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Summary 
 
     Many insects heavily damage crops and forests or transmit deadly diseases to animals 

and humans. The Sterile Insect Technique (S.I.T) is a genetic method that can be used to 

successfully suppress economically important pest species. SIT involves mass production 

of the target pest species, sterilization by irradiation and release of sterilized insects. The 

need to sterilize the insects by irradiation causes a dramatic loss of competitive mating 

ability relative to wild type. The replacement of radiation-sterilization by a molecular 

genetic-sterilization method is an attractive option for the production of sterile insects. 

     Herein we report the development of a transgenic system that suppresses the 

expression of b- heavy chain KL-5, part of the outer arm of axonemal dynein of 

Drosophila melanogaster, with the production of dsRNA under heat-shock. kl-5 gene is 

mapped on the Y chromosome and encodes a dynein polypeptide that is an essential 

functional component of the sperm flagellar axoneme. kl-5 gene is expressed only in 

primary spermatocytes in the testis and its null mutants exhibit immotile sperm. The 

production of dsRNA to silence kl-5 is effective, but could be improved. So we 

developed a new transgenic system in order to strictly regulate the suppression of kl-5 

gene under a promoter activated in the absence of tetracycline. This system is based on 

the production of dsRNA upon the binding of transactivator tTA on the sequence of 

tetracycline operator (tetO). The expression of tTA is under the control of the promoter of 

hsp26 gene of Drosophila melanogaster that gives spermatocyte-specific expression. 

     The aim of this project is the development of transgenic-sterile males of D. 

melanogaster with no other abnormalities in their physiology. This strain could be a 

model for a similar application in insect pest management.  
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Περίληψη  
 
 

     Πολλά είδη εντόµων προκαλούν τεράστιες καταστροφές σε καλλιέργειες και δάση ή 

µεταφέρουν σοβαρές ασθένειες σε ανθρώπους και ζώα. Μία αποτελεσµατική µέθοδος 

αντιµετώπισης βλαβερών ειδών εντόµων είναι η µέθοδος στείρων εντόµων (Sterile 

Insect Technique: S.I.T.). Η παραγωγή στείρων εντόµων πραγµατοποιείται µε 

ακτινοβόλησή τους η οποία προκαλεί µία δραµατική µείωση στην ανταγωνιστικότητά 

τους έναντι των ατόµων αγρίου τύπου. Προβάλλει λοιπόν αναγκαία η ανάπτυξη πιο 

αποτελεσµατικών µεθόδων δηµιουργίας στείρων εντόµων.  

   Με την αξιοποίηση των δυνατοτήτων της τεχνολογίας του RNAi προχωρήσαµε  στη 

δηµιουργία ενός φορέα µετασχηµατισµού ικανού να επάγει, µετά από θερµικό σοκ, την 

καταστολή της λειτουργίας της β- βαριάς αλυσίδας Κl-5, που συνιστά τµήµα του 

εξωτερικού βραχίονα της αξονηµατικής δυνεΐνης της Drosophila melanogaster. Tο 

γονίδιο kl-5 χαρτογραφείται στο χρωµόσωµα Y, κωδικοποιεί µία β-αλυσίδα του 

εξωτερικού βραχίονα της αξονηµατικής δυνεΐνης, εκφράζεται αποκλειστικά στα 

σπερµατοκύτταρα και φυσικές του µεταλλαγές προκαλούν στείρωση λόγω ακινησίας των 

σπερµατοζωαρίων. Ο λειτουργικός έλεγχος του φορέα αυτού έδειξε ότι η παραγωγή 

δίκλωνου RNA για την απενεργοποίηση του γονιδίου kl-5 είναι αποτελεσµατική, αλλά 

χρήζει βελτιστοποιήσεως. Έτσι προχωρήσαµε στην ανάπτυξη ενός νέου διαγονιδιακού 

συστήµατος  µε σκοπό την αυστηρά ρυθµιζόµενη καταστολή της έκφρασης του γονιδίου 

kl-5, από υποκινητή που ενεργοποιείται απουσία τετρακυκλίνης. Το σύστηµα βασίζεται 

στην επαγόµενη παραγωγή δίκλωνου RNA, µετά από πρόσδεση του ενεργοποιητή tTA 

στην αλληλουχία του χειριστή της τετρακυκλίνης tetO (tetracycline operator sequence). 

Η έκφραση του tTA τίθεται υπό τον έλεγχο τµήµατος της ρυθµιστικής περιοχής του 

γονιδίου Hsp26 της Drosophila melanogaster, το οποίο προσδίδει σπερµατο-ειδική 

έκφραση. 

     Τελικός σκοπός της παρούσας εργασίας είναι, µέσω της απενεργοποίησης του 

γονιδίου που κωδικοποιεί τη συγκεκριµένη δυνεΐνη, η δηµιουργία στείρων αρσενικών 

εντόµων που πέρα από την αδυναµία γονιµοποίησης θηλυκών ατόµων θα έχουν 

φυσιολογικές τις υπόλοιπες λειτουργίες τους. Τα στελέχη αυτά θα αποτελέσουν ένα 
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µοντέλο για την πραγµατοποίηση µιας ανάλογης εφαρµογής και σε έντοµα γεωργικής 

σηµασίας ή φορείς ασθενειών µε σκοπό τον έλεγχο των πληθυσµών τους. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 
Γενικά για το RNA interference  
 
     Ο Fire και οι συνεργάτες του το 1998  έφτασαν µπροστά στη σηµαντική διαπίστωση 

ότι η ένεση δίκλωνου ριβονουκλεϊκού οξέος (dsRNA) σε νηµατώδη σκώληκα οδηγούσε 

σε ειδική καταστολή της λειτουργίας ενός γονιδίου, φαινόµενο που είναι γνωστό ως 

RNA παρεµβολή (interference) (Fire, et al. 1998). Στην παρατήρηση αυτή αποδόθηκαν 

πολλά φαινόµενα απενεργοποίησης γονιδίων, όπως µετα-µεταγραφική «αποσιώπηση» 

γονιδίων σε φυτά (PTGS) (Jorgensen, 1990), στα οποία και παρατηρήθηκε πρώτη φορά 

το φαινόµενο του RNAi, και όπου λειτουργεί πιθανότατα ως άµυνα σε παθογόνους ιούς 

ή στην ανεξέλεγκτη µετακίνηση των µεταθετών στοιχείων (Ahlquist, 2002). 

Επακόλουθες έρευνες στο νηµατώδη σκώληκα έδωσαν ενδείξεις ότι για τη δράση αυτή 

του RNAi ευθύνονταν µικρά µόρια δίκλωνου RNA, τα οποία σε φυτά στα οποία είχε 

πραγµατοποιηθεί µετα-µεταγραφική απενεργοποίηση γονιδίου αποδείχθηκε ότι έχουν 

µήκος 21-25 νουκλεοτίδια. Λίγο αργότερα στη Drosophila melanogaster φάνηκε ότι 

µεγάλου µήκους δίκλωνα µόρια RNA µπορούσαν να τεµαχιστούν, σε µικρά περίπου 22 

νουκλεοτιδίων µόρια  (Zamore et al. 2000), και ότι η εισαγωγή χηµικά συντιθέµενων 

siRNAs σε κύτταρα προκαλεί την αποικοδόµηση οµόλογων αγγελιοφόρων RNAs 

(mRNAs) (Elbashir et al. 2001).  

     Έτσι αναπτύχθηκε µία νέα τεχνολογία που µπορεί να αξιοποιηθεί για τον 

προσδιορισµό της λειτουργίας γονιδίων. Όσες περισσότερες λεπτοµέρειες έρχονται στο 

φως σχετικά µε το µηχανισµό του φαινοµένου στο οποίο βασίζεται, τόσο πιο 

αξιοποιήσιµη και αποτελεσµατική µπορεί να γίνει.            

 
Ο µηχανισµός του RNAi 
 
     Τα τελευταία επτά χρόνια στα οποία είναι γνωστό το φαινόµενο του RNAi διάφορες 

γενετικές και βιοχηµικές µελέτες έδωσαν πολλές πληροφορίες για τον µηχανισµό δράσης 

του. Το φαινόµενο του RNAi σχετίζεται µε την ενσωµάτωση, στα κύτταρα ενός 

οργανισµού, δίκλωνου RNA (dsRNA) που παρουσιάζει οµολογία µε το γονίδιο του 
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οποίου η έκφραση πρόκειται να κατασταλεί. Το πρώτο βήµα στο µηχανισµό δράσης του 

RNAi αποτελεί ο τεµαχισµός του µεγάλου µήκους δίκλωνου RNA (dsRNA), που 

εισάγεται στα κύτταρα, σε µικρά τµήµατα 21-23 νουκλεοτιδίων δίκλωνου RNA 

(siRNAs), από ενδονουκλεάσες RNase-III που παρουσιάζουν ειδικότητα πρόσδεσης σε  

δίκλωνα µόρια RNA. Η “Drosha”και οι πρωτεΐνες “Dicer” είναι τέτοιες ενδονουκλεάσες.  

     Οι “Dicer” είναι απαραίτητες για τον τεµαχισµό δίκλωνων µορίων RNA σε µικρότερα, 

ενώ η “Drosha” για την επεξεργασία, στον πυρήνα των κυττάρων, πρόδροµων µορίων 

miRNAs. Η συγκεκριµένη οικογένεια ενζύµων έχει ένα χαρακτηριστικό πρότυπο 

τεµαχισµού των υποστρωµάτων της, έτσι η δράση των “Dicer” δίνει δίκλωνα µόρια RNA 

21-23 νουκλεοτιδίων µε 2-3 ελεύθερα προς το 3΄ άκρο τους νουκλεοτίδια και 

φωσφορυλιωµένα 5΄ άκρα (Elbashir et al. 2001). Αυτά τα µικρά δίκλωνα  µόρια RNA 

ενσωµατώνονται σε κάποιο πολυπρωτεϊνικό ριβονουκλεϊκό σύµπλοκο, είτε στο 

σύµπλοκο RISC (RNA-inducing silencing complex), είτε στο σύµπλοκο RITS (RNA-

induced transcriptional silencing), είτε στο σύµπλοκο miRNP (εικόνα 1.1). Απαραίτητη 

προϋπόθεση γι’ αυτή την ενσωµάτωση είναι τα δίκλωνα µόρια (siRNAs) να είναι 

φωσφορυλιωµένα στο 5΄ άκρο και σε περίπτωση που αυτή η προϋπόθεση δεν τηρείται 

λαµβάνει χώρα άµεση φωσφορυλίωση από µία ενδογενή κινάση (Schwarz et al. 2002). 

Με την πρόσδεση των δίκλωνων  µορίων σε κάποιο από τα παραπάνω σύµπλοκα, οι 

αλυσίδες τους ξεδιπλώνονται και µένουν µόνο εκείνες που είναι συµπληρωµατικές µε 

την αλληλουχία-στόχο του mRNA.  Με αυτόν τον τρόπο καθοδηγείται το σύµπλοκο προς 

την αλληλουχία-στόχο για να πραγµατοποιηθεί είτε ο τεµαχισµός της αν πρόκειται για το 

σύµπλοκο RISC, είτε αναστολή της µετάφρασης αν πρόκειται για το σύµπλοκο miRNP, 

είτε να προκληθεί τροποποίηση της χρωµατίνης αν πρόκειται για το σύµπλοκο RITS. 

