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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1. Το γονίδιο neuralized του ποντικού 

 

Πολλοί µοριακοί µηχανισµοί που ελέγχουν την ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος 

και τη νευρική λειτουργία είναι εξελικτικά συντηρηµένοι (Chan and Jan, 1999). Ένα 

παράδειγµα αποτελεί ο µηχανισµός σηµατοδότησης µέσω τον υποδοχέα Notch,  ο οποίος 

λειτουργεί σε πολλές αναπτυξιακές διαδικασίες τόσο σε εµβρυικά στάδια όσο και στην 

ενήλικη ζωή και καθορίζει την κυτταρική µοίρα σε διάφορους οργανισµούς από το 

σκουλήκι και τη µύγα µέχρι τα θηλαστικά (Artavanis-Tsakonas et al., 1995). Το γονίδιο 

neuralized της D.melanogaster ανήκει όπως και το Notch, στην οµάδα των νευρογόνων 

γονιδίων, όπου δρα πριν ή κατά τη σηµατοδότηση του υποδοχέα από το δεσµευτή του 

και ο ρόλος του είναι να περιορίζει των αριθµό των πρόδροµων νευρικών κυττάρων και 

να καθορίζει την κυτταρική τύχη στα αισθητήρια όργανα και στον φωτουποδοχέα R8 

(Boulianne et al., 1991; Price et al., 1993; Yeh et al., 2000; Lai and Rubin, 2001a).  

Το ανθρώπινο οµόλογο NEURL ταυτοποιήθηκε και χαρτογραφήθηκε στην 

χρωµοσωµική περιοχή 10q25.1, όπου χρωµοσωµικές ανωµαλίες σχετίζονται συχνά µε 

κακοήθη αστροκυττώµατα, δηλαδή αστροκυτταρικούς όγκους του κεντρικού νευρικού 

συστήµατος (Nakamura et al., 1998). Συγκρίνοντας τις αλληλουχίες των γονιδίων 

Neuralized στον άνθρωπο, τη D.melanogaster και το C.elegans παρατηρείται σηµαντική 

οµολογία στην περιοχή C3HC4 δακτύλου ψευδαργύρου (RING), η οποία θεωρείται ότι 

συµµετέχει σε DNA, RNA και πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις και χαρακτηρίζει µια 

µεγάλη ποικιλία ρυθµιστικών πρωτεϊνών. Γνωρίζοντας ότι το γονίδιο neuralized της 

Drosophila συµµετέχει στη διαδικασία της νευρογένεσης έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι 
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το ανθρώπινο οµόλογο µπορεί να συµµετέχει στον καθορισµό της κυτταρικής τύχης του 

ανθρώπινου νευρικού συστήµατος (Nakamura et al., 1998).  

Το γονίδιο Νeuralized του ποντικού (Neurl) αποµονώθηκε µετά από διερεύνηση 

βιβλιοθήκης cDNA από εγκέφαλο εµβρύου ποντικού Ε14.5 (Pavlopoulos et al., 2001a). 

Προέκυψε ένας κλώνος µεγέθους 2,433 bp στον οποίο βρέθηκε ένα ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης 1,710 bp ακολουθούµενο από 723 bp 3’ µη µεταφραζόµενης περιοχής (UTR). 

Η πρωτεΐνη που κωδικοποιείται έχει µέγεθος  574 αµινοξέων και εµφανίζει 94% 

ταυτότητα µε την ανθρώπινη και 33% ταυτότητα µε τη δροσοφιλική. Παρά το γεγονός 

ότι τα µόρια παρουσιάζουν την ίδια δοµική οργάνωση (Εικ.1) υπάρχει µια διαφορά 180 

αµινοξέων µεταξύ του θηλαστικού και του δροσοφιλικού µορίου. Oι επιπλέον 

αλληλουχίες του δροσοφιλικού µορίου µπορεί να αντανακλούν πρόσθετα λειτουργικά 

χαρακτηριστικά ή απλώς να συνδέουν παράπλευρες πολυπεπτιδικές περιοχές.  

Με ανάλυση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας του Νeurl χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα 

SMART (smart.embl-heidelberg.de/) ταυτοποιήθηκαν δύο εσωτερικές επαναλήψεις 

NEUZ µε την ίδια διαδοχή στον άνθρωπο, στη D.melanogaster και το C.elegans. Η 

περιοχή NEUZ αναγνωρίστηκε πρώτη φορά σαν µια εσωτερική επανάληψη στο NEURL 

που χαρακτηρίζει το συγκεκριµένο γονίδιο(Nakamura et al., 1998). Πρόσφατα 

προέκυψαν δύο ακόµα πρωτεϊνικές οµάδες που περιέχουν τις περιοχές NEUZ. Η  πρώτη 

οµάδα περιλαµβάνει µια ανθρώπινη και µια δροσοφιλική πρωτεΐνη άγνωστης 

λειτουργίας (µε 41% ταυτότητα µεταξύ τους) που έχουν 6 και 4 επαναλήψεις NEUZ 

αντίστοιχα αλλά δεν έχουν την περιοχή C3HC4 δακτύλου ψευδαργύρου. Η δεύτερη 

οµάδα αποτελείται από δύο οµόλογες πρωτεΐνες των θηλαστικών (ανθρώπου και 

ποντικού) και µια δροσοφιλική που εµφανίζει 38%  ταυτότητα µε τις οµόλογες 

θηλαστικές. Οι πρωτεΐνες αυτές εκτός από µια NEUZ επανάληψη έχουν και την περιοχή 

SOCs (Suppressor of Cytokine  Signalling)  που εντοπίζεται στο καρβοξυτελικό τους 

άκρο. Οι δύο αυτές πρωτεϊνικές οµάδες δεν εµφανίζουν άλλη αµινοξική οµοιότητα πέρα 

από τις επαναλήψεις NEUZ, υποδηλώνοντας ότι αυτές οι περιοχές αποτελούν µια καλά 

συντηρηµένη πρωτεϊνική δοµή και έτσι τα ορθόλογα γονίδια Neuralized µπορούν να 

θεωρηθούν πως ανήκουν σε µια NEUZ υπερ – οικογένεια γονιδίων NEUZ, λειτουργικά 

αποκλίνουσα, µε µέλη τόσο στα ασπόνδυλα όσο και στα σπονδυλωτά. 
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Το γονίδιο Νeurl του ποντικού χαρτογραφείται στο χρωµόσωµα 19, σε µια περιοχή 

συνταινική µε το ανθρώπινο χρωµόσωµα 10q25.1 (Banfi et al., 1996) που σχετίζεται µε 

αρκετές γενετικές ανωµαλίες του νευρικού συστήµατος και αναπτυξιακές δυσµορφίες 

(http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM). Η µελέτη της γενωµικής οργάνωσης του 

γονιδίου έδειξε ότι η κωδικοποιούσα αλληλουχία περιέχεται σε µια χρωµοσωµική 

περιοχή 21 Kb και αποτελείται από 6 εξόνια. Πειράµατα ανάλυσης κατά Southern και 

ανάλυση της υπάρχουσας αλληλουχίας ανθρώπου και ποντικού έδειξαν ότι το γονίδιο 

Neurl  είναι µοναδικό στο γονιδίωµα του ποντικού. 

Η ανάλυση του προτύπου έκφρασης του ανθρώπινου NEURL έδειξε ότι το γονίδιο 

είναι µεταγραφικά ενεργό στον φυσιολογικό αθρώπινο εγκέφαλο και σε πολύ 

χαµηλότερα επίπεδα, σε ιστούς κακοήθους αστροκυττώµατος (Nakamura et al., 1998). Η 

µελέτη του προτύπου έκφρασης του γονιδίου Νeurl σε εµβρυικούς ιστούς ποντικού µε 

υβριδοποίηση in situ το εντόπισε σε συγκεκριµένα σηµεία και κυτταρικές στιβάδες των 

αναπτυσσόµενων οργάνων του εµβρύου (Pavlopoulos, 2001& Κουτέλου ∆ιπλωµατική 

Εργασία 1998-1999). Σε ολόκληρα έµβρυα Ε10.5 και Ε12.5 παρατηρήθηκαν µετάγραφα 

του γονιδίου στα εκβλαστήµατα των άκρων, στα ραχιαία γάγγλια και στο κεφάλι. 

Λεπτοµερέστερη ανάλυση σε τοµές εµβρύων Ε12.5, Ε13.5 και Ε18.5 έδειξαν έκφραση 

του γονιδίου σε νευρικούς ιστούς, όπως  στην κοιλιακή (ventricular) ζώνη του 

µεσεγκεφάλου, στο επιθήλιο του χοριοειδούς πλέγµατος, στο νευρικό σωλήνα, στο 

τρίδυµο νεύρο και σε αισθητήρια όργανα όπως είναι ο φακός και ο αµφιβληστροειδής 

του µατιού, το οσφρητικό επιθήλιο και τα επιθηλιακά κύτταρα των µουστακιών. To 

Νeurl εκφράζεται επίσης σε διακριτές κυτταρικές στοιβάδες των εσωτερικών οργάνων 

όπως είναι τα βρογχιόλια του πνεύµονα, το παρέγχυµα του ήπατος, το βλεννώδες 

επιθήλιο του στοµάχου, τα σπειράµατα των νεφρών, το επιθήλιο του ουρογεννητικού 

πόρου, το επιθήλιο των άκρων. Επιπλέον µε RT – PCR παρατηρήθηκε έκφραση του 

γονιδίου σε ενήλικο εγκέφαλο, όρχεις και ήπαρ, καθώς επίσης και σε εµβρυικά κύτταρα 

ποντικού NIH 3T3 και κύτταρα τερατοκαρκινώµατος  Ρ19 (Pavlopoulos et al., 2001). 

Όµοια µε το ποντίκι, υβριδοποίηση in situ σε ανθρώπινα έµβρυα έξι εβδοµάδων έδειξε 

έκφραση του NEURL στο δέρµα, σε χόνδρινα µέρη του άκρου, του σπονδύλου και των 

πλευρών καθώς και στο παρέγχυµα του ήπατος, σε πνεύµονες και σε µύες (Kosher, 

αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 
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Επιπλέον παρατηρήθηκε ότι µετάγραφα του Νeurl εντοπίζονται και σε περιοχές του 

ενήλικου εγκεφάλου του ποντικού όπως ο εγκεφαλικός φλοιός,  η παρεγκεφαλίδα, ο 

ιππόκαµπος,  το νεοραβδωτό σώµα και η οδοντωτή έλικα (Ruan et al., 2001). Η 

καταστροφή του γονιδίου µε οµόλογο ανασυνδυασµό σε εµβρυικά κύτταρα ποντικού 

οδήγησε στη γέννηση βιώσιµων ποντικών χωρίς µορφολογικές ανωµαλίες. Τα ποντίκια 

αυτά εµφανίζουν ελάττωµα στην διάκριση οσµών και ευαισθησία στην επίδραση της 

αιθανόλης στον κινητικό συντονισµό. Το γεγονός ότι η καταστροφή (knock out) του 

γονιδίου Νeurl δεν επηρεάζει την ανάπτυξη του εµβρυικού νευρικού συστήµατος µπορεί 

να οφείλεται στη µη ουσιαστική συµµετοχή του γονιδίου σε αυτή τη διαδικασία ή στην 

λειτουργική αποκατάσταση του από ένα άλλο γονίδιο µε παρόµοιες λειτουργικές 

ιδιότητες.  

Πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης κυττάρων COS – 7 (νεφρικά κύτταρα πιθήκου) µε 

τη χρήση χιµαιρικών µορφών της  πρωτεΐνης Νeurl µε πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 

(GFP) δείχνουν ότι η πρωτεΐνη εντοπίζεται υποκυτταρικά κοντά στην πλασµατική 

µεµβράνη, αλλά και µέσα στο κυτταρόπλασµα σε στικτές δοµές. Αντίστοιχα η 

δροσοφιλική πρωτεΐνη, σε πειράµατα in vivo βρέθηκε να σχετίζεται µε την πλασµατική 

µεµβράνη και να συναντάται και σε στικτές δοµές µέσα στο κύτταρο (Yeh, 2001). 

Προκαταρκτικά βιοχηµικά πειράµατα δείχνουν ότι η πρωτεΐνη Νeurl σχετίζεται 

περιφερικά µε την πλασµατική µεµβράνη γεγονός που έρχεται σε συµφωνία µε τη µη 

ανίχνευση πεπτιδίου -σήµατος ή διαµεµβρανικής περιοχής (Pavlopoulos et al., 2001b). Ο 

υποκυτταρικός αυτός εντοπισµός µπορεί να σχετίζεται µε τη λειτουργία των πρωτεϊνών 

µε περιοχή C3HC4 δάκτυλο ψευδαργύρου, οι οποίες παίζουν ρόλο στο σχηµατισµό 

µεγάλων µακροµοριακών αθροισµάτων απαραίτητων για την πραγµατοποίηση 

πολύπλοκων ενζυµικών διεργασιών (Borden et al., 2000).  

 

 

 

 
Εικ. 1:  (Πάνω) Νουκλεοτιδική και αµινοξική αλληλουχία του γονιδίου neurl του ποντικού και 
αντιστοίχιση µε το ανθρώπινο και το δροσοφιλικό οµόλογο του. Τα όρια των εξονίων που 
παραµένουν κοινά µεταξύ των δύο γονιδίων των θηλαστικών υποδεικνύονται µε βέλη (Β). Οι 
περιοχές NEUZ του γονιδίου βρίσκονται µέσα σε πλαίσια. Η περιοχή του C3HC4 δακτύλου 
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ψευδαργύρου βρίσκεται σε γκρι πλαίσιο. (Κάτω) Συγκριτική αναπαράσταση των πρωτεϊνών 
Neuralized του ποντικού και της δροσόφιλας. Η συνολική οργάνωση π.χ. στις περιοχές NEUZ 
(γκρι πλαίσια) και C3HC4 δακτύλου ψευδαργύρου (µαύρο πλαίσιο) παραµένει η ίδια και οι 
επιπλέον πρωτεϊνικές περιοχές του δροσοφιλικού µορίου φαίνονται µε ανοιχτά πλαίσια 
(Pavlopoulos et al., 2001a).

 5
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2. Το γονίδιο neuralized της  Drosophila melanogaster 

 

Το γονίδιο neuralized της D. melanogaster ανήκει στην οµάδα των νευρογόνων 

γονιδίων  και µαζί µε το γεγονός ότι το πρότυπο έκφρασής του συµπίπτει µε πολλά 

σηµεία δράσης του σηµατοδοτικού µονοπατιού Notch καθίσταται σαν ένα µόριο 

ιδιαίτερου ερευνητικού ενδιαφέροντος (Boulianne et al., 1991; Lehmann et al., 1983). 

Παρά το γεγονός ότι το neu σχετίζεται γενετικά µε άλλα νευρογόνα γονίδια (de la 

Concha et al., 1988; Boulianne et al., 1991) ο ρόλος του µέσα στο µονοπάτι παραµένει 

ασαφής. Η αµινοξική αλληλουχία του αρχικά θεωρήθηκε ότι κωδικοποιεί µια πυρηνική 

πρωτεΐνη µε ένα θεωρούµενο σήµα πυρηνικού εντοπισµού (NLS), µια δοµή έλικας – 

στροφής – έλικας, και µια περιοχή C3HC4 δακτύλου ψευδαργύρου (RING: Really 

Interesting Gene) στο καρβοξυτελικό της άκρο (Boulianne et al., 1991; Price et al., 

1993). 

 Μελέτες υβριδοιποίησης in situ  έδειξαν ότι το neu εκφράζεται ευρέως νωρίς στην 

εµβρυογένεση, αλλά στη συνέχεια περιορίζεται στην κοιλιακή νευρογόνα περιοχή και 

τελικά στους νευροβλάστες. Κατά το τρίτο στάδιο της προνύµφης το neu εκφράζεται στα 

προδροµα κύτταρα αισθητηρίων οργάνων που θα εξελιχθούν σε µακροχαίτες στον 

ενήλικο πίσω θώρακα (Boulianne et al., 1991). Με τη δηµιουργία µιτωτικών κλώνων 

βρέθηκε ότι το neu είναι απαραίτητο για τον καθορισµό της επιδερµικής κυτταρικής 

τύχης στην προνευρική οµάδα, καθώς επίσης και για το σωστό διαχωρισµό των 

κυτταρικών τυχών στη γενεαλογία των αισθητηρίων οργάνων. Σε συνδυασµό µε το 

γεγονός ότι η πρωτεΐνη Neu εντοπίζεται στην κυτταρική µεµβράνη πιστεύεται ότι το neu 

ρυθµίζει την αποτελεσµατικότητα της νευρογόνου σηµατοδότησης κατά την ανάπτυξη 

των αισθητηρίων οργάνων µέσα στην προνευρική οµάδα επηρεάζοντας την ικανότητα 

των κυττάρων να δέχονται ή να αναπαράγουν σήµατα µέσω των Notch –Delta (Yeh et 

al., 2000). 
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Βιοχηµικά πειράµατα έδειξαν ότι µεταλλαγές απώλειας λειτουργίας του γονιδίου neu 

προκαλούν µικρή αλλά σταθερή αύξηση της πρωτεΐνης Delta σε διαφορετικά 

αναπτυξιακά στάδια. Η ποσοτική αύξηση της πρωτεΐνης µπορεί να είναι αποτέλεσµα 

συσσώρευσης εξαιτίας ελλειπούς µετα – µεταφραστικής ρύθµισης του δεσµευτή. Όταν 

το γονίδιο neu υπερεκφράζεται µαζί µε το Delta σε µία ευρεία περιοχή των 

αναπτυξιακών δίσκων προνύµφης παρατηρείται συνολική µείωση της πρωτεΐνης   Delta.  

Εκτοπική έκφραση του γονιδίου neu προκαλεί έντονη αλλαγή του κυτταρικού 

εντοπισµού της πρωτεΐνης Delta από την κυτταρική µεµβράνη σε ενδοκυττωτικά 

κυστίδια, επιβεβαιώνοντας τη στενή σχέση µεταξύ neu και Delta. Το γονίδιο neu είναι 

επιπλέον ικανό να ενεργοποιεί τη σηµατοδότηση µέσω Delta χωρίς να απαιτείται η 

παρουσία της περιοχής RING δακτύλου ψευδαργύρου, η οποία είναι ωστόσο απαραίτητη 

για την ενδοκύττωση του Delta (Pavlopoulos et al, 2001b). 

Το γονίδιο neu φάνηκε να παίζει ρόλο σε µερικές µόνο από τις κυτταρικές διαδικασίες 

που εξαρτώνται από το µονοπάτι Notch όπως η συµµετοχή του στην πλευρική αναστολή 

και των τριών βλαστικών στοιβάδων, στις επαγωγικές διαδικασίες σχηµατισµού του 

µεσοδέρµατος, σε όλα τα στάδια ανάπτυξης του περιφερικού νευρικού συστήµατος 

καθώς και στην πλευρική αναστολή του φωτοϋποδοχέα R8, όπου δρα αυτόνοµα (Lai et 

al., 2001b). Η αυτονοµία αυτή δεν παρατηρείται στην πλευρική αναστολή των φλεβών 

του φτερού ούτε στον καθορισµό του περιθωρίου του φτερού (Pavlopoulos et al, 2001b).  

Η εκτοπική έκφραση ωστόσο των πρωτεϊνών Neu και Neu∆RF (κατασκευή από την 

οποία απουσιάζει η περιοχή C3HC4 δακτύλου ψευδαργύρου) φαίνεται να µπορεί να 

επιδρά σε µια µεγάλη ποικιλία διαδικασίων εξαρτωµένων από το Notch, οι οποίες 

απαιτούν ή δεν επηρεάζονται από το ενδογενές neu. Αυτές οι παρατηρήσεις 

υποδηλώνουν ότι το neu επηρεάζει τη λειτουργία ενός ή περισσοτέρων βασικών 

συντελεστών του µονοπατιού Notch (Lai et al., 2001a). Η περιοχή C3HC4 δακτύλου 

ψευδαργύρου, η οποία έχει βρεθεί σε πολλές πρωτεΐνες που δεν σχετίζονται µεταξύ τους, 

εµφανίζει σύµφωνα µε πρόσφατες παρατηρήσεις δράση λιγάσης ουβικουιτίνης (Joazeiro 

et al., 1999; Lorick et al., 1999). Ένας πιθανός στόχος ουβικουιτινιλίωσης του γονιδίου 

neu  αποτελεί ο δεσµευτής Delta, ο οποίος φαίνεται να δρα µη αυτόνοµα στο 

σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch, ωστόσο έχει δειχτεί να παρεµβαίνει και αυτόνοµα στην 

ικανότητα ενός κυττάρου να ενεργοποιείται από το µονοπάτι Notch (Jacobsen et al., 
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1998). Η αποικοδόµηση του Delta από το Neu µπορεί στη συνέχεια να ενισχύει 

αυτόνοµα την ικανότητα ενός κυττάρου να δέχεται σήµα και να ενεργοποιείται από το 

µονοπάτι Notch (Lai et al., 2001). 

3. Το σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch. 

 

Η ανάπτυξη πολυκύτταρων οργανισµών κυριαρχείται από τη συνδυασµένη και 

διαδοχική δραστηριότητα γονιδίων, τα οποία βαθµιαία περιορίζουν το αναπτυξιακό 

δυναµικό κυτταρικών γενεαλογιών κατά τη διαφοροποίηση. Μεγάλης κλίµακας 

αναλύσεις µεταλλαγών στη δροσόφιλα έχουν οδηγήσει στον προσδιορισµό γενετικών 

µονοπατιών που ελέγχουν τη συγκρότηση ενός πολυκύτταρου οργανισµού από ένα -

µονοκύτταρο- ωοκύτταρο (Ingham et al., 1988). 

Αν και ένας µεγάλος αριθµός γονιδίων παρέχουν το «σχέδιο δράσης» για το συνολικό 

πρότυπο σχεδιασµού του σώµατος, ο προσδιορισµός των µεµονωµένων κυτταρικών 

τυχών µέσα σε ένα ιστό θεωρείται ότι καθορίζεται  από σταθερά µοτίβα κυτταρικής 

γενεαλογίας και ρυθµιστικά γεγονότα που εξαρτώνται από τοπικές κυτταρικές 

αλληλεπιδράσεις. Τέτοιες ρυθµιστικές αλληλεπιδράσεις µπορεί να συµβαίνουν µεταξύ 

κυττάρων που είναι αρχικά ισοδύναµα (πλευρική αναστολή) ή µη ισοδύναµα (επαγωγική 

σηµατοδότηση) και οδηγούν σε αλλαγές της ενδοκυττάριας φυσιολογίας σε απόκριση 

εξωκυττάριων σηµάτων (Artavanis – Tsakonas et al., 1995). 
 

 
Εικ. 2: Σχηµατική αναπαράσταση των υποδοχέων της πρωτεϊνικής οικογένειας Notch. Τα 
µέλη της οικογένειας έχουν την ίδια συνολική οργάνωση στα συντηρηµένα δοµικά µοτίβα. Οι 
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εξωκυττάριες περιοχές περιέχουν πολλαπλές (10 εως 36) επαναλήψεις EGF, που σχετίζονται µε 
τον επιδερµικό αυξητικό παράγοντα, επαναλήψεις LIN-12/Notch (LNR) πλούσιες σε κυστεΐνες.. 
Μετά τη διαµεµβρανική περιοχή (ΤΜ) ακολουθούν αλληλουχίες που είναι απαραίτητες για την 
αλληλεπίδραση µε πρωτεΐνες όπως Su(H)/ CBF1/ LAG-1, 6 επαναλήψεις αγκυρίνης (ΑΝΚ) και 
µια περιοχή πλούσια σε προλίνη, γλουταµικό, σερίνη και θρεονίνη (PEST) (Weimaster,1997). 

