεια αποµονώθηκαν 6 µοναδιαίες αποικίες που 

επανακαλλιεργήθηκαν σε στοίχιση στις ίδιες συνθήκες. Έτσι κατασκευάστηκε το 

πρωτότυπο πιάτο (master plate) το οποίο και αντιγράφηκε (replicas) σε τρυβλία που 

περιείχαν πλήρες θρεπτικό υλικό (θετικός έλγχος ανάπτυξης) και θρεπτικό υλικό 

επιλογής. Χρησιµοποιήθηκαν τρία θρεπτικά υλικά επιλογής για να ελεγχθεί η 

αυτόνοµη ενεργοποίηση των γονιδίων-αναφοράς HIS3, ADE2 και lacZ, ως εξής:  
 
Γονίδιο-δείκτης Θρεπτικό υλικό 

HIS3   SC+ Ura, Ade, 3/5/10/15/20mM AT 

ADE2   SC+ Ura, His 

LacZ   SC +Ura, Ade, His, 70mM KxPO4, 100µg/ml X-gal  

 

 Από όλα τα θρεπτικά υλικά απουσίαζαν η τρυπτοφάνη και η λευκίνη ώστε να 

επιλέγονται τα διπλά µετασχηµατισµένα κύτταρα. Επίσης, στα θρεπτικά υλικά 

επιλογής για την ενεργοποίηση του HIS3, προστέθηκε 3-ΑΤ σε συγκεντρώσεις από 

3-20mM, που δρα σαν συναγωνιστικός αναστολέας του ενζύµου που παράγεται από 

το γονίδιο HIS3 και το οποίο παρουσιάζει µία βασική χαµηλή ενεργότητα.  
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Μετασχηµατισµός σακχαροµύκητα  

 Ο µετασχηµατισµός έγινε µε την µέθοδο του CH3COOLi. Κατά αυτήν τα 

κύτταρα καθίστανται δεκτικά µε επεξεργασία µε ιόντα λιθίου και PEG και υφίστανται 

θερµικό σοκ κατά το οποίο εισάγουν το DNA. Η απόδοση του µετασχηµατισµού είναι 

της τάξεως του 105 κύτταρα/µg DNA. Αναλυτικότερα, 50ml θρεπτικού µέσου YEP 

εµπλουτισµένου µε 0,25mM αδενίνη εµβολιάστηκε µε µοναδιαία αποικία κυττάρων 

pJ69-4α και επωάστηκε µε ανάδευση στους 30οC ολονύκτια. Βάσει της O.D550nm,  η 

καλλιέργεια αραιώθηκε µε φρέσκο θρεπτικό µέσο (µέχρι την τιµή 0,2) και ο όγκος της 

ρυθµίστηκε βάσει του αριθµού των επιθυµητών µετασχηµατισµών, λαµβάνοντας υπ’ 

όψιν ότι για καθένα απαιτούνται 20ml. Η επώαση εξακολούθησε στις ίδιες συνθήκες 

µέχρι η O.D. να φτάσει την τιµή 0,8. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση 

(2500rpm σε RT για 15min) ξεπλύθηκαν µε ίσο όγκο ddH2O, επανασυλλέχθηκαν µε 

στις ίδιες συνθήκες και τελικά επαναιωρήθηκαν σε διάλυµα οξικού λιθίου 100mM 

(300µl/µετασχηµατισµό). Το διάλυµα µετά την µεταφορά του σε eppendorf 

(ξεχωριστό για κάθε µετασχηµατισµό) φυγοκεντρήθηκε στιγµιαία και στην πελλέτα 

των κυττάρων προστέθηκε µε την ακόλουθη σειρά: α) 240 µl διαλύµατος 50% PEG 

(MW 3350) στο οποίο επαναιωρήθηκαν τα κύτταρα, β) 25 µl αποδιατεταγµένου DNA-

φορέα (2µg/µl), γ) 50 µl διαλύµατος DNA. Χρησιµοποιήθηκε 0,5 µg πλασµιδιακού 

DNA για κάθε µετασχηµατισµό το οποίο δεν είχε επωαστεί µε RNAση, καθώς το RNA 

συµβάλλει στον αποδοτικότερο µετασχηµατισµό, δ) 36 µl διαλύµατος οξικού λιθίου 

1Μ. Ακολούθησε επώαση στους 30οC για 30min, ανάδευση και θερµικό σοκ στους 

42οC για 25min. Στη συνέχεια τα κύτταρα µεταφέρθηκαν σε πάγο όπου επωάστηκαν 

για 10min και συλλέχθηκαν µε στιγµιαία φυγοκέντρηση. Στη συνέχεια 

επαναιωρήθηκαν σε 100 µl θρεπτικού µέσου SC και επιστρώθηκαν σε τρυβλία µε SC 

εµπλουτισµένο µε τα κατάλληλα αµινοξέα ή νουκλεοτίδια, ανάλογα µε την επιλογή. 

(Πριν την καλλιέργεια των κυττάρων, τα τρυβλία τοποθετήθηκαν σε απαγωγό για ~1h 

και ακτινοβολήθηκαν µε U.V για 15min). Οι αποικίες των κυττάρων σχηµατίζονται 

µετά από επώαση στους 30οC για 2 µέρες. 

Αντιγραφή πρωτότυπου τρυβλίου 

 Στο πρωτότυπο τρυβλίο οι αποικίες έχουν αναπτυχθεί κατά πολύ (διάµετρο 

~3mm) και είναι διατεταγµένες σε στοίχιση. Κατά την αντιγραφή του, το πιάτο 

τοποθετείται πάνω σε ένα κοµµάτι βελούδο, που είναι προσαρµοσµένο στην ειδική 

συσκευή, έτσι ώστε µέρος των αποικιών να µεταφερθεί σε αυτό. Στη συνέχεια 

τοποθετούνται στο βελούδο, διαδοχικά, τα τρυβλία µε τα θρεπτικά µέσα επιλογής 

επιτυγχάνοντας έτσι την µεταφορά των αρχικών αποικιών (αντίγραφα). Η ανάπτυξή 

τους πραγµατοποιείται µε επώαση στους 30oC για 2-4 µέρες.   
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 Τιτλοδότηση της βιβλιοθήκης  

 Σκοπός της τιτλοδότησης είναι ο προσδιορισµός της ελάχιστης ποσότητας 

του DNA που, αναλογικά, έχει µέγιστη απόδοση στο µετασχηµατισµό κυττάρων που 

περιέχουν ήδη το δόλωµα.  

 Αρχικά, πραγµατοποιήθηκε µετασχηµατισµός του στελέχους pJ69-4α µε το 

δόλωµα και καλλιέργειά του σε στερεό θρεπτικό µέσο SC εµπλουτισµένου µε 1xAde, 

1xHis, 1xUra και 1xLeu. Η τιτλοδότηση περιλάµβανε την ανάπτυξη µοναδιαίας 

αποικίας σε υγρό θρεπτικό µέσο SC µε 1/20xAde, 1xHis, 1xUra, 1xLeu και 

µετασχηµατισµό των κυττάρων µε διαφορετικές ποσότητες DNA της βιβλιοθήκης 

(0,02-5µg). Τα διπλά µετασχηµατισµένα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε στερεό θρεπτικό 

µέσο SC µε 1/20xAde, 1xHis, 1xUra, όπου και καταµετρήθηκε ο αριθµός των 

αποικιών σε κάθε περίπτωση και επιλέχθηκε η αποδοτικότερη ποσότητα του DNA. 

 

 Μετασχηµατισµός κυττάρων που περιέχουν το δόλωµα µε DNA της 

βιβλιοθήκης και καλλιέργεια σε θρεπτικό µέσο επιλογής 

 Κατά την διερεύνηση της βιβλιοθήκης είναι κρίσιµο να υπάρχει καλή 

αντιπροσώπευση των κλώνων, ακόµα και εκείνων που αντιστοιχούν σε γονίδια µε 

χαµηλή µεταγραφική ενεργότητα. Για τη διερεύνηση µέχρι κορεσµού, λήφθηκε υπ’ 

όψιν το ποσοστό των µη ανασυνδυασµένων κλώνων και το µέσο µέγεθος των 

ενθεµάτων. Βάσει της τιτλοδότησης επιλέχθηκε η ποσότητα του DNA µε την βέλτιστη 

απόδοση αναλογικά, και επαναλήφθηκε ο µετασχηµατισµός µε την συγκεκριµένη 

ποσότητα, τόσες φορές ώστε συνολικά να προκύπτουν 5x106 αποικίες. Τα διπλά 

µετασχηµατισµένα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε 2 τρυβλία διαστάσεων 23x23cm µε 

θρεπτικό µέσο SC εµπλουτισµένου µε 1/20xAde, 1xUra, 3mM AT. Η επώαση 

πραγµατοποιήθηκε στους 30oC και η συλλογή των θετικών αποικιών έγινε µετά από 

4-7 µέρες.  

 

 Επιβεβαίωση της ενεργοποίησης των γονιδίων αναφοράς 

 Οι αποικίες που αναπτύχθηκαν, επανακαλλιεργήθηκαν σε στερεό θρεπτικό 

µέσο SC µε 1/20xAde, 1xUra, 3mM AT και αποτέλεσαν το πρωτότυπο τρυβλίο. Από 

αυτό δηµιουργήθηκαν πιάτα-αντίγραφα που περιείχαν είτε το ίδιο θρεπτικό µέσο 

(θετικός έλεγχος ανάπτυξης) είτε θρεπτικά µέσα επιλογής, ώστε να επιβεβαιωθεί η 

ενεργοποίηση των γονιδίων-αναφοράς. Χρησιµοποιήθηκαν τα εξής θρεπτικά υλικά:  

Γονίδιο-δείκτης Θρεπτικό υλικό 

HIS3   SC+ 1xUra, 1/20xAde, 3 και10mM AT 

ADE2   SC+ 1xUra, 1xHis 

LacZ   SC +1xUra, 1/20xAde, 1xHis, 70mM KxPO4, 100µg/ml X-gal 
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 Εξάλειψη του δολώµατος 

 Κάθε αποικία, που πέρασε τον έλεγχο ανάπτυξης στα θρεπτικά υλικά 

επιλογής, αναπτύχθηκε σε 1,5ml υγρού θρεπτικού µέσου SC εµπλουτισµένου µε 

Ade, His, Ura και από την κορεσµένη καλλιέργεια αποµονώθηκε DNA (µίγµα 

γενωµικού και πλασµιδιακού). Από αυτό το 1/10 χρησιµοποιήθηκε για 

µετασχηµατισµό E. coli στελέχους KC8 που, καθώς φέρουν µεταλλαγή στο γονίδιο 

trpC, δεν µπορούν να παράγουν ενδογενώς τρυπτοφάνη. Τα κύτταρα 

καλλιεργήθηκαν σε στερεό θρεπτικό µέσο Μ9 που περιείχε Ura, Ade, His, Trp και 

100µg/ml αµπικιλίνη στους 37oC για ~20h. Η παρουσία της τρυπτοφάνης είχε ως 

συνέπεια την εξάλειψη του δολώµατος.  

Αποµόνωση γενωµικού και πλασµιδιακού DNA από σακχαροµύκητα 

 Θρεπτικό µέσο SC (~2ml) µε 0,25mM Ade, 0,33mM His και 0,2mM Ura 

εµβολιάζεται µε µοναδιαία αποικία κυττάρων pJ69-4α και επωάζεται στους 30oC υπό 

ανάδευση για 16-20h. Τα κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 2000 rpm για 

10min, ξεπλένονται µε H2O και επανασυλλέγονται στις ίδιες συνθήκες. Στην πελλέτα 

των κυττάρων προστίθενται 200µl διαλύµατος διάρρηξης (2% v/v Triton X-100, 1% 

v/v SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris-Cl pH 8, 1mM EDTA pH 8), 200µl γυάλινων 

σφαιριδίων και 200µl µίγµατος φαινόλης/χλωροφορµίου. Ακολουθεί ισχυρή ανάδευση 

(vortex) για 3-4min και προσθήκη 200µl H2O. Το δείγµα φυγοκεντρείται για 5min στις 

12000 rpm σε RT, το υπερκείµενο της φυγοκέντρησης συλλέγεται και το δείγµα 

επανεκχυλίζεται. Τα νουκλεικά οξέα κατακρηµνίζονται µε CH3COONa και απόλυτη 

αιθανόλη και επαναδιαλύονται σε 40µl ΤΕ. 

 

 Αποµόνωση και ταυτοποίηση του θηράµατος 

 Μία µοναδιαία αποικία από κάθε µετασχηµατισµό των κυττάρων KC8, 

καλλιεργήθηκε σε 2ml θρεπτικού µέσου LB µε 100µg/ml αµπικιλίνη. Από κάθε 

καλλιέργεια αποµονώθηκε πλασµιδιακό DNA µε το οποίο µετασχηµατίστηκε το 

στέλεχος DH5a. Από αυτό αποµονώθηκε πλασµιδιακό DNA, που επεξεργάστηκε 

ώστε να είναι κατάλληλο για να χρησιµοποιηθεί σε αντίδραση αλληλούχησης. 

 

2.28. Κυτταροκαλλιέργεια  

 Οι κυτταρικές σειρές COS7, HeLa, CV1, NIH-3T3 χρησιµοποιήθηκαν για την 

παραγωγή πρωτεϊνών και για την µελέτη του υποκυτταρικού εντοπισµού ενδογενών 

ή ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών.  Τα κύτταρα αναπτύσσονται σχηµατίζοντας 

µονοστοιβάδες, στους 37oC παρουσία 5% CO2. 
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 ∆ιατήρηση κυτταροκαλλιεργειών 

 Η κυτταροκαλλιέργεια διατηρείται σε φλάσκες (Τ-75 ή Τ-25) ενώ οι 

πειραµατικές διαδικασίες πραγµατοποιούνται σε τρυβλία διαµέτρου 3 ή 10cm. Τα 

κύτταρα διαχωρίζονται και συλλέγονται σε εκθετική φάση ανάπτυξης, δηλαδή όταν 

έχουν καλύψει ~70% της διαθέσιµης επιφάνειας. Κατά προσέγγιση, η ανανέωση της 

καλλιέργειας πραγµατοποιείται κάθε 3-4 µέρες. Η αποκόλληση των κυττάρων από 

την επιφάνεια καλλιέργειας γίνεται µε τρυψίνη, ως εξής: Μετά την αποµάκρυνση του 

θρεπτικού µέσου, τα κύτταρα ξεπλένονται δύο φορές µε ικανή ποσότητα διαλύµατος 

1xPBS και επωάζονται µε διάλυµα τρυψίνης (σε 1xPBS) προθερµασµένου στους 

37oC (~4ml για φιάλη Τ-75). Μόλις αρχίσει η αποκόλληση των κυττάρων (2-10min), 

προστίθεται θρεπτικό µέσο DMEM (προθερµασµένο στους 37oC) εµπλουτισµένου µε  

FBS που αναστέλλει της δράσης της τρυψίνης (8-10ml για φιάλη Τ-75). Το 1/6-1/8 

των επαναιωρηµένων κυττάρων παραµένει στη φιάλη και ο όγκος συµπληρώνεται µε 

θρεπτικό υλικό, το οποίο ανανεώνεται µετά την προσκόλληση των κυττάρων (~3-4h). 

Εφόσον ακολουθεί καλλιέργεια σε τρυβλία, µετά τον υπολογισµό του αριθµού των 

κυττάρων (µε αιµοκυτταρόµετρο) γίνεται η συλλογή τους µε φυγοκέντρηση (7min, 

1200rpm, RT) και η επαναιώρησή τους, αρχικά σε ~0,5ml και ακολούθως στον 

κατάλληλο όγκο DMEM (+FBS). Το κυτταρικό εναιώρηµα µεταφέρεται σε τρυβλία  σε 

ποσότητα εξαρτώµενη από τον επιθυµητό αριθµό κυττάρων. 

 

 Κρυοδιατήρηση κυττάρων 

 Τα κύτταρα πρέπει να φτάσουν σταδιακά στη τελική θερµοκρασία κατάψυξης, 

ώστε να προηγηθεί η αφυδάτωση του ενδοκυτταρικού σχηµατισµού κρυστάλλων. Ως 

κρυοπροστατευτικό µέσο χρησιµοποιείται το DMSO (dimethylsulfoxide, cell culture 

grade, Sigma ή ATCC). Η κατάψυξή τους γίνεται όταν βρίσκονται σε εκθετική φάση 

ανάπτυξης, (~70% κάλυψη της διαθέσιµης επιφάνειας για κύτταρα που 

αναπτύσσονται σχηµατίζοντας µονοστοιβάδα). Μετά το ξέπλυµα, την τρυψινόλυση 

και την συλλογή τους, επαναιωρούνται σε DMEM µε FBS σε συγκέντρωση 106-107 

/ml. Στη συνέχεια προστίθεται ίσος όγκος διαλύµατος 20% DMSO (σε DMEM µε 10% 

FBS). Η προσθήκη του διαλύµατος αυτού γίνεται στάγδην ενώ το εναιώρηµα των 

κυττάρων περιδινείται συνεχώς ώστε να αποφευχθεί το οσµωτικό σοκ και να 

ελαχιστοποιηθεί η αύξηση της θερµοκρασίας που προκαλείται από την διάλυση του 

DMSO. Ακολουθεί µεταφορά του δείγµατος σε κατάλληλο φιαλίδιο που, για λόγους 

µόνωσης, τυλίγεται µε χαρτί και επωάζεται για 20-30min στους –20oC. Στη συνέχεια 

το δείγµα µεταφέρεται στους –80oC όπου και παραµένει ολονύκτια και τελικά 

αποθηκεύεται σε δεξαµενή υγρού αζώτου (-196 oC ως -156 oC).  



      Υλικά και Μέθοδοι 

 85

 Επανακαλλιέργεια  

 Τα κύτταρα που έχουν καταψυχθεί σε υγρό άζωτο και πρόκειται να 

επανακαλλιεργηθούν, µεταφέρονται σε υδατόλουτρο 37oC όπου και αναδεύονται 

ήπια µέχρι την πλήρη τήξη του θρεπτικού µέσου (1-2min). Η ταχεία τήξη εµποδίζει 

τον σχηµατισµό ενδοκυτταρικών κρυστάλλων κατά τη διαδικασία της ενυδάτωσης 

τους. Ακολουθεί µεταφορά στη φιάλη καλλιέργειας και προσθήκη DMEM (+FBS). 

Μετά την προσκόλληση των κυττάρων (3-4h) το θρεπτικό µέσο αντικαθίσταται.  

 

2.29. Παροδική διαµόλυνση κυττάρων θηλαστικών µε πλασµιδιακό DNA 

 Με την παροδική διαµόλυνση, πραγµατοποιείται εισαγωγή αντιγράφων του 

DNA στο κύτταρο χωρίς να γίνεται ενσωµάτωση στο γονιδίωµα. Με αυτήν τη µέθοδο 

επιτυγχάνονται υψηλά επίπεδα έκφρασης του διαγονιδίου, η παραγωγή όµως του 

προϊόντος είναι παροδική. Ωστόσο, τα επίπεδα των πρωτεϊνών είναι ικανοποιητικά 

ώστε να χρησιµοποιηθούν σε βιοχηµικές µελέτες, σε πειράµατα υποκυτταρικού 

εντοπισµού, σε ανίχνευση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων κ.τ.λ.  

Η µέθοδος παροδικής διαµόλυνσης που ακολουθήθηκε στηρίζεται στην 

συνκατακρήµνιση του DNA µε Ca3(PO4)2 (Graham FL & Van der Eb AJ, 1973). Κατά 

αυτήν, τα αντίστοιχα µόρια cDNA κλωνοποιούνται σε κατάλληλους φορείς έκφρασης 

ώστε να βρίσκονται υπό τον έλεγχο υποκινητών που έχουν δυνατότητα ισχυρής 

ενεργοποίησης (π.χ. CMV, SV40). Η µέθοδος στηρίζεται σε θετικά φορτισµένα µόρια-

φορείς που σχηµατίζουν σύµπλοκα-υπό µορφή λεπτόκοκκου ιζήµατος-µε το DNA και 

στη συνέχεια προσκολλώνται στην κυτταρική µεµβράνη και εισέρχονται στο κύτταρο 

µε ενδοκύττωση. Το ποσοστό των διαµολυσµένων κυττάρων κυµαίνεται µεταξύ 5% 

και 20% ενώ η απόδοση εξαρτάται κυρίως από την καθαρότητα του πλασµιδιακού 

DNA και την καλή κατάσταση των κυττάρων. H διαµόλυνση πραγµατοποιείται 12-24h 

µετά την επίστρωση των κυττάρων ενώ η κάλυψη της διαθέσιµης επιφάνειας 

καλλιέργειας είναι ~50% και ενώ το θρεπτικό µέσο έχει ανανεωθεί 2-4h προτύτερα. 

Για κύτταρα που αναπτύσσονται σε τρυβλίο διαµέτρου 10cm προστίθενται 9ml 

θρεπτικού µέσου. Στο διάλυµα του DNA, αφού ρυθµιστεί µε H2O στα 450µl (τρυβλίο 

10cm), προστίθενται 50µl διαλύµατος CaCl2 2,5M και µετά από καλή ανάµιξη 

ακολουθεί σταδιακή προσθήκη µε ταυτόχρονη περιδίνηση 500µl διαλύµατος 2xHEBS 

(280mM NaCl, 50mM Hepes, 5mM Na2HPO4, pH  7,12). Ακολουθεί επώαση για 5-

15min σε RT έτσι ώστε να σχηµατιστεί λεπτόκοκκο κρυσταλλικό ίζηµα Ca3(PO4)2-

DNA, το οποίο και προστίθεται στάγδην στα κύτταρα. Στην περίπτωση χρήσης 

τρυβλίου 3cm, ο όγκος του θρεπτικού µέσου είναι 2,7ml και ο τελικός όγκος του 

µίγµατος διαµόλυνσης 300µl, διατηρώντας τις αναλογίες των συστατικών σταθερές. 
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Μετά από επώαση 8-14h τα κύτταρα ξεπλένονται µε διάλυµα 1xPBS ή HBSS (2 

φορές) και επωάζονται περαιτέρω για 24-48h µε νέο θρεπτικό µέσο.  

2.30. Καθαρισµός συγγένειας πολυκλωνικού αντισώµατος  

 Ο ορός που λαµβάνεται από το ανοσοποιηµένο ζώο περιέχει πλήθος 

πρωτεϊνών και πιθανώς άλλα αντισώµατα πλην του επιθυµητού. Επιπλέον, αν η 

ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη-αντιγόνο ήταν σε σύντηξη µε έναν επίτοπο, ο ορός 

περιέχει και αντισώµατα έναντι αυτού. Εξ αιτίας αυτών εφαρµόστηκε καθαρισµός 

συγγένειας ώστε να αποµονωθούν από τον ορό τα ειδικά αντισώµατα (Roth J et al, 

1985). Κατά αυτόν ο ορός επωάζεται µε το αντιγόνο, το οποίο έχει ακινητοποιηθεί σε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και αφού αποµακρυνθεί ότι δεν έχει δεσµευτεί στην 

µεµβράνη, γίνεται έκλουση του αντισώµατος. Η διαδικασία εφαρµόστηκε για τον 

καθαρισµό του πολυκλωνικού ορού anti-FRA10AC1 και καθώς το αντιγόνο ήταν σε 

σύντηξη µε την GST (Αποστολοπούλου ∆., ∆ιπλωµατική Εργασία, Πανεπιστήµιο 

Κρήτης 2003), η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη που χρησιµοποιήθηκε κατά τον 

καθαρισµό συγγένειας, έφερε τον επίτοπο His (βλ. Πλασµιδιακες κατασκευές).   

 Συγκεκριµένα, µετά την SDS-PAGE της ανασυνδυασµένης His-FRA10AC1 

(~1mg), ένα µικρό κοµµάτι του πηκτώµατος κόπηκε και χρωµατίστηκε µε διάλυµα 

Coomasie brilliant blue ενώ στο υπόλοιπο εφαρµόστηκε υγρή ηλεκτροµεταφορά σε 

µεµβράνη. Στη συνέχεια και βάσει της χρώσης του πηκτώµατος, η µεµβράνη κόπηκε 

ώστε να περιληφθεί µόνο η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη. Ακολούθησε επώαση, 

αρχικά µε παρεµποδιστικό διάλυµα 1xTBSΜ για 1h σε RT και στη συνέχεια µε τον 

ορό. Για την επεξεργασία 3ml δείγµατος χρησιµοποιήθηκαν δύο τµήµατα µεµβράνης 

που το καθένα περιείχε ~1mg πρωτεΐνης, ενώ η επώαση έγινε ολονύχτια στους 4oC. 

Ο ορός αποµακρύνθηκε και η µεµβράνη ξεπλύθηκε µε διάλυµα 1xTBS (20mM Tris-Cl 

pH 7,6, 137mM NaCl , 3x10min) σε RT. Η έκλουση του αντισώµατος 

πραγµατοποιήθηκε µε επώαση µε διάλυµα γλυκίνης 0,2M pH 1,9 για 20sec και στη 

συνέχεια για 3min σε RT. Υπό αυτές τις συνθήκες pH, το αντίσωµα αποδεσµεύεται 

και αµέσως στο διάλυµα έκλουσης προστέθηκε ίσος όγκος διαλύµατος 1M Tris.Cl pH 

8. Ακολούθησε έλεγχος της ποιότητας και του τίτλου του αντισώµατος. Η πρώτη 

έκλουση χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση της ενδογενούς πρωτεΐνης σε κύτταρα 

θηλαστικών και η δεύτερη σε ανάλυση Western και ανοσοκατακρήµνιση. 

2.31. Ανοσοεντοπισµός πρωτεϊνών µε µικροσκοπία φθορισµού  

Ο υποκυτταρικός εντοπισµός των πρωτεϊνών αποτελεί σηµαντική ένδειξη του 

βιολογικού τους ρόλου και είναι εφικτός µε πειράµατα ανοσοφθορισµού. Κατά αυτά, 

ανιχνεύεται µε το κατάλληλο πρωτεύον αντίσωµα η ενδογενής πρωτεΐνη ή ο 

επίτοπος -στην περίπτωση ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης µε επισήµανση (tag)- και 



      Υλικά και Μέθοδοι 

 87

ακολουθεί η αναγνώριση από το κατάλληλο δευτερεύον αντίσωµα που φέρει 

προσδεδεµένες φθορίζουσες ουσίες. Εναλλακτικά, ο υποκυτταρικός εντοπισµός των 

πρωτεϊνών που έχουν παραχθεί µετά από παροδική διαµόλυνση κυτταρικών σειρών, 

µπορεί να είναι άµεσος αν οι πρωτεΐνες παράγονται σε σύντηξη µε την GFP. 

Επιπλέον, είναι δυνατή η ταυτόχρονη, συγκριτική µελέτη των προτύπων έκφρασης 

περισσοτέρων πρωτεϊνών, εφόσον χρησιµοποιηθούν τα κατάλληλα πρωτογενή και 

δευτερογενή αντισώµατα.  

 Η µέθοδος εφαρµόστηκε για την µελέτη του υποκυτταρικού εντοπισµού 

ανασυνδυασµένων και ενδογενών πρωτεϊνών σε κύτταρα θηλαστικών COS7, HeLa, 

CV1 και NIH-3T3 που αναπτύχθηκαν πάνω σε καλυπτρίδες. Και στις δύο 

περιπτώσεις η διαδικασία περιλάµβανε τα εξής στάδια: τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε 1x 

PBS και µονιµοποιήθηκαν µε 2% ή 4% PFA (σε 1x PBS) για 5min. Όλα τα πλυσίµατα 

της διαδικασίας επαναλαµβάνονταν τρεις φορές και η διάρκεια του καθενός ήταν 

10min. Μετά την αποµάκρυνση της PFA ακολούθησε ξέπλυµα µε PBS και επώαση 

µε διάλυµα 20mM γλυκίνης (διαλύτης:1x PBS) για 10min, ώστε να δεσµευτούν τυχόν 

ελεύθερες αλδευδοµάδες (quenching). Ακολούθως τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε PBS 

επωάστηκαν µε παραµποδιστικό διάλυµα (0.2% Triton-X, 2mM MgCl2, 1-3% BSA ή 

1% fish gelatin σε 1x PBS, Sigma) για 20min και στη συνέχεια µε το πρωτεύον 

αντίσωµα (σε παρεµποδιστικό διάλυµα). Η αραίωση και ο χρόνος επώασης των 

αντισωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν παρατίθενται στον Πιν.6. Μετά την 

αποµάκρυνση της περίσσειας του αντισώµατος µε πλύσιµο µε παρεµποδιστικό 

διάλυµα, πραγµατοποιήθηκε η επώαση µε το δευτερεύον φθορίζον αντίσωµα, στο 

ίδιο διάλυµα, στο σκοτάδι. Τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε PBS και κατά περίπτωση, το 

DNA τους βαφόταν µε διάλυµα DAPI (σε 1xPBS) σε τελική συγκέντρωση 5µg/ml για 

10min. Μετά από πλύσιµο µε PBS η καλυπτρίδα µεταφέρθηκε, µε την πλευρά που 

ήταν προσκολληµένα τα κύτταρα, σε αντικειµενοφόρο στην οποία είχε προστεθεί µία 

σταγόνα διαλύµατος 1% n-propyl-gallate και 80% γλυκερόλης (σε 1xPBS). Τα 

δείγµατα στεγανοποιούνταν και φυλάσσονταν στους -20oC. Η παρατήρηση τους έγινε 

σε µικροσκόπιο φθορισµού ενώ στην περίπτωση που ήταν επιθυµητή η λήψη 

οπτικών τοµών, σε συνεστιακό µικροσκόπιο.  

 

2.32. Παραγωγή και αποµόνωση πρωτεϊνών 

 Παραγωγή σε βακτήρια και αποµόνωση µε χρωµατογραφία συγγένειας 

 Για την παραγωγή ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών σε βακτήρια 

χρησιµοποιείται το στέλεχος E.coli BL21 (DE3) CodonPlus. ∆εκτικά κύτταρα 

µετασχηµατίζονται µε πλασµιδιακές κατασκευές σε φορέα pGEX ή pET26b+ και µετά 

την καλλιέργειά τους σε στερεό θρεπτικό υλικό, αποµονώνεται µοναδιαία αποικία µε 
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την οποία εµβολιάζεται υγρό θρεπτικό µέσο που επωάζεται ολονύκτια στους 37oC 

υπό ανάδευση. Από την κορεσµένη καλλιέργεια, εµβολιάζεται φρέσκο θρεπτικό µέσο 

(αραίωση 1/100) το οποίο και επωάζεται µέχρι την εκθετική φάση ανάπτυξης 

(O.D600nm ~0,6). Στο στάδιο αυτό αποµακρύνονται 2ml από την καλλιέργεια, τα 

κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση για να αποτελέσουν τον αρνητικό έλεγχο του 

πειράµατος. Ακολουθεί προσθήκη IPTG σε συγκέντρωση 0,1-1mM και επώαση για 

2-30h σε θερµοκρασία 20-37oC. Τα κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 

3000rpm, ένα κλάσµα τους ελέγχεται για την έκφραση της πρωτεΐνης και η υπόλοιπη 

βακτηριακή πελέττα είτε αποθηκεύεται στους -20 oC είτε χρησιµοποιείται άµεσα για 

την αποµόνωση της πρωτεΐνης. Συνήθως ακολουθείται η διαδικασία της άµεσης 

αποµόνωσης. 

 Χρωµατογραφία συγγένειας µε υπόστρωµα σεφαρόζη -γλουταθειόνη 

 Η µέθοδος αυτή εφαρµόστηκε για την αποµόνωση των ανασυνδυασµένων 

πρωτεινών που είχαν παραχθεί σε σύντηξη µε την GST. Εφόσον η πρωτεΐνη 

εντοπίζεται στο διαλυτό κλάσµα, η βακτηριακή πελέτα επαναιωρείται σε διάλυµα 

δέσµευσης (50mM Tris pH 8, 100mM NaCl, 1mM EDTA, 0,1% NP-40, 50ml/lt 

καλλιέργειας) και επωάζεται µε λυσοζύµη σε τελική συγκέντρωση 300µg/ml σε πάγο 

για 30min. Ακολουθεί επεξεργασία µε υπέρηχους (40% cycle actif, 5 microtip limit) 

για 2-3min (κάθε 20sec το διάλυµα τοποθετείται σε πάγο για 1min), φυγοκέντρηση 

στις 12000rpm στους 4oC  για 20min, συλλογή του υπερκείµενου, επαναληπτική 

φυγοκέντρηση και τελική συλλογή του δείγµατος. Εάν η πρωτεΐνη εντοπίζεται στο 

αδιάλυτο κλάσµα, µετά την επώαση µε λυσοζύµη ακολουθεί προσθήκη DTT 1Μ σε 

τελική συγκέντρωση 5mM και επώαση για 5min σε πάγο. Ακολούθως προστίθεται 

sarcosyl σε τελική συγκέντρωση 1,5% (από διάλυµα 10%) παρουσία του οποίου το 

δείγµα επωάζεται για 30min σε πάγο. Στη συνέχεια πραγµατοποιείται επεξεργασία µε 

υπέρηχους και φυγοκέντρηση όπως περιγράφηκε παραπάνω. Το πρωτεϊνικό 

εκχύλισµα προστίθεται σε σφαιρίδια Sepharose 4B µε γλουταθειόνη (Pharmacia) 

που έχουν εξισορροπηθεί σε διάλυµα δέσµευσης (1ml σφαιριδίων/5mg πρωτεΐνης) 

και επωάζονται ολονύκτια στους 4oC µε περιστροφική ανάδευση. Στην περίπτωση 

πρωτεϊνών που αποµονώθηκαν από το αδιάλυτο κλάσµα, πριν την χρωµατογραφία, 

προστίθεται Triton σε τελική συγκέντρωση 2% (από διάλυµα 10%), (Frangioni JV & 

Neel BG, 1993). Ακολουθούν διαδοχικές εκπλύσεις της στήλης µε διάλυµα 

δέσµευσης κατά τις οποίες τα σφαιρίδια συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 1000rpm 

για 1min στους 4oC και επαναιωρούνται σε πολλαπλάσιο όγκο διαλύµατος.  

 



      Υλικά και Μέθοδοι 

 89

 Χρωµατογραφία συγγένειας µε υπόστρωµα σεφαρόζη-Ni-NTA 

 Η χρωµατογραφία αυτή εφαρµόστηκε για την αποµόνωση της 

ανασυνδυασµένης His-FRA10AC11_146 (βλ. πλασµιδιακές κατασκευές) από το 

βακτηριακό εκχύλισµα ώστε να χρησιµοποιηθεί στον καθαρισµό του πολυκλωνικού 

αντισώµατος. Τα βακτήρια συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση και στην πελλέτα 

προστέθηκε διάλυµα U (8Μ ουρία, 10mM Tris.Cl pH 8, 100mM NaxPO4 pH 7, 10mM 

ιµιδαζόλιο, 10mM µερκαπτοαιθανόλη) όγκου ίσου µε το 1/10 της αρχικής 

καλλιέργειας. Η επιλογή των αποδιατακτικών συνθηκών στηρίχτηκε στον εντοπισµό 

της πρωτεΐνης στο αδιάλυτο κλάσµα. Ακολούθησε επεξεργασία µε υπέρηχους και 

φυγοκέντρηση στις 8000rpm για 20min στους4oC. Το υπερκείµενο, µετά την 

προσθήκη NP-40 σε τελική συγκέντρωση 1% προστέθηκε σε σφαιρίδια Ni-NTA-

σεφαρόζης CL-6B (Qiagen, 1ml σφαιριδίων/5mg πρωτεΐνης), τα οποία είχαν 

εξισορροπηθεί µε διάλυµα U. Η επώαση έγινε σε RT για 3h µε περιστροφική 

ανάδευση και ακολούθησαν διαδοχικές εκπλύσεις της στήλης µε το ίδιο διάλυµα.  

 

 Παραγωγή πρωτεΐνης σε κύτταρα θηλαστικών 

 Για την παραγωγή πρωτεϊνών σε κύτταρα θηλαστικών πραγµατοποιήθηκε 

παροδική διαµόλυνση κυττάρων COS-7. Μετά την διαµόλυνση, την επώαση και το 

πλύσιµό τους τα κύτταρα αποκολλούνται µηχανικά µε πλαστική ξύστρα και 

συλλέγονται µε φυγοκέντρηση για 5min στις 1000rpm σε RT. H πελλέτα 

επαναδιαλύεται ήπια σε διάλυµα RIPA (150mM NaCl, 50mM Tris-Cl pH 8, 1% NP-40, 

0,5% DOC, 0,1%SDS) και ακολουθεί επώαση για 15min στους 4oC σε τροχιακό 

αναδευτήρα. Στη συνέχεια το δείγµα φυγοκεντρείται για 30min στις 12000rpm στους 

4oC και συλλέγεται το υπερκείµενο. Για ένα πείραµα ανοσοκατακρήµνισης ή GST-pull 

down χρησιµοποιήθηκε το πρωτεϊνικό εκχύλισµα από ένα τρυβλίο διαµέτρου 10cm 

στο οποίο και προστίθενται 300-400µl διαλύµατος RIPA. Η συγκέντρωση του 

εκχυλίσµατος σε πρωτεΐνες είναι 2-3mg/ml.  

 

2.33. Συζευγµένη µεταγραφή-µετάφραση in vitro 

 Η παραγωγή πρωτεϊνών in vitro πραγµατοποιήθηκε µε συζευγµένη 

µεταγραφή/µετάφραση (ΤΝΤ Quick Coupled Transcription/Translation System, 

Promega). Σε κάθε αντίδραση συµµετείχαν 0,5µg υπερελικωµένου πλασµιδιακού 

DNA, 20µl του µίγµατος που περιέχει το εκχύλισµα των δικτυοερυθροκυττάρων, την 

RNA πολυµεράση, τα νουκλεοτίδια, τα αµινοξέα και την RNasin και 1µl 35S-Met 

(1,000Ci/mmol, 10mCi/ml) σε τελικό όγκο 25µl. Η αντίδραση επωάζεται για 90min 

στους 30oC και ελέγχεται µε SDS-PAGE. Το πήκτωµα µονιµοποιείται µε επώαση σε 

διάλυµα αποχρωµατισµού για 30min και ακολουθεί επεξεργασία µε 1Μ σαλικυλικό 
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νάτριο για 1h που δρα ως ενισχυτικό του σήµατος. Οι επωάσεις πραγµατοποιούνται 

µε ήπια ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου και ακολουθεί ξήρανση του 

πηκτώµατος και φθοριογραφία. Με αυτήν την µέθοδο παρήχθησαν οι πρωτεΐνες 

SAP145 και DGCR14 ως ραδιοσηµασµένα µόρια και χρησιµοποιήθηκαν σε δοκιµή 

συνκατακρήµνισης in vitro.  

 

2.34. ∆οκιµή συνκατακρήµνισης πρωτεϊνών in vitro (GST pull-down) 

 Η δοκιµή συνκατακρήµνισης είναι µία in vitro µέθοδος για τον έλεγχο της 

άµεσης αλληλεπίδρασης δύο πρωτεϊνών. H µία πρωτεΐνη παράγεται σε βακτήρια σε 

σύντηξη µε την GST ενώ η δεύτερη είτε παράγεται µε µεταγραφή-µετάφραση in vitro 

ως ραδιοσηµασµένο µόριο είτε προέρχεται από πρωτεϊνικό εκχύλισµα κυττάρων 

θηλαστικών. H χιµαιρική πρωτεΐνη, µέσω της GST συνδέεται µε γλουταθειόνη που 

είναι συζευγµένη µε σφαιρίδια σεφαρόζης, αναµιγνύεται µε την άλλη 

ραδιοσηµασµένη πρωτεΐνη ή µε το πρωτεϊνικό εκχύλισµα σε κατάλληλο ρυθµιστικό 

διάλυµα και αποµακρύνεται επιλεκτικά ώστε να ελεγχθεί αν συν-παρασύρει και την 

δεύτερη πρωτεΐνη.  

 Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε για να ελεγχθεί η άµεση αλληλεπίδραση 

µεταξύ της FRA10AC1, η οποία παρήχθη σε βακτήρια σε σύντηξη µε την GST και 

των SAP145 και DGCR14 που προέκυψαν µε µεταγραφή-µετάφραση in vitro ως 

ραδιοσηµασµένα µόρια. Κατά την δοκιµή χρησιµοποιήθηκαν 2-5µg της χιµαιρικής 

GST-πρωτεΐνης και 10µl της αντίδρασης µεταγραφής/µετάφρασης σε 200µl 

διαλύµατος δέσµευσης (50mM Tris pH 8, 100mM NaCl, 1mM EDTA, 0,1% NP-40). Η 

επώαση πραγµατοποιήθηκε ολονύκτια στους 4οC, υπό ανάδευση. Ακολούθησαν 

εκπλύσεις µε το ίδιο διάλυµα (3 επαναλήψεις µε 5 όγκους διαλύµατος κάθε φορά) και 

έλεγχος των πρωτεϊνών που είναι συνδεδεµένες µε τα σφαιρίδια. Η διαδικασία αυτή 

περιλαµβάνει την SDS-PAGE και την επεξεργασία του πηκτώµατος όπως και στην 

περίπτωση ελέγχου των ραδιοσηµασµένων µορίων των αντιδράσεων 

µεταγραφής/µετάφρασης. Επιπλέον, η δοκιµή συνκατακρήµνισης εφαρµόστηκε στην 

χαρτογράφηση των περιοχών αλληλεπίδρασης των παραπάνω µορίων. Στην 

περίπτωση αυτή η πλήρους µήκους FRA10AC1 ή τµήµατά της παρήχθησαν σε 

σύντηξη µε την EGFP σε κύτταρα θηλαστικών ενώ η παραγωγή τµηµάτων των 

SAP145 και DGCR14, σε σύντηξη µε την GST, πραγµατοποιήθηκε σε βακτήρια. Η 

δοκιµή πραγµατοποιήθηκε σε διάλυµα RIPA (150mM NaCl, 50mM Tris-Cl pH 8, 1% 

NP-40, 0,5% DOC, 0,1%SDS) στο οποίο είχαν εξισορροπηθεί και τα σφαιρίδια 

γλουταθειόνης-σεφαρόζης στις συνθήκες που προαναφέρθηκαν. Η ανίχνευση των 

πρωτεϊνών έγινε µε ανάλυση Western µε το αντίσωµα a-GFP.  
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2.35. Συν-ανοσοκατακρήµνιση πρωτεϊνών 

 Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται για την ανίχνευση πρωτεινικών συµπλόκων που 

υπάρχουν in vivo σε κύτταρα θηλαστικών. Σε κάθε δοκιµή χρησιµοποιήθηκε ~1mg 

πρωτεινικού εκχυλίσµατος κυττάρων (βλ. παραπάνω). Σε αυτό προστίθεται ~1µg 

αντισώµατος, ειδικού για την πρωτείνη προς κατακρήµνιση και ακολουθεί επώαση  

για 2-3h στους 4oC σε τροχιακό αναδευτήρα. Στη συνέχεια προστίθονται 8-15µl 

πρωτεΐνων Α και G που είναι συζευγµένες µε σφαιρίδια αγαρόζης (protein A/G Plus 

Agarose, Santa Cruz Biotechnology, Cat.no. sc-2003), οι οποίες 

αναγνωρίζουν την περιοχή Fc των αντισωµάτων από µία µεγάλη ποικιλία ειδών και 

ακολουθεί ολονύκτια επώαση στις παραπάνω συνθήκες. Τα πρωτεινικά σύµπλοκα-

σφαιρίδια αγαρόζης, αποµονώνονται µε φυγοκέντρηση για 20sec στις 3000rpm 

στους 4oC και ξεπλένονται τρεις φορές µε 1ml διαλύµατος RIPA στις ίδιες συνθήκες. 

Στην τελευταία φυγοκέντρηση το διάλυµα αποµακρύνεται πλήρως. Ακολουθεί 

επαναιώρηση σε ~20µl διαλύµατος, ηλεκτροφόρηση και ανάλυση Western.  

 



 

          3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3.1. Κατασκευή του φυσικού χάρτη των χρωµοσωµικών περιοχών 10q23.31-   

       q25.3 και 10q26.2-qter  

 
 Στα πλαίσια του Προγράµµατος Χαρτογράφησης του Ανθρώπινου 

γονιδιώµατος, κατασκευάστηκε ο φυσικός χάρτης των περιοχών 10q23.31-q25.3 και 

10q26.2-qter. Οι περιοχές αυτές καταλαµβάνουν γενετική απόσταση ~30cM και 

~15cM αντίστοιχα και σε µονάδες γενετικού χάρτη, αποτελούν αθροιστικά το 1/4 του 

χρωµοσώµατος. Η αντίστοιχη φυσική απόσταση για την πρώτη περιοχή εκτιµάται 

στις 25Mb, σύµφωνα µε την αναλογία 1,2cM/1Mb για όλο το ανθρώπινο γονιδίωµα. 

Το µήκος της υποτελοµερικής περιοχής εκτιµήθηκε ότι είναι αρκετά µικρότερο από 

όσο υποδηλώνει ο γενετικός χάρτης καθώς το ποσοστό ανασυνδυασµού στις 

περιοχές πλησίον των τελοµερών είναι υψηλότερο σε σχέση µε το υπόλοιπο 

χρωµόσωµα, όπως είχε αξιολογηθεί πριν την αλληλούχηση του ανθρώπινου 

γονιδιώµατος και επιβεβαιώθηκε κατόπιν (Payseur BA & Nachman MW, 2000; Yu A 

et al, 2001; Kong A et al, 2002; Jensen-Seaman MI et al, 2004).  

 Συνοπτικά, η διαδικασία (Eικ. 13) περιλάµβανε την ταυτοποίηση κλώνων BAC 

του χρωµοσώµατος χρησιµοποιώντας όλα τα υπάρχοντα STSs (~500) από 

διάφορους χάρτες, την παρασκευή χρωµοσωµοειδικής γενωµικής βιβλιοθήκης, τον 

ακόλουθο προσδιορισµό του περιεχοµένου κάθε κλώνου σε STSs και τον 

συνδυασµό αυτών των πληροφοριών µε τα αποτελέσµατα του προτύπου τεµαχισµού 

των κλώνων. Η αλληλοεπικάλυψη κατά µήκος πολυάριθµων κλώνων 

χρησιµοποιήθηκε για να διαταχθούν οι κλώνοι σε contigs τα οποία χαρτογραφήθηκαν 

βάσει του περιεχοµένου τους σε STSs. Επιπλέον, οι πληροφορίες που προέκυψαν 

από τα STSs αξιοποιήθηκαν για τον έλεγχο των αποτελεσµάτων των 

αυτοµατοποιηµένων στοιχίσεων των κλώνων ώστε να αποφευχθούν ψευδείς 

αλληλοεπικαλύψεις ή για να ενοποιηθούν γειτονικά contigs. Στη συνέχεια 

επιλέγονταν αντιπροσωπευτικοί κλώνοι, οι οποίοι συνιστούσαν το ελάχιστα 

επικαλυπτόµενο µονοπάτι (minimal tiling path), για τον προσδιορισµό της 

αλληλουχίας τους. Η περαιτέρω επέκταση και ενοποίηση των επιµέρους contigs 

πραγµατοποιήθηκε µε χρωµοσωµικό περπάτηµα, κατά το οποίο χρησιµοποιήθηκαν 

οι ακραίες αλληλουχίες των εξωτερικών BACs, καθώς και µε ταυτοποίηση 

αλληλοεπικάλυψης, σε επίπεδο αλληλουχίας των ακραίων κλώνων γειτονικών 

contigs.  
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Εικ. 13. Πορεία κατασκευής του φυσικού χάρτη.  
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 ∆ιερεύνηση γενωµικής βιβλιοθήκης BAC 

 α. Επιλογή ανιχνευτών  

 Για την διερεύνηση της βιβλιοθήκης BAC χρησιµοποιήθηκαν όλα τα STSs 

που χαρτογραφούνταν στις δύο περιοχές. Η επιλογή έγινε από τους γενετικούς 

χάρτες Genethon (Dib C et al, 1996) και Marshfield (Broman KW et al, 1998) και από 

τους χάρτες κυτταρικών υβριδίων GeneMap99 (Deloukas P et al, 1998), WI-RH 

(Hudson TJ et al, 1995) και SHGC-G3 (Stewart EA et al, 1997). Συνολικά, 

επιλέχθηκαν 506 STSs: 430 από την περιοχή 10q23.31-q25.3 και 76 από την 

υποτελοµερική περιοχή (Πιν. 7). Η πυκνότητα των δεικτών είναι ιδιαίτερα υψηλή και 

ανέρχεται σε 14 δείκτες/cM και 5 δείκτες/cM αντίστοιχα, µε την τελευταία αναλογία να 

είναι πιθανότατα υποτιµηµένη λόγω του µικρότερου φυσικού µήκους τής 

υποτελοµερικής περιοχής. 

 
Πιν. 7: Προέλευση των STSs που χρησιµοποιήθηκαν στην φυσική χαρτογράφηση 
 

Genethon Marshfield WI-RH SHGC-G3 ΣΥΝΟΛΟ
Genebridge4 Genebridge3 

10q23.31-q25.3 42 3 349 4 24 8 430
10q26.2-qter 13 6 48 8 1 76

GeneMap99 

Σηµ.: Αναγράφεται ο αριθµός των STSs που χρησιµοποιήθηκαν από κάθε χάρτη (οριζόντια) για κάθε 
χρωµοσωµική περιοχή ξεχωριστά (κάθετα). Ο µεταγραφικός χάρτης Genemap ‘99 περιλαµβάνει δύο 
panels: Το Genebridge4 και το Genebridge3.  
  

 Κάποια από τα ESTs που χρησιµοποιήθηκαν προέρχονταν από την ίδια 

οµάδα Unigene. Αυτό συνέβη γιατί, καθώς αυτή η βάση δεδοµένων εξελίσσεται 

συνεχώς, κάποιες οµάδες της ενοποιούνται. Ωστόσο αυτό δεν θεωρείται πλεονασµός 

καθώς σε αρκετές περιπτώσεις ένα γονίδιο εκτείνεται σε περισσότερα του ενός 

BACs.  Στην Εικ. 14 παριστάνονται τα τµήµατα των παραπάνω χαρτών που 

αντιστοιχούν στις συγκεκριµένες χρωµοσωµικές περιοχές και η χαρτογράφηση των 

STSs (για τις ακριβείς συντεταγµένες τους βλ. Πιν. 4).  

 β. Παρασκευή ανιχνευτών                                                                           
 Για τα 506 επιλεγµένα STSs παρασκευάστηκαν οι κατάλληλοι εκκινητές (οι 

αλληλουχίες τους παρατίθενται στον Πιν. 4) και πραγµατοποιήθηκε PCR µε 

υπόστρωµα γενωµικό DNA ή DNA κυττάρων σωµατικών υβριδίων ανθρώπου – 

κρικητού που περιείχε µόνο το µεγάλο βραχίονα του χρωµοσώµατος 10 (βλ. 

Μεθόδους). Οι θερµοκρασίες υβριδοποίησης των εκκινητών κυµαίνονταν µεταξύ  

54o-62oC. Ενδεικτικά, στην Εικ. 15Α φαίνονται τα προϊόντα της PCR για 12 STSs.  
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D10S5413942

15cR

SHGC-
14535

4226

G175364920

5019 G13660
5040 G13658

5077 G13676

5143 G14345

5174
SHGC-
14061

5202 D10S1207

5390 D10S1773

GM99-G3

D10S541

D10S17735626

4178

SHGC-
526

4246

4742 SHGC-
17231

4790 SGC33917

4908 SHGC-
4169

15cR

WI-RH

1cR

D10S1242513.9

AFMa348zg9531.7

D10S1562543.3

D10S1257545.7

D10S541521.9

549.7 WI-5915

555.3 WI-4209

558.4 AFM205tg7

567,9
AFMa301wf1

WI-4865568

AFM183xb12575.5

585.9 WI-14791

591 WI-3109

595
WI-4379
D10S1245
D10S1434

WI-1905601.1

604.1
AFMa053yg5
AFMb363xg5
AFMa071xh1
WI-4434

608.6 WI-4132

619.2 WI-5976
AFM265yc9620.4

622.7 D10S554

WI-5502

Z40596
stSG41319, stSG32258, stSG21645, stSG29905, T92735, F09841 

stSG30644, stSG3666
stSG16023, stSG41741, WI-11734
SGC38164
stSG15752, WI-17128
stSG2551, WI-16578

A008Y13

L25676
A004R39, WI-11615

stSG26781, stSG22113
D10S2211, W73720

stSG32004
L16782
stSG2721, stSG21644
D10S2197

stSG12880, stSG8438

stSG46580

stSG47193 stSG39120
SHGC-35401

stSG31377, stSG15491, stSG8384, stSG48047, A007J42, N37073
NIB351

WI-16054
WI-14114
stSG35189, stSG44990
stSG50791, stSG30011, stSG31710

WI-18437, H92921, R86942, H84912, stSG45558, stSG39758

stSG51671, Z40200 
stSG2803, stSG12559, A006X22
stSG35957

stSG22466, stSG13323, stSG30492, WI-16821, 
U37426, stSG25928, stSG9628, A006W20, L16499 
A008Z38

stSG50462, stSG21346, SGC30793, A009B31
L07093, stSG29640, H90420, A009B31, D29519

N22119, N29485, stSG15866, WI-16274, stSG43195
stSG45302, stSG3745, A004S47
stSG21190, H03262
stSG22312
A002E05, stSG35884
SGC33162, stSG31812, stSG35992, 1284
stSG47335
WI-17750, SGC30780
N27530, WI-16989

stSG46053, stSG4, H68323, N32898
SGC31032
H95763, W86789
stSG35515
stSG45548
stSG462, A004O25
SHGC-9747, AA022645
stSG2844
WI-15944, F10974
stSG46829
stSG2296
stSG1032
A002G19

stSG38844
stSG52092
WI-18064
stSG2761

stSG53348, stSG47398, stSG44050,
R89840, stSG21208, stSG52467, A009E24

stSG51949, stSG52273, stSG49136, stSG32285
stSG30920, stSG45428, stSG4569, WI-15882
stSG22607, WI-13377, stSG9987

WI-11858, stSG3077, A005C16
stSG4306

stSG15181, SGC32394
A008I22
N35618
stSG28313, T40917, stSG46524
stSG40840, stSG26670

SGC34176, WI-13735, stSG8267, stSG30988, stSG44588
WI-16766
stSG27214, WI-8488, stSG38907, stSG35096, A005X19
stSG16199, A007K11, SGC34978, stSG1671, stSG3691
stSG50801
H87438
W37897, stSG49129
stSG1953
stSG47056
M14564
A004B36
A006J02, stSG27406
R01689, WI-16946, A004M06, H41409, stSG42773, stSG50235
stSG2605, N39580, stSG3084, stSG48072, stSG47005
stSG50987, A006D27, stSG51013, stSG43839, stSG46535

AA034033, stSG38872, A005K38, N31939, H82635
N37090
R45921

Z38716, W86982, stSG2653, H19386, WI-15962
A008M23, stSG40082, stSG4995, stSG2699, 
stSG42602, WI-22164, W80406, stSG48287, G26427
stSG3501, U36223, stSG4193, WI-6938, stSG12760

stSG15820, stSG51021, WI-9147, D60282
stSG13279, stSG50971, SGC33233, stSG30235
AA913870, AA917820, stSG46822

stSG42868, stSG47726, SGC31986, stSG44115, stSG48239
A004R30
D10S540
stSG47299, SGC30899
stSG31562, stSG48141, stSG47144
stSG27142, stSG31529
W69567
SGC31936
stSG42688
R43868, G27616
stSG26359
Z38397
stSG9207
stSG34995

Z38786
stSG42504
stSG48312, stSG46999, H05479
stSG35254, stSG40669

stSG13162, M85683
WI-19473, stSG3345, stSG36084, WI-14107, F10278
H40105

W32419
SGC31312

stSG41370
stSG16259
WI-16106
stSG49291, WI-15620, NIB1357, AA243510
stSG26986, SGC35716
stSG48063, stSG8954, stSG9160, AA284841
stSG12737, stSG22433

stSG42559, stSG50884
A005M36
AA040321
T60418

T97004
A006C33
stSG8843, stSG26044
WI-14968, stSG49550, stSG39063, H17634
stSG31639
stSG12596
stSG45253, FB3F3
stSG49455, SGC31141
stSG29677, stSG47767
stSG47370, WI-9487, stSG48444
WI-17804, A007I48
A006J06, A008S06
stSG15535
stSG36024, T91988, A006F09, stSG28889, stSG47984
SHGC-33545
N38956, stSG42986, stSG46271, stSG30264
stSG36017
stSG22417

A004M41
A006A44, WI-16878, U29690

stSG43429
stSG22723
D10S1681,stSG45467, N32594
T87905

stSG3554

1cR

D10S541

H10009

A006A33, M21941, N95450

N20191

1cM

D10S579

114,3
D10S1765
D10S541

D10S1735

D10S1739

D10S1753
D10S564

D10S1755

D10S583

D10S571
D10S1736
D10S1690
D10S1680

D10S1758
D10S577

D10S1709

D10S1726

D10S603
D10S1778
D10S1266
D10S1265

D10S1268
D10S1692
D10S222

D10S1697

D10S1738

D10S1668

D10S1267

D10S1671

D10S1663
D10S1760

D10S1741

D10S597

D10S554

D10S1269

D10S1681

D10S1773
D10S1731

142.7

141.8

139.2

D10S192

D10S185

D10S1748

D10S198

D10S1731

D10S541

426,83
428,51

521,27
523,37

A.

Εικ. 14: Χάρτες του χρωµοσώµατος 10 από τους οποίους επιλέχθηκαν τα STSs για την 
διερεύνηση της βιβλιοθήκης BAC. Απεικονίζονται αποκλειστικά οι χρωµοσωµικές περιοχές 
10q23.31-q25.3 µεταξύ των γενετικών δεικτών D10S541-D10S1731 (Εικ. 14Α) και 10q26.2-
qter τελοµερικά του δείκτη D10S1703 (Εικ. 14Β). Από αριστερά προς τα δεξιά: ιδεόγραµµα 
του χρωµοσώµατος, οι γενετικοί χάρτες Genethon και Marshfield και οι χάρτες κυτταρικών 
υβριδίων GM99-GB4, WI-RH, SHGC-G3 και GM99-G3 (µόνο στην 14Α). ∆εν έχουν 
συµπεριληφθεί οι κοινοί δείκτες, εκτός αυτών που καθορίζουν τα όρια των παραπάνω 
περιοχών (µε κόκκινο). Οι ακριβείς συντεταγµένες των STSs για την πρώτη περιοχή 
παρατίθενται στον Πιν. 4 (Μέθοδοι). Επίσης, φαίνεται η κλίµακα που χρησιµοποιήθηκε, σε cM 
για τους γενετικούς και σε cR για τους υπόλοιπους χάρτες.  
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D10S1703164,8

D10S1782165,5
D10S186165,4

165,6 D10S1727

D10S217167,2

D10S1676169,4

D10S1655170,7

D10S1770178,2

D10S1675179,9

D10S1651178,3

D10S555180,6
D10S1711180,5

180,7 D10S212

Genethon

D10S1703164,8

D10S1782165,5
D10S186165,4

165,6 D10S1727

D10S217167,2

D10S1676169,4

D10S1655170,7

D10S1770178,2

D10S1675179,9

D10S1651178,3

D10S555180,6
D10S1711180,5

180,7 D10S212

Genethon

D10S186552,59

D10S212

stSG43417, stSG45059
stSG45453, stSG4581
stSG4790, AA191340

stSG42519, stSG43280

T48398, WI-14945, 

stSG1303, stSG27915

563,99

561,05

stSG1460, stSG32124554,69

557,8

stSG2750, stSG2795
stSG30731, stSG41791
stSG46609, stSG47380
stSG47732, AA010383
W67510, WI-22094

557 stSG28017, stSG36110
stSG4213, stSG47386

A008M13, D10S1561
H99205, R96892, W15548

stSG1566, stSG8192556,09
A008Y06, WI-20848, 

559,61 stSG46145, SGC32344

556,19 stSG48184, SGC33916

WI-17697552,76
WI-17432552,8

559,71 WI-19193

D10S1328E

AA036862, A009F48

A007H40573,42

GM99-GB4

D10S186552,59

D10S212

stSG43417, stSG45059
stSG45453, stSG4581
stSG4790, AA191340

stSG42519, stSG43280

T48398, WI-14945, 

stSG1303, stSG27915

563,99

561,05

stSG1460, stSG32124554,69

557,8

stSG2750, stSG2795
stSG30731, stSG41791
stSG46609, stSG47380
stSG47732, AA010383
W67510, WI-22094

557 stSG28017, stSG36110
stSG4213, stSG47386

A008M13, D10S1561
H99205, R96892, W15548

stSG1566, stSG8192556,09
A008Y06, WI-20848, 

559,61 stSG46145, SGC32344

556,19 stSG48184, SGC33916

WI-17697552,76
WI-17432552,8

559,71 WI-19193

D10S1328E

AA036862, A009F48

A007H40573,42

GM99-GB4

D10S1222156,27

D10S1248
D10S505165,27

D10S1439162,38

D10S169173,13

D10S1134

Marshfield

D10S1782

D10S212170,94

D10S1222156,27

D10S1248
D10S505165,27

D10S1439162,38

D10S169173,13

D10S1134

Marshfield

D10S1782

D10S212170,94

WI-RH

WI-3219662,3

D10S1588677,1

D10S1593665,3

D10S1256666,9

D10S1585668,7
D10S1408669,5
D10S1201670,3
D10S2490670,4

SHGC-G3

6311 SHGC-14552

WI-RH

WI-3219662,3

D10S1588677,1

D10S1593665,3

D10S1256666,9

D10S1585668,7
D10S1408669,5
D10S1201670,3
D10S2490670,4

SHGC-G3

6311 SHGC-14552

D10S1703

D10S212

B.

Εικ. 14: (συνέχεια) 

 

 Εφόσον, µετά την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων, προέκυπτε µία ζώνη του 

αναµενόµενου µεγέθους αποµονώνονταν το αντίστοιχο τεµάχιο και τοποθετούνταν 

σε ~100µl H2O όπου και εκλούονταν στους 4oC ολονύκτια. Ακολουθούσε 

επαναληπτική PCR, στις ίδιες συνθήκες, χρησιµοποιώντας ως υπόστρωµα 1-5 µl 

από την υδατική φάση. Στην Εικ. 15Β φαίνονται τα προϊόντα της επαναληπτικής 

αντίδρασης των παραπάνω STSs. Όλα εµφανίζονται αποκλειστικά σαν µία ζώνη ενώ 

η απόδοση της αντίδρασης είναι ικανοποιητική. Στην περίπτωση εµφάνισης 

πολλαπλών ζωνών, γινόταν βελτιστοποίηση των συνθηκών, συνήθως µε αύξηση της 

θερµοκρασίας υβριδοποίησης ή µε ρύθµιση της συγκέντρωσης του MgCl2. 

Ακολουθούσε PCR ραδιοσήµανσης (βλ. Μεθόδους) στην οποία συνήθως 
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συµµετείχαν ~10 STSs ενώ τουλάχιστον για έναν από τους ανιχνευτές 

προσδιοριζόταν η ειδική ενεργότητα (βλ. Μεθόδους). Στις περιπτώσεις που η 

επαναληπτική PCR παρουσίαζε δυσκολίες, το αντίστοιχο ραδιοσηµασµένο προϊόν 

ελέγχονταν µε ηλεκτροφόρηση και ακόλουθη αυτοραδιογραφία. Οι ανιχνευτές 

χρησιµοποιούνταν άµεσα για υβριδοποίηση εφόσον η ειδική ενεργότητα είχε 

εκτιµηθεί ότι υπερβαίνει τα 109 cpm/µg.  

154bp
220, 221bp

298bp
344bp
396bp

184  262  127  107  101  125  252  125 198  177  150  125 Μέγεθος (bp):
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W
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W
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75bp

 
Εικ. 15: Προϊόντα PCR για 12 STSs της χρωµοσωµικής περιοχής 10q23.31-q25.3.  
Α. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR για 12 STSs. Παρατίθενται οι κωδικοί τους (πάνω) και τα 
µεγέθη των προϊόντων (στη µέση). Επίσης, σηµειώνονται οι ζώνες που αποµονώθηκαν από 
το πήκτωµα (µε τελείες). Η θερµοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών ήταν 57oC.  
Β. Επαναληπτική PCR µε υπόστρωµα 3µl της υδατικής φάσης στην οποία εκλούστηκαν τα 
προϊόντα της Εικ. Α. Η σειρά των δειγµάτων και οι συνθήκες της αντίδρασης είναι οι ίδιες µε 
την Εικ. Α. Ο δείκτης (Μ) που χρησιµοποιήθηκε είναι ο pBR322/HinfI (A και B) τα µεγέθη του 
οποίου αναγράφονται (αριστερά).  
 

 γ. Υβριδοποίηση και επιλογή κλώνων BAC 

Η διερεύνηση της βιβλιοθήκης γινόταν σε οµάδες των 3 έως 22 STSs (pools) 

κάθε φορά χρησιµοποιώντας 2 - 4,5x105cpm ανιχνευτή ανά ml διαλύµατος 

υβριδοποίησης. Τα 36 φίλτρα της βιβλιοθήκης τοποθετούνταν σε τρεις κυλίνδρους 

υβριδοποίησης µε 15ml διαλύµατος στον καθένα. Μετά την αυτοραδιογραφία 

ακολουθούσε η ταυτοποίηση των κλώνων όπως παρουσιάζεται στην Εικ. 16. 

Συνολικά πραγµατοποιήθηκαν 50 υβριδοποιήσεις της βιβλιοθήκης και τα 

αποτελέσµατα που προέκυψαν παρατίθενται στον Πιν. 8.  

Κατά µέσο όρο κάθε STS αντιστοιχούσε σε 11 κλώνους, αναλογία που 

αντικατοπτρίζει το βάθος της κάλυψης αυτής της γονιδιωµατικής περιοχής. Τα 

µοναδιαία BACs που ταυτοποιήθηκαν ήταν ~2700 για την περιοχή 10q23.31-q25.3 

και 650 για την υποτελοµερική περιοχή. Λαµβάνοντας υπ’ όψιν το µέσο µέγεθος των 

ενθεµάτων των BACs (~175kb), οι κλώνοι αυτοί παρέχουν µέση υπερκάλυψη κατά 

~16 φορές και τουλάχιστον κατά 7,5 φορές αντίστοιχα. 
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 Όλα τα αποτελέσµατα έχουν κατατεθεί στην χρωµοσωειδική βάση 

δεδοµένων ACeDB, την 10ace µε την ονοµασία pools 1L-50L. Ενδεικτικά, στην Εικ. 

17 φαίνεται η καταχώρηση των αποτελεσµάτων της διερεύνησης της βιβλιοθήκης µε 

τα STSs του pool 30.  

 

34Α1434Α14

Εικ. 16: ∆ιάταξη και αυτοραδιογραφία της γενωµικής βιβλιοθήκης BAC. 
Α. Απεικόνιση ενός εκ των 36 φίλτρων της βιβλιοθήκης. Κάθε φίλτρο περιλαµβάνει 6144 
κλώνους που είναι διατεταγµένοι ανά 16 (στη µορφή 4x4) σε 16 σειρές (Α, B, C…P) και 24 
στήλες (1-24). Το όνοµα κάθε κλώνου αποτελείται από έναν αριθµό που δηλώνει το φίλτρο 
στο οποίο ανήκει και την θέση του στη διάταξη 4x4, ακολουθούµενο από ένα γράµµα που 
δείχνει την σειρά και έναν τελικό αριθµό που υποδηλώνει την στήλη.  
Β. Αυτοραδιογραφία στην οποία ταυτοποιούνται 7 θετικοί κλώνοι (βέλη). Ενδεικτικά, το όνοµα 
του κλώνου που σηµειώνεται µε κόκκινο βέλος είναι 34Α14. Το πρόθεµα 34 δείχνει ότι το 
συγκεκριµένο φίλτρο είναι το τρίτο της βιβλιοθήκης και ότι πρόκειται για τον δεύτερο κλώνο 
στην διάταξη 4x4. Η διάταξη στο πρώτο φίλτρο περιλαµβάνει τους αριθµούς 1-16, στο 
επόµενο 17-32 κ.λπ.  
 
 

 Κατασκευή και διερεύνηση γενωµικής βιβλιοθήκης του  
 χρωµοσώµατος 10  

 Οι παραπάνω 3350 διαφορετικοί κλώνοι που ταυτοποιήθηκαν, σε συνδυασµό 

µε τα BACs που µε την ίδια προσέγγιση χαρακτηρίστηκαν ως γενωµικοί κλώνοι του 

χρωµοσώµατος 10 (από την οµάδα του Π. ∆ελούκα στο Sanger Center) αποτέλεσαν 

µία γενωµική, χρωµοσωµοειδική υποβιβλιοθήκη (βλ. Μεθόδους) που διατάχτηκε σε 3 

φίλτρα υψηλής πυκνότητας (polygrids).  
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Πιν. 8: Αποτελέσµατα της διερεύνησης της γενωµικής βιβλιοθήκης BAC  
 
POOL STSs BACs

1 stSG9207 2F13, 16H23, 31L23, 26I17, 31C2, 37L21, 34D21, 38F19, 47K14, 47A8, 55P24, 55H24, 63G20, 73I21, 68M5, 85J3, 87A18
WI-9147 92K19, 91E4, 91A6, 105N15, 124A14, 121B1, 124G18, 121A1, 121B2, 114F1, 135I2, 131P16, 131N13, 135G2, 135G3,
Z38716 147B13, 148E14, 155M3, 161J3, 166D12, 177N16, 190J1, 208K8, 205K9, 217B13, 215H21, 216K21, 239A7, 225G22,
H05479 229H16, 225H22, 277F21, 294B4, 320K6, 308M12, 310C11, 326I7, 326J7, 325G20, 345B6, 344B9, 338F22, 364M5,
WI-16946 381E23, 372K16, 372L16, 381N11, 377N7, 388D6, 390A9, 390A22, 400D18, 399L6, 399P6, 397F19, 403K22, 416N2, 
SGC31986 427G23, 426P21, 418G13, 418E13, 440H6, 462G17, 450K22, 449L8, 474E14, 465A7, 491G16, 493O5, 499D21, 517G4,
SGC30899 514D16, 513A17, 524G11, 522K10, 539A22, 529I10, 544J23, 537L19, 530L13, 560B7, 550H22, 561B19
G27616
W86982

2 Z38397 18I14, 31L23, 18O12, 41D21, 35P4, 38P1, 37L21, 51A7, 49I2, 75D10, 68I11, 84A2, 92K19, 110K7, 108L7, 110P1,
SGC33233 110M24, 135I2, 135G2, 135G3, 133L23,138J24, 138J21, 155M3, 154K6, 154E18, 170J3, 173J5,  172G11, 166D12, 
SGC31936 167C14, 203B23, 214C13, 223B13, 213C11, 230H19, 229N4, 228C22, 256H10, 252J11, 256P15, 243L20, 263M9,
A006J02 268F5, 271I13, 260L13, 277F21, 285D15, 273N6, 303C5, 299I5, 301L10, 298P19, 302K17, 301F16, 301H14, 299C16,
M85683 317J21, 346A7, 345B6, 353B24, 353I17, 363D8, 360E9, 367M7, 382M19, 381N11, 393G6, 403K22, 412G16, 416K23,
F10278 426A8, 422K11, 418P17, 446H13, 442J21, 446K23, 446K18, 451M19, 474A18, 472D22, 468M23, 471P23, 496G1,
H05479 482E11, 489E24, 503I5, 509I15, 497N19, 511O21, 520F2, 523M11, 524L15, 523F17, 513A17, 541N10, 555A18, 
Z38786 550H22, 548N18, 549M18, 556D1, 555K2, 559P8, 571M9
W32419

3 H87438 2M13, 20D13, 20D7, 24H9, 29K18, 34D15, 43F15, 43G4, 46B21, 54N3, 77B12, 80H11, 85A1 100J20, 113J14, 115G22,
SGC33917 116D23, 116E5, 117P24, 121I4, 121J23, 133I19, 142H5, 157O7 159K16, 160I11, 165O6, 175B20, 188N23, 190O12, 
SGC34176 190O13, 190N2, 227A18, 260L2, 274I6, 283C24, 285F16, 287B3, 296C3, 316M21, 325E17, 328F4, 330J1, 338O11,
T40917 344E13, 345F3, 352M13, 361J5, 363N16, 383K22, 395E12, 399H7, 407A10, 411B6, 417D19, 417F17, 420P24, 428K4,
WI-8488 433A14, 436A6, 436E6, 436A7, 438A21, 443A5, 455H10, 460C19, 469H13, 470C8, 478N5, 483F11, 483B11, 490D4, 
WI-13735 494O2, 504A6, 509A14, 520E2, 539M3, 553H1, 565E10, 565H24, 572B16
WI-16766
stSG1671
stSG3691

4 A004M06 18I14 18O12 29L1, 75D10, 124G18, 119L24, 170J3, 200K5, 215H21, 216K21, 229N4, 243G8, 301F16, 301L10,
stSG27214 369M5, 377N7, 393A6, 393G6, 416K23, 427G23, 426A8, 419K13, 436B8, 452K1, 453H6, 461F9, 465H10, 471P23,
stSG2653 496G1, 489E24, 501J12, 508J18, 550G18, 573E23
G26427
H19386
WI-15962
D60282

5 stSG51146 6I23, 6I24, 15I4, 29L1, 37K12, 73I21, 68M5, 91A6, 87A18, 91E4, 95J12, 85J7, 81F18, 82F10, 105N15, 131P16,
R43868 148E14, 177N16, 190J1, 239A7, 270D20, 279B8, 300I11, 293M13, 312F17, 325G20, 349G14, 356H19, 369M5,
WI-14107 394B24, 390C1, 401G3, 413E5, 413I9, 430D8, 438O13, 443N17, 438K21, 460P6, 503H15, 503B2, 502B6, 509B9, 
H41409 529I10, 530L13, 544J23, 537L19, 539A22
A004B36
U36223

6 T34337=A004R30 37L21, 37D18, 34A22, 62C24, 52H22, 88C2, 85A6, 91K19, 107L7, 155M3, 155N10, 155M10, 203B23, 286K1, 277F21,
R01689 286O21, 299C16, 293M13, 242B12, 249E8, 243G8, 321C9, 345B6 360E9 360M7, 370K10, 381N11, 393A6, 396N9,  
A006J02 416K23, 419K13, 436B8, 437A23, 461F9, 453H6, 452K1, 465H10, 471P23, 501J12, 513A17, 550H22, 203B23
A008M23
SGC31936
M14564

7 stSG34995 2A2, 10B18, 16H23, 18I14, 18O12, 30F12, 30H12, 29L1, 38P1, 40M1, 70E24, 91A6, 91E4, 99N20, 99O20, 117P7,
stSG13162 131N13, 131P16, 162B11, 170J3, 190J1, 207D20, 208K8, 216L6, 229H16,  230H19, 239M11, 250J20, 252J18,
stSG36084 301F16, 301H14, 301L10, 308D20, 313D6, 332C10, 346A7, 346N21, 348N5, 363L19, 363N23, 366K23, 369M5,
stSG16259 371A11, 373N18, 403L6, 409D24, 426A8, 445L22, 468J18, 468N18, 468B22, 472D22, 474E6, 475M16, 491K17,
stSG40082 502B19, 501N10, 506E3, 521L8, 524L15, 525P19, 530A9, 530A20, 530G15, 530G2, 550G18, 561B19, 571D14,
stSG27142  572F16, 573E23, 574J10
stSG42868

9 stSG28313 3L6, 16H23, 17P13, 20D13, 31L23, 37L21, 37G12, 42I2, 46I2, 60A9, 69F17, 77F18, 85A1, 92K19, 115D23, 135G2,
stSG40840 135G3, 135I2, 129J12, 149A13, 155M3, 157O7, 155K9, 159K16, 166D12, 190O12, 190O13, 178O18, 193B23,
stSG8267 203B23, 235N10, 264B12, 287G8, 277F21, 301O4, 357 (358) I15, 370D14, 381N11, 383K22, 394E12, 407A10, 415K21,
stSG30988 403K22, 418J9, 436E6, 433A14, 441O15, 454H10, 469H13, 467N8, 478N5, 482F11, 514N1, 513A17, 514G18, 515N17,
stSG38907 515N18, 533O14, 550H22, 561B19, 565H24, 573L13
stSG27406
AA034033

10 stSG38872 16H23, 21N23, 24K12, 25P11, 27L23, 37L21, 40M1, 55N17, 55D2, 70E24, 75K16, 79C21, 81E5, 86M22, 88C2, 
stSG42773 89G15, 92K19, 99N20, 99O20, 101J13, 107(108)L7, 123L1, 127L20, 129I16, 131N13, 131L23, 134M6, 135G2,
stSG4995 135G3, 135I2, 142K6, 155M10, 155M3, 155N10, 155E8, 158G3, 162B21, 167D12, 170C16, 186B2, 192G6, 199D9,
stSG2699 203B23, 205K9, 211D4, 229H16, 242B12, 249E8, 250J20, 251D12, 263I21, 277F21, 287G20, 289J19, 291K18,
stSG31529 295H12, 299C16, 302K17, 341G3, 345B6, 366K1, 366K23, 373N18, 373D9, 381N11, 382P22, 387O2, 388D12,
stSG35254 388(392)C16, 395M19, 396N9, 403K22, 409D24, 437A23, 459H15, 471P23, 474E6, 475M16, 498G15, 499K15, 502B19,
stSG42504 507G20, 513A17, 524G11, 525P19, 530A9, 530A20, 530G15, 550H22, 561B19, 565E8, 569F9, 570J10, 572F16
stSG26359

13 Z40596 9C23, 13K2, 21F19, 22A6, 27D5, 28G22, 38I8, 40O16, 47K24, 46M17, 51J20, 54J21, 56N18, 57C13, 62J15, 71E2,
T92735 71O3, 80H5, 85C14, 112G4, 135H15, 149A14, 159F21, 149I23, 161N7, 168O10, 18I18, 179M9, 204L12, 218E3,
WI-18437 236H7, 256F2, 249G24, 287B17, 276D24, 300K2, 291L24  338H11, 338M20,  375N21, 400M3, 388M4, 397M7,
H92921 404P11, 406N15, 409D17, 410C16, 425M17, 425C21, 437M10, 474I15, 496G4, 485B24, 502C7, 518A11, 524M7, 
R86942 522P8, 528M22, 523M4, 576H10, 40K13, 40N12, 62B8, 145B5, 148D8, 149I9, 151J19, 175I5, 186O14, 298J5, 349G6,
WI-11734 354E22, 428L9, 473F1, 528P2
WI-17128
SGC38164
WI-16578
A008Y13
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POOL STSs BACs

14 stSG2605 18I14, 18O12, 26I17, 31C2, 38P1, 47K14, 68M5, 73I21, 87A18, 105N15, 124A14, 161J3, 177N16, 230H19, 240A7,
H40105 301F16, 320K6, 326J7, 346A7, 426A8, 426P21, 465A7, 472D22, 524L15, 522K10, 529I10, 530L13, 537L19, 544J23,
N39580 539A22, 148E14, 147B13, 326I7, 301H14, 411D17

15 H84912 10B9, 10L2, 11K21, 11P23, 27I3, 30G13, 27L16, 35C6, 41C12, 43D10, 39E8, 46M17, 71F8, 70C15, 68J7, 67L13,
stSG45558 98P18, 103A2, 105F14, 98K17, 119F19, 130B8, 157H10, 146I16, 149I23, 158J11, 149J19, 168M11, 164M14,168O10,
stSG46580 188C5, 204L12, 201M14, 228A3, 239G4, 231I18, 239G24, 256F2, 253L6, 254N8, 245D15, 249G24, 53N19, 267E5,
WI-11615 262D21, 275G24, 287K24, 303A10, 304L3, 293L10, 320F15, 319B14, 309B15, 364F9, 360H20, 362O4, 380G5,
W73720 377E16, 382P11, 375N21, 388M4, 410L2, 401P6, 402D21, 430L14, 440B12, 437J2, 441G9, 440F21, 448L14, 443N19,
stSG47193 459I18, 460M16, 462N15, 460N21, 474H4, 474I15, 478L15, 489D4, 496G4, 496D14, 496H23, 491K20, 481N24, 512J3,
N37073 510B24, 505K23, 501M24, 513B1, 517O8, 542J7, 534O5, 532L6, 536G17, 538C20, 539D21, 560G4, 558K13, 567B5,
stSG48047 575C13, 568I23, 16A13, 60O1, 73L23, 95N9, 98K15, 98P18, 124D13, 123J3, 136P13, 155M6,163J10, 180I12, 180I13,
stSG44990 192D22, 222G3, 223O16, 229A6, 265L24, 281C3, 286B11, 304E17, 294J20, 315O7, 311O12, 322M19, 346J9, 337B24,
stSG50791 363B10, 379K18, 383L20, 399O19, 410H2, 415J12, 414M22, 460N22, 524I13, 535B19, 570H15, 570L24, 571O5

16 WI-16054 4L8, 11P23, 25O20, 61N7, 61K23, 65C4, 67L13, 71F8, 81C11, 95J18, 106M14, 124A3, 139A1, 137B2, 137B3, 
WI-14114 159J10, 171HI4, 168O13, 181C9, 184C22, 212N8, 239J6, 248I14, 251F13, 252D12, 266P20, 280C8, 316G19, 
A007J42 326I17, 348J12, 353L10, 362O4, 366I13, 358I19, 360N18, 413E18, 416G12, 442J15, 464B1, 474K16, 481O14,
A006X22 503J12, 510B24, 539D21, 543N17, 558K13, 562K6, 17P9, 18F13, 29A1, 38H10, 50E3, 156M2, 164M14, 229P13, 
stSG22466 292K9, 320F15, 397J18, 413M23, 427B15, 439P3, 438D17, 460I14, 481N24, 499K21, 532L6, 536G17, 555D2, 567B5, 
stSG13323 565P20
stSG30492
WI-16821
A004S47
L16499

17 stSG25928 16J1, 17P9, 22B1, 27I3, 27L16, 28G21, 44J24, 55M22, 57F1, 59F22, 70C15, 81N7, 88A22, 90J1, 95N9, 98P18,
A008Z38 99P7, 102H21, 108M11, 111H11, 119K6, 119H10, 127J3, 136P15, 149I15, 150M17, 159J10, 160G7, 161K8, 166H9,
stSG50462  173C8, 179F1, 189N16, 192O5, 208C17, 243O21, 266B14, 288I20, 305E9, 313N18, 316L13, 325D11, 326M8,
stSG21346 329G11, 341B18, 349I10, 350H8, 350F20, 353H23, 360G10, 361K9, 369K19, 373I20, 377B24, 404A17, 411A11,
SGC30793 416G12, 419M21, 423F23, 428L7, 430L14, 435N8, 437J2, 441G9,  441E11, 459I18, 460C14, 460B23, 461N7,
N22119 466J14, 469C1, 474K16, 484B9, 492A19, 493H16, 505K23, 507M2, 509E6, 512J3, 515D2, 521L12, 523H23,
N29485 550J1, 550N4, 554E22, 556C2, 556I23, 562K6, 562L21, 568I23
stSG15866
WI-16274
stSG43195

18 stSG45302 5M14, 6E23, 16J1, 16M4, 17P9, 20M23, 27I3, 27L16, 31J1, 37B7, 44M16, 44D15, 48I5, 55L15, 58O16, 58E21, 61M17,
stSG21190 63F3, 64H1, 67K6, 70C15, 76P2, 78B19, 79M5, 80J24, 81N7, 88A22, 90J1, 90O1, 95N9, 98P18, 99P7, 102L6, 109J16,
H03262 113F11, 116H10, 119K6, 121A3, 122J21, 122N12, 126H3, 127B10, 127J3, 136P15, 137B2, 137B3, 139A1, 143J17,
A002E05 147C3, 149I15, 160G7, 160P20, 162B9, 162K11, 174E12, 175A5, 179B12, 188L18, 189N16, 190H7, 190I7, 191L5, 
stSG35884 192O5, 198K1, 199A10, 199C11, 200M10, 205N7, 207E20, 208C17, 213B12, 217C3, 230B23, 236E21, 236G12, 237F10,
SGC33162 241J14, 247I14, 248J23, 251O1, 251A15, 266L15, 272G5, 276E20, 280E20, 284A18, 287M10, 288I20, 293J1, 300H5,
stSG31812 300O15, 301A3, 301B8, 303N10, 305E9, 310E22, 313P2, 315C16, 319D1, 319I6, 325D11, 326M8, 329B8, 341J4, 
stSG35992 349I10, 350H8, 353H23, 355A11, 355J6, 358I4, 361B6, 361K9, 362N20, 368O6, 372K18, 373I20, 374N23, 375N10,
stSG47335 377B24, 380F23,  391H15, 391J2, 393F1, 393F22, 396J14, 397J18, 400G3, 402D21, 404A17, 406M15, 409N24,
A004O25 411A11, 413M23, 414D4, 419M21, 420P15, 423F23, 427B15, 427L6, 428I7, 429G19, 429H9, 437J2, 440D6, 441E11,
WI-17750 441G9, 447G19, 450K13, 452B15, 460I14, 463J11, 466J14, 466M22, 467D11, 476E15, 484B9, 491P14, 505K23, 506F1,
N27530  512J3, 512B11, 513F19, 516J19, 521L12, 523H23, 530A1, 533B2, 534O13, 536H2, 551O13, 556C2, 557F6, 561I23,
WI-16989  562E21, 566H2, 568I23, 570M19, 570D9
stSG46053
stSG4
M21941
N32898
N95450
H68323
SGC31032

19 H95763 1D22, 3N15, 7D5,  12J7, 12J23, 26K19, 30K2, 31J1, 31P18, 32P3, 34E5, 41E18, 48D17, 50J11, 50J12, 50P12,
W86789 53P16, 61M17, 65P8, 66E6, 81K15, 83C5, 87A19, 93C15, 105H12, 114O20, 116M10, 122H11, 122N12, 123G19,
stSG45548 125L1, 136O21, 141A20, 145P10, 147G3, 164I17, 164O1, 165A22, 165M16, 168H20, 168I22, 169C12, 170O19, 171K9, 
stSG35515 175O19, 178P8, 179I2, 190H7, 191J13, 196N24, 199D17, 201K4, 205N7, 208M2, 220P4, 225L22, 230C8, 246D12, 
stSG2844 251C15, 254B23, 265D9, 270N12, 271L15, 272M22, 278B4, 280E20, 300H5, 308C11, 309A11, 311D21, 313P2, 
stSG55875=F10974 314I12, 315C16, 318M12, 319I6, 323I21, 328A2, 331E7, 335G20, 336G18, 342K23, 348C12, 355J6, 360H7, 369E13, 
WI-15944 369I23, 374N23, 375N9, 376N20, 386M4, 387C15, 396K3, 402P15, 408G17, 408K20, 409N13, 411E24, 414D4, 414B12,
stSG46829 418H18, 425I21, 426P1, 427L6, 429D12, 430D21, 434I6, 442I19, 445I23, 450O3, 452K12, 453D9, 453D2, 453E2,
stSG2296 456I7, 461N22, 470M7, 471M3, 476E15, 477F21, 481J2, 483E22, 484E21, 488I2, 488J3, 493C7, 493N13, 494G17,
stSG38844 495F4, 496G18, 502I24, 504P21, 507K5, 511O2, 514I23, 514M5, 516H12, 528B11, 536A15, 541P18, 548K23,
stSG2761 560L16, 561I23, 562L13, 569G1, 570M19
stSG53348
stSG47398
stSG44050
stSG51949
stSG52273
R89840
stSG49136
stSG21208
stSG45428
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20 stSG462 7D5, 16F10, 17M15, 22L14, 22K16, 26K19, 29D10, 31M16, 31P18, 44K20, 47D13, 49O21, 50K24, 53D22, 54G9, 
WI-18064 59D6, 61M16, 61M17, 62P21, 65P8, 70A7, 72D12, 72N20, 74K9, 83C5, 84H9, 85N18, 85P16, 88L4, 89L2, 91K3,
stSG32285 101E20, 102D7, 104K10, 105H12, 106B18, 107J10, 110B6, 111L4, 112K3, 114M15, 122N12, 123G19, 128I23,135P6, 
stSG30920 140O6, 140M12, 141A20, 153O14, 153P14, 170O19, 172B21, 173C15, 175O19, 183H21, 183J3, 183J21,186D15, 198N23, 
stSG4569 204L10, 207B4, 207C21, 208A8, 208M2, 218F18, 223M20, 226C16, 228L9, 238F24, 241J4, 245I6, 246D12, 248D10,
WI-15882 251C15, 251L13, 265D9, 267A2, 270N12, 271I24, 275E13, 278B4, 280E20, 286O3, 289N4, 292D10, 298J6, 306O4,
A002G19 308C11, 315F22, 318M12, 319I6, 319P24, 336G18, 343A14, 348C12, 352O10, 362C13, 374N23, 387N22, 388D13, 
WI-11858 390C10, 396H12, 396N12, 404P18, 408G17, 408K20, 409N13, 414B12, 414D4, 414P23, 417P24, 418H18, 422J4, 424I22,
A004O25 424P4, 426P1, 427L6, 429D12, 431M23, 434I6, 441E22, 442C10, 445I23, 448N5, 452K12, 453D2, 453E2, 462E18,

466I22, 466K21, 468E14, 473J7, 475D20, 479M18, 480H19, 481F6, 486K23, 495L14, 499G18, 499H13, 507K5, 510J14,
510A21, 510E24, 510K9, 511O2, 528B11, 529D3, 532K20, 532O20, 537M13, 541O18, 548K23, 557C11, 561I23,
 562L13, 569I12, 570M19

21 N20191 2M13, 12B22, 13I20, 17B3, 17I22, 18I21, 19C6, 19K9, 20D13, 22A21, 34A14, 34D15, 36D5, 42K11, 42O11, 43F15, 54L24, 
stSG15181 58N21, 69A9, 71F4, 80H11, 85A1, 114F7, 116E5, 116D23, 121I4, 144B21, 145P11, 157O7, 159K16, 160I11, 172M13,
SGC32394 175B20, 178D2, 179L19, 179N20, 189B8, 190O12, 190O13, 196K8, 202P6, 256E14, 260L2, 281J21, 285F16, 291P4,
stSG46524 299I7, 306O4, 316M21, 325P4, 327C15, 331G8, 348N4, 359I5, 361J5, 383K22, 384I8, 392H5, 395E12, 404I20, 405D22,
N35618 407A10, 411B6, 4l1G6, 422N23, 425D3, 433A14, 436E6, 437J4, 439D8, 447I9, 454C22, 455H10, 458I22, 459F3,
A005X19 460C19, 469H13, 475F16, 478N5, 478O3, 480G19, 483F11, 483J1, 507P18, 519H9, 520E2, 528M17, 531G10,
A007K11 546L22, 550C5, 553C6, 553H1, 565A11, 565H24, 565I10, 569B10, 572F2
SGC34978
stSG50801
W37897

22 stSG49129 2A2, 2P7, 11K21, 12M16, 13F20, 15I4, 16A13, 18I14, 18O12, 21N23, 26I17, 29L1, 30F12, 30H12, 31C2, 31L23,
stSG3084 35C6, 37K12, 37L21, 38P1, 40M1, 47K14, 55H24, 55P24, 56D2, 56N17, 58N21, 70E24, 75D10, 75K16, 76G2, 81E5,
stSG47056 82M1, 86M22, 89G15, 92K19, 94I8, 95E22, 99N20, 99O20, 101J13, 105F14, 108L7, 112M13, 119L24, 124A14, 127L20,
stSG48072 130B8, 131P16, 135G2, 135G3, 135I2, 136P13, 140N14, 148K21, 148D8, 155E8, 157H10, 158G3, 161J3, 163J10,
stSG47005 165K8, 166D12, 170J3, 176A24, 179B2, 181L7, 186B2, 190J1, 195N2, 203B23, 208A18, 211D4, 212G21, 212F24,
stSG50987 216L6, 223M3, 225G22, 225H22, 226E19, 226C19, 229N4, 230H19, 242B12, 249E8, 250J20, 252D12, 260B2, 262D21,
A006D27  267E5, 269N23, 275A16, 277F21, 279B8, 285I3, 287G20, 293M13, 296A11, 296H12,  298H1, 299H5, 299C16,
N37090 299B22, 300L4, 301L10, 301H14, 301F16, 302K17, 303A10, 303A24, 307E17, 310K2, 311D11, 319L14, 320K6, 324G3, 
R45921 326I7, 326J7, 330M2, 332C10, 334C18, 345B6, 346A7, 352J8, 354F7, 356L5, 360E9, 366K23,  369M5, 371A11, 
stSG12760 381N11, 387O2, 389D5, 393G6, 393G12, 395M19, 396N9, 401D10, 402C8, 403K22, 407C2,  409D24, 409M21, 410C10,

415B23, 416K23, 418O7, 422D3, 422H16, 426A8, 426P21, 430M18, 432I2, 432F13, 432H13, 444A13, 447B23, 447F7,
449D20, 456L10, 457H4, 459H15, 465A7, 468B22, 468J18, 468N18, 469D8, 471P23, 472D22, 473A22, 474E6, 475M16,
 476K10, 489E24, 492H3, 493P17, 496G1, 497P24, 502B19, 505A14, 506E3, 507G20, 513A17, 522D15, 522K10, 523E3, 
524L15, 525P19, 527G8, 528J4, 530G15, 532M13, 541N11, 542J7, 547M21, 550D14, 550G18, 550H22, 551E2, 552C1,
 556D1, 556I14, 557K9, 558F14, 565O18, 571D14, 572F16, 573E23, 574J10

23 WI-16106 1A9, 1P12, 10B18, 24H16, 42F3, 42H3, 44L23, 45A2, 45H3, 46C9, 49O23, 68H13, 68J11, 69E21, 76F6, 90J14,

stSG9160 93E16, 98B4, 98C4, 98D4, 98F2, 103H19, 110A14, 110G14, 117P7, 129J14, 130E11, 133L11, 133L23, 144M12,

AA243510 145C12, 148M22, 151E21, 154K6, 154E18, 162D11, 162B11, 172G11, 173J5, 177C23, 182C2, 182P7, 189H20, 192H14,

WI-15620 193K6, 193L6, 195H22, 201L1, 207D20, 211A2, 212L6, 215C21, 225A6, 225B6, 239K17, 246C11, 252J18, 252O7,

stSG49291 256P15, 260L13, 263P6, 265F22, 265L17, 271I13, 273N6, 274M24, 280F23, 284D14, 284H20, 287P16, 288K8, 

stSG26986 292H1, 293H15, 300E3, 303C5, 303D5, 306I13, 308D20, 309L19, 313D6, 317J21, 318O16, 321D16, 324G5, 328L2,

stSG48063 331J3, 331J4, 340N7, 344A11, 346N21, 347O6, 348N5, 353B24, 353C13, 353I17, 354J17, 363N23, 386O15, 387F22,

SGC35716 387L20, 387N21, 388A22, 389B17, 403L6, 407P24, 408B4, 408D4, 422K11, 430P13, 432H14, 436N19, 443A12,

stSG8954 444J17, 445L22, 449O21, 451M19, 465G12, 476J18, 476P13, 478F14, 482J10, 485K6, 487I24, 491J16, 491K17,

stSG12737 497J5, 503I5, 508E18, 511O21,514J6, 521L8, 534A1, 538M1O, 549L6, 554A2, 556K19, 558F17, 564P21, 572J23.

stSG22433
stSG42559

24 stSG42602 2A2, 2M16, 13F20, 21N23, 26I17, 29L1, 30F 12, 30H12, 37G16, 38P1, 39H10, 40M1, 43P8, 47K14, 49I2, 55H24, 55P24,
WI-22164  59C8, 59H20, 59I3, 70E24, 75D10, 85J3, 86G10, 94I8, 95J 12, 99N20, 99O20, 107I14, 117B6, 119K16, 119L24, 
stSG13279 119O18, 119P22, 121B1, 121B2, 123H24, 131P16, 164H18, 169I9, 169K8, 186B20, 190J1, 216L6, 217B13, 
stSG48239 217G12, 218J13, 220N10, 229N4, 229P4, 230H19, 239M11, 241N12, 242B12, 245B2, 246K17, 250J20, 251E22,
stSG50971 252A13, 259N20, 264P19, 268G17, 300I11, 310C11, 313B5, 324L3, 327O9, 329C7, 332C10, 336L8, 344O15, 346A7,
stSG47299 349G14, 353K14, 357C7, 362B11, 363L19, 364M5, 366K23, 367C4, 369M5, 371A11, 372K16, 372L16, 373N18, 380K2,
stSG31562 388D6, 390A9, 395A22, 399P6, 399L6, 400D18, 400F12, 403G18, 405C3, 407C21, 409D24, 413E5, 416N2, 426A8,
stSG44115 430D8, 438M6, 440H6, 456B4, 459M17, 462J17, 468B22, 468J18, 468N18, 472D22, 471G17, 474E6, 474E14, 475M16,

479O18, 489E24, 490L17, 491G16, 496G1, 501N10, 502B19, 506E3, 507E12, 511F4, 514D16, 515C1, 517G4, 524L15,
525P19, 530G2, 530A9, 530A20, 530G15, 550G18, 560B7, 570F15, 571D14, 571B10, 572F16, 573E23, 574J10.