     Σε διάφορους οργανισµούς το φαινόµενο του RNA interference φαίνεται να 

ενισχύεται µε την παρουσία µίας RNA-εξαρτώµενης RNA πολυµεράσης (RdRP) 

(Ahlquist 2002). Η συγκεκριµένη πολυµεράση, πιστεύεται ότι χρησιµοποιεί ως εκκινητές 

µόρια δίκλωνου RNA συµπληρωµατικά µε την αλληλουχία-στόχο του mRNA για την 

µετατροπή του σε δίκλωνο RNA (Nishikura 2001), το οποίο στη συνέχεια τεµαχίζεται 

από την ενδονουκλεάση “Dicer”. Η πολυµεράση αυτή φαίνεται να έχει ρόλο στον 

νηµατώδη σκώληκα και σε φυτά, αλλά δεν µοιάζει να έχει κάποιο ρόλο στον άνθρωπο ή 

τη ∆ροσόφιλα (Zamore et al 2001). Αυτό καταδεικνύει την βιολογική ποικιλότητα που 
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παρουσιάζει το φαινόµενο και υπογραµµίζει το γεγονός ότι πρέπει να αποφεύγεται 

οποιαδήποτε γενίκευση των επιδράσεών του σε διαφορετικούς οργανισµούς. 

 

Εικόνα 1.1. Μονοπάτια του µηχανισµού του RNAi σε διάφορους οργανισµούς. Μόρια 

δίκλωνου RNA µεγάλου µήκους και µόρια miRNAs µετατρέπονται σε µικρά µόρια siRNAs/miRNAs από 

την ενδονουκλεάση Dicer. Οι αλυσίδες των µικρών αυτών µορίων RNA ξεδιπλώνονται και 

ενσωµατώνονται σε κάποιο από τα πολυπρωτεϊνικά σύµπλοκα: RISC (RNA-inducing silencing 

complex), RITS (RNA-induced transcriptional silencing), miRNP. Το σύµπλοκο RISC µεσολαβεί στην 

αποικοδόµηση του mRNA,  το σύµπλοκο RITS στην τροποποίηση της χρωµατίνης και το σύµπλοκο 

miRNP στην αναστολή της µετάφρασης. Τα siRNAs καθοδηγούν τον τεµαχισµό του mRNA στόχου, τα 

miRNAs µεσολαβούν στην αναστολή της µετάφρασης και τα rasiRNAs στην τροποποίηση της 

χρωµατίνης (Nature, 2004).    

 

 

     Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει στα θηλαστικά το γεγονός ότι η εισαγωγή δίκλωνου 

RNA µε µήκος µεγαλύτερο από 30 νουκλεοτίδια επάγει µη ειδική απόκριση 

ιντερφερονών (Elbashir et al. 2001). Ιντερφερόνες επάγουν την ενεργοποίηση του 

ενζύµου 2΄-5΄ολιγοαδενυλική συνθάση, η οποία µετατρέπει ATP σε 2΄-

5΄ολιγονουκλεοτίδια αδενίνης, που µε τη σειρά τους ενεργοποιούν την RNAse L, η οποία 

κόβει διάφορα µόρια RNA συµπεριλαµβανοµένου και ριβοσωµικού και έτσι αναστέλλει 

την µετάφραση. Επιπλέον, οι ιντερφερόνες ενεργοποιούν και την κινάση PKR, που 
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φωσφορυλυώνει τον παράγοντα έναρξης της µετάφρασης eIF2a οδηγώντας σε καθολική 

αναστολή της πρωτεϊνοσύνθεσης (Stark et al. 1998). 

 

Προσδοκίες για το µέλλον 

 
     Η τεχνολογία του RNAi αποτελεί ένα πολύ ισχυρό εργαλείο στα χέρια του ερευνητή, 

που παρέχει τη δυνατότητα ποικίλων εφαρµογών καταστολής της λειτουργίας γονιδίων. 

Μέχρι σήµερα διάφορες µέθοδοι αντίστροφης γενετικής χρησιµοποιήθηκαν επιτυχώς για 

την αναστολή της έκφρασης γονιδίων, όπως η χρήση της τεχνολογίας “antisense”, κατά 

την οποία χρησιµοποιούνται µόρια DNA ή RNA συµπληρωµατικά µε αλληλουχίες 

µορίων RNA στόχων αλλά και η “στόχευση” γονιδίων µε οµόλογο ανασυνδυασµό. Η 

δυνατότητα εφαρµογής του RNAi σε διάφορους τύπους κυττάρων, καθώς και το γεγονός 

ότι πλέον διαθέτουµε τις γενωµικές αλληλουχίες πολλών οργανισµών κάνουν θεωρητικά 

εφικτή την αξιοποίηση του RNAi στον προσδιορισµό της λειτουργίας οποιουδήποτε 

γονιδίου σε οποιοδήποτε οργανισµό. Αν και η λειτουργική ανάλυση µε τη 

χρησιµοποίηση δίκλωνου RNA είναι πραγµατικότητα (Gonczy et al. 2000), την πιο 

ελπιδοφόρα προσέγγιση για µεγάλης κλίµακας µελέτες RNAi αποτελεί η ανάπτυξη 

στρατηγικών για την µελέτη οµάδων γονιδίων που ενέχονται σε διάφορες λειτουργίες, 

όπως συµβαίνει ήδη στον νηµατώδη σκώληκα µε την ανάπτυξη RNAi βιβλιοθηκών. Έτσι 

θα είναι εφικτός ο προσδιορισµός της λειτουργίας πολλών γονιδίων, που σχετίζονται µε 

ανατοµικές ή φυσιολογικές ανωµαλίες για τον καθορισµό του φύλου, την αναπαραγωγή 

κ.λ.π. Επιπλέον, η τεχνολογία του RNAi µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την καταστολή 

της έκφρασης συγκεκριµένων γονιδίων µε σκοπό την θεραπεία νοσηµάτων.  

 

Γονιµότητα αρσενικών εντόµων 

 
     Η τεχνολογία του RNAi, µπορεί να αποτελέσει το «όχηµα» για πολλές εφαρµογές που 

βελτιώνουν την ποιότητα της ζωής του ανθρώπου. Σε αυτή την πληθώρα των εφαρµογών 

µπορούµε να αναγνωρίσουµε και την καταστολή της λειτουργίας γονιδίων που 

σχετίζονται µε τη γονιµότητα αρσενικών εντόµων γεωργικής σηµασίας ή φορείς 

ασθενειών. Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας θα µελετήσουµε την 
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αποτελεσµατικότητα της παραπάνω εφαρµογής σε έναν οργανισµό µοντέλο, την 

Drosophila melanogaster.  

      
Το Υ χρωµόσωµα της Drosophila melanogaster και γονίδια που χαρτογραφούνται σε 

αυτό και σχετίζονται µε τη γονιµότητα αρσενικών ατόµων 
 
     Το Y χρωµόσωµα της Drosophila melanogaster, που αντιπροσωπεύει το 12% του 

γονιδιώµατος ενός αρσενικού ατόµου έχει µεγάλη ιστορία γενετικής, κυτταρικής και πιο 

πρόσφατα µοριακής διερεύνησης. Το 1916 ο Calvin Bridges έδειξε ότι αρσενικά άτοµα 

που είχαν χάσει το Y χρωµόσωµά τους, αλλά διέθεταν το Χ ήταν φαινοτυπικά 

φυσιολογικά και βιώσιµα, όµως ήταν επίσης και πλήρως στείρα. Η παρατήρηση αυτή 

οδηγούσε στη διαπίστωση ότι τα γονίδια που χαρτογραφούνται στο Y χρωµόσωµα 

σχετίζονται µε τη γονιµότητα των αρσενικών εντόµων. Αργότερα αποδείχθηκε ότι τέτοια 

γονίδια υπήρχαν και στους δύο βραχίονες του Y χρωµοσώµατος, τον βραχύ (YS) και τον 

µακρύ βραχίονα (YL) (Stern, 1929). Με µεταλλαξιγένεση µέσω ακτινοβολίας Χ (X-ray) 

και µε τη χρήση Χ-Υ µετατοπίσεων (Kennison, 1981) βρέθηκαν 6 γονίδια, εκ των 

οποίων δύο χαρτογραφούνται στον βραχίονα  YS (ks-1, ks-2), και τέσσερα στον 

βραχίονα YL (kl-1, kl-2, kl-3 και kl-5). Τα γονίδια kl-2, kl-3, kl-5 είναι απαραίτητα για 

την παραγωγή µεγαλο-µοριακών πρωτεϊνών, οι οποίες πιθανότατα είναι βαριές αλυσίδες 

δυνεϊνών που σχετίζονται µε την κινητικότητα του σπέρµατος και παρουσιάζουν 

οµολογία µε βαριές αλυσίδες δυνεϊνών της Chlamydomonas reinhardtii (Goldstein et al. 

1982). Μοριακή ανάλυση επιβεβαίωσε ότι η περιοχή kl-5 κωδικοποιεί µία β- βαριά 

δυνεϊνική αλυσίδα του αξονήµατος, που αποτελείται από περίπου 4.500 αµινοξέα και 

εκφράζεται στους όρχεις των αρσενικών ατόµων (Gepner, 1993).  

     Η διαπίστωση ότι το kl-5 είναι ένα συντηρηµένο γονίδιο, που κωδικοποιείται, ήταν 

ιδιαιτέρως σηµαντική, γιατί µέχρι τότε επικρατούσε η άποψη ότι τα γονίδια του Y 

χρωµοσώµατος παρήγαγαν µόνο µόρια RNA που προσδένονταν σε πρωτεΐνες 

απαραίτητες στη σπερµατογένεση ή είχαν ρυθµιστικό ρόλο (Hennig, 1993). Παράλληλα, 

οι βαριές δυνεϊνικές αλυσίδες του αξονήµατος είναι γνωστό ότι είναι υπεύθυνες για την 

κίνηση των µαστιγίων και των βλεφαρίδων, γεγονός που εξηγεί, γιατί µεταλλάξεις στο 

kl-5 παράγουν ακίνητο σπέρµα.   
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Η κίνηση των σπερµατοζωαρίων  

 
     Kίνηση στους περισσότερους ζωικούς οργανισµούς παρατηρείται σε επίπεδο ιστού, 

κυττάρου και κάποιων κυτταρικών δοµών και οργανιδίων. Σε επίπεδο ιστού η πιο 

γνωστή µορφή κίνησης είναι η συστολή των µυών, που έχει ιδιαίτερη σηµασία για την 

οργάνωση και διατήρηση της ζωής, όπως τη γνωρίζουµε σήµερα. Επιπρόσθετα, η κίνηση 

κάποιων κυτταρικών δοµών, όπως των χρωµατοσωµάτων στη µίτωση και ορισµένων 

οργανιδίων είναι εξίσου σηµαντική. Σε επίπεδο κυττάρων πιο συχνά παρατηρείται σε 

µονοκύτταρους οργανισµούς, αλλά και σε κύτταρα πολυκύτταρων οργανισµών, µε 

χαρακτηριστική την κίνηση των σπερµατοζωαρίων. Στις κινήσεις αυτές συµµετέχουν οι 

µικροσωληνίσκοι και τα µικροϊνίδια που υποβοηθούνται από ειδικές πρωτεΐνες. 