 

α. Ο υποδοχέας Notch 

Ένα από τα σηµατοδοτικά µονοπάτια που παίζουν κεντρικό ρόλο στον προσδιορισµό 

της κυτταρικής τύχης, που συµβαίνει µέσω των τοπικών κυτταρικών αλληλεπιδράσεων 

σε µια πληθώρα ιστών και οργανισµών είναι το µονοπάτι του Notch (Artavanis-Tsakonas 

et al., 1995). Αυτό το εξελικτικά συντηρηµένο µονοπάτι µεσολαβείται από τον 

διαµεµβρανικό υποδοχέα που κωδικοποιείται από το γονίδιο Notch της D.melanogaster 

καθώς και από τα θηλαστικά οµόλογά του, όπως επίσης και από τις σχετικές πρωτεΐνες 

που κωδικοποιούνται από τα γονίδια του C. elegans lin-12 και glp –1 (Greenwald et al., 

1994). Η δράση του Notch εµφανίζει πλειοτροπική φύση και λειτουργική αναγκαιότητα 

κατά την ανάπτυξη διάφορων ειδών. Οι πρωτεΐνες Notch έχουν βρεθεί να λειτουργούν 

και στους δύο τύπους κυτταρικών αλληλεπιδράσεων, τόσο στην πλευρική αναστολή όσο 

και στην επαγωγική σηµατοδότηση. 

Ένας τυπικός υποδοχέας Notch αποτελεί µία διαµεµβρανική πρωτεΐνη (single-pass), 

της οποίας η εξωκυττάρια και η ενδοκυττάρια περιοχή αποτελούν λειτουργικά διακριτές 

µονάδες (Rebay et al., 1993). Η εξωκυττάρια περιοχή χαρακτηρίζεται κυρίως από τις 

διαδοχικές επαναλήψεις του επιδερµικού παράγοντα αύξησης (Epidermal Growth Factor 

like Repeats), των οποίων ο αριθµός ποικίλει από 10 στο glp –1 του C.elegans εώς 36 

στη δροσόφιλα και στα Notch1 και Notch2 οµόλογα των σπονδυλωτών, ενώ 34 το 

Notch3 και 29 το Notch4  (Weinmaster et al., 1997). Η κύρια λειτουργία της 

εξωκυττάριας περιοχής φαίνεται να είναι η αλληλεπίδραση µε τους δεσµευτές (ligands). 

Συγκεκριµένα στη δροσόφιλα οι επαναλήψεις EGF 11 και 12 του Notch είναι ικανές και 

αναγκαίες για την συσσωµάτωση κυτταρικών καλλιεργειών που εκφράζουν τους 

δεσµευτές του Notch, Delta ή Serrate (Fleming, 1998). Οι υπόλοιπες επαναλήψεις EGF 

µπορεί να τροποποιούν τη δράση του Notch επάγωντας ή καταστέλλοντας την 

αλληλεπίδραση µε τους δεσµευτές ή επηρεάζοντας τη σταθερότητα της ίδιας της 

πρωτεΐνης Notch (Lieber et al., 1993).  
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Ένα δεύτερο χαρακτηριστικό µοτίβο της εξωκυττάριας περιοχής είναι επαναλήψεις 

πλούσιες σε κυστεΐνες (Lin-12/Notch), που συναντώνται σε όλα τα οµόλογα του Notch 

και κρίνονται αναγκαίες για τη διατήρηση της σταθερότητας της εξωκυττάριας περιοχής 

τους (Fleming, 1998).  

Μεταξύ των επαναλήψεων Lin-12/Notch και της διαµεµβρανικής περιοχής υπάρχουν 

θέσεις πρωτεολυτικής επεξεργασίας της πρωτεΐνης. Το πρώτο στάδιο πρωτεόλυσης 

παρατηρείται στο trans – Golgi διαµέρισµα, ώστε ο υποδοχέας να φτάνει στην κυτταρική 

µεµβράνη σαν διµερές. Το γεγονός πραγµατοποιείται µε τη δράση µιας φουρίνης (furin – 

like convertase) (Blaumueller et al., 1997; Logeat et al., 1998). Ένα δεύτερο 

πρωτεολυτικό γεγονός παρατηρείται στην εξωκυττάρια περιοχή του Notch, το οποίο 

πυροδοτείται από την αλληλεπίδραση µε τον δεσµευτή. Η πρωτεόλυση αυτή 

πραγµατοποιείται από µία πρωτεάση τύπου TACE (TNFa – converting enzyme)(Brou et 

al., 2000) και µετατρέπει το µόριο σε πολύ καλό υπόστρωµα πρεσενιλίνης, η οποία 

πρωτεολύει τον υποδοχέα στο ενδοκυττάριο τµήµα του, πολύ κοντά στη διαµεµβρανική 

περιοχή (Ray et al., 1999; Ye et al., 1999). Το ενδοκυττάριο αυτό τµήµα µετακινείται 

στον πυρήνα και οδηγεί στην ενεργοποίηση των γονιδίων στόχων του σηµατοδοτικού 

µονοπατιού (Chan et al., 1998; Kopan et al, 1996, Struhl et al., 1999). 

Η ενδοκυττάρια περιοχή των διάφορων υποδοχέων Notch περιέχει τρία επιπλέον 

αναγνωρίσιµα µοτίβα που επηρεάζουν τη λειτουργία τους. Έξι επαναλήψεις αγκυρίνης, 

µια περιοχή πλούσια σε γλουταµίνες (opa) και µια αλληλουχία PEST φαίνεται να 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στη µετάδοση του σήµατος µέσα στο κύτταρο. Η απόσταση 

µεταξύ των επαναλήψεων αγκυρίνης και της αλληλουχίας PEST ποικίλει στους 

διάφορους υποδοχείς, γεγονός που µπορεί να αντανακλά ρυθµιστικές αλληλεπιδράσεις 

των υποδόχεων µε διαφορετικές κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες (Artavanis et al., 1999; 

Fleming, 1998). 
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Εικ. 3: Πρωτεολυτικά γεγονότα  που 
αφορούν την ωρίµανση υποδοχέα Notch 
και την ενδοκυττάρια σηµατοδότηση. 
Μετά την σύνθεσή του, ο υποδοχέας Notch  
πρωτεολύεται  στην εξωκυττάρια περιοχή 
του από πρωτεάση φουρίνης µέσα στο trans-
Golgi. Το ετεροδιµερές που σχηµατίζεται 
πρωτεολύεται περαιτέω από το µέλος της 
οικογένειας ADAM disintegrin – 
metalloprotease TACE, του οποίου η δράη 
είναι πιθανόν εξαρτηµένη από την 
αλληλεπίδραση του Notch µε το δεσµευτή 
του.  Ακολουθεί ένα τρίτο πρωτεολυτικό 
γεγονός κοντά στην διαµεµβρανική περιοχή 
(εσωτερικά) του Notch το οποίο θεωρείται 
ανάλογο µε την πρωτεόλυση της ανθρώπινης 
πρόδροµης πρωτεΐνης του αµυλοειδούς από 
µια γ- secretase. Αυτό το πρωτεολυτικό βήµα 
απελευθερώνει την ενδοκυττάρια περιοχή 
του υποδοχέα, η οποία µετακινείται µέσα 
στον πυρήνα και επάγει την έκφραση 
γονοιδίων στόχων όπως το σύµπλοκο 
Enhancer of split (Υe and Fortini, 2000) .   

β.  Oι δεσµευτές  Delta/Serrate 

Οι δεσµευτές που προσδένονται και ενεργοποιούν τους υποδοχείς Notch ανήκουν 

στην οικογένεια DSL (Delta – Serrate – Lag-2), η οποία επίσης χαρακτηρίζεται από την 

παρουσία επαναλήψεων EGF στην εξωκυττάρια περιοχή τους, αλλά και από το µοτίβο 

DSL. Οι δεσµευτές Delta και Serrate της δροσόφιλα εµφανίζουν διαφορετικά πρότυπα 

έκφρασης και φαίνεται να ρυθµίζουν διαφορετικές αναπτυξιακές αποφάσεις µέσω της 

ενεργοποίησης του ίδιου Notch υποδοχέα. Οι δύο δεσµευτές Delta και Serrate µοιάζουν 

δοµικά µεταξύ τους, αλλά διαφέρουν σηµαντικά στον αριθµό επαναλήψεων EGF καθώς 

και στην παρουσία µιας περιοχής πλούσιας σε κυστεΐνες που χαρακτηρίζει το Serrate και 

απουσιάζει από το Delta. Η λειτουργία αυτής της περιοχής δεν είναι ακόµα γνωστή, αλλά 

πιστεύεται ότι µπορεί να ευθύνεται για µεταφορά κυτταρικών αποκρίσεων στο 

σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch δοαφορετικών από αυτές που µεσολαβούνται από τον 

δεσµευτή Delta (Fleming, 1998).  

Πρόσφατες παρατηρήσεις δείχνουν ότι ολόκληρο το εξωκυττάριο τµήµα του Delta 

βρίσκεται στο υπερκείµενο καλλιέργειας δροσοφιλικών κυττάρων που εκφράζουν Delta 

(Klueg et al., 1998). Το τµήµα αυτό φαίνεται να είναι προϊόν πρωτεόλυσης από την 
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µεταλλοπρωτεάση kuzbanian και είναι ικανό να προσδεθεί στον υποδοχέα Notch και να 

δράσει σαν αγωνιστής (Qi et al., 1999).   

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον εµφανίζει το πολύπλοκο µοτίβο υποκυτταρικού εντοπισµού του 

Delta, το οποίο έχει ανιχνευθεί τόσο στην κυτταρική µεµβράνη όσο και σε ενδοκυττάρια 

κυστίδια κατά τη διάρκεια διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων. Το µοτίβο αυτό 

παρατηρείται στο νευρογόνο εκτόδερµα, στο µεσόδερµα και στο οπίσθιο µεσέντερο των 

εµβρύων, στους νευροβλάστες της προνύµφης και στους αναπτυσσόµενους 

φωτοϋποδοχείς (Kooh et al., 1993). Η χρονική σειρά της αρχικής συγκέντρωσης του 

Delta στη µεµβράνη και η αποµάκρυνση που ακολουθεί υποδηλώνει ότι η µετακίνηση 

των κυστιδίων αντανακλά ενδοκύττωση του Delta  που το οδηγεί σε υποκυτταρικά 

διαµερίσµατα αποικοδόµησης και όχι σύνθεσης, επεξεργασίας και εξόδου από το 

κύτταρο. Έχει παρατηρηθεί ότι τα Delta και Notch εντοπίζονται µαζί σε κυστίδια κοντά 

στην κορυφαία πλευρά του κυττάρου (sub apical), ενώ κυστίδια που περιέχουν µόνο 

Delta βρίσκονται στη βασική πλευρά. Η αλληλεπίδραση των Delta και Notch στην 

επιφάνεια των κυττάρων παράγει την απαραίτητη πληροφορία για την εξειδίκευση των 

κυτταρικών τυχών και η σηµατοδότηση από αυτό το σύµπλοκο στη συνέχεια ίσως 

ρυθµίζεται αρνητικά µέσω της ενδοκύττωσης του συµπλόκου από την επιφάνεια του 

κυττάρου.  Η παρουσία πολλαπλών κυστιδίων µόνο µε Delta δείχνει ότι το σύµπλοκο 

υποδοχέα – δεσµευτή αποσυνδέεται πολύ γρήγορα (Kooh et al., 1993). 
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Εικ. 4 : Η ενδοκύττωση του Delta και του Notch είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση 

του υποδοχέα Notch. (Α) Η ενδοκύττωση του συµπλόκου Notch/Delta οδηγεί σε µια αλλαγή 
στερεοδιάταξης του υποδοχέα που επιτρέπει πρόσβαση στο ένζυµο για να πραγµατοποιήσει το 
δεύτερο πρωτεολυτικό βήµα (S2). (Β) Η ενδοκύττωση του συµπλόκου Notch/Delta τροποποιεί 
την αλληλεπίδραση του υποδοχέα Notch µε άλλες πρωτεΐνες και αποκαλύπτεται η δεύτερη θέση 
πρωτεόλυσης  S2. (C) Μετά την δεύτερη πρωτεόλυση η ενδοκύττωση απαιτείται για να 
αποµακρυνθεί το εξωκυττάριο τµήµα του υποδοχέα και οι πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν  µε 
αυτό το τµήµα, ώστε να αναιρεθεί η καταστολή του τρίτου πρωτεολυτικού βήµατος (S3). Το 
τελευταίο βήµα για καθένα από τους µηχανισµούς αφορά τη µεταφορά του ενδοκυττάριου Notch 
στον πυρήνα, όπου επηρεάαζει την έκφραση των γονιδίων στόχων (Parks et al., 2000). 
 

 

 Ο συνεντοπισµός των Delta και Notch µέσα στα κυστίδια και συγκεκριµένα η 

ενδοκύττωση του εξωκυττάριου τµήµατος του υποδοχέα καθώς αλληλεπιδρά µε το 

δεσµευτή φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο στην περαιτέρω µετάδοση του σήµατος. 

Αυτό συµβαίνει γιατί µε την αποµάκρυνση του εξωκυττάριου τµήµατος του Notch δρα η 
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πρεσενιλίνη στο ενδοκυττάριο τµήµα του υποδοχέα και τον απελευθερώνει ώστε να 

κινηθεί προς τον πυρήνα για την ενεργοποίηση γονιδίων στόχων. Το εξωκυττάριο τµήµα 

του Notch να έχει µια ανασταλτική λειτουργία στη διαδικασία της σηµατοδότησης και η 

trans-ενδοκύττωση του υποδοχέα µπορεί να αποµακρύνει αυτή την αναστολή (Struhl and 

Adachi, 2000). Βλάβη στην ενδοκύττωση κυττάρων που εκφράζουν Delta οδηγεί σε 

µείωση της trans-ενδοκύττωσης του Notch και της σηµατοδότησης που εξαρτάται από το 

Delta σε κύτταρα που εκφράζουν Notch (Parks et al., 2000). 

Η επικάλυψη µεταξύ των µοριακών µηχανισµών της ενδοκύττωσης και της 

σηµατοδότησης αντιπροσωπεύει έναν αποτελεσµατικό µηχανισµό µέσω του οποίου οι 

υποδοχείς µπορούν να ελέγχουν  τόσο την εξέλιξη του σηµατοδοτικού µονοπατιού όσο 

και τη δική τους µοίρα. Η ενδοκύττωση φαίνεται  να εµπλέκεται πλέον στην έναρξη και 

στη διάδοση του σήµατος και κατά συνέπεια να παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

διαφοροποίηση, τον πολλαπλασιασµό, την κυτταρική επιβίωση, την εµβρυογένεση και 

τον προσδιορισµότης  κυτταρικής µοίρας (Di Fiore et al., 2001). 

Εικ. 5: Σχηµατική ανάπαράσταση των 
δεσµευτών του Notch της οικογένειας 
DSL. Τα µέλη της οικογένειας έχουν 
την ίδια συνολική διάταξη των 
συντηρηµένων περιοχών τους. Οι 
εξωκυττάριες περιοχές  των δεσµευτών 
έχουν πολλαπλές (2 εως 16) επαναλήψεις 
EGF, αλλά οι οµόλογες πρωτεΐνες µε το 
Serrate (Serrate, Jagged1, jagged2) 
έχουν ενθέµατα µεταξύ  των EGF 
επαναλήψεων και η πρωτεΐνη LAG-2 
έχει δύο µισές EGF επαναλήψεις. 
Επιπλέον οι οµόλογες πρωτεΐνες µε το 
Serrate εµφανίζουν και µια περιοχή (CR) 
πλούσια σε κυστεΐνες ανάµεσα στις 
επαναλήψεις EGF και τη διαµεµβρανική 
περιοχή (ΤΜ) (Weinmaster, 1997).  

 

 

γ. Οι δεσµευτές της οικογένειας DSL στα θηλαστικά 

Πέντε γονίδια που κωδικοποιούν δεσµευτές για την οικογένεια υποδοχέων Notch 

έχουν κλωνοποιηθεί στα θηλαστικά : το Jagged 1 (Lindsell et al., 1995), το Jagged 2 
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(Shawber et al., 1996),  το Delta-like 1 (Bettenhausen et al.,1995), το Delta- like 3 

(Dunwoodie et al., 1997) και το Delta-like 4 (Shutter et al, 2000). Όλοι οι δεσµευτές της 

οικογένειας Notch είναι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες που περιέχουν στην εξωκυττάρια 

περιοχή τους πολλαπλές επαναλήψεις όµοιες µε EGF καθώς και ένα δεύτερο 

συντηρηµένο µοτίβο DSL, το οποίο είναι απαραίτητο για την αλληλεπίδραση µε τον 

υποδοχέα Notch (Henderson et al., 1994; Muskavitch et al., 1994). ∆ύο από τους 

δεσµευτές, οι Jagged 1 και Jagged 2, φαίνεται να ενεργοποιούν τον υποδοχέα Notch 1 σε 

κύτταρα θηλαστικών (Lindsell et al., 1995; Luo et al., 1997).  

Το γονίδιο Jagged 1 εµφανίζει ένα δυναµικό και πολύπλοκο πρότυπο έκφρασης κατά 

την εµβρυική ανάπτυξη.  Στα πρώτα εµβρυικά στάδια (Ε8.5-Ε9.5) παρατηρείται έκφρασή 

του στην περιοχή µεταξή του πρώτου και δεύτερου βραγχιακού τόξου, στο ακουστικό 

κυστίδιο, στον πρόνεφρο και στους σωµίτες. Κατά τη νευρογένεση παρατηρείται 

έκφρασή του στην κοιλιακή περιοχή της τέταρτης κοιλίας του εγκεφάλου, στον 

αναπτυσσόµενο µεσεγκέφαλο, στον τελεγκέφαλο και στα ραχιαία γάγγλια. Μελετώντας 

τα εσωτερικά όργανα παρατηρείται έκφραση στο επιθήλιο των εσπειραµένων 

σωληναρίων των νεφρών σε έµβρυο Ε10.5, ενώ σε Ε13.5 – Ε15.5 η έκφραση 

παρατηρείται στα σπειράµατα και όχι στο µεσέγχυµα του αναπτυσσόµενου νεφρού. 

Μετάγραφα παρατηρούνται στο µεσέγχυµα που περιβάλλει το επιθηλιακό εκβλάστηµα 

της αναπτυσσόµενης χοληδόχου κύστης, καθώς και στο παρέγχυµα και όχι στο επιθήλιο 

του πνεύµονα. Στο θυλάκιο του µουστακιού παρατηρείται αρχικά έκφραση στο επιθήλιο 

σε έµβρυο Ε12.5 και στη συνέχεια και στο µεσέγχυµα που περιβάλλει το θυλάκιο σε 

έµβρυο Ε14.5. Στις υπερώιες πτυχές η έκφραση εντοπίζεται στο επιθήλιο και στο 

µεσέγχυµα, στο πάγκρεας µόνο στο επιθήλιο και στους όρχεις µόνο στο µεσέγχυµα. Το 

παραπάνω πρότυπο έκφρασης υποδηλώνει ότι το γονίδιο Jagged 1 ρυθµίζεται από µια 

πολύπλοκη αλληλεπίδραση σηµάτων µεταξύ επιθηλίου και µεσεγχύµατος. Επιπλέον η 

έκφραση του γονιδίου Jagged 1 επικαλύπτεται µε την έκφραση των γονιδίων Notch,  

αλλά δεν ταυτίζεται πλήρως µε κανένα από αυτά δείχνοντας ότι ο δεσµευτής Jagged 1 θα 

µπορούσε να αλληλεπιδρά µε οποιονδήποτε από τους υποδοχείς (Mitsiadis et al., 1997).  

Πρόσφατες µελέτες  έδειξαν ότι µεταλλαγές στο γονίδιο Jagged 1 προκαλλούν το 

σύνδροµο Alagille, µια αυτοσωµική επικρατή κληρονοµική ασθένεια που 

χαρακτηρίζεται από νεογνικό ίκτερο και έλλειψη των διαηπατικών χοληφόρων πόρων 
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και εµπλέκουν το µονοπάτι Notch στις διαδικασίες ανάπτυξης του καρδιαγγειακού 

συστήµατος (Loomes et al., 1999; Xue et al., 1999). Περαιτέρω γνωρίσµατα που 

χαρακτηρίζουν την ασθένεια είναι καρδιακή ανεπάρκεια, σκελετικά ελαττώµατα, 

οφθαλµολογικές ανωµαλίες και ιδιότυπη εµφάνιση προσώπου (Li et al., 1997).   

Το γονίδιο Jagged 2 εκφράζεται στο επιφανειακό εκτόδερµα των βραγχιακών τόξων 

και στην κορυφαία εκτοδερµική ακρολοφία του αναπτυσσόµενου άκρου σε έµβρυο Ε9.5. 

Η έκφραση του γονιδίου σε έµβρυα Ε12.5 αυξάνεται στου διαφοροποιηµένους νευρώνες 

του κεντρικού και περιφερικού νευρικού συστήµατος και στον αναπτυσσόµενο 

αµφιβληστροειδή. Εκτός από το νευρικό σύστηµα το γονίδιο Jagged 2 εκφράζεται και 

στα θυλάκια των µουστακιών, στα εκβλαστήµατα των δοντιών, στο θύµο, στο στοµάχι 

και στον υπογνάθιο αδένα, η ανάπτυξη των οποίων ελέγχεται από αλληλεπιδράσεις 

επιθηλίου- µεσεγχύµατος (Valsecchi et al., 1997). Σε έµβρυα µεγαλύτερων σταδίων 

(Ε13.5-Ε15.5) µετάγραφα του γονιδίου εντοπίζονται σε παρασπονδυλικά αγγεία, σε 

ραχιαία γάγγλια, στο στοµατοφαρυγγικό επιθήλιο και στους µύες της γλώσσας (Luo et 

al., 1997). Το γονίδιο Jagged 2 συνεκφράζεται µε τον υποδοχέα  Notch 1 στην κορυφαία 

εκτοδερµική ακρολοφία υποδηλώνοντας κάποιο ρόλο αυτού του ζεύγους υποδοχέα –

δεσµευτή στην ανάπτυξη των άκρων. Συνέκφραση των δύο αυτών γονιδίων παρατηρείται 

και στο θύµο, όπου ο δεσµευτής µπορεί να επάγει τη σηµατοδότηση µέσω του υποδοχέα 

Notch 1, ώστε να καθοριστεί η τύχη των Τ λεµφοκυττάρων (Shawber et al., 1997). 