25-qtel stSG1460 1N13, 4K14, 5A13, 7K2, 7J13, 8F15, 11F17, 14C22, 14O10, 17M13, 21M8, 25L8, 26E23, 26F22, 29J6, 30A2, 30E4, 
stSG1566 31A20, 31D20, 32H11, 32P21, 33D11, 35C24, 41F7, 48A2, 48E17, 48E18, 48P16, 50E23, 53G11, 58N21, 62N18,
stSG8192  67B9, 67N15, 76K8, 77F5, 82H11, 85C15, 88B12, 90B19, 90O13, 91E2, 96C10, 98H19, 106C7, 108K14, 109A6,
stSG48184  110E23, 112D7, 116J12, 120N8, 122A23, 122E13, 122K13, 124N12, 125H18, 126E16, 126G14, 128P8, 134G23,
stSG27915  134G24, 134H23, 135J12, 140A10, 142I9, 146F20, 151O15, 153D15, 156N9, 165K1, 167C6, 168C9, 168K18, 
stSG4213 169E24, 170F24, 170G20, 170M2, 176D10, 180P1, 184D1, 184I20, 184L4, 196O13, 203B14, 206H3, 213D18, 
stSG2795 210E22, 210N17, 214B10, 215A22, 219N9, 220B11, 223P11, 224A13, 226G7, 226H12, 228A16, 229C15, 234G16,
stSG30731  240E3, 241I12, 248G9, 251P10, 252H16, 253C14, 253D14, 258L6, 265C14, 266H4, 267I9, 267I10, 267K7, 
stSG41791 271P15, 274B7, 274I7, 276C12, 283A4, 283G7, 283N21, 288A5, 288F1, 289A20, 290N15, 300B2, 301I21, 303B24,
stSG46145  303O3, 305E21, 305O23, 305J13, 306D12, 312B12, 312G12, 317M5, 318M10, 319A15, 319M21, 322B10, 327M9,
stSG43280  328H8, 330A10, 330E16, 331B17, 332P17, 337J4, 337O17, 340H11, 341P12, 343L20, 350K23, 354M21, 357L4, 
stSG45453 357M20, 358B21, 360C11, 365A5, 371J2, 373M15, 373M17, 380E16, 380J17, 381E4, 384J24, 387D6, 388D9,
stSG43417  390D4, 390F8, 393C9, 395A24, 398D5, 400C15, 400F15, 402D14, 410M10, 413F20, 419N19, 423K12, 425F5, 
stSG45353 425G21, 427M8, 430C24, 431G18, 434P18, 435P9, 436N17, 442B6, 443L19, 446E5, 448I7, 451B5, 452N9, 453A9,
A008M13  458A5, 463E4, 463I4, 465K2, 466F21, 467B2, 479E11, 479H17, 486K3, 483D18, 483I5, 487G22, 489J4, 492O7,
D10S1561  496I21, 500B2, 500G10, 502M15, 507K21, 510F23, 511B10, 516O11, 528K3, 532H18, 535A6, 536B18, 536H19, 
R96892 534G20, 543G19, 547P11, 550I5, 553B4, 554F19, 560J16, 564D19, 571H21, 576C4
W67510
AA036862
WI-14945
WI-17432
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26 stSG50884 6B11, 7K1, 8A24, 10B18, 13F9, 17C18, 25C19, 26C3, 30C3, 31B9, 31O24, 41L19, 55B17, 58C12, 66H11, 67A18,
A005M36 68F10, 69J14, 69P21, 77E11, 78N18, 79A18, 81G7, 105G3, 110F10, 110L9, 114I19, 114M19, 118I9, 124C6,
T97004 129M16, 135E9, 137J2, 137F2, 139K1, 140G2, 140I2, 145B17, 145A20, 145J21, 154N23, 158I7, 160F2, 165P12,
stSG8843 166G14, 167G10, 170K14, 173D4, 180J12, 181K20, 184J10, 185B1, 187L7, 188A21, 194C21, 196B19, 197O13,
stSG26044 200N20, 200M18, 203L6, 204H19, 206G23, 206I22, 207E3, 207G2, 208I17, 209D1, 209C2, 214N15, 219K6, 220M20,
WI-14968 222O1, 230P2, 230N1, 238E2, 239E22, 245J24, 250C23, 252A11, 252B10, 255C14, 256J1, 260I4, 265I9, 273E11,
stSG49550 281E6, 290K19, 297A11, 300N9, 304N19, 310D11, 311D2, 312P6, 316M11, 317C1, 318F6, 319I23, 323N19, 339P18, 
stSG39063 342C13, 348N5, 351G21, 352G2, 352F16, 354F10, 354L10, 366J24, 367E10, 369D14, 373P12, 377L17, 379H3,
H17634 381G3, 389A6, 389E6, 391J18, 395B13, 396N23, 397C11, 398I2, 398M2, 400M13, 406G10, 406K10, 407E10, 435O11,
stSG12596 441L1, 443K9, 446A19, 448G4, 450O14, 451G7, 451K6, 453B24, 463C8, 463G17, 466I19, 467I14, 468L8, 479A21,
stSG49455 479B21, 483J5, 487I21, 492I22, 498J9, 513N5, 514M1, 514P11, 514N10, 516B6, 527C19, 530A17, 531J4, 539I5,
SGC31141 540A24, 542I14, 542J15, 543O13, 546C7, 546I12, 547A12, 550D7, 551El, 552C9, 558K18, 559O6, 568M10, 572B12,
stSG29677 573M9, 575B12.
A006J06
WI-17804

27 stSG57727=1284 2F13, 12M16, 18I14, 18O12, 30F12, 30H12, 31P18, 38P1, 46D14, 47A8, 49I2, 51A7, 58N21, 63G20, 67K17, 68M5,
stSG22607 69H10, 73I21, 83C5, 85J3, 87A18, 90J14, 91A6, 94I8, 95J12, 105N15, 110A14, 110G14, 121B1, 123G19, 124G18,
stSG3077 127B10, 131P16, 147B13, 148E14, 149N17, 161J3, 165H14, 175O19, 177N16, 179B12, 182P7, 190J1, 198K1, 
stSG15820 200M10, 213B12, 215C21, 215H21, 216K21, 216L6, 2 17B13, 230H19, 239A7, 246D12, 247I14, 248J23, 252A13, 
stSG51021 252O7, 256O1, 264P19, 272G5, 289P19, 294B4, 300I11, 300O15, 301F16, 302K17, 303N10, 306I13, 308M12,
W69567 310C11, 318M12, 320K6, 331J4, 324L3, 325G20, 332C10, 336G18, 344B9, 346A7, 348C12, 349G14, 361B6, 361F5,
stSG42688 364M5, 369M5, 372K16, 372L16, 377N7, 381E23, 387N21, 388D6, 389J6, 399P6, 390A9, 395A22, 400D18, 408K20,
WI-19473 412G16, 414B12, 426A8, 426P1, 427G23, 428I7, 429D12, 429G19, 430P13, 434I6, 435O9, 435P11, 440H6, 445I23,
stSG3345 452K12, 453D2, 453E2, 462J17, 468J18, 468N18, 472D22, 474E14, 483B5, 491G16, 501N10, 506E3, 508E18,
stSG40669  514D16, 517G4, 524L15, 529I10, 530L13, 530G2, 537L19, 544J23, 550G18, 560A23, 560B7, 571D14, 573E23.
stSG48312
stSG46999
stSG41370

28 A008S06 5G2, 6B11, 12B23, 17C18, 20F16, 21D4, 27I10, 28O6, 29P5, 31B9, 38I17, 41L19, 53A23, 57H14, 86E10, 87N15,
stSG3554 90E14, 96N16, 98I3, 106M7, 108K1, 120N11, 124C6, 129M16,137F2, 137J2, 139K1, 142B2, 143O23, 152P20, 158D9,
stSG47370 161N5, 163E8, 163G8, 163L15, 165P12, 167M7, 184J10, 187E5, 187M3, 188A21, 190F19, 195A24, 196I15, 197K7,
stSG47767 200N20, 203A7, 206G17, 218G17, 249K21, 253A7, 255L20, 255L21, 256E17, 276N23, 281C5, 288M17, 296E24, 300N9,
A007I48 302K2, 304N19, 317C1, 320J17, 324N10, 327A11, 328D18, 328O18, 336A8, 336B7, 354F10, 354L10, 354M20, 361G9,
stSG15535 363M6, 377L17, 385O16, 391G21, 393E20, 393G20, 403B19, 413J5, 415G16, 421C7, 422E6, 446A19, 451L24, 453B24,
stSG36024 460M19, 466I19, 467I14, 468L8, 481H12, 482G14, 517K7, 518K6, 537G20, 539D18, 539E17, 540A24, 548K24, 551C2,
N38956 551E14, 556E2, 559H10, 564G1, 566K12, 567B18
stSG42986
stSG46271
A006A44
WI-16878

29 D10S222 3G2, 30G2, 31I15, 37O22, 40N8, 58N21, 62G6, 65C4, 67K6, 71N16, 78B19, 79M5, 83C5, 85J3, 86D19, 87P8, 107A9,
D10S571 126A8, 136O21, 147C3, 161J3, 177E2, 186B4, 198O21, 205N7, 211E23, 225F22, 225G22, 244A2, 271L15, 300E21,
D10S577 307N12, 310C11, 315C16, 320K6, 326J7, 351P19, 355J6, 362N20, 364M5, 366I13, 372K16, 372L16, 375N9, 383E10,
D10S583 390F23, 399P6, 400D18, 400G14, 402N18, 409N24, 414B12, 416N2, 426P1, 439P3, 440H6, 462J17, 463J11, 472O8,
D10S597 474C17, 474E14, 476E15, 476L1, 491G16, 506F1, 514D16, 516J19, 517G4, 550A24, 551O13, 560B7, 567P23

30 stSG575=D10S198 2A10, 2M13, 10G20, 11P23, 34D15, 35H23, 39E8, 43F15, 46G13, 49H17, 55F23, 56O4, 58C10, 58N21, 68J7, 69F17,
stSG835=D10S564 70L24, 71F8, 71N16, 77F18, 103A2, 144P18, 146I16, 148C23, 151I18, 160I11, 164M14, 168M11, 184C6, 193B23,195F21,
stSG34710=D10S1739 198A9, 223O16, 245D15, 247E7, 264B12, 269A20, 283I21, 293L10, 294C1, 304L3, 320F15, 323K21, 360H20, 362O4,
stSG34711=D10S1741 363H4, 368I8, 393N22, 401P6, 415J12, 415K21, 426G23, 433K7, 411O15, 450E20, 454C21, 456L15, 460K16, 460M16,
D10S603 460N21, 460N22, 465H6, 473K12, 474H4, 480L6, 481N24, 482A10, 488C11, 491K20, 492L19, 496D14, 496H23, 510B24,
D10S1681 511I16, 514G18, 517O8, 523D19, 526M21, 532L6, 533O14, 535B2, 536G17, 539D21, 557J23, 558K13, 560G4, 567B5,

 573B17, 573L13

31 F09841 7K1, 8D20, 12J23, 13F9, 14H22, 17I22, 19C6, 19K9, 20F16, 25C19, 25O20, 27B9, 28G21, 30J8, 35J23, 37L21, 41D21,
L25676 44J24, 45G10, 47K24, 53A23, 61K23, 62J15, 65C4, 67A18, 68F10, 69J14, 71O3, 80H5, 81C11, 84A2, 86E10, 86P17,
A006W20  87L9, 90E14, 93C15, 95J18, 101I14, 105G3, 108L7, 110M24, 110P1, 111H11, 115P8, 118I9, 119I23, 120N11, 143J17,
D29519 145A20, 145B17, 148P19, 151A19, 153P22, 154G4, 168I22, 168O13, 169C12, 169E12, 172M13, 173C8, 178D2, 179F1, 
stSG9628 181C9, 181I8, 182A20, 186B4, 189B24, 191J13, 194D11, 195A3, 196I15, 199D17, 200I21, 202P6, 211E23, 212N8, 
Z40200 213C11, 216C18, 218E3, 219K6, 222O1, 223B13, 228B15, 230N1, 230P2, 236H7, 245K20, 251F13, 253A7, 256H10,  
A009B31 256J1, 260I4, 266B14, 266P20, 268F5, 272M22, 273E11, 280C8, 281J21, 290K19, 297A11, 299I5, 300E21, 301B8,
H90420 304C14, 307N12, 311D21, 316L13, 322G22, 324N10, 326I17, 327G20, 334D12, 336A8, 336B7, 343P6, 348J12, 
D10S2197 348N5, 350F20, 352C22, 353H23, 353L10, 360E9, 366I13, 369D14, 369K19, 370K23, 373P12, 382N12, 391J18, 
SHGC-9747 393E20, 393G20, 395B13, 396N23, 400G3, 400G14, 400M3, 411G6, 425C21, 430D21, 439P3, 441L19, 442J15, 443K9,
NIB1357 446H13, 451D9, 452B15, 459F3, 465E22, 466J14, 469C1, 474A18, 475F16, 476L1, 479A21, 479B21, 481O14,
stSG66850=L07093 483E22, 483J5, 492A19, 492I20, 492I22, 499K21, 509C7, 514M1, 514M10, 515D2, 520F2, 523F17, 523H23, 523M11,
U29690 531G10, 533B2, 539D18, 539I5, 540G5, 542I14, 543N17, 547M11, 548N18, 550H22, 554E22, 557F6, 558K18, 564G1, 
T60418 565I10, 572B12, 575B12
T91988
W80406
SGC31312
WI-9487

 
 
 
 
 
 



  Αποτελέσµατα 

 103

Πιν. 8: (συνέχεια) 
POOL STSs BACs

32 stSG52092 2D2, 2F13, 3H12, 5G5, 7K1, 12J7, 14H13, 15I4, 17C21, 18I14, 18O12, 29L1, 31I24, 31L23, 31P18, 34C10, 34E5, 37K12,
A009E24  37L21, 39D23, 43P6, 47A8, 49I2, 50H21, 51A7, 55H24, 55P24, 57E4, 57E5, 58C12, 66H11, 67A18, 67C5, 67K10,
A005C16 68F10, 68L16, 69P21, 73H14, 75D10, 76B23, 81G7, 83C5, 83C14, 83C15, 85J3, 88C2, 92K19, 95J12, 95P8, 100D5,  
stSG51013 100D6,100G4, 106M7, 106N20, 107I14, 108I5, 108L7, 114F1, 116M10, 118J3, 119L24, 119O18, 121B1, 123L1, 131P16,
N31939 134L1, 135G2, 135G3, 135I2, 136O21, 143H15, 145P10, 146L10, 148C15, 148G20, 150M19, 154M18, 155M3, 156N4, 
stSG43839 156M10, 156N10, 159K22, 160D2, 161N5, 162J6, 162L18, 163D2, 164E11, 166D12, 169I19, 170J3, 175O19, 181E16,
stSG4193 190J1, 200B6, 200K5, 203A7, 203B23, 206G17, 206I24, 208I17, 214N15, 215H21, 216K21, 217B13, 220E18, 220P4, 
stSG46535 221I22, 225G22, 225H22, 225K21, 228K19, 229N4, 230C8, 230N1, 230P2, 233G24, 245E19, 245H16, 246D12, 247K23, 
stSG48287 248P14, 252A13, 258A12, 260I4, 260O2, 264P19, 268G17, 271L15, 273C24, 277F21, 279B8, 280F22, 293M13, 294B4,
stSG30235 296L23, 300I11, 301F16, 301H14, 301L10, 304P6, 310C11, 310F23, 310K2, 313B5, 322O10, 323P10, 324L3, 328O18,
stSG47726 336G18, 339P18, 342K23, 343C14, 344B9, 344O15, 345B6, 348C12, 349G14, 357H24, 360E9, 364M5, 369D14, 369M5,
stSG46822 370B4, 372K16, 372L16, 375N9, 377N7, 381E23, 381N11, 381N23, 382I13, 385D3, 388D6, 390A9, 391J18, 393A21, 
stSG48141 395A22, 396N23, 399L6, 399P6, 400D18, 403H18, 403K22, 406K1, 408K20, 409L17, 413E5, 414B12, 414J11, 415G16,
AA284841 416K23, 416N2, 417J24, 419G15, 424I8, 426A8, 426E5, 426F8, 426P1, 427G23, 430D8, 430G5, 432G2, 434I6, 437A23,
A006C33 438M6, 440H6, 450N3, 450P3, 451E6, 451H23, 451K6, 451O7, 452K12, 453D2, 454L22, 454Pl4, 456I7, 456L24, 459A17, 
stSG30264 460M19, 460O23, 462J17, 470M7, 471A7, 471P23, 474E14, 474M2, 476A4, 487K11, 488G3, 489E24, 490I21, 491G16, 
stSG45253 492O21, 494G7, 495C3, 495B24, 495F4, 495G15, 496G1, 508J18, 513A17, 513G4, 513N5, 514D16, 514I23, 515C1,
stSG48444 524F19, 525A16, 525K18, 527G8, 527G22, 528O2, 529D2, 531J4, 538A3, 539I5, 542H2, 542H18, 542I14, 544D23, 
N32594 550G18, 550H22, 551E2, 551N13, 558K18, 559E3, 560B7, 560L1, 560L16, 560P1, 561D21, 566K12, 572B12, 573E23
A006F09

33 D10S579 5J1, 11O21, 15N11, 21I24, 24A3, 30G13, 41C12, 58N21, 64K2, 66I10, 66J10, 77F13, 79A15, 95A18, 98M21, 105A10,
D10S1735 106D15, 110K7, 113H4, 115J15, 115N17, 122D20, 124B18, 125J8, 132P22, 136F21, 137E12, 138J21, 138J24, 141N20, 
D10S1753 146P19, 149J19, 155M6, 156C9, 162L12, 164E3, 165M8, 167H16, 169F20, 170O19, 176F8, 186B4, 188C5, 195A12,
D10S1755 199A4, 201M14, 204K3, 208M2, 210E13, 211E23, 219J23, 220I11, 229C23, 231I18, 234L12, 243L2, 245A22, 252J11,
D10S1758 253L6,  263M9, 264D5, 264E2, 264I7, 268A23, 268P24, 271I14, 278B4, 281C3, 284E3, 285D15, 287K24, 300E21, 
D10S1765 302E2, 302H1, 302L4, 307N12, 309B15, 315J11, 318H2, 319B14, 325O23, 329L12, 332A11, 337H16, 338H11, 342N15, 
D10S1778 344O15, 348E17, 352E7, 363D8, 364F9, 367M7, 370I7, 379G17, 379K18, 382M19, 383D9, 386E23, 399O19, 400G14, 
D10S1268 406C13, 408G17, 413A9, 418H18, 421C21, 428M16, 433G8, 439J3, 442F10, 442I21, 446K18, 446G11, 447I14, 448L14,

453D2, 453E2, 454J2, 466H6, 468M23, 468N21, 469M1, 477P1, 481P1, 482E11, 491K20, 497H5, 497N19, 498I6, 509I15,
510B16, 513K14, 517O8, 524I13, 538C20, 541N10, 545G20, 547J17, 555A18, 558P19, 559D10, 559P8, 571M9, 574M1

34 D10S1266 2F13, 3N15, 16E4, 29H7, 34E5, 47A8, 54F15, 58N21, 71N16, 88C2, 96N16, 111D21, 113H17, 116E5, 116M10, 121I4,
D10S1663 140L19, 140M21, 145P10, 146P20, 148C15, 152P20, 156M10, 156N10, 156G16, 163L15, 170I16, 183D1, 191C24,
WI-16578 192G22, 196K8, 215H21, 216K21, 226J23, 226L19, 230C8, 233L9, 236K20, 247P13, 252I9, 256O18, 276E9, 281C5,
D10S1692 291P4, 293M13, 294B8, 303J11, 334G1, 342K23, 344B9, 349G2, 353I12, 359I5, 361J5, 369I23, 376P12, 377N7, 389F17,
D10S1726 402P15, 404I22, 409L17, 411B6, 427G23, 433D10, 437A23, 454H24, 455M18, 460C19, 470M7, 483J1, 484E13, 491M7,
D10S1731 491O9, 514I23, 516H 12, 517K7, 517M19, 517M20, 525O3, 527G8, 528M17, 530J7, 542C22, 548K24, 550C5, 556E2,
D10S1736 555E13, 558D11, 559H10, 560L16, 570A6, 570C6, 572E11, 573F20, 576M4
D10S1748

35 D10S1760 2H2, 3D17, 6B11, 8A4, 8C2, 17P13, 18E7, 20J11, 21N23, 27B9, 31O24, 35P4, 38P1, 39A18, 42J22, 57H14, 57I8,
stSG58067=AFM183xb12 58N21, 59C8, 59H20, 59I3, 69J14, 71N16, 78N18, 83A2, 118A12, 118I9, 132K21, 133O4, 137F2, 137J2, 140N3, 154G4,
stSG58023=AFM205tg7 154K6, 166G14, 166O7, 173D4, 178O18, 179B2, 179C23, 180G19, 186P6, 190E24, 193L19, 197K23, 197L23, 200O3,
D10S1265 206L1, 208A18, 215P6, 216B24, 218D3, 220M20, 230H19, 238E2, 242B12, 250C23, 252F4, 256O18, 265J14, 273N6, 
stSG58028=AFM265yc9 285O13, 287G8, 290K19, 290L19, 291F12, 301O4, 302K14, 303K17, 306M4, 308B24, 309L21, 309N13, 316M21, 320C9,
D10S1269 320M9, 322O12, 328K1, 340K4, 340O6, 346A7, 349F9, 353I12, 353I17, 356L4, 360E9, 362F20, 370K23, 376E11, 
D10S1773 376P12, 377L17, 378E5, 383K22, 389P11, 390E10, 395E12, 398I2, 398M2, 400M13, 407A10, 407C2, 407C21, 416K23, 
stSG58042=AFMa053yg5 418P17, 426A8, 431N8, 436E6, 441L19, 442B7, 446K23, 448G1, 450O14, 472D22, 473F13, 474E10, 476B11, 480N19,
stSG58043=AFMa071xh1 488D23, 491B20, 492I22, 494E20, 506D10, 506P9, 510M9, 514M10, 515N17, 515N18, 517C17, 517M22, 523E14,

524L15, 526O24, 538E15, 540G5, 544O22, 546I12, 546M19, 547M11, 566F5, 568F21, 569J22, 575K10

36 stSG22312 1A17, 4J3, 4G4, 9M11, 10L13, 17B3, 18I21, 26I17, 31C2, 36D5, 47K14, 49L20, 49N22, 52G13, 54L24, 55H24, 55P24,
stSG57715=SHGC-526  56I23, 56M3, 62G6, 62P14, 63G20, 67K6, 71N16, 76J6, 78B19, 79M5, 81A19, 82G19, 86D19, 90J11, 90J14, 98E23,
G14345 108E7, 110A14, 110G14, 114P2, 117B16, 124A14, 125P11, 125P13, 127D1, 130E11, 144B21, 159E9, 160P20, 161J3,
G13658 166J24, 182P7, 183J8, 188L18, 203J9, 207D11, 215C21, 225G22, 225H22, 229N4, 231L9, 234I13, 240N1, 252O7,
G13660  257E5, 264C3, 266B24, 276B11, 283E22, 287N2, 299I7, 303E22, 306F6, 306I13, 308A20, 315C16, 316I10, 320K6,
G13676  324L23, 326J7, 326N10, 327C15, 328K14, 330A24, 331G8, 331J4, 346G12, 347D24, 350M21, 351F9, 357J4, 357I15,
stSG57440=SHGC-14061 358P5, 362N20, 369I8, 375N10, 378E9, 380M16, 381K7, 384N23, 387N21, 392H5, 393C18, 393G6, 402N18, 406A12,
G17536  408A7, 409N24, 412H17, 413G23, 413I23, 419N22, 420K10, 426P21, 430P13, 434B2, 435O20, 437J4, 443C8, 446J3,
stSG57454=SHGC-14535  447A23, 449F24, 450K13, 455O17, 463J11, 465A7, 467N8, 468L18, 474C17, 476E15, 489E24, 490O10, 495N22,
SHGC-17231  495P22, 496G1, 506F1, 508E18, 514B24, 514N1, 516J19, 520A14, 522K10, 525M20, 527D11, 531L10, 532L19,
stSG26135  532N19, 540K12, 542B19, 545O17, 551O13, 565E5, 567L6, 567P23, 570F15
stSG22765
stSG3501

37 U37426 2A10, 2M13, 3D11, 7O22, 10G20, 12J7, 12M16, 13F20, 14H13, 16H23, 26K19, 29H7, 30F12, 30H12, 34D15, 34E5,
stSG29640 36N22, 40M1, 43F15, 46G13, 57H14, 57I8, 58C10, 58I15, 65P8, 67I16, 69P21, 70E24, 76P2, 77B12, 83A2, 84A2,
AA022645 86P17, 89F21, 94I8, 95N2, 99N20, 99O20, 100A12, 101J13, 110M24, 110P1, 118A12, 122H11, 127L20, 132K21,
stSG52467 133O4, 134L1, 136M15, 137F2, 137H1, 137J2, 141A20, 142H5, 144P18, 146L10, 146P21, 148C23, 151I18, 155E8,
stSG16199 160I11, 172J20, 184C6, 186B2, 186B4,187J7, 187P9, 189B24, 190I7, 199D17, 200O3, 203A7, 205K9, 206G17, 207J24, 
stSG50235 209G13, 211E23, 216C18, 216L6, 220P4, 220M20, 223B13, 238E2, 247K23, 250C23, 250J20, 252D12, 256O18, 260L2, 
stSG47144 265D9, 265J14, 270N12, 273C24, 283C24, 285F16, 287G20, 296H12, 300E21, 300O15, 304C14, 304P6, 307N12, 
FB3F3 308B24, 309N13, 316M21, 320C9, 320M9, 324M2, 324O2, 332C10, 340J13, 344E13, 353I12, 354N23, 361B6, 363H4,
stSG22417 366K23, 368I8, 371A11, 376P12, 383C6, 385D3, 387A2, 393F22, 393N22, 396J13, 397H12, 398I2, 398M2, 400G14,
A004M41 400M13, 409D24, 417D19, 419E10, 426A18, 426E5, 431N8, 433K7, 434N18, 439P3, 442I19, 446H13, 450A14, 456I7,
stSG45467 455M18, 461B20, 462K21, 465H6, 468J18, 468N18, 469M11, 472L17, 473K12, 473N24, 474E6, 474E10, 475M16, 476L1,
stSG35096 488C11, 490N12, 495F4, 501N10, 502B19, 503G18, 506E3, 506P9, 507G20, 511I16, 519F1, 520E2, 520F2,  523D19, 
D10S1257 524G11, 525M14, 525P19, 528B11, 528L11, 530A9,  530A20, 530C3, 530E22, 530G2, 530G15, 530I22, 539M3, 
D10S1562 543C2, 544D23, 546I12, 546M19, 548K23, 548B6, 548N18,  557J23, 561B19, 568F21, 571D14, 571N6, 572B16, 
WI-5976 572E11, 572F16, 574J10, 576G6
stSG55936=WI-14791
WI-4379
WI-4434
WI-4865
WI-5915
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38 stSG28889 1A17, 2A10, 9C23, 10I4, 11D15, 12B22, 13I20, 20D13, 21L23,  27I3, 30E16, 30J7, 31P18, 31O24, 32I9, 34A14, 35O17,
stSG43429 37E23, 38I17, 42K11, 42O11, 46M17, 49I2, 53O21, 56J20, 57H14, 57N23, 58C10, 59N2, 60P18, 62L2, 62C21, 63O11,
SHGC-4169 64L22, 67D22, 70C15, 71F4, 71O6, 78N18, 80H11, 83A2, 85A1, 85J3, 89H7, 93O9, 98I3, 100C1, 103I2, 107L7, 107I14,
WI-13377 108K1, 114O20, 116D23, 119O18, 121B1, 121B4, 123F7, 124A14, 126H3, 127J3, 135H15, 137A14, 137F2, 137J2, 
stSG66857=SGC30780 145P11, 153G4, 157O7, 159K16, 160K16, 161J3, 162B9, 162L22, 166G14, 168O10, 170L14, 170N14, 173D4, 174E12,
NIB351 175O19, 178P8, 179H24, 179N20, 187E5, 187M3, 190O12, 190O13, 191N1, 198C20, 198K1, 204L12, 204N5, 209K21,
A008I22 211P20, 215N21, 217B13, 220M20, 223P17, 224N18, 225G22, 225H22, 226O18, 230N8, 233G17, 236O9, 238E2, 240N1,
WI-1905  241P4, 246A13, 246D12, 247I14, 248J23, 250C23, 251A15, 251C15, 256E14, 257E5, 268G17, 272G5, 281G19, 281M10,
WI-3109 282P13, 283C2, 283O16, 288G10, 292G8, 298P3, 298H8, 300O15, 303N10, 304L15, 307A13, 308C11, 310C11, 312E1, 
WI-4132 312P2, 313B5, 317F20, 318C21, 319P10, 320K6, 320C9, 320J17, 323F7, 325B17, 326J7, 329B8, 329P8, 331E7, 336G18,
WI-4209 339P21, 348C12, 353A20, 355H23, 355O19, 364M5, 368O6, 372K16, 372L16, 375N21, 376N20, 385H8, 386K9, 387C15,
WI-5502 388M4, 393N22, 394H20, 398I2, 399P6, 399M10, 400M13, 400D18, 402D21, 407F5, 407N7, 408K20, 409K6, 4l1E24,
stSG47984 412I14, 413E5, 415L13, 416N2, 420E3, 422L5, 422N23, 424D3, 425D3, 428F14, 428F15, 430G5, 430D8, 431H7, 431N8,
stSG9987 434I6, 435J16, 438M6, 439A24, 440H6, 441G1, 441G9, 442B7, 447I10, 449B2, 450O14, 450P1, 453F3, 453J9, 455H10,
stSG39758 455J5, 455O17, 456P10, 458C22, 458D2, 458I22, 462J17, 465P12, 467L15, 467O24, 469H13, 469M2, 469P8, 471M3, 
stSG51671 473O18, 474E10, 474E14, 474I15, 478O3, 478N5, 479A21, 479B21, 483F11, 483P13, 486O17, 487G1, 488C11, 489M10,
stSG36017 491G16, 491I24, 492I22, 495D11, 495O12, 496P3, 496P21, 499C13, 505K23, 506N5, 507K5, 507P18, 508I18, 511F11,

514M10, 514D16, 515C1, 515E4, 517G4, 520D16, 526I24, 530C19, 533H5, 533F12, 534O13, 535D1, 535B11, 539B7, 539N6
540O12, 542B19, 542H18, 546I12, 546L23, 548I13, 548K16, 553L4, 554J21, 555F2, 560B7, 562L13, 563D6, 565H24, 568I23

39-qtel stSG17459 240E3, 25E1, 377E5, 542E1, 91E2, 1N13, 110E23, 122E13, 26E23, 50E23, 5A13, 126E16, 330E16, 6H1, 
stSG32124 7J13, 9N19, 10B10, 17M13, 18M14, 21F1, 21M8, 26F22, 27F2, 32P21, 35L1, 45A17, 45P6, 52A3, 55O19, 
stSG2750 56O21, 58L14, 58N21, 67N15, 69A11, 69J5, 71N16, 75C14, 77F5, 82L9, 88P13, 90B19, 90O13, 92A10, 
stSG28017 96B11, 101K5, 102O13, 106C7, 108K14, 109A6, 122K13, 124N12, 125H18, 126G14, 127G14, 134G23, 
stSG47732 134G24, 134H23, 136J21, 139I20, 144F10, 146F20, 149H12, 152N21, 155G11, 170G20, 178B8, 182H18, 
stSG45059 182I15, 185G13, 185K17, 194M18, 196O13, 197M1, 198B2, 204C3, 205J9, 211O2, 220J19, 229C15, 
stSG1303 231J23, 234G16, 241I12, 247B17, 253D7, 263B14, 265C14, 266H4, 271P15, 274I7, 286H1, 286N21, 
stSG4790 289A20, 292B19, 296A18, 298M15, 303B24, 305O23, 306D12, 312G12, 317M5, 322B20, 324F1, 326F7, 
SHGC-14552 327B20, 330A10, 331B17, 337O17, 339B9, 357M20, 357O7, 358A16, 358B21, 373M15, 373M17, 384J24, 
D10S1256 387D6, 390D4, 398D5, 400F15, 407G17, 410M10, 411O14, 413A9, 413F20, 419N19, 425G21,429B1, 
WI-17697 431G18, 435A3, 435H16, 448I7, 455A19, 456J1, 458C16, 475K23, 489J4, 500G10, 502M15, 511B10, 
WI-20848 527B6, 528K3, 532H18, 533P22, 534O23, 535A6, 540N6, 543P10, 552L24, 563I5, 571H21
H99205
W15548
AA010383
WI-22094
Cda01F10
D10S2490

40-qtel D10S2229 463E4, 8E6, 177E10, 224E20, 23E10, 122E13, 50E23, 5A13, 330E16, 17C5, 17M13, 17M15, 29J6, 33G5, 38L2, 41F7,  
D10S1585 41G17, 45A17, 48A2, 49M8, 55O19, 57O18, 64I4, 64P19, 67B9, 71N16, 72L6, 75C7, 77F5, 85C15, 96C10, 112C7, 
D10S1588 112D7, 116J12, 120N7, 122K13, 125H18, 134G23, 134G24, 134H23, 142I9, 154K24, 162J15, 167C6, 173D3,
D10S1593  176L2, 178I10, 181P20, 182K19, 190O5, 198I18, 208A8, 215A22, 220K7, 224A13, 231O17, 235D14, 241P21, 
D10S1408 247L13, 248G18, 252C1, 258L6, 259G12, 259J10, 273H7, 274I7 283A18, 283F16, 284J10, 285C4, 288A5, 
A009F48 288G11, 289H13, 298L11, 306D12, 311C17, 317C21, 317M5, 319M21, 331K4, 341M3, 341P12, 343D22, 
T48398 358B21, 361G17, 363I7, 365A5, 380J17, 387D6, 389H15, 392J15, 400C15, 400F15, 402D14, 422D7, 424P4,
AA191340  432J24, 432N6, 442B6, 442O18, 448I7, 450I22, 451B5, 452H13, 455M1, 463I4, 466F21, 470M14, 478F9, 
A008Y06 486K3, 487G22, 488F19, 489J4, 499J6, 502H20, 509A4, 509B23, 509J2, 510K7, 511B10, 513N19, 516O11, 
SGC33916 531F13, 540F8, 540N16, 544I4, 546M18, 552A16, 553O9, 554F19, 571H21, 572H15, 576C4
WI-19193
AA010383
WI-22094
stSG47380
stSG4581
stSG42519
stSG66859=SGC32344

41-qtel D10S1201 5J1, 10O9, 10L14, 11E21, 15K2, 17E23, 27F2, 30C18, 52K1, 56O21, 58L14, 69J5, 74B4, 82N3, 92A10, 108O12, 
D10S1675 111P12, 113K3, 113I21, 125O1,130D4, 137C6, 138I1, 139I20, 151A20, 155P2, 158J6, 165B10,187B3, 197H20, 211O2, 
D10S1711 220J19, 229C15, 245K15, 246K3, 272F24, 293O18, 293P15, 308D13, 322I17, 339B3, 377E5, 407F13, 411N16, 417M4,  
D10S1770 419B4, 422M14, 427A1, 435A3, 436P1, 455A19, 468N21, 479P10, 480N19, 486O2, 500C8, 513D17, 518I7, 525A18, 
D10S1651  528M19, 529M22, 539D17, 539O12, 539N19, 540N6, 542E1, 548O1, 548P5, 549M19, 552P1, 553N1, 555N22, 
D10S1782 559M23, 562M1, 565F22, 575L1
D10S1676

42-qtel stSG28017 100C23, 106C7, 108K14, 109A6, 110E23, 116J12, 11A24, 122E13, 122K13, 123M9, 126E16, 126G14, 127G14, 
stSG36110 134G23, 134G24, 134H23, 136L23, 136P22, 142F3, 142I9, 146F20, 151O22, 162J15, 167C6, 169E24, 170G20,
stSG55725=AA7H40  173C23, 17M13, 182K19, 189A5, 18M14, 194M18, 196O13, 197M1, 199O1, 1N13, 211P15, 215A22, 220J19, 
stSG47732 224A13, 234G16, 235D14, 241M19, 246J4, 246L23, 248G18, 251G22, 256F24, 258B5, 258L6, 260B18, 263B14,
stSG46609  266H4, 26E23, 26F22, 274I7, 274M3, 283A18, 286G11, 293F16, 299G9, 2L16, 300E6, 303B24, 304J23, 305O23,
stSG32124  309K14, 312A16, 312G12, 319M21, 322B20, 330A10, 335E23, 337O17, 341P12, 356D1, 358B21, 35C24, 
stSG45059 373M15, 376M2, 377E5, 380J17, 383F5, 384J24, 390D4, 390G18, 400C15, 402D14, 413F20, 414N24, 419N19, 
stSG4581 41F7, 431G18, 435P9, 448I7, 451B5, 463E4, 466F21, 468J1, 474A5, 486K3, 487G22, 489J4, 48A2, 502H20, 
stSG1303 502M15, 50E23, 516O11, 51B10, 528K3, 535A6, 536C3, 540N6, 542E1, 54K7, 552L24, 554F19, 55O19, 561G22,
stSG4790  566G7, 576C4, 58N21, 5A13, 67B9, 67N15, 69J5, 6C2, 77F5, 7J13, 85C15, 90B19, 90O13, 91E2, 9N19
55747=A008Y06
stSG42519
stSG66860=SGC33916
stSG47380
Cda01F10=D10S1328E
T48398
AA191340
W15548
AA010383
SGC32344
WI-22094
WI-17697
WI-20848
WI-19193  
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43-qtel stSG4790 2L16, 6O4, 7J13, 17M13, 26E23, 26F22, 32P21, 46H6, 50E23, 58P3, 67B9, 69J5, 77F5, 91E2, 106C7, 108K14, 
stSG4581 110E23, 116J12, 118E15, 122E13, 122K13, 126E16, 134G23, 134G24, 134H23, 139I20, 142F3, 165L12, 167C6, 
stSG28017 170G20, 183A22, 186G7, 197M1, 201O13, 211O2, 220J19, 258B5, 263A14, 271P15, 271G22, 274I7, 278B1, 
stSG36110 305O23, 306D12, 312G12, 317M5, 318M10, 319M21, 322B20, 330E16, 337O17, 341P12, 354M21, 359I21, 
stSG45059 390D4, 396E6, 413F20, 419N19, 431G18, 435A3, 435P9, 436M11, 441D21, 447G24, 447E21, 448I7, 460G7, 
stSG47732 469N13, 487G22, 489J4, 500G10, 502F15, 502M15, 506F7, 507C9, 516O11, 526J7, 528K3, 533O20, 540N6, 
stSG2750 552L24, 554F19
WI-17697
WI-20848
H99205
AA010383
WI-22094
Cda01F10
T48398
AA191340
A008Y06

44 D10S1207 24A3, 30G13, 50P4, 55F23, 82N7, 94M14, 98M21, 106D15, 134D17, 137E12, 149J19, 164E3, 173N12, 173N13, 177P2, 
D10S1242 181P6, 188C5, 195F21, 232M15, 242P6, 243P14, 246L14, 252A23, 269A20, 284E3, 294C1, 298A12, 315J11, 319B14,
D10S1429  323A21, 352E7, 362P3, 364F9, 366F23, 370I7, 386E23, 406C13, 439J3, 439L16, 448L14, 454C21, 456L15, 480L6,
D10S1245  482A10, 501D5, 502P5, 511J1, 513K14, 526M21, 535B2, 556I16
D10S1240
D10S1434
D10S2470

45 D10S541 17P9, 26K19, 46G13, 49I2, 56A21, 58C10, 58N21, 71N16, 93P18, 121B1, 137B2, 139A1, 148C23, 151I18, 159J10,
D10S554 167C14, 173C23, 182I15, 184C6, 193A9, 216K10, 217B13, 229C23, 252J11, 270L24, 306A4, 310C11, 319E5, 335E23,
D10S1709 344A15, 345C24, 345D20, 348J9, 363H4, 364M5, 367M7, 372K16, 372L16, 388D6, 400D18, 413M23, 416N2, 426L18, 
D10S1668 433K7, 446K18, 446L8, 458G8, 460I14, 462F4, 462M19, 465H6, 468M23, 473K12, 474K16, 482E11, 488G5, 491G16,
D10S1680 491K2, 497H5, 498K17, 511I16, 514D16, 523D19, 536C3, 548K23, 556N15, 557J23, 560B7, 560E12, 562K6
D10S1738
stSG58064=AFMb363xg5

46qtel stSG17460 1N13, 21M8, 23N8, 27F2, 31A20, 33B17, 35C24, 42K2, 51K1, 53G11, 55º19, 58N21, 58L14, 69J5, 71N16, 82L9,
stSG987=D10S555  88B12, 90K8, 92A10, 106L6, 116C8, 136P22, 137C6, 139I20, 142I8, 146F20, 151O15, 156N9, 158J6, 170J5, 
stSG725 175F7, 176D10, 178I10, 182I15, 195E8, 197O1, 199O1, 211O2, 220B11, 220J19, 226G7, 229C15, 245K15,
D10S1676  246K3, 270L24, 275G4, 283N21, 286H1, 292B19, 312B12, 317I13, 318M10, 322I17, 327M9, 328H8, 328J8,
D10S1655  339B9, 340L9, 360C11, 365A5, 368P24, 377E5, 400C15, 410M10, 417E15, 435A3, 443L19, 455A19, 467J19,
D10S1651  469C6, 479F1, 479O20, 483I5, 486K3, 500B2, 513D17, 532H18, 536B1, 540N6, 542E1   
D10S1770
D10S1711
D10S212
D10S1201
D10S1675
D10S1782

47qtel D10S1222 11A8, 23A10, 26I8, 26I18, 37A16, 40N2, 40O12, 41G17, 51A6, 51A23, 55O19, 64A3, 72C14, 75A5, , 75G6, 76A15, 
D10S1439 81D6, 82A14, 82J5, 86I5, 88C24, 89A22, 94A21, 107K5, 119H22, 134O17, 136A3, 138H15, 144A11, 148C1, 149E2, 
D10S1248 151E18, 156I8, 156E12, 157E12, 159A14, 165N2, 170C12, 171C12, 171P8, 177B5, 183P8, 185K19, 187P15, 
D10S1134 188J10, 189G19, 193B2, 194P18, 197B13, 199B23, 200K21, 205A21, 214F17, 215O24, 216H22, 221E21, 223P5,
D10S505  224F22, 226P18, 230P21, 231E13, 239N18, 241E22, 246O18, 247N18, 253L4, 255F6, 263C9, 270D1, 271P7, 
stSG47386 287B5, 295I16, 296H24, 296L5, 302E21, 303E18, 303A22, 307A6, 318H22, 320I19, 332P5, 341D12, 342M14, 
stSG46609 383B19, 383C23, 384E19, 387D4, 397A19, 401N14, 407A6, 419F15, 420P8, 421D3, 445A21, 446A15, 446C12, 
D10S186 449E19, 462C5, 464F4, 467C9, 471O9, 472G2, 475B2, 479M17, 494G22, 495L20, 496G17, 497A2, 516A22, 
D10S169 520A12, 526L14, 535A6, 538B5, 538K21, 540E24, 549I13, 551A24, 553B19, 572A2, 574E24, 574D4

48 stSG472=D10S185 2M13, 3N15, 6A14, 12B22, 13I20, 14H13, 14P13, 23G14, 27D2, 27I24, 33A11, 33P11, 34A14, 34D15, 34E5, 43F15,
stSG538=D10S192 47H17, 57M24, 58N21, 68P15, 77B12, 77A13, 85N8, 87E14, 98K12, 106N20, 106P20, 112J9, 116M10, 122J21,
stSG916 129C16, 129J4, 135P8, 141B2, 141B3, 142H5, 143H15, 145A20, 145P10, 145P11, 146L10, 148C15, 150M19, 156N4,
stSG1032 157A7, 160I11, 161N5, 162L18, 163D2, 165P9, 169I19, 189B8, 192L3, 203A7, 206G17, 217C3, 222A1, 225K21,
stSG1953 230C8, 231M20, 236H19, 237F16, 246F7, 247N16, 248P14, 252D12, 256E14, 256J1, 258A12, 270P10, 273C24,
stSG3745 283C24, 285F16, 293C18, 299E9, 304P6, 305F18, 310F23, 318B21, 319C14, 328A18, 337C17, 341B18, 341L11,
stSG4306 342K23, 344E13, 345F3, 348I19, 348N4, 348N5, 357H24, 357J17, 359H22, 359I5, 367N8, 369I23, 370B4, 374I6,
stSG22723 375L18, 379A11, 379P10, 385D3, 393A21, 395B13, 405D22, 409L17, 409A21, 411D18, 413M23, 414J11, 417D19,
stSG26670 417F17, 419K19, 422N23, 425D3, 426A9, 427B15, 429H9, 435N8, 437A18, 439D8, 447I9, 450N17, 451A7, 458C22,
stSG31639 458I22, 459A17, 460C14, 462A12, 469I13, 470M7, 476A4, 478A3, 479A21, 479B21, 483J5, 487F18, 487K11, 488G3,
stSG44588 490I21, 494G7, 499L13, 501A15, 501A3, 502I12, 507P18, 509N21, 514I23, 516H12, 519G9, 519B8, 520E2, 528M17,
SHGC-33545  536H2, 539M3, 551N13, 553H17, 554P13, 557H1, 560L16, 561D21, 565A11, 566K12
AA040321
D10S2211
T87905
D10S1671
D10S1690
stSG58054=AFMa301wf1
stSG58057=AFMa348zg9
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Πιν. 8: (συνέχεια) 
POOL STSs BACs

49 D10S222 2F13, 15I4, 29L1, 30F12, 30H12, 18H14, 18O12, 31L23, 21N23, 47A8, 37G16, 37L21, 37K12, 40M1, 38P1, 59C8, 49I2,
WI-14791 59I3, 63G20, 59H20, 55H24, 55P24, 75D10, 70E24, 85J3, 86G10, 92K19, 95J12, 94I8, 107I14, 101J13, 108L7, 121B1, 
N37090 124A14, 124G18, 119L24, 119O18, 131P16, 135I2, 155E8, 154M18, 155M32, 166D12, 161J3, 170J3, 169I9, 162J6, 
R45921 169K8, 186B2, 190J1, 203B23, 217B13, 220E18, 215H21, 216K21, 217G12, 216L6, 220N10, 230H19, 225G22, 225H22,
stSG12760 250J20, 251E22, 252D12, 252A13, 42B12, 268G17, 264P19, 260O2, 279B8, 277F21, 287G20, 301F16, 302K17, 289P19, 
stSG42602 296H12, 300I11, 301L10, 293M13, 313B5, 310C11, 310K2, 320K6, 326J7, 324L3, 332C10, 346A7, 345B6, 344B9,
W80406 349G14, 344O15, 367C4, 360E9, 364M5, 363K23, 369M5, 377N7, 381N11, 382I13, 372K16, 382L16, 395A22, 400D18,
D10S1692 390A9, 388D6, 399P6, 399L6, 387O2, 407C21, 413E5, 412G16, 416N2, 403K22, 416K23, 426A8, 430D8, 426F8,
D10S1267 427G23, 440H6, 438M6, 462J17, 474E6, 474E14, 475M16, 471P23, 472D22, 468B22, 496G1, 491G16, 495G15, 489E24,
WI-22164 506E3, 501N10, 502B19, 507G20, 515C1, 517G4, 527G8, 513A17, 514D16, 524L15, 525P19, 530G2, 530A9, 530A20,
stSG13279 560B7, 551E2, 550G18,  550H22, 574J10, 571D14, 572F16, 573E23
stSG15820
AA913870
AA917820
A005K38
N31939
stSG43839
stSG46535
stSG48287
stSG30235
stSG47726
stSG46822

50 stSG55997=SHGC-4169 2F13, 47A8, 62C24, 52H22, 85A6, 88C2, 95J12, 101J13, 107I14, 127L20, 119O18, 123L1, 123C1, 124A14, 131P16,
H82635 135P1, 155E8, 161J3, 175H16, 186B2, 200K5, 206L22, 206L23, 217B13, 215H21, 252A13, 252D12, 243G8, 244M5,
A008M23 268G17, 264P19, 287G20, 279B8, 286K1, 283K10, 288K13, 286K17, 286A21, 296H12, 300I11, 313B5, 310C11, 310K2,
G26427 311A4, 320K6, 321C9, 324L3, 344B9, 342L24, 360A19, 366K23, 359L2, 374A19, 377N7, 369M5, 374P24, 393A6, 
stSG916 387A2, 390A19, 395A22, 416N2, 413E5, 430D8, 427G23, 436B8, 436M6, 440H6, 446J8, 461F9, 452K1, 474E6, 491G16, 
U36223 507G20, 508G18, 501J12, 514D16, 515C1, 517G4, 527G8, 542H18, 535D21, 551E2, 560B7
stSG4193
D10S1738
D10S1697
WI-6938

 
Σηµ.: Στην πρώτη στήλη φαίνεται η αρίθµηση των pools όπως έχουν κατατεθεί στην βάση 

δεδοµένων 10ace και σηµειώνονται αυτά που προέρχονται από την υποτελοµερική περιοχή (qtel). Στην 
δεύτερη παρατίθενται τα STSs που χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε υβριδοποίηση και στην τρίτη οι κλώνοι 
που ταυτοποιήθηκαν. Τα ονόµατα των ανιχνευτών είναι συµβατά µε την βάση δεδοµένων UniSTS. Στις 
περιπτώσεις που σε κάποια STSs υπάρχουν δύο ονόµατα, αυτό µε το πρόθεµα stSG αντιστοιχεί στον 
κωδικό του Sanger Centre. ∆εν έχει συµπεριληφθεί το πρόθεµα “bA” στους κλώνους BACs. Η 
παρασκευή 32 ανιχνευτών και η διερεύνηση της βιβλιοθήκης µε αυτά (pools 8, 11 και 12) 
πραγµατοποιήθηκαν από την Μ. Κοκκινάκη (∆ιδακτορική διατριβή) και δεν παρατίθενται εδώ. Επιπλέον 
οι 76 ανιχνευτές της υποτελοµερικής περιοχές και οι υβριδοποιήσεις της βιβλιοθήκης µε αυτούς 
πραγµατοποιήθηκαν από την Α. Πασπαράκη.  
 
 
 

o Αντιστοίχηση κλώνων BAC µε STSs 

  Το επόµενο βήµα της ταυτοποίησης του περιεχοµένου των κλώνων σε STSs, 

πραγµατοποιήθηκε µε διερεύνηση της βιβλιοθήκης του χρωµοσώµατος, µε κάθε 

ανιχνευτή ξεχωριστά. Ταυτόχρονα πραγµατοποιούνταν τουλάχιστον 24 

υβριδοποιήσεις της βιβλιοθήκης, χρησιµοποιώντας ραδιοσηµασµένα προϊόντα   

 PCR ενώ η διαδικασία πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφηκε στις Μεθόδους. 

  Από τα 506 STSs που χρησιµοποιήθηκαν στην διερεύνηση ολόκληρης της 

βιβλιοθήκης, τα 491 αντιστοιχήθηκαν µε συγκεκριµένα BACs, 421 από την περιοχή 

10q23.31-q25.3 και 70 από την υποτελοµερική περιοχή. Κατά µέσο όρο ένα STS 

αναλογούσε σε 10 κλώνους. Όλα τα αποτελέσµατα κατατέθηκαν στην βάση 

δεδοµένων 10ace (ενδεικτικά βλ. Εικ. 18.).  
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Εικ. 17: Ενδεικτική καταχώρηση των αποτελεσµάτων της διερεύνησης της γενωµικής 
βιβλιοθήκης BAC στην βάση δεδοµένων 10ace. Στο πάνω µέρος αναγράφεται το όνοµα 
του pool (30L) και ακολουθούν τα BACs που ταυτοποιήθηκαν, χωρισµένα σε δύο οµάδες: σ’ 
αυτά που έδωσαν ισχυρό σήµα κατά την υβριδοποίηση (Positive_Positive_BAC) και σ’ αυτά 
µε ασθενέστερο σήµα (Positive_BAC_weak) και τέλος τα STSs που συµµετείχαν στην 
διερεύνηση. Όλα τα  παραπάνω στοιχεία (µε µπλε) είναι επιλέξιµα.  
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Εικ. 18: Καταχώρηση των αποτελεσµάτων αντιστοίχησης ενός STS µε τα BACs που το 
περιέχουν. Στη σελίδα σηµειώνονται: 1) ο κωδικός του STS (stSG29640), 2) στην κατηγορία 
“General” τα εναλλακτικά του ονόµατα και ότι αντιστοιχεί σε EST, 3) στην παράγραφο “PCR” 
οι αλληλουχίες των εκκινητών, το µέγεθος του προϊόντος και η θερµοκρασία υβριδοποίησης, 
4) στην παράγραφο “Position Map” οι συντεταγµένες του στους αντίστοιχους χάρτες 
συµπεριλαµβανοµένου του φυσικού (ctg15), 5) στην παράγραφο “Positive Positive_BAC” οι 
κλώνοι που το περιέχουν και 6) ο κωδικός του pool στο οποίο συµµετείχε (pool 37L) κατά την 
διερεύνηση ολόκληρης της βιβλιοθήκης. Όλα τα στοιχεία µε µπλε χρώµα είναι επιλέξιµα.  
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 Χαρτογράφηση contigs και χρωµοσωµικό περπάτηµα 

 
α. Φυσική χαρτογράφηση των προκαταρκτικών contigs 

Ο συστηµατικός τεµαχισµός όλων των κλώνων της γενωµικής βιβλιοθήκης 

RPCI-11 µε HindIII και ο υπολογισµός των µεγεθών των επιµέρους τεµαχίων µετά 

από ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε στο Washington University (St. Louis, US) 

και στο Sanger Centre UK, (Marra MA et al, 1997 Soderlund C et al, 2000). Τα 

δεδοµένα συλλέγονταν µε το πρόγραµµα IMAGE, που επεξεργάζεται πρότυπα 

τεµαχισµού κλώνων και κατατίθονταν στην βάση δεδοµένων FPC (fingerprinting 

contig, Soderlund C et al, 1997). Κλώνοι που προέρχονται από την ίδια περιοχή του 

γονιδιώµατος παράγουν πρότυπα που εµφανίζουν κοινά τεµάχια, το ποσοστό των 

οποίων είναι ενδεικτικό του βαθµού αλληλοεπικάλυψης. Βάσει των αποτελεσµάτων 

του περιεχοµένου των κλώνων σε STSs, επιλέγονταν οι κλώνοι του χρωµοσώµατος 

και καταχωρούνταν στην αντίστοιχη βάση δεδοµένων. Από τον συνδυασµό των 

δεδοµένων, σταδιακά αναπτύσσονταν contigs (Εικ. 19) που τοποθετούνταν κατά 

µήκος του χρωµοσώµατος.  

 
Εικ. 19: Προκαταρκτικό contig που χαρτογραφείται στην χρωµοσωµική περιοχή 
10q23.33. Οι οριζόντιες γραµµές αναπαριστάνουν τους κλώνους όπως τοποθετούνται στο 
contig βάσει της σχετικής τους αλληλοεπικάλυψης. Στο πάνω µέρος φαίνονται τα STSs που 
περιέχονται στο συγκεκριµένο contig. Όλα τα στοιχεία είναι επιλέξιµα, π.χ. επιλέγοντας το 
STS που σηµειώνεται µε γαλάζιο, εµφανίζονται µε το ίδιο χρώµα οι κλώνοι που το περιέχουν. 
Το συγκεκριµένο contig έχει µέγεθος 380kb, περιέχει 21 κλώνους από τους οποίους 3 
επιλέχθησαν για αλληλούχηση και 16 STSs, που περισσότερα από τα µισά τοποθετούνται µε 
βεβαιότητα. Τα στοιχεία αυτά σηµειώνονται σε σειρά πάνω από τα STSs.  
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Μία ενδιάµεση εικόνα του φυσικού χάρτη όπως διαµορφώθηκε µετά την 

ολοκλήρωση της αντιστοίχησης κλώνων/STSs φαίνεται στην Εικ. 20 (α1, β1). Στην 

περιοχή 10q23.31-q25.3 χαρτογραφήθηκαν συνολικά 54 contigs µε µήκος 140-800kb 

που αντιπροσώπευαν γενωµική αλληλουχία ~20Mb που αντιστοιχούσε τουλάχιστον 

στα 2/3 της περιοχής. Αντίστοιχα, η υποτελοµερική περιοχή περιλάµβανε 12 contigs 

µήκους 150-770kb που συνολικά κάλυπταν φυσική απόσταση 4,25Mb. Συνολικά, τα 

contigs και των δύο περιοχών περιλάµβαναν 465 STSs τοποθετηµένα µε µεγάλη 

αξιοπιστία και 176 µε αρκετή αξιοπιστία (Πιν. 9). Σ’ αυτά περιλαµβάνονταν και STSs 

που είχαν προκύψει µετά από διαλογή ροής (flow sorting) των χρωµοσωµάτων, κατά 

την οποία τα χρωµοσώµατα 9, 10, 11 και 12 συλλέγονται ως µία οµάδα. Στη 

συνέχεια µετά από τεµαχισµό και υποκλωνοποίησή τους, είχε προσδιοριστεί η 

αλληλουχία των ενθεµάτων, βάσει της οποίας σχεδιάστηκαν νέα STSs. Η 

χρωµοσωµική προέλευση αυτών των STSs καθορίστηκε µε PCR σε 

µονοχρωµοσωµατικά κυτταρικά υβρίδια της συλλογής Coriell Cell Repositories 

(panel 2). Η παραγωγή, η χαρτογράφηση και η διερεύνηση της βιβλιοθήκης µε 

αυτούς τους ανιχνευτές πραγµατοποιήθηκε στο Sanger Centre. 

Σ΄αυτήν την φάση κατασκευής του χάρτη, από τα αρχικά STSs που είχαν 

χρησιµοποιηθεί για την διερεύνηση ολόκληρης της βιβλιοθήκης, ποσοστό >60% 

είχαν τοποθετηθεί στα contigs µε µεγάλη αξιοπιστία. Τα παραπάνω contigs έφεραν 

επιπλέον πολλά STSs που όµως περιέχονταν σε έναν µόνο κλώνο. Τα τελευταία 

αγνοούνταν στην περίπτωση που ο αντίστοιχος κλώνος ήταν εσωτερικός του contig 

γιατί κατά πάσα πιθανότητα προέρχονταν από ψευδώς θετικό σήµα κατά την 

υβριδοποίηση, είτε από ταυτοποίηση λάθος κλώνου, είτε από λανθασµένη 

τοποθέτηση του κλώνου. Όταν όµως επρόκειτο για ακραίο κλώνο εξετάζονταν η 

περίπτωση αλληλοεπικάλυψης του contig αυτού, µε άλλα που περιείχαν το ίδιο STS 

µε επανεξέταση των προτύπων τεµαχισµού.   

 Σ’ αυτήν την φάση κατασκευής του φυσικού χάρτη είχαν επιλεγεί ~100  

αντιπροσωπευτικοί κλώνοι για προσδιορισµό της αλληλουχίας τους, 83 και 18 από 

τις δύο περιοχές αντίστοιχα (Πιν. 9) που αντιστοιχούσαν σε αλληλουχία DNA µήκους 

17,5Mb. Η επιλογή τους έγινε βάσει της αξιοπιστίας της θέσης τους, που προέκυπτε 

τόσο από το πρότυπο τεµαχισµού τους όσο και από τα STSs που περιείχαν. 

Επιπλέον, αυτοί οι κλώνοι επιλέχθηκαν έτσι ώστε να έχουν την µικρότερη δυνατή 

αλληλοεπικάλυψη (minimal tiling path). Η αλληλούχηση των κλώνων αυτών καθώς 

και όλων όσων επιλέχθηκαν στη συνέχεια, πραγµατοποιήθηκε στο εργαστήριο 

αυτόµατης αλληλούχησης DNA, Sanger Centre.  
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Εικ. 20: Χαρτογράφηση των contigs των περιοχών 10q23.31-q25.3 (A) και 10q26.2-qter 
(B) βάσει του περιεχοµένου τους σε STSs. Στο ιδεόγραµµα του χρωµοσώµατος, στο πάνω 
µέρος της εικόνας, σηµειώνονται οι δύο περιοχές (Α και Β). Αναπαριστάνονται τρία ενδιάµεσα 
(α1-α3 και β1-β3) και το τελικό στάδιο (α4, β4) κατασκευής του φυσικού χάρτη όπου φαίνεται 
η σταδιακή µείωση του αριθµού των contigs µε την παράλληλη αύξηση του µήκους τους. Η 
διάταξή τους πραγµατοποιήθηκε βάσει του γενετικού χάρτη Genethon, ενώ για όσα δεν 
περιείχαν γενετικούς δείκτες η τοποθέτησή τους βασίστηκε στην χαρτογράφηση των STSs 
τους σε άλλους χάρτες. Τα contigs συµβολίζονται µε κόκκινες κάθετες γραµµές και η 
ονοµασία τους περιλαµβάνει το πρόθεµα ctg ακολουθούµενο από έναν αριθµό. 
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Πιν. 9: Προκαταρκτικά contigs που χαρτογραφήθηκαν στις περιοχές 10q23.31-q25.3 
(A) και 10q26.2-qtel (B) 
 
Α. 

Κωδικός  contig Μέγεθος STSs # 1 STSs  #2 Επιλεγµένοι κλώνοι για 
αλληλούχηση

ctg31 ~370Kb AFM269xf9, stSG26781, stSG15752, 
stSG32258, stSG45558, stSG72793

AFMb362yg5, WI-1936 bA399O19

ctg1375 ~730Kb stc10-gata1, SHGC-35401, stSG72271, 
stA007J42, AFM029xh12 , stN37073, 
stSG48047, SHGC-35401, stRH1014, 
stH10009, stSG39120, stSG47193, 
AFM287ze1, GATA66C04.P17780, 
stbA103A2SP6, stbA103A2T7, 
stbA15K3T7

stSG72472, ATA115E01.P34519 dJ156B16, bA30G13, dJ23G1

ctg949 ~350Kb stRH2, stN27530, stA006A33, stSG21190, 
stSG35189, stSG68316,stUT925 
(=D10S520), stSG50462, stA008Z38, 
stN95450, stSG67985, stbA146P21SP6, 
stbA99P7T7

stSG67985 bA119K6  

ctg15 ~540Kb WI-2054, stSG2761, stA005C16, 
stSG1032, stSG4306, AFMb354xe1, 
stSG70002, stSG2296, SHGC-9747, WI-
3011

stSG21208 bA34E5, bA53P16, bA35J23

ctg1120 ~160kb stSG16199, AFM350wa5, stSG21522, 
stSG35096, stSG1671, stSG27214,             
SHGC-34978

stSG1953 bA34D15

ctg881  ~360Kb stA005X19, stSG3691, stSG71105,             
SHGC-32598, AFM205tg7, stSG38907, 
stSG68655, SHGC-2753, SHGC-5941, 
stSG50801, SHGC-17231

stSG21522, stSG27214, stSG35096 bA36D5, bA316M21

ctg35  ~360Kb stSG68573, AFMa132yd9, stW37897, 
A007K11, stSG68960, SHGC-30060 

stRH627,  st68525, stSG50275, WI-5905 bA411B6

ctg34  ~800Kb stSG71846,stSG42504, stAA034033, 
stSG34995, stSG38872, SHGC-31986, 
stRH75650, SHGC-4169, AFMa064za5, 
stSG31562, stSG47005, stSG71715, 
stSG47726, stSG42688, stSG50987, 
AFMa217yg5, stN39580, st1265/1266, 
stA005K38, stSG9207, stSG48239, 
stSG3501, stSG26135 

stSG21180, WI-4865, stN31939, 
stSG42602, stSG70050, stSG68435, 
stSG70674

bA416N2, bA16H23, bA382M19, 
bA225H22, bA541N10 

ctg1452 ~370Kb stSG22765, stA006D27, stSG47299, 
stSG48287, stSG30899, stU36223,             
WI-14063,stSG36084, stbA91A6T7

stSG46999, stSGC32623,                   
SHGC-14701

bA229N4, bA91E4

ctg251  ~440Kb AFMa301xe1, AFMb001wb9, stSG51021, 
stSG51013, SHGC-4000, stSG71703,         
WI-15962, stR45921, stSG2605, 
stSG21225, stSG30235,   SHGC-14679, 
AFM183xb12, stSG13279, stSG40669, 
stSG27142, stSGC33233, stSG9369, 
stSG72852

stA002G45, stSG2653, stSG68738, 
stSG69794

bA18I14, bA170J3, bA346A7

ctg1336 ~345Kb stSG916, stSG44115, WI-14791, 
stSG42868, stN37090, stSG26359, 
stSG31529, stbA40M1A, stbA101J13T7, 
stbA2A2SP6

AFM205tg7,stSG13162, stSG38907, 
stSG68655, SHGC-2753

bA127L20, bA99N20 

ctg2086  ~520Kb stSG72862, AFMa053yg5, stSG48063,       
WI-15620, WI-1936 

stSG16199, stRH816,  bA271I13, bA451M19

ctg27  ~500Kb  stSG29640, stSG46053, stN32898, 
stSG70045, stH68323, stSG72339, 
stbA5M14T7, stbA146P21SP6   

stc10-gt4, stNIB1686, AFMa302wh1, 
stSG69752, stbA146P21SP6

bA121A3, bA76P200, bA162K11

ctg33  ~380Kb SHGC-34176, stA008I22, WI-8488, 
stSG72394, stN35618, SHGC-15696, 
stSG30988

stSG44588, stSG50801, stSGH8267 bA483F11, bA85A1

ctg893  ~410Kb  stSG69764, stSGC31312,                           
18621/PrG-18622, WI-4379, stCda0pc11, 
stSG68907, stSG70478, stSG71740

  bA446H13, bA86P17

ctg936  ~360Kb stNIB1357, stSG49291, stSG12737, 
stAA243510, stSG8954

stAA040321, stA005M36, stSG50884 bA313D6 

ctg1160   ~240Kb SHGC-7202, WI-16821 stA006W20, stA009B31 bA148C9

ctg927  ~530Kb stSG399, stRH76567, AFM274xf9, WI-
4436, stSG67568, WI-14968, WI-5976, 
stSG28889, WI-2469, AFM265yc9, 
stSG71828, stSG2378, 
LC.ATA1F04.P8234

T97004, stSG36024, WI-7467 bA25C19, bA431N8

ctg1182  ~230Kb stA004R39, WI-17128, stSG39758 R86942, WI-11615, Z40596 bA168O10

ctg1049  ~240Kb stA008Y13, stSG2721, stSG70345 AFM282yc1, stSG2551 bA57C13

ctg1427  ~560Kb stSG15491, stA004S47, stSG22466, 
stSG71918, AFMa348zg9, stSG71997, 
stSG8384, stNIB351, WI-16054,                  
SHGC-12255

stSG12559, stSG31710, stSG35957, 
stSG44990, stH03262, stSG68001

bA106M14, bA251A15
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Πιν. 9: (συνέχεια) 
Κωδικός  contig Μέγεθος STSs # 1 STSs  #2 Επιλεγµένοι κλώνοι για 

αλληλούχηση
ctg2088  ~720Kb stSG30011, SHGC-1146, stSG51671, 

stSG70501, SHGC-170, stSG43195 
AFMa244vg9, WI-14114, stSG45302,         
WI-16989, stN29485, stIB1099, stSG3745, 
stSG50791, WI-16274, stSG68723, 
stN22119, stZ40200, stSG68212

SHGC-11716, stSG72015, stSG472, 
stSG70600

bA30E16, bA437J2, bA397J18, 
bA562L21

ctg894  ~300Kb H92921 WI-16578 bA425M17

ctg1320  ~280Kb L07093, stSG15866, stSG21346 stSGC33162, AFM330va5 bA400G3

ctg987  ~250Kb F09841, stSG16023, stSG41319, 
stSG41741, stSG68511, stZ40596,             
WI-11734 

stSG68080 bA80H5

ctg1370  ~210Kb stSG2699, stSG48141,  WI-6938 stA002G45, stSG2653, stSG51013, 
stSG68738, stM14564, AFMa343yg5  

bA156M10

ctg1100  ~140Kb SHGC-32394, WI-9639   bA19C6

ctg1123  ~400Kb stSG46524, stSG72293, WI-4209 stSG15181, stSG26670, WI-9985, 
stSG72469, stSG71164 

bA34A14, bA439D8

ctg1316  ~210Kb AA235311 stSG32285, stSG71013 bA431M23

ctg8  ~580Kb GATA64b01.P17619, stSG4193, WI-9147, 
stSG68457, SHGC-32265, WI-16299, 
stSG69104, AFM206yb2, stSG50971, 
A006J02, stSGC32923, stSG27406, 
stSG48072, WI-19473, stSG42773, 
stSG67769, stSG43839, A004R30               

stSG27142, WI-6372, stSG47056, 
stSG46535, stRH76747  

bA108L7, bA324L3, bA179B2, 
bA107I14.

ctg986  ~260Kb stSG3345, stSG40082, stSG47144, 
stSG3084

stSG68214, WI-22164, stSG50235 bA30H12

ctg891  ~400Kb stSG4995, stSG49129  stAA243510, stSG8954, stSG12737, 
stSG16259, stSG49291, stSGC35716 

bA158G3, bA81E5

ctg1083  ~330Kb A008M23 stA008Y13, stSG67891, 
stSG2551,stSG2721, stSG70436, 
SGC33428, stSG21644, stSG26026 

bA34A22

ctg1195  ~300Kb stSG71719, stSG35992, stSGC30780, 
stSG72314, st1283/1284, stA004O25, 
stAA022645,  stSG68110

stSG71098, AFMb361wb9 bA429G19

ctg17  ~320Kb  stSG76769, stSG2649, A004Q04, 
stSG29677 

WI-17804, stSG67802 bA389E6, bA140G2

ctg1  ~550Kb stSG68999, AFMa051we5, stSG70882   bA219J23

ctg1330  ~390Kb stN32594, stSG42986, stT87905, 
stA004M41

stSG35058, stSG68795,                    
SHGC-8483

bA203A7, bA106M7

ctg1521  ~290Kb CHLC.ATC3.P10215, stSG68859 stAA284841 bA73H14

ctg1557  ~570Kb AFMa071xh1, GGAA22D12.P17515,           
WI-4434, stbA166O7T7, stc10-gata4,          
SHGC-8449

AFM331xa9, SHGC-10882, stSG69022, 
stSG72183

bA469M11, bA328K1, dJ317G21

ctg10  ~520Kb stSG70628, stSG41412, AFM240yc7, 
stSG43429, stSG8778, stSG71116, 
stSG15535, stSG45467, stSG69054, 
stSG36017, stSG71701 

stRH40293, WI-16878, AFMa272zd1, 
stSG67552, stSG70243 

bA411P18, bA317F20 

ctg20  ~260Kb stRH40293, WI-16878, stA006A44, 
AFMb361wb9

  bA393E20

ctg91 ~380Kb A006H32, AFM282yc1 stAA021529, 
stSG3666, stSG31703, stSG1447, 
AFM337xf9, stR42168, stSG47123 

stSG50381, stA009C28 bA165M8, bA77F13

ctg210  ~430kb stSG2551, stSG70436, stSG9043, 
stSG26026, stSG67891, stSG3472, 
stSG21644, stSG46580, A009V47, 
stSG49624, A008Y13, WI9874, 
stSGC33428, stSG70643, stSG49433

stSG71805, stSG69617, stbA2A2SP6, 
stbA101J13T7, stbA40M1A 

bA119F19 

ctg1132  ~240Kb W73720

ctg913  ~520Kb stSG8438, stSG12880, WI-4264 stSG70841, stbA15K3T7 bA7F3 

ctg1589  ~175Kb AFM289zh5,stSG70637, AFM292vg1, 
stH90420, stL16499, stU37426

ctg1379  ~220Kb  stA006X22, stSG68762, SHGC-30793 AFM079ya1

ctg57  ~460Kb stSG70363, stSG25928, stSG73477, 
stSG9628 

stbA166O7T7, stSG70780 bA152G7

ctg1206  ~200Kb WI-6938,AFMb359zg5, stSG12760, 
stSG41841, stA006S48, SHGC-9157, 
stSG72253

ctg233  ~320Kb stSG22723, stSG58001 AFMb343zc1, stbA103A2SP6 bA87E14

ctg515  ~410Kb stSG68867,W86789, H95763, stSG67633, 
SHGC-15732 

stRH190, stSG45548, WI-17750, 
stSG22312, stSG47335, SHGC-31032, 
AFM269xg9, stSG67673

ctg1221  ~300Kb WI-15944, stSG35355,  WI-13377, WI-
5915, stSG69060, stSG72349, stSG22607, 
SHGC-17121, stSG72269

CHLC.GAAT4C01.P8513, A009V05, 
stSG9987, stSG50275

bA175O19

ctg1029  ~190Kb stSG1671, stSG1953, stSG16199,               
WI-5852
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Πιν. 9: (συνέχεια) 
Κωδικός  contig Μέγεθος STSs # 1 STSs  #2 Επιλεγµένοι κλώνοι για 

αλληλούχηση
ctg1111  ~280Kb  stSGC32623, stA004B36, W69567,            

WI-15144, WI-16946, stSG72304, 
stbA91A6T7

  bA68M5

ctg1498  ~170Kb N20191, stSG71780, WI-9639, stSG72889 stT85373, SHGC-32394  
Β. 

Κωδικός  contig Μέγεθος STSs #1 STSs #2 Επιλεγµένοι κλώνοι για 
αλληλούχηση

ctg2083  ~ 480 Kb WI-3219, A008Y06, stSG1566, stSG8192, 
stSGC33916, stbA31A20A, stSG69976, 
stSG68220, stSG70306, stSG48184, 
stSG71267, D10S217 stSG69706, 
stbA48A2B, stbA48A2A 

stSG68773, WI-4342, stSG72409 bA380J17, bA31A20

ctg497 ~150 Kb stSG71885, WI-2006, AA010383, 
stSG2750, W67510, WI-22094.

stSG68171, stSG70234 bA45A17

ctg903 ~ 210 Kb stSG4790, stSG43417, stSG45453, 
st10QTEL24, stSG1303, stSG27915, 
SHGC-10984, WI-14945, stSG70571 

bA108K14

ctg910  ~770 Kb stSG36110, D10S1201, WI-3778, 
stSG47386, WI-6793, H99205, 
stSG41412, D10S505, W15548, 
AA036862,stSG68341, stbA92A10SP6, 
stbA165L12T7, stSG72104, stSG4213, 

stSG69123,stSG67900 bA500G10, bA339B9, bA400F15, 
bA435P9, bA218C11, bA109A6

ctg920 ~220Kb D10S169, stSG67569, stSG47732 stSG72427, stSG47909, stbA58L14A bA113P9 

ctg943 ~750Kb D10S1655, SHGC-7516, A007H40, 
stSG30731, WI-4197, stbA168C9T7, 
GGAT14G01.P33618, WI-2391

GGAA23C05.P17625, stSG71832, 
stSG67835  

bA343D22, bA396A24, bA231D11

ctg1052 ~350Kb stSG67746, D10S1676, stSG70252, 
stbA48A2B

stSG70252,stSG1566, stSG33916,WI-
2469, stSG71793, WI-2469, WI-7467

ctg1067  ~250 Kb R96892 bA8F15 

ctg1078  ~ 380 Kb WI-20848, stSG17460 (D10S1727), 
stSG1460, D10S1782, stSG32124 

WI-4342 bA82L9, bA21M8

ctg1230 ~280 Kb SHGC-2731, WI-17432,stSG68986, 
stSG71743,stSG71743,  

RH1112 bA48E18 

ctg1332 ~240Kb WI-19193, AFM198zb4 AFMb027wc9,  stSG71217, stSG46145

ctg1595 ~170Kb stSG2795, stSG41791 stSG12596  
Σηµ.: Στην πρώτη στήλη αναγράφεται το όνοµα του contig και στη δεύτερη το µήκος του. Οι επόµενες 
δύο στήλες περιλαµβάνουν τα STSs που έχουν τοποθετηθεί µε µεγάλη (# 1) ή αρκετή (# 2) βεβαιότητα 
αντίστοιχα. Τέλος, παρατίθενται οι αντιπροσωπευτικοί κλώνοι που είχαν επιλεγεί από κάθε contig για 
αλληλούχηση, σε αυτήν την φάση του φυσικού χάρτη. Το πρόθεµα “bA” αντιστοιχεί σε BACs ενώ το “dJ” 
σε PACs που είχαν αποµονωθεί παλαιότερα (Θ. Σαραφίδου, Μεταπτυχιακός τίτλος ειδίκευσης, Μ. 
Κοκκινάκη, ∆ιδακτορική ∆ιατριβή).  
 
 β. Χρωµοσωµικό περπάτηµα 

 Καθώς η κατανοµή των STSs κατά µήκος του χρωµοσώµατος, δεν είναι 

οµοιόµορφη, ήταν αναµενόµενο ότι µετά την διερεύνηση της γενωµικής βιβλιοθήκης 

και τον σχηµατισµό των προκαταρκτικών contigs, θα παρέµεναν αρκετά χάσµατα 

στον φυσικό χάρτη. Η επέκταση και η ενοποίηση των contigs έγινε µε την δηµιουργία 

νέων δεικτών από τα άκρα των εξωτερικών  κλώνων των contigs. Οι νέοι αυτοί 

δείκτες είτε ταυτοποιούσαν υπάρχουσες αλληλοεπικαλύψεις µεταξύ γειτονικών 

contigs είτε χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση επιπλέον κλώνων από την 

χρωµοσωµοειδική και από άλλες γενωµικές βιβλιοθήκες (RPC-11, RPC-13).  
 Οι αλληλουχίες των άκρων των BACs υπάρχουν καταχωρηµένες στη βάση 

δεδοµένων Genbank και η διερεύνησή τους γίνεται µε τον χαρακτηριστικό κωδικό 

αριθµό του κλώνου (π.χ. 103Α2) µετά το πρόθεµα RPCI-11-. Για τους κλώνους που 

χαρτογραφούνταν στα άκρα των προκαταρκτικών contigs και για τους οποίους 

υπήρχαν διαθέσιµες τέτοιες αλληλουχίες, σχεδιάστηκαν εκκινητές, παρασκευάστηκαν 
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οι αντίστοιχοι ανιχνευτές (βλ. Μεθόδους) και χρησιµοποιήθηκαν στην διερεύνηση της 

χρωµοσωµοειδικής βιβλιοθήκης. Συνολικά, σχεδιάστηκαν 96 ζεύγη εκκινητών και 

αποµονώθηκαν 78 προϊόντα PCR. Από αυτά, τα 58 αναγνώριζαν εκτός του πατρικού 

και επιπρόσθετους κλώνους (Πιν. 10). Επιπλέον, αρκετά προϊόντα PCR 

ταυτοποιούσαν κλώνους που προέρχονταν από κάποιο άλλο contig, γεγονός που 

αποτελούσε ένδειξη αλληλοεπικάλυψης. Σ’ αυτές τις περιπτώσεις επανεξετάζονταν 

τα πρότυπα τεµαχισµού των ακραίων κλώνων των αντίστοιχων contigs. Αυτά τα 

αποτελέσµατα, σε συνδυασµό µε νέα πρότυπα τεµαχισµού κλώνων, οδήγησαν στην 

επέκταση και ενοποίηση αρκετών contigs. Ενδεικτικά, στον Πιν.10 φαίνονται τα STSs 

stbA1P12SP6, stbA1P12T7, stbA133L23SP6 και stbA260L13T7 που αναγνωρίζουν 

κλώνους προερχόµενους από τα ctg2086 και ctg1557 που δεν είχαν προηγουµένως 

κάποιο κοινό STS. Η επαναξέταση των προτύπων τεµαχισµού των ακραίων κλώνων 

τους βάσει του νέου δεδοµένου, οδήγησε στην ενοποίησή τους και στην παραγωγή 

ενός contig µήκους 1,27Mb. Πλέον, στην περιοχή 10q23.31-q25.3 ο χάρτης 

περιλάµβανε 39 contigs από τα οποία τα 7 είχαν µήκος >1 Mb ενώ το µεγαλύτερο 

ήταν µήκους 2,24Mb. Αντίστοιχα, στην υποτελοµερική περιοχή τα contigs µειώθηκαν 

στα 9, το µεγαλύτερο είχε µήκος 1,2Mb (Εικ. 20, α2 και β2) και περιείχε τους 

µικροδορυφορικούς δείκτες D10S1782 και D10S1676 που στον γενετικό χάρτη 

απέχουν 4cM. Το γεγονός αυτό επιβεβαίωνε την εκτίµηση ότι το φυσικό µήκος της 

υποτελοµερικής περιοχής ήταν κατά πολύ µικρότερο από όσο υποδήλωνε ο 

γενετικός χάρτης, λόγω υψηλού ποσοστού ανασυνδυασµών.  

 Σε αυτήν την φάση εκτιµήθηκε ότι η κάλυψη των χασµάτων δεν απαιτούσε 

µεγάλο πλήθος επιπλέον κλώνων. Η υπόθεση αυτή στηρίχτηκε στην ολική γενωµική 

κάλυψη των δύο περιοχών µε τα επιµέρους contigs (26Mb και 4,4Mb αντίστοιχα) 

καθώς και στην διάταξή τους κατά µήκος του χρωµοσώµατος, όπως καθορίστηκε 

βάσει των περιεχόµενων δεικτών. Η προσέγγιση που επιλέχθηκε στη συνέχεια, 

αφενός λόγω του µικρού µεγέθους των χασµάτων αφετέρου λόγω χρονικών 

περιορισµών στην επιλογή των κλώνων προς αλληλούχηση, εφαρµόστηκε για όλο το 

χρωµόσωµα από την οµάδα του Sanger Centre και περιλάµβανε την σύγκριση του 

προτύπου τεµαχισµού των ακραίων κλώνων των επιµέρους contigs µε αυτά των 

κλώνων όλου του γονιδιώµατος είτε µε τη συνήθη είτε µε λίγο χαµηλότερη 

αυστηρότητα. Μ’ αυτόν τον τρόπο αυξήθηκε η κάλυψη, κυρίως χάρη σε κλώνους που 

προέρχονταν από το δεύτερο µισό της βιβλιοθήκης BAC (segment 2, plates 289-576) 

το οποίο δεν είχε χρησιµοποιηθεί στη δική µας διερεύνηση. Έτσι ο αριθµός των 

contigs στην περιοχή 10q23.31-q25.3 µειώθηκε σε 10, ενώ το µεγαλύτερο (που 

προέκυψε από την ενοποίηση των ctg91, 29, 987, 894, 53, 52, 60, 57, 1160, 515, 15 

και 1195) έφτασε σε µήκος τα 9,2Mb (Εικ. 20, α3). Στην υποτελοµερική περιοχή το 
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κύριο πλέον contig (που προέκυψε από την συνένωση των ctg1230, ctg1078, ctg943 

και ctg910) είχε µήκος 3,6Mb και αντιστοιχούσε σε γενετική απόσταση 13,5cM (Εικ. 

20, β3). Επιπλέον από τα άκρα των νέων κλώνων που επιλέχθηκαν σχεδιάστηκαν 

καινούρια STSs για την επαναδιερεύνηση της βιβλιοθήκης και το κλείσιµο και των 

τελικών χασµάτων. Το τελικό αποτέλεσµα για την περιοχή 10q23.31-q25.3 ήταν η 

κάλυψή της από ένα ενιαίο contig, που εκτείνεται από το q22.3 ως και το q26.2, 

µεγέθους 47,4Mb. Η φυσική απόσταση µεταξύ των ακραίων δεικτών που καθόριζαν 

τα όρια της περιοχής που µελετήθηκε ήταν ~28Mb. Όσον αφορά την υποτελοµερική 

περιοχή, ένα µικρό τµήµα της (<200kb) περιλαµβάνεται στο παραπάνω contig, ενώ η 

υπόλοιπη καλύπτεται από δύο contigs µεγέθους 4,6Mb και 2Mb αντίστοιχα (Εικ. 20, 

α4 και β4). Το µέγεθος των δύο χασµάτων, όπως εκτιµήθηκε µε ανάλυση FISH σε 

εκτεταµένα ινίδια DNA (fiber FISH) µε ανιχνευτές τους γενωµικούς κλώνους 

εκατέρωθεν κάθε χάσµατος, είναι 50kb και 10kb αντίστοιχα (Deloukas P et al, 2004). 

  Ο φυσικός χάρτης, όπως διαµορφώθηκε τελικά (Εικ. 21), υπάρχει διαθέσιµος 

στο διαδίκτυο, όπου απεικονίζονται οι κλώνοι, οι σχετικές τους αλληλοεπικαλύψεις, 

το tiling path, τα STSs µε σχετικές συνδέσεις σε περαιτέρω πληροφορίες και 

επιπλέον ιστοσελίδες (Εικ. 22).   

  
Πιν. 10: Νέα STSs από ακραίες αλληλουχίες κλώνων BAC από τις περιοχές 10q23.31-
q25.3 (Α) και q26.2-qter (Β). 