 

Ι] Οι δυνεΐνες στην κίνηση της ουράς των σπερµατοζωαρίων  

 
     Ο κυτταροσκελετός στην κίνησή του υποβοηθάται από ειδικές πρωτεΐνες που είναι 

γνωστές ως πρωτεΐνες-κινητήρες. Οι πρωτεΐνες-κινητήρες δεσµεύονται σε 

µικροσωληνίσκους ή σε µικροϊνίδια και µετακινούνται κατά µήκος τους µονόδροµα 

χρησιµοποιώντας ενέργεια που απελευθερώνεται από την κατανάλωση ATP. Η κίνησή 

τους είναι εφικτή, λόγω της ιδιότητάς τους να υφίστανται αλλαγές της στερεοδιάταξής 

τους σε συνδυασµό µε υδρόλυση ATP. Μέχρι σήµερα έχει διαπιστωθεί η ύπαρξη 

διάφορων πρωτεϊνών-κινητήρων. Οι πιο γνωστές είναι οι κινεσίνες, οι µυοσίνες και οι 

δυνεΐνες. Οι κινεσίνες και οι µυοσίνες είναι πρωτεΐνες που δεσµεύονται στους 

µικροσωληνίσκους και τα ινίδια ακτίνης αντίστοιχα, ενώ οι δυνεΐνες διακρίνονται σε 

κυτταροπλασµατικές και αξονηµατικές. 

     Οι κυτταροπλασµατικές δυνεΐνες είναι µία υπεροικογένεια πρωτεϊνών που 

αποτελούνται από 9-10 πολυπεπτιδικές αλυσίδες. Το µόριό τους έχει ενεργότητα 

ATPασης και φαίνεται να συµβάλλουν στην κίνηση των χρωµατοσωµάτων και στην 

κίνηση κατά µήκος των µικροσωληνίσκων κυστιδίων και οργανιδίων, όπως µιτοχόνδρια, 

λυσοσώµατα κ.λ.π. 
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     Η αξονηµατική δυνεΐνη είναι παρόµοια µε τις κυτταροπλασµατικές, αλλά διαφέρει 

στον αριθµό των πολυπεπτιδικών αλυσίδων και των κεφαλών που έχουν ενεργότητα 

ATPασης. Oι αξονηµατικές δυνεΐνες συνιστούν συστατικά του αξονήµατος και 

συµµετέχουν στην ολίσθηση των µικροσωληνίσκων, στους οποίους και δεσµεύονται 

κατά την κίνηση των βλεφαρίδων και των µαστιγίων. Υπάρχουν διάφορες ισοµορφές 

βαρέων αλυσίδων δυνεϊνών, α, β, γ, 1β, 1α κ.λ.π., που σχηµατίζουν τον εξωτερικό και 

εσωτερικό βραχίονα της δυνεΐνης. 

 
Εικόνα 1.2. Απεικόνιση αξονήµατος. Με κόκκινο χρώµα φαίνεται ο εξωτερικός και εσωτερικός 

βραχίονας της δυνεΐνης. (Nature Molecular Cell Biology reviews) 

 

Το αξόνηµα είναι η βασική δοµή των βλεφαρίδων και των µαστιγίων, εποµένως και της 

ουράς του σπέρµατος και αποτελεί τη συνέχεια του βασικού σωµατίου, που βρίσκεται 

στη βάση των βλεφαρίδων και των µαστιγίων. Σε εγκάρσια τοµή το αξόνηµα αποτελείται 

από ένα δίκτυο από 9 ζευγάρια µικροσωληνίσκων στην περιφέρεια ενός κυλίνδρου και 2 

κεντρικούς µικροσωληνίσκους. Το δίκτυο αυτό περιβάλλεται από πλασµατική µεµβράνη, 

που αποτελεί τη συνέχεια της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης. Καθένα από τα ζεύγη 

των περιφερειακών µικροσωληνίσκων αποτελείται από έναν Α µικροσωληνίσκο (13 

πρωτοϊνίδια) και ένα Β µικροσωληνίσκο (10 ή 11 πρωτοϊνίδια). Εκτός από τους 

µικροσωληνίσκους υπάρχουν και συµπληρωµατικές δοµές στο αξόνηµα. Υπάρχουν 

διάφορες πρωτεΐνες που συνδέουν το σύστηµα αυτό των µικροσωληνίσκων. Η πιο 

 10



                                                                                                                                                         ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

σηµαντική είναι η αξονηµατική δυνεΐνη, ενώ υπάρχει ακόµα και η νεξίνη που συνδέει τα 

γειτονικά ζεύγη των µικροσωληνίσκων και περιορίζει την κίνησή τους. 

 

ΙΙ] Ο µηχανισµός της κίνησης της ουράς των σπερµατοζωαρίων 

 
     Ο µηχανισµός της κίνησης της ουράς των σπερµατοζωαρίων βασίζεται αποκλειστικά 

στο αξόνηµα, και στον τρόπο που αυτό συµβάλλει σπουδαίος είναι ο ρόλος της 

αξονηµατικής δυνεΐνης. Συγκεκριµένα οι βραχίονες της δυνεΐνης είναι υπεύθυνες για την 

ολίσθηση των µικροσωληνίσκων, ενώ οι ακτίνες και η νεξίνη είναι υπεύθυνες για την 

κάµψη τους (Εικόνα 1.3).  

 Εικόνα 1.3. Μοντέλο 

ολίσθησης και κάµψης των 

µικροσωληνίσκων του 

αξονήµατος.  

     Α) Με την προσθήκη ATP 

λόγω αλλαγών στη στερεοδιάταξη 

της δυνεΐνης απελευθερώνονται οι 

βραχίονες της δυνεΐνης από τους 

µικροσωληνίσκους.  

Β) Με υδρόλυση του ATP αλλάζει 

η διαµόρφωση της δυνεΐνης µε 

αποτέλεσµα την ώθηση της 

δυάδας προς τα πάνω. Έπειτα η 

δυνεΐνη επανασυνδέεται σε νέα θέση του Β µικροσωληνίσκου και ωθεί πάλι την παρακείµενη δυάδα. 

Αυτή η ολίσθηση µετατρέπεται σε κάµψη αφού οι δυάδες των µικροσωληνίσκων δεν είναι ελεύθερες στο 

ένα άκρο τους (συνδέονται µε νεξίνη) (Trends in CELL BIOLOGY). 

.   

 

     Με την δέσµευση ενός µορίου ΑΤP η δυνεΐνη, που έχει ενεργότητα ATPασης, 

αποδεσµεύεται από το µικροσωληνίσκο Β, ενώ η υδρόλυσή του από τη δυνεΐνη επιτρέπει 

ξανά τη δέσµευσή της στον µικροσωληνίσκο Β. Έτσι µε συνεχή υδρόλυση και πρόσληψη 

ATP από τη δυνεΐνη, πραγµατοποιείται δέσµευση και αποδέσµευσή της από τον 

µικροσωληνίσκο Β, αλλά σε διαφορετικό σηµείο κάθε φορά, γιατί αλλάζει η 
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στερεοδιάταξη της δυνεΐνης. Κατ’ αυτόν τον τρόπο ο βραχίονας της «προχωρά» στον 

µικροσωληνίσκο και εποµένως οι µικροσωληνίσκοι ολισθαίνουν. Αυτή η ολίσθηση 

µετατρέπεται σε κάµψη της ουράς του σπερµατοζωαρίου, γιατί τόσο οι ακτίνες που 

φέρουν σε επικοινωνία τους παρακείµενους µε τους κεντρικούς µικροσωληνίσκους, όσο 

και η νεξίνη διατηρούν µαζί τους µικροσωληνίσκους κατά την διάρκεια της ολίσθησης, 

προκαλώντας έτσι την κάµψη τους.  

      Εποµένως, µεταλλάξεις στην περιοχή του γονιδίου kl-5, που συνιστά τµήµα του 

εξωτερικού βραχίονα της αξονηµατικής δυνεΐνης, οδηγούν σε αδυναµία κάµψης της 

ουράς του σπέρµατος, άρα ακινησία του σπέρµατος και εποµένως δηµιουργούν στείρα 

άτοµα.  

 

Μέθοδος στείρων εντόµων 

 

     Πολλά είδη εντόµων προκαλούν τεράστιες καταστροφές σε καλλιέργειες και δάση ή 

µεταφέρουν σοβαρές ασθένειες σε ανθρώπους και ζώα. Ο έλεγχος των πληθυσµών 

βλαβερών εντόµων αποτελεί µία σηµαντική πρόκληση. Η ανάπτυξη ανθεκτικότητας σε 

χηµικά εντοµοκτόνα που έχουν χρησιµοποιηθεί ευρέως για τον έλεγχο πληθυσµών 

εντόµων αλλά και οι ζηµιογόνες συνέπειες των εντοµοκτόνων στο περιβάλλον έστρεψαν 

τα βλέµµατα σε µία βιολογική µέθοδο ελέγχου των πληθυσµών τους, τη µέθοδο στείρων 

εντόµων (Sterile Insect Technique: S.I.T.) (Knipling et al. 1955). Η µέθοδος στείρων 

εντόµων περιλαµβάνει την καλλιέργεια µεγάλου αριθµού εντόµων, τα οποία αφού 

στειρωθούν απελευθερώνονται στο περιβάλλον. Η απελευθέρωση επαρκούς αριθµού 

ανταγωνιστικών εντόµων έχει ως αποτέλεσµα το ζευγάρωµά τους µε θηλυκά αγρίου 

τύπου που υπάρχουν στο περιβάλλον και τη µείωση των απογόνων τους. Η µέθοδος 

στείρων εντόµων προβάλλει ως µια φιλική προς το περιβάλλον και ειδο-ειδική µέθοδος 

περιορισµού ή εξάλειψης των πληθυσµών βλαβερών εντόµων. Στο παρελθόν έχουν 

πραγµατοποιηθεί µε επιτυχία διάφορα προγράµµατα µαζικής απελευθέρωσης στείρων 

εντόµων για την αντιµετώπιση της µύγας τσε-τσε (Glossina austeni) στη Ζανζιβάρη 

(Vreysen et al. 2001), της κοχλιόµυγας (Cochliomyia hominivorax) στην βόρεια και 

κεντρική Αµερική (Wyss et al. 2000, Knipling et al. 1966), της κάµπιας (Pectinophora 

gossypiella) στην Καλιφόρνια (Walters et al. 2000) και της µεσογειακής µύγας (Ceratitis 
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capitata) σε διάφορες περιοχές του κόσµου. Για τη µεσογειακή µύγα είναι πιο 

αποτελεσµατική η απελευθέρωση µόνο αρσενικών ατόµων (McGinnis et al. 1994, 

Hendrichs et al. 1995). Γενικά σε προγράµµατα µαζικής απελευθέρωσης εντόµων 

επιδιώκεται η απαλλαγή από τα θηλυκά άτοµα και η απελευθέρωση µόνο αρσενικών. Τα 

θηλυκά έντοµα ακόµα και στείρα µπορούν να ωαποθέσουν σε καρπούς και να είναι 

φορείς ασθενειών προκαλώντας τις επιβλαβείς συνέπειες που επιδιώκουµε να 

αντιµετωπίσουµε περιορίζοντας τους πληθυσµούς αγρίου τύπου.      