Η µελέτη της λειτουργίας του γονιδίου Jagged 2 µε την δηµιουργία στοχευµένης 

µεταλλαγής που αποµακρύνει την περιοχή DSL (απαραίτητη για την αλληλεπίδραση του 

δεσµευτή µε τον υποδοχέα) έδειξε ότι τα µεταλλαγµένα έµβρυα έχουν κρανιοπροσωπικές 

ανωµαλίες, λανθασµένη διαφοροποίηση της γδ γενεαλογίας των Τ λεµφοκυττάρων, 

αλλοιωµένη µορφολογία του θύµου και συνδακτυλία των άνω και κάτω άκρων. Αυτά τα 

αποτελέσµατα δείχνουν ότι η µεσολάβηση του σηµατοδοτικού µονοπατιού Notch µέσω 

του δεσµευτή Jagged 2  είναι απαραίτητη κατά την ανάπτυξη των άκρων, του θύµου και 

του κρανίου του ποντικού (Jiang et al., 1998). 

Το γονίδιο Delta-like 1(Dll1) αποµονώθηκε στα θηλαστικά και µε σύγκριση της 

αµινοξικής του αλληλουχίας µε το δροσοφιλικό Delta έδειξε ότι σχετίζεται στενά µε 

αυτό. Η έκφραση του γονιδίου εµφανίζεται παροδική κατά την γαστριδίωση και των 

πρώιµη οργανογένεση. Σε έµβρυα Ε7.5 εως Ε12.5 µετάγραφα εντοπίζονται στο 
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παραξονικό µεσόδερµα, που σχετίζεται άµεσα µε τη σωµιτογένεση, και σε οµάδες 

κυττάρων του νευρικού συστήµατος.  Η έκφραση του Dll1 στο νευρικό σύστηµα και στο 

παραξονικό µεσόδερµα είναι αξιοσηµείωτα όµοια  µε το γονιδίο Notch 1 κάνοντας 

πιθανό τα κύτταρα αυτών των ιστών να επικοινωνούν µεταξύ τους µε την αλληλεπίδραση 

των πρωτεϊνών Notch 1 και Dll 1 (Bettenhausen et al., 1995). Σε ενήλικα ζώα το γονίδιο 

Dll1 εκφράζεται στο αναπνευστικό επιθήλιο των πνευµόνων και στην καρδιά 

(Bettenhausen et al., 1995; Post et al., 2000). Σε έµβρυα Ε13.5 – 19.5 το γονίδιο Dll1 

εκφράζεται στους επιθηλιακούς αγωγούς διάφορων οργάνων όπως είναι ο νεφρός, ο 

πνεύµονας, το πάγκρεας και οι ορώδεις αδένες της ρινικής περιοχής. Στο νευρικό 

σύστηµα µετάγραφα εντοπίζονται στο χοριοειδές πλέγµα, την κοιλιακή ζώνη του 

εγκεφαλικού φλοιού, στο µεσεγκέφαλο και στη γέφυρα καθώς και στα αισθητήρια 

όργανα όπως είναι ο αµφιβληστροειδής, το οσφρητικό επιθήλιο και το εσωτερικό αυτί. 

Έκφραση του γονιδίου παρατηρείται επίσης σε µυικά κύτταρα, στο ενδοθήλιο των 

αιµοφόρων αγγείων, στο δόντι και στις ρίζες των θυλακίων τριχών και µουστακιών 

(Beckers et al., 1999). 

Το γονίδιο Dll3 αποτελεί ένα ακόµα οµόλογο του δροσοφιλικού Delta στα θηλαστικά. 

Έχει παρατηρηθεί ότι µπορεί να εµποδίσει την πρωτογενή νευρογένεση όταν εκφράζεται 

εκτοπικά σε Xenopus υποδηλώνοντας ότι µπορεί να ενεργοποιήσει τον υποδοχέα Notch 

και εποµένως αποτελεί λειτουργικό οµόλογο του δροσοφιλικού Delta. Προσεκτική 

µελέτη του προτύπου έκφρασης του Dll3 αποκαλύπτει τρεις κύριες θέσεις όπου 

εµπλέκεται το γονίδιο, τη νευρογένεση, τη σωµιτογένεση και την παραγωγή ιστού από 

την πρωτογενή ράβδο και το εκβλάστηµα της ουράς. Λεπτοµερής ανάλυση των 

προτύπων έκφρασης των δύο δεσµευτών Dll1 και Dll3 µε διπλή RNA υβριδοποίηση in 

situ αποκαλύπτει διαφορετικά σηµεία έκφρασης, αλλά υπονοεί την κοινή τους δράση σε 

διαδικασίες όπως είναι η σωµιτογένεση (Dunwoodie et al., 1997). 

Μεταλλαγές του γονιδίου Dll3 συνδέονται µε το φαινότυπο pudgy στα ποντίκια, που 

χαρακτηρίζεται από σοβαρές ανωµαλίες στους σπονδύλους και στις πλευρές των 

ενήλικων ατόµων. Ιστολογικές αναλύσεις δείχνουν ότι η µεταλλαγή pu εµποδίζει το 

σωστό σχηµατισµό των µορφολογικών ορίων των σωµιτών νωρίς στην ανάπτυξη και το 

σχηµατισµό του κεφαλικού- ουριαίου ορίου µεταξύ των σωµιτών (Kusumi et al., 1998). 

Μεταλλαγές στο ανθρώπινο οµόλογο DLL3 προκαλούν φαινότυπο σπονδυλοπλευρικής 
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δυσοστέωσης, η οποία αφορά δυσµορφίες στο σκελετικό άξονα. Αυτές οι µεταλλαγές 

είναι οι πρώτες που µελετώνται στα ανθρώπινα οµόλογα DELTA τονίζοντας τον 

καθοριστικό ρόλο του σηµατοδοτικού µονοπατιού Notch στο σχηµατισµό του σκελετού 

των θηλαστικών (Bulman et al., 2000; Kusumi et al., 2001). Μελέτες στο πρότυπο 

έκφρασης του γονιδίου Dll3 στο αναπτυσσόµενο νευρικό σύστηµα σε έµβρυα ποντικού 

Ε10.5 έδειξαν έντονη έκφραση στον µεσεγκέφαλο, τα ροµβικά χείλη, το κορυφαίο 

πέταλο του οπισθεγκεφάλου και ραχιαία κατά µήκος της σπονδυλικής στήλης (Kusumi et 

al., 2001). 

Το πιο πρόσφατο µέλος της οικογένειας Delta που αποµονώθηκε είναι το γονίδιο Dll4 

του οποίου η έκφραση είναι έντονη στο ενδοθήλιο των αγγείων. Εκτός από την αγγείωση 

οργάνων µετάγραφα του γονιδίου εντοπίστηκαν και στο νευρικό επιθήλιο, στο φλοιό των 

επινεφριδίων, στη σπλήνα στο θύµο και το µάτι, καθώς και στα σπειράµατα των νεφρών 

και τα αγγεία των πνευµόνων (Shutter et al., 2000; Rao et al., 2000). 

 

ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 

Το γονίδιο Νeurl λόγω του προτύπου έκφρασης και της οµολογίας του µε το 

δροσοφιλικό γονίδιο φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο σε πολλές αναπτυξιακές 

διαδικασίες  και η διερεύνηση του λειτουργικού του ρόλου θα δώσει σηµαντικές 

πληροφορίες  για τους µηχανισµούς ανάπτυξης των διάφορων ιστών καθώς και για τις 

διαµοριακές αλληλεπιδράσεις που πραγµατοποιούνται κατά την διαφοροποίηση των 

κυττάρων.  

Συνεχίζοντας την προσπάθεια λειτουργικής ανάλυσης του γονιδίου Neurl τέθηκαν δύο 

νέοι στόχοι, η συγκριτική ανάλυση του προτύπου έκφρασης του γονιδίου µε τέσσερις 

δεσµευτές της οικογένειας DSL στα θηλαστικά και η  διερεύνηση της υποκυτταρικής και 

ιστικής τοπογραφίας της πρωτεΐνης Neurl  µε τη χρήση αντισωµάτων 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

Α.ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΝΟΥΚΛΕΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ 
 

Οι ακόλουθες πειραµατικές διαδικασίες πραγµατοποιήθηκαν µε βάση τα πρωτόκολλα 

των Sambrook et al., 1989, µε µικρές τροποποιήσεις. 

 

 

1. Υδρόλυση DNA µε περιοριστικά ένζυµα. 
 

Για να είναι δυνατή η κλωνοποίηση τµήµατος DNA σε πλασµιδιακό φορέα είναι 

απαραίτητη η υδρόλυση του DNA µε τα κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα που 

δηµιουργούν άκρα συµβατά µε αυτά που έχουν επιλεγεί για το φορέα. Μετά την επιλογή 

των κατάλληλων ενζύµων, πραγµατοποιείται η αντίδραση της υδρόλυσης µε τη χρήση 

ρυθµιστικού διαλύµατος που παρατηρείται η µεγαλύτερη ενζυµική δράση και σε 

θερµοκρασία που υποδεικνύουν οι κατασκευάστριες εταιρείες. Είναι σηµαντικό ο όγκος 

του ενζύµου να µην ξεπερνά το 1/10 του τελικού όγκου, γιατί η γλυκερόλη στην οποία 

διατηρείται το ένζυµο, σε µεγάλες συγκεντρώσεις µειώνει σηµαντικά την ενεργότητα 

του. 

 

2. Αλυσιδωτή αντίδραση DNA πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction) 

 

Μερικά από τα ενθέµατα που χρησιµοποιήθηκαν για πλασµιδιακές κατασκευές 

προέκυψαν µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης, µε τη χρήση 

κατάλληλης µήτρας και δύο ολιγονουκλεοτιδίων – εκκινητών (primers) που 

υβριδοποιούνται εκατέρωθεν της αλληλουχίας DNA που επιθυµούµε να 

πολλαπλασιαστεί. Για να πραγµατοποιηθεί µια τέτοια αντίδραση αναµιγνύονται τα εξής:  

 10 – 50 ngr κατάλληλης µήτρας DNA 

 1x ΒSA (Bovine Serum Albumin αρχικής συγκέντρωσης 1mg/ml) 

 1 mM dNTPs (10x : 10mM συνολική αρχική συγκέντρωση) 

 1x ρυθµιστικό διάλυµα πολυµεράσης Thermo Pol (1x: 10mM KCl, 20mM Tris – 

Cl pH 8.8, 10mM (NH4)2SO4, 2mM MgSO4, 0.1% Triton X-100) 

 0.3 – 0.5 units DNA πολυµεράσης Vent (NEB 2.000units/ml) 
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 100 ngr από κάθε εκκινητή 

 αποστειρωµένο Η2Ο µέχρι τελικό όγκο 20 µl. 

Τα συστατικά θερµαίνονται για 5 λεπτά στους 940 C (αποδιάταξη) και στη συνέχεια 

υποβάλλονται σε 30 – 35 κύκλους, οι οποίοι περιλαµβάνουν διαδοχικά στάδια 

αποδιάταξης, υβριδοποίησης των εκκινητών στις αλληλουχίες στόχους της µήτρας και 

επιµήκυνσης των νέων αλυσίδων στους 720 C. Στο τρίτο στάδιο ακολουθεί η τελική 

επέκταση των ήδη υπαρχόντων αλυσίδων στους 720 C για 2 – 5  λεπτά.  

Η θερµοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών στις αλληλουχίες  στόχους της µήτρας 

υπολογίζεται από τον παρακάτω  γενικό τύπο: 

Τm = (G + C) Χ 4 + (A + T) Χ 2 

 

3. Έκλουση γραµµικών µορίων DNA από πήκτωµα αγαρόζης.  

 

Μετά την ηλεκτροφόρηση των υδρολυµένων µορίων DNA σε πήκτωµα αγαρόζης, 

αποµονώνονται οι ζώνες που πρόκειται να κλωνοποιηθούν. Η έκλουση γίνεται µε 

κατάλληλο εµπορικό kit  της εταιρείας Qiagen (QIAEX II Agarose Gel Extraction, Cat. 

No 20021) µε το οποίο επιτυγχάνεται δέσµευση των γραµµικών µορίων του DNA σε 

σφαιρίδια σιλικόνης ή γυαλιού σε υψηλή συγκέντρωση χαοτροπικού άλατος και σχετικά 

χαµηλό pH (pH 5-6). 

Συγκεκριµένα τα κοµµάτια της αγαρόζης που περιέχουν τα γραµµικά µόρια του DNA 

θερµαίνονται µέσα σε διάλυµα QX1, το οποίο περιέχει υψηλή συγκέντρωση χαοτροπικού 

άλατος και υδρολύει τους υδρογονοδεσµούς των σακχάρων στο πολυµερές της αγαρόζης, 

µε αποτέλεσµα να απελευθερώνεται το DNA και να δεσµεύεται από τα σφαιρίδια που 

έχουν προστεθεί στο µίγµα.  

Τα σφαιρίδια µε τα δεσµευµένα µόρια DNA ξεπλένονται µε διάλυµα ΡΕ, το οποίο 

περιέχει αιθανόλη και αποµακρύνει τα άλατα. Τελικά το DNA εκλούεται µε διάλυµα το 

οποίο έχει χαµηλή συγκέντρωση άλατος και σχετικά υψηλό pH (pH 7-8), όπως νερό ή 

διάλυµα 10mM Tris, pH 8.0. 

 

4. Παρασκευή δεκτικών για µετασχηµατισµό βακτηριακών κυττάρων E. coli 

DH5a. 
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∆εκτικά για µετασχηµατισµό χαρακτηρίζονται τα βακτηριακά κύτταρα τα οποία 

έχουν τροποποιηθεί κατάλληλα ώστε η κυτταρική τους µεµβράνη να γίνει περισσότερο 

διαπερατή στην εισχώρηση πλασµιδιακού DNA. Στην παρούσα εργασία για το 

µετασχηµατισµό βακτηριακών στελεχών ακολουθήθηκαν δύο µεθόδοι  η χηµική και 

αυτή του µετασχηµατισµού µέσω ηλεκτρικής εκκένωσης. Για κάθεµια από αυτές τις 

µεθόδους απαιτούνται και διαφορετικού τύπου δεκτικά βακτηριακά κύτταρα. 

Α. ∆εκτικά κύτταρα για χηµικό µετασχηµατισµό. 

 Επωάζουµε, 12-16 ώρες, καλλιέργεια βακτηριακών κυττάρων  (DH5a ή BL21 

DE3) σε 100ml LB, αναδευόµενη έντονα στους 370 C. 

 Σε φλάσκα 1-2 λίτρων βάζουµε 50ml LB και τα µολύνουµε µε 200µl από την 

παραπάνω καλλιέργεια. Επωάζουµε τα κύτταρα αναδευόµενα στους  370 C µέχρι 

η οπτική τους πυκνότητα στα 560nm να γίνει 0.450. 

 Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα στους 40 C για 5 λεπτά, στις 2500 rpm. 

 Επαναιωρούµε τα κύτταρα σε 20ml διάλυµατος TFBI (100mM RbCl2, 50mM 

MnCl2, 30mM CH3COOK, 10 mM CaCl2, 87% γλυκερόλη, ρύθµιση του pH στο 

5.8 µε αραιό CH3COOK). 

 Επωάζουµε για 20 λεπτά στον πάγο. 

 Φυγοκεντρούµε ξανά στους 40 C για 5 λεπτά, στις 2500 rpm. 

 Επαναιωρούµε τα βακτήρια σε 3ml διάλυµατος TFBIΙ (0.2% MOPS, 10mM RbCl2, 

80mM CaCl2, 87% γλυκερόλη, ρύθµιση του  pH στο 7.0 µε NaOH 1Μ). 

 Επωάζουµε για 10 λεπτά στον πάγο. 

 Το βακτηριακό αιώρηµα µοιράζεται σε κλάσµατα των 300µl  και διατηρείται 

στον πάγο. 

 Τελικά αποθηκεύονται στους -800 C. 

 

Β. ∆εκτικά κύτταρα για µετασχηµατισµό µέσω ηλεκτρικής 

εκκένωσης. 
 Επωάζουµε, 12-16 ώρες, καλλιέργεια βακτηριακών κυττάρων  (DH5a ή BL21 

DE3) σε 50ml ΤΥΜ (για 1lt διαλύµατος : 20gr bacto-tryptone, 5gr bacro-yeast-
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extract, 5.8gr NaCl, 2.5gr MgSO4, ρύθµιση του pH σε 7), αναδευόµενη έντονα 

στους 370 C. 

 Σε φλάσκα δύο λίτρων βάζουµε 500ml ΤΥΜ και τα µολύνουµε µε 500µl από την 

παραπάνω καλλιέργεια. Επωάζουµε τα κύτταρα αναδευόµενα στους  370 C µέχρι 

η οπτική τους πυκνότητα στα 600nm να γίνει 0.650. 

 Επωάζουµε για 20 λεπτά στον πάγο. 

 Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα στους 40 C για 15 λεπτά, στις 4000 rpm. 

 Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και επαναιωρούµε τα κύτταρα σε 500ml 

παγωµένου νερού. 

 Φυγοκεντρούµε ξανά στους 40 C για 15 λεπτά, στις 4000 rpm. 

 Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και επαναιωρούµε τα κύτταρα σε 250ml 

παγωµένου νερού. 

 Φυγοκεντρούµε ξανά στους 40 C για 15 λεπτά, στις 4000 rpm. 

 Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και επαναιωρούµε τα κύτταρα σε 50ml 

παγωµένου νερού. 

 Φυγοκεντρούµε ξανά στους 40 C για 15 λεπτά, στις 4000 rpm. 

 Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και επαναιωρούµε τα κύτταρα σε 10ml 

παγωµένου νερού. 

 Φυγοκεντρούµε ξανά στους 40 C για 15 λεπτά, στις 4000 rpm. 

 Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και επαναιωρούµε τα κύτταρα σε 1-1.5ml 

παγωµένου διαλύµατος γλυκερόλης 10%. 

 Το βακτηριακό αιώρηµα µοιράζεται σε κλάσµατα των 100µl  και διατηρείται 

στον πάγο. 

 Τελικά αποθηκεύονται στους -800 C. 
Η ποιότητα των δεκτικών κυττάρων θεωρείται καλή όταν η απόδοσή τους είναι 

µεγαλύτερη από την ανάπτυξη 106 µετασχηµατισµένων αποικιών / 1µg πλασµιδιακό 

DNA. 

 

5. Κλωνοποίηση DNA σε πλασµιδιακό φορέα. 
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Για να πραγµατοποιηθεί κλωνοποίηση ενός τµήµατος DNA σε επιθυµητό 

πλασµιδιακό φορέα, γίνεται αντίδραση σύνδεσης (ligation) σε θερµοκρασία δωµατίου 

για 3 ώρες ή στους 160C για 12-16 ώρες, προσθέτοντας τα εξής : 

 50-80ng φορέα 

 ποσότητα ενθέµατος που καθορίζεται από την αναλογία µορίων του φορέα 

µε το ένθεµα, λαµβάνοντας υπόψιν ότι για προεξέχοντα άκρα η ιδανική αναλογία 

µορίων ενθέµατος : φορέα είναι 4 : 1, ενώ για λεία άκρα η ιδανική αναλογία 

µορίων ενθέµατος : φορέα είναι 5-10 :1 

 1x ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης (10χ :0.5 Μ Tris, pH 7.4, 0.1M MgCl2, 

0.1M DTT, 10mM spermidine, 10mM ATP, 1mg/ml BSA) 

 0.75µl BSA (Bovine Serum Albumin  10mg/ml) 

 0.75µl rATP (20mM) 

 1µl T4 DNA λιγάση (3-5 units) 

 Η2Ο µέχρι ο τελικός όγκος να γίνει 15µl 

Στην περίπτωση που τα άκρα ενθέµατος και φορέα δεν είναι συµπληρωµατικά η 

αντίδραση σύνδεσης είναι αδύνατη και γι’ αυτό προηγείται αντίδραση συµπλήρωσης των 

5´προεξέχοντων άκρων µε τη χρήση του µεγάλου ενζυµικού κλάσµατος Klenow της 

πολυµεράσης Ι του DNA της E.coli. Το ένζυµο αυτό είναι ικανό να «γεµίζει» παρουσία 

δεσοξυ-ριβονουκλεοτιδίων τα 5´προεξέχοντα άκρα που δηµιουργούν οι πέψεις πολλών 

περιοριστικών ενδονουκλεασών. Η αντίδραση γίνεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 25 

λεπτά παρουσία : 

 1 µg DNA 

 1x ρυθµιστικό διάλυµα (10χ :10mM Tris – HCl pH 7.5, 5mM MgCl2, 7.5M 

DTT) 

 33µΜ δεοξυ-ριβονουκλεοτίδια (dNTPs 10mM)  

 1 unit ενζύµου (5 unit/µl) 

 Η2Ο µέχρι ο τελικός όγκος να γίνει 25µl 

Τελικά η αντίδραση διακόπτεται µε προσθήκη 1µl 0.5 M EDTA pH 8.0. 

 

6. Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων E.coli   µε θερµικό σοκ.  
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Για να ελεγχθεί η επιτυχία της αντίδρασης σύνδεσης, πραγµατοποιείται  

µετασχηµατισµός, µε ένα µέρος των προϊόντων της αντίδρασης, δεκτικών κυττάρων 

E.coli . Συγκεκριµένα ακολουθούµε την εξής διαδικασία :  

 ∆ιατηρούµε τα δεκτικά κύτταρα για µικρό χρονικό διάστηµα στον πάγο για 

να ξεπαγώσουν από τους -800 C όπου φυλάσσονταν. 

 Προσθέτουµε το ανασυνδυασµένο DNA στα κύτταρα (τα 7.5µl από τα 15µl 

του συνολικού όγκου). 

 Αφήνουµε τα κύτταρα για 30 λεπτά στον πάγο. 

 Ακολουθεί θερµικό σοκ των κυττάρων σε υδατόλουτρο θερµοκρασίας 42-

430 C για 90 δευτερόλεπτα. 

 Προσθέτουµε 800µl LB (Luria Bertani Medium) και τα επωάζουµε για 50 

λεπτά στους 370 C. 

 Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα για 5 λεπτά στις 3000 rpm. 

 Αποµακρύνουµε το περισσότερο υπερκείµενο και επαναιωρούµε τα 

κύτταρα  σε ~100µl LB. 

 Απλώνουµε τα κύτταρα σε τριβλίο που περιέχει LB και το κατάλληλο 

επιλεκτικό µέσο (αντιβιωτικό) ανάλογα µε τον πλασµιδιακό φορέα που 

χρησιµοποιήθηκε. 

 Επωάζουµε τα κύτταρα στους 370 C για 16-20 ώρες. 

 

7. Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων E.coli  µε ηλεκτρική εκκένωση.  

 

 ∆ιατηρούµε τα δεκτικά κύτταρα για µικρό χρονικό διάστηµα στον πάγο για να 

ξεπαγώσουν από τους -800 C όπου φυλάσσονταν. 

 Προσθέτουµε το DNA στα κύτταρα. 

 Eναπωθετούµε τα κύτταρα στην ειδική κυβέτα που φυλάσσονταν στους –200C. 

Με τη βοήθεια ειδικής συσκευής υποβάλουµε τα κύτταρα στιγµιαία σε ηλεκτρικό 

πεδίο 1800Volt. 

 Προσθέτουµε 900µl  παγωµένου LB (Luria Bertani Medium) και τα επωάζουµε 

για 90 λεπτά στους 370 C. 

 Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα για 5 λεπτά στις 3000 rpm. 
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 Αποµακρύνουµε το περισσότερο υπερκείµενο και επαναιωρούµε τα κύτταρα  σε 

~100µl LB. 

 Απλώνουµε τα κύτταρα σε τριβλίο που περιέχει LB και το κατάλληλο επιλεκτικό 

µέσο (αντιβιωτικό) ανάλογα µε τον πλασµιδιακό φορέα που χρησιµοποιήθηκε. 

Επωάζουµε τα κύτταρα στους 370 C για 16-20 ώρες. 

 

8. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µικρής κλίµακας µε τη µέθοδο της αλκαλικής 

λύσης κυττάρων. 

 

Από τις µετασχηµατισµένες βακτηριακές αποικίες αποµονώνουµε µικρή ποσότητα 

DNA για να ελέγξουµε αν είναι επιτυχηµένη η κλωνοποίηση του ενθέµατος στον 

πλασµιδιακό φορέα. Η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής : 

 Ετοιµάζουµε καλλιέργειες σε 3ml  LB µε το κατάλληλο επιλεκτικό µέσο 

και τις επωάζουµε ολονύκτια στους 370 C. 

 Μεταφέρουµε 1.5ml από τις καλλιέργειες σε eppendorfs και 

φυγοκεντρούµε τα κύτταρα στιγµιαία. 

 Αφαιρούµε το υπερκείµενο και επαναιωρούµε τα κύτταρα σε 200µl 

διαλύµατος Ι (Solution I) και τα αφήνουµε 5 λεπτά στον πάγο. 

 Προσθέτουµε 400µl διαλύµατος ΙΙ (Solution ΙΙ), αναδεύουµε προσεκτικά 

και επωάζουµε για 5 λεπτά στον πάγο. 

 Προσθέτουµε 300µl διαλύµατος ΙΙΙ (Solution ΙΙΙ), αναδεύουµε ήπια και 

επωάζουµε ξανά για 5 λεπτά στον πάγο. 

 

 Συστατικά διαλυµάτων 
Solution I 25mM Tris-HCl pH 

8.0 (1M) 

10mM EDTA  pH 8.0 

(0.5M) 

Solution II 0.2M NaOH (1M) 1% SDS (20%) 

Solution III 30ml CH3COOK 5M  

pH 5.2 

5.75ml CH3COOH  
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 Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα για 20 λεπτά στους 40C στις  13.000 rpm. 

 Μεταφέρουµε 800µl από το υπερκείµενο σε καθαρό eppendorf και το 

ξαναφυγοκεντρούµε για 10 λεπτά στις ίδιες συνθήκες, ώστε να επιτύχουµε 

µεγαλύτερη καθαρότητα του DNA. 

 Σε  700µl από το υπερκείµενο προσθέτουµε ίσο όγκο φαινόλη/ χλωροφόρµιο : 

ισοαµυλική αλκοόλη (24:1), τα ανακατεύουµε ήπια και φυγοκεντρούµε για 5 

λεπτά στις 13.000 rpm. 

 Μεταφέρουµε το υπερκείµενο (650-700µl) σε καθαρό eppendorf, προσθέτουµε 

ίσο όγκο χλωροφόρµιο : ισοαµυλική αλκοόλη (24:1) και φυγοκεντρούµε 

στιγµιαία στις 13.000 rpm. 

 Ακολουθεί κατακρήµνιση του DNA µε  ίσο όγκο ισοπροπανόλη και επώαση 

στους -800 C για 5-10 λεπτά. 

 Φυγοκεντρούµε για 20 λεπτά σε ψυχόµενη φυγόκεντρο στις  13.000 rpm. 

 Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και ξεπλένουµε το ίζηµα του DNA µε 70% 

αιθανόλη. 

 Φυγοκεντρούµε για 5 λεπτά, στους 40 C, στις  13.000 rpm, αποµακρύνουµε το 

υπερκείµενο και στεγνώνουµε το ίζηµα στον αέρα. 

 Τελικά επαναδιαλύουµε του DNA σε  Η2Ο ή Τ.Ε. 

Για να ελέγξουµε αν στον πλασµιδιακό φορέα που χρησιµοποιήσαµε έχει 

κλωνοποιηθεί το επιθυµητό ένθεµα υδρολύουµε το ανασυνδυασµένο DNA µε τα 

κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα και µελετάµε το πρότυπο των ζωνών που προκύπτει. 

 

9. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µεγάλης κλίµακας µε τη χρήση κολώνας 

Qiagen.  

 

Κάθε φορά που ήταν απαραίτητη η αποµόνωση µεγάλης ποσότητας DNA από 

βακτηριακή καλλιέργεια χρησιµοποιήθηκε κολώνα Qiagen (tip 100 Cat. No 12145 ή tip 

500 Cat. No 12165), µε την οποία επιτυγχάνεται πολύ µεγαλύτερη αποδοτικότητα σε 

σχέση µε την απόδοση της αλκαλικής λύσης και µεγαλύτερη καθαρότητα στο DNA που 

αποµονώνεται. Η διαδικασία που ακολουθούµε είναι η εξής : 
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 Ετοιµάζουµε καλλιέργεια 50-100 LB µε το κατάλληλο αντιβιωτικό και τις 

επωάζουµε ολονύκτια στους 370 C µε έντονη ανάδευση. 

 Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα για 30 λεπτά σε ψυχόµενη φυγόκεντρο στις 

3000 rpm. 

 Αφαιρούµε το υπερκείµενο και επαναιωρούµε το ίζηµα των κυττάρων σε 

4ml διαλύµατος P1. 

 Προσθέτουµε 4ml διαλύµατος P2, ανακατεύουµε µαλακά και αφήνουµε σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά. 

 Προσθέτουµε 4ml κρύου διαλύµατος P3, ανακατεύουµε ήπια και 

επωάζουµε στον πάγο για 15 λεπτά 

 121 Συστατικά διαλυµάτων 

P1(20ml) 25mM Tris-HCl 

pH 8.0 (1M) 

10mM EDTA   pH 

8.0 (0.5M) 

100µg/µl Rnase 

A (10 mg/ml) 

P2(50ml) 0.2M NaOH     

(1M) 

1% SDS (20%) _ 

P3(50ml) 30ml CH3COOK 

5M pH 5.2 

5.75 ml 

CH3COOH 

_ 

 

 Το  διάλυµα που προκύπτει διηθείται µε τη χρήση υαλοβάµβακα, όπου 

συγκρατούνται τα στερεά κυτταρικά υπολείµµατα. 

 Το διάλυµα φυγοκεντρείται για 20 λεπτά στους 40 C, στις 10.000 rpm. 

 Μεταφέρουµε το υπερκείµενο σε νέο σωλήνα και ξαναφυγοκεντρούµε στις ίδιες 

συνθήκες για 10 λεπτά. 

 ∆ιατηρούµε το υπερκείµενο της τελευταίας φυγοκέντρησης στον πάγο και 

ταυτόχρονα εξισορροπούµε την κολώνα Qiagen προσθέτοντας 4ml διαλύµατος 

QBT, το οποίο αποµακρύνεται από την κολώνα µε τη βαρύτητα. 

 Προσθέτουµε στην κολώνα το υπερκείµενο της φυγοκέντρησης και το αφήνουµε 

να αδειάσει µε τη βαρύτητα, ενώ το πλασµιδιακό DNA συγκρατείται στην 

κολώνα. 

 Ξεπλένουµε την κολώνα δύο φορές µε 10ml διαλύµατος QC. 

 Εκλούουµε το DNA προσθέτοντας στην κολώνα 5ml διαλύµατος QF 
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 122 Συστατικά διαλυµάτων 

QBT(100ml) 750mM NaCl 

(5M) 

50mM MOPS 

(1M) pH 7.0 

15% 

αιθανόλη 

0.15% Triton 

X -100 

QC(100ml) 1M NaCl (5M) 50mM MOPS 

(1M) pH 7.0 

15% 

αιθανόλη 

_ 

QF(100ml) 1.25M NaCl 

(5M) 

50 mM Tris-

HCl (1M) pH 

8.0 

15% 

αιθανόλη 

_ 

 

 Ακολουθεί κατακρήµνιση του DNA µε 0.7 του όγκου ισοπροπανόλη και 

φυγοκέντρηση για 30 λεπτά, στους 40 C, στις 10.000 rpm. 

 Προσεκτικά αφαιρούµε το υπερκείµενο και ξεπλένουµε το ίζηµα µε 70% 

παγωµένη αιθανόλη. 

 Φυγοκεντρούµε ξανά για 10 λεπτά, στους 40 C, στις 10.000 rpm, αποµακρύνουµε 

το υπερκείµενο και στεγνώνουµε το ίζηµα στον αέρα. 

 Επαναδιαλύουµε το ίζηµα DNA σε 100-200 µl Η2Ο ή Τ.Ε. 

 

 

10. Παροδική διαµόλυνση κυτταρικών σειρών µε πλασµιδιακό DNA. 

 

Η παροδική διαµόλυνση πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο συγκατακρήµνισης Ca3PO4 

– DNA, όπου το DNA µε µορφή κόκκων επικάθεται και εισχωρεί (ένα ποσοστό) στα 

κύτταρα. Τα κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν για τα διάφορα πειράµατα διαµόλυνσης 

είναι : επιθηλιακά κύτταρα νεφρού πιθήκου (COS-7), εµβρυικά κύτταρα ποντικού (NIH 

3T3) και ανθρώπινα επιθηλιακά κύτταρα τραχήλου (Hela). Το DNA αποκτά µορφή 

κόκκων γιατί περικλείεται µέσα σε Ca3PO4  και για να επιτευχθεί αυτό ετοιµάζουµε το 

εξής διάλυµα : 

 Πλασµιδιακό- ανασυνδυασµένο DNA σε διάφορες ποσότητες (1 και 0.5 µg). 

 Φορέας DNA  (συνήθως salmon sperm DNA), ώστε η συνολική ποσότητα DNA 

να είναι 8µg. 
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 125mM CaCl2 (αρχικής συγκέντρωσης 2.5Μ), το οποίο παρέχει τα απαραίτητα 

ιόντα Ca++. 

 Η2Ο µέχρι ο τελικός όγκος να γίνει 150µl. 

Ανακατεύουµε καλά και στη συνέχεια προσθέτουµε το διάλυµα HEBS 1x (αρχικό 

stock 2χ : 0.28Μ NaCl, 0.05M Hepes acid, 1.5mM Na2PO4, ρύθµιση pH σε 7.05 µε 

NaOH 5N, για όγκο 1lt) σταγόνα σταγόνα, ώστε να αραιώνεται καλά και να µην 

δηµιουργήσει ίζηµα. Το διάλυµα HEBS παρέχει τα απαραίτητα PO4
- 3  ιόντα, ενώ η τιµή 

του pH του είναι κρίσιµη για το σχηµατισµό του λεπτόκοκκου ιζήµατος και πρέπει να 

κυµαίνεται από 7.05 έως 7.12. Επωάζουµε το διάλυµα για 20 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου και στη συνέχεια το προσθέτουµε προσεκτικά στα πηγαδάκια που περιέχουν 

τα κύτταρα µε το κατάλληλο θρεπτικό µέσο. Ακολουθεί ολονύκτια επώαση των 

κυττάρων στους 370 C και 5% CO2, ώστε να ενσωµατώσουν το DNA και να το 

εκφράσουν. 

Την επόµενη µέρα ξεπλένουµε τα κύτταρα µε HBSS (ισότονο διάλυµα µε pH 7.5) 1-2 

φορές για να αποµακρύνουµε τους κόκκους του DNA που δεν ενσωµατώθηκαν και 

έχουν τοξική δράση για τα κύτταρα. Ανανεώνουµε επίσης το θρεπτικό µέσο και 

επωάζουµε τα κύτταρα ακόµη 24-48 ώρες πριν τα προετοιµάσουµε για µικροσκοπική 

παρατήρηση. 

Πρέπει να σηµειωθεί ότι όλες οι παραπάνω κυτταρικές σειρές επικάθονται στο 

τριβλίο και έτσι οι αλλαγές των διαλυµάτων γίνονται µε προσοχή για να µην 

αποκολληθούν τα κύτταρα. 

 

 

11. Προετοιµασία διαµολυσµένων κυττάρων για παρατήρησή τους σε συνεστιακό 

µικροσκόπιο. 

 

Τα διαµολυσµένα κύτταρα είναι δυνατό να παρατηρηθούν ζωντανά κάτω από το οπτικό 

µικροσκόπιο, είτε να µονιµοποιηθούν και να επεξεργαστούν κατάλληλα πριν τη 

µικροσκοπική παρατήρηση. Στη δεύτερη περίπτωση ακολουθούµε τα βήµατα:   
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 Ξεπλένουµε τα κύτταρα 1-2 φορές µε PBS 1x (10x : 0.4M Na2HPO4, 0.05M 

NaH2PO4, 1.5M NaCl, για όγκο 1lt).  

 Προσθέτουµε 4% φορµαλδεΰδη (FA), και τα αφήνουµε για 5 λεπτά να 

µονιµοποιηθούν.  

  Ξεπλένουµε ξανά 2-3 φορές µε PBS 1x και τα επωάζουµε µε παρεµποδιστικό 

διάλυµα (blocking buffer 200ml: 20 ml PBS 10x, 4ml Triton 10%, 400µl MgCl2 1M, 

2.2ml fish gelatin) για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.  

 Ακολουθεί επώαση µε το πρωτεύον αντίσωµα, το οποίο αραιώνεται στο 

παρεµποδιστικό διάλυµα, για 2 – 3 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου.  

 Ξεπλένουµε 2 – 3 φορές µε παρεµποδιστικό διάλυµα και τα επωάζουµε µε το 

δευτερεύον αντίσωµα συζευγµένο µε φθορίζουσα ουσία, αραιωµένο σε 

παρεµποδιστικό διάλυµα, για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου.  

 Ξεπλένουµε την περίσσεια από το δευτερογενές αντίσωµα 2 – 3 φορές µε 

παρεµποδιστικό διάλυµα σε θερµοκρασία δωµατίου και στη συνέχεια πλένουµε 1 – 2 

φορές  µε PBS 1x. 

  Προσθέτουµε DAPI 1x  (4,6 – διαµιδινο – 2 – φαινυλ – ινδόλη), 5 λεπτά. Το DAPI 

διαθέτει µια  µπλε φθορίζουσα οµάδα που δένεται ειδικά στο DNA. για.  

 Ξεπλένουµε 1-2 φορές µε PBS 1x και διατηρούµε τελικά τα κύτταρα σε κατάλληλο 

υλικό στήριξης (mounting : 80% glycerol, 1% w/v n- propyl- gallate). 

Τα κύτταρα είναι πλέον έτοιµα για παρατήρηση χρησιµοποιώντας συνεστιακό 

µικροσκόπιο τύπου Leica.  
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Β.ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ ΚΑΙ 

ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΩΝ 

 

1. Υπερέκφραση των πρωτεϊνών σε κύτταρα Ε. coli BL21 (DE3) 

 

Για να επιτύχουµε την υπερέκραση µιας πρωτεΐνης έχουµε κλωνοποιήσει αρχικά το 

επιθυµητό κοµµάτι DNA σε κατάλληλο φορέα έκφρασης (pGEX) και ακολουθεί 

µετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων Ε. coli BL21 µε αυτή την κατασκευή. Επωάζουµε 

ολονύκτια µια βακτηριακή αποικία σε 100 ml θρεπτικού µέσου που περιέχει το 

κατάλληλο αντιβιωτικό, στους 370C. Χρησιµοποιούµε το 1/50 της ολονύκτιας 

καλλιέργειας για να εµβολιάσουµε νέα καλλιέργεια 100 ml και περιµένουµε µέχρι η O.D. 

των κυττάρων στα 600nm να γίνει ίση µε 0.6 – 0.8. Προσθέτουµε στην καλλιέργεια 0.1 

mΜ IPTG (αρχικής  συγκέντρωσης 1Μ) και την επωάζουµε για επιπλέον 2-6 ώρες στους 

300C. Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα για 15 λεπτά στις 3500 rpm και αφού αποµακρύνουµε 

το υπερκείµενο τα επαναδιαλύτοποιούµε σε αποδιατακτικό διάλυµα Laemmli (2x : 

100mM Tris pH 6.8, 4% SDS, 0.2% bromophenol blue, 20% glycerol, 10% β- 

mercaptethanol), αν πρόκειται να αναλυθούν οι πρωτεΐνες σε πήκτωµα SDS – 

ακρυλαµίδης και στη συνέχεια φυλάσσονται στους -200C. Εναλλακτικά τα κύτταρα 

επαναιωρούνται  και υφίστανται λύση σε κατάλληλο όγκο διαλύµατος λύσης (50 ml: 5ml 

PBS 10x, 5ml Triton – X100 10%, 600µl PMSF 100mM, 100µl β- mercaptethanol) και 

µε υπερήχους (sonication) για 10 δευτερόλεπτα, 3-4 φορές. ∆ιαχωρίζουµε το 

υπερκείµενο από το ίζηµα και ακολουθεί η διαδικασία καθαρισµού της πρωτεΐνης που 

µας ενδιαφέρει µε το κατάλληλο πρωτόκολλο. Σε όλα τα παραπάνω βήµατα τα κύτταρα 

διατηρούνται αυστηρά στους 4 0C, ώστε να διαφυλαχθούν όσο το δυνατό καλύτερα οι 

πρωτεΐνες των κυττάρων από τη δράση πρωτεασών. 

 

2. Ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωµα 

πολυακρυλαµιδίου (SDS – PAGE). 

 

Τα κύτταρα που έχουν επαναδιαλυτοποιηθεί σε διάλυµα Laemmli θερµαίνονατι για 5 

λεπτά στους 95 0C και φυγοκεντρούνται στιγµιαία. Το δείγµα φορτώνεται στο πήκτωµα 
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που έχει προετοιµαστεί  και του οποίου η περιεκτικότητα σε ακρυλαµίδη καθορίζεται 

από το µέγεθος των πρωτεϊνών που πρόκειται να διαχωριστούν. Η πρετοιµασία  των δύο 

τµηµάτων του πηκτώµατος (separeting – stacking) γίνεται µε βάση των παρακάτω πίνακα 

:  

 

 Separeting gel Stacking gel 

% acrylamid 10% 12.5% 15% 5% % acrylamid 

1.5M Tris pH 8.0 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 0.38ml 1M Tris pH 6.8 

30% acryl/0.8% 

bis acrylamide 
3.3 ml 4 ml 5 ml 0.67ml 30% acryl/0.8% bis 

acrylamide 
SDS 20% 0.05ml 0.05ml 0.05ml 0.015 ml SDS 20% 

H2O 4 ml 3.3 ml 2.3 ml 2.7 ml H2O 

APS 10% 0.1ml 0.1ml 0.1ml 0.03ml APS 10% 

TEMED 0.005ml 0.005ml 0.005ml 0.003ml TEMED 

 

Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται στα 35 – 45 mΑ για 1 ώρα περίπου.Μετά το 

τέλος της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα  βάφεται µε Coomasie Brilliant Blue (1lt: 0.25 gr 

Coomasie Brilliant blue R250, 100ml acetic acid, 900ml H2O/MeOH 1:1), ενώ η 

αποµάκρυνση της χρωστικής πραγµατοποιείται µε ολονύκτια ανάδευση σε διάλυµα 30% 

MeOH , 10% acetic acid. Το πήκτωµα διατηρείται αφού έχει αφυδατωθεί σε gel dryer. 

 

3. Αποµόνωση διαλυτών GST χιµαιρικών πρωτεϊνών µε πραγµατοποίηση 
χρωµατογραφίας συγγένειας µε προσροφητή Glutathione Sepharose 4B. 

 
Μετά την επαναιώρηση του κυτταρικού ιζήµατος σε κατάλληλο όγκο διαλύµατος 

λύσης και αφού έχει πραγµατοποιηθεί λύση µε υπερήχους, το υπερκείµενο φορτώνεται 

σε προσροφητή Glutathione Sepharose 4B, ο οποίος έχει ήδη εξισορροπηθεί στο ίδιο 

διάλυµα λύσης  (10 ml διάλυµα για κάθε 1 ml προσροφητή). Ακολουθεί επώαση του 

διαλυτού κυτταρικού εκχυλίσµατος µε τον προσροφητή για 2 ώρες υπό συνεχή ήπια 

ανάδευση. Το δείγµα στη συνέχεια, φυγοκεντρείται για 2 λεπτά στις 3000rpm και ο 

προσροφητής µαζί πλέον µε τις προσδεδεµένες πρωτεΐνες ξεπλένεται µε το διάλυµα 

λύσης µε τον ίδιο τρόπο (10 ml διάλυµα για κάθε 1 ml προσροφητή). Όλα τα ενδιάµεσα 
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υπερκείµενα φυλάσσονται προκειµένου να ελεχθούν στη συνέχεια µε ηλεκτροφόρηση. Η 

έκλουση τελικά των προσδεδεµένων πρωτεϊνών πραγµατοποιείται µε προσθήκη 

διαλύµατος έκλουσης (1 ml: 0.003 g Glutathione-H, 50mM Tris pH 8.0, 0.5mM PMSF). 

Η επώαση διαρκεί 20 λεπτά και επαναλαµβάνεται 3-4 φορές. Ακολούθησε 

ποσοτικοποίηση της πρωτεΐνης σε κάθε κλάσµα της έκλουσης µε τη µέθοδο Bradford και 

τα δείγµατα φυλάσσονταν στους -200C. 

 

4. Αποµόνωση των αδιάλυτων GST χιµαιρικών πρωτεϊνών από τα έγκλειστα 

σωµάτια (inclusions bodies). 

Για να αποµονωθεί η µεγάλη ποσότητα πρωτεΐνης που βρίσκεται αδιάλυτη σε 

έγκλειστα σωµάτια πραγµατοποιήθηκε ηα παρακάτω διαδικασία: 

 Φυγοκεντρούµε 250 – 300 ml καλλιέργειας κυττάρων που έχουν επαχθεί στις 

3500rpm για 15 λεπτά 

 Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και επαναδιαλυτοποιούµε το ίζηµα στο διάλυµα 

Α ( 50mM Tris pH 7.9, 200 mM NaCl , 2mM EDTA, 100µg/ml PMSF, 1µM 

pepstatin , 1µM leupeptin) σε πάγο. 

 Προσθέτουµε στερεή λυσοζύµη τελικής συγκέντρωσης 0.2 mg/ml και επωάζουµε 

στον πάγο για 20 λεπτά. 

 Προσθέτουµε 1% Triton X-100 και επωάζουµε στον πάγο για 10 λεπτά. 

 Ακολουθεί λύση µε υπερήχους (sonication) 3 φορές για 15 δευτερόλεπτα 

χρησιµοποιώντας Vibra Cell Sonicator. 

 Τοποθετούµε σε 2 corex 5 ml σουκρόζης 40% και πολύ προσεκτικά από πάνω 

προσθέτουµε το προιόν της κυτταρόλυσης ώστε να µην αναµιχθούν οι δύο φάσεις. 

 Φυγοκεντρούµε για 30 λεπτά στις 13.000rpm και αποµακρύνουµε το υπερκείµενο. 

 Ξεπλένουµε απαλά το τοιχώµατα των corex µε 1-2 ml διαλύµατος ΤΕΝ(50 ml: 

10mM Tris pH 7.5, 1mM EDTA, 0.2M NaCl) ώστε να αποµακρύνουµε τα 

υπολείµµατα της σουκρόζης. 