 STS contig STS contig
stbA1P12SP6      (stSG80453) ctg2086, ctg1557 stbA103A2T7      (stSG79811) ctg1375
stbA1P12T7        (stSG80452) ctg2086, ctg1557 stbA166O7T7      (stSG79834) ctg1557, ctg57
stbA2A2SP6       (stSG80371) ctg1336 stbA146P21SP6   (stSG79823) ctg27
stbA7O22SP6     (stSG80455) ctg1330 stbA5M14T7        (stSG79855) ctg27, ctg515
stbA7O22T7       (stSG80456) ctg1330 stbA108L7SP6     (stSG79819) ctg8
stbA20D13SP6   (stSG80459) ctg33 stbA196I15T7      (stSG80426) ctg20 
stbA24H9SP6     (stSG81050) ctg1007 stbA142B2SP6    (stSG80420) ctg20 
stbA40M1A        (stSG80357) ctg1336
stbA56D2A         (stSG80363) ctg891
stbA56N17A       (stSG80362) ctg891 stbA31A20A     (stSG80358) ctg2083
stbA91A6T7       (stSG80372) ctg1452 stbA48A2A       (stSG80365) ctg2083
stbA99P7SP6      (stSG81048) ctg949, ctg515 stbA48A2B       (stSG80366) ctg2083
stbA99P7T7        (stSG80388) ctg949, ctg515 stbA67N15A     (stSG81047) ctg910
stbA101J13T7    (stSG80380) ctg1336 stbA90O13SP6  (stSG80373) ctg910
stbA110D19SP6  (stSG80396) ctg38, ctg7 stbA142I9SP6    (stSG80423) ctg2083
stbA111D21T7    (stSG80390) ctg38, ctg7 stbA142I9T7      (stSG80424) ctg2083
stbA114F7T7      (stSG80403) ctg33 stbA67N15A      (stSG81047) ctg910
stbA115J15T7     (stSG80393) ctg31 stbA168C9T7     (stSG79843) ctg943
stbA133L23SP6   (stSG80397) ctg2086, ctg1557 stbA92A10SP6   (stSG79814) ctg910
stbA165O6T7      (stSG80413) ctg1007 stbA165L12T7    (stSG79840) ctg910
stbA170J3SP6      (stSG80425) ctg251 stbA7J13T7 903
stbA179B2SP6     (stSG80427) ctg8 stbA7J13SP6 903
stbA196K8SP6     (stSG81049) ctg35, ctg1120 stbA119L6T7 1078
stbA260L13T7     (stSG80429) ctg2086, ctg1557 stbA21M8T7 1078
stbA15K3T7         (stSG79861) ctg1375, ctg913 stbA165N2T7 910
stbA103A2SP6     (stSG79810) ctg1375 stbA343J20T7 ctg943, ctg1078  

Σηµ.: Το όνοµα κάθε νέου STS που δηµιουργήθηκε από τα άκρα των BACs, φέρει το πρόθεµα stbA, 
ακολουθούµενο από το όνοµα του BAC από το οποίο προέρχεται (π.χ. 1P12) και την ένδειξη SP6 ή Τ7, 
που αναφέρεται στα δύο άκρα κάθε κλώνου. Στις παρενθέσεις αναγράφονται τα εναλλακτικά ονόµατά 
τους (κωδικός Sanger Centre). Στην δεύτερη στήλη φαίνονται τα contigs στα οποία το συγκεκριµένο 
STS τοποθετείται µε µεγάλη βεβαιότητα. Όλα τα STSs που παρατίθενται αναγνώριζαν τον πατρικό τους 
κλώνο. Στις περιπτώσεις που στη δεύτερη στήλη αναγράφονται περισσότερα του ενός contig, 
επανεξετάζονταν τα πρότυπα τεµαχισµού των αντίστοιχων ακραίων κλώνων τους για ταυτοποίηση 
αλληλοεπικάλυψης.  
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Εικ. 21: Ο φυσικός χάρτης του χρωµοσώµατος 10. Ο χάρτης αποτελείται από 12 contigs 
(έγχρωµες κάθετες γραµµές) που καλύπτουν συνολικά 136,6Mb και αντιστοιχούν στο 99,4% 
της ευχρωµατίνης. To ελάχιστα επικαλυπτόµενο µονοπάτι συνίσταται από 1144 κλώνους.  
H περιοχή q23.3-q25.3 καλύπτεται από ένα ενιαίο contig, το ctg16, µήκους 47,4Mb και η 
υποτελοµερική από δύο, συνολικού µήκους 6,6Mb. (Bentley DR et al, 2001). 
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84Mb 86Mb84Mb 86Mb

 
Εικ. 22: Ο φυσικός χάρτης του χρωµοσώµατος 10 στην περιοχή 84-86Mb. Ενδεικτικά 
απεικονίζονται 2Mb του χάρτη. Φαίνονται όλοι οι αλληλοεπικαλυπτόµενοι κλώνοι (οριζόντιες 
γραµµές) και σηµειώνονται αυτοί (µαύροι) που συνιστούν το ελάχιστα επικαλυπτόµενο 
µονοπάτι (tiling path). Είναι εµφανές το µεγάλο βάθος της κάλυψης του γονιδιώµατος. Επίσης 
παριστάνονται τα STSs (οριζόντιες γραµµές, πάνω) που πλέον η τοποθέτησή τους βασίζεται 
στην αλληλουχία των κλώνων. Όλα τα στοιχεία είναι επιλέξιµα και ο χάρτης είναι διαθέσιµος 
στο διαδίκτυο (http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/humace/fpcwebmap.cgi).  
 
 
3.2. Η αξιοποίηση του χρωµοσωµικού χάρτη 10q23.3 για την ταυτοποίηση και  

       ανάλυση γονιδίων που σχετίζονται µε παθολογικούς φαινότυπους  

 Ένα από τα πιο σηµαντικά οφέλη που προέκυψε από την κατασκευή 

χρωµοσωµικών χαρτών υψηλής ευκρίνειας και την αλληλούχηση του ανθρώπινου 

γονιδιώµατος, είναι η δραµατική επιτάχυνση του χρόνου που απαιτείται για τη 

κλωνοποίηση γονιδίων που σχετίζονται µε κληρονοµικά νοσήµατα, µε βάση την 

τοπογραφία του στα χρωµοσώµατα (positional cloning). Η αρχική διαδικασία της 

επιλογής υποψηφίων γονιδίων, γίνεται ακόµη πιο αποτελεσµατική, στις περιπτώσεις 

όπου ο παθολογικός φαινότυπος έχει ήδη συσχετισθεί µε µια συγκεκριµένη 

χρωµοσωµική περιοχή, µε γενετική ανάλυση σύνδεσης. Αξιοποιώντας το 

χρωµοσωµικό χάρτη και τα «µοριακά εργαλεία» που δηµιουργήσαµε για τη περιοχή 

10q23.3, εστιαστήκαµε στη µοριακή ανάλυση δύο υποπεριοχών που συνδέονται: 1) 

µε την αυτοσωµική επικρατή µερική επιληψία πλάγιου κροταφικού λοβού (Autosomal 

Dominant Lateral Temporal Epilepsy, ADLTE) και 2) µε την εύθραυστη χρωµοσωµική 

θέση FRA10A.   

A. Ταυτοποίηση και µοριακή ανάλυση γονιδίων που χαρτογραφούνται στην 

κρίσιµη περιοχή της ADLTE 

 Τον Φεβρουάριο του 2001 µε πρωτοβουλία της δικής µας οµάδας και της 

οµάδας του Dr. C.Nobile (CNR-Institute of Neurosciences, Section of Padua, Italy),  

δηµιουργήθηκε το «European Collaborative Consortium for the Study of Autosomal 

Dominant Lateral Temporal Epilepsy» µε σκοπό τη συλλογική ανάλυση υποψήφιων 

γονιδίων της περιοχής και τον προσδιορισµό του υπεύθυνου γονιδίου για την 

ADLTE. Εκτός των ανωτέρω οµάδων, το consortium αποτελείται από τις οµάδες των 
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Dr. J. Perez-Tur (Institut de Biomedicina de Valencia-CSIC, Valencia, Spain), Dr. 

R.Siebert (Institute of Human Genetics, University Hospital Schleswig-Holstein 

Campus Kiel, Kiel, Germany), Dr. P. Deloukas (The Wellcome Trust Sanger Institute, 

Wellcome Trust Genome Campus, Hinxton, UK) και αρκετά εργαστήρια κλινικής 

νευροβιολογίας.  

 Η προσέγγιση που ακολουθήθηκε ήταν αυτή του υποψήφιου γονιδίου και 

στηρίχτηκε σε γονιδιακό χάρτη υψηλής ευκρίνειας που κατασκευάσαµε αξιοποιώντας 

όλα τα διαθέσιµα εργαλεία για το χαρακτηρισµό των γενωµικών αλληλουχιών in silico 

(βλ. Μεθόδους). Από την ανάλυση αυτήν προέκυψε ο γονιδιακός χάρτης της κρίσιµης 

περιοχής (Eικ. 23). H περιοχή καλύπτεται από 37 κλώνους BAC, έχει µήκος ~3,9Mb 

και περιλαµβάνει 46 γονίδια. Ο χάρτης αυτός αντιστοιχεί στη σηµερινή µορφή του, 

όπου έχει ολοκληρωθεί η αλληλούχηση των σχετικών γενωµικών κλώνων και είναι 

πλέον διαθέσιµα στις βάσεις δεδοµένων πλήθος, ως επί το πλείστον πλήρους 

µήκους, cDNAs. Όταν άρχισε η αναζήτηση του υπεύθυνου γονιδίου για την ADLTE, 

µόλις είχε ολοκληρωθεί η πρώτη έκδοση της αλληλουχίας του χρωµοσώµατος 10 

που περιλάµβανε πολλά χάσµατα σε επίπεδο αλληλουχίας, είτε µεταξύ διαδοχικών 

κλώνων είτε µέσα στον ίδιο γενωµικό κλώνο BAC. Επιπλέον, οι διαθέσιµοι κλώνοι 

cDNA πλήρους µήκους ήταν περιορισµένοι καθώς τα κύρια ερευνητικά προγράµµατα 

αποµόνωσής τους δεν είχαν ξεκινήσει ακόµα ή ήταν στα πρώτα στάδια υλοποίησης. 

Ενδεικτικά, στην αρχή του 2002 υπήρχαν κατατεθειµένες 2000 τέτοιες αλληλουχίες 

από το πρόγραµµα Kazusa (http://www.kazusa.or.jp/huge) και οι καταχωρήσεις από 

την MGC (Mammalian Gene Collection, http://mgc.nci.nih.gov/) ήταν λιγότερες από 

700 (Φεβρουάριος 2001). Επίσης, η γονιδιακή ανάλυση (annotation) της γενωµικής 

αλληλουχίας χτιζόταν σταδιακά. Καθώς η ανάλυση αυτή ήταν αρχικά πλήρως 

αυτοµατοποιηµένη είχε εγγενείς περιορισµούς, δηλαδή παρουσίαζε ψευδώς θετικές 

και ψευδώς αρνητικές προβλέψεις για εξόνια. Για όλους τους παραπάνω λόγους, σε 

πολλές περιπτώσεις, ήταν απαραίτητη η στοίχιση πολλαπλών ESTs ώστε να 

προκύψει το πλήρους µήκους cDNA για κάθε προβλεπόµενο γονίδιο. Όµως, επειδή 

η πιστότητα της αλληλουχίας των ESTs δεν είναι άριστη, ήταν απαραίτητη η 

προβολή του cDNA στην αντίστοιχη γενωµική αλληλουχία και ο σωστός καθορισµός 

των ορίων ιντρονίων-εξονίων, ώστε να χρησιµοποιηθεί η γενωµική πλέον αλληλουχία 

για τον καθορισµό του ανοικτού πλαισίου ανάγνωσης και την πρωτοταγή δοµή του 

αντίστοιχου πολυπεπτιδίου. Στη συνέχεια γινόταν η πρόβλεψη της πιθανής 

λειτουργίας των µορίων αυτών βάσει δοµικών οµολογιών και µε χρήση 

υπολογιστικών προγραµµάτων πρόβλεψης δοµής πρωτεϊνών (βλ. Μεθόδους).  

 Αρχικά, µε βάση τον γονιδιακό χάρτη, έγινε διερεύνηση της κρίσιµης 

χρωµοσωµικής περιοχής in silico για τον εντοπισµό γονιδίων µε βάση τα εξής 



  Αποτελέσµατα 

 120

κριτήρια: α) γονίδια που κωδικοποιούν κανάλια ιόντων, β) υποδοχείς 

νευροδιαβιβαστών, γ) γονίδια που παρουσιάζουν οµολογία µε τις κατηγορίες (α) ή 

(β), καθώς µέχρι τότε οι µεταλλαγές που είχαν εντοπιστεί σε ιδιοπαθείς µορφές 

επιληψίας εντοπίζονταν σε τέτοιας δοµής γονίδια. Η διερεύνηση έδειξε ότι στην 

περιοχή αυτή δεν χαρτογραφείτο κάποιο γονίδιο µε τις ανωτέρω προδιαγραφές που 

θα ήταν προφανώς υποψήφιο. Στη συνέχεια αξιοποιήθηκε η γνωστή ή η συναγόµενη 

λειτουργία των γονιδίων της περιοχής, για όσα αυτό ήταν δυνατόν, ώστε να 

επιλεγούν τα γονίδια που θα µπορούσαν να συσχετιστούν µε τον παθολογικό 

φαινότυπο. Στη δεύτερη φάση διερεύνησης αξιολογήθηκαν γονίδια που, µε 

προγράµµατα πρόβλεψης δοµής, εµφανίζονταν να κωδικοποιούν πολυπεπτίδια µε 

πολλές διαµεµβρανικές περιοχές ικανά να θεωρηθούν υποψήφιοι κυτταρικοί 

υποδοχείς. Επιπλέον, κάποια γονίδια χαρακτηρίστηκαν ως υποψήφια βάσει του 

προτύπου έκφρασής τους εστιάζοντας σε γονίδια που εκφράζονται στον εγκέφαλο, 

έστω και όχι κατ’ αποκλειστικότητα. Γονίδια µε περιορισµένη έκφραση στο νευρικό 

σύστηµα είναι πιθανόν να έχουν συµµετοχή σε θεµελιώδεις νευρικές διαδικασίες και 

πιθανόν οι µεταλλαγές τους να σχετίζονται µε την εκδήλωση νευρολογικών 

διαταραχών. Ενδείξεις για το πρότυπο έκφρασης ενός γονιδίου αντλήθηκαν από τη 

βάση δεδοµένων Unigene (expression profile db), η οποία παρέχει µία χονδρική 

εκτίµηση των επιπέδων έκφρασης ενός γονιδίου σε διάφορους ιστούς. Θα πρέπει να 

σηµειωθεί ότι η µελέτη αυτή είναι µεροληπτική καθώς αρκετά ESTs προέρχονται από 

κανονικοποιηµένες βιβλιοθήκες cDNA. Επιπρόσθετα και µετά την κατασκευή του 

γονιδιακού χάρτη, ελέγχθηκε η έκφραση αρκετών γονιδίων της περιοχής, στον 

εγκέφαλο µε RT-PCR. H αντίστροφη µεταγραφή έγινε σε ολικό RNA από εγκέφαλο 

εµβρύου ανθρώπου µε εκκινητή oligo-dT και η PCR µε τους εκκινητές των 

αντίστοιχων ESTs (Πιν. 5). Η δοκιµή πραγµατοποιήθηκε για 10 ESTs που 

πληρούσαν τα ανωτέρω κριτήρια. Ειδικότερα, για όλα υπήρχαν πληροφορίες 

(expression profile db) ότι εκφράζονται σε εγκέφαλο ενώ για 6 από αυτά ότι τα 

προϊόντα τους περιλαµβάνουν διαµεµβρανικές περιοχές (πρόγραµµα TMpred). Τα 5 

από τα ESTs που εξετάστηκαν έδωσαν θετικό σήµα (Εικ. 23) και θεωρήθηκαν 

πιθανά υποψήφια. 

 Για τα γονίδια που θεωρήθηκαν υποψήφια και βάσει της γενωµικής τους 

οργάνωσης, εξετάστηκαν τα εξόνια και τα σηµεία συναρµογής ιντρονίων-εξονίων για 

τον εντοπισµό µεταλλαγών. Η µελέτη αρχικά έγινε σε DNA ενός ασθενούς από 

καθεµία από τρεις οικογένειες στις οποίες κληρονοµείται µε µεντελικό τρόπο η 

ADLTE. Στη συνέχεια παρουσιάζεται η µοριακή ανάλυση τεσσάρων υποψηφίων 

γονιδίων  που αποδείχθηκε ότι δεν σχετίζονται µε την ADLTE και τέλος η µοριακή 

ανάλυση του LGI1, του γονιδίου που ευθύνεται για το εν λόγω νόσηµα. 
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Εικ. 23: Γονιδιακός χάρτης της κρίσιµης περιοχής της ADLTE. H περιοχή περιλαµβάνει 
37 κλώνους BAC (κάθετες µαύρες γραµµές) που περιέχουν 46 γονίδια (βέλη). Για κάθε 
γονίδιο συµβολίζεται η φορά της µεταγραφής του (προσανατολισµός του βέλους) και ο/οι 
κλώνοι που αντιστοιχεί (σύνδεση κλώνων/γονιδίων µε διακεκοµµένες γραµµές). Όσα γονίδια 
έχουν τουλάχιστον µία βιβλιογραφική αναφορά, συµβολίζονται µε το όνοµά τους, ενώ τα 
υπόλοιπα µε τον κωδικό της οµάδας της Unigene (Hs.) που ανήκουν (πρώτη στήλη του 
πίνακα). Στη δεύτερη στήλη του πίνακα η ένδειξη (+) συµβολίζει θετικό αποτέλεσµα στην RT-
PCR σε εγκέφαλο, ενώ στην τελευταία στήλη παρατίθενται συνοπτικά πληροφορίες για τα 
γονίδια και η ένδειξη (+) για όσα από αυτά υπάρχουν δεδοµένα από την βιβλιογραφία για 
έκφραση στον εγκέφαλο.  
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 Γονίδιο #44050 

 Το γονίδιο αυτό επιλέχθηκε ως υποψήφιο λόγω της έκφρασής του σε 

εγκέφαλο βάσει RT-PCR (Εικ. 23) και των οµολογιών που εµφανίζει το πρωτεϊνικό 

προϊόν του (βλ. παρακάτω). Η µεταγραφική ενεργότητά του σε εγκέφαλο 

επιβεβαιώθηκε µε ανάλυση Northern κατά την οποία ταυτοποιήθηκε ένα µετάγραφο 

~2,5kb που εκτός από τον εγκέφαλο εµφανίζει υψηλή έκφραση σε καρδιά και νεφρό 

(Εικ. 28). Με διερεύνηση βιβλιοθήκης cDNA εγκεφάλου εµβρύου ανθρώπου µε 

ανιχνευτή το ραδιοσηµασµένο προϊόν PCR του EST stSG44050, αποµονώθηκαν 4 

κλώνοι των οποίων και προσδιορίστηκε η αλληλουχία τους. Βάσει αυτής, σε 

συνδυασµό µε ανάλυση των αντίστοιχων ESTs και cDNAs (Blast: nr db και 

EST_human db) προσδιορίστηκε η γενωµική οργάνωση του γονιδίου και τα πιθανά 

εναλλακτικά µετάγραφα (Εικ. 24). Με in silico µετάφραση του ανοικτού πλαισίου 

ανάγνωσης προκύπτει πολυπεπτίδιο 146 αµινοξέων που περιέχει 4 µοτίβα MORN 

(Membrane Occupation and Recognition Nexus, Εικ. 24). Τα µοτίβα αυτά υπάρχουν 

σε πολλαπλά αντίγραφα σε πολλές πρωτεΐνες από τα θηλαστικά ως και τα βακτήρια 

αλλά ο ρόλος τους δεν έχει προσδιοριστεί. Ωστόσο, στον άνθρωπο, χαρακτηρισµένες 

λειτουργικά πρωτεΐνες που φέρουν µοτίβα MORN είναι οι συνδετοφιλίνες 

(junctophilins) και η αλσίνη (alsin) που µεταλλαγές των αντίστοιχων γονιδίων έχουν 

ταυτοποιηθεί σε νευρολογικές διαταραχές. Συγκεκριµένα, στην συνδετοφιλίνη-3  

(JP-3) ταυτοποιήθηκαν ετερόζυγες µεταλλαγές σε άτοµα που εµφανίζουν µία 

ασθένεια παρόµοια της Huntington (Huntington disease-like2, HDL2, Holmes SE et 

al, 2001). Οι συνδετοφιλίνες αποτελούν µία οικογένεια πρωτεϊνών που περιλαµβάνει 

µέχρι τώρα 4 µέλη (JP-1, JP-2, JP-3 και JP-4) και συµµετέχουν στο σχηµατισµό των 

συµπλόκων που συνδέουν την κυτταρική µεµβράνη µε την µεµβράνη του 

ενδοπλασµατικού/ σαρκοπλασµατικού στα διεγειρόµενα κύτταρα. Μέσω αυτών των 

συµπλόκων πραγµατοποιείται η επικοινωνία µεταξύ των καναλιών που υπάρχουν 

στις αντίστοιχες µεµβράνες. Η αλσίνη κωδικοποιείται από το γονίδιο ALS2 που 

οµόζυγες µεταλλαγές του έχουν ταυτοποιηθεί σε τρεις διακριτές οικογενείς 

διαταραχές, που εµφανίζουν όµως κοινά κλινικά συµπτώµατα, κατά τις οποίες 

εµφανίζεται προοδευτική παράλυση εξαιτίας δυσλειτουργίας των κινητικών 

νευρώνων: στην πλάγια µυοτροφική σκλήρυνση (ALS, amyotrophic lateral sclerosis), 

την πρωτογενή πλάγια σκλήρυνση κατά την παιδική ηλικία (JPLS, juvenile primary 

lateral screrosis) και σε µία µορφή σπαστικής παραπληγίας (Yang Y et al, 2001; 

Eymard-Pierre E et al, 2002). Η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη εντοπίζεται τόσο στον 

πυρήνα όσο και στο κυτταρόπλασµα και την κυτταρική µεµβράνη (Οικονόµου Κ., 

∆ιπλωµατική εργασία, Πανεπιστήµιο Κρήτης 2002) ενώ πιθανά ορθόλογα µόρια 

ταυτοποιήθηκαν σε θηλαστικά, πτηνά, ψάρια, έντοµα και φυτά. 
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1

2

3

4

 
Εικ. 24: Σχηµατική απεικόνιση της γενωµικής οργάνωσης, των εναλλακτικών 
µεταγράφων και της πρωτοταγούς δοµή των αντίστοιχων πολυπεπτιδίων του 
γονιδίου 44050. Το γονίδιο περιλαµβάνει 6 εξόνια και εκτείνεται σε γενωµική απόσταση 
~20kb στον κλώνο bA548K23. Βάσει ανάλυσης ESTs και cDNAs το πιο άφθονο είναι το 
µετάγραφο «1» που περιλαµβάνει τα εξόνια 2-6 και κωδικοποιεί πολυπεπτίδιο 146 
αµινοξέων, που περιλαµβάνει 4 µοτίβα MORN (aa: 14-35, 37-58, 60-81, 83-104). Με 
διερεύνηση των νουκλεοτιδικών βάσεων δεδοµένων ταυτοποιήθηκε το εναλλακτικό 
µετάγραφο «2» (BC010230) στο οποίο το εξόνιο 1 συνδέεται µε τα εξόνια 3-6. Την δοµή αυτή 
ακολουθούν ένα επιπλέον cDNA (BC040015) και τρία ESTs (BM453881, BI598383, 
BI596911). Το µετάγραφο αυτό έχει το ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης µε το «1» και διαφοροποιείται 
στο 5’UTR. O κλώνος H7 αποµονώθηκε µε διερεύνηση cDNA βιβλιοθήκης εγκεφάλου 
εµβρύου αλλά δεν έχει καθοριστεί αν είναι πλήρης ως προς το 5’ άκρο του. Σ’ αυτόν, το 
εξόνιο 2 συνδέεται µε τα εξόνια 4-6 και αυτήν τη δοµή φέρει και το EST BI918954, το οποίο 
επίσης προέρχεται από βιβλιοθήκη από εγκέφαλο. Το προβλεπόµενο πολυπεπτίδιο έχει 114 
αµινοξέα και περιλαµβάνει 3 µοτίβα MORN. Τέλος, το εναλλακτικό µετάγραφο «4» στηρίζεται 
αποκλειστικά στο cDNA AK098791, που περιλαµβάνει τα εξόνια 2-4 σε σύνδεση µε το 6 και 
κωδικοποιεί πολυπεπτίδιο 63 αµινοξέων µε 2 µοτίβα MORN.  
 

 Γονίδιο #3077 

 Η επιλογή αυτού του γονιδίου βασίστηκε στην έκφρασή του στον εγκέφαλο 

βάσει RT-PCR (Εικ. 23) και των προβλεπόµενων πολλαπλών διαµεµβρανικών 

περιοχών που έχει το αντίστοιχο πολυπεπτίδιο. Ανάλυση Northern έδειξε την ύπαρξη 

ενός µεταγράφου ~2kb κυρίως σε εγκέφαλο, καρδιά, σκελετικό µυ, νεφρό, ήπαρ και 

πλακούντα (Εικ. 28). Με διερεύνηση βιβλιοθήκης cDNA εγκεφάλου ανθρώπινου 

εµβρύου µε ανιχνευτή το ραδιοσηµασµένο προϊόν PCR του EST stSG3077, 

αποµονώθηκαν 6 κλώνοι των οποίων και προσδιορίστηκε η αλληλουχία. Ο 

µεγαλύτερος από αυτούς είχε ένθεµα µήκους 1,85kb και περιείχε όλο το ανοικτό 

πλαίσιο ανάγνωσης. Η αλληλουχία του κατατέθηκε στην βάση δεδοµένων Genbank 

µε κωδικό πρόσβασης AJ294945. Με σύγκριση µε τη γενωµική αλληλουχία 

προσδιορίστηκε η οργάνωση του γονιδίου, που περιλαµβάνει 12 εξόνια (Εικ. 25) και 

κωδικοποιεί πολυπεπτίδιο 377 αµινοξέων. Σ’ αυτό, βάσει πρόβλεψης δοµής µε 

υπολογιστικά προγράµµατα (SMART, TMpred), εντοπίστηκε το συντηρηµένο µοτίβο 
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zf-DHHC και τουλάχιστον 3 διαµεµβρανικές περιοχές (Εικ. 25). Το µοτίβο αυτό 

περιλαµβάνει 30 περίπου αµινοξέα και εµφανίζεται πολύ συντηρηµένο σε πρωτεΐνες 

διάφορων οργανισµών, από τον σακχαροµύκητα µέχρι τον άνθρωπο (βλ. Συζήτηση). 

Από ανάλυση των διαφορετικών κλώνων cDNA που αποµονώθηκαν, 

ταυτοποιήθηκαν δύο εναλλακτικά µεταγράφα µε µικρή διαφορά µεγέθους µεταξύ τους 

(Εικ. 25). Η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα, πιθανώς 

στο ενδοπλασµατικό δίκτυο καθώς και στην κυτταρική µεµβράνη (Εικ. 29). Για την 

ανίχνευση µεταλλαγών σε ασθενείς µε ADLTE, σχεδιάστηκαν εκκινητές εκατέρωθεν 

κάθε εξονίου (Πιν. 5), έγινε βελτιστοποίηση των συνθηκών της PCR και στάλθηκαν 

στο εργαστήριο του Dr. C.Nobile για διερεύνηση µεταλλαγών αλλά το αποτέλεσµα 

ήταν αρνητικό.  

zf-DHHC

TGAATG

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Εναλλακτικά µετάγραφα Πολυπεπτίδια

Γενωµική οργάνωση

Εξόνια 1-12

Εξόνια 1-7, 9-12
zf-DHHCzf-DHHC

Εξόνια 1-9, 10’, 11-12
zf-DHHCzf-DHHC

377aa

361aa

359aa

tm tmtm

tm tm tm

tm tm

#1

#2

#3

 
Εικ. 25: Σχηµατική απεικόνιση της γενωµικής οργάνωσης, των εναλλακτικών 
µεταγράφων και της πρωτοταγούς δοµή των αντίστοιχων πολυπεπτιδίων του 
γονιδίου 3077. Το γονίδιο περιλαµβάνει 12 εξόνια και εκτείνεται περί τα ~11kb στον κλώνο 
bA452Κ12. Το µετάγραφο #3077.1 αποµονώθηκε µετά από διερεύνηση cDNA βιβλιοθήκης 
εγκεφάλου εµβρύου, έχει µήκος 1851 νουκλεοτίδια, περιλαµβάνει και τα 12 εξόνια και 
κωδικοποιεί πολυπεπτίδιο 377 αµινοξέων. Βάσει του προγράµµατος SMART, το 
πολυπεπτίδιο φέρει τρία διαµεµβρανικά (tm) τµήµατα (aa: 81-103, 115-137, 251-273) και το 
µοτίβο zf-DHHC. Τα εναλλακτικά µετάγραφα #3077.2 και #3077.3 ταυτοποιήθηκαν µετά από 
PCR σε DNA της παραπάνω βιβλιοθήκης µε τους εκκινητές MycR-3077867 (βλ. Πιν.5) και 
προσδιορισµό της αλληλουχίας τους. Το µετάγραφο #3077.2 στερείται το εξόνιο 8 
(νουκλεοτίδια 933-980 της καταχώρησης AJ294945), διατηρεί όµως το ίδιο αναγνωστικό 
πλαίσιο. Στο µετάγραφο #3077.3 το εξόνιο 9 συνδέεται µε τµήµα του εξονίου 10. 
Συγκεκριµένα, κατά την συναρµογή του χρησιµοποιείται µία συντηρηµένη αλληλουχία “ag” 
που υπάρχει µέσα στο εξόνιο 10, µε αποτέλεσµα να µην συµπεριλαµβάνονται στο µετάγραφο 
τα 54 πρώτα νουκλεοτίδια του εξονίου (νουκλεοτίδια 1067-1120 της καταχώρησης 
AJ294945). Παρόλο που το αναγνωστικό πλαίσιο διατηρείται, το παραγόµενο πολυπεπτίδιο 
(359 αµινοξέων) στερείται της τρίτης διαµεµβρανικής περιοχής.  
  

 Γονίδιο #AJ312051 

 Για το γονίδιο αυτό η RT-PCR ήταν αρνητική (Εικ. 23), σε αντίθεση µε την 

ανάλυση των ESTs (Expression profile db, Unigene). Ωστόσο, το γονίδιο αυτό 

επιλέχθηκε ως υποψήφιο λόγω της οµοιότητας που εµφανίζει το παραγόµενο 

πολυπεπτίδιο µε το ένζυµο λυάση του N-ακετυλ-νευραµινικού οξέος, που είναι το 
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τελικό ένζυµο του καταβολισµού των σιαλικών οξέων και δεν έχει χαρακτηριστεί 

ακόµα στον άνθρωπο. Η επιλογή στηρίχθηκε στη συσχέτιση διαταραχών του 

µεταβολισµού των σιαλικών οξέων µε διάφορες νόσους, συµπεριλαµβανοµένου και 

νευρολογικών διαταραχών, όπως στην περίπτωση της νόσου Salla µίας 

ψυχοκινητικής διαταραχής κατά την οποία σηµαντικό ποσοστό των ασθενών 

εµφανίζει και επιληψία (Erikson A et al, 2002). Το cDNA κατασκευάστηκε in silico µε 

στοίχιση πολλαπλών ESTs και αποµονώθηκε µε RT-PCR από νεφρό ανθρώπου. Η 

αλληλουχία επιβεβαιώθηκε και κατατέθηκε στη νουκλεοτιδική βάση δεδοµένων µε 

κωδικό πρόσβασης AJ312051. Το γονίδιο αποτελείται από 7 εξόνια, όπως 

προσδιορίστηκε in silico και εκτός από το κύριο µετάγραφο, παράγει δύο επιπλέον 

εναλλακτικά µετάγραφα, που αποµονώθηκαν µε RT-PCR από ήπαρ ανθρώπου  

(Εικ. 26). Η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα (Εικ. 29), 

τοπολογία που είναι σε συµφωνία µε τον θεωρητικό εντοπισµό της λυάσης (Bulai T 

et al, 2002). Η ανάλυση Northern έδειξε ότι εκφράζεται κυρίως σε ήπαρ, νεφρό και 

σκελετικό µυ και γι’ αυτό δεν συµπεριελήφθει στην ανάλυση µεταλλαγών.  

 

TGAATG

Εναλλακτικά µετάγραφα Πολυπεπτίδια
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1 2 3 4 5 6 7
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Εικ.26. Σχηµατική απεικόνιση της γενωµικής οργάνωσης, των εναλλακτικών 
µεταγράφων και της πρωτοταγούς δοµή των αντίστοιχων πολυπεπτιδίων του 
γονιδίου AJ312051. Το γονίδιο περιλαµβάνει 7 εξόνια και εκτείνεται περί τα ~18kb στον 
κλώνο bA548Κ23. Μετά τον προσδιορισµό της δοµής του γονιδίου in silico, σχεδιάστηκαν 
κατάλληλοι εκκινητές (F_BamHI-R_Kpn) και πραγµατοποιήθηκε PCR σε 5ng αντίδρασης 
αντίστροφης µεταγραφής από νεφρό (MTC, cDNA pannels, Clontech). Το προϊόν 
κλωνοποιήθηκε σε φορέα pBluescript και µετά τον προσδιορισµό της αλληλουχίας του, 
βρέθηκε ότι περιλαµβάνει και τα 7 εξόνια. Το αντίστοιχο πολυπεπτίδιο αποτελείται από 281 
αµινοξέα και εµφανίζει σηµαντική οµοιότητα (30% ταυτότητα, 50% οµολογία) καθ’ όλο το 
µήκος του µε τα ένζυµα λυάση του N-ακετυλ-νευραµινικού οξέος και διυδροδιπικολινική 
συνθάση.Τα εναλλακτικά µετάγραφα #AJ312051.2 και # AJ312051.3 ταυτοποιήθηκαν µετά 
από RT-PCR σε ήπαρ (MTC, cDNA pannels, Clontech) µε τους εκκινητές F_SpeI-R_Kpn, 
κλωνοποίησή τους σε φορέα pBluescript και προσδιορισµό της αλληλουχίας τους. Το 
µετάγραφο # AJ312051.2 περιλαµβάνει επιπλέον και το ιντρόνιο µεταξύ των εξονίων 6 και 7, 
που φέρει ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης, µε αποτέλεσµα να παράγεται πολυπεπτίδιο 328 
αµινοξέων. Στο µετάγραφο # AJ312051.3, το εξόνιο 3 συνδέεται µε τµήµα του εξονίου 4. 
Συγκεκριµένα, κατά την συναρµογή του χρησιµοποιείται µία συντηρηµένη αλληλουχία “ag” 
που υπάρχει µέσα στο εξόνιο 4, µε αποτέλεσµα να µην συµπεριλαµβάνονται στο µετάγραφο 
τα 38 πρώτα νουκλεοτίδια του εξονίου (νουκλεοτίδια 829-866 της καταχώρησης AJ312051). 
Το αποτέλεσµα είναι ένα πρώιµο κωδικόνιο λήξης στο τέλος του εξονίου 4’ που οδηγεί στην 
παραγωγή πολυπεπτιδίου 187 αµινοξέων.  
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 Γονίδιο TMEM10 

 Το γονίδιο αυτό µελετήθηκε λόγω της υψηλής και αποκλειστικής του 

έκφρασης στον εγκέφαλο (Nobile C & Pitzalis S, 1999), συµπεριλαµβανοµένου του 

κροταφικού λοβού. Αποτελείται από 6 εξόνια και κωδικοποιεί πρωτεΐνη 141 

αµινοξέων, πιθανώς διαµεµβρανική, που εµφανίζει σηµαντική αµινοξική ταυτότητα 

αποκλειστικά µε µόρια των θηλαστικών. Σε ασθενείς µε ADLTE δεν ανιχνεύτηκαν 

µεταλλαγές στην κωδική περιοχή του γονιδίου (Nobile C et al, 2002). Η δική µας 

συνεισφορά αφορούσε την in silico µελέτη των δοµικών χαρακτηριστικών του 

γονιδίου (Eικ. 27). 

TGAATG

2 3 4 5

(141aa)

11 6

311 53

Γονίδιο ΤΜΕΜ10

Πρωτεΐνη ΤΜΕΜ10 Ν - - C

16 kb

TM

 
Εικ. 27: Σχηµατική απεικόνιση της γενωµικής οργάνωσης και της πρωτοταγούς δοµής 
της πρωτεΐνης ΤΜΕΜ10. Το γονίδιο περιλαµβάνει 6 εξόνια και εκτείνεται περί τα ~16kb στον 
κλώνο bA35J23. To µοναδικό µετάγραφο που έχει ανιχνευθεί (AF367761) έχει µήκος 3555nt. 
Το αντίστοιχο πολυπεπτίδιο (AAK62349) αποτελείται από 141 αµινοξέα και περιέχει µία 
διαµεµβρανική περιοχή (ΤΜ), µε βάση την πρόβλεψη του προγράµµατος SMART.  
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Εικ. 28: Προσδιορισµός του προτύπου έκφρασης των γονιδίων 44050 και 3077 µε 
ανάλυση Northern. Με την ανάλυση ανιχνεύθηκε ένα κύριο µετάγραφο µεγέθους ~1,4kb για 
το 3077 και ~3kb για το 44050. Ο ποιοτικός και ποσοτικός έλεγχος του RNA έγινε µε 
επαναυβριδοποίηση της µεµβράνης µε β-ακτίνη (σύµφωνα µε τις οδηγίες της Clontech). Στην 
αυτοραδιογραφία της ακτίνης, στα δείγµατα της καρδιάς και του σκελετικού µυ εµφανίζονται 
δύο ζώνες που είναι πιθανότατα αποτέλεσµα υβριδοποίησης του ανιχνευτή µε άλλες 
ισοµορφές του mRNA, τις α ή γ ακτίνες. Ως ανιχνευτές και για τα δύο γονίδια 
χρησιµοποιήθηκαν ραδιοσηµασµένα προϊόντα PCR (βλ. Μεθόδους) µε εκκινητές αυτούς των 
αντίστοιχων ESTs (stSG44050, stSG3077, βλ. Πιν., Μεθόδους). Η υβριδοποίηση 
πραγµατοποιήθηκε µε ~5x105cpm ανιχνευτή ανά ml διαλύµατος υβριδοποίησης, στους 66oC 
για 3h µετά από προυβριδοποίηση της µεµβράνης για 30min παρουσία φορέα-DNA µε το 
διάλυµα υβριδοποίησης ExpressHybTM. Η ειδική ενεργότητα των ανιχνευτών ήταν 
~109cpm/µg. Τα πλυσίµατα της µεµβράνης έγιναν µε διάλυµα 2XSSC, 0,05% SDS.  
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Α Β

 
Εικ. 29: Υποκυτταρικός εντοπισµός των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών 3077 (Α) και 
AJ312051 (Β) σε κύτταρα COS-7. Η πρωτεΐνη 3077 συσσωρεύεται στο κυτταρόπλασµα (µε 
κατανοµή που πιθανώς αντιστοιχεί στο ενδοπλασµατικό δίκτυο) και στην κυτταρική 
µεµβράνη. Η AJ312051 εµφανίζεται διάχυτη στο κυτταρόπλασµα.Τα κύτταρα διαµολύνθηκαν 
παροδικά µε τις κατάλληλες πλασµιδιακές κατασκευές που περιλαµβάνουν τα cDNA πλήρους 
µήκους στους φορείς pcDNA 3.1 Myc.His και pEGFPC1 (βλ. Πλασµιδιακές κατασκευές). Για 
την ανίχνευση της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης 3077 χρησιµοποιήθηκε το πρωτογενές 
αντίσωµα anti-Myc και ακολούθως το δευτερογενές anti-mouse FITC. Οι εικόνες προέρχονται 
από συνεστιακό µικροσκόπιο φθορισµού.  
 
 

 Γονίδιο LGI1 

 Το γονίδιο LGI1 (Leucine-rich gene, Glioma Inactivated 1) είχε κλωνοποιηθεί 

παλαιότερα βάσει της χρωµοσωµικής του θέσης στο σηµείο θραύσης της αµοιβαίας 

χρωµοσωµικής µετατόπισης t(10;19)(q24;q13) από µία κυτταρική σειρά 

γλοιοβλαστώµατος και είχε προταθεί ως ογκοκατασταλτικό γονίδιο (Chernova OB et 

al, 1998). Ως υποψήφιο υπεύθυνο για την ADLTE θεωρήθηκε: 1) επειδή 

χαρτογραφείται στην κρίσιµη περιοχή (βλ. παραπάνω) και 2) εξαιτίας της υψηλής και 

σχεδόν αποκλειστικής έκφρασής του στον εγκέφαλο (Nobile C & Pitzalis S, 1999). Η 

πρωτεΐνη LGI1 περιλαµβάνει ένα Ν-τελικό πεπτίδιο-σινιάλο, τρεις πλούσιες σε Leu 

επαναλήψεις LRR (leucine-rich repeats) και 7 συνεχόµενες, ειδικές για την πρωτεΐνη, 

επαναλήψεις ΕΡΤΡ (Εικ. 30) και ορθόλογά της εντοπίζονται µόνο σε σπονδυλωτά 

(Gu W et al, 2005).  

Μεταλλαγές του γονιδίου LGI1 που συγκληρονοµούνται µε το φαινότυπο της 

ADLTE προσδιορίστηκαν ανεξάρτητα και σχεδόν ταυτόχρονα, από το ευρωπαϊκό 

consortium για τη ADLTE (Morante-Redolat JM et al, 2002) και την οµάδα της R. 

Ottman (U. of Columbia, US, Kalachikov S et al, 2002). Οι µεταλλαγές που 

ταυτοποιήθηκαν προκαλούν: 1) πρόωρο τερµατισµό της µετάφρασης, 2) αµινοξικές 

αντικαταστάσεις και 3) νουκλεοτιδικές αλλαγές σε συντηρηµένα σηµεία συναρµογής 

εξονίων-ιντρονίων (Εικ. 31). Οι µεταλλαγές αυτές χαρτογραφούνται καθ’ όλο το 

µήκος της πρωτεΐνης και παρά τη λεπτοµερή περιγραφή των κλινικών φαινοτύπων 

δεν είναι ακόµη εφικτή η συσχέτιση γονοτύπου-φαινοτύπου. Επίσης, µετά από 

διερεύνηση µίας σειράς γενωµικών βάσεων δεδοµένων και in silico ανάλυση 
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ταυτοποιήθηκαν τρία επιπλέον γονίδια, µε παρόµοια δοµικά χαρακτηριστικά που 

ονοµάστηκαν LGI 2, 3 και 4, που χαρτογραφούνται στις περιοχές 4p15.31, 8p21.3 

και 19q13.12 αντίστοιχα δηµιουργώντας έτσι την οικογένεια των γονιδίων µε 

επαναλήψεις EPT (Εικ. 30, Staub E et al, 2002). Οι αντίστοιχες πρωτεΐνες 

εµφανίζουν µεταξύ τους ταυτότητα που κυµαίνεται µεταξύ 65% και 75%.  

 Μετά την ταυτοποίηση µεταλλαγών στο γονίδιο LGI1 σε οικογένειες µε 

επιληψία ADLTE το ενδιαφέρον εστιάστηκε σε δύο κυρίως κατευθύνσεις: 1) στην 

διερεύνηση του βιοχηµικού ρόλου της πρωτεΐνης και τη συσχέτισή της µε τον 

παθολογικό φαινότυπο και 2) στην εξέταση των παραλόγων γονιδίων LGI2-LGI4 ως 

πιθανά υποψήφια για την συγκεκριµένη ή άλλες µορφές επιληψίας.  

 Το LGI1 είναι από τις ελάχιστες εξαιρέσεις µορίων που σχετίζονται µε 

επιληπτικούς φαινοτύπους χωρίς να είναι κανάλι ιόντων ή υποδοχέας 

νευροδιαβιβαστών. Όσον αφορά την αρχική θεώρησή του ως ογκοκατασταλτικό 

γονίδιο που σχετίζεται µε την ανάπτυξη γλοιοµάτων (Chernova OB et al, 1998) δεν 

υπάρχουν επιπλέον ενδείξεις και εξάλλου το γονίδιο εκφράζεται κυρίως σε νευρικά 

κύτταρα και όχι σε γλοία (Kalachikov S et al, 2002, Morande-Redolat et al, 2002) ενώ 

δεν έχουν αναφερθεί περιπτώσεις εµφάνισης γλοιοβλαστώµατος στις οικογένειες µε 

ADLTE (Ottman R et al, 2004, Brodtkorb E et al, 2003). Πρόσφατα πειράµατα 

δείχνουν ότι πιθανώς οι πρωτεΐνες LGI1-4 είναι εκκρινόµενες (Senechal KR et al, 

2005) και ότι διάφορες µεταλλαγές της LGI1, που εντοπίστηκαν σε ασθενείς, έχουν 

ως αποτέλεσµα µείωση στην ποσότητα της εκκρινόµενης πρωτεΐνης. Παρόλο που οι 

συγκεκριµένες µελέτες πραγµατοποιήθηκαν σε ινοβλάστες (κύτταρα 293Τ) και 

αναφέρονται στα ανασυνδυασµένα µόρια, τα αποτελέσµατά τους σχετικά µε την 

τοπολογία της πρωτεΐνης LGI1 είναι σε συµφωνία µε παλαιότερες προβλέψεις 

(Morande-Redolat et al, 2002).  

 

επαναλήψεις EPTPLRR

LRR-NT LRR-CT  
Εικ. 30: ∆οµή της πρωτεΐνης LGI1. Η πρωτεΐνη φέρει στο αµινοτελικό της άκρο ένα 
πεπτίδιο-σινιάλο και 3 επαναλήψεις πλούσιες σε λευκίνη (LRR) που εκατέρωθέν τους έχουν 
δύο περιοχές πλούσιες σε κυστείνες (LRR-NT, LRR-CT). Στο καρβοξυτελικό άκρο της 
πρωτεΐνης ταυτοποιήθηκε, σε 7 αντίγραφα, το µοτίβο EPTP που περιλαµβάνει 50 αµινοξέα. 
Την ίδια ακριβώς δοµή παρουσιάζουν και οι πρωτεΐνες LGI2, LGI3 και LGI4.  
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Αµινοξικές αντικαταστάσεις

Ελλειµµατική πρωτεΐνη

Μεταλλαγές

α.

β.

γ.

δ.

 
Εικ. 31: Οι µεταλλαγές που έχουν ταυτοποιηθεί στο γονίδιο LGI1 σε ασθενείς µε 
ADLTE. Απεικονίζεται η θέση των µεταλλαγών σε επίπεδο γονιδίου (α) και πρωτεΐνης (β). Η 
αρίθµηση που ακολουθείται θεωρεί ως +1 το Α του κωδικονίου έναρξης της µετάφρασης, ενώ 
σε όσες βιβλιογραφικές αναφορές ακολουθείται διαφορετική αρίθµηση, αυτή προσαρµόστηκε 
κατάλληλα. Μέχρι σήµερα (Ιούλιος 2005), έχουν ταυτοποιηθεί 12 µεταλλαγές που προκαλούν 
αµινοξικές αντικαταστάσεις στην πρωτεΐνη (γ) και 6 µεταλλαγές που οδηγούν στην παραγωγή 
ελλειµµατικού προϊόντος (δ). Επιπλέον, έχουν εντοπιστεί δύο µεταλλαγές, οι IVS3(-3)C   A 
(Kalachikov S et al, 2002) και IVS7(-2)A   G (Kobayashi E et al, 2003) σε συντηρηµένες 
θέσεις των σηµείων συναρµογής ιντρονίων-εξονίων. Στην περίπτωση που τα αντίστοιχα 
ιντρόνια παραµένουν στο ώριµο µετάγραφο, προκύπτει ελλειµµατική πρωτεΐνη λόγω 
πρώιµου τερµατισµού της µετάφρασης.   
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 Ως συµβολή στην ανάλυση της οικογένειας των πρωτεϊνών EPT, εξετάσαµε 

λεπτοµερώς το πρότυπο έκφρασης των ορθόλογων γονιδίων Lgi1-4 του ποντικού 

(Somerville RP et al, 2000; Staub E et al, 2002; Gu W et al, 2002; Scheel H et al, 

2002), µε RNA in situ υβριδοποίηση σε τοµές εγκεφάλου ενήλικου ποντικού. Η 

µελέτη αυτή είχε σκοπό τον έλεγχο της έκφρασης των γονιδίων αυτών σε 

συγκεκριµένες περιοχές του εγκεφάλου που θα µπορούσαν να συσχετιστούν µε 

κλινικούς φαινότυπους επιληψίας και στηρίχθηκε στις εξής παρατηρήσεις: 

1) Στη γενετική ετερογένεια που παρουσιάζει η ADLTE 

Αρκετές οικογένειες που έχουν περιγραφεί, ενώ έχουν φαινότυπο κλινικά παρόµοιο 

µε αυτόν της ADLTE, δεν φέρουν µεταλλαγές στο LGI1. Για αρκετές από αυτές τις 

οικογένειες δεν ήταν δυνατόν να εφαρµοστεί η ανάλυση γενετικής σύνδεσης λόγω 

του µικρού µεγέθους τους. Οπότε, σ’ αυτά τα άτοµα, καθώς και σε σποραδικές 

περιπτώσεις ιδιοπαθούς επιληψίας µε παρόµοια συµπτώµατα, τα γονίδια LGI2-4, θα 

µπορούσαν να θεωρηθούν ως υποψήφια και να ελεγχθούν περαιτέρω για 

µεταλλαγές, εφόσον ταυτοποιηθεί ότι είναι µεταγραφικά ενεργά στον κροταφικό λοβό.  

2) Στη χαρτογράφηση του LGI4 

Το LGI4 χαρτογραφείται στην χρωµοσωµική περιοχή 19q13, που έχει συσχετιστεί µε 

µία µορφή ιδιοπαθούς µερικής επιληψίας, την BFIC (benign familial infatile 

convulsions), που όπως και η ADLTE εµφανίζει αυτοσωµικό επικρατή τύπο 

κληρονόµησης. Επειδή σ’ αυτήν την διαταραχή, οι επιληπτικές κρίσεις σχετίζονται µε 

περιοχές του ινιακού και του βρεγµατικού λοβού, σκοπός των πειραµάτων ήταν ο 

έλεγχος της έκφρασης του Lgi4 σε αυτές τις περιοχές.   

 Η διαδικασία της υβριδοποίησης πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφηκε στις 

µεθόδους. Οι ριβοανιχνευτές (Εικ. 10, Μέθοδοι) παρήχθησαν µε µεταγραφή in vitro 

µετά από γραµµοποίηση µε κατάλληλα ένζυµα, για την παρασκευή του 

συµπληρωµατικού και του µη-συµπληρωµατικού ανιχνευτή. Η επιλογή των 

ριβοανιχνευτών έγινε έτσι ώστε να αντιστοιχούν σε γονιδιο-ειδικές περιοχές που δεν 

παρουσιάζουν συµπληρωµατικότητα µε τα mRNAs των άλλων µελών της 

υποοικογένειας (Εικ. 32). Επίσης, καθώς τµήµα του τελευταίου εξονίου του Lgi4 

αλληλοεπικαλύπτεται µε τα δύο τελευταία εξόνια του γονιδίου Fxyd3, το οποίο 

µεταγράφεται µε αντίθετο προσανατολισµό (Εικ. 33, Runkel F et al, 2003), ο 

αντίστοιχος ριβοανιχνευτής σχεδιάστηκε εκτός της περιοχής αλληλοεπικάλυψης.  
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STOPATG

mLgi1
0,44kb

mLgi3
STOPATG

0,37kb

STOP

0,73kb

ATG

mLgi2
0,38kb

STOPATG

mLgi4

Πρωτεΐνη LGI1

 
Εικ. 32: Σχηµατική απεικόνιση των ριβοανιχνευτών που χρησιµοποιήθηκαν στην in 
situ υβριδοποίηση. Παριστάνονται οι ριβοανιχνευτές (οριζόντιες µαύρες γραµµές), το µήκος 
τους και η περιοχή στην οποία αντιστοιχούν, σε σχέση µε την γενωµική οργάνωση των 
γονιδίων Lgi1-4. Η γενωµική οργάνωση καθορίστηκε µε βάση τις αλληλουχίες των cDNAs 
AF246818 (Lgi1), AY841361 που καθώς περιλαµβάνει µόνο το ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης, 
επεκτάθηκε in silico (σκούρο πράσινο) βάσει αλληλουχιών από ESTs (Lgi2), NM_145219 
(Lgi3) και AJ487521 (Lgi4). Επιπλέον φαίνεται η αντιστοίχηση των µοτίβων τις πρωτεΐνης 
LGI1 (συµβολίζονται όπως και στην Εικ.30) µε τα εξόνια του γονιδίου από τα οποία 
κωδικοποιούνται. Η ίδια αντιστοιχία ισχύει και για τα γονίδια Lgi2 και Lgi3. Το γονίδιο Lgi4 έχει 
ένα εξόνιο επιπλέον και οι επαναλήψεις EPTP 2-7 της πρωτεΐνης LGI4 κωδικοποιούνται από 
τα δύο τελευταία εξόνια.  
 

 

STOP

0,73kb

ATG

Lgi4
(10.84 kb)

mFxyd3

(+)

(-)

(6.14 kb)

ATGSTOP

 
Εικ. 33: Αλληλοεπικάλυψη των 3’ άκρων των γονιδίων Lgi4 και Fxyd3 στο χρωµόσωµα 
7 του ποντικού. Σηµειώνεται η θέση του ριβοανιχνευτή (κόκκινη γραµµή) που 
χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα in situ υβριδοποίησης.  
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Από τη συγκριτική µελέτη του προτύπου έκφρασης διαπιστώθηκε ότι τα γονίδια 

αυτής της υποοικογένειας γενικά εµφανίζουν εκτεταµένη έκφραση στον εγκέφαλο, 

παρουσιάζοντας τόσο αλληλοεπικαλυπτόµενες όσο και διακριτές 

περιοχές µεταγραφικής ενεργότητας.  

 Ειδικότερα, ταυτοποιήθηκαν περιοχές του κροταφικό λοβού όπου όλα τα 

γονίδια είναι µεταγραφικά ενεργά. Έτσι, παρατηρήθηκε συνεντοπισµός των 

µεταγράφων των Lgi1-4 στον ενδορινικό φλοιό και τον ιππόκαµπο (Εικ. 34Α). Στον 

πρώτο, διαπιστώθηκε έκφραση σε όλες τις στοιβάδες του, εκτός από το Lgi2, που 

εµφανίζει ειδικότερη υψηλή έκφραση σε συγκεκριµένη στοιβάδα. Ο ενδορινικός 

φλοιός αποτελεί ένα σηµαντικό κέντρο του εγκεφάλου που σχετίζεται µε την µνήµη. 

Αποτελεί την είσοδο στον ιππόκαµπο και είναι υπεύθυνος για την επεξεργασία των 

σηµάτων εισόδου. Στον ιππόκαµπο παρουσιάζεται συνεντοπισµός των µεταγράφων 

στην οδοντωτή έλικα (dentate gyrus, Εικ. 34Α). Η περιοχή αυτή περιέχει κοκκώδη 

κύτταρα που προεκβάλλουν στα πυραµιδικά κύτταρα των ζωνών CA2-4 του 

ιπποκάµπου. Τα κοκκώδη κύτταρα αποτελούν διεγερτικούς νευρώνες που δέχονται 

σήµατα από περιοχές του νεοφλοιού. Η οδοντωτή έλικα είναι από τις λίγες περιοχές 

του εγκεφάλου όπου γίνεται νευρογένεση. Συνέκφραση και των τεσσάρων γονιδίων 

διαπιστώθηκε στον σωµατοαισθητικό φλοιό του βρεγµατικού λοβού και την 

παρεγκεφαλίδα (Εικ. 34Α). Ωστόσο, στην τελευταία, ενώ τα Lgi1 και Lgi3 εκφράζονται 

τόσο στην µοριακή όσο και στην κοκκοειδή στοιβάδα, το Lgi2 είναι µεταγραφικά 

ενεργό κυρίως στην κοκκοειδή στοιβάδα και το Lgi4 αποκλειστικά στα κύτταρα 

Purkinje.  

 Επιπλέον, ταυτοποιήθηκαν περιοχές όπου συγκεκριµένα µόνο µέλη της 

υποοικογένειας εµφανίζουν αλληλοεπικαλυπτόµενη έκφραση (Εικ. 34Β). Ειδικότερα, 

στο µεταιχµιακό σύστηµα διαπιστώθηκε συνέκφραση των: α) Lgi2, 3, 4 στο 

διάφραγµα (septum) έναν πυρήνα που σχετίζεται µε το θυµό και την ευχαρίστηση,  

β) Lgi1, 2 και 4 στον απιοειδή φλοιό (piriform cortex), γ) των Lgi1, 2 και 3 στην 

περιοχή CA3 του ιπποκάµπου και σε πυρήνες του θαλάµου. Το µεταιχµιακό σύστηµα 

περιλαµβάνει περιοχές από όλους τους λοβούς των εγκεφαλικών ηµισφαιρίων και 

φυλογενετικά αποτελεί ένα από τα πιο πρωτόγονα µέρη του εγκεφάλου. 

∆ιαδραµατίζει κεντρικό ρόλο στη µνήµη, τη µάθηση, τα συναισθήµατα, τη 

νευροενδοκρινική λειτουργία και σε αυτόνοµες δραστηριότητες ενώ διάφορες κλινικές 

καταστάσεις συσχετίζονται µε διαταραχές αυτού του συστήµατος, όπως επιληψίες, 

ψυχιατρικές διαταραχές, άνοια κ.λπ. Οι παραπάνω δοµές του συστήµατος που 

περιγράφηκαν, πλην του θαλάµου, ανήκουν όλες στον κροταφικό λοβό. Επιπλέον, 

στον µετωπιαίο λοβό, ταυτοποιήθηκε συνέκφραση των γονιδίων Lgi3 και Lgi4 στον 

κινητικό φλοιό.   
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Τέλος, ταυτοποιήθηκαν δοµές όπου µόνο ένα γονίδιο της υποοικογένειας 

εµφάνιζε υψηλή µεταγραφική ενεργότητα (Εικ. 34Γ). Έτσι, στον κροταφικό λοβό το 

Lgi1 παρουσιάζει υψηλά επίπεδα έκφρασης στον ακουστικό φλοιό, στην στοιβάδα 

Oriens, στον κοιλιακό σύνδεσµο (ventral commissure) και στο υπόθεµα (subicullum) 

του ιπποκάµπου, καθώς και στα αµύγδαλα. Επιπλέον, παρατηρήθηκε έκφραση του 

Lgi1 στον οσφρητικό και τον οπτικό φλοιό. Υψηλά επίπεδα µεταγράφων του Lgi2 

εντοπίστηκαν στον κάτω παρεγκεφαλιδικό µίσχο (inferior cerebellar peduncle), µία 

µεγάλη δέσµη ινών που συνδέει τον προµήκη µυελό µε την παρεγκεφαλίδα. Για τo 

Lgi3 ταυτοποιήθηκε υψηλή έκφραση στον φλοιό του προσαγωγίου (cingulated 

cortex) και σε αιθουσαίους πυρήνες ενώ για το Lgi4 στην συνδετική περιοχή 

(association area) του κροταφικού φλοιού.  

 Συµπερασµατικά, το πρότυπο έκφρασης του Lgi1 είναι σε συµφωνία µε τον 

κλινικό φαινότυπο της συγκεκριµένης µερικής επιληψίας που εκπορεύεται από 

δυσλειτουργία του κροταφικού λοβού και του περιβάλλοντος ακουστικού φλοιού. 

Επίσης, καθώς παρατηρήθηκαν περιοχές του κροταφικού λοβού όπου τα γονίδια 

Lgi2-4 εµφανίζουν πρότυπο έκφρασης παρόµοιο µε αυτό του Lgi1, είναι δυνατόν να 

θεωρηθούν ως υποψήφια για περιπτώσεις οικογενειών, που παρουσιάζουν 

παρόµοια συµπτώµατα και στις οποίες δεν ταυτοποιήθηκαν µεταλλαγές στο LGI1. Η 

ADLTE εµφανίζει επικρατή τρόπο κληρονόµησης, γεγονός που µπορεί να σηµαίνει 

ότι οφείλεται σε κέρδος λειτουργίας της πρωτεΐνης. Επίσης, και µε βάση τα 

αποτελέσµατα των Gu W et al (2005) όπου διάφορα µεταλλάγµατα της  

ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης LGI1 συσσωρεύονται σε µεγάλο βαθµό ενδοκυτταρικά 

αντί να εκκρίνονται, µπορούµε να υποθέσουµε ότι µεταλλαγές στα άλλα παράλογα 

γονίδια µπορεί να οδηγούν στο ίδιο αποτέλεσµα µε συνέπεια την εκδήλωση 

παρόµοιου κλινικού φαινοτύπου. Ωστόσο, η ανάλυση των κωδικών αλληλουχιών των 

παραλόγων γονιδίων σε 12 οικογένειες και σε 38 σποραδικές περιπτώσεις που 

εµφανίζουν κλινικά συµπτώµατα παρόµοια µε της ADLTE χωρίς να φέρουν 

µεταλλαγές στο LGI1, δεν οδήγησε στην ταυτοποίηση µεταλλαγών (αδηµοσίευτα 

αποτελέσµατα Ayerdi-Izquierdo A et al). Τα αποτέλεσµατα αυτά δείχνουν ότι τα 

γονίδια LGI2-4 δεν σχετίζονται, τουλάχιστον σε µεγάλο βαθµό, µε την ADLTE αν και 

η τελική απάντηση για συµµετοχή των παραλόγων στην ανάπτυξη της νόσου, απαιτεί 

περαιτέρω µελέτες σε µεγαλύτερο δείγµα. Με βάση την απουσία µεταλλαγών στα 

παράλογα γονίδια στην παραπάνω µελέτη και µε το γεγονός ότι το πρότυπο 

έκφρασής των τεσσάρων γονιδίων φαίνεται να διαφοροποιείται σε αρκετές περιοχές 

του εγκεφάλου, µπορούµε να υποθέσουµε ότι η λειτουργία τους έχει αποκλίνει κατά 

την εξέλιξη. Αυτό είναι σε συµφωνία µε αντίστοιχη πρόσφατη µελέτη στο zebrafish 

κατά την οποία εντοπίστηκαν σηµαντικές διαφορές στις περιοχές µεταγραφικής 
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ενεργότητας µεταξύ των παραλόγων γονιδίων Lgi σε αυτόν τον οργανισµό (Gu W et 

al, 2005). Ωστόσο, και στο zebrafish παρατηρήθηκε έκφραση σε νευρικό ιστό. 

Ανοικτό παραµένει το ερώτηµα εάν τα παράλογα γονίδια µπορούν να συσχετιστούν 

µε άλλες µορφές ιδιοπαθούς επιληψίας. Η ανάλυση του προτύπου έκφρασής τους 

έδειξε ότι αυτά είναι µεταγραφικά ενεργά στον εγκέφαλο, απαραίτητη προϋπόθεση 

για να θεωρηθούν ως υποψήφια. Επιπλέον, σηµαντικό είναι ότι µεταξύ των περιοχών 

όπου ανιχνεύτηκαν µετάγραφα του Lgi4 συµπεριλαµβάνεται ο σωµατοαισθητικός 

φλοιός, γεγονός που σε συνδυασµό µε την  χαρτογράφηση του γονιδίου αυτού στην 

κρίσιµη περιοχή της BFIC, θεωρούνται σηµαντικές ενδείξεις ώστε να διερευνηθεί η 

παρουσία µεταλλαγών σ’ αυτό, σε άτοµα µε την συγκεκριµένη διαταραχή.   
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Στεφανιαίες τοµές Εγκάρσιες τοµές  
Εικ. 34Α: Συνέκφραση των γονιδίων Lgi1-4 στον εγκέφαλο. H συγκριτική µελέτη των 
προτύπων έκφρασης έδειξε ότι όλα τα γονίδια είναι µεταγραφικά ενεργά σε συγκεκριµένες 
περιοχές του κροταφικού λοβού: στον ενδορινικό φλοιό (ent, Α1-Α4) και στην οδοντωτή έλικα 
(DG:dentate gyrus, Β1-Β4). Επίσης διαπιστώθηκε συνέκφραση των γονιδίων στον σωµατο-
αισθητικό φλοιό (S, Γ1-Γ4) του βρεγµατικού λοβού και στην παρεγκεφαλίδα. Σηµειώνεται η 
κοκκοειδής (gr) και η µοριακή (mol) στοιβάδα ενώ στο Lgi4 (∆4) το βέλος δείχνει τη στοιβάδα 
των κυττάρων Purkinje, όπου εντοπίζεται η έκφραση. Επιπλέον, συµβολίζονται οι στεφανιαίες 
(σ) και οι εγκάρσιες τοµές (ε).  
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Εικ. 34Β: Περιοχές υψηλής µεταγραφικής ενεργότητας των γονιδίων Lgi1-4 στον 
εγκέφαλο. Συνέκφραση των γονιδίων Lgi2 (A1), Lgi3 (A2) και Lgi4 (A3) στο διάφραγµα 
(septum), των Lgi1 (Β1), Lgi2 (B2) και Lgi4 (Β3) στον απιοειδή φλοιό (piriform cortex), των 
Lgi1 (Γ1), Lgi2 (Γ2) και Lgi3 (Γ3) στην περιοχή CA3 του ιπποκάµπου, των Lgi1 (∆1), Lgi2 (∆2) 
και Lgi3 (∆3) στον θάλαµο και των Lgi3 (Ε1) και Lgi4 (Ε2) στον κινητικό φλοιό σε στεφανιαίες 
(σ) και εγκάρσιες τοµές (ε).  
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Εικ. 34Γ: Έκφραση των γονιδίων Lgi1-4 σε διακριτές περιοχές του εγκεφάλου. Το 
γονίδιο Lgi1 εκφράζεται στον ακουστικό (Α, AuD), τον οσφρητικό (Β, Olf) και τον οπτικό (Γ, 
Orb) φλοιό, στη στοιβάδα Oriens (∆, O_L), τον κοιλιακό σύνδεσµο (E, vhc) και το υπόθεµα 
(ΣΤ, sub) του ιπποκάµπου, καθώς και στα αµύγδαλα (Ζ, amy). Υψηλή έκφραση του Lgi2 
ταυτοποιήθηκε στον κάτω παρεγκεφαλιδικό µίσχο (Η, icp), του Lgi3 στον φλοιό του 
προσαγωγίου (Θ, cc) και σε αιθουσαίους πυρήνες (Ι, Κ, vn) και του Lgi4 στην συνδετική 
περιοχή (association area) του κροταφικού φλοιού (Λ, tc-aa). Συµβολίζονται οι στεφανιαίες (σ) 
και οι εγκάρσιες τοµές (ε).  
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B. Ταυτοποίηση και χαρακτηρισµός του γονιδίου που συνδέεται µε την 

εύθραυστη θέση FRA10A  

 Προσδιορισµός και κλωνοποίηση του cDNA του γονιδίου FRA10AC1 

 Η FRA10A ανήκει στις εύθραυστες χρωµοσωµικές θέσεις που επάγονται µε 

καλλιέργεια των κυττάρων ελλείψει φυλλικού οξέος. Σε µοριακό επίπεδο έχουν 

χαρακτηριστεί 5 από τις 24 θέσεις αυτής της κατηγορίας (FRA16Α, FRA11Β, FRAXA, 

FRAXE, FRAXF, βλ. Εισαγωγή) και η έκφρασή τους έχει συσχετιστεί µε την επέκταση 

της επανάληψης CGG. Με πιθανή εξαίρεση την FRA16A, οι υπόλοιπες εντοπίζονται 

µέσα σε γονίδια.  

 Με σκοπό τον εντοπισµό της FRA10A και του αντίστοιχου πιθανού γονιδίου, 

διερευνήθηκε το σύνολο της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του χρωµοσώµατος 10 για 

την ταυτοποίηση επαναλήψεων τύπου (CGG)n. Η διερεύνηση έγινε µε ανιχνευτή την 

αλληλουχία (CGG)8 χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα blastn, χωρίς φιλτράρισµα των 

περιοχών χαµηλής πολυπλοκότητας και των επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών. Με 

αυτόν τον τρόπο εντοπίστηκαν διάφοροι γενωµικοί κλώνοι και διαχωρίστηκαν βάσει 

του αριθµού των επαναλήψεων που περιείχαν (Πιν. 11). Η πρώτη οµάδα κλώνων 

έφερε την αλληλουχία (CGG)≥8, η δεύτερη οµάδα την (CGG)7, ενώ οι υπόλοιποι 

κλώνοι περιείχαν λιγότερες ή ατελείς επαναλήψεις. Ακολούθως, εξετάστηκε η θέση 

τους στο φυσικό χάρτη του χρωµοσώµατος (Πιν. 11) µε προτεραιότητα τους κλώνους 

των δύο πρώτων οµάδων.  

 Εφόσον η FRA10A είχε χαρτογραφηθεί στο 10q23.3, επιλέχθηκαν οι κλώνοι 

αυτής της περιοχής για περαιτέρω µελέτη: οι bA103A2, bA380G5 και bA165M8 που 

χαρτογραφούνταν στο 10q23.31 και ο bA437J2 στο 10q23.33 (Εικ. 35).  

 Ο bA103A2 φέρει την αλληλουχία (CGG)9 στον υποκινητή του γονιδίου HTR7 

(Εικ. 35) που ανήκει στην οικογένεια των υποδοχέων της σεροτονίνης. Ο HTR7 

εντοπίζεται τόσο στον εγκέφαλο όσο και στην περιφέρεια και έχει προταθεί ότι 

συµµετέχει στη λειτουργία της θερµορύθµισης, βάσει µελετών σε ποντίκια knockout 

(Hedlund PB, 2003). Παρά την θέση όπου χαρτογραφείται αυτή η επανάληψη, ο 

φαινότυπος των ποντικών µε απενεργοποιηµένο το HTR7 είναι φυσιολογικός, τόσο 

µορφολογικά όσο και από άποψη συµπεριφοράς και συνεπώς δεν φαίνεται να 

υπάρχει σύνδεση της λειτουργίας αυτού του γονιδίου µε τον φαινότυπο διανοητικής 

καθυστέρησης που έχει συσχετιστεί µε την FRA10A.  

 Ο bA380G5 φέρει τις επαναλήψεις (CGG)8, (CGG)6 και (CGG)5 στο 5’UTR του 

γονιδίου PTEN (Εικ. 35). Οι δύο πρώτες είναι ατελείς καθώς παρεµβάλλονται οι 

αλληλουχίες CCG και CAG αντίστοιχα, ενώ για την πρώτη έχει δειχθεί ότι είναι 

πολυµορφική µε ποσοστό ετεροζυγωτίας 27% (Wren JD et al, 2000). Το ΡΤΕΝ είναι 
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ένα ογκοκατασταλτικό γονίδιο και µεταλλαγές του έχουν ταυτοποιηθεί σε 

σποραδικούς καρκίνους γλοιοβλαστώµατος ενδοµητρίου και προστάτη, καθώς και σε 

κληρονοµήσιµα νοσήµατα (νόσος Cowden, σύνδροµο Bannayan-Zonana, νόσος 

Lhermitte-Duclos) που χαρακτηρίζονται από πολλαπλά αµαρτώµατα και αυξηµένη 

προδιάθεση εµφάνισης καρκίνου. Η πρωτεΐνη έχει δράση φωσφατάσης και 

συµµετέχει σε σηµατοδοτικά µονοπάτια που ρυθµίζουν βασικές κυτταρικές 

λειτουργίες, όπως τον κυτταρικό κύκλο, την απόπτωση και την διαφοροποίηση. Τα 

οµόζυγα knockout ποντίκια πεθαίνουν πολύ νωρίς κατά την εµβρυογένεση, ενώ τα 

ετερόζυγα αναπτύσσουν ένα ευρύ φάσµα όγκων (µαστού, θυρεοειδή, ενδοµητρίου, 

προστάτη, Τ-λεµφοκυττάρων). Η βιοχηµική λειτουργία του ΡΤΕΝ και ο φαινότυπος 

(υπερπλασία, αταξία, επιληπτικές κρίσεις, πρόωρος θάνατος) των ποντικών µε 

απενεργοποιηµένο το γονίδιο ειδικά σε συγκεκριµένες περιοχές του εγκεφάλου δεν 

µπορεί µάλλον να συσχετιστεί µε το φαινότυπο των φορέων της FRA10A (Kishimoto 

H et al, 2003; Stiles B et al, 2004). Ο bA165M8 είναι αλληλοεπικαλυπτόµενος του 

bA380G5 και περιέχει τις ίδιες επαναλήψεις (Εικ. 35).  

 Ο bA437J2 φέρει την αλληλουχία (CGG)8 στο µέσο του και περιλαµβάνει τo 5’ 

άκρο (τα δύο πρώτα εξόνια) του γονιδίου LGI1 και το 3’ άκρο (τα επτά τελευταία 

εξόνια) του γονιδίου PDE6C (Εικ. 35). Για να ταυτοποιηθεί ο κλώνος BAC που 

προσδιορίζει την FRA10A, έγινε ανάλυση FISH στους ανωτέρω κλώνους από την 

συνεργαζόµενη οµάδα του Dr. R. Seibert. Το αποτέλεσµα της ανάλυσης υπέδειξε ως 

θετικό τον κλώνο bA437J2 (βλ. Συζήτηση).    
Καθώς δεν είχε ταυτοποιηθεί κάποιο γονίδιο παράπλευρα της επανάληψης, 

αξιοποιήθηκαν οι διαθέσιµες αλληλουχίες των ESTs για να εξεταστεί η ύπαρξη 

ανοικτού πλαισίου ανάγνωσης στην περιοχή. Συγκεκριµένα, διερευνήθηκε η βάση 

δεδοµένων dbEST του ανθρώπου χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτή την αλληλουχία 

του κλώνου εκατέρωθεν της επανάληψης µε το πρόγραµµα blastn. Το αποτέλεσµα 

ήταν η ταυτοποίηση 9 αλληλοεπικαλυπτόµενων ESTs (BM272089, AA114024, 

BF680539, BF794692, CB266740, BF033688, BI763499, AL702137 και BM545030) 

που χρησιµοποιήθηκαν για επαναληπτικό κύκλο διερεύνησης. Με αυτόν τον τρόπο 

εµπλουτίστηκε η συλλογή των ESTs και από την στοίχισή τους κατασκευάστηκε ένα 

πλήρους µήκους cDNA (Εικ. 36), 1344bp που περιέχει ένα ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης 945bp. Με βάση τον κανόνα Kozak (Kozak M, 1986) τo κωδικόνιο 

έναρξης της µετάφρασης εντοπίζεται στo nt:195 και το κωδικόνιο λήξης στo nt:1140 

(Eικ. 37). Η επανάληψη (CGG)n εντοπίζεται στο 5’UTR του cDNA ενώ η ανάλυση της 

αλληλουχίας των ESTs υπέδειξε την πιθανή πολυµορφικότητά της. Το 5’ UTR 

προσδιορίστηκε βάσει του EST BF794692 και το µέγεθος του εκτιµάται σε ≥194bp. 

Το 3’ UTR έχει µέγεθος 202bp και από την στοίχιση των ESTs φαίνεται πως φέρει 
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δύο λειτουργικά εναλλακτικά σήµατα πολυαδενυλίωσης, στo nt:1265 (ΑΑΤΑΑΑ) και 

στο nt:1320 (ΑΤΤΑΑΑ), Εικ.36. Τα ESTs που χρησιµοποιούν το σήµα ΑΑΤΑΑΑ είναι 

τριπλάσια αυτών που χρησιµοποιούν το εναλλακτικό, φαινόµενο που έχει 

παρατηρηθεί στα περισσότερα mRNAs του ανθρώπου που φέρουν πολλαπλά 

σήµατα πολυαδενυλίωσης, γεγονός που πιθανώς αντικατοπτρίζει την µεγαλύτερη 

σταθερότητα ή την αποτελεσµατικότερη ωρίµανση των µορίων µε κανονικό σήµα 

(Beaudoing E et al, 2000).  

  
Πιν. 11: Γενωµικοί κλώνοι του χρωµοσώµατος 10 που περιέχουν την επανάληψη CGG. 
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q22.3bA529C24

q22.3bA36D19

q22.3bA131C15 

ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΗ ΘΕΣΗΟΜΑ∆Α 2

p12.33bA161K20

p13bA445K13

q23.31bA165M8* 

q25.3bA86E10

q22.2bA399Κ21

q23.31bA380G5*

q22.3bA428P16

ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΗ ΘΕΣΗΟΜΑ∆Α 3

p12.33bA161K20

p13bA445K13

q23.31bA165M8* 

q25.3bA86E10

q22.2bA399Κ21

q23.31bA380G5*

q22.3bA428P16

ΧΡΩΜΟΣΩΜΙΚΗ ΘΕΣΗΟΜΑ∆Α 3

 
Σηµ. :Η πρώτη οµάδα κλώνων φέρει την επανάληψη τουλάχιστον 8 φορές, η επόµενη οµάδα 
7 φορές, ενώ στους κλώνους της τελευταίας οµάδας η επανάληψη υπάρχει 6 φορές ή είναι 
ατελής. H θέση των κλώνων (δεξιά στήλη) προσδιορίστηκε βάσει του φυσικού χάρτη. Με 
αστερίσκο (*) σηµειώνονται οι κλώνοι που χαρτογραφούνται στην ζώνη q23.3. 
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89Mb

bA165M8

bA380G5

bA57C13

bA77F13

bA765C10

89,5Mb 92,5Mb

bA30G13

bA103A2

bA15K3

bA94M14

bA320F15

93Mb 95,5Mb

bA512J3

bA397J18

bA30E16

bA437J2

bA429H9

96Mb

A

1 32

bA103Α2

1 157636bp

(CGG)9

(143996-144022bp)

HTR7

B

bA380G5

1 201536bp

184765-184788bp
184941-184958bp
184820-184834bp

(CGG)8
(CGG)6

(CGG)5

PTEN

bA437J2

128796bp1

54809-54832bp

(CGG)8 LGI1PDE6C

110207bp17957bp

 
Εικ. 35: Χαρτογράφηση των γενωµικών κλώνων στο χρωµόσωµα 10 και της 
επανάληψης (CGG)n σε αυτούς. A. Απεικονίζονται τρία τµήµατα του φυσικού χάρτη (1, 2, 
3,) µήκους 0,5Mb το καθένα, που περιέχουν τους κλώνους bA437J2, bA103A2, bA165M8 και 
bA380G5 (µε κόκκινο). Πάνω από το κάθε τµήµα σηµειώνονται οι συντεταγµένες σε Mb. 
Συµβολίζονται µόνο οι κλώνοι που συνιστούν το tiling path. B. Γενωµική οργάνωση των 
γονιδίων PTEN και HTR7 στους αντίστοιχους κλώνους και τµηµάτων των LGI1 και PDE6C 
στον bA437J2 (τα παραλληλόγραµµα αντιστοιχούν στα εξόνια). Με κόκκινα βέλη σηµειώνεται 
η επανάληψη CGG και τα νουκλεοτίδια όπου εντοπίζεται. Τα µαύρα βέλη δείχνουν την φορά 
της µεταγραφής.  
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AV750861 

BG565497

AI310231
BM271766

polyA*AI494064

AW612019

BE670834

BF033688
BI763499

BM272089

AI804930

BG287064

AI765355

AW172600 polyA**

BF962000

BF694249

BG201988

AW963796

BG203541
BG202494

BF671718

AW885952

BF667536

BF794692

BI491928/AW020969

AA652738

polyA**AW138666
AI147629

AW317067

polyA**AI147620/

BG213500

AW611793 polyA**

100bp

BF680539

D62864

BF857810

AA375304

BG195340

BG193002 polyA**
polyA**BG201120

BF960218

BF357437

BG218978 polyA**

AA114025

BG214751
polyA**AI668922

AI971005

D62908

BG219979

BG191052
R85652

AA114024

AI864742

AA174171AA174171

AA296219

BF886928

BF886303

BF885956

BF885988

BG213501

1 1344

BF446793 polyA*BF446793 polyA*

BF110909 polyA*BF110909 polyA*
polyA**AW572033

AA843806 polyA**

BG184091 polyA**

AV682434

cDNA

Κλίµακα:

ATG TGA
CGG

BQ345249

 
Εικ. 36: Κατασκευή του cDNA πλήρους µήκους in silico. Παρουσιάζεται το cDNA 
πλήρους µήκους (µαύρη γραµµή) και τα ESTs που χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή του 
(κόκκινες γραµµές) τα οποία έχουν τοποθετηθεί βάσει της σχετικής τους αλληλοεπικάλυψης. 
∆εκατέσσερα ESTs φέρουν ουρά polyA και παρέχουν ένδειξη για ύπαρξη δύο εναλλακτικών 
σηµάτων: στο nt:1289 (**) και στο nt:1344 (*). Στο µαύρο πλαίσιο απεικονίζονται τα ESTs 
AV682434 και BQ345249 που πιθανώς αντιστοιχούν σε εναλλακτικά µετάγραφα (βλ. 
παρ.2.2.6.). Τα ESTs στο µπλε πλαίσιο δεν χρησιµοποιήθηκαν στην κατασκευή του cDNA, 
καθώς θεωρήθηκαν προϊόντα ατελούς ωρίµανσης του πρόδροµου mRNA. 
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Για την κλωνοποίηση του cDNA σχεδιάστηκαν οι εκκινητές F και R4 (Εικ. 37) 

και πραγµατοποιήθηκε PCR (συνθήκες: 94oC 5min/ 94oC 45sec, 52oC 45sec, 72oC 

1min, για 5 κύκλους/ 94oC 45sec, 57oC 45sec, 72oC 1min, για 30 κύκλους/ 72oC 

5min), χρησιµοποιώντας ως υπόστρωµα 5ng προϊόντος αντίδρασης µεταγραφής 

από όρχεις ανθρώπου (MTC, Clontech). Το προϊόν είχε µέγεθος 949bp και 

περιλάµβανε όλο το ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης (πλην του τελευταίου κωδικονίου 

και του κωδικονίου λήξης). Μετά την αποµόνωσή του από πήκτωµα αγαρόζης, 

ακολούθησε επαναληπτική PCR και κλωνοποίηση στον φορέα pGEM-T Easy όπου 

και προσδιορίστηκε η αλληλουχία του DNA, που επιβεβαίωσε την πρόβλεψη in silico. 

Η στοίχιση των δύο αλληλουχιών δείχνει πέντε νουκλεοτιδικές αλλαγές, που πιθανώς 

αντιστοιχούν σε πολυµορφισµό νουκλεοτιδίου (SNPs), τις T284C, A869G, G241A, 

C427G και G435A (Εικ. 37). Οι δύο πρώτες δεν οδηγούν σε αµινοξική αλλαγή ενώ οι 

υπόλοιπες προκαλούν τις αντικαταστάσεις R16H, Τ78R και V81I αντίστοιχα οι οποίες 

συναντώνται τουλάχιστον σε ένα ορθόλογο µόριο (βλ. παρακάτω). Aπό τις 

παραπάνω νουκλεοτιδικές αλλαγές, οι T284C, G241A και C427G υπάρχουν 

καταχωρηµένες ως SNPs και στην αντίστοιχη βάση δεδοµένων 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) µε κωδικούς πρόσβασης rs11187597, 
rs726817 και rs2275438 αντίστοιχα.  

 Το cDNA κατατέθηκε στη βάση δεδοµένων Genbank µε κωδικό πρόσβασης 

AJ431721 και ονοµάστηκε FRA10AC1, λόγω της χαρτογράφησής του στην 

εύθραυστη θέση FRA10A.  

 

 Προσδιορισµός της γενωµικής οργάνωσης του FRA10AC1 

Ο προσδιορισµός της γενωµικής οργάνωσης του FRA10AC1 

πραγµατοποιήθηκε µε στοίχιση του cDNA µε την γενωµική αλληλουχία του bA437J2 

(Genbank ID. AL157396) χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα Blast 2 sequences. Από 

την ανάλυση προέκυψε ότι το γονίδιο εκτείνεται περί τα 33kb και ότι το cDNA 

στοιχίζεται µε τη γενωµική αλληλουχία σε 14 τµήµατα (Εικ. 38) που αντιστοιχούν στα 

εξόνια 1-12 και 18-19. Η αρίθµηση αυτή χρησιµοποιείται εδώ για να είναι συµβατή µε 

τα επιπλέον, εναλλακτικά εξόνια που ταυτοποιήθηκαν πειραµατικά (βλ.παρακάτω). 

Το µέγεθος των εξονίων κυµαίνεται µεταξύ 39 και 245bp ενώ των ιντρονίων µεταξύ 

119 και 4788bp. Όλα τα σηµεία συναρµογής εξονίων-ιντρονίων φέρουν την 

συντηρηµένη αλληλουχία ag/gt. Το κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης εντοπίζεται 

στην αρχή του δευτέρου εξονίου ενώ το κωδικόνιο λήξης βρίσκεται στο τελευταίο 

(#19) εξόνιο. Η επανάληψη (CGG)n χαρτογραφείται στο εξόνιο 1 που αντιστοιχεί στο 

5’ UTR.  
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1     GTAGGGAGAGGCGGGTTGCGGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGTGGTGGTTGTGGCG 
61    AGGCTGTGCGGCAGGGCGCACGGGACCTGTGCTGCAGCGGCTCTCTCAGGCCGTGGGTCG 
121   TCGCTGCAGCTGCCGGGAAAGAAGGAAACGACGACTCCGGGGGCGAACTTGGCACACAGG 
 
181   GAGGAAGGGAAAGGATGCATGGTCATGGAGGCTATGATTCTGATTTTAGTGATGATGAAC 
                     M  H  G  H  G  G  Y  D  S  D  F  S  D  D  E   
 
241   GCTGTGGAGAATCCAGCAAAAGGAAAAAAAGGACAGTTGAAGAΤGACTTACTGCTCCAAA 
16    R  C  G  E  S  S  K  R  K  K  R  T  V  E  D  D  L  L  L  Q   
 
301   AACCATTTCAGAAAGAAAAACATGGAAAGGTGGCCCATAAACAAGTTGCAGCAGAATTGC 
36    K  P  F  Q  K  E  K  H  G  K  V  A  H  K  Q  V  A  A  E  L   
 
361   TGGATAGGGAAGAAGCAAGAAATAGAAGGTTTCATCTCATAGCTATGGATGCTTATCAAA 
56    L  D  R  E  E  A  R  N  R  R  F  H  L  I  A  M  D  A  Y  Q   
 
421   GACATACAAAGTTCGTAAATGACTATATTTTATACTATGGTGGCAAAAAAGAAGACTTCA 
76    R  H  T  K  F  V  N  D  Y  I  L  Y  Y  G  G  K  K  E  D  F   
 
481   AGCGTTTGGGGGAAAATGACAAGACAGACTTGGATGTTATACGAGAAAATCATAGATTCC 
96    K  R  L  G  E  N  D  K  T  D  L  D  V  I  R  E  N  H  R  F   
 
541   TATGGAATGAGGAGGACGAAATGGACATGACTTGGGAGAAGAGACTTGCTAAGAAATACT 
116   L  W  N  E  E  D  E  M  D  M  T  W  E  K  R  L  A  K  K  Y   
 
601   ATGATAAATTATTTAAGGAATACTGCATAGCAGATCTCAGTAAATATAAAGAAAATAAGT 
136   Y  D  K  L  F  K  E  Y  C  I  A  D  L  S  K  Y  K  E  N  K   
 
661   TTGGATTTAGGTGGCGAGTAGAAAAAGAAGTAATTTCAGGAAAAGGTCAATTTTTCTGTG 
156   F  G  F  R  W  R  V  E  K  E  V  I  S  G  K  G  Q  F  F  C   
 
721   GAAATAAATATTGTGATAAAAAAGAAGGCTTAAAGAGTTGGGAAGTTAATTTTGGTTATA 
176   G  N  K  Y  C  D  K  K  E  G  L  K  S  W  E  V  N  F  G  Y   
 
781   TTGAGCATGGTGAGAAGAGAAATGCACTTGTTAAATTAAGGTTATGCCAAGAATGTTCCA 
196   I  E  H  G  E  K  R  N  A  L  V  K  L  R  L  C  Q  E  C  S   
 
841   TTAAATTAAATTTCCATCACAGGAGAAAAGAAATCAAGTCAAAAAAAAGAAAAGATAAAA 
216   I  K  L  N  F  H  H  R  R  K  E  I  K  S  K  K  R  K  D  K   
 
901   CCAAAAAAGACTGTGAAGAGTCATCACATAAAAAATCCAGATTATCTTCTGCAGAAGAGG 
236   T  K  K  D  C  E  E  S  S  H  K  K  S  R  L  S  S  A  E  E   
 
961   CCTCCAAGAAAAAAGATAAAGGACATTCATCTTCAAAGAAATCTGAAGATTCTCTACTTA 
256   A  S  K  K  K  D  K  G  H  S  S  S  K  K  S  E  D  S  L  L   
 
1021  GAAACTCTGATGAGGAAGAAAGTGCTTCAGAATCTGAACTTTGGAAGGGTCCACTACCAG 
276   R  N  S  D  E  E  E  S  A  S  E  S  E  L  W  K  G  P  L  P   
 
1081  AGACAGATGAAAAATCACAGGAAGAAGAATTTGATGAGTATTTTCAGGATTTGTTTCTAT 
296   E  T  D  E  K  S  Q  E  E  E  F  D  E  Y  F  Q  D  L  F  L   
 
1141  GAGACGAGAGAGAGAAGCCTCCGCTCCTTAATGTGAAACTTCATGAAGTTTTAAACTTCA 
      * 
1201  TGCAATTTGAAATTCCATATAAGTTTTTATCTGCAAGTTACAGCTTGTGTGGTTTGTCTT 
1261  TGGAAATAAAAATCCAGGTTCTCTCAGAATGTCAGAGGCTTTGGAAGTTCATTAGTTCAA 
1321 TTAAAGACTTTCCTGTCCTTTAAA 

R4

F

R2

F2 

F3 

 
Εικ. 37: Η νουκλεοτιδική αλληλουχία (1344bp) του cDNA του γονιδίου FRA10AC1. Το 
κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης εντοπίζεται στo nt:195 και το κωδικόνιο λήξης στo 1140. 
Το ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης (µαύρα γράµµατα) κωδικοποιεί πολυπεπτίδιο 315 αµινοξέων 
του οποίου η αλληλουχία απεικονίζεται ακριβώς κάτω από το cDNA. Οι αµετάφραστες 
περιοχές συµβολίζονται µε µπλε γράµµατα. Στην 5’UTR σηµειώνεται η επανάληψη (CGG)8. 
Tα όρια των εξονίων συµβολίζονται µε κόκκινα βέλη. Επίσης απεικονίζονται τα ζεύγη των 
εκκινητών (πράσινα βέλη) F-R4, F2-R2 και F3-R2 που χρησιµοποιήθηκαν για την 
κλωνοποίηση του cDNA, για την παρασκευή του ανιχνευτή για την ανάλυση Northern και στις 
αντιδράσεις RT-PCR κατά τη µελέτη του προτύπου έκφρασης. Τέλος, σηµειώνονται τα 
πιθανά εναλλακτικά σήµατα πολυαδενυλίωσης (υπογραµµισµένα) και οι νουκλεοτιδικές 
αλλαγές που ταυτοποιήθηκαν, µετά από σύγκριση της γενωµικής αλληλουχίας µε το cDNA 
(πράσινη σκίαση).  
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...GGG - E1  - AGGgtgt - I1 =2268bp - acagATG - E2 - AAGgtaa - I2 =1633bp -
tcagGAC - E3 - TAGgtat - I3 =119bp  - acagGGA - E4 - GCTgtat - I4 =3198bp -
tcagTAT - E5  - GGGgtaa - I5 =2131bp - ccagGGA - E6 - TTGgtaa - I6 = 552bp -
ctagGGA - E7  - AAGgtat - I7 =4559bp - tcagTTT - E8 - AAGgtaa - I8 =2044bp -
gcagGTC - E9  - TAAgtaa - I9 =1147bp - ttagGGT - E10- CAGgtaa - I10=2457bp -
aaagGAG - E11 - AAGgtaa - I11=4788bp - tcagGAC - E12- TTAgtaa - I12= 951bp -
ggagATG - E13 - CAAgtga - I13=1812bp - aaagAGA - E14- AAAgtaa - I14= 361bp -
gtagGAA - E15 - GAGgtga - I15=1223bp - ttagACT - E16- TTTgtga - I16= 137bp -
gaagGTA - E17 - CAGgtaa - I17= 977bp - acagGAA - E18- ACAgtaa - I18= 901bp
atagGGA - E19 - TGA……TTTGGAAATAAAAATCCA……AGTTCAATTAAAGACTTT -

194         77       96 46         77      84    85   46     114  43      119             39  80      72  64   48 79   79 245   bp

(CGG)n

ATG TGA

1                    2            3      4               5     6        7                    8             9        10 11                     12     13         14    15    16    17      18           19

54854
54661

52392
52316

50682
50587

50467
50422

47223
47147

45015
44932

44379
44295

39735
39690

37645
37532

36384
36342

33884
33766

28977
28939

23134
23056

22154
21910

Α. 