     Παρά τα πλεονεκτήµατά της, η µέθοδος SIT εφαρµόζεται για τον έλεγχο 

περιορισµένου αριθµού ειδών-στόχων. Αυτό συµβαίνει γιατί η παραγωγή στείρων 

εντόµων πραγµατοποιείται µε ακτινοβόλησή τους, η οποία προκαλεί µία δραµατική 

µείωση στην ανταγωνιστικότητά τους έναντι των ατόµων αγρίου τύπου, ενώ επιπλέον 

περιορίζει το χρόνο ζωής των ακτινοβοληµένων εντόµων. Ο συνδυασµός των δύο αυτών 

παραγόντων προκαλεί µείωση της προσαρµοστικότητας διαφόρων ειδών εντόµων κατά 

έναν συντελεστή 4 έως 10 (Lance et al. 2000, Shelly et al. 1994). Προβάλλει λοιπόν 

αναγκαία η ανάπτυξη πιο αποτελεσµατικών µεθόδων δηµιουργίας στείρων εντόµων. Η 

αξιοποίηση των πρόσφατων συστηµάτων µετασχηµατισµού εντόµων, όπως τα µεταθετά 

στοιχεία Minos (Loukeris et al., 1995) και piggyBac (Handler et al., 1998), µπορεί να 

οδηγήσει στην παραγωγή διαγονιδιακών εντόµων που θα φέρουν κατάλληλα 

χαρακτηριστικά, ώστε να χρησιµοποιηθούν αντί των ακτινοβοληµένων. Επιπλέον θα 

διευρύνει την εφαρµογή της µεθόδου στείρων εντόµων και σε είδη που η ακτινοβολία 

προκαλούσε τόσο δραµατική µείωση της ανταγωνιστικότητάς τους, ώστε δεν επέτρεπε 

την εφαρµογή της µεθόδου για τον έλεγχο των πληθυσµών τους (Hollbrook et al. 1970, 

Cayol et al., 2000). 

     Προκειµένου τέτοια διαγονιδιακά έντοµα να µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

αποτελεσµατικά στη µέθοδο στείρων εντόµων θα ήταν προτιµότερο να φέρουν κάποιο 

γενετικό µάρτυρα για το διαχωρισµό τους από τα αγρίου τύπου, ώστε να 

παρακολουθείται η επίδρασή τους στους άγριους πληθυσµούς των εντόµων-στόχων. Οι 

τρόποι που χρησιµοποιούνταν µέχρι σήµερα για την παρακολούθηση ενός πληθυσµού 

στείρων εντόµων στηρίζονταν κυρίως στη διαπότιση των εντόµων στο στάδιο της 

νύµφης µε κάποιο φθορίζον υλικό. Πέρα από το υψηλό κόστος, η παραπάνω µέθοδος 

επηρεάζει αρνητικά και την ανταγωνιστικότητα των σηµασµένων εντόµων, ενώ µπορεί 
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να χρησιµοποιηθεί µόνο για την παρακολούθηση των ατόµων που απελευθερώνονται 

αλλά όχι και των τυχόν απογόνων τους. Απαραίτητο είναι επίσης και ένα σύστηµα 

διαχωρισµού του φύλου, όπως για παράδειγµα κάποιο θνησιγόνο γονίδιο επαγόµενης και 

ταυτόχρονα επιλεκτικής έκφρασης µόνο σε θηλυκά άτοµα, το οποίο θα προκαλεί το 

θάνατό τους έτσι ώστε να απελευθερώνονται µόνο αρσενικά άτοµα. Τέλος είναι 

αναγκαία η ανάπτυξη ενός συστήµατος για τη δηµιουργία διαγονιδιακών στείρων 

αρσενικών εντόµων σε αντικατάσταση της παραδοσιακής ακτινοβόλησής τους.  

 

Σκοπός της παρούσας εργασίας     

 

     Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας επιδιώκουµε την ανάπτυξη ενός διαγονιδιακού 

συστήµατος που θα προκαλεί στειρότητα σε αρσενικά έντοµα που πρόκειται να 

απελευθερωθούν στο περιβάλλον για τον έλεγχο των πληθυσµών βλαβερών ειδών. Το 

σύστηµα αυτό δεν θα επιδρά στην ανταγωνιστικότητα των στείρων αρσενικών απέναντι 

σε έντοµα αγρίου τύπου, ενώ θα διαθέτει ένα γενετικό µάρτυρα για την παρακολούθησή 

τους στο περιβάλλον και τη διαπίστωση της αποτελεσµατικότητάς τους. Το σύστηµα θα 

βασίζεται στην καταστολή της έκφρασης του γονιδίου kl-5 που κωδικοποιεί µία βαριά 

δυνεϊνική αλυσίδα του εξωτερικού βραχίονα του αξονήµατος στην ουρά των 

σπερµατοζωαρίων. Στην κατασκευή ενός τέτοιου συστήµατος προχωρήσαµε, αφού 

αρχικά πραγµατοποιήθηκε έλεγχος της λειτουργικότητας µίας πλασµιδιακής κατασκευής 

που έχει ήδη δηµιουργηθεί (Ταταράκης, 2003, διατριβή πτυχιακής εργασίας), µε σκοπό 

την παραγωγή δίκλωνου RNA για την καταστολή της λειτουργίας του γονιδίου kl-5.  

     Όσον αφορά στο νέο διαγονιδιακό σύστηµα, η καταστολή της έκφρασης του γονιδίου 

kl-5 θα πραγµατοποιηθεί µε επαγόµενη έκφραση δίκλωνου RNA, που έχει οµολογία µε 

ένα τµήµα της αλληλουχίας του kl-5. Η επαγωγή της έκφρασής του θα πραγµατοποιηθεί 

µε τον ενεργοποιητή tTA (Gossen and Bujard, 1992), ο οποίος έχει προκύψει µε σύντηξη 

του ρυθµιστικών αλληλουχιών της περιοχής Tn10 του καταστολέα της τετρακυκλίνης 

(TetR) των βακτηρίων µε την καρβοξυτελική περιοχή της πρωτεΐνης VP16 του ιού 

Herpes. Η Tn10 TetR προσδένεται σε µία ειδική περιοχή του DNA, την tetO (tetracycline 

operator sequence) και η πρόσδεσή της σε αυτήν καταστέλλεται από τετρακυκλίνη, ενώ 

η VP16 ενεργοποιεί τη µεταγραφή όχι µόνο σε θηλαστικά αλλά και σε έντοµα (Bello et 
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al.). Η έκφραση του tTA θα ελέγχεται από τµήµα της ρυθµιστικής περιοχής του γονιδίου 

Hsp26 της Drosophila melanogaster που είναι υπεύθυνο για σπερµατο-ειδική έκφραση 

(Glaser et al. 1990).  

     Τελικός σκοπός της παρούσας εργασίας είναι, µέσω της απενεργοποίησης του 

γονιδίου που κωδικοποιεί τη συγκεκριµένη δυνεΐνη, η δηµιουργία στείρων αρσενικών 

εντόµων που πέρα από την αδυναµία γονιµοποίησης θηλυκών ατόµων θα έχουν 

φυσιολογικές τις υπόλοιπες λειτουργίες τους. Τα διαγονιδιακά έντοµα προβλέπεται να 

αντικαταστήσουν τα µειωµένης προσαρµοστικότητας στείρα αρσενικά που παράγονται 

µε τη χρήση ακτινοβολίας και να αποδειχθούν ιδανικά για την αποτελεσµατικότερη 

εφαρµογή της µεθόδου στείρων αρσενικών εντόµων. Tα στελέχη αυτά θα αποτελέσουν 

ένα µοντέλο για την πραγµατοποίηση µιας ανάλογης εφαρµογής και σε έντοµα 

γεωργικής σηµασίας ή φορείς ασθενειών µε σκοπό τον έλεγχο των πληθυσµών τους. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

Μετασχηµατισµός της Drosophila  melanogaster 

 
     Στα πειράµατα µετασχηµατισµού της D. melanogaster χρησιµοποιήθηκε το στέλεχος 

IS31, το οποίο φέρει µία µετάλλαξη του γονιδίου white που προκαλεί την εµφάνιση 

µατιών άσπρου χρώµατος αντί του φυσιολογικού κόκκινου. 
     Προβλαστοδερµικά έµβρυα ∆ροσόφιλας ενέθηκαν µε µίγµα του πλασµιδίου 

pCaSpeRhs/kl5IR σε συγκέντρωση (400µg/ml) και πλασµιδίου παραγωγού 

τρανσποζάσης ∆(2,3) (Laski et al., 1986) σε συγκέντρωση 100µg/ml εφαρµόζοντας τη 

συνήθη διαδικασία (Rubin and Spradling, 1982). 

 

∆ιασταυρώσεις ελέγχου της γονιµότητας των διαγονιδιακών αρσενικών 

ατόµων 
      Τα ενήλικα άτοµα που προήλθαν από έµβρυα που έχουν ενεθεί (G0) 

διασταυρώθηκαν µε άτοµα του στελέχους IS31 της ∆ροσόφιλας και οι απόγονοι της G1 

γενιάς εξετάστηκαν για την εµφάνιση µατιών µε χρώµα διαφορετικό του άσπρου. Τα 

µετασχηµατισµένα άτοµα διασταυρώθηκαν διαδοχικά µε στελέχη που φέρουν 

χρωµοσώµατα εξισορροπητές (balancers), για να δηµιουργηθούν οµόζυγες σειρές 

µετασχηµατισµένων εντόµων. Από τις δέκα µετασχηµατισµένες σειρές που προέκυψαν, 

οι σειρές 86.2 και 103.1 µελετήθηκαν περαιτέρω, όσον αφορά στη γονιµότητα των 

αρσενικών, σε φυσιολογική θερµοκρασία (25οC) και σε συνθήκες επαγωγής του 

υποκινητή θερµικού σοκ (37οC). 

     Για τις διασταυρώσεις, µεµονωµένα αρσενικά άτοµα διασταυρώνονταν επί δύο 

ηµέρες µε τρεις παρθένες θηλυκές του στελέχους IS31 και στη συνέχεια µεταφέρονταν 

σε διασταύρωση µε τρεις νέες παρθένες θηλυκές. Μετά από 12 ηµέρες µετρήθηκε ο 

αριθµός των απογόνων κάθε διασταύρωσης. Το πείραµα υπό συνθήκες θερµικού σοκ 

περιελάµβανε την υποβολή των µυγών σε θερµικό σοκ επί µία ώρα καθηµερινά από το 

στάδιο της προνύµφης έως το στάδιο του ενηλίκου, µέχρι να χρησιµοποιηθεί το κάθε 

άτοµο στις διασταυρώσεις. 

 16



                                                                                                              ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ   

     Για το µέσο αριθµό απογόνων των αρσενικών ατόµων, λάβαµε υπόψη  το σύνολο των 

απογόνων όλων των ατόµων. Ο αριθµός των αρσενικών ατόµων που ελέχθησαν είναι: 

(10) άτοµα της σειράς 103.1, που έχουν υποστεί θερµικό σοκ και (8) χωρίς θερµικό σοκ, 

(9) άτοµα της σειράς 86.2 που έχουν υποστεί θερµικό σοκ και (9) χωρίς θερµικό σοκ, (8) 

άτοµα του στελέχους IS31 που έχουν υποστεί θερµικό σοκ και (7) που δεν έχουν υποστεί 

θερµικό σοκ. 