 Επαναδιαλυτοποιούµε προσεκτικά το ίζηµα σε 2 ml διαλύµατος ΤΕΝ και 

µεταφέρουµε το δείγµα σε καθαρό σωλήνα για να γίνει νέα φυγοκέντρηση για 10 

λεπτά στις 3500rpm. 
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 Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και προσθέτουµε στο ίζηµα 8 ml διαλύµατος 

εκχύλισης µε ουρία (urea extraction buffer: 8M urea, 0.5 M NaCl, 0.5M Tris pH 

7.9, 1mM EDTA, 30mM β - mercaptethanol, 1 µM pepstatin, 1µM leupeptin) 

 Ακολουθεί ισχυρή ανάδευση µέχρι να επαναδιαλυτοποιηθεί η πελέτα, η οποία 

διατηρείται στον πάγο.  

 Για την αποµάκρυνση της ουρίας πραγµατοποιούµε αρχικά διαπίδηση ολονύκτια 

σε διάλυµα Β(2 lt: 50mM Tris pH 7.9, 0.5mM NaCl, 10% glycerol, 20 µg/ml 

PMSF) και στη συνέχεια µια αλλαγή διαλύµατος µε µείωση της συγκέντρωσης 

του PMSF (2µg/ml) µε δύο ώρες επώαση. 

 Τελικά αποµακρύνουµε τα αδιάλυτα µέρη µε φυγοκέντρηση 10 λεπτών στις 

13.000rpm και το υπερκείµενο φυλάσσεται στους 40C µέχρι να πραγµατοποιηθεί 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα SDS – ακρυλαµίδης και αποµόνωση της ζώνης µε 

την πρωτεΐνη που θα δοθεί για ανοσοποίηση. 

 

5. Παραγωγή πολυκλωνικού αντιορρού. 

 

Οι διαδικασίες της ανοσοποίησης, παραλαβής και χαρακτηρισµού του αντιορρού µε 

ELISA, έγιναν σε συνεργασία µε τη γερµανική εταιρία Davids Biotechnologie 

(email:Davids.Bio@T-online.de)  και µε τα µέλη του εργαστηρίου Εφαρµοσµένης 

Βιοχηµείας και Ανοσολογίας του I.M.B.B. 

Μέρος της καθαρής πρωτεΐνης, είτε σε µορφή διαλύµατος (1mg/ ml) είτε σαν ζώνη 

που αποµονώθηκε από πρωτεϊνικό πήκτωµα (1mg περίπου συνολικά), 

γαλακτωµατοποιήθηκε µε ίσο όγκο πλήρους ανοσοενισχυτικού του Freund σε όγκο 1 ml 

και ενέθηκε ενδοδερµικά σε ένα υγιές κουνέλι. Περαιτέρω αναµνηστικές – ενισχυτικές 

δόσεις του αντιγόνου (150 – 200µg η καθεµιά) σε γαλάκτωµα µε ατελές 

ανοσοενισχυτικού του Freund χορηγήθηκαν µε τον ίδιο τρόπο σε διαστήµατα 4 

εβδοµάδων. ∆οκιµαστικές αφαιµάξεις χρησιµοποιήθηκαν για τον έλεγχο του αντιορρού. 

Το αίµα επωάστηκε αρχικά για 1ώρα στους 370C  και για µερικές ώρες ακόµα στους 40C 

για τη δηµιουργία θρόµβου, ο οποίος διαχωρίστηκε από τον ορό µε φυγοκέντρηση. Τα 

δείγµατα των ορών φυλάχθηκαν στους 40C , ενώ αφαίµαξη είχε πραγµατοποιηθεί και 

πριν την ανοσοποίηση, ώστε να χρησιµοποιηθεί σαν ορός αναφοράς. 
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6. Ανάλυση Western. 

 

Αφού έχει ολοκληρωθεί η ηλεκτροφόρηση των πρωτεινικών δειγµάτων, οι πρωτεΐνες 

του πηκτώµατος µεταφέρονται σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης  (PROTRAN) µε τη 

µέθοδο της υγρής ηλεκτροµεταφοράς  (σε συσκευή BIORAD) και µε ένταση 110mA 

ολονύκτια στους 40C . Το διάλυµα ηλεκτροµεταφοράς που χρησιµοποιείται αποτελείται 

από 0.25M Tris pH 8.3, 192mM glycine, 0,1% SDS, 20% MeOH.  

Στη συνέχεια η µεµβράνη επωάζεται µε διάλυµα 1x TBST (10x : 20mM Tris – HCl, 

500mM NaCl, 0.1 % Tween-20) 5% w/v άπαχο γάλα σε σκόνη, σε θερµοκρασία 

δωµατίου για τουλάχιστον 1 ώρα, για να εµποδιστούν οι µη ειδικές 8έσεις πιθανής 

πρόσδεσης του αντισώµατος. Ακολουθεί ολονύκτια επώαση µε το πρωτογενές αντίσωµα 

στους 40C ή επώαση για 3-4 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Το πρωτογενές αντίσωµα 

αραιώθηκε σε διάλυµα 1x TBST 5% w/v άπαχο γάλα σε σκόνη (το πολυκλωνικό 

αντίσωµα 130Α χρησιµοποιείται σε αραίωση 1:2000 (Davids Biotech.), ενώ το 140Β σε 

αραίωση 1: 200 (εργαστ. Ανοσολογίας Ι.Μ.Β.Β). 

Η περίσσεια του πρωτογενούς αντισώµατος αποµακρύνεται µε τρεις πλύσεις της 

µεµβράνης (5-10 λεπτών ) µε διάλυµα 1x TBST. Ακολουθεί επώαση µε το δευτερογενές 

αντίσωµα GaR – HRP (Goat anti Rabbit Horse Radish Peroxidase), το οποίο αραιώνεται 

σε διάλυµα 1x TBST 5% w/v άπαχο γάλα σε σκόνη 1: 15.000 για 1-2 ώρες σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Η περίσσεια του δευτερογενούς αντισώµατος αποµακρύνεται µε 

τρεις πλύσεις 5 λεπτών της µεµβράνης µε 1x TBST  και ακολουθεί εµφάνιση µε χρήση 

του συστήµατος της χηµειοφωταύγειας SuperSignal της εταιρείας PIERCE  σύµφωνα µε 

τις οδηγίες της. 

 

7. Αρνητικός καθαρισµός συγγένειας αντισωµάτων πάνω σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης. 

 

Σε ένα πήκτωµα SDS – πολυακρυλαµίδης ηλεκτροφορείται σηµαντική ποσότητα της 

πρωτεΐνης που αναγνωρίζουν τα αντισώµατα (περίπου 30µg). Ακολουθεί µεταφορά της 

πρωτεΐνης σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (PROTRAN) µε τη µέθοδο της υγρής 

 71



ηλεκτροµεταφοράς  (σε συσκευή BIORAD) και µε ένταση 110mA ολονύκτια στους 40C. 

Η µεµβράνη στη συνέχεια βάφεται µε διάλυµα Ponceau (Sigma Cat. No P7767), ώστε να 

οριοθετηθεί η ζώνη που µας ενδιαφέρει, µετά ξεβάφεται µε dH2O και η ζώνη κόβεται 

προσεκτικά, αφήνοντας ένα µικρό περιθώριο ασφαλείας. Η µεµβράνη επωάζεται σε 

παρεµποδιστικό διάλυµα (1x TBST 5% w/v άπαχο γάλα) για 30 λεπτά υπό ήπια 

ανάδευση. Αµέσως µετά τοποθετείται πάνω σε parafilm, και µέσα σε ένα θάλαµο 

κορεσµένο σε υδρατµούς. Πάνω στη µεµβράνη ρίχνουµε πολύ προσεκτικά τον ορό που 

θέλουµε να καθαρίσουµε (περίπου 400 µl) και επωάζουµε για 1-2 ώρες υπό πολύ ήπια 

ανάδευση ώστε ο ορός να παραµένει πάνω στη µεµβράνη. Τελικά αποµακρύνουµε τον 

ορό από τη µεµβράνη και ελέγχουµε τον καθαρισµό µε ανάλυση Western. 
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Γ. ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ ΠΡΟΤΥΠΟΥ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΣΕ  

ΕΜΒΡΥΑ ΠΟΝΤΙΚΟΥ 

 

Οι ακόλουθες πειραµατικές διαδικασίες πραγµατοποιήθηκαν µε βάση τα πρωτόκολλα 

των Henrique et al., 1995; Mitsiadis et al., 1995; Myat et al., 1996. 

 

Ι. In Situ ΥΒΡΙ∆ΟΠΟΙΗΣΗ ΣΕ ΤΟΜΕΣ ΚΡΥΟΣΤΑΤΗ 

 

1. Προετοιµασία ανιχνευτή mRNA µε αντίδραση µεταγραφής in vitro . 

 

 Για να παρασκευαστεί  ο ανιχνευτής  RNA που είναι συµπληρωµατικός µε το 

mRNA του γονιδίου (antisense probe), καθώς και ο µη συµπληρωµατικός ανιχνευτής 

(sense probe) που χρησιµεύει για έλεγχο του «θορύβου» αναµειγνύονται τα εξής:  

 1χ  ρυθµιστικό διάλυµα µεταγραφής  (10x: 400mM Tris-HCl, pH 8.00, 60mM 

MgCl2, 100mM διθειοθρεϊτόλη (DTT), 20mM σπερµιδίνη.) 

 1x DIG-RNA µίγµα σήµανσης (10χ: 10mM ATP, 10mM CTP, 10mM GTP, 6.5mM 

UTP, 3.5mM DIG-11-UTP, pH 7.5) 

 2-3 units αναστολέαRΝase  (40u/10µl) 

 πλασµιδιακό DNA, το οποίο έχει γραµµοποιηθεί µε το κατάλληλο ένζυµο 

περιορισµού, για να χρησιµοποιηθεί σαν µήτρα στην αντίδραση µεταγραφής (1µg) 

 0.1 M DTT (προαιρετικά) 

 40 units Τ3 ή Τ7 RNA πολυµεράση (20 units/µl) για την παρασκευή του 

συµπληρωµατικού και µη συµπληρωµατικού ανιχνευτή αντίστοιχα (ανάλογα µε τη 

θέση κλωνοποίησης του γονιδίου στο πλασµίδιο που διαθέτει τον υποκινητή για την 

Τ3 ή Τ7 πολυµεράση του RNA). 

 DEPC-H2O µέχρι ο τελικός όγκος να φτάσει τα 20µl. 

Ακολουθεί επώαση για 2 ώρες στους 37ο C και στη συνέχεια προστίθεται 20 units DNase 

I για να καταστραφεί η µήτρα του DNA που θα µπορούσε να µειώσει το ποσοστό 

σύνδεσης του ανιχνευτή µε το στόχο mRNA. Η επώαση µε τη DNase I διαρκεί 15 λεπτά  

στους 37ο C  και στη συνέχεια σταµατάµε την αντίδραση µε 1 µl EDTA 0.5M, pH 8.00.  
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Προσθέτουµε 2.5 µl LiCl 4M και 75 µl απόλυτη αιθανόλη και βάζουµε το δείγµα για 

2 ώρες στους -20ο C (ή στους -80ο C ολονύκτια). Εναλλακτικά του LiCl  4Μ για την 

κατακρήµνιση του RNA µπορεί να χρησιµοποιηθεί οξικό αµµώνιο (ΝΗ4ΟΑc) 3M, pH 

5.2.  

Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm στους  4ο C για 15 λεπτά, ξέπλυµα µε 

70% αιθανόλη και νέα φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες για 5 λεπτά. Το ίζηµα του 

RNA επαναδιαλύεται σε 100 µl DEPC-H2O ή Τ.Ε (αφού έχει εξατµιστεί πλήρως η 

αιθανόλη) και φυλάσσεται στους -20ο C. Η ποσότητα και η ποιότητα του RNA ελέγχεται 

µε ηλεκτροφόρηση ενός µέρους του δείγµατος σε πήκτωµα αγαρόζης 1.2% 

 

2. Επεξεργασία εµβρύων για τοµές τους σε κρυοστάτη. 

 

Αµέσως µετά την αποµάκρυνση τους από τη µήτρα του θηλυκού, τα εµβρύα 

τοποθετούνται σε διάλυµα παραφολµαδεΰδης (PFA) 4%, όπου και παραµένουν για 12-24 

ώρες στους 4ο C για να µονιµοποιηθούν. 

Αφού ξεπλυθούν 2-3 φορές από την παραφολµαδεΰδη µε 1χ ΡΒS, τοποθετούνται σε 

διάλυµα σουκρόζης 30% σε 1χ ΡΒS, όπου παραµένουν για 24 ώρες, στους  4ο C, µέχρι 

να πέσουν στον πάτο του falcon (50 ml). 

Στεγνώνουµε λίγο τα έµβρυα από τη σουκρόζη και τα τοποθετούµε σε µικρό 

πλαστικό καλούπι που περιέχει µέσο  Polyfreeze – Tissue Freezing Medium 

(POLYSCIENCES INC. Cat. No 19636) ειδικό για τοµές σε κρυοστάτη. Καλύπτουµε 

καλά όλο το έµβρυο µε το διάλυµα αυτό και το βάζουµε στους -80ο C µέχρι να 

στερεοποιηθεί, όπου και διατηρείται για µεγάλο χρονικό διάστηµα. Εναλλακτικά του 

προαναφερθέντος µέσου µπορεί να χρησιµοποιηθεί διάλυµα 15% σουκρόζης και 7.5% 

ζελατίνης σε  1χ ΡΒS. 

Μέσα στο στερεοποιηµένο πλέον διάλυµα, τα έµβρυα είναι δυνατόν να κοπούν στον 

κρυοστάτη σε τοµές πάχους 12-20µm. Οι τοµές των εµβρύων συλλέγονται σε ειδικές 

αντικειµενοφόρους πλάκες Superfrost / Plus Lanes Porte- Objects (O. Kindler Gmbh & 

Co) και διατηρούνται στους -80ο C επίσης για µεγάλο χρονικό διάστηµα. 
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3. Υβριδοποίηση  του ανιχνευτή µε το  mRNA στόχο  πάνω στις τοµές των 

εµβρύων. 

 

Βγάζουµε τις αντικειµενοφόρους µε τις τοµές από τους -80ο C και αφού τις 

απλώσουµε σε ένα αλουµινόχαρτο, τις αφήνουµε σε θερµοκρασία δωµατίου για 2-3 ώρες 

µέχρι να στεγνώσουν καλά. Χωρίς καµία άλλη επεξεργασία είναι έτοιµες να δεχτούν το 

µείγµα υβριδοποίησης. 

Το µείγµα υβριδοποίησης δεν διαφέρει σε τίποτα από το µείγµα που χρησιµοποιείται 

στην υβριδοποίηση ολόκληρων εµβρύων. Σε 500µl µείγµατος προσθέτουµε 0.5-1 µg 

ανιχνευτή και προθερµαίνουµε για 5 λεπτά στους 65ο C. Πάνω σε κάθε αντικειµενοφόρο 

βάζουµε 70-100 µl από το µείγµα υβριδοποίησης και την καλύπτουµε µε parafilm. Στη 

συνέχεια τις τοποθετούµε σε ένα κουτί µε υγρό περιβάλλον φορµαµίδης και τις 

επωάζουµε ολονύκτια στους 65ο C. 

 

4. Πλυσίµατα µετά την υβριδοποίηση και ανοσολογική ανίχνευση µε το αντίσωµα 

anti-DIG. 

Οι αντικειµενοφόροι τοποθετούνται σε κατάλληλα δοχεία και πλένονται αρχικά µε 

διάλυµα Ι στους 65ο C για 15 λεπτά. Ακολουθεί πλύσιµο µε το διάλυµα ΙΙ, 3 φορές, για 

30 λεπτά, στους 65ο C και τέλος µε το διάλυµα ΙΙΙ, 3 φορές, για 30 λεπτά, στους 65ο C. 

Αρχικό stock ∆ιάλυµα Ι ∆ιάλυµα ΙΙ  ∆ιάλυµα ΙΙΙ 

Formamide 100% 50% (200ml) 50% (200ml) 50% (200ml) 

SSC 20x 5x    (100ml) 1x     ( 20ml) 0.1x    ( 2ml) 

Tween-20 100% 0.1% ( 0.4ml) 0.1% ( 0.4ml) 0.1% ( 0.4ml) 

Συν. (µε dH2O)            400ml            400ml           400ml 

 

Τα γυάλινα µπανάκια διατηρούνται σε συνεχή ήπια κίνηση όσο διαρκούν τα 

πλυσίµατα των τοµών στα παραπάνω διαλύµατα που σκοπό έχουν την αποµάκρυνση των 

µη υβριδοποιηµένων µορίων του ανιχνευτή  mRNA για µείωση του θορύβου. 

Ακολουθεί πλύσιµο των τοµών µε διάλυµα ΜΑΒΤ 1χ (ή Β1) (5χ: 100mM µαλεϊκό 

οξύ, pH 7.50 µε NaOH, 150mM NaCl, 0.1% Tween-20) µία φορά µέσα στα γυάλινα 

µπανάκια σε θερµοκρασία δωµατίου και δύο φορές ακόµα, αφού όµως έχουµε 
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τοποθετήσει τις αντικειµενοφόρους σε οριζόντια θέση µέσα σε µεταλλική θήκη, ώστε να 

µειώσουµε το ποσοστό αποκόλλησης των ιστών. Σε αυτή τη θέση προσθέτουµε 500 µl 

ΜΑΒΤ 1χ πάνω σε κάθε πλάκα και την αφήνουµε σε θερµοκρασία δωµατίου για 30 

λεπτά.  

Στη συνέχεια τα έµβρυα πλένονται µε διάλυµα ΜΑΒΤ 1χ που περιέχει 10% NGS 

(Normal Goat Serum),το οποίο καλύπτει τους ιστούς του εµβρύου εµποδίζοντας τη µη 

ειδική σύνδεση του αντισώµατος. Η επώαση διαρκεί 1-2 ώρες, ενώ σε χωριστό διάλυµα 

ΜΑΒΤ 1χ µε 10% NGS (ή Β2) προσθέτουµε το αντίσωµα anti-DIG (1/500 σε 5-10 ml 

διαλύµατος ανάλογα µε τον αριθµό των πλακών), ώστε κατά τη διάρκεια της επώασης να 

καλυφθούν οι µη ειδικές θέσεις πρόσδεσης του αντισώµατος. 

Αντικαθιστούµε το διάλυµα ΜΑΒΤ 1χ µε 10% NGS (ή Β2) µε αυτό που περιέχει και 

το αντίσωµα και επωάζουµε τα έµβρυα για 2-4 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου ή 

ολονύκτια στους 4ο C. Καλύπτουµε τις αντικειµενοφόρους µε parafilm. 

 

5. Πλυσίµατα µετά την επώαση του αντισώµατος anti-DIG και εµφάνιση του 

σήµατος. 

 

Μετά την επώαση των τοµών µε το αντίσωµα γίνονται πλυσίµατα µε διάλυµα ΜΑΒΤ 

1χ σε θερµοκρασία δωµατίου, µία φορά µέσα σε γυάλινα µπανάκια και δύο φορές ακόµα  

για 30 λεπτά σε οριζόντια θέση προσθέτοντας 500 µl διαλύµατος σε κάθε πλάκα. 

Ακολουθεί πλύσιµο των τοµών µε διάλυµα ΝΤΜΤ (ή Β3) (1χ: 100mM NaCl, 100mM 

Tris-HCl, pH 9.5, 50 mM MgCl2, 0.1% Tween-20) 2-3 φορές σε θερµοκρασία δωµατίου, 

διατηρώντας τις πλάκες σε οριζόντια θέση. Αντικαθιστούµε το διάλυµα ΝΤΜΤ µε το 

διάλυµα της αντίδρασης αποκάλυψης (Β4), το οποίο έχει προετοιµαστεί µε τον ίδιο 

τρόπο που περιγράφεται στην υβριδοποίηση ολόκληρων εµβρύων.Προσθέτουµε 100 µl 

διαλύµατος Β4 σε κάθε αντικειµενοφόρο πλάκα, τις καλύπτουµε µε καλυπτρίδες και 

επωάζουµε 1-2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου ή ολονύκτια στους  4ο C. Αν το σήµα 

παραµένει αµυδρό µετά από 12-16 ώρες ξεπλένουµε τις πλάκες µε διάλυµα Β3 1-2 

φορές, σε οριζόντια θέση, και ανανεώνουµε το διάλυµα Β4 της αντίδρασης αποκάλυψης, 

επωάζοντας για 24-48 ακόµα ώρες στους 4ο C. 
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Σταµατάµε την αντίδραση αποκάλυψης όποτε κρίνουµε ικανοποιητικό το σήµα, 

ξεπλένοντας τις τοµές 1-2 φορές µε διάλυµα ΡΒΤ 1χ και στη συνέχεια διατηρούµε τις 

αντικειµενοφόρους καλύπτοντας τες µε καλυπτρίδες όπου έχουµε προσθέσει µικρή 

ποσότητα Aquamount improved (BDH Laboratory Cat. No 362262H), το οποίο είναι 

διαλυτό στο νερό. Αφήνουµε τις αντικειµενοφόρους όλη τη νύχτα στην απαγωγό για να 

στεγνώσουν καλά και στη συνέχεια τις φυλάσσουµε σε θερµοκρασία δωµατίου.  

 

6. Παρατήρηση των εµβρύων στο µικροσκόπιο και φωτογράφιση. 

 

Τα παρασκευάσµατα των ανοσοϊστοχηµικών χρώσεων παρατηρήθηκαν σε 

µικροσκόπιο τύπου Leica µε διερχόµενο φως και οπτικά Nomarski. Η λήψη των 

φωτογραφιών έγινε µε ψηφιακή φωτογραφική µηχανή προσαρµοσµένη στο µικροσκόπιο, 

τύπου Spot και η επεξεργασία των φωτογραφιών έγινε µε την χρήση του προγράµµατος 

Adobe Photoshop 5.0. 

 

ΙΙ. ΑΝΟΣΟΙΣΤΟΧΗΜΙΚΗ ΧΡΩΣΗ ΣΕ ΤΟΜΕΣ ΚΡΥΟΣΤΑΤΗ 

 
Οι παρακάτω πειραµατικές διαδικασίες πραγµατοποιούνται µε βάση των οδηγιών που 

δίνονται στο VECTASTAIN Elite  ABC kit  της εταιρείας Vector Laboratories. 

 

1. Προετοιµασία των εµβρύων πριν την επώασή τους µε τα αντισώµατα. 
 

Βγάζουµε τις κρυοτοµές από τους -20οC και τις αφήνουµε να στεγνώσουν από την 

υγρασία για 30 λεπτά. ∆ηµιουργούµε υδρόφοβα άκρα γύρω από κάθε αντικειµενοφόρο 

µε το ειδικό πινέλο Dacopen. Αφήνουµε τις αντικειµενοφόρους να στεγνώσουν 30 λεπτά. 