Β. 

Γ. 

bA437J2

128796bp1

LGI1PDE6C

110207bp17957bp

FRA10AC1

54854bp21190bp

 
Εικ. 38: Γενωµική οργάνωση του γονιδίου FRA10AC1. Α. Το γονίδιο περιλαµβάνει 19 
εξόνια (κουτιά). Στο κύριο µετάγραφο το εξόνιο 12 συνδέεται µε το εξόνιο 18, ενώ τα εξόνια 
13-17 (µαύρα) περιλαµβάνονται µόνο στα εναλλακτικά µετάγραφα (παρ. 2.2.6.). Η 
επανάληψη CGG χαρτογραφείται στο 5’UTR (µπλε). Επίσης αναγράφεται το µήκος των 
εξονίων και τα νουκλεοτίδια της γενωµικής αλληλουχίας AL157396 (αντίστροφη 
συµπληρωµατική της κωδικής αλυσίδας) µε τα οποία στοιχίζονται. Β. Οι αλληλουχίες στα όρια 
εξονίων (Ε1-Ε19, κεφαλαία γράµµατα)-ιντρονίων (Ι1-Ι18, µικρά γράµµατα) είναι συντηρηµένες 
(ag-gt). Επιπλέον, αναγράφεται το µήκος κάθε ιντρονίου ενώ έχουν υπογραµµιστεί τα δύο 
πιθανά εναλλακτικά σήµατα πολυαδενυλίωσης. Γ. Χρωµοσωµική οργάνωση του γονιδίου 
FRA10AC1 και των γειτονικών του LGI1 και PDE6C. Τα µαύρα βέλη δείχνουν την φορά της 
µεταγραφής.  
 
 

 Γονοτυπική ανάλυση της τρινουκλεοτιδικής επανάληψης CGG σε άτοµα  

 ελέγχου και σε φορείς της FRA10A 

Η πολυµορφικότητα της επανάληψης CGG σε γονίδια, αποτελεί ένδειξη 

δυνητικής επέκτασής της. Για το γονίδιο FRA10AC1 αυτό εξετάστηκε µε γονοτυπική 

ανάλυση DNA σε 81 µη συγγενή άτοµα από 38 οικογένειες αναφοράς CEPH. Η 

ανάλυση έγινε µε PCR χρησιµοποιώντας τους εκκινητές F1 (ραδιοσηµασµένος) και 

R1 που υβριδοποιούνται εκατέρωθεν της αλληλουχίας (CGG)n του γονιδίου (Εικ. 39). 

Τα προϊόντα της αντίδρασης διαχωρίστηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικό 

πήκτωµα 6% ακρυλαµίδης-ουρίας και ταυτοποιήθηκαν µε αυτοραδιογραφία. Από την 
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ανάλυση προέκυψε ότι η επανάληψη είναι πράγµατι πολυµορφική στον πληθυσµό 

(Πιν. 12) και ταυτοποιήθηκαν 4 αλληλόµορφα (Α1-Α4) µεγέθους 210, 213, 216 και 

228bp, τα οποία φέρουν 8, 9, 10 και 14 CGG αντίστοιχα (Εικ. 40). Βάσει των 

αποτελεσµάτων, υπολογίστηκε η συχνότητα κάθε αλληλοµόρφου (Εικ. 40) και 

προσδιορίστηκε ότι το πιο σύνηθες  είναι το Α2, που φέρει την αλληλουχία (CGG)9, 

ενώ το ποσοστό ετεροζυγωτίας ανέρχεται σε 47%. Η γονοτυπική ανάλυση της 

επανάληψης σε φορείς της FRA10A έδειξε ότι στα άτοµα αυτά η επανάληψη (CGG)n 

επεκτείνεται δραµατικά, γεγονός που οδηγεί στην υπερµεθυλίωση της περιοχής και 

την µεταγραφική καταστολή του αντίστοιχου αλληλοµόρφου του γονιδίου 

(αποτελέσµατα από τα συνεργαζόµενα εργαστήρια των Dr. R. Seibert και Jozef 

Gecz, Sarafidou T et al, 2004, βλ. Συζήτηση). 
 
 
 

1     GCCATTTAGA TGTAACACGT GGCCGTGTCG GACCGGAAGT GGTGCCCAGT CGGGACCCGT 

61    AGGGAGAGGC GGGTTGCGGG CGGCGGCGGC GGCGGCGGCG GCGGTGGTGG TTGTGGCGAG 

121   GCTGTGCGGC AGGGCGCACG GGACCTGTGC TGCAGCGGCT CTCTCAGGCC GTGGGTCGTC 

181   GCTGCAGCTG CCGGGAAAGA AGGAAACGAC 

F1 

R1 

BF794692 

 
Εικ. 39: Θέση υβριδοποίησης των εκκινητών F1 και R1 στο γενωµικό DNA εκατέρωθεν 
της επανάληψης CGG. H PCR σε γενωµικό DNA µε τους εκκινητές F1 και R1 (βέλη) 
παράγει προϊόν µεγέθους 210bp, βάσει του αριθµού των επαναλήψεων (κίτρινη σκίαση) που 
φέρει η γενωµική αλληλουχία AL157396 (Εικ. 2). Οι συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν κατά 
την αντίδραση είναι: 95oC 5min/ 95oC 45sec, 56oC 45sec, 72oC 35sec, για 35 κύκλους/ 72oC 
3min. Σηµειώνεται η θέση από όπου ξεκινάει το EST BF794692 βάσει του οποίου 
καθορίστηκε το µέγεθος της 5’UTR (Εικ. 2).  
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Αλληλόµορφα Αριθµός επαναλήψεων CGG Συχνότητα αλληλοµόρφου 

 A1 8 0,068
A2 9 0,623

 A3 10 0,278
 A4 14 0,031  

Εικ. 40: Γονοτυπική ανάλυση σε δείγµατα DNA οικογενειών CEPH για την µελέτη του 
πολυµορφισµού της επανάληψης CGG. Α. Στην αυτοραδιογραφία φαίνονται τα 4 
αλληλόµορφα (Α1-Α4) που ανιχνεύτηκαν (µέγεθος 210, 213, 216 και 228bp, αντίστοιχα). 
Παρατίθενται τα αποτελέσµατα από 7 αντιπροσωπευτικά άτοµα (ο κωδικός κάθε ατόµου 
συµβολίζεται στο πάνω µέρος) B. H συχνότητα των 4 αλληλοµόρφων και ο αντίστοιχος 
αριθµός, όπως προέκυψε από τη γονοτυπική ανάλυση (συνεργασία µε Μ. Κοκκινάκη).  

B. 
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Πιν. 12: Γονοτυπική ανάλυση για την µελέτη του πολυµορφισµού της επανάληψης 
(CGG)n.  
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Σηµ.: Κάθε άτοµο συµβολίζεται µε δύο αριθµούς που χωρίζονται µε τελεία. Ο πρώτος 
αντιστοιχεί στην οικογένεια και ο δεύτερος σε ένα συγκεκριµένο άτοµο της οικογένειας αυτής. 
∆ίπλα σε κάθε άτοµο φαίνονται τα αλληλόµορφα (Α1, Α2, Α3, Α4) που φέρει. Από τα 81 
άτοµα που εξετάστηκαν, τα 37 ήταν ετερόζυγα (*), που αντιστοιχεί σε ποσοστό 47%). 

 

 

 

 



  Αποτελέσµατα 

 147

 Το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου FRA10AC1 

Ανάλυση Northern  

Για την ταυτοποίηση των ιστών όπου το γονίδιο είναι µεταγραφικά ενεργό και 

τον παράλληλο προσδιορισµό του µεγέθους του µεταγράφου, πραγµατοποιήθηκε 

ανάλυση Northern σε δείγµατα από διάφορους ιστούς. Ως ανιχνευτής 

χρησιµοποιήθηκε τµήµα του τελευταίου εξονίου (nt: 1124-1252), µεγέθους 129bp, 

που κατά το µεγαλύτερο µέρος του αντιστοιχεί στην 3’ UTR ο οποίος παρήχθει µε 

PCR ραδιοσήµανσης χρησιµοποιώντας τους εκκινητές F2-R2 (Εικ. 37). Από την 

ανάλυση προέκυψε ένα κύριο µετάγραφο µεγέθους ~1,4kb, που συµφωνεί µε το 

εκτιµώµενο µέγεθος του cDNA (Εικ. 41). Το µετάγραφο ανιχνεύεται σε όλους τους 

ιστούς, γεγονός που υποδηλώνει καθολική έκφραση του FRA10AC1. Ιδιαίτερα 

έντονη έκφραση του γονιδίου παρατηρήθηκε στον εγκέφαλο, την καρδιά, τους 

σκελετικούς µύες, τα νεφρά και το ήπαρ ενώ χαµηλά επίπεδα έκφρασης 

εντοπίστηκαν στο θύµο, το σπλήνα, τον πλακούντα, τους πνεύµονες, το παχύ και το 

λεπτό έντερο. Στα λευκοκύτταρα εµφανίστηκε η χαµηλότερη έκφραση του γονιδίου, η 

οποία και ανιχνεύτηκε οριακά µε τη µέθοδο αυτή.  
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Εικ. 41: Προσδιορισµός του προτύπου έκφρασης του γονιδίου FRA10AC1 µε ανάλυση 
κατά Northern. Α. Με την ανάλυση ανιχνεύτηκε ένα κύριο µετάγραφο µεγέθους ~1,4kb που 
εµφανίζει µεγαλύτερη αφθονία σε εγκέφαλο, καρδιά, σκελετικό µυ, νεφρό και ήπαρ. 
Σηµειώνεται η ζώνη µεγέθους 1,35kb του µάρτυρα. Ο ανιχνευτής για το FRA10AC1 παρήχθη 
µε PCR µε τους εκκινητές F2 και R2 (Εικ. 4) µε υπόστρωµα 50ng DNA από βιβλιοθήκη cDNA 
ήπατος ανθρώπου (βλ. Μεθόδους). Οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν οι ακόλουθες: 95oC 
5min/ 95oC 45sec, 56oC 45sec, 72oC 35sec επανάληψη 35 κύκλων/ 72oC 3min. Το προϊόν 
χρησιµοποιήθηκε ως υπόστρωµα για την παρασκευή του ανιχνευτή, µε PCR ραδιοσήµανσης. 
Η υβριδοποίηση πραγµατοποιήθηκε µε 5x105cpm ανιχνευτή ανά ml διαλύµατος 
υβριδοποίησης, στους 66oC για 3h µετά από προυβριδοποίηση της µεµβράνης για 30min 
παρουσία φορέα-DNA µε το διάλυµα υβριδοποίησης ExpressHybTM (Clontech). Η ειδική 
ενεργότητα του ανιχνευτή εκτιµήθηκε σε 109cpm/µg. Τα πλυσίµατα της µεµβράνης έγιναν µε 
διάλυµα 2XSSC, 0,05% SDS. Β. Ποιοτικός και ποσοτικός έλεγχος του RNA µε 
επαναυβριδοποίηση µε β-ακτίνη (σύµφωνα µε τις οδηγίες της Clontech). Στα δείγµατα της 
καρδιάς και του σκελετικού µυ εµφανίζονται δύο ζώνες που είναι πιθανότατα αποτέλεσµα 
υβριδοποίησης του ανιχνευτή µε άλλες ισοµορφές του mRNA, τις α ή γ.  
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Πειράµατα RT- PCR 

Το πρότυπο έκφρασης µελετήθηκε περαιτέρω µε PCR σε αντιδράσεις RT, 

χρησιµοποιώντας RNA από µία ποικιλία ιστών ανθρώπου. Η PCR 

πραγµατοποιήθηκε κάτω από µη-κορεσµένες συνθήκες έτσι ώστε να εκτιµηθούν 

συγκριτικά, κατά προσέγγιση, τα επίπεδα των µεταγράφων του FRA10AC1 στους 

διάφορους ιστούς. Με την ανάλυση, αφενός επιβεβαιώθηκαν τα αποτελέσµατα του 

Northern, αφετέρου διαπιστώθηκε ότι το γονίδιο είναι επίσης µεταγραφικά ενεργό σε 

πάγκρεας, όρχεις, ωοθήκες και σε χαµηλότερα επίπεδα, στον προστάτη. Επίσης, 

επιβεβαιώθηκε η έκφραση του γονιδίου, σε χαµηλά επίπεδα, στα λευκοκύτταρα   

(Εικ. 42). Συµπερασµατικά, και µε τις δύο µεθόδους που εφαρµόστηκαν, 

παρατηρήθηκε καθολική µεταγραφική ενεργότητα του γονιδίου. Επιπλέον, η RT-PCR 

οδήγησε στον εντοπισµό, την κλωνοποίηση και την δοµική ανάλυση εναλλακτικών 

µεταγράφων (βλ.παρακάτω)  

Μελέτη του προτύπου έκφρασης του Fra10Ac1 κατά την εµβρυική            

 ανάπτυξη και στον εγκέφαλο του ποντικού  

Η διερεύνηση του προτύπου έκφρασης ενός γονιδίου και ο εντοπισµός των 

ιστών όπου παρατηρούνται υψηλά επίπεδα µεταγράφων παρέχει σηµαντικές 

πληροφορίες για την ενδεχόµενη συµµετοχή του στη λειτουργία των αντίστοιχων 

οργάνων και τη συσχέτισή του µε άλλα συνεκφραζόµενα γονίδια. Ως µοντέλο για τη 

µελέτη του προτύπου έκφρασης του γονιδίου FRA10AC1, σε επίπεδο ιστού, 

επιλέξαµε τον ποντικό. Για την πραγµατοποίηση του πειράµατος ταυτοποιήθηκε το 

ορθόλογο γονίδιο Fra10ac1.  

Ταυτοποίηση του ορθόλου γονιδίου Fra10ac1 στον ποντικό 

Με ανιχνευτή το cDNA του FRA10AC1 του ανθρώπου, διερευνήσαµε την 

νουκλεοτιδική βάση δεδοµένων του ποντικού (nr και dbEST) και ταυτοποιήσαµε 

διάφορα ESTs και τον γενωµικό κλώνο BAC RP24-93G10 του ποντικού. Από την 

στοίχιση των ESTs και µε την µεθοδολογία που είχαµε ακολουθήσει και για το γονίδιο 

του ανθρώπου, κατασκευάσαµε in silico το cDNA του ποντικού. Το µήκος του είναι 

1380bp και η αλληλουχία του καταχωρήθηκε στην βάση δεδοµένων Genbank µε 

κωδικό πρόσβασης BN000292. Η γενωµική οργάνωση καθορίστηκε µε σύγκριση του 

cDNA µε την αλληλουχία του γενωµικού κλώνου και από την ανάλυση διαπιστώθηκε 

ότι τα δύο ορθόλογα γονίδια έχουν παρόµοια δοµικά χαρακτηριστικά (Εικ. 43). 

Ειδικότερα, τα µεγέθη των εξονίων είναι ακριβώς τα ίδια, εκτός από το εξόνιο 1 για το 

οποίο δεν µπορεί να καθοριστεί µε ακρίβεια το 5’ άκρο του και το τελευταίο εξόνιο, 

που είναι µικρότερο στον άνθρωπο. Επίσης, τα γονίδια έχουν παρόµοιο µήκος και 

χαρτογραφούνται σε συνταινικές περιοχές (10q23 του ανθρώπου και C3 του 

χρωµοσώµατος 19 του ποντικού). Το κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης και στο 
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ορθόλογο γονίδιο του ποντικού χαρτογραφείται στην αρχή του εξονίου 2. Σηµαντική 

συντήρηση παρατηρείται και στα ιντρόνια τα οποία, παρόλο που έχουν διαφορετικό 

µήκος στους δύο οργανισµούς, διατηρούν την σχετική αναλογία µεγεθών.  
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1  ACTAATAATC ATTATTGGAG AGGAGTTGTC TGCTAATGTA ACTACTTT16

1  GAAGAATGTT GGAGGAACTG CAGATGTTTA CCTGGGAGAA GAGTGAAAGG ATGGGAGGGA AGAG15

1  AGACCTACTT CGTTGGATTA TTATCAGAAT CAAATGAGAA AACATACATG TAAAGTATGT GCCTGACGCA AA14

1  ATGGAGTCAT GCTCTTTCAC CCAGGTTGGA GTGCAGTGGC GCGATCTCAG CTGACTGCAG CCCCTGCTTC CCAGGTTCAA13

ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΕΞΟΝΙΟ

1  ACTAATAATC ATTATTGGAG AGGAGTTGTC TGCTAATGTA ACTACTTT16

1  GAAGAATGTT GGAGGAACTG CAGATGTTTA CCTGGGAGAA GAGTGAAAGG ATGGGAGGGA AGAG15

1  AGACCTACTT CGTTGGATTA TTATCAGAAT CAAATGAGAA AACATACATG TAAAGTATGT GCCTGACGCA AA14

1  ATGGAGTCAT GCTCTTTCAC CCAGGTTGGA GTGCAGTGGC GCGATCTCAG CTGACTGCAG CCCCTGCTTC CCAGGTTCAA13
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Εικ. 42: Προσδιορισµός του προτύπου έκφρασης του γονιδίου FRA10AC1 µε RT-PCR 
και κλωνοποίηση εναλλακτικών µεταγράφων. Α1: µετάγραφα του γονιδίου ανιχνεύτηκαν 
σε όλους τους ιστούς που µελετήθηκαν µε RT-PCR. Στην PCR χρησιµοποιήθηκε ως 
υπόστρωµα 5ng προιόντος RT (Multiple Tissue cDNA pannels, Clontech) και οι εκκινητές F3 
και R2 (Εικ.4) που υβριδοποιούνται στα εξόνια 11 και 19 αντίστοιχα. Οι συνθήκες της 
αντίδρασης ήταν: 94oC 5min/ 94oC 45sec, 57oC 45sec, 72oC 30sec επανάληψη 35 κύκλων/ 
72oC 5min. Απεικονίζονται οι δείκτες µοριακών µεγεθών pBluescript/HinfI (M1) και λ/EcoRV 
(M2). Α2. PCR ελέγχου µε εκκινητές (Clontech) για το cDNA του G3PDH. Η θερµοκρασία 
υβριδοποίησης ήταν 55oC και εκτελέστηκαν 27 κύκλοι πολλαπλασιασµού. Β. Σχηµατική 
απεικόνιση της εναλλακτικής συναρµογής του FRA10AC1. Γ. Σχηµατική απεικόνιση των 
εναλλακτικών µεταγράφων α, β, γ1, γ2 και γ3 (αριστερά), των προβλεπόµενων ισοµορφών 
του πολυπεπτιδίου (δεξιά) και των ισοηλεκτρικών σηµείων των εναλλακτικών τµηνάτων. Τα 
αµινοξέα που κωδικοποιούνται από το εξόνιο 12, που είναι κοινό σε όλα τα µετάγραφα του 
γονιδίου, είναι υπογραµµισµένα. Η αλληλουχία των εναλλακτικών εξονίων 13-17 
παρουσιάζεται στον πίνακα στο κάτω µέρος της εικόνας.Το εξόνιο 17, παρόλο που δεν 
εντοπίστηκε σε κάποιο µετάγραφο, είχε προβλεφθεί in silico, βάσει του EST AV682434.   
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Εικ. 43: Συγκριτική γενωµική οργάνωση του γονιδίου FRA10AC1 στον άνθρωπο και 
τον ποντικό.  
 

 

Η µελέτη του προτύπου έκφρασης του Fra10ac1 πραγµατοποιήθηκε µε 

πειράµατα υβριδοποίησης in situ σε οβελιαίες τοµές ολόκληρων εµβρύων 

αναπτυξιακών σταδίων Ε12.5, Ε13.5 και Ε14.5 και σε στεφανιαίες τοµές εγκεφάλου 

ενήλικου ποντικού. Για την παρασκευή του ριβοανιχνευτή αξιοποιήθηκε η αλληλουχία 

του cDNA και σχεδιάστηκαν οι εκκινητές mFRAF-mFRAR που υβριδοποιούνται στα 

εξόνια 3 και 9 αντίστοιχα. Μετά από PCR σε βιβλιοθήκη cDNA εµβρύου ποντικού 

αναπτυξιακού σταδίου Ε10.5 το αντίστοιχο προϊόν (~500bp) κλωνοποιήθηκε στον 

φορέα pBluescript KS+ (βλ. Πλασµιδιακές κατασκευές). Η πλασµιδιακή κατασκευή 

(Fra10ac1/Bl.Script) γραµµοποιήθηκε κατάλληλα και χρησιµοποιήθηκε ως 

υπόστρωµα για αντίδραση µεταγραφής in vitro, µε την οποία παρασκευάστηκε ο 

συµπληρωµατικός ανιχνευτής (antisense) (Εικ. 10 ). Για τον αρνητικό έλεγχο 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µε ανιχνευτή RNA που ήταν συγγραµικός µε το 

ενδογενές µετάγραφο καθώς και απουσία ανιχνευτή.  

Από την µελέτη προέκυψε ότι το γονίδιο εµφανίζει ευρύτατη έκφραση τόσο 

στο αναπτυσσόµενο έµβρυο όσο και στον εγκέφαλο του ενηλίκου, παρουσιάζοντας 

ωστόσο υψηλότερη µεταγραφική ενεργότητα σε συγκεκριµένα όργανα και δοµές. 

Συγκεκριµένα, στο έµβρυο διαπιστώθηκε υψηλότερη έκφραση στο νευρικό ιστό όπως 

στον πρόσθιο φλοιό, στο εγκεφαλικό στέλεχος (προµήκη µυελό, µεσεγκέφαλος, 

γέφυρα), στο χοριοειδές πλέγµα, στο τρίδυµο νεύρο, κατά µήκος του νωτιαίου 

µυελού, στον κοχλία αλλά και σε εσωτερικά όργανα όπως σε καρδιακό ιστό, ήπαρ 

και πνεύµονες (κυρίως στο επιθήλιο των βρόγχων και των βρογχιολίων και λιγότερο 

στο εσωτερικό παρέγχυµα), Εικ. 44. Στον εγκέφαλο των ενήλικων ποντικών, υψηλά 
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επίπεδα µεταγράφων ανιχνεύτηκαν στον απιοειδή και τον κινητικό φλοιό, σε δύο από 

τις βασικότερες περιοχές του µεταιχµιακού συστήµατος (παρυφές του ιπποκάµπου 

και αµυγδαλοειδές σώµα), στον πρόσθιο σύνδεσµο, το µεσολόβιο και το διάφραγµα 

(Εικ. 45). Η παρατηρούµενη έκφραση στο κεντρικό νευρικό σύστηµα είναι ενδεικτική 

της συµµετοχής του γονιδίου στην ανάπτυξη και τη λειτουργία του εγκεφάλου ενώ η 

ευρύτερου φάσµατος µεταγραφική ενεργότητα στα εσωτερικά όργανα, υποδηλώνει 

ενδεχοµένως ένα σηµαντικό ρόλο του γονιδίου σε βασικές κυτταρικές λειτουργίες 

τόσο κατά την ανάπτυξη του εµβρύου όσο και στο ενήλικο.  

A B Γ

∆ Ε ΣΤ

Ζ Η Θ

fc sc m

mo
cp

cp

p
tg

c

I K Λ

Μ Ν Ξ

lu

li

lu

li

li

h
h

Ε12.5

Ε13.5 Ε14.5 Ε13.5

Ε14.5 Ε13.5 Ε14.5

Ε13.5 Ε13.5

Ε14.5 Ε13.5 Ε14.5

Ε13.5 Ε13.5 Ε14.5
 

Εικ. 44: Προσδιορισµός του προτύπου έκφρασης του Fra10ac1 µε RNA in situ 
υβριδοποίηση σε οβελιαίες τοµές εµβρύων ποντικού ηλικίας Ε12.5, Ε13.5 και Ε14.5. 
Υψηλή µεταγραφική ενεργότητα διαπιστώθηκε στον πρόσθιο φλοιό (fc:frontal cortex, A), στο 
νωτιαίο µυελό (sp:spinal cord, B), στον µεσεγκέφαλο (m:midbrain, Γ), στον προµήκη µυελό 
(mo:medulla oblongata, ∆), στο χοριοειδές πλέγµα (cp : choroid plexus, Ε και ΣΤ), στη 
γέφυρα (p:pons, Z), στο τρίδυµο νεύρο (tg : trigeminal nerve, H), στον κοχλία (c:cochlea, Θ), 
στους πνεύµονες (lu:lung, Ι και Κ), στο ήπαρ (li:liver, Ι, Λ και Μ) και στην καρδιά (h:heart, N 
και Ξ).  
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Εικ. 45: Προσδιορισµός του προτύπου έκφρασης του Fra10ac1 µε RNA in situ 
υβριδοποίηση σε στεφανιαίες τοµές εγκεφάλου ενήλικου ποντικού. Υψηλότερη έκφραση 
του γονιδίου παρατηρήθηκε στον απιοειδή (pc:piriform cortex, A και Β) και τον κινητικό φλοιό 
(mc: motor cortex, Γ), στα αµύγδαλα (am: amygdala, ∆), στο µεσολόβιο (cc: corpus callosum, 
E), στο διάφραγµα (s: septum pellucidum, E), στον πρόσθιο σύνδεσµο του εγκεφάλου (ac: 
anterior commissure, ΣΤ), στο ραβδωτό σώµα (cp: caudate putamen, Z), σε νευρικές ίνες του 
ιπποκάµπου (fh:fibria hippocampus, H) και στο οπτικό νεύρο (on: optical nerve, Θ).  
 

 

 Ανάλυση εναλλακτικών µεταγράφων και ισοµορφές της FRA10AC1 

Στην πλειονότητα των ιστών που εξετάστηκαν µε RT- PCR, εκτός του κυρίου 

προϊόντος (ζώνη ‘‘α’’, Εικ. 42Α1), ανιχνεύτηκε, σε µικρή ποσότητα, και ένα 

επιπρόσθετο µεγαλύτερο προϊόν (ζώνη ‘‘β’’, Εικ. 42Α1). Επιπλέον, στο δείγµα των 

όρχεων εµφανίστηκε και ένα τρίτο προϊόν, ακόµη µεγαλύτερου µεγέθους (ζώνη ‘‘γ’’, 

Εικ. 42Α1). Η παρουσία των επιπρόσθετων προϊόντων στην PCR πιθανώς 

υποδηλώνει την ύπαρξη εναλλακτικών µεταγράφων. Για να επιβεβαιωθεί η 

παραπάνω υπόθεση, οι ζώνες α, β και γ αποµονώθηκαν από το πήκτωµα και 

χρησιµοποιήθηκαν για προσδιορισµό της νουκλεοτιδικής τους αλληλουχίας. Η 

αλληλούχηση έδειξε ότι η ζώνη α, που είναι και η επικρατέστερη, αντιστοιχεί στο 

cDNA που είχε κλωνοποιηθεί, στο οποίο το εξόνιο 12 συνδέεται άµεσα µε το εξόνιο 

18 (Εικ. 42). Το προϊόν β φέρει ένα επιπλέον εξόνιο, το 16, µήκους 48 bp, µεταξύ των 

εξονίων 12 και 18 (Εικ. 42). Το εξόνιο αυτό περιλαµβάνεται και στο EST BQ345249 

σε σειρά µε τα εξόνια 7 έως 12 και ακολούθως µε το 18 όπου και σταµατάει η 

διαθέσιµη αλληλουχία του (Εικ. 36). Η αλληλούχηση της ζώνης γ δεν ήταν δυνατή, 

ωστόσο από την αυτοραδιογραφία φάνηκε ότι πιθανότατα αυτό οφειλόταν σε 
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ετερογένεια του προϊόντος. Έτσι το προϊόν γ κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEM-T 

Easy και επιλέχθηκαν διαφορετικοί κλώνοι στους οποίους και έγινε προσδιορισµός 

της αλληλουχίας τους. Από την ανάλυση προέκυψε ότι το προϊόν γ της PCR 

πράγµατι είναι ετερογενές, αποτελώντας µίγµα τριών, τουλάχιστον, εναλλακτικών 

µεταγράφων, των γ1, γ2 και γ3 (Εικ. 42). Και τα τρία µετάγραφα περιέχουν το εξόνιο 

16 και ένα επιπρόσθετο εξόνιο: το µετάγραφο γ1 το εξόνιο 15 (64bp), το γ2 το εξόνιο 

14 (72 bp) και το γ3 το εξόνιο 13 (80bp). Οι αλληλουχίες των εναλλακτικών εξονίων 

(Εικ. 42) κατατέθηκαν στην βάση δεδοµένων Genbank µε τους κωδικούς πρόσβασης 

AJ431725, AJ431724, AJ431723 και AJ431722 για τα µετάγραφα β, γ1, γ2 και γ3 

αντίστοιχα. Τα προβλεπόµενα πολυπεπτίδια που παράγονται από τα πέντε 

εναλλακτικά µετάγραφα παρουσιάζουν αξιοσηµείωτη ετερογένεια στο καρβοξυτελικό 

τους άκρο (Εικ.42) και σηµαντική διαφορά στα φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά τους. 

Έτσι, ενώ το καρβοξυτελικό άκρο του κύριου πολυπεπτιδίου είναι ιδιαίτερα όξινο (pI 

3,8), οι δύο µεγαλύτερες εναλλακτικές ισοµορφές γ1 και γ3, εµφανίζονται βασικές 

έχοντας αντίστοιχα τιµές pI 9,5 και 8,5 αντίστοιχα. Η αποµόνωση των εναλλακτικών 

µεταγράφων από όρχεις πιθανόν σχετίζεται µε την λεπτή ρύθµιση της λειτουργίας 

του γονιδίου και συµφωνεί µε παλαιότερες µελέτες όπου διαπιστώθηκαν πολύ υψηλά 

επίπεδα εναλλακτικών µεταγράφων σε αυτόν τον ιστό, πιθανότατα επειδή ο 

πολλαπλασιασµός και η διαφοροποίηση των γαµετικών κυττάρων απαιτεί δραµατικές 

µορφολογικές αλλαγές και πολλαπλά ρυθµιστικά βήµατα (Xu Q et al, 2002; Yeo G et 

al, 2004).  

Εκτός των µεταγράφων που αποµονώθηκαν, υπάρχει ένδειξη για την 

παρουσία ενός επιπλέον βάσει του EST AV682434 (Εικ. 36) που περιλαµβάνει, 

εκτός των εξονίων 16, 18 και 19, τα nt:24121-24190 του γενωµικού κλώνου. Αυτά 

πιθανώς αντιστοιχούν στο εναλλακτικό εξόνιο 17 καθώς τα σηµεία συναρµογής του 

φέρουν την συντηρηµένη αλληλουχία ag/gt. Πιθανώς το µετάγραφο αυτό να 

περιλαµβάνονταν σε µικρότερη αναλογία στο µίγµα των µορίων που αποτελούσαν 

την ζώνη γ και η ταυτοποίησή του απαιτούσε αποµόνωση επιπλέον κλώνων.  

 

 ∆οµικά χαρακτηριστικά της πρωτεΐνης FRA10AC1 

Στα πλαίσια της διερεύνησης in silico της δοµής της πρωτεΐνης FRA10AC1, 

αξιοποιήσαµε µία σειρά βάσεων δεδοµένων και υπολογιστικών προγραµµάτων µε 

στόχο την αδρή περιγραφή των φυσικοχηµικών χαρακτηριστικών της. 

Το µοριακό βάρος της πρωτεΐνης FRA10AC1 είναι 37,55 kDa και το 

ισοηλεκτρικό σηµείο 8,25, όπως προσδιορίστηκαν από το πρόγραµµα ProtParam. Το 

πολυπεπτίδιο είναι ιδιαίτερα πλούσιο σε λυσίνες και σε γλουταµικό οξύ µε ποσοστά 

15,2% και 12,7% αντίστοιχα (πρόγραµµα ProtParam). Η πιο βασική περιοχή 
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βρίσκεται µεταξύ των αµινοξέων 200-275 (pI 10,0) ενώ η C-τελική περιοχή (αµινοξέα 

271-315) εµφανίζεται ιδιαίτερα όξινη (pI 3,7). Η ανάλυση της αµινοξικής αλληλουχίας 

µε τις βάσεις δεδοµένων Pfam, SMART και InterPro δεν υπέδειξε συντηρηµένα 

µοτίβα, ωστόσο ταυτοποιήθηκε ένα διµερές σήµα πυρηνικού εντοπισµού (bipartite 

NLS) που περιλαµβάνει τα αµινοξέα 223-238 και 245-262 (Eικ. 46). Σε συµφωνία µε 

το ανωτέρο εύρηµα είναι και η πρόβλεψη (87% πιθανότητα) του προγράµµατος 

PSORT II για τον πυρηνικό εντοπισµό της πρωτεΐνης.  

 

223 238
245

262 3151

NLS
 

Εικ. 46: Γραφική αναπαράσταση της πρωτεΐνης FRA10AC1. Η πρωτεΐνη αποτελείται από 
315 αµινοξέα και περιέχει ένα διµερές σήµα πυρηνικού εντοπισµού (NLS, αµινοξέα 223-238 
και 245-262) που ταυτοποιήθηκε µε διερεύνηση της βάσης δεδοµένων Interpro.  
 

Επίσης, εντοπίστηκαν αρκετές θέσεις φωσφορυλίωσης των αµινοξέων (Ser, 

Tyr, Thr) κυρίως στο καρβοξυτελικό άκρο του µορίου (πρόγραµµα NetPhos, Εικ. 47). 

Αυτό το πρότυπο των φωσφορυλιώσεων φαίνεται πως τροποποιείται σηµαντικά στις 

εναλλακτικές ισοµορφές του µορίου. Έτσι, ενώ η πρωτεΐνη έχει στο καρβοξυτελικό 

της άκρο 5 πιθανές θέσεις φωσφορυλίωσης σε σερίνη και µία σε τυροσίνη, τα 

εναλλακτικά πολυπεπτίδια γ1 (313aa) και γ3 (315aa) έχουν µία και δύο πιθανές 

θέσεις φωσφορυλίωσης σε σερίνη αντίστοιχα. Τέλος, ταυτοποιήθηκε µία πιθανή θέση 

σουµοϋλίωσης στην λυσίνη 91 (πρόγραµµα SUMOplot).   

Επιπλέον, µε σύγκριση της FRA10AC1 µε την πρωτεϊνική βάση δεδοµένων 

(πρόγραµµα Blastp) εντοπίστηκαν πολυπεπτίδια µε σηµαντική αµινοξική ταυτότητα 

καθ’ όλο το µήκος τους, προερχόµενα από είδη του ζωικού αλλά και του φυτικού 

βασιλείου. Οι ορθόλογες πρωτεΐνες ταυτοποιήθηκαν αποκλειστικά σε πολυκύτταρους 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Οι αντιπρόσωποι του ζωικού βασιλείου προέρχονταν 

τόσο από το υπόφυλο των σπονδυλωτών όσο και των ασπόνδυλων. Η ανάλυση 

αυτή, όπως και η αντίστοιχη ανάλυση σε επίπεδο DNA (πρόγραµµα Blastn) έδειξε ότι 

το γονίδιο είναι µοναδιαίο και δεν έχει παράλογα στον άνθρωπο.   

 Ειδικότερα, στο υπόφυλο των σπονδυλωτών, ορθόλογα εντοπίστηκαν σε 

θηλαστικά, ιχθύες, αµφίβια και πτηνά. Οι πρωτεΐνες των θηλαστικών (Pan 

troglodytes, Canis familiaris, Rattus norvegicus και Mus musculus) εµφανίζουν 

αµινοξική ταυτότητα 99%, 87%, 86% και 86% αντίστοιχα. Στους τελεόστεους ιχθύες 

(Fugu rubripes, Danio rerio και Tetraodon nigroviridis) η ταυτότητα ανέρχεται σε 63%, 

65% και 62% αντίστοιχα. Τα πολυπεπτίδια που ταυτοποιήθηκαν στον εκπρόσωπο 
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των αµφιβίων (Xenopus laevis) και των πτηνών (Gallus gallus) παρουσιάζουν 

ταυτότητα µε την ανθρώπινη πρωτεΐνη 65% και 70% αντίστοιχα.  

  

Ισοµορφή γ1

Ισοµορφή γ3
 

Εικ. 47: Πρόβλεψη πιθανών φωσφορυλιώσεων στην FRA10AC1 και στις εναλλακτικές 
ισοµορφές γ1 και γ3, βάσει του προγράµµατος NetPhos. Ο οριζόντιος άξονας αντιστοιχεί 
στα αµινοξικά κατάλοιπα και ο κάθετος στην πιθανότητα φωσφορυλίωσής τους µε τον ουδό 
να απεικονίζεται µε τη γκρι οριζόντια γραµµή. Φαίνονται οι πιθανές φωσφορυλιώσεις σε 
σερίνη, θρεονίνη και τυροσίνη (µπλε, πράσινες και κόκκινες γραµµές αντίστοιχα). Η 
πλειονότητα των πιθανών θέσεων φωσφορυλίωσης εντοπίζεται στο καρβοξυτελικό άκρο του 
µορίου.  
 
 
 Στα ασπόνδυλα, ταυτοποιήθηκαν πρωτεΐνες σε έντοµα, στον Caenorhabditis 

elegans και στο Dictyostelium discoideum. Τα ορθόλογα πολυπεπτίδια στη 

Drosophila melanogaster και τον Anopheles gambiae παρουσιάζουν ταυτότητα 41% 

και 45% αντίστοιχα. Η πρωτεΐνη του νηµατώδη έχει µήκος 755 αµινοξέα και η 

οµοιότητα της µε την FRA10AC1 (37%) περιορίζεται στο Ν-τελικό τµήµα της. Υψηλή 

είναι η αµινοξική ταυτότητα µε την πρωτεΐνη της αµοιβάδας Dictyostelium discoideum 
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(36%) που είναι και ο απλούστερος οργανισµός στον οποίο ταυτοποιήθηκε ορθόλογο 

µόριο. Στο φυτικό βασίλειο εντοπίστηκαν ορθόλογα µόρια στην Αrabidopsis thaliana 

και Pimpinella brachycarpa µε ταυτότητα 34% και 41% αντίστοιχα.  

 Στην Εικ. 48 συνοψίζονται οι οργανισµοί και τα πολυπεπτίδια που 

εντοπίστηκαν µε την παραπάνω ανάλυση. Η στοίχιση όλων των µορίων (πρόγραµµα 

Clustlw, Εικ. 49) έδειξε υψηλότερη συντήρηση στο κεντρικό τµήµα της πρωτεΐνης 

(αµινοξέα: 105-220), γεγονός που πιθανώς υποδηλώνει ότι το συγκεκριµένο τµήµα 

ενέχεται σε µία σηµαντική λειτουργία (Εικ. 48). Από τα 116 αµινοξέα που 

περιλαµβάνει η περιοχή αυτή, τα 22 είναι τα ίδια σε όλους τους οργανισµούς που 

µελετήθηκαν, ενώ σε 31 οι αµινοξικές αλλαγές που παρατηρούνται είναι 

συντηρητικές. Στο C-τελικό τµήµα της πρωτεΐνης που περιέχει και το διµερές NLS, η 

αµινοξική συντήρηση είναι κατά πολύ µικρότερη. Αυτό είναι αναµενόµενο γιατί 

υπάρχει µεγάλη ποικιλία στις αλληλουχίες που λειτουργούν σαν διµερή σήµατα 

πυρηνικού εντοπισµού, µε κοινό παρονοµαστή την παρουσία βασικών αµινοξέων 

(Fontes MR et al, 2003).  
 

% αµινοξική ταυτότητα

1                              105                                 220    223        262                     315 aa      

FRA10AC1

Είδος (% ταυτότητα καθ’όλο το µήκος, 
µέγεθος, πληρότητα)Πρωτεΐνη (GenBank Id)

NLS

XP_507931 Pan troglodytes100% (99%, 310aa, Π)

Canis familiaris (87%, 373aa, Π)93%XP_534970

Rattus norvegicus (86%, 315aa, Π)93%AAH90036

Mus musculus (86%, 315aa, Π)93%CAE47417

Danio rerio (65%, 333aa, Π)84%NP_001006006

Fugu rubripes (63%, 313aa, Α)81%SINFRUP00000140472

Tetraodon nigroviridis (62%, 284aa, Α)81%CAG12622

Gallus gallus (70%, 329aa, Π)88%XP_421674

Xenopus laevis (65%, 322aa, Π)89%AAH77789

Drosophila melanogaster (41%, 258aa, Π?)63%NP_609671

Anopheles gambiae (45%, 252aa, Α)69%EAA06997

Caenorhabditis elegans (37%, 755aa, Π)56%NP_496137

Arabidopsis thaliana (34%, 179aa, Π?)47%NP_193239

Pimpinella brachycarpa (41%, 244aa, Π?)62%AAC31614

Dictyostelium discoideum (36%, 246aa, Π?)48%AAO52107  

Εικ. 48: Προβλεπόµενα ορθόλογα µόρια της FRA10AC1 στο ζωικό και φυτικό βασίλειο. 
Σχηµατική απεικόνιση της FRA10AC1 και του κεντρικού τµήµατός της (γραµµοσκιασµένο, 
αµινοξέα 105-220), όπου παρατηρείται και η υψηλότερη αµινοξική ταυτότητα. Παρατίθενται οι 
οργανισµοί στους οποίους ταυτοποιήθηκαν πολυπεπτίδια µε σηµαντική αµινοξική οµοιότητα, 
ο κωδικός πρόσβασής τους (αριστερή στήλη), το ποσοστό αµινοξικής ταυτότητας στο 
κεντρικό τµήµα των πολυπεπτιδίων (δεύτερη στήλη), το οποίο είναι κατά πολύ υψηλότερο 
από την ταυτότητα κατά µήκος ολόκληρου του µορίου (δεξιά στήλη, στην παρένθεση). 
Επιπλέον φαίνεται το µέγεθος των πολυπεπτιδίων και η πληρότητα (Π) ή όχι (Α) του µορίου 
(στην παρένθεση). Η ταυτοποίηση όλων των µορίων πραγµατοποιήθηκε µε διερεύνηση της 
πρωτεϊνικής βάσης δεδοµένων µε το πρόγραµµα Blastp εκτός του Fugu rubripes για το οποίο 
η διερεύνηση έγινε στη βάση δεδοµένων Ensembl, (NLS: σινιάλο πυρηνικού εντοπισµού). 
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Homo sapiens             -----------MHGHGGYDSDFSDDERCGESSKRKKRTVEDDLLLQKPFQKEKHGKVAHK 49 
Pan troglodytes          -----------MHGHGGYDSDFSDDEHCGESSKRKKRTVEDDLLLQKPFQKEKHGKVAHK 49 
Canis familiaris         -----------MHGHGGYDSDFSDDEQVGESNKRKKRTIEDDLLLKKPFQKEKHGKVAHK 49 
Rattus norvegicus        -----------MHGHGGYDSDFSDDEQGGGSSKKRKKTVEDELLLTKPFQKEKYGKVAHK 49 
Mus musculus             -----------MHGHGGYDSDFSDDEQGGGSSKKRKKTVEDELLLTKPFQKERHGKVAHK 49 
Gallus gallus            MVPGQLRLAAAARGQGGYDSDFSDEEN-GEKSVQKTKSTKEDSLLVKPFQKPKQVKVAHR 59 
Xenopus laevis           -------MTNYARGFGEYDSDFSDEDDGKEKDADRSRLKKDEALLKKPFQKDRHVKVAHK 53 
Tetraodon nigroviridis   ---------------------------------------EEE-ILQKPFQKDRHSKVAHR 20 
Fugu rubripes            -------------GGGGYDSDFSDDNEGESSEITLKRKHEEE-ILQKPFQKDRHSKVAHR 46 
Danio rerio              -MDKSALDLVKVHGGGGYDSDFSDDDGGGHSKDGENRAGQDE-LLQKPFQKGKHTKVAHK 58 
Drosophila melanogaster  ------------------------------------------------------------ 
Anopheles gambiae        ------------------------------------------------------------ 
Caenorhabditis elegans   --------MDPRKIRNPYHGIDDLQSDFGDEPSSSSKPKRKGDFLNKDYSSEILKKRKTD 52 
Αrabidopsis thaliana     ------------------------------------------------------------ 
Pimpinella brachycarpa   -----------------------------------------------------MASSLGS 7 
Dictyostelium discoideum ------------------------------------------------------------ 
                                                                                

Homo sapiens             QVAAELLDREEARNRRFHLIAMDAYQRHTKFVNDYILYYGGKKEDFKRLGEND-----KT 104
Pan troglodytes          QVAAELLDREEARNRRFHLIAMDAYQRHTKFVNDYILYYGGKKEDFKRLGEND-----KT 104
Canis familiaris         QVAAELLDREESRYRRFHLIAMDAYQRHTKFVNDYILYYGGKKEDFRRLGEND-----KT 104
Rattus norvegicus        QVAADLLDREEARNRRFHLIAMDAYQRHTKFVNDYILYYGGKREDFKRLGEND-----KT 104
Mus musculus             QVAADLLDREEARNRRFHLIAMDAYQRHTKFVNDYILYYGGKREDFKRLGEND-----KT 104
Gallus gallus            QFAAEEWDREEARKRRFHLISMDAYSRHRKLVNDYILYYGGKMEDFRRSGEND-----KT 114
Xenopus laevis           KVAADEWDREEARNRRVHLISMDAFARHQKYVNDYILYYGGKLQDFQHSKESN-----KT 108
Tetraodon nigroviridis   SLHCSELDREEAKNRRAHLISLNAFERHKKFVGDYILYYGGKMADFNRVTAND-----KT 75 
Fugu rubripes            SLHCSELDREEARNRRAHLISLNAFERHKKFVADYILYYGGNMADFKRATAKD-----RT 101
Danio rerio              NVAAHEWDREEARNRRQHLISMNAFERHKKFVSDYILYYGGKMEDLRRSTSKD-----KT 113
Drosophila melanogaster  --------MSGSQLFPVNLNNLSAKERHNYILSNYVLNLPNET-----ESRRH-----KR 42 
Anopheles gambiae        --------------------HLNPYELHKHLINEYMLTKPGATKLLQRDTSRD-----KT 35 
Caenorhabditis elegans   GRGGFEEEHGRMHRRMAKMMSMNAYDRHKEMINLYYLSYPGATKLLNRKIQDE-----TT 107
Αrabidopsis thaliana     --------------------------------------MGRIS--LQKLSLPV-----KT 15 
Pimpinella brachycarpa   LKSVIFDRQARKQQYQSHILGLNAYDRHKKFISDYVDFYGKDV--SAEEKLPV-----KT 60 
Dictyostelium discoideum --------MEINKEQYELLKKLDAVERHKKLIENYLNQKNNKNNKKNQQQTEDKYKNFKT 52 
                                                                                

Homo sapiens             DLDVIRENHRFLWNEEDEMDMT------WEKRLAKKYYDKLFKEYCIADLSKYKENKFGF 158
Pan troglodytes          DLDVIRENHRFLWNEEDEMDMT------WEKRLAKKYYDKLFKEYCIADLSKYKENKFGF 158
Canis familiaris         DMDVIRENHRFLWNEEDEMDMN------WEKRLAKKYYDKLFKEYCIADLSRYKENKFGF 158
Rattus norvegicus        DLDVIRENHRFLWNEEDEADMT------WEKRLAKKYYDKLFKEYCIADLSRYKENKFGF 158
Mus musculus             DLDVIRENHRFLWNEEDEADMT------WEKRLAKKYYDKLFKEYCIADLSRYKENKFGF 158
Gallus gallus            DLDVIRENHRFLWREDDEADMN------WEKRLAKKYYDKLFKEYCIADLSRYKENKFGF 168
Xenopus laevis           DLDVIRENHRFLWEEEDEDDMT------WEKKLAKKYYDKLFKEYCIADLSRYKENKFGF 162
Tetraodon nigroviridis   DYDVLRENHRFLWKDEDEEDMT------WEKELAKKYYDKLFKEYCIADLSRFKENKFGF 129
Fugu rubripes            DHDVLRENHRFLWKDEDEEDMT------WEKELAKKYYDKLFKEYCIADLSRFKENKFGF 155
Danio rerio              DLDVVKENHRFLWKEEDEEDMT------WEKELAKKYYDKLFKEYCIADLSRYKENKFGF 167
Drosophila melanogaster  DIDVIRENHRFLWE-DDELDSDTL---SWEQRLALRYYRKLFKEYCIADLSRYKENKIAL 98 
Anopheles gambiae        DHDVVRENHRFLWD-DETVDS-------WEKQLAKKYYDKLFREYCIADLSRYKENKVAM 87 
Caenorhabditis elegans   DLDVLKKHHRFVWSEDDEINASQPDKNSWETRMAKKYYDKLFKEYCIVDLSMYKTNKIGM 167
Αrabidopsis thaliana     DQDTLREGYRFIRSEEDDLDP------SWEQRLVKRYYDKLFKEYCIADMSKYKTGKMGL 69 
Pimpinella brachycarpa   DKDTLREGYRFIRSEEDDLDP------SWEQRLVKRYYNKLFKEYCIADMSQYRTGKIGL 114
Dictyostelium discoideum DYQVLKENHQFLRDENENEDIN---QLTWEEKLAKTYYDRLYKEYAIIDLSRYKSGEIGL 109
                        * :.::: ::*:   ::  :        ** .:.  ** :*::**.* *:* :: .:..: 

Homo sapiens             RWRVEKEVISGKGQFFCGNKYCDKK--------------EGLKSWEVNFGYIEHGEKRNA 204
Pan troglodytes          RWRVEKEVISGKGQFFCGNKYCDKK--------------EGLKSWEVNFGYIEHGEKRNA 204
Canis familiaris         RWRVEKEVISGKGQFFCGNKCCDKK--------------EDLKSWEVNFGYIEHGEKRNA 204
Rattus norvegicus        RWRIEKEVISGKGQFFCGNKCCDEK--------------EGLKSWEVNFGYTEHGEKRNA 204
Mus musculus             RWGIEKEVISGKGQFFCGNKCCNEK--------------EGLRSWEVNFGYTEHGEKRNA 204
Gallus gallus            RWRHEKEVISGKGQFSCGNKHCDGE--------------EGLKSWEVNFGYVEHGEKRNA 214
Xenopus laevis           RWRVEKEVIAGKGQFSCGNKRCDEK--------------EGLKSWEVNFGYEEHGEKRNA 208
Tetraodon nigroviridis   RWRTENEVVSGKGQFQCGNKRCENQ--------------EGLKSWEVNFAYVEQGEKRNA 175
Fugu rubripes            RWRTENEVVSGKGQFQCGNKRCENQ--------------EGLKSWEVNFAYVEQGEKRNA 201
Danio rerio              RWRIENEVISGKGQFLCGNKRCESK--------------EGLKSWEVNFAYVEQGEKRNA 213
Drosophila melanogaster  RWRTEQEVVTGTGQFQCGSRHCGER--------------DNLRSWEVNFRYIEKGEPLNA 144
Anopheles gambiae        RWRIEKEVVVGKGQFVCGDRHCEER--------------NELRSWEVNFGYQEHGQKKNA 133
Caenorhabditis elegans   RWRTENEVKEGKGQLSCGARKCNET--------------AHLSSWEVNFTYKEDNRVKST 213
Αrabidopsis thaliana     RWRTEKEVMTGK-----------------------------------------AGEDKQA 88 
Pimpinella brachycarpa   RWRTEKEVISGKGQFVCGNKHCDEK--------------DGLASYEVNFSYFEAGESKQA 160
Dictyostelium discoideum RWRIESEVIMGRGQFTCANKKCESSSSTSSSTTTNNNKMDDLKSFEVPFSYNELNENKVA 169  
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Homo sapiens             LVKLRLCQECSIKLNFHHRRKEIKSKKRKDKTKKDCEESSHKKSRLSSA-EEASKKKD-- 261
Pan troglodytes          LVKLRLCQECSIKLNFHHRRKEIKSKKRKDKTKKDCEESSHKKSRLSSA-EEASKKKD-- 261
Canis familiaris         LVKLRLCKECSFKLNFHHRRKEVKSKKRKDKTKKD-EESSHKKSRLSSA-EETSKKKD-- 260
Rattus norvegicus        LVKLRLCQECSFKLNFHHRRKEIKSTKKRSKTKTESDESPHKNSRSSSS-EEASQGKD-- 261
Mus musculus             LVKLRLCQECSFKLNFHHRRKEIKSTKKKSKTTPECDESPRKKSRSPPS-EEASKGKD-- 261
Gallus gallus            LVKLRLCPECSYKLNFHHRRKEVKASKKRGTAVGNSKQPKIKKAKLSHSGKKKSKKKT-- 272
Xenopus laevis           LVKLRLCPECSCRLNFHHRRREIQPTTKKRKAKTEREESSRKKKKTSHS-QKNTNTKD-- 265
Tetraodon nigroviridis   LVKLRLCPECSFKLNYHHKRKEVKAKAKSQRLSKENEKLSHKKKKRRKSSSSHSKKQKLG 235
Fugu rubripes            LVKLRLCPECSFKLNYHHKRKEVKAKPKTQ--GEENEKPSHKKKKRRKSSSSHSKKHK-- 257
Danio rerio              LVKLRLCPECSYKLNYHHKRKEVTAKKRRR--SKENLDVSKKSKSSKSRKNKDKRKHK-- 269
Drosophila melanogaster  LVKVRLCPTHTDQLNYRTKKRECKKRRRREKEERRAEKKRKRRKLDVGHESSGEEEEE-- 202
Anopheles gambiae        LVKLRLCPKCSDKLNYHSKKREIKRLKKRDRKAKSSSGGRRVSDDAVSSSSVAAPTQEG- 192
Caenorhabditis elegans   LVKARLCPKCSEKLNYGTRKRQVVQKKR---AVRKWEKERKRTKKDE------EEDDD-- 262
Αrabidopsis thaliana     LVKLVACERSKSHSEDDTDEE--EKRKEGERSESNEKKKQKRNRSQS------------- 133
Pimpinella brachycarpa   LVKLVTCERCAKKLN-YKKQK--EKLKRNEKEVLRRKRERSESDDDI------------- 204
Dictyostelium discoideum LVKVVLCPLCSKLLNYSNIKKKKKELKKFLKDEKNKNKNNNKKRKKN------------- 216
                         ***   *       :    ..      .                                 
 
Homo sapiens             -----KGHSSSKKSEDSLLR---NSDEEE---SASESELWKGPLP--ETDEKSQEEEFDE 308
Pan troglodytes          -----KGHSSSKKSEDSLLR---NSDEEE---SASESELWKGPLP--ETDEKSREQ---- 304
Canis familiaris         -----KGNS-----------------DEE---GTSDSELWKGPLP--ETDEKSQ------ 287
Rattus norvegicus        -----EGHSSSKRSEDSRNR---NAGEED---SASDSELWKGPLP--ETDEKSQEEEFDD 308
Mus musculus             -----EGHSSSKKSEDSRNR---NAEEED---SASDSELWKGPLP--ETDEKSQEEEFDD 308
Gallus gallus            -----HGDQVSSEDSDTSDKDSDNSDVQD---GPSDADFWKGPLQ--EPDEKSREEEFDE 322
Xenopus laevis           -----HPTEKHTNSSETDSSDTDGGEGGD---DKTDSEFWKGATH--ETDEKTREEEFDD 315
Tetraodon nigroviridis   RDRDRSSSSCSSDDSQEPDKDAQASDEPE---GQSEADHWRGPAP--VVEEKSR------ 284
Fugu rubripes            --RDRSSPS-SSEDSQESDK---AGEEPE---GQSEADHWRGPAP--VVEEKSREEEFDE 306
Danio rerio              -KRRKEHSSSSSEESQESDKGSDDDDDDEDADGPSESEHWKGPAP--AVEEKSREEEFDE 326
Drosophila melanogaster  ------PVEPASESHPEASKEPTDSKDAT----TADEQIWQQQPD-ISREQASREQEFER 251
Anopheles gambiae        ---TFVATATQESTVPEEVPEAVGEQDGS----CAPEVAGGSWTKGHEVEEKTREEEFDE 245
Caenorhabditis elegans    ------VELNQHEAKNQETKVQPSTSTL----SASTDIWEGPPP--AETEKTVDDEIDE 309
Αrabidopsis thaliana     ---------HSEYDTDEEDRRKGKTRKSK----LE-----------SADREGKDDENFDE 169
Pimpinella brachycarpa   ---------PTEYKGNKDSRKVMKTSTS------------------LGDQKAGDTENFDE 237
Dictyostelium discoideum ----------KNDNSEDEDEDEDQYKDQE--------------------EEEYEDEDDDN 246
                                                                             :          
 
Homo sapiens              YFQDLFL--- 315 
Pan troglodytes           -VQNLCI--- 310 
Canis familiaris          ---------- 
Rattus norvegicus         YFQDLFL--- 315 
Mus musculus              YFQDLFL--- 315 
Gallus gallus             YFQDLFL--- 329 
Xenopus laevis            YFQDMFL--- 322 
Tetraodon nigroviridis    ---------- 
Fugu rubripes             YFEDLFL--- 313 
Danio rerio               YFEDMFL--- 333 
Drosophila melanogaster   YLEDLIF--- 258 
Anopheles gambiae         FLEDLLL--- 252 
Caenorhabditis elegans    FLDDLFL--- 316 
Αrabidopsis thaliana      YMEGMFPGNG 179 
Pimpinella brachycarpa    FLEGMFL--- 244 
Dictyostelium discoideum  ---------- 
                                
Εικ. 49: Συγκριτική ανάλυση της αλληλουχίας της πρωτεΐνης FRA10AC1 µε τα πιθανά 
ορθόλογα µόρια. Υψηλότερη αµινοξική ταυτότητα εµφανίζεται στο κεντρικό τµήµα της 
πρωτεΐνες (αµινοξέα 105-220). Από τα 116 αµινοξέα που περιλαµβάνει η περιοχή αυτή τα 22 
είναι απαράλλακτα σε όλους τους οργανισµούς (πράσινα), ενώ σε 31 οι αµινοξικές αλλαγές 
που παρατηρούνται είναι συντηρηµένες (κίτρινα). Στη στοίχιση παραλήφθηκαν τα 439 C-
τελικά και τα 76 Ν-τελικά αµινοξέα των πρωτεϊνών του C.elegans και του Canis familiaris 
αντίστοιχα.  
 

Κατά τη στοίχιση των ορθόλογων µορίων (Εικ. 48, 49) παραλείφθηκαν 

τµήµατα των πολυπεπτιδίων του C. familiaris  και του C. elegans. Στον C. familiaris, 

το αντίστοιχο µόριο έχει 373 αµινοξέα και φέρει 76 αµινοξέα στο Ν-τελικό του άκρο 

που απουσιάζουν από την πρωτεΐνη του ανθρώπου. Ωστόσο, η πρωτεϊνική 

αλληλουχία βασίζεται σε ένα µόνο EST (CO590869, 689bp) το οποίο δεν στηρίζει τα 

επιπλέον αµινοξέα. Στο C. elegans η πρωτεϊνική καταχώρηση αποτελείται από 755 
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αµινοξέα και έχει προκύψει από υπολογιστικά προγράµµατα ανάλυσης της 

γενωµικής αλληλουχίας ενώ δεν στηρίζεται σε κάποιο µόριο cDNA. Η µεγάλη 

διαφορά στο µέγεθος των πολυπεπτιδίων του ανθρώπου και του C. elegans µπορεί 

να οφείλεται είτε σε φαινόµενο γονιδιακής σύντηξης (Enright AJ et al, 1999 & 2001) 

είτε σε λάθος στο χαρακτηρισµό του αντίστοιχου γονιδίου in silico (annotation). Υπέρ 

του τελευταίου συνηγορούν τα εξής (Εικ. 50): Το προβλεπόµενο γονίδιο (F26C11.1) 

αποτελείται από 12 εξόνια, εκ των οποίων τα 4 πρώτα κωδικοποιούν το τµήµα της 

πρωτεΐνης που εµφανίζει οµοιότητα µε την FRA10AC1, ενώ τα υπόλοιπα 

κωδικοποιούν πολυπεπτίδιο που φέρει µοτίβο όξινης φωσφατάσης ιστιδίνης. Το 

ιντρόνιο 4 έχει µέγεθος 1203bp, που είναι κατά πολύ µεγαλύτερο από το µέσο 

µέγεθος των ιντρονίων του νηµατώδη (370bp, Yu J et al, 2002) ενώ όλα τα υπόλοιπα 

είναι <120bp πλην του ιντρονίου 3 που είναι 503bp. Αµέσως µετά το τέλος του 

εξονίου 4 (οι πρώτες τέσσερις βάσεις του ιντρονίου 4) έχουν στο ίδιο αναγνωστικό 

πλαίσιο, κωδικόνιο λήξης που, αν χρησιµοποιηθεί, παράγει πολυπεπτίδιο 315 

αµινοξέων, ίδιου µήκους και κατά 37% ταυτόσηµο µε αυτό του ανθρώπου. Επίσης, 

στην αρχή του ιντρονίου 4 (nt:19-24 και nt:313-318, µετρώντας από την αρχή του 

ιντρονίου), υπάρχουν δύο συντηρηµένες αλληλουχίες σηµάτων πολυαδενυλίωσης 

(ΑΑΤΑΑΑ). Επιπλέον, στα πλαίσια προσπάθειας κλωνοποίησης και συνεπώς 

επιβεβαίωσης 12.000 προβλεπόµενων cDNA του C. elegans (Lamesch P et al, 

2004) η PCR σε βιβλιοθήκη cDNA όπου χρησιµοποιήθηκε ένας εκκινητής στο πρώτο 

εξόνιο του γονιδίου F26C11.1 σε συνδυασµό µε εκκινητή στο εξόνιο 12 ήταν 

ανεπιτυχής (http://www.wormbase.org/db/seq/pcr?name=mv_F26C11.1;class= 

PCR_product). H διερεύνηση των ESTs του C.elegans δεν βοήθησε να εξαχθεί 

κάποιο συµπέρασµα καθώς δεν υπάρχουν ESTs προερχόµενα από αυτό το γονίδιο, 

γεγονός που συµβαίνει σε ποσοστό ~40% των προβλεπόµενων γονιδίων του 

νηµατώδη (Lamesch P et al, 2004).  

Τέλος, η σύγκριση όλων των ορθολόγων πρωτεϊνών έδειξε ότι οι αµινοξικές 

αλλαγές R16H, Τ78R και V81I, που προέρχονται από τα SNPs που ταυτοποιήθηκαν 

στην κωδική περιοχή του γονιδίου του ανθρώπου, είναι συντηρηµένες τουλάχιστον 

σε έναν άλλο οργανισµό. Έτσι, το αµινοξύ 16 της πρωτεΐνης του Pan troglodytes 

είναι ιστιδίνη, το αµινοξύ 78 του Gallus gallus είναι αργινίνη και το αµινοξύ 81 στους 

οργανισµούς Anopheles gambiae, Caenorhabditis elegans, Pimpinella brachycarpa 

και Dictyostelium discoideum είναι ιντερλευκίνη (Εικ. 10).   

Αξίζει να σηµειωθεί ότι κανένα από τα πιθανά ορθόλογα µόρια που 

ταυτοποιήθηκαν δεν έχει µελετηθεί πειραµατικά µε συνέπεια να µην υπάρχουν 

διαθέσιµες πληροφορίες για τον πιθανό βιοχηµικό ρόλο της FRA10AC1. Η ύπαρξη 

αρκετών από αυτά στηρίζεται αποκλειστικά σε γονιδιακές προβλέψεις 
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προγραµµάτων επεξεργασίας γενωµικών αλληλουχιών. Ωστόσο, η παρουσία 

ορθολόγων αποκλειστικά σε πολυκύτταρους ευκαρυωτικούς οργανισµούς 

υποδηλώνει ενδεχοµένως την συµµετοχή του µορίου σε βιολογικές διαδικασίες που 

χαρακτηρίζουν αυτούς τους οργανισµούς.   

 

ATG

gtaa

F R

315aa 440aaC.elegans

H.sapiens 315aa

37% ταυτότητα

1203bp

AATAAA

FRA10AC1

Πολυπεπτίδιο µε µοτίβο
όξινης φωσφατάσης

Γενωµικό DNA 
C.elegans

?

 

Εικ. 50: To oρθόλογο γονίδιο FRA10AC1 στον C.elegans (F26C11.1.). Απεικονίζεται η 
γενωµική οργάνωση του γονιδίου FRA10AC1 στον C. elegans βάσει in silico χαρακτηρισµού 
της γενωµικής αλληλουχίας. Ωστόσο, καθώς: 1) η οµοιότητα (37% ταυτότητα) µε την 
πρωτεΐνη FRA10AC1 του ανθρώπου περιορίζεται στο αµινοτελικό µέρος του προβλεπόµενου 
πολυπεπτιδίου, 2) υπάρχει πιθανό κωδικόνιο λήξης (taa) και σήµατα πολυαδενυλίωσης στην 
αρχή του ιντρονίου 4 και 3) οι εκκινητές F και R δεν παράγουν προϊόν µε PCR σε cDNA 
βιβλιοθήκη, είναι πιθανόν το προβλεπόµενο γονίδιο του C.elegans να αντιστοιχεί σε δύο 
διαφορετικά γονίδια.  

 Έλεγχος της ειδικότητας του αντισώµατος αντι-FRA10AC1 

Κατά τον υποκυτταρικό εντοπισµό της ενδογενούς πρωτεΐνης FRA10AC1 και 

στα πειράµατα ανοσοκατακρήµνησης που περιγράφονται παρακάτω, 

χρησιµοποιήθηκε το ειδικό αντίσωµα για την FRA10AC1 που αποµονώθηκε από τον 

πολυκλωνικό ορό ανοσοποιηµένου κουνελιού (βλ. Μεθόδους). Η ειδικότητα του 

αντισώµατος ελέγχθηκε: 1) µε ανοσοεντοπισµό της πρωτεΐνης FRA10AC1 σε 

παροδικά διαµολυσµένα κύτταρα HeLa που εκφράζουν την ανασυνδυασµένη 

FRA10AC1-EGFP, όπου παρατηρείται πλήρης ταύτισή της µε το σήµα που 

προκύπτει από την χρήση του αντισώµατος (Εικ. 51), 2) µε ανάλυση Western κατά 

την οποία το ειδικό αντίσωµα αναγνωρίζει την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη His-

FRA10AC1 που έχει παραχθεί σε βακτήρια ενώ δεν ανιχνεύει πλέον την πρωτεΐνη 

GST, αποτέλεσµα που είναι επιθυµητό καθώς το αντιγόνο που είχε χρησιµοποιηθεί 

στην ανοσοποίηση ήταν σε σύντηξη µε την GST, 3) µε ανάλυση Western σε 

πρωτεϊνικό εκχύλισµα κυττάρων COS-7 κατά την οποία το αντίσωµα αναγνωρίζει µία 

ζώνη αναµενόµενου µεγέθους, που αντιστοιχεί στην ενδογενή πρωτεΐνη, 4) µε 

ανάλυση Western σε πρωτεϊνικό εκχύλισµα παροδικά διαµολυσµένων κυττάρων 
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COS-7 που εκφράζουν την ανασυνδυασµένη FRA10AC1-EGFP, όπου η πρωτεΐνη 

που αναγνωρίζεται από το ειδικό αντίσωµα ταυτίζεται µε αυτήν που αναγνωρίζεται 

από το αντίσωµα αντι-GFP και 5) µε δοκιµή ανοσοκατακρήµνισης της χιµαιρικής 

πρωτεΐνης FRA10AC1-EGFP από πρωτεϊνικό εκχύλισµα παροδικά διαµολυσµένων 

κυττάρων COS-7 και ακόλουθη ανάλυση Western όπου φαίνεται ότι το αντίσωµα 

είναι ικανό να ανοσοκατακρηµνίσει την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη.  

 

 Υποκυτταρική τοπολογική ανάλυση της ανασυνδυασµένης και της    

ενδογενούς πρωτεΐνης FRA10AC1 σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών 

Η εξέταση της υποκυτταρικής τοπολογίας της πρωτεΐνης FRA10AC1 και 

µέσω αυτής ο έλεγχος της λειτουργικότητας του θεωρούµενου NLS, 

πραγµατοποιήθηκε αρχικά µε παρατήρηση µε µικροσκοπία φθορισµού σε κύτταρα 

HeLa που είχαν διαµολυνθεί παροδικά µε πλασµιδιακή κατασκευή που 

κωδικοποιούσε χιµαιρικό πολυπεπτίδιο αποτελούµενο από την FRA10AC1 πλήρους 

µήκους σε σύντηξη µε την ΕGFP στο C-τελικό της άκρο. ∆ιαπιστώθηκε ότι η 

χιµαιρική πρωτεΐνη ανιχνεύεται στον πυρήνα των κυττάρων, εξαιρουµένου του 

πυρηνίσκου, πιθανώς οδηγηµένη από το διµερές NLS που διαθέτει. Η κατανοµή της 

στην πλειοψηφία των κυττάρων είναι διάχυτη (Εικ. 53). Ωστόσο, σε ποσοστό 5-10% 

των κυττάρων, η πρωτεΐνη συσσωρεύεται σε διακριτές εστίες, µικρότερου ή 

µεγαλύτερου µεγέθους, δηµιουργώντας ένα στικτό πρότυπο (Εικ. 53). Ο 

συγκεκριµένος υποκυτταρικός εντοπισµός είναι σαφώς διακριτός από τον µη ειδικό 

και διάχυτο εντοπισµό της EGFP σε όλο το κύτταρο (Εικ. 55). Στα πειράµατά µας, τα 

όρια του πυρήνα καθοριζόταν είτε µε παράλληλη ανοσοανίχνευση της λαµίνης A/C, 

που εντοπίζεται στην πυρηνοπλασµατική πλευρά της πυρηνικής µεµβράνης, είτε µε 

χρώση µε DAPI. Η περιγραφείσα υποκυτταρική τοπολογία παρατηρήθηκε και σε 

διάφορες άλλες κυτταρικές σειρές που εξετάστηκαν: HepG2 (ηπατικό καρκίνωµα), 

CaCO2 (αδενοκαρκίνωµα εντέρου) καθώς και στα νεφρικά κύτταρα πιθήκου CV1 και 

COS-7.  Ταυτόσηµο πυρηνικό πρότυπο παρατηρήθηκε και κατά την ανίχνευση της 

ενδογενούς πρωτεΐνης (Εικ. 54) σε διάφορες κυτταρικές σειρές. Κατά την ανίχνευση 

του ενδογενούς µορίου, σε καµία περίπτωση δεν παρατηρήθηκε η στικτώδης 

πυρηνική κατανοµή που εµφανίζει η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη, σε ένα µικρό 

ποσοστό των κυττάρων. Αυτό µπορεί να οφείλεται στην υπερέκφρασή της η οποία 

στα παροδικά διαµολυσµένα κύτταρα είτε σχηµατίζει συσσωµατώµατα, είτε 

«αποθηκεύεται» σε συγκεκριµένα πυρηνικά διαµερίσµατα που εµφανίζουν παρόµοια 

δοµή, όπως π.χ. τα σωµάτια PML, τα speckles, τα σωµάτια Cajal. Ενδιαφέρον είναι 

ότι η στικτώδης κατανοµή παρατηρήθηκε τόσο σε κύτταρα COS-7 όσο και σε CV-1 
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που, καθώς δεν εκφράζουν το Τ-αντιγόνο, εµφανίζουν χαµηλότερα επίπεδα 

έκφρασης των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών.  

 Για τον καθορισµό της περιοχής που είναι υπεύθυνη για τον πυρηνικό 

εντοπισµό της FRA10AC1, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα διαµολύνσεων µε τη 

χρήση µιας σειράς χιµαιρικών πολυπεπτιδίων, αποτελούµενων από υποπεριοχές της 

πρωτεΐνης σε σύνδεση µε την EGFP (Εικ. 55). Η µελέτη έγινε σε κύτταρα HeLa. Από 

την ανάλυση φάνηκε ότι το ανασυνδυασµένο µόριο που περιλαµβάνει τα αµινοξέα 

147-253 εντοπίζεται στον πυρήνα και άρα περιλαµβάνει λειτουργικό NLS. Αντίθετα τα 

τµήµατα της πρωτεΐνης που αντιστοιχούν στα αµινοξέα 1-146 και 257-315 

εµφανίζουν διάχυτη κατανοµή σε όλο το κύτταρο, παρόµοια µε της EGFP. Το διµερές 

NLS που είχε προβλεφθεί από υπολογιστικά προγράµµατα περιλάµβανε τα αµινοξέα 

223-238 και 245-265. Με το πείραµα που περιγράφηκε φάνηκε ότι το δεύτερο τµήµα 

δεν είναι απαραίτητο να υπάρχει αυτούσιο για να οδηγηθεί η πρωτεΐνη στον πυρήνα. 

Επιπλέον, το ελάχιστο τµήµα της πρωτεΐνης που εµφανίζει πυρηνικό εντοπισµό είναι 

ικανό και για τον εντοπισµό της FRA10AC1 στις στικτώδεις δοµές που περιγράφηκαν 

παραπάνω. Μάλιστα το ποσοστό των κυττάρων που εµφάνιζαν στικτώδες πυρηνικό 

πρότυπο κατανοµής ήταν συγκρίσιµο µε αυτό που παρατηρήθηκε για την πλήρους 

µήκους πρωτεΐνη.  
 

A B Γ

∆ Ε Ζ

 

Εικ. 51. Έλεγχος της εξειδίκευσης του αντισώµατος anti-FRA10AC1. Οπτικές τοµές από 
δύο ενδεικτικά κύτταρα µε συνεστιακό µικροσκόπιο φθορισµού που εκφράζουν παροδικά την 
ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη FRA10AC1-EGFP (Α, ∆) και στα οποία πραγµατοποιήθηκε 
ανοσοανίχνευση µε το αντίσωµα anti-FRA10AC1 (Β, Ε). Ως δευτερογενές αντίσωµα 
χρησιµοποιήθηκε το anti-rabbit TRITC. Με ταυτόχρονη προβολή των εικόνων παρατηρείται 
πλήρης αλληλοεπικάλυψη των σηµάτων φθορισµού (Γ, Ζ). Τα όρια του πυρήνα καθορίστηκαν 
µε χρώση µε DAPI, κατά την οποία φάνηκε ότι η πρωτεΐνη εντοπίζεται αποκλειστικά στον 
πυρήνα.  
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Εικ. 52: Έλεγχος εξειδίκευσης αντισώµατος anti-FRA10AC1. Α. Ο αντιορός (πριν τον 
καθαρισµό) αναγνωρίζει, εκτός από την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη His-FRA10AC11-145 και 
την GST, καθώς το αντιγόνο που είχε χρησιµοποιηθεί κατά την ανοσοποίηση ήταν σε 
σύντηξη µε την GST. Μετά τον καθαρισµό (αριστερά), το αντίσωµα δεν ανιχνεύει πλέον την 
GST ενώ εξακολουθεί να ανιχνεύει την His-FRA10AC11-145 (ποσότητα 10ng ολικής 
πρωτεΐνης). B. Σε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα κυττάρων COS-7, ο ορός ανιχνεύει τουλάχιστον 6 
ζώνες ενώ µετά τον καθαρισµό εµφανίζεται µία κύρια ζώνη αναµενόµενου µεγέθους (100µg 
πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος). Γ. Ανάλυση Western µε αντίσωµα a-GFP (αριστερά) και a-
FRA10AC1 (δεξιά) σε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα κυττάρων COS-7 παροδικά διαµολυσµένων (t) 
και µη (unt) µε πλασµιδιακή κατασκευή που κωδικοποιεί την πλήρους µήκους FRA10AC1 σε 
σύντηξη µε την EGFP. Από την ανάλυση φαίνεται ότι και τα δύο αντισώµατα αναγνωρίζουν  
την ίδια πρωτεΐνη και ότι το a-GFP ανιχνεύει επιπλέον και µία πρωτεΐνη µοριακού βάρους 
~30kD που πιθανότατα αντιστοιχεί στην EGFP (βέλος), που δεν αναγνωρίζεται από το a-
FRA10AC1. ∆. Το αντίσωµα a-FRA10AC1 ανοσοκατακρηµνίζει την χιµαιρική πρωτεΐνη 
FRA10AC1-EGFP. Η ανοσοκατακρήµνιση πραγµατοποιήθηκε σε πρωτεινικά εκχυλίσµατα 
κυττάρων COS-7 που είχαν διαµολυνθεί παροδικά µε πλασµιδιακή κατασκευή που 
κωδικοποιεί την πλήρους µήκους FRA10AC1 σε σύντηξη µε την EGFP και η ανάλυση 
Western µε a-GFP. Un=πρωτεϊνικό εκχύλισµα COS-7 µη διαµολυσµένων (100µg), input= το 
1/10 του δείγµατος που χρησιµοποιήθηκε στην ανοσοκατακρήµνιση, IP=ανοσοκατακρήµνιση 
µε ~1µg (α) και 0,7µg (β) αντισώµατος, mock=παράλληλο πείραµα στις ίδιες συνθήκες 
απουσία αντισώµατος, Ab=~2µg και 1µg αντισώµατος, beads=σφαιρίδια αγαρόζης 
συζευγµένα µε τις πρωτείνες A και G που χρησιµοποιήθηκαν στις ανοσοκατακρηµνίσεις.  
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Εικ. 53. Η ανασυνδυασµένη FRA10AC1-EGFP εντοπίζεται στον πυρήνα των κυττάρων 
HeLa µε διάχυτη ή στικτή κατανοµή. Α. Στο µεγαλύτερο ποσοστό των παροδικά διαµολυ-
σµένων κυττάρων η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη ανιχνεύεται σε όλο το πυρηνόπλασµα (1) 
εξαιρουµένου του πυρηνίσκου (π). Τα όρια του πυρήνα καθορίστηκαν µε ανοσοανίχνευση της 
λαµίνης A/C (2). Η εικόνα 3 προέρχεται από ταυτόχρονη προβολή των 1 και 2. Β.Σε ποσοστό 
5-10% των κυττάρων η πρωτεΐνη συσσωρεύεται σε µεγάλες (1, 3) ή µικρές (2) στικτώδεις δο-
µές. Όλες οι εικόνες προέρχονται από οπτικές τοµές σε συνεστιακό µικροσκόπιο φθορισµού.  

 

A B

Γ ∆
 

Εικ. 54. Η ενδογενής FRA10AC1 εντοπίζεται στον πυρήνα. Η ανίχνευση της πρωτεΐνης 
πραγµατοποιήθηκε µε το αντίσωµα anti-FRA10AC1 και ακολούθως µε anti-rabbit FITC, σε 
κύτταρα ανθρώπου (COS-7, A, B) και ποντικού (ΝΙΗ-3Τ3, Γ, ∆). Η µονιµοποίηση 
πραγµατοποιήθηκε είτε µε 2% (A) είτε µε 4% (B) PFA. Τα όρια του πυρήνα καθορίστηκαν µε 
χρώση µε DAPI.   
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Εικ. 55. Το τµήµα της FRA10AC1 που περιλαµβάνει τα αµινοξέα 147-253 είναι 
υπεύθυνο για την πυρηνική τοπολογία του µορίου. Η εξέταση του υποκυτταρικού 
εντοπισµού της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης και των επιµέρους τµηµάτων της, έγινε µετά 
από παροδική διαµόλυνση κυττάρων HeLa µε µία σειρά πλασµιδιακών κατασκευών στον 
φορέα pEGFP, ταυτόχρονη ανοσοανίχνευση της λαµίνης A/C και παρατήρηση µε συνεστιακό 
µικροσκόπιο φθορισµού. ∆εξιά, αναγράφονται οι πλασµιδιακές κατασκευές που 
χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε περίπτωση και απεικονίζονται σχηµατικά τα αντίστοιχα τµήµατα 
της πρωτεΐνης που κωδικοποιούν καθώς και το NLS (πράσινο). Στις τελευταίες εικόνες, τα 
κύτταρα έχουν διαµολυνθεί παροδικά µόνο µε τον φορέα (αρνητικός έλεγχος).  
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 ∆ιερεύνηση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων της FRA10AC1 

 Στα κύτταρα οι πρωτεΐνες µέσω των αλληλεπιδράσεών τους συµµετέχουν σε 

εκτεταµένα πρωτεϊνικά δίκτυα, τις πολυπρωτεϊνικές «µηχανές», που είναι δυναµικές 

δοµές που συναρµολογούνται και αποσυναρµολογούνται σε ανταπόκριση σε εξω-, 

δια- και ενδοκυτταρικά ερεθίσµατα. Ένα προκαταρκτικό βήµα στην κατανόηση του 

βιολογικού ρόλου µιας πρωτεΐνης είναι η ταυτοποίηση των πρωτεϊνών µε τις οποίες 

αλληλεπιδρά, ώστε να είναι δυνατή η ένταξή της σε ένα ή περισσότερα βιοχηµικά 

µονοπάτια.  

α. Προσδιορισµός αλληλεπιδράσεων µε χρήση του συστήµατος δύο   

   υβριδίων του σακχαροµύκητα 

 Καθώς στην FRA10AC1 δεν αναγνωρίζεται κάποια γνωστή λειτουργική 

περιοχή που θα µπορούσε να µας υποδείξει πιθανή λειτουργία της και επειδή για 

κανένα από τα ορθόλογα µόρια δεν είχε προσδιοριστεί ο βιοχηµικός του ρόλος, 

εφαρµόστηκε το σύστηµα δύο υβριδίων του σακχαροµύκητα ώστε να ταυτοποιηθούν 

πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µαζί της. Το σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε 

στηρίζεται στην ανασυγκρότηση του µεταγραφικού παράγοντα GAL4. 

 Κατασκευή και έλεγχος του δολώµατος 

 Ως δόλωµα χρησιµοποιήθηκε η πρωτεΐνη FRA10AC1 πλήρους µήκους ή 

τµήµατά της που περιλαµβάνουν τα 253 Ν-τελικά ή τα 62 C-τελικά αµινοξέα της, σε 

σύντηξη µε την DNA-BD του GAL4 (Εικ. 56). 

 Οι ανωτέρω πλασµιδιακές κατασκευές ελέγχθηκαν για αυτόνοµη 

ενεργοποίηση των γονιδίων-δεικτών. Ο έλεγχος πραγµατοποιήθηκε µε 

µετασχηµατισµό του στελέχους pJ69-4α µε κάθε µία από τις τρεις πλασµιδιακές 

κατασκευές σε συνδυασµό µε τον φορέα της βιβλιοθήκης pACT2 και µε επακόλουθη 

καλλιέργεια των κυττάρων σε θρεπτικό µέσο επιλογής. Το πλήρους µήκους 

πολυπεπτίδιο και τα 62 C-τελικά αµινοξέα του ενεργοποιούσαν αυτόνοµα και τα τρία 

γονίδια αναφοράς (HIS3, ADE2, lacZ). Το γονίδιο HIS3 ενεργοποιούνταν ισχυρότατα, 

καθώς τα κύτταρα αναπτύσσονταν ακόµα και σε θρεπτικό µε συγκέντρωση 20mM 

ΑΤ. Tα γονίδια ADE2 και lacZ ενεργοποιούνταν λιγότερο αλλά µετά από 5 µέρες 

παρατηρούνταν ανάπτυξη των αποικιών. Συνεπώς οι κατασκευές αυτές κρίθηκαν 

ακατάλληλες και η διερεύνηση πραγµατοποιήθηκε µε τα 253 Ν-τελικά αµινοξέα του 

µορίου.  

 Το φαινόµενο της αυτόνοµης ενεργοποίησης παρατηρείται συχνά. Στην 

περίπτωσή µας µπορεί να οφείλεται στην ενδογενή ικανότητα της FRA10AC1 να δρα 

ως µεταγραφικός ενεργοποιητής ή η ενεργοποίηση να είναι µη ειδική και να 

προκαλείται εξαιτίας του ιδιαίτερα όξινου C-τελικού άκρου της FRA10AC1.  
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Εικ. 56: Γραφική απεικόνιση των «δολωµάτων» που χρησιµοποιήθηκαν στο σύστηµα 
δύο υβριδίων.  Ως δόλωµα χρησιµοποιήθηκε το τµήµα της FRA10AC1 που περιλάµβανε τα 
253 Ν-τελικά αµινοξέα (“2”), σε σύντηξη µε την περιοχή πρόσδεσης στο DNA του GAL4.  
BD: περιοχή πρόσδεσης στο DNA    
 

 Έλεγχος και τιτλοδότηση της βιβλιοθήκης  

 Η cDNA βιβλιοθήκη που διερευνήθηκε προέρχεται από ήπαρ ανθρώπου, 

όπου το γονίδιο εµφανίζει υψηλά επίπεδα έκφρασης όπως δείχθηκε µε ανάλυση 

Northern και RP-PCR. Επιπλέον, η παρουσία µεταγράφων του επιβεβαιώθηκε µε 

PCR, µε υπόστρωµα 100ng DNA και τα ζεύγη των εκκινητών F2-R2 και F3-R2     

(Εικ. 37). Η θερµοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών είναι, για το πρώτο ζευγάρι 

55oC ενώ για το δεύτερο 52oC για τους 5 αρχικούς κύκλους και 56oC για τους 

επόµενους 30 κύκλους. Από την αντίδραση προέκυψαν τα αναµενόµενα προϊόντα 

µεγέθους 129bp και 302bp αντίστοιχα.  

 Στη συνέχεια η βιβλιοθήκη τιτλοδοτήθηκε ώστε να καθοριστεί, αναλογικά, η 

ποσότητα του DNA µε την καλύτερη απόδοση. Έτσι, µετά από µετασχηµατισµό µε 

0.02, 0.2, 0.6, 2.0 και 5.0µg DNA προσδιορίστηκε ότι τα 2µg είναι η βέλτιστη 

ποσότητα, από την οποία προκύπτουν 2x105 αποικίες.  

 ∆ιερεύνηση της βιβλιοθήκης 

 Βάσει της τιτλοδότησης πραγµατοποιήθηκαν 25 µετασχηµατισµοί (σε κύτταρα 

που είχαν ήδη µετασχηµατιστεί µε το δόλωµα) διατηρώντας την ποσότητα του DNA 

σταθερή στα 2µg, ώστε να διερευνηθούν 5x106 αποικίες, που θεωρήθηκαν αρκετές 

ώστε να υπάρχει ικανοποιητική αντιπροσώπευση.  

 Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό επιλογής για το γονίδιο HIS3 

και επωάστηκαν στους 30oC. Συνολικά αναπτύχθηκαν 81 αποικίες οι οποίες 

συλλέχθηκαν µετά από 4-8 µέρες. Ακολούθησε επανακαλλιέργειά τους σε πλήρες 

θρεπτικό υλικό που αποτέλεσε το πρωτότυπο πιάτο (master plate) από το οποίο 

δηµιουργήθηκαν πιάτα-αντίγραφα για έλεγχο της ανάπτυξης των αποικιών στα 

θρεπτικά υλικά επιλογής. Για την επιλογή για το HIS3 παρασκευάστηκαν δύο 

αντίγραφα µε 3mM και 10mM AT αντίστοιχα. Κατά την επιλογή απορρίφθηκαν 7 

κλώνοι που δεν αναπτυσσόταν στο θρεπτικό υλικό όπου απουσίαζε η Ade. Έτσι 

επιλέχθηκαν 74 κλώνοι για περαιτέρω ανάλυση.   
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 Αποµόνωση, ανάλυση και επαλήθευση θετικών κλώνων  

Από τους 74 θετικούς κλώνους αποµονώθηκε DNA µε το οποίο µετασχηµατίστηκαν 

κύτταρα E.coli στελέχους KC8 ώστε να εξαλειφθεί το πλασµίδιο που κωδικοποιεί το 

δόλωµα. Ακολούθησε αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από το στέλεχος αυτό και 

τελικός µετασχηµατισµός σε στέλεχος DH5a από όπου και αποµονώθηκε το 

πλασµίδιο-θήραµα. Για την εξάλειψη των οµοειδών κλώνων, αυτοί τεµαχίστηκαν µε 

τα ένζυµα BamHI και XhoI, που αναγνωρίζουν θέσεις στον polylinker του φορέα. Με 

βάση το πρότυπο τεµαχισµού, επιλέχθηκαν 42 κλώνοι, πιθανώς διαφορετικοί και 

παράλληλα προσδιορίστηκε κατά προσέγγιση το µέγεθος των ενθεµάτων τους (0,5-

2,3kb). Σε όλους τους επιλεγµένους κλώνους προσδιορίστηκε η αλληλουχία των 

ενθεµάτων τους χρησιµοποιώντας τους εκκινητές pACT2F και pACT2R (βλ. 

Μεθόδους). Για την ταυτοποίηση των αλληλουχιών διερευνήθηκε η νουκλεοτιδική 

βάση δεδοµένων (Blastn). Οι 22 κλώνοι απορρίφθηκαν είτε γιατί ήταν εκτός πλαισίου 

ανάγνωσης είτε γιατί είχαν καταγραφεί από προηγούµενες καταχωρήσεις ως 

ψευδώς-θετικά µόρια που εµφανίζονται συχνά σε ανάλογα πειράµατα διερεύνησης 

(http://www.uib.no/aasland/two-hybrid.html).  

 Οι υπόλοιποι 20 κλώνοι αντιστοιχούσαν σε 2 γονίδια: 2 όµοιοι κλώνοι στο 

SAP145 (spliceosome-associated protein 145, GDB Id: Q13435) και 18, χωρισµένοι 

σε δύο αλληλοεπικαλυπτόµενες οµάδες, στο DGCR14 (DiGeorge syndrome critical 

region protein 14, GDB Id: NP_073210). Οι κλώνοι του SAP145 κωδικοποιούν τα 

αµινοξέα 154-872 του µορίου, που έχει συνολικό µήκος 872 αµινοξέα ενώ οι κλώνοι 

του DGCR14 διακρίνονται σε δύο οµάδες που αντιστοιχούν στα αµινοξέα 25-476 και 

207-476 από τα 476 συνολικά του µορίου (Εικ. 57). Οι αλληλεπιδράσεις που 

ταυτοποιήθηκαν επιβεβαιώθηκαν µε επαναληπτικό µετασχηµατισµό κυττάρων µε το 

δόλωµα και τα θηράµατα και καλλιέργειά τους σε θρεπτικά υλικά επιλογής. Επίσης 

διαπιστώθηκε ότι ο ρυθµός ανάπτυξης των αποικιών όπου εκφραζόταν το ζεύγος 

FRA10AC1-DGCR14 ήταν σαφώς ταχύτερος σε σχέση µε το FRA10AC1- SAP145. Η 

διαφορά αυτή µπορεί να αντανακλά την ισχύ της αλληλεπίδρασης ή το ποσοστό των 

µορίων που συµµετέχουν σ’ αυτήν. Επιπλέον, δεν παρατηρήθηκε διαφορά µεταξύ 

των δύο αλληλοεπικαλυπτόµενων τµηµάτων της DGCR14, αποτέλεσµα που 

υποδηλώνει ότι η C-τελική περιοχή του µορίου είναι ικανή για την αλληλεπίδραση µε 

την FRA10AC1. Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι και οι δύο πρωτεΐνες που 

ταυτοποιήθηκαν φαίνεται να συµµετέχουν σε κοινό βιολογικό µονοπάτι, στη 

διαδικασία συναρµογής του mRNA. Συγκεκριµένα, η SAP145 αποτελεί υποµονάδα 

του παράγοντα συναρµογής SF3b. To πρωτεϊνικό αυτό σύµπλοκο συµµετέχει στο 

σχηµατισµό τόσο του U2 snRNP όσο και του U11/U12 δι-snRNP, συστατικά του 

µείζονος και του ελάσσωνος spliceosome αντίστοιχα (Will CL et al, 1999) και είναι 
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απαραίτητος, καθώς απαιτείται για τον σχηµατισµό του pre-spliceosome (βλ. 

Συζήτηση). Η DGCR14 έχει ταυτοποιηθεί βιοχηµικά από τρεις διαφορετικές οµάδες  

και έχει προταθεί ως πρωτεΐνη-συστατικό του spliceosome (Rappsilber J et al, 2002; 

Zhou Z et al, 2002; Makarova OV et al, 2004, βλ. Συζήτηση).  