 

Αποµόνωση ολικού RNA από αρσενικά έντοµα 
 

     Αρχικά έγινε συλλογή δέκα αρσενικών από κάθε µία από τις δύο διαγονιδιακές σειρές 

που µελετήσαµε και από αρσενικά άτοµα του στελέχους IS31, τα οποία είτε είχαν 

αναπτυχθεί σε φυσιολογική θερµοκρασία, είτε σε συνθήκες θερµικού σοκ (37οC). Έπειτα 

για την αποµόνωση ολικού RNA από τους οµογενοποιηµένους ιστούς χρησιµοποιήθηκε 

το διάλυµα  Trizol (Invitrogen) σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

      

Σύνθεση cDNA/Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 

 
     Η σύνθεση του cDNA πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση του συστήµατος ProSTAR, 

HF Single Tube RT-PCR System (Stratagene) σύµφωνα µε τις οδηγίες της 

παρασκευάστριας εταιρείας. Το cDNA του γονιδίου kl-5 που συνετέθει χρησιµοποιήθηκε 

σε Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης προκειµένου να µελετήσουµε τα επίπεδα 

έκφρασης του γονιδίου στα διαφορετικά άτοµα. Στην ίδια αντίδραση πραγµατοποιήθηκε 

πολλαπλασιασµός και τµήµατος του cDNA, που έχει παραχθεί µε αντίδραση 

αντίστροφης µεταγραφής του µηνύµατος-RNA του γονιδίου της α-τουµπουλίνης της D. 

melanogaster, το οποίο χρησιµοποιήθηκε ως δείκτης των επιπέδων του RNA στα 

διαφορετικά δείγµατα. 

     Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για τον πολλαπλασιασµό του 

cDNA του µηνύµατος-RNA του γονιδίου kl-5 είναι: Exon10kl5F (5’-

TTTGATATTCCTCGTCGGTATA-3’) και Exon11kl5R (5’-

TCCAATCCTAAAAGCTTAACC-3’). Οι παραπάνω εκκινητές υβριδοποιούν 
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εκατέρωθεν εσωνίου στην αλληλουχία του γονιδίου kl-5 και εκτός της περιοχής του 

δίκλωνου RNA, για να έχουµε τη δυνατότητα διαχωρισµού του προϊόντος που προκύπτει 

από πολλαπλασιασµό του cDNA του γονιδίου, µεγέθους 400 ζεύγων νουκλεοτιδίων, από 

τον πολλαπλασιασµό του DNA, που δίνει ένα προιόν µεγέθους 1000 ζεύγων 

νουκλεοτιδίων. Οι αλληλουχίες των εκκινητών για την α-τουµπουλίνη είναι: 

αTub84BFOR (5’-GCTCTCTGAGTCAGACC-3’) και αTub84BREV (5’-

GCTTGGACTTCTTGCCG-3’). Οι εκκινητές της α-τουµπουλίνης είναι σχεδιασµένοι 

επίσης εκατέρωθεν εσωνίου, δίνοντας ένα προιόν µεγέθους 500 βάσεων µε 

πολλαπλασιασµό του cDNA και 1200 βάσεων µε πολλαπλασιασµό του DNA. Η 

αντίδραση πραγµατοποιήθηκε για 35 κύκλους στο εξής θερµοκυκλικό πρόγραµµα: 30’’ 

στους 94οC, 30’’ στους 57οC και 1’ στους 72 οC σε µηχάνηµα PTC-200 Peltier Thermal 

Cycler. 

 

Xηµικός τρόπος παραγωγής επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων 

DH5α  

 
     Οι πλασµιδιακές κατασκευές που δηµιουργούνται πρέπει να εισαχθούν σε 

βακτηριακά κύτταρα, για να πολλαπλασιαστεί µε αυτόν τον τρόπο ο αριθµός τους και να 

µπορέσουµε στη συνέχεια να τα χρησιµοποιήσουµε για το σκοπό που επιθυµούµε. 
     Τα βακτηριακά κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν είναι τα DH5a στελέχη του 

βακτηρίου Escherichia coli, ενώ χρησιµοποιήθηκαν και DH5a που φέρουν µεταλλαγή 

για dam methylases (DH5a dam-).  

     Με DH5a κύτταρα αποθηκευµένα στους –80οC πραγµατοποιούµε “streaking” σε 

τρυβλίο που έχει θρεπτικό υλικό χωρίς αντιβιοτικό µε σκοπό να πάρουµε µοναδιαίες 

αποικίες και αφήνουµε να αναπτυχθούν για 14-18 ώρες στους 37οC. Την άλλη µέρα 

τοποθετούµε µία µονή αποικία σε 3ml θρεπτικού υλικού και αφήνουµε ξανά να 

αναπτυχθούν τα βακτήρια για 14-18 ώρες µε συνεχή ανακίνηση. Προσθέτουµε 1ml από 

τα κύτταρα αυτά σε 100ml θρεπτικού υλικού µέσα σε κωνική φιάλη της οποίας ο όγκος 

είναι τουλάχιστον 10 φορές µεγαλύτερος τον όγκο του θρεπτικού, στο οποίο έχουµε 

προσθέσει 10mM KCl και 20mM MgSO4, και αφήνουµε τα βακτήρια να αναπτυχθούν σε 
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θερµοκρασία δωµατίου µε συνεχή ανακίνηση. Όταν η τιµή της O.D600nm των κυττάρων 

κυµανθεί µεταξύ 0.45 και 0.55 τότε τοποθετούµε τα βακτήρια στον πάγο για 5 λεπτά. 

Φυγοκεντρούµε στους 4οC, στις 3.000 rpm, για 10 λεπτά και επαναδιαλύουµε το ίζηµα 

που έχουν σχηµατίσει τα κύτταρα σε 10ml TFBI για κάθε 50ml καλλιέργειας [30mM 

NaAcetate (CH3COONa), 100mM RbCl2, 10mM CaCl2, 15% glycerol, pH:5.7 και έπειτα 

προσθέτουµε 50mM MnCl2]. Τοποθετούµε τα βακτήρια στον πάγο για 10 λεπτά και 

έπειτα φυγοκεντρούµε στους 4οC, στις 3.000 rpm, για 10 λεπτά και επαναδιαλύουµε 

προσεκτικά το ίζηµα σε 2ml παγωµένου TFBII [10mM MOPS, 10mM RbCl2, 75mM 

CaCl2, 15% glycerol το pH:7.0], για κάθε 50ml καλλιέργειας. Μεταφέρουµε σε 

Eppendorfs τοποθετώντας 100µl σε καθένα και φυλάσσουµε στους –80οC µέχρι να τα 

χρησιµοποιήσουµε. 

 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα 

 
    Αρχικά κατακρηµνίζουµε τα κύτταρα που υπάρχουν σε 2ml καλλιέργειας µε 

φυγοκέντρηση για 40 δευτερόλεπτα, στις 3.200 rpm. Επαναδιαλύουµε την πελέττα των 

κυττάρων σε 100 µl Merlin I [50mM Tris-Hcl, pH 7.5,  10mM EDTA, 100ug/ml 

RNAseA] και έπειτα προσθέτουµε 100 µl Merlin II [0.2M NaOH, 1% SDS]. Αναδεύουµε 

ήπια και αφήνουµε για 4-5 λεπτά. Κατόπιν εξουδετερώνουµε µε 100 µl Merlin III [για 

500ml διαλύουµε 61.35gm στέρεου οξικού καλίου (CH3COOK), 35.7ml οξικού οξέος 

και απεσταγµένο νερό µέχρι όγκου 500ml] και αναδεύουµε ξανά προσεκτικά. 

Φυγοκεντρούµε για 5 λεπτά στη µίνι-φυγόκεντρο. Αναµιγνύουµε το υπερκείµενο µε 

0.5ml Merlin ΙV [για 100ml διαλύουµε 66.84gm υδροχλωρικής γουανιδίνης σε 33.333ml 

Merlin III και αφού ρυθµιστεί το pH:5.5 προσθέτουµε 1.5gm διάτοµα] και το περνάµε 

µέσα από κολωνίτσα, στην οποία έχει προσαρµοστεί ένα “Gilson tip” 1ml από το πάνω 

µέρος της κολωνίτσας και ένα άλλο από το κάτω µέρος µε το οποίο στηρίζεται σε ένα 

“Falcon” των 15ml. Φυγοκεντρούµε, λοιπόν, στις 3.400 rpm για 5 λεπτά. Προσθέτουµε 

2ml Merlin V [200mM NaCl, 20mM Tris-HCl, pH:7.5,  5mM EDTA, 50% αιθανόλης] 

και φυγοκεντρούµε ξανά στις 3.400 rpm, για 15 λεπτά. Αφαιρούµε τα µπλε “tips” και 

τοποθετούµε τις κολωνίτσες σε Eppendorf των 1.5ml, προσθέτοντας 50µl 
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προθερµασµένου νερού (75οC). Τέλος φυγοκεντρούµε για 30 δευτερόλεπτα σε µίνι-

φυγόκεντρο για να πραγµατοποιηθεί έκλουση του DNA.      

  
Αποµόνωση γενωµικού DNA (Μέθοδος Holmes Bonner, 1973) 

      
     Η συγκεκριµένη µέθοδος χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση γενετικού υλικού από 

ενήλικα αρσενικά άτοµα Drosophila του στελέχους IS31, για την χρησιµοποίησή του σε 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης και έδωσε DNA υψηλής καθαρότητας. Αρχικά µε 

κατάλληλους οµογενοποιητές πραγµατοποιήθηκε µηχανικά η λύση του πρωτογενούς 

υλικού, όταν αυτό είναι ολόκληρα έντοµα και στη συνέχεια ακολούθησε η επεξεργασία 

του οµογενοποιηµένου υλικού όπως περιγράφεται στην αναφορά Bonner et al., 1973. 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction : 

PCR) 
     Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) είναι µία ταχύτατη διαδικασία κατά την 

οποία λαµβάνει χώρα ενζυµατική ενίσχυση in vitro ενός συγκεκριµένου τµήµατος DNA. 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε σε συνάρτηση µε τις συµβατικές τεχνικές 

κλωνοποίησης στη δηµιουργία της πλασµιδιακής κατασκευής. Συγκεκριµένα 

χρησιµοποιήθηκε για τον πολλαπλασιασµό του τµήµατος της ρυθµιστικής περιοχής του 

γονιδίου Hsp26, που εκτείνεται από τη θέση -351 έως τη θέση +181, στην αλληλουχία 

του γονιδίου Hsp26 (Acc.No: GI 8112).    
     Οι αλληλουχίες των εκκινητών είναι: Hsp26F: (5’- 

CCAAGCTTCTAGAAACTTCGGCT-3’), ο οποίος είναι σχεδιασµένος στο 5’ άκρο του 

τµήµατος του γονιδίου Hsp26 που πολλαπλασιάζεται και στο 5΄ άκρο του έχει θέση 

περιορισµού για το περιοριστικό ένζυµο HindIII, και Hsp26R: (5’-

TTTACGTTTCCTTTAGGTTATGTTCC-3’), ο οποίος είναι σχεδιασµένος στο 3΄ άκρο 

του τµήµατος που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί. Αρχικά πραγµατοποιήθηκε 

αποδιάταξη του DNA για 10 λεπτά σε θερµοκρασία 94οC και στη συνέχεια για 30 

κύκλους πραγµατοποιήθηκαν αποδιάταξη για 30 δευτερόλεπτα σε θερµοκρασία 94οC, 

υβριδοποίηση των εκκινητών στις συµπληρωµατικές περιοχές τους στο DNA που 
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χρησιµοποιήσαµε σαν µήτρα για 30  δευτερόλεπτα  σε θερµοκρασία 57οC, επιµήκυνση 

για 1 λεπτό σε θερµοκρασία 72 οC και τελική επέκταση για 10 λεπτά στους 72οC.  