Ακολουθεί µεταµονιµοποίηση των τοµών µε επώαση των αντικειµενοφόρων σε ακετόνη 

για 5 min. Ξεπλένουµε αµέσως (έτσι ώστε να µην συνεχίζει να δρά η ακετόνη) µε 1χ 

PBT (PBS+ 0.1% Triton για 10 λεπτά) σε µπανάκι (1-3 φορές). Ακολουθεί 

απενεργοποίηση της δραστηριότητας της ενδογενούς περοξειδάσης µε επώασή τους σε 

0.3% Η2Ο2 και 50% µεθανόλη 50% PBS για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. (Η 

διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται στο σκοτάδι λόγω της φωτοευσθησίας του Η2Ο2). 

Ξεπλένουµε καλά µε 1χ PBT( 3 φορές για 10 λεπτά) για να απαλλαχθούµε από το Η202. 
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2. Επώαση µε τα κατάλληλα αντισώµατα και αντίδραση εµφάνισης. 

 
Επωάζουµε τις τοµές σε 1χ  PBS που περιέχει 1% BSA και 0.1% Triton (το παραπάνω 

διάλυµα φιλτράρεται και φυλάσσεται στο ψυγείο) τουλάχιστον για µία ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου (blocking). Στη συνέχεια επωάζουµε µε το πρωτεύον αντίσωµα 

ολονύκτια στους 4ο C. Το διάλυµα στο οποίο αραιώνεται το πρωτεύον αντίσωµα είναι 1χ  

PBS που περιέχει 0.1% BSA και 0.1% Triton. Ακολουθεί καλό ξέπλυµα µε 1χ PBT 3 

φορές για 10 λεπτά. Επωάζουµε τις τοµές µε το δευτερεύον αντίσωµα (biotinylated 

Antibody) είτε σε διάλυµα που περιέχει 0.1% BSA και 0.1% Triton για δύο ώρες 

τουλάχιστιον (το παραπάνω διάλυµα φιλτράρεται και φυλάσσεται στο ψυγείο)  είτε σε 

διάλυµα που περιέχει 1χ  PBS και normal blocking serum. Ακολουθεί καλό ξέπλυµα µε 

1χ PBT  3 φορές για 10 λεπτά. 

Επίσης σ’ αυτό το διάστηµα προετοιµάζεται το σύµπλοκο Αβιδίνης Βιοτίνης ( στη 

βιοτίνη  είναι προσδεδεµένο το ένζυµο της περοξειδάσης). Ο χρόνος επώασης για τη 

δηµιουργία του συµπλόκου είναι τουλάχιστον µισή ώρα και ο σχηµατισµός του 

πραγµατοποιείται στο σκοτάδι. Το σύµπλοκο Αβιδίνης Βιοτίνης προστίθεται στις τοµές, 

οι οποίες αφήνονται να επωαστούν για µισή ώρα τουλάχιστον σε θερµοκρασία δωµατίου, 

στο σκοτάδι. Ακολουθεί καλό ξέπλυµα µε 1χ PBT 3 φορές για 10 λεπτά. Σ’αυτό το 

διάστηµα γίνεται η προετοιµασία για τη δηµιουργία του χρωµογόνου που θα 

χρησιµοποιηθεί για τον εντοπισµό της περοξειδάσης στις τοµές. To χρωµογόνο το οποίο 

χρησιµοποιείται είναι το DAB (diaminobenzidine tetrahydrochloride). 

Συγκεκριµένα σε 5ml Η2Ο προσθέτουµε 2 σταγόνες Buffer Stock Solution, 4 σταγόνες  

DAB Stock Solution και 2 σταγόνες Hydrogen Peroxide Solution (όλα τα παραπάνω 

διαλύµατα περιέχονται στο DAB SUBSTRATE KIT FOR PEROXIDASE). Η παραπάνω 

διαδικασία πραγµατοποιείται στο σκοτάδι. Οι τοµές επωάζονται µε DAB στο σκοτάδι για 

κατάλληλο χρονικό διάστηµα συνήθως 2 - 10 λεπτά. Η διαδικασία της χρώσης σταµατάει 

µε ξέπλυµα µε  1χ PBT. Ακολουθούν τρία δεκάλεπτα πλυσίµατα µε 1χ PBT. Τέλος οι 

τοµές αφυδατώνται, περνώντας διαδοχικά από διαλύµατα 70, 95, 100% αιθανόλης (5 

λεπτά παραµονή σε κάθε διάλυµα), εµβαπτίζονται σε ξυλένιο (τουλάχιστον µισή ώρα) 

και καλύπτονται µε Entellan. 

 

 78



ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

1. ∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΟΥ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΟΥ ΡΟΛΟΥ ΤΗΣ 

ΠΡΩΤΕΪΝΗΣ NEURALIZED ΤΟΥ ΠΟΝΤΙΚΟΥ ΜΕ ΤΗΝ  

ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΕΙ∆ΙΚΩΝ ΠΟΛΥΚΛΩΝΙΚΩΝ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΩΝ. 

 
 
Α. Υπερέκφραση τµηµάτων της πρωτεΐνης NEURALIZED σε βακτηριακά 

κύτταρα E.coli BL21. 

 

Για να χαρακτηριστεί το γονίδιο neuralized του ποντικού και να αποδοθεί η 

λειτουργία της πρωτεΐνης, κρίθηκε απαραίτητη η παρασκευή πολυκλωνικών 

αντισωµατών ενάντια στη συγκεκριµένη πρωτεΐνη. Τα αντισώµατα αυτά µπορούν να 

θεωρηθούν πολύτιµο εργαλείο για τους στόχους αυτής της εργασίας, αλλά και 

µελλοντικά  για τον χαρακτηρισµό της φυσικής (ενδογενούς) πρωτεΐνης, τον εντοπισµό 

της σε κυτταρικό επίπεδο και για τον χαρακτηρισµό των κυτταρικών τύπων που την 

εκφράζουν, καθώς και την ανάλυση της αλληλεπίδρασής της µε άλλες πρωτεΐνες.  

Για την παρασκευή ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης Neurl κλωνοποιήθηκαν στον 

πλασµιδιακό φορέα έκφρασης pGEX-4T-2 δύο περιοχές του cDNA του Neuralized. 

Προηγούµενες επανηληµένες προσπάθειες έκφρασης ολόκληρης της πρωτεΐνης δεν 

απέδωσαν τα αναµενόµενα , ίσως λόγω τοξικότητας του ολόκληρου µορίου στα 

βακτηριακά κύτταρα ή λόγω µεροληψίας στη χρήση κωδικονίων. Οι περιοχές αυτές 

κωδικοποιούν για 132 και 137 αµινοξέα αντίστοιχα και εντοπίζονται στο cDNA του 

neuralized , η πρώτη στη θέση 1005 – 1400 bp και η δεύτερη στη θέση 423 – 836 bp. 

∆ηλαδή όσον αφορά την αµινοξική αλληλουχία της πρωτεΐνης τα ενθέµατα αυτά 

εντοπίζονται στο 335 – 467 αµινοξύ το πρώτο και στο 141 – 278 αµινοξύ το δέυτερο. Για 

να κλωνοποιηθούν τα ενθέµατα αυτά στον κατάλληλο φορέα πραγµατοποιήθηκε 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) µε τη χρήση κατάλληλων εκκινητών, οι 

οποίοι σχεδιάστηκαν να έχουν στα άκρα τους περιοριστικές θέσεις που είναι συµβατές µε 

αυτές του πλασµιδιακού φορέα.  

Το πρώτο ένθεµα παράχθηκε µε τη χρήση των παρακάτω εκκινητών: 

5’ – CGG GAT CCC GCG AGA CCA TCT TCA TCA AGG – 3’ (forward)  
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5’ – CCC TCG AGG GGG AGT GGA GGC AGG TGA G – 3’ (reverse)  

και στο προιόν της αντίδρασης πραγµατοποιήθηκε πέψη µε BamHI και XhoI, όπως 

ακριβώς και στον πλασµιδιακό φορέα. Για το δεύτερο ένθεµα χρησιµοποιήθηκαν οι εξής 

εκκινητές: 5’ – CGC GGA TCC CGC GCC TGC CCT GAC CTG – 3’ (forward)     5’ – 

CCG CTC GAG CGG TTG AGC GAG TTC TGC GG – 3’ (reverse) και ακολούθησε 

πέψη µε τα ίδια περιοριστικά ένζυµα. 

 

 
5741 RZFNEUZ NEUZ 

335 467 

288141

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικ. 6: Σχηµατικκή αναπαράσταση της πρωτεΐνης Neuralized του ποντικού. Τα δύο τµήµατα 

που φαίνονται χρησιµοποιηήθηκαν για την παραγωγή των αντισωµάτων γιατί περιέχουν οµάδες 

αµινοξέων µε υψηλό δείκτη αντιγονικότητας,. Οι περιοχές NEUZ της πρωτεΐνης φαίνονται µε 

γκρι, ενώ η περιοχή RING δακτύλου ψευδαργύρου µε ροζ.. Οι αριθµοί αντιστοιχούν σε 

αµινοξικές θέσεις. 

 

 

Οι παραπάνω πρωτεϊνικές περιοχές επιλέχθηκαν έτσι ώστε να µην περιέχουν το 

µοτίβο δάκτυλου ψευδαργύρου (Ring Zinc Finger) γιατί η επαγωγή των βακτηριακών 

κυττάρων που περιείχαν αυτό το τµήµα της πρωτεΐνης δεν ήταν επιτυχής και επιπλέον να 

εµφανίζουν υψηλό δείκτη αντιγονικότητας, ο οποίος προκύπτει από την αµινοξική 

αλληλουχία µε την εφαρµογή του προγράµµατος  ANTIGENICITY PLOT (www.embl-

heidelberg.de/~toldo/JaMBW/3/1/7/), σηµειωτέον ότι όσο υψηλότερος είναι ο δείκτης 
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αντιγονικότητας µιας οµάδας αµινοξέων, τόσο µεγαλύτερη είναι η εξειδίκευση των 

αντισωµάτων που θα παραχθούν για τους συγκεκριµένους επιτόπους. 

Μετά την εισαγωγή των παραπάνω πλασµιδιακών κατασκευών σε κύτταρα E.coli 

BL21, ακολούθησε επαγωγή  της υπερέκφρασης των ζητουµένων πρωτεϊνών και έλεγχος 

της επαγωγής µε ηλεκτροφόρηση των βακτηριακών εκχυλισµάτων σε πήκτωµα SDS – 

ακρυλαµίδης. Η επιβεβαίωση ότι οι πρωτεΐνες που υπερεκφράζονται είναι οι επιθυµητές 

έγινε µε τον έλεγχο του µεγέθους τους µε τον κατάλληλο πρωτεϊνικό µάρτυρα, όσο και 

από την απουσία αυτών των πρωτεϊνών από το εκχύλισµα των ίδιων κυττάρων όταν σε 

αυτά υπήρχε µόνο ο φορέας χωρίς  το ένθεµα. Στην Εικ. 7 φαίνονται τα πηκτώµατα SDS 

– ακρυλαµίδης που περιγράφονται παραπάνω µε τις πρωτεΐνες που έχουν επαχθεί. 

 

 

 m     1     2      3      4      m         1         2        3 
 

 

 

 

 
 

 

 

Εικ.7:  Αναλυτικό πήκτωµα SDS-πολυακ

Επαγωγή του πρωτεϊνικού τµήµατος 130Α 

βακτηριακών εκχυλισµάτων όπου έχει επαχ

Υπερκείµενο βακτηριακών εκχυλισµάτων ό

Neurl - GST. 3. Ίζηµα βακτυριακών εκχυλι

GST. 4. Ίζηµα βακτηριακών εκχυλισµάτων

πρωτεΐνης   Neurl – GST. (Β) Επαγωγή του

κύτταρα 1. Υπερκείµενο βακτηριακών εκχυ

πρωτεΐνης GST. 2. Ίζηµα βακτηριακών εκχ

χιµαιρικής πρωτεΐνης Neurl - GST. 3. Υπερ

επαχθεί η έκφραση της χιµαιρικής πρωτεΐνη

 

Α

ρυλαµίδης µε βακτηριακά εκχυλίσµατα.

(132 αα) σε βακτηριακά κύτταρα 1. Υπερκ

θεί η έκφραση µόνο της πρωτεΐνης GST. 2

που έχει επαχθεί η έκφραση της χιµαιρική

σµάτων όπου έχει επαχθεί η έκφραση της π

 όπου έχει επαχθεί η έκφραση της χιµαιρικ

 πρωτεϊνικού τµήµατος 140Β (137 αα) σε β

λισµάτων όπου έχει επαχθεί η έκφραση µό

υλισµάτων όπου έχει επαχθεί η έκφραση τη

κείµενο βακτηριακών εκχυλισµάτων όπου 

ς Neurl – GST. m ο πρωτεϊνικός µάρτυρας
Β 
 
75 
 

50 
 

37 
 
 

21 
 

. (Α) 

είµενο 

. 

ς πρωτεΐνης 

ρωτεΐνης 

ής 

ακτηριακά 

νο της 

ς 

έχει 

. 

81



Β. Καθαρισµός  των πρωτεϊνικών τµηµάτων που υπερεκφράστηκαν για τη 

χρησιµοποίησή τους ως αντιγόνα στην ανοσοποίηση κουνελιών. 

 

Τα πολυπεπτίδια Neurl που υπερεκφράστηκαν αποµονώθηκαν και καθαρίστηκαν από 

τις ενδογενείς βακτηριακές πρωτεΐνες ακολουθώντας δύο διαφορετικές διαδικασίες. Για 

την πρώτη πρωτεΐνη των 132 αµινοξέων (130Α) παρατηρήθηκε ότι το µεγαλύτερο µέρος 

της βρίσκεται διαλυτό στο υπερκείµενο των βακτηριακών εκχυλισµάτων και έτσι 

επιλέχθηκε η αποµόνωσή της µε τη χρήση του προσροφητή Glutathione Sepharose 4B, 

στον οποίο προσδένονται ειδικά οι GST χιµαιρικές πρωτεΐνες  και στη συνέχεια 

εκλούονται µε τη χρήση ανηγµένης γλουταθειόνης. Όλα τα στάδια της πρόσδεσης και 

της έκλουσης της πρωτεΐνης 130Α αναλύθηκαν σε πήκτωµα SDS – ακρυλαµίδης όπως 

φαίνεται στην Εικ. 9. Η καθαρισµένη πρωτεΐνη ποσοτικοποιήθηκε και στάλθηκε για 

ανοσοποίηση στην εταιρεία Davids Biotechnologie (email: Davids.Bio@T-online.de). 

Η δεύτερη πρωτεΐνη των 137 αµινοξέων (140Β) βρέθηκε περισσότερο συγκεντρωµένη 

στο ίζηµα των βακτηριακών εκχυλισµάτων και για να καθαριστεί ακολουθήθηκε 

διαδιακασία αποµόνωσής της από τα έγκλειστα σωµάτια µε τη χρήση ουρίας. Μετά την 

αποµάκρυνση της ουρίας µε διαπίδυση, η καθαρισµένη πρωτεΐνη αποκόπηκε από 

πρωτεϊνικό πήκτωµα και χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοποίηση ενός δεύτερου 

κουνελιού. 

Στην εικ. 8 φαίνονται τα στάδια καθαρισµού της δεύτερης  πρωτεΐνης και η  πρωτεϊνική 

ζώνη που τελικά αποκόπηκε. 
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Εικ. 8 : Ανάλυση πηκτώµατος SDS – πολυακρυλαµίδης µετά των καθαρισµό των 

πρωτεϊνικών τµηµάτων. (Α) Καθαρισµός του  πρωτεϊνικού τµήµατος 130Α µε τη χρήση 

προσροφητή Glutathione Sepharose 4B. 1 – 3. Υπερκείµενα των διαδοχικών πλυσιµάτων του 

προσροφητή όπου φαίνονται οι πρωτεΐνες που  δεν προσδέθηκαν σε αυτόν. (πρώτο ξέπλυµα η 

διαδροµή 3). 4 – 6. Τα διαδοχικά κλάσµατα που συλλέχθηκαν µετά την έκλουση της πρωτεΐνης 

από τον προσροφητή (πρώτο κλάσµα η διαδροµή 6). 7 Το υπερκείµενο που συλλέχθηκε αµέσως 

µετά την επώαση των βακτηριακών εκχυλισµάτων µε τον προσροφητή.  (B) Καθαρισµός του 

πρωτεϊνικού τµήµατος 140Β από έγκλειστα σωµάτια.  1. Μέρος του δείγµατος πριν την 

προσθήκη ουρίας. 2. Το υπερκείµενο που συλλέχθηκε µετά τη φυγοκέντρηση του δείγµατος µε 

40% σουκρόζη.. 3. Μέρος του δείγµατος µετά την διαπίδηση, όπου η έντονη ζώνη είναι αυτή που 

κόπηκε από το πήκτωµα και χρησιµοποιήθηκε για ανοσοποίηση. m ο πρωτεϊνικός µάρτυρας 

 

Γ. Ποιοτικός και ποσοτικός έλεγχος των αντισωµάτων  

 

Για να ελεγχθεί αρχικά η ικανότητα των πολυκλωνικών αντισωµάτων που 

παράχθηκαν να αναγνωρίζουν τα τµήµατα  της πρωτεΐνης Neurl έγινε ανάλυση Western 

µε τη χρήση βακτηριακών εκχυλισµάτων κυττάρων E.coli BL21, στα οποία έχουν 

υπερεκφραστεί τα τµήµατα  της πρωτεΐνης. Ως αρνητικός έλεγχος χρησιµοποιήθηκαν 

εκχυλίσµατα βακτηρίων που φέρουν µόνο τον πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T-2 που 

εκφράζει την πρωτεΐνη GST.  Οι µεµβράνες επωάστηκαν µε ορό από τα 2 κουνέλια, 

καθώς και µε ορό από τα κουνέλια  πριν την ανοσοποίηση (preimmune). Το αντίσωµα  

για την πρώτη πρωτεΐνη αραιώθηκε 2000 φορές (όπως και ο ορός πριν την 

ανοσοποίιηση), ενώ για τη δεύτερη πρωτεΐνη 140Β αραιώθηκε 200 φορές (βάσει 

παρατηρήσεων από τα πρώτα πιλοτικά  πειράµατα Western που είχαν πραγµατοποιηθεί) 

(Εικ.9).  
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Εικ. 9: Ανάλυση Western για τον έλεγχο της εξειδίκευσης των αντισωµάτων. (Α) Επώαση 
µε τον ορό πριν την ανοσοποίηση (preimmune) (αραίωση 1:2000) 1. Εκχυλίσµατα βακτηριακών 
κυττάρων που  έχουν επαχθεί να εκφράζουν την πρωτεΐνη GST (>). 2. Εκχυλίσµατα 
βακτηριακών κυττάρων που έχουν επαχθεί για να εκφράζουν τη χιµαιρική Neurl – GST. 3. 
Εκχυλίσµατα βακτηριακών κυττάρων µη µετασχηµατισµένα. (Β) Επώαση µε τον ορό 130Α 

(αραίωση 1:2000). Τα 1,2,3, δείγµατα είναι όµοια µε Α. (Γ) Επώαση µε τον ορό 140Β (αραίωση 
1:200). 1. Εκχυλίσµατα βακτηριακών κυττάρων που έχουν επαχθεί να εκφράζουν την πρωτεΐνη 
GST 2. . Εκχυλίσµατα βακτηριακών κυττάρων µη µετασχηµατισµένα 3. Εκχυλίσµατα 
βακτηριακών κυττάρων που έχουν επαχθεί για να εκφράζουν τη χιµαιρική Neurl – GST (⇒). 
 
 

Παρατηρήθηκε ότι ο ορός δεν αναγνωρίζει πριν την ανοσοποίηση τα πρωτεϊνικά 

τµήµατα, ενώ τα αντισώµατα αναγνωρίζουν τα αντίστοιχα πρωτεϊνικά τµήµατα µε 

ικανοποιητική εξιδείκευση.  Είναι εµφανές ότι ο ορός για το 130Α εµφανίζει πολύ 

µικρότερο «θόρυβο» από τον ορό για το 140Β, ο οποίος αναγνωρίζει έντονα και κάποιες 

άλλες πρωτεΐνες εκτός από τα πρωτεϊνικά τµήµατα που έχουν επαχθεί. Τα αντισώµατα 

αναγνωρίζουν εξίσου καλά και την πρωτεΐνη GST, γεγονός που αναµενόταν αφού σαν 

αντιγόνο χρησιµοποιήθηκαν οι χιµαιρικές πρωτεΐνες GST – NEURALIZED. Για να 

εµπλουτίσουµε τον ορό σε αντισώµατα κατά της πρωτεΐνης NEURALIZED, 

ακολουθήσαµε τη διαδικασία  αρνητικού καθαρισµού συγγένειας πάνω σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης. Η διαδικασία ελέγχθηκε µε ανάλυση Western και παρατηρήθηκε 

εντονότατη διαφορά στην αναγνώριση της πρωτεΐνης GST από τον ορό πριν και µετά τον 

καθαρισµό. Πρέπει να σηµειωθεί ότι ο καθαρισµός έγινε µόνο στο αντίσωµα για το 

τµήµα 130Α (Εικ.10). 
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Εικ. 10: Αρνητικός καθαρισµός συγγένειας του αντισώµατος 130Α  σε µεµβράνη 
νιτροκυτταρίνης. (Α) Επώαση µε τον ορό 130Α (αραίωση 1: 1000) πριν τον καθαρισµό του. 1. 
Εχχύλισµα βακτηριακκών κυττάρων µη µετασχηµατισµένων (παρατηρήθηκε µικρή ανάµειξη των 
δειγµάτων 1,2). 2. Εκχύλισµα βακτηριακών κυττάρων που έχουν επαχθεί για έκφραση της 
χιµαιρικής πρωτεΐνης Neurl – GST (⇒). 3. Εκχύλισµα βακτηριακών κυττάρων που εκφράζουν 
µόνο την πρωτεΐνη GST (>). (Β) Επώαση µε τον ορό 130Α (αραίωση 1:1000) µετά τον αρνητικό 
καθαρισµό συγγένειας. Τα δείγµατα 1,2,3 είναι όµοια µε (Α). 

 

 

Για να προσδιορίσουµε την ευαισθησία των αντισωµάτων χρησιµοποιήσαµε 

ποσοτικοποιηµένα βακτηριακά εκχυλίσµατα ώστε να χρησιµοποιηθούν 5000ng, 500ng 

και 50ng συνολικής πρωτεΐνης. Επίσης χρησιµοποιήθηκαν 2 διαφορετικές αραιώσεις των  

πρωτοταγών αντισωµάτων (1:2000 και 1:3000 για το 130Α και 1:200 και 1:300 για το 

140Β). Παρατηρούµε ότι τα αντισώµατα αναγνωρίζουν ακόµα και πολύ µικρές 

ποσότητες µέχρι και 50ng συνολικής πρωτεΐνης στις µικρότερες αραιώσεις, γεγονός που 

υποδηλώνει την ικανοποιητική τους εξειδίκευση. 
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Εικ. 11: Έλεγχος της  ευαισθησίας των αντισω
κτηριακών εκχυλισµάτων. (Α) και (Β) Επώαση 
0 αντίστοιχα). (Γ) και (∆) Επώαση µε τον ορό 14
 Εκχυλίσµατα βακτηριακών κυττάρων που έχουν
τεΐνης Neurl – GST (⇒) (το τµήµα 130Α για τα 

νολική ποσότητα πρωτεϊνών 5000ng, 500 ng και 5
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µάτων µε διαδοχικές αραιώσεις 
µε τον ορό 130Α (αραίωση 1:2000 και 1 : 
0Β (αραίωση 1:200 και 1:300 αντίστοιχα). 1, 
 επαχθεί για έκφραση της χιµαιρικής 
Α και Β, το τµήµα 140Β για τα Γ και ∆) µε 
0 ng αντίστοιχα. 
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∆. Έλεγχος των αντισωµάτων σε εκχυλίσµατα ευκαρυωτικών κυτταρικών σειρών 

και εντοπισµός της πρωτεΐνης NEURALIZED σε διαφορετικές κυτταρικές σειρές. 