∆ιερεύνηση βιβλιοθήκης (έλεγχος ανάπτυξης απουσία ιστιδίνης)

81 κλώνοι

Έλεγχος εκφρασης γονιδίων Ade, LacZ

74 κλώνοι

Τεµαχισµός και σύγκριση προτύπων

42 κλώνοι

Προσδιορισµός αλληλουχίας, απόρριψη ψευδώς θετικών και εκτός πλαισίου ανάγνωσης

20 κλώνοι

SAP145 (2) DGCR14 (18)

Α.

25 476

207 476

154 872

B.
DGCR14

47618721

SAP145

8721

SAP145
πρωτεΐνες
πλήρους
µήκους

πρωτεΐνες που
κωδικοποιούνται

από τους
θετικούς
κλώνους

coiled coil
(357-386aa)

 
Εικ. 57. Σχηµατική αναπαράσταση της διαδικασίας που εφαρµόστηκε στο σύστηµα 
δύο υβριδίων και των µορίων που ταυτοποιήθηκαν. Α. Με την διερεύνηση 
ταυτοποιήθηκαν 20 θετικοί κλώνοι, που αντιστοιχούν στα γονίδια SAP145 (2 κλώνοι) και 
DGCR14 (18 κλώνοι). Β. Οι κλώνοι του SAP145 (ταυτόσηµοι) αντιστοιχούν στα αµινοξέα 154-
872 της πρωτεΐνης. Για το DGCR14 οι 2 κλώνοι αντιστοιχούν στα αµινοξέα 25-467 και οι 
υπόλοιποι στα αµινοξέα 207-467. 
 

β. Επιβεβαίωση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων in vitro  

 Οι αλληλεπιδράσεις που ταυτοποιήθηκαν µε το σύστηµα δύο υβριδίων 

επιβεβαιώθηκαν in vitro µε GST pull-down. Για τη δοκιµή συνκατακρήµνισης, η 

FRA10AC1 παρήχθη επισηµασµένη σε βακτήρια, σε σύντηξη µε την GST ενώ οι 

SAP145 και DGCR14 προέκυψαν µε µεταγραφή-µετάφραση in vitro ως 

ραδιοσηµασµένα µόρια.  

Παραγωγή και αποµόνωση της GST και της χιµαιρικής πρωτεΐνης GST-FRA10AC1  

 Η παραγωγή της GST (26kD) και της χιµαιρικής GST-FRA10AC1 (~65kD) 

πραγµατοποιήθηκε στο στέλεχος BL21 (DE3) CodonPlus της E.coli. Τα βακτήρια 
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µετασχηµατίστηκαν είτε µε τον φορέα pGEX-4T1 είτε µε την πλασµιδιακή κατασκευή 

FRA189-1137/pGEX 4T-1 που περιέχει ολόκληρη την κωδική περιοχή του FRA10AC1 

στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο µε την GST (Εικ. 58). Η GST παρήχθη µετά από 

επαγωγή µε 1mM IPTG στους 30oC για 3h σε καλλιέργεια 50ml. Υπό αυτές τις 

συνθήκες, αφενός δεν επιτεύχθηκε υπερέκφραση της χιµαιρικής GST -FRA10AC1 

αφετέρου το µόριο αποικοδοµούνταν, όπως φάνηκε µετά από ανάλυση Western µε 

anti-GST. Επιπλέον παρατηρήθηκε τοξικότητα όπως φάνηκε µε βάση τη δραµατική 

µείωση της O.D. της βακτηριακής καλλιέργειας µετά την επαγωγή. Έτσι, έγινε 

βελτιστοποίηση των συνθηκών σε καλλιέργειες µικρής κλίµακας (3ml), δοκιµάζοντας 

διαφορετικούς χρόνους και θερµοκρασίες επαγωγής, παρουσία ή απουσία γλυκόζης 

στο θρεπτικό καλλιέργειας, ενώ τα επίπεδα έκφρασης και η ακεραιότητα του 

πολυπεπτιδίου ελέγχθηκαν µε Western. Μετά τον καθορισµό των βέλτιστων 

συνθηκών (28oC για 19h παρουσία γλυκόζης), πραγµατοποιήθηκε η παραγωγή της 

πρωτεΐνης σε µεγάλη κλίµακα (200ml). Καθώς η χιµαιρική πρωτεΐνη εντοπιζόταν στο 

αδιάλυτο κλάσµα του βακτηριακού εκχυλίσµατος πραγµατοποιήθηκε κατάλληλη 

επεξεργασία που οδήγησε σε διαλυτοποίηση του µεγαλύτερου µέρους της.  

 Τα πολυπεπτίδια αποµονώθηκαν από το εκχύλισµα µε χρωµατογραφία 

συγγένειας µε σφαιρίδια σεφαρόζης (0,15ml) συζευγµένα µε γλουταθειόνη και 

ποσοτικοποιήθηκαν βάσει σύγκρισης µε πρωτεϊνικό δείκτη γνωστών µεγεθών και 

ποσοτήτων µετά από SDS-PAGE και χρώση µε Coomasie blue.  

Σύνθεση των πρωτεϊνών SAP145 και DGCR14 

 Οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες SAP145 (154-813aa) και DGCR14 (25-

463aa) παρήχθησαν µε συζευγµένη µεταγραφή/µετάφραση in vitro. Ως υπόστρωµα 

χρησιµοποιήθηκαν οι πλασµιδιακές κατασκευές DGCR14/pcDNA3.1 HisA και 

SAP145/pcDNA3.1 HisA (βλ. Πλασµιδιακές κατασκευές) ενώ η αντίδραση 

πραγµατοποιήθηκε παρουσία 35S-Met. Τα προϊόντα της αντίδρασης εµφανίζονταν ως 

µία ζώνη του αναµενόµενου µεγέθους µετά από ηλεκτροφόρηση και 

αυτοραδιογραφία.  

 H FRA10AC1 αλληλεπιδρά in vitro µε τις πρωτεΐνες SAP145 και DGCR14 

 Στην δοκιµή συνκατακρήµνισης συµµετείχαν 5µg GST-FRA10AC1 

(συζευγµένης µε γλουταθειόνη-σεφαρόζη) και 10µl (40%) της αντίδρασης 

µεταγραφής/µετάφρασης των άλλων πρωτεϊνών. Η επώαση πραγµατοποιήθηκε σε 

200 µl διαλύµατος δέσµευσης, ολονύκτια στους 4οC, υπό ανάδευση. Ακολούθησαν 

εκπλύσεις µε το ίδιο διάλυµα, SDS-PAGE και αυτοραδιογραφία. Για τον αρνητικό 

έλεγχο, ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία µε την GST µόνη της. Τα αποτέλεσµατα 

επιβεβαιώνουν την άµεση αλληλεπίδραση της πλήρους µήκους FRA10AC1 µε τις 

SAP145 και DGCR14 (Εικ. 58). Επιπλέον, φαίνεται πως η αλληλεπίδραση µε την 
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DGCR14 είναι ισχυρότερη από αυτήν µε την SAP145, φαινόµενο που είχε 

παρατηρηθεί και κατά το σύστηµα δύο υβριδίων. Βέβαια υπάρχει η πιθανότητα αυτό 

να οφείλεται στην ελλειµµατικότητα του κλώνου του SAP145 που ταυτοποιήθηκε στο 

σύστηµα δύο υβριδίων ο οποίος στερείται τα 153 αµινοτελικά αµινοξέα, που 

αντιστοιχούν στο ~15% του µορίου.  

1. GST-FRA10AC1  2. GST

DGCR14 [35S]

SAP145 [35S]

Σ ΣΥ Υ

1 2
Α.

46325

813154

1 315
Β.

FRA10AC1GST

DGCR14

SAP145
 

Εικ. 58: Αλληλεπίδραση της FRA10AC1 µε τις DGCR14 και SAP145 in vitro.  
Α. Για την δοκιµή χρησιµοποιήθηκαν ισοµοριακές ποσότητες της GST και της GST-
FRA10AC1 συζευγµένων µε σφαιρίδια σεφαρόζης-γλουταθειόνης και οι ραδιοσηµασµένες 
πρωτεΐνες DGCR14 και SAP145 που παρήχθησαν µε µεταγραφή/µετάφραση in vitro. Ο 
έλεγχος των πρωτεϊνών που είναι συνδεδεµένες µε τα σφαιρίδια έγινε µετά από SDS-PAGE 
σε πήκτωµα 10%, σταθεροποίηση, ξήρανση και αυτοραδιογραφία του µετά από ολονύκτια 
έκθεση. Σ: πρωτεΐνες συνδεδεµένες στα σφαιρίδια, Υ: υπερκείµενο- το 10% του συνολικού 
Β. Σχηµατική απεικόνιση των πολυπεπτιδίων που συµµετείχαν στην δοκιµή: η FRA10AC1 
πλήρους µήκους, η DGCR14 (25-463aa) και η SAP145 (154-813aa). 
 

 Χαρτογράφηση των περιοχών αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών FRA10AC1 

και DGCR14 

 Η αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών FRA10AC1 και DGCR14 µελετήθηκε 

περαιτέρω ώστε να χαρτογραφηθούν οι υπεύθυνες περιοχές. Ο έλεγχος 

πραγµατοποιήθηκε µε δοκιµή συνκατακρήµνισης κατά την οποία ελέγχθηκαν 

τµήµατα της DGCR14 που παρήχθησαν σε βακτήρια σε σύντηξη µε την GST µε 

περιοχές της FRA10AC1 που παρήχθησαν σε κύτταρα COS7 σε σύντηξη µε την 

EGFP.  

 Παραγωγή και αποµόνωση τµηµάτων της πρωτεΐνης DGCR14 σε βακτήρια  

 Οι χιµαιρικές πρωτεΐνες παρήχθησαν στο στέλεχος BL21 (DE3) CodonPlus 

της E.coli µετά από µετασχηµατισµό των κυττάρων µε τις πλασµιδιακές κατασκευές:  

1) DGCR1425-472_pGEX 3X, 2) DGCR1425-222_pGEX 4T-2, 3) DGCR14223-472_pGEX 

3X, 4) DGCR14294-472_pGEX 3X, 5) DGCR14218-316_pGEX 3Χ, 6) DGCR14390-

472_pGEX 3Χ και 7) pGEX 3Χ. Η επαγωγή της έκφρασής τους πραγµατοποιήθηκε µε 

1mM IPTG στους 28oC για 16h ή µε 0,1mM IPTG για 2h (GST- DGCR1425-472 και 

GST-DGCR14294-472) ή µε 1mM IPTG για 4h (GST- DGCR1425-222) σε καλλιέργεια 

200ml. Ακολούθησε κατάλληλη επεξεργασία του βακτηριακού εκχυλίσµατος ώστε να 
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διαλυτοποιηθούν οι χιµαιρικές πρωτεΐνες. Το αντίστοιχο εκχύλισµα της GST εντοπί-

ζεται στο διαλυτό κλάσµα. Στη συνέχεια, τα πολυπεπτίδια αποµονώθηκαν µε 

χρωµατογραφία συγγένειας χρησιµοποιώντας σφαιρίδια σεφαρόζης (0,15ml) 

συζευγµένα µε γλουταθειόνη. Μετά την ποσοτικοποίησή τους (Εικ. 59), εξισορροπή-

θηκαν σε διάλυµα RIPA και χρησιµοποιήθηκαν στη δοκιµή συνκατακρήµνισης.  

 Παραγωγή τµηµάτων της πρωτεΐνης FRA10AC1 σε κύτταρα θηλαστικών 

 COS-7 

 Οι χιµαιρικές πρωτεΐνες παρήχθησαν σε κύτταρα COS-7 µετά από παροδική 

διαµόλυνση µε τις πλασµιδιακές κατασκευές FRA10AC1_full/pEGFPN1, 

FRA10AC1_Bbs_Stu/pEGFPC1 και pEGFPC1 που κωδικοποιούν το πλήρους 

µήκους πολυπεπτίδιο, το κεντρικό τµήµα του (aa:96-253) και την EGFP, αντίστοιχα 

(Εικ.59). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν µετά από επώαση 36h, λύθηκαν µε διάλυµα RIPA 

και το εκχύλισµα χρησιµοποιήθηκε στη δοκιµή συνκατακρήµνισης.  

 ∆οκιµή συνκατακρήµνισης 

 Για τη δοκιµή συνκατακρήµνισης χρησιµοποιήθηκε ~1µg των χιµαιρικών 

πρωτεϊνών GST-DGCR14 ή της GST (συζευγµένων µε γλουταθειόνη-σεφαρόζη) και 

το πρωτεϊνικό εκχύλισµα κυττάρων COS-7 που είχαν διαµολυνθεί παροδικά µε τις 

κατάλληλες πλασµιδιακές κατασκευές. Η επώαση πραγµατοποιήθηκε σε 300 µl 

διαλύµατος RIPA, στους 4οC υπό ολονύκτια ανάδευση. Ακολούθησαν εκπλύσεις µε 

το ίδιο διάλυµα, SDS-PAGE, υγρή ηλεκτροµεταφορά των πολυπεπτιδίων σε 

µεµβράνη και Western µε το αντίσωµα a-GFP (Εικ. 59). Κατά την αρχική διερεύνηση, 

ελέγχθηκε η αλληλεπίδραση της FRA10AC1 πλήρους µήκους µε διαφορετικά 

τµήµατα της DGCR14. Το αποτέλεσµα έδειξε ότι το τµήµα της πρωτεΐνης DGCR14 

που περιλαµβάνει τα αµινοξέα 294-472 είναι ικανό και αναγκαίο για την 

παρατηρούµενη αλληλεπίδραση. Επιπλέον, φάνηκε ότι δύο υποπεριοχές αυτού του 

τµήµατος, που αντιστοιχούν στα αµινοξέα 218-316 και 390-472, δεν είναι ικανές να 

αλληλεπιδράσουν µε την FRA10AC1, γεγονός που συνεπάγεται ότι το τµήµα της 

πρωτεΐνης µεταξύ των αµινοξέων 317-390 είναι απολύτως απαραίτητο (Εικ. 59). 

Πρέπει να σηµειωθεί ότι σ’ αυτό το τµήµα, µήκους ~70 αµινοξέων, χαρτογραφείται το 

µοτίβο coiled coil, που έχει συσχετιστεί µε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις. Στη 

συνέχεια και µε δεδοµένη την υψηλή συντήρηση που εµφανίζει η κεντρική περιοχή 

της πρωτεΐνης FRA10AC1 στα ορθόλογα µόρια, µελετήθηκε η αλληλεπίδραση αυτού 

του τµήµατος (αµινοξέα: 96-253) µε την περιοχή της DGCR14 που ταυτοποιήθηκε 

προηγουµένως (αµινοξέα 294-472). Πράγµατι, µε τη δοκιµή συνκατακρήµνισης, 

φάνηκε ότι η άµεση αλληλεπίδραση µεταξύ των πρωτεϊνών FRA10AC1 και DGCR14 

επιτυγχάνεται µέσω των συγκεκριµένων τµηµάτων (Εικ. 59).  
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A. Χιµαιρικές πρωτεΐνες GST-DGCR14 Β. Χιµαιρικές πρωτεΐνες
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Εικ. 59: Χαρτογράφηση των περιοχών αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών FRA10AC1 
και DGCR14. Α. Η πρωτεΐνη πλήρους µήκους DGCR14 και τµήµατά της παρήχθησαν σε 
βακτήρια σε σύντηξη µε την GST. Οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες ελέγχθηκαν µε SDS-PAGE 
(10%) και ακόλουθη χρώση µε Coomasie blue (πάνω). Τα πολυπεπτίδια # 1-7 απεικονίζονται 
σχηµατικά και συγκρίνονται µε την πλήρους µήκους πρωτεΐνη καθώς και µε τα τµήµατά της 
που αντιστοιχούν στους κλώνους που ταυτοποιήθηκαν στο πείραµα δύο υβριδίων. Β. Η 
πρωτεΐνη πλήρους µήκους FRA10AC1 και το κεντρικό της τµήµα (96-256aa) παρήχθησαν σε 
κύτταρα COS-7 σε σύντηξη µε την EGFP. Φαίνεται το αποτέλεσµα της ανάλυσης Western 
των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών χρησιµοποιώντας το αντίσωµα a-GFP (πάνω) και η 
σχηµατική απεικόνιση των πολυπεπτιδίων. Γ. ∆οκιµή συνκατακρήµνισης µεταξύ των 
διαφορετικών τµηµάτων των πρωτεϊνών. Σε κάθε δοκιµή χρησιµοποιήθηκαν ~1µg των 
χιµαιρικών πρωτεϊνών GST-DGCR14. Η πρωτεΐνη FRA10AC1 πλήρους µήκους αλληλεπιδρά 
µε τα τµήµατα #1, #2 και #4 της DGCR14, όπως φαίνεται από την ανάλυση Western µε το a-
GFP (πάνω). Οι αριθµοί 1-7 κάτω από το φιλµ αντιστοιχούν στα τµήµατα της DGCR14 που 
χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε δοκιµή, βάσει της αρίθµησης στην Εικ. (Β) και το Ι και ΙΙΙ 
αντιστοιχούν στην FRA10AC1 πλήρους µήκους και την EGFP (αρνητικός έλεγχος) αντίστοιχα. 
Το (+) συµβολίζει την επιβεβαίωση της αλληλεπίδρασης, (∆Ε: δεν πραγµατοποιήθηκε). Στο 
κάτω µέρος φαίνεται η επιβεβαίωση της αλληλεπίδρασης µεταξύ του τµήµατος ΙΙ της 
FRA10AC1 και των τµηµάτων 1 και 2 της DGCR14, όπως απεικονίζονται στις Εικ. (Α) και (Β). 
Το τµήµα ΙΙ της FRA10AC1 δεν αλληλεπιδρά µε την GST (αρνητικός έλεγχος).  
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γ. Επιβεβαίωση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων in vivo 

 Η ταυτόχρονη παρουσία των πρωτεϊνών FRA10AC1 και DGCR14 στο ίδιο 

πρωτεϊνικό σύµπλοκο ελέγχθηκε µε πείραµα συν-ανοσοκατακρήµνισης. Ειδικότερα, 

πραγµατοποιήθηκε ανοσοκατακρήµνιση της ενδογενούς FRA10AC1 µε το αντίσωµα 

anti-FRA10AC1 σε εκχυλίσµατα κυττάρων COS-7, στα οποία είχε επιτευχθεί 

υπερέκφραση της χιµαιρικής πρωτεΐνης ΕGFP-DGCR14 (Εικ. 60). Η υπερέκφραση 

πραγµατοποιήθηκε µε παροδική διαµόλυνση µε την πλασµιδιακή κατασκευή 

DGCR14_pEGFP_C1 που κωδικοποιεί σχεδόν την πλήρους µήκους πρωτεΐνη 

(στερείται τα Ν-τελικά 24 αµινοξέα). Η παρουσία της ΕGFP-DGCR14 στο 

ανοσοκατακρήµνισµα επιβεβαιώθηκε µε ανάλυση Western µε το αντίσωµα a-GFP. 

Για τον αρνητικό έλεγχο, ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία, σε κυτταρικά εκχυλίσµατα 

όπου είχε υπερεκφραστεί η πρωτεΐνη EGFP µόνη της (Εικ. 60).  

 

DGCR14-EGFP

Πρωτεΐνη G

Ελαφριά αλυσίδα
αντισώµατος

Πρωτεΐνη A / βαριά
αλυσίδα αντισώµατος

IP IPmock mock

W.B.: a-GFP

DGCR14-EGFP EGFP

input D
GCR14

-E
GFP 

input E
GFP 

un

66kD

31kD

 
Εικ. 60: Η ενδογενής πρωτεΐνη FRA10AC1 συν-ανοσοκατακρηµνίζεται µε την 
ανασυνδυασµένη DGCR14-EGFP. Η ανοσοκατακρήµνιση πραγµατοποιήθηκε µε ~1µg 
αντισώµατος a-FRA10AC1 σε πρωτεϊνικό εκχύλισµα κυττάρων COS-7 στα οποία είχαν 
εκφραστεί παροδικά οι πρωτεΐνες DGCR14-EGFP και EGFP (αρνητικός έλεγχος) και 
ελέγχθηκε µε ανάλυση Western µε το αντίσωµα a-GFP (δεξιά). Η DGCR14-EGFP ανιχνεύεται 
στο ανοσοκατακρήµνισµα (βέλος) ενώ δεν ανιχνεύεται η EGFP. IP=συν-ανοσοκατακρήµνιση, 
mock=παράλληλη επανάληψη του πειράµατος απουσία αντισώµατος. Επίσης σηµειώνεται η 
προέλευση των επιπλέον ζωνών που ταυτοποιούνται. ∆εξιά, φαίνεται το αποτέλεσµα 
ανάλυσης Western µε a-GFP στο 1/10 του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος που χρησιµοποιήθηκε 
στην συν-ανοσοκατακρήµνιση.  
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 ∆ιερεύνηση της υποκυτταρικής τοπολογίας των πρωτεϊνών FRA10AC1, 

DGCR14 και SAP145 

 Για την πρωτεΐνη FRA10AC1 δείξαµε ότι εντοπίζεται στον πυρήνα ενώ για τις 

πρωτεΐνες SAP145 και DGCR14 είναι γνωστό από παλαιότερες µελέτες ότι είναι 

πυρηνικές στα θηλαστικά (Das BK et al, 1999; Lindsay EA et al, 1998). Το ερώτηµα 

που τέθηκε και που αποτελεί συνέχεια της επιβεβαίωσης των µεταξύ τους 

αλληλεπιδράσεων, είναι εάν οι τρεις πρωτεΐνες συνεντοπίζονται και υποκυτταρικά.  

 Η συγκριτική µελέτη του προτύπου έκφρασής τους πραγµατοποιήθηκε µε 

µικροσκοπία φθορισµού σε κύτταρα HeLa στα οποία ανιχνεύσαµε την ενδογενή 

SAP145 και τις χιµαιρικές FRA10AC1-EGFP και Xpress-DGCR14 (Εικ. 61). Τα 

κύτταρα διαµολύνθηκαν παροδικά µε τις πλασµιδιακές κατασκευές 

FRA_full_pEGFP_N1 που κωδικοποιεί το πλήρους µήκους πολυπεπτίδιο και 

DGCR14_pcDNA3.1_HisA, που κωδικοποιεί την σχεδόν πλήρους µήκους πρωτεΐνη 

(25-472aa). Για τον εντοπισµό των πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκαν το πολυκλωνικό 

αντίσωµα a-SAP145 (δώρο της Dr. R.Reed) και το µονοκλωνικό αντίσωµα a-Xpress 

που αναγνωρίζει τον επίτοπο επισήµανσης της DGCR14.  

 Από την ανάλυση (Εικ. 61) φάνηκε ότι οι πρωτεΐνες FRA10AC1 και DGCR14 

έχουν ταυτόσηµο πρότυπο κατανοµής, τόσο σε κύτταρα όπου η συσσώρευσή τους 

είναι σχετικά οµοιογενής όσο και σε κύτταρα όπου οι πρωτεΐνες εντοπίζονται σε 

στικτώδεις δοµές στον πυρήνα. Αυτές οι έντονα διακριτές εστίες δεν παρατηρήθηκαν 

στην περίπτωση της πρωτεΐνης SAP145, ωστόσο είναι δυνατή η διάκριση πυρηνικών 

περιοχών όπου η συσσώρευσή της είναι µεγαλύτερη. Σε αυτές τις περιοχές, σε 

σηµαντικό ποσοστό των κυττάρων, παρατηρήθηκε και αυξηµένη συσσώρευση των 

πρωτεϊνών FRA10AC1 και DGCR14. Ο παρατηρούµενος συνεντοπισµός αποτελεί 

θετική ένδειξη για τη λειτουργική συσχέτιση των µορίων.  

 Η υπόθεση για την ταυτότητα των στικτών δοµών είναι ότι είτε πρόκειται για 

συσσωµατώµατα είτε για πυρηνικά διαµερίσµατα-χώρους συσσώρευσης-

αποθήκευσης των πρωτεϊνών, που σχηµατίζονται σε κατάσταση υπερ-αφθονίας 

τους, όπως συµβαίνει κατά την παροδική διαµόλυνση. Πιθανώς, αυτός είναι ο λόγος 

που η SAP145 δεν εµφανίζει έντονα στικτό πρότυπο καθώς ανιχνεύουµε την 

ενδογενή πρωτεΐνη, που τα επίπεδά της είναι σαφώς χαµηλότερα από αυτά των 

ανασυνδυασµένων FRA10AC1 και DGCR14.  
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Εικ. 61: Υποκυτταρικός συνεντοπισµός των πρωτεϊνών FRA10AC1, DGCR14 και 
SAP145. Σε όλα τα κύτταρα που εξετάστηκαν, οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες FRA10AC1-
EGFP (πράσινο) και DGCR14-Xpress (κόκκινο) εµφανίζουν ταυτόσηµη πυρηνική κατανοµή 
(σύγκριση 1α-1β, 2α-2β, 3α-3β), διάχυτη (1α-1β) ή στικτή (2α-2, 3α-3β). Στην πλειονότητα 
των κυττάρων (~90%) και οι τρεις πρωτεΐνες εµφανίζουν σχετικά διάχυτη πυρηνική κατανοµή 
(1α, 1β, 1γ) και η σύγκριση των προτύπων τους (1δ) παρουσιάζει σηµαντική αλληλοεπικάλυ-
ψη (άσπρο). Όλες οι εικόνες προέρχονται από οπτικές τοµές σε συνεστιακό µικροσκόπιο 
φθορισµού.  
 
 

 Συγκριτική µελέτη του προτύπου έκφρασης των γονιδίων Fra10Ac1, 

Dgcr14 και Sap145 κατά την εµβρυική ανάπτυξη και στον εγκέφαλο του 

ποντικού  

 Απαραίτητη προϋπόθεση για την λειτουργική συσχέτιση των πρωτεϊνών 

FRA10AC1, DGCR14 και SAP145, εκτός από την επιβεβαίωση των πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων τους και τον υποκυτταρικό συνεντοπισµό τους, είναι η 

επικαλυπτόµενη µεταγραφική ενεργότητα των αντίστοιχων γονιδίων σε επίπεδο 

οργανισµού. Επιπλέον, ο τοπολογικός και χρονικός προσδιορισµός της έκφρασης 

των γονιδίων προσφέρουν πολύτιµες πληροφορίες για την συνεισφορά τους στην 

οντογένεση του οργανισµού.  

 Ο συγκριτικός έλεγχος του προτύπου έκφρασής τους πραγµατοποιήθηκε µε 

πειράµατα υβριδοποίησης in situ σε οβελιαίες τοµές ολόκληρων εµβρύων 

αναπτυξιακών σταδίων Ε12.5, Ε13.5 και Ε14.5 και σε στεφανιαίες τοµές εγκεφάλου 

ενήλικου ποντικού και µε αναφορά τους ιστούς και τις δοµές όπου είχαµε 

παρατηρήσει υψηλή µεταγραφική ενεργότητα του γονιδίου Fra10ac1. Οι 

ριβοανιχνευτές σχεδιάστηκαν µε βάση τα ορθόλογα γονίδια του ποντικού, 

αντιστοιχούν κατά το µεγαλύτερο µέρος τους στις περιοχές 3’UTR και παρήχθησαν 
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µε µεταγραφή in vitro µετά από γραµµοποίηση των πλασµιδιακών κατασκευών 

Fra10ac1_pBluescript KS+, Dgcr14_pBluescript KS+ και Sap145_pBluescript KS+ 

(Εικ. 11).  

 Από την ανάλυση (Εικ. 62) προέκυψε ότι τα γονίδια Sap145 και Dgcr14 είναι 

µεταγραφικά ενεργά σε όλους σχεδόν τους ιστούς που ελέγχθηκαν 

συµπεριλαµβανοµένου και αυτών όπου είχαµε ανιχνεύσει υψηλά επίπεδα 

µεταγράφων του Fra10ac1. Ειδικότερα, εντοπίστηκε συνέκφραση των τριών γονιδίων  

τόσο στο νευρικό σύστηµα [πρόσθιος φλοιός, κατά µήκος του νωτιαίου µυελού, 

εγκεφαλικό στέλεχος (µεσεγκέφαλος, γέφυρα), χοριοειδές πλέγµα, τρίδυµο νεύρο] 

όσο και σε εσωτερικά όργανα του εµβρύου (πνεύµονες, καρδιά, ήπαρ), Εικ. 62Α. 

Επιπλέον, σηµαντική αλληλοεπικάλυψη παρατηρήθηκε σε δοµές του εγκεφάλου του 

ενηλίκου ποντικού [φλοιός (απιοειδής, κινητικός), αµύγδαλα, πρόσθιος σύνδεσµος 

εγκεφάλου, µεσολόβιο, διάφραγµα, νευρικές ίνες ιπποκάµπου, ραβδωτό σώµα],   

Εικ. 62Β. Επίσης, παρατηρήθηκε υψηλότερη έκφραση του Sap145 και συγκρίσιµη 

των Fra10ac1 και Dgcr14.  

 Το συγκριτικό πρότυπο έκφρασης των τριών γονιδίων συµφωνεί µε τα 

αποτελέσµατα της ανάλυσης της αλληλεπίδρασης των αντίστοιχων πρωτεϊνών. Όσον 

αφορά τον βιολογικό τους ρόλο, υποδεικνύει πρωτεΐνες που είναι απαραίτητες από 

τα πρώιµα αναπτυξιακά στάδια σε όλους τους ιστούς, υποδηλώνοντας πρωτεΐνες 

«γενικών καθηκόντων».  
 



  Αποτελέσµατα 

 178

fc

FRA10AC1 DGCR14 SAP145

Πρόσθιος
φλοιός

Νωτιαίος
µυελός

m
Μεσεγκέφαλος

Χοριοειδές
πλέγµα

Γέφυρα

tgΤρίδυµο
νεύρο

lu
Πνεύµονες

Ε14.5

Καρδιά

Ήπαρ

tg tg

lu lu

m m

fc fc

sc sc sc

cp cp cp

p p p

li

hh h

li
li

A.

A1 A2 A3

B1 B2 B3

Γ1 Γ2 Γ3

∆1 ∆2 ∆3

Ε1 Ε2 Ε3

ΣΤ1 ΣΤ2 ΣΤ3

Ζ1 Ζ2 Ζ3

Η1 Η2 Η3

Θ1 Θ2 Θ3

Ε13.5

Ε13.5

Ε13.5

Ε12.5

Ε13.5

Ε13.5

Ε13.5

Ε13.5

Ε13.5 Ε13.5

Ε13.5Ε13.5

Ε13.5 Ε13.5

Ε14.5Ε12.5

Ε14.5 Ε13.5

Ε13.5Ε13.5

Ε13.5 Ε13.5

Ε13.5 Ε13.5

Ε14.5 Ε14.5 Ε14.5

 
 
 



  Αποτελέσµατα 

 179

 

A B
pc

Απιοειδής
φλοιός

FRA10AC1 DGCR14 SAP145

Νευρικές ίνες
ιπποκάµπου

am
Αµύγδαλα

ac

Πρόσθιος
σύνδεσµος
εγκεφάλου/
πυρήνες

cc

s
Μεσολόβιο/
∆ιάφραγµα

mc

Κινητικός
φλοιός

cc

s

s

cc

Ραβδωτό
σώµα

B.

I1 I2 I3

K1 K2 K3

Λ1 Λ2 Λ3

Μ1 Μ2 Μ3

Ν1 Ν2 Ν3

Ο1 O2 O3

mc mc

pc pc

am

am

ac
ac

f f f
Ξ1 Ξ2 Ξ3

cp cp cp

 
Εικ. 62: Συγκριτική µελέτη του προτύπου έκφρασης των γονιδίων Fra10ac1, Dgcr14 και 
Sap145 µε RNA in situ υβριδοποίηση σε οβελιαίες τοµές εµβρύων ποντικού ηλικίας 
Ε12.5, Ε13.5 και Ε14.5 (Α) και σε στεφανιαίες τοµές εγκεφάλου ενήλικου ποντικού (Β). 
Στα έµβρυα, διαπιστώθηκε συνέκφραση των τριών γονιδίων στον πρόσθιο φλοιό (fc:frontal 
cortex, Α1-Α3), το νωτιαίο µυελό (sc:spinal cord, Β1-Β3), το µεσεγκέφαλο (m:midbrain, Γ1-
Γ3), το χοριοειδές πλέγµα (cp: choroid plexus, ∆1-∆3), τη γέφυρα (p:pons, Ε1-Ε3), το τρίδυµο 
νεύρο (tg : trigeminal nerve, Στ1-ΣΤ3), τους πνεύµονες (lu:lung, Ζ1-Ζ3), την καρδιά (h:heart, 
Η1-Η3) και το ήπαρ (li:liver, Θ1-Θ3). Στον εγκέφαλο συνέκφαρση παρατηρήθηκε στον 
απιοειδή (pc:piriform cortex, Ι1-Ι3), τον κινητικό φλοιό (mc: motor cortex, Κ1-Κ3), τα αµύγδαλα 
(am: amygdale, Λ1-Λ3), τον πρόσθιο σύνδεσµο του εγκεφάλου (ac: anterior commissure, Μ1-
Μ3), το µεσολόβιο (cc: corpus callosum, Ν1-Ν3), το διάφραγµα (s: septum pellucidum, Ν1-
Ν3), σε νευρικές ίνες του ιπποκάµπου (f:fibria hippocampus, Ξ1-Ξ3) και το ραβδωτό σώµα 
(cp: caudate putamen, Ο1-Ο3).  
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4.1. Γονιδιωµατική ανάλυση του χρωµοσώµατος 10 

 Το πρώτο µέρος της εργασίας συνέβαλε στην κατασκευή του φυσικού χάρτη 

των περιοχών 10q23.31-q25.3 και 10q26.2-qter που αθροιστικά αποτελούν 35Mb,  

αντιστοιχώντας στο 25% του χρωµοσώµατος. Ο χάρτης αυτός αποτέλεσε τη βάση 

για τον προσδιορισµό της αλληλουχίας των αντίστοιχων χρωµοσωµικών περιοχών. 

Η τελική αλληλουχία και ο χαρακτηρισµός της in silico ολοκληρώθηκαν το 2004 

(Deloukas P et al, 2004), καθιστώντας ιστορικά το χρωµόσωµα αυτό, το όγδοο κατά 

χρονολογική σειρά χρωµόσωµα που αναλύεται πλήρως (Εικ. 63).  

 

 Χάρτης κλώνων-αλληλουχίας 

 Το φυσικό µήκος του χρωµοσώµατος είναι 135Mb που αντιστοιχεί στο 4,3% 

του γονιδιώµατος (3,08Gb). Το ελάχιστα αλληλοεπικαλυπτόµενο µονοπάτι 

συνίσταται από 1,144 κλώνους, ως επί το πλείστον BACs (1095). Ο µικρός 

βραχίονας καλύπτεται ολόκληρος από ένα ενιαίο contig κλώνων που περιέχει το όριο 

ευχρωµατίνης-ετεροχρωµατίνης, ενώ τα ακραία 250kb φέρουν τις περικεντροµερικές 

δορυφορικές επαναλήψεις (Εικ. 21, Εικ. 63). Στο µεγάλο βραχίονα, ο φυσικός χάρτης 

εµφανίζει 9 χάσµατα, 5 από τα οποία χαρτογραφούνται σε µία περιοχή ~4Mb, κοντά 

στο κεντροµερές (Εικ. 63). Η παρουσία τους σ’ αυτήν την θέση οφείλεται στην 

ύπαρξη εκτεταµένων διπλασιασµών ενώ το µέγεθός τους, όπως εκτιµήθηκε µε FISH, 

δεν ξεπερνά τα 50kb το καθένα. Συνολικά, το µέγεθος όλων των ευχρωµατινικών 

χασµάτων είναι µικρότερο από 840kb. Όσον αφορά τα τελοµερή, στο µικρό 

βραχίονα, ο ακραίος κλώνος απέχει 20kb από τις τελοµερικές επαναλήψεις ενώ στο 

µεγάλο βραχίονα ο ακραίος κλώνος περιέχει µέρος αυτών των επαναλήψεων. Η 

τελική αλληλουχία είναι 131.666.441bp, καλύπτει το 99,4% της ευχρωµατίνης και η 

πιστότητά της ξεπερνά το 99,99%. Περιλαµβάνει όλα τα γνωστά mRNAs και STSs 

του χρωµοσώµατος και διακόπτεται από 17 µόνο χάσµατα (Εικ. 63). Το µεγαλύτερο 

contig αλληλουχίας έχει µήκος 44,7Mb και καλύπτει την περιοχή 10q23.1-q26.13 

(Εικ. 21, Εικ. 63). Η αλληλούχηση ποσοστού ~60% αυτού του contig, στηρίχτηκε 

στον φυσικό χάρτη που περιγράψαµε.  

 

 Σύγκριση γενετικού-φυσικού χάρτη 

Ο ανασυνδυασµός είναι µία θεµελιώδης διαδικασία της εξέλιξης που σε 

συνδυασµό µε τις µεταλλαγές ευθύνεται για τα πρότυπα της γενετικής 

ποικιλοµορφίας που παρατηρούνται στους πληθυσµούς. Το ποσοστό των 

ανασυνδυασµών υπολογίζεται µέσω σύγκρισης του γενετικού µε το φυσικό χάρτη, 

που πλέον αντιπροσωπεύεται από την γενωµική αλληλουχία. Το ποσοστό αυτό στο 

χρωµόσωµα 10, κατά µέσο όρο, είναι 1,32cM/Mb. Ωστόσο και σε συµφωνία µε το 
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υπόλοιπο γονιδίωµα (Yu A et al, 2001), παρουσιάζει σηµαντικές διακυµάνσεις κατά 

µήκος του. Έτσι, το ποσοστό ανασυνδυασµών στην περικεντροµερική περιοχή 

εµφανίζεται µειωµένο µέχρι και δύο φορές λιγότερο σε σχέση µε άλλες περιοχές. 

Ειδικότερα, µεταξύ των δεικτών D10S1247-D10S1783 (Εικ. 64), που 

χαρτογραφούνται εκατέρωθεν του κεντροµερούς στις ζώνες 10p11.22 και 10q11.21 

αντίστοιχα, η αναλογία γενετικού / φυσικού µήκους είναι 0,3cM/Mb. Χαµηλό ποσοστό 

ανασυνδυασµών (0,72cM/Mb) παρατηρείται γενικά σε όλη την χρωµοσωµική 

περιοχή 10q11. Αντίθετα, άλλες περιοχές του χρωµοσώµατος χαρακτηρίζονται από 

ιδιαίτερα αυξηµένο ποσοστό ανασυνδυασµών. Το υψηλότερο ποσοστό παρατηρείται 

στις υποτελοµερικές περιοχές και ειδικότερα µεταξύ των δεικτών D10S1782-

D10S212 (3,4cM/Mb) και D10S1154-D10S552 (4,55cM/Mb) στις ζώνες q26.2 –q26.3 

και p15.3-p15.1 αντίστοιχα (Εικ. 64). Το φαινόµενο αυτό παρατηρείται σε όλα τα 

χρωµοσώµατα (Yu A et al, 2001; Kong A et al, 2002; Jensen-Seaman MI et al, 2004) 

και είχε επισηµανθεί και πριν την αλληλούχηση του ανθρώπινου γονιδιώµατος 

(Payseur BA & Nachman MW, 2000).  

 

Φυσική απόσταση (Mb)
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D10S1247

D10S1783
0,3cM/Mb

D10S1782
D10S212 3,4cM/Mb

D10S1154
D10S552 4,55cM/Mb

D10S211

D10S575

 
Εικ. 64: Σύγκριση γενετικού-φυσικού χάρτη κατά µήκος του χρωµοσώµατος 10. Στο 
διάγραµµα απεικονίζεται η στοίχιση του γενετικού χάρτη (deCODE) των αρσενικών ατόµων 
(κίτρινο), των θηλυκών ατόµων (κόκκινο) και του συνδυαστικού χάρτη των δύο φύλων µε το 
φυσικό χάρτη κατά µήκος του χρωµοσώµατος. Σηµειώνονται οι γενετικοί δείκτες που 
καθορίζουν τα όρια των περιοχών όπου παρατηρείται ιδιαίτερα χαµηλό (D10S1247-
D10S1783) ή υψηλό ποσοστό ανασυνδυασµού (D10S1154-D10S552, D10S1782-D10S212). 
Επίσης απεικονίζεται η περιοχή µεταξύ των γενετικών δεικτών D10S211 και D10S575, κατά 
µήκος της οποίας το αντίστοιχο ποσοστό είναι αυξηµένο στο χάρτη των θηλυκών ατόµων. Η 
θέση όλων των παραπάνω γενετικών δεικτών φαίνεται στο ιδεόγραµµα του χρωµοσώµατος 
(αριστερά).  



  Συζήτηση 

 182

∆ιερευνώντας την αναλογία cM /Mb στην περιοχή 10q23.31-q25.3 (Εικ. 65), 

µε βάση τους γενετικούς χάρτες των δύο φύλων Genethon, IMBB και Marshfield (Dib 

C et al, 1996; Marzella R et al, 1997; Broman KW et al, 1998) παρατηρούµε ότι το 

ποσοστό ανασυνδυασµών παρουσιάζει γενικά οµοιόµορφη κατανοµή καθ’ όλο το 

µήκος των ~25Mb και η αναλογία γενετικής/φυσικής απόστασης είναι, κατά µέσο όρο 

για τους τρεις γενετικούς χάρτες, ~1cM/Mb. Επίσης, η διατάξη των κοινών γενετικών 

δεικτών οι οποίοι αποτελούσαν σηµεία αναφοράς κατά την κατασκευή του φυσικού 

χάρτη, είναι συµβατή µε τη διάταξή τους στην αλληλουχία του χρωµοσώµατος     

(Εικ. 65). Ωστόσο, σε κάποιες περιπτώσεις η σειρά µεµονωµένων γενετικών δεικτών 

είναι ανεστραµµένη, πχ. η διάταξη του D10S1269 σε σχέση µε τον D10S554 στον 

χάρτη Marshfield (Εικ. 65). Το φαινόµενο αυτό οφείλεται στο ότι η κατασκευή των 

γενετικών χαρτών Genethon και Marshfield στηρίχτηκε στη γονοτυπική ανάλυση 8 

οικογενειών αναφοράς CEPH, αριθµός που σε µερικές περιπτώσεις δεν είναι 

αρκετός. Τέλος, διαφορές παρατηρούνται και µεταξύ των γενετικών χαρτών των δύο 

φύλων. Στα θηλυκά άτοµα το ποσοστό ανασυνδυασµού είναι γενικά υψηλότερο καθ’ 

όλο το µήκος του χρωµοσώµατος (D10S211-D10S575, Εικ. 64) πλην των 

τελοµερών, όπου συµβαίνει το αντίστροφο. 

 

 Επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες  

 Οι επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες αποτελούν τουλάχιστον το 50% του 

ανθρώπινου γονιδιώµατος (Lander ES et al, 2001). Σε αυτές ανήκουν τα µεταθετά 

στοιχεία, τα ψευδογονίδια, οι απλές επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες SSRs [simple 

sequence repeats π.χ. (A)n, (CA)n, (CGG)n], οι διπλασιασµοί, οι επαναλήψεις των 

κεντροµερών και των τελοµερών, οι µικροί βραχίονες των ακροκεντρικών 

χρωµοσωµάτων και οι οµάδες των ριβοσωµικών γονιδίων. Τα µεταθετά στοιχεία 

αντιπροσωπεύουν το µεγαλύτερο ποσοστό (45%). Στο χρωµόσωµα 10 οι 

επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες αντιστοιχούν στο 45% του µήκους και τα µεταθετά 

στοιχεία αποτελούν επίσης την µεγαλύτερη οµάδα. Αυτά διακρίνονται σε αυτά που 

µετατίθενται µέσω σχηµατισµού ενδιάµεσου RNA (RNA mediated) που είναι τα 

LINES, SINES και τα LTRs και σε αυτά που µετατίθενται κατευθείαν σαν DNA (DNA 

mediated) τα οποία αντιστοιχούν στο 2,84% του χρωµοσώµατος (3% σε επίπεδο 

γονιδιώµατος).Το µήκος τους κυµαίνεται µεταξύ 0,1kb (SINES) και 11kb (LTRs). Από 

τις παραπάνω κατηγορίες ενεργά είναι τα LINE1, τα Alu (SINES) και τα ERV 

(endogenous retroviruses, LTR).  
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Genethon

D10S1741

D10S1765
D10S541 D10S1735 D10S579
D10S1739

D10S1143

D10S1753 D10S564

D10S536
D10S583

D10S185

D10S1680 D10S200
D10S677

D10S520 D10S571 D10S1171
D10S1690D10S574 D10S1736

D10S1173

D10S1758 D10S577
D10S1709

D10S184 D10S198 D10S1726

D10S1264 D10S1778 D10S1266
D10S192 D10S1710 D10S1265
D10S1738 D10S1697 D10S1668
D10S222 D10S1692 D10S1268
D10S1267
D10S1671 D10S1663 D10S521

D10S530D10S566 D10S534
D10S467D10S2469 D10S540

D10S254

D10S1760 D10S1121
D10S108

D10S597 D10S1750 D10S1246
D10S1795 D10S543
D10S88
D10S554 D10S168
D10S1682 D10S1429

D10S1269

D10S1748 D10S1776 D10S468
D10S562 D10S1731 D10S1773

Marshfield 

D10S541

D10S2311
D10S564

D10S4
D10S185

D10S571
D10S2316

D10S200
D10S677

D10S574

D10S198 D10S184

D10S1147 D10S192

D10S346

D10S254 D10S175
D10S534

D10S530 D10S467

D10S566

D10S597

D10S2330

D10S2312

D10S468
D10S1156

D10S541
D10S1765
D10S579

D10S1735
D10S1739

D10S564
D10S1753

D10S536
D10S583

D10S200
D10S185

D10S571
D10S1736
D10S574
D10S1690
D10S1680
D10S1758
D10S577
D10S1709

D10S1726
D10S198
D10S1710

D10S1778, D10S1266
D10S192, D10S1265

D10S1268, D10S1697
D10S1668, D10S1738
D10S222, D10S1692

D10S534, D10S530
D10S1264, D10S540

D10S1671
D10S1663, D10S1795
D10S1760, D10S543

D10S597, D10S1750

D10S554, D10S1682

D10S1269

D10S1731
D10S562, D10S1776

D10S1748, D10S1773

D10S1267

D10S566

D10S1741

D10S54189,98

D10S564

D10S185

D10S571

D10S574

D10S198

D10S192

D10S566

D10S597

D10S554

D10S1269

92,59

95,18

97,13

98,35

101,07

102,43

107,98

111,22

116,02

114,51

1cM/1Mb

IMBB 

ΓΕΝΕΤΙΚΟΙ ΧΑΡΤΕΣ

ΦΥΣΙΚΟΣ ΧΑΡΤΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ

D10S20095,30

D10S530107,51

 
Εικ. 65: Σύγκριση γενετικού-φυσικού χάρτη στη χρωµοσωµική περιοχή 10q23.31-
q25.3. Απεικονίζονται τα τµήµατα των γενετικών χαρτών Genethon, IMBB και Marsfield που 
αντιστοιχούν στην χρωµοσωµική περιοχή 10q23.31-q25.3. Για τους κοινούς δείκτες (κόκκινοι) 
προσδιορίστηκε η διάταξή τους στην αλληλουχία του χρωµοσώµατος (δεξιά), (αναγράφονται 
οι συντεταγµένες τους σε Mb). Η σχετικά υψηλή πιστότητα και των τριών γενετικών χαρτών 
προκύπτει από το γεγονός ότι η διάταξη των κοινών δεικτών είναι συµβατή µεταξύ γενετικού-
φυσικού χάρτη (διακεκοµµένες γραµµές). Σηµειώνεται (κόκκινες διακεκοµµένες γραµµές) η 
αναστροφή µεταξύ των δεικτών D10S1269 και D10S554 στον χάρτη Marshfield σε σχέση µε 
τον χάρτη αλληλουχίας.  
 

 Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η συσσώρευση των Alu (ενεργά SINES) σε 

πλούσιες σε γονίδια περιοχές του χρωµοσώµατος 10. Το φαινόµενο αυτό ισχύει για 

όλο το γονιδίωµα και η τρέχουσα υπόθεση για την παρατηρούµενη υψηλή πυκνότητα 

υποστηρίζει ότι δρουν προς όφελος του οργανισµού, είναι δηλαδή συµβιωτικά 

στοιχεία. Η θεωρία αυτή στηρίχτηκε στην παρατήρηση ότι σε κάποια είδη, τα SINES, 

σε κατάσταση στρες, ενεργοποιούν την µετάφραση. Αυτό επιτυγχάνεται µε την 

µεταγραφή τους υπό τέτοιες συνθήκες και µε την ακόλουθη σύνδεση των RNAs τους 
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µε την κινάση PKR, εµποδίζοντάς την έτσι να αναστείλει την µετάφραση (Schmid 

CW, 1998; Chu WM et al, 1998; Li T et al, 1999; Liu WM et al, 1995). Ο ρόλος της 

ρύθµισης της µετάφρασης ταιριάζει στα SINES καθώς µπορούν να µεταγράφονται 

γρήγορα σε πολύ µεγάλες ποσότητες από χιλιάδες αντίγραφά τους και να 

λειτουργούν σε επίπεδο RNA. Βάσει αυτού µπορεί να εξηγηθεί η θετική επιλογή τους 

σε περιοχές πλούσιες σε γονίδια.  

 Ως διπλασιασµοί χαρακτηρίζονται οι περιοχές που δεν είναι αντίγραφα 

µεταθετών στοιχείων, έχουν µήκος >1kb και εµφανίζουν νουκλεοτιδική ταυτότητα 

>90%, που σηµαίνει ότι ο διπλασιασµός συνέβη τα προηγούµενα 40 εκατοµµύρια 

χρόνια. Οι διπλασιασµοί διακρίνονται σε δια-χρωµοσωµικούς, κατά τους οποίους το 

αντίστοιχο τµήµα µπορεί να µεταφέρθηκε σε περισσότερες από µία θέσεις του 

γονιδιώµατος, όχι απαραίτητα γειτονικές και σε ενδο-χρωµοσωµικούς. Οι 

διπλασιασµοί παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον από ιατρική άποψη καθώς συχνά 

σχετίζονται µε ελλείµµατα και χρωµοσωµικές αναδιατάξεις που οδηγούν σε 

φαινοτυπικές ανωµαλίες, όπως π.χ. το σύνδροµο Williams  (7q), DiGeorge (22q), 

Charcot–Marie–Tooth (17p). Επιπλέον, η γνώση της φύσης και της έκτασής τους 

είναι σηµαντική για την κατανόηση της εξέλιξης του ανθρώπινου γονιδιώµατος. Η 

ανάλυσή τους, που κατέστη δυνατή µε βάση την ολοκληρωµένη αλληλουχία, έδειξε  

εκτεταµένους ενδο-χρωµοσωµικούς διπλασιασµούς ενός τµήµατος ~5Mb από το 

10q11 στις περιοχές 10q22, 10q23.1 και 10q23.2 που εκτιµώνται ότι 

πραγµατοποιήθηκαν πριν 30-40 εκ. χρόνια (Crosier M et al, 2002; Deloukas P et al, 

2004). Επίσης από διπλασιασµό των περιοχών 10q11 και 10q23 και ταυτόχρονη 

παρακεντροµερική αναστροφή τους πιστεύεται ότι έχει προκύψει ολόκληρη η 

περιοχή 10q22. Σε συµφωνία µε όλες τις παραπάνω χρωµοσωµικές αναδιατάξεις 

είναι τα αθροίσµατα των παραλόγων γονιδίων που ταυτοποιήθηκαν στις αντίστοιχες 

περιοχές. Εκτός των 3 παραλόγων GLUD (Deloukas P et al, 1993) και των 3 CTSLL 

(Bryce SD et al, 1994) που είχαν χαρακτηριστεί παλαιότερα, ταυτοποιήθηκαν 

επιπλέον 3 και 4 παράλογα ψευδογονίδια αντίστοιχα. Επίσης εντοπίστηκαν 7 

παράλογα γονίδια της οικογένειας BMS1L, 11 της CTGLF1, 7 της FAM25A και 6 της 

ANXA. Οι παραπάνω αναδιατάξεις φαίνεται πως είχαν αντίκτυπο στην 

καταγεγραµµένη γονιδιακή πυκνότητα του χρωµοσώµατος, καθώς το 31% των 

λειτουργικών γονιδίων του συγκεντρώνεται στις περιοχές 10q11 και 10q23 (Εικ. 67).  

 

 Αριθµός γονιδίων 

 Η ταυτοποίηση των γονιδίων του χρωµοσώµατος πραγµατοποιήθηκε in silico 

χρησιµοποιώντας δύο κύριες οµάδες υπολογιστικών προγραµµάτων. Η πρώτη 

οµάδα ανιχνεύει γονίδια βάσει χαρακτηριστικών που προσδιορίζουν την αρχή και το 
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τέλος τους (προγράµµατα «ab initio») ενώ η δεύτερη βασίζεται σε συγκρίσεις µε 

γνωστά γονίδια και πρωτεΐνες (συγκριτική ανίχνευση γονιδίων). Από την επεξεργασία 

των αυτοµατοποιηµένων στοιχίσεων (εξέταση της γενωµικής οργάνωσης των 

γονιδίων, των αλληλουχιών των ESTs και cDNAs, κ.λπ.) ταυτοποιήθηκαν 1787 

γονίδια (http://vega.sanger.ac.uk/Homo_sapiens/, Εικ. 63). Αυτά ταξινοµήθηκαν 

βάσει των κριτηρίων που χρησιµοποιούνται σε όλα τα χρωµοσώµατα που έχουν 

αναλυθεί και από τις αντίστοιχες βάσεις δεδοµένων, ως εξής (Εικ. 66): α) 816 γονίδια 

που κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Από αυτά, τα 654 χαρακτηρίζονται ως «γνωστά», 

αντιστοιχούν δηλαδή σε χαρακτηρισµένα cDNAs ή πρωτεΐνες και τα 162 ως «νέα», 

έχουν δηλαδή ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης και στοιχίζονται πλήρως µε ESTs του 

ανθρώπου τα οποία αποτελούνται από 2 ή περισσότερα εξόνια και / ή έχουν 

οµολογία µε γνωστά γονίδια ή πρωτεΐνες από άλλα είδη, β) 219 «νέα µετάγραφα», τα 

οποία έχουν τα χαρακτηριστικά των «νέων γονιδίων» αλλά δεν µπορεί να καθοριστεί 

γι’ αυτά ένα συγκεκριµένο ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης, γ) 322 «πιθανά γονίδια», που 

είναι αλληλουχίες ταυτόσηµες µε ESTs του ανθρώπου τα οποία συναρµολογούνται 

από 2 ή περισσότερα εξόνια αλλά στερούνται ανοικτού πλαισίου ανάγνωσης και δ) 

430 ψευδογονίδια, που είναι αλληλουχίες οµόλογες µε γνωστά γονίδια και πρωτεΐνες 

αλλά δεν έχουν ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης. Τα τελευταία διακρίνονται περαιτέρω σε 

επεξεργασµένα (371) και µη (59).  

654 γνωστά γονίδια
162 νέα γονίδια

219 νέα µετάγραφα
322 πιθανά γονίδια

430 ψευδογονίδια

 
Εικ. 66: Ταξινόµηση των γονιδίων του χρωµοσώµατος 10 βάσει της ολοκληρωµένης 
αλληλουχίας του (Deloukas P et al, 2004). 
 

 Στην παραπάνω κατάταξη και εξαιρουµένων των ψευδογονιδίων, είναι 

φανερό ότι υπάρχει µία ασάφεια όσον αφορά τον συνολικό αριθµό των γονιδίων του 

χρωµοσώµατος, καθώς ποσοστό µεγαλύτερο του 20% των γονιδίων έχουν την 

ένδειξη «πιθανά». Η ίδια ασάφεια ισχύει και στο υπόλοιπο γονιδίωµα. Έτσι, η 

εκτίµηση του συνολικού αριθµού των γονιδίων του ανθρώπου που κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες εµφανίζει ένα µεγάλο εύρος διακύµανσης 5000 γονιδίων. Ωστόσο, παρόλο 

που δεν είναι γνωστός ο ακριβής συνολικός αριθµός των γονιδίων του ανθρώπου, η 
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ταυτοποίησή τους έχει βελτιστοποιηθεί κατά πολύ και σε αυτό, εκτός από την 

ολοκληρωµένη αλληλουχία, συνεισέφεραν τα προγράµµατα αποµόνωσης cDNAs 

πλήρους µήκους, η γενωµική αλληλουχία άλλων οργανισµών-µοντέλων και η 

βελτιστοποίηση του λογισµικού επεξεργασία τους. Η τρέχουσα εκτίµηση 

(International Human Genome Sequencing Consortium, 2004) είναι ότι ο αριθµός 

αυτός κυµαίνεται µεταξύ 20.000 και 25.000, ενώ για τα 19.599 έχει επιβεβαιωθεί η 

ύπαρξή τους. Ο αριθµός των γονιδίων κατέπληξε πολλούς, καθώς θεωρήθηκε πολύ 

µικρός σε σύγκριση τόσο µε άλλους οργανισµούς (π.χ. µε τα ~19.000 γονίδια του C. 

elegans) όσο και µε τις προηγούµενες εκτιµήσεις, οι οποίες ποίκιλλαν κατά πολύ και 

βασίστηκαν σε διάφορα κριτήρια. Οι αρχικές εκτιµήσεις στηρίχτηκαν σε µελέτες 

κινητικής επαναδιάταξης και προσδιόριζαν τον αριθµό των γονιδίων στις 40.000 

(Lewin B, 1990). Βάσει του αριθµού των νησιδίων CpG και το ποσοστό αυτών που 

σχετίζονται µε γονίδια ο συνολικός αριθµός των γονιδίων είχε υπολογιστεί στα 

~80.000 (Antequera F & Bird A, 1993). Ακολούθησαν εκτιµήσεις βάσει των 

οµαδοποιήσεων των ESTs που κυµαίνονταν από 35.000 (Ewing B & Green P, 2000), 

ή 60.000-70.000 (Fields C et al, 1994) έως και 120.000 (Liang F et al, 2000). Άλλες 

προσεγγίσεις που περιλάµβαναν συγκριτικές µελέτες ανθρώπου-Tetraodon 

nigroviridis προσδιόρισαν τον αριθµό στις 28,000-34,000 (Roest Crollius H et al 

2000) ενώ οι κατ’ αναλογία εκτιµήσεις βάσει του αντίστοιχου αριθµού των γονιδίων 

των χρωµοσωµάτων 20, 21 και 22 ήταν 31,500 (Deloukas P et al, 2001), 44.000 

(Hattori Μ et al, 2000) και 45.000 (Dunham I et al, 1999), αντίστοιχα. Ακόµα και η 

εκτίµηση βάσει της πρώτης έκδοσης της αλληλουχίας του γονιδιώµατος είχε µεγάλη 

απόκλιση από τη σηµερινή. Η ανάλυση του 2001 θεωρούσε ότι υπάρχουν 30.000-

40.000 γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες (Lander ES et al, 2001; Venter JC et al, 

2001). Η διαφορά µεταξύ της αρχικής και της τωρινής πρόβλεψης οφείλεται κυρίως 

στο φαινόµενο της τεχνητής κατάτµησης των γονιδίων λόγω ατελειών των 

υπολογιστικών προγραµµάτων πρόβλεψης, όπου, στην παλαιότερη έκδοση, ένα 

γονίδιο εµφανίζονταν ως δύο.  

 

 ∆οµικά χαρακτηριστικά των γονιδίων και κατανοµή τους  

 Εξαιρουµένων των ψευδογονιδίων, τα υπόλοιπα 1357 γονίδια του 

χρωµοσώµατος 10, καλύπτουν συνολικά ~66Mb, που συνεπάγεται ότι µεταγράφεται 

το ~50% της αλληλουχίας του χρωµοσώµατος. Είναι ενδιαφέρον ότι το ποσοστό αυτό 

είναι µεγαλύτερο από όλα σχεδόν τα χρωµοσώµατα που έχουν αναλυθεί µέχρι τώρα 

(Πιν. 13). Ωστόσο, η γονιδιακή πυκνότητά του το κατατάσσει στα µεσαίας γονιδιακής 

πυκνότητας χρωµοσώµατα (~10 γονίδια/Mb) (Πιν. 13). Αυτό εξηγείται από το γεγονός 

ότι το µέσο µέγεθος των γονιδίων του (~51Κb) είναι κατά πολύ µεγαλύτερο σε σχέση 
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µε το αντίστοιχο µέσο µέγεθος για το υπόλοιπο γονιδίωµα (27Κb, Lander ES et al, 

2001). Ωστόσο, το µέγεθος µεµονωµένων γονιδίων παρουσιάζει σηµαντικές 

διακυµάνσεις. Τα δύο ακραία παραδείγµατα είναι τα γονίδια CTNNA3 και CALML5 

που έχουν µήκος 1,7Mb και 0,85kb αντίστοιχα. Το µεγάλο µέγεθος των γονιδίων 

οφείλεται κυρίως στα µεγάλα ιντρόνια, καθώς τα εξόνια αντιπροσωπεύουν µόνο το 

2.3% (Πιν.13) και έχουν µέσο µήκος 313bp, παρόλο που ταυτοποιήθηκαν εξόνια 

µεγέθους ~9,7kb (γονίδιο SH3MD1) και 3bp (CDH23).  

 
Πιν. 13: Χαρακτηριστικά των χρωµοσωµάτων 
 

Ποσοστό κάλυψης 
µε γονίδια (%)

Γονιδιακή πυκνότητα 
(γονίδια/Mb)

Ποσοστό κάλυψης 
µε εξόνια (%)

Περιεχόµενο 
σε GC (%)

Περιεχόµενο σε 
επαναλήψεις (%)

 Νησίδια CpG 
(ανά Mb)

Μήκος 
(Mb)

1 12,8* 245*
2 6,1** 40,2 7 243**
3 5,8** 199,5**
4 4,5** 38,2 5,4 191,4**
5 5,4** 39,5 46,3 177
6 42,2 9,2 2,2 40 43,9 13,1 170,9
7 46,5 7,5 1,4 41 45 9,5 158,6**
8 5,4** 146,3**
9 47 10,5 2,5 41,4 46,1 140,3

10 50,6 10 2,3 41,6 43,7 135
11 10,6** 134,4**
12 8,3** 132,4**
13 37 6,5 1,3 38,5 42,3 5,4 114
14 43,6 9,7 2,3 40,9 46,2 20,2 106,3
15 7,6** 100,3**
16 10,8** 44,7 47,8 88,2*
17 15,9** 78,8**
18 4,8* 76*
19 50 26 6,4 48 55 28,9 63,8
20 42,4 12,2 2,4 44,1 42 11,1 62,4
21 31 6,7 40,9 40,1 46,9**
22 51 16,3 5 47,8 41,9 16,5 49,5
X 33 7,1 1,7 39 56 5,2 154,9
Y 1,8* 2,9" 57,7

γονιδίωµα 6,5-8^ 41" >50" 10-16^ 3090  
Σηµ. :Τα στοιχεία προέρχονται από την ανάλυση της αρχικής ( “ ) και της ολοκληρωµένης (^) 
έκδοσης του γονιδιώµατος, τις αντίστοιχες αναλύσεις για τα χρωµοσώµατα 2, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 
13, 14, 16, 19, 20, 21, 22, Χ, Y και τις βάσεις δεδοµένων Vega (*) και Ensembl (**). Για όσα 
στοιχεία δεν καταγράφονται στον πίνακα δεν υπάρχουν ακόµη διαθέσιµες οι αντίστοιχες 
πληροφορίες.   
 
 
 Η κατανοµή των γονιδίων κατά µήκος του χρωµοσώµατος είναι ανοµοιογενής 

(Εικ. 63), όπως άλλωστε παρατηρείται και στα υπόλοιπα χρωµοσώµατα. Ο µεγάλος 

βραχίονας εµφανίζεται σηµαντικά πλουσιότερος σε γονίδια, παρουσιάζοντας 

µεγαλύτερη πυκνότητα σε δύο κυρίως περιοχές, την q22 και την q23.3-q25.1       

(Eικ. 67, Εικ. 63). Ενδεικτικά, στην Εικ. 67 απεικονίζεται ένα τµήµα της 

χρωµοσωµικής περιοχής 10q24.1, το οποίο εµφανίζει ιδιαίτερα υψηλή γονιδιακή 

πυκνότητα. Ειδικότερα, σε µία περιοχή µήκους 260kb, η οποία είναι συνταινική στον 

ποντικό, χαρτογραφούνται 10 γονίδια. Αυτά τα γονίδια δεν φαίνονται να σχετίζονται 

λειτουργικά, υπό την έννοια ότι δεν συµµετέχουν σε κοινό βιολογικό µονοπάτι π.χ. σε 

αυτά συµπεριλαµβάνεται το ένζυµο φωσφογλυκερική µουτάση (PGAM1), ένα 



  Συζήτηση 

 188

συστατικό του εξωσώµατος (EXOSC1), µία πρωτεΐνη που συµµετέχει στην 

επιδιόρθωση του DNA (MMS19L) κ.λπ. Ωστόσο, οι ιδιαίτερα µικρές διαγονιδιακές 

αποστάσεις τους πιθανώς υποδηλώνουν συσχέτιση σε επίπεδο κοινής ρύθµισης. Σε 

αυτό συνηγορεί και το ταυτόσηµο πρότυπο των επιπέδων έκφρασης στους 

διάφορους ιστούς των γειτονικών γονιδίων Hs.76662 και MMS19L, όπως δείξαµε 

πειραµατικά µε ανάλυση Northern (Εικ. 67). Η υπόθεση αυτή συµφωνεί µε 

πρόσφατες µελέτες που δείχνουν ότι η διάταξη των γονιδίων στους ευκαρυωτικούς 

οργανισµούς δεν είναι τυχαία, αλλά τα γονίδια που έχουν παρόµοια πρότυπα 

έκφρασης τείνουν να οµαδοποιούνται (Hurst LD et al, 2004). Αποτέλεσµα της 

αυξηµένης γονιδιακής πυκνότητας είναι και η συσσώρευση των γενετικών τόπων 

που σχετίζονται µε νοσήµατα στις εν λόγω περιοχές. Έτσι, από τα ~70 γονίδια του 

χρωµοσώµατος που έχουν συσχετιστεί µε την εµφάνιση γενετικών διαταραχών, 

ποσοστό ~40% αυτών χαρτογραφείται στην περιοχή q23-q24 (Εικ. 7). Επιπλέον, 

στην ίδια περιοχή χαρτογραφείται και το ~30% των  κρίσιµων περιοχών, νοσηµάτων 

για τα οποία το υπεύθυνο γονίδιο δεν έχει ακόµη ταυτοποιηθεί (Εικ. 68).  

 

 Περιεχόµενο σε GC - Νησίδια CpG 
 Σε ακολουθία µε τη γονιδιακή κατανοµή είναι και το περιεχόµενο του 

χρωµοσώµατος σε νουκλεοτίδια µε GC, που κατά µέσο όρο αντιστοιχούν στο 41,6% 

των βάσεων, τιµή παρόµοια µε το µέσο όρο του γονιδιώµατος (41%). Ωστόσο και σε 

συµφωνία µε παλαιότερες εκτιµήσεις, η κατανοµή παρουσιάζει σηµαντικές 

διακυµάνσεις. Έτσι, σε επίπεδο γονιδιώµατος, το ποσοστό κυµαίνεται µεταξύ 36% 

και 47% όταν εξετάζονται µεγάλα τµήµατα δεκάδων Mb, ενώ η διακύµανση είναι 

εντονότερη µεταξύ περιοχών µικρότερου µήκους, π.χ. σε γειτονικές περιοχές µήκους 

300kb η τιµή µεταβάλλεται από 33% σε 59%. Επίσης, µε βάση την αλληλουχία του 

γονιδιώµατος, επιβεβαιώθηκε η στενή συσχέτιση του περιεχοµένου σε GC µε τις 

ζώνες G και R των χρωµοσωµάτων: η πλειονότητα των κλώνων που 

χαρτογραφούνται κυτταρογενετικά στις ζώνες G, έχουν χαµηλό ποσοστό GC (37% 

κατά µέσο όρο) και αντιστρόφως. Επιπλέον, επιβεβαιώθηκε η συσχέτιση των 

νησιδίων CpG µε τα γονίδια. Τα νησίδια αυτά είναι µη µεθυλιωµένες περιοχές του 

γονιδιώµατος µε αναµενόµενη συχνότητα δινουκλεοτιδίων CpG, που σχετίζονται µε 

το 5’ άκρο του ~60% των γονιδίων (Bird AP, 1986; Larsen F et al, 1992; Antequera F 

& Bird A, 1993). Στις περιοχές εκτός νησιδίων, το δινουκλεοτίδιο αυτό 

υποαντιπροσωπεύεται (κατά 1/5) λόγω µεθυλίωσης στην C και αυθόρµητης 

απαµίνωσης που την µετατρέπει σε Τ. Αντίθετα, η αυθόρµητη απαµίνωση µη 

µεθυλιωµένων C οδηγεί σε U, οι οποίες στη συνέχεια αναγνωρίζονται και 

επιδιορθώνονται από µηχανισµούς του κυττάρου. 
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Εικ. 67: Κατανοµή των γονιδίων κατά µήκος του χρωµοσώµατος. A. Απεικονίζεται η 
κατανοµή για τα γνωστά (Known) και τα νέα γονίδια (Novel CDS), τα νέα µετάγραφα (Novel 
trans.), τα πιθανά γονίδια (Putative) και τα ψευδογονίδια (Pseudo). Οι περιοχές µε τη 
µεγαλύτερη γονιδιακή πυκνότητα είναι οι q22 και η q23.3-q25.1 (βέλη). Τα στοιχεία 
προέρχονται από την βάση δεδοµένων Vega (http://vega.sanger.ac.uk/Homo_sapiens/).  
B. Ενδεικτικό τµήµα της περιοχής 10q24.1 που εµφανίζει ιδιαίτερα υψηλή γονιδιακή 
πυκνότητα. Η υποπεριοχή αυτή έχει µήκος 260kb και περιλαµβάνει 10 γονίδια. Οι αποστάσεις 
είναι σε κλίµακα και τα βέλη συµβολίζουν την φορά µεταγραφής των γονιδίων. Όσα γονίδια 
δεν ανήκουν στα «γνωστά», συµβολίζονται µε τον κωδικό της βάσης δεδοµένων Unigene.  
Γ. Ταυτόσηµο πρότυπο των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων Hs.76662 και MMS19L, βάση 
ανάλυσης Northern. 
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Σχιζοφρένεια (Schwab SC., 2000)

∆ιπολική διαταραχή (µανιοκατάθλιψη) (Cichon S., 2001)

Αυτοάνοση νόσος του θυρεοειδούς (Graves και Hashimoto), (Tomer Y., 2003)

∆ιαταραχή αναπνευστικής ρυθµικότητας κατά τον ύπνο (de Gens EJ., 2005)
Μέση ωτίτιδα (Daly KA., 2004)

Σχιζοφρένεια
(Fallin MD., 
2003)

Συστηµατικός ερυθηµατώδης λύκος µε νεφρίτιδα (Quintero-Del-Rio AI., 2002)

 
Εικ. 68: Νοσήµατα που οι κρίσιµες περιοχές τους χαρτογραφούνται στο χρωµόσωµα 
10 και για τα οποία δεν έχει ταυτοποιηθεί το υπεύθυνο γονίδιο. Απεικονίζονται οι 
κρίσιµες περιοχές (οριζόντιες γραµµές): 1) µονογονιδιακών νοσηµάτων που εµφανίζουν 
µεντελικό τύπο κληρονόµησης (κόκκινο), 2) πολυπαραγοντικών νοσηµάτων (πράσινo) και 3) 
νοσηµάτων που οφείλονται σε χρωµοσωµικά ελλείµµατα (µπλε). Τα στοιχεία προέρχονται 
από την ανασκόπηση για το χρωµόσωµα (Moschonas NK, 2003) και την βάση δεδοµένων 
ΟΜΙΜ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM) (Ιούλιος 2005). 
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Στο χρωµόσωµα 10 ταυτοποιήθηκαν 1.025 πιθανά νησίδια και η κατανοµή 

τους ακολουθεί την αντίστοιχη των γονιδίων (Εικ. 63). Αντίστοιχη κατανοµή 

εµφανίζεται και σε επίπεδο γονιδιώµατος. Έτσι, τα περισσότερα χρωµοσώµατα 

έχουν 5-15 νησίδια/Mb, το χρωµόσωµα 19, που είναι το πλουσιότερο σε γονίδια, έχει 

και την µεγαλύτερη πυκνότητα νησιδίων ενώ το Υ έχει την µικρότερη πυκνότητα 

νησιδίων (2,9/Mb) και γονιδίων (Εικ. 69). Συνολικά, µε ανάλυση της πρώτης έκδοσης 

της αλληλουχίας του γονιδιώµατος ο αριθµός των νησιδίων εκτιµήθηκε µεταξύ 29.000 

και 50.000 (µε ή χωρίς φιλτράρισµα των επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών).  

 

Αριθµός νησιδίων CpG ανά Mb
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Εικ. 69: Συνάρτηση του αριθµού των νησιδίων CpG ανά Mb σε σχέση µε τον αριθµό 
των γονιδίων ανά Mb, µε βάση τον χάρτη GeneMap 98, για κάθε χρωµόσωµα 
(ανατύπωση από Lander ES et al, 2001).   
 

 Χαρακτηρισµός γονιδίων in silico 

 Τα γονίδια που ταυτοποιήθηκαν στο χρωµόσωµα 10, χαρακτηρίστηκαν in 

silico για την παρουσία αναγνωρίσιµων µοτίβων, σύµφωνα µε τη βάση δεδοµένων 

InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/index.html). Από την ανάλυση προέκυψε ότι το 

πιο σύνηθες µοτίβο είναι ο δακτύλιος ψευδαργύρου (20 γονίδια) που είναι και το 

δεύτερο πιο συχνά απαντώµενο στο γονιδίωµα. Επιπλέον, φάνηκε ότι το 

χρωµόσωµα είναι εµπλουτισµένο, σε σχέση µε το υπόλοιπο γονιδίωµα, σε γονίδια 

που κωδικοποιούν λιπάσες, αλδο/κετο-αναγωγάσες και υδρολάσες. Τα παραπάνω 

συχνότερα απαντώµενα µοτίβα κωδικοποιούνται από γονίδια που χαρτογραφούνται 

σε αθροίσµατα. Χαρακτηριστικά παραδείγµατα είναι αυτά που κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες µε δακτυλίους ψευδαργύρου στο 10p11.21 και στο 10q11.21 που 

αποτελούνται από 4 και 5 γονίδια αντίστοιχα και oι οµάδες έξι γονιδίων στο 10q23.31 

και τεσσάρων γονιδίων στο 10q25.3, που κωδικοποιούν λιπάσες. Πιθανώς, η 
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συγκεκριµένη χωρική τοποθέτησή τους είναι αποτέλεσµα διπλασιασµών και 

εξυπηρετεί την κοινή ρύθµιση της έκφρασής τους.  

 Μία προκαταρκτική ανάλυση ταξινόµησης των γονιδίων του χρωµοσώµατος, 

σε 10 ευρύτερες λειτουργικές κατηγορίες, βάσει βιβλιογραφικών αναφορών ή 

µοτίβων που περιέχουν, οδήγησε στην κατηγοριοποίηση ~300 γονιδίων (Moschonas 

NK, 2003, Εικ. 70). Η κατανοµή τους ακολουθεί γενικά αυτήν του υπόλοιπου 

γονιδιώµατος (Εικ. 70), σύµφωνα µε την ανάλυση κατά την οποία ταξινοµήθηκαν 

~40% των πρωτεϊνών του ανθρώπου και τα ποσοστά τους συγκρίθηκαν µε τα 

αντίστοιχα του S.cerevisiae, του C.elegans, της D.melanogaster και του A. thaliana. 

Η σύγκριση αυτή, έδειξε ότι ο άνθρωπος, σε σχέση µε τα δύο ασπόνδυλα, έχει 

πολλές περισσότερες πρωτεΐνες που σχετίζονται µε τον κυτταροσκελετό, την 

µεταγραφή και την µετάφραση καθώς και µε λειτουργίες χαρακτηριστικές της 

φυσιολογίας των σπονδυλωτών, όπως η άµυνα και η ανοσία. 
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Εικ. 70: Ταξινόµηση του πρωτεϊνώµατος του χρωµοσώµατος 10 (κόκκινο) και 
σύγκριση µε το συνολικό πρωτεϊνωµα (µπλε). 
 

 Ο µικρός αριθµός γονιδίων του ανθρώπου, σε σχέση µε τον αναµενόµενο, 

έδειξε ότι η γενετική πολυπλοκότητα δεν καθορίζεται αποκλειστικά από αυτόν τον 

παράγοντα. Σηµαντικές πηγές γενετικής πολυπλοκότητας του ανθρώπινου 

γονιδιώµατος που αντισταθµίζουν τον σχετικά µικρό αριθµό γονιδίων που διαθέτει, 

είναι η εναλλακτική συναρµογή, η χρήση εναλλακτικών υποκινητών, οι πολυπληθείς 

µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις των πρωτεϊνών και πιθανώς η ρύθµιση της 

γονιδιακής έκφρασης µέσω αλληλοεπικαλυπτόµενων µεταγράφων, ψευδογονιδίων, 

micro- και siRNAs.  

 

 Εναλλακτική συναρµογή 

Περισσότερο µελετηµένος από τους παραπάνω µηχανισµούς είναι η 

εναλλακτική συναρµογή που πλέον φαίνεται ότι αποτελεί τον κανόνα και όχι την 
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εξαίρεση.  Στο χρωµόσωµα 10 ταυτοποιήθηκαν 4204 µετάγραφα που αντιστοιχούν 

στα 1357 γονίδια, χωρίς να συµπεριληφθούν αυτά που προκύπτουν από χρήση 

εναλλακτικών σηµάτων πολυαδενυλίωσης. Ποσοστό 73% των γονιδίων µε ανοικτό 

πλαίσιο ανάγνωσης παράγουν περισσότερα του ενός µετάγραφα µε µέσο όρο 5,8 

µετάγραφα/γονίδιο. Ένα ακραίο παράδειγµα είναι το γονίδιο ADD3 για το οποίο 

εντοπίστηκαν 22 εναλλακτικά µετάγραφα. Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι η εναλλακτική 

συναρµογή οδηγεί κατά κανόνα στη σύνθεση διαφορετικών πρωτεϊνικών ισοµορφών, 

καθώς από τα 342 γονίδια του χρωµοσώµατος που παράγουν τουλάχιστον δύο 

µετάγραφα πλήρους µήκους, τα 312 (91%) συνθέτουν τουλάχιστον δύο διαφορετικά 

πολυπεπτίδια. Σε επίπεδο γονιδιώµατος, διάφορες µελέτες εκτιµούν ότι τουλάχιστον 

το 40-60% των γονιδίων υπόκεινται σε εναλλακτική συναρµογή (Modrek B & Lee C, 

2002). Το ποσοστό αυτό σε άλλες µελέτες, που συνδυάζουν δεδοµένα ESTs και 

µικροσυστοιχιών για περισσότερα από 10.000 γονίδια, ανέρχεται σε 73% (Johnson 

JM et al, 2003). Παρόµοιες µελέτες για τα χρωµοσώµατα 21 και 22 έδειξαν ότι η 

εναλλακτική συναρµογή συµβαίνει σε >80% των γονιδίων (Kampa D et al, 2004).  

 

 Αλληλοεπικαλυπτόµενα γονίδια 

 Η διερεύνηση της αλληλουχίας του χρωµοσώµατος 10 έδειξε την εκτεταµένη 

παρουσία αλληλοεπικαλυπτόµενων γονιδίων. Τέτοια γονίδια έχουν παρατηρηθεί από 

τους ιούς (Barrell BG et al, 1976) µέχρι τα θηλαστικά (Williams T & Fried M, 1986; 

Adelman JP et al, 1987; Kiyosawa H & Abe K, 2002; Ohinata Y et al, 2002; Zhou C & 

Blumberg B, 2003). Τα συµπληρωµατικά µετάγραφα φαίνεται πως συµµετέχουν σε 

διάφορα επίπεδα της ρύθµισης της γονιδιακής έκφρασης και µέχρι τώρα έχουν 

διαπιστωθεί τρεις µηχανισµοί: η µεταγραφική παρεµβολή (transcriptional 

interference), η κάλυψη του RNA (RNA masking), και µηχανισµοί που δρουν σε 

δίκλωνα µόρια RNA (Lavorgna G et al, 2004). Συνολικά εντοπίστηκαν 101 ζεύγη 

αλληλοπικαλυπτόµενων γονιδίων και σε 38 περιπτώσεις το ένα από τα γονίδια 

περιέχεται σε ένα ιντρόνιο του άλλου ενώ ως επί το πλείστον µεταγράφεται µε 

αντίθετη φορά. Από τα υπόλοιπα, ποσοστό 34% εµφανίζουν αλληλοεπικάλυψη στο 

5’ άκρο τους. Σε µία µελέτη όλου του γονιδιώµατος, ταυτοποιήθηκαν 774 τέτοια ζεύγη 

γονιδίων (Veeramachaneni V et al, 2004). Ωστόσο, πιθανώς αυτή η τιµή είναι 

υποεκτίµηση καθώς δεν έχει ολοκληρωθεί ακόµη η ανάλυση όλων των 

χρωµοσωµάτων.   

 

 Ψευδογονίδια 

 Σηµαντική συµβολή στη µελέτη της εξελικτικής ιστορίας των γονιδιωµάτων 

προέρχεται από την µελέτη των ψευδογονιδίων. Η ανάλυσή τους έχει αρχίσει να 
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προσελκύει όλο και περισσότερο ενδιαφέρον, καθώς πρόσφατα δεδοµένα δείχνουν 

ότι ορισµένα ψευδογονίδια παίζουν ρόλο στην ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης, 

επάγοντας την αποικοδόµηση των µεταγράφων (RNA decay) των αντίστοιχων 

λειτουργικών γονιδίων (Hirotsune S et al, 2003; Yano Y et al, 2004). Στο χρωµόσωµα 

10 εντοπίστηκαν 430 ψευδογονίδια. Τα περισσότερα (86%) έχουν προκύψει από 

ρετροµετάθεση επεξεργασµένων µεταγράφων λειτουργικών γονιδίων και είναι 

ανίκανα να εκφραστούν λόγω έλλειψης των απαραίτητων ρυθµιστικών στοιχείων στη 

νέα τους θέση αλλά και λόγω εκφυλισµού της νουκλεοτιδικής τους αλληλουχίας από 

συσσώρευση µεταλλαγών. Αντίθετα, τα µη επεξεργασµένα ψευδογονίδια έχουν 

προκύψει από διπλασιασµούς γονιδίων ή άνισο ανασυνδυασµό χρωµοσωµάτων και 

σε αρκετές περιπτώσεις διατηρούν την οργάνωση εξονίων/ιντρονίων του αρχικού 

γονιδίου. Η απενεργοποίησή τους συµβαίνει κατά την εξέλιξη µε ταυτόχρονη 

συσσώρευση µεταλλαγών. Η παρουσία ψευδογονιδίων είναι πολύ συχνή στο 

γονιδίωµα των θηλαστικών. Με βάση µελέτες in silico, ο αριθµός τους στο 

ανθρώπινο γονιδίωµα εκτιµάται µεταξύ 11.000 και 20.000, ανάλογα µε τα κριτήρια 

που χρησιµοποιούνται για τον εντοπισµό τους, µε το µεγαλύτερο ποσοστό από αυτά 

να είναι επεξεργασµένα (Zhang Z & Gerstein M, 2004), ενώ εκτιµάται ότι ο αριθµός 

τους θα υπερβεί τον αριθµό των γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 

(International Human Genome Sequencing Consortium, 2004).   

 

 microRNAs 

 Τα microRNAs είναι µη-κωδικοποιά RNAs µήκους ~22 νουκλεοτιδίων που 

µεταγράφονται από την RNA πολυµεράση ΙΙ (Lee Y et al, 2004) και καταστέλλουν την 

µετάφραση γονιδίων-στόχων µέσω σύνδεσής τους µε τα αντίστοιχα mRNAs, 

ρυθµίζοντας έτσι την γονιδιακή έκφραση.  Για λίγα από αυτά είναι γνωστοί οι στόχοι 

τους, π.χ. για τα γονίδια HOX (Yekta S et al, 2004), ενώ υπάρχουν ενδείξεις ότι ένα 

σηµαντικό ποσοστό τους υπάρχει αποκλειστικά στα πρωτεύοντα (Bentwich I et al 

2005). Μέχρι τώρα (Ιούνιος 2005), η βάση δεδοµένων των microRNAs (miRBase, 

http://microrna.sanger.ac.uk/) περιλαµβάνει 321 καταχωρήσεις για τον άνθρωπο από 

τις οποίες οι 223 έχουν επιβεβαιωθεί πειραµατικά ενώ οι υπόλοιπες στηρίζονται σε 

οµολογίες µε microRNAs που έχουν κλωνοποιηθεί στον ποντικό, τον αρουραίο και το 

zebrafish (Griffiths-Jones S, 2004; Ambros V et al, 2003). Σε αυτές περιλαµβάνονται 

6 microRNAs στο χρωµόσωµα 10.
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4.2. Συγκριτική γονιδιωµατική 

 Η ολοκλήρωση της αλληλούχησης του ανθρώπινου γονιδιώµατος είναι το 

πρώτο βήµα για την ανάλυση της λειτουργίας των γονιδίων αλλά και των υπόλοιπων 

συστατικών του γονιδιώµατος. Για αυτήν την ανάλυση απαραίτητη είναι η 

προσέγγιση της σύγκρισης πληροφοριών από την αποκάλυψη άλλων γονιδιωµάτων, 

που σήµερα είναι διαθέσιµες από µία µεγάλη ποικιλία οργανισµών.  

 Η σύγκριση των γονιδιωµάτων των οργανισµών µπορεί να απαντήσει σε µία 

σειρά από πολύ ενδιαφέροντα ερωτήµατα ανάλογα µε την εξελικτική απόσταση που 

τους χωρίζει. Έτσι, από τη σύγκριση του γονιδιώµατος του ανθρώπου µε τα 

γονιδιώµατα των µονοκύτταρων οργανισµών, εντοπίζονται γονίδια υπεύθυνα για 

βασικές κυτταρικές λειτουργίες που παρουσιάζονται συντηρηµένες κατά την εξέλιξη 

των ειδών ενώ µε τα γονιδιώµατα του C. elegans και της D. melanogaster για πιο 

πολύπλοκους αναπτυξιακούς µηχανισµούς. Η συγκριτική γονιδιωµατική ανάλυση µε 

οργανισµούς µε σηµαντικές οµοιότητες στη φυσιολογία και τη συµπεριφορά, όπως ο 

ποντικός, συνεισφέρει τόσο στον προσδιορισµό της οργάνωσης των γονιδίων όσο 

και στην ταυτοποίηση λειτουργικά σηµαντικών ρυθµιστικών στοιχείων. Στην 

ταυτοποίηση των τελευταίων σηµαντικότατη είναι η συµβολή των συγκριτικών 

αναλύσεων µε τα γονιδιώµατα των ιχθύων, των πτηνών και των αµφιβίων, καθώς 

είναι µεγαλύτερη η εξελικτική απόστασή τους από τον άνθρωπο, σε σχέση µε τον 

ποντικό, γεγονός που αυξάνει την διακριτική ικανότητα του εντοπισµού λειτουργικών 

συντηρηµένων περιοχών σε σχέση µε συντηρηµένων λόγω ανεπαρκούς εξελικτικής 

απόστασης. Τέλος, οι συγκρίσεις µε γονιδιώµατα οργανισµών πολύ κοντινών 

εξελικτικά, όπως ο χιµπατζής, έχουν σκοπό την ταυτοποίηση των ειδοποιών 

διαφορών που πιθανώς σχετίζονται µε τις διαφορές στην µορφολογία, τη φυσιολογία 

και την συµπεριφορά.  

 H σκοπιµότητα της επιλογής κάθε οργανισµού-µοντέλου, η στρατηγική που 

ακολουθήθηκε για την αλληλούχηση των γονιδιωµάτων τους και οι προσεγγίσεις που 

εφαρµόζονται για την λειτουργική ανάλυση σε επίπεδο γονιδιώµατος για 

συγκεκριµένους οργανισµούς αναλύθηκαν εκτενώς σε προηγούµενο κεφάλαιο (βλ. 

Εισαγωγή). Στη συνέχεια, περιγράφονται τα βασικά συµπεράσµατα από την 

συγκριτική γονιδιωµατική ανάλυση του ανθρώπου µε τα γονιδιώµατα άλλων 

θηλαστικών και των ασπονδύλων.  
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 Συγκριτική γονιδιωµατική ανάλυση του ανθρώπου µε άλλα θηλαστικά 

 

 α. Συγκριτική ανάλυση γονιδιωµάτων ανθρώπου και ποντικού-αρουραίου 

 Εξελικτικά, ο  κοινός πρόγονος του ανθρώπου και των δύο αυτών τρωκτικών 

εκτιµάται ότι έζησε πριν ~75 εκατοµµύρια χρόνια. Η απόκλιση των αντίστοιχων 

γονιδιωµάτων που συνέβη σ’ αυτό το χρονικό διάστηµα επιτρέπει τόσο την εύκολη 

στοίχιση των ορθόλογων γονιδίων όσο και την αναγνώριση αρκετών λειτουργικώς 

σηµαντικών µη-κωδικών περιοχών λόγω του υψηλού βαθµού συντήρησής τους.  

 Συνταινία  

 Παρά την διαφορά στο µήκος του γονιδιώµατος µεταξύ του ανθρώπου 

(~2,9Gb) και του αρουραίου (2,75Gb, Gibbs RA et al, 2004) ή του ποντικού (~2,6Gb, 

NCBI build 32), η χρωµοσωµική οργάνωση των τριών αυτών οργανισµών εµφανίζει 

σηµαντικές οµοιότητες. Αποτέλεσµα αυτού, είναι η δυνατότητα ταυτοποίησης 

συνταινικών περιοχών, δηλαδή χρωµοσωµικών τµηµάτων που η γονιδιακή σύσταση 

και διάταξη έχει διατηρηθεί. Έτσι, ταυτοποιήθηκαν ~280 συνταινικές περιοχές 

ανθρώπου/αρουραίου ή ποντικού µε µέγεθος >1Mb η καθεµία και στις οποίες 

εκτιµάται ότι αντιστοιχεί το ~90% του γονιδιώµατος του ανθρώπου (Gibbs RA et al, 

2004, Εικ. 71).   

 Συντήρηση σε γονίδια 

 Η ανάλυση των γονιδιωµατικών αλληλουχιών του ανθρώπου και των 

τρωκτικών έδειξε ότι ποσοστό ~5% των γονιδιωµάτων εµφανίζει σηµαντική 

συντήρηση (Waterston RH et al, 2002; Gibbs RA et al, 2004). Από αυτό, εκτιµάται ότι 

το 1,5% αντιστοιχεί σε γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Ο αριθµός των 

γονιδίων του ανθρώπου είναι παρόµοιος µε αυτόν των τρωκτικών ενώ το ποσοστό 

των γονιδίων του ανθρώπου για τα οποία µέχρι τώρα δεν έχει εντοπιστεί οµολογία µε 

κάποιο γονίδιο στον ποντικό, και το αντίστροφο, είναι µικρότερο από 1%. Το 

ποσοστό οµοιότητας κατά µήκος των γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 

ποικίλλει. Έτσι, µε δεδοµένα που προέρχονται από ~11.000 γονίδια που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες διαπιστώθηκε ότι το ποσοστό οµοιότητας στις κωδικές 

περιοχές των γονιδίων, το οποίο είναι παρόµοιο µεταξύ ανθρώπου-αρουραίου και 

ανθρώπου-ποντικού, είναι σε αµινοξικό επίπεδο, κατά µέσο όρο, 88% και κυµαίνεται 

µεταξύ 74,4% και 96,4% ενώ σε επίπεδο νουκλεοτιδικής οµοιότητας είναι κατά µέσο 

όρο 85,1% και κυµαίνεται µεταξύ 77,4% και 90% (Gibbs RA et al, 2004, Πιν. 14).  