 

Πλασµιδιακές κατασκευές  

 
     Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν αρχικά οι φορείς κλωνοποίησης, pGEM-

TΕasy (Promega) και pBluescript KS(II) (Stratagene). Όλες οι βασικές τεχνικές 

τροποποίησης του DNA πραγµατοποιήθηκαν σύµφωνα µε τους Sambrook et al. 1989. 

Για τις αντιδράσεις σύνδεσης λιγάσης χρησιµοποιήθηκε η Τ4 DNA λιγάση, ενώ τόσο για 

τις αντιδράσεις λιγάσης, όσο και για τις πέψεις του DNA που κλωνοποιήθηκε σε κάθε 

αντίδραση ακολουθήθηκαν οι οδηγίες του κατασκευαστή. Τα ένζυµα που 

χρησιµοποιήθηκαν είναι της εταιρείας Minotech. Η διάγνωση των µετασχηµατισµένων 

αποικιών έγινε µε κατάλληλες αντιδράσεις πέψης για κάθε περίπτωση. Παρακάτω 

φαίνονται οι χάρτες των πλασµιδίων που χρησιµοποιήθηκαν. 
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1

pBKhsp26/tTA

5500bp

tTA

hsp70pA

hsp26p

lacZ

CoIE1

AmpR

NotI

HindIII

SacII

SacI

XhoI

SalI

 
     Για τη δηµιουργία του πλασµιδιακού φορέα pBKhsp26/tTA αρχικά 

πραγµατοποιήθηκε υποκλωνοποίηση τµήµατος DNA µε άκρα EcoRI-NotI, που περιείχε 

την αλληλουχία του ενεργοποιητή tTa και µέρος της αλληλουχίας του γονιδίου hsp70 

που φέρει σήµα πολυαδενυλίωσης (hsp70pA), από το πλασµίδιο pMiBO14/GtTA2 

(Κουκίδου et al., 2005), ως EcoRI-NotI τµήµα, στις αντίστοιχες θέσεις του πλασµιδίου 

pBluescript KS(II) (Stratagene). Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε υποκλωνοποίηση του 

τµήµατος της ρυθµιστικής περιοχής του γονιδίου hsp26, που πήραµε µε αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης, µε άκρα HindIII-blunt στις θέσεις HindIII- EcoRI του 

πλασµιδίου που είχε δηµιουργηθεί ήδη από την προηγούµενη υποκλωνοποίηση, αφού 

πρώτα είχε πραγµατοποιηθεί γέµισµα του άκρου της EcoRI µε αντίδραση Klenow.           
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1

pBKtetO/IR

5400bp

lacZ

tetO

kl5

Int/Adh

SV40pA kl5

CoIE1

AmpR

HindIII

HindIII

XbaI

XbaI

XbaI*

SalI

SalI
XhoI

SacI

NotI
BamHI

SmaI
SacII

 
     Για τη δηµιουργία του πλασµιδίου pBKtetO/IR αρχικά πραγµατοποιήθηκε 

υποκλωνοποίηση της κασέτας tetO : EGFP : SV40pA µε άκρα HindIII από τον φορέα 

pMiBO14/GtTA2 στην αντίστοιχη θέση του πλασµιδιακού φορέα pBluescript KS(II). 

Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε καταστροφή της περιοριστικής θέσης XbaI που υπήρχε 

ήδη στον pBluescript KS(II) και χρησιµοποίηση του πλασµιδίου για τον µετασχηµατισµό 

DH5a dam- κυττάρων, προκειµένου να χρησιµοποιηθεί η θέση XbaI*, που είναι 

µεθυλιωµένη σε DH5a dam+ κύτταρα. Έτσι επακολούθησε υποκλωνοποίηση τµήµατος 

µε ανεστραµµένες τις αλληλουχίες του kl-5 και την παρεµβολή του πρώτου εσωνίου του 

γονιδίου Adh (Ταταράκης, 2003, διατριβή πτυχιακής εργασίας), από τον φορέα pGEM-
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TΕasy/kl5IR, στο παραπάνω πλασµίδιο. Για τη συγκεκριµένη υποκλωνοποίηση 

πραγµατοποιήθηκε πέψη του πλασµιδίου pGEM-TΕasy/kl5IR µε τα ένζυµα SalI-NotI και 

γέµισµα της θέσης NotI  µε αντίδραση klenow. Το ένθεµα µε άκρα SalI-NotI 

αποτελούσαν οι ανεστραµµένες αλληλουχίες του kl-5 µεταξύ των οποίων παρεµβάλλεται 

το πρώτο εσώνιο του γονιδίου Adh. Έπειτα ακολούθησε µερική πέψη του φορέα που είχε 

προκύψει από την προηγούµενη υποκλωνοποίηση µε SalI και ολική πέψη µε XbaI* σε 

αποµονωµένο πλασµίδιο από µετασχηµατισµένα DH5a dam-. Με την πέψη αυτή 

αποµακρύνθηκε η αλληλουχία του γονιδίου της EGFP και αντικαταστάθηκε από το 

παραπάνω ένθεµα µε αντίδραση λιγάσης. 

1

pBK26tTA/tetOIR

7900bp

tTA

hsp70pA

hsp26p

tetO

kl5

kl5

Int/Adh

SV40pA

lacZ

AmpR

NotI

XhoI
SalI

HindIII

XbaI

XbaI

BamHI
SmaI
HindIII

     Το πλασµίδιο pBKtTA/tetOIR δηµιουργήθηκε µε υποκλωνοποίηση τµήµατος µε άκρα 

XhoI-NotI, που περιέχει την κασέτα tetO : IRepeats : SV40pA, από το πλασµίδιο 
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pBKtetOIR στον πλασµιδιακό φορέα pBKhsp26/tTA, που έχει ήδη την αλληλουχία του 

ενεργοποιητή tTa υπό τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου hsp26, καθώς και τµήµα 

της αλληλουχίας του γονιδίου hsp70 που φέρει σήµα πολυαδενυλίωσης (hsp70pA) στις 

θέσεις XhoI -HindIII. Τόσο τη NotI του ενθέµατος, όσο και τη HindIII του φορέα 

γεµίσαµε µε αντίδραση klenow.  

1

pBC3xP3-EGFP/IR

~9000bp

AmpR

kl-5

hsp26p

Int/Adh

SV40pA

hsp70pA

MiL

MiR

D.h

D.h SV40pA

tTA

tetO

EGFP
3xP3p

NotI

HindIII

XbaI

XbaI

BamHI
SmaI

HindIII

XbaI
SpeI

 
Το πλασµίδιο pBC3xP3-EGFP/IR δηµιουργήθηκε µε υποκλωνοποίηση τµήµατος XhoI-

NotI,  που περιέχει όλα τα µέλη του συστήµατος, από το πλασµίδιο pBKtTA/tetOIR στον 

πλασµιδιακό φορέα pBC3xP3-EGFP στις θέσεις SacII-NotI, δίπλα στην κασέτα 3xP3  : 

EGFP : SV40pA. Τόσο για τη XhoI , όσο και για την SacII έχει πραγµατοποιηθεί 

αντίδραση klenow.    
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
 
 
     Στα πλαίσια της πτυχιακής εργασίας είχε αναπτυχθεί ένα διαγονιδιακό σύστηµα 

(Ταταράκης, 2003, διατριβή πτυχιακής εργασίας), για την επαγώγιµη απενεργοποίηση 

ενός γονιδίου, παράγοντα γονιµότητας των αρσενικών εντόµων της D. melanogaster, µε 

σκοπό να προκαλέσουµε τη στειρότητά τους. Η κατασκευή του συστήµατος αυτού 

βασίζεται στην διπλή κλωνοποίηση, µε αντίθετο προσανατολισµό (inverted coding 

sequences), τµήµατος της κωδικής αλληλουχίας του γονιδίου kl-5, που επιλέχθηκε να 

απενεργοποιήσουµε. Μεταξύ των ανεστραµµένων αλληλουχιών παρεµβάλλεται ως 

ενδιάµεση αλληλουχία (spacer) το πρώτο εσώνιο του γονιδίου της αλκοολικής 

αφυδρογονάσης της Drosophila melanogaster. Η παρουσία της ενδιάµεσης αλληλουχίας 

µεταξύ των ανεστραµµένων αλληλουχιών, που κατά την παραγωγή του δίκλωνου RNA 

θα δώσει το σχηµατισµό λούπας, είναι απαραίτητη, γιατί αυξάνει τη σταθερότητά τους 

κατά το µετασχηµατισµό κυττάρων Escherichia coli. Επιπλέον, η χρησιµοποίηση ενός 

λειτουργικού εσωνίου ως ενδιάµεση αλληλουχία αυξάνει την αποτελεσµατικότητα του 

δίκλωνου RNA (Kalidas and Smith 2002, Reichhart et al. 2002).   

     Η παραγωγή του δίκλωνου RNA βρίσκεται υπό τον έλεγχο του υποκινητή του 

γονιδίου hsp70, ενώ η εισαγωγή της κατασκευής στο γονιδίωµα της ∆ροσόφιλας 

πραγµατοποιήθηκε µέσω του µεταθετού στοιχείου P. H κατασκευή παρουσιάζεται 

διαγραµµατικά στην Eικόνα 3.1. 

pCaSpeR-hs/kl5IR

hsp70 promoter
kl-5

Intr/Adh

 kl-5
hsp70 3´ flanking

 
Εικόνα 3.1. Κατασκευή επαγόµενου ανεστραµµένου kl-5. Tµήµα της αλληλουχίας της κωδικής 

περιοχής του γονιδίου kl-5 κλωνοποιηµένο ως ανεστραµµένες αλληλουχίες, οι οποίες διαχωρίζονται 

από την αλληλουχία του πρώτου εσωνίου του γονιδίου της αλκοολικής αφυδρογονάσης και βρίσκονται 

υπό τον έλεγχο του υποκινητή hsp70. 
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Μετασχηµατισµός της D. melanogaster και λειτουργικός έλεγχος του 
διαγονιδίου 
 
     Τα ενήλικα άτοµα που προήλθαν από έµβρυα που έχουν ενεθεί (G0) διασταυρώθηκαν 

µε άτοµα του στελέχους IS31 της ∆ροσόφιλας και οι απόγονοι της G1 γενιάς ελέχθησαν 

για την εµφάνιση µατιών µε χρώµα διαφορετικό του άσπρου. Με τα µετασχηµατισµένα 

άτοµα πραγµατοποιήθηκαν διαδοχικές διασταυρώσεις µε στελέχη που φέρουν 

χρωµοσώµατα εξισορροπητές (balancers), για να δηµιουργηθούν οµόζυγες σειρές 

µετασχηµατισµένων εντόµων.  

     Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε έλεγχος, όσον αφορά τη γονιµότητα των αρσενικών 

σε φυσιολογική θερµοκρασία (25οC) και σε συνθήκες επαγωγής του υποκινητή θερµικού 

σοκ (37οC). Για το σκοπό αυτό µετασχηµατισµένα άτοµα από τις οµόζυγες σειρές  103.1 

και 86.2, διασταυρώθηκαν µε θηλυκές παρθένες σε αναλογία 1 αρσενικό : 3 θηλυκές, 

ενώ διασταυρώσεις πραγµατοποιήθηκαν και για αρσενικά άτοµα IS31 που επίσης έχουν 

µεγαλώσει στις ίδιες συνθήκες. Ο αριθµός των απογόνων που προέκυψαν από τις 

διασταυρώσεις των µετασχηµατισµένων αρσενικών ατόµων σε σύγκριση µε τον αριθµό 

των απογόνων από τις διασταυρώσεις των αρσενικών του αρχικού στελέχους 

παρουσιάζεται στο παρακάτω διάγραµµα. 
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Εικόνα 3.2.     

Μείωση του 

αριθµού των 

απογόνων των 

µετασχηµατισ

µένων 

αρσενικών.  

Ο αριθµός, σε ποσοστό (%), των απογόνων των µετασχηµατισµένων ατόµων που έχουν υποστεί θερµικό 

σοκ είναι µειωµένος στο ήµισυ σε σχέση µε εκείνον των αρσενικών IS31. Μειωµένος είναι και ο 

αριθµός των διαγονιδιακών που δεν έχουν υποστεί θερµικό σοκ.    
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          Κάθε αρσενικό άτοµο διασταυρώθηκε µε 3 παρθένες θηλυκές για δύο ηµέρες και 

στη συνέχεια µεταφερόταν για διασταύρωση µε 3 νέες παρθένες θηλυκές για άλλες δύο 

ηµέρες. Η συγκεκριµένη µεταφορά πραγµατοποιήθηκε τρεις φορές για κάθε αρσενικό 

άτοµο. Για τα παραπάνω αποτελέσµατα λάβαµε υπόψη τους απογόνους και από τις τρεις 

διασταυρώσεις για κάθε αρσενικό.  

     Από το παραπάνω διάγραµµα φαίνεται ότι υπάρχει µείωση του αριθµού των 

απογόνων των µετασχηµατισµένων ατόµων, τα οποία υπόκεινται σε θερµικό σοκ, στο 

ήµισυ σε σχέση µε τον αντίστοιχο που προέκυψε από τις διασταυρώσεις των αρσενικών 

του στελέχους IS31, το οποίο είχε χρησιµοποιηθεί αρχικά για την εισαγωγή του 

συστήµατος. Μικρή µείωση του αριθµού των απογόνων παρατηρείται και για τα 

µετασχηµατισµένα αρσενικά που δεν υπόκεινται σε θερµικό σοκ, των οποίων ο αριθµός 

των απογόνων κυµαίνεται στο 80% περίπου του αριθµού των απογόνων των αρσενικών 

IS31. Ο αριθµός των απογόνων των αρσενικών ατόµων του στελέχους  IS31 κυµαίνεται 

στα ίδια επίπεδα, είτε υπόκεινται σε θερµικό σοκ, είτε όχι.  

     Ενδιαφέρον παρουσιάζουν και οι αριθµοί των απογόνων κάθε αρσενικού για κάθε 

µεταφορά. Τα συγκεκριµένα αποτελέσµατα φαίνονται στην Eικόνα 3.3. 
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Εικόνα 3.3. O αριθµός των απογόνων των αρσενικών ατόµων σε καθεµία από τις τρεις 

διασταυρώσεις. Απεικονίζεται ο µέσος αριθµός των απογόνων των αρσενικών ατόµων, των οποίων η 

γονιµότητα έχει ελεγχθεί, για καθεµία από τις τρεις διαδοχικές διασταυρώσεις που πραγµατοποιήθηκαν. 

Υπάρχει αύξηση του αριθµού των απογόνων των διαγονιδιακών αρσενικών που έχουν υποστεί θερµικό 

σοκ στις διαδοχικές διασταυρώσεις..   
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     Στο παραπάνω διάγραµµα φαίνεται ότι ο αριθµός των απογόνων των διαγονιδιακών 

αρσενικών ατόµων που έχουν υποστεί θερµικό σοκ αυξάνεται σε κάθε µεταφορά. Ο 

αριθµός των απογόνων τους κατά την πρώτη µεταφορά προσεγγίζει το 25% για την 

οµόζυγη σειρά 86.2 και το 35% για την 103.1 σε σύγκριση µε τον αριθµό των απογόνων 

που προκύπτουν στην αντίστοιχη διασταύρωση των ατόµων IS31. Αυτός ο αριθµός 

σχεδόν διπλασιάζεται στις ακόλουθες διασταυρώσεις. Επιπλέον ο αριθµός των απογόνων 

των διαγονιδιακών ατόµων, που δεν υπόκεινται σε θερµικό σοκ, δεν παρουσιάζει 

εντυπωσιακή αύξηση. Είναι αξιοσηµείωτο να αναφερθεί ότι ο αριθµός απογόνων της 

σειράς 86.2, για την πρώτη διασταύρωση, διαµορφώνεται από τον αριθµό απογόνων 

τριών από τα εννέα αρσενικά που ελέχθησαν, καθώς τα υπόλοιπα ήταν εντελώς στείρα. 

Για τον υπολογισµό του µέσου όρου των απογόνων των αρσενικών εντόµων ελήφθησαν 

υπόψη οι αριθµοί των απογόνων όλων των αρσενικών. Η αύξηση που εµφανίζεται στις 

επόµενες διασταυρώσεις οφείλεται στο γεγονός ότι αρσενικά άτοµα, που δεν είχαν δώσει 

απογόνους στην πρώτη διασταύρωση, έδωσαν στη συνέχεια.      

 

Μοριακός έλεγχος της καταστολής του γονιδίου kl-5 

      

     Τα επίπεδα έκφρασης του αγγελιοφόρου mRNA-στόχου ελέχθησαν µε αντίδραση 

αντίστροφης µεταγραφής-αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης. Στην παρακάτω εικόνα 

φαίνεται µείωση των επιπέδων του µηνύµατος-RNA του γονιδίου  kl-5, τόσο στα 

διαγονιδιακά άτοµα που υπόκεινται σε θερµικό σοκ, όσο και σε εκείνα που δεν έχουν 

υποστεί θερµικό σοκ. Τα επίπεδα του µηνύµατος-RNA του γονιδίου της α-τουµπουλίνης 

της D.melanogaster είναι περίπου ίδια, γεγονός που συνεπάγεται ότι οι ποσότητες RNA 

για τα δείγµατα, που ελέχθησαν στην αντίδραση, κυµαίνονται περίπου στα ίδια επίπεδα.     
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100bp ladder 103.1HS 103.1NO-HS 86.2NO-HS IS31NO-HS IS31HS 

 
Εικόνα 3.4. Μείωση των επιπέδων τ

διαγονιδιακών αρσενικών ατόµων.  Απεικο
των µετασχηµατισµένων αρσενικών ατόµων και 

αναπτυχθεί είτε σε φυσιολογική θερµοκρασία (25ο

του µηνύµατος-RNA του γονιδίου των µετασχηµατι

µηνύµατος-RNA του γονιδίου των αρσενικών ατόµ

 
 
Ανάπτυξη διαγονιδιακού συστήµα
      

     Για την αποτελεσµατικότερη επαγόµεν

προχωρήσαµε στη δηµιουργία ενός νέου 

στην ρυθµιζόµενη από την τετρακυκλίνη

σύστηµα η παραγωγή του δίκλωνου RN

tTA, του οποίου η λειτουργία καθορίζετα

έκφραση του tTΑ βρίσκεται υπό τον έλεγ

γονιδίου Hsp26 που δίνει συστατική και 

(Glaser et al 1990). 

     Σε αυτό το σύστηµα απουσία τετρακυ

σε σπερµατοκύτταρα. To tTA θα επάγε

500 
600 

400 

 

 86.2HS
ου µηνύµατος-RNA του γονιδίου kl-5 των 

νίζονται τα επίπεδα του µηνύµατος-RNA του γονιδίου kl-5 

των αρσενικών ατόµων του στελέχους IS31, που έχουν 

C), είτε σε θερµοκρασία θερµικού σοκ (37oC). Τα επίπεδα 

σµένων ατόµων µειώνονται σε σύγκριση µε τα επίπεδα του 

ων του στελέχους IS31.     

τος µε βάση τον ενεργοποιητή tTA 

η καταστολή της λειτουργίας του γονιδίου kl-5, 

διαγονιδιακού συστήµατος, το οποίο βασίζεται 

 παραγωγή δίκλωνου RNA. Στο συγκεκριµένο 

A βρίσκεται υπό τον έλεγχο του ενεργοποιητή 

ι από την παρουσία ή µη τετρακυκλίνης (Tc). Η 

χο τµήµατος της ρυθµιστικής αλληλουχίας του 

σπερµατο-ειδική έκφραση στη D.melanogaster 

κλίνης θα πραγµατοποιείται έκφραση του tTA 

ι µε πρόσδεση του στην αλληλουχία tetO την 

tubulin
Kl5 
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έκφραση δίκλωνου RNA και µέσω αυτού καταστολή της λειτουργίας του γονιδίου kl-5. 

Παρουσία τετρακυκλίνης θα εµποδίζεται η πρόσδεση του tTA στην αλληλουχία tetO και 

εποµένως δε θα πραγµατοποιείται παραγωγή δίκλωνου RNA, άρα και καταστολή της 

λειτουργίας του kl-5. Σε αυτή την περίπτωση τα αρσενικά έντοµα θα είναι γόνιµα και 

έτσι δίνεται η δυνατότητα να διατηρείται ο πληθυσµός των διαγονιδιακών εντόµων. Η 

παρακάτω εικόνα αποδίδει σχηµατικά την κατασκευή του νέου συστήµατος. 

 

 

 tTA Hsp26 INVERTED TAΤΑ tetO 3xP3 EGFP

      

Εικόνα 3.5. Η κατασκευή µε τον ενεργοποιητή tTA και κατάλληλο γενετικό µάρτυρα. 

Φαίνεται η διάταξη της κατασκευής, καθώς και ο γενετικός µάρτυρας EGFP, ανάµεσα στα άκρα του 

µεταθετού στοιχείου Minos.     

 

     Ο µετασχηµατισµός της Drosophila melanogaster θα πραγµατοποιηθεί µε το 

µεταθετό στοιχείο Minos και για την αναγνώριση µετασχηµατισµένων ατόµων θα 

χρησιµοποιηθεί η φθορίζουσα πρωτεΐνη EGFP, της οποίας η έκφραση θα βρίσκεται υπό 

τον έλεγχο του υποκινητή 3xP3, που δίνει έκφραση στα µάτια των µυγών.   
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Καταστολή της λειτουργίας µιας β- βαριάς αλυσίδας της αξονηµατικής 

δυνεΐνης 

 
     Με την αξιοποίηση των δυνατοτήτων της τεχνολογίας του RNAi έχουµε ήδη 

προχωρήσει  στη δηµιουργία µιας κατασκευής (Ταταράκης, 2003, διατριβή πτυχιακής 

εργασίας) ικανής να επάγει, µετά από θερµικό σοκ, την καταστολή της λειτουργίας της 

β- βαριάς αλυσίδας Κl-5, που συνιστά τµήµα του εξωτερικού βραχίονα της αξονηµατικής 

δυνεΐνης της Drosophila melanogaster. Ο έλεγχος για τη λειτουργικότητα της 

συγκεκριµένης κατασκευής πραγµατοποιήθηκε µε κατάλληλες διασταυρώσεις ελέγχου. 