 

Για να επαληθευτεί η εξειδίκευση των αντισωµάτων που παράχθηκαν, 

πραγµατοποιήθηκε ανάλυση Western σε ευκαρωυτικά κυτταρικά εκχυλίσµατα. Τα 

κύτταρα  διαµολύνθηκαν µε πλασµίδια που οδηγούσαν στην έκφραση πρωτεΐνης Neurl 

διαφορετικών µεγεθών (πρωτεΐνη ολικού µεγέθους 574 αα – ευγενική προσφορά από τη 

Μαρία Κοκκινάκη - ή χιµαιρική πρωτεΐνη Neurl/GFP συνολικού µεγέθους 812αα). H 

αναγνώριση αυτών των διαφορετικών µεγεθών επιβεβαιώνει την ειδικότητα των 

αντισωµάτων. Οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν COS – 7 ( νεφρικά 

κύτταρα πιθήκου) και  NIH 3T3 (εµβρυικά κύτταρα ποντικού). Η ανάλυση  Western στα 

κύτταρα COS – 7 έδειξε:  

α) η πρωτεΐνη ανιχνεύεται σε µη διαµολυσµένα κύτταρα, άρα υπάρχει ενδογενώς και 

σε αυτή την κυτταρική σειρά. Εκτός όµως από τη ζώνη στο µέγεθος που αναµένεται 

(περίπου 65 kD), υπάρχει και µια δεύτερη ζώνη µικρότερου µεγέθους (Εικ.12). 

β) στα διαµολυσµένα κύτταρα µε κατασκευή που οδηγεί σε έκφραση πρωτεΐνης 

αγρίου τύπου, η ζώνη που παρατηρείται έχει µεγαλύτερη ένταση, αφού συµπίπτει µε το 

µέγεθος της ενδογενούς πρωτεΐνης.  

γ) στα διαµολυσµένα κύτταρα που εκφράζουν χιµαιρική πρωτεΐνη Neurl/GFP, 

ανιχνεύεται από το αντίσωµα µια ζώνη µεγαλύτερου µεγέθους καθώς και η ενδογενής 

πρωτεΐνη και η µικρότερη που παρατηρείται και στα άλλα δείγµατα. Πρέπει να 

τονίσουµε ότι το ποσοστό διαµόλυνσης σε αυτή την κυτταρική σειρά είναι αρκετά υψηλό 

(φτάνει µέχρι και 20 %) για αυτό παρατηρούµε και µεγάλη ακρίβεια στην ένταση των 

διάφορων ζωνών που ανιχνεύουν τα αντισώµατα. H ζώνη µικρότερου µεγέθους που 

παρητηρήθηκε (περίπου  45 Kd) είναι  πιθανόν κάποιο άλλο αντιγόνο που το αντίσωµα 

αναγνωρίζει µη ειδικά. Αναζητήσαµε παράλληλα και την ύπαρξη εναλλακτικών 

µεταγράφων σε βάσεις δεδοµένων ESTs ποντικού και ανθρώπου και εντοπίσαµε ένα 

εναλλακτικό µετάγραφο στον ποντικό µε τα τρία πρώτα µόνο εξόνια (από τα έξι που έχει 

συνολικά το γονίδιο Neurl του  ποντικού) και ένα δεύτερο εναλλακτικό µετάγραφο στο 

ανθρώπινο γονίδιο, τα ανοιχτά πλαίσια διαβάσµατος των οποίων δεν αντιστοιχούσαν σε 

πρωτεΐνη µεγέθους ανάλογου µε αυτό που παρατηρούµε. 
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Τα αντισώµατα στη συνέχεια 

τρεις διαφορετικές κυτταρικές σε

επιθηλιακά κύτταρα τραχήλου µή

 

Εικ. 12: Έλεγχος της εξειδίκευσης των 
αντισωµάτων σε ευκαρυωτικά κτταρικά 
εκχυλίσµατα (COS-7). Επώαση µε τον ορό για το 
τµήµα 130Α (αραίωση 1: 1000) 1. Εκχύλισµα 
ευκαρυωτικών κυττάρων µη διαµολυσµένων 
(παρατηρούµε ενδιγενή πρωτεΐνη Neurl µεγέθους 
65 KD περίπου). 2. Εκχύλισµα ευκαρυωτικών 
κυττάρων διαµολυσµένων µε   κατασκευή  που 
οδηγεί σε έκφραση πρωτεΐνης Neurl αγρίου τύπου. 
3. Εκχύλισµα ευκαρυωτικών κυττάρων 
διαµολυσµένων µε κατασκευή που οδηγεί σε 
έκφραση της χιµαιρικής πρωτεΐνης Neurl – GFP. 
τα κύτταρα NIH 3T3 έδειξε:  α) επαληθεύεται η ύπαρξη 

νιχνεύται από το αντίσωµα σε µη διαµολυσµένα 

ε αυτά τα κύτταρα η ζώνη µικρότερου µεγέθους.  

 µε κατασκευή που οδηγεί σε έκφραση πρωτεΐνης 

ε ζώνες αντίστοιχου µεγέθους , ενώ  

 που εκφράζουν την χιµαιρική πρωτεΐνη Neurl/GFP, δεν 

ώνη µεγαλύτερου µεγέθους γεγονός που µπορεί να 

οσοστό διαµολυνσης αυτής της κυτταρικής σειράς (1 – 

ικ. 13: Έλεγχος της εξειδίκευσης των αντισωµάτων σε 
καρυωτικά κυτταρικά εκχυλίσµατα (NIH 3T3). Επώαση 
 τον ορό για το τµήµα 130Α (αραίωση 1: 1000) 1. 
χύλισµα ευκαρυωτικών κυττάρων µη διαµολυσµένων 
αρατηρούµε ενδoγενή πρωτεΐνη Neurl µεγέθους 65 KD 
ρίπου). 2. Εκχύλισµα ευκαρυωτικών κυττάρων 
αµολυσµένων µε   κατασκευή  που οδηγεί σε έκφραση 
ωτεΐνης Neurl αγρίου τύπου. 3. Εκχύλισµα ευκαρυωτικών 
ττάρων διαµολυσµένων µε κατασκευή που οδηγεί σε 
φραση της χιµαιρικής πρωτεΐνης Neurl – GFP. 

χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα ανοσοφθορισµού  σε 

ιρές COS–7, NIH 3T3 και HeLa ( ανθρώπινα 

τρας), όπου τα κύτταρα είχαν ήδη διαµολυνθεί µε 
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κατασκευή που οδηγεί στην έκφραση χιµαιρικής πρωτεΐνης Neurl/GFP. Παρατήρηση 

των  κυττάρων σε συνεστιακό µικροσκόπιο έδειξε την ενδογενή πρωτεΐνη να εντοπίζεται 

σε όλο το κυτταρόπλασµα αλλά όχι στον πυρήνα, όπως συµβαίνει και µε την εξωγενή 

πρωτεΐνη, η οποία όµως εµφανίζει ένα διάστικτο πρότυπο µέσα στο κύτταρο. Η χρώση 

πάντως µε το αντίσωµα ταυτιζόταν µε τα σηµεία φθορισµού της GFP και µάλιστα η 

ένταση της χρώσης µε το αντίσωµα είναι µεγαλύτερη στα σηµεία όπου συσσωρεύεται η 

εξωγενής πρωτεΐνη (Εικ. 14).  

 
Φθορισµός GFP                    Ανοοφθορισµός                  Συνεντοπισµός  

 

 

 HeLa 
 
 
 
 
 
 
 
NIH3T3 
 
 
 
 
 
 
 
COS-7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικ. 14: Υποκυτταρικός εντοπισµός της ενδογενούς πρωτεΐνης Neurl µε τη χρήση του 

πολυκλωνικού αντισώµατος 130 Α και παρατήρηση σε κυτταρικές σειρές. Α, Β, Γ Κύτταρα 
HeLa διαµολυσµένα µε κατασκευή  που οδηγεί σε έκφραση της χιµαιρικής πρωτεΐνης  Neurl – 
GFP. ∆, Ε, ΣΤ. Κύτταρα ΝΙΗ 3Τ3 διαµολυσµένα µε κατασκευή  που οδηγεί σε έκφραση της 
χιµαιρικής πρωτεΐνης  Neurl – GFP. Ζ, Η, Θ. Κύτταρα COS- 7 διαµολυσµένα µε κατασκευή  που 
οδηγεί σε έκφραση της χιµαιρικής πρωτεΐνης  Neurl – GFP. 
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Ε. Ανοσοϊστοχηµική χρώση σε τοµές σε εµβρύου ποντικού. 
 
Για τη σύγκριση του προτύπου έκφρασης του γονιδίου Neurl, που προέκυψε µε τη 

χρήση ανιχνευτών RNA (in situ)  και τον εντοπισµό της πρωτεΐνης σε διάφορους ιστούς, 

πραγµατοποιήθηκε επώαση του αντισώµατος 130Α σε τοµές εµβρύου ποντικού από  

κρυοστάτη και παρατήρησή τους σε οπτικό µικροσκόπιο. Οι ιστοί που επιλέγχθηκαν, 

πνεύµονας, νεφρό, στοµάχι, έντερο, είναι ενδεικτικοί για την έκφραση του γονιδίου και 

παρουσιάζουν χαρακτηριστικό πρότυπο. Όπως παρατηρούµε υπάρχει πλήρης ταύτιση 

του προτύπου έκφρασης ανεξάρτητα από τον τρόπο ανίχνευσης. Η εξειδίκευση του 

αντισώµατος 130Α επιβεβαιώνεται και σε ιστούς χωρίς να υπάρχει καθόλου θόρυβος. Η 

πρωτεΐνη Neurl εντοπίζεται στους ιστούς και στα κύτταρα όπου εκφράζεται  το γονίδιο, 

πράγµα που δείχνει ότι η πρωτεΐνη δεν µεταφέρεται µέσω της κυκλοφορίας.  Αυτό 

επιβεβαιώνει την αρχική πρόβλεψη µη ύπαρξης δοµικών στοιχείων που να οδηγούν σε 

έκκριση της πρωτεΐνης.  
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Εικ. 15: Σύγκριση του προτύπου 
έκφρασης µε RNA in siru µε 
ανοσοιστοχηµική χρώση πάνω σε τοµές 
εµβρύων. Α,∆,Ζ,Θ. Υβριδοποίηση µε 
µόρια RNA. Β, Ε,Η,Ι. Επώαση σε 
αντίστοιχους ιστούς µε αντίσωµα 130 Α. 
Γ,ΣΤ. Επώαση χωρίς πρωτεύον αντίσωµα 
για αρνητικό έλεγχο. Οι ιστοί είναι στα 
Α,Β,Γ πνεύµονας, ∆,Ε,ΣΤ έντερα, Ζ,Η 
στοµάχι και Θ,Ι νεφροί. 

ΣΤ 

Ι 

Η 

Ε 

Γ Β 

Θ 

Ζ 

∆ 

A 



 
2. ΣΥΓΚΡΙΤΙΚΗ ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΠΡΟΤΥΠΟΥ  ΕΚΦΡΑΣΗΣ 
ΤΟΥ ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ Neurl  ΜΕ ΤΟΥΣ 4 ΟΜΟΛΟΓΟΥΣ 
∆ΕΣΜΕΥΤΕΣ ΤΩΝ ΥΠΟ∆ΟΧΕΩΝ NOTCH DELTA - LIKE 
1, DELTA – LIKE 4, JAGGED 1 ΚΑΙ JAGGED 2. 

 
Το γονίδιο  Neurl  του ποντικού εµφανίζεται ενεργό από τα πρώτα εµβρυικά 

στάδια σε διάφορους ιστούς (κυρίως επιθηλιακούς), σε ποικίλα εσωτερικά όργανα, 

στο σκελετικό σύστηµα, στο νευρικό σύστηµα και σε αισθητήρια όργανα. Η 

συµµετοχή του δροσοφιλικού οµόλογου στο σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch µας 

ώθησε να µελετήσουµε συγκριτικά το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου  Neurl  µε 

τους δεσµευτές του σηµατοδοτικού µονοπατιού. Στα θηλαστικά έχουν αποµονωθεί 

τρία οµόλογα του δεσµευτή Delta, τα Dll1, Dll3 και Dll4, ενώ για το δεσµευτή 

Serrate έχουν αποµονωθεί δύο οµόλογα τα Jagged 1 και Jagged 2.  

Η σύγκριση του προτύπου έκφρασης έγινε σε έµβρυα αναπτυξιακών σταδίων  από 

Ε10.5 εως Ε14.5. Για να παραχθούν οι κατάλληλοι ανιχνευτές για κάθε διαφορετικό 

δεσµευτή χρησιµοποιήθηκαν οι διαθέσιµοι κλώνοι I.M.A.G.E (http://image.llnl.gov) 

για τα γονίδια Dll1, Dll4 Jagged 1 και Jagged 2. Συγκεκριµένα ο κλώνος του Dll1 

(#948947) περιείχε την αλληλουχία 1726 – 2299 bp, ο κλώνος του Dll4 (#832357) 

την αλληλουχία 2992 – 3384 bp, ο κλώνος του Jagged 1(#1195272) την αλληλουχία 

3685 - 3971 bp και ο κλώνος του Jagged 2 (#3156268) την αλληλουχία 2504 – 2886 

bp. Η πιστότητα  των κλώνων στην αντίδραση της in vitro µεταγραφής για την 

δηµιουργία των µορίων RNA, ελέγχθηκαν µε αντίδραση αλληλούχισης των 

ενθεµάτων. 

Οι ανιχνευτές RNA, σηµασµένοι µε µόρια digoxigenin, των διαφορετικών 

γονιδίων που παράχθηκαν χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα in situ υβριδοποίησης σε 

τοµές του ίδιου αναπτυξιακού σταδίου για κάθε όργανο που µελετήθηκε. Η σύγκριση 

περιλάµβανε το νευρικό σύστηµα (τµήµατα του εγκεφάλου, του νωτιαίου µυελού, τα 

ραχιαία γάγγλια (dorsal root ganglia), αισθητήρια όργανα, αλλά και εσωτερικά 

όργανα. 

 

Το γονίδιο Dll 1 εκφράζεται στο νευροεπιθήλιο του φλοιού του προσθεγκεφάλου 

(εικ. 16 Η), ενώ το Dll 4 εµφανίζει έντονη έκφραση στην εγκόλπωση του χοριοειδούς 

πλέγµατος (εικ. 16 Θ),. Μετάγραφα του Jagged 1 και 2 εντοπίζονται στο 

νευροεπιθήλιο του προσθεγκεφάλου µε εντονότερη έκφραση στο τελικό πέταλο (εικ. 
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16 ΣΤ, Ζ), ενώ η έκφραση του neuralized είναι εντονότερη στο τοίχωµα του 

διεγκεφάλου (εικ. 16 Ι),. Στον οπισθεγκέφαλο το γονίδιο Dll 1 εκφράζεται κατά 

µήκος της κοιλιακής περιοχής (ventricular) (εικ. 16 Γ), ενώ η έκφραση του Dll 4 στην 

κοιλιακή περιοχή φτάνει µέχρι τη µεθόρια αύλακα (εικ. 16 ∆). Η έκφραση του Jagged 

1 είναι έντονη στην κοιλιακή περιοχή ενώ απουσιάζει από το εδαφιαίο πέταλο (εικ. 

16 Α), αντίθετα η έκφραση του Jagged 2 είναι εντονότερη στο εδαφιαίο πέταλο (εικ. 

16 Β). Η έκφραση του Νeuralized παρατηρείται στην κοιλιακή περιοχή, αλλά και στο 

εδαφιαίο πέταλο (εικ. 16 Ε). 

Στο νωτιαίο µυελό το Dll 1 εκφράζεται έντονα στην κοιλιακή περιοχή (εικ. 16 

Μ), ενώ το Dll 4 εµφανίζει έντονη έκφραση στην επενδυµατική στοιβάδα (εικ. 16 

Ν),. Η έκφραση του Jagged 1 παρατηρείται σε δύο εντονότερες ζώνες κάθετα στην 

κοιλιακή περιοχή (εικ. 16 Κ), ενώ το Jagged 2 εµφανίζει εντονότερη έκφραση στα 

δύο βασικά πέταλα (εικ. 16 Λ). Το γονίδιο neuralized εκφράζεται στο νευροεπιθήλιο 

του νωτιαίου µυελού και εντονότερα κατά µήκος της επενδυµατικής στοιβάδας (εικ. 

16 Ξ),. Η έκφραση στα ραχιαία γάγγλια είναι έντονη και στα πέντε γονίδια που 

µελετήσαµε (εικ.16 Ο, Π, Ρ, Σ, Τ). 

Στον αναπτυσσόµενο οφθαλµό το γονίδιο Dll1 εκφράζεται στην κεντρική περιοχή 

του αµφιβληστροειδούς χιτώνα και στα πρόσθια επιθηλιακά κύτταρα του φακού (εικ. 

17 Η). Η έκφραση του γονιδίου Dll4 απουσιάζει από τον αµφιβληστροειδή, αλλά 

παρουσιάζεται έντονη στα διαφοροποιηµένα κρυσταλλικά κύτταρα του φακού (εικ. 

17 Θ). Το γονίδιο Jagged 1 εκφράζεται κυρίως στην ισηµερινή ζώνη του φακού, όπου 

πραγµατοποιείται η επιµήκυνση των κρυσταλλικών κυττάρων (εικ. 17 ΣΤ), ενώ το 

γονίδιο  Jagged 2 εκφράζεται σε µια ευρύτερη περιοχή του αµφιβληστροειδούς και 

στο χαρακτηριστικό κυβοειδές επιθήλιο των πρόσθιων φακικών κυττάρων (εικ. 17Ζ). 

Μετάγραφα του γονιδίου Neurl εντοπίζονται διάσπαρτα στον αµφιβληστροειδή και 

σε κύτταρα του φακού κατά την πορεία της διαφοροποίησής τους σε κρυσταλλικά 

(εικ. 17Κ).  

Στο οσφρητικό επιθήλιο παρατηρούµε ότι τα γονίδια  Jagged 1 και Dll 4 

εκφράζονται στην εσωτερική πλευρά του αυλού του επιθηλίου (εικ. 17 Α, ∆), ενώ το 

Dll 1 στην βασική πλευρά του επιθηλίου (εικ. 17 Γ). Τα γονίδια Neurl και Jagged 2 

εµφανίζουν µια ευρύτερη περιοχή έκφρασης στο οσφρητικό επιθήλιο (εικ. 17 Β, Ε). 

Στα σηµεία ανάπτυξης των µουστακιών του ποντικού παρατηρούµε έκφραση των 

γονιδίων Dll 1 και Neurl  στη ρίζα της αναπτυσσόµενης τρίχας (dermal papilla) (εικ. 
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17 Μ, Ξ), ενώ τα γονίδια Jagged 1 και Jagged 2 εκφράζονται έντονα στο βλαστικό 

επιθήλιο του µουστακιού (εικ. 17 Κ, Λ).  

Σε µια εγκάρσια τοµή στο επίπεδο του λαιµού σε έµβρυο Ε14.5 παρατηρούµε 

έντονη έκφραση του Jagged 1 στο ενδοθήλιο των καρωτίδων και άλλων αρτηριών και 

στους λοβούς του θυροειδούς, ενώ πολύ χαµηλότερη ένταση στο επιθήλιο του 

οισοφάγου (παρατηρείται µόνο στην βλεννογόνο στοιβάδα) και του λάρυγγα (εικ. 18 

Α).  Το γονίδιο Jagged 2 εκφράζεται έντονα στο επιθήλιο του οισοφάγου και του 

λάρυγγα και σε χαµηλότερα επίπεδα στο θυροειδή και στο ενδοθήλιο των αρτηριών 

(εικ. 18 Β).  Το γονίδιο Dll 1 εµφανίζει έντονη έκφραση στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

των αρτηριών και αµυδρότερη έκφραση στο βλεννογόνο επιθήλιο του οισοφάγου και 

του λάρυγγα(εικ. 18 Γ).  Μετάγραφα του γονιδίου Dll 4 εντοπίζονται κυρίως στα 

ενδοθήλια των καρωτίδων, αλλά και σε χαµηλότερα επίπεδα στο βλεννογόνο 

επιθήλιο του λάρυγγα και του οισοφάγου (εικ. 18 ∆). Το γονίδιο Neurl εκφράζεται 

εντονότερα στο βλεννογόνο επιθήλιο του λάρυγγα και στον οισοφάγο, αλλά και στη 

µυική στοιβάδα. Έντονη έκφραση παρατηρείται στα θυλάκια των λοβών του 

θυροειδούς καθώς και σε ενδοθηλιακά κύτταρα των καρωτίδων (εικ. 18 Ε).   

Συνεχίζοντας την παρατήρηση των εσωτερικών οργάνων βλέπουµε έκφραση του 

γονιδίου Jagged 1 τόσο στο παρέγχυµα του ανατυσσόµενου πνεύµονα (Ε13.5) όσο 

και εσωτερικά στο επιθήλιο των βρόγχων και βρογχιόλιων (εικ. 18 ΣΤ), ενώ το 

γονίδιο Jagged 2 εκφράζεται µόνο στο επιθήλιο των  βρόγχων και όχι στο παρέγχυµα 

(εικ. 18 Ζ).  Μετάγραφα του γονιδίου Dll 1 παρατηρούνται στο επιθήλιο των βρόγχων 

(εικ. 18 Η), ενώ το Dll4 παρατηρείται στις διακλαδώσεις της πνευµονικής αρτηρίας 

και σε χαµηλότερα επίπεδα στο επιθήλιο των βρόγχων (εικ. 18 Θ). Η έκφραση του 

Neurl εντοπίζεται µόνο στο επιθήλιο των βρόγχων και των βρογχιολίων (εικ. 18 Ι). 