 Οι περιοχές 5’UTR και 3’UTR εµφανίζουν µικρότερη συντήρηση από τις 

κωδικές περιοχές. Ειδικότερα, κατά τη συγκριτική ανάλυση 3165 ζευγών ορθολόγων 

γονιδίων ανθρώπου-ποντικού το ποσοστό νουκλεοτιδικής ταυτότητας σε αυτές τις 

περιοχές είναι 75% (Waterston RH et al, 2002).   
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Εικ. 71: Απεικόνιση των συνταινικών χρωµοσωµικών περιοχών µεταξύ ανθρώπου, 
αρουραίου και ποντικού. Σε κάθε διάγραµµα, που αντιστοιχεί σε έναν οργανισµό, 
απεικονίζονται τα χρωµοσώµατα (άξονας χ) µε το µικρό βραχίονα να είναι προς τη βάση του 
διαγράµµατος. Σε κάθε χρωµόσωµα αντιστοιχούν δύο στήλες οι οποίες είναι χρωµατισµένες 
βάσει της συνταινίας µε τα χρωµοσώµατα των δύο άλλων οργανισµών. Ο ίδιος χρωµατικός 
κώδικας ισχύει για κάθε χρωµόσωµα και για τα τρία είδη (κάτω). Π.χ. οι πρώτες 30 Mb του 
χρωµοσώµατος 15 του ποντικού είναι συνταινικές µε τµήµα του χρωµοσώµατος 5 του 
ανθρώπου (συµβολίζεται µε κόκκινο στην αριστερή στήλη) και µε τµήµα του χρωµοσώµατος 2 
του αρουραίου (συµβολίζεται µε λαδί στην δεξιά στήλη), (ανατύπωση από Gibbs RA et al, 
2004). 
 

 

 
Πιν. 14: Συγκριτική ανάλυση οµοιότητας ορθολόγων γονιδίων ανθρώπου-τρωκτικών 

Άνθρωπος-ποντικός Άνθρωπος-αρουραίος
Ζεύγη ορθολόγων γονιδίων 11.084 10.066
Μέση τιµή αµινοξικής ταυτότητας (%) 88,0% (74,4-96,3%) 88,3% (75,9-96,4%)
Μέση τιµή νουκλεοτιδικής ταυτότητας (%) 85,1% (77,4-90.0%) 85,1% (77,8-89,9%)  
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 Στα ιντρόνια δεν παρατηρήθηκε σηµαντική νουκλεοτιδική ταυτότητα. 

Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι το µέσο µέγεθος των ιντρονίων του ποντικού (3.9Kb) 

είναι µικρότερο από αυτό του ανθρώπου (4.6Κb), γεγονός που εν µέρει δικαιολογεί 

και τη µικρή διαφορά µεγέθους των δύο γονιδιωµάτων. Ωστόσο, φαίνεται πως µεταξύ 

των δύο οργανισµών διατηρείται η αναλογία των µεγεθών των διαφορετικών 

ιντρονίων ενός γονιδίου. Επίσης, φαίνεται πως διατηρείται και η κατηγορία των 

ιντρονίων. Η παρατήρηση αυτή βασίστηκε στην σύγκριση 6352 ορθόλογων ιντρονίων 

ανθρώπου-ποντικού-αρουραίου από 976 γονίδια (Gibbs RA et al, 2004). Κατ’ αυτήν 

δεν εντοπίστηκε καµία µετατροπή ενός ιντρονίου τύπου U2 σε U12 και το 

αντίστροφο. Επιπλέον, µεταξύ των ιντρονίων τύπου U12 δεν ταυτοποιήθηκε καµία 

µετατροπή µεταξύ των κύριων υποτύπων (AT−AC και GT−AG), γεγονός που έχει 

παρατηρηθεί όταν εξετάζονται οργανισµοί εξελικτικά µακρινότεροι (Burge CB et al, 

1998).  Αντίθετα, ταυτοποιήθηκαν µετατροπές µεταξύ των υποτύπων των ιντρονίων 

τύπου U2, του κανονικού GT−AG και του µη-κανονικού GC−AG. Μόνο το ~70% των 

ιντρονίων GC−AG είναι συντηρηµένα µεταξύ του ανθρώπου και των τρωκτικών ενώ 

µεταξύ του αρουραίου και του ποντικού το αντίστοιχο ποσοστό είναι 90%.  

 Σηµαντική συντήρηση διαπιστώνεται και στον αριθµό των κωδικών εξονίων 

µεταξύ ορθόλογων γονιδίων ανθρώπου-ποντικού. Ειδικότερα, η σύγκριση 1506 

ζευγών ορθόλογων γονιδίων (RefSeq db), έδειξε ότι το 86% των ζευγών έχουν ίδιο 

αριθµό κωδικών εξονίων ενώ το αντίστοιχο ποσοστό µειώνεται στο  62% όταν 

συµπεριληφθούν στην ανάλυση και τα µη κωδικά εξόνια (Waterston RH et al, 2002).  

 Οι πρωτεΐνες του ανθρώπου και του ποντικού ταξινοµούνται σε λειτουργικές 

οµάδες σύµφωνα µε το σύστηµα ταξινόµησης πρωτεϊνών ‘Gene Ontology’ (GO, 

www.geneontology.org/), κατά το οποίο λαµβάνεται υπ’ όψιν το κυτταρικό διαµέρισµα 

εντοπισµού της κάθε πρωτεΐνης, ο µοριακός της ρόλος και η βιολογική λειτουργία  

στην οποία συµµετέχει (Waterston RH et al, 2002). Συγκρίνοντας την κατανοµή των 

πρωτεϊνών του ανθρώπου και του ποντικού σε αυτές τις οµάδες διαπιστώνονται 

σηµαντικές οµοιότητες στους δύο οργανισµούς (Εικ. 72). Aναλυτικότερα, και στα δύο 

είδη παρατηρούνται υψηλά ποσοστά (40-50%) µεµβρανικών πρωτεϊνών, ενώ οι 

περισσότερες πρωτεΐνες σχετίζονται µε µεταβολικές διαδικασίες. Τέλος, οι πρωτεΐνες 

του ανθρώπου και του ποντικού που προσδένουν ή µεταφέρουν µόρια-συνδέτες 

(ligands) αντιστοιχούν σε ποσοστό 65% και 50% αντίστοιχα ενώ αυτές που 

εµφανίζουν ενζυµική δράση σε ποσοστό 40-45% (Waterston RH et al, 2002). 

Σηµαντική οµοιότητα παρατηρείται επίσης και στον αριθµό των µελών στις 

οικογένειες πρωτεϊνών και των λειτουργικών περιοχών (domains) µεταξύ των δύο 

ειδών.  
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β) Μοριακή λειτουργία
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γ) Βιολογική διαδικασία
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Εικ. 72: Συγκριτική ταξινόµηση των πρωτεϊνών του ανθρώπου και του ποντικού σε 
λειτουργικές οµάδες, ανάλογα µε το κυτταρικό διαµέρισµα/συστατικό στο οποίο ανήκει η 
πρωτεΐνη (α), τη µοριακή της λειτουργία (β) και τη βιολογική διαδικασία στην οποία συµµετέχει 
(γ). H διαφορά που παρατηρείται στις πρωτεΐνες που αποτελούν συστατικά του µηχανισµού 
πρωτεϊνοσύνθεσης (στο α), θεωρείται πλασµατική λόγω του µεγάλου αριθµού ψευδογονιδίων 
ριβοσωµικών πρωτεϊνών του ποντικού που εσφαλµένα συγκαταλέγονται µεταξύ των γονιδίων 
βάσει των προγραµµάτων ανίχνευσης κωδικών αλληλουχιών (Waterston RH et al, 2002).    
 
 
 Όσον αφορά τις διαφορές µεταξύ των δύο ειδών, οι κυριότερες εντοπίζονται 

σε οικογένειες πρωτεϊνών που σχετίζονται µε το ανοσοποιητικό και το 

αναπαραγωγικό σύστηµα. Ενδεικτικά, στο γονιδίωµα του ποντικού εντοπίστηκαν 25 
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οικογένειες πρωτεϊνών, οι οποίες στον άνθρωπο αντιπροσωπεύονται από ένα µόνο 

µέλος. Σε αυτές ανήκουν 14 οικογένειες που συµµετέχουν στην αναπαραγωγή των 

τρωκτικών και περιλαµβάνουν µόρια που ρυθµίζονται µεταγραφικά από ανδρογόνα 

και συµµετέχουν στη βιοσύνθεση ή στον µεταβολισµό ορµονών, στην ανάπτυξη του 

πλακούντα, στην ωρίµανση των γονάδων και των σπερµατοζωαρίων και στην 

σηµατοδότηση από φεροµόνες για την επιλογή συντρόφου. Το γεγονός ότι οι 

περισσότερες οικογένειες πρωτεϊνών που εµφανίζουν επιλεκτική επέκταση στον 

ποντικό σχετίζονται µε την αναπαραγωγή, πιθανόν αντικατοπτρίζει τις φυσιολογικές 

διαφορές των δύο ειδών, που είναι πολύ πιο εµφανείς στο συγκεκριµένο σύστηµα και 

αφορούν κυρίως τη δοµή του πλακούντα, τα µεγέθη των νεογέννητων και την 

περίοδο κύησης.  

 Παρά τις σηµαντικές οµοιότητες που διαπιστώθηκαν στα γονίδια που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες µεταξύ ανθρώπου-ποντικού, διάφορες συγκριτικές 

γονιδιωµατικές µελέτες έδειξαν ότι µία ειδο-ειδική πηγή πολυπλοκότητας και 

διαφορετικότητας αποτελεί η διαφορική εναλλακτική συναρµογή των µεταγράφων 

στους δύο οργανισµούς. Έτσι, παρά τη διακύµανση στα ποσοστά ειδο-ειδικής 

συναρµογής που εκτιµήθηκαν ανάλογα µε την µεθοδολογία που χρησιµοποιήθηκε, 

φαίνεται ότι το ποσοστό της συντηρηµένης εναλλακτικής συναρµογής είναι χαµηλό 

(Modrek B & Lee CJ, 2003; Nurtdinov RN et al, 2003).  

 Συντήρηση σε ψευδογονίδια 

 Από τα ψευδογονίδια που ταυτοποιήθηκαν στον άνθρωπο και τον ποντικό 

εκτιµάται ότι ποσοστό ~60% των επεξεργασµένων ψευδογονιδίων είναι ειδικά της 

κάθε γενεαλογίας, δηλαδή δηµιουργήθηκαν µετά τον τελευταίο κοινό πρόγονό τους. 

Ωστόσο, φαίνεται ότι και στους δύο οργανισµούς η πλειονότητα των επεξεργασµένων 

ψευδογονιδίων έχουν προκύψει από παρόµοιες κατηγορίες γονιδίων, µε τα γονίδια 

των ριβοσωµικών πρωτεϊνών να αποτελούν την µεγαλύτερη οµάδα (Zhang Z et al, 

2004).  

 Συντήρηση σε µη κωδικές περιοχές 

 Ένα χαρακτηριστικό των γονιδιωµάτων των θηλαστικών, το οποίο 

αναγνωρίστηκε µόλις πρόσφατα, είναι η ιδιαίτερα υψηλή συντήρηση που 

παρατηρείται σε µικρές µη-γονιδιακές περιοχές τους, που δεν ανήκουν στις 

επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες. Οι περιοχές αυτές ονοµάζονται ECR 

(Evolutionarily Conserved Region) και εναλλακτικά CNG (Conserved Nongenic 

Sequence) ή MCS (Multi-species Conserved Sequence), και αντιστοιχούν σε 

ποσοστό 1-2% των γονιδιωµάτων του ανθρώπου, του αρουραίου και του ποντικού 

(Mallon AM et al, 2000; Dermitzakis ET et al, 2003; Margulies EH et al, 2003). 

Εκτιµάται ότι υπάρχουν ~327.000 περιοχές ECR στο γονιδίωµα του ανθρώπου από 



  Συζήτηση 

 201

τις οποίες το 35% χαρτογραφείται σε ιντρόνια και το υπόλοιπο 65% σε περιοχές 

µακράν και εκτός γονιδίων (Dermitzakis ET et al, 2005). Η κατανοµή των τελευταίων 

είναι γενικά οµοιόµορφη ενώ φαίνεται πως ο αριθµός τους είναι µεγαλύτερος σε 

περιοχές του γονιδιώµατος που είναι φτωχές σε γονίδια. Οι ECRs έχουν γίνει 

αντικείµενο εκτεταµένης έρευνας τελευταία καθώς πιστεύεται ότι πιθανώς 

αντιστοιχούν σε λειτουργικές περιοχές του γονιδιώµατος. Κάποια από αυτά τα ECRs 

χαρακτηρίζονται ως υπερ-συντηρηµένα (Bejerano G et al, 2004) καθώς είναι εντελώς 

ίδια µεταξύ ανθρώπου-αρουραίου και ποντικού.  

 Για κάποια από τα µη-κωδικά ECRs υπάρχουν ενδείξεις ότι εµφανίζουν 

χαρακτηριστικά ρυθµιστικών περιοχών (Dermitzakis ET et al, 2003), ενώ έχουν 

αρχίσει να προκύπτουν πειραµατικά δεδοµένα για την λειτουργικότητα ορισµένων. 

Ειδικότερα, ταυτοποιήθηκαν ECRs που δρούν σαν µακρινοί ενισχυτές του γονιδίου 

DACH (dachshund) (Nobrega MA et al, 2003) καθώς και των γονιδίων SOX21, 

PAX6, HLXB9, και SHH (Woolfe A et al, 2005). Επιπλέον ταυτοποιήθηκαν ECRs 

κοντά στο γονίδιο SIM2 (single-minded 2) που in vitro, σε συνδυασµό µε τον 

υποκινητή του γονιδίου, εµφανίζουν ικανότητα µεταγραφικής ενεργοποίησης (Frazer 

KA et al 2004). Ωστόσο, φαίνεται ότι κάποια ECRs πιθανόν στερούνται λειτουργίας. 

Έτσι, η έλλειψη δύο περιοχών µήκους 1817 Kb και 983 Kb στα χρωµοσώµατα 3 και 

19 αντίστοιχα στον ποντικό, οι οποίες περιέχουν εκατοντάδες ECRs, αλλά στερούνται 

γονιδίων, αφενός δεν είχε επίδραση στη βιωσιµότητα αφετέρου δεν οδηγεί σε κάποιο 

ανιχνεύσιµο φαινότυπο (Nobrega MA et al, 2004). Αν και υπάρχει περίπτωση τα 

ποντίκια αυτά να παρουσιάζουν κάποιες αλλαγές σε σχέση µε τα αγρίου τύπου, οι 

οποίες δεν ανιχνεύτηκαν κατά την ανάλυση, τα αποτελέσµατα συγκλίνουν στην 

υπόθεση ότι πιθανώς κάποια ECRs αλλά και κάποιες περιοχές του γονιδιώµατος 

που δεν περιέχουν γονίδια (gene deserts) δεν έχουν λειτουργικό ρόλο.  

 Στην βελτιστοποίηση της αναγνώρισης των πραγµατικά λειτουργικών 

συντηρηµένων αλληλουχιών συνεισφέρει σηµαντικά η συγκριτική γονιδιωµατική 

ανάλυση µε εξελικτικά µακρινότερους οργανισµούς, όπως οι ιχθύες. Σε αυτά τα 

πλαίσια, µία πρόσφατη συγκριτική ανάλυση των γονιδιωµάτων του ανθρώπου και 

του zebrafish οδήγησε στην ταυτοποίηση ~5000 συντηρηµένων µη-γονιδιακών 

περιοχών, σηµαντικό ποσοστό των οποίων χαρτογραφούνται σε χρωµοσωµικές 

περιοχές του ανθρώπου που δεν περιέχουν γονίδια (Shin JT et al, 2005). Ο 

προκαταρκτικός έλεγχος 16 τέτοιων περιοχών για δράση ως cis- ρυθµιστικά στοιχεία 

in vivo µε χρήση διαγονιδιακών zebrafish, έδειξε ότι τα 10 από αυτά έχουν την 

ικανότητα ρύθµισης της ιστοειδικής έκφρασης γονιδίων-αναφοράς (Shin JT et al, 

2005). 
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 β. Συγκριτική ανάλυση γονιδιωµάτων ανθρώπου-χιµπατζή (Pan troglodytes) 

  
 Πολύ πρόσφατα (Σεπτέµβριος 2005) ολοκληρώθηκε η πρώτη έκδοση του 

γονιδιώµατος του χιµπατζή που καλύπτει το 94% του γονιδιώµατος και έχει βάθος 

διαβάσµατος ~3,6 φορές για τα αυτοσωµικά και ~1,8 φορές για τα φυλετικά 

χρωµοσώµατα (Chimpanzee Sequencing and Analysis Consortium, 2005). 

Επιπλέον, σε προχωρηµένο στάδιο είναι η αλληλούχηση του γονιδιώµατος του 

Rhesus macaque, ενός αντιπροσώπου του κλάδου των πιθήκων του παλαιού 

Κόσµου, µία πρώτη έκδοση του γονιδιώµατος του οποίου έγινε διαθέσιµη σε 

δηµόσιες βάσεις δεδοµένων τον Μάιο 2005 (http://www.genome.gov/ 

11008262; http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/rmacaque), ενώ 

προγραµµατίζεται ότι τα επόµενα χρόνια θα ολοκληρωθεί η αλληλούχηση του 

γονιδιώµατος του ουραγκοτάγκου και θα ξεκινήσει το αντίστοιχο πρόγραµµα για τον 

Callithrix jacchus (common marmoset), ενός πιθήκου του Νέου Κόσµου. Εν τω 

µεταξύ υπάρχουν διαθέσιµες αλληλουχίες για αρκετά πρωτεύοντα από ESTs, 

cDNAs, το πρόγραµµα ENCODE (ENCODE Project Consortium, 2004) και για 

διάφορους µεµονωµένους γενετικούς τόπους.  

 Σε αντίθεση µε τις συγκρίσεις του γονιδιώµατος του ανθρώπου µε τον 

αρουραίο, τον ποντικό, τους ιχθύες και το κοτόπουλο κατά τις οποίες γίνεται 

προσπάθεια ταυτοποίησης περιοχών που εµφανίζουν ασυνήθιστα υψηλή οµοιότητα, 

κατά τη στοίχιση των γονιδιωµάτων ανθρώπου και χιµπατζή, επειδή η εξελικτική 

απόσταση είναι µόλις ~6 εκ. χρόνια, γίνεται το αντίθετο. ∆ηλαδή η ανάλυση εστιάζεται 

στις διαφορές που παρουσιάζουν τα δύο γονιδιώµατα παρά στις οµοιότητες, καθώς η 

πλειονότητα των βάσεων είναι ίδιες. Έτσι, εκτιµήθηκε ότι οι νουκλεοτιδικές διαφορές 

εµφανίζονται κατά µέσο όρο σε ποσοστό 1,23% αλλά όταν ληφθούν υπόψη και οι 

πολυµορφισµοί µέσα σε κάθε είδος, το αντίστοιχο ποσοστό απόκλισης γίνεται 1,06% 

ή και λιγότερο. Η ανάλυση των τµηµάτων που έχουν εντεθεί ή εκλείψει από το ένα ή 

το άλλο είδος και τα οποία χαρακτηρίζονται ως indel (=insertions-deletions), έδειξε ότι 

~40Mb αλληλουχίας υπάρχουν αποκλειστικά στον άνθρωπο. Από αυτές οι ~32Mb 

αντιστοιχούν σε τµήµατα <15kb και η πλειονότητά τους έχει µήκος <80bp και οι 

υπόλοιπες ~8Mb (>15kb) περιλαµβάνουν 163 περιοχές, από τις οποίες οι 34 

χαρτογραφούνται σε εξόνια γνωστών γονιδίων (Chimpanzee Sequencing and 

Analysis Consortium, 2005). Επιπλέον, επιβεβαιώθηκαν παλαιότερες 

κυτταρογενετικές µελέτες που αφορούσαν µεγάλες χρωµοσωµικές αναδιατάξεις και οι 

οποίες είχαν δείξει ότι τα χρωµοσώµατα του ανθρώπου και του χιµπατζή διαφέρουν 

κατά ένα φαινόµενο χρωµοσωµικής σύντηξης και τουλάχιστον 9 περικεντρικές 

αναστροφές (Yunis JJ et al, 1980). Ειδικότερα, το χρωµόσωµα 2 του ανθρώπου 
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προέκυψε από την σύντηξη δύο αρχαίων χρωµοσωµάτων, των 12 και 13, τα οποία 

παρέµειναν διαχωρισµένα στον χιµπατζή. 

 Από τις παραπάνω διαφορές που εντοπίστηκαν µεταξύ των δύο 

γονιδιωµάτων, αυτές που είναι κρίσιµες από την άποψη ότι οδηγούν στις 

παρατηρούµενες διαφορές στη φυσιολογία, την µορφολογία και την συµπεριφορά 

µεταξύ των δύο οργανισµών, αποτελούν την µειονότητα. Συνεπώς ο επόµενος 

στόχος που είναι και ο δυσκολότερος είναι η ταυτοποίηση των λειτουργικά 

σηµαντικών διαφορών. Στην προσπάθεια αυτή, ο πλήρης κατάλογος όλων των 

διαφορών που προέκυψε από την αλληλούχηση του γονιδιώµατος του χιµπατζή, 

αποτελεί τη βάση για την συστηµατική διερεύνηση και εντοπισµό αυτών που 

καθορίζουν τα δύο είδη. Ήδη, έχουν ξεκινήσει προκαταρκτικές µελέτες του προτύπου 

έκφρασης των γονιδίων των ορθόλογων χρωµοσωµάτων σε διάφορους ιστούς 

(Khaitovich P et al, 2005) από τις οποίες έχουν προκύψει σηµαντικές ενδείξεις για 

διαφορές στα επίπεδα έκφρασης. Αυτά τα προκαταρκτικά αποτελέσµατα είναι σε 

συµφωνία µε παλαιότερες υποθέσεις κατά τις οποίες η γενετική βάση των διαφορών 

ανθρώπου-χιµπατζή είναι η διαφοροποίηση στην γονιδιακή έκφραση και όχι οι 

κωδικές αλληλουχίες (King MC & Wilson AC, 1975). Η ολοκλήρωση των 

γονιδιωµάτων των άλλων πρωτευόντων θα συνεισφέρει στη διελεύκανση των 

διαφορών που ταυτοποιήθηκαν και που δεν σχετίζονται µε τα χαρακτηριστικά που 

εµφανίζονται στο ανθρώπινο είδος.  

 

 Συγκριτική γονιδιωµατική ανάλυση του ανθρώπου-ασπονδύλων 

 

 Από τη σύγκριση των πρωτεϊνωµάτων του ανθρώπου µε του C. elegans και 

της D. melanogaster διαπιστώνεται ότι το 60% των πρωτεϊνών του ανθρώπου έχουν 

ορθόλογες στους άλλους δύο οργανισµούς και αντίστοιχα, το 61% των πρωτεϊνών 

της D. melanogaster και το 43% των πρωτεϊνών του C. elegans  εµφανίζουν 

οµολογία µε ανθρώπινες πρωτεΐνες. Στις ορθόλογες πρωτεΐνες µεταξύ των τριών 

ειδών συγκαταλέγονται µόρια που ελέγχουν θεµελιώδεις λειτουργίες, όπως 

λειτουργίες ενδοκυτταρικής ή διακυτταρικής σηµατοδότησης, βασικοί αναπτυξιακοί 

µηχανισµοί, απόπτωση και µεταγραφική ρύθµιση γονιδίων.  

 Τα βασικά συµπεράσµατα που προέκυψαν από τη συγκριτική πρωτεωµική 

ανάλυση σπονδυλωτών-ασπονδύλων είναι ότι:  

1) ο ρυθµός ανακάλυψης νέων πρωτεϊνών ή νέων µοτίβων (domains) για κάθε 

φυλογενετική οµάδα είναι χαµηλός  Έτσι η σύγκριση των µοτίβων των πρωτεϊνών του 

ανθρώπου µε του νηµατώδη και της δροσόφιλας δείχνει ότι το 90% των µοτίβων των 

ανθρώπινων πρωτεϊνών αντιπροσωπεύονται και στα άλλα δύο είδη,  
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2) η µεγαλύτερη ποικιλία στην αρχιτεκτονική και στα λειτουργικά χαρακτηριστικά των 

πρωτεϊνών του ανθρώπου οφείλεται κατά πολύ στον διαφορετικό συνδυασµό αυτών 

των µοτίβων. Έτσι, ενώ υπάρχει χαµηλή συχνότητα ‘νεοεµφανιζόµενων’ πρωτεϊνών 

στα σπονδυλωτά, διαπιστώνεται υψηλή συχνότητα πρωτεϊνών µε καινούρια 

αρχιτεκτονική, οι οποίες εµφανίζουν νέους συνδυασµούς των προϋπάρχοντων 

συντηρηµένων µοτίβων. Αυτή η διαφορά είναι περισσότερο εµφανής στην πρόσφατη 

εξέλιξη νέων διαµεµβρανικών ή εξωκυττάριων δοµών στις πρωτεΐνες του ανθρώπου 

και του ποντικού,  

3) στα σπονδυλωτά υπάρχει µεγαλύτερη τάση επέκτασης γονιδιακών οικογενειών, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι οι διπλασιασµοί των γονιδίων αποτέλεσαν σηµαντικό 

εξελικτικό µηχανισµό για αυτούς τους οργανισµούς. Πολλές από τις οικογένειες 

πρωτεϊνών που µε αυτόν τον µηχανισµό έχουν αποκτήσει περισσότερα µέλη στα 

σπονδυλωτά σε σχέση µε τη δροσόφιλα ή τον νηµατώδη, συµµετέχουν σε 

διαδικασίες που χαρακτηρίζουν τη φυσιολογία των σπονδυλωτών. Ενδεικτικό 

παράδειγµα είναι τα πολυάριθµα µέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών µε µοτίβο 

ανοσοσφαιρίνης (Ig) στον άνθρωπο και στον ποντικό, σε σχέση µε την απουσία της 

συγκεκριµένης οικογένειας από τον σακχαροµύκητα και τα φυτά και την παρουσία 

τoυ µοτίβου  Ig µόνο σε ορισµένα µόρια στην επιφάνεια των κυττάρων των 

ασπονδύλων. Επιπλέον, στον άνθρωπο και τον ποντικό εντοπίζονται ~30 µέλη της 

οικογένειας του αυξητικού παράγοντα ινοβλαστών (Fibroblast Growth Factor, FGF), 

σε αντίθεση µε τα δύο µέλη της οικογένειας αυτής στη δροσόφιλα και τον νηµατώδη.  

 

 Πληροφορίες για ορθόλογες περιοχές in silico 
 

 Πλήθος πληροφοριών για τα ορθόλογα γονίδια του ανθρώπου και των άλλων 

σπονδυλωτών υπάρχουν διαθέσιµες στην βάση δεδοµένων Ensembl 

(www.ensembl.org/, Εικ. 73). Αυτή η βάση δεδοµένων δίνει τη δυνατότητα 

περιήγησης κατά µήκος των χρωµοσωµάτων καθώς και επιλογής συγκεκριµένων 

χρωµοσωµικών περιοχών και ταυτόχρονης προβολής τους µε τις συνταινικές τους σε 

άλλους οργανισµούς. Για τα γνωστά γονίδια χρησιµοποιούνται οι κωδικοί πρόσβασης 

εξωτερικών βάσεων δεδοµένων (πχ HUGO, EMBL, Swissprot) αλλά ταυτόχρονα 

παρατείθενται και όλα τα εναλλακτικά ονόµατα του γονιδίου. Για τα νέα γονίδια 

χρησιµοποιείται η ονοµατολογία της Ensembl.  

 Επιπλέον, σε συγκεκριµένη χρωµοσωµική περιοχή είναι δυνατή η απεικόνιση: 

1) του αντίστοιχου κυτταρογενετικού προτύπου ζώνωσης και του συσχετισµού του µε 

τη νουκλεοτιδική αλληλουχία και τους γενωµικούς κλώνους σε έναν ή περισσότερους 

οργανισµούς ταυτόχρονα, 2) της γενωµικής οργάνωσης κάθε γονιδίου και των 



  Συζήτηση 

 205

ορθολόγων του καθώς και των πιθανών εναλλακτικών µεταγράφων µε καταγραφή 

των ESTs και cDNAs που τα στηρίζουν, 3) της δοµής της κωδικοποιούµενης 

πρωτεΐνης, 4) των προβλεπόµενων µη κωδικοποιών RNAs, 5) των προβλεπόµενων 

νησιδίων CpG, 6) των STSs, 7) των SNPs κ.λπ. Επιπλέον, παρέχεται η δυνατότητα 

νουκλεοτιδικών ή αµινοξικών συγκρίσεων, µε χρήση των αντίστοιχων αλγορίθµων.  

Περιοχές συνταινίας (Synteny blocks, ContigView/CytoView)

 
 

Α. 

Β. 
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Συνδέσεις για πιθανά
ορθόλογα γονίδια

Πληροφορίες για γονίδια και τα ορθόλογά τους

 
Eικ. 73: Απεικονίσεις από τη βάση δεδοµένων Ensembl.  Παρουσιάζονται ενδεικτικά το 
χρωµόσωµα 7 του ανθρώπου και η συνταινία του µε χρωµοσώµατα του ποντικού (Α), µία 
συγκεκριµένη χρωµοσωµική περιοχή µε τα γονίδια, τα ncRNAs και τα STSs που περιέχει και 
οι συνταινικές στον ποντικό, τον αρουραίο και τον χιµπατζή (Β),  αναλυτικά οι πληροφορίες 
για ένα γονίδιο µε σχετικές συνδέσεις για τα πιθανά ορθόλογά του (Γ) και η συγκριτική 
γενωµική οργάνωση ενός γονιδίου και του ορθολόγου του στον ποντικό (∆).  
 
 
 
 

Γ. 

∆. 
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4.3. Μοριακή βάση της σπάνιας αυτοσωµικής εύθραυστης θέσης FRA10A 

 Στα πλαίσια της διερεύνησης της µοριακής βάσης της αυτοσωµικής σπάνιας 

εύθραυστης θέσης FRA10A και αξιοποιώντας τον φυσικό χάρτη υψηλής ευκρίνειας 

και την αλληλουχία του χρωµοσώµατος 10, ταυτοποιήσαµε και χαρακτηρίσαµε το 

γονίδιο FRA10AC1. Το γονίδιο επιλέχθηκε βάσει της χαρτογράφησής του στη 

χρωµοσωµική περιοχή 10q23.3 και της τρινουκλεοτιδικής επανάληψης CGG που 

φέρει στο 5’UTR του.                                                                                                    

 Η χαρτογράφηση του γονιδίου στην εύθραυστη θέση FRA10A επιβεβαιώθηκε 

µε ανάλυση FISH σε µεταφασικά χρωµοσώµατα τεσσάρων ατόµων-φορέων, 

χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτή το γενωµικό κλώνο BAC bA437J2 του γονιδίου. Από 

την ανάλυση αποδείχθηκε ότι ο κλώνος αυτός αναγνωρίζει την εν λόγω εύθραυστη 

θέση και εκτείνεται κατά µήκος της (αποτέλεσµα από την συνεργαζόµενη οµάδα του 

Dr. R. Seibert, Sarafidou T et al, 2004, Εικ. 74).  

 

Εικ. 74: Κυτταρογενετική χαρτογράφηση και ανάλυση FISH της εύθραυστης θέσης 
FRA10A. Μεταφασικά χρωµοσώµατα ενός ατόµου-φορέα της FRA10A µετά από χρώση µε 
DAPI (αριστερά) και µετά από FISH µε ανιχνευτή το γενωµικό κλώνο του γονιδίου FRA10AC1 
(BAC 437J2, δεξιά). Με κόκκινο, φαίνεται το σήµα εκατέρωθεν της ασυνέχειας, αποτέλεσµα 
που δείχνει ότι ο κλώνος εκτείνεται κατά µήκος της εύθραυστης θέσης.  

 Η τρινουκλεοτιδική επανάληψη CGG που εντοπίζεται στο 5’UTR του γονιδίου 

FRA10AC1 είναι πολυµορφική στον φυσιολογικό πληθυσµό, ενώ στους φορείς της 

FRA10A επεκτείνεται δραµατικά, περισσότερο από 200 φορές. Ο έλεγχος της 

επέκτασης στους φορείς, πραγµατοποιήθηκε µε PCR σε γενωµικό DNA µε εκκινητές 

εκατέρωθεν της επανάληψης και µε ακόλουθη ανάλυση των προϊόντων κατά 

Southern, χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτή ολιγονουκλεοτίδια GCC/GGC. Έτσι 

ανιχνεύτηκαν, εκτός του φυσιολογικού αλληλοµόρφου, προϊόντα µεγέθους 600-

800bp που καταδεικνύουν την επέκταση της επανάληψης στα άτοµα αυτά κατά 200-

300 φορές (αποτελέσµατα από τα συνεργαζόµενα εργαστήρια των Dr. R. Seibert και 

Dr. Jozef Gecz, Sarafidou T et al, 2004, Εικ .75). Ο συσχετισµός της επέκτασης των 

επαναλήψεων CGG µε την κυτταρογενετική εµφάνιση εύθραυστης θέσης σε 
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συνθήκες κυτταροκαλλιέργειας απουσία φυλλικού οξέος, έχει αποδειχθεί και στις 

άλλες πέντε εύθραυστες τις ίδιας κατηγορίας που έχουν κλωνοποιηθεί (FRAXA, 

FRAXE, FRAXF, FRA11B, FRA16A). Κατ’ επαγωγή, πιθανότατα ο ίδιος µηχανισµός 

ισχύει και στις άλλες θέσεις αυτού του τύπου που έχουν περιγραφεί κυτταρογενετικά. 

Ωστόσο, ο συνολικός αριθµός αυτών των εύθραυστων θέσεων, που δεν ξεπερνά τις 

30, αντιστοιχεί σε ένα µικρό ποσοστό των τρινουκλεοτιδικών επαναλήψεων CGG του 

ανθρώπινου γονιδιώµατος. Σε µία γονιδιωµατική in silico µελέτη ταυτοποιήθηκαν 

συνολικά σε όλο το γονιδίωµα 3351 θέσεις που έχουν 4 ή περισσότερες συνεχόµενες 

επαναλήψεις CGG. Από αυτές οι 170 αντιστοιχούν στο χρωµόσωµα 10 

(Subramanian S et al, 2003). Στην µελέτη που πραγµατοποιήσαµε στην αλληλουχία 

του χρωµοσώµατος αυτού για τον εντοπισµό επαναλήψεων µεγαλύτερου µήκους, 

που είχαν 7 ή περισσότερες τέλειες επαναλήψεις CGG, ταυτοποιήσαµε 17 τέτοιες 

θέσεις (βλ. Αποτελέσµατα). Ωστόσο, µόνο µία εύθραυστη θέση της κατηγορίας του 

φυλλικού οξέος χαρτογραφείται στο χρωµόσωµα 10, η FRA10A. Κατ’ αναλογία, και 

µε βάση ότι η πυκνότητα των διαφορετικών  χρωµοσωµάτων σε επαναλήψεις CGG 

είναι σχετικά συγκρίσιµη, εκτός από ορισµένες εξαιρέσεις (Subramanian S et al, 

2003, Εικ. 76) φαίνεται ότι η γενωµική αστάθεια που οδηγεί στην εκδήλωση 

εύθραυστης θέσης, εµφανίζεται σε συγκεκριµένες µόνο περιοχές του γονιδιώµατος, 

χωρίς να είναι γνωστή η αιτία γι’ αυτό.                                                                          

 Η επέκταση της επανάληψης CGG συσχετίζεται µε την επιγενετική καταστολή 

της ενεργότητας του γονιδίου ή/και της ευρύτερης περιοχής λόγω υπερµεθυλίωσης. 

Η υπερµεθυλίωση του αλληλοµόρφου που φέρει την επέκταση ελέγχθηκε µε 

τεµαχισµό γενωµικού DNA των φορέων µε διαφορική χρήση περιοριστικών 

ενδονουκλεασών που αναγνωρίζουν ή όχι µεθυλιωµένα CpG (MspI και HpaII 

αντίστοιχα) και ακολούθως PCR µε εκκινητές εκατέρωθεν των θέσεων αναγνώρισης 

των ενζύµων και ανάλυση κατά Southern µε ανιχνευτή  ολιγονουκλεοτίδια 

GCC/GGC. Το αποτέλεσµα ήταν η ανίχνευση του αλληλοµόρφου που φέρει την 

επέκταση αποκλειστικά στα δείγµατα που είχαν τεµαχιστεί µε HpaII και όχι µε MspI, 

γεγονός που συνεπάγεται ότι το αλληλόµορφο που φέρει την επέκταση είναι 

υπερµεθυλιωµένο (αποτελέσµατα από τα συνεργαζόµενα εργαστήρια των Dr. R. 

Seibert και J.Gecz, Sarafidou T et al, 2004, Εικ. 75). Για τον έλεγχο της πιθανής 

µεταγραφικής καταστολής του αλληλοµόρφου που φέρει την επέκταση 

αξιοποιήθηκαν τα SNPs στα nt:284 και 427 (βλ. Αποτελέσµατα) για τα οποία ένας 

φορέας της FRA10A ήταν ετερόζυγος (γονότυπος: 284Τ/C-427C/G). Έτσι, 

πραγµατοποιήθηκε RT-PCR σε mRNA από κυτταρική σειρά αυτού του ατόµου και 

ακόλουθη αλληλούχηση του προϊόντος που έδειξε ότι είναι δυνατή η ανίχνευση 

αποκλειστικά του ενός αλληλο-µόρφου (284C-427G). Βάσει αυτού προκύπτει η 



  Συζήτηση 

 209

υπόθεση ότι το ένα αλληλόµορφο του γονιδίου έχει κατασταλεί µεταγραφικά λόγω 

υπερµεθυλίωσης στην περιοχή της επανάληψης, που µε τη σειρά της οφείλεται στην 

επέκτασή της (αποτέλεσµα από το συνεργαζόµενο εργαστήριο του Dr. J.Gecz, 

Sarafidou T et al, 2004, Εικ. 77).  
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Εικ. 75: Επέκταση και µεθυλίωση της τρινουκλεοτιδικής επανάληψης CGG σε φορείς 
της εύθραυστης θέσης FRA10A. Α. Αυτοραδιογραφία µετά από ανάλυση Southern και 
υβριδοποίηση, προϊόντων PCR µε υπόστρωµα γενωµικό DNA ατόµων ελέγχου (διαδροµές 1-
7) και φορέων της FRA10A (A, B, C και D) και εκκινητές που υβριδοποιούνται εκατέρωθεν της 
επανάληψης. Στους φορείς, εκτός από το φυσιολογικό αλληλόµορφο (Ν) εµφανίζονται 
επιπλέον προϊόντα PCR µεγαλύτερου µεγέθους (F), γεγονός που δείχνει επέκταση της 
επανάληψης. Β. Για να ελεγχθεί εάν το αλληλόµορφο που φέρει την εκτεταµένη επανάληψη 
υφίσταται µεθυλίωση, πραγµατοποιήθηκε τεµαχισµός γενωµικού DNA ατόµων ελέγχου (1, 2) 
και φορέων της FRA10A µε Hpa II ή MspI, το οποίο ακολούθως χρησιµοποιήθηκε ως 
υπόστρωµα σε PCR µε εκκινητές που υβριδοποιούνται εκατέρωθεν της επανάληψης (βλ. 
σχηµατική απεικόνιση στην Εικ. Γ). Παράλληλα, πραγµατοποιήθηκε PCR σε γενωµικό DNA 
που δεν είχε υποστεί τεµαχισµό. Στα προϊόντα της αντίδρασης, πραγµατοποιήθηκε ανάλυση 
κατά Southern και υβριδοποίηση µε ανιχνευτή ολιγονουκλεοτίδια GCC/GGC. Η 
αυτοραδιογραφία δείχνει ότι οι εκτεταµένες επαναλήψεις ανιχνεύονται µόνο στο δείγµα του 
DNA που δεν είχε υποστεί τεµαχισµό και στο γενωµικό DNA που είχε τεµαχιστεί µε HpaII, ενώ 
απουσιάζουν στα δείγµατα των φορέων που είχαν τεµαχιστεί µε MspI. Στα άτοµα ελέγχου 
ταυτοποιείται αποκλειστικά το φυσιολοφικό αλληλόµορφο. Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι η 
περιοχή γύρω από την επανάληψη CGG είναι υπερµεθυλιωµένη. Τα αλληλόµορφα µε την 
επέκταση δεν εµφανίζονται σαν διακριτές ζώνες πιθανότατα λόγω δυσκολιών κατά τον 
πολλαπλασιασµό κατά µήκους της επανάληψης.  
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Εικ. 76: Πυκνότητα των διαφορετικών τύπων τρινουκλεοτιδικών επαναλήψεων στα 
χρωµοσώµατα του ανθρώπου. Από το διάγραµµα φαίνεται ότι οι επαναλήψεις του τύπου 
CGG είναι από τις σχετικά σπάνιες στο ανθρώπινο γονιδίωµα και η κατανοµή τους είναι 
γενικά οµοιόµορφη.  

 

 

Γονότυπος φορέα

C G

Εξόνιο 3 Εξόνιο 5

T C

Εξόνιο 3 Εξόνιο 5

γενωµικό
DNA

cDNA

Εξόνιο 3 Εξόνιο 5

 

Εικ. 77: Μεταγραφική καταστολή του ενός αλληλοµόρφου του γονιδίου FRA10AC1 
στους φορείς της εύθραυστης θέσης FRA10A. A. Απεικονίζεται σχηµατικά ο γονότυπος 
ενός φορέα της FRA10A, ο οποίος είναι ετερόζυγος σε δύο SNPs της κωδικής αλληλουχίας: 
το 284C/T στο εξόνιο 3 και το 427G/C στο εξόνιο 5 του cDNA. Β. Αποτέλεσµα αλληλούχησης 
στην περιοχή των SNPs σε γενωµικό DNA του φορέα (πάνω) και σε αντίδραση RT-PCR σε 
mRNA από κυτταρική σειρά του φορέα (κάτω). Ενώ η γενωµική αλληλουχία δείχνει 
ετεροζυγωτία για τα αλληλόµορφα T/C και G/C και στις δύο θέσεις, η αλληλουχία του cDNA 
δείχνει την παρουσία του ενός µόνο αλληλοµόρφου.   
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 Πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε την FRA10AC1  

 Στα πλαίσια της διερεύνησης του βιοχηµικού ρόλου της πρωτεΐνης 

FRA10AC1 εφαρµόσαµε το σύστηµα δύο υβριδίων του σακχαροµύκητα και 

ταυτοποιήσαµε ως αλληλεπιδρώντα µόρια, τις πρωτεΐνες SAP145 και DGCR14. Το 

γεγονός ότι και οι δύο πρωτεΐνες έχουν συσχετιστεί µε τη διαδικασία της συναρµογής 

του πρόδροµου mRNA, µας οδηγούν στην υπόθεση ότι πιθανώς και η FRA10AC1 

συµµετέχει στο ίδιο βιολογικό µονοπάτι.  

 

 Αντίδραση συναρµογής 

 Η συναρµογή του πρόδροµου mRNA είναι µία καταλυτική διαδικασία που 

περιλαµβάνει δύο αντιδράσεις τρανς-εστεροποίησης κατά τις οποίες αποµακρύνονται 

τα ιντρόνια ενώ παράλληλα συνδέονται τα διαδοχικά εξόνια. Κατά την πρώτη 

αντίδραση, το 2’-ΟΗ της αδενοσίνης της θέσης σχηµατισµού θηλιάς (branch site) του 

ιντρονίου, συνδέεται µε τη φωσφωρική οµάδα του νουκλεοτιδίου της 5’ θέσης 

συναρµογής (πρώτο νουκλεοτίδιο του ιντρονίου). Έτσι δηµιουργούνται τα ενδιάµεσα 

µόρια, δηλαδή το ελεύθερο 5΄εξόνιο και το ιντρόνιο σε µορφή βρόχου ενωµένο µε το 

3’ εξόνιο. Στη δεύτερη αντίδραση, πραγµατοποιείται η σύνδεση του 3’-ΟΗ του 

ελεύθερου εξονίου (5’ εξόνιο) µε τη φωσφωρική οµάδα του νουκλεοτιδίου της 3’ 

θέσης συναρµογής µε αποτέλεσµα την αποµάκρυνση του ιντρονίου και τη σύνδεση 

των ελεύθερων πλέον άκρων των δύο εξονίων (Εικ. 78). 
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Εικ. 78: Τα δύο καταλυτικά βήµατα της αντίδρασης συναρµογής 
 
 
 Το spliceosome 

Η συναρµογή πραγµατοποιείται από ένα υπερµοριακό σύµπλοκο, το 

spliceosome που αποτελείται από U snRNAs (uridine-rich small nuclear RNAs) και 

πρωτεΐνες. Τα συστατικά αυτά σχηµατίζουν επιµέρους ριβονουκλεοπρωτεϊνικές 

δοµές, τα U snRNPs, που ονοµάζονται βάσει του αντίστοιχου U snRNAs που 

περιέχουν. Στα θηλαστικά, οι πρωτεΐνες των U snRNPs ταξινοµούνται σε δύο 

κατηγορίες: α) στις snRNPs (µικρές πυρηνικές ριβονουκλεοπρωτεΐνες) και β) στις µη-
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snRNPs που ονοµάζονται και παράγοντες συναρµογής. Ο παραπάνω διαχωρισµός 

βασίζεται στο κατά πόσο οι πρωτεΐνες αυτές παραµένουν ή όχι συνδεδεµένες µε ένα 

συγκεκριµένο U snRNA κατά τη διάρκεια των βιοχηµικών κλασµατώσεων. Το 

spliceosome διακρίνεται στο µείζον και το ελάσσον. Το πρώτο είναι υπεύθυνο για την 

αποµάκρυνση των περισσότερων ιντρονίων, των τύπου U2, από τα πρόδροµα 

mRNAs ενώ το ελάσσον αποµακρύνει τα ιντρόνια τύπου U12, που απαντώνται 

σπάνια. Το µείζον spliceosome περιλαµβάνει τις υποµονάδες snRNP U1, U2, U4, U5 

και U6 και το µικρό τις U11, U12, U4atac και U6atac.    

 
 Σχηµατισµός των υποµονάδων U snRNP  
 Τα snRNPs σχηµατίζονται σταδιακά από ένα µόριο U snRNA, 7 πρωτεΐνες 

Sm και επιπλέον πρωτεΐνες, ειδικές για κάθε snRNP (Εικ. 79). Τα snRNAs 

µεταγράφονται από την RNA pol ΙΙ, πλην των U6 και U6atac που µεταγράφονται από 

την RNA pol ΙΙΙ. Όλα, σχηµατίζονται αρχικά ως πρόδροµα µόρια που περιέχουν 

επιπλέον νουκλεοτίδια στο 3’ τους άκρο και µία µονοµεθυλιωµένη δοµή cap, 

m7GpppG (m7G). Στη συνέχεια, εξέρχονται στο κυτταρόπλασµα, µέσω ενός 

πολυπρωτεϊνικού συµπλόκου εξόδου, όπου και συνδέονται µε τις πρωτεΐνες Sm. Οι 

τελευταίες, που βρίσκονται στη µορφή τριών ετεροµερών συµπλόκων (D1-D2, E-F-G 

και B-D3 ή B’-D3) συνδέονται σε µία πολύ συντηρηµένη θέση των RNAs, που 

ονοµάζεται θέση Sm (PuAU4-6GPu). Ακολουθεί η ωρίµανση των πρόδροµων snRNAs 

(αποµάκρυνση των επιπλέον νουκλεοτιδίων στο 3’ άκρο τους και µετατροπή της 

δοµής m7G σε 2,2,7 τριµεθυλιωµένη γουανοσίνη, m3G), η είσοδος του ενδιάµεσου 

συµπλόκου στον πυρήνα, µέσω των πρωτεϊνών Snurportin-1 και Importin β και τέλος 

η σύνδεση των ειδικών για κάθε snRNP πρωτεϊνών.   

 
 Σχηµατισµός του spliceosome 

 H βασική λειτουργία των υποµονάδων U snRNP είναι να αναγνωρίζουν τα 

όρια εξονίων-ιντρονίων και να στρατολογούν τους παράγοντες που καταλύουν την 

συναρµογή του πρόδροµου mRNA. Αυτή η στρατολόγηση γίνεται µε συγκεκριµένη 

ακολουθία και συνεπώς ο σχηµατισµός του spliceosome επιτυγχάνεται µε την 

ιεραρχηµένη αλληλεπίδραση των συστατικών του (Εικ. 80). Τα πολυπρωτεϊνικά 

σύµπλοκα που δηµιουργούνται σταδιακά, έχουν συγκεκριµένη ονοµατολογία: έτσι 

σχηµατίζεται διαδοχικά το spliceosome E, A, B και C. Η συναρµογή του πρόδροµου 

mRNA είναι µία δυναµική διαδικασία κατά την οποία συµβαίνουν πολλές 

ανακατατάξεις στις αλληλεπιδράσεις των µορίων που συµµετέχουν σε κάθε στάδιο 

σχηµατισµού και αποσχηµατισµού του spliceosome και στα καταλυτικά βήµατα της 

διαδικασίας. Όσον αφορά το µείζον spliceosome, το πρώτο βήµα για τον σχηµατισµό 
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του είναι η αναγνώριση της θέσης συναρµογής 5’ του ιντρονίου από την υποµονάδα 

U1 snRNP. H αναγνώριση αυτή βασίζεται στη συµπληρωµατικότητα των βάσεων της 

θέσης συναρµογής 5’ µε τµήµα του U1 snRNA, σε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις και 

σε αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνών και πρόδροµου mRNA που τελικά οδηγούν 

στο σχηµατισµό του συµπλόκου Ε. Σύµφωνα µε το κλασικό µοντέλο, ακολουθεί η 

στρατολόγηση της υποµονάδας U2 snRNP που αναγνωρίζει τη θέση σχηµατισµού 

θηλιάς (branch site) στο πρόδροµο mRNA. H διαδικασία αυτή απαιτεί ενέργεια και 

βασίζεται στη συµπληρωµατικότητα των βάσεων των µορίων RNA που συµµετέχουν 

καθώς και σε αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνών και πρόδροµου mRNA. Στις 

αλληλεπιδράσεις αυτές συµµετέχουν οι υποµονάδες SF3a και SF3b που ανήκουν  

στις ειδικές πρωτεΐνες του U2 snRNP καθώς και παράγοντες συναρµογής όπως ο 

U2AF και ο SF1/BBP. Το αποτέλεσµα των αλληλεπιδράσεων αυτών είναι ο 

σχηµατισµός του συµπλόκου Α που ονοµάζεται και pre-spliceosome. To επόµενο 

βήµα είναι η στρατολόγηση των υποµονάδων U4, U5 και U6 snRNP, που έχουν ήδη 

συνδεθεί µεταξύ τους και έχουν σχηµατίσει το tri-snRNP U4/U6.U5 και η 

αλληλεπίδραση του τελευταίου µε το πρόδροµο mRNA. Η διαδικασία αυτή απαιτεί 

ενέργεια και τo αποτέλεσµα είναι ο σχηµατισµός του συµπλόκου Β. Κατά τη διάρκεια 

σχηµατισµού αυτού του συµπλόκου λαµβάνουν χώρα πολλές δοµικές αλλαγές π.χ. 

το U6 snRNA παύει να αλληλεπιδρά µε το U4 snRNA και συνδέεται µε το U2 snRNA 

και την θέση συναρµογής 5’, το U5 snRNA συνδέεται µε αλληλουχίες του εξονίου στη 

θέση συναρµογής 5’ και αργότερα µε αλληλουχίες του εξονίου στη θέση 3’ κ.λπ. Όλες 

οι δοµικές αλλαγές που συµβαίνουν οδηγούν στο σχηµατισµό του συµπλόκου C κατά 

το οποίο το πρόδροµο mRNA υπόκειται το πρώτο καταλυτικό βήµα. Μετά το δεύτερο 

καταλυτικό βήµα, το spliceosome αποσυναρµολογείται και απελευθερώνεται το 

ώριµο πλέον mRNA και τα ιντρόνια.  

 
 Πολυπλοκότητα του spliceosome 

 Από βιοχηµικά πειράµατα αποµόνωσης του spliceosome και ταυτοποίησης 

των υποµονάδων του φάνηκε ότι πρόκειται για ένα σύµπλοκο πολύ πιο πολύπλοκο 

από ότι θεωρούνταν παλαιότερα, καθώς αποτελείται από τουλάχιστον 300 

πρωτεΐνες. Ένα βασικό ερώτηµα και µε δεδοµένο ότι η αντίδραση της 

τρανσεστεροποίησης µπορεί να πραγµατοποιηθεί και απουσία πρωτεϊνών (Cech TR, 

1993), είναι η ταυτοποίηση του ρόλου αυτής της πληθώρας των πρωτεϊνών στο 

spliceosome. Μία πιθανή παράµετρος που συνεισφέρει στην πολυπλοκότητα του 

συµπλόκου, είναι η ακρίβεια µε την οποία πραγµατοποιείται η συναρµογή. Κάθε 

σήµα συναρµογής ελέγχεται πολυάριθµες φορές από διαφορετικούς παράγοντες 

ώστε να επιβεβαιωθεί ο σωστός σχηµατισµός του spliceosome τόσο πριν όσο και 
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µετά το πρώτο καταλυτικό βήµα (Staley JP & Guthrie C, 1998). Επιπλέον, η 

παρατηρούµενη πολυπλοκότητα µπορεί να ερµηνευτεί και µε βάση τη λειτουργική 

σύνδεση της συναρµογής µε άλλα στάδια της γονιδιακής έκφρασης. Παρόλο που 

κάθε βήµα της γονιδιακής έκφρασης πραγµατοποιείται από διαφορετική πρωτεϊνική 

«µηχανή», πρόσφατα δεδοµένα δείχνουν ότι οι µεµονωµένες πρωτεϊνικές «µηχανές» 

συνδέονται λειτουργικά, δηµιουργώντας πρωτεϊνικά «εργοστάσια», κατοχυρώνοντας 

πιθανώς έτσι την πιστότητα, την επαναληψιµότητα και το συγχρονισµό της όλης 

διαδικασίας in vivo. Ειδικότερα, εκτός από τη σύζευξη της συναρµογής µε τα άλλα 

στάδια ωρίµανσης του πρόδροµου mRNA (προσθήκη δοµής cap στο 5’ άκρο, 

πολυαδενυλίωση), υπάρχουν σηµαντικές ενδείξεις για τη λειτουργική συσχέτιση της 

συναρµογής µε τη µεταγραφή καθώς και µε την έξοδο του ώριµου mRNA από τον 

πυρήνα.  
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Εικ. 79: Απλοποιηµένο σχήµα της βιογένεσης των U snRNPs 
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Εικ. 80: Σχηµατισµός ενδιάµεσων συµπλόκων κατά την αντίδραση συναρµογής 
 
 

 Η πρωτεΐνη SAP145               
 Η πρωτεΐνη SAP145 (Spliceosome Associated Protein, 145kD) αποτελεί έναν 

λειτουργικά χαρακτηρισµένο παράγοντα συναρµογής. Το πολυπεπτίδιο αποτελείται 

από 895 αµινοξέα και έχει εκτιµώµενο µοριακό βάρος ~100kD. Ωστόσο, λόγω του 

ηλεκτροφορητικού του προτύπου σε µεγαλύτερα µεγέθη, ονοµάστηκε υποµονάδα 

145kD. Αποτελεί συστατικό του συµπλόκου SF3b (Gozani O et al, 1996) που µε τη 

σειρά του συµµετέχει στο σχηµατισµό τόσο του U2 snRNP όσο και του U11/U12 

snRNP (Will CL et al, 1999). Ο SF3b είναι ένα ιδιαίτερα σταθερό σύµπλοκο (Brosi R 

et al, 1993), απαραίτητο για το σχηµατισµό του pre-spliceosome (Brosi R et al, 1993) 

και παραµένει στο spliceosome µέχρι και την ολοκλήρωση της διαδικασίας της 
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συναρµογής (Champion-Arnaud P & Reed R, 1994). Εκτός της SAP145, ο SF3b 

περιλαµβάνει τουλάχιστον 7 επιπλέον πρωτεΐνες έχοντας συνολικό µοριακό βάρος 

450kD (Will CL et al 2001 & 2002). Η πρωτεΐνη SAP145 συµµετέχει στη σύνδεση του 

U2 snRNA µε τη θέση σχηµατισµού θηλιάς του ιντρονίου και αλληλεπιδρά άµεσα µε 

την SAP49, µία από τις άλλες υποµονάδες του SF3b (Champion-Arnaud P & Reed 

R, 1994). Η πρωτεΐνη είναι συντηρηµένη στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς, ζωικούς 

και φυτικούς και ορθόλογό της υπάρχει και στον σακχαροµύκητα. Σηµαντικό είναι ότι 

στην D. melanogaster και τον σακχαροµύκητα είναι συντηρηµένη η αλληλεπίδραση 

της SAP145 µε την SAP49, γεγονός που δείχνει και την λειτουργική σηµασία της 

(Flygrid db, Igel H et al, 1998). 

 Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει ο φαινότυπος του ποντικού µε 

απενεργοποιήµενο το ένα αλληλόµορφο του γονιδίου SAP145 (αναφέρεται σαν 

αδηµοσίευτα αποτελέσµατα στους Isono K et al, 2005). Τα ποντίκια αυτά 

παρουσιάζουν µεταµόρφωση του τελευταίου οσφυϊκού σπονδύλου σε ιερό, µε 

διεισδυτικότητα 71%. Η ίδια αναπτυξιακή ανωµαλία εµφανίζεται και σε ετερόζυγα 

knockout ποντίκια για το γονίδιο SAP155, το προϊόν του οποίου αποτελεί, όπως και η 

SAP145, υποµονάδα του συµπλόκου SF3b. Τα ποντίκια αυτά εµφανίζονται επιπλέον 

σκελετικές ανωµαλίες κατά µήκος του πρόσθιο-οπίσθιου άξονα. Ειδικότερα, 

παρατηρείται µεταµόρφωση του έβδοµου αυχενικού σπονδύλου σε θωρακικό, του 

πρώτου θωρακικού σε δεύτερο και του τελευταίου θωρακικού σε οσφυϊκό. Επιπλέον, 

στα ποντίκια SAP155 +/- παρατηρείται εκτοπική έκφραση των γονιδίων Hoxc6, 

Hoxb8, Hoxb6 (Isono K et al, 2005), τα οποία ανήκουν στην οικογένεια των 

οµοιωτικών γονιδίων που φυσιολογικά εµφανίζουν καθορισµένα πρότυπα έκφρασης 

και παίζουν κρίσιµο ρόλο στην εµβρυική ανάπτυξη δρώντας ως µεταγραφικοί 

ρυθµιστές. Ο παρατηρούµενος φαινότυπος των ετερόζυγων ποντικών SAP155+/- 

µοιάζει µε αυτόν που προκύπτει από απενεργοποίηση γονιδίων της οικογένειας 

Polycomb. (Akasaka T et al, 1996). Οι πρωτεΐνες Polycomb σχηµατίζουν 

πολυπρωτεινικά σύµπλοκα που γενικά καταστέλλουν τα οµοιοτικά γονίδια. Ο 

φαινότυπος σε συνδυασµό µε την ταυτοποίηση της άµεσης αλληλεπίδρασης µεταξύ 

της πρωτεΐνης SAP155 και των Zfp144 και Rnf2, που αποτελούν µέλη της 

οικογένειας των γονιδίων Polycomb, υποδηλώνει την πιθανή συµµετοχή της SAP155 

και ίσως και της SAP145, στην ρύθµιση των γονιδίων Hox µέσω ή συνεργατικά µε 

µέλη αυτής της οικογένειας. Η πρωτεΐνη SAP155 είχε και παλαιότερα συσχετιστεί 

έµµεσα µε την οικογένεια Polycomb, λόγω της αλληλεπίδρασης του παράγοντα 

συναρµογής NIPP1, ο οποίος συνδέεται άµεσα µε την SAP155, µε την πρωτεΐνη 

EED (embryonic ectoderm development), µέλος της παραπάνω οικογένειας (Jin Q et 

al, 2003). Η οµόζυγη έλλειψη του γονιδίου SAP155 προκαλεί θάνατο των ποντικών 
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πριν το στάδιο της εµφύτευσης, στο στάδιο των 16-32 κυττάρων, φαινότυπος 

συµβατός µε τον κεντρικό ρόλο της πρωτεΐνης στην διαδικασία της συναρµογής. 

 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα των ποντικών knockout, θα µπορούσε η 

SAP155 και πιθανώς και η SAP145, να αποτελεί µία πρωτεΐνη Polycomb η οποία 

συµµετέχει στο σχηµατισµό κατασταλτικών συµπλόκων µαζί µε άλλα µέλη της ίδιας 

οικογένειας. Μία εναλλακτική υπόθεση είναι ότι η αλληλεπίδραση της SAP155 µε 

µέλη της οικογένειας Polycomb αποτελεί µέρος ενός µηχανισµού που στοχεύει στην 

διατήρηση των απαιτούµενων επιπέδων των µεταγράφων των γονιδίων Hox. Έτσι, 

τα mRNAs που έχουν µεταγραφεί έκτοπα µπορεί να δεσµεύονται από την SAP155, 

που είναι συνδεδεµένη µε το σύµπλοκο Polycomb, ώστε να ανασταλεί η συναρµογή 

τους. Σε αυτήν την υπόθεση, οι πρωτείνες Polycomb παίζουν τον ρόλο των 

ανιχνευτών των επιπέδων των µεταγράφων στις περιοχές όπου τα γονίδια Hox 

δύνανται να µεταγραφούν (Isono K et al, 2005).  

 
 Η πρωτεΐνη DGCR14 

 Το γονίδιο DGCR14 του ανθρώπου είχε κλωνοποιηθεί βάσει της τοπογραφίας 

του στη χρωµοσωµική περιοχή 22q11, που έχει συσχετιστεί µε το σύνδροµο 

DiGeorge (Rizzu P et al, 1996; Gong W et al, 1997; OMIM #188400). Το σύνδροµο 

εκδηλώνεται µε αναπτυξιακή ανωµαλία του εµβρυικού φαρυγγικού συστήµατος, µιας 

παροδικής δοµής από την οποία προκύπτουν διάφοροι ιστοί της κεφαλής, του λαιµού 

και του θώρακα. Τα κύρια κλινικά χαρακτηριστικά του συνδρόµου είναι οι 

καρδιοαγγειακές δυσπλασίες, η υποπλασία ή απλασία του θύµου µε ανεπάρκεια των 

κυττάρων Τ και ο υποπαραθυρεοειδισµός ενώ σε αρκετές περιπτώσεις 

παρουσιάζεται κρανιοπροσωπική δυσµορφία, αναπτυξιακή και διανοητική 

καθυστέρηση, σχιζοφρένεια, υπερωϊοσχιστία κ.λπ. 

 
Εικ. 81: Χαρακτηριστική κρανιοπροσωπική δυσµορφία σε ασθενή µε σύνδροµο 
DiGeorge 



  Συζήτηση 

 218

 Στην πλειονότητα των ασθενών (~85%) ο φαινότυπος σχετίζεται µε 

ετερόζυγο, συνήθως de novo, έλλειµµα ενός τµήµατος ~3Mb της περιοχής 22q11.2, 

στην οποία χαρτογραφούνται περίπου 30 γονίδια, συµπεριλαµβανοµένου του 

DGCR14 (Eικ. 82). Επιπλέον, ~8% των ασθενών, φέρει ένα µικρότερο έλλειµµα 

µήκους ~1,5Mb, υποπεριοχή των 3Mb µε κοινό το 5’ σηµείο θραύσης. Το τµήµα αυτό 

περιλαµβάνει 24 γονίδια, συµπεριλαµβανοµένου του DGCR14 (Lindsay EA et al, 

1995; Carlson C et al, 1997; Shaikh TH et al, 2000, Εικ. 82). H δηµιουργία των 

παραπάνω γενετικών ελλειµµάτων φαίνεται πως σχετίζεται µε την παρουσία 

επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών στα σηµεία χρωµοσωµικής θραύσεις αυτών των 

περιοχών (Halford S et al, 1993; Edelmann L et al, 1999a & 1999b), που πιθανόν 

οδηγούν σε γενωµική αστάθεια λόγω µη φυσιολογικού οµόλογου ανασυνδυασµού και 

ακολούθως χρωµοσωµικό έλλειµµα κατά τη µείωση (Saitta SC et al, 2004). Λόγω της 

χρωµοσωµικής του θέσης, το γονίδιο DGCR14 θεωρήθηκε ως πιθανό υποψήφιο για 

το σύνδροµο. Ωστόσο, από πειράµατα δηµιουργίας knockout ποντικών φαίνεται ότι 

µάλλον δεν σχετίζεται, τουλάχιστον µε τα κύρια κλινικά χαρακτηριστικά του 

συνδρόµου. Ειδικότερα, κατά την πορεία δηµιουργίας του πρώτου knockout (Df1)-

µοντέλου (Lindsay E et al, 1999; Εικ. 82), που έφερε ετερόζυγο έλλειµµα της κρίσιµης 

περιοχής των 1,5Mb, δηµιουργήθηκε και ένα ποντίκι στο οποίο υπάρχει µόνο ένα 

λειτουργικό αλληλόµορφο του γονιδίου Dgcr14. Τα ποντίκια αυτά δεν εµφάνιζαν 

δυσπλασία της καρδιάς, γεγονός που δείχνει ότι η ετερόζυγη µεταλλαγή του Dgcr14 

δεν αρκεί για την πρόκληση του κύριου χαρακτηριστικού του συνδρόµου. Ωστόσο, τα 

οµόζυγα ποντίκια µε απενεργοποιηµένο το γονίδιο αυτό δεν επιβιώνουν πέραν της 

εµβρυικής µέρας Ε9,5, γεγονός που δείχνει την αναντικατάστατη λειτουργία του κατά 

την πρώιµη εµβρυική ανάπτυξη. Το γεγονός αυτό είναι συµβατό και µε το ότι το 

γονίδιο είναι µοναδιαίο στο ανθρώπινο γονιδίωµα, όπως φάνηκε: α) µε διερεύνηση 

της νουκλεοτικής βάσης δεδοµένων του ανθρώπου και β) µε ανάλυση Southern σε 

γενωµικό DNA και σε DNA µονοχρωµοσωµικών κυτταρικών υβριδίων 

χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτή το cDNA (Gong W et al, 1997).  

 Μετά τη δηµιουργία πολλών διαφορετικών στελεχών ποντικών τα οποία είχαν 

ετερόζυγα ελλείµµατα τµηµάτων της κρίσιµης περιοχής ή είχαν απενεργοποιηµένα 

συγκεκριµένα γονίδια (Εικ. 82), φάνηκε ότι το κύριο υπεύθυνο γονίδιο για τον 

παθολογικό φαινότυπο είναι το TBX-1, που κωδικοποιεί έναν µεταγραφικό 

παράγοντα της οικογένειας των πρωτεϊνών T-box (Jerome LA & Papaioannou VE, 

2001; Lindsay EA et al, 2001; Merscher S et al, 2001). Ο κρίσιµος ρόλος του Tbx-1 

στηρίζεται στον φαινότυπο των ποντικών µε απενεργοποιηµένο το ένα αλληλόµορφό 

του, τα οποία εµφανίζουν τα τρία κύρια κλινικά χαρακτηριστικά του συνδρόµου µε 

διεισδυτικότητα 40-50% και στην ταυτοποίηση µεταλλαγών στην κωδική περιοχή του 
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γονιδίου σε 5 ασθενείς στους οποίους δεν ανιχνεύτηκαν καθόλου χρωµοσωµικά 

ελλείµµατα (Yagi H et al, 2003). 
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Εικ. 82: Χρωµοσωµικά ελλείµµατα στην περιοχή 22q11 σε ασθενείς µε σύνδροµο 
DiGeorge και σε ποντίκια knockout. Φαίνονται: Α) οι κρίσιµες περιοχές 3Mb και 1,5Mb 
καθώς και τα διαφορετικά χρωµοσωµικά ελλείµµατα που έχουν ταυτοποιηθεί σε ασθενείς µε 
σύνδροµο DiGeorge. Με ροζ απεικονίζονται ελλείµµατα που δεν έχει καθοριστεί το τελοµερικό 
τους όριο, Β) τα γονίδια που χαρτογραφούνται στην κρίσιµη περιοχή των 1,5Mb στον 
άνθρωπο (πάνω) και η αντίστοιχη συνταινική περιοχή στον ποντικό (κάτω). Όλα τα γονίδια, 
πλην του CLTCL1 (*) έχουν ορθόλογα στον ποντικό, χωρίς όµως η διάταξή τους να είναι 
πλήρως συντηρηµένη. Η διάταξη του γονιδίου DGCR14 (κόκκινο) και των γειτονικών του έχει 
διατηρηθεί (ροζ) ενώ µία περιοχή που περιλαµβάνει 14 γονίδια έχει αναστραφεί στον ποντικό 
(κίτρινο), Γ) τα ελλείµµατα που έχουν δηµιουργηθεί σε ποντίκια knockout. Πρώτο 
απεικονίζεται το knockout Df1.  
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 Ωστόσο υπάρχουν δεδοµένα που δείχνουν ότι η µοριακή βάση του 

συνδρόµου είναι αρκετά πιο πολύπλοκη. Συγκεκριµένα, υπάρχουν περιπτώσεις 

ασθενών, που συνολικά αντιστοιχούν στο ~5% του συνόλου, στους οποίους 

παρατηρείται αξιοσηµείωτη γενετική ετερογένεια. Έτσι, σε τέτοιους ασθενείς, 

ταυτοποιήθηκαν διαφορετικά χρωµοσωµικά, µη-επικαλυπτόµενα ελλείµµατα στην 

περιοχή 22q11 (Amati F et al, 1999; Kurahashi H et al, 1997; Rauch A et al, 1999; 

Yamagishi H et al, 1999; O’Donnell H et al, 1997; Εικ. 82), κάποια από τα οποία δεν 

περιλαµβάνουν το γονίδιο TBX-1. Επίσης, έχουν αναφερθεί τουλάχιστον 200 

περιπτώσεις ασθενών στους οποίους δεν ανιχνεύτηκαν καθόλου χρωµοσωµικά 

ελλείµµατα και που δεν έχουν µεταλλαγές στο TBX-1 (Gong W et al, 2001; Lindsay 

EA et al, 2001; Chieffo C et al, 1997), καθώς και περιπτώσεις µε πολλά κοινά κλινικά 

χαρακτηριστικά µε αυτά του συνδρόµου, που φέρουν όµως ελλείµµατα στο µικρό 

βραχίονα του χρωµοσώµατος 10 (10p13-p14, Daw SC et al, 1996) ή στην περιοχή 

18q21.33 (Greenberg F et al, 1988). Επιπλέον, ποντίκια µε οµόζυγο έλλειµµα του 

γονιδίου Crlk (Guris DL et al, 2001), που επίσης χαρτογραφείται στην κρίσιµη 

περιοχή (Εικ. 82), παρουσιάζουν φαινοτυπικές ανωµαλίες που µοιάζουν µε αυτές του 

συνδρόµου, ενώ οµόζυγα ποντίκια knockout για το γονίδιο COMT (Gogos JA et al, 

1998, Εικ. 82) εµφανίζουν, µεταξύ άλλων, και διαταραχές σε θέµατα συµπεριφοράς 

που θα µπορούσαν πιθανώς να συσχετιστούν µε την σχιζοφρένεια που αποτελεί ένα 

από τα χαρακτηριστικά του συνδρόµου. Η ταυτοποίηση µη επικαλυπτόµενων 

χρωµοσωµικών ελλειµµάτων σε ασθενείς µε σύνδροµο DiGeorge θα µπορούσε 

πιθανόν να οφείλεται σε αποτέλεσµα θέσης (position effect), όπως συµβαίνει στην 

περίπτωση του γονιδίου SOX-9 (Wunderle VM et al, 1998; Pfeifer D et al, 1999; 

Velagaleti GV et al, 2005) που σχετίζεται µε ένα σύνδροµο σκελετικής  δυσπλασίας 

(OMIM #114290). Επιπλέον, η παρατηρούµενη γενετική ετερογένεια, σε συνδυασµό 

µε την απουσία των δευτερογενών χαρακτηριστικών του συνδρόµου στα ποντίκια µε 

απενεργοποιηµένο το Tbx-1, ίσως εξηγείται µε την συµµετοχή επιπλέον γονιδίων-

τροποποιητών του φαινοτύπου. Έτσι, η έλλειψη κάποιων άλλων γονιδίων τόσο της 

κρίσιµης περιοχής όσο και άλλων περιοχών, θα µπορούσε να επηρεάζει το  ίδιο 

αναπτυξιακό µονοπάτι µε αποτέλεσµα ο φαινότυπος των ποντικών Tbx-1+/- να 

επιδεινώνεται ή η διεισδυτικότητα και η εκφραστικότητα να αυξάνεται. Επίσης, το ότι 

η ετερόζυγη έλλειψη κάποιων γονιδίων στον ποντικό δεν συνοδεύεται από τον 

συγκεκριµένο παθολογικό φαινότυπο, όπως στην περίπτωση του Dgcr14, δεν 

συνεπάγεται απαραίτητα ότι το ίδιο ισχύει και για τον άνθρωπο, ο οποίος ίσως έχει 

διαφορετική ευαισθησία στα επίπεδα διαφόρων πρωτεϊνών. Εξάλλου, για τα 

συγκεκριµένα ποντίκια που φέρουν ένα µόνο λειτουργικό αλληλόµορφο του Dgcr14, 

εκτός του ότι δεν εµφανίζουν τα κύρια κλινικά χαρακτηριστικά του συνδρόµου δεν έχει 
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ελεγχθεί ο φαινότυπός τους όσον αφορά διαταραχές στη µνήµη, τη µάθηση και την 

συµπεριφορά τους. Οι φαινότυποι αυτοί, εκτός του ότι συναντιώνται σε κάποιο 

ποσοστό των ασθενών µε σύνδροµο DiGeorge, θα µπορούσαν ίσως να 

συσχετιστούν και µε τον φαινότυπο της ήπιας διανοητικής καθυστέρησης των 

ατόµων-φορέων της FRA10A. ∆ηλαδή, πιθανώς ο παρατηρούµενος φαινότυπος των 

φορέων να µην σχετίζεται άµεσα µε την ετερόζυγη απενεργοποίηση του FRA10AC1 

αλλά µε την πρωτεΐνη DGCR14 που για να λειτουργήσει σωστά θα πρέπει να 

αλληλεπιδράσει µε την FRA10AC1.  

 Στα πλαίσια της λειτουργικής µελέτης του Dgcr14 ως υποψήφιο για το 

σύνδροµο DiGeorge προέκυψαν πληροφορίες που αφορούν κυρίως το πρότυπο 

έκφρασής του. Στον άνθρωπο, το γονίδιο είναι µεταγραφικά ενεργό σε όλους τους 

ιστούς που εξετάστηκαν εµφανίζοντας υψηλότερη έκφραση σε καρδιά, εγκέφαλο και 

σκελετικό µυ, όπως δείχθηκε µε ανάλυση Northern (Rizzu P et al, 1996; Gong W et 

al, 1997; Εικ. 83). Το πρότυπο έκφρασής του είναι παρόµοιο µε αυτό του FRA10AC1 

(Εικ. 83), που αποτελεί θετική ένδειξη για την λειτουργική αλληλεπίδρασή τους. Από 

την ανάλυση Northern ταυτοποιήθηκε η παρουσία δύο επιπλέον, πιθανώς 

εναλλακτικών, µεταγράφων σε καρδιά και σκελετικό µυ, µήκους 5,2kb (Gong W et al, 

1997) ή ~7kb (Rizzu P et al, 1996) των οποίων όµως δεν ταυτοποιήθηκε η φύση 

τους. Πιθανώς, πρόκειται για τα ίδια µετάγραφα και η διαφορά στο µέγεθός τους, 

µεταξύ των δύο διαφορετικών αναλύσεων, οφείλεται στις συνθήκες ηλεκτροφόρησης 

ή προσδιορισµού των µεγεθών. Παρόλο που η ανάλυση των ESTs του ανθρώπου 

δεν συνεισέφερε στην ταυτοποίηση ενός πιθανού εναλλακτικού µεταγράφου, είναι 

ενδιαφέρον ότι για το ορθόλογο γονίδιο του ποντικού (Gong W et al, 1997; Lindsay 

EΑ et al, 1998), ταυτοποιήθηκαν και αποµονώθηκαν δύο εναλλακτικά µετάγραφα  

~2kb και ~3kb που διαφέρουν στο 3’UTR τους λόγω χρήσης εναλλακτικών σηµάτων 

πολυαδενυλίωσης (Lindsay EΑ et al, 1998). Στον ποντικό το γονίδιο είναι 

µεταγραφικά ενεργό από τα πρώιµα στάδια της εµβρυογένεσης, τουλάχιστον από την 

µέρα Ε7 (Εικ. 83), και στο ενήλικο εµφανίζει καθολική µεταγραφική ενεργότητα, που 

είναι ιδιαίτερα υψηλή στους όρχεις (Lindsay E et al, 1998; Εικ. 83).  

 Το πρότυπο έκφρασής του µε RNA in situ υβριδοποίηση είχε µελετηθεί 

παλαιότερα, ωστόσο η µελέτη είχε περιοριστεί σε έµβρυα και είχε γίνει µε γνώµονα το 

αν η παρατηρούµενη έκφραση συµβαδίζει µε την θεώρησή του ως υποψήφιο για το 

σύνδροµο DiGeorge. Το αποτέλεσµα ήταν η ταυτοποίηση υψηλών επιπέδων 

έκφρασης σε εγκέφαλο και ιδιαίτερα στη γέφυρα, στα φαρυγγικά τόξα, σε θύµο και 

νεφρά, όργανα που σχετίζονται µε τον φαινότυπο του εν λόγω συνδρόµου (Lindsay 

EΑ et al, 1998). Τα αποτελέσµατα αυτά είναι συγκρίσιµα µε την αντίστοιχη δική µας 
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ανάλυση η οποία επεκτάθηκε και σε εγκέφαλο ενήλικα και έγινε συγκριτικά µε την 

ενεργότητα του FRA10AC1.  
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Εικ. 83: Πρότυπο έκφρασης του γονιδίου DGCR14 στον άνθρωπο και τον ποντικό µε 
ανάλυση Northern. Α. Απεικονίζεται το αποτέλεσµα της ανάλυσης σε ιστούς ανθρώπου (Α1: 
Gong W et al 1997, A2: Rizzu P et al 1996) και συγκριτικά η ανάλυση Northern του γονιδίου 
FRA10AC1. Και τα δύο γονίδια εκφράζονται σε όλους τους ιστούς και εµφανίζουν υψηλά 
επίπεδα σε καρδιά, εγκέφαλο και σκελετικό µυ. Β. Στον ποντικό κατά την εµβρυική ανάπτυξη 
(Β1) το γονίδιο είναι µεταγραφικά ενεργό από την ηµέρα Ε7 και παραµένει ενεργό τις ηµέρες 
Ε11, Ε15 και Ε1. Σε ενήλικο (Β2), µετάγραφα ανιχνεύονται σε όλους τους ιστούς (Lindsay E et 
al 1998) που µελετήθηκαν. Τα βέλη δείχνουν τα δύο εναλλακτικά µετάγραφα που 
ταυτοποιήθηκαν.  
 
 

 Η πρωτεΐνη DGCR14 αποτελείται από 476 αµινοξέα, έχει εκτιµώµενο µοριακό 

βάρος 52,5kD και ισοηλεκτρικό σηµείο 7.06. Στο C-τελικό της άκρο φέρει µία περιοχή 

coiled-coil, που έχει συσχετιστεί µε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις και που όπως 

δείξαµε συµµετέχει στην αλληλεπίδραση µε την FRA10AC1. Πιθανά ορθόλογα µόρια 

εντοπίστηκαν αποκλειστικά σε ευκαρυωτικούς οργανισµούς, κυρίως πολυκύτταρους 

όπως και στην περίπτωση της FRA10AC1. Από τους λίγους µονοκύτταρους που 

ταυτοποιήθηκαν είναι ο Schizosaccharomyces pombe, ενώ δεν ταυτοποιήθηκε 

πολυπεπτίδιο µε σηµαντική αµινοξική οµολογία στον Saccharomyces cerevisiae. Η 

πρωτεΐνη φέρει πολλές πιθανές θέσεις φωσφορυλίωσης στο C-τελικό της άκρο. Ως 

πιθανές κινάσες µπορούν να θεωρηθούν: α) η ΜΡΚ-1 βάσει της αλληλεπίδρασης 
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που ταυτοποιήθηκε µεταξύ της ορθόλογης πρωτεΐνης του C.elegans (F42H10.7) µε 

την ΜΡΚ-1 σε πείραµα δύο υβριδίων (mitogen-activated protein kinase, F43C1.2, 

Walhout AJ et al, 2000; Li S et al, 2004;  http://vidal.dfci.harvard.edu/) και β) η κινάση 

cyclin-cdk2, βάσει της παρουσίας 10 διπεπτιδίων ΤΡ που βρίσκονται συγκεντρωµένα 

στο C-τελικό τµήµα και της ταυτόχρονης παρουσίας δύο µοτίβων RXL (όπου X ένα 

υδρόφοβο αµινοξύ). Τα δύο παραπάνω µοτίβα είναι χαρακτηριστικά των 

υποστρωµάτων των κινασών cyclin-cdk2. Επιπλέον ταυτοποιήθηκαν 3 πιθανές 

θέσεις σουµοϋλίωσης που πιθανώς συσχετίζονται και µε την άµεση αλληλεπίδραση 

που ταυτοποιήθηκε µεταξύ της ορθόλογης της DGCR14 στον Schizosaccharomyces 

pombe (Bis1) και του Pli1p, µιας χαρακτηρισµένης λειτουργικά Ε3-SUMO λιγάσης 

(Xhemalce B et al, 2004). Αυτές οι πιθανές µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις θα 

µπορούσαν να ερµηνεύσουν το ηλεκτροφορητικό πρότυπο της ανασυνδυασµένης και 

της ενδογενούς πρωτεΐνης (δεν παρατίθενται αποτελέσµατα) σε SDS-PAGE, όπου 

ανιχνεύεται σε µεγέθη µεγαλύτερα του αναµενόµενου.    

 Μία πολύ σηµαντική πληροφορία για το βιολογικό µονοπάτι στο οποίο 

πιθανώς συµµετέχει η πρωτεΐνη DGCR14 προέρχεται από µελέτες βιοχηµικής 

αποµόνωσης του spliceosome. Ειδικότερα, η πρωτεΐνη DGCR14 έχει ταυτοποιηθεί 

σαν συστατικό του spliceosome από τρεις διαφορετικές οµάδες (Zhou Z et al, 2002; 

Rappsilber J et al, 2002; Makarova O et al, 2004). Στις δύο περιπτώσεις η ανάλυση 

πραγµατοποιήθηκε µε αποµόνωση του spliceosome µε χρωµατογραφία συγγένειας 

και ταυτοποίηση των υποµονάδων του µε φασµατοσκοπία µάζας. Από την ανάλυση 

ταυτοποιήθηκαν 145 (Zhou Z et al, 2002) και 292 (Rappsilber J et al, 2002) 

πρωτεΐνες, συµπεριλαµβανοµένης και στις δύο περιπτώσεις της DGCR14. Η 

συσχέτιση της DGCR14 µε την διαδικασία της συναρµογής ενισχύεται από το 

γεγονός ότι ταυτοποιήθηκε σε spliceosome που είχε συσταθεί in vitro µε υπόστρωµα 

δύο διαφορετικά πρώιµα mRNAs. Οι Makarova O et al (2004) ταυτοποίησαν τα 

συστατικά του spliceosome µέσω ανοσοκατακρήµνισης και ακολούθως µε 

φασµατοσκοπία µάζας των πρωτεϊνών. Σε αυτήν την περίπτωση χρησιµοποιήθηκαν 

αντισώµατα έναντι συγκεκριµένων παραγόντων που συνδέονται ισχυρά αλλά 

παροδικά µε το spliceosome, ώστε να αποµονωθούν ξεχωριστά τα συστατικά 

καθενός σταδίου συναρµογής καθώς και του ενεργού spliceosome. Σε αυτήν την 

µελέτη η πρωτεΐνη DGCR14 ταυτοποιήθηκε σαν συστατικό του συµπλόκου C, ενώ 

δεν συµµετείχε στο σύµπλοκο Β ή το Β* (ενεργοποιηµένο Β). Φαίνεται δηλαδή ότι 

αποτελεί υποµονάδα του καταλυτικού συστατικού του spliceosome, χωρίς αυτό να 

σηµαίνει ότι λαµβάνει µέρος στην κατάλυση καθώς στο σύµπλοκο αυτό συµµετέχει 

και πληθώρα πρωτεϊνών που σχετίζονται µε άλλες διαδικασίες, όπως π.χ. οι 

πρωτεΐνες του EJC (exon junction complex). Εξετάζοντας τα ανωτέρω δεδοµένα, 
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µέσα από το πρίσµα της συµµετοχής της πρωτεΐνης στη διαδικασία της συναρµογής, 

βλέπουµε ότι αυτά είναι συµβατά. Στην περίπτωση ενός απαραίτητου παράγοντα 

συναρµογής, είναι λογικό η έλλειψή του να µην είναι συµβατή µε την ζωή, όπως 

παρατηρήθηκε στα ποντίκια που φέρουν οµόζυγη απενεργοποίηση του γονιδίου 

Dgcr14. Επίσης, συµβατή είναι η καθολική έκφραση του γονιδίου στους διάφορους 

ιστούς και η πυρηνική υποκυτταρική τοπολογία της πρωτεΐνης, όπως δείξαµε για την 

ανασυνδυασµένη DGCR14-Xpress σε κύτταρα HeLa, αποτέλεσµα που επιβεβαιώνει 

παλαιότερες µελέτες έκφρασης της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης Dgcr14-GFP του 

ποντικού σε κύτταρα NIH-3T3 (Lindsay E et al, 1998) αλλά και της ορθόλογης 

πρωτεΐνης Bis1-YFP σε κύτταρα του S. pombe (Taricani L et al, 2002). Επίσης, πάλι  

µε βάση την υπόθεση της συµµετοχής της DGCR14 στην διαδικασία της 

συναρµογής, η παρουσία ορθόλογου µορίου στον S. pombe και όχι στον                 

S. cerevisiae  δεν προκαλεί έκπληξη, καθώς είναι γνωστό ότι ένα σηµαντικό ποσοστό 

των γονιδίων που έχουν χαθεί ή έχουν αποκλίνει τόσο ώστε δεν είναι αναγνωρίσιµα 

στον S. cerevisiae, σε σχέση µε τον S. pombe, αντιστοιχούν σε πρωτεΐνες που 

σχετίζονται µε την επεξεργασία του mRNA (Aravind L et al, 2000), π.χ. η U2AF35 

(Abovich N, 1994). Αυτό πιθανώς σχετίζεται µε τον κατά πολύ µικρότερο συνολικό 

αριθµό των ιντρονίων του S. cerevisiae, που εκτιµάται σε ~260 (Grate L & Ares M. Jr, 

2002) σε σχέση µε τον αντίστοιχο αριθµό στον S. pombe, που υπερβαίνει τα 4500 

(Wood VR et al, 2002), ή µε την απόκλιση που παρατηρείται στην συντηρηµένη 

αλληλουχία της θέσης σχηµατισµού θηλιάς, που στον S. cerevisiae είναι UACUAAC 

(Berglund JA, 1997) ενώ στον S. pombe είναι η πιο εκφυλισµένη CURAY 

(R=πουρίνη, Zhang MQ & Marr TG, 1994).  

 Τέλος, η λειτουργική σηµασία της αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών 

FRA10AC1 και DGCR14 τονίζεται και επιβεβαιώνεται από το γεγονός ότι η ορθόλογη 

πρωτεΐνη της DGCR14 στην D. melanogaster (CG1474) αλληλεπιδρά µε την 

ορθόλογη της FRA10AC1 (CG16890) βάσει πειράµατος δύο υβριδίων που 

πραγµατοποιήθηκε στα πλαίσια χαρτογράφησης των αλληλεπιδράσεων σε επίπεδο 

πρωτεϊνώµατος (Giot L et al, 2003). Μάλιστα, η συγκεκριµένη αλληλεπίδραση 

χαρακτηρίζεται σαν υψηλής πιστότητας (Flygdid db). ∆ηλαδή, φαίνεται πως η 

αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών FRA10AC1-DGCR14 είναι εξελικτικά συντηρηµένη, 

γεγονός που καθιστά την D. melanogaster ένα εφαρµόσιµο µοντέλο ελέγχου της 

συµµετοχής των πρωτεϊνών αυτών στη διαδικασία της συναρµογής in vivo.  
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 Η πρωτεΐνη FRA10AC1 και η συµµετοχή της στο spliceosome 
 Παρόλο που η πρωτεΐνη FRA10AC1 αλληλεπιδρά άµεσα µε τις SAP145 και 

DGCR14 και µάλιστα µε ιδιαίτερα µεγάλη συγγένεια µε την δεύτερη, δεν έχει 

αποµονωθεί βιοχηµικά, τουλάχιστον µέχρι τώρα, ως συστατικό του spliceosome.  

Η απουσία της FRA10AC1 από το αποµονωµένο σύµπλοκο δεν σηµαίνει απαραίτητα 

ότι δεν ενέχεται λειτουργικά σε κάποιο στάδιο της διαδικασίας της συναρµογής. Έτσι, 

µε βάση διάφορα στοιχεία, που αναλύονται εκτενέστερα στη συνέχεια, µπορούµε να 

υποθέσουµε ότι η FRA10AC1: α) αποτελεί µεν συστατικό του spliceosome συνδέεται 

όµως ασθενώς µε αυτό, β) έχει εξειδικευµένη δράση στη συναρµογή υποσυνόλου 

των mRNAs ή στην εναλλακτική συναρµογή, γ) λειτουργεί ως συζευκτικός 

παράγοντας της συναρµογής µε την µεταγραφή ή µε την έξοδο των ώριµων mRNAs 

από τον πυρήνα.  

 Ασθενής σύνδεση στο spliceosome 

 Σύµφωνα µε την πρώτη υπόθεσή µας υπάρχει περίπτωση, κατά τη διάρκεια 

της βιοχηµικής αποµόνωσης του spliceosome, λόγω ασθενούς σύνδεσής της 

FRA10AC1, να αποδεσµεύεται αυτή από το σύµπλοκο. Αυτό φαίνεται να ισχύει στην 

περίπτωση της πρωτεΐνης Prp18. Η Prp18 ενώ είναι ένας απαραίτητος παράγοντας 

του δεύτερου βήµατος της συναρµογής όπως δείχθηκε κατά την in vitro αντίδραση µε 

εκχυλίσµατα κυττάρων HeLa από τα οποία είχε αφαιρεθεί ειδικά η πρωτεΐνη, δεν 

ανιχνεύτηκε στο αποµονωµένο σύµπλοκο C του spliceosome ούτε µε  

χρωµατογραφία µάζας ούτε µε ανάλυση Western (Horowitz DS & Krainer AR, 1997; 

Jurica MS et al, 2002).  