Τα αποτελέσµατα των παραπάνω διασταυρώσεων έδειξαν ότι η παραγωγή δίκλωνου 

RNA για την απενεργοποίηση του γονιδίου kl-5 είναι αποτελεσµατική. 

     Ο αριθµός των απογόνων µετασχηµατισµένων αρσενικών ατόµων και των δύο 

οµόζυγων σειρών, που υπόκεινται σε θερµικό σοκ και στα οποία επάγεται παραγωγή 

δίκλωνου RNA, µειώθηκε στο ήµισυ σε σχέση µε τον αριθµό των απογόνων των 

αρσενικών ατόµων του στελέχους IS31. Το γεγονός ότι ο αριθµός των απογόνων ατόµων 

του στελέχους IS31 είναι ο ίδιος, είτε υπόκεινται, είτε όχι σε θερµικό σοκ, επιβεβαιώνει 

ότι για την παραπάνω µείωση των απογόνων των µετασχηµατισµένων ατόµων, δεν 

ευθύνεται η διαδικασία του θερµικού σοκ. Η µείωση κατά 20% του αριθµού των 

απογόνων των µετασχηµατισµένων ατόµων, που δεν υπόκεινται σε θερµικό σοκ σε 

σύγκριση µε τον αριθµό απογόνων των αρσενικών ατόµων του στελέχους IS31, µπορεί 

να οφείλεται στο γεγονός ότι ο υποκινητής του γονιδίου hsp70 εµφανίζει µικρή 

λειτουργία ακόµα και σε θερµοκρασία 25οC. Αυτό µπορεί να οδηγεί σε παραγωγή 

κάποιας ποσότητας δίκλωνου RNA που έχει ως αποτέλεσµα τον περιορισµό της 

έκφρασης του γονιδίου και κατά συνέπεια τη µείωση του αριθµού των απογόνων τους, 

έστω και σε µικρότερο βαθµό από τη µείωση του αριθµού των απογόνων διαγονιδιακών 

αρσενικών ατόµων, που υπόκεινται σε θερµικό σοκ. Το επιχείρηµα αυτό ενισχύεται από 

το γεγονός ότι και τα αποτελέσµατα της αντίδρασης αντίστροφης µεταγραφής-

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης έδειξαν µείωση των επιπέδων του µηνύµατος-
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RNA (mRNA) του γονιδίου ακόµα και σε µετασχηµατισµένα άτοµα που αναπτύσσονται 

σε φυσιολογική θερµοκρασία. 

     Κάθε αρσενικό άτοµο διασταυρώθηκε µε 3 παρθένες θηλυκές για δύο ηµέρες και στη 

συνέχεια µεταφερόταν για διασταύρωση µε 3 καινούριες παρθένες θηλυκές για άλλες 

δύο ηµέρες. Η συγκεκριµένη µεταφορά πραγµατοποιήθηκε τρεις φορές για κάθε 

αρσενικό άτοµο. Είναι αξιοσηµείωτο ότι ο αριθµός των απογόνων των διαγονιδιακών 

ατόµων, που είχαν υποστεί θερµικό σοκ, αυξανόταν σε κάθε µεταφορά, γεγονός που 

µπορεί να οφείλεται σε εξασθένηση της επαφωγής, ολοένα και περισσότερο, από τη 

στιγµή που πραγµατοποιήθηκε το τελευταίο θερµικό σοκ, πριν χρησιµοποιηθούν οι µύγες 

στις διασταυρώσεις. Τη συγκεκριµένη εκδοχή ενισχύει το γεγονός ότι ο αριθµός των 

απογόνων των αρσενικών διαγονιδιακών ατόµων που διασταυρώθηκαν σε φυσιολογική 

θερµοκρασία διατηρείται στα ίδια επίπεδα από µεταφορά σε µεταφορά. Σε αυτά τα 

επίπεδα προσεγγίζει σταδιακά και ο αριθµός απογόνων των διαγονιδιακών που είχαν 

υποστεί θερµικό σοκ. Φαίνεται λοιπόν ότι ένα σύστηµα, που θα επάγει τη συνεχή 

παραγωγή δίκλωνου RNA, µπορεί να προκαλέσει µία εντυπωσιακή µείωση της 

γονιµότητας των αρσενικών.     

     Με βάση τα αποτελέσµατα της αντίδρασης αντίστροφης µεταγραφής-αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυµεράσης διαπιστώνεται σαφής µείωση των επιπέδων του µηνύµατος-

RNA του γονιδίου τόσο σε διαγονιδιακά αρσενικά άτοµα που έχουν υποστεί θερµικό σοκ, 

όσο και σε εκείνα που δεν έχουν υποστεί, σε σύγκριση µε τα επίπεδα που εµφανίζονται 

σε µη µετασχηµατισµένα άτοµα. Για τον προσδιορισµό διαφορετικών επιπέδων 

µηνύµατος-RNA, µεταξύ των παραπάνω µετασχηµατισµένων ατόµων, είναι απαραίτητη 

η χρησιµοποίηση µίας µεθόδου µε µεγαλύτερη διακριτική ικανότητα, όπως η ποσοτική 

RT-PCR. 

     Τα αποτελέσµατα από τη χρησιµοποίηση της παραπάνω κατασκευής αφήνουν 

υποσχέσεις για την αποτελεσµατικότητα που µπορεί να έχει η ανάπτυξη ενός 

διαγονιδιακού συστήµατος, µε σκοπό τη δηµιουργία στείρων ανταγωνιστικών αρσενικών 

εντόµων, µέσω της απενεργοποίησης ενός γονιδίου, που κωδικοποιεί µία αλυσίδα 

αξονηµατικής δυνεΐνης.  
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Ανάπτυξη διαγονιδιακού συστήµατος µε βάση τον ενεργοποιητή tTA 
  

     Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας αναπτύχθηκε ένα διαγονιδιακό σύστηµα που θα 

προκαλεί στειρότητα σε αρσενικά έντοµα που πρόκειται να απελευθερωθούν στο 

περιβάλλον για τον έλεγχο των πληθυσµών βλαβερών ειδών. Το σύστηµα αυτό βασίζεται 

στην καταστολή της έκφρασης του γονιδίου kl-5, που θα πραγµατοποιηθεί µε επαγόµενη 

έκφραση δίκλωνου RNA, που έχει οµολογία µε ένα τµήµα της αλληλουχίας του kl-5 και 

για την επαγωγή της έκφρασής του θα χρησιµοποιηθεί ο ενεργοποιητής tTA, του οποίου 

η λειτουργία καθορίζεται από την παρουσία ή µη τετρακυκλίνης (Tc) (Gossen and 

Bujard, 1992). Η πρωτεΐνη tTA είναι ένας πολύ ισχυρός ενεργοποιητής και έτσι 

αναµένεται το συγκεκριµένο διαγονιδιακό σύστηµα να είναι πολύ αποτελεσµατικό. 

Λαµβάνοντας υπόψη και τα αποτελέσµατα που προέκυψαν µε την παραγωγή δίκλωνου 

RNA, µε επαγωγή από τον υποκινητή του γονιδίου hsp70, η µείωση περιµένουµε να 

είναι πιο εντυπωσιακή.   

     Το παραπάνω σύστηµα µπορεί να συνδυαστεί µε κάποιο άλλο το οποίο προκαλεί 

επιλεκτικά θνησιµότητα µόνο σε θηλυκά άτοµα, για την απαλλαγή από τα θηλυκά και 

την απελευθέρωση µόνο αρσενικών ατόµων. Οι Heinrich και Scott το 2000 περιέγραψαν 

ένα τέτοιο σύστηµα στη Drosophila melanogaster στο οποίο χρησιµοποιείται ο 

υποκινητής του γονιδίου yolk protein1 για να επάγει µέσω του ενεργοποιητή tTA 

έκφραση του προ-αποπτωτικού γονιδίου hid στο λιπώδη ιστό των θηλυκών ατόµων 

(Heinrich and Scott, 2000). Έτσι ο συνδυασµός των δύο συστηµάτων απουσία 

τετρακυκλίνης θα οδηγούσε στον επιλεκτικό θάνατο των θηλυκών εντόµων και κατ’ 

επέκταση στην απελευθέρωση µόνο αρσενικών. Βέβαια για να µπορέσουν να 

συνδυαστούν τα δύο συστήµατα θα πρέπει να χρησιµοποιούνται για καταστολή της 

έκφρασης του συστήµατος παρόµοιες συγκεντρώσεις τετρακυκλίνης. Το παραπάνω 

σύστηµα θα µπορούσε να συνδυαστεί και µε έναν από τους κλασσικούς τρόπους 

διαχωρισµού του φύλου, που χρησιµοποιείται για το θάνατο των θηλυκών ατόµων της 

µεσογειακής µύγας και βασίζεται στην έκφραση θερµο-ευαίσθητων θνησιγόνων 

µεταλλαγών (Robinson et al. 1999). 

     Το σύστηµα αυτό έχει την πρωτοτυπία της εισαγωγής στα έντοµα µε ένα βήµα τόσο 

της σπερµατο-ειδικής έκφρασης του tTA όσο και της ρυθµιζόµενης έκφρασης του 
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δίκλωνου RNA, που επάγεται από τον ενεργοποιητή tTA. Αυτή η διαδικασία ενός 

βήµατος κάνει πιο ευέλικτο το συγκεκριµένο σύστηµα σε σύγκριση µε συστήµατα που 

έχουν αναπτυχθεί, είτε για το διαχωρισµό θηλυκών από αρσενικά άτοµα (Heinrich and 

Scott, 2000, Thomas et al. 2000), είτε για τη δηµιουργία στείρων αρσενικών (Horn and 

Wimmer 2003, Gong et al. 2005). Πρόκειται για συστήµατα δύο συνιστωσών βάσει των 

οποίων δηµιουργούνται διαγονιδιακές µύγες που φέρουν είτε τον ενεργοποιητή tTA υπό 

τον έλεγχο ενός υποκινητή είτε την αλληλουχία tetO συνδεδεµένη µε κατάλληλο γονίδιο. 

Με διασταυρώσεις µεταξύ των διαφορετικών διαγονιδιακών εντόµων παράγονται άτοµα 

που φέρουν και τις δύο συνιστώσες στο γονιδίωµά τους.  

     Έντοµα που θα φέρουν το παραπάνω διαγονιδιακό σύστηµα θα έχουν ακίνητο σπέρµα 

και σε αυτό θα οφείλεται η στειρότητά τους και όχι σε ασπερµία. Αρσενικά άτοµα που 

παρουσιάζουν ασπερµία δεν είναι αποτελεσµατικά σε προγράµµατα απελευθέρωσης 

στείρων εντόµων, καθώς θηλυκά αγρίου τύπου που ζευγαρώνουν µε αυτά εµφανίζουν 

την τάση να ζευγαρώνουν ξανά µε άλλα αρσενικά. Εποµένως η παρουσία σπέρµατος, 

των παραπάνω διαγονιδιακών ατόµων, στις σπερµατοθήκες των θηλυκών ατόµων εκτός 

του ότι δεν µπορεί να δώσει απογόνους, αφού το σπέρµα είναι ακίνητο, εµποδίζει και το 

ζευγάρωµα των θηλυκών µε άλλους αρσενικούς.  
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