Στα νεφρά  (Ε13.5) η έκφραση των γονιδίων Jagged 1, Jagged 2 και Neurl είναι 

κοινή στα εσπειραµένα σωληνάρια και στα σπειράµατα (εικ. 18 Ο,Π,Τ), ενώ το 

γονίδιο Dll 1 εκφράζεται µόνο στα εσπειραµένα σωληνάρια (εικ. 18 Ρ)  και το γονίδιο 

Dll 4 µόνο στα σπειράµατα (εικ. 18 Σ). Στο εµβρυικό στοµάχι (Ε14.5) το γονίδιο 

Neuralized εκφράζεται έντονα στην εσωτερική στοιβάδα του βλεννογόνου επιθηλίου 

(εικ. 18 Ξ), όπως και το γονίδιο Dll 4 (αλλά σε χαµηλότερα επίπεδα) (εικ. 18 Ν), ενώ 

το γονίδιο Dll 1 εκφράζεται στη µυική στοιβάδα (εικ. 18 Μ). Τα γονίδια  Jagged 1 

και  Jagged 2 φαίνεται να εκφράζονται σε όλο το βλεννογόνο επιθήλιο του στοµάχου 

(εικ. 18 Κ,Λ).  
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Από τα παραπάνω είναι φανερό ότι παρατηρείται συνέκφραση του γονιδίου Neurl 

µε κάποιον από τους δεσµευτές, ενώ σε πολλούς από τους αναπτυσσόµενους ιστούς 

το πρότυπο έκφρασης κάποιων δεσµευτών δεν συµπίπτει µε το Neurl. 
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Εικ. 16: Σύγκριση του προτύπου έκφρασης του γονιδίου Neurl µε τα πρότυπα έκφρασης των τεσσάρων 
δεσµευτών του Notch Jagged 1, Jagged 2, Delta-like 1, Delta-like 4. Α, Β, Γ, ∆, Ε. Σύγκριση του προτύπου 
έκφρασης σε εγκάρσια τοµή οπισθεγκέφαλου εµβρύου ποντικού Ε11.5 fp: floor plate (εδαφιαίο πέταλο). ΣΤ, Ζ, 
Η, Θ, Ι. Σύγκριση προτύπου έκφρασης σε εγκάρσια τοµή προσθεγκέφαλου εµβρύου Ε11.5 lt: lamina terminalis
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Εικ. 17: Σύγκριση του προτύπου έκφρασης του γονιδίου Neurl µε τα πρότυπα έκφρασης των τεσσάρων 
δεσµευτών του Notch Jagged 1, Jagged 2, Delta-like 1, Delta-like 4 σε αισθητήρια όργανα. Α, Β, Γ, ∆, Ε. 
Σύγκριση του προτύπου έκφρασης σε εγκάρσια τοµή οσφρητικού επιθηλίου εµβρύου ποντικού Ε14.5 oe: olfactory
epithelium (οσφρητικό επιθήλιο). ΣΤ, Ζ, Η, Θ, Ι. Σύγκριση προτύπου έκφρασης σε επιµήκη τοµή οφθαλµού 
εµβρύου Ε14.5 r: retina (αµφιβληστροειδής) le: lens epithelium (επιθήλιο φακού) cc: crystal cells (κρυσταλλικά 
κύτταρα φακού). Κ, Λ, Μ, Ν, Ξ. Σύγκριση προτύπου έκφρασης σε  επιµήκη τοµή κεφαλιού εµβρύου Ε14.5, όπου 
φαίνονται τα εκβλαστήµατα των αισθητηρίων τριχών του ποντικού ge: germinative epithelium (βλαστικό 
επιθήλιο), dp: dermal papilla (θηλές της δερµίδας). 
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NeurlDll 4Dll 1Jagged 2Jagged 1
Εικ. 18: Σύγκριση του προτύπου έκφρασης του γονιδίου Neurl µε τα πρότυπα έκφρασης των τεσσάρων δεσµευτών 
του Notch Jagged 1, Jagged 2, Delta-like 1, Delta-like 4. Α, Β, Γ, ∆, Ε. Σύγκριση του προτύπου έκφρασης σε εγκάρσια 
τοµή στο ύψος της τραχείας εµβρύου ποντικού Ε14.5 oe: oesephagus (οισοφάγος), la: larynx (λάρυγγας), tl: thyroid lobe 
(θυροειδής), ca: carotid artery (καρωτίδα). ΣΤ, Ζ, Η, Θ, Ι. Σύγκριση προτύπου έκφρασης σε επιµήκη τοµή πνεύµονα 
εµβρύου Ε13.5 be: bronchial epithelium (βρογχιακό επιθήλιο), pa: pulmonary artery (πνευµονική αρτηρία). Κ, Λ, Μ, Ν, Ξ. 
Σύγκριση προτύπου έκφρασης σε  επιµήκη τοµή στοµάχου εµβρύου Ε13.5 me: mucosa epithelium (βλεννογόνο επιθήλιο). 
Ο, Π, Ρ, Σ, Τ. Σύγκριση προτύπου έκφρασης σε επιµήκη τοµή νεφρού εµβρύου Ε13.5 t: tubule (εσπειραµένο σωληνάριο), 
g: glomerulus (σπείραµα). 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

1. Συγκριτική µελετή προτύπου έκφρασης 
Η πρωτεΐνη Neurl ανήκει στην υπεροικογένεια  πρωτεϊνών NEUZ, µια οµάδα 

πρωτεϊνών µε άγνωστο προς το παρόν λειτουργικό ρόλο,  που χαρακτηρίζονται από 

την παρουσία σε ένα ή πολλαπλά αντίγραφα των οµώνυµων εσωτερικών 

επαναλήψεων. Το κοινό χαρακτηριστικό των ορθόλογων πρωτεϊνών neuralized εκτός 

από τις επαναλήψεις  NEUZ, είναι το µοτίβο RING, το οποίο διαφοροποιεί την 

οικογένεια των πρωτεϊνών Neuralized από τις άλλες οµάδες της υπεροικογένειας 

NEUZ. Το µοτίβο RING φαίνεται ότι ενέχεται στον σχηµατισµό υπερµοριακών 

πρωτεϊνικών συµπλόκων και σχετίζεται µε ενδοκύττωση µεµβρανικών µορίων και 

πρωτεόλυση τους στο λυσόσωµα ή πιθανόν, ανακύκλωση τους. Στα πλαίσια της 

διερεύνησης του λειτουργικού ρόλου του γονιδίου Neurl, προσδιορίσαµε το πρότυπο 

έκφρασης του κατά την εµβρυική ανάπτυξη του ποντικού συγκριτικά µε αυτό των 

γονιδίων Jagged1, Jagged 2, Delta-like1 και Delta-like 4, και µελετήσαµε µε 

αντισώµατα, την υποκυτταρική κατανοµή της πρωτεΐνης Neurl. 

Η έκφραση του δροσοφιλικού γονιδίου neu συµπίπτει µε τις θέσεις και τον χρόνο 

ενεργοποίησης του µονοπατιού διακυτταρικής σηµατοδότησης Notch κατά τη 

διάρκεια της εµβρυικής, προνυµφικής και νυµφικής ανάπτυξης (Boulianne et al., 

1991). Το neu εκφράζεται κατά τη νευρογένεση και στα πρόδροµα αισθητήρια 

όργανα της Drosophila. Η βιοχηµική και η κυτταρική µελέτη του γονιδίου δείχνει ότι 

ενεργοποιεί την ενδοκύττωση του Delta και ακολούθως ενισχύει τη σηµατοδότηση 

του µέσω του υποδοχέα Notch. Στα σπονδυλωτά όπως και στη δροσόφιλα, ο έλεγχος 

της νευρογένεσης σε σχέση µε τη σηµατοδότηση Notch έχει µελετηθεί εκτεταµένα 

και αποτελεί ένα αντιπροσωπευτικό παράδειγµα µηχανισµού σηµατοδότησης. Στο 

νευρικό σωλήνα οι νευρώνες παράγονται από διαιρούµενα πρόδροµα κύτταρα των 

οποίων τα κυτταρικά σώµατα απλώνονται σε µια ζώνη πολλαπλασιασµού κοντά στον 

αυλό του νευρικού σωλήνα. Όταν τα πρόδροµα κύτταρα διαιρούνται, τα θυγατρικά 

επιλέγουν ή να παραµείνουν στην ζώνη πολλαπλασιασµού ή να διαφοροποιηθούν σε 

νευρώνες. Στην δεύτερη περίπτωση τα κύτταρα σταµατούν να διαιρούνται και 

µεταναστεύουν στην ζώνη του µανδύα του νευροεπιθηλίου όπου και 

διαφοροποιούνται. 

Το ορθόλογο γονίδιο Neurl του ποντικού είναι ενεργό σε πρώιµα εµβρυικά 

στάδια στο νευρικό ιστό, σε αισθητήρια όργανα, στο σκελετικό και µυικό σύστηµα 
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και σε µια σειρά από εσωτερικά όργανα. Είναι γνωστό ότι οι παράγοντες που 

συµµετέχουν στο µονοπάτι Notch εµφανίζουν δυναµικά και εξειδικευµένα πρότυπα 

έκφρασης κατά την ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος (Beatus et al., 1998). Στο 

ποντίκι και οι τέσσερις Notch υποδοχείς εκφράζονται σε συγκεκριµένα στάδια 

ανάπτυξης του κεντρικού νευρικού συστήµατος (ΚΝΣ) και η έκφραση τους 

σχετίζεται µε αδιαφοροποίητα κύτταρα του ΚΝΣ  ενώ η έκφραση των δεσµευτών στο 

αναπτυσσόµενο ΚΝΣ είναι πιο πολύπλοκη (de la Pompa et al., 1997, del Amo et al., 

1992, Lardelli et al., 1994, Lindsell et al., 1996, Reamme et al., 1992, Weinmaster et 

al., 1992). Ειδικότερα, από πειράµατα προσδιορισµού της έκφρασης του Deltal1 

(Dll1), συµπεραίνεται ότι υπάρχουν κοινές περιοχές έκφρασης µε το γονίδιο Neurl. 

Έτσι, θεωρήσαµε χρήσιµη την συστηµατική διερεύνηση του προτύπου έκφρασης των 

οµόλογων θηλαστικών δεσµευτών Delta/Serrate σε σύγκριση µε το πρότυπο του 

γονιδίου Νeurl. 

Από τα συγκριτικά πειράµατα ανάλυσης του προτύπου έκφρασης , το πρώτο 

συµπέρασµα είναι ότι η έκφραση του Νeurl συµπίπτει µε την έκφραση των 

δεσµευτών κατά την ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος του ποντικού, πράγµα που 

θα µπορούσε να ερµηνευτεί ως µια καλή ένδειξη για τη συµµετοχή του Neurl  στο 

σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch των θηλαστικών.  Έτσι, στον αναπτυσσόµενο 

προσεγκέφαλο (Ε11.5) η έκφραση του γονιδίου Neurl συµπίπτει µε την έκφραση των 

γονιδίων Jagged 1 και Jagged 2 τα οποία εκφράζονται στα τοιχώµατα του 

διεγκεφάλου αλλά όµως και στο ακραίο πέταλο, απ’ όπου απουσιάζουν µετάγραφα 

του Neurl. Στον οπισθεγκέφαλο (Ε11.5) η έκφραση του neurl ταυτίζεται µε την 

έκφραση και των τεσσάρων δεσµευτών κατά µήκος της κοιλιακής περιοχής 

(ventricular), όµως στο εδαφιαίο πέταλο όπου έχουµε έντονη έκφραση του Neurl 

υπάρχουν µετάγραφα των Jagged 2 και Dll 4 άλλα όχι των Jagged 1 και Dll 1. 

Παρατηρούµε ότι η έκφραση του Neurl όπως και των τεσσάρων δεσµευτών σε αυτά 

τα στάδια είναι εντονότερη στις εσωτερικές στοιβάδες του αυλού του εγκεφάλου 

όπου συναντάµε αδιαφοροποίητα κύτταρα. Στο νωτιαίο µυελό το Neurl εκφράζεται 

εντονότερα κατά µήκος της επενδυµατικής στοιβάδας, όπως και τα γονίδια Jagged 1 

και Dll 4, τα οποία όµως εντοπίζονται σε συγκεκριµένες ζώνες, ενώ τα γονίδια 

Jagged 2 και Dll 1 συµπίπτουν µε χαµηλότερα επίπεδα έκφρασης του Neurl στην 

ευρύτερη περιοχή του νωτιαίου µυελού. Επιπλέον, στα ραχιαία γάγγλια εµβρύου 

Ε12.5, παρατηρείται έκφραση και των πέντε υπό µελέτη γονιδίων, δείχνοντας πιθανή 

συµµετοχή τους στην ανάπτυξη και του περιφερικού νευρικού συστήµατος. 
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Από τα παραπάνω συµπεραίνουµε ότι σε πολλά σηµεία του αναπτυσσόµενου 

νευρικού συστήµατος συµπίπτει η έκφραση του neurl µε κάποιων από τους τέσσερις 

δεσµευτές, χωρίς να υπάρχει κάποια «προτίµηση» σε έναν µόνο δεσµευτή. 

Παρατηρούµε επίσης ότι δύο από τους δεσµευτές (Jagged 2 και Dll 1) εκφράζονται 

στην ζώνη του µανδύα του νωτιαίου µυελού όπου υπάρχουν διαφοροποιηµένοι 

νευρώνες, γεγονός που δείχνει ότι τα γονίδια αυτά δεν εµπλέκονται στην νευρογένεση 

µε τον ίδιo τρόπο µε τους υπόλοιπους δεσµευτές DSL. Στον αναπτυσσόµενο οφθαλµό 

(Ε14.5) παρατηρείται έκφραση του γονιδίου Neurl  σε µια ευρύτερη περιοχή του 

αµφιβληστροειδούς χιτώνα που περιλαµβάνει συγκεκριµένα σηµεία έκφρασης των  

Jagged 1, 2 και Dll 1, ενώ η έκφραση του δεν ταυτίζεται µε το γονίδιο Dll4 που 

βρίσκεται στα διαφοροποιηµένα κύτταρα του φακού. Το εσωτερικό επιθήλιο περιέχει 

οσφρητικούς υποδοχείς και νευρικά πρόδροµα κύτταρα όπου και παρατηρούµε το 

Neurl να εκφράζεται σε όλο το επιθήλιο καλύπτοντας τα σηµεία έκφρασης των 

τεσσάρων δεσµευτών. 

Παρατηρώντας τα εσωτερικά όργανα βλέπουµε επίσης σε αρκετούς ιστούς η 

έκφραση του γονιδίου Neurl να είναι ευρύτερη και να περιλαµβάνει τα ειδικότερα 

σηµεία έκφρρασης των τεσσάρων δεσµευτών. Συγκεκριµένα η έκφραση του Neurl  σε 

επιθηλιακά κύτταρα του νεφρού, του στοµάχου και του πνεύµονα συµπίπτει σε πολλά 

σηµεία µε την έκφραση των δεσµευτών. Μεγαλύτερη ταύτιση παρατηρείται στην 

έκφραση του Neurl µε τους δεσµευτές Jagged 1 και Dll 1 συγκρίνοντας τα αντίστοιχα 

εσωτερικά όργανα. Στους σωλήνες του πεπτικού συστήµατος παρατηρείται έντονη 

έκφραση του Neurl και του Jagged 1 στη βλεννογόνο και τη µυική στοιβάδα καθώς 

επίσης και στο θυροειδή και χαµηλότερη έκφραση του Dll 1 στα αντίστοιχα σηµεία. 

Είναι φανερό ότι η έκφραση του γονιδίου Neurl  συµπίπτει σε πολλά σηµεία µε 

την έκφραση των τεσσάρων δεσµευτών του Notch. Η σύγκριση ξεκίνησε από το 

νευρικό σύστηµα, επικεντρώνοντας την προσοχή σε µερικά χαρακτηριστικά σηµεία, 

όπως είναι ο προσθεγκέφαλος, ο οπισθεγκέφαλος και ο νωτιαίος µυελός. Για να 

συµπεράνουµε µε µεγαλύτερη ακρίβεια αν υπάρχει συνέκφραση των εν λόγω 

γονιδίων σε κυτταρικό επίπεδο, πρέπει να µελετηθούν συστηµατικά και λεπτοµερώς 

διαδοχικά στάδια ανάπτυξης ώστε να προσδιορισθεί και ποσοτικά το συγκριτικό 

πρότυπο έκφρασης των γονιδίων. Σηµαντική πληροφορία θα προκύψει από τη διπλή 

υβριδοποίηση πάνω στην ίδια τοµή µε το αντίσωµα του Νeurl και τους ανιχνευτές 

RNA των αντίστοιχων γονιδίων. 
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Η έκφραση του γονιδίου Neurl  σε πολλαπλούς ιστούς και σε διαφορετικά 

αναπτυξιακά στάδια κάνει δύσκολη την απόδοση σε αυτό µιας συγκεκριµένης 

λειτουργίας. Όπως έδειξαν πειράµατα καταστροφής των παραπάνω γονιδίων, οι 

τέσσερις δεσµευτές που χρησιµοιήθηκαν για τη σύγκριση, φαίνεται να εµπλέκονται 

σε κάποια αναπτυξιακή διαδικασία όπως π.χ το Dll 1 στη νευρογένεση και τη 

σωµιτογένεση (Bettenhausen, 1995), το Dll 4 στην ανάπτυξη ενδοθηλιακών ιστών 

(Shutter, 2000), το Jagged 1 στην ανάπτυξη του καρδιαγγειακού συστήµατος (Xue, 

1999) και το  Jagged 2 στην ανάπτυξη του σκελετού και των άκρων (Jiang, 1998). 

Πρόσφατη µελέτη όπου πραγµατοποιήθηκε καταστροφή του γονιδίου Νeurl σε 

ποντίκια έδειξε ότι επηρεάζονται διαδικασίες όπως  η όσφρηση και ο συντονισµός 

των κινητήριων νευρώνων (Ruan, 2001). Η έκφραση του γονιδίου είναι έντονη στα 

αντίστοιχα σηµεία του εγκεφάλου, αλλά µετάγραφα του παρατηρούνται και σε πολλά 

άλλα σηµεία του αναπτυσσόµενου εµβρύου, τα οποία φαίνεται να µην επηρεάζονται 

από την καταστροφή του γονιδίου. Η πιθανότητα ύπαρξης ενός δεύτερου γονιδίου 

Νeurl στο γονιδίωµα του ποντικού που λειτουργεί συµπληρωµατικά µε το πρώτο θα 

µπορούσε να δώσει µια εξήγηση για τον συγκεκριµένο φαινότυπο. Αυτή όµως η 

υπόθεση ύπαρξης δεύτερου γονιδίου Neurl δεν φαίνεται να ευσταθεί, όπως έδειξαν 

δικά µας πειράµατα ανάλυσης κατά Southern και in silico ανάλυσης όλων των 

διαθέσιµων γενωµικών και cDNA αλληλουχιών  του ανθρώπου και του ποντικού 

(Pavlopoulos et al., 2001). Ενδεχοµένως, ο πλεονασµός στον βιολογικό ρόλο του 

Neurl να προέρχεται από την λειτουργία άλλων γονιδίων που δρουν συµπληρωµατικά 

του Neurl και περιέχουν, π.χ. NEUZ επαναλήψεις ή/και µοτίβα RING.  Βιοχηµικές 

και γενετικές µελέτες είναι απαραίτητες για να αποδειχθεί εάν υπάρχει άµεση ή 

έµµεση αλληλεπίδραση του Neurl µε τους εν λόγω δεσµευτές. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

θα είχε η υποκυτταρική ανίχνευση των τεσσάρων δεσµευτών και του Neurl στους 

διάφορους ιστούς που συνεκφράζονται καθώς και σε ποντίκια όπου έχει καταστραφεί 

το ενδογενές Neurl. Πάντως, άµεση ή ισχυρή αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης Neurl µε 

ένα ή περισσότερους από τους δεσµευτές του Notch, δεν φαίνεται πολύ πιθανή, όπως 

έδειξαν πειράµατα «δύο υβριδίων», διερεύνησης της αλληλεπίδρασης του Neurl µε 

άλλες πρωτείνες (Κοκκινάκη, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα).  

 

2. Υποκυτταρικός εντοπισµός  
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Προηγούµενη εργασία µας µε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης ευκαρυωτικών 

κυττάρων που εκφράζουν τη χιµαιρική πρωτεΐνη Neurl/GFP έδειξε ότι η εξωγενής 

πρωτεΐνη εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα, σε χαρακτηριστικές στικτές δοµές που 

µοιάζουν µε κυστίδια. Η ανάλυση του υποκυτταρικού εντοπισµού της ενδογενούς 

πρωτεΐνης µε αντισώµατα, επαλήθευσε την παρουσία της µέσα στο κυτταρόπλασµα 

σε αντίστοιχες στικτές δοµές και  την απουσία της από τον πυρήνα, γεγονός που 

επιβεβαιώνει τον αρχικό προσδιορισµό της τοπογραφίας της πρωτεΐνης µέσα στο 

κύτταρο και υποδηλώνει ότι η ύπαρξη της GFP στα χιµαιρικά ανασυνδυασµένα µόρια 

δεν επηρεάζει τον εντοπισµό της.  Ο χαρακτηρισµός των κυστιδίων που 

παρατηρούνται µε τη χρήση κατάλληλων κυτταρικών µαρτύρων αποτελεί µια 

σηµαντική πληροφορία για την κατανόηση της λειτουργίας της πρωτεΐνης.  

Ένα ποσοστό της  ενδογενούς πρωτεΐνης παρατηρείται κοντά στην 

πλασµατική µεµβράνη. Με βιοχηµικά πειράµατα σε ευκαρυωτικές κυτταρικές σειρές 

αποδείχτηκε η συσχέτιση της πρωτεΐνης µε µεµβράνες (Παυλόπουλος, αδηµοσίευτα 

αποτελέσµατα). Αυτό το αποτέλεσµα είναι επίσης σε συµφωνία µε την 

προκαταρκτική παρατήρησή µας στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο, της πρωτεΐνης 

neuralized της Drosophila στην εσωτερική πλευρά της πλασµατικής µεµβράνης 

(Παυλόπουλος , αδηµοσίευτα αποτελέσµατα).  Η ανίχνευση της ενδογενούς 

πρωτεΐνης µε τη χρήση των αντισωµάτων σε ευκαρυωτικά κύτταρα και η 

παρατήρηση τους σε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο είναι δυνατό να επιβεβαιώσει την 

συσχέτιση της πρωτεΐνης µε την εσωτερική πλευρά των κυτταρικών µεµβρανών είτε 

πρόκειται για κυστίδια, είτε για την πλασµατική µεµβράνη του κυττάρου. 

Συµπερασµατικά,  παρατηρήσαµε ότι το γονίδιο Neurl του ποντικού 

συνεκφράζεται σε αρκετούς ιστούς και κυτταρικές στοιβάδες µε κάποιον από τους 

ορθόλογους δεσµευτές Delta/Serrate των θηλαστικών, αλλά και απουσιάζει από άλλα 

σηµεία έκφρασης των δεσµευτών. Οι πέντε δεσµευτές που συναντώνται στα 

θηλαστικά επιτελούν διαφορετικές λειτουργίες και εκφράζονται σε διαφορετικούς 

ιστούς, αλληλεπιδρώντας µε ένα ή περισσότερους από τους υποδοχείς Notch. Με 

αυτό τον τρόπο παρατηρείται εξειδίκευση του σηµατοδοτικού µονοπατιού στις 

διάφορες αναπτυξιακές διεργασίες των θηλαστικών και επιτυγχάνεται ρύθµιση της 

σηµατοδότησης σε πολλαπλά επίπεδα. Σε ένα από αυτά τα επίπεδα είναι δυνατό να 

λειτουργεί και το γονίδιο Neurl, το οποίο ενδέχεται να ρυθµίζει µετα-µεταφραστικά 

έναν ή περισσότερους από τους δεσµευτές στους κυτταρικούς πλυθησµούς που αυτοί 

εµφανίζονται ενεργοί. 
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