 Εναλλακτικά, θα µπορούσε η σύνδεση της FRA10AC1 µε τις SAP145 και 

DGCR14 να εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από φωσφορυλιώσεις των µορίων και 

καθώς δεν χρησιµοποιούνται αναστολείς φωσφατασών κατά την διαδικασία της 

αποµόνωσης του spliceosome, η FRA10AC1 να αποδεσµεύεται από το σύµπλοκο. Η 

υπόθεση αυτή βασίζεται στην ταυτοποίηση πολλαπλών πιθανών θέσεων 

φωσφορυλίωσης, τόσο στην FRA10AC1 όσο και στις πρωτεΐνες DGCR14 και 

SAP145 καθώς και λόγω της παρουσίας της τελευταίας στο ίδιο πρωτεϊνικό 

σύµπλοκο µε την φωσφατάση PP1 σε πυρηνικά εκχυλίσµατα ηπατικών κυττάρων 

(Tran HT et al, 2004). Είναι χαρακτηριστικό το παράδειγµα της πρωτεΐνης NIPP1 

που, ενώ αποτελεί απαραίτητο παράγοντα συναρµογής και αλληλεπιδρά ειδικά µε 

την φωσφορυλιωµένη SAP155, υποµονάδα του SF3b, δεν έχει αποµονωθεί 

βιοχηµικά από παρασκευάσµατα του spliceosome, λόγω πιθανών 

αποφωσφορυλιώσεων κατά την αποµόνωσή τους (Boudrez A et al, 2002).  

 

 



  Συζήτηση 

 226

Εξειδικευµένη δράση 

 Εναλλακτικά, η απουσία της FRA10AC1 από το αποµονωµένο spliceosome 

θα µπορούσε να ερµηνευθεί βάσει της πιθανής συµµετοχής της πρωτεΐνης στη 

συναρµογή συγκεκριµένων µόνο πρόδροµων mRNAs. Εναλλακτικά, θα µπορούσε να 

συµµετέχει σε spliceosomes εναλλακτικής συναρµογής και όχι στο «συστατικό» 

spliceosome, βάσει της υπόθεσης ότι τα mRNAs που υφίστανται εναλλακτική  

συναρµογή έχουν διαφορετικές ή επιπρόσθετες ανάγκες για ρυθµιστικούς 

παράγοντες συναρµογής.   

 Υπάρχουν ενδείξεις για διαφορικές απαιτήσεις των πρόδροµων mRNAs για 

παράγοντες συναρµογής in vivo. Πιθανώς αυτές οι ανάγκες εξαρτώνται από τη δοµή 

των ιντρονίων των γονιδίων. Οι ενδείξεις αυτές προέρχονται από γονιδιωµατικές 

µελέτες στον σακχαροµύκητα, όπου συσχετίζεται η ρύθµιση της συναρµογής 

συγκεκριµένων γονιδίων µε διαφορετικούς παράγοντες, µε τη χρήση κατάλληλων 

µικροσυστοιχιών που ανιχνεύουν την αποτελεσµατικότητα της συναρµογής (Clark ΤΑ 

et al, 2002). Η µελέτη αυτή πραγµατοποιήθηκε στον σακχαροµύκητα επειδή ο 

χαρακτηρισµός (annotation) του γονιδιώµατός του και ιδιαίτερα των λιγοστών 

ιντρονίων του είναι πολύ ακριβής. Στο σακχαροµύκητα, τα γονίδια που περιέχουν 

ιντρόνια είναι λιγότερα από 250, µε µόλις περίπου 10 από αυτά, να περιέχουν 

περισσότερα από ένα ιντρόνια. Ειδικότερα, ελέγχθηκε η αποτελεσµατικότητα της 

συναρµογής όλων των γονιδίων που περιέχουν ιντρόνια, απουσία καθενός από 18 

παράγοντες συναρµογής που δεν είναι απαραίτητοι για την βιωσιµότητα του 

οργανισµού. Συνοπτικά, εντοπίστηκε µία οµάδα γονιδίων που επηρεάζονται από την 

έλλειψη όλων σχεδόν των παραγόντων, λίγα σχετικά γονίδια που εξαρτώνται από 

δύο µόνο παράγοντες (Prp17, Prp18) και µία οµάδα γονιδίων που ενώ δεν 

επηρεάζεται από τους παραπάνω παράγοντες, εξαρτάται από τρεις άλλους (Snu66, 

Brr1, Ms11). Επιπλέον, φάνηκε ότι τα ιντρόνια που επηρεάζονται από τον παράγοντα 

συναρµογής Prp17 έχουν στην πλειονότητά τους µέγεθος >200bp ενώ αντίθετα, δεν 

επηρεάζονται ιντρόνια στα οποία η απόσταση µεταξύ της 3’ θέσης συναρµογής και 

της θέσης σχηµατισµού θηλιάς είναι µικρότερη από 14 νουκλεοτίδια (Sapra AK et al,  

2004). Μέχρι τώρα, δεν υπάρχουν παρόµοιες µελέτες σε επίπεδο γονιδιωµάτων 

άλλων οργανισµών ούτε πληροφορίες από τα in vitro συστήµατα. Έτσι, κατά την in 

vitro ανασύσταση του spliceosome µε διαφορετικά πρόδροµα mRNAs-υποστρώµατα, 

είναι πιθανόν να υπάρχουν µεν κοινές πρωτεΐνες που αποτελούν τον καταλυτικό 

πυρήνα του συµπλόκου, όµως παράλληλα, να περιέχεται διαφορετικός συνδυασµός 

βοηθητικών παραγόντων. Το θέµα αυτό δεν έχει µελετηθεί γιατί µόνο ένας 

περιορισµένος αριθµός πρόδροµων mRNAs λειτουργεί ικανοποιητικά σε πειράµατα 

συναρµογής in vitro. Έτσι, οι περισσότερες ερευνητικές οµάδες που πραγµατοποιούν 
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in vitro ανασύσταση του spliceosome ή επιµέρους συµπλόκων του, χρησιµοποιούν 

παράγωγα του ιντρονίου 1 του AdML (Adenovirus  Major Late). Με βάσει τα 

παραπάνω, µπορούµε να θεωρήσουµε την FRA10AC1 ως πιθανό ρυθµιστή της 

συναρµογής συγκεκριµένων µεταγράφων, θεωρία που όµως χρειάζεται να ελεγχθεί 

µε πειραµατική προσέγγιση ανάλογη µε αυτήν των Clark ΤΑ et al (2002).  

 Συσχέτιση µε εναλλακτική συναρµογή 

 Στα ίδια πλαίσια, η FRA10AC1 θα µπορούσε να ρυθµίζει την εναλλακτική 

συναρµογή, µηχανισµό που πλέον φαίνεται ότι αποτελεί τον κανόνα στα γονίδια του 

ανθρώπου, συµβάλλοντας στην πολυπλοκότητα του πρωτεϊνώµατός του (Modrek B 

& Lee C, 2002; Johnson JM et al, 2003; Kampa D et al, 2004). Παρόλο που η 

ρύθµιση της εναλλακτικής συναρµογής δεν έχει ακόµη µελετηθεί εκτενώς, φαίνεται ότι 

οι βασικοί συντελεστές της είναι trans-ρυθµιστικοί παράγοντες και cis-στοιχεία των 

µεταγράφων στα οποία αυτοί δρουν. Τα εναλλακτικά εξόνια συνήθως είναι µικρά και 

έχουν µη συντηρηµένες θέσεις συναρµογής. Ωστόσο, φαίνεται ότι, συνήθως, έχουν 

βοηθητικές cis-αλληλουχίες που βελτιστοποιούν την αναγνώριση των θέσεων 

συναρµογής και ρυθµίζουν την επιλογή τους. Αυτά τα cis-στοιχεία είναι µικρά σε 

µήκος, εκφυλισµένα και υπάρχουν σε πολλαπλά αντίγραφα καθώς όταν είναι 

µεµονωµένα, η δράση τους είναι ασθενής. Συνήθως, είναι συντηρηµένα εξελικτικά και 

πιθανώς παρόµοια µεταξύ γονιδίων που ρυθµίζονται µε παραπλήσιο τρόπο. 

Χαρτογραφούνται τόσο σε εξόνια όσο και σε ιντρόνια. Bρίσκονται ανοδικά, καθοδικά 

ή και εκατέρωθεν του εναλλακτικού εξονίου, συνήθως σε µικρή απόσταση από αυτό. 

Τέλος, τα cis-στοιχεία µπορεί να υποβοηθούν ή να καταστέλλουν την επιλογή 

συγκεκριµένων θέσεων συναρµογής. Με βάση την χαρτογράφησή τους και το 

αποτέλεσµα που έχουν, ονοµάζονται εξονιακοί / ιντρονιακοί ενισχυτές / καταστολείς 

της συναρµογής (ESE, ISE, ESS, ISS), αντίστοιχα (Ladd AN & Cooper TA, 2002; 

Fairbrother WG et al, 2002). 

 Όσον αφορά τους trans-παράγοντες, µέχρι πρόσφατα, ως ρυθµιστές της 

εναλλακτικής συναρµογής είχαν χαρακτηριστεί αποκλειστικά µέλη των οικογενειών 

των πρωτεϊνών SR (serine and arginine-rich proteins) και hnRNP (heterogenous 

nuclear ribonucleoproteins). Σύµφωνα µε το γενικό µοντέλο δράσης τους, οι 

πρωτεΐνες SR συνδέονται µε αλληλουχίες-ενισχυτές της συναρµογής υποβοηθώντας 

έτσι τον σχηµατισµό συµπλόκων που διευκολύνουν την αναγνώριση των εξονίων και 

την επιλογή των θέσεων συναρµογής (Bourgeois CF et al, 2004; Zheng ZM, 2004). 

Αντίθετα, οι πρωτεΐνες hnRNP θεωρούνται γενικά ως καταστολείς δρώντας 

ανταγωνιστικά στις πρωτεΐνες SR ή / και σε συστατικούς παράγοντες συναρµογής 

(Chabot B et al, 2003; Eperon IC et al, 2000). Η τρέχουσα θεωρία για την ρύθµιση 

της εναλλακτικής συναρµογής µέσω των παραπάνω παραγόντων είναι ότι αυτή 
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πραγµατοποιείται µέσω του ανταγωνισµού τους για σύνδεση σε ρυθµιστικές 

αλληλουχίες ή/και για αλληλεπίδραση µε συστατικούς παράγοντες. Έτσι, γεγονότα 

όπως η συµµετοχή ή όχι ενός εξονίου στο ώριµο mRNA, εξαρτάται από την ισχύ των 

αλληλεπιδράσεων µεταξύ των πρωτεϊνών SR και των αλληλουχιών-στόχων καθώς 

και των συστατικών παραγόντων συναρµογής. Ωστόσο, πρόσφατα ταυτοποιήθηκαν 

και πρωτεΐνες-ρυθµιστές της εναλλακτικής συναρµογής που δεν ανήκουν στις 

παραπάνω οικογένειες. Ειδικότερα, ελέγχθηκε η εναλλακτική συναρµογή τριών 

γονιδίων, που δεν σχετίζονται λειτουργικά, τα οποία παράγουν συνολικά 19 

εναλλακτικά εξόνια, απουσία 250 πρωτεϊνών-πιθανών ρυθµιστών της διαδικασίας. Οι 

πρωτεΐνες αυτές επιλέχθηκαν ώστε να έχουν µοτίβο σύνδεσης για RNA ή επειδή 

αποτελούν συστατικά του spliceosome της D. melanogaster. Ο έλεγχος έγινε µε RT-

PCR σε κύτταρα S2 µετά από RNAi για κάθε παράγοντα (Park JW et al, 2004). Έτσι 

ταυτοποιήθηκαν 47 πρωτεΐνες που επηρεάζουν την εναλλακτική συναρµογή 

τουλάχιστον ενός εξονίου ενώ σε καµία περίπτωση δεν επηρεάστηκε η συναρµογή 

του GAPDH mRNA, αποτέλεσµα που δείχνει ότι η έλλειψη αυτών των πρωτεϊνών δεν 

επηρεάζει τη γενική-συστατική συναρµογή. Ιδιαίτερα ενδιαφέρον είναι το αποτέλεσµα 

ότι µεταξύ των πρωτεϊνών αυτών περιλαµβάνονται και µόρια που δεν έχουν µοτίβο 

σύνδεσης µε RNA καθώς και πρωτεΐνες που αποτελούν βασικούς παράγοντες του 

spliceosome, όπως συστατικά του U1 snRNP, οι δύο υποµονάδες του παράγοντα 

U2AF, ένα συστατικό του U2 snRNP και µία πρωτεΐνη του U4/U6 snRNP. Οι 

παραπάνω γενικοί παράγοντες δεν επηρεάζουν ταυτόχρονα και τα τρία γονίδια που 

ελέγχθηκαν, ούτε επηρεάζουν την συναρµογή του GAPDH mRNA, γεγονός που 

δείχνει ότι η µείωση των επιπέδων τους, µέσω RNAi, ρυθµίζει εξειδικευµένα την 

εναλλακτική συναρµογή συγκεκριµένων εξονίων. Αυτές οι διαφορές στις σχετικές 

συγκεντρώσεις των συστατικών του spliceosome µπορεί να αλλάζουν την κινητική 

της ανασύστασης του συµπλόκου ή την επιλογή των θέσεων συναρµογής. Έτσι οι 

διακυµάνσεις στις συγκεντρώσεις ή στην ενεργότητα των βασικών παραγόντων του 

spliceosome µπορεί να αποτελεί έναν κοινό µηχανισµό ρύθµισης της συναρµογής. 

Στην παραπάνω µελέτη δεν συµπεριλήφθηκε η πρωτεΐνη SAP145, παρόλο ότι 

αποτελεί βασικό παράγοντα συναρµογής ούτε η DGCR14 ως συστατικό του 

spliceosome.  

 Ωστόσο και µε βάση ότι: 1) πρωτεΐνες χωρίς µοτίβα σύνδεσης στο RNA 

µπορούν να ρυθµίζουν την εναλλακτική συναρµογή δρώντας, προφανώς, έµµεσα και 

2) δεν ανιχνεύονται ορθόλογα µόρια των πρωτεϊνών FRA10AC1 και DGCR14 στον 

σακχαροµύκητα στον οποίο η εναλλακτική συναρµογή είναι ένα πολύ σπάνιο 

γεγονός, µπορούµε να διατυπώσουµε την υπόθεση ότι η FRA10AC1 και η DGCR14 

συµµετέχουν στην εναλλακτική συναρµογή συγκεκριµένων µεταγράφων.  
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 Η πρωτεΐνη FRA10AC1 ως πιθανός παράγοντας σύζευξης της συναρµογής 

 µε άλλες διαδικασίες 

Από µία άλλη οπτική γωνία, η FRA10AC1 θα µπορούσε να µην αποτελεί 

συστατικό του καταλυτικού spliceosome αλλά να συµµετέχει στη σύζευξη της 

συναρµογής µε άλλες διαδικασίες επεξεργασίας του mRNA, όπως η µεταγραφή ή η 

έξοδος του ώριµου mRNA από τον πυρήνα. 

o Συσχέτιση µε µεταγραφή 

 Για την υπόθεση της συµµετοχής της πρωτεΐνης FRA10AC1 στην σύζευξη της 

συναρµογής µε την µεταγραφή, συνάδουν: 1) η παρατήρηση της αυτόνοµης 

ενεργοποίησης των γονιδίων αναφοράς του σακχαροµύκητα, κατά το πείραµα δύο 

υβριδίων µε την πρωτεΐνη FRA10AC1 (βλ. Αποτελέσµατα). Το φαινόµενο της 

αυτόνοµης ενεργοποίησης παρατηρείται συχνά σε µόρια που φυσιολογικά 

λειτουργούν σαν µεταγραφικοί ενεργοποιητές διατηρώντας την ιδιότητα αυτήν και 

στον σακχαροµύκητα (π.χ. Du W et al, 1996) και 2) H ταυτοποίηση άµεσης 

αλληλεπίδρασης της πρωτεΐνης DGCR14 της D. melanogaster και των πρωτεϊνών 

Ada2b και Bap60, συστατικών των συµπλόκων αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης 

SAGA και Brahma αντίστοιχα, καθώς και τριών πρωτεϊνών που φέρουν 

χαρακτηριστικά µοτίβα µεταγραφικών παραγόντων (homeobox και helix-loop-helix, 

Flygrid db).  

 Επεκτείνοντας τους παραπάνω συλλογισµούς, µπορούµε να υποθέσουµε ότι 

η FRA10AC1 ενέχεται στην διαδικασία της µεταγραφής µέσω της αλληλεπίδρασής 

της µε την πρωτεΐνη DGCR14 και συµµετέχει στην στρατολόγηση του spliceosome 

στο πρόδροµο mRNA. Πλέον, υπάρχουν πολλά δεδοµένα που υποστηρίζουν την 

λειτουργική σύνδεση της µεταγραφής µε την συναρµογή. Έτσι, εκτός από την µετα-

µεταγραφική συναρµογή του πρόδροµου mRNA, σε πολλές περιπτώσεις η 

συναρµογή πραγµατοποιείται ενώ ακόµα η µεταγραφή είναι σε εξέλιξη (Beyer AL & 

Osheim YN, 1988). Ωστόσο, για την πλειονότητα των ιντρονίων δεν είναι γνωστό 

ποιο µοντέλο ακολουθούν ούτε εάν ένα συγκεκριµένο ιντρόνιο ακολουθεί πάντα το 

ίδιο πρότυπο. Σε συγκεκριµένες περιπτώσεις φαίνεται ότι το πρότυπο αποµάκρυνσης 

ενός ιντρονίου από το πρόδροµο mRNA, εξαρτάται από τη θέση του. Έτσι , για 

παράδειγµα, στο γονίδιο BR1 (Balbiani ring 1), το ιντρόνιο 3 που βρίσκεται 3kb από 

το 5’ άκρο του πρόδροµου mRNA (~40kb), αποµακρύνεται κατά τη διάρκεια της 

µεταγραφής, ενώ το ιντρόνιο 4 που χαρτογραφείται 0,6kb ανοδικά της θέσεως 

πολυαδενυλίωσης, αποµακρύνεται, στην πλειονότητα των µορίων, µετα-µεταγραφικά 

(Bauren G & Wieslander L, 1994). Η σύζευξη των δύο διαδικασιών βοηθάει στην 

εστίαση της πολυπρωτεϊνικής µηχανής της συναρµογής στην περιοχή που βρίσκεται 

το πρόδροµο mRNA κατά την παραγωγή του, διευκολύνοντας πιθανώς την 
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αναγνώριση των εξονίων, µε αποτέλεσµα την µείωση της κινητικής της 

αλληλεπίδρασης µεταξύ του spliceosome και του πρόδροµου mRNA. H φυσική 

σύνδεση των δύο διαδικασιών δείχθηκε αρχικά µε συνανοσοκατακρήµνιση της RNA 

Pol II, των snRNPs και των ενδιάµεσων µορίων mRNA της συναρµογής (Chabot B et 

al, 1995; Vincent M et al, 1996). Η επιβεβαίωση της λειτουργικής συσχέτισής τους 

προέρχεται από επιπλέον δεδοµένα που στηρίζονται σε in vitro και in vivo βιοχηµικά, 

κυτταρολογικά και λειτουργικά πειράµατα. Σηµαντικό ρόλο στη σύζευξη διαδραµατίζει 

η καρβοξυτελική περιοχή της µεγαλύτερης υποµονάδας της Pol II (CTD), λόγω της 

δυνατότητάς της να συνδέεται ή να µεσολαβεί στη σύνδεση διαφόρων ρυθµιστικών 

παραγόντων. Η περιοχή αυτή περιλαµβάνει 52 ή 26 επαναλήψεις ενός 

επταπεπτιδίου στα θηλαστικά και τον σακχαροµύκητα αντίστοιχα και υφίσταται 

πολλαπλές φωσφορυλιώσεις. Το πρότυπο αυτών των φωσφορυλιώσεων αλλάζει 

κατά την εξέλιξη της µεταγραφής και φαίνεται πως έχει ρυθµιστικό ρόλο στην 

επεξεργασία του mRNA, συµπεριλαµβανοµένης και της συναρµογής. Έτσι, σε 

πειράµατα in vitro και in vivo, η προσθήκη της φωσφορυλιωµένης Pol II ενισχύει 

σηµαντικά την αποτελεσµατικότητα της συναρµογής (Hirose Y et al, 1999; Corden JL 

& Patturajan M, 1997) ενώ συγκεκριµένα ελλείµµατά της περιοχής CTD έχουν το 

αντίθετο αποτέλεσµα (McCracken S et al, 1997). Επιπλέον, η Pol II αλληλεπιδρά 

άµεσα µε διάφορους παράγοντες συναρµογής, π.χ. τον Prp40 (Morris DP & 

Greenleaf AL, 2000). Η συσχέτιση των δύο διαδικασιών φάνηκε και από την σύσταση 

του αποµονωµένου spliceosome, στο οποίο συµµετέχουν και µεταγραφικοί 

παράγοντες π.χ. ο µεταγραφικός συµπαράγοντας TAT-SF1 και οι µεταγραφικοί 

παράγοντες CA150, XAB2, and SKIP. Ειδικότερα, υπάρχουν σηµαντικές ενδείξεις για 

την συσχέτιση της συναρµογής µε την έναρξη και την επιµήκυνση της µεταγραφής. 

Έτσι, ο TFIIH, ένα πολυπρωτεϊνικό σύµπλοκο που σχετίζεται µε την έναρξη της 

µεταγραφής αλληλεπιδρά ειδικά µε το U1snRNA (Kwek KY et al 2002). Επίσης, 

ταυτοποιήθηκαν αλληλεπιδράσεις µεταξύ του συµπλόκου έναρξης της µεταγραφής 

και πρωτεϊνών SR ενώ υπάρχουν παραδείγµατα µεταγραφικών παραγόντων που 

στρατολογούν πρωτεΐνες SR στην πρωτεϊνική µηχανή της µεταγραφής (Ge H et al, 

1998). Επιπλέον, ταυτοποιήθηκαν αλληλεπιδράσεις µεταξύ του παράγοντα 

επιµήκυνσης της µεταγραφής TAT-SF1 και παραγόντων συναρµογής και δείχθηκε 

ότι, in vitro, η µηχανή της συναρµογής που στρατολογείται από τον TAT-SF1 

ενεργοποιεί ισχυρά την επιµήκυνση της µεταγραφής (Fong YW & Zhou Q, 2001). 

Επίσης, ένας άλλος παράγοντας επιµήκυνσης της µεταγραφής, ο TFIIS, 

ταυτοποιήθηκε σε πολυπρωτεϊνικό σύµπλοκο που εκτός από την RNA pol II περιέχει 

και διάφορους παράγοντες συναρµογής (Robert F et al, 2002). Τέλος, σε πειράµατα 

βιοχηµικής αποµόνωσής του πολυπρωτεϊνικού συµπλόκου STAGA του ανθρώπου, 
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που είναι το λειτουργικό οµόλογο του συµπλόκου SAGA του σακχαροµύκητα και δρα 

ως ενεργοποιητής της µεταγραφής µέσω ακετυλίωσης των ιστονών, ταυτοποιήθηκε 

µεταξύ των άλλων υποµονάδων, η πρωτεΐνη SAP130, που αποτελεί υποµονάδα του 

παράγοντα συναρµογής SF3b (Martinez E et al, 2001). Πιθανώς, η SAP130 

λειτουργεί σαν πρωτεΐνη-συνδέτης που βοηθάει στη στρατολόγηση του spliceosome 

σε µεταγραφικά ενεργά γονίδια, υπόθεση που ενισχύεται από το γεγονός ότι είναι η 

µόνη υποµονάδα του SF3b που δεν συνδέεται µε το πρόδροµο mRNA µετά από 

επίδραση υπεριώδους ακτινοβολίας (Martinez E et al, 2001).  

 Έτσι, η µεταγραφική ενεργότητα που εµφανίζει η FRA10AC1 στον 

σακχαροµύκητα και εφόσον αυτή επιβεβαιωθεί και σε άλλα συστήµατα, θα µπορούσε 

να στηρίξει την ενδεχόµενη συµµετοχή της πρωτεΐνης στην σύζευξη της µεταγραφής 

µε την συναρµογή. Πιθανώς και η πρωτεΐνη DGCR14 παίζει παρόµοιο συζευκτικό 

ρόλο, καθώς αλληλεπιδρά µε διάφορους παράγοντες που ενέχονται στην διαδικασία 

της µεταγραφής.  

o Συσχέτιση µε µεταφορά του mRNA στο κυτταρόπλασµα 

Η υπόθεση της συµµετοχής της FRA10AC1 στη λειτουργική συσχέτιση της 

συναρµογής µε την έξοδο από τον πυρήνα είναι πιθανή λόγω της ισχυρής της 

σύνδεσης µε την πρωτεΐνη DGCR14 και λόγω της παρουσίας της τελευταίας στα 

τελικά στάδια της συναρµογής (συµπλόκο C), (Makarova O et al, 2004). Ένα άλλο 

στοιχείο που συνηγορεί υπέρ αυτής της υπόθεσης είναι οι πρωτεϊνικές 

αλληλεπιδράσεις που ταυτοποιήθηκαν σε οργανισµούς-µοντέλα. Ειδικότερα, η Bis1, 

η ορθόλογη πρωτεΐνη της DGCR14 στον S. pombe αλληλεπιδρά άµεσα µε τις 

SPCC162.08C και SPBC14F5.03c οι οποίες φέρουν χαρακτηριστικά µοτίβα της 

οικογένειας των καρυοφερινών και παρουσιάζουν σηµαντική οµοιότητα καθ’ όλο το 

µήκος τους µε µέλη της εν λόγω οικογένειας (Taricani L et al, 2002). Επιπλέον, στα 

πλαίσια γονιδιωµατικής ανάλυσης των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων στην            

D. melanogaster ταυτοποιήθηκε η άµεση αλληλεπίδραση της ορθόλογης της 

DGCR14 (CG1474) µε την νουκλεοπορίνη Nup170 (Flygrid db, Lutzmann M et al, 

2005). Οι παραπάνω αλληλεπιδράσεις της DGCR14 πιθανώς σχετίζονται µε την 

πυρηνοπλασµατική µεταφορά των mRNAs καθώς έχει αποδειχθεί η συµµετοχή των 

καρυοφερινών και συγκεκριµένα της Kap2b, στην έξοδο των ώριµων mRNAs από 

τον πυρήνα (Shamsher MK et al, 2002). 

 

4.4. Προοπτικές  

 Η ολοκλήρωση της αλληλούχησης του γονιδιώµατος του ανθρώπου αποτελεί 

το πρώτο βήµα στην πορεία για την κατανόηση των γενετικών πληροφοριών και της 

βιολογίας του οργανισµού. Παρόλο που ο πλήρης κατάλογος των γονιδίων του 
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ανθρώπου δεν έχει τελειοποιηθεί, είναι προφανής η δραµατική συνεισφορά της 

διαθέσιµης αλληλουχίας στην επιτάχυνση της κλωνοποίησης γονιδίων που 

σχετίζονται µε νοσήµατα βάσει την χρωµοσωµική τοπογραφία τους. Μέχρι σήµερα, η 

πλειονότητα αυτών των γονιδίων αφορά µεντελικά κληρονοµήσιµα νοσήµατα (1700 

γονίδια) που είναι σπάνια στον πληθυσµό (1:10.000-1:100.000). Ωστόσο, πιστεύεται 

ότι στο µέλλον θα σηµειωθεί σηµαντική πρόοδος στην εξακρίβωση των γενετικών 

παραµέτρων και στα πολύ πιο συχνά πολυπαραγοντικά νοσήµατα. Σε αυτά τα 

πλαίσια, ξεκίνησε το 2002 και η πρώτη φάση ολοκληρώθηκε µόλις πρόσφατα 

(Οκτώβριος 2005), το Πρόγραµµα Χαρτογράφησης Απλοτύπων (International 

HapMap Project) που δηµιούργησε τον κατάλογο της γενετικής ποικιλότητας στο 

γονιδίωµα, καταγράφοντας περισσότερους από ένα εκατοµµύριο πολυµορφισµούς 

ενός νουκλεοτιδίου (SNPs). Αυτοί είναι ιδιαίτερα χρήσιµοι σε µελέτες γενετικές 

συσχέτισης των πολυπαραγοντικών νοσηµάτων, κατά τις οποίες ελέγχεται κατά 

πόσο ένα SNP υπεραντιπροσωπεύεται σε ένα δείγµα ασθενών σε σχέση µε 

κατάλληλα επιλεγµένα άτοµα ελέγχου.  

 Στην παρούσα διατριβή, αξιοποιήσαµε το φυσικό χάρτη και τη διαθέσιµη 

αλληλουχία του χρωµοσώµατος 10 και κλωνοποιήσαµε βάσει της τοπογραφίας του 

το γονίδιο FRA10AC1 που συνδέεται µε την εύθραυστη χρωµοσωµική θέση FRA10A. 

Η εµφάνιση της εύθραυστης αυτής θέσης έχει συσχετιστεί µε την εκδήλωση ήπιας 

µορφής διανοητικής καθυστέρησης. Ωστόσο, η συσχέτιση αυτή δεν έχει επαληθευτεί 

καθώς δεν έχει γίνει έλεγχος για ταυτοποίηση µεταλλαγών σε άτοµα µε διανοητική 

καθυστέρηση και οι µελέτες δεν περιλαµβάνουν µεγάλο αριθµό δειγµάτων. Για να 

εξακριβώσουµε την πιθανή συσχέτιση του γονιδίου µε τον παθολογικό φαινότυπο, 

είναι ήδη σε εξέλιξη από την οµάδα µας η δηµιουργία ποντικών knockout τα οποία θα 

ελεγχθούν σε διάφορες δοκιµές συµπεριφοράς, µάθησης και µνήµης.  

 Στα πλαίσια της διερεύνησης του βιοχηµικού ρόλου της πρωτεΐνης 

FRA10AC1 και για να ελέγξουµε την πιθανή συσχέτισή της µε τη διαδικασία της 

συναρµογής του mRNA είναι απαραίτητα περαιτέρω βιοχηµικά πειράµατα, όπου θα 

ελεγχθεί: α) η in vivo αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης FRA10AC1 µε τα snRNPs και 

πιθανόν µε επιπλέον πρωτεΐνες, β) η πιθανή σύνδεση της FRA10AC1 µε κάποιο/α 

από τα σύµπλοκα του spliceosome, γ) η παρεµπόδιση της πορείας της συναρµογής 

in vitro από τα ειδικά αντισώµατα της FRA10AC1 και ε) η αναγκαιότητα της 

FRA10AC1 στην συναρµογή in vitro ή η επίδρασή της στην κινητική της αντίδρασης.  
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European Collaborative Consortium for the Study of ADLTE2

aDepartment of Biology, University of Crete, and Institute of Molecular Biology and Biotechnology(IMBB), Foundation of Research and Technology

(FORTH-GR), P.O. Box 2208, 714 09 Heraklion, Crete, Greece
b Institute of Human Genetics, University Hospital Schleswig-Holstein Campus Kiel, Schwanenweg 24, D-24105 Kiel, Germany

c Institute of Human Genetics, University Hospital Hamburg-Eppendorf, Butenfeld 42, D-22529 Hamburg, Germany
dDepartment of Genetic Medicine, Women’s and Children’s Hospital, 72 King William Road, North Adelaide, SA 5006 Adelaide, Australia,

and Department of Paediatrics, Adelaide University, Adelaide, Australia
eNorth Trent Cytogenetics Department, Sheffield Children’s NHS Trust, Sheffield S10 2TH, UK

fThe Wellcome Trust Sanger Institute, Hinxton, Cambridge CB10 1SA, UK
gmetaGen Pharmaceuticals GmbH, Oudenarder Strasse 16, D-13347 Berlin, Germany

hCNR Institute of Neurosciences, Section of Padua, Viale G. Colombo 3, 35121 Padua, Italy
iGenzyme, Genzyme Genetics, Santa Fe, NM 87505, USA

Received 8 October 2003; accepted 31 December 2003

Available online 23 April 2004
Abstract

Fragile sites appear visually as nonstaining gaps on chromosomes that are inducible by specific cell culture conditions. Expansion of CGG/

CCG repeats has been shown to be the molecular basis of all five folate-sensitive fragile sites characterized molecularly so far, i.e., FRAXA,

FRAXE, FRAXF, FRA11B, and FRA16A. In the present study we have refined the localization of the FRA10A folate-sensitive fragile site by

fluorescence in situ hybridization. Sequence analysis of a BAC clone spanning FRA10A identified a single, imperfect, but polymorphic CGG

repeat that is part of a CpG island in the 5VUTR of a novel gene named FRA10AC1. The number of CGG repeats varied in the population from

8 to 13. Expansions exceeding 200 repeat units were methylated in all FRA10A fragile site carriers tested. The FRA10AC1 gene consists of 19

exons and is transcribed in the centromeric direction from the FRA10A repeat. The major transcript off1450 nt is ubiquitously expressed and

codes for a highly conserved protein, FRA10AC1, of unknown function. Several splice variants leading to alternative 3Vends were identified
(particularly in testis). These give rise to FRA10AC1 proteins with altered COOH-termini. Immunofluorescence analysis of full-length,

recombinant EGFP-tagged FRA10AC1 protein showed that it was present exclusively in the nucleoplasm. We show that the expression of

FRA10A, in parallel to the other cloned folate-sensitive fragile sites, is caused by an expansion and subsequent methylation of an unstable CGG
0888-7543/$ - see front matter D 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.ygeno.2003.12.017
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trinucleotide repeat. Taking advantage of three cSNPs within the FRA10AC1 gene we demonstrate that one allele of the gene is not transcribed

in a FRA10A carrier. Our data also suggest that in the heterozygous state FRA10A is likely a benign folate-sensitive fragile site.

D 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: Folate-sensitive fragile site; Triplet repeat expansion; Novel gene; Nuclear protein
Chromosomal fragile sites are loci that show gaps or

breaks in metaphase spreads of cells grown under specific

cell culture conditions. In general, common and rare fragile

sites are distinguished. To date, more than 80 common

fragile sites have been identified in the human genome

[1]. Some of these, like the most frequently seen fragile

site, FRA3B in 3p14.2, have been proposed to be regions of

genomic instability implicated in, e.g., breakage events

leading to recurrent chromosomal aberrations in cancer cells

[for review see 2 and 3]. Although some of these common

fragile sites were sequenced, no recognizable sequence

elements have been identified that would be sufficient to

confer fragility to these chromosomal sites.

According to the culture conditions under which

fragile sites are induced, rare fragile sites are classified

into folate-sensitive and distamycin A- or BrdU-requiring

fragile sites. Twenty-two folate-sensitive fragile sites have

been cytogenetically described, the best known being

FRAXA in Xq27.3. Expression of FRAXA is associated

with the fragile X syndrome (MIM309550), the most

frequent familial form of mental retardation [4]. Similarly,

expression of another rare gonosomal folate-sensitive

fragile site, FRAXE, leads to mild to borderline mental

retardation (MIM309548) [5]. To date, two autosomal

folate-sensitive fragile sites, FRA11B and FRA16A, have

been cloned [6,7], but only the former has been associ-
Fig. 1. Cytogenetic and FISH-mapping of the FRA10A site. (A) Fluorescence R-b

chromosomal band 10q23.3. (B) Partial metaphase of case I stained with DAPI (l

probe is split due to expression of the FRA10A site (arrow) and can be seen on bo

spans the fragile site. (C) Partial metaphase of case III stained with DAPI (left) and

distal to the gap, indicating that this clone is spanning the FRA10A site (arrow).
ated with a human disease, Jacobsen syndrome, which is

caused by terminal deletion of part of the long arm of

chromosome 11 [8].

The common molecular basis of the currently charac-

terized rare fragile sites is the expansion of repetitive DNA

elements. Expression of the distamycin A-inducible

FRA16B site in 16q22 and of the BrdU-requiring FRA10B

site in 10q25 is caused by expansion of 33- and 42-bp AT-

rich minisatellite repeats, respectively [9,10]. In contrast,

expression of all five folate-sensitive rare fragile sites

cloned so far, i.e., FRAXA, FRAXE, and FRAXF on the

X chromosome as well as FRA16A in 16p13.11 and

FRA11B in 11q23.3, is uniformly based on expansion of

CCG/CGG-trinucleotide repeats. The majority of charac-

terized folate-sensitive fragile site repeats are located in the

regulatory or 5Vuntranslated regions (UTRs) of transcribed

genes, probably with the exception of FRA16A for which

an associated gene has not yet been reported [7]. All of

these repeats follow the paradigm of expansion and hyper-

methylation with subsequent gene silencing as a result [for

review see 11]. The CGG-repeat expansion is the only

known molecular mechanism underlying expression of

folate-sensitive fragile sites. It is yet unknown why this

kind of genomic instability leading to chromosomal fragil-

ity affects only a very limited subset of all CGG-repeats

within the human genome.
anded metaphase of case I expressing the FRA10A as a clear gap (arrow) in

eft) and hybridized with YAC 912C7 (right). The red signal from the YAC

th the centromeric and the telomeric fragment, indicating that YAC 912C7

hybridized with BAC 437J2 (right), which produces a signal proximal and
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To learn more about the molecular basis of rare fragile

site expression, we have characterized FRA10A in 10q23.3,

the most prevalent among the rare folate-sensitive autoso-

mal fragile sites in the human genome [12]. It has been

estimated that about 1 in 500 individuals manifest

FRA10A. Similar to the other autosomal folate-sensitive

fragile sites, no distinct phenotype has been associated

with expression of FRA10A. Nevertheless, some studies

have proposed that fragile site expression in 10q23–q24

might be associated with mental retardation [12,13], tu-

morigenesis [14,15], or neurological disorders, including

schizophrenia [16]. It is likely that these associations can

be attributed to ascertainment bias. The 10q23–q24 chro-

mosomal region has also been shown to contain tumor

suppressor genes [17,18]; however their relation to the

FRA10A is not clear.

In the present work we have refined the localization of

the FRA10A fragile site and identified its molecular basis.

We show that expression of FRA10A is caused by an
Fig. 2. Mapping of the FRA10A locus and genomic organization of the FRA10AC

genes FRA10AC1, PDE6C, and LGI1 as well as two microsatellite markers. Genes

by the orientation of the arrow. BAC clones are represented by black lines. (B) Exo

FRA10AC1 is shown schematically (not drawn to scale). Exons are indicated by

regions are in gray. The number of each exon is depicted above and the size below t

the lower part, partial sequences of the exon– intron boundaries and the intron

sequences in lowercase. Exon is abbreviated by ‘‘E’’ and intron by ‘‘I’’. The ATG

bases at the intron boundaries are underlined. The polyadenylation signal ATTAA
expansion of a polymorphic CGG repeat within the 5VUTR
of a ubiquitously expressed gene, FRA10AC1, encoding a

novel nuclear protein.
Results

Fluorescence in situ hybridization (FISH) mapping of the

FRA10A site

To narrow down the locus containing FRA10A, a se-

quential FISH approach was applied to metaphase spreads

of the index patient (case I). In this patient, cytogenetic

expression of FRA10A resulted in chromosomal breakage

on one homolog at 10q23.3 in two-thirds of cells (Fig. 1A).

In a first step, double-color FISH was performed with YAC

clones from a recently established contig of 10q23–q24

using YAC 790H10 as an internal control that hybridizes to

the MXI1 gene in 10q25 ([18,19] and R.S., unpublished
1 gene. (A) Schematic representation of the genomic region containing the

are indicated by large arrows. The 5V! 3Vorientation of each gene is given

n– intron structure of FRA10AC1. In the upper part, the genomic structure of

boxes. Coding regions of exons are shown in black, whereas noncoding

he exon. Start as well as stop codons and the (CGG)n repeat are indicated. In

sizes are given. Exon sequences are given in uppercase letters and intron

and TGA codons are shown in black boxes. The conserved ‘‘ag’’ and ‘‘gt’’

A is in bold and underlined.
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data). YAC clones 905F4 and 912C7 showed signals distal

and proximal to the fragile site, indicating that these clones

span the fragile site in the index case (Fig. 1B and

Supplementary Table S1).

Based on the available physical map of 10q23–q24 that is

partially covered by the inserts of the breakpoint-spanning

YACs 905F4 and 912C7, contiguous BAC clones of the

chromosome 10 sequence tile path [12] were selected to

delineate the fragile site more precisely. FISH analysis

showed that BAC clones RP11-341B18 and RP11-30E16

hybridized proximally, whereas RP11-562K6, -237M6,

-76P2, -121A3, -162K11, and -397J18 were distal to the

fragile site. Clones RP11-568I23, -437J2, -512J3, -306O10,

and -367C3 spanned the fragile site in the index case

(Supplementary Table S2).

To verify mapping of the FRA10A fragile site, meta-

phase spreads of three additional FRA10A carriers (cases

II–IV) were analyzed by FISH (Supplementary Table S3).

As in the index case, BAC 437J2 was shown to span the

fragile site in all of them (Fig. 1C and Supplementary

Table S3).
Fig. 3. CGG-repeat polymorphism in FRA10A carriers and controls. (A) Analysis

CEPH families. Autoradiogram showing the four alleles (A1–A4) of the repeat

distribution of the polymorphic FRA10AC1 repeats in 81 unrelated individuals o

controls (lanes 1–7) and individuals expressing the FRA10A site (cases I, II, III, IV

cytogenetically express the fragile site show PCR fragments of larger size (labele

FRA10A CGG repeats. DNA from FRA10A heterozygous individuals (cases III, IV

enzyme, prior to PCR. The (CGG)n repeat was then PCR-amplified from the res

obtained only for the expanded (CGG)n repeats in individuals expressing FRA10

repeat is hypermethylated. Approximate sizes of DNA marker bands are indicate
Sequence analysis of the FRA10A locus

FISH mapping refined the FRA10A locus to an f50-

kb region. Interestingly, BAC clone RP11-437J2 spans

the entire FRA10A site (EMBL Accession No.

AL157396). The total length of the RP11-437J2 clone

insert is 162,840 bp. The true right end of this clone is at

position 128,796 in the reported sequence (AL157396).

The true left end of RP11-437J2 is at position 129,920 of

AL356214 (RP11-30E16). Database searches identified

the 3V end of the PDE6C gene encoding phosphodiester-

ase 6C as well as the first two 5V exons of the gene

encoding the leucine-rich, glioma inactivated 1 protein,

LGI1 (Fig. 2), within this FRA10A spanning BAC. A

single (CGG)8 repeat was identified in the very central

part of the sequence (kb 54.809–54.832 of AL157396).

Adjacent to it lies an incomplete and invariable CCA

repeat. Both repeats are part of a CpG island of a novel

gene, named FRA10AC1 (fragile site, folic acid type,

rare, fra(10) (q23.3) candidate 1), encoding a protein

with unknown function (see below).

ics 84 (2004) 69–81
of the CGG polymorphism in the 5VUTR of FRA10AC1 in individuals of the

detected by PCR. Seven representative genotypes are shown. (B) Allele

f the CEPH families. (C) Analysis of the (CGG)n trinucleotide repeat in

, and V). In addition to a normal allele (labeled with ‘‘N’’) individuals who

d with ‘‘F’’), indicating repeat expansion. (D) Methylation analysis of the

, and V) and controls (1 and 2) were digested with HpaII or MspI restriction

tricted and unrestricted genomic DNA (uncut). Hybridization signals were

A after digestion with HpaII, indicating that the region around the (CGG)n

d on the right.
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Analysis of the CGG repeat in controls and carriers of the

FRA10A site

PCR-based amplification of the identified CGG repeat in

the 5VUTR of FRA10AC1 in various individuals revealed this

repeat to be polymorphic. Testing of 81 unrelated individ-

uals from 40 CEPH families identified four alleles (A1–A4)

with repeat size n = 8, 9, 10, and 14. The most common

allele, A2, contained nine CGG repeats (Figs. 3A and 3B).

In contrast, individuals cytogenetically expressing the frag-

ile site showed much larger PCR fragments (detected as a

smear of higher molecular weight products), indicating

expansion of the repeat (Fig. 3C). One normal CGG allele

was detected in all FRA10A carriers, which is consistent

with the heterozygous status of the repeat expansion. To test

whether this expanded CGG repeat is subject to methylation

(as is the case for the other cloned folate-sensitive fragile

sites), we digested genomic DNA from FRA10A carriers and

controls with a methylation-sensitive (HpaII) or -insensitive

(MspI) restriction enzyme. Following digestion, PCR,

Southern blot, and hybridization with a GCC/GGC probe,

the expanded CGG repeats were detected only from the

undigested or HpaII-digested genomic DNA and not from

the MspI-digested DNA of FRA10A carriers (cases III, IV,

and V in Fig. 3D). These data indicate that the expanded

CGG repeat is hypermethylated. Control individuals showed

the presence of normal allele only. In all experiments, the

expanded alleles presented as a smear rather as a distinct
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Fig. 4. Expression pattern of FRA10AC1 in various human tissues and identificatio

Hybridization of a FRA10AC1 exon 19-containing probe to a human multiple-tissu

1450 nt was detectable in numerous tissues (top). The 1.35-kb band of the marke

(bottom). (B) RT-PCRs with human MTC cDNA panels. FRA10AC1-specific PCR

White and black dots indicate the three different transcript variants ‘‘a’’, ‘‘b’’, an

markers; sizes of marker bands are indicated. Control RT-PCR amplification of

Identification of alternative splice variants of the FRA10AC1 gene. Schematic rep

and their derived amino acid sequences (right). Exons are indicated by dark gray bo

encoded by exon 12, common to all FRA10AC1 variants, are underlined.
band, suggesting some difficulties for the Taq polymerase to

amplify across the expanded CGG repeat. The size of the

expanded alleles in FRA10A carriers exceeded that of the

normal alleles by at least 600–800 bp (up to several kilo-

bases). Thus, the number of CGG repeat units in FRA10A

can be estimated to be at least 200.

Full-length cDNA sequence and genomic organization of

the FRA10AC1 gene

By combining in silico data with results obtained from

RT-PCRs, we assembled the full-length FRA10AC1 cDNA

sequence of 1344 bp that contains an open reading frame

encoding a protein of 315 amino acids (GenBank Accession

No. AJ431721). The genomic organization of FRA10AC1

was established by BLASTN searches of the complete

cDNA sequence with the genomic sequence of clone

RP11-437J2 (GenBank Accession No. AL157396). In total,

this novel gene consists of 19 exons (Fig. 2B). Nonetheless,

4 exons (exons 13, 14, 15, and 16) are alternatively spliced

in (see below), and exon 17 has been identified at least once,

e.g., in the EST clone GKBABE07 (GenBank Accession

No. AV682434). FRA10AC1 spans a region of 33 kb and is

transcribed from telomere to centromere (Fig. 2A). All

intron boundaries follow the AG/GT rule of the consensus

splice site. The (CGG)n repeat is embedded in exon 1,

within the putative 5VUTR of the FRA10AC1 gene, and is

part of the CpG island. The ATG codon at position 195 (in
n of alternative splicing variants. (A) Northern blot analysis of FRA10AC1.

e Northern blot containing total RNA. A single transcript of approximately

r is indicated. The same blot was reprobed with a h-actin probe as control

product spanning exons 11 to 19 was amplified from all tissues tested (top).

d ‘‘c’’. pBluescript/HinfI (M1) and E/EcoRV (M2) were used as DNA size

a G3PDH product was done from the same cDNA samples (bottom). (C)

resentation of the alternatively spliced FRA10AC1 variants a, b, and c (left)

xes and are numbered. Introns are depicted as thick gray lines. Amino acids



Fig. 5. cSNP/RT-PCR on FRA10A carrier individual. Partial genomic and

cDNA sequence of exon 3 (c.90T ! C) and exon 5 (c.233G ! C) cSNPs

of the FRA10AC1 gene of a FRA10A carrier individual (case I) is shown.

While the genomic sequence shows heterozygosity for T/C and G/C alleles

at both positions, the cDNA sequence clearly shows the presence of only

one allele, c.90C–c.233G. This individual was not informative for the

c.47G ! A cSNP. The consensus FRA10AC1 sequence (GenBank

Accession No. AJ431721) is also shown.
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exon 2) was considered the most likely translation start site

conforming to the Kozak rule. The translation termination

codon, TGA, was identified in-frame with this start codon at

position 1140 bp in the cDNA sequence (in exon 19). By

using the ExPASy proteomics tools, the encoded protein

was calculated to have a theoretical pI of 8.25 and a

calculated molecular mass of 37.548 kDa. Its most basic

region lies between amino acids 200 and 275 (theoretical pI

f10.0), whereas the carboxy-terminus (aa 280–315) rep-

resents the most acidic region ( pI f3.70). Various serine

residues, particularly at the C-terminus (aa 250–313), are

potential sites for phosphorylation [20]. By database

searches using the Pfam and Smart software tools, we found

no significant similarities of FRA10AC1 to any known

protein domains or repeats. However, a bipartite nuclear

localization signal (NLS; at aa positions 223–238 and 245–

262), which is embedded within a larger lysine-rich region

(aa 129–269), was identified.

Expression analysis of FRA10AC1

For Northern blot analysis, we used a FRA10AC1-spe-

cific probe containing the first 616 bp of the 5Vcoding region

and a probe covering part of exon 19. We obtained identical

hybridization patterns for both probes. A single transcript of

approximately 1450 bp, which corresponds well to the

estimated cDNA size, was detected in all adult tissues

analyzed (Fig. 4A), indicating ubiquitous expression of

FRA10AC1. Strong expression of FRA10AC1 was found

in brain, heart, skeletal muscle, kidney, and liver, whereas

low expression was found in colon, thymus, spleen, small

intestine, placenta, and lung. In leukocytes, the transcript is

barely detectable (Fig. 4A). To investigate further the

expression profile of the FRA10AC1 gene, we employed

RT-PCR on normalized first-strand cDNAs of a panel of

human tissues using primers spanning exons 11 to 19.

Amplification was done under nonsaturating conditions

allowing semiquantitative estimation of the relative

FRA10AC1 transcript levels. In general, ubiquitous expres-

sion of FRA10AC1 was confirmed (Fig. 4B).

In addition to the tissues tested by Northern blot,

FRA10AC1-specific transcripts were detected in pancreas,

testis, ovary, and, at lower levels, prostate and leukocytes

(Fig. 4B). In the majority of the tissues examined, a fainter

and larger band (‘‘b’’ in Fig. 4B) was found in addition to

the abundant FRA10AC1 transcript (‘‘a’’ in Fig. 4B) indi-

cating the presence of a splice variant. Moreover, in ovarian

and particularly in testicular tissue, a third band with slower

mobility (variant ‘‘c’’ in Fig. 4B) appeared. Sequence

analysis showed that these transcript variants are due to an

alternative splicing of exons 13–16 (Fig. 4C). In the

abundant variant a, exon 12 is spliced directly to exon 18

(GenBank Accession No. AJ431721). The ubiquitously

expressed larger transcript variant b contains the 48-bp exon

16 spliced between exons 12 and 18 (GenBank Accession

No. AJ431725). The largest amplicon, c, turned out to be a
mixture of three different FRA10AC1 transcript variants, in

which exon 13, 14, or 15 is individually spliced in, in

addition to exon 16 (GenBank Accession Nos. AJ431722,

AJ431723, and AJ431724). Comparison of the derived

amino acid sequences of the five splicing variants showed

that the encoded C-terminal regions are different (Fig. 4C).

cSNP/RT-PCR analysis of FRA10AC1 in a FRA10A carrier

individual

To investigate that one allele of the FRA10AC1 gene is

transcriptionally silenced by the methylation at the

FRA10A fragile site, we performed cSNP/RT-PCR on

cDNA from one FRA10A carrier (case I, Fig. 3). First, at

least three cSNPs were detected within the FRA10AC1

open reading frame by analysis of available ESTs

(Hs.303727): one at position 47 in exon 2 (c.47G ! A,

17 ESTs with the G and 11 with the A allele), the second

at position 90 in exon 3 (c.90T ! C, 22 ESTs with T and

8 with C), and the third at position 233 in exon 5 (c.233G

! C, 21 ESTs with G and 9 with C). Second, FRA10A

carriers for whom we had cell lines available were tested

for these three cSNPs and one was found informative with

genotype g.47A–g.90T/C–g.233C/G (case I). When the

exon 2/5 RT-PCR product (primers available upon request)

of this FRA10A carrier was sequenced, only one allele was

detected: c.47A–c.90C–c.233G (see Fig. 5). This result

demonstrated that one FRA10AC1 allele (c.47A–c.90T–

c.233C in this case) was not transcribed. That the silenced

allele is the one with the FRA10A fragile site is highly

likely but was not formally established (due to the lack of

available family material).
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The FRA10AC1 protein is located to the nucleus

To examine the subcellular localization of the

FRA10AC1 protein and, thereby, the functional potential

of the predicted NLS, COS-7 cells were transiently trans-

fected with an enhanced green fluorescent protein

(EGFP)–FRA10AC1 expression plasmid. The cloned

FRA10AC1 cDNA corresponds to the most abundant splice

variant a (Fig. 4C). Upon transient transfection the green

fluorescence was diffusely detected in the nucleus (Figs.

6A and B-a). However, in about 10% of the transfected

cells a punctate pattern was found (Fig. 6B-d). Coimmu-

nostaining of cells with lamin A/C antibody, which marks
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Fig. 6. Subcellular localization of FRA10AC1. (A) Subcellular localization of the

by fluorescence microscopy. Representative COS-7 cells from transient transfectio

patterns of subcellular localization. (B) The EGFP-tagged FRA10AC1 protein is ex

show fluorescence photomicrographs of nuclei with the green signal of FRA10AC

of (a) and (b). (e) Labeling of the nuclear envelope of the same cell as shown in
the nuclear envelope, suggested that FRA10AC1 is located

exclusively in the nucleoplasm (Fig. 6B-f).

FRA10AC1 is a conserved protein

We used the human FRA10AC1 cDNA sequence to

search for ortholog ESTs in the databases. Several over-

lapping ESTs were found. Three of them (GenBank

Accession Nos. BQ939866, AA840143, and BE946023)

were selected for the assembly of the mouse FRA10AC1

ortholog (size 1380 bp; GenBank Accession No.

BN000292). Fra10Ac1 maps to mouse chromosome

19C2–C3, between the genes Pde6c and Lgi1, in a
EGFP-tagged FRA10AC1 fusion protein (GATEWAY compatible) detected

ns were photographed. More than 95% of transfected cells showed identical

clusively detected in the nucleoplasm of transfected COS-7 cells. (a) and (d)

1. (b) Propidium iodide staining of the same cell as shown in (a). (c) Merge

(d) with a lamin A/C antibody. (f) Merge of (d) and (e).
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region syntenic to human chromosome 10q23–q24.

Fra10Ac1 encodes a protein of the same size (315 aa)

compared to human and both proteins share a sequence

identity of 86% and similarity of 92% (Fig. 7A).

BLASTP analysis revealed that numerous FRA10AC1

orthologs exist, in both animal and plant species (Fig.

7B). The FRA10AC1 proteins identified in plants (Ara-

abidopsis thaliana and Pimpinella brachycarpa) and

Caenorhabditis elegans show about 35% identity to the

human protein compared to 58% in insects (Anopheles

gambiae) (Fig. 7B). These data suggest that a common

ancestor gene had existed before plants and animals

diverged. It is interesting to note that the central portion

(aa 105–240 of human FRA10AC1; Fig. 7B) of the
Fig. 7. Conservation of the FRA10AC1 protein. (A) Amino acid sequence alignm

acids that differ between human and mouse are highlighted in gray. The bipartite

right indicate amino acid positions. (B) Schematic representation and conservatio

105–240) is depicted as a gray box. The bipartite NLS (aa 223–238 and 245–26

numbers of the orthologs are given. Amino acid identity within the conserved cen

identity is shown on the right.
protein is 45–67% identical among all orthologs ana-

lyzed, suggesting a highly conserved domain with an

important function.
Discussion

In the present study we have elucidated the molecular

basis of the most prevalent autosomal folate-sensitive

fragile site, FRA10A [12], to be an unstable CGG repeat.

The FRA10A repeat is similar to those identified at the

other five folate-sensitive fragile sites, FRAXA [21,22],

FRAXE [23], FRAXF [24,25], FRA11B [8], and FRA16A

[7], that have been cloned so far. Overall, the FRA10A
ent of the predicted human and mouse FRA10AC1 polypeptides. Amino

nuclear localization signals (NLS) are underlined. Numbers at the left and

n of the human FRA10AC1 protein. Top: The central conserved region (aa

2) is indicated by two black bars. Bottom: On the left, GenBank accession

tral part of FRA10AC1 is given in the middle, whereas the overall protein
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CGG repeat does not differ from the other known folate-

sensitive fragile site-associated CCG/CGG repeats. The

repeat is normally polymorphic with four alleles of 8, 9,

10, and 14 repeat units. In FRA10A carriers the repeat

expands beyond 200 repeats (600–800 bp) and in that

size it becomes also methylated. It appears to be somat-

ically stable, although this was not rigorously tested.

Among the 81 individuals (162 chromosomes) tested so

far we have not seen any premutations.

Similar to the other folate-sensitive fragile sites, per-

haps with the exception of FRA16A [7], FRA10A is

associated with a transcription unit. To investigate that

the expansion and methylation of the CGG repeat in the

5VUTR of the FRA10AC1 gene results in the loss of its

expression we tested RNA of one FRA10A carrier. For

this purpose we took advantage of the presence of three

cSNPs in the FRA10AC1 mRNA. While genomic PCR

showed heterozygosity for cSNPs at positions 90 (c.90T

! C) and 233 (c.233G ! C), only one FRA10AC1

mRNA allele (c.90C and c.233G) has been detected by

RT-PCR. This result clearly demonstrated that one allele

of the FRA10AC1 gene is not transcribed in this individ-

ual. It is highly likely that this FRA10AC1 allele is

transcriptionally silenced as a direct consequence of the

presence of the FRA10A fragile site on this chromosome.

To our knowledge this region of chromosome 10 is not

imprinted. Whether the lack of one FRA10AC1 mRNA

allele expression is compensated for at the posttranscrip-

tional level was not investigated.

While for the three X-linked folate-sensitive fragile sites

the association with a particular phenotype is more (FRAXA

and FRAXE) or less (FRAXF) resolved, the situation is not

clear-cut for the two autosomal sites, FRA11B and FRA16A.

Jones et al. [26] characterized an additional eight CCG

repeats from the 40-Mb region of Jacobsen patient deletion

breakpoints. These authors concluded that the nonrandom

clustering of chromosome deletion breakpoints with CCG

repeats suggests that they may play an important role in a

common mechanism of chromosome breakage, perhaps

including also the FRA11B CCG repeat. The great majority

of Jacobsen syndrome patients, however, do not have their

chromosome 11 deletion breakpoint at or near FRA11B [27].

As for the FRA16A site [28], there is no phenotype associated

with this fragile site reported yet.

Carrier individuals of FRA10A analyzed as part of this

study do have a clinical phenotype broadly defined as

learning difficulties or developmental delay. However,

this phenotype most likely cannot be attributed to the

expression of the fragile site and likely haploinsufficiency

of the FRA10AC1 gene expression, but rather to an

ascertainment bias (these individuals would have been

primarily screened for FRAXA). Additional evidence sup-

porting ascertainment bias as a likely cause comes (where

available) from the evaluation of the parents of FRA10A

carriers who did carry the fragile site, but did not display

any clinical phenotype similar to that found in their
offspring. On the other hand it is intriguing that lack

of one copy of the FRA10AC1 gene does not give any

obvious phenotype. The FRA10AC1 gene is highly con-

served and widely expressed and has no obvious paral-

ogs, which could indicate some redundancy of its

function. Recently, Shaw et al. [29] identified the

FAM11A gene, whose expression was silenced as a

consequence of the presence of the FRAXF fragile site.

Only one individual with FRAXF was analyzed for

FAM11A expression, which was extinguished. Although

this individual did not present with any obvious FRAXF-

related phenotype it is too early to speculate that the lack

of FAM11A does not cause any discernible phenotype

[29]. This also applies for FRA10A for which additional

cases together with further functional studies of the

FRA10AC1 gene will probably help to resolve this issue.

Similar early controversy about the existence of an

associated phenotype, debated for the FRAXE site and

mental retardation, has later been resolved by postulating

a minor and/or partly redundant function for the FMR2

gene [for review see 5]. For FRA10AC1 it is not clear

yet whether haploinsufficiency would have any patholog-

ic consequences in tissues where the gene is expressed. It

is interesting to observe that the highest FRA10AC1

expression is seen in metabolically active tissues like

heart, skeletal muscle, brain, kidney, and liver. Whether

the single copy of the FRA10AC1 gene in FRA10A

carriers can be sufficiently up-regulated in times of high

demand needs to be addressed.

Contrary to the fact that FRA10A is one of the most

frequently seen folate-sensitive fragile sites so far, to our

knowledge, there is no FRA10A homozygote reported.

Such a case would be very desirable (if not in utero

lethal) in addressing the function and associated pheno-

type (if any) of the FRA10AC1 gene. However, this could

be achieved by manipulating FRA10AC1 expression in

any of the model organisms with FRA10AC1 orthologs,

including fly, worm, or mouse.

The FRA10A fragile site lies about 50 kb from the 5Vend
of the LGI1 gene, which was recently implicated in auto-

somal-dominant partial epilepsy with auditory features

[30,31]. Moreover, down-regulation of LGI1 has been

shown during malignant progression of astrocytic gliomas

due to a hitherto unknown mechanism [32]. Although the

presence of some long-range regulatory elements of the

LGI1 gene affected by the expression of the FRA10A fragile

site can be speculated, such hypothesis has not been tested.

Neither an increased incidence of tumors nor such type of

epilepsy has been noticed in FRA10A carriers. There does

not seem to be any other gene present in the 50-kb region

containing FRA10AC1 and LGI1 (Fig. 2A).

In conclusion, FRA10A represents another unstable

CCG trinucleotide repeat-triggered folate-sensitive fragile

site. Although no phenotype can be associated with the

fragile site as yet, it is intriguing that the FRA10A-

associated FRA10AC1 gene is highly conserved and, thus,
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should serve an important function. Identification and

characterization of the FRA10A site and its associated

gene will allow the elucidation of any possible geno-

type–phenotype correlation in the future.
Materials and methods

Chromosome analysis

All cytogenetic studies were performed after obtaining

informed consent as part of a diagnostic workup. In the

index patient (case I), chromosome analysis was initiated

because of speech delay and autistic features and revealed

expression of FRA10A in 66% of the cells. The expres-

sion of the fragile site in 10q23 resulted in chromosomal

breakage in the majority of the patient’s cells, leading to

an acentric fragment of the distal part of 10q, which was

gained or lost in part of the metaphases. Another patient

(case II), a 1-week-old boy, who presented with mildly

dysmorphic features, expressed FRA10A in 5 of 20

metaphases. Three other unrelated FRA10A-positive indi-

viduals (cases III, IV, and V) were detected when tested

for the cause of their developmental delay (case V) or

developmental delay in another family member (cases III

and IV). In two instances the index case (case III and

case IV) did not present with FRA10A, while one of the

parents did. Follow-up studies on the parents and/or

siblings of the remaining FRA10A-positive patients

showed that the FRA10A site was inherited from one of

the parents, in each case, who was not affected. Chro-

mosome analyses from peripheral blood cells suitable for

the demonstration of folate-sensitive fragile sites as well

as harvesting, slide preparation, and G or R banding were

performed according to standard methods.

YAC and BAC clones

YAC clones were derived from the CEPH-mega-YAC

library. A detailed STS-based map of 10q23–q24 contain-

ing the YAC clones used in the present study has been

published previously [19,33]. BAC clones were derived

from the RPCI-11 library (http://www.chori.org/bacpac/

home.htm). They were part of the BAC contig covering

chromosome region 10q23–q24, which was assembled by

means of STS-content mapping and fingerprinting (http://

www.sanger.ac.uk/cgi-bin/humace/fpcwebmap.cgi?mode =

map&map = bac.10.1.html) [34,35]. Shotgun sequencing

and finishing of clones from this contig including the clone

RP11-437J2 (GenBank Accession No. AL157396) was

performed as described previously [36].

FISH

BAC and YAC DNA was prepared using the Perfect-

prep Plasmid Maxi Kit (Eppendorf) or the Nucleon MiY
kit (Amersham Pharmacia). Indirect or direct labeling of

BAC DNA and Alu-PCR products from YACs was

performed with the BioPrime DNA labeling system

(Invitrogen) or by nick translation. Indirect and direct

FISH to metaphase spreads was performed as described

previously [37]. Chromosomes were counterstained with

DAPI.

Northern blot and RT-PCR analyses

The expression pattern of FRA10AC1 in human tissues

was studied using multiple-tissue Northern blots (BD

Biosciences Clontech). The probes used were a 129-bp

PCR product representing bp 1124–1252 of exon 19 and a

617-bp PCR product flanking the ATG start codon. The

exon 19 probe was radiolabeled directly by addition of

[a-32P]dCTP (Amersham) into the PCR. Fifty nanograms

of DNA from a human fetal liver cDNA library (Invitro-

gen) was amplified using primers F2 (5V-TCAG-

GATTTGTTTC TATGAGAC - 3 V) a n d R 2 ( 5 V-
CCACACAAGCTGTAACTTGCAGA-3V). The 5V coding
region probe was amplified with primers N19F (5V-GATG-
CATGGTCATGGAGGCTATG - 3 V) a n d N 1 9R

(5V-CAAGTGCATTTCTCTTCTCACCATG-3V) and radiola-

beled by random priming with hexanucleotides (Invitro-

gen; Amersham Biosciences) and [a-32P]dCTP (Amersham

Biosciences). Blots were hybridized according to the

manufacturer’s instructions, washed at high stringency,

and exposed to X-ray film. To control for RNA integrity

and loading amount, the blots were rehybridized with an

a-32P-labeled h-actin probe as described in the protocol

provided. For the analysis of the FRA10AC1 expression

profile, primers F3 (5V-GCAGAAGAGGCCTCCAA-3V) and
R2 were employed in PCRs using cDNA samples (1 ng)

from a multiple-tissue panel of normalized first-strand

cDNAs (MTC, BD Biosciences Clontech). PCR products

were separated by 1.5% agarose gel electrophoresis, visu-

alized using ethidium bromide, and sequence analyzed

either by direct sequencing or after subcloning into vector

pGEM-T Easy (Promega).

cSNP/RT-PCR analysis of FRA10AC1 in a FRA10A carrier

individual

Putative cSNPs within the FRA10AC1 open reading

frame were identified by sequence comparison of available

ESTs (Hs.303727). The presence of cSNPs in FRA10A

carriers was tested by sequencing of their genomic DNA.

The following primers were used: for c.47G ! A cSNP,

E2Fi, 5V-CCTGGACAATTGGCAACATAG-3V, and E2Ri, 5V-
CATTCACTAGAGCAATTGTCTTC-3V, 254-bp amplicon;

for c.90T! C cSNP, E3Fi, 5V-ATCTCATTAAAGATCAGT-
GAGTC-3V, and E3RI, 5V-AATCCGAAGCAACT-TAAAC-
CAAG-3V, 283-bp amplicon; and for c.233G ! C cSNP,

E5Fi, 5V-GACACCAAACAGCTCCTAAGAG-3V, and E5Ri,

5V-CATAACCCACATTCCCTTCTATG-3V, 170-bp ampli-
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con. cDNA was prepared from EBV-transformed lympho-

blastoid cell lines of FRA10A carriers using standard tech-

niques and tested for the presence of the cSNPs by direct

sequencing of an RT-PCR product encompassing exons 2–

5. The following primers were used: E2F, 5V-ATGCATGGT-
CATGGAGGCTATG-3V, and E5R, 5V-CCCAAACGCTT-
GAAGTCTTCT-3V, 296-bp amplicon. Dye terminator (Big

Dye Terminator) sequencing was performed according to

the instructions of the supplier of the kit (Perkin–Elmer).

Exon PCR products were purified using the UltraClean PCR

Clean-up DNA purification kit (MoBio Laboratories, Inc.).

All PCR products were sequenced in both forward and

reverse directions.

Construction of green fluorescence protein-tagged

FRA10AC1 cDNA expression plasmids

A cDNA fragment corresponding to the 315-aa-long

FRA10AC1 protein was obtained by PCR using as template

1 ng of human testis first-strand cDNA (MTC, BD Bioscien-

c e s C l on t e ch ) w i t h p r ime r s F, 5 V-CGGGATCC

GAAAGGATG CATGGTCATG-3V (BamHI site and ATG

start codon underlined), and R4, 5V-CGGAATTC GAAA-

CAAATCCTGAAAATACTC-3V (EcoRI site underlined).

The 964-bp agarose gel-purified PCR product was cloned

into pGEM-T Easy (Promega), sequence verified, excised as

a BamHI/EcoRI fragment, and ligated to pEGFP-N1 (BD

Biosciences Clontech) digested with the same enzymes. The

resulting pEGFP construct encoded a GFP-tagged

FRA10AC1 polypeptide. In an alternative approach, an

amplicon of the FRA10AC1 ORF compatible with the

GATEWAY cloning system (Invitrogen) was generated from

fetal brain cDNA with primers N19C3F (5V-GGGGA-

CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGCATGGT-

CATGGAGGCTATGAT TC - 3 V) a n d N 1 9 C 3 R

(5V-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGT-

TACTATAGAAACAAATCCTGAAAATACTCATC-3V) us-

ing cDNA Advantage polymerase (BD Biosciences

Clontech). PCR products were purified according to the

instructions. Plasmid pEGFP-C3 (BD Biosciences Clontech)

was digested with SmaI and purified, and 5Vphosphates were
removed by alkaline phosphatase. After a second purification

step by phenol/chloroform extraction, the plasmid was ligat-

ed to the GATEWAY Reading Frame Cassette C (RfC.1) of

the GATEWAY Vector Conversion System (Invitrogen)

according to the manufacturer’s instructions. The clones

obtained represent GATEWAY-compatible ‘‘destination vec-

tors’’ that were sequenced for integrity and correct orientation

of the cassette with primers 5VattR1 (5V-CACATTATAC-
G A G C C G G A A G C AT - 3 V) a n d 3 Va t t R 2 ( 5 V-
CAGTGTGCCGGTCTCCGTTATCG-3V). These vectors

were propagated in Escherichia coli host DB3.1 (Invitrogen)

to compensate for expression of the ccdB gene present on the

cassette. Construction of the EGFP-FRA10AC1 plasmid

with the GATEWAY system expressing EGFP fused to the

N-terminus was carried out as previously described [38].
Cell culture, transfection, and immunocytochemistry

COS-7 cells were grown in DMEM containing 10%

fetal calf serum and gentamycin. About 3 � 104 cells

grown on glass coverslips were transfected with 0.5–1.0

Ag of GFP-tagged FRA10AC1 plasmid DNA using the

calcium phosphate coprecipitation method [39]. Thirty-six

hours after transfection, cells were washed with 1�
phosphate-buffered saline (PBS) and fixed for 10 min

with 4% paraformaldehyde followed by three washes

with PBS. After fixation, cells were treated for 5 min

with 20 mM glycine followed by three washes with PBS.

Cells were permeabilized with blocking buffer (0.2%

Triton X, 2 mM MgCl2, 1% fish gelatin in PBS) for 5

min and incubated with a lamin A/C mouse monoclonal

antibody (Santa Cruz Biotechnology) for 1 h at room

temperature, then washed three times in blocking buffer,

and incubated for 1 h with fluorescence-conjugated sec-

ondary antibody, Alexa Fluor 568 goat anti-mouse IgG

conjugate (Molecular Probes). Primary and secondary

antibodies were used at dilutions of 1:500 and 1:1000,

respectively. After incubation, cells were washed three

times with blocking buffer and once with PBS. Cell

staining with propidium iodide was accomplished after

treatment of the cells with RNase A for 30 min at room

temperature. Processed cells were visualized with a Leica

SP confocal microscope.

For transient expression of the EGFP–FRA10AC1

GATEWAY-compatible plasmid, COS-7 cells were trans-

fected and analyzed as described in Martinez-Garay et al.

[38].

PCR analysis of the FRA10AC1 CGG repeat

Genotyping of the FRA10AC1 CGG repeat in 81 unre-

lated individuals, parents, or grandparents of the 40 CEPH

families was performed by amplification of 100 ng of

genomic DNA using 1 U of Taq polymerase (Minotech)

with primers F1 (5V-CCATTTAGATGTAACACGTG-3V) and
R1 (5V-GTCGTTTCCTTCTTTCCC-3V). Primer F1 was added

to the reaction after 5Vend-labeling with [a-32P]dATP. PCR

products were separated on a denaturing acrylamide–urea

DNA sequencing gel and visualized by X-ray autoradiogra-

phy.

To amplify across the CGG repeat in FRA10A carriers,

primers 5V-TCGGACCGGAAGTGGTGCCC-3V and 5V-
TCCCTGTGTGCCAAGTTCGC-3V were applied in a 20-

Al reaction containing 100 ng of genomic DNA; 1� buffer

(Expand Long Template Buffer 2; Roche); 200 AM each

dCTP, dTTP, and dATP; 500 AM 7-deaza dGTP; 10% (v/v)

DMSO; 20 pmol of each oligonucleotide; and 0.4 Al enzyme

mix (Expand Long Template; Roche). Ten microliters of

each PCR was run on a 1.5% agarose gel with 1� TBE.

The gel was then blotted on a nylon membrane (Amer-

sham) and hybridized with a GCC/GGC oligonucleotide

probe.
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Labeling and hybridization using the GCC/GGC probe

This was done essentially as described for the poly(AC)n/

(GT)n probe by Thompson et al. [40]. Briefly, reagents as for

random priming were used; however, the random hexamers

were omitted. Instead, two complementary synthetic CCG

oligonucleotides (30-mers; 10 copies of the CGG/CCG

repeat) were used. They prime off of each other to generate

the probe. Fifty nanograms of each oligonucleotide was used

in the labeling reaction followed by conventional hybridiza-

tion at 65jC and washing at 42–65jC. After a final stringent
wash (0.1� SSC at 65jC for 20 min), the X-ray films were

developed after an overnight exposure at room temperature.

For the PCR studies to assess the methylation status of the

expanded FRA10AC1 CGG repeat, 1 Ag of genomic DNA

was digested with HpaII or MspI restriction enzyme before

PCR amplification. Undigested and digested DNAwas PCR-

amplified using FRA10AC1 flanking oligonucleotides (see

above), run on a 1.5% agarose gel, blotted, and hybridized

using the GCC/GGC probe.

Sequence analysis

Analysis of DNA and protein sequences was performed

using BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/),

SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/), http://www.

ebi.ac.uk/interpro/scan.html, Pfam (http://www.sanger.

ac.uk/Software/Pfam/search.shtml), Ensembl (http://www.

ensembl.org/), GoldenPath (http://genome.ucsc.edu/), Net-

Phos (www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos), and ExPASy

(http://us.expasy.org/tools/#proteome) servers.
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The finished sequence of human chromosome 10 comprises a total of 131,666,441 base pairs. It represents 99.4% of the
euchromatic DNA and includes one megabase of heterochromatic sequence within the pericentromeric region of the short and long
arm of the chromosome. Sequence annotation revealed 1,357 genes, of which 816 are protein coding, and 430 are pseudogenes.
We observed widespread occurrence of overlapping coding genes (either strand) and identified 67 antisense transcripts. Our
analysis suggests that both inter- and intrachromosomal segmental duplications have impacted on the gene count on
chromosome 10. Multispecies comparative analysis indicated that we can readily annotate the protein-coding genes with current
resources. We estimate that over 95% of all coding exons were identified in this study. Assessment of single base changes between
the human chromosome 10 and chimpanzee sequence revealed nonsense mutations in only 21 coding genes with respect to the
human sequence.

We report here the final clone map and sequence assembly of human
chromosome 10. This metacentric chromosome accounts for 4.5%
of the genome and is best known for harbouring the PTEN tumour
suppressor gene and the RET proto-oncogene.

With the human genome sequence in hand, the task ahead is to
identify the different units of genetic information embedded in the
sequence and understand their function both at the molecular and
cellular level. In this study we address the former by reporting a
comprehensive annotation of manually inspected gene structures
and their correlation to sequence variation and other features of the
genomic sequence. The annotation process is assessed by compara-
tive analysis to the genome sequence of two rodents, Mus musculus
and Rattus norvegicus, and three fishes, Tetraodon nigroviridis, Fugu
rubripes and Danio rerio. Finally, we report our preliminary findings
on the distribution of single base differences along human chromo-
some 10 in comparison to the chimpanzee genome.

The clone map and finished sequence
A clone map spanning the euchromatic regions of the short (p) and
long (q) arm of human chromosome 10 was assembled by restric-
tion fingerprint and sequence-tagged site (STS) content analysis1.
We identified clones by screening approximately 85 genomic
equivalents of P1-derived artificial chromosome (PAC), bacterial

artificial chromosome (BAC), yeast artificial chromosome (YAC),
cosmid and fosmid libraries. The tiling path consists of 1,144
minimally overlapping clones (Supplementary Table S1) organized
into 12 contigs (Table 1). Contig-1340 spans the entire p arm and
harbours the boundary between euchromatin and heterochromatin
with the proximal 250 kilobases (kb) extending into pericentro-
meric satellite repeats. In a detailed study of this region two further
clones carrying satellite 3 sequences, contig-2069, were identified
and mapped by pulse field gel electrophoresis (PFGE) ,50 kb
proximal to contig-1340 (ref. 2). Similarly, contig-43 harbours the
q-arm boundary with the proximal 240 kb composed of satellite
repeats3. In addition, clone RP11-745D9, 94% of which consists of
a-satellite repeats, was arbitrarily placed proximal to contig-43 as it
was suggested to map to human chromosome 10 (E. Eichler,
personal communication). A 9.75-megabase (Mb) PFGE map
spanning the chromosome 10 centromere4 places the core a-satellite
block (D10Z1) ,0.2 Mb distal to contig-102 and 1 Mb proximal to
contig-43.

In contrast with the p arm, nine gaps remain in the clone map
of the q arm. Five of them are clustered within a ,4-Mb region
(Table 1 and Fig. 1 (rollfold); see also Supplementary Fig. S1 for a
detailed view). Our inability to walk across these five gaps was due
to the extensive segmental duplications in this region (Fig. 2);
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however, we obtained a size estimate by fluorescent in situ hybrid-
ization (FISH) of RP11-172C24 (AL512595) and RP11-13E1
(AC013284) on metaphase chromosomes. We sized the remaining
four gaps by FISH with clones immediately flanking each gap to
extended DNA fibres. No gap was estimated to be larger than 50 kb
in size. Altogether the euchromatic gaps account for no more than
840 kb (Table 1). Finally, we defined the location of both telomeres.
Clone RP11-631M1 (AL713922) ends ,20 kb away from the
telomeric repeats of the p arm based on the telomeric half-YAC
XX-YAC22O3 (http://www.wistar.upenn.edu/Riethman/). At the
end of the q arm (qtel), clone XX-YAC2136 (BX322534) contains
part of the telomeric repeat block.

Each clone of the tiling path was subjected to random subcloning
and sequencing at either the Genome Therapeutics Corporation
(GENE) or the Sanger Institute—the initial draft sequence of a few
clones was carried out by other centres that are credited in the
corresponding submissions to the EMBL/GenBank/DDBJ data-
bases. We finished clones according to the international finishing
standard (http://genome.wustl.edu/Overview/g16stand.php). Of
the 1,144 clones in the human chromosome 10 tiling path, 221
and 913 were finished at GENE and the Sanger Institute, respect-
ively, and three elsewhere (Supplementary Fig. S1). The remaining
seven clones show persistent deletion of internal fragments. In total,
we finished 131,666,441 base pairs (bp) in 18 sequence contigs;
euchromatic coverage is estimated at 99.4%. Sequence accuracy was
estimated as described in ref. 5 and found to exceed 99.99%. The
sequence assembly comprises all known chromosome 10 messenger
RNAs (RefSeq set) and STS markers from available radiation
hybrid6 and genetic maps7,8 (T. Furey, personal communication).
In addition, the integrity of the sequence map was independently
assessed at the University of California, Santa Cruz, by alignment of
fosmid and BAC paired end sequences (http://genome.cse.ucsc.edu/).
Table 1 lists the size of each sequence contig, with the largest one
spanning 44,693,577 bp.

The gene and protein index
The Sanger Institute has established a standardized annotation
pipeline (outlined at http://vega.sanger.ac.uk/) in which gene struc-
tures are drawn on the basis of human interpretation of the
combined supportive evidence generated during sequence analysis.
Annotation of the human chromosome 10 sequence resulted in a
total of 1,787 gene structures that we then classified, as described in
ref. 9, into: (1) 654 ‘known’ genes; (2) 162 ‘novel genes’; (3) 219
‘novel transcripts’; (4) 322 ‘putative genes’; and (5) 430 ‘pseudo-
genes’. Pseudogenes were further subdivided into processed (371)
and unprocessed (59).

Excluding the pseudogenes, human chromosome 10 is a chromo-
some with an average gene density (10.4 genes Mb21). The 1,357
genes span 66,309,730 bp in total (mean 51,335 bp per gene).
Therefore, 50.6% of the analysed sequence is transcribed, matching
the figure reported for chromosome 22 (51%), which is gene-rich,
but appearing elevated in comparison with chromosomes 6, 7, 14
and 20 (42.2%, 46.5%, 43.6% and 42.4%, respectively), which have
gene densities similar to chromosome 10. The latter suggests that
the human chromosome 10 genes have on average a larger genomic
span than those on chromosomes 6, 7, 14 and 20. Gene size along
human chromosome 10 varies enormously, with the two extremes
being CTNNA3 (1,776,209 bp) and CALML5 (859 bp). Exons
account for only 2.3% of the sequence and the mean exon size is
313 bp. The longest and shortest exons annotated in this study have
a length of 9,763 (SH3MD1) and 3 bp (CDH23), respectively.
CDH23 is also the gene with most exons (69) on this chromosome.
Table 2 summarizes the features of each gene class.

Alternative splicing is a major contributor to the complexity of
the human transcriptome. We annotated a total of 4,204 transcripts
for 1,357 gene structures (Table 2). No splice variants were anno-
tated on the basis of alternative polyadenylation sites. Approxi-
mately 73% of the protein-coding genes have more than one
transcript and 5.8 on average. For ADD3 we annotated 22 variants.
Note that the use of partial expressed sequences (for example,
expressed sequence tags (ESTs)) may result in the annotation of
more than one transcript per splice variant. Given this caveat, our
analysis suggests a significantly higher level of alternative splicing
compared with previous estimates10. Approximately 50% of the
3,456 transcripts (known and novel) do not seem to encode a
protein. Annotation of these transcripts is largely based on ESTs,
many of which may correspond to aberrant transcripts. Their
precise role is largely unknown but they may be part of the
machinery of transcriptional regulation (for example, via non-
sense-mediated decay). Nevertheless, there are 1,837 transcripts
with an open reading frame (ORF). Of the 342 genes with at least
two transcripts having a complete ORF (that is, possess both a 5 0

and a 3
0

untranslated region (UTR)), 312 encode at least two
distinct peptides.

Identification of transcription start sites and promoter regions
remains a challenge in the annotation process. First, we scanned the
human chromosome 10 unmasked sequence and predicted a total of

Figure 1 The sequence map of chromosome 10 and its features (see rollfold). The current

sequence assembly (v1.1) and that used in the analysis presented in this study (v1.0)

are available at http://www.sanger.ac.uk/HGP/Chr10. Tracks from top to bottom are:

(1) the scale bar (in Mb); (2) the sequence map of human chromosome 10 represented by

a black solid bar interrupted by clone and sequence gaps (grey); (3) syntenic blocks in the

mouse (top track) and the rat (bottom track) where blocks are colour-coded per

chromosome and labelled with the chromosome number and coordinates (Mb) (for

example, 2: 3.1–11.3 Mb; unordered sequence contigs are tagged as random);

(4) predicted CpG islands (brown); (5) regions of sequence homology to Fugu (blue),

zebrafish (dark blue) and Tetraodon (dark pink); and (6) protein-coding genes. Gene

names are in dark blue for the known and black for the novel CDS.

Table 1 Clone and sequence contigs on chromosome 10

Clone contig Sequence contig Size
(bp)

Gap size
estimate (bp)

.............................................................................................................................................................................

Telomere – – 20,000
1340 BX32259–BX276080 5,574,992 10,000

AL365356–BX255924 12,337,510 10,000
AL928729–AL133216 20,793,917 –

Gap – – 50,000
2069 AL133173–AL590623 286,100 –
Gap – – 50,000
Centromere – – 2,380,000
Gap – – 50,000
102 BX322613 191,752 –
Gap – – 50,000
43 AL031601–AC012044 3,830,268 –
Gap* – – ND*
4000 AL831769–BX649215 952,201 –
Gap* – – ND*
3003 AL450388–AL603965 263,307 –
Gap* – – ND*
101 AL954360 163,321 –
Gap* – – ND*
14 BX547991–AL731733 989,826 –
Gap* – – ND*
15 AL603966–AL731572 1,941,839 10,000

AL672187 211,435 10,000
AL589822–AL132656 30,068,948 –

Gap – – 10,000
16 AC068139–AL731667 44,693,577 10,000

AL606510–AL772134 2,696,534 –
Gap – – 50,000
17 BX470155–AL607044 4,615,046 –
Gap – – 10,000
2493 (includes telomere) BX294094–BX511297 246,123 10,000

AL732395–BX322534 1,809,745 –
.............................................................................................................................................................................

*Cumulative gap size estimate of 750,000 for all five of the indicated gaps together. ND, not
determined.
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Figure 2 Chromosome 10 inter- and intrasegmental duplications. a, Interchromosomal

duplications across chromosome 10 showing blocks of 10 kb or greater. Duplicated

regions are colour-coded per chromosome and indicated as lines (thickness is

proportional to physical distance). Each chromosome other than 10 is represented by an

open black rectangle with a black line representing the centromere.

b, 10q11:10q22:10q23.1:10q23.3 intrasegmental duplications. Top row, ideogram of

chromosome 10; second row, positions of members of the six main gene families outside

10q11 (colour-coded per gene class; arrows indicate transcription); third row,

intrachromosomal duplications across the whole chromosome showing blocks of 10 kb or

greater; bottom row, enlarged view of the 10q11 region. Yellow bars represent sequence

(bottom row for sequences submitted in reverse orientation) contigs between AL358394

and AL589794 (complete clone list in Supplementary Fig. S1). From left to right the

members (where parentheses indicate members only appearing in the enlarged section)

of each family are: GLUD family, GLUDP5, (GLUDP7, GLUDP8, GLUDP6, GLUDP2 ),

GLUDP3, GLUD1; CTSLL family, (CTSLL5, CTSLL7, CTSLL2, CTSLL3, CTSLL4 ), CTSLL6,

CTSLL1; ANXA family, (ANXA8L1, ANXA8L2, ANXA8 ), ANXA2P3, ANXA7, ANXA11;

CTGLF family, (CTGLF10P, CTGLF1, CTGLF13P, CTGLF7, CTGLF11P, CTGLF6,

CTGLF9P, CTGLF12P, CTGLF5, CTGLF4, CTGLF3 ), CTGLF2 ; BMS1L family, BMS1L,

(BMSILP1, BMSILP2, BMSILP6, BMSILP5, BMSILP7 ), BMSILP4, BMSILP3 ; FAM25

family, (FAM25E, FAM25B, FAM25HP, FAM25G, FAM25C, FAM25D ), FAM25A. ANXA7

and ANXA11 were included owing to their proximity to the 10q22 and 10q23.1 locus,

respectively. Seven CTGLF1 paralogues (Supplementary Table S3) were annotated as

novel genes for consistency but probably represent expressed pseudogenes.
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1,025 CpG islands (Fig. 1), which are known to be associated with
the 5 0 end of an estimated 60% of human genes11.We then used
Eponine12 to predict transcription start sites and FirstEF13 to predict
regions that encompass the promoter and 5 0 exon. In total, FirstEF
and Eponine predicted 1,801 (rank ¼ 1, score $0.8) and 2,800
features, respectively (Supplementary Fig. S1). Notably, 62% of
FirstEF and 96% of Eponine features directly overlapped CpG
islands, suggesting a heavy bias towards this feature in both
algorithms. The distribution of CpG islands, FirstEF and Eponine
hits was also assessed relative to the first exon of each of the 4,635
annotated transcripts using a window of 5,000 bp upstream and
1,000 bp downstream of the exon. Table 3 summarizes the results
obtained per gene class. For example, in the ‘known’ class, 1,544
(49.6%) and 1,124 (36.1%) transcripts had a FirstEF and Eponine
feature, respectively. Not surprisingly, 89.9% of FirstEF and 96.7%
of Eponine transcripts were also associated with a CpG island. Note
that Eponine predicts multiple transcription start sites per tran-
script (4.24 on average).

Regulation of gene expression by antisense transcription is a
recognized mechanism with examples reported in species ranging
from bacteria to mammals14–16. We observed widespread occurrence
of overlapping coding genes (either strand) in human chromosome
10 (101 pairs in total). In 38 cases one of the genes is fully contained
within an intron of the other, typically on the opposite strand (34).
For example, the second intron of the splice variant LIPA-004
encompasses four members of the IFIT gene cluster (Supplementary
Table S3 and Fig. S2) and appears to be transcribed from the same
bidirectional promoter as IFIT5 (IFIT cluster member). Interest-
ingly, the LIPA-001 and -002 variants do not overlap any IFIT gene,
whereas LIPA-003 and LIPA-005 both overlap with IFIT2 and IFIT4
(Supplementary Fig. S2). Mutations in LIPA can cause Wolman and
cholesteryl ester storage disease (Online Mendelian Inheritance in
Man (OMIM) 278000). Among partially overlapping pairs (oppo-
site strands), 34% involve the respective 5

0
exons, which is indicative

in each case of a bidirectional promoter. We also searched for non-
coding transcripts located on the opposite strand of coding genes.
There are 67 antisense transcripts overlapping 63 coding genes. The
two most common patterns observed were intragenic with partial
overlap of one exon, and partial overlap with the most 5 0 exon of the
coding gene. For ZNF32, we found two antisense transcripts
(ZNF32OS1 and ZNF32OS2).

Finally, we looked at the distribution of known protein domains

in both human chromosome 10 (this study) and the whole genome
(Ensembl v.17.33.1) proteome using InterProScan. At the gene level,
70.6% of the human chromosome 10 peptides have at least one
InterPro match with a Pfam domain and 32% are multidomain
(1.37 distinct InterPros on average). Supplementary Table S2 shows
the top 24 domains in chromosome 10 alongside their genome-
wide ranking, suggesting that this chromosome is enriched in
peptides with a lipase (IPR000734), aldo/keto reductase
(IPR001395) or alpha/beta hydrolase (IPR000073) domain.
BLASTP analysis (e-values ,10215) showed that all six genes
encoding the peptides carrying the IPR001395 domain are clustered
(AKR1C cluster) at position 4.8–5.3 Mb, whereas there are two
lipase clusters, LIP (90.0–91.0 Mb; six members) and PNLIP
(117.9–118.1 Mb; four members). In total, we found 42 gene
clusters along human chromosome 10 (Supplementary Table S3).

Genomic landscape
The average GþC and repeat content of human chromosome 10
are 41.58% and 43.66%, respectively. The distribution of the main
classes of repeats (Supplementary Table S4), the GþC and CpG
density plots all seem to follow the known genome-wide trends.
For example, the GþC content fluctuates along the chromosome,
peaks at the qtel and is positively correlated to gene density
(Supplementary Fig. S1). Large genes tend to be located adjacent
to or within gene-poor regions, for example PRKG1 and PCDH15
(interval 52.0–59.0 Mb), whereas regions of high gene density seem
enriched in short interspersed elements (SINEs).

Segmental duplications are an important feature of the genomic
landscape, being an integral part of the evolutionary machinery.
Figure 2a illustrates the interchromosomal duplications along
human chromosome 10 (see also ref. 17 and http://humanparalo-
gy.cwru.edu/SDD). Figure 2b shows the extensive segmental dupli-
cations within a 5 Mb region at 10q11 with sequences further
dispersed at 10q22, 10q23.1 and 10q23.2. Using the draft genome
sequence Crosier and colleagues18 reported that 10q11 has been
subject to multiple rounds of local duplications in at least the last
30–40 million years (Myr); they also showed that a 10q11:10q23
paracentric inversion occurred after the divergence of orang-utan
from other great apes and hypothesized that the 10q22 locus
resulted from chromosome-specific duplicative transposition.
Bryce and colleagues19 characterized three cathepsin-L-like para-
logues, which are expressed pseudogenes, and reported FISH signals

Table 2 Structural characteristics of annotated gene structures on chromosome 10

Gene structure
class

Number of
genes

Total transcribed
length (bp)

Mean gene
length (bp)

Mean exon
length (bp)

Mean transcripts
per gene

Mean exons
per gene

...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

Known genes 654 56,312,218 86,870 316 4.76 11.02
Novel CDS 162 3,615,155 22,435 344 2.12 4.96
Total protein coding 816 59,482,121 74,078 320 4.24 9.81
Novel transcript 219 6,123,588 29,166 272 1.77 4.06
Putative genes 322 2,798,239 8,780 287 1.12 2.15
Processed pseudogenes 371 328,131 887 638 1.00 1.19
Unprocessed 59 982,662 16,655 176 1.00 6.95
Total structures 1,787 67,353,917 39,717 322 2.59 5.84
...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

Note that transcribed length is not additive because some genes overlap. CDS, coding sequence.

Table 3 Correlation of CpG island, FirstEF and Eponine features with annotated transcripts

Gene class All Transcripts FirstEF transcripts Eponine transcripts

Complete Incomplete Complete Incomplete Complete Incomplete
...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

Known 1,490 (580) 1,623 (1,018) 593 (531) 951 (877) 421 (412) 703 (682)
Novel CDS 130 (57) 213 (75) 45 (43) 62 (57) 38 (38) 43 (41)
Novel transcript 388 (119) 0 (0) 120 (105) 0 (0) 83 (79) 0 (0)
Processed pseudogene 371 (32) 0 (0) 29 (22) 0 (0) 21 (19) 0 (0)
Unprocessed pseudogene 59 (11) 1 (2) 14 (10) 1 (1) 9 (8) 0 (0)
Putative 360 (74) 0 (0) 87 (64) 0 (0) 57 (50) 0 (0)
...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

Values in parentheses are for transcripts associated with a CpG island.
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at 10q11, 10q22 and 10q23, a pattern previously seen with the
GLUD paralogues20 (Fig. 2b). The duplication of the CTSL locus
between chromosomes 9 and 10 was estimated to have occurred
some 40 Myr ago19. We identified four and three additional CTSLL
and GLUD pseudogenes, respectively (Fig. 2b), consistent with the
local duplication events involving BMS1L (known as KIAA0187)18

and CTGLF1 (this study). In total, we annotated 7 BMS1L and 11
CTGLF1 paralogues (Fig. 2b; functional genes in dark blue). Retro-
position of a truncated KIAA1099 (CENTG2; chromosome 2)
mRNA gave rise to a processed pseudogene on chromosome 10
(ref. 18). However, this pseudogene forms the 3

0
exon of CTGLF1,

suggesting that this gene resulted from a fusion between an ancestral
gene and the CENTG2 pseudogene, and the retroposition event
predated all segmental duplications. Note that there is also evidence
of transcripts combining exons of CTGLF1 and BMS1L paralogues.
Interestingly, we predicted a novel gene, FAM25A (based on mouse
complementary DNA AK008614 and without similarity to any
known protein), with seven human chromosome 10 paralogues
(Fig. 2b) that follow the pattern of GLUD, BMS1L, CTGLF and
CTSLL. In addition to these five types of low copy repeats, the
segmental duplications in 10q11:10q22:10q23 seem to have
impacted on the number of genes on this chromosome. Notably,
31% of all the functionally related gene clusters are located within
10q11 and 10q23 (Supplementary Fig. S1 and Table S3).

The average recombination rate across the chromosome is
1.32 cM Mb21 (Fig. 3, sex average). Note that ref. 7 used the draft
human chromosome 10 sequence (inflated by ,8%) and thus
obtained a lower figure (1.21 cM Mb21). The rate of male recombi-
nation is higher than the female rate near the telomeres, whereas
between D10S211 and D10S575 the female rate is higher (Fig. 3).
This comparison also indicates the presence of two female-specific
recombination hotspots (Fig. 3, arrows). As expected, pericentro-
meric regions display a low rate of recombination, more than
twofold below the chromosome average. In particular, the region
between D10S1247 and D10S1783 has a rate of 0.3 cM Mb21 and
contains the only human chromosome 10 recombination ‘desert’21.
The region of extensive segmental duplications at 10q11 shows a low

rate of recombination (0.72 cM Mb21). Thus, meiotic recombina-
tion is unlikely to have been the driving force in generating these
duplications. Our analysis confirmed the recombination ‘jungle’
between D10S1782–D10S1651, which we extended to D10S212
(3.4 cM Mb21); we refuted the one between D10S189 and
D10S1728 (2.3 cM Mb21), and identified a new one between
D10S1154 and D10S552 (4.55 cM Mb21).

Comparative sequence analysis
Many of the functional units in present-day vertebrate genomes
have been conserved through evolution. Coding regions are highly
conserved across all vertebrates, whereas non-coding regions are
conserved among more closely related species. The genome
sequences of three fishes (Tetraodon, Fugu and zebrafish) and two
rodents (mouse and rat) were publicly available at the time of
analysis. We compared the sequence of human chromosome 10 to
each of the above species and searched for conserved regions with
coding potential—distinguishing functional non-coding elements
above background sequence conservation requires the use of
additional genomes22. We then correlated the obtained hits in
each species with the annotated genes. As expected, each of the
fish genomes showed higher specificity (.0.82; that is, 82% of
sequences conserved in fish overlapped human annotated exons)
than the rodents (.0.29), whereas the highest specificity was
obtained using all genomes together (0.96). Sensitivity was higher
using a rodent genome (0.7; that is, 70% of all annotated exons had
matches in rodent) than a fish genome (0.4).

Of the 1,787 gene structures (16,765 exons), 84% (78% of exons)
had at least one exon supported by a conserved region in one of the
other genomes and 52% (32% of exons) in all genomes. Note that
the figures given for exons are underestimated owing to lower
sequence conservation in the untranslated regions. Protein-coding
genes are highly conserved (98.5%; 85% of exons). In contrast, 61%
(29% of exons) and 45% (27% of exons) of novel transcripts and
putative genes, respectively, have at least one match. Furthermore,
only 21% of novel transcripts and 8% of putative genes show
conservation with a fish (91% for protein-coding genes). Typically,
novel transcripts were annotated on the basis of solid experimental
evidence (that is, human mRNA) and may represent either genes
that have evolved more rapidly or non-coding RNAs.

On the basis of specificity, regions conserved in all six species can
serve as a measure of completeness of the gene annotation process
that occurred independently of the comparative analysis. We found
5,604 such evolutionarily conserved regions (ECRs) of which 5,292
mapped inside annotated exons (including pseudogenes). Of the
remaining 312 ECRs, 142 were intergenic and 170 intragenic. On
inspection, we found 79 of these ECRs with supportive evidence to
annotate a missed exon, most of which were part of a pseudogene
(79%). The remaining 233 ECRs provide the basis to estimate that
we have annotated at least 95.8% of all conserved coding exons on
human chromosome 10. This is a conservative estimate as 131 of
these ECRs are located in introns and may represent conserved non-
exonic sequences. Interestingly, 54 (41%) of them are associated
with just four genes: C10orf11 (26; also known as CDA017), EBF3
(20), TCF7L2 (5) and PAX2 (3). All but C10orf11 (unknown
function) are transcription factors. Figure 4 shows a MultiPip-
Maker23 alignment of the orthologous EBF3 loci and the relative
position of ECRs in the human gene. Note that sequence identity is
often higher in ECRs than in exons.

Sequence variation
During the human chromosome 10 project we discovered 35,882
single nucleotide polymorphisms (SNPs) by sequence alignment in
regions of clone overlaps. In total, we mapped 143,364 SNPs
(dbSNP release 115) to the chromosome 10 sequence. Supplemen-
tary Fig. S1 shows the density plots for randomly discovered24 and
all SNPs across the chromosome.

Figure 3 Alignment of the deCODE genetic map of chromosome 10 to the physical map

from the telomeric end of the short arm to the telomeric end of the long arm. The position

of each genetic marker on the female, male and sex-averaged genetic map is

indicated. Female-specific recombination hotspots are indicated by thick arrows (left,

D10S1732–D10S208; right, D10S599–D10S676). The location of markers flanking

recombination deserts (blue arrows) and jungles (black arrows) is shown. The asterisk

indicates the location of the refuted jungle (D10S189–D10S1728).
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There are 5,864 (4.1%) exonic and 65,973 (46%) intronic SNPs.
Of the 1,821 SNPs in coding exons 984 are non-synonymous.
MSMB has the most polymorphic coding region with 43 SNPs kb21;
it encodes a protein with inhibin-like activity and its expression is
decreased in prostate cancer25.

We also considered 729,553 human–chimpanzee single base
differences (SBDs) remapped on the current assembly of human
chromosome 10. These were high-confidence sequence differences
originally identified by aligning 14 million shotgun reads of the
chimpanzee genome, generated jointly by the Whitehead Institute
and Washington University Genome Centers, to the human genome
sequence assembly (NCBI build 31). We first removed all human–
chimpanzee SBDs that co-localized with known human SNPs.
Supplementary Fig. S1 shows the density plot of the remaining
703,338 SBDs. Of those, 55.3% are intergenic, 42.9% intronic and
1.8% exonic. The highest density of human–chimpanzee SBDs,
fourfold greater than the average level, was observed in a 200-kb
gene-poor region at 19.43–19.63 Mb. We then examined the 12,710
human–chimpanzee SBDs that lie in exons of the 816 human coding
genes. Of those, 3,972 were in coding regions and can be subdivided
further into 2,273 synonymous, 1,678 non-synonymous and 21
nonsense with respect to the human sequence. For each gene we
calculated the rate of evolution of non-synonymous (Ka) and
synonymous (K s) changes, and the ratio Ka/K s, which provides a
measure of evolutionary selection. Supplementary Table S5 lists the
1,413 transcripts with at least one coding human–chimpanzee SBD
sorted on the Ka/K s value. There are only 29 transcripts (21 genes)
that have a Ka/K s value $1, whereas there are 484 without non-
synonymous SBDs. Note that several caveats apply in this type of
analysis owing to the incomplete nature of both the chimpanzee
data and the list of human SNPs; we used the number of intronic
human–chimpanzee SBDs per base in comparison to the chromo-
some average of 0.005 as a possible estimate of coverage. The gene
with most non-synonymous human–chimpanzee SBDs is MKI67,
an antigen identified by monoclonal antibody Ki-67, which appears
to be fast evolving in humans (Ka/K s ¼ 1.038507; SNP data). The
expression pattern of MKI67 in gastric and other cancers is under
investigation as this gene is expressed in proliferating cells. Inter-
estingly, a nonsense human–chimpanzee SBD is present in both of
its coding transcripts. Among the 21 genes with nonsense human-
chimpanzee SBDs notable examples are the serotonin receptor
HTR7 (the neurotransmitter serotonin is thought to be involved

in cognition and behaviour), PSAP (prosaposin; involved in variant
Gaucher’s disease and metachromatic leukodystrophy) and the
developmental gene NODAL.

Medical implications
At the time of writing there were 85 disease loci reported on
human chromosome 10 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/), a
47% increase since 1999 (ref. 26). Several of these loci account for
multiple disease phenotypes caused by mutations in the same gene;
notable examples are FGFR2 (OMIM 176943), PTEN (OMIM
601728) and the proto-oncogene RET (OMIM 164761). Since
PTEN was first shown to be mutated in brain, breast and prostate
cancers27, there has been an explosion of reported mutations (110
germline and 332 somatic mutations)28 and disease phenotypes29.
Human chromosome 10 harbours several other genes involved in
tumorigenesis; for example, deregulation of TLX1, NFKB2 or BMI1
caused by chromosomal translocations or amplifications has been
detected in lymphatic neoplasms. Mapping of allelic imbalances and
functional studies suggest the presence of additional tumour-
related genes. The finished and annotated sequence is key in the
process of cloning these and other hitherto unidentified disease-
associated genes.

The prompt release of both the clone and sequence map resources
throughout the project has accelerated the cloning of many disease-
causing genes. To this end we recently showed as part of the
European ADLTE consortium that mutations in the LGI1 gene
cause autosomal dominant lateral temporal epilepsy30. Notably, we
found that the FRA10A folate-sensitive fragile site is located close to
LGI1 and its expression is associated with the expansion of a
polymorphic CGG repeat located at the 5

0
UTR of FRA10AC1, a

gene encoding a novel nuclear protein31. There are seven fragile sites
mapping to human chromosome 10 (ref. 32).

The challenge ahead is to unravel the molecular basis of common
disease. An increasing number of susceptibility loci for complex
diseases is being mapped to human chromosome 10, including
metabolic diseases such as type I diabetes (IDDM10 and IDDM17),
psychiatric disorders such as schizophrenia, or neurodegenerative
illnesses such as Alzheimer’s disease26,32. In a case control study of
morbidly obese and healthy individuals Boutin and colleagues33

identified a SNP in the GAD2 gene that increases the risk for obesity
as well as a protective haplotype. Studies so far have mainly focused
on candidate genes. The construction of a comprehensive haplotype

Figure 4 Multispecies alignment of orthologous EBF3 loci. The human early B-cell factor

3 (EBF3 ) gene is represented by the arrow at the top. Alignments are displayed using

MultiPipMaker23. In the top panel, the first track shows the location of the ECRs (blue lines)

across the human locus, whereas the following four tracks show regions conserved in

mouse, rat, Fugu and zebrafish, respectively (green, aligned regions; orange, aligned

regions with at least 70% nucleotide identity and no gap over 100 bp). The bottom panel

shows a detailed view of the three regions with the highest number of ECRs. Vertical

black and grey numbered boxes represent coding and UTR exons, respectively. The scale

at the right indicates the percentage of sequence identity. Physical distance is given in

kilobases (kb).
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map of the human genome is well underway34, making it possible to
undertake a systematic approach to scanning the genome for
associations to disease-related and other phenotypes. A

Methods
The mapping and sequencing methods used in the assembly of the bacterial clone and
sequence map of chromosome 10, respectively, as well as the tools of the gene annotation
pipeline are described in refs 1 and 35 (see ref. 36 for detailed protocols). Manual
annotation of gene structures followed the guidelines agreed in the human annotation
workshop (HAWK; http://www.sanger.ac.uk/HGP/havana/hawk.shtml), whereas gene
symbols were approved where possible by the HUGO Gene Nomenclature Committee37.
Protein translations were analysed with InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/interpro/
scan.html), which was run via the Ensembl protein annotation pipeline, to obtain Pfam,
Prosite, Prints and Profiles domain matches.

Alignments for inter- and intrachromosomal duplications were performed with
WU-BLASTN (http://blast.wustl.edu) using the current sequence assembly of
chromosome 10 and the NCBI34 build for the rest of the genome. All sequences were
repeat masked with RepeatMasker (http://repeatmasker.genome.washington.edu) and
low-quality alignments (e-value .10230, sequence identity ,90%, length ,80 bp) were
discarded. For intrachromosomal duplications, self matches were discarded. For
interchromosomal duplications, the sequence was split into 400-kb segments. Adjacent
matches in the same orientation were joined together as described by ref. 38. Only blocks
of 10 kb or greater were retained.

The following sequence assemblies were used for comparative analysis: M. musculus
NCBI build 30 (Mouse Genome Sequencing Consortium; http://www.ensembl.org/
Mus_musculus/resources.html); R. norvegicus version 2.0 (Rat Genome Sequencing
Consortium; http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/rat); D. rerio Assembly version 1
(Sanger Institute; http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio); F. rubripes version 2
(International Fugu Genome Consortium; http://www.fugu-sg.org/project/info.html);
and T. nigroviridis version 6 (Genoscope and Whitehead Institute for Genome Research;
http://www.genoscope.cns.fr/externe/tetraodon/Ressource.html). The repeat-masked
sequence of chromosome 10 was aligned to the mouse and rat genome sequences using
BLASTZ39 and the resulting matches were post-processed by axtBest and subsetAxt
(W. J. Kent; http://www.soe.ucsc.edu/,kent/src) as described elsewhere35. Alignment of
the three fish genome sequences to chromosome 10 was performed with WU-TBLASTX
using the scoring matrix, parameters and filtering strategy applied by Exofish40.
Overlapping alignments to different sequences were merged to produce contiguous
regions of sequence conservation, analogous to the ECRs or ‘Ecores’, reported by Exofish.

SNPs in sequence overlaps were identified using a modification of the SSAHA
software41. The chromosome 10 SNPs (dbSNP release 115) were mapped to the
sequence assembly of this chromosome (this study) first with SSAHA and then Cross-
Match. Of the approximately 14 million chimpanzee reads (http://www.genome.gov/
11008056) mapped onto the human sequence assembly (NCBI build 31), those mapping
to chromosome 10 were remapped to our sequence assembly and used to identify human–
chimpanzee SBDs.
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We constructed maps for eight chromosomes (1, 6, 9, 10, 13, 20, X
and (previously) 22), representing one-third of the genome, by
building landmark maps, isolating bacterial clones and assembling
contigs. By this approach, we could establish the long-range
organization of the maps early in the project, and all contig
extension, gap closure and problem-solving was simplified by
containment within local regions. The maps currently represent
more than 94% of the euchromatic (gene-containing) regions of
these chromosomes in 176 contigs, and contain 96% of the
chromosome-specific markers in the human gene map. By mea-
suring the remaining gaps, we can assess chromosome length and
coverage in sequenced clones.

The task of sequencing the 3,200 megabase (Mb) human genome

can be subdivided into individual chromosome projects ranging in
size from 263 Mb (chromosome 1)1 to about 35 Mb (chromosomes
21q and 22q)2,3. Our strategy, in common with other groups4–6, was
to map selected chromosomes individually, and then to combine
the results with those of whole-genome mapping studies into a
single map of the human genome7. Chromosome maps were
constructed as follows (see Supplementary Information). First, we
constructed a landmark map for each chromosome. Second, we
identified bacterial clones (bacterial- or P1-derived artificial chro-
mosomes (BACs or PACs)) from genomic libraries using the
chromosome-specific landmarks, and assembled them into contigs
on the basis of shared restriction enzyme fingerprints and landmark
content. Third, contigs were extended and joined by chromosome
walking. Walking was carried out using BAC end sequences gener-
ated in house from clones selected at the ends of contigs, or from the
publicly available resources; joins were also made by identification
of overlaps using genomic sequence data.

Clones that were representative of each contig were selected
regularly for inclusion in the ‘tiling path’ (a set of minimally
overlapping clones) for genomic sequencing8. Clones from the
tiling path of each chromosome were deposited in the ‘HumanMap’
database at the Genome Sequencing Centre7 (http://genome.wustl.
edu/gsc/human/mapping/), for integration with the data obtained
by whole-genome fingerprinting. New clones were identified from
this integrated dataset to assist the extension and closure of the
chromosome maps (Table 1). A detailed description of tiling paths
and the underlying clone contigs is available as Supplementary
Information and will continue to be updated at www.sanger.ac.uk;
all clones are publicly available.

A key question is the extent of coverage of each chromosome in
the map. We analysed the coverage of the euchromatic regions on
the basis of the assumptions given below and the approximate
estimates that were available for chromosome length. Heterochro-
matic regions, which are estimated to comprise 3–15% of each
chromosome (Table 1), are absent from the contigs analysed here.
On the basis of the fingerprint bands in the maps (converted to Mb
as described in Supplementary Information), 176 contigs represent
927 Mb, or 94% of the estimated total of 981 Mb euchromatin. Half
of this (485 Mb) is in fifteen contigs of 22–62 Mb, that illustrates the
extent of continuity obtained. We also analysed the representation
of human gene markers in the map. The clone map contained 96%
of the unique markers that were previously mapped to these
chromosomes in GeneMap99 (ref. 9), and 90% were present in
the genome sequence. As expected, this figure is higher for individ-
ual chromosomes 20 (99%) and 22q (98%), which are nearly or
completely finished (Table 1).

Independent corroboration of the coverage of each chromosome
required identification of the boundaries between euchromatic
sequence and the centromeric, telomeric, and other heterochro-
matic repeat sequences, as well as measurement of the remaining
gaps in the map. We have measured 52 of the 57 remaining gaps in
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Table 1 Status of chromosome maps

Estimated length Physical map Gene map

Total Euchromatin Contigs Euchromatin
covered

Markers analysed Markers in contigs Markers in
sequence

Chromosome (Mb) (Mb) (n) (Mb) (%) (n) (%) (%)

1 263 238 78 226 95 4,769 94 87
6 183 178 13 170 96 2,942 96 92
9 145 123 21 113 92 1,771 98 90
10 144 139 14 124 89 2,022 99 91
13 114 98 7 102 105 1,028 98 90
20 72 67 6 61 91 1,159 99 99
22(q12–tel) 25.5 25.5 8 24.8 97 777 98 98
X(p21–q27) 115 112 29 106 94 925 93 88

Total 1,062 981 176 927 94 15,393 96 90
...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................
See methods in Supplementary Information for details.
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the maps of chromosomes 6, 9, 10, 13 and 20 by fluorescent in situ
hybridization (FISH), in addition to the gaps previously measured
on chromosome 22. Clones immediately flanking each gap were
hybridized to extended DNA fibres, interphase nuclei or metaphase
chromosome spreads.

An example of this analysis is given for chromosome 10 (Fig. 1).
Fourteen contigs account for 124.4 Mb of DNA. They contain
pericentromeric satellite sequences, and also a subtelomeric
sequence on the short arm which is ,0.1 Mb from the
telomere; the most distal clone on the long arm is ,0.15 Mb from
the telomere10. From FISH analysis, the total extent of euchromatic
gaps is # 4.2 Mb. From these measurements, the estimated coverage
of euchromatin in the map can be revised from 89% (based on
Morton’s previous estimate; Table 1) to 96.7% (124.4 of 128.6 Mb).
A 9.75-Mb restriction map that spans the centromere has been
constructed for chromosome 10 (ref. 11). By anchoring this to the
clone maps on both chromosome arms, we estimate that the size of
the gap across the centromeric region is around 4.5 Mb. This
analysis provides a new estimate of 133 Mb for the total length of
the chromosome (Fig. 1), compared with the previous value of
144 Mb. In a similar analysis of chromosome 13, seven contigs span
102 Mb and the remaining gaps in the euchromatic region total a
maximum of 5 Mb. This leads to a new, increased estimate of the size
of the euchromatic region of 107 Mb, and the current coverage in
the map is 95%.

Our strategy may form the basis for finishing the map and
sequence of every human chromosome. Accurate measurement of
all gap sizes assists our continued efforts to bridge the remaining
gaps in clones, using other cloning systems (for example yeast
artificial chromosomes (YACs), plasmids and bacteriophage

lambda), and characterization of the centromeric satellites and
the remaining heterochromatic regions, including the short arms
of the acrocentric chromosomes (13, 14, 15, 21 and 22), will enable
us to determine the true physical extent of DNA in the human
genome. M
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Figure 1 Physical map of chromosome 10. Clone contigs cover 124.4 Mb, euchromatic
gaps cover 4.2 Mb, and the gap across centromeric satellites is 4.5 Mb11. The separation
between contigs 43 and 16 was determined as ,4 Mb on the basis of FISH of metaphase
chromosome spreads, from which the sum of contigs 3000–3003 (1.6 Mb) was
subtracted for a net gap coverage of 2.4 Mb in this region of 10q11.
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The non-recombining region of the human Y chromosome (NRY),
which comprises 95% of the chromosome, does not undergo
sexual recombination and is present only in males. An under-
standing of its biological functions has begun to emerge from
DNA studies of individuals with partial Y chromosomes, coupled
with molecular characterization of genes implicated in gonadal
sex reversal, Turner syndrome, graft rejection and spermatogenic
failure1,2. But mapping strategies applied successfully elsewhere in
the genome have faltered in the NRY, where there is no meiotic
recombination map and intrachromosomal repetitive sequences
are abundant3. Here we report a high-resolution physical map of
the euchromatic, centromeric and heterochromatic regions of the
NRYand its construction by unusual methods, including genomic
clone subtraction4 and dissection of sequence family variants5. Of
the map’s 758 DNA markers, 136 have multiple locations in the
NRY, reflecting its unusually repetitive sequence composition.
The markers anchor 1,038 bacterial artificial chromosome clones,
199 of which form a tiling path for sequencing.
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Autosomal dominant lateral temporal epilepsy (EPT; OMIM 600512) is a form of epilepsy characterized by
partial seizures, usually preceded by auditory signs. The gene for this disorder has been mapped by linkage
studies to chromosomal region 10q24. Here we show that mutations in the LGI1 gene segregate with EPT in
two families affected by this disorder. Both mutations introduce premature stop codons and thus prevent the
production of the full-length protein from the affected allele. By immunohistochemical studies, we
demonstrate that the LGI1 protein, which contains several leucine-rich repeats, is expressed ubiquitously
in the neuronal cell compartment of the brain. Moreover, we provide evidence for genetic heterogeneity
within this disorder, since several other families with a phenotype consistent with this type of epilepsy lack
mutations in the LGI1 gene.

INTRODUCTION

Autosomal dominant lateral temporal epilepsy (EPT) refers to
an epileptic syndrome characterized by focal seizures located in
the lateral area of the temporal lobe, and is also termed lateral
temporal epilepsy with acoustic aura or autosomal dominant
partial epilepsy with auditory features. Ottman and colleagues

(1) provided the first description of this disorder. Clinically, this
epileptic syndrome is characterized, in part, by auditory
hallucinations, although the extent of patients experiencing
these varies amongst the reported pedigrees (1,2). Other sensory
symptoms are also present, such as visual hallucinations. The
onset of the disease is quite variable even within pedigrees,
although it usually affects young individuals. Seizures are
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scarce, usually occur during sleep periods and are well
controlled with standard anti-epileptic treatments.

In 1995, a kindred with this type of focal epilepsy was linked
to a 10 cM interval on 10q23–q24 (1), this linkage was later
confirmed, in 1999, by our group in a second large pedigree
(2), further refining the linked area to a 3 cM interval between
markers D10S185 and D10S577. In this paper, we report the
identification of mutations in a gene, LGI1, that segregate with
the disease in two different pedigrees affected by EPT. In light
of the proposed relationship between this gene and EPT, we
propose a new, more descriptive, name for this gene: LGI1/
Epitempin (approved by the HUGO Nomenclature Committee;
symbol LGI1).

RESULTS

After further defining the region linked with EPT to a 3 cM
interval, our group undertook both a positional cloning strategy

and a candidate gene approach to identify the gene responsible
of this form of focal epilepsy (3,4). Our candidate gene strategy
took into account, in addition to the known or inferred function
of a gene, the expression pattern of the genes mapped to this
region. Thus we were interested in genes expressed (exclusively
or not) in the brain and, within the central nervous system, at
least in the lateral part of the temporal lobe. One of these genes
selected for screening was LGI1, described previously by
Chernova and colleagues (5).

Mutation screening of LGI1

In silico analysis of public databases showed that LGI1 consists
of 8 coding exons that were analyzed by direct sequencing of
PCR products. In family ADLTE01, we found a 1 bp deletion
in position 758 in exon 7 (c758delC, numbering from the start
codon). This deletion changes the reading frame after its
occurrence and introduces a new mutant-specific sequence of

Figure 1. Mutations found in LGI1. (A) 758delC in family ADLTE01. Electropherograms from healthy (top) and affected (bottom, in both senses) individuals
showing the deletion. The normal and mutated sequences are shown below the electropherograms. (B) Segregation analysis of 758delC with the disease within
ADLTE01; only a nuclear family of the pedigree is shown. An RFLP assay was developed and applied to the complete pedigree. Mutant alleles are detected by the
destruction of the DdeI site that remains intact in wild-type alleles (see the Materials and Methods section). (C) C1320T transition in family ADLTE03. Electro-
pherograms from healthy (top) and an affected (bottom) individuals from family ADLTE03 and segregation analysis of the disease with an RFLP created by the
presence of the mutation in the family (the complete pedigree tree is shown; see the Materials and Methods section for further details).
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31 amino acids before the first in-frame stop codon is found.
The change in the reading frame of the protein occurs at
positions 862–927 of the cDNA, counting from the first codon.
If translated, the mutated allele would produce a soluble protein
of 283 amino acids instead of the 557 amino acids in the
normal allele. This change segregated with the disease in all
affected and obligate carriers of this family, whereas it was
absent in 120 chromosomes from a healthy population with the
same ethnic background (Fig. 1A, B). A second mutation was
identified in family ADLTE03: a C!T transition found in
position 1320 in exon 8. This change introduced a premature
stop codon deleting the last 80 amino acids of the protein. In
this nuclear family, the change also segregated with the disease
and was not found in a population of similar ethnic background
(Fig. 1C), strongly supporting LGI1 as the gene causing the
disease. We did not find evidence suggesting the existence of
other mutations in the remaining families analyzed (see the
Materials and Methods section for a description of the families
collected).

Alternative splicing of LGI1

As previously reported, LGI1 is mainly expressed in brain
tissue, with no particular differences amongst different areas
within the central nervous system (5). In contrast with
Chernova and co-workers (5), we observed three different
species by northern blot (Fig. 2A): the main form of about
2.4 kb and two additional species – one of 1.6 kb and an
additional band at about 3.2 kb. By PCR amplification from a
cDNA library, we cloned the two major species and
characterized them as alternatively spliced isoforms of the
gene arising from the usage of a splicing site located within
exon 8 (Fig. 2B; GenBank accession no. AF473548). This
splicing event seems to be highly regulated, since the relative
intensity of the two mRNA species in the northern (5) (Fig. 2A)
is different in brain and in skeletal muscle. The spliced protein
is 292 amino acids long, and the usage of the alternative
splicing site changes the reading frame of the C-terminal part
of the protein, modifying the last 12 amino acids prior to the

Figure 2. Alternative splicing of LGI1. (A) Northern blot of several tissues using IMAGE clone 178022. A strong signal is only observed in brain tissue, whereas a
much weaker labeling of skeletal muscle can also be observed. (B) Alternative usage of a splicing site within exon 8. Capital letters represent exonic sequences,
lower-case letters denote intronic sequences. Gray letters indicate the spliced-out portion of exon 8. (C) A graphical representation of LGI1 and the effect of muta-
tions in the translated protein. P01C258 and P03C262 indicate the epitopes of the polyclonal antibodies raised in rabbit (see the Materials and Methods section for
further details).
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Figure 3. Domain structure of LGI1 and KIAA1916. (A) Schematic representation of the domain structures of LGI1 and KIAA1916, showing the similarities in
domain composition and organisation. Black boxes, signal peptide; Gray circles, N-terminal and C-terminal Cys-rich domains; light gray squares, LRR domains;
white boxes, internal repeats 1 and 2. (B) Alignment of the two internal repeats found in LGI1, with their homologous counterparts in KIAA1916.

Figure 4. Expression of Lgi1 in adult mouse brain. Antibodies P01C258, which recognizes both the full-length and the spliced isoforms, and P03C262, which only
recognizes the full-length isoform, were used to stain coronal sections of adult mouse brain (for further details, see the Materials and Methods section). (A) Coronal
image of half brain showing staining with P01C258 in all areas. (B) A representative image of cortical staining (inset in A) with P01C258 in the cortex of adult
mouse brain. All cortical layers show staining of neuronal bodies. (C) Close-up images of representative sections from hippocampus stained with antibodies
P01C258 (top panel) and P03C262 (bottom panel). Note that only a few interneurons are labeled in the molecular layer. The same images were obtained for
the equivalent antibodies raised in different animals against the same epitopes (see the Materials and Methods section). Scale bars indicate magnification.
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first stop codon in frame. The nature of the largest band
remains to be elucidated, although it might be due to the usage
of alternative transcription or a polyadenylation signal.

Domain architecture of LGI1

In order to provide further insight into the putative function of
LGI1, we performed an analysis of the primary structure of the
protein using the SMARTweb-tool. In addition to the described
signal peptide and the three leucine-rich repeats and flanking
cysteine-rich domains (5), within the SMART web-tool,
PROSPERO identified two copies of an internal repeated
sequence of 136 and 130 amino acids at positions 226–361 and
420–549 respectively. Interestingly, the first of these repeats
includes the region previously identified as encoding a
transmembrane domain (5). To ascertain whether this repeated
sequence was an exclusive feature of LGI1 or whether it was
also found in other human proteins as well, we performed a
similarity search using the Advanced BLAST2 Search Service
(see the Materials and Methods section) and identified a
putative paralogue of LGI1 encoded by KIAA1916 (GenBank
accession no. AB067503) mapped to chromosome 4p15.1
(Fig. 3). In silico analysis of the currently available human
genomic and EST sequences (Golden Path website, http://
genome.ucsc.edu) suggested that the KIAA1916 gene is
organized in 8 exons and that the corresponding putative
polypeptide is 545 amino acids long. It has a similar size to
LGI1, and shares significant similarity in domain architecture,
exhibiting an identity of 57% and a similarity of 73% extended
throughout the polypeptide molecule (Fig. 3).

Expression of LGI1

LGI1 cDNA was initially cloned based on its rearrangements in
malignant brain tumors (5). In order to obtain further insight on
the physiology of the gene product, we raised antibodies
against regions of LGI1 conserved between human and
mouse (6).

Immunohistochemistry performed on adult mouse brain
sections showed Lgi1 to be widely expressed throughout the
adult brain, mainly in neuronal cells, with little expression in
glial cells (Fig. 4A). In this respect, there is an apparent higher
level of expression of Lgi1 in several areas of the brain, such as
the hippocampus and the piriform cortex, although this is likely
caused by the higher density of cell bodies located in those
areas in contrast with the neocortex. Apparently, not all neurons
are labeled; projection neurons are readily stained by both
antibodies, whereas interneurons are infrequent (Fig. 4C). On
the other hand, little labeling of glial cells can be observed
throughout the brain – only in the white matter and other regions
poor in neurons can a few cells be observed. Antibodies
directed against the N-terminal part of LGI1 and against the
C-terminal end of LGI1 yielded the same pattern of staining. In
addition, polyclonal antibodies raised against the same antigens
in different rabbits yielded comparable results (data not
shown).

In mouse brain sections, in addition to cell bodies, we also
observed punctuated staining characteristic of synaptic term-
inals (Fig. 5A). We also performed immunocytochemistry

Figure 5. Lgi1 in synaptic terminals. (A) Adult mouse brain section stained
with antibody P01C258, showing a typical pattern of staining in synaptic term-
inals throughout the neuropil. (B) A composite immunostaining image of
primary cultures from embryonic neurons with P01C258 (red), anti-map2
(green) and DAPI (blue). DAPI staining shows the localization of the nucleus,
whereas anti-map-2 staining is used to reveal the cell body. (C) Composite
image of P01C258 (red) with DAPI (left panel) and of anti-rab3 (green) with
DAPI (right panel). P01C258 shows the punctuated pattern of staining typical
of vesicle labelling within cell bodies and neurites, very similar to what is found
with the anti-rab3 antibody. Scale bars indicate magnification.
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experiments in primary cultures of embryonic cortical neurons.
Cultured neurons show Lgi1 to be present in terminals, in cell
bodies and in growing neurites (Fig. 5B). The pattern of
staining resembles that obtained with antibodies recognizing
synaptic proteins such as rab3 (Fig. 5C). Taken together, our
results on cell culture indicates that the pattern of expression of
LGI1 is consistent with it being a vesicle protein.

DISCUSSION

EPT is a mild form of epilepsy with an early onset, mild and
scarce seizures, and excellent response to treatment. This
genetic form of focal epilepsy, in the reported pedigrees,
reaches penetrances of 70–80% (1,2). Here we report the
identification of mutations in LGI1 in two unrelated Spanish
families and provide further insight in the biology of this gene.
Chernova and colleagues (5) previously identified LGI1 in
glioblastoma cell lines as a tumor suppressor gene with a role
in malignant brain tumors. Several candidate genes have been
proposed in 10q23–q26 to account for some glioblastoma
multiforme tumors (5). In the mutation carriers of the families
analyzed here, neither the appearance of malignant glioblasto-
ma nor an otherwise increased incidence of malignancies has
been observed.

A signal peptide (positions 1–34), susceptible to direct LGI1
to the plasma membrane, and a single transmembrane domain
have also been previously proposed by Chernova and
collaborators (5). Although the prediction of a LGI1 trans-
membrane domain was obtained using computer programs that
were state-of-the-art at the time they were employed (5), it
was recently shown that they produce a rather high level of
false-positive predictions (7). When we re-analyzed LGI1 using
different computer programs shown to offer a lower false-
positive rate (7), the significance values for the predicted
transmembrane domain did not pass the program threshold.
This suggests that LGI1 may enter the secretory pathway
merely because of the presence of the signal peptide. The most
remarkable feature of the protein is the presence of three
leucine-rich repeats (LRR) in the predicted N-terminal domain
of the protein, flanked by conserved cysteine-rich clusters. This
type of repeat is the signature of a superfamily of proteins
characterized by the presence of a relatively conserved
sequence of 20–40 amino acids repeated a variable number
of times. The functions of LRR-containing proteins are
variable, and include signal transduction, cell adhesion and
DNA repair, as well as extracellular matrix attachment (8) and
plant steroid binding (9).

Recently, the mouse orthologue has been identified (6),
although no other orthologues have been found in public
databases in other model organisms, more distant in the
evolutionary tree, such as Drosophila and Caenorhabditis
elegans. Only weak similarities are found with other proteins
harboring LRRs.

On the other hand, the presence of internal repeats also found
in one other protein indicates that LGI1 could from part of a
new family of proteins, with at least two members, combining
both the LRR domains and the new type of repeats. The
functional relationships between the two genes remains to be

elucidated. The new type of repeat was submitted to Pfam, and
will appear in the next release under the name EPT.

The observed mutations in EPT families introduce premature
stop codons in LGI1 by generating a frameshift in the protein
or by a genomic transition translated into a nonsense change in
the amino acid sequence. Surprisingly, these remarkable
alternations in the protein sequence are not accompanied by a
severe phenotype, as is the case in other genetic disorders with
similar genetic mutations (see for example 10). This might
reflect the fact that the mutated alleles, if translated, will
produce proteins that are only slightly different from their
normal counterparts. The mutation observed in ADLTE01
introduces a premature stop codon in exon 7 that generates a
protein closely resembling the naturally occurring spliced
isoform of LGI1 (Fig. 2C). This mutation could exert its effect
by altering the isoform ratio in the brain. As shown in
Figure 2A, the abundance of each isoform is not the same in
brain as it appears to be in skeletal muscle. The appearance of a
premature stop codon in the mRNA encoding LGI1 could
either deviate the mutant allele towards the RNA degradation
machinery or produce a truncated protein closely resembling
the spliced isoform. In any of those cases, the regulated ratio
between both isoforms in the brain would be distorted. On the
other hand, the second pedigree bears a mutation that also
truncates the protein – though near its C-terminal end. In both
cases, the functional relevance of the mutations is subtle
enough for the disease to be relatively mild but important
enough, with respect to its function, to account for the high
penetrance in families with mutations.

Despite this ubiquitous presence of LGI1 throughout the
brain, the staining pattern shown by the antibodies indicates
that the labeling is mainly due to projection neurons, such as
pyramidal neurons from the cortex, hippocampal neurons and
Purkinje cells (data not shown), whereas little labeling is seen
in other neuronal types, such as interneurons (Fig. 4C). The
fact that not all neurons seem to express LGI1 brings up the
question of which subpopulations are involved and how this
relates to the disease process. In addition to this, although some
labelling of glial cells is also observed, especially in white
matter, these cell types do not seem to express LGI1 in
significant numbers. This finding might be responsible for the
obvious but hitherto unexplained lack of LGI1 expression in
malignant glioblastomas, which consist predominantly of glial
cells rather than neuronal cells. We have also shown that the
protein is located in synaptic terminals (Fig. 5), suggesting a
role in synaptic development, integrity or maintenance.
In addition, in the absence of a putative transmembrane
domain, LGI1 appears to be a protein associated with
soluble compartments in neurons – the punctuate staining
of the synaptic terminals and of cell bodies supporting this
interpretation.

No other families show definite linkage to 10q24. Even
though a few pedigrees provide some evidence for the genetic
involvement of this region (11,12), linkage data are not
conclusive in most cases. Our mutation-detection strategy by
direct sequencing does not detect all coding mutations in the
gene; for example, deletions of coding exons could not be
detected. Nevertheless, it is also possible that another gene or
genes account for the familial aggregation of lateral temporal
epilepsy, especially in those kindreds responding to the
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‘atypical’ form of the disorder, with a heterogeneous phenotype
or reduced penetrance (J.J. Poza, R. Michelucci and
collaborators, in preparation).

Most of the genes described to date as causing autosomal
dominant focal or generalized epilepsies are directly implicated
in neuronal transmission: several subunits of ion channels as
well as of neurotransmitter receptors are mutated in genetic
forms of generalized epilepsy (for a review, see 13). In
contrast, the gene product responsible for EPT does not seem
to have such a clear role, suggesting that a new mechanism
leading to an epileptic phenotype is taking place in our
families. The presence of the LRR domains points towards a
role in protein–protein interaction, possibly mediating either
cell adhesion or interactions with the extracellular matrix.
Nevertheless, we cannot rule out the possibility of LGI1
forming complexes with membrane components and interact-
ing with membrane receptors or channels, somehow modulat-
ing their function or acting downstream in the transmission of
the nervous impulse.

In this paper, we have described the finding of mutations in
LGI1 in two pedigrees and provided further insight in the
biology of this gene. Despite its ubiquitous neuronal expres-
sion, the phenotype caused by mutations in this gene is mainly
observed in the lateral temporal lobe, where seizures start. How
this regional specificity is achieved, the way in which the
variation in the ratio between isoforms affects LGI1 function,
and the influence of KIAA1916 in EPT are open questions that
require further investigation. The identification of the interact-
ing partners of LGI1 is likely to provide valuable information
as to the pathogenic mechanism involved in EPT as well as to
its localized effect.

After submission of our manuscript, Kalachikov and
co-workers described similar findings in five families with
EPT (14).

MATERIALS AND METHODS

Human samples

We have analyzed a total of six index cases from Spanish
pedigrees (ADLTE01–06), one German family (family G) and
four pedigrees of Italian origin (pedigrees I1–I4). The index

cases were clinically studied by at least one of us (J.J.P., J.G.,
J.F.M.M. or A.L.M. in Spain, V.-F.M. or L.K. in Germany, and
D.P., R.M., C.A.T., S.B. or G.A. in Italy). Details on ADLTE01,
family G and I1 are available elsewhere (2,11,12). Clinical
phenotypes were consistent with lateral temporal epilepsy with
auditory features, with the exception of family I4, which shows
a clinical picture consistent with a mesial origin of the disease.
Informed consent for genetic analysis was obtained for all
samples, and the ethical committees from the respective
institutions involved in sample collection approved all the
protocols. Family ADLTE02 corresponds to the ‘atypical’ form
of EPT (J.J. Poza, R. Michelucci and collaborators, in
preparation). Most of the collected pedigrees consist of small
families with a reduced number of affected individuals, and
showed a pattern of inheritance consistent with an autosomal
dominant trait. When available, genetic analysis of 10q24
showed results that could not rule out this locus as causative for
the disorder.

Sequencing of LGI1

The genomic structure of LGI1 was obtained from information
derived from the human genome project. LGI1 cDNA sequence
(GenBank accession no. AF055636) was blasted against the
human genome sequence draft and a finished BAC
(AL358154) was identified that contained the genomic
sequence of LGI1. The intron/exon boundaries were deduced
in silico from the alignment of those two sequences, and
intronic primers were designed to amplify and sequence the
coding exons. Primer sequences and PCR conditions used are
shown in Table 1.

Mutation screening

PCR products were purified (Concert nucleic acid purification
system, Invitrogen) and subjected to cycle sequencing using the
BigDye v2.0 dye terminator kit and an ABIPrism 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

Segregation and population analysis of mutations

In order to ascertain segregation of the mutations within each
family, we designed an RFLP assay for each one. The mutation

Table 1. Primers and PCR conditions used for the mutation screening of LGI1

Exon Forward Reverse Size (bp) Annealing temperaturea

1 GGTGGACTCCTATGTGACCTG TCTCTCTCCATGCCCTTCTAC 438 60�C
2 GCTAAACCGGATTAACATAAGG GGCTTATCCAAATATATGCC 219 48�Cb

3 ACAATCTGTCAGTTTCACC TTGAGAGTACTTGTCCTGAATC 171 48�C
4 CAGGACAAGTACTCTCAAGTTC ACAGGTGATCAAACTGCATTG 197 60TD50
5 TCACTACAGTTTACATCACC AGGCTTCCTTGTTAATGA 172 50�C
6 CGTGGGTAGGGTCCTTGTAC TTTGAGGTGGAATGATGATG 249 60TD50
7 GGAAAGAGGTATTAGCTCAC CACTCATCTTTCCTTGTTGC 287 50�C
8 TGGCCACACAACTAATCTCTCC TCATCCGGGTCATGTACTG 929 60TD50b

aAfter the initial denaturation step, all PCR profiles were performed with 35 cycles, with 30 s at 94�C; 30 s at the indicated temperature and a 45 s elongation step,
followed by 5 min of final elongation at 72�C. 60TD50 denotes a touchdown protocol where, after 4 cycles at 60�C, the annealing temperature decreases by 0.5�C/
cycle until it reaches 50�C. Then the remaining cycles up to a total of 35 are performed at this lowest temperature. All PCR reactions were performed with a Taq
polymerase from Qiagen.
bThe PCR requires the usage of the Q additive, which is part of the polymerase system.
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in the ADLTE01 family, a 1 bp deletion, destroyed a DdeI site.
Digestion of the amplified exon 7 with this enzyme at 37�C
according to the manufacturer’s instructions (MBI Fermentas)
yields two fragments from the wild-type allele at 180 and
185 bp, whereas a single band at 365 bp appeared when the
mutation is present.

On the other hand, the C!T transition in family ADLTE03
destroyed a NruI site. Digestion of the wild-type allele with
NruI (MBI Fermentas) yields two fragments of 618 and 311 bp,
whereas the undigested mutant allele yields a fragment of
929 bp.

To ascertain whether the changes found in the coding
sequence of LGI1 were pathogenic mutations or polymorph-
isms, we analyzed two populations of about 120 chromosomes
each of similar ethnic background as each of the families on
which the mutations were found. ADLTE01 is a family of
Basque descent, and 60 unrelated healthy individuals were
typed for the presence of the 1 bp deletion in exon 7. Similarly,
ADLTE03 is a family originally from southern Spain, and we
analyzed a sample of 60 healthy individuals from the south-east
part of Spain when looking for the C!T transition in exon 8
of LGI1.

Northern blot analysis

A nylon membrane containing mRNA from the tissues
expressed was purchased from Clontech and hybridized with
a probe obtained by random primer labeling of IMAGE clone
178022. Clone 178022 contains a 770 bp insert with sequence
homologous to the 50 end of LGI1. The same probe was used to
detect expression of LGI1 in different brain areas (data not
shown).

Sequence analysis

The primary sequence of LGI1 was analyzed using the SMART
server (Simple Modular Architecture Research Tool; http://
smart.embl-heidelberg.de) for the annotation of the sequence
(15,16). Analysis of the sequence to predict transmembrane
domains was performed by TMHMM v2.0 (http://www.
cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). A search for possible para-
logues was performed using the internal repeats detected by
PROSPERO as query with the assistance of the Advanced
BLAST2 Search Service of EMBL. In silico analysis of human
genomic sequences using GoldenPath (http://genome.ucsc.edu)
allowed us to identify a putative start codon upstream from the
publicly available KIAA1916 sequence.

Antibody production

Polyclonal antibodies P01C258 and P03C262 were raised in
rabbits against synthetic peptides coupled to KLH (DiverDrugs
SL). Antibody P01C258 was raised against the peptide
sequence found in the N-terminal region of LGI1 (positions
201–220), EGPPEYKKRKINSLSSKDFD. On the other hand,
antibody P03C262 was raised against the peptide DAE-
KAKFVKFQELNVQAPR (positions 505–522) located in the
C-terminal domain of LGI1. Of these antibodies, P01C258
recognizes both the full-length protein and the spliced isoform,
whereas P03C262 only recognizes the full-length isoform,

since this epitope is located in the spliced-out region in the
shorter isoform. Two animals were immunized with each
peptide, and the results of the experiments shown here are
equivalent with the antibodies obtained in the corresponding
animals (data not shown). After taking preimmune serum from
each animal, rabbits were immunized every three weeks with
Freund’s adjuvant (complete or incomplete, Sigma-Aldrich);
after the third injection, the immunization level of the animals
was assayed using the same immunogens in an ELISA assay.
Three more immunizations took place before the animals were
bled. Immune sera were then obtained for each rabbit and the
IgGs were purified by chromatography on a ProtA–Sepharose
column (Amersham Biosciences).

Immunohistochemistry

Adult CD1 mice were anesthetized with chloral hydrate and
transcardially perfused with 4% paraformaldehyde in 0.1 M

phosphate buffer (pH 7.3; PB). Coronal sections of thickness
30 mm through the brain were obtained with a vibratome,
quenched in 3% hydrogen peroxide in PB, and blocked with
10% normal goat serum in PB (blocking buffer). Sections were
incubated overnight with primary antibodies P01C258 and
P03C262, and diluted at 1 : 400–1 : 1000 in blocking buffer,
and detection was performed using the ABC-peroxidase
method (Pierce) following the manufacturer’s instructions.
Preadsorption of primary antibodies with an excess of the
corresponding non-KLH-coupled peptide prior to their addition
to the sections resulted in complete absence of all labeling (data
not shown).

Cell culture and immunocytochemistry

Neurons dissociated from cortices of E15.5 embryos were
plated on poly-L-lysine and cultured for three days in BME
supplemented with 5% horse serum and 5% fetal bovine serum.
Cultures were fixed with 4% paraformaldehyde in PB and
incubated with either mouse anti-MAP2 (1 : 100; Chemicon) or
mouse anti-rab3 (1 : 200; Synaptic systems) and rabbit
P01C258 antibody (1 : 400) in blocking buffer, followed
by Cy2-conjugated anti-mouse, Cy3-conjugated anti-rabbit
(Jackson Immunochemicals) and DAPI (Sigma).
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Abstract

We describe the structure, genomic organization, and some transcription features of a human brain-specific gene previously localized to

the genomic region involved in temporal lobe epilepsy and spastic paraplegia on chromosome 10q24. The gene, which consists of six exons

disseminated over 16 kb of genomic DNA, is highly homologous to the porcine tmp83.5 gene and encodes a putative transmembrane protein

of 141 amino acids. Unlike its porcine homolog, from which two mRNAs with different 5 0-sequences are transcribed, the human gene

apparently encodes three mRNA species with 3 0-untranslated regions of different sizes. Mutation analysis of its coding sequence in families

affected with temporal lobe epilepsy or spastic paraplegia linked to 10q24 do not support the involvement of this gene in either diseases.

q 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Conserved gene; Brain expression; Transmembrane domain; Partial epilepsy

1. Introduction

Genes selectively expressed in only one tissue or organ

presumably encode proteins with specialized functions. In

particular, brain-specific genes are likely to play a role in

fundamental neurological processes and their mutations

may cause or predispose to cerebral disorders.

Autosomal dominant temporal lobe epilepsy has recently

been recognized as a distinct form of idiopathic partial

epilepsy (Berkovic et al., 1996), though it appears to be

heterogeneous, both clinically and genetically. A clinical

subtype (EPT; OMIM No. 600512) characterized by sensory
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(auditory or visual) symptoms has been mapped to chromo-

some band 10q24 in two large pedigrees (Ottman et al.,

1995; Poza et al., 1999). Because the characterizing sensory

symptoms suggest that seizures originate from the lateral

area of the temporal lobe cortex, this subtype is also

named autosomal dominant lateral temporal epilepsy

(ADLTE; Poza et al., 1999). On the other hand, partial

epilepsy of probable mesial temporal (limbic) origin was

not found to link to 10q24 in several families (Berkovic et

al., 1996).

The 10q24 critical region for EPT/ADLTE spans about 3

cM, between markers D10S185 and D10S577 (Ottman et

al., 1995; Poza et al., 1999). It overlaps the larger genomic

region, spanning 12 cM at 10q23.3–q24.2, recently linked to

a form of autosomal dominant spastic paraplegia (SPG9;

Seri et al., 1999). To identify candidate genes for these

diseases, we constructed a YAC map of the 10q24 region

(Gray et al., 1997; Siebert et al., unpublished) and placed on

it numerous brain expressed sequence tags (ESTs; Nobile et

al., 1998; Lo Nigro et al., 2000). Subsequent expression

analysis of these ESTs led to the identification of several

putative genes selectively or predominantly expressed in the

brain (Nobile and Pitzalis, 1999), which may be involved in

neurological disorders. In this paper, we describe the struc-

ture, genomic organization, and some expression features of

one of these genes.

2. Materials and methods

2.1. Sequencing

Sequencing of the IMAGE cDNA clone 31056, PCR and

RACE PCR products was performed using the dye termi-

nator chemistry (Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit

– ABI Prism Perkin Elmer, Noewalk, CT, USA) following

the user manual instructions. The electrophoresis of the

cycle-sequencing products was carried out in an ABI 377

automatic sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA).

2.2. Similarity searches, EST alignments and protein

prediction

BLAST searches in dbEST (Boguski et al., 1993), assem-

bly of ESTs and automatic extension of consensus sequence

was performed by using the program AUTEX (Schmitt et

al., 1999) until no additional matching ESTs could be

detected. Genomic similarity searches were performed at

http://www.sanger.ac.uk/HGP/blast_server.shtml against

the chromosome 10 database. Exon prediction from geno-

mic sequences was obtained by Genscan (Burge and Karlin,

1997) and MZEF (Zhang, 1997) programs. The trace file

resource of the mouse shotgun genome sequencing project

(http://trace.ensembl.org/) was used to correct and extend

mouse EST consensus sequences. Analysis of coding

sequences was performed by using the ORF Finder program

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Protein

sequence similarity searches were performed at NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) against non-redun-

dant protein databases. Prediction of transmembrane

domains in deduced amino acid sequences was accom-

plished by TMpred (Persson and Argos, 1994).

2.3. RACE PCR analysis and Northern hybridization

5 0-RACE PCR experiments were performed using the

human brain Marathon cDNA amplification kit (Clontech,

Palo Alto, CA, USA), according to the manufacturer’s

instructions, and the following primers: 5R: 5 0-CATG-

GCCTCAATGCTGCTTCTTCTTC-3 0; 5RN (nested): 5 0-

GTATGCCCGCCGCTAATCCAAGAGA-3 0. PCR ampli-

fications were performed in a thermal cycler (MJ Research,

Waltham, MA, USA) under the following conditions: 1 min

at 948C, followed by 30 s at 948C and 2 min at 728C (five

cycles), 30 s at 948C and 2 min at 708C (five cycles), and 20

s at 948C and 2 min at 688C (25 or 20 cycles with primers 5R

and 5RN, respectively). Amplification products were frac-

tionated on a 2% agarose gel, gel-eluted, and sequenced.

Northern blots Human Brain II (Clontech, Palo Alto, CA,

USA) were probed with PCR fragments amplified from

human brain Marathon cDNA (Clontech, Palo Alto, CA,

USA) across the putative coding sequence (probe A, primer

L: AAATGAAAGACACAAGCCAATAAAG; R: CTT-

TCCTCTCCAAGTACAAAACC) and a portion of the 3 0-

untranslated region (probe B, primer L: AACCAAGGGT-

TTTGTACTTGGAG; R: CACATGGTTCCTACCCTGA-

GA) of the gene under study and with the insert of the

IMAGE cDNA 31056. DNA fragments were 32P-labeled

and Northern-hybridized according to standard protocols.

Following hybridization, membranes were exposed under

X-ray films at 2708C for 2–4 days.

2.4. Mutation analysis

PCR amplification of DNA fragments containing each

individual exon from patient and control DNAs were

performed in 10 ml 1X PCR buffer, 10 pmol primers, 200

mM dNTPs, and 0.5 units Taq polymerase in a thermal

cycler (MJ Research, Waltham, MA, USA). PCR amplifica-

tion conditions were as follows: 5 min at 948C, followed by

33 cycles (1 min at 948C, 1 min at 588C, 1 min at 728C).

PCR products were fractionated by electrophoresis on a 2%

agarose gel, gel-eluted and sequenced. The following exon-

specific primer pairs were used (5 0– . 3 0): E1L: GAGATG-

GAGGTATAGCCAAGAAAG; E1R: GAAAGGGAACA-

TAGGTGAAACATC; E2L: TTCAACAGTTTTCTGTC-

TCAAAGG; E2R: GTGAGGGGTTTATGTGAGTTCTG;

E3L: CCTAATTCTTTTCTCCTTGTAGCC; E3R: ATC-

TGTGATTTTGCATGTTCTCC; E4L: ACGTTTATGAT-

CCATGCAGATTTT; E4R: GTTACCCCAAATACCAT-

CTTTGTC; E5L: ATTTCTTGGCTTAGGTATGGGTTT;

E5R: CTCATACTGTGCTTCTTTTGGTGA; E6L: CTC-
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CTTGCCTGTTGTCTAGTGTCT; E6R: TCTTTCCTC-

TCCAAGTACAAAACC.

The same primers were used to perform semiquantitative

PCR analysis of patient and control DNAs. The most appro-

priate number of replication rounds was determined preli-

minarily by amplifying 50 and 100 ng of genomic DNA for

a number of cycles varying from 17 to 21 under the condi-

tions described above. We then chose to PCR amplify 100

ng of DNA from one patient and one healthy member of

each family for 18 cycles. PCR products were fractionated

by electrophoresis on a 8% acrylamide gel and visualized by

silver staining.

3. Results

3.1. Transcript analysis

Among the 10q24 brain ESTs previously analyzed at the

expression level, one, stSG2296, showed selective and

abundant expression in the brain (Nobile and Pitzalis,

1999). To isolate the corresponding full-length transcript,

we first sequenced the insert of the IMAGE cDNA clone

31056, containing the stSG2296 marker. BLASTN searches

in dbEST (Boguski et al., 1993) were initially performed

with this sequence. Several significantly matching human

EST sequences were detected and subsequently assembled

by using the GAP program (Bonfield et al., 1995). The

resulting new consensus sequence was then analyzed by

the automatic iterative BLAST search and assembly proce-

dure (AUTEX; Schmitt et al., 1999) until no additional

matching ESTs could be detected. The resulting assembly

contained two IMAGE cDNA clones, 23653 and c-3ma02,

at the 3 0 end, the 5 0-readings of which were available in

dbEST and had the same 5 0-start sequence. We sequenced

the complete 2.8-kb insert of clone 23653. A BLASTX

search of the resulting consensus versus the non-redundant

protein database GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.-

gov:80/BLAST/) revealed striking homology to two porcine

proteins (see below, this section) in the first 45 bp. BLASTN

search versus the chromosome-10 genomic sequence data-

base showed that the human transcript was located on BACs

RP11-35J23 (accession no. AL136181) and RP11-304C14

(AL391136), the sequences of which were then subjected to

further investigation. The exon-prediction programs

Genscan (Burge and Karlin, 1997) and MZEF (Zhang,

1997) predicted together five exons in a region where also

a TBLASTN search of the porcine peptide sequences gave

significant hits, allowing us to establish a gene model. Thus,

by combining EST analysis with exon prediction and

homology searches, we assembled a consensus sequence

of 3235 bp, incorporating EST yc93b02.r1 (A008W15),

the 5 0 portion of which was confirmed by sequencing PCR

products amplified from human brain cDNA. We further

extended this transcript sequence towards its 5 0-end by

PCR analysis of human brain cDNA. Several alternative

PCR forward primers designed from the genomic sequence

adjacent to our putative first exon were used with the same

reverse primer specific for a putative internal exon. Some

PCR reactions yielded amplification products, the

sequences of which enabled us to extend the size of the

transcript to 3554 bp (sequence deposited in the EMBL/

DDBJ/GenBank databases under the accession no.

AF367761). Part of this transcript sequence is shown in

Fig. 1.

BLAST analysis of the 3554-bp transcript sequence

against nucleotide databases revealed high similarity to

two porcine mRNAs: the region from nucleotide 317–994

showed 82% identity to MEMP (GenBank accession No.

X89480); and the region from nucleotide 480–994 showed

identical degree of similarity to sp83.5 (accession No.

Y11026). Both these transcripts derive from the recently

identified S. scrofa gene tmp83.5 (accession No. X99893),

but they have different 5 0-sequences that are generated by

alternative promoters (Bangsow et al., 1998). In addition, a

similar degree of sequence homology was shown between a

5 0-portion of the human transcript and several mouse brain

ESTs (for example, accession no. AU035253 and

BE651315). By using trace data from the mouse shotgun

genome sequencing project (http://trace.ensembl.org/), we

C. Nobile et al. / Gene 282 (2002) 87–94 89

Fig. 1. Partial cDNA sequence (from nucleotide 1–1920) and predicted amino acid sequence of HTMP10. The poly(A) signals at positions 1535 and 1910 are

underlined.



were able to assemble the genomic sequence bearing the

mouse ortholog of our gene. The use of all available ESTs

covering our genomic sequence allowed us to assemble a

cDNA with a consensus length of 2602 bp, partially shown

in Fig. 2, with an open reading frame (ORF) of 429 nucleo-

tides (sequence deposited in the GenBank third party data-

bases (TPA) under the accession no. BK000002).

The largest ORF detected in the human 3554-bp tran-

script sequence spans 426 bp, between the AUG initiation

codon at position 410 and the stop codon at position 833,

resulting in a predicted protein of 141 amino acids (Fig. 1).

As shown in Fig. 3, this amino acid sequence is only 1-

residue shorter than the porcine protein encoded by the

MEMP mRNA, the overall amino acid identity being

80.3%, and is highly homologous (76% identity) also to

the predicted mouse protein shown in Fig. 2. The porcine

protein contains an internal hydrophobic region (positions

31–54; Fig. 3), which may represent a single-spanning

membrane domain (see Bangsow et al., 1998). Applying

the program TMpred (Persson and Argos, 1994), both the

human and mouse protein sequences show a strong trans-

membrane prediction at the positions 30–53 and 31–54,

respectively, with scores above 2000 where 500 is regarded

as the significance threshold. The N-terminus is predicted to

be outside the cell, which is in good concordance to Bang-

sow et al. (1998). The region of the human protein homo-

logous to the smaller porcine isoform sp83.5 is confined to

the C-terminus (amino acids 96–141). Thus, based on these

nucleotide and amino acid similarities, the human gene

under study, here referred to as HTMP10, appears to be

homologous to the porcine tmp83.5 gene described by

Bangsow et al. (1998) and is likely to have a murine homo-

log (Mtmp).

3.2. Exon-intron organization of HTMP10

BLASTN searches in the chromosome 10 database

(http://www.sanger.ac.uk) with the HTMP10 transcript

sequence identified fully matching genomic sequences in

the BAC clones RP11-35J23 (AL136181) and RP11-

304C14 (AL391136). Compared with the cDNA sequence,

the genomic organization of HTMP10 consists of six exons

(.412, 36, 33, 120, 57 and 2897 bp) and five introns (3603,

3845, 1550, 1359 and 2170 bp), encompassing together 16

C. Nobile et al. / Gene 282 (2002) 87–9490

Fig. 2. Partial cDNA sequence (from nucleotide 1–1920) and predicted amino acid sequence of Mtmp.

Fig. 3. Sequence comparison of human (htmp10), mouse (mtmp) and porcine (tmp83.5) putative transmembrane proteins. The deduced human amino acid

sequence is aligned with the homologous proteins. Residues conserved in all three species are shown in bold; (2) indicates a gap.



kb (Fig. 4). All exon-intron boundaries follow the GT/AG

rule concerning intronic consensus sequences necessary for

splicing (Table 1). We confirmed the presence and size of

each intron by PCR analysis of human DNA with primers

designed from flanking exon sequences (data not shown).

The overall genomic organizations of the human and

porcine (MEMP-encoding) homologous genes appear to

be precisely conserved. The initiation codon corresponds

to the last nucleotide triplet of exon 1, and all exon-intron

borders occur at identical positions. Exon sizes are therefore

identical in the two species with the exceptions of exon 3,

which is 3-bp shorter in the human gene, and exon 6, which

is considerably larger in humans (2897 versus 1816 bp).

There is an alternate polyadenylation site (AGUAAA) at

position 220 upstream from the cDNA end (see EMBL/

DDBJ/GenBank accession no. AF367761). Recent investi-

gations (Beaudoing et al., 2000) show that this hexamer has

the highest prevalence after the well known AAUAAA and

AUUAAA. All three ESTs (yy60b01.s1, yc93b02.s1, and

yg02g05.s1) where trace files could be inspected (ftp://

genome.wustl.edu/pub/gsc1) show a clear poly-A tail, thus

defining the precise 3 0 end of the HTMP10 gene. At the

genomic level, the deoxynucleotidyltransferase (DNTT )

gene ends approximately 5 kb downstream in a tail to tail

orientation (Fig. 4), whereas only 7.2 kb upstream of our

putative 5 0-end the Tolloid-like 2 (TLL2) gene has its 3 0-

end. Based on the results of our PCR analysis of the geno-

mic region adjacent to HTMP10 on the 5 0-side (see Section

3.1), the precise start of exon 1 is likely to lie within 100 bp

upstream of the first nucleotide of the 3554-bp transcript

sequence.

3.3. Expression analysis

The porcine MEMP and sp83.5 transcript isoforms differ

in their 5 0-regions, the common downstream region starting

from the first nucleotide of exon 3 (see Bangsow et al., 1998).

To determine whether mRNA isoforms generated by alter-

native promoters are expressed in humans, we performed 5 0-

RACE PCR experiments with primers designed from the

HTMP10 transcript sequence. An antisense PCR primer

lying within exon 4 (from nucleotide 518–494) amplified a

single product of about 200 bp from brain mRNA (data not

shown), the sequence of which precisely matched the 5 0-

coding region and part of the 5 0-untranslated region (5 0-

UTR) of the transcript sequence shown in Fig. 1. Thus,

expression of a human sp83.5-like mRNA is not supported

by 5 0-RACE as well as EST analysis.

To further characterize the expression features of

HTMP10 we performed Northern analysis of specific cere-

bral regions with cDNA probes spanning different portions

of the 3554-bp transcript sequence, as schematically shown
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Fig. 4. Exon-intron organization of HTMP10. Exons are shown as solid bars and numbered consecutively, introns are shown as thin segments. Brackets on both

sides, represent the terminal portions of the 3 0-UTR regions of the flanking genes TLL2 and DNTT. Segments A, B, and 31056 correspond to the gene fragments

used as probes in Northern experiments.

Table 1

Exon-intron boundaries and sizes of exons and introns of HTMP10

Exon number Exon size(bp) 5 0-boundary 3 0-boundary Intron number Intron size(bp)

1 .412 N.D.a AAATGgtgag 1 3603

2 36 tgcagAGTTT ACACAgtaag 2 3845

3 33 tacagACGTC AAACGgtaac 3 1550

4 120 gccagGACTG TGGAGgtgat 4 1359

5 57 tttagGAAAG CTGAGgtaag 5 2170

6 2897 ttaagAATCC AACCTaaaaa

a N.D., not determined.



in Fig. 4. A cDNA fragment spanning the predicted coding

sequence (probe A, nucleotide 323–913) hybridized with

four mRNAs, approximately 3.7, 1.9, 1.5 and 1.0 kb in

length (Fig. 5, left). As shown in the right panel of Fig. 5,

the three larger bands, 3.7, 1.9 and 1.5 kb, were also

detected by the downstream probe B (nucleotide 884–

1323). Finally, the insert of the IMAGE cDNA 31056,

corresponding to nucleotide 1857 to 3 0-end, hybridized

only with the 3.7-kb mRNA, as previously shown (Nobile

and Pitzalis, 1999). The three isoforms detected by probe B

very likely result from alternative 3 0-UTR terminations. The

1.5-kb isoform presumably terminates at the canonical

AAUAAA site at position 1535 (Fig. 1). Another polyade-

nylation site at position 1910 (AUUAAA; see Fig. 1) likely

serves as termination site for the transcript form of about 1.9

kb, in agreement with the finding of an EST (qy72c10.x1)

with a poly-A tail beginning at position 1932. The distance

of 21 bp between the hexamer end and the beginning of the

poly-A tail is in good conformity to the results of Beaudoing

et al. (2000). As indicated in Section 3.2, the third polyade-

nylation site (AGUAAA) ends at position 3534, exactly 20

bp upstream of the end of the largest transcript. Altogether,

these three mRNA isoforms show lower expression levels in

cerebellum and, particularly, spinal cord than in other brain

regions (Fig. 5). The smaller and weaker mRNA band

(about 1.0 kb) detected only by probe A may result from

cross-hybridization with a transcript moderately homolo-

gous to the HTMP10 coding sequence.

3.4. Mutation analysis

Because of its brain-specific expression, HTMP10 can be

regarded as a candidate for neurological disorders. We

designed exon-specific primer pairs from neighboring intron

sequences (see Section 2.4) and amplified each exon from

one patient and one healthy member of a large family affected

with temporal lobe epilepsy with auditory and/or visual

symptoms linked to 10q24 (Poza et al., 1999). One affected

and one unaffected individuals from a smaller family present-

ing only auditory features (Michelucci et al., 2000) were also

tested. In both families, sequence analysis of exon-contain-

ing PCR fragments did not reveal any disease-associated

mutations in the coding sequence, nor at splice junctions

(data not shown). In addition, semiquantitative PCR analysis

failed to reveal disease-causing deletions of the HTMP10

coding region in these families (Fig. 6).

Finally, mutation analysis performed in individuals from

two families affected with complicated spastic paraplegia

(SPG9) linked to 10q24 (Seri et al. 1999; Lo Nigro et al.

2000) also failed to detect disease-associated mutations.

4. Discussion

We identified a novel human brain-specific gene,

HTMP10, while searching for genes of neurological interest

in the chromosome 10q24 region. This gene is homologous

to the S. scrofa tmp83.5 gene (Bangsow et al., 1998), based

C. Nobile et al. / Gene 282 (2002) 87–9492

Fig. 5. Northern blot hybridization analysis of HTMP10. Northern blot membranes were probed with cDNA fragments spanning the coding sequence (probe A,

left), and part of the 3 0-UTR (probe B, right). Lanes 1, cerebellum; 2, cerebral cortex; 3, medulla; 4, spinal cord; 5, occipital lobe; 6, frontal lobe; 7, temporal

lobe; and 8, putamen. The approximate positions of RNA size markers are indicated on the left. Hybridization signals detected by the human actin probe on the

same filter are shown at the bottom of the left panel.

Fig. 6. Example of semiquantitative PCR analysis. DNAs from a patient (P)

and a healthy member (N) of the chromosome 10q24-linked temporal

epilepsy family described by Poza et al. (1999) were tested with primers

specific for individual exons (2–5) or exon coding portions (1 and 6).



on conserved coding sequence and exon-intron organiza-

tion. The two homologous genes, however, appear to differ

at the transcription level. The porcine tmp83.5 expresses

two transcript forms, MEMP, 2674 bp, and sp83.5, 2374

bp, which are generated by alternative promoters and

encode proteins of different sizes, the smaller (sp83.5)

corresponding to the C-terminal portion of the larger one,

encoded by MEMP (Bangsow et al., 1998). On the other

hand, HTMP10 encodes three mRNA isoforms with 3 0-

UTRs of different sizes, the largest of which, .3554 bp,

corresponds to MEMP. Expression of a human sp83.5-like

isoform generated by an alternative promoter was not

supported by 5 0-RACE PCR experiments as well as EST

analysis.

The function of the porcine MEMP-encoded protein has

not yet been elucidated. Based on the features of its amino

acid sequence, Bangsow et al. (1998) suggested that it may

be an integral membrane protein composed of a N-terminal

extracellular domain (amino acids 1–30), followed by a

single transmembrane anchor (amino acids 31–54) and a

C-terminal cytoplasmic region of 87 amino acids. Because

it is expressed mainly in neurons (Bangsow et al., 1998), the

MEMP protein might therefore be a receptor molecule, or

subunit of receptor complex, involved in the control of

neuronal activity or development. The same structural

features, including the putative transmembrane domain,

are conserved in the HTMP10-encoded protein (Fig. 3),

suggesting that it may also be anchored to the neuronal

membrane. Such structural similarity may imply similar

functions for the human and porcine transmembrane

proteins, though expression of the cytoplasmic sp83.5

protein in S. scrofa suggests that the tmp83.5 gene may

exert more complex functions than HTMP10.

Similarly to the porcine transcripts, the largest HTPM10

mRNA has an unusually long 3 0-UTR, whereas additional

transcript forms with shorter 3 0-UTRs are encoded by this

gene. 3 0-UTRs are known to contain signals that control

the translation, stability, and location of mRNA within the

cell. Therefore, transcription of several mRNA forms with

3 0-UTRs of various lengths may represent a way to modu-

late expression of HTMP10 by post-transcriptional

mechanisms.

Because of its brain specificity, HTMP10 can be regarded

as a candidate for 10q24-linked neurological disorders.

Mutation analysis performed in two families affected with

ADLTE (Poza et al., 1999; Michelucci et al., 2000) failed to

detect disease-associated mutations in the coding sequence

of HTMP10. Mutations affecting the coding sequence of this

gene, however, might occur in other ADLTE families linked

to 10q24 (Ottman et al., 1995; Mautner et al., 2000), not

analyzed in this work. Moreover, because the 5 0-regulatory

region of the gene has not yet been investigated, the occur-

rence of mutations in the promoter region cannot be

excluded. Identification of the transcriptional control region

will make it possible to understand the regulation of this

gene and complete mutation analysis.
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Abstract

We have identified a novel zinc finger gene, ZNF232, mapped to human chromosome 17p12. The coding region of the gene is organized in
three exons corresponding to a 417 amino acid long polypeptide containing a SCAN/LeR domain and five C2H2-type zinc fingers. ZNF232
is possibly a nuclear protein, as suggested by expression analysis of GFP/ZNF232 chimeric constructs. ZNF232 transcripts were detected in
a wide collection of adult human tissues. The gene is possibly subjected to tissue-specific post-transcriptional regulation by means of
alternative splicing. ß 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Zinc ¢nger protein; SCAN/LeR domain; Human erythroleukemia K562 cell ; Normalized cDNA library; Chromosome 17; Nucleus

During the past decade, partial cDNA sequences (ex-
pressed sequence tags, ESTs) corresponding to novel hu-
man genes, obtained through systematic library screening,
have been rapidly accumulated and exploited for the con-
struction of an integrated framework genome map [1,2]. In
addition to ordinary cDNA libraries, screening of normal-
ized libraries greatly facilitated the identi¢cation of rela-
tively rare transcripts and signi¢cantly contributed to the
enrichment of the EST database [3]. Currently, determina-
tion of novel full-length cDNAs and sequence compari-
sons with already characterized genes frequently reveal
well-known protein motifs, thus enabling essential gene
annotation, i.e. classi¢cation of novel genes to various

gene/protein families [4,5] and incorporation of analyzed
genes to the emerging high resolution human genic map.

Human erythroleukemia K562 cells, considered as plu-
ripotent hematopoietic progenitors, have been proven to
be useful in studying regulated gene expression. Numerous
studies on important biological functions such as develop-
mental stage-speci¢c gene switching, signal transduction
and transcriptional regulation have been based on the
analysis of genes active in K562 cells [6^9]. In order to
systematically search for novel genes expressed in these
cells, we generated a normalized cDNA library [10] and
isolated a number of partial cDNA clones. Among several
ESTs of unknown nature, EST HSIMBB246 (GenBank
accession No. X93860), displaying similarities to genes
coding for C2H2-type zinc ¢nger proteins, was considered
for further analysis. In order to obtain a full-length cDNA
and avoid possible sequence ambiguities due to normal-
ization, we screened the corresponding native K562 library
[10]. A 114 bp 32P-labeled PCR product, synthesized by
using a pair of EST-deduced primers (5P-AGATGGGGT-
GCTCATCTTG-3P and 5P-CCGATGCTGACTTAGA-
TATG-3P, nucleotide (nt) positions 1149^1167 and 1243^
1262, respectively), was applied as a probe. PCR condi-
tions included 35 cycles with denaturation at 94³C (1 min),
annealing at 57³C (1 min) and extension at 72³C (2 min).
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Five positive clones with insert sizes ranging from 1.1 to
1.35 kb were isolated, subcloned into pBluescript II KS+
(Stratagene), sequenced (Sequenase V.2 kit, Amersham)
and evaluated in silico. A 1473 bp long cDNA correspond-
ing to a novel human zinc ¢nger gene, designated
ZNF232, was assembled (Fig. 1). An internal 27 bp long
coding sequence, nt positions 670^696, corresponding to
nine amino acid (aa) residues, was absent in two of the
analyzed clones, possibly re£ecting an alternative splicing
event (Figs. 1 and 2). ZNF232 cDNA and genomic DNA
(a ZNF232-speci¢c PAC No. 202L17, see below) sequenc-
ing revealed the presence of three potential translation
start codons at the 5P end of the gene. AUG at nt position
126 (Fig. 1) was considered the most suitable, as being in
optimum accordance to the Kozak rule [11], whereas the
others, located 81 (Fig. 1) and 390 bp (not shown) up-
stream from it, were considered less possible. In addition,
an in frame translation stop codon was determined 504 bp
upstream from the putative translation start codon (not
shown). Moreover, our sequence data combined with re-
cent data from GenBank (No. AC074339) and EST data-
base (EST No. AI344299; EST No. AW952625), sug-
gested a ZNF232 transcription unit of at least 2.0 kb
with a proposed 5P untranslated region of about 0.5 kb.
The actual size of the transcript was con¢rmed by North-
ern analysis (see below). The putative 417 aa long poly-
peptide has a predicted molecular mass of 47.6 kDa and
may be divided into two distinct regions (Figs. 1 and 2A):

the amino terminal, where a ¢nger associated motif, the K-
helical leucine-rich SCAN/LeR domain [12,13] is recog-
nized (aa 49^130), and the carboxy terminal zinc ¢nger
region, characterized by ¢ve consecutive repeats of the
C2H2 type (aa 278^410). A putative nucleus localization
signal (NLS; aa sequence: -RHRR-) [14] is embedded in
the ¢fth repeat (Fig. 1).

The C2H2 zinc ¢nger protein family exempli¢ed by the
Drosophila melanogaster Kru«ppel gene product [15], the
Xenopus laevis TFIIIA [16,17] and the human transcrip-
tion factor Sp1 [18], constitutes one of the largest protein
families in the mammalian genomes [19]. The ZNF232
zinc ¢nger motifs are closely related; they ¢t the Kru«p-
pel-type consensus [20] and are joined by the conserved
S/TGEKPY/FX linker peptide. Application of the pro-
posed DNA-zinc ¢nger recognition rules [21] suggests
that all ZNF232 ¢ngers, and especially the second, the
fourth and the ¢fth, can, in principle, participate in opti-
mal DNA binding. The SCAN/LeR domain placed about
50 aa downstream from the amino terminus, lies in a re-
gion which is conserved in the majority of the members
belonging to the respective subfamily. This domain, ini-
tially identi¢ed in human p18 [12] and ZNF174 [13] pro-
teins, is shared by a rapidly growing number of mamma-
lian C2H2 zinc ¢nger proteins. Although ZNF232 appears
to be overall neutral (deduced pI = 6.73), the non-¢nger
portion is markedly acidic (pI = 4.85; aspartate and gluta-
mate content: 17.3%), reminiscent of several transcription

Fig. 1. Nt and aa sequences derived from the analysis of three largely overlapping ZNF232 cDNA clones, i.e. No. 3a (nt 1^1473), No. 6a (nt 131^1445)
and No. 7b (nt 370^1473). The proposed translation start codon (nt 126), the corresponding stop codon (nt 1376) and the SCAN/LeR domain (aa 49^
130) are indicated in bold. The ¢ve consecutive Cys2His2 zinc ¢nger repeats (numbered 1 to 5) and the unique polyadenylation signal are underlined.
An internal nine amino acid long peptide (aa 182^190) corresponding to a region of ZNF232 transcript that is subjected to alternative splicing and the
putative nuclear localization signal (RHRR) are framed. Vertical arrows on the cDNA sequence denote the exon/intron boundaries.
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regulators [22]. However, transient expression experiments
in COS-7 cells, designed to test the possible in£uence of a
GAL4-ZNF232 chimeric protein on the transcriptional
activity of a chloramphenicol acetyltransferase (CAT) re-
porter gene driven by a thymidine kinase (tk) promoter
containing a GAL4 binding site [23], did not result in
any signi¢cant change of CAT activity (data not shown).
Since the presence of the zinc ¢ngers may interfere with
chimeric protein folding, thus making a potentially
ZNF232 activation domain inaccessible to the transcrip-
tional machinery, we also designed a zinc ¢nger deletion
construct, by omitting 614 bp from the 3P end of ZNF232
cDNA. Similarly, no signi¢cant change in CAT activity
was observed. Moreover, transfection in mouse NIH-3T3
cells, under optimized conditions [13], also demonstrated
no signi¢cant e¡ects. Our results are in agreement with
previous observations [12,13] and may indicate that
ZNF232 is a weak transcriptional regulator or that the
SCAN/LeR domain cannot act on a heterologous DNA
binding site [12,13], suggesting that it is not an independ-
ent transcriptional regulatory element. Interestingly, a hu-
man gene encoding an isolated SCAN/LeR domain was
reported recently [24]. Although the function of the do-
main is still unknown in depth, it was demonstrated that
SCAN/LeR mediates hetero- and/or homotypic protein

associations and thus modulates the function of transcrip-
tional factors [24^26].

In order to investigate whether ZNF232 exists in a sin-
gle or multiple copies in the human genome, we performed
genomic DNA blot hybridization analysis. The simple hy-
bridization pattern detected in several restriction digests
(data not shown) is consistent with the existence of a
unique ZNF232 gene. To elucidate the exon/intron orga-
nization of ZNF232, we screened the gridded RPCI-1 hu-
man genomic PAC library (a generous gift of UK HGMP-
Resource Centre, Hinxton, UK). This was performed by
probing with a 32P-labeled 730 bp EcoRI fragment derived
from the 5P end of a ZNF232 cDNA clone spanning nt
positions 370^1100. A positive clone, No. 202L17, was
isolated. Structural integrity of the clone was con¢rmed
by DNA blot hybridization analysis in parallel with a
human genomic DNA sample (data not shown). Subclon-
ing of appropriate PAC clone fragments, sequencing, and
PCR using a series of ZNF232 cDNA-speci¢c primers,
enabled us to elucidate the genomic organization of the
gene (Fig. 2). Our analysis suggested that ZNF232 encom-
passes a genomic region of at least 6 kb and the translated
portion of the gene spans three exons, encoding 139, 42
and 236 amino acids, respectively (Figs. 1 and 2). The
putative 5P UTR of the gene is interrupted by an intron

Fig. 2. Exon/intron organization and genomic sequence of ZNF232. (A) Schematic illustration of ZNF232 exon/intron organization. Boxes represent
ZNF232 exons. Relative exon sizes are on scale, while the approximate intron sizes are indicated in kb. The SCAN/LeR and the zinc ¢nger domains as
well as the alternatively spliced part of exon 4 are depicted by ¢lled boxes. The translation start and the stop codon are marked on exon 2 and 4, re-
spectively. (B) Genomic sequences £anking ZNF232 exons. Exons are indicated by uppercase letters; lowercase letters denote intron sequences. The
splice sites, all complying with the GT/AG consensus, and the alternative acceptor site in exon 4, are in bold. Intron sizes were estimated by either
PCR using primer pairs corresponding to exon sequences (introns 2 and 3), or by Southern analysis exploiting appropriate cDNA fragments as probes
(intron 1). Intron 2 was sequenced to its entity.
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of about 2.0 kb. The sequence encoding for the SCAN/
LeR domain covers the second half of exon 2, while all
¢ve zinc ¢nger repeats are clustered in exon 4. An AG
dinucleotide located 27 bp downstream from the 5P end
of exon 4 (nt position 696, Figs. 1 and 2B), may represent
an appropriate alternative acceptor site, able to be utilized
interchangeably by the splicing machinery in vivo. This
observation correlates perfectly with the absence of a 27
bp long coding sequence (nt positions 670^696) deter-
mined in two of the analyzed ZNF232 cDNA clones.

RNA blot hybridization analysis using 2^3 Wg of poly-
(A)�RNA from K562 cells, detected a single ZNF232-spe-
ci¢c transcript of about 2.1 kb (data not shown). This is
comparable with the size of the suggested ZNF232 overall
cDNA sequence. Furthermore, in order to explore the
ZNF232 expression pro¢le in various human tissues and
simultaneously investigate the possibility of ZNF232 in

vivo alternative splicing, we employed a multiple tissue
panel of normalized ¢rst-strand cDNAs (MTC, Clontech)
in PCR experiments using a pair of primers (5P-
ACTGTGCTGGAGGATTTAGAG-3P and 5P-ATGAA-
CTCTCTGGTGGACAAC-3P) £anking cDNA nt posi-
tions 670^696. PCR performed under non-saturating con-
ditions (Clontech MTC manual) permitted semi-
quantitative estimation of relative ZNF232 transcript lev-
els. The gene is expressed in all tissues tested (Fig. 3) ;
however, slightly higher expression was observed in liver,
testis and ovary. Furthermore, two transcript variants
with a size di¡erence comparable to the PCR products
obtained by two ZNF232 cDNA templates di¡ering inter-
nally by 27 bp at nucleotide positions 670^696, were de-
tected in all samples (Fig. 3). This suggests that ZNF232 is
subjected to alternative splicing in vivo, a feature shared
by other members of the SCAN/LeR subfamily [27^29].

Fig. 3. Expression pattern of ZNF232 in human tissues. (A) Each of the indicated MTC panel cDNA was used as a PCR template with a ZNF232-spe-
ci¢c primer pair (see text). After 35 ampli¢cation cycles (annealing at 55³C), samples were subjected to 2.2% agarose/EtBr electrophoresis. Lanes: 1^8,
heart, brain, placenta, lung, liver, skeletal muscle, kidney, pancreas, respectively; 9^16, spleen, thymus, prostate, testis, ovary, small intestine, colon, leu-
kocytes, respectively; a, PCR product from a ZNF232 cDNA containing the 27 bp region at nt positions 670^696; b, PCR product from a ZNF232
cDNA lacking the 27 bp region at nt positions 670^696; a/b, co-electrophoresis of a mixture of the PCR products of lanes a and b. (B) The same as
above cDNA samples (lanes 1^8 and 9^16) used as PCR templates with a control glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene (G3PDH) primer
pair (Clontech) after 27 ampli¢cation cycles (annealing at 55³C). Lanes M (both A and B panels), pBluescript/HinfI size marker.

Fig. 4. Fluorescence in situ hybridization on human male metaphase spreads using PAC clone RPCI-1 No. 202L17 as a probe. The unique signal at
17p12 is denoted by an arrow.
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Interestingly, the relative abundance of the two splice var-
iants di¡ered among tested samples (Fig. 3), indicating a
tissue-speci¢c post-transcriptional control for ZNF232. It
remains to be seen whether these alternatively spliced tran-
scripts suggesting two ZNF232 isoforms, di¡ering inter-
nally by nine amino acids, are of functional signi¢cance.

Chromosomal assignment of ZNF232 was initially per-
formed using a monochromosomal human-rodent somatic
cell hybrid panel (Coriell Institute of Medical Research).
DNA samples (50^250 ng) from each hybrid and compa-
rable amounts from the respective human and rodent pa-
rental cell lines were used as templates in PCR ampli¢ca-
tions with a ZNF232-speci¢c primer pair. The experiment
suggested that ZNF232 maps to chromosome 17 (data not
shown). Subsequent FISH analysis with £uorescence la-
beled PAC No. 202L17 as a probe, performed to normal
metaphase chromosome spreads according to standard
high resolution procedures [30,31], resulted in a strong
hybridization signal at 17p12 (Fig. 4). Database searches
revealed that a partially sequenced BAC clone (GenBank
accession No. AC012146) roughly mapped to chromosome
17, encompasses ZNF232. Our FISH data place this BAC
to 17p12. The chromosomal distribution of human genes
encoding for zinc ¢nger proteins is clearly non-random
[32,33]. A disproportionate density characterizes chromo-
somes 1, 3, 6, 7, 10, 11, 22 and an excessive abundance
marks chromosome 19 (Genome Database;
www.gdb.org). Moreover, available mapping data for
members of the human SCAN/LeR group reveal an ap-
parently clustered genomic organization. The majority of
the reported members are mapped to certain chromosomal
regions, i.e. 3p21-22, 6p21-22 and 16p13 [34^37]. Apart
from ZNF232, at least four other zinc ¢nger genes of
the C2H2 type map to 17p12-p13, i.e. ZNF18/KOX11,
ZNF29/KOX26, ZNF62 and ZFP3, thus pinpointing an-
other zinc ¢nger gene-rich region in the human genome.
Structural abnormalities of C2H2 zinc ¢nger genes have
been found in a variety of genetic diseases. In particular,
deletions at 17p12-13 have been associated with gliomas,
astrocytomas, colon, and lung tumors [32,38].

Finally, in order to investigate experimentally the sub-

cellular localization of the ZNF232 polypeptide and the
functional role of the predicted NLS, we proceeded in
transient expression of a green £uorescent protein-
ZNF232 chimera, in african green monkey COS-7 cells.
The construct, pEGFP/ZNF232, contained the enhanced
green £uorescent protein (GFP) open reading frame com-
bined with the ZNF232 coding region. This was prepared
by co-ligation of the linearized pEGFP-C1 vector (Clon-
tech) with a PCR product (primers : 5P-AGGATGGCTG-
TATCACTAAC-3P and 5P-GATCCAGTCCTAAAGTA-
GATTAGAC-3P, nt positions 123^142 and 1418^1444,
respectively) representing the entire ZNF232 translated re-
gion; the ampli¢ed DNA was inserted into the blunt-
ended HindIII site of the vector polylinker. A deletion
derivative, pEGFP/delZNF232, lacking the NLS region
was prepared by excision of a KpnI fragment de¢ned by
the unique internal (nt position 830, Fig. 1) and the vector
KpnI sites (expressed ZNF232 polypeptide: 1^235 aa).
About 106 COS-7 cells were transfected with 2 Wg of either
pEGFP/ZNF232 or pEGFP/delZNF232 DNA using the
calcium phosphate co-precipitation method [39]. Twenty-
four to 36 h after transfection, the cells were examined
with £uorescence microscopy. The chimeric GFP/
ZNF232 polypeptide was detected speci¢cally in the nu-
cleus; on the contrary, expression of pEGFP/delZNF232
resulted in the exclusion of the truncated polypeptide from
the nucleus (Fig. 5). These ¢ndings suggest that ZNF232 is
a nuclear protein and demonstrate the role of the pre-
dicted NLS.

To summarize, this study reports the detailed analysis of
a novel chromosome 17p12 zinc ¢nger gene, ZNF232,
member of the SCAN/LeR subfamily. ZNF232 is widely
expressed in man, encodes a nuclear protein and is sub-
jected to tissue-speci¢c post-transcriptional regulation.
The latter may lead to two structural variants di¡ering
in relative abundance among tissues. Like other members
of the group, ZNF232 may be associated with the tran-
scriptional machinery in a wide variety of human tissues.
It would be interesting to investigate the potential of
ZNF232 as a transcriptional modulator as well as to ex-
plore its interaction repertoire.

Fig. 5. Fluorescence photomicrographs showing the subcellular localization of GFP-ZNF232 chimeras in transiently transfected COS-7 cells. Plasmid
DNA used: (A) pEGFP-C1 vector (control) ; the GFP product exhibited passive nucleocytoplasmic di¡usion, as expected [40] ; (B) pEGFP/ZNF232;
(C) pEGFP/delZNF232.
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